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Abstrakt:

Mitochondrie jsou jedny z nejkomplexnéjsSich organel eukaryotické bunky. Maji vlastni
genom a transkripcni apardt a v buiikkach zastavaji nékolik zasadnich funkci. Odehrava se
v nich podstatna cast energetického metabolismu buiiky, dochézi zde k tvorbé zelezosirnych
komlext, syntéze nékterych klicovych molekul a také jsou zasadni organelou pro pribéh
apoptozy. Pro udrzeni kvality proteinti 1 v jejich oxidativnim prostfedi maji mitochondrie
vyvinuty systém proteaz zasahujici do vSech mitochondridlnich kompartmentd, které
poskozené proteiny odbouravaji a podporuji tak obrat mitochondridlnich proteinti. Cilem této
prace bylo charakterizovat funkci ClpP podjednotky matrixové protedazy ClpXP, jejiz role
zatim nebyla v lidskych buiikach pfili§ prozkoumana. Proto jsme v bunééné linii HEK 293
utisili expresi ClpP pomoci RNA interference a nésledné provedli “rescue® experiment,
béhem kterého jsme reintrodukovali ClpP v bufice. Z naSich vysledkii vyplyva, ze ClpP
podjednotka se aktivné neucastni apoptotické drahy, ale zato je zdsadni pro slozeni
jednotlivych komplexti dychaciho fetézce 1 pro samotnou kvalitu mitochondrii. Zaznamenali
jsme zmény na urovni hladiny podjednotek vSech komplext dychaciho fetézce. Také jsme
ukdzali, ze systém mitochondridlnich protedz je zna¢né funkéné provézany a pii vyrazeni
funkce ClpP dochézi k jeho disbalanci. V takovém pfipadé protedzy vnitini mitochondridlni
membrany svou hladinou kopiruji hladinu aktivniho ClpP. Zjistili jsme, Ze jesSté ni¢ivéjsi
dopad neZ absence ClpP ma na bunku utiSeni ClpX podjednotky. Celkové tyto vysledky
potvrzuji, ze ClpXP je dulezitou proteazou kontrolujici kvalitu mitochondrialnich proteinti a

zajistuje udrzeni dobrého stavu mitochondrii v lidskych bunkéach.

Klic¢ova slova:
mitochondrie, mitochondrialni proteaza, ClpXP, ClpP, ClpX, apoptdza, energeticky

metabolismus
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Abstract:

Mitochondria are some of the most complex organelles of eukaryotic cell. They have
their own genome and transcriptional apparatus and maintain several key cellular functions. A
substantial part of cellular energetic metabolism happens in the mitochondria, as well as
formation of iron-sulfur complexes, synthesis of several key molecules and they are also the
essential organelles for the apoptotic pathway. In order to maintain the quality of proteins in
their oxidative environment, mitochondria have developed a complex system of proteases that
reaches all the mitochondrial compartments that degrade damaged proteins and thus promote
mitochondrial turnover. The aim of this work was to characterise function of ClpP subunit of
ClpXP matrix protease, which role was not yet extensively investigated in human cells.
Therefore, we used RNA-interference to silence expression of ClpP in HEK 293 cells and
then we performed rescue experiment during which we reintroduced ClpP in cells. Our results
show that the ClpP subunit does not actively participate in apoptotic pathway, nevertheless it
is essential for correct assembly of all the respiratory complexes as well as the quality of
mitochondria itself. We have also shown that the system of mitochondrial proteases is highly
functional and that a lack of ClpP proteolytic function causes its disbalance when proteases of
inner mitochondrial membrane copy the level of active ClpP by their own levels. We found
out that absence of ClpX has even more drastic effect on cells then absence of ClpP. Overall
these results confirm that CIpXP complex is an important mitochondrial quality control

protease that ensures the maintenance of healthy mitochondrion status in human cells.
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1. Teoreticky uvod

1.1 - Mitochondrie
1.1.1- Piivod

Mitochondrie patfi mezi nejkomplexnéjsi organely eukaryotickych bun¢k. Byly popsany
uz vroce 1890 pruskym védcem Richardem Altmannem, ktery je pojmenoval bioblasty
(Altmann, 1890). Vyskytuji se téméf u vSech eukaryot a predpoklada se, Ze byly soucasti
LECA (last eukaryotic common ancestor) - posledniho pfedka vSech dnes Zijicich eukaryot.
Uz Altmann si vS§iml urcité podobnosti mezi bioblasty a né¢kterymi bakteriemi. V roce 1967
pak americka biolozka Lynn Saganovéa ptedlozila dodnes uzndvanou endosymbiotickou teorii.
Podle t¢ jsou nékteré organely eukaryotickych bun€k (mitochondrie, plastidy a bazdlni
télisko) pozistatky po bakteriich, které byly v minulosti pohlceny preeukaryotickou bunkou
pravdépodobné archealniho typu (Sagan, 1967). Vzhledem k symbidze nemusely tyto bakterie
uchovavat nekteré funkce, a postupné doslo k jejich redukei na dne$ni tzv. semiautonomni
organely.

Za ptredka mitochondrii dnesSnich eukaryotickych bunék byva povazovana
a-proteobakterie, pravdépodobn¢ z fadu Rickettsiales, rod Rickettsia (Carvalho et al., 2015).
Tuto teorii o plvodu podporuje jak shoda na Grovni DNA, tak to, Ze stejné jako
a-proteobakterie, 1 mitochondrie mé dvé membrany. Ty maji podobnou charakteristiku jako
membrany Gram negativnich bakterii (Gray et al., 2001). Na zaklad¢ shody aminokyselinové
sekvence nékolika zékladnich proteinii dychaciho fetézce byly za nejpfibuznéjsi znamé
v soucasnosti zijici bakterie oznaceny praveé Rickettsie (Carvalho et al., 2015).

V ramci eukaryot ale pfesto neplati, Ze by kazda buiika méla vlastni mitochondrie. U
nékterych organismi, Zijicich v anaerobnich podminkach, doslo ¢asem k jejich redukei - Casté
je to ptedevsim u paraziti. Takto vznikly hydrogenozomy a mitozomy, které ¢asto nemaji ani
vlastni genom (Archibald, 2015). Nedavné poznatky dokonce ukazuji na moznou existenci
eukaryot bez jakéhokoliv rezidua mitochondrii, kde veskeré mitochondridlni funkce byly
nepotiebné nebo nahrazeny komplexy v cytosolu. I u nich se ale, vzhledem ke komplexité a
postaveni ve fylogenetickém stromu, da oCekavat, ze jejich pfedkové mitochondrie méli a
ztratili je aZ sekundarné (Karnkowska et al., 2016). 1 lidské bunky, v terminalné
diferencovaném stavu mohou ztratit mitochondrie - ptfikladem takovych bunék jsou
erytrocyty, které ale krom mitochondrii v rdmeci diferenciace ztraceji i jadro, nejsou schopny

déleni a v téle setrvavaji kratce (Repsold and Joubert, 2018).



1.1.2 - Struktura

Stejné jako Gram negativni a-proteobakterie, i mitochondrie ma dvé membrany. Ty
fakticky mitochondrialni prostor rozdéluji na ctyfi kompartmenty - vnéj$Si membranu,
mezimembranovy prostor, vnitini membranu a mitochondrialni matrix. Vnitini membrana je
vyrazné zvrasnénd a tvoii takzvané tubularni kristy. Ty vyrazné zvysuji jeji funkéni povrch
(obrazek. ¢. 1). Néktefi autofi uvadéji, ze membrana krist a mezikristalni prostor se lisi
dostate¢né na to, aby mohly byt povazovany za dalsi mitochondridlni kompartmenty (Logan,

2006).

a Vaflovy model b Model "Cristae Junctions"
mezimemb ranovy ki kristy matrix
prostor e membrina ezl iatAlni
. ¢ enpie PROStor
ribosom vnitini /’\ & kristalni spaje
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Obrazek ¢. 1: Vaflovy a “Cristae Junctions *“ modely mitochondrialni struktury

Vievo (a) je zmazornén piivodni Palladeho vaflovy model predpoklddajici prosté zvétseni
povrchu, vpravo (b) pak noveéjsi model kristalnich spojii, které by mohli byt i uzaviratelné a
umoznovat tak vétsi zakoncentrovani meziproduktii v okoli komplexii dychaciho retézce.

(prrevzato a upraveno podle Logan, 2006).

Stejn¢ jako vSechny membranové organely, i mitochondrie musi feSit transport pres
membranu. Mitochondrie sice maji vlastni transkripcni a translaéni aparat, ale mnoho geni se
v pribéhu evoluce presunulo z mitochondridlntho genomu do jaderného. Lidsky
mitochondridlni genom je cirkularni DNA o délce 16 569 parti bazi a obsahuje 37 geni,
z nichz 24 gena koduje sekvence pro mitochondrialni transkripéni aparat (22 gent pro tRNA,
2 geny pro rRNA) a zbylych 13 jsou geny pro proteiny oxidativni fosforylace (Anderson et
al., 1981).



Naprostéd vétSina mitochondrialnich proteint je tak kodovana jadernym genomem a pro
spravnou funkeci je nutné je do mitochondrii dopravit. K tomu slouzi signélni sekvence, ktera
je soucasti jaderné koédovanych mitochondridlnich proteinti (Saitoh et al., 2007). Ta je
rozpoznana jednim zproteint ze skupiny TOM (Translocase of outer mitochondrial
membrane) a kotranslacné translokovana pfes membranu. V zavislosti na piitomnosti a
lokalizaci dalSich signalnich sekvenci pak protein zlstava ve vnéjsi membrané, pokracuje do
mezimembranového prostoru nebo do dalSich mitochondridlnich kompartmentti (Chacinska et
al., 2009). Zaroven s tim mohou, ale nemusi, byt n¢které lokaliza¢ni sekvence odstfizeny

piislusnou peptidazou (Fukasawa et al., 2015).

1.1.3 - Funkce

Mitochondrie plni v eukaryotické buiice fadu funkci. Zdkladni a prvni objevenou je
klicova role mitochondrii v energetickém metabolismu butiky. V mitochondrii probihajici
oxidativni fosforylace (OXPHOS) substratu dava buiice moznost efektivnéji vyuzivat ziviny,
naptiklad sacharidy a lipidy. Dochézi k jejich rozkladu na oxid uhli¢ity a molekuly vody, a
zaroveh se béhem tohoto procesu buitka zbavuje toxického kysliku. Ziviny pienasené do
mitochondrii jsou enzymaticky degradovany uvnitf mitochondridlni matrix, béhem cehoz
dochazi k substratové fosforylaci a soucasné k redukci prenasect elektrond. Ty pienasi
elektrony do dychaciho fetézce, lokalizovaného ve vnitini membrané mitochondrii. Dychaci
fetézec je pak zodpoveédny za produkci zédkladniho pfenaSece energie v buiice, molekuly ATP
(adenosintrifosfat).

V pribéhu ptenosu elektronii na dychacim fetézci dochédzi 1 k chybam, vedoucim
k produkci ROS (reaktivnich forem kysliku). Za béznych podminek je v mitochondrii 1 bunice
jejich hladina nizka. Ve stresu ale prudce nartista a vzhledem k toxicit¢ ROS muze dojit 1 ke
stavu neslucitelnému s Zivotem buiiky (Selivanov et al., 2011). Pravdépodobné i proto se
mitochondrie staly soucasti vnitini apoptotické drahy. Béhem apoptozy dochézi k uvolnéni
cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru do cytoplasmy. Zaroveit dochéazi k ptesunu p53
do mitochondrii, kde zvySuje permeabilitu membrany a vede buniku k apoptéze nebo nekroze
(Vaseva et al., 2012). V obou téchto procesech hraji nezanedbatelnou roli mitochondrialni
protedzy (Jiang et al., 2014; Sung et al., 2018).

Mezi dalsi funkce mitochondrii pak patii pfedevS§im metabolismus Zeleza a tvorba
zelezosirnych komplext (Lill et al., 2012), dale jsou zodpoveédné naptiklad za netfesovou

termogenezi (Nicholls and Lindberg, 1973).



1.2 - Lidské mitochondridlni protedzy

Stejné jako v jinych organeldch, i v mitochondriich dochazi k obratu proteint.
Mitochondrie tak maji své vlastni chaperon proteiny i vlastni protedzy, které zajist'uji kontrolu
kvality a pfipadnou degradaci mitochondrialnich proteini. Diive se piredpokladalo, ze
mitochondrialni proteazy pouze konstitutivné odbouravaji proteiny a zajist'uji tak jejich obrat.
V poslednich letech se ale ukazuje, ze maji Casto vicero nesouvisejicich funkci a ucastni se
mnoha signalnich drah souvisejicich s bunéénym vyvojem, energetikou i s bunéénou smrti
(Quirds et al., 2015). Mitochondridlni d&je, kterych se proteazy ucastni, jsou zobrazeny na
obrazku €. 2.

Lidsky genom koduje 20 genli pro mitochondridlné specifické proteazy. Tyto protedzy
se lisi lokalizaci v mitochondridlnich kompartmentech, aktivnim centrem, substraty i dal$imi
funkcemi (Quirds et al., 2015). V mitochondriich se mohou transientné vyskytovat i n¢které
protedzy cytosolické, ty vSak nejsou do uvedenych dvaceti zahrnuty a tato prace se jimi dale

nezabyva.
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Obrazek ¢. 2: Proteolytickad regulace mitochondrialnich déjii

Na obrazku jsou uvedeny nékteré mitochondrialni protedazy (iAAA, mAAA, USP30, HTRA2,
OMAI, PARL, LONP, CIlpXP) a jejich role v riiznych bunécnych funkcich. Protedzy se tak
ucastni importu proteinii a degradace Spatne sbalenych proteinii, ale reguluji i velké mnozstvi
dalsich mitochondrialnich i bunécnych deéju. Hned nekolik protedaz ma vyznamnou roli

v mitochondrialni casti apoptotické drahy (prevzato z Quirds et al., 2015).



1.2.1 - Lidské protedzy vnéjsi mitochondridalni membrany

Vnéjsi mitochondridlni membrana je porovitd struktura s vysokou propustnosti pro
ionty i malé molekuly. Pravdépodobné se jednd o evolu¢ni zbytek ptivodni vnéj§i membrany
gram negativni bakterie. Obsahuje translokatorové proteiny poriny, receptory a dalsi proteiny,
které tvoii TOM komplexy. I v ni je tedy potieba kontrola kvality a obrat proteinti. V lidskych
mitochondriich byla nalezena jedna mitochondridlni protedza, USP30 (ubiquitin-specific
protease 30). Jednd se o jedinou mitochondridlni cysteinovou protedzu (Quirds et al., 2015).
USP30 mé funkci deubiquitinyla¢ni. Pravé deubiquitinylace prostrednictvim USP30 ma roli
v mitochondridlni dynamice, kde brani fizi mitochondrii (Yue et al., 2014) a soucasné

inhibuje mitofagii (Marcassa et al., 2018).

1.2.2 - Lidské protedzy mezimembrdnového prostoru

V mezimembranovém prostoru se vyskytuji Ctyfi solubilni mitochondridlni protedzy.
Jedna se o dvé metaloprotedzy, MEP (mitochondrial oligopeptidase M) a ATP23 (ATP23
metallopeptidase and ATP synthase assembly factor homolog), a dvé serinové proteazy,
HTRAZ2 (high temperature requirement A 2) a LACTB (B-lactamase-like protein) (Quirds et
al., 2015).

Oligopeptidaza MEP, téZ uvadéna jako neurolysin, odbourava neurotensin, bradykinin a
dynorphin A (Barelli et al.1993), kontroluje kvalitu proteini (Serizawa et al., 1995) a
metabolismus glukézy (Cavalcanti et al., 2014). Na tkanové urovni se pak MEP podili na
zotavovani po infarktu (Rashid et al., 2013). Jako ostatni oligopeptidazy, i u MEP mezi

funkce patii Stépeni oligopeptidli na volné aminokyseliny.

Funkce metaloprotedzy ATP23 zatim v sav¢ich bunkach nebyla blize popséna, na rozdil
od jejiho kvasinkového homologu, ktery se podili naptiklad na maturaci a asemblaci (tj.
spravnému sestaveni kvartérni struktury) ATP6 podjednotky mitochondrialni ATP syntazy.
K tomu ATP23 vyuziva jak svou protedzovou, tak svou chaperonovou funkci (Zeng et al.,
2007). Nicméné kvasinkovy ATP23 neni schopny maturovat savéi ATP6 (Potting et al.,
2010), takze neni jasné, jestli savéi ma ATP23 tuto funkci zachovanou. V kvasinkach funguje
jako procesujici peptiddaza a zajiSt'uje kontrolu kvality proteinii (Osman et al., 2007) a lze

ptedpokladat, Ze v sav¢ich bunkach by tato role mohla byt zachovana.



HTRA2, téz oznacovana Omi, je ATP-nezavisla serinova protedza. Ma dulezitou roli
v apoptdze, kde se uvoliiuje do cytosolu a vyvazuje na sebe inhibitory apoptdzy. Apoptdézu
podporuje i svou proteazovou aktivitou (Verhagen et al., 2002). Zarovenn brani invazivité
bun¢k za zvyseného pS3 tim, ze ve fosforylované formé v cytoplasmé §tépi filamentarni aktin
(Yamauchi et al., 2014). V n¢kterych tkanich je proapoptoticka funkce HTRA2 potlacena
nastépenim dal§i mitochondrialni proteazou PARL (Chao et al., 2008). HTRA2 dale funguje
jako protein kontroly kvality a ma ulohu v udrzovani membranového potencidlu na vnitini
mitochondrialni membrané. V knock-outovych (KO) studiich trpéli KO linie nedostatkem
ATP a HTRA2 KO mysi vykazovali dychaci problémy (Plun-Favreau et al., 2012). Jina studie
ukazala zase na zvySenou troven mutaci mitochondridlni DNA v HTRA2 deficientnich liniich

(Goo et al., 2013).

Poslednim zastupcem lidskych protedz mezimembranového prostoru je serinova
LACTB (B-lactamase-like protein) proteaza. V mitochondriich miZze polymerovat
v uspotfadana filamenta dlouhd ptes 100 nm (Polianskyte et al., 2009), jeji funkce by tedy
mohla byt ¢asteéné strukturni. Déle reguluje metabolismus lipidi, ¢imz funguje jako tumor
supresor. Odbourdva totiz fosfatidylserin dekarboxyldzu a brani tak syntéze

mitochondridlniho ethanolaminu (Keckesova et al., 2017).

1.2.3 - Lidské protedzy vnitini mitochondridlni membrdany

Ve vnitfni mitochondridlni membrané se vyskytuji Ctyfi metaloproteazy: AFG3L2
(AFG3-like protein 2), SPG7 (Spastic paraplegia 7), OMA1 (overlapping with the m-AAA
protease 1 homolog) a YMEIL1 (YMEI1 Like 1 ATPase); a tfi serinové protedzy: IMMPIL,
IMMP2L (inner mitochondrial membrane peptidase subunit 1; 2) a PARL (presenilins-
associated rhomboid-like protein). Vedle funkce a substrat se liSi 1 tim, jestli proteolyticka

podjednotka miii do matrix nebo do mezimembranového prostoru.

AFG3L2 tvoti homokompexy nebo heterokomplexy s SPG7, téZ zvanym paraplegin.
Funkce téchto komplext je zavisld na ATP a jejich pomér je tkanové specificky (Koppen et
al., 2007). Tyto komplexy jsou svou protedzovou doménou otoceny do mitochondridlni
matrix a jsou oznacovany m-AAA proteazy. Pomahaji tam sestaveni ribozomalniho komplexu

(Nolden et al., 2005), zarovenn maji roli vudrzeni rovnovdhy mezi fizi a délenim



mitochondrii, kde kompetuji s dal§i protedzou zvanou OMAIl. Mutace SPG7 vede

k onemocnéni spastickd paraplegie (Casari et al., 1998).

OMA1 tvofi homokomplexy, které maji proteazovou doménu natocenou do
mezimembranového prostoru (Ehses et al., 2009). Pti absenci m-AAA dochézi ke Stépeni
proteinu OPA1 (optic atrophy type 1) pouze protedzou OMAI a nevznikaji tak dlouhé
izoformy OPAL1. Pravé ty jsou zasadni pro fizi mitochondrii. Naopak kratké izoformy OPA1

v nepiitomnosti dlouhych izoforem vedou k mitochondridlni fragmentaci (Anand et al., 2014).

I ¢tvrtd metaloprotedza vnitini mitochondridlni membrany YMEIL1 se podili na
sestiihu OPA1 (Anand et al., 2014). YMEILI1, téZ oznaCovana jako i-AAA, ma stejn¢ jako
OMAL1 aktivni proteolytické misto nato¢ené do mezimembranového prostoru. Tam YMEIL1
kompetuje s OMAI, a podobn¢ jako m-AAA vede ke tvorbé dlouhych forem OPAI, a tedy
k fizi mitochondrii (Anand et al.,, 2014). Aktivita YMEILI je zvySena pii vysokych
hladinach oxidativni fosforylace a spojuje tak OXPHOS a fiizi mitochondrii (Mishra et al.,
2014). Také se podili na odpoveédi proti zvySené koncentraci Spatné sbalenych
mitochondridlnich proteinil, tzv. mtUPR (unfolded mitochondrial protein response) (Aldridge

et al., 2007).

Kromé vlivu na biogenezi mitochondrii maji metaloproteazy vnitini mitochondrialni
membrany také roli v kontrole kvality proteini v mitochondriich a podileji se tak na udrzeni

mitochondridlni homeostazy (Bohovych et al., 2015; Casari et al., 1998; Stiburek et al., 2012).

Serinové proteazy vnitini membrany IMMPIL a IMMP2L jsou protedzovou doménou
natoCeny do mezimembranového prostoru. IMMPI1L a IMMP2L maji roli v maturaci a tvorbé
kvartérni struktury TIM23 (Translocase of the inner membrane) komplexu (Ieva et al., 2013).
Také se ucastni transportu proteinii do mitochondridlnich kompartmentti procesovanim, tedy
odstfizenim signalniho peptidu (Chen et al., 1999). Mutace v genu IMMP2L jsou spojené
s riznymi patologiemi. Pfi cilené mutaci mySiho IMMP2L dochazelo k poruse fertility (Lu et
al., 2008). Byla zjiSténa korelace mezi delecemi v genu pro IMMP2L a autismem 1 Gilles de
la Touretovym syndromem (Petek et al., 2007; Bertelsen et al., 2014), stejné jako mezi
mikrodelecemi a mikroduplikacemi IMMP2L a rGznymi nervové-vyvojovymi poruchami

(Gimelli et al., 2014).



Poslednim ¢lenem protedz vnitini mitochondridlni membrany je serinova rhomboidni
protedza PARL. PARL ma, podobné¢ jako ostatni rhomboidni protedzy, proteolytickou
doménu uvnitf membrany a S$tépi pomoci ni transmembranové peptidové fetézce uvniti
lipidové dvojvrstvy (Lemberg et al., 2005). PARL takto $tépi napiiklad diive zminény protein
OPAI1, do mezimembranového prostoru se tak uvoliuje dlouhd antiapoptotickd izoforma
OPAI1 (Sanjuan Szklarz and Scorrano, 2012). Ta vede k remodelaci krist a brani tak uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii (Cipolat et al., 2006).

Krom toho muze PARL branit apoptdze i tim, ze Stépi proapoptotickou proteazu
mezimembranového prostoru HTRA2, ¢imz brani akumulaci proteinu BAX (Bcl-2-associated
X protein) ve vnéj$i mitochondridlni membrané (Chao et al., 2008). Také za urcitych
podminek §tépi protein PGAMS (phosphoglycerate mutase 5), ktery je zodpovédny za vstup
do regulované nekrézy (Sekine et al., 2012; Wang et al., 2012). Kromé vySe zminénych je
PARL také zodpovédny za spravnou lokalizaci proteinu PINK1 (PTEN-induced putative
kinase 1). Mutace v PINKI1 je, vedle mutaci v genu PARKIN, nejcastéjsi pricinou
Parkinsonovy choroby. Bylo zjiSténo, Ze 1 mutace PARL muze vést prostiednictvim chybné

lokalizace PINK1 ke stejnému fenotypu, tj. k Parkinsonové chorob¢ (Shi et al., 2011).

1.2.4 - Lidské protedzy mitochondridlniho matrix

V matrix lidskych mitochondrii se vyskytuje Sest rlznych metaloprotedz: MIP
(mitochondrial intermediate peptidase), PMPCB (mitochondrial presequence protease f),
PITRMI (pitrilysin metallopeptidase 1), OSGEPL1 (O-sialoglycoprotein endopeptidase-like
protein 1), METAPID (methionyl aminopeptidase type 1D) a XPNPEP3 (X-Pro
aminopeptidase 3); a dvé serinové proteazy: ClpXP (Caseinolytic peptidase XP) a LONP

(Lon protease).

Metaloprotedza MIP je matrixovou oligopeptidazou, kterd se v nékterych piipadech
ucastni procesovani importovanych proteinli tim, ze jim po odstfizeni signalni sekvence
béznou procesujici peptidazou odstiihne jeste 8 aminokyselin dlouhou sekvenci na N-konci
importovaného proteinu (Isaya et al., 1992). Tento proces je pravdépodobné dulezity pro
urCeni stability proteini v mitochondriich, protoZe odstfizeny oktapeptid casto nese

destabilizujici aminokyseliny (Vogtle et al., 2011). Bylo zjisténo, Ze MIP §tépi preferencné



mezi dvéma nenabitymi polarnimi aminokyselinami (serin, threonin, glutamin) v pozicich 8§ a
9 od N-konce (Marcondes et al., 2015).

MIP hraje roli vregulaci signalni drdhy Notch-receptoru, ktery v urcitych situacich
putuje do mitochondrii a tam je substritem MIP peptidazy (Lee et al., 2011). DalSim ze
substratt je Sirtuin 3, ktery reguluje kvalitu mitochondrii a podporuje bunécnou dlouhovekost
(Kobayashi et al., 2017). Recesivni mutace v genu pro MIP miize zptsobit fadu zdravotnich
problémi, od Sedého zdkalu, pfes nekompakce levé komory, hypotonii, az po smrt

novorozence (Eldomery et al., 2016).

Protedaza PMPCB, téz oznacovana jako MPP B, je stejn¢ jako YMEILI aktivovana pfii
mtUPR (Aldridge et al., 2007). Jakozto procesujici protedza je PMPCB zodpovédna za
maturaci az 70% mitochondridlnich jaderné kdodovanych proteinii. Dfive se proto
ptedpokladalo, ze mutace v PMPCB by byly letalni. Nové ale bylo diagnostikovdno nékolik
nepiibuznych rodin pacientt s mutaci v PMPCB vedouci k neurodegenerativnim
onemocnénim v détstvi, zpusobené ukladanim nematurovanych proteinti v mitochondriich

(Vogtle et al., 2018).

Metaloprotedza PITRMI, téz zvana HPREP (human presequence protease), patii do
pirtilysinové rodiny proteaz (Alikhani et al., 2011). Jeji vyznamnou funkci v mitochondriich
je roz8tépeni odsttizenych signalnich peptidii. Analogicky S$tépi i Amyloid-f peptidy, jejichz
zvySend koncentrace pak v pfipadé¢ Alzheimerovy choroby vede k inhibici degradace
ostatnich peptidl, jejich usazovani a tvorbé amyloidnich plakti (Mossmann et al., 2014).
Stejné¢ tak mutace v genu pro PITRMI1 casto vede krozvoji Alzheimerovy choroby
(Boczonadi and Horvath, 2016). Zarovenn specifickd mutace v PITRM1 vede k rozvoji
amyloidogenni neuropatie (Smith-Carpenter and Alper, 2018).

OSGEPL1 je metaloprotedza, ktera méa u niZSich eukaryotickych organismi
(Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans) roli v udrzovani stability genomu
(Oberto et al., 2009). Proteiny rodiny Y gjD/Kael, kam OSGEPLI spada, se ucastni naptiklad
stabilizace telomer a modifikaci tRNA (El Yacoubi et al., 2011). Funkce OSGEPLI

v lidskych mitochondriich vSak zatim nebyla blize probadana.

Metaloprotedza METAPID, také oznatovand MAPID je vysoce konzervovana

peptidaza, kterd odstépuje methioninovy zbytek na N-konci proteinil (Serero et al., 2003). Jeji
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zvysena exprese byla zaznamenana v rakovinnych bunkéch u rakovin tlustého stfeva, prsu i
plic. Zarovei pfi inhibici exprese METAP1D doslo ke sniZeni schopnosti rakovinnych bunék

rust bez vazby k podkladu (Leszczyniecka et al., 2006; Randhawa et al., 2013).

Posledni mitochondrialni metaloproteazou je XPNPEP3, kterd procesuje nékteré
mitochondrialni proteiny tim, ze jim odsStépi jednu AK (aminokyselinu) na N-konci (Singh et
al., 2017). V ptipadé kvasinkového homologa Icp55 (Intermediate cleaving peptidase 55) se u
vSech 38 objevenych substratii jednalo o hydrofobni AK - fenylalanin, tyrosin nebo leucin,
které v kvasinkovych systémech plsobi destabilizacné. Soucasné po odstépeni AK zistala
témét pokazdé na N-konci stabilizujici AK - serin, alanin nebo threonin (Vogtle et al., 2009).
Je zde tedy predpoklad, ze XPNPEP3 by mohla kontrolovat mitochondrialni proteiny po
procesovani jinymi peptiddzami a v ptipad¢ vyskytu destabilizujici AK zajistit jeji odStépeni a
tak prodlouzit poloCas setrvani proteinu v mitochondrii. Kromé toho XPNPEP3 ma roli
v signalizaci TNF (tumor necrosis factor), kde se XPNPEP3 uvolni z mitochondrie a vaze se
na TNFR2 (TNF receptor 2) za tvorby nového komplexu (Inoue et al., 2015). Také byla
popsana mutace v lidském genu pro XPNPEP3, vedouci k onemocnéni ledvin zvanému

nefropatie (O’Toole et al., 2010).

Asi nejvice prostudovanou lidskou mitochondridlni protedzou je solubilni serinova
proteaza LONP. LONP patii do rodiny AAA protedz, skupiny, kterd pro rozbaleni peptidu a
jeho ptfesun do proteolytické domény vyzaduje ATP. LONP je zodpovédnd za selektivni
degradaci poskozenych, Spatné¢ asemblovanych proteinti. Soucasné také regulované
odbouravd nékteré proteiny, které nejsou zrovna potieba, a zajiStuje obrat proteind
v mitochondridlnim matrix. LONP ale neovliviluje proteinové sloZeni mitochondrii jen ¢istou
proteolyzou, vaze se také na nukleové kyseliny a ovlivituje tak pfimo transkripci a translaci
mitochondridlné¢ kdédovanych genit (Liu et al.,, 2004). Jednim ze substrati LONP je
mitochondridlni trankripéni faktor A (TFAM). Piedpoklada se, Ze praveé pies udrzovani
hladiny TFAM LONP reguluje jak translaci v mitochondriich, tak mnozZstvi kopii
mitochondridlni DNA (Matsushima et al., 2010). Degradace TFAM prostfednictvim LONP
ale podléhd piisné regulaci, LONP naptiklad neni schopny degradovat TFAM, dokud je
TFAM vazany na DNA (Lu et al., 2013).

LONP ma roli v regulaci metabolismu (Kita et al., 2012), funguje jako protein kontroly

kvality, a umoziluje tak adaptaci na akutni oxidativni stres. ZvySena exprese LONP se ale,
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podobné jako u jinych proteaz, poji s riznymi patologiemi. Jeho stabilné zvysSena hladina byla
zaznamenana v pfipadech chronického stresu a v souvislosti s tim se ofekava, ze vysoka
exprese LONP je ¢astecné zodpoveédna za starnuti bunck. Zaroven ale zvysend exprese LONP
koreluje s agresivnimi fenotypy nadorovych bunék, které jsou pak nachylnéjsi k transformaci,
projevuji vétsi invazivitu a zvySenou odolnost k apoptdze. Za tyto jevy je ¢astecné odpovedna
vyssi  koncentrace Fe-S proteinu NDUFS8 komplexu 1 dychaciho fetézce, a jim
produkovanych ROS (Cheng et al., 2013). Soucasné bylo prokdzano na buiikach karcinomu
délozniho hrdla a rakoviny tlustého stfeva, ze pokud je rakovinnym bunkdm zpétné
downregulovana hladina LONP, snizuje se schopnost proliferace téchto rakovinnych bunék
(Nie et al., 2013; Gibellini et al., 2014). To poukazuje na mozné budouci vyuziti téchto
poznatki v diagnostice a piipadné i1 1écbé téchto rakovin. Na buinikach lymfomu bylo
testovano potencidlni terpenové terapeutikum, které ma jako jednu z funkci pravé inaktivaci
LONP. Jeho aplikace vedla k vyraznému zvySeni umrtnosti rakovinnych bunék (Bernstein et
al., 2012). Jina studie provedena na HELA buiikach ale ukazala, ze poznatky ohledné funkce
LONP nejsou plné zobecnitelné¢ a funkce LONP pravdépodobné bude i tkanove specificka
(Bayot et al., 2014). V ramci vyzkumt posledni doby se ukazuje, Ze antiapoptoticka funkce
LONP je dana nejen proteolyzou poskozenych mitochondridlnich proteinli, ale i pfimym
vyvazanim a inaktivaci p53, centralniho kontrolniho proteinu bunééného stavu (Sung et al.,
2018). Naproti tomu mutace v LONP jsou spojeny s multi-systémovym onemocnénim

oznacovanym CODAS (Strauss et al., 2015).

Druhou serinovou protedzou mitochondridlniho matrix je AAA proteaza ClpXP.
V centru komplexu ClpXP je 14-ti podjednotkovy komplex ClpP, ktery je zodpovédny za
proteolytickou funkci, zatimco na konce ClpP barelu dosedaji dva 6-ti podjednotkové
prstence ClpX, které maji za tkol mechanicky denaturovat substratové proteiny a nasledné je
piesunout do proteolytického centra ClpP (Baker and Sauer, 2012). Oba tyto procesy vyzaduji
hydrolyzu ATP. Funkce komplexu ClpXP jsou prozkoumany vyrazn€ mén¢, nez je tomu u
LONP, vi se ale, Ze obdobné jako LONP i ClpXP je zodpovédny za kontrolu kvality
mitochondridlnich proteinii a pfedpoklada se, Ze se bude Ucastnit i dal§ich mitochondrialnich
déji (Haynes et al., 2007).

Recesivni mutace ClpP je zodpovédna za Perraultiiv syndrom, onemocnéni, mezi jehoz
nejvyraznéjsi projevy patii ztrata sluchu a dysfunkce vaje¢nikt (Jenkinson et al., 2013). Tato
prace je zamétena pravé na funkci ClpXP, a proto je této protedze vénovana vlastni kapitola

(viz kapitola 1.3 - ClpXP).
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1.3 - CIpXP

Komplex ClpXP je evolucné konzervovany. Vyskytuje se uz bakterii, napf. u
Escherichia coli, kde je patrna vyhoda modularity tohoto komplexu - na peptiddzovou ClpP
podjednotku mize nasedat nckolik rtznych ,rozbalovacich® podjednotek a udavat tak
specifitu. U E. coli se tak vyskytuji dva komplexy vyuzivajici peptiddzovou podjednotku
ClpP - ClpXP a CIpAP, u nichz je proteolyticka specifita udavana prave proteiny ClpX, resp.
CIpA (Buczek et al., 2016). Obdobn¢ je tomu i u bakterie Caulobacter crescentus, kde maji
komplexy ClpXP a ClpAP vyznamnou roli pfi asymetrickém déleni (Williams et al., 2014).

Lidské mitochondrie sice maji s bakteriemi spolecného predka, ale evoluci postupné
doSlo k vyrazné redukci mitochondrialnich gent a tak se v lidskych mitochondriich vyskytuje
pouze jeden komplex, a to ClpXP. Pii pokusech vytvoftit hybridni komplex z lidského ClpP a
bakteridlniho ClpX (z E. coli) vznikl funkéni komplex hClpP-eClpX rozpoznavajici
bakterialni substraty (Kang et al., 2002). Tyto vysledky ukazuji na evolu¢ni konzervovanost

komplexu a souc¢asné podporuji dogma, ze podjednotkou udévajici specifitu je pravé ClpX.

Jak bylo zminéno vyse, jednotlivé podjednotky ClpP i ClpX se vyskytuji v oligomerech.
ClpP tvoii 7-mi podjednotkovy barel. Na ten miize dosednout hexamericky prstenec ClpX

(viz obrazek ¢. 3).

Obrazek ¢. 3: urceni stavby komplexu CIpXP elektronovou mikroskopii

Stavba komplexu CIpXP se zpocatku studovala pomoci elektronové mikroskopie. Na
obrazcich A a D jsou fotografie heptameru ClpP, na obrazku B je fotografie hexameru ClpX a
na obrazku C je fotografie celého komplexu pri pohledu ze stramy. Fotografie A vznikla
slozenim 219-ti samostatnych fotografii (prevzato z de Sagarra et al., 1999). Na fotografii C
je dobre patrna stavba dvou barelii ClpP, na které nasledné z obou stran nasedaji prstence
ClpX. Ddle je z fotografii B, C a D patrné, ze heptamer ClpP ma primér okolo 120 A,
hexamer ClpX md primér okolo 150 A a cely komplex CIpXP ma délku okolo 200 A
(prevzato z Kang et al., 2002).
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Zatimco u bakteridlnich bun¢k se ClpP bézné vyskytuje v 14-ti podjednotkovém
komplexu, v lidskych bunikéch je ClpP bézné¢ ve formé heptameru. Az nasednuti ClpX je
impulzem, ktery vede heptamericky komplex ClpP v lidskych bunkéch k dimerizaci za tvorby
tetradekamerického dvoj-barelu ClpP. Teprve tento 26-ti podjednotkovy komplex ClpXP je
pak pln¢ funkéni a je schopen proteolyzy. Zda se, ze vazba ClpX soucasné ovliviiuje
konformaci katalytického mista ClpP (Kang et al., 2005).

Samotna funkce komplexu je zalozena na nékolika fazich - prvné ClpX rozpozna
substrat a spolecn¢ s nim nasedne na soudkovitou strukturu heptameru ClpP. Ve druhé fazi je
aktivovana ATPazova aktivita ClpX a komplex za¢ne mechanicky rozbalovat vladkno
substratového proteinu a presouvat ho do kanalku uprostted heptamerického kruhu ClpP, kde
se nachazi jeho katalytické misto. Stejn€ jako v mnoha dalSich serinovych proteazach, 1 zde
ma klicovou roli katalytickd triada (Kang et al., 2002). V katalytickém misté¢ soubézné
komplex ClpP svou peptidazovou aktivitou degraduje denaturovany protein na kratké
oligomery (viz obrazek ¢.4). U bakteridlntho homologu stépi ClpP své substraty na

oligopeptidy o 7-8 AK (Choi and Licht, 2005).

r\r\ - ~

protein -l )
substrate {

ATP-powered -
AAA+ unfoldase
and translocase

e > 00 — @9
|

substrate substrate 1y
recognition unfolding,
via peptide-tag translocation,
binding and degradation

Obrazek ¢. 4: Schematicky model funkce jednotlivych podjednotek ClpXP

Na obrazku je schematicky znazornena degradace proteinii prostiednictvim komplexu ClpXP.
Podjednotka ClpX nejprve musi rozpoznat signalni znacku (sekvenci, marker poSkozeni
apod.) na substratovém proteinu (obrdzek vlevo). Poté ho navaize (prostredni obrdzek) a za
spotreby ATP ho zacne mechanicky denaturovat a vytahovat z néj peptidové vidkno, které
nasledné podjednotka ClpP degraduje na oligopeptidy (obrazek vpravo). I samotnad
degradace je zavisla na ATP (prevzato ze Sauer et al., 2004).
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1.3.1 - Lidska unfoldadza ClpX

Gen pro lidsky homolog bakteridlni ClpX podjednotky proteazy ClpXP se nachdzi na
15. chromozomu v pozici 22.1-22.32, mé 14 exonl a 13 intrond (Corydon et al., 2000). U
mysiho modelu méli jednotlivé tkanoveé specifické izoformy délku transkriptu mezi 2,6 a
2,9 kb. Vyssi exprese byla zaznamendana v jatrech a varlatech, naopak snizena hladina ClpX
se vyskytuje v srde¢nim svalu a v ledvinach (Santagata et al., 1999).

Lidska unfoldaza ClpX (z anglického “unfold - rozbalit) je zodpovédna za rozpoznani
substratovych proteint, sestaveni funk¢niho ClpXP komplexu a denaturaci substratu na
samostatné linearni peptidové vlakno. Denaturace je energeticky nevyhodnd a proto na ni
ClpX spotiebovava ATP. Neni presné dano, kolik ATP unfoldaza spotiebuje na urcitou délku
proteinu, mnozstvi spotfebovaného ATP je odvozeno od stability substratu - mtze se jednat o
10 ATP/molekula malo stabilniho substratu, ale také o vice nez 500 ATP/molekula substratu
s vysokou stabilitou (Kenniston et al., 2003, 2004).

K vazb¢ a nasledné hydrolyze ATP dochézi uvniti ClpX mezi tzv. Walker A a Walker B
motivy (Kim et al., 2001). Schopnost ClpX hydrolyzovat ATP ale zjevné neni klicova pro
degradaci vSech substrati. Nekteré malo sbalené, napiiklad fluorescencné znaceny kasein,
jsou degradovany komplexem ClpXP i pfi inhibici hydrolyzy ATP na podjednotce ClpX
mutaci ve Walker B motivu. Vazba ATP je vSak stale kli¢ova pro tvorbu funkéniho ClpXP
komplexu a hydrolyza ATP vyrazné zvySuje procesivitu komplexu ClpXP (Lowth et al.,
2012). V hexameru neni vazano trvale ATP na vSech podjednotkéich, ale vzdy jsou dvé
podjednotky proti sobé volné - doslo na nich k uvolnéni ATP pfi posledni translokaci (Glynn

et al., 2009). Stavba lidského hexameru ClpX a vazba ATP je zndzornéna na obrazku ¢. 5.

Vlakno, které ClpX rozbali, je soucasné translokovano do katalytického jadra ClpXP
komplexu, kde dochazi k jeho degradaci. Substrat se tak nikdy nevyskytuje rozbaleny cely,
vyjimkou mohou byt pouze velmi kratké peptidové substraty nebo substraty bez globularni
terciarni struktury. Signalni peptidické sekvence, kterou ClpX rozpoznava, se vyskytuje na C-
konci. Rozbaleni, translokace i naslednd degradace tedy probiha od C-konce k N-konci.

Béhem jedné translokace dochazi bézné k posunu vlakna o 5-8 AK (Aubin-Tam et al., 2011).
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Obrazek ¢. 5: Hexamer ClpX a jeho vazba ATP

Na obrazku A a B jsou modely hexameru ClpX se zndazornénymi sekundarnimi strukturami
(alfa helixy), véetné navazanych ATP. Barvami jsou rozliseny jednotlivé podjednotky. Na
obrazku A je prstenec ClpX z pohledu ze smeéru, odkud vstupuje do komplexu peptidové vidkno
substratu. Podjednotky oznacené L maji navazané ATP (loaded), podjednotky oznacené U
navazané ATP nemaji (unloaded). Obrazek B je tentyz komplex pri pohledu ze strany. Jsou na
ném vyznaceny mald a velka doména podjednotky ClpX. Na obrazku C je znazornéna vazba

ATP v ATP-vazebném misté (prevato z Baker and Sauer, 2012).

Podobné jako LONP, i ClpXP ma vedle proteolytické funkce také funkci chaperonu.
Ptedpoklada se, ze napomahd komplexu udrzovat mitochondridlni homeostdzu a fungovat

jako vyznamny protein kontroly kvality (Santagata et al., 1999).

Soucasné bylo ukazano, ze pii KD (knockdownu) genu pro ClpX dochazi ke zvétSeni
mitochondridlnich nukleoidi. Obdobné se tomu déje i pti KD hlavniho nukleoidového
proteinu TFAM, naproti tomu KD podjednotky ClpP neméa na velikost nukleoidu vliv.
Soucasné ani dvojity KD TFAM a ClpX zarovenn nevedl ke znasobeni efektu, z ¢ehoz lze
usuzovat, ze ClpX a TFAM lezi sérioveé za sebou v jedné draze. Pfedpoklada se tedy, Ze ClpX
svou chaperonovou aktivitou samostatné a bez ptfitomnosti ClpP zvySuje afinitu TFAM
k mitochondridlni DNA a reguluje tak mnozstvi kopii mitochondridlni DNA. Tuto teorii
podporuje i pokus, ve kterém byla v buitkkdch s KD ClpP experimentalné zvySena exprese
TFAM a doslo k supresi dopadu KD na velikost nukleoidu (Kasashima et al., 2012). Lze tedy
ocekavat, Ze zde plisobi mitochondridlni matrixové protedzy protichidné - podjednotka ClpX
podporuje vazbu TFAM k DNA, zatimco pro LONP je TFAM substratem uréenym
k degradaci (Kasashima et al., 2012; Lu et al., 2013).
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Déle mé chaperonova aktivita ClpX roli napiiklad v biosyntéze hemu. Tu stimuluje tim,
ze interaguje s enzymem ALAS, ktery syntetizuje 5-aminolevulinovou kyselinu (déle ALA).
ALA je prvnim z prekurzord v biosyntetické draze hemu. ClpX pomtize sestaveni ALAS tak,
ze zprostiedkuje vazbu holoenzymu na jeho kofaktor, pyridoxal-5-fosfat (dale PLP), aktivni
formu vitaminu B6. ClpX rozbali holoenzym ALAS v pfitomnosti PLP, aniz by ALAS byl
komplexem navadén k degradaci. V ramci opétovného skladani dochazi k vazbé PLP (Kardon
et al., 2015). Zaroven by se ale mél ClpX komplex podilet i na negativni zpétné vazbe¢, tj. pii
dostatecné zasobé hemu degradovat ALAS. ALAS je pti dostatku hemu oxidovan a nasledn¢
degradovan, neni vSak zatim pfesn¢ zndm mechanismus, jak k tomu dochézi (Kubota et al.,
2016).

Jako jedna z proteaz, ktera oxidovany ALAS odbourava, se jevi LONP (Tian et al.,
2011). S témito poznatky souvisi i fakt, ze mutace genu pro ClpX vede k naruseni dréhy
biosyntézy hemu. To vede k patologickému stavu, kdy se v diisledku zvySené stability ALAS
v buiice hromadi meziprodukt syntézy hemu, protoporfirin IX. Jeho vysokéa koncentrace je
jednou z pfic¢in rozvoje erytropoetické protoporfyrie, tietiho nejcastéjSiho druhu porfyrie

(Yien et al., 2017).

ClpX ma schopnost vazat i proteiny ze skupiny IAP (inhibitor of apoptosis protein).
Tyto proteiny jsou zodpovédné za inhibici nckterych kaspaz a cysteinovych proteaz
(Verhagen et al., 2001). Zde zatim vSak neni zndmo, jestli tato vazba opravdu je dokladem
role ClpX v apoptotické draze, nebo jestli jde jen o vazbu rozpoznavajici chybnou lokalizace
ClpX a nasledn¢ vedouci k proteazomalni degradaci chybné lokalizovaného proteinu

(Verhagen et al., 2007).

Bylo ukéazano, Zze ClpX ma roli v mtUPR, ta je ale zavisla na ClpP. Jedna se tedy o
doklad toho, ze komplex ClpXP je vyznamnym clenem drahy kontrolujici kvalitu proteind
mitochondridlni matrix (Al-Furoukh et al., 2015). Roli sav¢iho komplexu ClpXP v mtUPR
zaznamenal Zhao uZz na zacatku tohoto tisicileti na opi¢ich buitkach (Zhao et al., 2002). Jiny
vyzkumny tym vSak zase ukazal, ze samotna ClpP podjednotka mtUPR nereguluje, ani pro
mtUPR neni vyzadovana (Seiferling et al., 2016). Pro vyjasnéni role ClpXP v mtUPR bude
tedy pravdépodobné potteba dal§iho badani.
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Dalsi dréhou, ktera je komplexem ClpXP pfimo ovlivnéna je samotna mitochondridlni
translace. ClpX totiz rozpoznavéd a vede k degradaci protein ERALI, ktery slouzi jako
chaperon pro 28S podjednotku mitochondridlniho ribozomu. ERALI ale vaze 28S
podjednotku s vysokou afinitou. Pokusy na ClpP KD mysich ukézaly, Ze v nepifitomnosti
ClpP je 28S vyvazéana proteinem ERALI. To snizuje mnozstvi pln¢ sestavenych a tedy
funk¢énich ribozomd a tim i miru mitochondridlni translace. Nésledn¢ bylo i1 ukdzano, ze
pokud je ClpP KD buiikdm soucasné experimentalné snizena exprese také ERALI, navrati se

puvodni mira translace mitochondridlné kédovanych genti (Szczepanowska et al., 2016).

1.3.2 - Lidska peptiddazova podjednotka ClpP

Gen pro lidskou CIpP se nachazi na 19. chromosomu. Primarni produkt translace ma
délku 277 AK a nékolik mist blizko N-konce, kde lze piedpokladdat Stépeni v prabéhu
procesovani proteinu pii transportu do mitochondrialni matrix (Bross et al., 1995).

ClpP je peptidazova podjednotka protedzy ClpXP. Pro svou proteolytickou funkci
vyzaduje vazbu hexameru ClpX, v jeho nepfitomnosti nejsou schopny CIpP heptamery
dimerizovat. Zaroven je konformace heptameru v nepfitomnosti ClpX takova, ze kanal, ve
kterém se nachézi aktivni misto, je pfili§ uzky a peptidové vldkno do néj nemulze vstoupit,
(viz obrazek 6A-6D).

Vlastni aktivni misto obsahuje, stejné jako vétSina ostatnich serinovych protedz,
kompletni katalytickou triadu obsahujici Ser-97, His-122, a Asp-171 (viz obrazek 6E). Bylo
doké4zéano, Ze pfi nahrazeni katalytického serinu 97 v pozici 153 alaninem nebo cysteinem
ztratil komplex ClpP schopnost proteolyzy vSech testovanych substrat, coz ukazuje, Ze v
Ser-153 v lidském ClpP je opravdu homologem bakteridlniho Ser-97 a je kliCovou
aminokyselinou pro proteolytickou funkci ClpXP (Kang et al., 2002).

Na rozdil od bakterialni ClpP, lidsk4 ClpP je rezistentni vii¢i vétSin¢ agens inhibujicim
Siroké  spektrum  serinovych protedz, jako je napiiklad diizopropylfluorofosfat,
benzylsulfonylfluorid, 4-(2-aminoethyl) benzensulfonylfluorid, (chlormethyl) (N-tosyl-L-
fenylalanyl)keton, (chlormethyl)(N-tosyl-L-lysyl)keton, a 3,4-dichloroisokumarin. Tyto latky
nebyly schopné inhibice proteolytické aktivity ClpP, ale zaroven u nich nebyla zaznamenana
ani schopnost vazby na komplex ClIpP. Jiny inhibitor, N-carbobenzoxy-Leu-Tyr
chloromethylketon byl schopen se na ClpP navézat, ani zde ale nedoslo k inhibici komplexi

ClpP ani ClpXP (Kang et al., 2002).
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ClpXP funguje jako protein kontroly kvality, avSak stejn¢ jako LONP ma urcitou
specifitu. Specifity jednotlivych protedz degradujicich Spatné sbalené proteiny v matrix se
castecné prekryvaji. Jednim z proteintl, ktery mize byt degradovéan jak ClpP, tak LONP je
MCAD (medium-chain acyl-CoA dehydrogenase) (Hansen et al., 2005). Dale LONP a ClpP
spolecn¢ degraduji periferalni raménko komplexu I dychaciho fetézce za zvySeného

oxidativniho stresu, ¢imz snizuji produkci ROS v mitochondriich (Pryde et al., 2016).

oxyanion_,
hole

Obrazek ¢. 6: Stavba tetradekameru ClpP

Na obrazcich A-D jsou modely bakteridlniho homologu lidského peptidazové podjednotky
ClpP. A-B zobrazuje stav, kdy na CIpP barel neni navazano ClpX ani Ccastice, ktera by
vazebny motiv ClpX imitovala. Na obradzcich C-D je zobrazen 14-ti podjednotkovy komplex
v pripade, Ze je na néj navdazana castice ADEP (acyldepsipeptide), ktera imituje ClpX vazebny
motiv a vede ke konstitutivni a nespecifické proteolyze. Modely A a C zobrazuji pohled ze
strany, modely B a D pohled ze sméru nasednuti ClpX prstence a tedy i vstupu peptidového
vidkna substratu. E znazornuje schéma aktivniho mista - katalytické triady a Stépeného

substrdtu (prevzato z Baker and Sauer, 2012).

Narozdil od LONP, lidsky ClpP byl zatim prostudovan pomérné malo (Matsushima and
Kaguni, 2012). O jeho funkci miZeme zkusit usuzovat z funkci jiz popsanych homologti ClpP
v jinych eukaryotickych organismech. U kvasinky Podospora anserina je lidska ClpP
kompatibilni s kvasinkovou ClpX a funkce komplexu ClpXP je spojena s bunéénym starnutim
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(Fischer et al., 2013). Zatim vSak neni znamo, jestli se podobny jev vyskytuje 1 u ¢loveka.
Vzhledem k evolu¢ni vzdalenosti a tomu, ze specifitu udava ClpX podjednotka, to neni ptili§
pravdépodobné.

Clovéku mnohem bliz§imi modelovymi organismy, na nichz byla studovana ClpP, je
myS Mus musculus, stejné jako opici COS-7 buiiky (Gispert et al., 2013; Zhao et al., 2002).
Na COS-7 buiikach bylo ukazano, ze ClpP je protein ucastnici se stresovych reakci, naptiklad

mtUPR (Zhao et al., 2002).

Dalsi stresovou reakcei, kterou ClpXP kontroluje je oxidativni stres. Jednim ze zpusobt,
jak ClpP chréani buiiku pied oxidativnim stresem je interakce mezi ClpP a SDH B (succinate
dehydrogenase B subunit) podjednotkou komplexu II dychaciho fetézce. ClpP interaguje jak
s SDH B, tak s antiapoptotickym proteinem ze skupiny IAP, survivinem, ktery pomaha
stabilizaci SDH B (Rivadeneira et al., 2015). ClpP i survivin souasn¢ interaguji i
s molekuldrnim chaperonem TRAP-1 (TNFR-associated protein-1), homologem mtHSP90,
ktery je zodpovédny za spravné sestaveni tercidrni struktury SDH B. Umlceni ClpX nebo
ClpP v bunice tak vede ke snizeni efektivity bunééného dychani a soucasné zvySeni

oxidativniho stresu v butice (Seo et al., 2016).

Je znamo, ze v rakovinnych bunikach probiha rychla evoluce zptisobena silnou selekci.
Ochrana pted oxidativnim stresem, zvySend efektivita metabolismu a vySs$i odolnost vici
apoptéze jsou jednémi za zdkladnich smérli, kterymi se rakovinné builky ubiraji.
Pravdépodobné praveé proto byla u rakovinnych bun¢k zaznamendna zvysSena exprese ClpP
podjednotky ClpXP. Zvysena exprese ClpP byla pozorovana na vétsiné vzorka rakovinnych
bunék s plivodem napfi¢ celym organismem - prsu, tlustého stieva, plic, zaludku i mnohych
dalSich (Seo et al., 2016). Stejny trend byl pozorovan i u AML (akutni myeloidni leukemie)
(Cole et al., 2015). Naopak kdyz byla v rakovinnych buitkach exprese ClpP nebo ClpX
experimentalné utlumena, doslo u vétSiny rakovinnych bunék k zastaveni bunééného cyklu,
vyraznému zpomaleni bioenergetiky a ztrat€ schopnosti metastdzovat (Seo et al., 2016). U
bun¢k AML zptisobil KD ClpP zpomaleni riistu a sniZeni jejich Zivotnosti.

Pti pokusech s KO ClpP u mysi byl pozorovan mensi vzrist, KO nemél dopad na jejich
krvetvorbu, byly vSak pozorovany poruchy sluchu a plodnosti. Obdobné jako ClpP KD byl
pro buitkky AML toxicky 1 (3RS,4RS)-3-(non-8-en-1-yl)-4-(2-(pyridin-3-yl)ethyl)oxetan-2-on,
inhibitor enzymatické aktivity ClpP, a to jak pro mysi bunky, tak pro lidské bunky

xenotransplantované do mysi (Cole et al., 2015). Tyto vysledky spoleéné¢ ukazuji, ze
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specificky zacilena inhibice ClpP by v ptipadé nékterych nadorovych onemocnéni, naptiklad
u AML mohla slouzit jako nova forma terapie.

Jiné tymy sledovaly podobné dopady downregulace ClpP u mysi. Ukazuje se, ze nizka
hladina ClpP vede k akumulaci ClpX a zanétlivych faktorti. Akumulace ClpX soucasné vede i
ke zvySenému poméru mitochondridlni DNA. Pravé tyto zmény jsou u mysi zodpoveédné
za patologické stavy, jako je neplodnost, ztrata sluchu a ristové poruchy (Gispert et al., 2013).
V jiném experimentu bylo u ClpP KO mysi, vedle vySe zminénych zmén, zaznamenéno také
snizeni mnozstvi proteinli komplexu I dychaciho fetézce vedouci k respiracnim problémim

(Szczepanowska et al., 2016).

Podobné problémy se vyskytuji i u ¢lovéka s mutaci v genu pro ClpP a jsou souhrnné
oznac¢ovany Perraultliv syndrom (Jenkinson et al., 2013). Mutace ClpP je vedle mutaci
n¢kolika dalSich mitochondridlnich jaderné koédovanych genii jednou z pficin Perraultova
syndromu. Dal§imi mitochondridlnimi jadern¢ kodovanymi geny, jejichz recesivni mutace
muze vést k Perraultovu syndromu, jsou TWNK, HARS2, LARS2 a HSD17B4 (Otdak et al.,
2017; Pierce et al., 2010, 2011; Solda et al., 2016).

Perraultiiv syndrom se projevuje sensorineuralni ztratou sluchu a poruchami plodnosti,
k ¢emuz mohou byt pridruzeny cerebelarni ataxie, poruchy uceni, periferni neuropatie nebo
spastickd paraplegie, v zavislosti na konkrétni mutaci a dalSich faktorech (Dursun et al., 2016;
Gottschalk et al., 1996; Jenkinson et al., 2013). Zrovna spastickd paraplegie je zajimava
ukdzka dualezitosti procesu kontroly kvality proteinu, kdy mutace dvou rlznych
mitochondridlnich ATP-dependentnich protedz s aktivitou v mitochondridlni matrix vede ke
stejnému fenotypu (Casari et al., 1998; Jenkinson et al., 2013).

Vzhledem k tomu, Ze u mySiho modelu byla vétSina projevi KO ClpP shodna s lidskym
fenotypem Perraultova syndromu, mohla by pravé ClpP KO my$ byt vhodnym modelem pro
dalsi vyzkum problematiky Perraultova syndromu (Gispert et al., 2013). V soucasnosti je
znamo nékolik riznych mutaci ClpP vedoucich k Perraultovu syndromu (Ahmed et al., 2015;

Dursun et al., 2016; Jenkinson et al., 2013).
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. Cile prace

* Shrnuti soucasnych poznatki o lidskych mitochondrialnich
proteazach s dlirazem na podjednotky proteazy ClpXP

* Funk¢ni charakterizace dopadu knockdownu ClpP a dopad jeho
nasledné reintrodukce na trovni bunéc¢né biologie a biochemie

* Urcenirole ClpP v mitochondrialni apoptotické draze

* Transfekce bunék expresnim plazmidem s ClpP-FLAG a
ClpPs153A -FLAG

* Izolace mitochondrii a nasledna kopurifikace ClpP-FLAG a
ClpPs1534 -FLAG pro izolaci substratovych a jinak s ClpP interagujicich

proteini
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3. Material a metody

3.1 - Materialy

3.1.1. Zakoupené chemikdlie a komercné vyrobené smési
» akrylamid, Sigma-Aldrich (USA)
» antibiotikcky a antimykoticky roztok (100x koncentrovany) Biosera (Francie)
* bisakrylamid, Sigma-Aldrich (USA)
* Bradfordové reagens, BioRad (USA)
* bromfenolova modf, Sigma-Aldrich (USA)
* Coomassie Brilliant Blue R-250, Sigma-Aldrich (USA)
* deoxycholat sodny, Sigma-Aldrich (USA)
* dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich (USA)
* dodecylsiran sodny (SDS), Sigma-Aldrich (USA)
* Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), PAN Biotech (Némecko)
* Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Biochrom (Velka Britanie)
* EndoFree® Plasmid Purification (velikost Maxi), QITAGEN (Némecko)
- obsahovalo pufry: P1, P2, P3, ER, QBT, QC, QN
« ethanol (96%), Penta (CR)
« fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), Sigma-Aldrich (USA)
« fetalni bovinni sérum (FBS), Sigma-Aldrich (USA)
« Folin-Ciocalteau, Penta (CR)
« fosfatovy pufr (PBS) (koncentrovany 10x), Lonza (Svycarsko)
« glycerol (bezvody), Penta (CR)
* glycin, Sigma-Aldrich (USA)
* chlorid sodny, Sigma-Aldrich (USA)
« Hydroxid sodny (NaOH) Penta (CR)
* hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma-Aldrich (USA)
« interferon y (INF-y), Sigma-Aldrich (USA)
« isopropanol, Penta (CR)
* koktejl inhibitorti protedz (PIC), Sigma-Aldrich (USA)
* kvasinkovy extrakt (Yeast extract bacteriological), Sigma-Aldrich (USA)
* kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Sigma-Aldrich (USA)
« kyselina octova (99%), Penta (CR)
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* luminiscencni substrat SuperSignal WestFemto Maximum Sensitivity Substrate,
ThermoScientific (USA)

* luminiscenéni substrdt SuperSignal WestPico Chemiluminescent Substrate,
ThermoScientific (USA)

* luminiscen¢ni substrat Western Bright Sirius, Advansta (USA)

* marker molekulovych hmotnosti SeeBlue Plus2 Prestained Standard, Invitrogen
(USA)

« methanol (99,8%), Penta (CR)

* redukované sérové médium (Opti-MEM TM), Life Technologies (USA)

* N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), Sigma-Aldrich (USA)

* persiran amonny (APS), Sigma-Aldrich (USA)

* primarni protilatky (Abcam, Velka Britanie; Cell Signaling, USA; MitoScience, Velka
Britanie) - a-tubulin , B-aktin, AFG3L2, ATP D, citrat syntdza, ClpP, ClpX, cl.
PARP, COX 2, COX 4, COX 5a, elF2-a, fosfo-p53, GAPDH, Grp 75, LONP,
mitofusin 2, MRPS 31, mt-ND5, NDUF B4, NRF 1, OMA1, OSCP, p21, p53,
Parkin, PHB 2, SDH A, SDH B, survivin, TFAM, TRAP 1, UQCRCI1, UQCRC2,
VDACI, YMEILI

* puromycin, Sigma-Aldrich (USA)

« sachar6za, Penta (CR)

* sekundarni anti-rabbit protilatka, Sigma-Aldrich (USA)

+ sekundarni anti-mouse protilatka, Sigma-Aldrich (USA)

« siran méd’naty x 1 HO (CuSO4 x 1 H,0) Lachema (CR)

* staurosporin, Sigma-Aldrich (USA)

* superdestilovana voda Milli-Q, MilliPore (USA)

» transfekeni kit Lipofectamine 3000, Invitrogen (USA)

- obsahovalo reagencie Lipofectamine 3000 a P 3000

* tricin, Sigma-Aldrich (USA)

* tris, Sigma-Aldrich (USA)

* Triton X-100 Sigma-Aldrich (USA)

* Tropix I-Block, Applied Biosystems (USA)

* trypsin, Sigma-Aldrich (USA)

* trypton, Sigma-Aldrich (USA)

» Tumor Necrosis Factor - a lidsky (TNF-a), Sigma-Aldrich (USA)

» Tween 20, Sigma-Aldrich (USA)
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« Uhli¢itan sodny (Na2CO3 x 1 H,0), Lach-Ner (CR)

« Vinan sodno-draselny (C4 Hs KNaOs x 4 H20) Lachema (CR)
* Whatman® filtra¢ni papir, Whatman (Némecko)

* B-merkaptoethanol, Sigma-Aldrich (USA)

3.1.2. Roztoky pripravené v laboratori

* 30,8% akrylamid/bisakrylamid — 30% (v/v) akrylamid; 0,8% (v/v) bisakrylamid

* anodovy pufr (SDS-PAGE) — 100mM Tris-HCI, pH 8,9

* barvici roztok na gely — 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 45% (v/v)
methanol; 10% (v/v) octova kyselina

* gelovy pufr na SDS (koncentrovany 3x) — 3 M Tris-Cl, pH 8,45; 0,3 % (w/v) SDS

* katodovy pufr (SDS-PAGE) — 100 mM Tris-Cl, pH 8,9; 100mM tricin; 0,1% (w/v) SDS

* LB roztok média s niz§im obsahem soli (LB-LS) — 1% (w/v) trypton; 0,5% (wW/v)
kvasinkovy extrakt; 0,5% (w/v) NaCl

» Lowry roztok A — 0,4% (w/v) NaOH, 2% (w/v) NaxCO3

* Lowry roztok B — 0,5% (w/v) CuSO4

* Lowry roztok C — 1% (w/v) vinan sodno-draselny 1%

» odbarvovaci roztok — 25% (v/v) methanol; 10% (v/v) octova kyselina

* RIPA pufr — 50 mM Tris-Cl, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM PMSF; 1 mM EDTA; 1%
(w/v) Triton X-100; 1% (w/v) deoxycholat sodny; 0,1% (w/v) SDS; 1% (v/v) PIC

* STE izola¢ni roztok — 10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 250 mM sachar6oza; 1 mM EDTA; 1%
(v/v) PIC

* TBS pufr (koncentrovany 10x) —20mM Tris-Cl; 130mM NaCl; pH 7,6

* transferovy pufr pro PVDF membrany — 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 10% (v/v)
methanol; 0,02% (w/v) SDS

* vzorkovy pufr (SDS-PAGE) (koncentrovany 4x) — 50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 12% (v/v)
glycerol; 4% (w/v) SDS; 0,01% (w/v) bromfenolova modi; 2% p-merkapto-ethanol
(ptidat pfed pouzitim)
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3.1.3 - Biologicky materidl
HEK 293 bunky

- ¢isty HEK 293, A.A.T.C, Manassas (USA)

- HEK 293 v laboratofi transfekované umlcujicimi shRNA (pGIPZ shRNA mir
konstrukt cilici jednotlivé protedzy, viz nize) a jejich kontroly (pGIPZ mir konstrukt -
zkraceny). shRNA byly ziskany od Open Biosystems, Dharmacon (USA)

e ClIpP KD a kontrola

e ClpX KD a kontrola

e AFG3L2 KD a kontrola
E. coli s expresnim plasmidem

- ClpPW! - C-flizni Myc-FLAG-tagged ORFexpresni konstrukt pCMV6-CLPP
obsahujici lidskou CLPP cDNA ORF sekvenci (GenBank®)

- ClIpPS!'34 _ C-fiizni Myc-FLAG-tagged ORFexpresni konstrukt pCMV6-CLPP
obsahujici lidskou CLPP ¢cDNA ORF sekvenci (GenBank®) se zavedenou mutaci 457A>G

3.1.4 - Pristroje

+ GBOX imaging system, Syngene (Indie)

«,,vortex* Gilson GVLab Vortex Mixer, Gilson (Ceska republika)

« analytické vahy KERN (Ceska republika)

* aparatura na vertikalni elektroforézu MiniPROTEAN 3 Cell, Bio-Rad (USA)

« automatické pipety Eppendorf (Némecko); Gilson (USA);

« automaticky autoklav MAC-235EX, Schoeller (Ceska republika)

* blotovaci aparatura Fastblot B64, Biometra (Némecko)

+ centrifugy Biofuge 28RS, Heraeus (Némecko); Mikro 200, Hettich Zentrifugen
(Némecko); Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen (Némecko); UNIVERSAL 16R,
Hettich Zentrifugen (Némecko); UNIVERSAL 32R, Hettich Zentrifugen (Némecko)

« elektroforetické zdroje PowerPac 1000, PowerPac Basic, PowerPac HC, Bio-Rad (USA)

« chladici a mrazici boxy Liebherr (Svycarsko); Sanyo (Japonsko); Zanussi (Italie)

* inkubator MCO-18 AIC, Sanyo (Japonsko)

* kryokontejner Thermolyne Liquid Nitrogen Cryo Storage Tank s monitorem tekutého
dusiku, Thermo Scientific (USA)

« laminarni box Clean Air, Schoeller (Ceska republika)

* ledovac, Brema Ice Makers (Italie)
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« magnetické michadlo AREX, P-Lab (CR)

» mikroskop DIAPHOT 200, NIKON (Japonsko)

« pH-metr 913, Metrohm (Svycarsko)

* Dounceho sklo-sklo homogenizator, Bellco, (USA)

* rotator (rotating mixer), Torrey pines scientific, INC (USA)

* Scepter Handheld Automated Cell Counter, MilliPore (USA)

* spektrofotometr NanoDrop Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop Technologies

(USA) Scepter Handheld Automated Cell Counter, MilliPore (USA)

» spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu (Japonsko)

* susicka geltt GD 4534, Biometra (Némecko)

« termostat AccuBlock Digital Dry Bath, Labnet (USA)

» ttepacka Polymax 1040, Heidolph (Némecko)

» ultrasonikac¢ni homogenizér 4710, Cole-Parmer instrument (USA)

Pro experimenty jsem pouzival laboratorni sklo (Simax, sklarny Kavalier, CR), plastové
kyvety (BRAND GmbH, Némecko) a plast (Axygen, USA; Eppendorf, Némecko;
Gilson, USA; TPP, gV)'Icarsko; Verkon, CR; Schoeller, CR).
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3.2 - Metody
3.2.1 - Kultivace E. coli

250 ml autoklavovaného 1x LB média jsem oSetfil pfidanim selekéniho antibiotika
kanamycinu (30 pg/ml) a ptelil do autoklavované 500ml Erlenmeyerovy baiiky. Nésledné
jsem do média piidal 100 ul bunécné suspenze E. coli obsahujici plasmid naseho zajmu.

Bariku jsem nechal tiepat 15 hodin ve 37°C, 220 RPM.

3.2.2 - Izolace a purifikace plazmidii pro transfekci bunék

Vyuzival jsem EndoFree Plasmid Maxi Kit od némecké firmy Quiagen. Postupoval
jsem podle piirucky od vyrobce EndoFree® Plasmid Purification Handbook.

Pribéh experimentu jsem sledoval pomoci zmén barvy a konzistence pridané reagencie

LyseBlue (Quiagen, Némecko) do pufru P1 (Quiagen, Némecko).

Abych bunky sklidil, centrifugoval jsem je 15 minut pii 4°C a 5525 RCF. Peletu jsem
nasledné resuspendoval v 10 ml pufru P1. Poté jsem bunky lyzoval pfidanim 10 ml lyza¢niho
pufru P2 (Quiagen, Némecko). Po Setrném promichéani jsem nechal pufr ptisobit 5 minut.
Nasledné¢ jsem piidal 10 ml precipitacniho pufru P3 (Quiagen, Némecko), nékolikrat otocil
falkonku a nalil smés do QIAfilter cartridge (Quiagen, Némecko). Po 10-ti minutach inkubace
jsem odsrouboval spodek cartridge, nasadil pist a pomoci né&j prefiltroval vzorek pro
odstranéni srazeniny. Ke smési jsem pifidal 2,5 ml ER pufru (Quiagen, Némecko) pro
odstranéni endotoxintl. Nasledné jsem inkuboval smés na ledu 30 minut. V mezi€ase jsem
ptipravil QUAGEN-tip a promyl ji pomoci 10 ml QBT pufru (Quiagen, Némecko). Po
inkubaci na ledu jsem vzorek nalil do QUIAGEN-tip a nechal plsobit gravitacni tok. Po
vyprazdnéni QUIAGEN-tip jsem QUIAGEN-tip jesté 2x promyl 30 ml QC pufru (Quiagen,
Némecko). Poté jsem eluoval DNA do sterilni falkonky pomoci 15 ml QC pufru (Quiagen,
Némecko). Plasmidy jsem nasledné precipitoval pfiddnim 10,5 ml isopropanolu a smés jsem
centrifugoval 30 minut pti 15 000 g a 4°C. Po vyliti supernatantu jsem peletu oplachl pomoci
70% ethanolu a centrifugoval 10 minut pti 15 000 g a 4°C. Opét jsem slil supernatant a peletu
jsem nechal suSit 10 minut v RT. Poté jsem DNA rozpustil ve 100 pl MilliQ H>O, ptenesl do
200ul ependortky a dale skladoval v -20 °C.
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3.2.3 - Méreni koncentrace DNA

Koncentraci DNA obou vzorkl jsem méfil na pfistroji NanoDrop Spectrophotometer
ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA). Jako kontrolni vzorek byla pouzita ¢istd MilliQ
H»O.

3.2.4. Kultivace bunécné linie HEK 293

Pokusy jsem provadél na bunikach odvozenych od bunécné linie HEK 293. Tato linie je
odvozena od lidskych ledvinnych embryondlnich bunék. Buiky jsem péstoval
v suplementovaném médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium, PAN Biotech;
Némecko). Médium bylo piipraveno tak, Ze do 500 ml média jsem piidal 50 ml iFBS (Sigma-
Aldrich; USA) a 5 ml antibiotického a antimykotického roztoku (koncentrovany 100x; PAA,
Rakousko).

Do dvou ldhvi T75 jsem nalil po 25 ml takového média a dal ldhve temperovat a
saturovat CO; do inkubatoru (37°C, 5% CO.). Do téchto lahvi jsem po saturaci ptfidal po
900 pl rozmrazené bunécné suspenze a nechal 8 hodin v inkubatoru, aby buiiky dosedly na
dno. Poté jsem bunkdm odsal médium, oplachl je sterilnim PBS a ptidal nové médium.
Médium jsem ménil ob den. Kdyz méli buniky konfluenci nad 90%, provedl jsem péasédzovani.

Bunikam jsem odsal médium, oplachl je RT PBS a piidal 1,5 ml 1x TE (trypsin-
EDTA)/ldhev vytemperované na 37 °C. S lahvi jsem opatrné klepal, abych urychlil uvolnéni
bunék, které jsem priibézné kontroloval pod mikroskopem. Kdyz se buiiky uvolnily, zastavil
jsem trypsinizaci pfiddnim 10 ml média. Buiiky jsem pipetou resuspendoval a suspenzi bun€k
jsem nasledné rovnomérné rozpipetoval do novych lahvi T75, doplnil vytemperovanym
suplementovanym médiem do 25 ml a ldhve opét umistil do inkubatoru. Pokud neni uvedeno
jinak, bylo do média od prvni pasaze ptidavano selekcni antibiotikum puromycin (10 pg/ml).

Pti sklizeni bunck jsem odsal médium, buiiky oplachl RT PBS a nésledné sklizel
pomoci 10 ml ledového PBS/Idhev. Opét jsem uvolnéni bunék podpofil opatrnym klepanim a
po jejich uvolnéni jsem piipadné zbylé bunky ze dna uvolnil cell-scraperem (Sigma-Aldrich,
USA). Bunky jsem pietou resuspendoval a nasledné ptenesl do 16ml falkonky. Kazdou lahev
oplachl jeste 2 ml PBS a pridal ke zbytku suspenze. Suspenzi jsem centrifugoval na centrifuze
UNIVERSAL 32R (Hettich Zentrifugen, Némecko) 7 min pfi 1900 g a 6°C. Poté jsem slil
supernatant, buiiky resuspendoval v 5 ml ledového PBS a centrifugaci opakoval. Opét jsem

slil supernatant a buriky jsem ulozil do -80°C
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3.2.5. Opétovné zamrazeni bunék

Od kazdé bunééné linie jsem zamrazil ¢ast bunék pro piipadnou revitalizaci. Bunky
jsem oplachl PBS a nasledné trypsinizoval 1,5 ml 1x TE/ldhev. Po uvolnéni bunék jsem
trypsinizaci zastavil pfidanim 10 ml suplementovaného média bez puromycinu a nasledné
bunécnou suspenzi centrifugoval 7 minut v RT a 1900g na UNIVERSAL 32R (Hettich
Zentrifugen, Némecko). Bunéfnou peletu jsem resuspendoval ve 3600 ul 10% v/v
dimethylsulfoxidu (DMSO) v suplementovaném médiu bez puromycinu a nésledn¢ po 1800
ul prenesl do dvou kryotub. Ty byly nasledn¢ ulozeny v -80°C a po 24 hodinach presunuty do
dusikového kryokontejneru Thermolyne Liquid Nitrogen Cryo Storage Tank s monitorem

tekutého dusiku (Thermo Scientific, USA) (-196 °C).

3.2.6. Stanoveni riistové krivky

Bunky jsem rozpéstoval v suplementovaném médiu s puromycinem (10 pg/ml). Pro
uréeni rastové kiivky jsem pouzival 6-ti jamkovou desticku. Do osmi jamek/linie jsem
napipetoval 2 ml suplementovaného média s puromycinem, nechal médium vytemperovat na
37°C a nasytit 5% CO.. Buiiky byly sklizeny pomoci 1x TE, trypsinizace zastavena 5-ti ml
suplementovaného média a pomoci pocitaci pipety Scepter Handheld Automated Cell Counter
(MilliPore, USA) a pocitaci komlrky byla urcena jejich hustota. Nasledné jsem pienesl od
kazdé linie do osmi jamek 50 000 bun¢k. Bunky byly inkubovany v inkubatoru a kazdych 24
hodin byla sklizena jedna jamka od kazdé linie. Buniky v jamce jsem 2x oplachl RT PBS a
nasledné trypsinizoval 200 pl Ix TE. Trypsinizaci jsem zastavil pfidanim 9,8 ml
suplementovaného média a néasledné pomoci 3 méfeni pocitaci pipetou a jednoho méfeni v
pocitaci komirce stanovil koncentraci bun€k. Poté jsem kazdych 24 hodin cely proces opakoval

s tim, ze 3., 5. a 7. den jsem buiikdm vyménil médium.

3.2.7. Indukce apoptozy

V bunéénych liniich jsem indukoval vnitini apoptotickou drédhu pomoci staurosporinu a
vnéjs$i pomoci TNF-a (tumor necrosis factor) a INF-y (interferon) a vnéjsi apoptotickou drahu
pomoci staurosporinu. Od kazdé linie jsem si pfipravil deset lahvi s konfluenci ptiblizné 90%.
Bunky byly péstovany v suplementovaném médiu s puromycinem. Pro indukci apoptozy
staurosporinem jsem si pripravil médium s 2uM staurosporinem. Do 20 ml prefiltrovaného
suplementovaného média jsem piidal 30 pl staurosporinu (Sigma-Aldrich; USA). Obdobné
jsem piipravil 1 médium s TNF-a (Sigma-Aldrich; USA) (1/1 000 000) a INFy (Sigma-
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Aldrich; USA) (1/1 250 000). Nasledn¢ jsem Ctyfem lahvim od kazdé linie vyménil médium
za 20 ml média se staurosporinem, dalSim Ctyfem jsem vyménil médium za 20 ml média
s TNF-a a INF-y, a dvé lahve/linie sklidil jako vzorky z jednotlivych indukci v ¢ase Oh.
Bunky byly ponechany v inkubétoru ve 37°C a 5% COaz. Po 3, 6-ti, 9-ti a 12-ti hodinach od

zacCatku indukce jsem ledovym PBS sklizel po jedné 1ahvi kazdé indukované linie.

3.2.8. Transientni transfekce bunék expresnim plazmidem

Od kazdé linie jsem si piipravil 20 1dhvi s konfluenci pfiblizn¢ 90%. Nésledné jsem si
piipravil reakéni smés transfek¢niho kitu Lipofectamine 3000 (Invitrogen, USA). Rozpustil
jsem 32 pl lipofectaminu 3000 (Invitrogen, USA) v 1 ml Opti-Mem média/ldhev. Nasledné
jsem rozpustil 20 ug plazmidové DNA a 40 pl reagencie P 3000 (Invitrogen, USA) také

PWT a druha

v 1 ml média/lahev tak, ze polovina smési obsahovala plasmidovou DNA s Clp
polovina s ClpP31534, Obé& smési jsem smichal a nechal 15 minut v RT. Poté jsem vyslednou
smés dolil 5,9 ml Opti-Mem a opét nechal 15 minut v RT. Buiiky jsem oplachl RT PBS, pfilil
jim pfipravenych 8 ml smési a nechal reakci probihat 8 hodin v inkubétoru (37°C, 5% COs>).
Ptipravil jsem si médium. Do 500 ml DMEM (PAN Biotech, Némecko) jsem piidal 100 ml
inaktivovaného FBS (Sigma-Aldrich, USA) a 6 ml 100x koncentrovaného antibiotického a
antimykotického roztoku (Biosera, Francie). Takto obohaceného média jsem po 8-mi

hodinach inkubace pfidal ke kazdé lahvi 12 ml a buiky nechal rhst dal§ich 36 hodin
v inkubatoru (37°C, 5% COz). Pot¢ jsem buiky sklidil ledovym PBS.

3.2.9. Izolace mitochondrii

Celou izolaci jsem provadél na ledu. Sklizené buiky jsem rozmrazil a resuspendoval
v ekvivalentnim mnozstvi STE roztoku. Nasledné jsem suspenzi homogenizoval v Dounceho
sklo-sklo homogenizatoru 3 minuty/homogenizace jednoho obsahu homogenizétoru.
Homogenat jsem centrifugoval v centrifuze Biofuge 28RS (Heracus, Némecko), pfedchlazené
na 4°C, 15 minut pii 600 g. Odebral jsem supernatant a ten jsem opét centrifugoval, tentokrat
25 minut pfi 10 000 g a opét 4°C. Nasledné¢ jsem mitochondridlni peletu resuspendoval
v malém mnoZstvi STE roztoku tak, aby dosdhla optické homogenity. Poté jsem zméfil jeji

koncentraci proteinu a vzorky opét zamrazil do -80°C (Sanyo, Japonsko).
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3.2.10. Méreni koncentrace proteinu Bradfordové metodou

Me¢éteni koncentrace proteinu probihalo ve tfech opakovanich metodou Bradfordové.
Kazdy vzorek jsem zvortexoval a pfidal od n& 1 pul do 799 ul destilované H»O. Pro
srovnavaci “prazdny* vzorek jsem piidal 1 pul H>O do 799 ul H2O. Vzorky jsem zvortexoval,
piidal k nim 200 pl Bradfordova €inidla a nechal 10 minut inkubovat v RT. Pot¢ jsem zm¢fil

jejich koncentraci proteinu na spektrofotometru UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko).

3.2.11. Méreni koncentrace proteinu Lowryho metodou
Lowryho metodu jsem pouzival pro urceni koncentrace proteinu vzorkd urcenych
k imunoprecipitaci. VSechny vzorky (kalibra¢ni i méfené) jsem si pfipravil a nasledné méfil

ve dvou opakovanich. Vzorky kalibra¢ni kiivky podle jsem pfipravil tabulky €. 1.

Tabulka €. 1. Michani standarda

Cislo vzorku: H>O/ul BSA/ul koncentrace BSA /(ug/ul)
Blank 200 - -
1. 175 25 5
2. 150 50 10
3. 125 75 15
4, 100 100 20
5. 75 125 20

Z métenych vzorkd jsem si odebral 3 pl a 10x je zfedil dH20, poté jsem ze ziedéné
smési odebral 5 a 7 pl do novych 1,5ml ependorfek (opét ve dvou opakovanich), doplnil
vodou do 200 pl a zvortexoval. Pfipravil jsem si roztok MIX s vyslednymi koncentracemi:
roztok C (2%), roztok B (2%) a roztok A (96%). Prvné jsem smichal B a C a teprve nasledné
pfidal roztok A. Z roztoku MIX jsem pfidal 1 ml ke v§em vzorkiim a nechal 15 minut stat
v RT. Folinovo reagens jsem cCerstv€ ziedil dH.O v poméru 1:1 a poté ptidal 100 pl ke
kazdému vzorku. Smés jsem nechal 30 minut odstait v RT. Poté jsem zkalibroval
spektrofotometr UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko) a nasledn¢ na ném zméfil koncentraci
meétenych vzorkli. Méfeni jsem provadél ve vinové délce 700 nm. Vysledné hodnoty jsem

nasledné prepocetl na piivodni koncentraci a v§echny 4 méfeni na vzorek zpriméroval.

3.2.12. Priprava vzorku na SDS-PAGE

Vzorek jsem rozmrazil na ledu a ptfidal k nému pufr RIPA vpoméru 1:1 k objemu

sklizenych bunék. Vzorek jsem po dobu 20-ti minut kazdych 5 minut vortexoval. Poté jsem
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vzorek centrifugoval na centrifuze Biofuge 28RS (Heraeus, Némecko) 20000 g pti 4 °C po dobu
10 min. Odebral jsem supernatant a zméfil koncentraci proteinu metodou Bradfordové. Pripravil
jsem si 4x SB s Cerstvé pfidanym merkaptoethanolem (8%). Tuto smés jsem ptidal k vzorku
v objemu trojnasobném oproti objemu vzorku. Nasledné jsem vzorky nechal 30 minut temperovat

v 37°C a poté je ulozil do -20°C.

3.2.13. SDS-PAGE elektroforéza

Ocisténa sklicka jsem umistil do stojanu. Na ledu jsem si namichal smés na gel podle
tabulky ¢. 2. APS a TEMED jsem piidaval tésn¢ pfed nalitim gelu. Nejprve jsem nalil separacni
gel, prevrstvil jej vodou a nechal hodinu tuhnout. Poté jsem vodu slil, nalil Cerstvé piipraveny
zaostifovaci gel, vlozil hiebinek a nechal gel tuhnout 30 minut. Sklicka s gely jsem umistil do
elektroforetické aparatury, vyndal hiebinky, naloadoval vzorky a nalil katodovy a anodovy puft.

30 minut jsem nechal bézet elektroforézu pti 40 V, poté jsem zvysil napéti na 100 V.

Tabulka¢. 2. Priprava geli pro SDS-PAGE

zaostrovaci gel 4% separacni gel 12%
Acrylamide 30,8% 1,3 ml 3,9 ml
3x GB 3,33 ml 3,33 ml
dH20 5,27 ml 2,7 ml
APS 10% 100 pl 50 pl
TEMED 10 pl 5 pl
celk. objem 10 ml 10 ml

3.2.14. Western blot a imunodetekce

Gely z elektroforézy jsem zméfil a premistil do transferového pufru na 30 minut. Mezitim
jsem si pfipravil ke kazdému gelu PVDF membranu a 6 filtra¢nich papirt Whatman® (Whatman,
Némecko) v rozméru gelu. Membranu jsem aktivoval 30 sekund v methanolu, poté oplachl vodou
a prenesl do transferového pufru. Po uplynuti 30 minut jsem pfipravil sloupecek 3 Whatmani a
membrany do Fastblotu B64 (Biometra, Némecko). Na né jsem umistil odpovidajici gel a opét 3
Whatmany. VSechny Whatmany byly navlhéené v transferovém pufru, stejn¢ jako deska
Fastblotu, aby byly zajistény polosuché (semi-dry) podminky. Nasadil jsem viko a spustil pfistroj
na konstantni proud o velikosti uréené podle vzorce (plocha membran/cm?) x 0,65 mA na 1
hodinu. Poté jsem pfistroj rozebral a membrany dal na 8 hodin susit do papirové krabicky. Po
usuSeni jsem membrany aktivoval 2x 5 minut v methanolu. Methanol jsem slil a membrany

oplachl 2x 10 minut v 1XTBS. Poté jsem membranu blokoval 2 hodiny v 0,2% roztoku i-Block™
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Tropix (Invitrogen, USA) v TBS. Membrany jsem oplachl v TBS 2x10 minut a nasledné
inkuboval v roztoku primérni protilatky v 0,2% roztoku i-Blocku v 1x TBS s0,1% Tween.
Koncentrace protilatky v roztoku se v zavislosti na protilatce pohybovala mezi 1:1000 a 1:10000.
Inkubace v primarni protilatce probihala 2-3 hodiny v RT nebo ptes noc v 4°C. Po ubéhnuti doby
jsem membrany 4x oplachl 1xTBS s 0,1% Tween v intervalech 1,5,10 a 15 minut. Poté jsem
membrany inkuboval hodinu v roztoku sekundérni protilatky v 1x TBS s 0,1% Tween. Anti-rabbit
protilatky jsem fedil na koncentraci 1:2500, anti-mouse jsem fedil 1:4000. Opét jsem membrany
4x oplachl 1xTBS s 0,1% Tween v intervalech 1,5,10 a 15 minut a nasledné je jesté¢ 2x oplachl
IXTBS po deseti minutach. Nakonec jsem membrany vyvijel v luminiscencnim substratu
SuperSignal WestFemto Maximum Sensitivity Substrate, ThermoScientific (USA), SuperSignal
WestPico Chemiluminescent Substrate, ThermoScientific (USA), nebo Western Bright Sirius,
Advansta (USA). Nasledné jsem signal vyhodnotil na pfistroji GBOX imaging system,
(Syngene, Indie).

3.2.15. Barveni gelii

Jako jednu z kontrol spravného loadovani jsem gely po Western-Blotu barvil alespoil 3
hodiny v barvicim roztoku s Coomassie Brilliant Blue. Nasledné jsem je oplachl dH>O a
odbarvoval dalsi alespont 3 hodiny v odbarvovacim roztoku. Gely jsem pak ptenesl na filtracni

papir Whatman® (Whatman, Némecko) a ususil v susic¢ce gelt (Biometra, Némecko).

3.2.16. Koimunoprecipitace

Pro imunoprecipitaci jsem pouzil mitochondrie izolované z bun¢€k po prob€hnuti transienti

PWT PSIS3A

transfekce plasmidem kodujicim Clp nebo Clp (ClpP s mutaci v aktivnim misté) s
navazanym oligopeptidem FLAG. Objem mitochondrii, obsahujici 1 mg mitochondridlnich
proteint, jsem lyzoval pomoci 1 ml lyza¢niho roztoku (2% PIC, 0,5% Triton X-100, v IxTBS).
Smés jsem vortexoval kazdé 4 minuty po dobu 20ti minut.

Mezitim jsem si pfipravil anti-FLAG M2-afinity kulicky (Sigma-Aldrich, USA), které jsem
rozmrazil, odebral 5% pl/vzorek, centrifugoval na UNIVERSAL 32R (Hettich Zentrifugen,
Némecko) 8200 g, 30 sekund. Pipetou jsem odsél supernatant, ptidal jsem 500 ul 1x TBS,
zvortexoval a opét centrifugoval 8200 g, 30 sekund. Tento proces oplachovani jsem opakoval
dohromady 3x.

Mitochondrialni lyzat jsem centrifugoval na UNIVERSAL 32R (Hettich Zentrifugen,

Némecko) pti 10 000 g, 10 minut. Poté jsem odebral supernatant a piepipetoval ho k anti-
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FLAG M2 kulickam. Suspenzi jsem dal do rotatoru (Torrey pines scientific, USA) a nechal
probihat reakci 3,5 hodiny pfi 4°C. Poté jsem smés centrifugoval 8200 g, 30 sekund a odebral
supernatant (frakce Flow Through). 5x jsem kulicky oplachl v Ix TBS s 2% PIC a opét
centrifugoval. Pfidal jsem 100 pl 3x FLAG peptidu (Sigma-Aldrich, USA) a 30 minut nechal
eluovat v rotatoru pii 4°C. Poté jsem smés opét centrifugoval pii 8200g, 30 sekund. Odebral jsem
supernatant (koimunoprecipitat) a jak ten, tak frakci Flow Through jsem doplnil trojnasobnym

objemem 4x SB s 8% merkaptoethanolu a nechal inkubovat 30 minut ve 37°C. Poté jsem oba

vzorky ulozil do -20 °C.

3.2.17. Méreni aktivit jednotlivych komplexii dychaciho retézce

U mnou vyizolovanych mitochondriich byly spektrofotometricky méfeny aktivity
jednotlivych komplexti dychaciho fetézce spektrofotometrem UV-2401PC (Shimadzu,
Japonsko).
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4. Vysledky

Mitochondrialni proteazy maji dtlezité role v mnoha bunéénych dé&jich, od regulace
bunécného cyklu, pfes odpovéd na bunécny stres a apoptdzu az po regulace metabolismu. Tyto
role jsou dany jak jejich proteolytickou funkci, tak schopnosti ptisobit jako adaptorové proteiny
pro dalsi mitochondrialni slozky. V této praci jsem provedl bunécéné biologickou a biochemickou
analyzu linie, kterd ma ClpP podjednotku ClpXP proteazy utlumenou prostiednictvim shRNA
interference. Na této a kontrolni linii jsem sledoval riistovou rychlost, zménu exprese nékterych
proteint riznych mitochondrialnich drah.

Nasledn¢ jsem provedl reintrodukci ClpP v bunkach pomoci transfekce expresnim
plasmidem nesoucim ClpP a ClpP s mutaci v aktivnim misté A457G. Na téchto liniich jsem opét
provedl biochemické srovnani miry exprese vybranych proteint. Dale jsem se pomoci
imunoprecipitace pokusil objevit interakcni partnery ClpP a substraty ClpXP proteazy.

Poté jsem se vedle downregulace ClpP pokusil dosahnout také overexprese tim, ze jsem

ciste® HEK 293 buinky transfekoval opé€t stejnymi plasmidy. Na vSech téchto liniich poté byla

métena aktivita jednotlivych komplexti dychaciho fetézce.

4.1 - CIpX a CIpP v CIpP KD burikdch

Jako prvni jsem provedl biochemicky dikaz knockdownu. Napé&stoval jsem si buiiky linie s
KD vlastni ClpP podjednotky (dale ClpP KD) a k nim kontrolni linii, sklidil je, pfipravil z nich
vzorky pro SDS-PAGE. Pot¢ jsem provedl western-blot a imunodetekci pomoci protilatek. Jako
loadovaci kontroly jsem pouzil cytoskeletdrni protein a-tubulin a protein mitochondridlniho
kanalu VDACI1 (Voltage-dependent anion-selective channel 1). Soucasné s hladinou ClpP mé

zajimala i hladina druhé podjednotky, ClpX. Vysledky jsou zndzornény na obrazku ¢.7.

ClpP ClpP
NS KD
Obrazek 7: Biochemicky dukaz KD ClpP podjednotky

' —— ClpX Diikaz utiseni exprese ClpP v HEK 293 bunkach jsem

I- -I a-tubulin provedl biochemicky pomoci SDS-PAGE, WB a

imunodetekce. Na obrdzku je zobrazen vysledek

imunodetekce ClpP a ClpX. Jako kontrolni proteiny
- ClpP byly pouzity cytoskeletarni o-tubulin a protein kandlu

vnéjsi mitochondrialni membrany VDACI.

— —— VDAC1
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Z obréazku je patrné, ze v bunikach ClpP KD je exprese ClpP vyrazné utlumena proti kontrolni
linii. Soucasné se ukazuje, ze ClpX ma v piipad¢ absence ClpP zvySenou hladinu v buiice. Lze
pfedpokladat, ze jde o snahu bunky potlacit dopad KD a tedy i snizeni mnozstvi funkénich
komplexti ClpXP. Pfi zvySené hladiné ClpX bude k rozpoznani substratu dochazet cCastéji a
zbyvajici ClpP komplexy budou tak ¢astéji vyuzivany - dojde tedy k zachovani vétsi casti ClpXP

aktivity, nez by odpovidalo mifte snizeni ClpP.

4.2 - Riistové krivky

Pro obecnou charakterizaci dopadu ClpP knockdownu na buiiky jsem se rozhodl zméfit
jejich ristovou rychlost. Pro srovnéni jsem vedle riistové rychlosti linie s KD vlastni ClpP
podjednotky (dale ClpP KD) zméfil také riistovou rychlost linie s KD rozpoznavaci podjednotky
ClpX (dale ClpX KD) a linie s KD jiné mitochondrialni proteazy, AFG3L2, ktera ma
proteolytickou doménu také oto¢enou do mitochondridlni matrix (dale AFG3L2 KD).

Rozpéstoval jsem zamrazené linie HEK 293 bun¢k s expresi jednotlivych protedz utiSenou
pomoci shRNA. V kazdé linii bylo 5 riznych utiSujicich shRNA konstruktl pro omezeni vlivu
off-targetingu. Soucasné kazda linie méla vlastni kontrolni linii trasfekovanou zkracenym pGIPZ

mir konstruktem (dale NS). Vysledky méfeni jsou zobrazeny na obrazku ¢. 8.

ClpP ClpX
1000000- s 1000000 . ks
8000004 —= ClpP KD 800000 P ClpX KD
B 5
S 600000 S 600000+ .
o r-]
- 3 4
,§ 400000 g 400000
o ) a ]
200000 2000004 ']
A S S
Den Den
Obrazek ¢. 8: Riistové rychlosti  linii
AFG3L2 s utiSenou protedzou a jeji kontroly
1000000+
500000 ;- AFGIL2KD Grafy znazoriuji riistové rychlosti linii
- ClpP KD, ClpX KD a AFG3L2 KD a jejich
3 | b
% 400000- kontroly. Mezi mérenimi poctu bunék byl
=] &
* 200000 % interval 24 hodin a méreni probihaly po
— dobu sedmi dni od naneseni bunék do
Q LS 4" b 1] © ©°© A
Den Jjamky. V grafech jsou zndazornény chybové
odchylky pro méreni v ruznych dnech.
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Na rastovych rychlostech je patrnd vyrazna zména u ClpX KD, oproti tomu u ClpP KD a
AFG3L2 KD neni rozdil v rastovych rychlostech pfili§ signifikantni. Zaroven hlavni rozdil u
ClpX KD ptisobi jako neschopnost rychle reagovat na vyménu média 3. a 5. den zvySenim riistové
rychlosti.

Dtivodem pro to, ze ClpX KD ma na bunky vétsi dopad nez ClpP KD by mohlo byt praveé
to, ze ClpP KD je spojeny se zvySenim exprese ClpX, zatimco ClpX KD se zvySenim miry ClpP
spojeny neni (nepublikované vysledky laboratote). Jak jiz bylo zminéno, dnesni lidska ClpP neni
schopna v neptitomnosti ClpX oligomerizovat a tedy by neméla mit proteolytickou aktivitu (Kang
et al., 2002). Je ale mozné, Ze u nékterého z predkli dnesniho ¢loveka byla proteolyticka aktivita
ClpP heptameru nezavisla na ClpX a zvySeni hladiny ClpP podjednotky protedzy by tak mohlo
vést k poskozeni buiiky jeji nespecifickou proteolytickou aktivitou. Slo by tedy o evoluéni

poziistalost. I proto mé dale zajimalo, jak reaguje ClpX na reintrodukci ClpP v burice.

4.3 - Vliv umlceni CIpP na HEK 293 buriky na nékteré proteiny

V dalsi fadé jsem sledoval rozdily exprese vybranych proteini u ClpP KD a NS linie
pomoci SDS-PAGE, western-blotu a imunodetekce. VSechna méteni jsem provadél v dubletech a
alesponn ve dvou opakovanich. Jako kontroly pfesnosti nanaseni jsem pouzil cytoskeletarni
proteiny o-tubulin a B-aktin. Sledované proteiny jsem nasledné rozdélil do ¢tyf skupin podle
hlavni funkce. Prvni sledovanou skupinou byly dal$i mitochondridlni proteazy - AFG3L2, LONP
a YMEILI (viz obrazek ¢. 9).

s Sl Obrazek ¢. 9: Utiseni ClpP ovliviuje dalsi
LONP mitoprotedzy
- - Dopad utiseni exprese ClpP v HEK 293

bunikach na ostatni protedzy jsem sledoval

- ! YME1L1 biochemicky pomoci SDS-PAGE, WB a

imunodetekce. Vlevo je kontrolni vzorek

transfekovany ‘“nonsense” vidsenkou (NS),

' AFG3L2 ) o
vpravo pak vzorvek transfekovany utisujici

shRNA zacilenou na expresi ClpP. Z vysledku

X je patrné, Ze zatimco exprese druhé matrixové

proteazy LONP je s knockdownem zvysena,

“ tak proteazy vnitrni membrany YMEILI a
-aktin
p AFG3L2 jsou po KD ve sniZené koncentraci.
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Z vysledkl je patrné, ze druha matrixova proteaza LONP je s knockdownem zvySena.
V tomto piipadé se miize jednat obdobné jako u zvyseni ClpX o snahu potlacit defektni vliv
nedostatku ClpP v bunice. LONP patii stejné€ jako komplex ClpXP mezi proteiny kontroly kvality
a oba komplexy maji funkci jak protedzovou, tak chaperonovou (Pryde et al., 2016). LONP tedy
pravdépodobné nahrazuje funkci chaperonu a proteolyticky odbourava spole¢né substraty.
Zaroven se v dasledku hromadéni poskozenych substrati ClpXP, které LONP nerozpozna,
zvySuje riziko oxidativniho stresu a LONP tedy musi o to aktivnéji odbouravat naptiklad
poskozené proteiny dychaciho fetézce.

Dale také ztéchto dat nelze vyloucit, z2 LONP by mohl byt také substratem ClpXP
komplexu, ktery se v bunice hromadi. Hladinu LONP jsem tedy dale sledoval po reintrodukci ClpP
v bunikach (viz kapitola 4.5). Vzhledem ktomu, Ze LONP a ClpXP kompetuji o TFAM
(Kasashima et al., 2012; Lu et al., 2013), 1ze pii snizeni ClpP a zvySeni LONP oéekavat zména
na urovni TFAM.

Naproti tomu, exprese obou sledovanych mitoprotedz vnitini membrany je po KD ClpP
snizena. Je mozné, ze ClpP se podili na procesovani membranovych proteaz a jejich ukotveni do

membrany, nebo ze chaperonovou aktivitou podporuje stabilitu jejich matrixovych domén.

Druha skupina, na kterou jsem se zaméfil, shrnovala nékteré proteiny energetického
metabolismu (viz obrazek ¢. 10). Sem patfila citrat syntdza z Krebsova cyklu a dale proteiny
dychaciho fetézce - podjednotky sukcinat dehydrogenazy (komplex II) SDH A a SDH B
(podjednotky A a B sukcinat dehydrogendzy), podjednotka komplexu IV COX 4 (podjednotka 4

cytochrom oxidazy).

Obrazek ¢. 10: Viiv utiSeni ClpP na proteiny

NS ClpP KD

energetickeho metabolismu
Dopad utiseni exprese ClpP v HEK 293 bunkach na

_- SDH A nékteré proteiny energetického metabolismu jsem

sledoval biochemicky pomoci SDS-PAGE, WB a

- - SDHB imunodetekce. Vlevo  je  kontrolni  vzorek
| — transfekovany ‘“nonsense“ vidsenkou (NS), vpravo
pak vzorek transfekovany utisujici shRNA zacilenou

-_—— ATPD na expresi CIpP. Zatimco u citrat syntazy a SDH A

zadnd vyraznd zména exprese neprobéhla, hladiny

H T SDH B, COX 4 a ATP D byly u KD linie znatelné

snizené. Vdolni Ccasti jsou zobrazené kontrolni

|“ Drakti proteiny o-tubulin a f-aktin v obou liniich.
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Citrat syntdza je mitochondridlni protein s relativné stabilni hladinou a neni tedy
piekvapivé, ze ani zde neni vyrazné¢ ovlivnéna. Obdobné je tomu i u SDH A podjednotky
komplexu II. Jind podjednotka komplexu II, SDH B, byla popséna jako jeden ze substrati ClpXP
protedzy, a méla by se tedy v KD bunkach akumulovat v mitochondriich (Seo et al., 2016).
V nasich liniich ovSem doslo naopak k ubytku SDH B. Mozna pravé interakce se survivinem,
ktery podporuje zabudovavani SDH B do komplexu II, zvySuje stabilitu SDH B a tedy i jeho
koncentraci v buiice.

Stejnym zpiisobem byly snizeny hladiny COX 4 a ATP D, podjednotek komplexti IV a V.
Snizeni zde by mohlo byt zplGsobeno tim, ze ClpP ovliviiuje mitochondrialni transkripci pies
degradaci ERAL1 (Szczepanowska et al., 2016) a soucasné u ClpP KD kvili zvySeni ClpX
dochazi k ovlivnéni transkripéniho faktoru TFAM. Nedostatek mitochondrialné kodovanych
podjednotek by mohl mit vliv na stabilitu celého komplexu a kvili nestabilité by pak
dochéazelo k degradaci volnych podjednotek, ¢imz by se snizila celkovd hladina téchto
proteinii. Pro ovéfeni téchto hypotéz jsem tyto proteiny dale sledoval po reintrodukci ClpP

v burice.

Tteti skupina shrnovala proteiny apoptotické a antiapoptotické drahy - p21, p53 a survivin.

Vysledky znaceni jsou zobrazeny na obrazku ¢. 11

Obrazek ¢. 11: Vliv utiseni ClpP na proteiny
NS ClpP KD apoptotické drahy
Dopad utiseni exprese ClpP v HEK 293 bunkach

p53 na néekteré proteiny energetickéeho metabolismu

jsem sledoval biochemicky na celobunécnych

p21 lyzatech ~ pomoci  SDS-PAGE, WB a

imunodetekce. Vlevo je kontrolni vzorek

transfekovany  “nonsense  vildasenkou (NS),

survivin
vpravo pak vzorek transfekovany utisujici shRNA
zacilenou na expresi ClpP. Je patrné, Ze
. centralni protein pro agregaci stresovych
a-tubulin
signalit p53 je v KD linii v lehce zvysené hladine,
obdobné jako proapoptoticky p2l, jeden
B-aktin

z hlavnich cilu p53. Antiapoptoticky survivin je

snizeny.  Jako  kontrola  byly  pouzity

cytoskeletarni proteiny o-tubulin a f-aktin.
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Vysledky ukazuji, ze KD ClpP je pro bunky stresovou zménou. Pfi zvySeni bunécné
koncentrace centralniho proteinu bunécného stresu p53 i jednoho z cilit p53, inhibitoru bunééného
cyklu p21 a snizeni survivinu inhibitor apoptdzy by se dalo oc¢ekavat, ze bude ovlivnéna i ristova
rychlost, k tomu ale u nasi linie nedoslo. Déle je tfeba pamatovat, zZe survivin ma i jiné nez
antiapoptotické funkce, napiiklad se podili na zac¢lenéni SDH B do komplexu II. Survivin ma
souCasn¢ prokazanou interakci s ClpP (Seo et al., 2016), takze nelze vyloucit, Ze snizeni jeho
hladiny nemusi se stresem viibec souviset.
bunécného stresu a pouhd jeho koncentrace nemusi pln¢ vypovidat o jeho aktivité. Vzhledem

k témto vysledkim jsme se rozhodli v dalsim kroku provést na ClpP KD buiikach indukei
apoptozy.

Posledni skupina proteinti, které jsme sledovali v tomto kroku, shrnovala zbylé proteiny
riznych drah - mitochondridlni chaperon TRAPI, dale transkripéni faktor NRF1 (nuklearni
respira¢ni faktor 1), mitochondridlni ubiquitin ligdzu Parkin, podjednotku mitochondrialniho
ribosomu MRPS 31 a mitochondrialni transkripéni faktor A (TFAM). Vysledky jsou zobrazeny na

obrazku ¢. 12.

s ClpP KD Obrazek ¢. 12: Viiv utisSeni CIpP na proteiny

TRAP 1 dalsich mitochondrialnich drah
-

Dopad utiseni exprese ClpP v HEK 293 bunkach

- [ B NRF 1 na nékteré mitochondrialni proteiny jsem
sledoval biochemicky na celobunécnych lyzatech

Parkin
- pomoci SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vlevo

je kontrolni vzorek transfekovany “nonsense"

S e | \1RPS 31

transfekovany utisujici shRNA zacilenou na
S e | TFAM

expresi ClpP. Sledoval jsem sniZeni exprese u

vidsenkou (NS), vpravo  pak  vzorek

mitochondrialniho  chaperonu  TRAP 1,
S | bulin franskripcniho faktoru NRFI, a dvou proteinii

mitochondrialni genové exprese MRPS 31 a
- B-aktin TFAM, zatimco exprese ubiqitin-ligdzy Parkin se

zvysila.
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Z vysledkl je patrné, ze mitochondrialni chaperon TRAPI1 je v buiikach s ClpP KD ve
snizené koncentraci. TRAP1 tvoti vazbu jak s ClpP, tak se survivinem, které¢ jsou oba v ClpP KD
linii ve sniZenych koncentracich. V praci zroku 2016 bylo ukdzano, ze pfi snizeni exprese
survivinu se snizi i exprese TRAP1 (Seoet al., 2016). M¢é vysledky tedy odpovidaji témto
zjisténim.

Dalsim proteinem, u kterého doSlo ke snizeni exprese je NRFI. NRFI1 je jaderny
transkripcni faktor, ktery aktivuje jaderné geny potiebné pro respiraci, syntézu mitochondrialni
DNA, mitochondrialni transkripci a dal§i mitochondridlni drahy (Scarpulla, 2006). Jednim
z téchto geni je gen pro mitochondridlni transkripéni faktor TFAM, u néhoz jsme také pozorovali
snizeni. Soucasné¢ TFAM v jadie negativni zpétnou vazbou snizuje aktivitu NRF1 a tim i vlastni
expresi (Lee et al., 2014). To, spole¢né¢ se sniZzenim hladiny podjednotky mitochondridlniho
chromosomu MRPS 31, opét mize mit za nasledek snizeni hladiny mitochondridlnich proteint, a
to jak jadernych, tak mitochondrialn¢ kodovanych.

Poslednim proteinem z této skupiny je mitochondridlni ubiqitin-ligdza Parkin. Parkin je
zodpovédny za ubigqitinilaci proteinii vnéj$i mitochondridlni membrany a ndslednou mitofagii
poskozenych mitochondrii (Seirafi et al., 2015). ZvySeni jeho hladiny v bunce by mohlo

naznacovat horsi stav mitochondrii ClpP KD linie zptisobeny nékterym z diive popsanych jevi.

4.4 - Indukce apoptozy

Vzhledem k zménam u proapoptotickych proteinti pS3 a p21 jsem na ClpP KD linii a
kontrolni linii indukoval vnéj$i apoptotickou drahu staurosporinem (2uM) a vnitini apoptotickou
drahu pomoci TNF-a (1/1 000 000) a INF-y (1/1 250 000). Buniky jsem sklizel v ¢asech 0, 3, 6, 9
a 12 hodin od indukce apoptézy. Nasledné jsem si piipravil vzorky a provedl SDS-PAGE a
western blot. Na liniich jsem sledoval zmény na trovni hladiny p21, kaspazou Stépeného a
deaktivované¢ho proteinu PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) a hladiné¢ proteinu p53
fosforylovaného na pozici Serl5. Pravé fosforylace tohoto serinu je klicova pro aktivitu p53
vedouci k zastaveni bunééného cyklu a k apoptéoze (Loughery et al., 2014). Jako kontrolni
proteiny jsem opét pouzival cytoskeletarni a-tubulin a B-aktin. Vysledky znaceni vnitini a vnéjsi
apoptotické drahy jsou znazornény nize (viz obrazky €. 13 a 14).

Co se aktivity kaspaz na seStépeni PARP tyce, neni v piipad¢ vnitini ani vnéjsi apototické

drahy patrny rozdil v pribéhu mezi ClpP KD a NS linii.
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Obrazek ¢. 13: Indukce vnitini apoptotické drahy

Viiv CIpP KD na vnitrni apoptotickou drahu po indukci TNF-o. a INF-y jsem sledoval
biochemicky na celobunécnych lyzatech pomoci SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vlevo jsou
kontrolni vzorky, vpravo pak vzorky transfekovany utisujici shRNA zacilenou na expresi ClpP.
Bunky byly sklizeny kazdé 3 hodiny v casech 0, 3, 6, 9 a 12 hodin od indukce apoptozy. Jako
markery apoptozy byly zvoleny kaspazou sestrizeny PARP a dale p21. Jako kontrolni protein byl

naznacen a-tubulin.
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Obrazek ¢. 14: Indukce vnéjsi apoptotické drahy

p2l

Viiv ClpP KD na vnitini apoptotickou drahu po indukci staurosporinem jsem sledoval
biochemicky na celobunécnych lyzatech pomoci SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vievo jsou
kontrolni vzorky, vpravo pak vzorky transfekovany utisujici shRNA zacilenou na expresi ClpP.
Bunky byly sklizeny kazdé 3 hodiny v casech 0, 3, 6, 9 a 12 hodin od indukce apoptozy. Jako
markery apoptozy byly zvoleny kaspdzou sestrizeny PARP a dale p21 a fosfo-p53, protein p53

fosforylovany na Serl5. Jako kontrolni protein byl naznacen a-tubulin.
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Oproti tomu u proteinu p21 je rozdil znacny. Vysledky indukce vnitini i vnéjsi apoptotické drahy
v ¢ase 0 hodin jasné potvrzuji, ze linie ClpP KD ma zvySenou klidovou hladinu p21. Soucasn¢ se
zmény hladiny p21 mezi ClpP KD a kontrolni linii 1i§i u vnéjsi a vnitini drahy.

Indukce TNF-a a INF-y vedla k poklesu hladiny p21 u ClpP KD a nasledn¢ se hladina p21
vyvijela u obou linii shodné. Po indukeci staurosporinem ale u ClpP KD hladina p21 jesté vzrostla
a maximum me¢la okolo 6-té hodiny, zatimco u kontrolni linie doslo k nartstu p21 az vyrazné
pozd¢ji. Sledoval jsem, jestli za zménou p21 nemize byt zména v aktivit¢ p53 prave fosforylaci
na Serl5, prave ta je totiz dulezitd pro vazbu p53 do promotoru genu pro p21 (Loughery et al.,
2014). V hladin¢ fosfo-p53 ale podobné¢ jako v piipad¢ stépeného PARP proteinu neni mezi ClpP
KD a kontrolni linii zfetelny rozdil. Pravdépodobnym diivodem je to, Zze zvySeni hladiny p21 je

v ClpP KD bunkach zplsobeno n¢jakym s aktivitou pS3 a apoptézou nesouvisejicim jevem.

4.5 - Reintrodukce CIpP v burnikdch

V dalsim kroku jsem se v ClpP KD buiikkdm rozhodl reintrodukovat ClpP, abych ukazal, ze
zmény, které jsem zaznamenal, jsou dany cilenym knockdownem ClpP a ne off-targetingem
zpusobenym pouzitim shRNA. Rozpéstoval jsem tedy ClpP KD linii a transientné bunky
transfekoval plasmidem nesoucim gen pro ClpP s navazanym FLAG peptidem. Pro srovnani jsem
dalsi ¢ast ClpP KD linie transfekoval plasmidem nesoucim mutovany gen pro ClpP s mutaci
457A>G kédujicim mutantni ClpPS'**A, Tato mutace zasahuje katalyticky serin v aktivnim misté
proteazy. Na mutantni ClpP byl opét pfipojeny FLAG. Transfekci jsem provedl pomoci
Lipofectaminu 3000 a bunky jsem sklizel 48 hodin po zahdjeni transfekce. Nasledné jsem
pfipravil vzorky pro SDS-PAGE a spole¢né se vzorky ClpP KD a kontrolni linii NS jsem provedl
SDS-PAGE, western blot a nasledn¢ imunodetekoval riizné mitochondrialni proteiny.

Jako prvni jsem na imunodetekci FLAG a ClpP dokézal, ze transfekce byla tspésna (viz
obrazek ¢. 15). Je vidét, ze vyznamna cast ClpP-FLAG proteinu byla patrné vne zcela
zprocesovaném stavu. Soucasné je patrné, ze ClpP ma v novych transfekovanych buikach
znatelné vyssi expresi, nez jakou melo v ptivodni kontrolni (NS) linii.

Po ditkkazu spé$né transfekce jsem sledoval zmény na trovni proteinli ze skupin jako
v ¢asti 4.3. Ukazalo se, Ze hladina cytoskeletarnich proteinil je transfekci ovlivnéna (viz obrazek
¢. 19) a proto jsem musel zvolit novou sadu kontrolnich proteini. Pro to poslouzil dobie
mitochondridlni porin VDACI, glykolyticky protein GAPDH (glyceraldehyd fosfat

dehydrogenaza), mitochondridlni matrixovy chaperon z rodiny proteinti teplotniho Soku Grp75

......
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Obrazek ¢. 15: Dukaz uspésné transfekce ClpP KD linie

Uspésnost transfekce jsem dokdzal biochemicky na celobunécnych lyzdatech pomoci SDS-PAGE,
WB a imunodetekce. Znacil jsem jak ClpP samotné, tak FLAG peptid, ktery byl na ClpP uméle
navazan. Vlevo je znaceni FLAG, vpravo ClpP, v obou pripadech byly vzorky srovnany v poradi
zleva kontrolni (NS), puvodni linie ClpP KD pred transfekci (ClpP KD), CIlpP KD
s reintrodukovanym ClpP (CIpP KD::WT) a ClpP KD transfekovano CIpP bez proteolytické
aktivity (ClpP KD::S153A4). Je patrné, ze FLAG peptid je pritomny v obou transfekovanych liniich
a CIpP je patrné jak v NS, tak v transfekovanych liniich. ClpP ma po navazani FLAG zjevné vyssi
molekulovou hmotnost a objevuje se stejné jako FLAG ve dvou velikostech, pravdepodobne

v zavislosti na mire probéhlého procesovani.

Jako prvni skupinu jsem opét zvolil protedzy (viz obrazek ¢. 16). Z proteaz jsem zvolil
sledovat zmény u LONP, AFG3L2, OMAI1 a podjednotky ClpX proteazy ClpXP. V ptipadé, ze by
dochazelo k substituci proteolytické aktivity komplexu ClpXP jinou proteazou, ocekéavali bychom
zvySeni hladiny u linie ClpP KD, opétovné snizeni po reintrodukci a opétovné zvySeni po
transfekci KD linie mutantni formou ClpP. Tento trend ale nebyl zaznamenan u zadné z proteaz.
U podjednotek matrixovych protedz LONP a ClpX nedoSlo po reintrodukci k ocekdvanému
snizeni, u ClpX je sniZeni jen nepatrné. To odpovida stavu, kdy hladina LONP a ClpX ur¢itym
zpusobem reaguje na proces knockdownu ClpP, ale ne piimo na hladinu ClpP. Oproti tomu u
protedz vnitini mitochondridlni membrany AFG3L2 a OMAL je patrné snizeni u ClpP KD linie a
zvySeni po reintrodukci. U obou linii s reintrodukovanym ClpP je patrné nizsi hladina AFG3L2 a
OMA1 u mutantni formy ClpP, hladina AFG3L2 je ovSem po transfekci vyrazn€ vysSsi nez u
kontrolni linie. Zde pfedpokladam, Ze pro hladinu AFG3L2 v buiice ma vétsi vliv samotnd hladina

ClpP, a mensi jeho aktivita, zatimco u OMA1 maji srovnatelny vliv oba tyto faktory.
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Obrazek ¢. 16: Mitochondrialni protedazy reaguji na knockdown a reintrodukci ClpP podle
lokalizace v mitochondrialnich kompartmentech

Viiv KD a reintrodukce CIpP na mitochondrialni protedazy jsem studoval na celobunécnych
lyzatech pomoci SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vzorky byly srovnany v poradi zleva: kontrolni
(NS), ptivodni linie ClpP KD pred transfekci (ClpP KD), ClpP KD s reintrodukovanym ClpP
(ClpP KD::WT) a CIpP KD transfekovano CIpP bez proteolytické aktivity (ClpP KD::S1534).
Znaceny byly proteazy LONP, AFG3L2, OMAl a podjednotka ClpX proteazy CIlpXP. Jako
kontrolni proteiny byly znaceny mitochondrialni chaperon Grp75 a glykolyticky protein GAPDH.
Zatimco podjednotky matrixovych proteaz LONP a ClpX jsou po KD CIpP zvyseny nezavisle na
hladiné ClpP, protedazy vnitini membrany AFG3L2 a OMAI reaguji primo na proteolytickou
aktivitu CIpP a kopiruji hladinu aktivniho CIpP.

Dalsi skupinou proteind, u kterych jsem sledoval zmény hladiny po KD ClpP a nésledné
reintrodukci klasické a mutantni varianty, byly podjednotky jednotlivych komplexti dychaciho
fetézce (viz obrazek ¢. 17). Sledoval jsem zmény u podjednotek vSech péti komplexti, mt-NDS5 a
NDUFB4 (mitochondrial NADH dehydrogenase subunits 5 and 4-f) jako podjednotky komplexu
I, SDH A a SDH B jako podjednotky komplexu II, UQCRC1 a UQCRC2 (Ubiquinol-
Cytochrome ¢ Reductase Core Protein) jako podjednotky komplexu III, podjednotky komplexu
IV COX 2, COX 4 a COX 5a, a podjednotky komplexu V: ATP D jako podjednotku Fo a OSCP

(oligomycin sensitivity conferral protein) jako 6-podjednotku F;.
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Obrazek ¢. 17: KD i reintrodukce CIpP znacné ovliviiuje hladiny podjednotek OXPHOS

Viiv KD a reintrodukce ClpP na podjednotky komplexii dychaciho vetézce jsem studoval na
celobunécnych lyzatech pomoci SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vzorky byly srovndny v poradi
- kontrolni (NS), puvodni linie ClpP KD pred transfekci (ClpP KD), ClpP KD
s reintrodukovanym ClpP (ClpP KD:WT) a ClpP KD transfekovano ClpP bez proteolytické
aktivity (ClpP KD::S153A4). Znaceny byly vybrané podjednotky vsech péti komplexii dychaciho
Fetézce, na obrazku jsou serazemy odshora pocinaje podjednotkami komplexu I (mt-ND5 a
NDUFBA4), pokracuje podjednotkami komplexu Il (SDH A a SDH B), komplexu III (UQCRCI a
UQCRC2), komplexu IV (COX 2, COX 4 a COX 5a) a konce podjednotkami komplexu V (ATP D
a OSCP). Jako kontrolni proteiny byly znaceny mitochondrialni proteiny porin VDACI a
glykolyticky protein GAPDH.



Z vysledkl je patrné, Ze rizné komplexy reaguji na zmény exprese riznymi zpusoby.
Ocekavali jsme, ze muze byt odlisna reakce jaderné a mitochondrialné kédovanych proteini. U
podjednotek komplexu I je patrné, Ze zatimco jaderné kodovana NDUFB4 ma zvySenou hladinu
v pritomnosti ClpP, mitochondrialné kdédovand mt-NDS5 je viditelné snizend pouze v piipad¢
overexprimovaného CIpP. Pfitom by se vzhledem k povzbuzeni mitochondrialni translace
prostiednictvim ClpP Stépeni ERALI (Szczepanowska et al., 2016) dalo v pfitomnosti ClpP
oc¢ekavat zvySeni hladiny praveé mitochondrialné koédovanych proteint.

Zmény hladiny jaderné¢ kodovanych podjednotek SDH A a SDH B komplexu II se podle
oc¢ekavani lisili. Jiz diive byla popsdna vazba SDH B na ClpP a hlavné¢ ClpX podjednotku
komplexu ClpXP. Zatimco u SDH A jsme zménu nepozorovali, v neptitomnosti ClpP, respektive
jeho proteolytické aktivity, jsme sledovali znatelné snizeni hladiny SDH B. Nezménénd hladina
SDH A se shoduje s diivéjSimi pozorovanimi, oproti tomu u SDH B jsme sledovali opacny trend,
nez autofi pred mami (Seo et al., 2016). Zatimco my sledovali ubytek, ktery lze vysvétlit pres
absenci vazby survivinu na ClpXP, ktery soucasn¢ pomaha foldingu SDH B a jeho zaclenéni do
kvartérni struktury, Seo sledoval hromadéni Spatné sbaleného SDH B v mitochondrii. Pro¢ nase
buiky ukazuji opa¢ny, nez diive popsany trend, neni v soucasnosti znamo. Jednim z rozdila je, ze
vyzkum byl provadén na riznych vstupnich bunikach (rakovinné PC3 a HEK 293).

Jaderné kodované podjednotky UQCRCI1 a UQCRC2 komplexu III mély obé zvySenou
hladinu po umlceni aktivity ClpP. Ty by mohli byt kandidatnimi proteiny na substraty ClpXP
proteazy.

U komplexu IV dychaciho fetézce jsem sledoval zmeénu hladiny mitochondrialné
kodovaného COX 2 a jaderné kodovanych COX 4 a COX 5a. Jadern¢ kédované COX 4 a COX Sa
jsou v ptitomnosti aktivniho ClpP ve zvySené koncentraci, i neaktivni forma ale jejich koncentraci
zveda. Mitochondrialné kodovany COX 2 ma siln¢ zvySenou hladinu u obou linii po transfekei,
ale oproti kontrolni linii ma lehce zvySenou hladinu i ClpP KD linie. Tento trend je podobny
trendu proteinti s chaperonovou aktivitou ClpX a LONP - je mozné, Ze néktery z nich se ucastni
spravného foldingu nebo asemblace.

Oba proteiny kompexu V, které jsem sledoval, jsou kodovany jadernym genomem. Jak
ATP D, coby podjednotka Fo casti, tak OSCP, také oznacovano ATP 50, jako soucast Fi. Protein
OSCP tvoti zaklad “stonku®, ktery propojuje Fo a Fi ¢ast ATP syntdzy. Piestoze patii k riznym
subkomplextim, zména jejich hladiny v reakci na zménu exprese ClpP ma stejny trend - zvysuje
se v pritomnosti ClpP. Zména je zjevné zavisld na ptitomnosti ClpP, ne na jeho proteolytické
aktivite.

Pro podrobné;jsi zjisténi dopadu zmén exprese ClpP na podjednotky dychaciho fetézce jsme

pozdéji méftili aktivity komplexit OXPHOS pro jednotlivé linie (viz kapitola 4.8).
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Tteti skupinou byly opét proteiny souvisejici s apoptéozou. Sledoval jsem zmény hladiny
antiapoptotického survivinu a proteinu p53. Jako kontrolni proteiny opét slouzili GAPDH a Grp75

(viz obrazek €. 18).
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Obrazek ¢. 18: Zmeny po KD a reintrodukci CIlpP u proteinii p53 a survivinu

Viiv KD a reintrodukce CIpP na proteiny souvisejici s apoptozou jsem studoval na celobunécnych
lyzatech pomoci SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vzorky byly srovnany v poradi zleva: kontrolni
(NS), ptivodni linie ClpP KD pred transfekci (ClpP KD), ClpP KD s reintrodukovanym ClpP
(ClpP KD::WT) a ClpP KD transfekovano CIpP bez proteolytické aktivity (ClpP KD::S153A).
Byly sledovany zmeény na urovmni hladiny centralniho proteinu bunécného stresu p53 a
antiapoototického survivinu. Jako kontrolni proteiny byly znaceny mitochondrialni chaperon

Grp75 a glykolyticky protein GAPDH.

U survivinu se objevuje obdobny trend jako u SDH B, kterému survivin pomdha
s foldingem a asemblaci (Rivadeneira et al., 2015). Je tedy mozné, Ze prave zvySena hladina
survivinu v pfitomnosti proteolyticky aktivni formy ClpP je zodpovédna za vyssi zvySeni hladiny
formy v mitochondridlni matrix.

U p53 doslo po transfekei k vyraznému snizeni exprese v obou liniich. Z toho vyplyva, Ze
na zménu u p53 mél mnohem vEétSi roli samotny proces transfekce, nez piitomnost c¢i
nepiitomnost ClpP. Vzhledem k tomu, ze p53 je centralni molekulou bunécného stresu, mohl by
tento fakt byt zplisobeny napiiklad tim, ze zatimco ClpP KD a kontrolni NS linie byly péstovany
v médiu se selekénim puromycinem, v dobé od transfekce po sklizeni linii s reintrodukovanym
ClpP byl puromycin vysazen. Proto jsem dale ovéfil dopad ristu v médiu s puromycinem proti

médiu bez puromycinu na p53 v linii ClpP KD a kontrolni linii NS (viz kapitola 4.7).
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Posledni skupina proteint, u kterych jsem sledoval dopad zmény exprese ClpP, byla opét
nehomogenni skupina shrnujici proteiny riznych drah a funkci v mitochondriich i mimo né. Jde o
mitofusin 2, ucastnici se fiize vn¢j$i membrany mitochondrii pfi remodelaci mitochondridlni sité,
jiz zminény ribosomalni MRPS 31, protein PHB 2 (prohibitin 2) majici strukturni funkci
v mitochondriich, mitochondrialni transkrkripéni faktor A (TFAM), mitochondridlni chaperon
TRAP 1 a cytoskeletarni o-tubulin. Jako kontrolni proteiny byly znaCeny protein jaderné¢ho
translacniho aparatu elF2-a (eukaryoticky iniciacni faktor 2 - a) a glykoliticky protein GAPDH

(viz obrazek ¢. 19).
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Obrazek ¢. 19: Zmeny po KD a reintrodukci ClpP u proteinii dalsich drah a funkci

Viiv KD a reintrodukce ClpP na vybrané proteiny jsem studoval na celobunécnych lyzatech
pomoci SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Vzorky byly srovnany v poradi zleva: kontrolni (NS),
puvodni linie ClpP KD pred transfekci (ClpP KD), CIpP KD s reintrodukovanym CIlpP (ClpP
KD::WT) a ClpP KD transfekovano ClpP bez proteolytické aktivity (KD::S153A4). Jako kontrolni
proteiny byly znaceny mitochondrialni chaperon Grp75 a glykolyticky protein GAPDH.

Z vysledkli je patrné zvySeni hladiny mitofusinu v pfitomnosti aktivniho ClpP. ClpP
podporuje kvalitni slozeni mitochondrii, které v lepSim stavu mohou Iépe fiizovat a

restrukturalizovat se. Strukturni protein prohibitin 2 nevykazuje Zadné vyrazné zmeny exprese.
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Proteiny ucastnici se mitochondridlni genové exprese, transkripéni faktor TFAM a
ribosomalni protein MRPS 31 jsou opét ve zvySené hladiné v ptitomnosti aktivniho ClpP, coz lze
pficist roli aktivniho odbourani inhibitoru mitochondridlni translace ERAL1 pravé ClpXP
komplexem (Szczepanowska et al., 2016).

Mitochondrialni chaperon TRAP 1 ktery ma popsanou vazbu jak se survivinem, tak s ClpP,
ma opet zvySenou hladinu v ptitomnosti aktivniho ClpP. Zde jeho stabilitu podporovuje pravé
vazba na jiz zminény survivin.

Poslednim proteinem na obrazku ¢. 19 je a-tubulin. U a-tubulinu dochazi ke zménam
obdobnym jako u p53. Proces transienti transfekce lipofectaminem mél zjevné vyrazny dopad i na
cytoskelet. Nelze ale predpokladat, ze by cytoskeletarni zmény néjak souviseli s expresi ClpP, jde

zde spiSe o experimentalni artefakt.

4.6 - Priprava vzorkii pro hleddni interakcnich partnerti ClpP

Z obou linii po reintrodukci ClpP (mutované¢ho i WT ClpP) jsem izoloval mitochondrie a
ptes navazany FLAG provedl koimunoprecipitaci proteinit s ClpP. Nésledn€¢ jsem z proteinové
smesi pripravil vzorky pro SDS-PAGE. Pomoci SDS-PAGE, western-blotu a imunodetekce
FLAG peptidu jsem dokazal, Ze koimunoprecipitace byla uspésna (viz obrazek ¢. 20). Dalsi praci
s koimunoprecipitditem jsem pienechal dalSim ¢lentim laboratofe. NepoSkozeny ClpP-FLAG véze
predevsim proteiny s vazbou na ClpXP, mutovana varianta ClpP-FLAG by pfes tzv. trapping
essay méla vazat substraty ClpXP proteazy (Szczepanowska et al., 2016).
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Obrazek ¢. 20: Doklad uspésné koimunoprecipitace

Na obrazku je doklad uspesné koimunoprecipitace. Koimunoprecipitaci jsem provedl na
mitochondriich z ClpP KD linie, transfekovanych plasmidem s nemutovanou formou ClpP (vzorek
ClpP KD::WT MITO IP) a mutantni formou ClpP*'* (vzorek ClpP KD::S1534 MITO IP). Obé
tyto formy mely navazany peptid FLAG. Jako kontrolni vzorky jsem pouzil mitochondrialni lyzat
z linie ClpP KD (vzorek ClpP KD MITO) a koimunoprecipitat mitochondrii kontrolni linie NS
(vzorek NS MITO IP). Vzorky jsou serazeny zleva: ClpP KD MITO, NS MITO IP, CipP KD::WT
MITO IP a ClpP KD:S1534 MITO IP.
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4.7 - Vliv puromycinu na ndchylnost bunék k apoptaéze

Vzhledem k vysledkiim na p53 po reintrodukci ClpP jsem se rozhodl otestovat miru dopadu
pritomnosti puromycinu v médiu na bunky, které nesou plasmid s rezistenci vi¢i puromycinu.
Napéstoval jsem linii s KD ClpP a kontrolni linii NS v médiu obohaceném o puromycin. Po
pasazovani bunék jsem c¢ast bunék od obou linii péstoval v médiu s puromycinem a Cast bez
puromycinu. Builkkdm jsem po osmi hodinach vyménil médium podle stejného rozdé€leni a 48
hodin od pasaze jsem buiiky sklidil a pripravil vzorek na SDS-PAGE. Nasledn¢é jsem provedl
SDS-PAGE, western-blot a imunodetekci p53. Jako kontrolni protein jsem znacil mitochondrialni

porin VDACI (viz obrazek ¢.21).
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Obrazek ¢. 21: Test viivu puromycinu na hladinu p53 v bunkach

Vliv antibiotika puromycinu na hladinu p53 v liniich nesoucich plasmid s rezistenci Vviici
puromycinu jsem testoval na celobunécnych lyzatech SDS-PAGE, WB a imunodetekce. Pro
porovnani jsem pouzil dvé linie, CIpP KD a kontrolni NS. U obou linii byl cdsti bunék na dva dny
vysazen puromycin (linie NS netreat. a ClpP KD netreat.) a c¢asti vysazen nebyl (linie NS PURO a
ClpP KD PURO). Jako kontrolni protein jsem znacil mitochondrialni porin VDACI.

Z vysledku znaceni je patrné, ze puromycin je zodpovédny za zvednuti hladiny p53
v bunice. Znamena to tedy, ze zmény hladiny p53, které jsme zaznamenali v bunkach po
reintrodukci ClpPYT a ClpP5!>34 (viz obrazek ¢&. 18) jsou zpiisobeny absenci puromycinu v médiu
od zahdjeni transfekce. Soucasné ale vysledky opét ukazuji, ze také absence ClpP zvySuje hladinu

p53, coz znaci zvétSeni bunécného stresu.
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4.8 - Charakterizace aktivit komplexii dychaciho retézce

Po zaznamenani zmén hladin riznych protein vSech komplexii dychaciho fetézce jsem se
rozhodl zméfit aktivity komplexti I-IV. Napéstoval jsem vyse popsané linie ClpP KD, kontrolni
NS, ClpP KD::WT (CIpP KD linii po reintrodukci WT formy ClpP) a ClpP KD::S153A (ClpP
KD linii po reintrodukci mutantni formy ClpP5'3*%). Pro porovnani vlivu transfekce byla pouzita
kontrolni linie ClpP KD::prazdny (ClpP KD transfekovana bez pfitomnosti plasmidu). Dale mé
zajimal 1 vliv overexprese ClpP v buiice HEK 293, a tak jsem c¢istou HEK 293 linii transienté
transfekoval plasmidy nesouci ClpPWV! (linie HEK 293 ::ClpP"") a mutantni formu ClpPS!334
(linie HEK 293 ::ClpPS'33%). Nasledné jsem z téchto linii izoloval mitochondrie a nechal jsem
v nasi laboratofi zméfit aktivitu jednotlivych komplexti dychaciho fetézce. Aktivitu jsem dale

normalizoval na 1 mg proteinu. Vysledky méfeni jsem zanesl do grafu (viz obrazek ¢. 22).

2800
H NS
700
BCIpP KD
£00 . .
B ClpP KD::prazdny
500 W ClpP KD::WT

400 - BCLPP KD::5153A

mHEK 293 -cLep™

300 -

nmal/min/mg proteinu

HEK 293 --CLPp>!334

200 -~

100 -

Cs NOR SDH QCCR COX

Obrazek ¢. 22: Vliv exprese CIpP na aktivitu OXPHOS

Aktivita komplexu I-1V a aktivita citrat-syntazy byla mérena na izolovanych mitochondriich
spektrofotometricky. Jednotlivé enzymové komplexy jsou serazeny zleva:citrat syntiza (CS),
komplex I (NADH-ubichinon reduktaza, dale NOR), komplex Il (sukcindt-dehydrogenaza, ddale
SDH), komplex IIl (koenzym Q:cytochrom c¢ — oxidoreduktaza, dale QCCR) a komplex IV
(cytochrom c oxidaza, dale COX). Aktivity byly sledovany na liniich s riiznou mirou exprese ClpP:
kontrolni linie NS, ClpP KD a ClpP KD::prazdny s expresi utlumenou pomoci shRNA, linie po
reintrodukci aktivni/neaktivni formy ClpP (ClpP KD::WT a ClpP KD::MUT) a cisté linie
HEK 293 bez utiseni, do kterych byla transfekovana nova aktivni/neaktivni forma ClpP
(HEK 293 ::ClpP"" a HEK 293 ::ClpP5">*).
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Z vysledkt je patrné, ze ke zménam aktivit jednotlivych komplexii v souvislosti s mirou
exprese ClpP dochazi. U citrat syntazy, enzymu krebsova cyklu, dochazi ke snizeni aktivity jak
pii snizeni exprese ClpP (rozdil mezi ClpP KD a NS) tak pii overexpresi aktivni formy ClpP.
Podle toho se zda, ze systém v HEK 293 bunikach je z hlediska exprese ClpP pfiméfené vyvazen a
vyznamné vychylky obéma sméry snizuji aktivitu citrat syntazy. Prekvapivé ovSem doslo ke
zvySeni aktivity u kontrolni linie pro reintrodukci ClpP (ClpP KD::préazdny), u které jsme
oc¢ekavali obdobnou aktivitu jako u ClpP KD.

K nejvyraznéjsi zméné aktivit mezi vSemi liniemi a komplexy doslo u komplexu 1. Zde u
aktivitu komplexu I nejevi linie s utiSenou expresi ClpP, ale linie, které¢ maji expresi ClpP okolo
bézné hladiny. Tento jev, kdy k narastu aktivity dochazi pfi naruSeni rovnovahy hladiny aktivniho
ClIpP bude jeste tieba dale prozkoumat.

U komplext II a III je patrné vyrazné snizeni hladiny u linii s overexpresi obou ClpP forem.
Ty se ale od ostatnich linii li§i také tim, Ze na nich nebyla provedena stabilni transfekce, neni tedy
zcela jasné, kterd z téchto zmén je za tento stav u linii zodpovedna.

U komplexu IV je patrny nartst aktivity po overexpresi proteolyticky aktivniho ClpP, a to
jak mirné v linii po reintrodukci (ClpP KD::WT), tak silné (linie HEK 293 ::CIpPWT).
Piekvapivé ale podobny trend neni patrny mezi liniemi ClpP KD a kontrolni NS, kde

k signifikantni zmén¢ aktivity nedochazi.
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5. Diskuze

Pro studium funkce serinové peptidazy ClpP v lidskych buiikach jsem testoval buiky
HEK 293, ve kterych byl proveden stabilni knockdown pomoci shRNA. V téchto bunkach
jsem nasledné¢ ClpP transienté reintrodukoval a to jak aktivni, tak mutaci inaktivovanou formu
ClpPS!3%A, Dale jsem piipravil linie HEK 293 s overexpresi proteolyticky aktivni ClpP"T a
inaktivni formy ClpPS'>**, Inaktivace byla uréena zdménnou mutaci v aktivnim misté
proteolytického serinu 153. Jiz dfive bylo ukdzano, ze zaména serinu v pozici 153 za cystein
nebo alanin vede ke ztraté schopnosti proteolyzy (Kang et al., 2002). Vyse uvedené linie byly

testovany bunécné biologickymi a predevsim biochemickymi metodami.

Na ristovych rychlostech se ukdzalo, ze knockdown ClpP, podobné jako knockdown
AFG3L2 nema na rychlost proliferace bunc¢k vliv, zatimco knockdown ClpX ukazuje

zpomalenou reakci na novy pfisun zivin.

Vyznamnd ¢ast prace byla pak zamétfena na zjiSténi ptipadné role ClpP v apoptotické
dréze. Mitochondrie jsou klicovou organelou pro prubéh apoptdzy. Pravé z mitochondrii se
uvolnuje cytochrom c, ktery aktivuje kaspazy pomoci APAF komplexu, (Li et al., 1997). Déle
bylo zjisténo, Ze se do mitochondrii dostava protein p53, ktery pak aktivuje apoptdzu i zevnitf
(Vaseva et al.,, 2012). V nasi laboratofi bylo jiz dfive ukdzano, ze v pienosu p53 do
mitochondrialni matrix pomaha adaptorovy protein LACE1 (Cesnekova et al., 2016).

V pribéhu vyzkumu jsem sledoval zmény na uGrovni exprese proapoptotickych a
antiapoptotickych proteini v buiikdch s riznou expresi ClpP, a indukoval jsem v linii se
stabilnim knockdownem ClpP apoptozu. Z vysledkl je ziejmé, ze v disledku knockdownu
ClpP dochézi k nartstu hladiny p53 a p21 na celobunétné trovni, stejné jako dochazi ke
snizeni hladiny survivinu. Vazba a stabilizace survivinu prostfednictvim ClpXP komplexu
byla popsana v roce 2016 (Seo et al., 2016). Po indukci apoptdzy ale mezi ClpP KD linii a
kontrolni linii nebyly patrné rozdily. Proteiny p53 a p21 byly tedy pravdépodobné zvyseny
z divodu vétsiho bunééného stresu zplisoben¢ho vyfazenim mitochondridlni proteazy, nez pro
ptimou roli ClpP v apoptotické draze. Soucasné byla role v pfenosu p53 do mitochondrii letos
popsana na druhé serinové protedze mitochondridlni matrix, LONP (Sung et al., 2018). Takeé
jsem ukdzal, Ze jednou z pfi¢in sniZeni hladiny p53 po reintrodukci ClpP v burice je absence
puromycinu v médiu v této fazi experimentu a nikoliv samotna piitomnost ClpP nebo proces

transfekce.
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Daéle jsem sledoval zmény na urovni hladin dalSich mitochondrialnich proteaz. Zatimco
proteazy vnitini mitochondridlni membrany YMEI1L1, AFG3L2 a OMA1 kopirovali hladinu
ClpP (s vlivem jak proteolytické aktivity, tak samotné koncentrace), tak ostatni podjednotky
matrixovych serinovych protedaz, ClpX a LONP, byly po knockdownu ClpP stabilné ve
zvySené hlading, nezavisle na reintrodukci. Je zndmo, Ze mezi jednotlivymi proteolytickymi
komplexy dochazi ke kompetici o substraty (Anand et al., 2014) a samoziejmé muze dochazet

1 ke vzdjemné degradaci.

Hlavni ¢ast prace se pak vénovala energetickému metabolismu. Vysledky ukazuji, ze po
downregulaci ClpP doslo k ovlivnéni hladiny n€kterych proteini vSech komplexii dychaciho
fetézce, zatimco né&které proteiny energetického metabolismu, konkrétné SDH A,
glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenédza nebo citrat syntdza ovlivnény nebyly.

Na urovni aktivit jednotlivych komplexti se pak ukdzalo, Ze nejvyraznéjsi zména
probéhla po overexpresi ClpP na komplexu 1. Sou¢asné zmény na trovni hladiny podjednotek
komplexu III ukazuji, Ze se jedna o kandidatni proteiny na substraty ClpXP proteazy.

U SDH B bylo dfive popséano, Zze ClpXP proteaza se podili na jeho spravném sbaleni a
v jeji neptitomnosti dochdzi k hromadéni nesbaleného SDH B v mitochondrii (Seo et al.,
2016). NaSe data oproti tomu ukazuji, Ze v pfitomnosti ClpP je celkovd hladina SDH B
v buiice vyssi. To miize byt jeho stabilizaci po asemblaci do komplexu II, diky kterému
nedochdzi tak casto k poSkozeni a naslednému odbourdni SDH B pro nég specifickou
proteazou kontroly kvality. Autofi ¢lanku také nezaznamenali zmény na urovni hladiny
COX 4 podjednotky komplexu IV, zatimco na naSich vysledcich byla tato zména patrna,
stejné jako byl trend reakce COX 4 na hladinu ClpP doloZen po reintrodukci ClpP v ClpP KD
bunikdch. Oproti tomu, hladina survivinu ve vysledcich obou praci korelovala s hladinou
ClpP. Ptfedchozi neshody ve vysledcich vSak zatim neumime pln€ vysvétlit a jsou tedy

podnétem k dal§imu badani.

Také jsem zaznamenal zmény na dalSich Grovnich - protein mitofusin, podilejici se na
restrukturalizaci mitochondrialni sité, proteiny ucastnici se mitochondrialni genové exprese
(MRPS 31, TFAM), a také zménu na Grovni mitochondridlniho molekuldrniho chaperonu
TRAPI. Zmény na urovni proteinti UcCastnicich se mitochondridlni genové exprese jsou
pochopitelné z n¢kolika divodi. Jednim je fakt, Ze TFAM a ClpX lezi pravdépodobné v jedné

draze (Kasashima et al., 2012) a sou¢asn¢ TFAM v nepfitomnosti ClpP neni navazdn na DNA
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a je odbouran LONP (Lu et al., 2013), pfi¢emz u obou protedz doslo k ovlivnéni. Druhym
jevem, ktery je také zodpovédny za zmény v mitochondrialni genové expresi je vySe zminéna
vazba ERALI na mitochondrialni ribosom. V nepfitomnosti ClpP neni ERALI odbouran a
inhibuje tak mitochondriélni translaci (Szczepanowska et al., 2016). Navzdory témto zménam
jsem ale nezaznamenal jednotny trend mezi mitochondrialn¢ kodovanymi proteiny. Zatimco u
mt-ND5 dochazi ke snizeni pfedevsim po reintrodukci ClpP, u COX 2 doslo po reintrodukci
ClpP naopak k silnému nértstu hladiny. Zmény COX 2 kopiruji zmény ostatnich podjednotek
komplexu IV dychaciho fetézce, zatimco zména hladiny mt-NDS5 jde proti zméné druhé
sledované podjednotky komplexu I, NDUFB4. Také je tieba pfiznat, ze pro kvalifikovanou
analyzu by bylo vhodné zaznamenat data pro vice mitochondrialné kédovanych podjednotek
OXPHOS, nez jen dvé z celkovych tfinacti.

Mitofusin je protein, nachazejici se ve vnéjsi mitochondridlni membrané. Jeho funkci je
fize mitochondrii, kterd je nezbytnd pro dynamiku mitochondridlni sité. Je znamo, Ze
protedza vnéjsi mitochondrialni membrany USP30 ho vede k degradaci (Yue et al., 2014), je
ale soucasné tézké si predstavit, jak by s nim mohla pfimo interagovat matrixova proteaza.
Zmény na jeho urovni pravdépodobné souvisi s kvalitou mitochondrii, kterd se po vytazeni
ClpP snizuje.

V situaci zhorSeni stavu mitochondrii bychom ocekéavali zvySeni hladiny proteinti
teplotniho Soku, kam spada naptiklad chaperon TRAP1. U toho ovSem byla popsana vazba na
ClpXP komplex, se kterym spolupracuje (Seo et al., 2016), a i nase vysledky ukazuji, Ze se
TRAP1 vyskytuje v bunice spolecné s ClpP.
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6. Zaveér

Cilem této prace bylo charakterizovat dopad utiSeni ClpP na buiiky HEK 293 na
ruznych urovnich. Nejprve jsem shrnul soucasné poznatky o mitochondrialnich proteazach
ptitomnych v lidskych buiikdch s dirazem na podjednotky ClpX a ClpP matrixové proteazy
ClpXP. Poté¢ jsem studoval zmény na bunkéch s postranskripéné utiSenou expresi ClpP a
nasledn¢ provedl “rescue* experiment, kde jsem ClpP v buiikkdch s utiSenou expresi
reintrodukoval. Pro srovnani jsem bunky s utiSenym ClpP transfekoval také proteolyticky
mutantni, neaktivni formou CIpP5!%** Bylo patrné, Ze vétSina zmén souvisi piimo
s proteolytickou aktivitou ClpP. Hypotézu o roli ClpP v mitochondridlni Casti apoptotické
dréhy mé vysledky nepotvrdili. Naopak se zd4, Ze na rozdil od druhé serinové protedzy
LONP, nema peptiddzova podjednotka ClpP v regulaci apoptotické drahy vyznamnou roli.
Oproti tomu jsem v neptitomnosti ClpP pozoroval zmény hladiny jednotlivych podjednotek
vSech péti komplexti dychaciho fetézce, coz podporuje soucasnou hypotézu, ze ClpP slouzi
jako dulezity protein kontroly kvality mitochondrialnich proteint a jeho nepfitomnost méa na
buniky negativni dopad. Soucasné vysledky ukazuji, ze ClpP ma dileZitou roli i v regulaci
mitochondridlni transkripce, protoze ovliviiuje hned nékolik proteind mitochondridlniho
transkripéniho aparatu. Také jsem naSel nckteré kandidatni proteiny na substraty ClpXP
proteazy a pomoci koimunoprecipitace pfipravil vzorky, jejichZz studium bude soucasti

pokracovani vyzkumu.
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