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Abstrakt

Cilem prace bylo pozorovat vliv inhibice funkce FTO na oxidativni metabolismus
aexpresni profil neuroenergeticky vyznamnych proteini v modelové linii lidskych
neuronalnich bunék SH-SYS5Y. FTO je enzym demetylujici N6-metyladenosin ve strukturach
RNA. Zmény v expresi enzymu jsou doprovazeny pomeérné Sirokym spektrem efektl

souvisejicich s energetickou homeostazou.

Mitochondrie jsou mistem tvorby energie, metabolicky vyznamnych substratt, ale také
potencidlné nebezpecnych reaktivnich forem kysliku a jinych molekul. V poptedi zajmu proto
bylo studium mitochondridlniho respiracniho fetézce. Experimenty vysokorezolu¢ni
respirometrie ukazaly, ze ovlivnéni bunck inhibitorem FTO je doprovazeno zménami
v mitochondrialni respiraci. Pozorovana byla zejména snizenda endogenni respirace bunék
a vyznamny pokles byl zaznamenan v maximalni a rezervni kapacité¢ elektron-transportniho
fetézce. Vys$si koncentrace pouzivaného inhibitoru navic vedla k markantnéj$Sim zménam
v respiraci. Dale byla metodou Western blotu kvantifikovana exprese komplexti dychaciho
fetézce. Ve shod¢ s vySe zminénymi vysledky se ukazalo, ze buiikky ovlivnéné inhibitorem
FTO maji snizené hladiny podjednotek nékterych komplext. Urcity pokles byl zaznamenan
u podjednotek komplext I a IV. Zdaleka nejvyraznéjsi rozdil byl vSak pozorovan u komplexu
II. Zadné zmény nebyly zjistény u podjednotek komplexu Il a ATP syntazy. Mitochondridlni
dysfunkci muze doprovazet nefyziologickd mira produkce ROS. Vyuzitim fluorescenc¢nich
sond H,DCFDA a DHE se podafilo naméfit vyssi hladiny ROS v ptipadé pokusné skupiny
bunék s inhibovanym FTO.

Druhym stézejnim tématem prace byla insulinova signalizace. Metodou Western blotu
byly identifikovany zmény v expresi vybranych proteini insulinové signalizacni drahy.
Po inhibici FTO se zvySily hladiny insulinového receptoru, a také insulin degradujiciho
enzymu. Pomé&ry p-Akt/Akt a p-p38/p38 se vyrazné snizily, naopak bylo pozorovéano zvyseni
poméru p-ERK/ERK. Bez signifikantnich zmén zistala exprese pl10 podjednotky PI3K
a pomér p-GSK3p/GSK3p.

Vysledky této prace naznacuji, Ze aktivita FTO ovliviiuje metabolické a signaliza¢ni
pochody uvnitt neuronalnich bunék. Dalsi studium tohoto enzymu muZe bezpochyby piispét

k hlubsimu pochopeni bioenergetickych pochodt nervového systému.

Klicova slova: FTO; mitochondrie; insulinova signalizace; rhein; energeticky metabolismus



Abstract

Aim of this thesis was to observe changes in oxidative metabolism and expression
of important neuroenergetic proteins in human neuroblastoma cell line SH-SYS5Y due
to inhibition of FTO. FTO is a RNA demethylase that uses N6-methyladenosine as substrate.
Differences in enzyme expression are connected to broad area of effects involving energy

homeostasis.

Mitochondria are cellular powerhouses, a key elements in production of energy
and metabolic substrates, yet a source of potentially dangerous reactive oxygen species
(ROS) and analogous reactive molecules. In order to better understand FTO purpose
in neuronal energetic metabolism, we examined mitochondrial respiratory chain. Using high-
resolution respirometry we were capable of observing impairment in mitochondrial
respiration after FTO inhibition. There was considerable decline in endogenous respiration,
maximal respiration rate and reserve capacity. In order to obtain more detailed view into
mitochondrial respiration, expression levels of electron-transport complexes were quantified
by Western blot technique. Slight reduction was identified in subunits of complex I and IV.
However, the most prominent alteration was seen in complex II subunit. There were no
differences in expression of complex III and ATP synthase subunits. Beside disrupted activity
of electron-transport system, ROS production can reflect mitochondrial dysfunction. By using
fluorescence probes, we managed to observe increased ROS production in cells treated with

FTO inhibitor.

Furthermore, we studied how FTO inhibition affects insulin signaling. Expression
of selected proteins involved in insulin signaling was detected by Western blot. Increased
levels of insulin receptor and insulin degrading enzyme accompanied FTO inhibition.
Additionally, decreased ratio of p-Akt/Akt and p-p38/p38 together with elevated ratio of
p-ERK/ERK was observed. Minimal difference was sighted in PI3K p110 expression or
p-GSK3B/GSK3} ratio.

Taken together, these results suggest considerable link between FTO activity
and neuronal signaling and metabolic actions. Further research could undoubtedly prove to be

beneficial in gaining knowledge about bioenergetics processes in the nervous system.

Key words: FTO; mitochondria; insulin signaling; rhein; energetic metabolism
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1 Uvod

FTO je demetyldza RNA, jejiz in vivo substratem je N6-metyladenosin (Jia et al.,
2011). Chemické modifikace nalezi mezi klicové regulatory biologickych procest. Odlisnosti
v chemickém slozeni nukleovych kyselin maji potencialni schopnost ovlivnit osud a funkci
téchto molekul v buiice. Zmény v lokalizaci, stabilité nebo interak¢nich vlastnostech molekul
RNA pak predznamenavaji skalu odlisné regulovanych bunécénych pochodt (Liu and Jia,
2014). FTO byl jednim z prvnich gend identifikovanych v souvislosti s geneticky
podminénou predispozici k obezité (Hinney et al., 2007). Rada néaslednych experimenti
na bunécné i organismalni Grovni odhalila spojitost aktivity proteinu FTO s mnozstvim

metabolickych a energetickych déju.

V poslednich letech se ukazuje, Ze naruseni bunéfného metabolismu centralniho
nervového systému a s tim souvisejici metabolické poruchy ziejmé mohou mit spojitost
s propuknutim neurodegenerativnich pochodt a se zhorSenim kognitivnich funkci u pacient
s mirnou kognitivni poruchou & Alzheimerovou demenci (AD) (Shen et al., 2014). Rada
nové¢jSich hypotéz usilujicich o vysvétleni etiopatogeneze AD klade diraz na poruchy
energetického metabolismu, ke kterym v pocatcich i pozdnim pribéhu onemocnéni dochazi.
Mezi tyto hypotézy patii napiiklad hypotéza "diabetu 3. typu" (de la Monte and Wands,
2008) vysvétlujici etiopatogenezi onemocnéni insulinovou rezistenci mozkové tkang,
¢i hypotéza inverzniho Warburgova efektu (Demetrius et al., 2014), ktera si v§ima poskozeni

funkce mitochondrii a snizené glykolytické aktivity mozku.

Defekty v mitochondrialnich funkcich ¢i insulinové signalizaci mohou vyustit
v naruseni bioenergetické rovnovahy, a byt tak Cinitelem ptispivajicim k rozvoji zavaznych
patologickych stavii. Z tohoto pohledu je velmi dilezité identifikovat vyznamné regulatory
energetické homeostaze mozku, coz miize pfispet k hledani efektivnich terapeutickych cest
v1écbeé ¢i prevenci neurodegenerativnich onemocnéni. FTO, nachéazejici se v fade
metabolicky aktivnich tkadni vcetné centralniho nervového systému, by mohl byt voditkem
k lepsSimu pochopeni procesii odehravajicich v kontextu energetického metabolismu

a moznosti jejich regulace.



2 Literarni prehled

2.1 FTO

Pocatky zkoumani FTO jsou asociovany s tzv. Fused toes mutaci u mysi. Heterozygotni
mutanti byli postizeni naruSenym procesem programované bunécné smrti a trpéli zavaznymi
vyvojovymi malformacemi v podob¢ abnormalnich kraniofacialnich struktur, poskozeného
hypotalamu ¢i srostlych prsti. Podstatou mutace byla delece v genomické sekvenci zahrnujici
6 po sob¢ jdoucich gend, mezi nimi i do té doby neidentifikovany gen FTO (van der Hoeven

et al., 1994; Peters et al., 1999).

Nasledné pokusy zasahujici cilené do FTO odhalily pon¢kud odlisné fenotypické
charakteristiky. Vedle zvySené postnatalni mortality vykazovaly mutantni mysi alterace
v télesné vaze a piijmu potravy, a také rustovou retardaci. Podobné projevy byly pozorovany
také po deleci FTO specificky v nervovém systému, coz naznacuje diilezitou roli centralné

lokalizovaného FTO (Gao et al., 2010).

Z tady animalnich studii vyplynulo, ze fenotypické projevy asociované s rizikovou
variantou FTO nastavaji v disledku pozménénych hladin exprese enzymu. Mysi s pfiliSnou
expresi tohoto enzymu vykazuji zvySeny piijem potravy a trpi nadvdhou (Church et al.,
2010), kdezto snizena exprese ma spise protektivni ucinky proti obezité (Church et al., 2009).
Uplné potladeni exprese se viak nezda byt efektivni strategii v boji proti obezité, nebot’ jak
bylo vySe zminéno, je doprovazeno fadou vyvojovych retardaci (Fischer et al., 2009). Ztrata
funkce FTO se miZze projevit narusenim ¢asného vyvoje organismu patrné v disledku zmény

funkce kritickych signaliza¢nich kaskad (Osborn et al., 2014).

U lidi je delece FTO genu spjata s mnozstvim zavaznych symptomu. Objevuje se taktéz
rustova retardace, a dale mikrocefélie, naruseni mozkovych funkci, vzacnéji i strukturalni
zmény v mozku a poruchy srde¢ni ¢innosti (Boissel et al., 2009). Méné zavazné, presto
nezéadouci disledky ma pro ¢lovéka polymorfismus FTO. V ramci celogenomové asociacni
studie byla identifikovana souvislost bodového polymorfismu (z angl. single nucleotide
polymorphism) FTO genu s predispozici jedinci k nadmérné télesné hmotnosti a jejich
nezadoucich komorbidit, jako je diabetes 2. typu, hypertenze a kardiovaskularni problémy

(Frayling et al., 2007).

Odchylky v genetickém useku koédujicim FTO jsou dale spojovany s rizikem ndstupu

mnoha neuropatologickych stavli jako mrtvice, epilepsie, deprese, naruSeni kognitivnich



funkci a Alzheimerova demence (Keller et al., 2011; Rivera et al., 2012; Rowles et al., 2012;
Timpson et al., 2009).

2.1.1 Maechanismus fungovani FTO

Vysledky bioinformatickych analyz zafadily FTO k rodin¢ a 2-oxoglutarat
a Fe'l-dependentnich dioxygenaz (Gerken et al., 2007), jejiz ¢lenové se Gicastni pochodii
oprav nukleovych kyselin, posttransla¢nich modifikaci histonti a metabolismu mastnych
kyselin (Loenarz and Schofield, 2008). In vivo substratem FTO je N6-metyladenosin (m6A)
ve strukturdch mRNA (Jia et al., 2011).

No6-metyladenosin je nejpocetnéjsi modifikaci mRNA (Wei et al., 1975). S vysokou
frekvenci je tato modifikace zastoupena i ve strukturach mozku, kde jeji tiroven navic roste
pfi maturaci neuroni (Meyer et al.,, 2012). Za vznik metyladenosinu jsou zodpovédné
metyltransferazy. Detailnéjsi molekularni mechanismus metylace N6-adenosinu nebyl
doposud zcela objasnén. Potlaceni funkce metyltrasferazy vSak vede k vyznamnym zméndm
genové exprese a odlisSnému alternativnimu  sestiithu (Dominissini et al., 2012).
Antagonisticky pusobici FTO by se tak mohl uplatiiovat jako diilezity epigeneticky regulator.
Spojitost demetylace m6A v disledku aktivity FTO a genové exprese jiz byla demonstrovana.
Mysi s knockoutem FTO méli zvySené hladiny m6A nékterych genti dopaminergni
signaliza¢ni drahy a exprese téchto genti byla zaroven redukovana (Merkestein et al., 2014).
Pii nadmémé expresi FTO ve svalovych bunkach bylo identifikovano nad 1000 odlisné
regulovanych gent (Bravard et al., 2014). Pomérné recentni vyzkum také ukazal na spojitost
FTO se sesttthem mRNA. Nezbytnd role FTO fizené demetylace m6A byla pozorovana
v procesu diferenciace adipocytii (Merkestein et al., 2015; Zhao et al., 2014a).

Avsak kromé pfimé demetylacni aktivity pasobi FTO ziejmé jesté jinymi mechanismy.
Nékteré recentni studie naznacuji schopnost tohoto enzymu ovliviiovat expresi jinych geni
skrze interakce na velkou vzdalenost (Jowett et al., 2010; Ragvin et al., 2010; Smemo et al.,
2014). Jinde se hovoii o FTO jako o senzoru zivin. Pivodni hypotéza, ze by FTO mohl
ovliviiovat energeticky metabolismus jakozto senzor 2-oxoglutaratu vSak byla vyvracena
vpraci Ma a spol. (Ma et al., 2012). Odlisna teorie pfitazuje FTO funkci senzoru
cirkulujicich aminokyselin spiSe nez hladin 2-oxoglutaratu (Gulati et al., 2013; Cheung et al.,

2013).

2.1.2 FTO a bioenergeticky metabolismus

Z vysledkli vyzkumu vyplyva silny vztah mezi aktivitou FTO a energetickym

metabolismem. FTO je exprimovan v mnoha vysoce metabolicky aktivnich tkanich, jako je



CNS, kosterni svalstvo, srdce, jatra, slinivka a tukova tkan. Regulace FTO mRNA je davana
do souvislosti s ovlivnénim exprese genl ucastnicich se procesi glukdézové homeostaze -
geny kodujici neurotrofni faktory (TNF, NFkB1), AMP-aktivovanou proteinkinazu (AMPK),
insulinovy (INS) gen ¢i gen KCNJ11 kodujici Katp kanal (Pitman et al., 2012; Zhao et al.,
2014b). Knockdown FTO je v buiikach doprovazen zménami hladin ATP a miry vychytavani
glukézy, pricemz pribéh téchto zmén je zavisly na typu bunék (Pitman et al., 2012).
V pankreatickych B bunkach a ve svalech je exprese FTO spojena s oxidativnim stresem
a ovliviuje insulinovou senzitivitu (Bravard et al., 2011; Fan et al., 2015). Nedostatek FTO
v adipocytech vede k odptazeni dychaciho fetézce a ke zvySeni produkce odpiahujiciho
proteinu UCP-1 (Tews et al., 2013). V jaterni tkani interaguje FTO s Ileptinem
a signalizanimi drahami signdlniho pfenaSece a aktivatoru transkripce STAT3 - dllezitého

regulatoru mitochondrialniho i glukézového metabolismu (Bravard et al., 2014).

FTO pisobi nejen na periferii, ale podili se na regulaci i skrze centralni mechanismy.
Centralné lokalizovany FTO hraje v regulaci energetické homeostaze pravdépodobné stézejni
roli, nebot’ knockout FTO specificky pro mozkové struktury vykazuje stejny fenotyp jako pfi
deficienci enzymu v celém organismu (Gao et al., 2010). Vysoké hladiny FTO v mozku
a zejména v hypotalamickych jadrech (nc. arcuatus, nc. paraventricularis, nc. dorsomedialis,
nc. ventromedialis) podporuji piedstavu o schopnosti FTO ovliviiovat apetitivni chovani
a pfijem potravy (Fredriksson et al., 2008). Na molekularni urovni byla odhalena interakce
FTO s dopaminergni transmisi stfedniho mozku (Hess et al., 2013). Ma také vliv
na signalizacni kaskady zahrnujici Ca2+/kalmodulin dependentni proteinkinazu II (CaMKII)
a protein vazajici cAMP-responzivni element (CREB). Pfi nadmérné expresi FTO interaguje
s CaMKII, ¢imz prodluzuje dobu plisobeni transkripéniho faktoru CREB, a tim kvantitativné
ovliviiyje expresi jeho substratli (mozkovy neurotroficky faktor BDNF, receptor neuropeptidu
Y) (Lin et al, 2014). Oba tyto proteiny byly v minulosti identifikovany ve vztahu
k energetické homeostaze (Thorsell and Heilig, 2002; Yang et al., 2016). Rizikové SNP
varianty genu pro FTO mohou negativné ovlivnit celkovou velikost mozku ¢lovéka (Ho et al.,
2010) i vyssi kognitivni funkce (Benedict et al., 2011). ZvySuje se také riziko rozvoje mirné
kognitivni poruchy a Alzheimerovy choroby, zejména u pacientli s rizikovou alelou
apolipoproteinu APOE4 (Keller et al., 2011; Shen et al., 2014). Mira exprese FTO také
ovliviiyje fosforylaci proteinu tau v bunééném modelu neurondlnich SH-SYS5Y bunék (Jason

T Fong et al., 2013).
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2.1.3 Inhibitor FTO: rhein

v

Z tady testovanych sloucenin byl jako nejpotentnéjsi inhibitor FTO identifikovan rhein.
V ramci in vitro studii byla odhalena jeho schopnost kompetitivn€ se vazat do aktivniho mista
na FTO. Pasobeni rheinu bylo doprovazeno vzristem m6A v mRNA, pfi¢emz tato schopnost
inhibovat demetylaci m6A se ukéazala byt zavisla na pouzité koncentraci rheinu (Chen et al.,

2012).

Utinky rheinu jakoZto bioaktivni latky obsazené v rebarbote (Rheum palmatum), ktera
je soucasti tradicni ¢inské mediciny, byly studovany nezavisle na znalostech o jeho
inhibi¢nich schopnostech. Zajimavé je, Ze se pii tom opakovan¢ objevovaly vysledky o
ovlivnéni metabolismu zivin (Liu et al., 2001; Sheng et al., 2011; Zhang et al., 2012; Zheng et
al., 2008) nebo funkce mitochondrii (Du et al., 2013; Liu et al., 2013; Mao et al., 2017).

Nevyhodou farmakologického zasahu mize vsak byt nizka mira selektivity pouzitého
farmaka. Li a spol. zjistili, Ze rhein je schopen inhibovat nejen FTO, ale i dalsi ¢leny AIkBH
rodiny (Li et al, 2016), nalezici k superrodin 2-oxoglutarat a Fe"-dependentnich

dioxygenaz.

2.2 BIOENERGETIKA MOZKOVE TKANE

Ackoliv prispiva k hmotnosti ¢loveéka pouhymi 2%, procesy zajiStujici normalni
mozkové funkce disponuji vysokymi energetickymi pozadavky a narokuji si az pétinu
celkové télesné spotieby kysliku (Jain et al., 2010). Energie je nezbytna pro vedeni akénich
potencidlli v neuronech, pro transmisi signali a umoziuje zachovani neuroplasticity. Neni
proto divu, ze deficity v distribuci energie pak vyustuji v nedostatecnou nervovou aktivitu
a pfispivaji ke starnuti ¢i neurodegenerativnim pochodim (Lam et al., 2009; Mattson and

Magnus, 2006; Yap et al., 2009).

2.2.1 Insulinova signalizace

Za urcitych podminek, jako naptiklad pifi hladovéni, dokazi pokryt naroky mozkové
tkané ketolatky, nicméné hlavnim energetickym substratem je glukoza (Cunnane et al., 2016).
V neuronalnich bunkach, které postradaji schopnost tvorby zasobniho glykogenu, je
ptitomnost glukézy v buikach zavisla na vychytdvani tohoto paliva z okolniho prostiedi
pomoci glukézovych pienasect. Existuje fada isoforem glukozovych transportérti, ptfiCemz
jejich exprese je bunécné specificka. Na astrocytech je dominantni isoforma GLUT1, zatimco

neurony exprimuji hlavné vysokoafinitni a vysokokapacitni GLUT3 (McEwen and Reagan,
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2004). Nekolik studii vSak naznacuje u urcitych neurondlnich populaci také ptitomnost
GLUTH4, transportéru vyznamného pro insulin senzitivni tkan¢ (Brant et al., 1993; Leloup et
al., 1996; El Messari et al., 1998). Vétsina GLUT4 je v bunikach pfitomna v transportnich
vaccich a teprve po pfijeti signalu ve formé insulinu se GLUT4 rychle zaclenuje

do membrany a zprostfedkovava absorpci glukozy (Malide et al., 1997).

Kromé¢ potencidlniho ovlivnéni vychytavani glukdézy ma insulinova signalizace v mozku
fadu jinych vyznamnych roli. Podili se na regulaci energetické homeostaze a piezivani
neuront (Plum et al., 2005). Doposud byla identifikovana spojitost centrdlni insulinové
signalizace s regulaci metabolismu zivin, télesné hmotnosti a ovlivnénim piijmu potravy,
stejn¢ jako s procesy neuronalniho vyvoje a kognitivnimi funkcemi (Gaspar et al., 2016).
Odchylky v insulinové signalizaci mohou pfispivat k aberantnimu stavu organismu. Rozviji
se ruzna metabolickd onemocnéni a piibyvaji dikazy o souvislosti s neuropatologickymi
chorobami (Frolich et al., 1998; Takahashi et al., 1996). V poslednich letech je intenzivné
zkoumdna zejména spojitost s Alzeimerovou chorobou (AD). Mozek pacientl trpicich AD
vykazuje snizené hladiny insulinového receptoru a narusenou signalni drahu, ktera ma
pravdépodobné pfi¢innou souvislost s rozvojem markerdt AD jako je hyperfosforylace tau
a intracelularni tvorba B-amyloidnich plakti (de la Monte and Wands, 2008; Mullins et al.,
2017; Sajan et al., 2016).

Podobné 1 pfitomnost insulin degradujiciho enzymu (IDE) v mozku podporuje hypotézy
o vyznamu centralni insulinové signalizace. IDE byl identifikovan v n€kolika mozkovych
oblastech, s celularnim vyskytem zejména v neuronech, ale téz v gliovych a endotelovych
bunkach (Bernstein et al., 2008). Aktivita IDE je ¢asto zminovana ve spojitosti s AD, jelikoz
IDE je schopen rozkladat kromé insulinu také B-amyloid. Pfi expozici malému mnozstvi B-
amyloidu je IDE upregulovan, ale za vysokych hladin amyloidu za¢ne byt degradativni
¢innost IDE nedostate¢nd a zvySena piitomnost insulinu pak ziejmé vede k rozvoji insulinové

rezistence mozkové tkan¢ (Lynch et al., 20006).

2.2.1.1 Signalizacni kaskdda

Insulin zprostfedkovava Sifeni signalu do buiiky prostfednictvim insulinového receptoru
(IR). Z prekurzorového proteinu mohou alternativnim sestfihem vznikat 2 varianty receptoru,
které se ziejmé odlisuji v tkanové specifité. Delsi z variant, IR-B, je pfednostné lokalizovan
na periferii v klasickych insulin senzitivnich tkanich, kdezto IR-A je rozSifen v mozku
(Kosaki et al., 1998; Suzuki et al., 2012). Insulinovy receptor je heterotetramer o 2 o a 2 3
podjednotkach (Ebina et al., 1985; Ullrich et al., 1985). Nalezi mezi receptory s tyrozin

kindzovou aktivitou, po stimulaci ligandem dochazi k autofosforylaci, a tim ke zvySeni
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aktivity receptoru (Tornqvist et al., 1987). Aktivovany receptor nasledné §ifi pfijaty signal
aktivaci fady efektorovych molekul skrze fosforylaci jejich tyrozinovych zbytkli. MnozZstvi
téchto intracelularnich substrati zapojenych v odpovédi na insulin vypovidd o vysoké
komplexité insulinové signalizace. Mezi nejvyznamnéjsi skupinu patii rodina IRS, zejména
pak IRS-1 a IRS-2. IRS-1 se ucastni v procesech na periferii a pii regulaci télesného rustu,
aktivita IRS-2 byla pozorovana v souvislosti s kolisanim télesné hmotnosti, glukézovou
homeostazou i riistu mozku. Fosforylace IRS vede k aktivaci dalSich slozek signalni kaskad,
ato zejména drah PI3K/Akt a MAPK (White, 2003). Ilustrativni schéma insulinové

signalizace v neuronalnich buiikach je na obrazku (Obr. 1).

PTEN
(Mmaci)
8
pp70 S6 kinase / | \
Glucose transport Eg:; Katp
tau l
Gene expression AKT

Protein synthesis (PKB}\‘GSK-SH
and i T

neuronal survival
FOXO-1

+ (FKHR)

Gene transcription

tau

TRENDS in Endocrinology & Matabolism

Obr. 1 Insulinovd signalizace. Vazba insulinu na receptor iniciuje signalizaéni pochody regulujici
mnozstvi biologickych efektt. Tyrozin-kinazova aktivita receptoru vyustuje ve fosforylaci specifickych
tyrozinovych mist na IRS. Do téchto mist se pak vazi proteiny obsahujici SH-2 (src-homology-2) domény,
jako naptiklad p85 podjednotka PI3K, Grb 2 nebo Syp. Vazbou zprostfedkovana aktivace ptisluSnych
proteini vede na jedné strané k fosforylaci PIP2, a na druhé k aktivaci drahy Ras/MAPK. MnozZstvi
efektorovych signalnich molekul zapojenych v té€chto procesech zajistuje ve vysledku spektrum
rozmanitych biologickych efektl, zahrnujic regulaci genové transkripce, syntézu proteinti, apoptotické
procesy ¢i fosforylaci tau. Zkratky: FOXO-1, forkhead box protein O1A; Grb2, adaptorovy protein 2
pro receptor ristového faktoru; Jak, janus kindza; MAPK, mitogenem aktivovana proteinkindza; mSOS, son
of sevenless; ObRb, leptinovy receptor; PDK, protein-dependentni kinaza; PI3K, fosfatidylinositol
3-kindza; PIP2, fosfatidylinositol 4,5-difosfat; PIP3, fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat; PTEN, fosfataza
a homolog tensinu; Ras, Ras malda GTPaza; Syp, proteinova tyrozinfosfatdza. Pievzato z: (Plum et al.,
2005).
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2.2.1.1.1 PI3K/Akt

PI3K/Akt je drdha majici esencidlni roli pii piezivani bun€k, vychytavani glukozy a jeji
utilizaci. PI3K je kinadza sklddajici se z katalytické (p110) a regulacni (p85) podjednotky,
schopna fosforylovat nejen proteiny, ale i fosfolipidy. IRS interaguje s p85 podjednotkou
PI3K, coz vede k zacileni enzymu do bunétné membrany, kde dojde fosforylaci PIP2
k tvorbé k PIP3. ZvySeni hladin PIP3 je signalem k rekrutmentu a aktivaci dalSich proteind,
které obsahuji PH doménu (pleckstrin homologni doména). Dilezitym proteinem je Akt
kinaza (n¢kdy také PKB). Akt moduluje metabolismus vicero cestami. Svou fosforylacni
funkci jednak inaktivuje TSC komplex, ¢imz aktivuje mTORCI1, a v dasledku toho je
ovlivnéna translace proteinii a bunécny rust. Fosforylace ptisobi inhibi¢né také na GSK3p.
Bézné pak v bunkach klesa syntéza glykogenu, ale v neuronech je signalizace GSK3f
asociovana s odliSnymi procesy. KliCovou roli hraje pfi vyvoji neuronti a reorganizaci
cytoskeletu. Cinnosti Akt také dochazi k inaktivaci transkripéniho faktoru FOXOI,
vyznamného reguldtoru metabolickych pochodl (Gaspar et al., 2016; Lu et al., 2012).

2.2.1.1.2 MAPK

MAPK jsou dulezitym prevodnikem extracelularnich stimulli do bunéénych signald.
Jednim z téchto stimulll je pravdépodobné také insulin a s nim souvisejici efektorové latky.
Aktivace IR vede k vazbé molekul vyustujici ve spusténi Ras/ERK1/2 drahy. Kinazy ERK
jsou dale schopné fosforylovat proteiny cytoskeletdlni i signalni, véetn¢ jinych MAPK
¢i aktivatoru transkripce v jadie (Blazquez et al., 2014). Jinou z kinaz, kterd se ukazala byt
ovlivnéna po stimulaci insulinem je p38 MAPK (Antonescu et al., 2005). Tento enzym je
spojovan prevazné s odpovédi buniky na stres a v mozku pak s neurozanétlivymi procesy,
ale jeho biologicka funkce bude ziejmé piesahovat tento typ odpovedi (Roux a Blenis, 2004).
Jak vyplyvé z nekterych studii, p38 se podili pravdépodobné také na kontrole neurondlnich
funkci. V kontextu AD se p38 ukazuje jako molekula ovlivitujici synaptickou plasticitu
a vysoka imunoreaktivita p-p38 byla pozorovana v neuronech postizenych amyloidnimi plaky

a hyperfosforylovanym tau (Giraldo et al., 2014; Lauretti and Pratico, 2015; Sun, 2003).

2.2.2 Mitochondrie

Nezbytnou soucast energetického metabolismu bunék tvofi mitochondrie. Vznik
mitochondrii se odhaduje na dobu pfed vice nez 1,45 mld. lety procesem endocytozy
obligatorné nebo fakultativné anaerobni bakterie predchiidcem eukaryotickych bun¢k (Martin
et al.,, 2015). Jako pozlstatek této udalosti obsahuji vlastni cirkularni genom, ktery byl

v prabéhu evoluce znacné zredukovan prechodem genii do jaderné DNA. Z ptibliznych 1500

14



mitochondridlnich proteinii je pouze 13 zakddovano v mitochondridlni DNA (Taanman,

1999).

Mitochondrie jsou organely dynamicky ménici svou strukturu. Bézné podléhaji zménam
velikosti, po¢tu a tvaru diky procesim d¢leni, fragmentace ¢i fuzovani. Tato tzv.
mitochondrialni dynamika umoznuje spravné fungovani, bez kterého by byla naruSena jak

deédi¢nost mtDNA, tak regulace energie (Chen and Chan, 2009).

2.2.2.1 Stavba

Podobn¢ jako bakterie maji také 2 membrany, které jsou funkéné odlisné a mezi nimiz
se utvaii mezimembranovy prostor. Vnéjsi membrana je bohat¢ osazena poriny a pomerné
nespecificky propousti soluty do 10 kDa. Jsou v ni zanofeny 1 specializované pienaSece (napf.
TOM), kanaly (VDAC), pro-apoptotické proteiny a oxidazy. Vnitini membrana mé specifické
slozeni zahrnujici fosfolipid kardiolipin a tplnou absenci cholesterolu. Obklopuje
makromolekularné¢ bohaty vnitfek mitochondrie zvany matrix, kde se rozprostira
mitochondrialni DNA a ribosomy, proteiny katalyzujici reakce Krebsova cyklu (TCA), beta-
oxidace a pyruvatdehydrogenazového aparatu, a v neposledni fadé¢ mnozstvi rozpusténych
molekul jako O; ¢i CO,. Ve vnitini mitochondridlni membrané jsou vedle transportérovych
proteini TIM a SAM zakotveny enzymy elektron-transportniho systému a oxidativni
fosforylace (Nicholls et al., 2013a). Invaginaci vnitini membrany vznikaji vchlipeniny, kristy,
diky ¢emuz je povrch membrany mnohondsobné zvétSen. Jako divod se uvazuje i lokalni

zvyseni hustoty naboje/pH ke stimulaci ATP syntazy (Cogliati et al., 2016).

2.2.2.2 Mitochondrie a bunécnd energetika

Bylo zminéno, ze hlavnim energetickym substratem mozku je gluk6za. Aby mohla byt
vyuzita, je v bunkach fosforylovana hexokinazou na gluk6za-6-fosfat, a dale zpracovana
v procesu glykolyzy za vzniku pyruvatu, ATP a NADH. Pyruvat pak muze vstoupit
do mitochondrie, kde je  metabolizovan  pyruvatdehydrogenazovym  systémem
na acetylkoenzym A a nasledn¢ zpracovan TCA cyklem pro pohon oxidativni fosforylace
a tvorbu univerzalniho energetického platidla, ATP. Cinnosti mitochondrii pfipad4 stézejni
podil v bioenergetickém metabolismu. Oxidaci glukozy se tvoii daleko vice energie ve formé
ATP nez pii glykolyze (Magistretti and Allaman, 2015). Neurony jsou na oxidativni
fosforylaci v podstaté zavislé, na rozdil od jinych bunécnych typt nejsou schopné prechodu

na glykolytickou produkci ATP pii omezené respiraci (Knott et al., 2008).

Mitochondrie jsou multifunkéni organely, které kromé respirace spirazené s oxidativni

fosforylaci zajistuji i fadu odliSnych, avSak propojenych funkci. Pfispivaji k odpovéedi
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na bunécny stres a ucastni se redoxni a vapnikové signalizace. Schopnosti spustit

programovanou bunéc¢nou smrt rozhoduji o piezivani bunék (Nunnari et al., 2012).

Adaptace k ménicim se bioenergetickym pozadavkim bunky je nezbytnou schopnosti
mitochondrii. ZvySena poptavka po ATP, naptiklad pti cviceni, je doprovazena piibyvanim
mitochondrialniho obsahu a vzristem aktivity. Naopak na vysokou dodavku zivin reaguje
fada bunék utlumenim mitochondrialni biogeneze a stimulaci procest glykolyzy, syntézy
glykogenu a tvorby tukovych zasob (Liesa and Shirihai, 2013). Schopnost reagovat na ménici
se metabolicky status je zprostfedkovana bunécnymi senzory. Mezi né se fadi AMPK
a NAD'-dependentni deacetylaza, Sirtl. AMPK je aktivni pfi zvySeni poméru AMP:ATP,
typicky pfi zvyseni vydeje nebo snizeni piijmu energie. Fosforylaci fady substrati pak
vyvolava upregulaci katabolickych drah a oxidativni fosforylace na tkor inhibice procest
anabolickych, véetné bunééného ristu a proliferace. Sirtl odpovida na narist hladin NAD"
pii hladovéni a skrze ovlivnéni transkripéniho faktoru PGCla iniciuje sekvenci dé&ji
k optimalizaci mitochondrialni produkce ATP pro zadouci bunény stav (Gao et al., 2014).
Odpovéd nutricnich senzort je také tkanove specifickym jevem. Hypotalamicka AMPK ma
navic dualezitou spojitost s funkcemi regulace piijmu potravy a je citlivd k metabolickym

signalim z periferie (Lopez et al., 2016).

2.2.2.3 Bunécnd respirace

Respirace je sledem reakci, které maji za ukol konvertovat pfijaté Ziviny

do bioenergetickych substrati vyuzitelnych pro bunééné procesy.

Oxidaci substratti v TCA v matrix mitochondrii vznikaji redukované koenzymy NADH
a FADH,, dotujici elektrony komplexim elektron-transportniho systému (ETS) ve vnitini
mitochondridlni membrané. Zde je energie elektroni zpracovana sérii redoxnich reakci
avyuzita k pfenosu protoni z matrix do mezimembranového prostoru a budovani
elektrochemického potencidlu. Ten je dale utilizovan k aerobni fosforylaci ADP na ATP

aktivaci ATP syntdzy, ale i k jinym procesiim, napf. importu proteinti nebo transportu iontd.

Vedle zminénych koenzymu tvoii ETS (Obr. 2) 4 multiproteinové transmembranové
komplexy: NADH-dehydrogenaza, sukcinat-dehydrogendza, cytochrom c-reduktaza,
cytochrom c-oxiddza; a 2 pohyblivé pfenaseCe: koenzym Q (ubichinon) a cytochrom c

(Nunnari et al., 2012).
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Obr. 2 Prehled komplexd a mobilnich elektronovych pienasect elektron-transportniho systému na vnitini
mitochondridlni membrané. Komplexy I, III a IV jsou spojeny s pienosem protonli z matrix
do mezimembranového prostoru. Komplex V (ATP syntaza) vyuziva gradient protoni k fosforylaci ADP.
ProtoZze je koneénym akceptorem elektronti kyslik, nazyva se mitochondridlni tvorba ATP oxidativni
fosforylaci. Zkratky: ADP, adenosindifosfat; ATP, adenosintrifosfat; IMS, mezimembranovy prostor;
NAD, nikotinamidadenindinukleotid; Pi, fosfat ; Q, ubichinon; QH2, ubichinol; AY, membranovy
potencial. Pfevzato ze: (Sazanov, 2015).

2.2.2.3.1 Komplex |

Komplex I pfedstavuje svymi cca 40 podjednotkami o celkové molekularni hmotnosti
Citajici pfiblizné 1 MDa nejvétsi komplex respiracniho fetézce. Pro transfer elektronti se zde

nachazi flavinmononukleotid (FMN) a 7-8 Fe-S redoxnich center.

Respirace je zahdjena oxidaci NADH na FMN. Dvéma elektrony redukovany FMNH: je
dale reoxidovan ve dvou krocich, vzdy za uvolnéni jednoho elektronu a jeho pfenosu sérii Fe-
S center, pficemz ptechodn¢ vznika radikalova forma FMNH--. Oba elektrony jsou nakonec
vyuzity k redukci ubichinonu na ubichinol. Cely proces je spiazen s transferem 4 H+ z matrix
mitochondrie do mezimembranového prostoru a tvorbou elektrochemického potencidlu

(Sazanov, 2015).

2.2.2.3.2 Komplex Il

Komplex II je naopak nejmensim, zhruba 140 kDa velkym komplexem o 4 jaderné
kédovanych podjednotkach. Pies kovalentné vazany FAD, katalyzujici pfeménu sukcindtu
na fumarat je pfimo spojen s TCA. Sukcinatem redukovany FADH; odevzdava oba elektrony
pomoci 3 Fe-S center na ubichinon, nedochazi vsak k Zzadnému pienosu protonl pies

mitochondridlni membranu (Maklashina and Cecchini, 2010).
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2.2.2.3.3 Ubichinon

Ubichinon je mobilni pfenaSe¢ vyskytujici se uvnitt vnitini mitochondridlni membrany.
Po redukci komplexem I nebo II, ale i dalSimi mitochondrialnimi enzymy (ETF-ubichinon
oxidoreduktaza, dihydroorotdt dehydrogenaza, glycerolfosfat dehydrogenaza) putuje
ve form¢ ubichinolu ke komplexu III (Nicholls et al., 2013b).

2.2.2.3.4 Komplex I

Komplex III reoxiduje ubichinol procesem oznacovanym jako Q cyklus. Ubichinol,
ktery se navaze do Qo mista komplexu odevzda jeden elektron na Rieskeho Fe-S centrum,
druhy je pfijat molekulou hemu bL. Elektron z Fe-S klastru putuje ptes cytochrom c1 piimo
na dal$i mobilni pfenasec¢, cytochrom c. Elektron z hemu bL se pfesune nejprve na hem bH
a nasledné je v misté¢ Qi vyuzit k redukci jiné molekuly ubichinonu za vzniku semichinonu.
Az prii reoxidaci noveé prichozi molekuly ubichinolu, ktera je zdrojem dalsich 2 elektront, je
semichinon plné redukovan na ubichinol, opousti Qi misto a mize se zapojit do respiraéniho
cyklu v Qo misté. Oxidaci dvou molekul ubichinolu je tak pieneseno po 2 elektronech a 4 H"

(Crofts, 2004).

2.2.2.3.5 Cytochromc

Cytochrom ¢ se nachazi v mezimembranovém prostoru, navazan na vnéjSim listu vnitini
mitochondridlni membrany, kde slouZzi k transferu elektrond z komplexu III na finalni slozku
respiraniho fetézce, komplex IV. Na rozdil od ubichinolu je cyt ¢ schopen piendset pouze
jeden elektron (Lange and Hunte, 2002). Cyt ¢ navic zastava dualezitou signalizacni funkeci.
Pokud je uvolnén z mitochondrie do cytosolu, je rozpoznan jako pro-apoptoicky signal

a buiika je urCena k degradaci (Liu et al., 1996).

2.2.2.3.6 Komplex IV

Kone¢nym akceptorem elektront je enzym cytochromoxidaza redukujici O> na H>O.
Komplex IV tvoii 10 jadernych a 3 mitochondridlné¢ kodované podjednotky. Esencialni
v transportnim mechanismu jsou podjednotky COXI a COXII. COXI obsahuje hem a
a bimetalické centrum hem a3/CuB, COXII pak zahrnuje 2 atomy médi v centru CuA. CuA
odebird elektrony z cyt c, pfenasi je na hem a a centrum hem a3/CuB, kde jsou vyuzity
k redukci O,. K elektrochemickému potencialu ptispiva komplex IV pifenosem protonii
z matrix do mezimembranového prostoru. Za 4 pfijaté elektrony (ze 4 cyt ¢) jsou preCerpany

4 H" a soucasné vytvofeny 2 molekuly H>O redukci O, (Yoshikawa et al., 2012).
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2.2.2.3.7 F1-Fo ATPaza

Nastradany protonovy gradient generovany komplexy I, III a IV je hnaci silou F1-Fo
ATPazy (alt. ATP syntazy). F1-Fo ATPéaza, n¢kdy téz oznaCovand jako paty komplex
dychaciho tetézce, se skladd z 16 podjednotek uspotadanych do 2 molekularnich celki: F1

a Fo.

Hydrofilni FI motor je situovdn do mitochondridlni matrix a obsahuje po 3
podjednotkach o a B a v jedné kopii podjednotky vy, o, €. F1 zajistuje syntézu ATP nebo
v ptipad¢ reverzniho chodu jeho hydrolyzu. Fo rotor vazany ve vnitini mitochondrialni
membrané piendsi protony po jejich elektrochemickém gradientu. U savch je Fo jednotka
tvofena 8 do kruhu usporadanymi podjednotkami ¢ a proteiny a, b, d, e, f, g, (A6L), F6.
Spojeni obou ¢asti F1-Fo ATPazy je realizovano dvéma proteinovymi vlakny. Podjednotky vy,
0, € komplexu F1 utvaii hlavni vlakno. Periferni stonek je tvofen z podjednotek b, d a F6

komplexu Fo a proteinu citlivého k oligomycinu (Baker et al., 2012; Jonckheere et al., 2012).

Mechanizmus syntézy ATP je zalozen na spfazeni proton-motivni sily
elektrochemického gradientu s konformacnimi zménami, které ve vysledku umoznuji
fosforylaci ADP. Protony pfechazejici z mezimembranového prostoru do matrix pres
komplex Fo zptsobuji rotaci ,,c8kruhu“ a s nim spojené¢ podjednotky y a & Rotujici
asymetricka y podjednotka vynucuje zménu konformace v Kkatalytickych mistech o33
hexameru F1. Pienos 8 protonii umoznujici otocku podjednotky o 360° vede k a syntéze 3

molekul ATP (von Ballmoos et al., 2009).

2.2.2.4 Mitochondridlni ROS produkce

Elektron-transportni fetézec je také mistem produkce ROS, vysoce reaktivnich molekul
odvozenych z kysliku nebo vody, které jsou v pfipadé¢ abnormalniho vyskytu zdrojem
nezaddouciho bunécného stresu a poskozeni bunécnych elementd. Za bézného chodu ETS
se 1-2% O3 neuplné redukuje a vznika superoxid (Sas et al., 2007). Nevyvazenost produkce
superoxidu pak vede k tvorbé H,O> (Loschen et al., 1974). Transientni produkce ROS ma
sviyj fyziologicky vyznam. V mozku je naptiklad zapojena do fenoménu synaptické plasticity.
Bylo demonstrovano, ze ROS moduluji dlouhodobou potenciaci, a tudiz procesy uceni
a formovani paméti. Nerovnovdha v tvorbé ROS vSak mize vést k poSkozeni mitochondrii.
Mitochondrialni dysfunkce, at’ uz je jejim zdrojem neadekvatni redoxni ¢i vapnikova
signalizace, abnormélni mitochondridlni dynamika nebo naruSend oxidativni fosforylace je
spojovéna s neurondlnimi defekty, které ptispivaji k patogenezi neurodegenerativnich chorob

(De Felice and Ferreira, 2014).
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2.2.3 Stret insulinové signalizace a mitochondrialni aktivity

Na jedné stran¢ zminéné vlivy insulinové signalizace a na druhé bioenergeticky piinos
mitochondrialni respirace nejsou dvéma nezavislymi pochody. Insulinova signalizace
a mitochondrie mohou vzajemné svou ¢innost ovliviiovat nebo jsou soucasn¢ regulovany

bunécnymi procesy spusténymi v odpoveéd’ na rtizné ptrichozi vyzvy.

Jednou z cest je zminéna aktivace Sirtl-PGCla drahy pii vzristu poméru
NAD'/NADH. Deacetylace PGCla vede jednak ke zvySeni pfijmu a utilizace substrat,
jednak je stimulovdna biogeneze mitochondrii a vzrista respirace. (Gao et al., 2014). Krom¢
toho, Ze Sirtl indukuje sekreci insulinu v pankreatickych B bunkach, nékolika cestami
zasahuje také do insulinové signalizac¢ni drahy. V insulin senzitivnich bunkach reguluje
fosforylaci IRS-1, IRS-2 a Akt kindzy (Liang et al., 2009). Mysi SINKO (s neuronalné-
specifickym knockoutem Sirtl) disponovali zvySenou citlivosti tkani k insulinu.
V hypotalamické bunécné linii s inhibovanym Sirtl byla po podani insulinu potenciovana
fosforylace Akt a FOXO1 (Lu et al., 2013). Dilezité pfitom je misto, kde k fosforylaci
dochazi. Fosforylace FOXO1 Akt kinazou vede k jeho ubiquitinaci a degradaci (Matsuzaki et
al., 2003), ale ptisobenim proteinkindz na jinych serinovych/treoninovych zbytcich nez pfi
fosforylaci Akt kindzou mulze byt iniciovano posileni transkripéni aktivity FOXOI
(Tikhanovich et al., 2013) a s nim asociované snizeni oxidace NADH. Pokles poméru
NAD/NADH ve vysledku vede k pozastaveni transkripce enzymi Gcastnicich
se metabolismu a mitochondridlnich funkci (Cheng et al., 2009). Mezi kinazy schopné

fosforylovat FOXOI1 patii také ERK1/2 a p38 (Asada et al., 2007).

Aktivni Akt kindza je schopna translokovat do mitochondrii a fosforylovat zde
lokalizované proteiny. Mezi identifikované substraty Akt kindzy po jeji akumulaci
v mitochondriich patii f podjednotka ATP syntazy a GSK3p (Bijur and Jope, 2003). Pokusy
s konstitutivné aktivni mitochondridlni GSK3f ukézaly, ze nadmérna aktivita je nezadouci
a vede k fad¢ mitochondrialnich defektd (pokles aktivity komplexu I, snizend tvorba ATP,
zvySeni produkce ROS) (King et al., 2008). Mitochondridlni GSK3f je také schopna
inaktivace pyruvatdehydrogendzy (Hoshi et al., 1996). Regulaci GSK3p pomoci fosforylace
na zbytku Ser9, jez vede k potlaceni aktivity enzymu, by tak mohla byt zachovana, ne-li

dokonce stimulovana kapacita elektron-transportniho procesu.

V mitochondriich vznikajici H> O, mtze piimo regulovat insulinovou signalizaci pies
redoxné-senzitivni  cysteinové zbytky ve strukturdch insulinového receptoru (IR)
a insulinového receptorového substratu (IRS). Autofosforylace IR spusténd vlivem H>O> ma

ziejm¢e signifikantni vyznam pro neurony. Persiyantseva a spol. ve své praci ukazuji, ze
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k aktivaci neuronalnich insulinovych receptorii je potieba nejen vazba insulinu, ale i dosazeni
ur¢it¢tho prahu signalizace H»O.. Autofi také spekuluji o moznosti rozvoje centralni
insulinové rezistence v dusledku naruseni mitochondrialni H,O, signalizace (Persiyantseva et

al., 2013).

21



3 Cile prace

1. Charakterizovat zmény ve funkci mitochondridlniho elektron-transportniho fetézce
v neurondlnich SH-SYS5Y buiikkdch navozené farmakologickym blokovanim FTO

demetylazy rheinem.

2. Sledovat vliv inhibice FTO demetylazy rheinem na expresi vybranych proteint

insulinové signalizace v neuronalni bunécné linii SH-SYSY.
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4 Material a metody

4.1 Kultivace bunék

Jako experimentalni model byla pouzita lidskd neuroblastomova bunécnd linie
SH-SY5Y (American Type Culture Collection). Buiikky byly péstovany v plastovych
kultiva¢nich lahvich (75cm?) pfi 37°C a 5% CO, v kultivaénim médiu s ptidavkem 1%
roztoku antibiotik a antimykotik (AAS, Sigma-Aldrich). Médium bylo ménéno za Cerstvé
kazdé 2-3 dny. Po dosazeni cca 90% konflunce bunék v lahvi byly buiiky pasaZzovany. Béhem
pasazovani bylo odsato médium a k bunikam ptidany 2 ml roztoku trypsin/EDTA, redéného
s PBS v poméru 1:10. Do 10 minut se builky uvolnily ze dna nddoby a trypsin byl poté

neutralizovan pfidanim dvojnasobného mnozstvi kultivacniho média.

Sklizeni bun¢k probihalo mechanicky pomoci stérky do vychlazeného PBS. Naslednym
sto¢enim na centrifuze Hettich Universal 320 R (10 min, 1800 rpm, 4°C) byl ziskan bunécny
pelet, ktery byl vyuzit k dalSim experimentim.

Material:

Kultivaéni médium: 1:1 smés DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Nutrient Mixture F-12
Ham, Sigma-Aldrich); 10% FBS (fetalni bovinni sérum, Gibco)

PBS: 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na,HPOy; 2,4 g KH,POy; doplnéno dH>O do 1000 ml; pH 7,4

Trypsin: koncentrace 5 mg/ml (rozpustén v EDTA)

4.1.1 Ovlivnéni bunék rheinem

Rhein (Sigma-Aldrich) byl rozpustén v 0,1 M NaOH na 5 mM zasobni roztok, ktery byl
skladovan v (-20°C) po dobu maximaln¢ jednoho mésice. Pro ovlivnéni bunék byl rhein

pfidan do média vzdy 24 h pred zahdjenim ptipadného pokusu.

4.2 MTT test

Pro analyzu bunécné viability MTT testem byly buiiky péstovany na 96 jamkovych
destickach ve 100 pl média na jamku. Cést jamek byla vzdy vyhrazena jako blank
a obsahovala pouze Cist¢ médium bez bunék. Po pozadovaném ovlivnéni bunék bylo médium
z jamek odséato a nahrazeno cerstvym. Do kazdé jamky bylo nasledné pfidano 10 pl roztoku

MTT a celd desticka ponechédna k inkubaci ve 37°C po dobu 2,5 h. Kviili smiSenému chovani
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bunek SH-SYSY, které maji schopnost prechdzet mezi adherentnim a suspenznim stavem,
byla desticka po uplynuti ¢asu stocena na centrifuze Hettich Universal 320 R. Z kazdé jamky
bylo odsato 85 ul jejiho obsahu a pfidano 50 ul detergentu DMSO (dimetylsulfoxid).
Nasledovala kratka (10 min) inkubace ve tmé pii 37°C, a poté spektrofotometrické méteni

na piistroji Synergy HT pfi vlnové délce 540 nm.

Material:

MTT (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid): koncentrace 5 mg/ml (rozpustén
v PBS)

4.3 SDS-PAGE elektroforéza

4.3.1 Priprava vzorku:

Pelet ziskany po sklizeni bunék byl resuspendovan v pfiméfeném mnozstvi TMES pufru
s 0,02% smési inhibitord protedz (Complete Protease Inhibitor Cocktail) a 1% smési
inhibitort fosfatdz (Phosphatase Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich). Z bunék byl daile
sonikaci po dobu 20 s ziskan celobunéény lyzat nebo byly buiikky homogenizovany injekcni
stiikackou s jehlou, homogenat stocen na centrifuze Hettich Mikro 200 R (10 min, 1000 g,
4°C) a zachovan pouze supernatant neobsahujici jadernou frakci (post-nuklearni supernatant,
PNS). Nadbytek bunécného lyzatu a PNS byl zmrazen v tekutém dusiku a ulozen do (-80°C)
pro pozd¢jsi pouziti. Vzorky byly po zméfeni proteinového obsahu metodou BCA (viz.
kapitola 4.3.2) upraveny na pozadovanou koncentraci proteinli a zdroven smichdny se
vzorkovym Laemmliho pufrem tak, aby tvofil 1/4 vysledného objemu. Proteiny ve vzorcich

bylo tieba jest¢ zdenaturovat zahtatim na 95°C po dobu 3 minut*.

*Posledni krok zahrnujici povareni proteind byl vynechan pii piipravé vzorkl pro detekci komplexi

respiracniho fetézce protilatkovym koktejlem Total OXPHOS.

Material:

TMES: 20 mM Tris-HCI; 3 mM MgCl,; 1 mM EDTA; 250 mM sacharéza; pH 7,4
Laemmliho vzorkovy pufr, 4x konc.: 2,4 ml 1 M Tris-HCI; 1 ml glycerolu; 0,8 g SDS (dodecylsiran
sodny); 0,8 g DTT (dithiothreitol); 1 mg bromfenolové modri; doplnéno dH,O do 10 ml; pH 6,8
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4.3.2 Stanoveni proteinti — metoda BCA

Podle schématu v tabulce (Tab. 1) byly z vychozich roztokti hovéziho sérového
albuminu (BSA) o koncentraci 1 pug/ul nebo 0,1 pg/ul pripraveny do jamek 96 jamkové
desticky jednotlivé standardy pro urceni kalibracni kiivky. Vzorky ke stanoveni proteind byly
100x nafedény destilovanou vodou a naneseny vedle standarda v tripli- nebo tetraplikatech
po 100 ul. Ke vSem vzorkiim a standardiim bylo dale ptidano 100 pl reak¢éni smési pfipravené
smichanim cinidel A, B a C. Desticka byla pielepena folii a zahiata v blocku pti 60°C na 30
minut. Absorbance v jamkach byla zmétena na spektrofotometru Synergy HT pii 562 nm
a vysledné mnozstvi proteini ve vzorku bylo ustanoveno podle kalibra¢ni kiivky BSA

v programu Gen 5.

Tab. 1 Priprava standardii se zvySujici se koncentraci BSA pro stanoveni kalibracni kiivky

Standard BL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

obsah BSA [ug] 0 02 05 1 L5 25 4 6 10 15 20 30 50

BSA [0,] pg/pl] - 2 5 10 15 25 40 60 100 - - - -
BSA [1 pg/ul] - S 15 20 30 50
H,0 100 98 95 90 8 75 60 40 - 85 80 70 50

Zkratky: BL, blank; BSA, hovézi sérovy albumin

Material:

Cinidlo A: 8 g Na,CO; . H,0; 1,6 g vinanu sodného; dopInéno dH,O do 100 ml; pH 11,25
Cinidlo B: 3 g BCA (bicinchoninova kyselina); doplnéno dH,O do 100 ml
Cinidlo C: 0,5 g CuSO, . 5H,0; dopln&no dH,O do 10 ml

Reakéni smés: Cinidla A : B : C v poméru26:25:1

4.3.3 Elektroforeticka separace proteini

K separaci proteinti byla vyuzita specialni aparatura pro elektroforézu. Mezi skla kazety
s mezerou 1,5 mm byl nalit 10% polyakrylamidovy separacni gel (pfipraveny dle tabulky
v Tab. 2), pfevrstven butanolem a ponechén 45-60 minut polymerizaci pii pokojové teploté.
Z gelu byl poté butanol oplachnut dH,O a zbyld voda vysuSena filtratnim papirem.
Na separacni gel byl piidan 4% zaostfovaci gel s rozdélovacim hiebinkem, ktery tuhnul
pti pokojové teplot¢ cca 15 minut. Do jamek vzniklych po odstranéni hiebinku byly

aplikovany proteinové vzorky a 2,5 pl molekularniho standardu. MnoZstvi nanesenych
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proteind v jednotlivych pokusech bylo v rozmezi 15-30 ug. Aparatura pro elektroforézu byla
nasledné naplnéna elektroforetickym pufrem a spusténa pifi konstantnim napéti 200V

na zhruba 60 minut.

Tab. 2 SloZeni separacniho a zaostfovaciho gelu (mnozstvi pottebné na 1 gel):

10% separacni gel 4ml H,O
2,5ml Pufrl
3,35ml 30 % akrylamid-0,8 % N,N' -metylenbisakrylamid
100 ul 10 % SDS (dodecylsiran sodny)
4 ul TEMED (tetrametyletylendiamin

45 ul 10 % APS (peroxodisiran amonny)

4% zaostrovaci gel 3ml HxO
1,25 ml Pufr2
0,65 ml  30% akrylamid - 0,8% N,N' -metylenbisakrylamid
50 ul  10% SDS (dodecylsiran sodny)
4 ul  TEMED (tetrametyletylendiamin)

45 ul  10% APS (peroxodisiran amonny)

Material:

Pufr 1: 18,17 g Tris-HCI; dopInéno dH,O do 100 ml; pH 8,8

Pufr 2: 6,05 g Tris-HCI; doplnéno dH,O do 100 ml; pH 6,8

30% akrylamid - 0,8% N,N-metylenbisakrylamid: 0,8 g N,N'-metylenbisakrylamidu; 30 g akrylamidu;
doplnéno dH>O do 1 000 ml

Elektroforeticky pufr, 10x konc.: 30,3 g Tris-HCI; 141,1 g glycinu; 10 g SDS (dodecylsiran sodny);
doplnéno dH>O do 1 000 ml

4.4 \Western blot

Z gelu vyjmutého po elektroforéze byl odstranén zaostfovaci gel a proteiny zachycené
v separacnim gelu byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu metodou Western
blottingu. Transfer proteinii probihal v aparatufe naplnéné blotovacim pufrem 1 hodinu

pfinapéti 100V. Nitrocelulézovd membrana byla poté oplachnuta v dH>O, obarvena
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v roztoku Ponceau a oskenovdna pro pozdéjsi analyzu nandsky v programu Image J. Po
odmyti Ponceau byla membréana vloZena na 20 minut do blokovaciho pufru s obsahem mléka
nebo BSA, nasledn¢ pfenesena do fediciho pufru a 1-2 noci inkubovana s primarnimi

protilatkami (Tab. 3) ve 4°C.

Tab. 3 Primarni protilatky

Primarni protilitka  Komeréni kéd Redéni Sekundarni protilitka  Blokovaci ¢inidlo
Akt *C67TE7 3 000x Anti-R MIéko
p-Akt *D9E 3 000x Anti-R BSA
ERK 1/2 *137F5 2 000x Anti-R MIéko
p-ERK 1/2 *197G2 2 000x Anti-R MIéko
FTO ab92821 10 000x Anti-M Mléko
GSK3p sc-9166 3 000x Anti-R Mléko
p-GSK3p sc-11757 3 000x Anti-M Mléko
IDE sc-130784 1 000x Anti-R BSA
INSRa sc-7953 1 000x Anti-R MIéko/BSA
INSRB sc-711 2 000x Anti-R MIéko
PI3K p110 sc-7189 1 000x Anti-R MIéko
p38 sc-17852 4 000x Anti-R Mléko
p-p38 sc-535 1 000x Anti-R Mléko
Total OXPHOS ab110413 4 000x; Anti-M Mléko

10 000x

Anti-R (anti-rabbit); Anti-M (anti-mouse); sc - Santa Cruz Technology; ab - Abcam; * - Cell Signaling

Poté, co byla membrana vyjmuta z primarnich protilatek, oplachnuta kratce v dH,O a 3x
10 minut v promyvacim pufru, nasledovala jeji hodinova inkubace s piislusnou sekundarni

protilatkou nafedénou v fedicim pufru (Tab. 4).

Tab. 4 Sekundarni protilatky

Sekundarni protilitka Fedéni
Anti-R Anti-Rabbit IgG Horseradish Peroxidase-linked, GE Healthcare 40 000x
Anti-M  Anti-Mouse IgG Horseradish Peroxidase-linked, GE Healthcare 20 000x
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Po uplynuti inkuba¢ni doby byla membrana znovu oplachnuta v dH>O a 3x 10 minut
v promyvacim pufru a prevrstvena chemiluminiscenénim substratem pro kienovou
peroxiddzu (Thermo Fisher Scientific), pfipravenym tésné pied pouzitim ze smési luminolu
a peroxidu vodiku v poméru 1:1. Signal z proteinii na membran¢ byl zachycen ve tmé na film.

Vysledek ziskany vyvolanim filmu byl oskenovan a vyhodnocen v programu Image J.

Material:

Blotovaci pufr: 15 g Tris; 72 g glycinu; 1 1 metanolu; doplnéno dH»O do 51

TBS pufr, 10x koncentrovany: 84,15 g NaCl; 11,63 g Tris; doplnéno dH,O na 960 ml; pH 8
Blokovaci pufr: 2,5 g suseného mléka/BSA; 50 ml TBS pufru; 50 pl Tweenu

Redici pufr: 0,5 g suseného mléka/BSA; 50 ml TBS pufru; 50 pl Tweenu

Promyvaci pufr: 1 1 TBS pufru; 3 ml Tweenu

4.5 Vysokorezolucni respirometrie

4.5.1 Uvod do metody

Me¢fteni mitochondrialni respirace probihalo na pfistroji Oxygraf-2k. Na pfistroji jsou 2
vzdjemné oddélené komory opatfené polarografickou kyslikovou elektrodou, kterd slouzi
jako senzor 0. Oxygraf-2k je propojen s pocitacem pomoci opera¢niho programu
OROBOROS Datlab, kde lze v pribé¢hu méteni pozorovat dvé kiivky odrazejici stav kysliku
v komorach. Prvni kiivka vyjadfuje aktudlni koncentraci O2 v komirce, druha je jeji derivaci

v Case a znazoriuje rychlost spotieby O2 za sekundu.

Postup je zalozen na piidani vzorku, a postupnému piidavani substratti ¢i inhibitort

k ovlivnéni ¢innosti jednotlivych komplexi respiracniho fetézce (Obr. 3) (Gnaiger, 2012).

Prvnim z parametrt, ktery je ziskan po uzavieni komory s bunkami, je endogenni
respirace. Bunky utilizuji vlastni substraty k produkci ATP oxidativni fosforylaci. V piipadé
meéfeni na izolovanych mitochondriich je pocatecni respirace nulova, protoze v médiu nejsou

zadné substraty pritomny.

Malat a glutamat jsou substraty pro rozbéhnuti TCA cyklu a vzniku redukovanych
koenzymu piindSejicich elektrony zejména komplexu I. Respirace je nizkda v disledku
nizkého toku protonil pfes vnitini membranu. NavySeni respirace se dosahne dodanim ADP

v koncentraci satura¢ni pro c¢innost ATP syntazy, ¢imZz je zajiStén odbér protonl
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z mezimembranového poolu. Sukcinat jako energeticky substrat stimuluje komplex II a znaci

vliv sukcinatdehydrogendzy na aktivitu elektron-transportniho fetézce.

Extracelularni zdroj cytochromu c slouzi jako kontrola poskozeni mitochondrialni
membrany. V piipadé poruSené integrity vnéjSi mitochondridlni membrany se piidany

cytochrom c podili na elektronovém transportu a zvysi se spotieba kysliku.

Za dostatku substratti pohan¢jicich ¢innost ATP syntazy nastava fosforylujici respirace,
oznacovana jako stav 3. Pfi vyCerpani ADP se zastavi aktivita ATP syntazy a vysledna
respirace je oznacovana jako nefosforylujici nebo stav 4. Stavu 4 lze docilit alternativné také
pridanim oligomycinu blokujiciho ¢innost Fo rotoru ATP syntazy. Naméiené hodnoty
spotieby O pak odrazi hodnotu uniku (z anglického "leak") protoni pies mitochondrialni

membranu a nemitochondridlni respiraci.

Postupnou titraci protonoforu FCCP (karbonylkyanid-p-trifluoro-
methoxyfenylhydrazon) Ize docilit maximalni respirace. FCCP patii mezi tzv. odprahovace,
které odpojuji elektronovy transport od fosforylace ADP. Zplsobuji kolaps membranového
potencialu vytvorenim zpétného toku protonti do matrix. Limitujicim faktorem respirace se
stavd kapacita respiracniho fetézce, nikoliv aktivita ATP syntazy. FCCP je pfidavan
postupnou titraci, protoze jeho plisobeni je zavislé na typu bunék, jejich metabolismu, a také
na mnozstvi substratu (NADH, sukcinatu atd.) Ve vyssSich koncentracich navic zacne

vykazovat vuci elektron-transportnimu systému inhibicni vliv.

Rotenon selektivné inhibuje aktivitu komplexu I. Na vysledné redukci O2 se tak podili

pouze elektrony vstupujici do respiracniho fetézce z komplexu II.

Antimycin A inhibujici elektronovy transport na komplexu III zplsobi zastaveni
respiracniho fetézce. Rezidualni hodnoty spotieby O» méfitelné po pfidani antimycinu A maji
pivod v nemitochondriani "respiraci". Za tu jsou zodpovédné zejména bunétné enzymy

spotiebovavajici kyslik nebo autooxida¢ni reakce.
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Obr. 3 (A) Ilustrativni obrazek znazornujici mista ptisobeni substratd/inhibitord na komplexy respiraéniho
tetézce (CI-V). Pievzato a upraveno z (Kuznetsov et al., 2008). (B) Schéma pribéhu métfeni na oxygrafu s
vyznaenim respiraénich stavi. Sipkami jsou znazornény piidavky jednotlivych &inidel. Modra kiivka
piedstavuje hodnotu koncentrace kysliku v komote oxygrafu, ¢ervena kiivka odrazi zménu kysliku v Case.
Zkratky: Mal/Glu, malat/glutamat; ADP, adenosindifosfat; cytC, cytochrom c; S, sukcinat; Omy,
oligomycin; FCCP, karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon; Rot, rotenon; AA, antimycin A; Q,
ubichinon.

Z naméfenych hodnot stavu 3, stavu 4 a maximalni respirace po ptidani FCCP lze dale
vypocitat né€kolik kontrolnich parametrti charakterizujicich buné¢énou respiraci. Pro analyzu
ptispévkit komplexu I a II byly rozliSeny 2 stavy fosforylujici respirace. Za stavu 3(app)
se na pohonu ATP syntazy podili respirace iniciovana pies komplex I, zatimco stav 3(app+s)
v sobé obsahuje i piispévek elektronli vstupujicich v misté komplexu II. Vypocet parametrii

zahrnuje korekcei stavi 3, 4 a FCCP na rezidualni nemitochondrialni respiraci.

o Index bazalni respiracni kontroly (IRpK): Podil hodnot stavii 3 a 4 udava hodnotu
indexu bazélni respirani kontroly. Tento parametr je indikdtorem mitochondrialni
integrity, vypovida o mife spfaZeni respirace a oxidativni fosforylace.

e Index maximadlni respiracni kontroly (IRyK): Informace o celkové kapacité elektron-
transportniho fetézce s ohledem na protonovy leak pies membranu udavd podil
rozptazené¢ maximalni respirace (FCCP) a stavu 4.

e Respiracni rezervni kapacita (RRK): Rozdil mezi respiraci maximalni (FCCP)

a pohanénou oxidativni fosforylaci (stav 3) udava rezervni kapacitu dychaciho fetézce.
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o Index odpiaZené kontroly (IOK): 10K uzce souvisi s maximalni rezervni kapacitou.
Udava, do jaké miry se spotifeba O vyuzita k fosforylaci ADP v pfitomnosti substrati
blizi k maximalni dosaZitelné spotiebé O, elektron-transportnim feté¢zcem. IOK je
podilem hodnot maximalni respirace (FCCP) a stavu 3. Hodnoty bliZici se 1 znaci systém
vyuzivajici k pohonu ATP syntazy veskerou kapacitu svého elektron-transportniho

systému.

4.5.2 Méfreni respirace izolovanych mitochondrii

4.5.2.1 Sklizeni bunék a izolace mitochondrii

Buniky z minimalné péti kultivacnich lahvi porostlych ze 70-90% byly sklizeny stérkou
do vychlazené¢ho PBS, stoCeny na centrifuze Hettich Universal 320 R (10 min, 650 g, 4°C)
a nasledn¢ jest¢ jednou promyty v PBS. Pelet byl resuspendovan v piiméfeném mnozstvi
izola¢niho pufru a homogenizovan na sklo/teflonovém homogenizatoru (45 krat pti 2000
rpm). Homogenat byl centrifugovan (Hettich Mikro 200 R) 10 minut pfi 650 g a 4°C. Ziskany
supernatant byl znovu stocen (10 min, 7000 g, 4°C) a vysledny pelet resuspendovan v ~ 100
ul izola¢niho média. Cast vzorku byla pozdgji analyzovana metodou BCA (viz kap. 4.3.2)

ke zji$téni koncentrace proteint.

Material:

PBS: 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na,HPOq; 2,4 g KH,PO4; doplnéno dH,O do 1000 ml; pH 7,4
Izolaéni pufr: 10 mM Tris-MOPS; 1 mM EGTA; 0.2 M sacharéza; pH 7,4

4.5.2.2 Oxygradfické méreni

Do komory oxygrafu bylo pfidano 2,1 ml MIR05 média a po ustaleni kiivky aplikovano
mezi 50 az 100 pl izolovanych mitochondrii. Po uzavieni komurky byly k mitochondriim
Hamiltonkou postupné nanaSeny substraty a inhibitory (Tab. 5, upraveno podle: (Lanza and

Nair, 2009)) ovliviiujici mitochondrialni respiraci.

Vysledné hodnoty ziskané z programu OROBOROS DatLab byly normalizovany

na mnozstvi proteinu, a dale vyhodnoceny a zpracovany v programu GraphPad Prism 7.0.
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Tab. 5 Substraty a inhibitory dychaciho fetézce ptidavané k vzorku do komor oxygrafu

pridavek nanaska vysl. koncentrace
1 Malat + Glutamat 10 pl +20 pl 5mM + 10 mM
2 ADP 15 pl 3,75 mM
3 Cytochrom ¢ 10 wl 20 uM
4 Sukcinat 20 ul 10 mM
5 Oligomycin 1wl 2,5 uM
6 FCCP - titrace titrace po 1 pl po 0,5 uM krocich
7 Rotenon 0,4 ul 0,5 uM
8 Antimycin A 1wl 2,5 uM
Material:

Zasobni roztoky chemikalii (s uvedenim rozpoustédla):
Inhibitory: 5 mM antimycin A (etanol); 5 mM oligomycin (etanol); 2,5 mM rotenon (etanol)
Substraty: 0.5 M ADP (H,0); 1 M malat (H,O); 1 M glutamat; 1 M sukcinat (H,O)
Ostatni: 1 mM FCCP (karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon; etanol); 4 mM cytochrom c

(H20)

MIRO05 (Mitochondrialni respira¢ni médium): 110 mM sacharéza; 0,5 mM EGTA; 3 mM MgCl, . 6H,O;
60 mM K-laktobionat; 20 mM Taurin; 10 mM KH,PO4; 20 mM HEPES; 1 g/l BSA; pH upraveno na 7,1
(pomoci 1 M KOH)

4.5.3 Méfreni respirace na permeabilizovanych burikach

Oproti méfeni na izolovanych mitochondriich je v tomto pfipad¢ potfeba selektivni
permeabilizace cytoplazmatické membrany pro umoznéni vstupu extracelularné podanych
latek do nitrobunécného prostiedi. Jako permeabilizacni agens byl zvolen digitonin, ktery je
v nizkych koncentracich schopen rozrusit pouze cytoplazmatickou membranu a ponechat

ostatni membrany intaktni.

4.5.3.1 Optimalizace koncentrace digitoninu

Koncentrace digitoninu potiebnd ke kompletni permeabilizaci cytoplazmatické
membrany je zavisla na mnozstvi bunék v suspenzi a jejich typu. Optimalizace koncentrace
digitoninu probéhla podle protokolu (Pesta and Gnaiger, 2012). Byl pfipraven roztok
digitoninu v DMSO o koncentraci 5 pg/pl. K suspenzi 10 mil. bun€¢k v MIR05 médiu
v komote oxygrafu byly postupné pfidany nasledujici latky: 10 mM sukcinat; 1 mM ADP;
0,5 uM rotenon. Nasledovala titrace digitoninu v krocich po 10 ug/ml, dokud nebylo
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pozorovano zastaveni vlivu na kfivku odrazejici spotfebu kysliku. Vysledna optimalni

koncentrace digitoninu pro bunéénou linii SH-SY5Y byla stanovena jako 6 png/10° bunék.

4.5.3.2 Sklizeni a pocitani bunék

Obsah minimalné¢ dvou kultivacnich lahvi s konfluenci bun€¢k mezi 70-90% byl
mechanicky sklizen seSkrabavanim do vychlazeného PBS a stoCen na centrifuze Hettich
Universal 320 R (10 min, 1800 rpm, 4°C). Pelet byl resuspendovan v pfiméfeném mnozstvi
MIROS5 média a ponechan na ledu. Mnozstvi bun€k bylo spocitdno za vyuziti Biirkerovy

komurky pod svételnym mikroskopem.

4.5.3.3 Oxygradfické méreni

Do komory oxygrafu bylo umisténo vzdy 5 mil. bunék a doplnéno médiem MIROS
do vysledného objemu 2,1 ml. Po uzavieni komiirky byla k buitkim Hamiltonkou postupné
pfiddvana tada substratli a inhibitorti (Tab. 6, upraveno podle (Kuznetsov et al., 2008)),
pusobicich na vybrané casti respiratniho fetézce. Vysledné hodnoty a graf ziskané
z programu OROBOROS DatLab byly vyhodnoceny a dale zpracovany v programu
GraphPad Prism 7.0.

Tab. 6 Substraty a inhibitory dychaciho fetézce pridavané k vzorku do komor oxygrafu

pridavek nanaska vysl. koncentrace
1 Malat + Glutamat 10 ul +20 pl 5mM + 10 mM
2 Digitonin 6 ul 15 pg/ml
3 ADP 15 pl 3,75 mM
4 Sukcinat 20 ul 10 mM
5 Cytochrom ¢ 10 wl 20 uM
6 Oligomycin Il 2,5 uM
7 FCCP titrace po 1 ul 0,5 uM /krok
8 Rotenon 0,4 pl 0,5 uM
9 Antimycin A Il 2,5 uM
Material:

Zasobni roztoky chemikalii (s uvedenim rozpoustédla):
Inhibitory: 5 mM antimycin A (etanol); 5 mM oligomycin (etanol); 2,5 mM rotenon (etanol)
Substraty: 0.5 M ADP (H»0); 1 M malat (H,O); 1 M glutamat; 1 M sukcinat (H,O)
Ostatni: 1 mM FCCP (karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon; etanol); 4 mM cytochrom c
(H20); digitonin 5 pg/ul (DMSO)
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MIRO05 (Mitochondrialni respiraéni médium): 110 mM sacharéza; 0,5 mM EGTA; 3 mM MgCI2 .
6H,0; 60 mM K-laktobionat; 20 mM taurin; 10 mM KH,PO4; 20 mM HEPES; 1 g/l BSA; pH upraveno
na 7,1 (pomoci 1 M KOH)

PBS: 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na;HPOq; 2,4 g KH,PO4; doplnéno dH,O do 1000 ml; pH 7,4

4.6 Detekce intracelularnich ROS

Pred zahajenim pokusu byl Cerstvé vytvoren 1 mM pracovni roztok fluorescencnich
sond DHE a H,DCFDA naiedénim zasobnich roztokii v PBS. Buiky byly kultivovany na 24
jamkovych desti¢kach. K bunkam, které mély poslouzit jako pozitivni kontrola, byl do média
pridan 20 uM antimycin A na 45 minut v pfipad¢ nasledné¢ho pouziti DHE nebo 200 uM
TBHP na 30 minut, zjistovala-li se produkce ROS pomoci HDCFDA. Cela desticka byla
nasledné inkubovana 30 minut ve tm¢ a 37°C s piisluSnou fluorescen¢ni sondou o vysledné
koncentraci v jamce 20 uM H>DCFDA nebo 10 uM DHE. Po uplynuti doby bylo médium
obsahujici sondu odsato a buniky oplachnuty v zahtatém PBS. ProtoZe se promyvani ukazalo
jako faktor spoustéjici uvoliiovani bun¢k z povrchu, byl obsah jamek pfenesen do zkumavek
a centrifugovan (Hettich Mikro 200 R; 3 min, 1800 rpm, 25°C). Ziskany pelet byl jemné
resuspendovan pomoci pipety v 30-50 ul PBS, z toho 20 pl naneseno na podlozni sklicko,
prekryto krycim sklem a pozorovano pod inverznim fluorescenénim mikroskopem (Arsenal
AIF 5114i-T). Porizené fotografie jednotlivych pokusnych skupin bunék byly ziskany vzdy

za stejné¢ho nastaveni mikroskopu a LCD kamery a vyhodnoceny v programu Fuji ImagelJ.

Material:

DHE (dihydroethidium): 10 mM zéasobni roztok (rozpoustédlo: DMSO)

H2DCFDA (dichlorodihydrofluorescein diacetat) : 10 mM zasobni roztok (rozpoustédlo: DMSO)
Antimycin A: 5 mM zéasobni roztok (rozpustédlo: etanol)

TBHP (tert-butyl hydroperoxid): 5,5 mM zasobni roztok (rozpoustédlo: H,O)

PBS: 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na,HPOg; 2,4 g KH,PO4; doplnéno dH,O do 1000 ml; pH 7,4

4.7 Analyza dat

Kazdé¢ méfeni bylo provedeno minimalné tfikrat, kromé pokust vysokorezolu¢ni
respirometrie na izolovanych mitochondriich. Dlivodem byl pfechod k €asové i finan¢né

uspornéjsi metodé meéteni respirace na permeabilizovanych buiikach.
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Zavérecné vyhodnoceni dat a tvorba grafi probehla v programu GraphPad Prism 7.0.
K urceni statistické vyznamnosti byla pouZzita analyza pomoci neparového Studentova t-testu.

Statisticka vyznamnost byla urcena na hladiné P < 0,05.
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5 Vysledky

5.1 Viabilita bunék

Metoda MTT je kolorimetrickym testem stanoveni zivotnosti bun¢k. Je zalozena
na redukci zlutého solubilniho 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu
(MTT) na nerozpustné¢ modré krystalky formazanu. Reakce probihd jak na mitochondrialni
membrang, tak v dasledku aktivity nemitochondridlnich enzymi zivych bunék (Bernas and
Dobrucki, 2002). Formazan se nasledné rozpusti pfidanim silného detergentu a intenzita
vysledného zabarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm. Vyssi

hodnoty absorbance roztoku pak odrazi vétsi mnozstvi zivych bungk.

Bunky byly inkubovéany po dobu 24 hodin s vybranymi koncentracemi rheinu (Obr. 4).
Nizké koncentrace nezpisobily vyrazné zmény v zivotaschopnosti bun¢k SH-SYSY. Teprve
u maximalni zvolené koncentrace rheinu (50 uM) byl pozorovan signifikantni pokles viability

(v priméru o 35%) oproti kontrole neovlivnéné inhibitorem.
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Obr. 4 Efekt inhibitoru FTO rheinu na viabilitu bunék SH-SYSY. Buiiky byly po dobu 24h inkubovany
s theinem v riznych koncentracich (3, 5, 10, 20 a 50 uM) a analyzovany pomoci MTT testu. Vysledné
hodnoty jsou vyjadieny jako relativni zména viability vuéi neovlivnénym buitkdm (0 uM rhein). Data grafu
reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby pruméru. *** — statisticky signifikantni rozdil
v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.001.
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5.2 Ovéfeni pritomnosti FTO

Pomoci metod elektroforézy a Western blottingu byl detekovan vyskyt proteinu FTO
ubunééné linie SH-SYSY (Obr. 5). Vysledky potvrdily pfitomnost FTO v buikéach

kontrolnich i1 ovlivnénych 10 puM koncentraci rheinu, pfi¢emZ rhein nemél vliv na miru

exprese FTO.
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Obr. 5 Exprese proteinu FTO v bunkach kontrolnich (Ctrl) a vystavenych 10 uM koncentraci rheinu. (A)
Reprezentativni snimek imunoblotu. (B) Grafické zobrazeni intenzity chemiluminiscenéniho signalu
proteinu vyjadiené jako mnozstvi proteinu vztazené ke kontrole. Data grafu reprezentuji primérné hodnoty
s vynesenim stfedni chyby priméru.

5.3 Detekce proteinti insulinové signalizace

Metody SDS-PAGE elektroforézy a Western blotu byly vyuzity k detekci vybranych
proteind insulinové signalizace. Analyzovany byly celkem 4 pokusné skupiny buné¢k, které
byly po dobu 24h inkubovany s riznymi koncentracemi inhibitoru rheinu (0, 3, 5 a 10 uM).
Intenzita signalu z detekovaného proteinu byla normalizovana k celkovému proteinovému
obsahu ziskanému barvenim v roztoku Ponceau a vyjadiena jako relativni zména vUci

kontrole.

5.3.1 Insulinovy receptor

Insulinovy receptor je heterodimer, sestavajici z extracelularni o podjednotky

a intracelularniho P fetézce s transmembranovou doménou. Pomoci protilatek se ve vzorcich
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podarfilo detekovat proteinovou podjednotku B (Obr. 6). Mnozstvi proteinu bylo zvyseno
v prumeéru piiblizn€é o 30% po plisobeni inhibitoru v 5 uM koncentraci a téméi o 60%
piiovlivnéni 10 uM koncentraci. Receptorovou podjednotku o se nepodafilo s jistotou

detekovat.
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Obr. 6 Exprese B fetézce insulinového receptoru (INSRp) v bunkach kontrolnich (Ctrl) a vystavenych 3,
5, a 10 uM koncentracim rheinu. (A) Reprezentativni snimek imunoblotu. (B) Grafické zobrazeni intenzity
chemiluminiscenéniho signalu proteinu vyjadfené jako mnozstvi proteinu vztazené ke kontrole. Data grafu
reprezentuji prumérné hodnoty s vynesenim stiedni chyby priméru. ** — statisticky signifikantni rozdil
v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.01.

5.3.2 Insulin degradujici enzym

Detekce insulin degradujiciho enzymu (IDE) je zobrazena na obrazku nize (Obr. 7).
Po 24 hodinové inkubaci s 5 uM a 10 pM rheinem byl pozorovan narist hladin IDE pfiblizné

0 30 a 40% oproti kontrolnim buitkdm. Po pisobeni 3 uM rheinem nebyla pozorovana zména.
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Obr. 7 Exprese insulin degradujiciho enzymu (IDE) v buiikdch kontrolnich (Ctrl) a vystavenych 3, 5, a 10
pM koncentracim rheinu. (A) Reprezentativni snimek imunoblotu. (B) Grafické zobrazeni intenzity
chemiluminiscenéniho signalu proteinu vyjadfené jako mnozstvi proteinu vztazené ke kontrole. Data grafu
reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby priméru. ** — statisticky signifikantni rozdil
v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.01.

5.3.3 PI3K/Akt/GSK3p signalizaéni draha

Na Obr. 8 je zobrazena exprese proteini PI3K/Akt/GSK3p insulinové signalizacni
drahy. Mira exprese proteinu PI3K se nezménila u zadné z experimentdlnich skupin. Bez
signifikantnich zmén ztistala také hladina Akt kindzy. Pokles hladin proteinu oproti kontrolni
skupiné¢ byl pozorovan u fosforylované Akt kindzy, nicméné nebyl vyhodnocen jako
statisticky vyznamny. Signifikantni zména se ukdzala po vyhodnoceni poméru p-Akt/Akt
(Tab. 7). Oproti kontrole tento pomér vyrazné klesl (cca o 35-50%) u bun¢k ovlivnénych

rheinem ve vSech zvolenych koncentracich.

Analyza enzymu GSK3f a jeho fosforylované formy, jakozto vyznamného substratu
Akt kinazy, neodhalila mezi pokusnymi skupinami rozdily v expresi téchto proteini ani

v poméru p-GSK3B/GSK3p (Tab. 7).
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Obr. 8 Exprese proteini PI3K/Akt/GSK3p insulinové signalizaéni drahy v buikach kontrolnich (Ctrl)
a vystavenych 3, 5, a 10 uM koncentracim rheinu. (A) Reprezentativni snimky imunoblott. (B-F) Grafické
zobrazeni intenzity chemiluminiscen¢niho signalu proteini Akt, p-Akt, PI3K, GSK3f, p-GSK3p vyjadiené
jako mnozstvi proteinu vztazené ke kontrole. Data grafu reprezentuji prumérné hodnoty s vynesenim
stiedni chyby praméru.

Tab. 7 Pomér exprese proteinu p-Akt/Akt a p-GSK3p/GSK3p

Ctrl Rhein 3 pM Rhein 5 pM Rhein 10 pM
p-Akt/Akt 1 0,57 +£0,15*% 0,47 £0,12* 0,64 +0,10%*
p-GSK3p/GSK3p 1 0,97 £ 0,09 0.91 +£0.047 1.12+0.16

Pomér byl vytvofen z hodnot intenzit signalti detekovanych proteinti normalizovanych k celkové nanasce a
nasledné vyjadien jako relativni zména vici kontrole (Tzn. Ctrl/Ctrl = 1; Rhein 3 puM/Ctrl = x; Rhein 5
uM/Ctrl = y ...). Hodnoty v tabulce reprezentuji pramér vyslednych dat +/- stfedni chyba priméru. * —
statisticky signifikantni rozdil v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.05. Ctrl, kontrola.

5.3.4 MAPK signalni kaskada

5.3.4.1 ERK1/2, p-ERK1/2

Detekované hladiny kindz ERK1/2 (Obr. 9A,C) se neliSily mezi vzorky z kontrolnich
a inhibitorem ovlivnénych bunék. Mira exprese fosforylované kinazy ERK1/2 (Obr. 9B,D)
byla zvySena u skupiny ovlivnéné 10 uM rheinem pfiblizné€ na 1,5 nasobek hodnot kontroly,

ostatni pouzité koncentrace nemély na expresi p-ERK1/2 signifikantni vliv.
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Obr. 9 Exprese proteinit ERK1/2 (A, C) a p-ERK1/2 (B, D) v buiikach kontrolnich (Ctrl) a vystavenych 3,
5, a 10 uM koncentracim rheinu. (A, B) Reprezentativni snimky imunoblotd. (C, D) Grafické zobrazeni
intenzity chemiluminiscen¢niho signalu proteind vyjadrené jako mnozstvi proteinu vztazené ke kontrole.
Data grafu reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim sttedni chyby priméru. ** — statisticky signifikantni
rozdil v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.01.

5.3.4.2 p38, p-p38

Exprese mitogenem aktivované proteinkinazy p38 (Obr. 10A,C) byla signifikantné
zvysSena prekvapivé pouze u experimentalni skupiny exponované 5 pM koncentraci rheinu
(ptiblizné€ o 15%). Podobné mirné zvyseni bylo pozorovano i po ptisobeni 10 uM rheinu, ale
nebylo vyhodnoceno jako statisticky vyznamné. Hladiny p-p38 (Obr. 10B,D) byly
v porovnani s kontrolni skupinou sniZzeny zhruba o polovinu u vzorkd ovlivnénych 3, 51 10

UM koncentraci inhibitoru.
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Obr. 10 Exprese proteinti p38 (A, C) a p-p38 (B,D) v bunikach kontrolnich (Ctrl) a vystavenych 3, 5, a 10
puM koncentracim rheinu. (A, B) Reprezentativni snimky imunoblotd. (C, D) Grafické zobrazeni intenzity
chemiluminiscenéniho signalu proteind vyjadfené jako mnozstvi proteinu vztazené ke kontrole. Data grafu
reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby priméru. ** — statisticky signifikantni rozdil
v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.01, *** P<0.001.

Vyhodnoceni podilu fosforylovanych a nefosforylovanych forem kinaz (Tab. 8)
ukazalo, Zze podani rheinu v koncentracich 3, 5 a 10 uM je doprovazeno sniZzenim pomeéru
p-p38/p38 o vice nez 50% oproti kontrolni skupiné. Pomér p-ERK/ERK se u ovlivnénych

bun¢k naopak zvysil ptiblizné o 70%, ale pouze po ptisobeni 10 uM koncentrace inhibitoru.

Tab. 8 Pomér exprese proteinu p-p38/p38 a p-ERK/ERK

Ctrl Rhein 3 pM Rhein 5 pM Rhein 10 pM
p-p38/p38 1 0,48 £0,07%%*  042+0,05%%* 0,44 +0,07%**
p-ERK/ERK 1 0,97 + 0,08 0,84 +0,11 1,72 +0,22*

Pomér byl vytvoren z hodnot intenzit signalii detekovanych proteinti normalizovanych k celkové nanasce
a nasledné vyjadren jako relativni zména vici kontrole (Tzn. Ctrl/Ctrl = 1; Rhein 3 uM/Ctrl = x; Rhein 5
uM/Ctrl = y ...). Hodnoty v tabulce reprezentuji primér vyslednych dat +/- stfedni chyba praméru. * —
statisticky signifikantni rozdil v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.05. *** P<0.001; Ctrl, kontrola.

5.4 Respirace

5.4.1 lzolované mitochondrie

Me¢ifena byla respirace mitochondrii izolovanych z kontrolnich bunék a bunék
inkubovanych 24 h s 10 uM rheinem. Zobrazené vysledky pochazeji pouze ze dvou méfeni,

proto u nich provadén zadny statisticky test. Vysledné hodnoty jsou pfesto ukazany, protoze
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vykazuji velmi podobny trend jako data ziskana z respirometrickych pokusii na bunénych

preparatech.

Schéma pribéhu meéteni respirace na izolovanych mitochondriich je zndzornéno nize
(Obr. 11). V prabeéhu experimentu byl k izolovanym mitochondriim ptidan cytochrom c jako
indikator naruSeni integrity vnéj8i mitochondridlni membrany. Pisobeni cytochromu c
zpusobilo v priméru nartst spotieby kysliku o 4,5% u kontrolnich bun¢k a 2,5% u bunék
ovlivnénych rheinem v koncentraci 10 uM. Z téchto vysledkt Ize usuzovat, ze 24 h ptisobeni

10 uM rheinu neposkozuje integritu vnéjs$i mitochondridlni membrany.

Data na obrazku (Obr. 12) ukazuji rozdily ve spotiebé kysliku mezi kontrolnimi
a ovlivnénymi bunkami. Zmény jsou viditelné zejména ve stavu 3app+s) a FCCP (viz kap.
4.5.1), v obou piipadech je pozorovan pokles spotieby kysliku u bun¢k ovlivnénych 10 uM
rheinem. Respirace zlstala snizend i po zablokovani komplexu I rotenonem. Vysledky
naznacuji nizs$i mitochondrialni fosforylujici respiraci v pritomnosti substrati komplext I a I,

a také niz8i maximalni respiraci.
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Obr. 11 Reprezentativni diagram o pribéhu méfeni respirace mitochondriemi izolovanymi z bun¢k
SH-SYS5Y. Méfeni spotieby O, zahrnovalo pilisobeni riiznych agens: malat/glutamat (Mal/Glu), ADP,
cytochrom ¢ (cytC), sukcinat (S), oligomycin (Omy), FCCP, rotenon (Rot), antimycin A (AA). Modra
ktivka predstavuje hodnotu koncentrace kysliku v komote oxygrafu, ¢ervena kiivka odrazi zménu kysliku
v Case.
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Obr. 12 Grafické zobrazeni spotfeby O, mitochondriemi izolovanymi z buné¢k SH-SYSY v pfitomnosti
ruznych substratd a inhibitorti, porovnani kontroly a skupiny vystavené 24h pisobeni 10 uM rheinu. Data
grafu reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby priméru. Zkratky: ADP, adenosindifosfat;
FCCP, karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon; S, sukcinat.

Z naméfenych hodnot byly vypocteny a graficky zndzornény (Obr. 13) nékteré
parametry, kterymi Ize 1épe charakterizovat fungovani respiracniho fetézce (viz kap. 4.5.1).
Indexy respiracni kontroly (IRgK a IRmK) vyjadiuji miru sprazeni elektron-transportniho
fetézce. Niz$i hodnoty indexiti znamenaji niz§i miru spfazeni a tudiz kapacitu elektron-
transportniho systému vyuzitou k fosforylaci ADP. Byl pozorovan také nizsi index odptrazené
kontroly (IOK) u mitochondrii izolovanych z ovlivnénych bungk. Cim vice se hodnoty IOK
blizi jedné, tim vice se respirace pohdnéna ATP syntdzou blizi maximalni dosaZitelné
respiraci. Vyrazna zména se tykala rezervni kapacity mitochondridlniho fetézce (RRK).
Pokles v tomto parametru po pusobeni rheinu znamend mensi prostor k navySeni aktivity

elektron-transportniho systému v ptipadé zvySenych energetickych narok.
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Obr. 13 Grafické zobrazeni vyhodnocenych kontrolnich parametri mitochondrialni respirace u bunck
neovlivnénych (Ctrl) a vystavenych 24h pisobeni 10 uM rheinu. Index bazalni respiraéni kontroly (IRgK)
odvozeny z podilu stavii 3 a 4 za aktivity komplexu I (A) a pfi ¢innosti komplext I 1 II (B). (C) Index
maximalni respiraéni kontroly (IRMK) jako podil FCCP a stavu 4. Index odpiazené kontroly (I0K) ziskany
z podilu FCCP a stavu 3 za aktivity komplexu I (D) a pfi ¢innosti komplext I i IT (E). (F) Respira¢ni
rezervni kapacita (RRK) dana rozdilem FCCP a stavu 3 za ucasti komplexi I i II. Data grafu reprezentuji
primémé hodnoty s vynesenim stfedni chyby priméru. Zkratky: ADP, adenosindifosfat; FCCP,
karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon; S, sukcinat.

5.4.2 Permeabilizované buriky

Pfi meéfeni respirace na permeabilizovanych buiikdch (Obr. 14) byly soucasné
pozorovany 2 experimentalni skupiny: buiiky kontrolni + ovlivnéné 5 pM rheinem nebo

bunky kontrolni + ovlivnéné 10 uM rheinem.

V prubéhu experimentu byl k buitkdm ptidan cytochrom c jako indikator poskozeni
integrity vn&j$i mitochondridlni membrany. Plsobeni cytochromu c zptisobilo narist spotieby
kysliku v priméru o 2,65% u kontrolnich bunék, 3,13% u bun¢k ovlivnénych rheinem v
koncentraci 5 uM a 2,55% u bunék ovlivnénych rheinem v koncentraci 10 pM. Nizky vliv
cytochromu ¢ na respiraci naznacil, Zze vngj§i mitochondridlni membrdna nebyla vyrazné

poskozena u zadné z pokusnych skupin.
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Obr. 14 Reprezentativni diagram o priibéhu meéfeni respirace permeabilizovanych bunék SH-SYSY.
Meéfeni spotieby O, zahrnovalo plisobeni riznych agens: malat/glutamat (Mal/Glu), digitonin (Dig), ADP,
cytochrom ¢ (cytC), sukcinat (S), oligomycin (Omy), FCCP, rotenon (Rot), antimycin A (AA). Modra
ktivka predstavuje hodnotu koncentrace kysliku v komote oxygrafu, ¢ervena kiivka odrdzi zménu kysliku
v Case.

Rozdily ve spotiebé kysliku mezi bunkami kontrolnimi a ovlivnénymi 5 pM rheinem
jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 15). V nepfitomnosti zadnych externé ptidavanych Ciniteld
se na spotieb¢ kysliku podili buiikky pouze svou endogenni respiraci. Ta byla signifikantné
snizena (pfiblizné o 25%) u skupiny vystavené 5 uM rheinu. Respirace zlstala signifikantné
sniZend 1 po permeabilizaci bun€k a pfidani malatu a glutamatu (o 20%), ale pfili§ se nelisila
ve stavech 3 a 4. Dalsi rozdil ve spotiebé O; byl pozorovan ve stavu maximalni respirace
indukované odptahujici latkou (FCCP). Ovlivnéné bunky mély oproti kontrole vyznamné
niz§i maximalni spotifebu kysliku (cca o 20%). Primérné hodnoty respirace ziskané
zablokovanim komplexu I rotenonem byly také snizené u ovlivnénych bungk, ale vysledek
nebyl vyhodnocen jako statisticky vyznamny. Nemitochondrialni spotieba kysliku po ptidani

antimycinu A dosahovala obdobnych hodnot u obou experimentalnich skupin.
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Obr. 15 Grafické zobrazeni spotieby O, mitochondriemi izolovanymi z bunék SH-SYS5Y v pfitomnosti
ruznych substratl a inhibitord, porovnani kontroly a skupiny vystavené 24h ptisobeni 5 uM rheinu. Data
grafu reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby priméru. * — statisticky signifikantni rozdil
v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.05, ** P<0.01. Zkratky: ADP, adenosindifosfat; FCCP,
karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon; S, sukcinat.

Porovnanim kontrolnich parametrti charakterizujicich fungovéani respirac¢niho fetézce
(viz kap. 4.5.1) byly mezi experimentalnimi skupinami pozorovany nasledujici rozdily (Obr.
16). Indexy respiracni kontroly (IRBK a IRwmK) vyjadfujici miru sprazeni elektron-
transportniho fetézce se signifikantné neliSily mezi kontrolni a ovlivnénou skupinou bunék.
Pokles v indexu odptazené kontroly (IOK) odvozeného z podilu FCCP a stavu 3 naznacuje,
ze ETS u rheinem ovlivnénych bun€k vyuziva k pohonu ATP syntazy vétsi procento své
maximalni kapacity, ale ani tyto zmeény nebyly statisticky vyznamné. Oproti kontrole se vSak
po ovlivnéni rheinem signifikantné snizil parametr respiracni rezervni kapacity (RRK), ktery

ve srovnani s kontrolou klesl v priiméru o 55%.
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Obr. 16 Grafické zobrazeni vyhodnocenych kontrolnich parametri mitochondridlni respirace u bunék
neovlivnénych (Ctrl) a vystavenych 24h ptisobeni 10 pM rheinu. Index bazalni respiracni kontroly (IRgK)
odvozeny z podilu stavli 3 a 4 za aktivity komplexu I (A) a pfi ¢innosti komplext I i II (B). (C) Index
maximalni respiracni kontroly (IRmK) jako podil FCCP a stavu 4. Index odptazené kontroly (IOK) ziskany
z podilu FCCP a stavu 3 za aktivity komplexu I (D) a pfi ¢innosti komplext I i IT (E). (F) Respira¢ni
rezervni kapacita (RRK) dana rozdilem FCCP a stavu 3 za ucasti komplext I i II. Data grafu reprezentuji
primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby priméru. * — statisticky signifikantni rozdil v porovnani
s kontrolou dle t-testu, P<0.05. Zkratky: ADP, adenosindifosfat; FCCP, karbonylkyanid-p-trifluoro-
methoxyfenylhydrazon; S, sukcinat.

Porovnani spotfeby kysliku mezi buitkami neovlivnénymi a inkubovanymi s 10 pM
rheinem je prezentovano na obrazku (Obr. 17). Vysledky ukazuji velmi podobny trend jako
ptipad¢ ovlivnéni 5 pM rheinem. Ve srovnani s kontrolnimi buitkami signifikantné klesla
endogenni respirace ovlivnénych bunék (v priméru o 40%). Pokles byl pozorovan také
po pfidani malatu a glutamatu k permeabilizovanym buiikdm (o 30%) a vyrazné&ji se snizily
také hodnoty maximalni respirace (téméf o 45%). Oproti pokusim zkoumajicim vliv 5 uM
rheinu byl pozorovan zna¢ny pokles ve stavu 3 pfi ¢innosti pouze komplexu I i po pifidani
sukcinatu. Statistické testy vSak neidentifikovaly pozorované zmény jako signifikantni.
Signifikantni vyznam byl zamitnut také u rozdilu v respiraci pohanéné komplexem II

po ptidani rotenonu. Nemitochondridlni respirace zlstala opét neovlivnéna.
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Obr. 17 Grafické zobrazeni spotfeby O, mitochondriemi izolovanymi z bunék SH-SYSY v pfitomnosti
riznych substratli a inhibitord, porovnani kontroly a skupiny vystavené 24h ptisobeni 10 pM rheinu. Data
grafu reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby praméru. * — statisticky signifikantni rozdil
v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.05, ** P<0.01. Zkratky: ADP, adenosindifosfat; FCCP,
karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon; S, sukcinat.

Ovlivnéni bun¢k 10 uM koncentraci rheinu se projevilo podobné jako pii pouziti 5 pM
koncentrace i v piipad¢é nekterych kontrolnich parametrti (viz kap. 4.5.1, Obr. 18). Podobné
vysledky se tykaly hodnot IOK a RRK, pficemz pozorovany pokles byl mnohem
markantnéjsi. U bunck se po ovlivnéni 10 uM rheinem témét vytratila rezervni kapacita
respiracniho fetézce, ve srovnani s kontrolnimi buiikami byla pfiblizné tietinova. Hodnoty
IOK ziskané podilem FCCP a stavu 3(app+s) se vyrazné piiblizuji jedné, dychaci fetézec tedy
jede skoro na doraz své maximalni dosazitelné aktivity. U ovlivnénych bunck byl
signifikantné snizen také parametr IRMK (cca o 40%) a nové byl zpozorovan pokles
(nesignifikantni) i v indexu IRK za piispévku komplext I i II. Tyto vysledky znaci nizsi
kapacitu a miru spfazeni mitochondridlniho ETS u bunék vystavenych 10 pM rheinu

ve srovnani s kontrolnimi bunkami.
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Obr. 18 Grafické zobrazeni vyhodnocenych kontrolnich parametri mitochondrialni respirace u bunék
neovlivnénych (Ctrl) a vystavenych 24h ptuisobeni 10 uM rheinu. Index bazalni respiraéni kontroly (IRgK)
odvozeny z podilu stavii 3 a 4 za aktivity komplexu I (A) a pfi ¢innosti komplext I 1 II (B). (C) Index
maximalni respiraéni kontroly (IRMK) jako podil FCCP a stavu 4. Index odprazené kontroly (I0K) ziskany
z podilu FCCP a stavu 3 za aktivity komplexu I (D) a pfi ¢innosti komplext I i IT (E). (F) Respira¢ni
rezervni kapacita (RRK) dana rozdilem FCCP a stavu 3 za ucasti komplexi I i II. Data grafu reprezentuji
primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby priméru. * — statisticky signifikantni rozdil v porovnani
s kontrolou dle t-testu, P<0.05. Zkratky: ADP, adenosindifosfat; FCCP, karbonylkyanid-p-trifluoro-
methoxyfenylhydrazon; S, sukcinat.

5.5 Detekce proteinovych podjednotek komplexu respiracniho fetézce

Vzhledem k rozdilim v respiracnich kiivkach mezi bunikami kontrolnimi a ovlivnénymi
rheinem byla pomoci metody Western blot stanovena mira exprese podjednotek
mitochondrilnich respira¢nich komplexu (Obr. 19). Ziskané vysledky dokumentujici expresi
nékterych podjednotek komplexu oxidativni fosforylace ukazuji, ze detekované podjednotky
komplexu III (UQCRC2) a ATP syntazy (ATPSA) ziistaly bez vyrazné zmény miry exprese,
zatimco u podjednotky SDHB komplexu II byl pozorovan pokles o vice nez 60% oproti
kontrolnim buiikam. SniZeni exprese bylo zaznamenano také u podjednotek komplext I
(NDUFBS), ale pouze po puisobeni 10 uM rheinu (cca o 50%), a komplexu IV (MTCO1), kde
byl jako signifikantni vyhodnocen pokles pouze u skupiny inkubované s 5 uM rheinem
(zhruba o 40%). Rozdil hladin MTCO1 mezi skupinou kontrolni a ovlivnénou 10 pM
inhibitorem byl na hranici statistické vyznamnosti (P=0,0578).
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Obr. 19 Exprese proteinovych podjednotek komplexti respiracniho fetézce v buiikach kontrolnich (Ctrl)
a vystavenych 5 uM a 10 uM koncentraci rheinu. (A) Reprezentativni snimky imunoblotd. (B-F) Grafické
zobrazeni intenzity chemiluminiscen¢niho signalu proteinovych podjednotek komplexti I-V vyjadiené jako
mnozstvi proteinu vztazené ke kontrole. Data grafu reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni
chyby priméru. * — statisticky signifikantni rozdil v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.05, ***,
P<0.001.

5.6 Produkce ROS

Ve ctyfech pokusnych vzorcich ovlivnénych 0, 3, 5 nebo 10 uM rheinem byla
detekovéna tvorba intracelularnich ROS vyuzitim fluorescen¢nich sond H;DCFDA a DHE.

H>DCFDA volné prochazi membranou do bunck, kde je deacetylovan bunécnymi
esterazami, ¢imz  ztrdci  schopnost  prochdzet ~membranami  zpét.  Vznikly
2,7-dichlorodihydrofluorescein je velmi citlivy k ROS a pfi kontaktu s nimi se okamzité
oxiduje na 2,7—dichlorofluorescein (DCF), ktery je fluorescen¢ni v zeleném spektru. DCF je
citlivy predevsim k H»O,, ale v mens$i mife i né€kterym dalSim reaktivnim sloucenindm
(peroxynitrit, HC1O). Mira fluorescence je proporcialni hlading téchto reaktivnich molekul.
Rada studii v8ak ukazala, 7e oxidaci DCF ovliviiuje i vyskyt antioxida¢nich systémi. Uvazuje
se tedy, ze DCF fluorescence odrazi spiSe celkovy oxidativni stres nez zmény v produkci

ROS.
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Do bunék volné vstupujici DHE je Siroce pouzivana fluorescencni sonda k detekci O»-'.

DHE reaguje s aniontem superoxidu za vzniku ervené fluorescen¢niho produktu, ktery

se vmezefi do jaderné DNA.

Byl pozorovan trend rostouci intenzity fluorescence se zvysSujici se pouzitou koncentraci
rheinu, a to u obou pouzitych sond (Obr. 20 - Obr. 23). Signifikantni rozdil byl zaznamenan
mezi kontrolni skupinou bez pfitomnosti inhibitoru a builkami ovlivnénymi 10 pM
koncentraci rheinu, u sond DHE i HoDCFDA. Intezita fluorescence DHE u ovlivnénych
bunc¢k dosahovala pfiblizn€ 1,5 nasobku hodnot kontroly, v ptipadé¢ sondy H.DCFDA
se zvysila v priméru na 1,7 nasobek. Je tieba zminit, ze upravy zavedené do protokolu kvili
chovani bun¢k, naptiklad nutnost centrifugace, mohou samy o sob¢ piisobit jako stresujici

faktor a snizovat vérohodnost ziskanych vysledkii.

Obr. 20 Exemplarni snimky z fluorescenéniho mikroskopu zachycujici fluorescenci DCF v bunikach
SH-SYS5Y. Ukazana je pozitivni kontrola indukovana psobenim 200 uM TBHP (A), kontrolni neovlivnéné
bunky (B) a buniky inkubované s 10 uM rheinem (C).
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Obr. 21 Fluorescence DCF v buiikach kontrolnich (Ctrl), inkubovanych s 200 pM TBHP (pozitivni
kontrola) a vystavenych 3, 5 a 10 uM koncentracim rheinu. Sila fluorescencniho signalu je vyjadiena jako
relativni zména oproti kontrole. Data grafu reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby
praméru. * — statisticky signifikantni rozdil v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.05. Zkratky: DCF,

dichlorodihydrofluorescein; TBHP, tert-butyl hydroperoxid.
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Obr. 22 Exemplarni snimky z fluorescen¢niho mikroskopu zachycujici fluorescenci DHE v buiikach SH-
SYSY. Ukazana je pozitivni kontrola indukovana pasobenim 20 uM antimycinu A (A), kontrolni

neovlivnéné bunky (B) a buiiky inkubované s 10 uM rheinem (C).
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Obr. 23 Fluorescence DHE v buiikach kontrolnich (Ctrl), inkubovanych s 20 uM AA (pozitivni kontrola) a
vystavenych 3, 5 a 10 uM koncentracim rheinu. Sila fluorescenéniho signalu je vyjadfena jako relativni

zména oproti kontrole. Data grafu reprezentuji primérné hodnoty s vynesenim stfedni chyby praméru. * —
statisticky signifikantni rozdil v porovnani s kontrolou dle t-testu, P<0.05. Zkratky: AA, antimycin A; DHE,

dihydroethidium.
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6 Diskuze

RNA demetyldza FTO byla opakované spojovana s ovlivnénim metabolickych
a energeticky vyznamnych pochodii. Ve svétle fady novodobéjSich teorii, které si vSimaji
koincidence neurodegenerativnich onemocnéni a naruSené energetické homeostaze, se zda
byt FTO vhodnym kandidatem pro studium této problematiky. Cilem této prace bylo
pozorovat vliv inhibice funkce FTO na oxidativni metabolismus a expresi proteini insulinové
signalizace vyuzitim modelu lidské neuroblastomové bunécéné linie SH-SYSY. Jelikoz je
farmakologicky piistup ke studiu Cinnosti enzymu FTO v literatufe znacné opomijen,

k ovlivnéni aktivity proteinu jsme se rozhodli vyuzit inhibitor FTO rhein.

Cytotoxicita rheinu byla testovana na riznych bunécnych liniich. Vysledky ukazuji,
ze vliv rheinu na viabilitu bunék je zavisly na pouzité koncentraci inhibitoru a délce trvani
inkubace. Nizké koncentrace se pfitom zdaji byt buikami dobfe tolerovany (Bounda et al.,
2015; Chen et al., 2012; Li et al., 2016). Pomoci MTT testu jsme proto oveéfovali ptisobeni
rheinu na Zivotaschopnost nami zvolené modelové linie SH-SYS5Y. Ukazalo se, ze vystaveni
bun¢k rheinu v koncentracich 3, 5, 10 a 20 uM po dobu 24 h bunécnou viabilitu neovliviiyje,
zatimco rhein v koncentraci 50 uM pusobil vyrazné cytotoxicky. Protoze bunky v pribéhu
experimentu rostou, je otdzkou, zda niz$i vystupni hodnotu MTT testu interpretovat jako
zvySenou umrtnost bunék nebo omezenou proliferaéni schopnost. Inhibi¢ni vliv rheinu
na proliferaci byl v minulosti identifikovan (Legendre et al., 2009). Podobné i Fto”" mysi
embryonalni fibroblasty vykazovaly niz§i proliferaci (Gulati et al., 2013). Na druhou stranu
knockdown FTO nebyl doprovazen zménou proliferace v buitkkach SH-SYS5Y (Pitman et al.,
2012). Pro dalsi experimenty byly zvoleny koncentrace inhibitoru nepiesahujici 10 pM

koncentraci.

Nezanedbatelnou roli v bioenergetice mozkové tkané hraje insulinova signalizace, ktera
je propagovana hlavné pomoci dvou signalizacnich kaskad: PI3K/Akt a MAPK. Zkoumali
jsme proto vliv inhibice FTO rheinem na expresi insulinového receptoru (IR), insulin
degradujiciho enzymu (IDE), fosfatidylinosityl 3-kindzy (PI3K) a kindz Akt, GSK3p,
ERK1/2, p38 a jejich fosforylovanych forem. Po inhibici FTO se zvySily hladiny
insulinového receptoru, a také insulin degradujiciho enzymu. Bez signifikantnich zmén
zustala exprese pl10 podjednotky PI3K. Pomér p-Akt/Akt se zna¢né sniZil, ale exprese
GSK3p a p-GSK3B se nezmeénila. Vyrazny pokles byl pozorovan u pomeéru p-p38/p38,
zatimco u experimentalni skupiny ovlivnéné 10 uM rheinem byl zaznamenan narist poméru
p-ERK/ERK. Tradi¢ni pojeti aktivace insulinové signalizace piedstavuje aktivaci

(fosforylaci) kinaz ERK a Akt a inhibici (fosforylaci) GSK3pB (Steen et al., 2005). Piesto
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v literatufe existuji neshody (Chami et al., 2016). Nicméné¢, spusténi insulinové signalni drahy
vyzaduje aktivaci receptoru vazbou insulinu. Pfi¢inou neobvyklych zmén v expresi
komponent signaliza¢ni kaskady (nariist IR, ale pokles p-Akt/Akt a nezménény pomér
p-GSK3B/GSK3p) pozorovanych v této praci by mohl byt fakt, ze zde nebyl zahrnut vliv
insulinu. SpiSe neZ plisobeni rheinu na proces insulinové signalizace byla zkoumana adaptace
celularniho prostiedi na odlisnou aktivitu bioenergetického regulatoru FTO. Vlivem rheinu
na expresi proteint insulinové signalizace se zabyval Fernand a spol. Na modelu nadorovych
HUVEC bun¢k pozoroval potlaceni VEGF-dependentni aktivace PI3K, p-Akt a p-ERK
(Fernand et al., 2011). Pokles ve fosforylované¢ Akt kindze u bunécné linie SH-SYSY byl
detekovan po knockdownu FTO, naopak u adipocyti se hladiny p-Akt zvysily. Bylo tak
ukéazano, ze pusobeni FTO se odviji od konkrétniho bunééného typu (Pitman et al., 2012).
Naopak overexprese FTO ve svalovych buiikach a v linii HEK293 méla za nasledek zvyseni
p-Akt/Akt (Bravard et al., 2011). PI3K/Akt draha ovliviiuje vychytavani glukozy. Vazbou
PI3K na IRS a naslednou aktivaci Akt je stimulovan transport glukézy (Steen et al., 2005).
Vedle snizenych hladin p-Akt byl v praci Pitmana a spol. pozorovan i pokles v mife
vychytavani glukézy (Pitman et al., 2012). Odchylky v piijmu tohoto energetického substratu
jsou Casto v doprovodu pozménéné mitochondrialni funkce (del Campo et al., 2014; Gupte et

al., 2013; Hughey et al., 2014), ktera byla v této diplomové praci také pozorovana.

Insulinova signalizace se zd4 byt poSkozena v fadé neurodegenerativnich onemocnéni i
v procesu starnuti. Pacienti postizeni Alzheimerovou chorobou (AD) maji v mozku snizené
hladiny IR a naruSenou signédlni drahu, kterd ma pravdépodobné souvislost s rozvojem
markert AD jako je hyperfosforylace tau a tvorba B-amyloidnich plakt (Mullins et al., 2017;
Sajan et al., 2016). Pozorovana zvySena exprese IR po aplikaci rheinu by mohla pisobit
protektivné vici propagaci Alzheimerovi choroby. Stejné tak nartst hladin IDE, ktery je
schopen rozkladat kromé insulinu také p-amyloid. Nedostatecnost funkce IDE byla
asociovana s insulinovou rezistenci mozkové tkane¢ (Lynch et al., 2006). Potencialni
protektivni schopnost inhibice FTO v rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni byla
nastinéna pii zjisténi poklesu fosforylovaného tau v bunikdch SH-SYS5Y s utlumenou expresi
FTO (Pitman and Fong, 2013). Aktivita GSK3f se uvazuje jako jednou z majoritnich pficin
zpisobujicich hyperfosforylaci tau. Fosforylace GSK3 vede k potladeni této aktivity. Pokud
se v neuronech snizuji hladiny fosfo-tau po inhibici FTO, mohlo by byt pozorovano zvyseni
poméru p-GSK3B/GSK3pB. Na druhou stranu mnozstvi fosforylované Akt kinazy zodpovédné
za inhibici GSK3p bylo snizeno u ovlivnénych bun¢k (Pitman et al., 2012). Zkoumdani
proteinu GSK3 a jeho fosforylované formy v této diplomové praci ovSem neodhalilo téméf

zadné zmeény v expresi. Fosforylovat GSK3p je schopno vedle Akt i n€kolik dalSich kinaz
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(Jope & Johnson 2004). Je tedy mozné, ze n¢kolik drah soucasné reguluje aktivitu GSK3p,
pficemz tato regulace muize byt protichidna. GSK3p je také molekulou
s kompartmentalizovanym vyskytem. Je-li kindza modifikovdna odlisSn¢ v jednotlivych
kompartmentech, vysledny pomér muze zistat nezménén (Perez-Costas et al., 2010).
Alternativné by 1 aktivace AMPK mohla pfispivat k fosforylaci tau. Snizené hladiny
fosforylované (neaktivované) AMPK byly naméteny v buiikach SH-SYS5Y po knockdownu
FTO (Pitman et al., 2012). V této praci jsme se vSak expresi proteinu AMPK nezabyvali.
Nicméné molekula p38 se také ukazuje mit souvislost s modifikaci tau. Oproti GSK3p je
MAPK p38 fosforylaci aktivovana. Nasledn¢ je schopna fosforylace fady efektorovych
molekul, zejména kinaz a transkripCnich faktord. Vyssi hladiny p-p38 byly pozorovany
v mozku v souvislosti s AD a velmi pravdépodobné také ptispivaji k hyperfosforylaci tau
(Giraldo et al., 2014). Aktivovana kindza p38 kolokalizuje s fosfo-tau zejména v Casnych
stadiich choroby (Sun, 2003). Naméteny pokles v poméru p-p38/p38 u bunek inkubovanych
s inhibitorem FTO by tak mohl vysvétlovat snizenou fosforylaci proteinu tau. O existenci
vztahu mezi aktivitou p38 a FTO svédci i dalsi prace ((Engelman et al., 1998; Zhao et al.,
2014a).

NaruSeni insulinové signalizace bylo asociovano se zvySenym oxidativnim stresem
a redukci mitochondrialni funkce v neuronech (de la Monte & Wands 2002). Neurony jsou
buniky bohaté na mitochondrie, oxidativni fosforylace zde pfedstavuje hlavni roli
v bioenergetickém metabolismu. Podobné jako postizeni insulinové signalizace, také
modifikace v mitochondrialnich funkcich mohou pfispivat k patofyziologii mozkové tkané.
Vedle insulinové signalizace byl v této praci zdjem o studium dychaciho fetézce. Pii
overexpresi FTO byly ve svalovych vldknech a buinikach C>Ci» odlisné exprimovany
komplexy elektron-transportniho systému (Bravard et al., 2011). V bunkach SH-SY5Y byl
knockdown FTO doprovéazen zvySenim hladin ATP (Pitman et al., 2012). Co se tyce rheinu,
Du a spol. vypozorovali negativni ptisobeni této latky na mitochondriadlni funkce v Hep-G2
bunécné linii. Vedle snizenych hladin ATP zaznamenali pokles v mitochondridlnim
membranovém potencidlu a Unik cytochromu ¢ do cytosolu. AvSak koncentrace rheinu

pouzité v tomto ptipade byly pomémé vysoké (50-100 uM na 48 h) (Du et al., 2013).

Me¢éftenim spotieby kysliku bunikami na pfistroji oxygrafu se podafilo odhalit pozménény
charakter respirace u rheinem ovlivnénych bunék. Pozorovany byly zejména snizené hodnoty
endogenni a maximalni respirace bunék. Vyssi koncentrace inhibitoru vedla k markantnéjSim
zménam. Endogenni respirace obvykle odrdzi obrat energie v bunikdch (Brand and Nicholls,

2011; Pesta and Gnaiger, 2012). Zmény v endogenni respiraci nastavaji nejpravdépodobné;ji
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z divodu odlisnych narokti na tvorbu ATP a nemusi indikovat mitochondrialni dysfunkeci.
Nizsi spotieba kysliku mitochondriemi by v tomto piipad€¢ vysvétlovala zvySeni hladin ATP
a pokles p-AMPK v buitkkdch SH-SYSY se snizenou expresi FTO (Pitman et al., 2012).
Pokles v maximalni respiraci indukované rozprahova¢em muize na druhou stranu implikovat
mitochondrialni poruchu. V tomto stavu je respirace kontrolovana oxidaci substratii a zmény
mohou indikovat dysfunkci komponent respiracniho fetézce, substratovych transportérii nebo
dehydrogendz (Brand and Nicholls, 2011). Integrita vn¢j$i mitochondridlni membrany
s velkou pravdépodobnosti nebude narusena, protoze externé pfidany cytochrom ¢ nezpusobil

vyrazny narust ve spotiebé kysliku.

Vedle absolutnich hodnot spotieby kysliku bylo z naméfenych dat vypocteno nékolik
kontrolnich parametri k leps$i charakterizaci bunéfné respirace. Zdravé mitochondrie
vykazuji vysoké hodnoty v indexu respiracni kontroly (IRK). Tento parametr vypocteny
z podilu hodnot stavu 3 a stavu 4 nebo FCCP a stavu 4 je dobrym ukazatelem mitochondrialni
dysfunkce. Vys$si IRK obvykle znazorniuje mitochondrie s velkou kapacitou pro oxidaci
substrati a fosforylaci ADP za souc¢asné nizkého tuniku protonii (Brand and Nicholls, 2011).
Pozorovany pokles vIRK u bun€k ovlivnénych rheinem tak napovidd o opaénych
vlastnostech mitochondridlniho fetézce. Protoze stav 4 se vlivem ptlisobeni rheinu vyrazné
nezménil, k nizs$i hodnoté IRK prispivaji hlavné stavy 3 a FCCP. Pokud by byl zaznamenan
pokles pouze ve stavu 3, ale maximalni respirace by zlstala nezménéna, byla by
pravdépodobné¢ zkompromitovana aktivita ATP syntazy. V tomto ptipadé, kdy klesly hodnoty
obou stavil bude pficina zfejm¢ odlisna. Protoze vyraznéjsi rozdily v kontrolnich indexech
byly zpozorovany pii zapocteni vlivu komplexu II ke komplexu I, nedostatecna ¢innost bude

zfejmé na stran€ komplexu II.

Vyznamnym diagnostickym parametrem, zejména pro bunky s proménlivymi
energetickymi naroky jako jsou neurony, je respiracni rezervni kapacita (Brand and Nicholls,
2011). Rheinem ovlivnéné bunky disponovaly nizsi rezervni kapacitou. Jejich schopnost
ptizpisobit se podminkdm vyssi potieby ATP je proto zna¢né¢ omezena. Podobné i snizeny
index odpfazené kontroly u rheinem ovlivnénych bun¢k ukazuje, ze k oxidativni fosforylaci
je vyuzivana vétSina kapacity elektron-transportniho systému a respirace se blizi svym
bioenergetickym limitim.

Zména hustoty mitochondrii v intracelularnim prostiedi mize siln€¢ ovlivnit buné¢nou
respiraci. V této praci jsou také ukazany vysledky (1 kdyZz nekompletni) z méfeni
naizolovanych mitochondriich, které mély podobny profil zmén jako pokusy

na permeabilizovanych buiilkach. Protoze je normalizace v pfipad¢ izolovanych mitochondrii
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provadéna na mnozstvi proteinu a nikoliv na pocet bun€k, mohlo by se z toho usuzovat,
ze pozorované zmény nebudou zapfic¢inény odliSnostmi v mitochondridlnim obsahu. Lepsi by
ovSem bylo kvantifikovat mnozstvi mitochondrii v bunikach a idealné identifikovat i ptipadné
odlisnosti v jejich struktufe. Ve spojitosti s timto fenoménem lze zminit praci Liu a spol.
Rhein zde mé¢l stabiliza¢ni vliv na mitochondrialni ultrastrukturu v pankreatickych p buikach,
kde potlacil hyperglykemii navozené zvyseni hladin proteinu DRP1 - medidtoru rozpadu

mitochondrii (Liu et al., 2013).

Pozorované zmény v respiraci kazdopadné naznacily odlisSnosti v dychacim fetézci.
Pokusili jsme se proto hledat zdroj téchto abnormalit v expresi proteinovych podjednotek
jednotlivych komplext. U bun¢k ovlivnénych inhibitorem FTO byl pozorovan pokles hladin
podjednotek komplexti I a IV a vyrazna redukce v expresi podjednotky komplexu II. Zadné

zmeény nebyly zjistény u podjednotek komplexu III a ATP syntazy.

Ukazatelem mitochondrialni dysfunkce mutze byt i nadmérny oxidativni stres.
Mitochondrie jsou vyznamnym zdrojem produkce ROS, které maji bezpochyby sviij tcel
ve fyziologickych procesech. V ptipad¢ vychyleni z rovnovahy se vSak stavaji pti¢inou ¢i
nasledkem mnoha patofyziologickych stavii. Jednim z faktorti zvySené produkce ROS je
i inhibice respiraniho fetézce (Wang et al., 2015). Abychom zjistili, zda inkubace bun¢k
SH-SYS5Y s inhibitorem FTO rheinem pusobi zmény oxidativniho stavu, zkoumali jsme
produkci ROS v nitrobunééném prosttedi pomoci dvou fluorescencnich sond, DHE
a HbDCFDA. HoDCFDA v buiikkach vstupuje do reakce s esterazami, meéni se
v 2,7-dichlorodihydrofluorescein a pti kontaktu s ROS se poté oxiduje na fluorescencni latku
2,7-dichlorofluorescein (DCF). Fluorescence DCF by méla byt ukazatelem piedevSim
produkce H»>O,, ale DCF je citlivy i jinym reaktivnim slou¢enindm (peroxynitrit, HCIO)
ana jeho fluorescenci ma vliv aktivita antioxidacnich systémi. DCF fluorescenci je proto
moznd lepsi interpretovat jako celkovy oxidativni stres spiSe nez zmény v produkci ROS.
DHE je sonda detekujici superoxidovy radikal. Po reakci DHE s aniontem superoxidu vznika
cervené fluorescencni produkt, ktery se interkaluje do jaderné DNA. V diplomové praci se
podafilo detekovat narist fluorescence v rheinem ovlivnénych bunikdch u obou pouzitych
sond. Tyto vysledky ve shodé¢ s daty ziskanymi na oxygrafu i s pozorovanym poklesem
exprese komplext ETS naznacuji pozménénou mitochondridlni aktivitu. Bounda a spol.
pozorovali zvySeni produkce ROS v lidskych HL-770 po aplikaci rheinu (Bounda et al.,
2015). Na druhou stranu fada studii ptiklada rheinu antioxida¢ni chovani (Deng et al., 2012;

Liu et al., 2013; Zhao et al., 2011). V téchto pracich se ukazalo, Ze rhein pasobi protektivné
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proti oxidativnimu stresu vyvolanému riznymi Ciniteli, nebyl vSak studovan vliv rheinu

samostatné.

Zaveérem lze fici, Ze rhein ovliviiuje bioenergetické pochody v neuroblastomové
bunécné linii SH-SYS5Y. Zmény byly pozorovany jak v cinnosti mitochondridlniho
respiratniho fetézce, tak v insulinové signalizaci. Kromé& produkce ROS pisobil rhein
prevazné inhibicné na fungovani mitochondrii. Je otdzkou, zda pozorované odchylky
prisuzovat mitochondrialni dysfunkci nebo adaptaci bun€k na pozménéné energetické naroky.
Povaha zmén v komponentach insulinové signalizace byla komplexnéjsi a nejednoznacné

interpretovatelna.
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7 Zavér

V této praci jsme studovali zmény v mitochondrialnim respira¢nim fetézci a insulinové
signalizaci neuronalnich bun¢k SH-SYS5Y navozené inkubaci s inhibitorem FTO rheinem
po dobu 24h. FTO je enzym nabyvajici na vyznamu zejména ve spojitosti s bioenergetickym

metabolismem, jeho role v bunééné energetice je doposud velmi malo prozkoumana.

Vystaveni bun¢k nizkym koncentracim rheinu (do 10 pM), které na rozdil od vys$sich
koncentraci nemaji na viabilitu bunék vyrazny vliv, bylo doprovazeno odliSnostmi v expresi
proteint souvisejicich s insulinovou signalizaci. Po inhibici FTO doslo ke zvySeni hladin
insulinového receptoru a insulin degradujiciho enzymu. V ramci PI3K/Akt/GSK3[ drahy byl
snizen pomér p-Akt/Akt, ale vliv na aktivitu GSK3p prokazan nebyl. Odlisné exprese
se dostalo fosforylovanym kindzam ERK1/2 a p38 z MAPK kaskady. Pomér p-p38/p38
vyrazné klesl, zatimco pomér p-ERK/ERK byl zvysen.

Podafilo se odhalit také vliv rheinu na mitochondrialni respiraci. Ovlivnéné bunky mély
utlumenou endogenni respiraci a sniZzenou maximalni a rezervni kapacitu elektron-
transportniho systému. Charakter zmén naznacil pokles v c¢innosti komplexti dychaciho
fetézce. To bylo podpoteno i analyzou exprese podjednotek jednotlivych komplexii. U bun¢k
s inhibitorem klesl proteinovy obsah podjednotek reprezentujicich komplexy I, II a IV.
Abnormalni mitochondrialni ¢innost dale potvrdil vzrist intenzity signalu z fluorescen¢nich

sond odrazejici vyssi miru produkce ROS.

Ziskané vysledky jsou ve shod¢ s tezi, ze FTO funguje jako regulator energetického
metabolismu. Zda lze tyto vysledky ovSem pfisuzovat pouze inhibici FTO, ptipadné snizeni
hladin N6-metyladenosinu v disledku blokovani funkce vicero demetylaz z AIkBH rodiny

nebo snad jeste jinym mechanismim ucinku rheinu, musi byt upfesnéno dal$imi experimenty.
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