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1 UVOD

1.1 Zgradba musjega ocesa

Zuzelke imajo sestavljeno ali fasetno oko (Slika 1). Funkcionalna enota takega odesa je
odesce ali omatidij. Stevilo ogesc na oko je odvisno od vrste in spola Zivali. Muhe iz rodu
Calliphora imajo nevralno superpozicijsko oko. Aksoni retinalnih celic se zbirajo v
ganglijski plasti in nato potujejo do opti¢nih lobusov (R1-R6) ali tvorijo sinapse v
neuropili (R7 in R8).

Fasetno oko rdeceglave brencacke sestavlja priblizno 5000 omatidijev. V vsakem od njih
se nahaja 20 celic, od tega 8 retinalnih. Premer posameznega omatidija je okoli 35 mm in

je sestavljen iz dioptricnega in fotosenzitivnega aparata.

Dioptricni aparat rdeCeglave brencacke, s katerim se zafenja pot svetlobe do
fotoreceptorjev, sestavljata rozeni¢na leca in kristalni stozec, ki je ekstracelularni izlo¢ek
Stirih Semperjevih celic. Obe strukturi usmerjata svetlobo proti fotoreceptorskim celicam.
Pot in koli¢ino svetlobe regulirajo primarne, sekundarne in terciarne pigmentne celice.
Primarni pigmentni celici obdajata kristalni stozec. Njuna funkcija je absorpcija svetlobe v
pigmentnih zrnih in s tem omejevanje koliCine svetlobe, ki vstopi v receptorske celice.
Celotno ocesce in odstavke do bazalne lamine obdaja Sest sekundarnih in Sest terciarnih

pigmentnih celic, ki preprecujejo prehod svetlobe med ocesci in jih s tem opti¢no locujejo.

Fotoreceptorski del ocesca predstavlja osem retinalnih celic. Njihovi ¢utilni deli tvorijo
odprt rabdom, kjer vsaka od cutilnih celic prispeva svojo rabdomero. Receptorske celice
R1-R6 se razsirjajo vzdolz celotne dolzine fotosenzitivnega aparata. Ker zaznavajo
svetlobo monokromatsko, funkcionalno ustrezajo vretencarskim pal¢kam. Celici R7 in R8
sta krajsi in lezita ena nad drugo. Rabdomera R7 lezi distalno in je bolj obcutljiva na
ultravijoli¢no svetlobo, R8 pa proksimalno in je bolj obcutljiva na modro oziroma zeleno
svetlobo. Celice R7 in R8 imajo funkcionalno vlogo vretencarskih ¢epkov, saj omogocajo

barvno gledanje. Vsaka od receptorskih celic ima na povrSini, obrnjeni v notranjost
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rabdoma, membrano sestavljeno iz priblizno 1.4x10° (400/mm2) 1-2 mm dolgih in 60 nm
Sirokih mikrovilov, ki skupaj gradijo rabdomero. Membrana mikrovilov vsebuje vidni
pigment rodopsin. Centralni rabdomeri (R7 in RS8) sta Siroki 1 mm, zunanje rabdomere
(R1-R6) pa 2 mm. Na bazi mikrovilov se nahaja sistem submikrovilarnih cistern (SMC), ki
je del gladkega endoplazmatskega retikuluma in predstavlja zalogo kalcija (Montell, 1999).
Kisik, ki ga receptorske celice potrebujejo, priteka po traheolah, ki izras¢ajo iz velikih
zracnih vre¢ v glavi. Vsak omatidij oskrbuje po ena traheola. Razdalja med traheolo in

katerokoli fotoreceptorsko celico ne presega 15 mm (Hamdorf s sod., 1988).

kornealna leca

kristalni stoZec
primarna pigmentna celica
Semperjeva celica

vrh rabdomere

fotoreceptorska celica
jedro ——
E rabdomera
0 ‘ intraomatidialni f;._‘: _." )
0 prostor 2% -
a5
° ~TF ¥
o sekundarna 1 6/'-‘
O pigmentna celica |
— — bazalna lamina D
mikrovili submikrovilarne

cisterne akson

Slika 1: A) Sestavljeno nevralno superpozicijsko oko. B) Zgradba omatidija vinske musice. C) Pre¢ni
pererez distalnega dela omatidija z R7. D) Prec¢ni prerez proksimalnega dela omatidija z R8. E) Shema

mikrovilarne membrane (prirejeno po Paulsen in sod., 2001).

1.1.1 Vidni pigment

Glavni element fotoreceptorske celice predstavlja rabdomera z mikrovili. Mikrovilarna
membrana vsebuje tesno zloZene elemente transdukcijske kaskade, od katerih je 65%

vidnega pigmenta rodopsina. V mikrovilu se nahaja preko 1000 molekul vidnega pigmenta

(Stavenga, 1995). Fotoreceptorska celica z 1.4x10° mikrovili vsebuje 2x108 molekul

rodopsina.
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Molekula rodopsina je zgrajena iz dveh delov. Opsin predstavlja proteinski del molekule,
sestavljen iz sedmih transmembranskih segmentov, z njim pa je preko schiffove baze
kovalentno povezana neproteinska kromofora 3-hidroksi-retinal. — Absorpcija fotona
svetlobe ustrezne valovne dolzine povzroc¢i konformacijsko spremembo rodopsina iz 11-cis
v all-trans obliko in preko vmesnih kratkotrajnih termolabilnih stanj nastanek
metarodopsina. Metarodopsin je termostabilen in se z absorbcijo dolgovalovne svetlobe
ponovno izomerizira v rodopsinsko molekulo. Termostabilni stanji rodopsina in
metarodopsina imata razliéni spektralni obcutljivosti. Rodopsin celic R1-R6 ima
absorpcijski vrh v modrozelenem delu spektra (A=490 nm), metarodopsin pa v rdec¢em delu
spektra (A=580 nm). Izozbesti¢na tocka, pri kateri sta koncentraciji obeh oblik pigmenta

enaki, je pri 510 nm (Stavenga, 1995).

1.2 Fototransdukcija

Fototransdukcija je proces, v katerem se svetlobna energija pretvori v elektri¢ni odziv
fotoreceptorja. Raziskave tega procesa so botrovale odkritju in karakterizaciji G-
beljakovinske signalne verige, ki je splosno prisotna ne le v Cutilnih temvec¢ v prakti¢no
vseh celicah telesa (Hardie in Raghu, 2001). Ojacanje, ki je rezultat verige, omogoca
fotoreceptorjem reakcijo ze na posamezen foton svetlobe. Visoka hitrost delovanja verige,
ki je posledica posebne strukturne organizacije elementov verige v mikrovilu, pa omogoca
zuzelkam casovno lo€ljivost preko 100Hz. Fototransdukcijo v ocesu muhe sprozi
absorpcija fotona svetlobe ustrezne valovne dolZine, pri ¢emer se rodopsin konformacijsko
spremeni v metarodopsin. Aktivni metarodopsin katalizira zamenjavo gvanozindifosfata
(GDP), vezanega na a. podenoto G-proteina, z gvanozintrifosfatom (GTP). Ga podenota se
odcepi od Py dimera in se veze na fosfolipazo C-f (PLC-B). PLC je encim, ki cepi

fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat (PIP5) na topni inozitoltrifosfat (IP3) in membransko vezani

diacilglicerol (DAG), ki ga DAG lipaza nato cepi v poli-nenasi¢ene mascobne kisline

(PUFA-polyunsaturated fatty acids).
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Kon¢ni ucinek z G-proteinom sklopljene signalne verige je aktivacija TRP in TRPL

ionskih kanal¢kov. Oba tipa kanal¢kov spadata med kationske kanalCke, pri ¢emer TRP

kanal 100-krat bolje prepusca Ca2* kot Na™ ione, TRPL pa le 4-krat. Membrana mikrovila
in posledi¢no celotne receptorske celice se ob tem depolarizira, koncentracija kalcija v
mikrovilih in citosolu pa se poveca. Vloga PIP, na aktivacijo TRPL kanalckov je
inhibitorna. Njegov razpad s pomocjo PLC pa povzroci, da se omenjeni kationski kanalcki
aktivirajo. Po eni od hipotez bi bil za aktivacijo lahko odgovoren IP3, vendar pa recentni
dokazi tej hipotezi nasprotujejo in predlagajo, da pride do aktivacije direktno ali indirektno
preko DAG. Ta aktivira tudi za fotoreceptorje specifi¢no protein kinazo C (PKC), ki
negativno regulira TRP kanale. Kot posledica hidrolize DAG nastanejo veckrat nenasi¢ene
mascobne kisline (PUFA), ki tudi lahko neodvisno aktivirajo TRP in TRPL kanalcke
(Chyb in sod. 1999).

Inaktivacija verige poteka s pomocjo arestina, ki prekine katalitsko aktivnost
metarodopsina, medtem ko ga rdeca svetloba pretvori nazaj v rodopsin. Drugi encimi
prisotni v mikrovilu pretvorijo preostale aktivne metabolite delovanja PLC-f preko serije

reakcij nazaj v PIP, (Hardie, 2001).
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1.3 Zgradba mitohondrija

Mitohondrij je celi¢ni organel, sestavljen iz matriksa, ki ga obdajata notranja in zunanja
membrana, med njima pa se nahaja intermembranski prostor. Notranja membrana je
nagubana in tvori kriste (gube) razlicnih oblik. Ker so nanjo vezani encimi respiratorne
verige, je gostota krist odvisna od respiratorne aktivnosti celic. Njena struktura je visoko
specializirana in vsebuje velik delez fosfolipida kardiolipina, ki ima pomembno vlogo pri
vzdrzevanju neprepustnosti notranje membrane za ione. Poleg tega se v njej nahajajo tudi
transportni proteini, ki omogocajo selektivno prepustnost za molekule, ki so potrebne za
delovanje encimov matriksa oziroma predstavljajo njihov substrat. Najpomembnejse
beljakovine, ki se v njej nahajajo, pa so Stirje kompleksi respiratorne verige in ATP
sintaza. Zunanjo membrano mitohondrija sestavlja veliko Stevilo transportnih proteinov
porinov, zaradi katerih je ta propustna za vse molekule manjSe od 5 kD vklju¢no z
manjS$imi proteini. Na njej se nahajajo tudi encimi potrebni za sintezo lipidov in encimi, ki

pretvorijo lipidne substrate v obliko, ki se nato metabolizira v matriksu.

1.4 Oksidativna fosforilacija

Oksidativna fosforilacija je dokon¢na oksidacija organskih snovi, pri ¢emer se sprosca
energija. Kemi¢no gledano gre za zaporedje oksidacij in redukcij. Sladkorji se najprej
oksidirajo v procesu glikolize, ki poteka v citosolu celice. Produkt glikolize, piruvat, se
transportira v matriks mitohondrija, kjer v procesu oksidativne dekarboksilacije tvori
aktivirano ocetno kislino, znano kot acetil koencim A (AcCoA). Tudi kon¢ni produkt
oksidacije mascobnih kislin, ki se oksidirajo v procesu B-maScobne oksidacije v matriksu
mitohondrija, je acetil koencim A. Ta vstopa v drugi sklop metabolnih procesov - Krebsov
ali cikel citronske kisline. Cikel sestavlja serija oksido-redukcijskih reakcij, pri katerih se

acetilna skupina oksidira v dve molekuli CO. Bistvo Krebsovega cikla je prenos visoko-
energijskih elektronov iz ogljikovih spojin na molekule NAD" in FAD, poleg tega pa je
cikel tudi vir prekurzorjev za sintezo amino kislin, nukleotidnih baz, holesterola in

porfirina.
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Stehiometrija cikla je:

AcCoA + 3NAD" + FAD + GDP + P; + HO — (1)

— 2C0O5 + 3NADH + FADH, + GTP + 2H" + CoA

V procesu oksidativne fosforilacije se NADH in FADH, uporabita za redukcijo kisika.
Reakcija potece v seriji zaporednih redoks reakcij membranskih proteinov, ki tvorijo
elektronsko transportno verigo. Elektroni iz NADH se na kisik prenasajo s pomocjo

NADH-dehidrogenaze (iz FADH, pa s pomocjo sukcinat-dehidrogenaze), ubikinona,

citokrom c reduktaze in citokrom c oksidaze. Energija, ki se spros¢a med prehajanjem
elektronov z enega prenasalca v dihalni verigi na drugega, se porabi za ¢rpanje protonov v
prostor med notranjo in zunanjo mitohondrijsko membrano. Vsak proton, ki se iz matriksa
mitohondrija prenese v medmembranski prostor, prispeva h koncentracijski in elektri¢ni
razliki prek notranje mitohondrijske membrane - protonskemu elektrokemijskemu

gradientu, ki ga ATP sintaza uporabi za tvorbo ATP.
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1.4.1 Kompleksi dihalne verige

CCK

Fumarat Sukcinat

MATRIKS

membrana

MEDMEMBRANSKI

PROSTOR

Podencte kompleks | kompleks Il kompleks [l kompleks IV kompleks V
mtDNA kodirane: T 0 1 3 2
nDNA kodirane: ~36 4 10 10 ~14

Slika 2: Shema dihalne verige. Podenote membranskih kompleksov, ki so kodirane z mitohondrijskim
genomom so oznacene z rdeCo barvo, oziroma z modro barvo, ¢e jih kodira jedrni genom. S pus¢icami je
oznacen prenos elektronov med kompleksi in konéno na kisik ter Crpanje protonov preko notranje

mitohondrijske membrane, kar ima kon¢no za posledica nastaneck ATP (prirejeno po DiMauro, 2004).

Zaporedje prenasalcev elektronov na notranji membrani mitohondrija je bilo doloceno na
razlicne nacine. V veliko pomoc¢ je bila uporaba inhibitorjev, ki delujejo na razlicnih
mestih dihalne verige. Z eksperimentalno dolocitvijo standardnih redoks potecialov (E'y) je
bilo ugotovljeno, da tok elektronov poteka spontano od prenasalcev z nizkim E'y na

prenasalce z visokim E'y (tabela 1).
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Tabela 1: Standardni redukcijski potenciali za respiratorno verigo.

Redoks reakcija E’ (V)
2H" +2¢ — H, -0.414
NAD" +H" + 2¢’— NADH -0.320
NADH dehidrogenaza (FMN) + 2H" + 2¢” — NADH dehidrogenaza -0.30
(FMNH,)

Ubikinon + 2H" + 2¢”— ubikinol 0.045
Citokrom b (Fe’") + e — citokrom b (Fe*") 0.077
Citokrom ¢, (Fe’") + ¢ — citokrom c; (Fe™) 0.22
Citokrom ¢ (Fe’") + ¢ —citokrom ¢ (Fe*") 0.254
Citokrom a (Fe’") + ¢ —citokrom a (Fe”") 0.29
Citokrom a3 (Fe’") + ¢© —citokrom a3 (Fe*") 0.55
150, +2H" +2¢” —H,0 0.816

1.4.1.1 Kompleks | (NADH dehidrogenaza)

Kompleks I je eden najvecjih in najbolj zapletenih znanih membranskih proteinskih
kompleksov v Zivem svetu z molekularno maso okoli 1000 kDa. Kompleks I ima obliko
¢rke L, katere daljsi del predstavlja hidrofobni integralni membranski protein, krajsi pa se
izteza v matriks s hidrofilnim delom, ki vsebuje FMN in NADH aktivni center.
Evkariontski kompleks I sestavlja ve¢ kot 35 podenot. 7 od 14 centralnih podenot je
kodiranih v jedru in vkljucujejo vse znane redoks prosteticne skupine, torej eno molekulo
FMN (flavin adenin mononukleotid) in 8 do 9 zelezo-zveplovih centrov. Preostalih 7 ND
centralnih podenot so hidrofobni proteini s Stevilnimi domnevnimi membranskimi heliksi
in so pri veCini evkariontov kodirani z mitohondrijskim genomom. Zelo malo pa je
znanega o funkciji preostalih akcesornih podenot. FMN predstavlja mesto vstopa
elektronov iz NADH. Zaradi relativne stabilnosti semiflavina, FMN deluje kot elektronski
pretvornik med elektronskim donorjem 2 ¢ in zelezo- zveplovimi centri, ki prenasajo po 1
e na enkrat. Domnevajo, da je Fes-Ss redoks center neposredni donor elektronov

ubikinonu.
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Kompleks I pa ima tudi funkcijo protonske ¢rpalke. Ob prenosu 2 ¢ iz NADH na konecim
Q pride do ¢rpanja 4 protonov v intermembranski prostor. Trenutno je najverjetnejsi
scenarij tega procesa ta, da sprememba redoks potenciala zaradi redukcije ubikinona okoli
zelezo-zveplovega centra N2 povzro¢i specifiéne konformacijske spremembe. Te se nato
prenesejo na hidrofobne podenote v membrani, ki izhajajo iz Na'/H' ali K/H"

antiporterjev in delujejo kot protonske ¢rpalke. (Brandt s sod., 2003)

4 H

Slika 3: Priblizna pozicija centralnih podenot in Fe,-S, centrov (N1a, N1b, N3, N4 in N5 redoks prosteti¢ne

skupine) oz. Fes-S4 centrov (Nlc, N2 redoks prosteti¢ne skupine) znotraj kompleksa I, ki oblikuje ¢rko L.
Membranski del sestavlja 7 hidrofobnih podenot (ND1-ND6) in ND4L). Hipoteti¢no zaporedje korakov
elektronskega prenosa od NADH do ubikinona (Q) je oznacena s ¢rnimi puscicami (prirejeno po Brandt s

sod., 2003)

Na encim se veze NADH in prenese dva elektrona na FMN prosteti¢no skupino kompleksa
ter jo reducira v FMNH,. Elektroni se nato prenesejo na Fe-S centre v encimu in na
ubikinon ter ga reducirajo v ubikinol. Z redukcijo le-tega se preneseta dva protona iz

matriksa.
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Encim torej katalizira reakcijo:

NADH + UQ + 5H+matriks - NAD+ + UQH2 +4 H+medmembr. prostor (2)

Znanih pa je tudi Ze ve¢ kot 60 razli¢nih druzin snovi (naravnega in sinteti¢nega izvora), ki
inhibirajo kompleks 1. Vecinoma so to hidrofobne ali amfipati¢ne snovi, zato bi mnoge
lahko delovale kot ubikinonski antagonisti. Kineticne Studije zdruzujejo inhibitorje
kompleksa I v 3 razrede, pri cemer je predstavnik prvega piericidin A (razred I/A-tip),
drugega rotenon (razred II/B-tip) in capsaicin (C-tip). Dejstvo, da so mitohondriji insektov
Se posebej obcutljivi na inhibicijo kompleksa I, se s pridom uporablja tudi pri proizvodnji

insekticidov.

1.4.1.2 Kompleks Il ali sukcinat dehidrogenaza

Sukcinat dehidrogenaza je integralni protein notranje mitohondrijske membrane. Vsebuje
dva tipa prosteticnih skupin in vsaj $tiri razli¢ne proteine. Je encim cikla citronske kisline,
ki katalizira nastaneck FADH, z oksidacijo sukcinata v fumarat. FADH, ne zapusti
kompleksa, zato se njegovi elektroni prenesejo na Fe-S centre in nato na ubikinon. V
nasprotju s kompleksom I, kompleks II ne prenasa protonov, zato se z oksidacijo FADH,

tvori manj molekul ATP kot pri oksidaciji NADH.

Ubikinon je benzokinon z dolgo izoprenoidno stransko verigo. Je majhna in hidrofobna
molekula, ki lahko prosto difundira v lipidnem dvosloju notranje mitohondrijske
membrane. Sprejme lahko en elektron, pri ¢emer nastane semikinonski radikal (UQH-), ali
dva elektrona, kjer nastane ubikinol (UQH,). Ubikinon tako deluje kot povezovalec med
dvo-elektronskimi donorji in eno-elektronskimi akceptorji. Ubikinol prenese elektrone od

kompleksa I in II do kompleksa III.
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1.4.1.3 Kompleks lll ali citokrom c reduktaza

Evkariontska citokrom ¢ reduktaza je homodimerni membranski kompleks, sestavljen iz
ve¢ podenot. Vsako monomero sestavljajo tri katalitiéne podenote citokrom b, citokrom c;
in Rieskejev protein, ki vsebujejo prosteticne skupine. Citokrom b sestavljata dva hema
tipa b (by in by), citokrom c¢; hem tipa c in Rieskejev protein z Fe,-S, centrom. Poleg
omenjenih podenot, se v vsaki monomeri nahaja $e do 8 dodatnih podenot, katerih funkcija
Se ni jasna. Dve loCeni notranji elektronski transportni verigi povezujeta tri kataliticna
mesta za zunanje substrate. Na enem mestu citokrom c oksidira citokrom c,, preostali dve
kataliti¢ni mesti pa se nahajata na citokromu b in sta vkljuceni v oksidacijo ali redukcijo
ubikinona. Citokrom ¢ reduktaza oksidira molekulo kinola in reducira vodotopen citokrom
¢ in povezuje omenjeno redoks reakcijo s Crpanjem protonov preko notranje
mitohondrijske membrane. Produkt mehanizma Q cikla je prenos protona preko
membrane. Pri tem gre za topografsko loCeni reakciji redukcije ubikinona in oksidacije
kinola, ki se dogajata na nasprotni strani lipidnega dvosloja, posledica pa je prenos protona
preko kinola ¢ez membrano. Mesto, kjer se ubikinon reducira je oznaceno s ¢rko N, ker se
nahaja v bliZini elektronegativne strani membrane (v nekateri literaturi je oznaceno tudi s
Qi), mesto oksidacije kinola pa s ¢rko P, saj se nahaja v bliZini elektropozitivne strani
membrane (Qo). Protoni vstopajo v cikel na mestu N, ¢ez membrano jih prenese kinol, ki
jih nato sprosti na mestu P. Zaradi ekstremne hidrofobnosti, se ubikinon in ubikinol
nahajato samo znotraj hidrofobnega dela lipidnega dvosloja, ¢esar prednost je to, da

semikinonski intermediat ne more povzrociti tvorbe Skodljivih kisikovih radikalov.

Eno zanimivejSih odkritij je bilo to, da se kataliticna domena Rieske-jevega proteina
premika. Ti premiki naj bi bili pomembni za prenos elektronov iz QH, na mestu P na

citokrom c;.

Mehanizem sklopitve transporta elektronov iz QH, na citokrom c in transmembranskega
transporta protonov imenujemo Q-cikel. Cikel olaj$a tudi preklop iz dvo-elektronskega
prenasalca ubikinola na eno-elektronski prenasalec citokrom c. Ubikinol se veZe na mesto

P in svoje elektrone odda posamic¢no. En elektron se najprej veze na Rieskejev center, ta pa
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ga prenese na citokrom c; in c, ki difundira od encima. Drugi elektron se prenese na
citokrom by, citokrom by in na oksidirano kinonsko molekulo vezano na N mestu ter jo
delno reducira. Tako se ubikinol na mestu P oksidira, njegovi protoni pa se sprostijo na
citosolno stran membrane. Ubikinon nato dufundira stran in naslednja molekula ubikinola
zasede njegovo mesto. Adicija drugega elektrona na delno reducirano kinonsko molekulo
na mestu N povzro¢i privzem dveh protonov iz matriksa in nastane ubikinol. Ti protoni
tudi prispevajo

k protonskmu gradientu. Cikel se konc¢a z oksidacijo dveh molekul ubikinola do ubikinona,
redukcijo dveh molekul citokroma c, prenosom S$tirih protonov na citoplazemsko stran

notranje mitohondrijske membrane in privzemom dveh protonov iz matriksa mitohondrija.

Celotna reakcija izgleda takole:

UQHZ + cht Cox +2 H+matriks _’UQ + 2Cyt Cred + 4H+medmembr. prostor (3)

H+"\ 1+
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Slika 4: Shema Q-cikla znotraj kompleksa III. Z modrimi pus€icami je prikazana pot elektronov, z rdeco pa
pot protonov. Mesti Q, in Q; se nahajata na podroc¢ju citokroma b (moder ¢rtkan pravokotnik), kjer jih
povezujeta hema by in by;. Z oranzno puscico so prikazana mesta inhibicije za posamezen inhibitor (prirejeno

po Crofts, 2004)
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1.4.1.4 Kompleks IV ali citokrom c oksidaza

Citokrom c oksidaza se nahaja na koncu dihalne verige in katalizira redukcijo kisika, pri
¢emer nastane molekula vode ter omogoCi prenos 4 protonov iz matriksa Vv

medmembranski prostor:
4citc® +8H + 0, — 4cit¢™ +2 HoO + 4 H negmenbr. prostor 4)

Kompleks sestavlja 13 podenot, pri ¢emer so 3 kodirane z mitohondrijskim genomom.
Sestavljata ga dva tipa hema a (a in a3), ki se med seboj zaradi nahajanja v razliénem
okolju znotraj kompleksa razlikujeta, in trije bakrovi ioni, ki sestavljajo dvo jederni center
Cuy/ Cuy ter center Cug. Hem a se od hema v citokromih c in ¢ razlikuje v treh lastnostih:
1) formilna skupina zamenjuje metilno skupino, 2) ogljikovodikova veriga C15 zamenjuje

vinilno skupino, 3) hem ni kovalentno vezan na protein.

Slika 5: Shema funkcije citokrom c oksidaze. Modre pus¢ice oznacujejo kemi¢no reakcijo redukcije kisika

pri ¢emer nastane voda. Rdece pusCice oznacujejo Crpanje protonov preko membrane (prirejeno po

Wikstrom, 2004).
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Kot kompleksa I in III tudi citokrom c oksidaza predstavlja protonsko ¢rpalko, vendar pa
se mesti vstopa elektronov in protonov v kompleks nahajata na nasprotnih straneh
membrane. Donor elektronov kompleksa IV predstavlja citokrom c, ki je eno-elektronski
prenaSalec, in prinese elektron z P strani notranje membrane ter ga preko bakrovega centra
Cua/Cup odda hemu a. S tem prenosom je povezan prevzem protona iz matriksa na Se ne
definiranem ¢rpalnem mestu znotraj membranske domene kompleksa. Nadaljni prenos
elektrona na binuklearno hem a3;-Cug mesto je povezano s sprostitvijo protona v
medmembranski prostor, cemur sledi prevzem novega protona iz matriksa na hem a3-Cug

mestu, kjer pride do nastanka vode (Wikstrom, 2004).

membrana | |

H,O

N .
N, H* H*

Slika 6: Shema moznega mehanizma Crpanja protonov citokrom c¢ oksidaze (prirejeno po Wikstrom, 2004).

Tako naj bi prenos vsakega elektrona povzro€il ¢rpanje enega protona iz matriksa v
medmembranski prostor, in vezavo protonov na molekulo kisika, adicija koncénega,
Cetrtega elektrona iz citokroma c na hem a3-Cug mesto pa bi pomenila odcep dveh molekul

vode in oksidacijo encima.

Mehanizem prenosa protonov Se vedno ni poplnoma pojasnjen, saj tu ni prisoten
prenasalec protonov, kot na primer ubikinon v kompleksu III. Preko citokrom oksidaze c
naj bi bil prenos protona mogo¢ zaradi nevtralnosti znotraj kompleksa, kjer adicija

elektrona omogo¢i vezavo protona. Poleg tega lahko v a3-Cup centru prihaja do
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konformacijskih sprememb, ki skrbijo, da se protoni ¢rpajo le iz matriksa in se lahko

sprostijo le v citosol.

1.4.1.5 Kompleks V ali ATP sintaza

Vsak proton, ki se iz matriksa mitohondrija prenese v medmembranski prostor, prispeva k
protonskemu elektrokemijskemu gradientu (ApH"), ki ga izrazamo v mV kot protonsko

gonilno silo (Ap).

Ap (mV) = Ay, - (2.3RT/F) ApH
(pr1 37OC, Ap = A\Vm - 6OApH),

Kjer je Ay, mitohondrijski membranski potencial, ApH je pH gradient preko notranje
membrane (pozitivna vrednost oznacuje kisli matriks), R, T in F pa se nanasajo na plinsko
konstanto, absolutno temperaturo in Faradayevo konstanto. Ay, je komponenta, ki najvec

prispeva k Ap (Nicholls in Budd, 2000).

ATP sintaza je glavna pot za ponovni vstop protonov v matriks mitohondrija. Kolaps Ap
ustavi sintezo ATP v mitohondriju in povzro¢i hitro hidrolizo citoplazmatskega ATP, saj
ATP sintaza skuSa obnoviti Ap in za¢ne delovati v obratni smeri. ATP sinaza torej izkoristi
protonski elektrokemijski gradient za endergoni proces ATP sinteze. Proces je
termodinami¢no mozen zato, ker elektronski prenos, ki generira protonsko gibalno silo
vsebuje dovolj proste energije (okoli 34 kJ na mol elektronskih parov) za nastanek enega

mola ATP, ki zahteva okoli 32 kJ.

Mitohondrijska ATP sintaza predstavlja ATPazo F-tipa in jo sestavljata 2 razli¢ni
komponenti F; in Fy. F; predstavlja periferni membranski protein Fy pa je integralni
protein. Kataliticno domeno F; komponente predstavlja 5 globularno names¢enih proteinov
a, B, v, 0 in € v razmerju 3:3:1:1:1. Podenote vy, d in € tvorijo notranji povezovalni del, ki

povezuje (af}); podkompleks F; z Fo. Podkompleks (af); pa se povezuje z Fy preko
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perifernega povezovalnega dela, ki ga sestavljata 1 a in 2 b podenoti komponente F,. Poleg

omenjenenih a in b podenot, komponento F sestavlja Se obro€ iz verjetno 10 ¢ podenot.

mesta sinteze T
ATP
S
notranja
membrana

-

Slika 7: Shematski prikaz ATP sintaze. F; komponento sestavljajo a-,-, in y-podenote in verjetno tudi

druge, odvisno od metode izolacije. Fy komponento pa sestavljajo a-, b- in c-podenote (prirejeno po Stusek).

Za sintezo ATP so kriticnega pomena ustrezni premiki posameznih podenot, pri cemer
osrednji povezovalni del rotira s frekvenco 50-100/s, ta pa je povezan s komponento Fy, ki
predstavlja izvor rotacije, to pa napaja tok protonov. Stopnja mitohondrijskega dihanja je
odvisna od dostopnosti ADP za Fy, komponento ATP sintaze. Gradient ADP/ATP preko
notranje mitohondrijske membrane ohranja v ravnovesju adenin nukleotidna translokaza,
katere funkcija je zagotavljanje ADP v matriksu in ATP v citosolu, ki ga porabljajo od
energije odvisni procesi. Eksperimentalno pridobljeno S$tevilo protonov potrebnih za
sintezo ene ATP molekule je ~3-4. Ucinkovitost fosforilacije, dolo¢ena na izoliranih
mitohondrijih, je izrazena kot razmerje ADP/O. Eksperimentalno ugotovljena vrednost
ucinkovitosti fosforilacije za oksidacijo ene NADH molekule je 2.6-2.7 in 1.6-1.7 za
oksidacijo sukcinata. Te vrednosti so zelo blizu teoreticnim vrednostim ADP/O razmerja
(2.5 in1.5), ob predpostavki, da se na par elektronov iz NADH precrpa 10 protonov ez

notranjo mitohondrijsko membrano, iz sukcinata pa 6.
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1.4.2 Teoreti¢ne razlage mehanizma regulacije oksidativne
fosforilacije

Kot Ze omenjeno, je oksidativna fosforilacija v mitohondrijih glavni proces za produkcijo
energije v obliki ATP. Hidroliza ATP pa je naprej gonilo za razli¢ne procese, kot so
sinteza proteinov, DNA/RNA sinteza, ionski transport preko celicnih membran,
glukoneogenezo, itd. Vendar pa se ob prehodu iz mirovnega stanja v aktivno stanje (na

primer fotoreceptorja ob svetlobni stimulaciji) zahteve po energiji zelo povecajo.

To pomeni, da mora informacija za zagotovitev zadostne koli¢ine ATP glede na trenutno
porabo, nekako priti do procesa oksidativne fosforilacije. Znano je Ze, da zunanje signale,
ki stimulirajo metabolizem (in poslediéno stopnjo mitohondrijske respiracije),
predstavljajo razliéni hormoni v nevzdraznih celicah in nevralna stimulacija v vzdraznih.
Vendar pa Se vedno ni pojasnjen mehanizem znotraj celi¢ne regulacije ATP produkcije in

njegove porabe.

Glede na dosedanja dognanja in s pomocjo racunalniskih simulacij, naj bi porabo kisika in
s tem oksidativno sintezo ATP v tkivih in celicah pri fizioloskih pogojih, ki veljajo v
intaktnem organizmu, povecal nek zunanji signal (S) kot na primer hormon, nevralna
stimulacija ali v naSem primeru svetloba. Ta signal se nato prenese preko nekega znotraj
celi¢nega faktorja X, ki predstavlja zunanji efektor (ne intermediarni metabolit) za nekatere
encime oz. dele bioenergetskega sistema celice. Mehanizmi regulacije oksidativne
fosforilacije predlagani v literaturi pa so naslednji:

A) Izhodna aktivacija. X (vsaj v nekaterih primerih so to kalcijevi ioni) direktno aktivira
samo ATP porabo (izhod sistema). Posebno mitohondrijske encime pa indirektno
aktivirajo tudi spremembe v [ADP] in koncentracijah drugih metabolitov (npr. komplekse
dihalne verige aktivira zmanjSanje Ap).

Primer tega tipa aktivacije predstavlja slika 8 A.

B) Vhodna/izhodna aktivacija. X (npr. Ca’") direktno aktivira ATP porabo (izhod) in

dehidrogenacijo substrata (npr. preko piruvat dehidrogenaze, izocitrat dehidrogenaze,
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a-ketoglutarat dehidrogenaze krebsovega cikla - vhod sistema), medtem ko mitohondrije
posredno aktivira koncentracija ADP in/ali NADH. Ta tip mehanizma aktivacije je prav
tako kot tudi prvi tip primer regulacije posredovane preko metabolitov (v povezavi z
oksidativno fosforilacijo). Ta mehanizem je predstavljen na sliki 8 B.

C) Aktivacija na vsakem koraku oz. paralelna aktivacija (each-step activation). Zunanji
efektor X aktivira neposredno tako porabo ATP in dehidrogenacijo substrata, kot tudi vse
korake sistema oksidativne fosforilacije. V idealiziranem primeru, kjer bi bili vsi encimi do
enake mere aktivirani, in posledi¢no ne bi bilo sprememb v koncentraciji intermediarnih
metabolitov, bi tak mehanizem aktivacije pomenil tipi¢en primer direktne regulacije. V
realnih primerih pa posamezni koraki niso aktivirani v popolnoma enaki meri, zaradi ¢esar
pride do majhnih variacij v koncentraciji razlicnih metabolitov. Tako je mehanizem
aktivacije na vsakem koraku kombinacija neposredne regulacije in regulacije posredovane

z metaboliti. Prikazano na sliki 8 C.
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A. Izhodna aktivaciia j"
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C. Paralelna aktivacija T

Slika 8: Trije mozni mehanizmi regulacije oksidativne fosforilacije. Posamezni koraki so ali aktivirani
direktno preko zunanjega efektorja (prekinjene pusCice) ali indirektno preko sprememb koncentracij
metabolnih intermediatov. S- zunanji signal (hormon, nevralni signal); X-intracelularni efektor (zunanji glede
na oksidativno fosforilacijo); SH-respiratorni substrat; 1., dehidrogenacija substrata; 2., posamezen korak

oksidativne fosforilacije; 3., poraba ATP (prirejeno po Korzeniewski, 2001).

Mehanizem paralelne aktivacije najbolje ustreza celotnemu spektru obstojecih
eksperimentalnih podatkov, pri ¢emer k poveCanju pretoka preko sistema oksidativne
fosforilacije prispevata tako neposredna kot posredna regulacija preko metabolitov ob
poviSanih zahtevah po energiji. Znotraj regulacije posredovane z metaboliti, glavni nacin
prenosa stimulacije oksidativne fosforilacije predstavlja sprememba [ADP], spremembe v
[ATP] in [Pi] pa pri tem procesu igrajo le manjSo vlogo. Glavno kritiko omenjenemu
mehanizmu pa predstavlja dejstvo, da fizi¢na narava faktorja X, ki naj bi bil odgovoren za
neposredno paralelno aktivacijo sistema oksidativne fosforilacije med prehodom iz manjse
k vedji obremenitvi, $e ni jasna. Precej dokazov kaZe na vpletenost Ca®" ionov. Pomemben
faktor pri tem naj bi bila vsaj v nekaterih celicah frekvenca kalcijevih oscilacij (bolj kot

sama koncentracija omenjenih ionov, saj ta le v manjSi meri aktivira izolirane
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mitohondrije). To frekvenco naj bi nato po casu integriral nek protein, analogen
kalmodulinu, ki bi posledi¢no aktiviral proteinsko fosforilacijo oz. defosforilacijo. Kar
nekaj taré paralelne aktivacije pa je Ze znanih. Ca®" na primer aktivira dehidrogenaze
Krebsovega cikla in glikogen fosfatazo. Vendar pa je Cisto mozno tudi, da je predlagani
mehanizem aktivacije poplnoma neodvisen od kalcija. Tako je naravo faktorja oz.
mehanizma, ki direktno aktivira vse komplekse dihalne verige Se vedno treba odkriti na
eksperimentalen nacin. Predstavljeni kineti¢ni model tako predstavlja teoreti¢no podlago

za obstoj novega eksperimentalno Se neodkritega fenomena.

1.5 Povezava med fototransdukcijskim procesom in aktivacijo
dihalne verige v mitohondriju

Signal, vpleten v mitohondrijsko aktivacijo, kljub intenzivnemu proucevanju ostaja slabo
opredeljen. Zaradi aktivacije TRP in TRPL kanalckov se poveca koli¢ina kalcija in natrija
v citosolu, kar predstavlja metabolno breme za celico zaradi pospeSenega delovanja
Na'/Ca" izmenjevalca in Na'/K™ ATP-aze. Slednje ni na bazi mikrovilov, ampak se nahaja
na lateralni membrani fotoreceptorske celice (Baumann, 1997). Vsaj polovico energije, ki
nastane z respiracijo mitohondrija, porabi Na'/K~ ATP-aza (Tsacopoulos, 1983). Zelo
verjetno zato njeni razporeditvi sledijo tudi mitohondriji, saj se le-ti nahajajo prav tako na
lateralni membrani in relativno dale¢ od mesta fototransdukcijskega procesa oz.

rabdomere.

StarejSe poroc€ilo Tsacopoulosa in sodelavcev (1983) kaze, da pride do poviSanja porabe
kisika pred aktivacijo najve¢jega energijskega potrosnika - Na'/K" ¢rpalke, kar pomeni, da
aktivacija mitohondrijev ni posledica dviga ADP, ki nastane ob njenem delovanju. Najbolj
verjeten kandidat za aktivacijo mitohondrijev je dvig proste znotrajcelicne koncentracije
Ca®" ([Ca®]). Ni pa Se jasno po kakSnem mehanizmu se kalcijev signal razsirja od
mikrovila do mitohondrijev. Ena moznost je globalno povecanje kalcija v celici, kot
posledica aktivacije TRP in TRPL kanal¢kov, pri ¢emer naj bi kalcij difundiral od
mikrovila do mitohondrijev. Po drugi hipotezi bi sproScanje kalcija lahko induciral IP;

preko IPsR endoplazmatskega retikuluma, kalcijev signal pa bi se nato Siril preko RyR na
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endoplazmatskem retikulumu. ZuZeléje fotoreceptorske celice imajo namre¢ poseben
specializiran del gladkega ER, ki se imenuje sistem submikrovilarnih cistern (SMC)
(Hardie 2001). Ta del ER je lahko razvit zelo dobro, na primer pri ¢ebelah (Baumann,
2000), ali pa manj, v vsakem primeru pa je povezan s preostalim omrezjem ER v celicah,
in se dotika tudi mitohondrijev. Povecanje znotrajceli¢ne koli¢ine kalcija v fotoreceptorski
celici po svetlobnem draZzenju nastane predvsem zaradi vstopa kalcija iz ekstracelularja
preko kalcijevih kanalckov v membrani mikrovilov. Poleg tega mutacija gena za IP;R
nima vpliva na potek fototransdukcije, kljub temu, da se v celici po svetlobnem draZenju
tvori relativno veliko IP;. Zaradi povecane koncentracije kalcija v celici zaéne mitohondrij
akumulirati kalcijeve ione, kar pospesi delovanje dehidrogenaz v Krebsovem ciklu (piruvat
dehidrogenaze, izocitrat dehidrogenaze, oa-ketoglutarat dehidrogenaze) kot tudi ATP-
sintaze, a-glicerofosfat dehidrogenaze in adenin nukleotid translokaze, depolarizira
notranjo membrano organela in pospesi tok elektronov po kompleksih dihalne verige in s
tem produkcijo ATP. V zuzel¢jih fotoreceptorjih se zdi aktivacija mitohondrijev s
posredovanjem IP; smiselna predvsem v primerih, ko je depolarizacija Sibka — torej, ko je
jakost svetlobe nizka. Ob visoki jakosti svetlobe namre pride dovolj Ca*" v
fotoreceptorsko celico skozi TRP in TRPL kanal¢ke (Oberwinkler in Stavenga, 1998;
Oberwinkler in Stavenga, 2000).

1.6 Vpliv staranja organizma na funkcijo mitohondrijev

Glavni razlog za ogromno Stevilo Studij na podro¢ju dogajanja v mitohondrijih v zvezi s
staranjem je dejstvo, da so mnoge bolezni, ki nastopijo v povezavi s procesom staranja
povezane z okvaro v delovanju mitohondrijev. Nekatere izmed teh bolezni so npr.
alzheimerjeva bolezen, parkinsonova bolezen, huntingtonova bolezen, diabetes mellitus,

itd.

Manifestacije z mitohondriji povezanih bolezni so zelo raznolike in vkljucujejo Stevilne
simptome ter prizadanejo razlicne organe. Vzrok zanje je ve¢inoma sprememba v funkciji
sistema oksidativne fosforilacije. Primeri klini¢nih simptomov teh bolezni so razli¢ne

nevrodegenerativne motnje, kot so slepota, izguba sluha, dementnost, motnje gibanja,
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ataksija in encefalopatije. Mitohondrijski defekti so povezani tudi z miSi¢no Sibkostjo,
sré¢no odpovedjo, renalno disfunkcijo in z boleznimi jeter. Ocenjujejo, da tovrstne bolezni

prizadanejo vsaj 1 na 8500 ljudi.

1.6.1 »Mitohondrijska teorija staranja«

Staranje je kompleksen fizioloski fenomen o digar izvoru je napisanih vec teorij.
Najpogosteje se pojavlja tako imenovana mitohondrijska teorija staranja, oz. z njo
povezana teorija prostih radikalov, ki govori o tem, da je s casom akumulacija somatskih
mutacij mitohondrijske DNA (mtDNA), ki nastanejo kot posledica Skodljivega delovanja
prostih radikalov, razlog za zmanjs$anje funkcionalnosti mitohondrijev in s tem zmozZnosti
generacije ATP, glavnega vira dostopne energije v celici. Posledicno se zmozZnost

delovanja celic, tkiv in celotnega organizma zmanjs$a in ima kon¢no smrtne posledice.

Vendar pa so v nekaterih Studijah na Drosophili ugotovili, da zmanjSanje produkcije
reaktivnih kisikovih vrst — ROS (Reaktive Oxygen Species) v mitohondrijih s pomocjo
povecane ekspresije antioksidantov kot npr. superoksidne dismutaze in katalaze, ni potrdila
te teorije. Nekateri rezultati so ji celo nasprotovali, saj je v nekaterih primerih povecana
koli¢ina antioksidantov vodila v skrajSanje Zivljenjske dobe music (Hui-Ying Lim s sod.,

2006).

Mitohondrijski teoriji staranja nasprotujejo tudi nedavna dognanja, ki kazejo na to, da med
procesom mitohondrijskega zlivanja prihaja do menjave mtDNA in njenih produktov. Ta
proces imenovan mitohondrijska komplementacija, je za mitohondrije specific¢en
mehanizem, ki omogoca, da se patogena mutirana mtDNA ne izrazi. Po tej teoriji naj bi v
sesal¢jih celicah mitohondriji delovali kot ena sama celi¢na enota. Nakljuéne somatske
mutacije komplementira zamenjava mtDNA in njenih produktov. To je zelo edinstven in
ucinkovit zasCitni sistem organelov z visokim oksidativnim potencialom, ki preprecuje
ekspresijo respiratornih primankljajev na racun mutirane mtDNA. Dokazi kazejo na to, da

je jedrni genom odgovoren za upad s starostjo povezane oksidativnofosforilacijske
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kapacitete. Akumulacija razlicnih somatskih mutacij mtDNA v tkivih tako nima vzro¢ne
vloge ampak naj bi bila ena od oblik manifestacije procesa staranja. Tudi s pomocjo
mikroskopije so pokazali, da mitohondriji v celici konstantno migrirajo. Med njimi prihaja
do fuzije in fizije. Pri zlitju organelov so opazili tudi izmenjavo vsebine matriksa. Vendar

pa aktivnost teh dveh procesov s starostjo upada (Sato s sod., 2006).

1.6.2 Zgradba mitohondrijske DNA

Mitohondriji so poliploidni organeli, saj vsak od njih vsebuje 5-10 kopij mtDNA, ki je
krozna molekula v obliki dvojne vijacnice z zelo kompaktno organizacijo. Njena genska
vsebina je v zivalskem kraljestvu zelo konzervativna. Kodira 22 tRNA in 2 rRNA molekuli
ter 13 polipeptidov, ki so vsi komponente sistema za oksidativno fosforilacijo. Ostale
podenote omenjenega sistema in vsi proteini vkljueni v vzdrzevanje in ekspresijo mtDNA
ter vse druge funkcije mitohondrijev so kodirane v jedrni DNA (Sdnchez-Martinez s sod.,

2006).

Posamezne celice vsebujejo ve¢ 1000 kopij mtDNA, ki naj bi bile v normalnih celicah
identi¢ne (stanje imenovano homoplazmija). V nekaterih primerih, Se posebej pri
mitohondrijskih boleznih, pa v celici divji tip mtDNA in njena mutirana razli¢ica
soobstajata v razli¢nih razmerjih (heteroplazmija). Stopnja mutacij je pri mt DNA priblizno
10-krat vecja kot pri jedrni DNA. Vendar pa to, glede na poliploidno naravo mitohondrijev
in veliko Stevilo teh organelov v celici, Se vedno predstavlja zelo majhen % celotne
mtDNA v celici in nekateri avtorji menijo, da bi bil to lahko kve¢jemu man;jsi faktor pri
spremembah ATP zalog v senescentnih celicah in ne glavni. Vecja stopnja mutacij mtDNA
(delecij, tockovnih mutacij, duplikacij) v primerjavi z jedernim genomom je posledica vec
dejstev. Prvo je to, da je mtDNA zelo obcutljiva na Skodo povzroceno z reaktivnimi
kisikovimi vrstami zaradi visoko oksidativnih okoli§¢in v mitohondrijih. Ocenjujejo, da se
1-5% kisika, porabljenega pri procesu oksidativne fosforilacije preko elektronske
transportne verige pretvori v ROS. Poleg tega mtDNA nima histonske zasc¢ite, kot jo ima
jedrni genom. Omeniti je potrebno tudi to, da mitohondriji nimajo signifikantnih

popravljalnih sistemov. Tako se v mtDNA nakopicijo razli¢ne somatske mutacije. Problem
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pa se Se ojaca, ¢e mutacija DNA nato sprozi Se ve¢jo produkcijo ROS, ki povzroci Se vec

mutacij.

1.6.3 Reaktivne kisikove in dusikove vrste ter antioksidantni zascitni
mehanizmi

Kot Ze omenjeno, je mitohondrij eno glavnih mest produkcije reaktivnih kisikovih vrst v
celici. Njihov nastanek je posledica uhajanja elektronov iz elektronske transportne verige
na mestih z visokim potencialom, kot sta kompleks I in Q cikel znotraj kompleksa III.
Preko redukcije kisika z enim elektronom nastane relativno stabilen intermediat O, .
Vecina Oy (70-80%) je sproScenega v matriks, le 20-30% pa v medmembranski prostor.
Za nastanek O, sta bili opisani 2 glavni reakciji. Prva je avto-oksidacija intermediata
semikinona (UQH- + O, — UQ + H' + 0,) in druga preko reakcije kisika s FMN-
(FMNH,/FMN koencima) NADH dehidrogenaze (FMNH + O, — FMN + H" + O,"). Fe-S
center N1a kompleksa I pa naj bi prepre€eval generacijo superoksidnega aniona. O2-" je
prekurzor vecine ostalih ROS in mediator oksidativnih veriznih reakcij. Dismutacija O2-,
ki poteka spontano ali preko reakcije katalizirane s superoksidno dismutazo (SOD),
povzroc¢i nastanek H,O,. Nastanek H,O; je reguliran z metabolnim stanjem mitohondrija in
z intramitohondrijsko koncentracijo NO, ki je celi¢ni fizioloSki regulator mitohondrijske
respiracije. Sintetizira ga mtNOS (mitohondrijska NO - sintaza) ali pa pride v mitohondrij
preko NO - donorjev. Aktivnost mtNOS se v procesu staranja zmanjsa. V mitohondriju NO
inhibira respiracijo preko hitre, selektivne in reverzibilne inhibicije kompleksa IV preko
kompeticije s O,. NO inhibira tudi elektronski prenos v kompleksu III in pove€a nastanek
O, in H,O,. Ta reakcija je pogosto prisotna v molekularnih mehanizmih nevroloskih
bolezni. Aktivnost mtNOS je regulirana preko membranskega potenciala, ki nadalje
regulira privzem O, in nastanek H,O,. Spremenjeno signaliziranje preko NO in H,O,, ki
oddifundirata v citosol, predstavlja zelo verjetno razlago za zmanjSanje biogeneze
mitohondrijev ob staranju, kar doprinese k pomanjkanju celicne energije, apoptozi in

fizioloskemu propadanju tkiva ob staranju.

Produkcija H>O, v metabolnem stanju, kjer je respiratoren substrat prisoten, ADP pa ne

(kontrolna ali mirovna respiracija), je 4-5 krat vecja kot v stanju, ko sta prisotna tako
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respiratorni substrat kot tudi ADP (stanje aktivne respiracije). Na stopnjo produkcije
vodikovega peroksida moc¢no vpliva tudi gibanje ionov preko notranje mitohondrijske
membrane, kar nakazuje na regulacijo avto-oksidacije UQH preko membranskega
potenciala. Vodikov peroksid se nato lahko popolnoma reducira v vodo ali pa ob
prisotnosti kovinskih ionov preko fentonove reakcije le delno v OH-. Hidroksilni radikal je

eden najmocnejSih oksidantov v naravi.

Superoksidni anion lahko reagira tudi z drugimi radikali vkljuéno z NO- v reakciji, ki jo
kontrolira hitrost difuzije obeh radikalov. Njun produkt peroksinitrit je ravno tako zelo
mocan oksidant. Peroksinitrit je prisoten v fizioloSkih pogojih v zelo majhni koncentraciji.
Ce pa se ta poveta, ONOO' ireverzibilno inhibira kompleksa I in III, kar vodi v

poslabsanje funkcije mitohondrijev in v apoptozo.

Oksidante, ki izvirajo iz NO- , so poimenovali reaktivne dusikove vrste — RNS (Reactive
Nitrogen Species; Turrens, 2003). ROS in RNS pod normalnimi fizioloskimi pogoji in
znotraj nekega koncentracijskega obmocja konstantno nastajajo in so pomembni regulatorji
mnogih celicnih funkcij, delujejo pa tudi kot sekundarni sporocevalci, ki aktivirajo
dolocene transkripcijske faktorje. Prevelika produkcija prostih radikalov pa je za celico
Skodljiva. Vzrok za prekomeren nastanek ROS so lahko razlicni defekti pri kompleksih
dihalne verige ali druge mitohondrijske motnje. Te v kon¢ni fazi lahko povzrocijo celicno
smrt in inducirajo apoptozo tako, da zveCajo prepustnost membrane in sprostitev
apoptotskih faktorjev, kot je citokrom ¢ (Yau-Huei Wei in Hsin - Chen Lee, 2002). Za take
mitohondrije je tako poleg zmanjSanega transporta elektronov in prevzema kisika znacilna
tudi povecana vsebina oksidacijskih produktov fosfolipidov, proteinov in DNA, zmanjS$an

membranski potencial ter povecana velikost in krhkost teh organelov.

Proti temu so zato aerobni organizmi razvili razlicne antioksidantne zas¢itne mehanizme,
ki vkljucujejo superoksidne dismutaze (v matriksu mitohondrijev se nahaja Mn-SOD, v
intermembranskem prostoru pa Cu in Zn-SOD), ki pretvori O2-" v H,0O,, tega pa nato
glutation peroksidaza ali katalaza pretvorita v vodo. V mitohondrijskih membranah se
nahaja tudi antioksidant tokoferol (vitamin E). Vendar pa se aktivnost in koncentracija teh

antioksidantnih encimov s staranjem spreminja (ve¢inoma upada).
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Slika 9: Predlagani mehanizem generacije prostih radikalov v mitohondrijih in z$¢ita preko razli¢nih
antioksidantnih encimov. Uhajanje prostih elektronov (modre puscice) povzroCi nastanek superoksidnega
aniona, tega pa nato SOD pretvori v vodikov peroksid , ki pa ga pretvorita v vodo in kisik glutation

peroksidaza in katalaza (prirejeno po Linford, 2006).

1.6.4 Vpliv staranja na elemente dihalne verige

Pri Studijah na staranih tkivih sesalcev (glodalcev) so ugotovili, da se koli¢ina
mitohondrijev s staranjem ne zmanjsa, pac pa je razlog v zmanjSani stopnji elektronskega
prenosa zaradi zmanjSane aktivnosti kompleksa I in IV notranje mitohondrijske membrane.
Kompleksa I in IV ob staranju kazeta selektivho zmanjSanje encimske aktivnosti v
mitohondrijih izoliranih iz podganjih in misjih jeter, mozganov, srca in ledvic, medtem ko
na kompleksa II in III proces staranja nima vecjega ucinka. Zakaj pride de zmanjSane
aktivnosti kompleksov I in IV Se ni pojasnjeno. Predlagane so naslednje razlage: encimska

inhibicija preko inhibitorjev, nastalih v procesu staranja, od starosti odvisne modifikacije
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encimov in zmanjS$ana ekspresija proteinov. Tako so mtNOS, kompleks I in kompleks IV

notranje mitohondrijske membrane glavni pokazatelji staranja tkiva.

Tudi nekateri rezultati histokemijskih in histokemijsko - imunskih $tudij kaZejo na to, da s
starostjo prihaja do strukturnih in funkcijskih defektov kompleksov dihalne verige in do
upada sposobnosti sinteze ATP.

Na nepropustnost notranje membrane za H' in na aktivnost F|-ATP sintaze pa naj bi
staranje vplivalo le v zelo majhni meri, saj zaenkrat Se ni direktnih dokazov, ki bi potrdile

domneve, da se s starostjo poveca permeabilnost notranje membrane za protone.

Proces staranja negativno vpliva tudi na aktivnost adenin nukleotid translokaze, ki

katalizira hitro izmenjavo ADP/ATP med citosolom in mitohondriji (Navarro in Boveris,

2007).
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2 NAMEN DELA

Cilji naloge

Z uporabo dinamic¢ne diferen¢ne refleksne spektroskopije smo zeleli preuciti dinamiko
odziva dihalne verige na fizioloSko obremenitev o¢esa muhe (Calliphora vicina) in
spremembe le-te v povezavi s starostjo poskusnega objekta. V prvem delu poskusov je bil
na§ namen ugotoviti sam ¢asovni potek in amplitudo sprememb redoks stanj nosilcev v
¢asu obremenitve (osvetlitve). V drugem delu pa smo se osredotodili na to, kaksne so
spremembe teh ¢asovnih potekov v odvisnosti od starosti muhe, v katerem obdobju so te
spremembe najvecje in posledi¢no (poskusati) sklepati na to, kaj se dogaja z aktivnostjo

mitohondrijev in koncentracijo dihalnih pigmentov v fotoreceptorjih pri procesu staranja.

Delovni hipotezi

1. Iz ¢asovnih potekov sprememb redoks stanj dihalnih pigmentov ob obremenitvi
(osvetlitvi) lahko sklepamo na nacin in tip aktivacije mitohondrijev v musjih
fotoreceptorjih

2. S staranjem se spreminjata tako mirovno redoks stanje dihalnih pigmentov kot tudi

oblika in amplituda sprememb ob obremenitvi.
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3 MATERIALIIN METODE

3.1 Poskusne zivali

Preparacijo in izvajanje poskusov smo povzeli po Lah (2002). NaSe poskusne zivali so bile
muhe Calliphora vicina — chalky (rdecCeglava brenc¢acka). Chalky je oznaka za belooke
mutante, brez fenotipsko izraZzenega zasc¢itnega pigmenta v o€eh. Odrasle muhe smo gojili
na gojis€u s saharozo in vodo, pri 22 °C in 12 urnem dnevno-no¢nem ciklu. Da bi
zagotovili zadostno koli¢ino vitamina A, potrebnega za razvoj muh z normalno vrednostjo

ksantopsina v fotoreceptorjih, smo li¢inke gojili na gojiscu z jetri.

Pri poskusih smo uporabljali samo samce. V prvem delu poskusov so bile zivali stare od 6
do 17 dni. Pri ugotavljanju sprememb dihalne verige v povezavi s starostjo muh pa smo
merili v razmaku enega tedna od njihovega izlega do smrti vseh preostalih osebkov. Prve

meritve smo izvedli na dan izlega ter 7., 14., 21. in 28. dan po izlegu.

3.2 Preparacija

Preparacijo smo opravili s pomocjo stereo mikroskopa s stransko osvetlitvijo z rdeco
svetlobo, ki ni aktivirala rodopsina in smo tako zmanjSali neZeleno drazenje ocesa.
Poskusnim Zzivalim smo najprej s pinceto odstranili noge. Zatem smo jih pritrdili na
poseben kovinski jarem pritrjen na lezaj, ki je omogocil gibljivost jarma in s tem
optimalnejSo postavitev za ¢imboljsi svetlobni izplen. Jarem je locil glavo od oprsja in
zadka Zivali ter jim tako Ze delno omejil premikanje. Za dokon¢no imobilizacijo muh smo
uporabili zmes dveh delov kolofonije in enega dela voska (Kronigova mesSanica), s katero
smo na jarem pritrdili oprsje, krila, glavo in ustni aparat (lizalo). Pri tem smo pazili, da so
odprtine trahej ostale proste. Abdomen smo pustili prost. Jarem z muho smo vstavili v
prvem delu poskusov v plutovinast podstavek, v drugem delu pa v podstavek iz
polimerizirane epoksidne smole (SPURR). Na podstavek smo nataknili plasticno kamrico z

nastavki za cevke za dovod plina. NameScanje preparata na merilni mikroskop je prav tako
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potekalo pri rdeci svetlobi, ki ni aktivirala rodopsina in smo tako zmanjsSali nezeleno

drazenje ocesa pred poskusom.

3.3 Vlazenje zraka in spreminjanje plinske sestave v poskusni
kamrici

Kamrico s podstavkom in muho smo namestili pod objektiv mikroskopa in nanjo namestili
tri cevke, dve za dovajanje vlaznega atmosferskega zraka oz. za dovajanje vlaznega dusika
in eno za odvod plinske meSanice v elektrokemijski senzor Pp, (ECHO, Slovenija). Z
vlazenjem kamrice s preparatom smo preprecili izsuSitev oCesa in posledicno spremembo
absorpcijskih spektrov zaradi sprememb opticne poti v o€esu. Pri poskusih v atmosferskem
zraku in v duSiku smo za vlazenje plina uporabljali dva lo¢ena sistema. Med serijo
poskusov v atmosferskih pogojih smo uporabljali vlazilnik zraka domace izdelave
(sestavljen iz steklenice za vodo in difuzorja) preko katerega smo s pomocjo membranske
akvaristi¢ne Crpalke (Trixie, Nemcija) vpihavali zrak na preparat. Pri meritvah v dusiku pa
smo zato, da bi ohranili kar najve¢jo nasic¢enost duSika z vodno paro, le-tega navlazili v
lo¢eni vlazilni posodi (Schott, Nemcija) in ga vpihavali v kamrico ob pomoc¢i membranske

¢rpalke (ECHO, Slovenija).

Pravilno delovanje sistema za dovajanje duSika smo nadzirali z elektrokemijskim
senzorjem za Po, (ECHO, Slovenija). Dusik smo dovajali preko meSalnega merilca pretoka
(Cole-Parmer, ZDA), ki je bil povezan z jeklenko z duSikom. Anoksijo smo vzpostavili s
pomocjo tro-smernega solenoidnega ventila (JakSa, Slovenija), ki je deloval kot
prekinjevalec pretoka. Celoten sistem je deloval po principu Venturijeve cevi. Crpalka, ki
je sesala zrak mimo kamrice, je v povezavi z nadtlakom na strani meSalnega ventila
ustvarjala tla¢no razliko, ki je omogocala zadostno hitrost toka dusika mimo kamrice. Ob
tem je priSlo do Bernoullijevega efekta in s tem sesanja zraka iz poskusne kamrice. Ob
zaprtju solenoidnega ventila je zaradi hitrega povecanja tlaka plin vdrl po obeh cevkah v
kamrico. Pretok duSika med poskusom je bil priblizno 2290 ml/min, oziroma 38 ml/s.
Ventil smo s krmilili s pomoc¢jo programa, ki je bil napisan v programu Matlab (Math

Works, ZDA), preko serijskega izhoda na racunalniku in tranzistorskega stikala.
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Slika 10: A) Shema sistema za Crpanje vlaznega zraka v kamrico, B) shema sistema za vzpostavitev

hipoksije.

3.4 Osvetljevanje

Oko smo med poskusom osvetljevali z belo svetlobo. Kot vir svetlobe smo uporabili
ksenonsko oblo¢no zarnico (Osram) z mocjo 900W. Svetloba je Sla najprej skozi dvojni
periskopski filter, ki prepusca IR, odbija pa kratkovalovno svetlobo, tako da je nadaljnja
svetloba vsebovala valovne dolZine med 300 in 700 nm. S tem smo preprecili neposredno

segrevanje preparata med poskusom.
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Za periskopskim filtrom smo postavili zaklop z zaslonko (Compur, Nemcija), ki je
zagotavljal nadzorovano trajanje svetlobnega drazljaja. Za njim smo namestili 2 siva filtra
(Carl Zeiss, Nemcija) s skupno prepustnostjo 0.06. Za filtri smo v ¢asu namesS¢anja
preparata namestili Se rdeci filter. Sledila je leca z gori§¢no razdaljo 1 m, ki je skupaj z
objektivom zbirala svetlobo v ravnini preparata. Svetloba je bila nato usmerjena v refleksni
mikroskop (Leitz-Orthoplan, Nem¢ija). Uporabili smo objektiv Zeiss Neofluar z 10-kratno
povecavo in numeri¢no aperturo 0.25 (Zeiss, Nemcija). Z vertikalnim premikanjem
mikroskopske mizice smo svetlobo zbrali na musjem oc€esu. Objektiv ni imel kvaréne

optike in je zato prepuscal le svetlobo valovnih dolZin vec¢jih od 360 nm.

kondenzor “hladni” zreali spektrofotometer = opticni

vodnik
o { : >
5 o — |
reeeessiemieniean |8 saklop in zaslonka
Xe obloéna : polarizator analizator
vetikh N
li| leéa ? kvaréni
\J sivi filtri Z krovnik
IR { | merilna
kamrica
ratunalnik
mikroskop

Slika 11: Shema postavitve sistema za svetlobno draZzenje. IR — infrardeca svetloba, VIS — vidna svetloba,

UV — ultravijoli¢na svetloba.

3.5 Belezenje odgovora

Zato, da smo lahko optimizirali dinami¢no obmocje merilnega signala in ga uskladili z
dinami¢nim obmoc¢jem spektrofotometra, smo se morali znebiti svetlobnih odbojev s
povrSine ocCesa in le¢ v objektivu. To smo storili s pomocjo kombinacije dveh
polarizacijskih filtrov - polarizatorja na strani vpadne in analizatorja na strani odbite
svetlobe. Z opti¢nim vodnikom smo mikroskop povezali s spektrofotometrom z uklonsko

mrezico (Ocean Optics, USB2000, ZDA) katerega obmocje obcutljivosti je 200 do 800
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nm, spektralna locljivost pa 0.3 nm. Vse meritve smo delali s 50 ms ¢asom integracije, ki
je predstavljal optimalni kompromis med obcutljivostjo, dinami¢nim obsegom, razmerjem
signal/Sum in c¢asovno locljivostjo. Za izracun vrednosti refleksije in absorpcije smo
posneli tudi referen¢ne spektre za temo in svetlobo. Referencni spekter za svetlobo smo
dolo¢ili z odbojem svetlobe od kosa MgO, ki ima skoraj raven odbojni spekter v Zeljenem

obmogju.

3.6 Poskusni protokol

Prakti¢ni del naloge je bil izveden v dveh serijah poskusov, in sicer je imela vsaka serija

malo drugacen protokol.

V preliminarnih poskusih je bil na$ protokol v enem kosu in precej dolg (25x180s), pri
¢emer smo se srecali z dvema tezavama, in sicer s spreminjanjem intenzitete svetlobe, ki jo
je oddajala ksenonska obloc¢na svetilka in s casovno oz. temperaturno odvisnimi premiki
emisijskih vrhov njenega spektra. Zato smo uvedli vecurno ogrevanje in stabilizacijo
svetilke pred poskusi ter razbitje enega dolgega protokola na tri kraj$e, med katerimi smo

vsaki¢ ponovno posneli referen¢ne spektre (odboj z MgO).

Osvetljevanje smo prav tako kot duSikovo atmosfero krmilili s pomocjo programske
sekvence napisane v programu Matlab. V prvi seriji poskusov je bil protokol tako
sestavljen iz treh ponovitev, od katerih je vsaka trajala 10x120s. Interval osvetlitve muhe
pa je trajala 10s, medtem ko je interval teme med osvetlitvami trajal 110s. Le-ta je bil
potreben za povrnitev stopnje oksidativhega metabolizma v stanje pred drazenjem
(Pangrsic, 2001; Meglic 2004). Po vsaki ponovitvi protokola desetih osvetljevanj smo

izmerili Se referenc¢ni spekter (odboj z MgO).

Druga serija poskusov je bila enaka prvi, le da smo po zakljucku treh serij osvetljevanja
uporabili Se protokol anoksije, ki je bil opisan ze poprej (Lah 2002; Zupanci¢ 2003;
Cehovin 2004) — 20s amosferski zrak, 120s N; in 120s atmosferski zrak.



34
Jenko K. Od starosti odvisne spremembe dinamike odziva dihalne verige na fiziolosko obremenitev ocesa
muhe (Calliphora vicina). Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za
biologijo, 2007

3.7 Obdelava podatkov

Spektre, smo obdelali v programu Matlab (Math Works, ZDA). Osnovni algoritem je bil
opisan poprej (Zupanci¢, 2003). Vendar pa je obstajalo nekaj razlik v zacetnih fazah

priprave in analize podatkov, v katerih se postopek razlikuje od Ze opisanega.

NaSo surovo casovno-spektralno matriko je sestavljalo 800x6000 spektrov. Tro-
dimenzionalni graf, ki ga je taka matrika opisala, je po spektralni osi sestavljalo ~ 800
vrednosti med 350 in 690 nm. Po ¢asovni osi pa smo med 10 s osvetljevanja dobili 200
spektrov (na$ integracijski ¢as je bil 50 ms); torej 2000 spektrov v eni ponovitvi oziroma

6000 v treh.

Take surove spektre smo nato uporabili za izracun reflektance, absorpcije in diferencnih
absorpcijskih spektrov. Spektralno reflektanco (R()) smo izracunali kot razmerje med
spektralno refleksijo poskusnega objekta (lizmi) ter spektralno refleksijo standarda
(Imgocs)), pri cemer smo od obeh poprej odsteli spektralni signal izmerjen v temi (liemas)):

R _ Iizm(s) - Itema(s) (5)

© —1

MgO(s) tema(s)

Nato smo izracunali spektralno absorpcijo (Ay) kot negativni logaritem spektralne

reflektance:
A(s) = _Ioglo R(s) (6)

Ter diferen¢ne absorpcijske spektre, pri ¢emer je n-ti diferen¢ni absorpcijski spekter
(AAns)) predstavljal razliko v absorpciji med n-tim (katerimkoli izmerjenim) spektrom v

posamezni ponovitvi (Ay) in referenénim absorpcijskim spektrom (Ares)):
AAn(s) = An(s) - Aref(s) (7

Za referencni spekter smo v prvem delu poskusov vzeli povprecje med 1. in 10. spektrom,
torej prvih 500 ms osvetlitve, pri protokolu v dusiku pa med 40. in 80. spektrom, v obeh
primerih pri atmosferskih pogojih. Na ta nacin smo dobili ¢asovno-spektralno matriko
diferen¢nih spektrov. Taki spektri so predstavljali zelo majhne spremembe — le pribl. 0,1%
prvotnega signala in so bili zaradi slabega razmerja signal/Sum zelo Sumni. Signal je Sumen

iz ve€ razlogov. Glede na izvor so to termi¢ni Sum CCD senzorja, Sum zaradi ojacanja,
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Sum zaradi digitalizacije (spektrofotometer OceanOptics USB2000 ima le 12-bitni A/D
pretvornik t.j. 4096 nivojev digitalizacije) ter nenazadnje Sum zaradi nihanja jakosti
svetlobe Xe oblocne svetilke. Tipi¢no razmerje signal/Sum je pri spektrofotometru
USB2000 1:200. Vendar pa se da s pomocjo postopkov, kot so digitalno filtriranje,
povpreCevanje in predvsem uporaba metode analize poglavitnih komponent (PCA),
razmerje signal/Sum moc¢no izboljsati do te mere, da je kon¢no razmerje precej boljse kot
1:50000. Toda metoda PCA, oz. metoda povprecevanja kot dejansko posebna oblika PCA,
deluje tem bolje ¢im ve¢ sorodnih spektrov je v Casovno-spektralni matriki. Zato je bil
glavni razlog za izbor naSega protokola takega kot je bil v tem, da smo dobili zelo veliko

Stevilo spektrov, kar je bil prvi korak k izboljSanju razmerja signal/Sum.

Za zmanjSanje Suma smo spektre najprej filtrirali s FIR (angl. "finite impulse response")
digitalnim filtrom 5-ega reda, ki je efektivno spektralno locljivost zmanjSal na 3nm. V prvi
fazi smo diferencne spektre filtrirali z dvo-dimenzionalnim Gausovim filtrom (Matlab,
Math Works, Image Processing Toolbox). Filtriranju je sledila razred¢itev toCk po
spektralni osi v razmerju 1:5, kar je izlocilo ve€ino informacije izven 3nm locljivosti in
zmanjSalo velikost spektralno-Casovne matrike. V drugi fazi smo za zmanjSanje Suma
uporabili metodo analize poglavitnih komponent (podroben opis v Zupanci¢ 2003; angl.
Principal component analysis ali PCA) oz. raz¢lenbo posamic¢nih vrednosti signala (angl.
Singular value decomposition ali SVD). S PCA smo S$tevilo informacij, dobljenih iz
casovnega sosledja spektrov, zmanjsali na le 7 najbolj pomembnih spektralnih in 7 najbolj
pomembnih ¢asovnih komponent, ki opisejo >99.8 % celotne variance — t.i. reducirana
casovno-spektralna matrika. PCA nam je poleg teh komponent dal Se dodaten rezidualni
vektor Casovnega poteka, ki je vezan na nespecificne opticne spremembe.Te nastanejo
zaradi premikanja zivali med poskusom ali drugih sprememb opti¢ne poti, kot je npr.
nabrekanje mitohondrijev. Iz teh poglavitnih komponent smo nato zopet rekonstruirali

casovno-spektralno matriko, brez naklju¢nih sprememb, ki so nastale kot posledica Suma.

V zadnjem koraku obdelave podatkov smo dobljeno reducirano c¢asovno-spektralno
matriko uporabili za izracun prispevkov spektralnih komponent, ki smo jih dobili iz

literature (Zupanéié, 2003; Cehovin 2004).
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Pri tem smo uporabili Lambert-Beerov zakon, ki se glasi:
A=l (8)

Pri ¢emer je A absorpcija, &€ molarni absorpcijski koli¢nik, ¢ koncentracija in | dolzina
opticne poti. Seveda smo za vse elemente uporabili diferencne spektralne vrednosti:

AAn(s) = gdif(s)CI )
Pri ¢emer smo molarne ekstinkcijske koli¢nike za diferencne spektre (&irs)) za posamezne
dihalne pigmente pridobili iz literature (Zupancic, 2003). Natan¢ne dolzine poti svetlobe v
omatidiju nismo poznali. Ta je namreC zaradi veCkratnih odbojev najverjetneje daljsa, kot
je dvakratna dolzina omatidija, predvsem pa ne gre za eno samo pac pa za statisticno
distribucijo mnogih opti¢nih poti. Zato smo spremembo koncentracijo reducirane oblike
nosilcev glede na zacetno stanje izrazili kar kot produkt spremembe koncentracije in
dolzine opti¢ne poti (Acl) z enoto [uMcm]:

_ Ay

€ dif(s)

cl

(10)
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4 REZULTATI

4.1 Znacilnosti ¢asovnih potekov sprememb oksidoredukcijskih
stanj flavoproteinov in citokromov med osvetlitvijo.

V tem delu poskusov smo uporabili 15 muh, starih od 6 do 17 dni. Na grafih so ob

vrednostih meritev podane standardne napake, ¢e ni oznac¢eno drugace.

Ob osvetlitvi muSjega ocesa pride do spremembe absorpcijskih spektrov vseh dihalnih
pigmentov — flavoproteinov ter citokromov b, c, a in a3, kar je posledica spremembe
njihovega redoks potenciala. Spremembe smo izracunali tako, da pozitivha sprememba
pomeni povecanje stopnje redukcije. Tako nam casovni poteki dejansko prikazejo,
kolikSna je v dolocenem casu sprememba koncentracije (AcC) reducirane oblike
posameznega pigmenta. Sama sprememba koncentracije pa je Se pomnozena z dolzino
opti¢ne poti (1), ki je v poskusih, zaradi razlogov navedenih v poglavju materiali in metode,

nismo doloc¢ali.

0.12

Acl [uMcm]

-0.04 -

-0.08 - . . . -
0 2 4 6 8 10

cas [s]
fp citb citc cita

cit a,

Slika 12: Povpreéje Casovnih potekov sprememb koncentracije reducirane oblike flavoproteinov in

citokromov b, c, a, in a3 vseh 15 muh.
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Slika prikazuje povprecje Casovnih potekov sprememb v koncentraciji reducirane oblike
elementov dihalne verige pri vseh 15 muhah. Vzporedni prekinjeni Crti, ki spremljata
glavno, prikazujeta meje ene standardne napake (+ s.e.m.). Vsi ¢asovni poteki se zacnejo
pri 0, ker je bilo to referencno (mirovno) stanje ob zacetku osvetljevanja. Ob osvetlitvi se

citokrom c in citokrom a reducirata, flavoproteini ter citokrom b in a3 pa se oksidirajo.

Pri citokromu b in a3 opazimo na zacetku oksidacijski tranzient. Do tega pojava pride tudi
pri flavoproteinih, vendar le pri 6 muhah. Tranzient pomeni neko prehodno kratkotrajno
spremembo, po kateri se odgovor lahko vrne na zacetno stanje ali pa se ustali na nivoju
razlicnem od zacetne toCke. Slednja moZnost je znacilna za naSe odgovore, saj se po
zaCetnem tranzientu, kar pomeni priblizno po 2 s od zacetka osvetlitve, sprememba
koncentracije reducirane oblike vseh treh omenjenih nosilcev ustali na nivoju med
maksimumom tranzienta in izhodis¢em. Citokrom ¢ se ob aktivaciji reducira. Signal
citokroma c je kombinacija citokroma c¢; kompleksa III notranje mitohondrijske membrane
in prostega prenasalca elektronov citokroma c, ki se nahaja v medmembranskem prostoru.
Zato je Casovni potek najverjetneje seStevek casovnih potekov spremembe koncentracije
reducirane oblike obeh citokromov c. Ta oblikuje znacilen prevoj v zacetnem delu krivulje,
z izrazenima lokalnima maksimumom in minimumom. Citokrom a se v zacetku hitro
reducira, tranzient ni prisoten. Prav tako kot pri flavoproteinih, citokromu b in citokromu

a3, se tudi krivulji citoktoma a in ¢ nato ustalita na dolo¢enem nivoju.

4.1.1 Numeriéno vrednotenje parametrov €asovnih potekov

Za vrednotenje (kvantifikacijo) in primerjavo smo izbrali naslednje parametre: ¢as in
amplitudo tranzientov (slika 13a) ter amplitudo spremembe koncentracij reducirane oblike
elementov dihalne verige ob koncu osvetlitve (slika 13b). Tocke na posameznih zapisih

¢asovnih potekov, so bile dolo¢ene na podlagi subjektivne presoje.
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Slika 14: Primerjava parametrov ¢asovnih potekov sprememb koncentracije reduciranih oblik posameznih
elementov dihalne verige v &asu osvetlitve. a) Cas maksimuma tranzientov elementov dihalne verige oz.
maksimuma in minimuma prevoja pri citokromu c. Z zvezdico nad stolpcem je oznaceno kateri od nosilcev
so si za primerjani parameter (Cas tranzienta) med seboj statisticno razli¢ni. Oznaka cit c(;) predstavlja
vrednost parametra ob maksimumu prevoja, cit ¢;) pa ob njegovem minimumu. b) Spremembe koncentracij
reducirane oblike dihalnih pigmentov ob maksimumu tranzienta oz. prevoju pri cit ¢, kjer prvi stolpec
predstavlja maksimum prevoja in drugi njegov minimum, c) koncentracija spremembe koncentracije

reducirane oblike elementov dihalne verige po 10s osvetljevanja.

Na sliki 14 a vidimo, da vsi tranzienti doseZejo svoj maksimum v 1. sekundi, pri ¢emer se
flavoproteini, citokrom b in as oksidirajo, citokrom c pa se reducira. Vrednosti vseh

parametrov s standardnimi deviacijami so podani v tabelah v prilogi 1.
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Tranzient flavoproteinov doseze svoj maksimum po priblizno pol sekunde osvetljevanja.
Takrat je sprememba koncentracije reducirane oblike (Acl) - 0,045 + 0,015 uMcm nosilca.
Le-ta je bil prisoten pri 6-ih od skupno 15 muh. Po 10 s osvetlitve se je sprememba

koncentracije reducirane oblike povecala na - 0,022 + 0,023 uMcm flavoproteinov.

Tranzient citokroma b doseze svoj maksimum pri 0,89 + 0,36 sekunde osvetlitve, pri cemer
se koncentracija reducirane oblike spremeni za - 0,032 £+ 0,005 uMcm. Po 10 s osvetlitve

je vrednost Acl - 0,015 £ 0,011 uMcm.

Citokrom c se ob osvetlitvi reducira. Vendar je redukcija vecstopenjski proces z znacilnim
prevojem, zaradi prej omenjenega dejstva, da signal predstavlja seStevek signalov
citokroma c in citokroma c¢;. Do prevoja pride po priblizno po 0.5 sekunde, in sicer je ¢as
lokalnega maksimuma prevoja 0.35 + 0.11 sekunde, ¢as minimuma pa 0.59 + 0.14
sekunde. Na vrhu prevoja Acl doseze vrednost 0.026 + 0.011 uMcm citokroma. Nato se ta
delno oksidira (minimum prevoja), kar pomeni 0.017 =+ 0.014 pMcm reducirane oblike
citokroma ¢ glede na zacetno stanje. Nato zopet nastopi redukcija, in sicer je po 10.

sekundi glede na zaCetno stanje reduciranega 0.082 + 0.012 uMcm nosilca.

Citokrom a se najprej strmo reducira, nato pa po 1.45 = 0.73 sekunde krivulja postane
poloznejsa, redukcija poteka pocasneje. Tranzient ni prisoten. Po 10 sekundah je vrednost

Acl 0.032 £0.012 uMcm pigmenta.

Citokrom a3 se v zacetku hitro oksidira. Vrh tranzienta se pojavi pri 0.83 + 0.26 sekunde
poteka, pri ¢emer se glede na zaCetno tocko koncentracija reducirane oblike nosilca
zmanjSa za 0.047 = 0.014 uMcm pigmenta. Ta se nato deloma reducira, po 10 sekundah je
vrednost Acl citokroma as le §¢ -0.022 + 0.022 pMcm. Cas maksimuma tranzienta je
statisti¢no razlicen le med citokromom b in a3 na eni in lokalnim maksimumom prevoja pri
citokromu ¢ na drugi strani (priloga 2). Vendar so oblika in Casi elementov prevoja
citokroma c¢ najverjetneje posledica superpozicije dveh razlicnih odgovorov (citokromov ¢
in ¢;) ter zato ne morejo biti osnova za posploseno sklepanje. Zato je lahko splosni

zakljucek, da do aktivacije dihalne verige pride najverjetneje pri celotni verigi so¢asno in
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ne zaporedno. Ali z drugimi besedami, na vse elemente verjetno deluje eden ali vec

zunanjih dejavnikov in ne gre le za preprosto kineti¢no sklopitev serije encimskih reakcij.

4.2 Casovni poteki odzivov dihalne verige na osvetlitev pri

razliéno starih muhah

Meritve smo izvajali po enakem protokolu na dan izlega iz pupe ter 7., 14., 21. in 28. dan
po izlegu. V tem delu poskusov smo za meritve porabili vsak teden 10 muh. Za oceno
koli¢ine dihalnih pigmentov oziroma maksimalne spremembe redukcijskega stanja
dihalnih pigmentov smo ob koncu protokola zivali dali za 2 minuti v ¢isto N, atmosfero.
Maksimalna amplituda spremembe koncentracije reducirane oblike je namrec
proporcionalna koncentraciji posameznega dihalnega pigmenta ob predpostavki, da so v

mirovnem stanju dihalni pigmenti v primerljivem redox stanju pri razli¢nih zivalih.

a b
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Slika 15: Primer ¢asovnih potekov spremembe koncentracije reducirane oblike merjenih elementov dihalne
verige pri eni 21 dni stari muhi ob 10 s osvetlitve v atmosferskih pogojih (graf a) in ¢asovni poteki pri isti
muhi ob vzpostavitvi N, atmosfere (graf b). Pravokotnik pod ¢rko a zaobjema prvih 10s poteka, ko muha Se
ni bila izpostavljena dusiku. Pravokotnik ustreza obmocju prikazanem na grafu A. Z njim smo Zeleli prikazati
koliksne so spremembe koncentracije reducirane oblike nosilcev v atmosferskih pogojih glede na te

spremembe v dusikovi atmosferi, kjer so nosilci maksimalno reducirani.
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Iz dobljenih meritev smo najprej izracunali povprecje Casovnih potekov sprememb
koncentracij reducirane oblike za posamezen element dihalne verige vseh 10 muh v
posameznih tednih. To sliko smo nato primerjali s sliko ¢asovnih potekov Acl za
posamezen pigment ob osvetlitvi v posameznih tednih v dusikovi atmosferi (slika 16 b). Iz
te primerjave sta postali razvidni dve dejstvi. Prvo je bilo to, da so spremembe Acl v
atmosferskih pogojih glede na tiste v dusiku zelo majhne in drugo, da se koncentracija
pigmentov dihalne verige s starostjo spreminja, saj se tudi v dusiku izmerjene vrednosti Acl

posameznih nosilcev spreminjajo glede na starost muhe.
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Slika 16: Casovni poteki spremembe koncentracije reducirane oblike posameznih elementov dihalne verige
ob osvetlitvi po tednih, kjer grafi pod ¢rko a) prikazujejo potek v atmosferskih pogojih, pod ¢rko b) pa potek
za isti element v duSikovi atmosferi. Pravokotnik pod ¢rko a zaobjema prvih 10s poteka, ko muha Se ni bila

izpostavljena dusiku. Pravokotnik ustreza obmocju prikazanem na grafu na levi strani.

a) Flavoproteini
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Na sliki opazimo, da se v tednu 0 flavoproteini ob osvetlitvi reducirajo in ostanejo
reducirani vseh 10 s. V 1. in 2. tednu po izlegu pa se slika spremeni. V zacetku osvetlitve
se tudi v tem primeru reducirajo, nato pa se zacnejo oksidirati in po priblizno 3,5 sekundah
krivulja oriSe negativne vrednosti na y osi, in sicer se nosilci do konca osvetlitve pocasi
oksidirajo. V 3. in 4. tednu pa se v Casovnem poteku flavoproteinov pojavi oksidacijski
tranzient, sledi delna redukcija, nato pa zopet zelo pocasna oksidacija vse do zadnje s
osvetlitve. Na desnem grafu, ki prikazuje spremembo redoks potenciala flavoproteinov, ko

so bili ti v dusiku, vidimo da se amplituda odgovora s starostjo muhe povecuje.

b) Citokrom b

Na zgornji sliki opazimo, da je oksidativni tranzient citokroma b precej manjs$i na dan
izlega muh kot v naslednjih tednih Zivljenja. Tudi po 10 s osvetlitve je sprememba
koncentracije reducirane oblike pigmenta pri prvi meritvi precej manjSa od vseh

naslednjih. Enako velja tudi za meritve v dusiku.

¢) Citokrom c

V tednu 0 opazimo, da se citokrom ¢ v zacetku osvetlitve oksidira. Po prevoju pride do
postopne redukcije, ki poteka vseh 10 s osvetlitve, in sicer se v tem ¢asu reducira vecja
koli¢ina pigmenta, kot se je na zaCetku oksidirala. Po prvem tednu se citokrom ¢ za¢ne
reducirati ze takoj ob zacetku osvetlitve. Tako ostane tudi v preostalih meritvah. Na sliki
opazimo tudi, da je ob razli¢nih tednih prevoj razli¢no izrazit oziroma drugacne oblike, kar

je posledica tudi dejstva, da le-ta ni bil prisoten pri vseh muhah.

d) Citokrom a

Pri citokromu a v tednu 0 prakticno ni spremembe v redoks stanju pigmenta. Po enem
tednu pa temu ni ve¢ tako. V prvih dveh tednih po izlegu sprememba koncentracije
reducirane oblike citokroma a po 10 s osvetljevanja naras¢a, medtem ko v zadnjih 2 tednih

Zivljenja muhe ostane na priblizno enaki ravni.
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e¢) Citokrom a3

Na sliki ¢asovnih potekov citokroma a; vidimo, da se amplituda tranzienta v prvih 2 tednih
po izlegu muhe povecuje, po tretjem tednu ostane na priblizno enakem nivoju kot po 2.
tednu, v zadnjem tednu Zivljenja pa se Se malo poveca. Po zaCetnem tranzientu se v tednu
0 pigment reducira nad izhodis¢no tocko in zavzame pozitivne vrednosti. Pri ostalih tednih
po tranzientu prav tako pride do delne redukcije, vendar pa ta ne preseze zacetne tocke.
Torej je po 10 s osvetljevanja pigment pri 1 dan starih muhah glede na zacetno stanje
reduciran, pri ostalih starostih pa je oksidiran. Stopnja oksidacije po 10 s ne nara$ca

sorazmerno s starostjo muh.

4.2.1 Primerjava €asovnih potekov redoks stanj normiranih na
maksimalno spremembo v N, atmosferi

Zato da bi izlocili spremembe koncentracije reducirane oblike pigmentov na racun
spremembe same koncentracije pigmentov v notranji membrani mitohondrijev ob staranju
muhe, smo delili dobljene vrednosti posameznega nosilca (Acl,) med osvetlitvijo po ¢asu v

atmosferskih pogojih z maksimumom istega nosilca v Ny (AClynomax); enacba 11).

Acl
p =% (11)
ACIn(N2 max)
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Slika 17: Casovni poteki sprememb koncentracij reducirane oblike elementov dihalne verige normiranih na

maksimum v N, vseh 10 muh po tednih .
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Na grafu s ¢asovnimi poteki Acl flavoproteinov normiranih na N, , ni opaziti bistvenih

razlik z nenormiranimi ¢asovnimi poteki Acl za isti nosilec.

Na grafu s ¢asovnimi poteki Acl citokroma b v razli¢nih tednih normiranega na dusik
opazimo v primerjavi z nenormiranimi nekaj razlik. Tranzient v 2. tednu meritev ima vecjo
amplitudo kot tranzient po 3 tednih. Po 10 s osvetlitve opazimo, da je delez spremenjene
koncentracije reducirane oblike glede na maksimum v duSiku najvecji pri starosti 2 tednov,
najmanjsi je bil izmerjen na dan izlega, v preostalih meritvah pa je bil nekje vmes in

prakti¢no enak.

Tudi pri citokromu ¢ opazimo dolocene razlike med surovimi meritvami in meritvami
normiranimi na Np. V tednu O je glede na ostale tedne po 10 s osvetljevanja delez
spremenjene koncentracije reduciranega citokroma c¢ glede na vrh v dusiku najvecji. Sledi
mu delez izmerjen po enem tednu, deleza kon¢ne reducirane oblike po dveh in §tirih tednih

sta priblizno enaka, najmanjsi pa pripada meritvi po treh tednih.

Pri citokromih a in a3 ni videti bistvenih razlik med nenormiranimi in normiranimi

¢asovnimi poteki.

4.2.2 Numeriéno vrednotenje parametrov €asovnih potekov
posameznih elementov dihalne verige pri razliéni starosti muh.

V nadaljevanju smo primerjali spremembe istih parametrov, s katerimi smo karakterizirali
odgovore dihalnih pigmentov (sliki 13 in 14). Izrisali smo grafe, s katerimi smo Zzeleli
prikazati spreminjanje posameznih izmerjenih parametrov s staranjem. Obenem smo
naredili tudi statistino analizo, da bi ugotovili, kdaj razlike postanejo statistino znacilne.
Za analizo smo uporabili metodo analize variance (ANOVA) s konzervativho -
Bonferronijevo korekcijo za veCkratne primerjave. Vrednosti za posamezen parameter pri
razliéni starosti muh, ki so med seboj znacilno razli¢ne, smo na spodnjih grafih oznacili z
zvezdico.

a) Flavoproteini
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Slika 18: a) Cas maksimuma tranzientov flavoproteinov po tednih, b) sprememba koncentracije reducirane
oblike, ko je tranzient dosegel svoj maksimum, ¢) sprememba koncentracije reducirane oblike flavoproteinov

po 10 s osvetlitve.

Kot ze omenjeno pri flavoproteinih tranzient opazimo Sele po treh tednih od izlega muh.
Tranzient doseze maksimum v obeh tednih priblizno ob istem casu. Tudi amplitudi
maksimuma tranzienta v obeh tednih nista znacilno razli¢ni. Po 10 s osvetlitve na grafu
opazimo razliko v koncentraciji reducirane oblike nosilca med tednom 0 in tedni 1, 2 in 3,
vendar pa je analiza variance (priloga 2, tabela 11) pokazala, da vrednosti niso znacilno

razli¢ne.
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Slika 19: a) Cas maksimuma tranzientov citokroma b po tednih, b) sprememba koncentracije reducirane

oblike nosilca, ko je tranzient dosegel svoj maksimum, ¢) sprememba koncentracije reducirane oblike

citokroma b po 10 s osvetlitve. Vrednosti za posamezen parameter ¢asovnega poteka, ki so med sabo

znacilno razli¢ne, so na grafu oznacene z zvezdico.

Cas tranzienta je na dan izlega statisticno razli¢en (krajsi) od ¢asa maksimuma tranzienta

pri starosti muhe 2, 3 in 4 tedne. Amplituda tranzienta do 3. tedna starosti narasca, v

zadnjem tednu pa ostane prakti¢no nespremenjena. Sprememba koncentracije reducirane

oblike pigmenta po 10 s osvetljevanja se med 1. in 2. meritvijo poveca, saj je vrednost Acl
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izmerjena na dan izlega znacilno razli¢na od vrednosti izmerjenih po 1., 2., 3., in 4. tednu.

Med ostalimi vrednostmi amplitud ni znacilnih razlik.

¢) Citokrom ¢
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Slika 20: a) Cas maksimuma prevoja citokroma ¢ po tednih, b) vrednosti spremembe koncentracije
reducirane oblike, ko je prevoj dosegel svoj maksimum po tednih, ¢) ¢as minimuma prevoja citokroma ¢ po
tednih, d) vrednosti spremembe koncentracije reducirane oblike pigmenta ob minimumu prevoja po tednih, e)
vrednosti spremembe koncentracije reducirane oblike po 10 s osvetlitve. Vrednosti za posamezen parameter

Casovnega poteka, ki so med sabo znacilno razli¢ne, so na grafu oznacene z zvezdico.

Ker prevoj ni bil opazen pri vseh muhah, so v grafu, ki kaze amplitude in ¢as prevoja,
upostevane le tiste muhe, kjer se je ta pojavil. Statisti¢no signifikantna je razlika v ¢asu
maksimuma prevoja med meritvijo na dan izlega muh iz pupe in meritve po 4 tednih od
izlega. Amplituda maksimuma prevoja se v prvem tednu od izlega muhe poveca. Vrednosti
za ta parameter izmerjene po 1., 2., 3. in 4. tednu pa niso statisti¢no razli¢ne. Minimum
prevoja nastopi v prvih 3 tednih po izlegu ob priblizno istem ¢asu po zacetku osvetlitve (~
0.7s), medtem ko po 4 tednih minimum prevoja nastopi nekoliko kasneje (~1s). Amplituda
minimuma s starostjo naras$ca, statisticno signifikantne so razlike med vrednostjo
izmerjeno v 0. tednu in 2., 3. ter 4. tednu. Sprememba koncentracije reducirane oblike
citokroma c po 10 s osvetlitve se med 1. meritvijo (0. teden) in 2. (1. teden) poveca, razlike

med vrednostmi 2. (1. teden) in ostalih meritev (2., 3. in 4. teden) niso statisti¢no znacilne.
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Slika 21: Koncentracija reducirane oblike citokroma a po 10 s osvetlitve, podan s standardnimi napakami.
Vrednosti za posamezen parameter ¢asovnega poteka, ki so med sabo znacilno razli¢ne, so na grafu oznacene

z zvezdico.

Kot je razvidno ze iz grafa casovnih potekov za citokrom a pri razli¢ni starosti muh, tudi
zgornji graf potrjuje, da se sprememba koncentracije reducirane oblike pigmenta po 10 s
osvetljevanja bistveno povecuje le prvih 14 dni. Razlike v amplitudi izmerjene v 2. 3. in 4.

tednu med sabo niso znac¢ilno razliéne.
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Slika 22: a) Cas maksimuma tranzienta citokroma a; v posameznih tednih, b) sprememba koncentracije

reducirane oblike, ko je tranzient dosegel svoj maksimum po tednih, c) sprememba koncentracija reducirane

oblike citokroma a; po 10 s osvetlitve glede na starost muhe. Vrednosti za posamezen parameter ¢asovnega

poteka, ki so med sabo znacilno razli¢ne, so na grafu oznacene z zvezdico.
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Tranzient doseze svoj maksimum v tednu 0 znacilno hitreje kot v preostalih tednih. Tudi
Cas tranzienta v 1. tednu in 4. sta znacilno razlicna. V amplitudi tranzienta pride do
znacCilnih razlik ob staranju muhe. Ta v prvih dveh tednih narasS¢a, med tednom 2 in 3 ni
znacilnih sprememb. Tudi vrednosti izmerjene v 2. in 4. tednu sta med sabo znacilno
razliéne. Po 10 s osvetlitve je sprememba koncentracije reducirane oblike citokroma a3 1
dan starih muh pozitivna, v nadaljnih meritvah pa dobi vedno bolj negativne vrednosti.
Znacilno so razli¢ne njene vrednosti med 0. in vsemi ostalimi tedni ter med 1. in zadnjima

tednoma.

4.2.3 Casovni poteki sprememb koncentracij reduciranih oblik
dihalnih pigmentov pri razliéno starih muhah

Z obzirom na to, da je bilo redoks stanje nosilcev elektronov v naSem primeru na zacetku
poskusov nekje vmes med popolnoma reducirano in popolnoma oksidirano obliko, nas je
nadalje zanimalo, v kolik$ni meri se elementi dihalne verige med osvetlitvijo oksidirajo
glede na maksimalno reducirano obliko. Vrednosti spremembe koncentracije reducirane
oblike maksimalno reduciranih nosilcev smo dobili, ko smo dali muho v dusik in tako
odvzeli kon¢ni akceptor elektronov kisik. Nato smo od ¢asovnih potekov spremembe
koncentracije reducirane oblike posameznih nosilcev izmerjenih v atmosferskih pogojih
med osvetlitvijo (Acl,) pri razli¢ni starosti muhe odsteli maksimalne spremembe izmerjene
za isti nosilec v N (AClyn2)max):

Acl, = Acl Acl

n(atm) n(N, )max

®)
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Slika 23: Razlika med casovnimi poteki spremembe koncentracije reducirane oblike posameznih elementov

dihalne verige v atmosferskih pogojih in v dusikovi atmosferi med osvetljevanjem pri razli¢ni starosti muhe.

Pri komaj izleZenih muhah si po absolutni velikosti amplitude spremembe koncentracije

reducirane oblike elementov ob prehodu v dusik sledijo po naslednjem zaporedju: cit b <

citaz <cita <cit ¢ < fp. Po 1. tednu pa se to zaporedje spremeni, in sicer izgleda takole: cit

b < citaz< fp <citc <cita. V 2. tednu pride Se do zamenjave med citokromom c in a: cit

b < citaz; < fp <cit a <cit c. Tako zaporedje nato ostane tudi v 3. in 4. tednu.
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Na grafu opazimo sploSen trend veCanja amplitude razlike med redoks stanjem v
atmosferskih pogojih in v dusiku s staranjem muhe pri vseh elementih dihalne verige. Prav
tako opazimo tudi, da se pri nekaterih elementih verige s staranjem nekoliko povecuje tudi
amplituda tranzienta. Najve¢je spremembe v razliki so opazne med ravno izlezenimi
muhami in 1. tednom, kar bi lahko pomenilo, da se v tem €asu povecCuje koncentracija
elementov dihalne verige v mitohondrijih musjih fotoreceptorjev ali/in spremembe samih
struktur ob zorenju fasetnega ocesa (spremembe dioptriCnega aparata, koli¢ina vode,
razvitost traheol, itd.) in ne ob »visoki« starosti, kot smo pri¢akovali na zac¢etku. Med 1. in
2. tednom se sprememba v razliki poveca pri citokromu as, citokromu a in citokromu c. Na

koncu 3. tedna opazimo povecanje razlike le Se pri citokromu a in citokromu c.

4.2.4 Analiza absorpcijskih spektrov fasetnega oc¢esa razliéno starih
muh

Dejstvo, da molekule citokromov b, ¢, a, a; in flavoproteini spremenijo barvo, ko prenesejo
elektron oz. preidejo iz reduciranega v oksidirano stanje ali obratno, ima veliko
eksperimentalno vrednost. Razlika med absorpcijskimi spektri obeh redoks stanj nam je
tako omogocila, da smo s pomocjo refleksijske diferencne spektroskopije merili
mitohondrijsko aktivnost in vivo. Nadalje pa nas je zanimalo tudi, ¢e se absorpcijski spektri
razlikujejo med sabo pri razli¢no starih muhah. Tako smo preko oblike teh spektrov in
razmerja med absorpcijskim vrhom ter vrednostjo mediane absorpcije pri razlicno starih
muhah dobili pomembno informacijo o tem, ali se s starostjo spreminja koncentracija
pigmentov v notranji mitohondrijski membrani ali pa gre za spremembe opti¢nega aparata

oziroma za kombinacijo obeh.
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Slika 24: a) Absorpcijski spektri razliéno starih muh. Crta nad &rko a predstavlja presek spektrov pri
absorpcijskem vrhu pri valovni dolzini 417 nm, ¢rta nad ¢rko b pa presek spektrov pri okoli 600 nm, b)
sprememba absorpcije pri absorpcijskem vrhu pri A= 417 nm (temno modra ¢rta) in pri A~600 nm (svetlo
modra ¢rta) v odvisnosti od starosti muhe, ¢) absorpcijski spekter 14 dni starih muh, pri ¢emer je s értkano
¢rto oznacena mediana, s ¢rto nad ay. pa razlika med vrednostjo absorpcije pri absorpcijskem vrhu in

mediano, d) razmerje med ay in vrednostjo mediane pri razlicno starih muhah.

Na grafu a z absorpcijskimi spektri opazimo, da se amplituda absorpcije pri absorpcijskem
vrhu glede na osnovni nivo s starostjo muh povecuje. Razlika je najbolj opazna med 1 dan
in 1 teden starimi muhami, nato pa je ta vedno manj izrazita. Pri valovnih dolzinah v
rdeCem delu spektra pride tudi do sploSnega premika spektrov pri muhah starih 1 in 7 dni.

Da bi bolj nazorno prikazali razlike v absorpcijskih spektrih o¢i razli¢no starih muh pri teh
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dveh kritiénih tockah, torej pri absorpcijskem vrhu (A=417 nm) in pri valovni dolzini
~600nm, kjer se spektri zacnejo razhajati, smo izrisali graf b. Na njem vidimo, da se v
prvem tednu po izlegu absorpcija pri A = 417 nm precej poveca, v naslednjih tednih pa so
spremembe v absorpciji zelo majhne, vendar ta Se vedno pocasi naraséa. Pri A ~ 600 nm je
bila najmanjSa absorpcija izmerjena pri komaj izleZenih muhah, najvecja pa pri 1 teden
starih muhah. Absorpcija pri 600 nm se v 2. tednu zivljenja muhe nekoliko zmanjsa nato
pa se s starostjo prakticno ne spreminja ve¢. Veliko ve¢ kot same absolutne vrednosti
absorpcije pa nam pove razmerje med vrhom absorpcije ter srednjo vrednostjo le-te. Ker je
v nasem primeru porazdelitev vzorca asimetricna, smo namesto povprecja izracunali
mediano. Koli¢ine, uporabljene za izratun omenjenega razmerja, smo prikazali na grafu c.
Vrednosti razmerja med ay in mediano pri razlicno starih muhah pa smo prikazali na
grafu d. Tu vidimo, da to razmerje prve 3 tedne od izvalitve muh naras¢a, v zadnjem tednu

pa se nekoliko zmanjsa.

Ker so vrednosti omenjenega razmerja pri razli¢ni starosti muh razli¢ne, in ker fasetno oko
ostaja skozi celo zivljenje muhe priblizno enake velikosti (torej se opti¢na pot verjetno ne
spreminja kaj dosti) lahko sklepamo, da se koncentracija dihalnih pigmentov v notranji
mitohondrijski membrani musjega fotoreceptorja pri procesu staranja spreminja. Ta se v
prvih 3 tednih od izlega povecuje, v zadnjem tednu Zivljenja pa se nekoliko zmanjsa.

Splosni premik absorpcije pri komaj izleZenih in 1 teden starih muhah pri valovnih
dolzinah vecjih od 550 nm pa kaZe na to, da v prvem tednu od izlega prihaja tudi do
spremembe opticnih lastnosti musjega fasetnega ocesa, ki so verjetno posledica njegovega

dozorevanja.
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5 RAZPRAVA

Ugotovili smo:

1. Casovni poteki oksidacije in redukcije posameznih dihalnih pigmentov — flavoproteinov
ter citokromov b, ¢, a in a3 ob fizioloski obremenitvi s svetlobo se med seboj razlikujejo.
Citokroma ¢ in a se glede na zacetno stanje reducirata, ostali nosilci pa se oksidirajo.
Na zacetku osvetlitve pri ¢asovnem poteku flavoproteinov, citokroma b in a3 opazimo
oksidacijski tranzient, pri citokromu ¢ pa prevoj. Vse spremembe redoks stanj so zelo
majhne in se dogajajo prakti¢no isto¢asno, kar kaze na tako imenovani paralelni
mehanizem aktivacije sistema oksidativne fosforilacije v mitohondrijih musjih

fotoreceptorjev.

2. S staranjem muhe se casovni poteki spreminjajo. Spremeni se amplituda sprememb ob
obremenitvi, pri flavoproteinih in delno pri citokromu ¢ pa tudi njihova oblika. Najvecje
razlike so opazne, v nasprotju z nasimi pricakovanji, v prvem tednu po izlegu muh iz

pupe in ne v visoki starosti.

5.1 Mehanizem aktivacije dihalne verige v musjih fotoreceptorjih
glede na ¢asovne poteke sprememb redoks stanja nosilcev v

dihalni verigi med osvetlitvijo.

Ob osvetlitvi pride do spremembe redoks stanja dihalnih pigmentov, ¢esar posledica je
sprememba absorpcije, iz katere smo nato lahko izraCunali ¢asovni potek sprememb
koncentracije reducirane oblike nosilcev glede na stanje ob zaCetku osvetlitve.
Flavoproteini in citokroma b ter a; se ob aktivaciji oksidirajo, citokroma a in ¢ pa se
reducirata. Na sliki s Casovnimi poteki (slika 12) opazimo tudi zacetni tranzient pri vseh
elementih razen pri citokromu c, za katerega je znacilen prevoj, in citokromu a, kjer

tranzient ni prisoten. Ce pogledamo kaj se dogaja znotraj kompleksov, kjer se nahajata po
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dva od proucevanih nosilcev skupaj (kompleks III in IV), opazimo podobno dogajanje v
obeh kompleksih. V. membranskem kompleksu III se citokrom b ob aktivaciji najprej
oksidira, nato pa delno reducira, citokrom c pa se ob aktivaciji reducira. Ravno tako se v
kompleksu IV citokrom a reducira, citokrom as pa se kot citokrom b v kompleksu III
najprej oksidira, nato pa delno reducira. Vendar pa je treba omeniti, da je ugotovljen
¢asovni potek za citokrom b kombinacija obnaSanja ob osvetlitvi dveh hemov b (hema by
in by), Casovni potek citokroma ¢ pa je kombinacija Casovnega poteka spremembe
koncentracije reducirane oblike citokroma c; in citokroma c, od katerih se le citokrom c;

nahaja znotraj kompleksa III, kar interpretacijo nekoliko zakomplicira.

Vendar pa vseeno lahko re¢emo, da morda ob osvetlitvi in posledi¢no aktivaciji
mitohondrijev musjih fotoreceptorjev v kompleksih III in IV pride do odstranitve neke
notranje blokade in posledi¢no prenosa elektronov med posameznimi citokromi (hemi) na
podoben nacin. Mozno razlago za to, kaj v kompleksu III predstavlja to »blokado« oz.
zakaj se citokrom b v zacetni fazi aktivacije najprej oksidira in Sele nato delno reducira,
medtem ko se citokrom c takoj reducira, bi lahko izlus¢ili iz rezultatov raziskave avtorjev
Orii in Miki (1997), ki pravijo, da semiubikinon v kompleksu III lahko, pri pogoju, da sta
oba nosilca v oksidiranem stanju (v nasem primeru je zacetno redoks stanje obeh nosilcev
nekje med popolnoma oksidirano in reducirano obliko, kar pomeni, da sta delno
oksidirana) odda elektron hemu by, Sele ko je Rieske-jev center Ze reduciran (in posledicno
citokrom c;), saj naj bi bila ta reakcija termodinami¢no bolj ugodna. Tako naj bi Zelezo-
zveplov protein, katerega stanja z nasSimi meritvami sicer nismo mogli spremljati, deloval

kot nekaks$no z redoks stanjem nosilcev povezano stikalo znotraj kompleksa III.

Zanimivo je dejstvo, da se tranzienti oziroma prevoj pri citokromu c zgodijo po priblizno
enakem cCasu od zacetka osvetlitve, kar kaze na hkratno aktivacijo vseh kompleksov
dihalne verige in ne zaporedno. Eno od moZnih razlag za ta pojav predstavljajo rezultati
raziskav avtorjev Schagger in Pfeiffer (2000) na mitohondrijih kvasovk in sesalcev. Ti
predlagajo, da kompleksi niso razporejeni v lipidnem dvosloju notranje membrane
naklju¢no, ampak naj bi tvorili supramolekularne komplekse, po katerih naj bi bil substrat

voden direktno od enega encima k drugemu. Ti superkompleksi pa naj bi tvorili mrezo
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imenovano respirasom. V govejih srénih mitohondrijih so tako potrdili obstoj

superkompleksov s sestavo: [;111; in

[ ITI,IV| (Schafer s sod., 2006)

Slika 25: Rentgentska slika strukture superkompleksa I;IIL,IV,. a) Pogled od strani, b) od zgoraj (iz
intermembranskega prostora), pri cemer je dimer kompleksa III prikazan z rdeco barvo, kompleks IV pa z
zeleno. Svetleje je oznaten del kompleksa I, ki se nahaja v matriksu. Crta v desnem spodnjem kotu

predstavlja 10 nm (prirejeno po Schafer s sod., 2006)

Druga lastnost amplitude tranzientov pa je ta, da pri vseh nosilcih predstavlja zelo majhno
spremembo koncentracije reducirane oblike nosilcev, v primerjavi s spremembo
koncentracije ko so ti popolnoma reducirani v dusiku. Po za¢etnem tranzientu pa prakti¢no
pri vseh elementih dihalne verige amplituda spremembe koncentracije reducirane oblike
doseze neko vrednost, kjer se ohranja z minimalnimi nihanji vseh 10 s osvetlitve. Te tri
lastnosti skupaj bi bile lahko eksperimentalni dokaz teoretiénemu kineticnemu modelu
mehanizma paralelne aktivacije oksidativne fosforilacije, ki ga je predlagal Korzeniewski
(2001). Ta govori o vzporedni in znotraj obsega realnih moznosti zivega organizma
enakomerni aktivaciji vseh kompleksov dihalne verige, ¢emur v nasem konkretnem
primeru ustreza priblizno enak Cas tranzientov elementov dihalne verige, in posledi¢no
minimalne variacije v koncentraciji vmesnih metabolitov, kar se kaze v majhni amplitudi
sprememb reducirane oblike nosilcev ob osvetlitvi. Zelo pomemben dejavnik, ki bi lahko
hkrati aktiviral celotno verigo predstavlja sprememba membranskega potenciala oziroma

elektrokemijskega gradienta na notranji mitohondrijski membrani.
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5.2 Casovni poteki odzivov dihalne verige na osvetlitev ob

staranju muh

Navarro s sodelavci (2007) porocajo, da pride ob staranju do selektivhega zmanjSanja
encimske aktivnosti kompleksa I in IV v izoliranih misjih in podganjih mitohondrijih.
Rezultati nasih poskusov pa v nasprotju s pricakovanji tega na prvi pogled ne potrjujejo.
Pri razlicno starth muhah pride pri Casovnih potekih spremembe reducirane oblike
posameznih nosilcev do najvecjih sprememb v prvih tednih od izlega iz pupe in ne pri
postaranih muhah. To je razvidno tako iz primerjave vrednosti amplitude tranzienta pri
razli¢no starith muhah, kot tudi iz amplitude odgovora po 10 s osvetlitve, pri nekaterih
nosilcih pa celo v ¢asu tranzienta (cit as in b). Pri tem je potrebno seveda omeniti, da smo
z naSimi meritvami spremljali dinami¢no stanje in ne neposredno encimske uc¢inkovitosti.
Kljub temu pa se pri analizi ne da spregledati dejstva, da se koncentracija dihalnih
pigmentov s staranjem najverjetneje povecCuje. Iz primerjave Casovnih potekov za
posamezne nosilce v duSikovi atmosferi, kjer so ti maksimalno reducirani, lahko tako
razberemo, da koncentracija dihalnih pigmentov v notranji membrani mitohondrijev
fotoreceptorjev muhe v prvih treh tednih od izlega naras¢a, v zadnjem tednu pa se nekoliko
zmanjsa (le pri flavoproteinih ni razlike med 3. in 4. tednom). Ker pa bi bili vzroki za
povecano spremembo koncentracije reducirane oblike nosilcev ob staranju lahko v
popolnoma drugih mehanizmih, kot so npr. spremembe opti¢nih lastnosti fasetnega ocesa
ob dozorevanju (spremembe dioptriCnega aparata, razvitost traheol, itd.), morebitne
spremembe fototransdukcijskega aparata in posledi¢no razlicna aktivacija sinteze raznih
regulatornih proteinov, itd., smo med sabo primerjali tudi absorpcijske spektre o¢i razli¢no
starih muh. Razmerje med absorpcijskim vrhom in mediano je potrdilo nase sklepanje, da
je glavni vzrok v spremembi koncentracije reducirane oblike pigmentov ob staranju ravno
sprememba njihove koncentracije. Vendar pa v rdeCem delu absorpcijskega spektra pride
v prvih dveh tednih od izlega tudi do sploSnih premikov absorpcije, ki pa nakazujejo, da
imajo pri spremembah ¢asovnih potekov elementov v zacetnem obdobju po izlegu vsaj
delno vlogo tudi drugi omenjeni mehanizmi. Pri tem gre bodisi za razliko v koncentraciji

neke snovi s Sirokim absorpcijskim vrhom ali pa za razli¢en prispevek Rayleigh-jevega
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sipanja na endomembranskih sistemih pri mladih in pri starih muhah. Pri Rayleigh-jevem

sipanju se namre¢ svetloba krajsih valovnih dolzin sipa bolj kot dolgovalovna svetloba.

Kljub temu pa na sliki s ¢asovnimi poteki normiranimi na maksimalno spremembo v
dusiku (slika 17), s ¢imer smo izlocili spremembe koncentracije reducirane oblike nosilcev
zaradi spremembe njihove koncentracije ob staranju, Se vedno opazimo razlike v ¢asovnih
potekih pri razli¢no starih muhah za posamezen nosilec. Ta razlika je dale¢ najvecja med
casovnimi poteki 1 dan in 1 teden starih muh, nato pa je ¢edalje manj izrazita. To dejstvo
nakazuje moznost razvoja celi€nega respiratornega sistema, povezano z obremenitvijo in s

fototransdukcijskim sistemom, saj smo muhe gojili v 12h/12h dnevno-no¢nem rezimu.

V svojem pregledu Boneh (2006) namre¢ poroca, da imajo pri regulaciji oksidativne
fosforilacije pomembno vlogo razli¢ni signalni transdukcijski mehanizmi, posredovani
preko sekundarnih sporocevalcev. Ugotovili so vpletenost ve¢ razlicnih sek.
sporoCevalcev, med katerimi naj bi bila pri mitohondrijski transdukciji signalov
najpomembnejSa kalcij in cAMP. Ostali predstavniki so Se ceramid, ROS, NO, NRS. V
zadnjem casu je bilo tudi ugotovljeno, da razli¢ne kinaze in fosfataze, vpletene v signalno
transdukcijo, fosforilirajo oz. defosforilirajo in na ta na¢in aktivirajo oz. deaktivirajo jedrne

transkripcijske faktorje, ki aktivirajo oz. inhibirajo izraZzanje genov.
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Slika 26: Splosna struktura signalne transdukcijske poti, kjer aktivacija receptorja sprozi razpad G-proteina
in posledi¢no aktivacijo sekundarnih sporoc¢evalcev. Ti nato aktivirajo Protein kinaze in protein fosfataze, ki

nadalje delujejo na transkripcijske faktorje in tako na sintezo proteinov. (prirejeno po Boneh, 2006).
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Po Ca-fosfolipidni signalni transdukcijski poti, ki je prisotna v musjih fotoreceptorjih,
razpadni produkt molekule PIP, - DAG poveca afiniteto od kalcija odvisnih podvrst PKC
(proteinska kinaza C) za sekundarni sporo¢evalec (Ca®"). Ta jih aktivira Ze pri manjsih
citosolnih koncentracijah. Ob mirovnih pogojih se PKC ve€inoma nahaja v citosolu. Po
aktivaciji z zunajcelicnem signalom pa pride do njene translokacije v membranske
kompartmente celice. Ta prenos regulira skupina adaptorskih proteinov z imenom RACK
(receptorji za aktivirane C-kinaze). Aktivirana PKC nato aktivira razlicne transkripcijske
faktorje in posledi¢no sintezo proteinov. Ugotovili so, da ima aktivacija razli¢nih podvrst
PKC razlicne vplive na sistem oksidativne fosforilacije. Aktivirana PKC-a naj bi
zmanjSala aktivnost ATP- sintaze in posledi¢no produkcijo ATP. PKC-¢ pa naj bi na drugi
strani povzrocila dvakratno povecanje aktivnosti kompleksa IV. Pri kvasovkah so
ugotovili, da od PKC odvisen mehanizem povzro€i inhibicijo kompleksa III in nastanek

ROS.

Poleg kalcija tudi Stevilni drugi sekundarni sporocevalci in regulatorji PKC podvrst
regulirajo sistem oksidativne fosforilacije (sfingozin, ROS, NO, RNS). Ta kinazna druzina
bi teoreti¢no lahko potencialno predstavljala kljucni regulator funkcije sistema oksidativne

fosforilacije (Boneh, 2006).
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Slika 27: Kalcijevo- fosfolipidna in PKC pot signalne transdukcije (prirejeno po Boneh, 2006).
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Mehanizem oksidativne fosforilacije je zelo kompleksen proces in zelo veliko vprasanj je
Se odprtih. Tudi mehanizmi njegove regulacije in spremembe le-teh pri procesu zorenja

oziroma staranja organizma so Se vedno precej dobro zaviti v tan¢ico skrivnosti.

V nadaljnjem delu bi bilo zanimivo muhe vzgojiti v popolni temi in na gojiscu s srcem, ki
vsebuje manj vitamina A. Na ta nacin, bi po dveh poteh zmanjsali obremenitev oCesa —
tako s Ca’" neposredno kot tudi posredno preko morebitnega delovanja PKC. V tem
primeru, bi bilo mozno, da je sinteza dihalnih pigmentov manjsa, preprosto zato, ker so
potrebe po ATP manjsSe. Tako bi pri¢akovali, da se bodo odzivi teh muh na svetlobno
obremenitev, ki sprozi enako moc¢no depolarizacijo, razlikovali od teh izmerjenih v tem
delu. Tak rezultat bi nedvomno potrdil povezavo med fototransdukcijo in obremenitvijo

ocesa ter sintezo in/ali delovanjem mitohondrijskih proteinov.
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6 POVZETEK

Z uporabo dinamicne diferencne refleksne spektroskopije smo Zeleli preuciti dinamiko
odziva mitohondrijske dihalne verige (flavoproteinov ter citokromov b, ¢, a in a3) na
fiziolosko obremenitev (osvetlitev) v ocesu belooke mutante muhe rdeceglave brencacke
(Calliphora vicina - chalky) in od starosti odvisne spremembe le-te. Izvajali smo meritve
diferen¢nih absorpcijskih spektrov o€i ter meritve ¢asovnih potekov spremembe redoks
stanja posameznih nosilcev pri razli¢nih atmosferskih pogojih (v zraku ali duSiku) ob

osvetlitvi pri razli¢ni starosti muh in jih med sabo primerjali.

Ugotovili smo, da so casovni poteki oksidacije in redukcije posameznih dihalnih
pigmentov ob fizioloski obremenitvi med seboj razli¢ni. Citokrom c in citokrom a se glede
na zacetno stanje reducirata, ostali nosilci pa se oksidirajo. Ob osvetlitvi pri casovnem
poteku flavoproteinov, citokroma b in a; pride do zacetnega oksidacijskega tranzienta, pri
citokromu ¢ pa do znacilnega prevoja. Tranzienti nastopijo takoj ob zacetku osvetlitve in
pri vseh omenjenih nosilcih prakticno istocasno. Amplitude spremembe koncentracije
reducirane oblike nosilcev glede na maksimalno reducirano obliko v duSiku so ob
aktivaciji dihalne verige ob osvetlitvi zelo majhne in se po zacetnem tranzientu vecinoma
ustalijo na doloCenem nivoju. Vse te ugotovitve kazejo v prid teoreticnemu kineti¢nemu

modelu z imenom paralelni mehanizem aktivacije sistema oksidativne fosforilacije.

Ugotovili smo, da se s staranjem muhe ¢asovni poteki spremembe koncentracije reducirane
oblike posameznih nosilcev ob fizioloSki obremenitvi spreminjajo. Do sprememb je prislo
tako v atmosferskih pogojih kot tudi v duSiku. Skladno s tem so bili razlicni tudi
absorpcijski spektri o€i ob razli¢ni starosti muh. Vendar pa so bile te razlike v nasprotju z
naSimi pri¢akovanji najvecje v zacetnem obdobju od izlega iz pupe in ne pri postaranih
muhah. Pokazali smo, da so te razlike najverjetneje posledica naraScanja koncentracije
elementov dihalne verige notranje mitohondrijske membrane musjih fotoreceptorjev v
zacetnem obdobju Zivljenja adultnega osebka, in da zraven igrajo vlogo tudi drugi procesi,

kot so mogoce spremembe v strukturi fasetnega ocCesa ob njegovem dozorevanju
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(spremembe dioptriCnega aparata, razvitost traheol, koli¢ina vode, itd.) ter morebiti celo

spremembe v fototransdukcijskih regulacijskih mehanizmih in sintezi proteinov.
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PRILOGA 1

Poleg vseh povprecnih vrednosti parametrov so podane zraven standardne deviacije.

1. Vrednosti parametrov Casovnih potekov, pri ¢emer smo primerjali ¢as in amplitudo
tranzientov oziroma maksimuma (c(;)) in minimuma (c(z)) prevoja pri citokromu c ter

amplitudo spremembe koncentracij reducirane oblike elementov dihalne verige ob koncu

osvetlitve.
Tabela 1:
amplituda po 10s
amplituda tranzienta osvetljevanja
¢as tranzienta [UMcm] [UMcm]

fp 0.638+0.212 -0.045 +0.015 -0.022 £ 0.023188
citb 0.886 +0.363 -0.032 + 0.005 -0.015+0.011
cit ¢y 0.349 +0.106 0.026 £ 0.011 0.082+0.012
cit c(2) 0.593 £ 0.140 0.017+0.014
cita 0.032 £ 0.012
cit a3 0.832+0.263 -0.047 £0.014 -0.022 + 0.022
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2. Vrednosti parametrov ¢asovnih potekov spremembe reducirane oblike posameznih

elementov dihalne verige pri razli¢no starih muhah.

Tabela 2: flavoproteini

amplituda po 10s

amplituda tranzienta osvetljevanja

Cas tranzienta [uMcm] [uMcm]
0. teden 0.002 £ 0.026
1. teden -0.025 £ 0.026
2. teden -0.029 + 0.025
3. teden 1.100 £ 0.154 -0.041 £0.011 -0.036 £ 0.053
4. teden 1.190 £ 0.211 -0.034 £ 0.024 -0.016 £0.046

Tabela 3: citokrom b

amplituda po 10s

amplituda tranzienta osvetljevanja

Cas tranzienta [s] [uUMcm] [UMcm]
0. teden 0.767 £ 0.143 -0.007 £ 0.002 -0.002 £+ 0.002
1. teden 0.988 £0.112 -0.027 £ 0.004 -0.018 £ 0.005
2. teden 1.106 +0.206 -0.033 £ 0.002 -0.024 + 0.005
3. teden 1.082+0.198 -0.039 + 0.003 -0.032 £ 0.023
4. teden 1.141 £0.210 -0.039 + 0.002 -0.023 £0.011
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Tabela 4: citokrom ¢

amplituda amplituda amplituda po
maksimuma minimuma 10s
¢as maksimuma prevoja ¢as minimuma prevoja osvetljevanja
prevoja [s] [UMcm] prevoja [s] [uUMcm] [UMcm]
0. teden 0.288 £0.097 | 0.003 £0.001 | 0.654+0.119 | -0.001 £0.002 | 0.033 £ 0.003
1. teden 0.403+0.179 | 0.031+0.009 | 0.698 £0.205 | 0.024+0.009 | 0.069 £ 0.007
2. teden 0.503 £0.127 | 0.041 £0.014 | 0.7489+0.092 | 0.033+0.011 | 0.080 +0.016
3. teden 0.468 £0.117 | 0.041 £0.007 | 0.746+0.208 | 0.029 +0.020 | 0.073 +0.050
4. teden 0.601 £0.184 | 0.047+0.009 | 1.006+0.182 | 0.039+0.010 | 0.087 +0.025
Tabela 5: citokrom a
amplituda po 10s
osvetljevanja
[MMcem]
0. teden -4.9E-06 + 0.002
1. teden 0.035+0.011
2. teden 0.050 £ 0.007
3. teden 0.049 £ 0.021
4. teden 0.055 +0.008
Tabela 6: citokrom a;
amplituda po 10s
amplituda tranzienta osvetljevanja
Cas tranzienta [s] [uUMcm] [UMcm]
0. teden 0.558 £ 0.182 -0.005 + 0.002 0.011 +0.003
1. teden 0.895 +0.125 -0.041 +£0.010 -0.027 +£0.014
2. teden 1.130+0.179 -0.060 £ 0.010 -0.046 £ 0.011
3. teden 1.025+0.298 -0.064 £ 0.016 -0.055 +£0.028
4. teden 1.157+£0.216 -0.074 £ 0.012 -0.053 +£0.015




Jenko K. Od starosti odvisne spremembe dinamike odziva dihalne verige na fiziolosko obremenitev ocesa
muhe (Calliphora vicina). Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za
biologijo, 2007

3. Numeri¢ne vrednosti absorpcije ob absorpcijskem vrhu pri valovni dolzini 420 nm in

600 nm v odvisnosti od starosti muhe.

Tabela 7:
pri pri
vrednosti A= 417 | vrednosti A= 600
nm [A. E.] nm [A. E.]
0. teden 0.9889 0.845
1. teden 1.2089 1.0093
2. teden 1.2381 0.958
3. teden 1.2698 0.9429
4. teden 1.2687 0.9506
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PRILOGA 2

Za doloc¢anje znacilnih razlik med vrednostmi parametrov razli¢nih nosilcev (tabela 8) oz.
med vrednostmi parametrov za isti nosilec pri razlicno starih muhah smo uporabili analizo
variance (ANOVA), korigirano s pomoc¢jo Bonferronijeve korekcije. Z njim smo testirali
hipotezo, da so povprecja parametrov pri nosilcih enaka. Korigirane verjetnosti (k - p)

manjse od 0.05 oz. p < 0.005 kazejo na znacilne razlike med primerjanimi vzorci.
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Tabela 8: Analiza razlik v Casu tranzienta flavoproteinov, citokromov b, a; in maksimuma
(cqy) ter minimuma (cit c(2)) prevoja citokroma c pri casovnem poteku spremembe
koncentracije reducirane oblike teh elementov z intervalom zaupanja 95 % s pomocjo

Bonferronijeve korekcije.

primerjava

pigmentov p znacilno razli¢no
cit b - cit ¢y <0.0001 da
cit b - cit ¢y 0.014 ne
citb-1fp 0.057 ne
citb - cit a3 0.578 ne
cit a3 - cit () <0.0001 da
cit a3 - cit c(y) 0.044 ne
cita; - fp 0.133 ne
fp - cit ¢y 0.047 ne
fp - citc(y 0.757 ne
cit ¢(z) - cit ¢y 0.069 ne
Modificirana stopnja zaupanja 0.005

Tabela 9: Analiza razlik v ¢asu tranzienta flavoproteinov razli¢no starith muh z intervalom

zaupanja 95 % s pomocjo Bonferronijeve korekcije.

primerjava ¢asov p Znacilno razli¢no

4. teden - 3. teden 0.487 ne

Modificirana stopnja zaupanja 0.05
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Tabela 10: Analiza razlik v amplitudi tranzienta flavoproteinov razli¢no starih muh z

intervalom zaupanja 95 % s pomocjo Bonferronijeve korekcije.

primerjava

amplitude p znacilno razli¢no
4. teden - 3. teden 0.624 ne
Modificirana stopnja zaupanja 0.05

Tabela 11: Analiza razlik v amplitudi odgovora flavoproteinov po 10 s osvetljevanja

razli¢no starih muh z intervalom zaupanja 95 % s pomoc¢jo Bonferronijeve korekcije.

primerjava

amplitude p znacilno razli¢no
0. teden - 3. teden 0.021 ne
0. teden - 1. teden 0.040 ne
0. teden - 2. teden 0.057 ne
0. teden - 4. teden 0.259 ne
4. teden - 3. teden 0.221 ne
4. teden - 1. teden 0.337 ne
4. teden - 2. teden 0.422 ne
2. teden - 3. teden 0.668 ne
2. teden - 1. teden 0.873 ne
1. teden - 3. teden 0.788 ne
Modificirana stopnja zaupanja 0.005
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Tabela 12: Analiza razlik v ¢asu tranzienta citokroma b razli¢no starih muh z intervalom

zaupanja 95 % s pomocjo Bonferronijeve korekcije.

primerjava ¢asov p znacilno razli¢no
4. teden - 0. teden | <0,0001 da
4. teden - 1. teden 0.062 ne
4. teden - 3. teden 0.474 ne
4. teden - 2. teden 0.665 ne
2. teden - 0. teden 0.000 da
2. teden - 1. teden 0.146 ne
2. teden - 3. teden 0.767 ne
3. teden - 0. teden 0.000 da
3. teden - 1. teden 0.259 ne
1. teden - 0. teden 0.008 ne
Modificirana stopnja zaupanja: 0.005

Tabela 13: Analiza razlik v amplitudi tranzienta citokroma b razli¢no starih muh z

intervalom zaupanja 95 % s pomocjo Bonferronijeve korekcije.

primerjava

amplitud p znacilno razli¢no
0. teden - 4. teden <0,0001 da
0. teden - 3. teden <0,0001 da
0. teden - 2. teden <0,0001 da
0. teden - 1. teden <0,0001 da
1. teden - 4. teden <0,0001 da
1. teden - 3. teden <0,0001 da
1. teden - 2. teden <0,0001 da
2. teden - 4. teden <0,0001 da
2. teden - 3. teden 0.000 da
3. teden - 4. teden 0.913 ne
Modificirana stopnja zaupanja: 0.005
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Tabela 14: Analiza razlik v amplitudi odgovora citokroma b po 10 s osvetlitve razlicno

starih muh z intervalom zaupanja 95 % s pomoc¢jo Bonferronijeve korekcije.

primerjava

amplitud p znacilno razli¢no
0. teden - 3. teden <0,0001 da
0. teden - 2. teden <0,0001 da
0. teden - 4. teden 0.000 da
0. teden - 1. teden 0.004 da
1. teden - 3. teden 0.010 ne
1. teden - 2. teden 0.225 ne
1. teden - 4. teden 0.301 ne
4. teden - 3. teden 0.099 ne
4. teden - 2. teden 0.855 ne
2. teden -3. teden 0.138 ne
Modificirana stopnja zaupanja: 0.005

Tabela 15: Analiza razlik v ¢asu maksimuma prevoja citokroma c razli¢no starih muh z

intervalom zaupanja 95 % s pomocjo Bonferronijeve korekcije.

primerjava ¢asov p znacilno razli¢no
4. teden - 0. teden 0.000 da
4. teden - 1. teden 0.032 ne
4. teden - 3. teden 0.123 ne
4. teden - 2. teden 0.350 ne
2. teden - 0. teden 0.043 ne
2. teden - 1. teden 0.367 ne
2. teden - 3. teden 0.745 ne
3. teden - 0. teden 0.034 ne
3. teden - 1. teden 0.475 ne
1. teden - 0. teden 0.186 ne
Modificirana stopnja zaupanja 0.005
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Tabela 16: Analiza razlik v amplitudi maksimuma prevoja citokroma c razli¢no starih muh

z intervalom zaupanja 95 % s pomoc¢jo Bonferronijeve korekcije.

primerjava
amplitud p znacilno razli¢no
4. teden - 0. teden | <0,0001 da
4. teden - 1. teden 0.006 ne
4. teden - 2. teden 0.502 ne
4. teden - 3. teden 0.738 ne
3. teden - 0. teden | <0,0001 da
3. teden - 1. teden 0.016 ne
3. teden - 2. teden 0.693 ne
2.teden - 0. teden | <0,0001 da
2. teden - 1. teden 0.091 ne
1. teden - 0. teden | <0,0001 da
Modificirana stopnja zaupanja 0.005

Tabela 17: Analiza razlik v ¢asu minimuma prevoja citokroma c razli¢no starih muh z

intervalom zaupanja 95 % s pomocjo Bonferronijeve korekcije:

primerjava ¢asov p znacilno razli¢no
4. teden - 0. teden 0.001 da
4. teden - 2. teden 0.005 da
4. teden - 3. teden 0.009 ne
4. teden - 1. teden 0.018 ne
1. teden - 0. teden 0.282 ne
1. teden - 2. teden 0.494 ne
1. teden - 3. teden 0.938 ne
3. teden - 0. teden 0.274 ne
3. teden - 2. teden 0.510 ne
2. teden - 0. teden 0.779 ne
Modificirana stopnja zaupanja 0.005




Jenko K. Od starosti odvisne spremembe dinamike odziva dihalne verige na fiziolosko obremenitev ocesa
muhe (Calliphora vicina). Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za
biologijo, 2007

Tabela 18: Analiza razlik v amplitudi minimuma prevoja citokroma c razli¢no starih muh z

intervalom zaupanja 95 % s pomocjo Bonferronijeve korekcije.

primerjava
amplitud p znacilno razli¢no
2. teden - 0. teden 0.002 da
2. teden - 1. teden 0.422 ne
2. teden - 3. teden 0.654 ne
2. teden - 4. teden 0.765 ne
4. teden - 0. teden 0.000 da
4. teden - 1. teden 0.514 ne
4. teden - 3. teden 0.846 ne
3. teden - 0. teden 0.001 da
3. teden - 1. teden 0.633 ne
1. teden - 0. teden 0.007 ne
Modificirana stopnja zaupanja 0.005




Jenko K. Od starosti odvisne spremembe dinamike odziva dihalne verige na fiziolosko obremenitev ocesa
muhe (Calliphora vicina). Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za
biologijo, 2007

Tabela 19: Analiza razlik v amplitudi odgovora citokroma c po 10 s osvetlitve razli¢no

starih muh z intervalom zaupanja 95 % s pomoc¢jo Bonferronijeve korekcije.

primerjava
amplitud p znacilno razli¢no
4. teden - 0. teden | <0,0001 da
4. teden - 1. teden 0.118 ne
4. teden - 3. teden 0.222 ne
4. teden - 2. teden 0.512 ne
2. teden - 0. teden 0.000 da
2. teden - 1. teden 0.355 ne
2. teden - 3. teden 0.567 ne
3. teden - 0. teden 0.001 da
3. teden - 1. teden 0.722 ne
1. teden - 0. teden 0.003 da
Modificirana stopnja zaupanja 0.005




Jenko K. Od starosti odvisne spremembe dinamike odziva dihalne verige na fiziolosko obremenitev ocesa
muhe (Calliphora vicina). Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za
biologijo, 2007

Tabela 20: Analiza razlik v amplitudi odgovora citokroma a po 10 s osvetlitve razli¢no

starih muh z intervalom zaupanja 95 % s pomoc¢jo Bonferronijeve korekcije.

primerjava
amplitud p znacilno razli¢no
1. teden - 2. teden | <0,0001 da
1. teden - 4. teden | <0,0001 da
1. teden - 0. teden 0.033 ne
1. teden - 3. teden 0.999 ne
3. teden - 2. teden | <0,0001 da
3. teden - 4. teden | <0,0001 da
3. teden - 0. teden 0.033 ne
0. teden - 2. teden | <0,0001 da
0. teden - 4. teden | <0,0001 da
4. teden - 2. teden 0.998 ne
Modificirana stopnja zaupanja 0.005

Tabela 21: Analiza razlik v ¢asu tranzienta citokroma as razli¢no starth muh z intervalom

zaupanja 95 % s pomocjo Bonferronijeve korekcije.

primerjava
amplitud p znacilno razli¢no
1. teden - 2. teden 0.004 da
1. teden - 4. teden 0.000 da
1. teden - 0. teden | < 0,0001 da
1. teden - 3. teden 0.009 ne
3. teden - 2. teden 0.774 ne
3. teden - 4. teden 0.280 ne
3. teden - 0. teden | < 0,0001 da
0. teden - 2. teden | < 0,0001 da
0. teden - 4. teden | < 0,0001 da
4. teden - 2. teden 0.425 ne
Modificirana stopnja zaupanja 0.005




Jenko K. Od starosti odvisne spremembe dinamike odziva dihalne verige na fiziolosko obremenitev ocesa
muhe (Calliphora vicina). Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za
biologijo, 2007

Tabela 22: Analiza razlik v amplitudi tranzienta citokroma a3 razli¢no starih muh z

intervalom zaupanja 95 % s pomocjo Bonferronijeve korekcije.

primerjava
amplitud p znacilno razli¢no
0. teden - 4. teden | <0,0001 da
0. teden - 3. teden | <0,0001 da
0. teden - 2. teden | <0,0001 da
0.teden - 1. teden | <0,0001 da
1. teden - 4. teden | <0,0001 da
1. teden - 3. teden | <0,0001 da
1. teden - 2. teden 0.000 da
2. teden - 4. teden 0.003 da
2. teden - 3. teden 0.205 ne
3. teden - 4. teden 0.087 ne
Modificirana stopnja zaupanja: 0.005




Jenko K. Od starosti odvisne spremembe dinamike odziva dihalne verige na fiziolosko obremenitev ocesa
muhe (Calliphora vicina). Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za
biologijo, 2007

Tabela 23: Analiza razlik v amplitudi odgovora citokroma as po 10 s osvetlitve razlicno

starih muh z intervalom zaupanja 95 % s pomoc¢jo Bonferronijeve korekcije.

primerjava
amplitud p znacilno razli¢no
0. teden - 3. teden | <0,0001 da
0. teden - 4. teden | <0,0001 da
0. teden - 2. teden | <0,0001 da
0.teden - 1. teden | <0,0001 da
1. teden - 3. teden 0.000 da
1. teden - 4. teden 0.001 da
1. teden - 2. teden 0.012 ne
2. teden - 3. teden 0.191 ne
2. teden - 4. teden 0.319 ne
4. teden - 3. teden 0.731 ne
Modificirana stopnja zaupanja: 0.005
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