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Abstrakt

Inhibi¢ni faktor 1 (IF1) je jednim z hlavnich regulatort aktivity mitochondrialni
ATP syntazy, klicového enzymu energetického metabolismu. Jsou znamé jeho
inhibiéni UCinky ve stavech jako je napfiklad hypoxie, nebo hladovéni, avSak
nejednotna je doposud hypotéza, zda IF1 inhibuje aktivitu ATP syntazy i za
fyziologickych podminek. Poruchy regulace ATP syntazy mohou mit pro buriku
fatalni nasledky a byly popsany napfiklad u karcinogeneze a ischémie. Rovnéz
bylo zjisténo, Ze umiCeni genu pro IF1 v pankreatickych B-burikach zvySuje
sekreci inzulinu, a tedy mize mit IF1 vyznam v patogenezi diabetu 2. typu.
Cilem této prace je shrnout aktualni poznatky tykajici se proteinu IF1 a ziskat
nove vysledky, které pomohou objasnit mechanismus, jakym tento protein
reguluje mitochondrialni ATP syntazu. Konkrétné se tato prace zabyva
pomérem proteinu IF1 vi¢i ATP syntaze v pankreatickych [-burikach,
v zavislosti na rlznych kultivaénich podminkach. Dale zkouma vyskyt post-
translacnich modifikaci proteinu IF1 v pankreatickych B-burikach (modelovych
bunkach INS-1E), které mohou hrat roli v regulaci aktivity IF1. Rovnéz se
zabyva pomérem bunécného ATP/ADP, ktery je jednim z kliCovych faktord pro
sekreci inzulinu pankreatickymi B-bufikami. Dulezitou ¢asti této prace jsou také
experimenty na izolovanych jaternich mitochondrii celotélovych IF1-knockout
mysSi, pfi nichz se zkouma respirace za pfitomnosti riznych energetickych

substratu.
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Abstract

Inhibitory factor 1 (IF1) is one of the major regulators of mitochondrial ATP
synthase activity, a key enzyme of energy metabolism. Its inhibitory effects are
known in conditions such as hypoxia or starvation, but the hypothesis that IF1
inhibits ATP synthase activity even under physiological conditions is still not
entirely accepted. Disorders of ATP synthase regulation can be fatal to the cell
and have been described, for example, in carcinogenesis and ischemia. It has
also been found that silencing of the IF1 gene in pancreatic p-cells increases
insulin secretion, and thus, IF1 may be important in the pathogenesis of type 2
diabetes. The goal of this work is to summarize the current knowledge about the
IF1 protein and to obtain new results that will help elucidate the mechanism by
which this protein regulates mitochondrial ATP synthase. Specifically, this work
deals with the ratio of IF1 protein to ATP synthase in pancreatic B-cells,
depending on different culture conditions. It further investigates the occurrence
of post-translational modifications of the IF1 protein in pancreatic 3-cells (INS-
1E model cells), which may play a role in the regulation of IF1 activity. It also
deals with the cellular ATP/ADP ratio, which is one of the key factors for insulin
secretion by pancreatic B-cells. An important part of this work are also
experiments on isolated liver mitochondria of whole-body IF1-knockout mice, in

which respiration is examined in the presence of various energy substrates.
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Seznam zkratek

AA Akrylamid

ADP Adenosin difosfat

AKAPs A-kinazové kotevni proteiny

Akt Signalni transdukéni draha

AMPK AMP aktivovana protein kinaza

ANT Adenin nukleotidova translokaza
APS Persiran amonny

ATP Adenosin trifosfat

BAD Proapoptoticky protein

BCA Protokol bicinchoninové kyseliny
Bel-xL Antiapoptoticky protein

BisAA N,N’-metylen-bis-akrylamid

BSA Sérovy albumin hovézi

CaM Kalmodulin

cAMP Cyklicky adenosinmonofosfat

CCCP Karbonyl kyanid m-chlorofenyl hydrazon
CFP Kyanovy fluorescencni protein

CHO Ovarialni buriky kfeCka €inského
COXIV Mitochondrialni cytochrom C oxidaza
db-cAMP Dibutyryl cyklicky adenosin monofosfat
DTT Dithiotreitol

ECL ZvySena chemiluminescence

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova
FCCP Karbonyl kyanid 4-(trifluorometoxy)fenylhydrazone
FRET ForsterGv rezonanéni pfenos energie
G418 Geneticin

Glc Glukéza

GLP-1R Glucagon-like peptid receptor

Glu Kyselina glutamova

GLUT Glukézovy transporter

Gly Glycin

H20 Voda

H49K Specificka mutace IF1

HelLa Tkanova kultura bunék délozniho Cipku Henriety Lachsoveé



HEPES
hMSC
CHAPS
IEF
IER3
IEX-1
IF1

lgG
INS-1E
iPS
Katp
KO
KOH
LAS

LB
LRPPRC
Lys
MCU
MIM
MOM
mPTP
MmRNA
mtDNA
NAD*
NADH
NFkB
Opti-MEM
Pak1
PARK2
PBS
PINK1
PKA
PMF
PMSF
PTPMT1

Kyselina 2-[4-(hydroxyethyl)-1-piperazinyllethansulfonova

Lidské mesenchymalni kmenové bunky

3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-amonio]propan-1-sulfonat

Izoelektricka fokusace

Lidsky tumorovy supresor
Stresem indukovany mysSi protein
Inhibi¢ni faktor 1

Imunoglobulin G

Inzulinomova bunécna linie pankreatickych p-bunék

Indukované pluripotentni kmenové burky
ATP senzitivni draselny kanal

Knockout

Hydroxid draselny

Luminescentni analyzator

Médium pro bakterialni kultury
Transkripéni faktor

Lysin

Mitochondrialni jednosmeérny transporter
Vnitfni mitochondrialni membrana

Vnéjsi mitochondrialni membrana
Mitochondrialni permeabilné transientni por
Mediatorova ribonukleova kyselina
Mitochondrialni DNA
Nikotinamidadenindinukleotid oxidovany
Nikotinamidadenindinukleotid redukovany
Jaderna signaliza¢ni draha

Médium bez séra

p21-aktivovana kinaza 1

Cytosolicka E3 ubiquitin ligaza Parkin
Fosfatovy pufr

Serin-threoninova mitochondrialni kinaza
Protein kinaza A

Proton motivni sila

Fenylmethylsulfonyl fluorid

Mitochondrialni tyrosin fosfataza 1



PVDF
RhoO
ROS
sAC
SDS
Ser
Sgk-1
SIRT
SKIP
Snai1
STBL3
TBB
TEMED
Thr
TMPD
TTBS
Tween 20
Tyr
UcpP
UTR
VDAC
VEGF
WAVE-1
WT
YFP

Polyvinyliden difluoride

Hela bunky exprimujici GFP-PARK2
Reaktivni formy kysliku

Solubilni adenylylcyklaza

Dodecylsiran sodny

Serin

Mitochondrialni sérum-glukokortikoid indukovana protein kinaza 1
Sirtuin

Sfingosin kinaza

Transkrip&ni represor

Kompetentni bakteridlni buriky (Escherichia coli)
Transferovy pufr
N,N,N',N'-tetramethylethan-1,2-diamin
Threonin
N,N,N’,N'-Tetramethyl-p-fenylenediamin
Omyvaci pufr
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Tyrosin

Odpfahovaci protein

Neprekladana oblast DNA

Napétové zavisly iontovy kanal
Vaskularni endotelialni rastovy faktor
Wiskott-Aldrich syndrom protein

Divoky druh, bé&zny typ

Zluty fluorescenéni protein
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1. UVOD

Jednim z kliCovych enzymu v energetickém metabolismu je bezesporu
mitochondrialni ATP syntaza. Ta sestava ze dvou hlavnich ¢asti: membranové
(Fo) a matrixové (F1) domény, celkové se pak sklada z 29 podjednotek (He et
al., 2018). Hlavni funkci tohoto komplexniho enzymu je tvorba
adenosintrifosfatu, oznacovaného zkratkou ATP, které muze burka vyuzit
v fadé enzymatickych procesu. Mimo to se ale ATP syntaza podili i na
samotném formovani mitochondrialnich krist. ATP syntazové dimery zakfivuji
vnitfni mitochondrialni membranu a organizaci do vy$sich oligomeru tvofi vrchol
mitochondrialni kristy (Strauss et al., 2008). Kromé& své role v bunécném
dychani a energetickém metabolismu, hraje ATP syntaza dulezitou roli
v procesu otevirani mPTP, fizené bunécné smrti.

Kromé své syntetické aktivity maze ATP syntaza pracovat i v opatném
rezimu, ve kterém hydrolyzuje vytvofené bunécné ATP. Takova situace nastava
napfiklad pfi hypoxii, nebo srdecCni ischemii, kdy dochazi k poklesu
mezimembranového mitochondrialniho potencialu. Hydrolyzou ATP dochazi ke
zpétnému pumpovani H* iontd do mezimembranového prostoru a navySovani
pokleslého elektrochemického gradientu. Jedna se vS8ak o jev, ohrozujici buriku,
pfi kterém muaze dojit k uplnému vyc€erpani ATP a jiz vySe zminéné bunécné
smrti. Na zamezeni téchto jevl se zasadné podili interakéni protein IF1, neboli
inhibi¢ni faktor 1. Ten se v aktivnim stavu vaze k matrixové F1 podjednotce ATP
syntazy a blokuje jeji aktivitu. Dlouho bylo IF1 povazovano za inhibitor
hydrolytické aktivity ATP syntazy, ale nedavné studie poukazuji na jeho
inhibi¢ni funkci i v pfipadé syntézy ATP (Garcia-bermudez and Cuezva, 2016*),
coz zustava predmétem diskuze.

Rdznorodé hladiny IF1 byly diagnostikovany v pfipadé mnoha rdznych
onemocnéni, jako napriklad diabetes, nebo rakovinné onemocnéni. Da se tedy
predpokladat, Zze IF1 ma zasadni roli v regulaci energetického metabolismu a

dalSi studie objasriujici mechanismus jeho fungovani jsou tedy esenciaini.



2. LITERARNI PREHLED
21 MITOCHONDRIE

Mitochondrie fadime mezi semiautonomni membranové bunécné organely. Maji
vnéjSi a vnitfni mitochondrialni membranu a v burice vétSinou tvofi komplexni
rozsahlé sité vlaken, oznaCované jako mitochondrialni retikulum. Vnéjsi
membrana je znacné poérovita a spiSe se podoba membranam eukaryotickych
bunék, zatimco membrana vnitfni je svym slozenim blize prokaryotickym
buikam a pFedstavuje v mitochondriich bariéru pro malé molekuly. Vnitini
mitochondrialni membrana navic utvari vychlipky dovniti mitochondrialni matrix
a formuje tak utvary zvané kristy, které zefektiviuji metabolické procesy,
napfiklad bunécna respirace. Mezi dalSi vyznamné metabolické procesy
odehravajici se v mitochondriich, patfi Krebslv cyklus, B-oxidace mastnych
kyselin, syntéza hemu, ale i fixace amoniaku v cyklu moc€oviny. Mimo tyto, se
mitochondrie dale vyznamné podileji na procesech bunécné smrti.

Tvar a velikost mitochondrii neni pevné dany. Jedna se o dynamické
organely, které neustale podstupujici procesy déleni a fuze (z anglictiny: fusion
and fishion — Mfn1/Mff) (Jensen et al., 2000, Scheffler et al., 2008).
Mitochondrie komunikuji s okolnim prostfedim diky membranovym kontaktim,
znameé jsou napriklad kontakty s endoplazmatickym retikulem, takzvané
.,membrane contact sites“. V jaternich hepatocytech maji mitochondrie
,kKlobasovity“ tvar, ve fibroblastech pro zménu tvofi protahlé, ,hadovité*
mitochondrie, zatimco napfiklad u bunék skeletarniho svalu tvofi jakousi
prostorovou, dynamickou mfizku (Glancy et al., 2015; Vincent et al., 2019).
Velice variabilni je i celkovy procentualni objem mitochondrii uvniti bunék.
Napriklad v kardiomyocytech, na které jsou kladeny vysoké energetické naroky,
tvofi mitochondrie z celkového objemu bunky ~35%, oproti hepatocytarnim
~20% (Page and McCallister, 1973).

Uvniti mitochondrii se také nachazi mitochondrialni DNA (mtDNA), diky
které fadime mitochondrie, nebo napfiklad i plastidy, mezi jiz zminéné
semiautonomni organely. Lidska mtDNA je kruhova a obsahuje 37 gendq,

pfitemz kdéduje jen 13 protein(, které se podileji na oxidativni fosforylaci (Rich



and Maréchal, 2010). mtDNA se nachazi v mitochondrialni matrix, kde rovnéz
probihd genova replikace a genova exprese. Kdduje sedm podjednotek
komplexu | dychaciho fetézce, cytochrom b, ktery je jednou ze tfi velkych
podjednotek komplexu Il dychaciho fetézce; a tfi podjednotky komplexu IV
dychaciho fetézce (Prasai, 2017*; Rich and Maréchal, 2010). ATP syntaza,
neboli komplex V, je cela kdédovana zjaderného genomu, kromé& dvou
podjednotek: ATP6 a ATP8, které jsou kddované mtDNA (He et al., 2018).

Mitochondrie jsou zaroveri jednou z hlavnich bunéénych zasobaren Ca?*
iontl. Pfivod Ca?* iontt do mitochondrii je primarné zajiStovan prostrednictvim
napétové zavislého iontového kanalu VDAC (voltage dependent aniont
channel), ktery je soucasti vnéjSi mitochondrialni membrany (mitochondrial
outer membrane, MOM), a pomoci mitochondrialniho uniporteru MCU ve vnitfni
mitochondrialni membrané (mitochondrial inner membrane, MIM). Akumulované
Ca?* ionty jsou poté z mitochondrii vypustény pomoci Na*/Ca?* antiporteru a
H*/Ca?* antiporteru (De Stefani et al., 2016*). Jedna z hlavnich roli
intramitochondridlnich Ca?* iontl je aktivace enzym( Krebsova cyklu. ZvySeny
priliv Ca?* iontd do mitochondrii je rovnéz spojovan napiiklad se svalovou
kontrakci, zlazovou sekreci, a podobné (Duchen, 2004*). V patologickych
podminkach mlze dojit k mitochondrialnimu Ca?* pretizeni a pokud je
doprovazeno oxidaénim stresem, mlze zpulsobit mitochondrialni poSkozeni a
bunéfnou smrt. Tato patologicka udalost nastava v momenté trvalého otevieni
mitochondrialniho poéru pfechodné propustnosti (mPTP), ktery se nachazi v
MIM, a ktery je neselektivni a propustny i pro vétSi molekuly do 1,5 kDa. To ma
za nasledek ztratu elektrochemického gradientu a bunécnou smrt (Duchen,
2004*).

Mitochondrie se mimo jiné podileji také na degeneraci a celkovému
starnuti organismu, pfedevsim kvuli produkci reaktivnich kyslikovych radikalu z
respiracniho fetézce. Vzniku reaktivnich kyslikovych radikald Ize zabranit
pomoci rGznych mechanisml, jednim znich jsou napfiklad odprahujici
membranové proteiny UCP1, UCP2 a UCP3. Ur€ita mira reaktivnich
kyslikovych radikald vSak mize mit na bunku pozitivni mitohormetické ucinky,

diky nimz se burika stava odolnéjSi vici bunécné smrti (Esparza-Molt6 and



Cuezva, 2018*; Yun and Finkel, 2014*). Konkrétné mohou aktivovat
signaliza¢ni drahu NFkB, ktera v bunécném jadru spousti expresi dllezitych
genu pro imunitni odpovédi, bunécény rast, vyvoj, nebo bunéfnou smrt. Pri
posSkozeni této drahy hrozi napfiklad pfepnuti na rakovinny metabolismus,
pfipadné muaze dojit k riznym srdeénim onemocnénim.

V mezimembranovém prostoru je komplexy dychaciho fetézce utvaren
elektrochemicky H* potencial. Kvuli zvySené koncentraci H* iontl je zde
snizené pH na (6,9); oproti pH v matrix (7,9) (Llopis et al., 1998). Protonovy
gradient vyuziva paty komplex dychaciho fetézce, ATP syntaza, k tvorbé
bunéného ATP, diky proton-motivnhi sile (PMF), jenz vysvétluje
chemiosmoticka teorie. Jedna se o proces vyrovnavani rozdilu protonového
gradientu na membrané, pfi syntéze bunécného ATP z ADP a Pi (Mitchell,

1961). Proces a uspofadani dychaciho fetézce je znazornéno na obrazku 1.

[ (
H® HO HO
A .
- AS }
N
-~ ADP + P,
NADH FADH, N,
ATP
NAD®+H® FAD+2H® He

Obrazek 1 - Funkce jednotlivych komponent dychaciho fretézce, tvorba
elektrochemického gradientu v mezimembranovém prostoru mitochondrie
(nahofe). ATP je tvofeno v mitochondrialni matrix (dole). I: komplex I, Il:
komplex I, lll: komplex Ill, IV: komplex IV, AS: ATP syntaza (StudyLib.net)

Protonovy gradient, ktery je utvareny komplexy dychaciho fetézce do
mezimembranového prostoru, muaze byt vyuzit ATP syntazou k tvorbé ATP.
Muze byt také vyuzit napfiklad membranovym odpfahujicim proteinem UCP1
(uncoupling protein 1, neboli termogenin). UCP1 nachazime na vnitini
mitochondrialni membrané adipocytl hnédé tukové tkané, ktera se typicky

vyskytuje u hibernujicich ZzivoCichl. PFfi jeho aktivaci mastnymi kyselinami



s dlouhym fetézcem funguje UCP1 jako protonovy transportér, ruSici
elektrochemicky gradient, ¢imz mimo jiné stimuluje aktivitu dychaciho fetézce
(Fedorenko et al., 2012). Vzniklé teplo je diky obé&hovému systému dale
distribuovano po celém téle (Jacobsson et al., 1987). Pfi poklesu teploty
okolniho prostfedi se exprese proteinu UCP1 zvySuje, coZ je soucasti adaptace
organismu na vnéjsi podminky (Daikoku et al., 2000; Jacobsson et al., 1987).
Existuji také odprahuijici proteiny UCP2 a UCP3, jejichz funkce v8ak neni dosud
zcela objasnéna (Schrauwen et al., 1999). Na obrazku 2 je znazornén

mechanismus zapojeni odpfahovaciho proteinu v dychacim fetézci.

H @ H & H &
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Obrazek 2 — Elektrochemicky gradient, tvofeny komplexy dychaciho retézce,
muze byt disipovan membranovymi odpfahovacimi proteiny (UCP). UCP je zde

zvyraznén modre (StudyLib.net).

Elektrochemicky gradient také vyuziva mitochondrialni adenin nukleotidova
translokaza (ANT), nebo také adenin nukleotidovy vyménik (Faure Vigny et al.,
1996; Brenner and Grimm, 2006*). Jedna se o MIM protein, zajiStujici vyménu
ADP3 a ATP%, mezi matrix a mezimembranovym prostorem (Pfaff and
Klingenberg, 1968). Dosud neni ziejmé, je-li aktivita ANT pfimo zavisla na
asociaci s dalSimi partnery, jako je MOM kanal VDAC (voltage-dependent
aniont channel), fosfatovy prfenasec (PiC), ATP syntaza, kreatin kinaza, nebo
jestli je jeho funkce nezavisla (Brenner et al., 2011*). Jak jiZ bylo zminéno,
jedna se o vyznamny prvek fizeni bioenergetického metabolismu. ANT rovnéz
hraje vyznamnou roli pro adaptaci rakovinnych bunék na hypoxii, ktera se

bézné vyskytuje v tumorech (Warburg, 1956; Brenner et al., 2011%).



2.2 IF1

Inhibiéni faktor 1 (IF1) je nejCastéji studovany regulator ATP syntazy (Garcia-
bermudez and Cuezva, 2016*). Poprvé byl popsan v hovézim srde¢nim svalu
v 60. letech Pullmanem a Monroyem (Pullman and Monroy, 1963). Jedna se o
mitochondrialni protein kddovany z ATPIF1 genu, leziciho na 1. chromozomu u
lidi a 4. chromozomu u mysi. IF1 je maly protein o velikosti 12 kDa, s velice
kratkym poloCasem rozpadu (~2 hodiny), ktery je tkanové specificky
exprimovan (Maria Sanchez-Aragd et al.,, 2013a). Jeho kontrola probiha
zejmeéna na post-transkrip&ni urovni.

Dosud nesjednocena je hypotéza vazby IF1 k ATP syntaze. Jako prvni
vznikla hypotéza, kdy se IF1 k ATP syntaze vaze pouze pfi poklesu
elektrochemického gradientu, tedy napfiklad pfi hypoxii, nebo hladovéni, a
inhibuje tak jeji ATP hydrolytickou aktivitu. Tim se zamezi vyCerpani bunécného
ATP a pfipadné bunécné smrti. DalSi z moznych hypotéz je, Zze IF1 se k ATP
syntaze vaze reverzibilné za fyziologickych podminek a blokuje jeji syntetickou i
hydrolytickou aktivitu (Campanella et al., 2009*; Garcia-bermudez and Cuezva,
2016*). Této hypotéze mimo jiné nasvédCuji i vysledky nasi laboratofe
(Kahancova et al., 2020, 2018).

Inaktivace IF1 za béznych fyziologickych podminek je zprostfedkovano
cAMP dependentni protein kinazou A (PKA), pomoci fosforylace na serinu 39
(S39), v zavislosti na riznych fyziologickych podminkach (Garcia-Bermudez et
al., 2015). ZvySena exprese proteinu IF1 v bunkach enterocytl, hepatocytq,
nebo neuronud, ukazala na zvySenou inhibici mitochondrialni ATP syntazy a
zvyseny podil glykolyzy na produkci ATP. V pfipadé zvySeni elektrochemického
gradientu mize dochazet k produkci reaktivnich kyslikovych radikald (ROS).
Tento proces muze byt podporen v pfipadé inhibice syntézy ATP proteinem IF1.
IF1 taktéz zasadné ovlivhuje usporadani a supramolekularni organizaci ATP
syntazovych dimeru na apikalnich vrcholech mitochondrialnich krist (Strauss et
al., 2008).



2.2.1 Interakce IF1 s ATP syntazou

IF1 se k ATP syntaze vaze na vazebné misto, nachazejici se v katalytickém
rozhrani C-konce a a B podjednotek a mechanicky brani rotaci enzymatické y
podjednotky ATP syntazy (Garcia-bermiudez and Cuezva, 2016*; Walker,
2013). N-konec IF1 pfi této vazbé zaroven interaguje sy podjednotkou ATP
syntazy, vtakzvané ,super-coiled helix* konformaci (Cabezén et al., 2003;
Gledhill et al., 2007). Fosforylace IF1 na serinu 39 zamezuje navazani IF1
k ATP syntaze a tim zamezuje i jeho inhibi¢ni schopnosti. Na obrazku 3 je
znazornéna struktura ATP syntazy s navazanym proteinem IF1. Jedna se o 3D

rekonstrukci z fotografii, pofizenych pomoci kryo-elektronové mikroskopie.
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Obrazek 3 — Cryo-EM struktura ATP syntazy s proteinem IF1, (A) otevfeny stav
ATP syntézy pfi 3,45 A, bez vazby s nukleotidem (C) uvolnény stav ATP
syntazy pfi 3,34 A. (B a D) schématicka 3D rekonstrukce jednotlivych
podjednotek (Gu et al., 2019).



2.2.2 Regulace aktivity IF1

2221 OLIGOMERIZACE IF1

VétSina studii zddraznila roli IF1 jako inhibitor hydrolytické aktivity ATP syntazy
(Cabezon et al.,, 2003). Tato situace nastava pfi mitochondrialni depolarizaci,
nebo pfi poklesu pH v mitochondriich (Esparza-Molt6é et al., 2017*; Garcia-
bermudez and Cuezva, 2016*). Hodnota pH reguluje naboj histidind na C-
terminalnim konci a-helixu proteinu, ovliviujiciho oligomerizaci IF1 (Cabezon et
al., 2000). V zasaditém pH tvofi IF1 neaktivni tetramery, znepfistupnénim své
N-terminalni domény (Schnizer et al., 1996). Pfi snizeném pH (~6) se neaktivni
tetramery rozpadnou na aktivni dimery, které se mohou vazat k ATP syntaze
(Cabezon et al.,, 2000). Bylo navrzeno, Ze dimery IF1 by mohly stabilizovat
strukturu ATP syntazovych oligomera, ¢imz by se mohlo zpomalit uvolfovani
cytochromu ¢ z mitochondrii a zabranit tak bunééné smrti (Campanella et al.,
2009). V roce 2019 se povedlo pomoci kryo-elektronové mikroskopie tuto
hypotézu potvrdit, po vizualizaci ATP syntazovych tetrameru, kdy dva sousedni
dimery ATP syntazy byly propojeny dimerem IF1, viz obréazek 4 (Gu et al.,
2019)

V souladu s prfedchozimi vysledky byla pozorovana vétsi tvorba ATP
syntazovych dimer v mySich hepatocytech se zvySenou expresi proteinu IF1
(s mutaci IF1-H49K), coZ mimo jiné stabilizuje strukturu mitochondrialnich krist
a chrani buriku pfed bunécnou smrti, indukovanou napfiklad oxidacnim stresem
pfi degradaci acetaminofenu (Santacatterina et al., 2016). Dle této studie vSak
neni pro preziti bunky natolik zasadni stabilizace ATP syntazovych dimeru a
mitochondrialnich krist, ale spiSe obecné pusobeni mitohormetickych ucinki
zminénych signaliza¢nich drah. Podporuje to také fakt, Ze pfi experimentech na
izolovanych mitochondriich mySich hepatocytd s narusenou strukturou krist,
nebyla nijak ovlivnéna retenéni kapacita Ca?* iontl v mitochondriich
(Santacatterina et al., 2016). Struktura mitochondrialnich krist ovliviuje

bunécnou apoptozu (Cogliati et al., 2013).



(a)E-state (b)DP-state

(c)DP-state (d)E-state

Obrazek 4 — IF1 stabilizuje ATP syntazové tetramery. (A) ATP syntazové
tetramery s navazanym |IF1. Na obrazku jsou schématicky znazornény
jednotlivé a a [ podjednotky F1 casti ATP syntazy (B) Propojeni ATP
syntazovych komplext pomoci dimert proteinu IF1. (C) ATP syntazovy dimer
(Gu et al., 2019).



2.2.2.2 FOSFORYLACE IF1 POMOCI PROTEIN KINAZY A

Protein kindaza A je cAMP dependentni kindza vyskytujici se u Siroké rady
savcu, v€etné ¢lovéka (Corso and Thomson, 2001; Kleitke et al., 1976; Maria et
al., 2006). Protein kinaza A je Casto vazana s komplexy na vnitfni
mitochondrialni membrané se specifickou regulaéni podjednotkou Rif (llouz et
al., 2012). Mezi substraty protein kinazy A patfi komplexy dychaciho fetézce,
Na*/Ca?* antiporter a mnoho dal$ich mitochondrialnich proteint (Kostic et al.,
2015). Je znamo, Ze protein kinaza A pomoci fosforylace NADH-
dehydrogenazy nebo cytochrom-c-oxidazy reguluje dychaci fetézec (Acin-Perez
et al., 2011, 2009). Protein kinaza A svoji aktivitou reguluje nékolik dulezitych
mitochondrialnich funkci, jako je oxidativni fosforylace, (Dyson et al., 2009),
mitochondrialni dynamika (fusion/fishion) (Cribbs and Strack, 2007; Dickey and
Strack, 2011), mitofagie (Dagda et al., 2011; Gomes et al., 2011) a bunécna
apoptéza (Dohi et al., 2007). Fosforylaci proteini dychaciho fetézce protein
kinaza A zvySuje ucinnost dychaciho fetézce (Benedetto et al., 2013; Palorini et
al., 2013; Sugawara et al., 2013; Yaniv et al., 2011) a spole¢né s fosforylaci a
tedy inaktivaci IF1 pusobi jako hlavni regulator mitochondrialni ATP syntetické
aktivity (Garcia-Bermudez et al., 2015). Zda se vSak byt ziejmé, Ze protein
kinaza A potiebuje k fosforylaci IF1 pfitomnost nékterych dalSich
mitochondrialnich proteinud, coz vyplyva z neuspéSnych pokusul fosforylace IF1
protein kinazou A v podminkach in vitro (Garcia-Bermudez et al., 2015). Na
buriky HCT116 byly aplikovany rizné aktivatory a inhibitory protein kinazy A a
jednotlivé izoformy IF1 poté analyzovany pomoci 2D elektroforézy. S aplikaci
inhibitord bylo zvySeno mnozstvi defosforylovaného IF1, s pl 8,9. Po kultivaci
bunék s membranové propustnym aktivatorem protein kinazy A, dibutyryl-cAMP
(db-cAMP), bylo v8ak veskeré IF1 fosforylovano (pl 7,6-8,1) (Garcia-Bermudez
et al.,, 2015).

IF1 maze byt fosforylovan na serinu 39 (S39) a na serinu 63 (S63) (Zhao
et al., 2011). Mitochondrialni sérum-glukokortikoid indukovana protein kinaza 1
(Sgk-1), ktera fosforyluje B-podjednotku ATP syntazy, byla identifikovana jako
interakéni partner s IF1, prestoze jeji fosforylaéni schopnost nebyla in vitro

prokazana (O’Keeffe et al., 2013). Na zakladé in vivo testu bylo popsano, ze IF1
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je fosforylovan pomoci cAMP dependentni protein kinazy A (PKA) (Garcia-
Bermudez et al., 2015). Bylo prokazano, ze fosforylace proteinu IF1, konkrétné
S39, se podili na inaktivaci proteinu a jeho aktivity, jak bylo dokazano na
fosfodeficentnich a fosfomimetickych IF1 mutantech (Garcia-Bermudez et al.,
2015)

Skupina proteini zodpovédnych za prostorovou a signalni regulaci
protein kinazy A, jsou takzvané A-kinazové kotevni proteiny (AKAPs) (Wong et
al., 2004*). V pankreatickych B-bunkach nachazime konkrétné WAVE1, gravin,
AKAP350 a AKAP79/150 (Wong et al., 2004*). Obecné zname ftfi kotevni A-
kinazové proteiny, které usmériuji protein kinazu A do mitochondrii. Prvni
z nich, D-AKAP1 kotvi protein kinazu A na vnéjsi strané vnéjSi mitochondrialni
membrany (Wong et al.,, 2004*). D-AKAP1 asociuje s ribosomy a proteiny
uCastnici se transportu do mitochondrii (Carlucci et al., 2008*). ZvySena
exprese proteinu D-AKAP1 v srdeCnim svalu mySi byla provazena snizenim
oxidativniho stresu v kardiomyocytech (Sastri et al., 2013). DalSi protein ze
skupiny WAVE-1, tvofi na vnéjSi mitochondrialni membrané komplex s protein
kindzou A s apoptotickym proteinem BAD (Danial, et al., 2003). Tfeti ze skupiny
se nachazi na vnitfni mitochondrialni membrané. Jedna se o interakéni protein
se sfingosin kinazou (SKIP), ktery rovnéz sméruje a kotvi protein kinazu A do
mitochondrii (Means et al.,, 2011). Aktualné nelze vylou€it moznost, Ze by
fosforylace IF1 protein kinazou A mohla probihat i s pomoci zatim
neidentifikovaného kotevniho proteinu. Obzvlasté za hypoxickych podminek,
kdy je IF1 defosforylovany, bylo popsano vyznamné snizeni hladiny D-AKAP1,
coz by mimo jeji kotevni funkci mohlo souviset se sniZzenym transportem protein
kindzy A do mitochondrii (Garcia-Bermudez et al., 2015; Kim et al., 2011).

Dulezitym poznatkem je fakt, Ze fyziologicky cyklicky adenosin
monofosfat (cCAMP) neprochazi mitochondridlni membranou, coZz znamena, Ze
aktivace protein kinazy A a fosforylace IF1 zavisi na zdroji cAMP
v mitochondrialni matrix (Benedetto et al., 2013; Lefkimmiatis and Zaccolo,
2014). Dibutiryl-cAMP (db-cAMP), ktery je membranové propustny, byl pouZzit
pfi experimentech na izolovanych mitochondriich bunék s defosforylovanym

IF1. Mitochondrie byly inkubovany s db-cAMP, pficemz doSlo krychlé
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fosforylaci IF1 protein kinazou A (Garcia-Bermudez et al., 2015). Rovnéz byly
provedeny experimenty na pankreatickych B-burikach, které ukazaly, Ze db-
cAMP aktivuje PKA, a rusi tak efekt zvySené exprese proteinu IF1 ve vztahu ke
koncentraci bunééného ATP (Kahancova et al., 2020). Solubilni adenylylcyklaza
(sAC), se navic podili na regulaci mitochondrialni cytochrom C oxidazy (COXIV-
) (Acin-Perez et al., 2011, 2009). Tato adenylylcyklaza je aktivovana Ca?* ionty
a bikarbonatem (Acin-Perez et al., 2009; Benedetto et al., 2013).
Noradrenalinovou aktivaci transmembranové adenylylcyklazy dojde ke zvySené
produkci mitochondrialniho cAMP, ktera je pfimo zavisla na pritomnosti Ca?*
iontl (Benedetto et al., 2014, 2013). Aktivita protein kindazy A je mimo jiné
spojena s aktivaci napétovych Ca?* kanall typu L, coz pusobi zvySeny pfisun
Ca?* ionth, duUlezitych v procesech spfazenych s vylevem inzulinu
pankreatickymi B-burikami, nebo excitaci kardiomyocytd (Kamp and Hell,
2000*). Je znamo, Ze mitochondrie sekvestruji intracelularni Ca?* pfi svalové
kontrakci, coZ podporuje akumulaci Ca?* iontd v mitochondrialni matrix a
aktivaci SAC (Acin-Perez et al., 2009; Benedetto et al., 2013).

IF1 protein rovnéz interaguje s Ca?* vazajicim proteinem calmodulinem
(CaM) i jako monomer, pfestoZze se volné vyskytuje pouze jako dimer nebo
tetramer. Méfeni pomoci nativni hmotnostni spektrometrie odhalily, Zze pomér
mitochondrialniho IF1:CaM je 1:1 (Pagnozzi et al., 2010). Studie ukazuji, ze
aktivni dimery IF1 jsou v mitochondriich vazany na C-konci CaM proteinu.
Aktivita IF1 je tedy nepfimo zavisla na signalizaci Ca?* ionty.

Konkrétni fosfataza defosforylujici IF1 nebyla doposud identifikovana.
Pfedpoklada se, Zze by se mohlo jednat napfiklad o mitochondrialni tyrosin
fosfatazu 1 (PTPMT1), ktera defosforyluje proteiny dychaciho fetézce, jako
napfiklad sukcinatdehydrogenazu, a jejiz inaktivace ma za nasledek Casnou
embryonalni letalitu, zhorSeni syntézy kardiolipinu a zmény mitochondrialni
struktury (Zhang et al., 2011).

Mimo fosforylaci jsou znamé acetylace, sukcinylace a glykosylace
proteinu IF1, avSak neni jasné, zda pfimo reguluji jeho aktivitu.
V mitochondrialni matrix se na deacetylaci lysinu vyznamné podili NAD* zavisla

deacetylaza SIRT3, ktera ovliviiuje takfka vSechny procesy probihajici uvnitf
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mitochondrii, v€etné oxidativni fosforylace (Lombard et al., 2007). Mimo SIRT3
patfi do rodiny sirtuint dal$i dvé deacetylazy, nachazejici se v mitochondriich,
SIRT4 a SIRT5 (Dvorakova et al., 2013*). Tyto dvé deacetylazy vsak vykazuji
nizkou deacetylacni aktivitu a nejsou proto pfiliS vyznamné. Na tkanové kulture
HelLa bunék byla popsana sukcinylace IF1 na nékolika zbytcich (Lundby et al.,
2012), pfiCemz se zda, ze funkci desukcinylazy zde zaujima SIRTS (Park et al.,
2013).

2.2.3 Regulace mnozstvi proteinu IF1

IF1 je translatovan vrizném mnozstvi ve vSech typech savCich tkani
(Faccenda et al., 2017). Vysokou koncentraci nachazime v tkanich s vysokymi
energetickymi poZadavky, tedy napfiklad srdce, jatra, ledviny, zaludek a mozek.
Naopak zanedbatelné bylo jeho mnozstvi v plicich, tenkém i tlustém stfevu,
vajeCnicich a mlécné Zlaze (Maria Sanchez-Arago et al., 2013a; Sanchez-
Cenizo et al., 2010a). OvSem v pfipadé rakovinného a nadorového onemocnéni
byla translace proteinu IF1 vysoka i vtéchto vySe zminénych tkanich plic,
tenkého a tlustého stfeva, vajeCnicich a mlé¢né zlazy (Esparza-Molté et al.,
2017*;, M. Sanchez-Arago et al., 2013; Sanchez-Cenizo et al., 2010a). Kupodivu
zvySené mnozstvi proteinu IF1 neni spojeno se zvySenou expresi IF1 mRNA
(M. Sanchez-Aragé et al., 2013). Zrovna tak vyrazné rozdily zaznamenané
v koncentraci IF1 v lidskych mesenchymalnich kmenovych burikach (hMSC) a
v diferenciovanych osteocytech probihaji beze zmén v hladinach IF1 mRNA
(Maria Sanchez-Arago et al., 2013a). IF1 je protein s velice kratkou zivotnosti
~2 hodiny (M. Sanchez-Aragé et al.,, 2013). | vzhledem ktémto faktum,
regulace IF1 je tkanové specificka a kontrolovana na post-transkripéni urovni.
Podle nékterych studii stresem indukovany mysi protein IEX-1, reguluje
v CHO bunkach mnozstvi IF1 (Shen et al., 2009). ZvySena exprese IEX-1, diky
zvySené vazbé k C-konci IF1 vedla ke snizeni mnozstvi proteinu IF1,
oznacenim proteinu IF1 k degradaci zatim neidentifikovanou proteazou (Shen
et al., 2009). Nicméné tumorovy supresor IER3 (Sebens Muerkoster et al.,
2008), ktery je lidskym homologem IEX-1, je ve zvySené mife exprimovan

v lidskych nadorech, které jsou provazeny zvySenou hladinou IF1 (M. Sanchez-
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Aragé et al.,, 2013). Dale také Ccastené umleni genu pro IEX1 v
lidskych rakovinnych burkach tlustého stfeva nemélo zadny vliv na hladinu IF1
(M. Sanchez-Arago et al., 2013). Kontrola hladiny proteinu IF1 muze tedy byt
tkanové specificka. RNA studie, zaméfené na identifikaci potencialnich proteaz,
podilejicich se na degradaci proteinu IF1 v lidskych burikach rakoviny tlustého
stfeva a lidskych mesenchymalnich kmenovych bunék (hMSC), neprokazal
zadné konkrétni proteazy (Maria Sanchez-Arago et al., 2013a), coz naznacluje,
Ze na degradaci a kontrole hladiny proteinu IF1 se podili komplexni regulacni
systém.

RNA vazajici protein LRPPRC reguluje hladinu proteinu IF1 na
posttranskripni urovni (Sasarman et al., 2010). Experimenty provadéné na
srdcich z LRPPRC knockout mysi (leucine rich pentatricopeptide repeat
containing protein) odhalily zvySenou expresi IF1, bez relevantnich zmén v IF1
mMRNA. Dale byla také pozorovana narusena morfologie mitochondrialnich krist
enzymového komplexu (Mourier et al., 2014). Dale bylo také popsano, Ze
protein IF1 je vtomto experimentalnim modelu navazan pfedevS§im na

subkomplexech ATP syntazy.

2.2.4 Exprese IF1 v lidskych tkanich

Translace proteinu IF1 u lidi probiha na zakladé tfi sestfihovych variant IF1
MRNA (viz obrazek 5), které jsou kdédovany genem ATPSIF1 (M. Sanchez-
Aragé et al.,, 2013), lokalizovaného na 1. chromozomu. Kvantifikace hladiny
MRNA prokazala, ze v jaterni, srdeCni a ledvinové tkani, je hlavni sestfihovou
variantou 12,24 kDa dlouha izoforma IF1 s pl 9,34 (M. Sanchez-Aragé et al.,
2013). Tvorfena je tfemi exony, obsahujici malé 3'UTR (Garcia-bermudez and
Cuezva, 2016%). I1zoforma 2; o velikosti 7,91 kDa a pl 7,96; rovnéz obsahuje tfi
exony, pfi¢emz posledni z nich je menSi s odliSnou C-terminalni sekvenci oproti
prvni izoformé&. NejmenSi izoforma 3 o velikosti 6,59 kDa apl 8,34; je
translatovana do nejkratSi izoformy IF1. Obsahuje pouze dva exony a dlouhy

3'UTR. Jednotlivé izoformy jsou znazornény na obrazku 5.
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5UTR Exon1 Exon 2 Exon3 3'UTR
Isoform 3
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Disordered structure
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< L
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Obrazek 5 — (A) Jednotlivé izoformy IF1 mRNA. Izoforma 1 je 12,24 kDa
dlouha a obsahuje tfi exony. Izoforma 2 je 7,91 kDa dlouha a obsahuje rovnéz
tri exony. Izoforma 3 je 6,59 kDa dlouha a obsahuje pouze dva exony. (B)
aminokyselinova sekvence IF1 proteinu a jeho sekundarni struktura ve volné i

navazané formé (Garcia-bermudez and Cuezva, 2016%)

2.2.5 IF1 stimuluje GLUT4 v bunkach skeletarnich svala

Pro pfijem glukézy do bunék je obecné kliCovy inzulin, ktery vede k translokaci
glukézového transportéru 4 (GLUT4). V pfipadé skeletarnich svalu je absorpce
zesilena i pomoci fosforylace AMPK, nebo ATP-dependentni aktivaci PI3
kinazy a naslednou fosforylaci Akt drahy. Podle nedavné studie se zda, Ze IF1
stimuluje zvySeni fosforylace AMPK tim, Ze zvySuje produkci ROS
v respiracnim fetézci inhibici syntetické aktivity ATP syntazy, coz ve vysledku
vede ke zvySenému pfisunu glukézy do cytoplazmy v burikach skeletalniho
svalu a v primarni kultufe myoblasti. (Lee et al., 2019). Fosforylace AMPK
zvySuje translokaci a aktivuje GLUT4. V pfipadé kosternich svall se jedna o
kontrakci indukovanou absorpci glukézy do myoblastd (Jensen et al., 2009).

Extracelularni ATP stimuluje PI3 kinazu, ktera poté fosforyluje Akt, coz opét

15



vede ktranslokaci GLUT4 (Lee et al.,, 2019). Je rovnéz znamo, Ze malé
GTPazy 1 z rodiny Rac1, se podileji na zvySovani pfijmu glukézy do bunék. Po
pridani rekombinantniho IF1 k bufikdm dochazelo ke zvySeni fosforylace p21-
aktivované kinazy 1 (Pak1), Rac1 a AMPK. Na obrazku 6 jsou schématicky

znazornéné procesy aktivace GLUT4.

o
ATP Glucose uptake D -4
© e J
ADP '

Ecto-ATPase

/]

P2Y receptor

Translocation -

Obrazek 6 — IF1 stimuluje glukbézovy transportér 4, podporenim procesu
fosforylace AMPK, coZ vede k aktivaci glukbzového transportéru (Lee et al.,
2019)

Podavani rekombinantniho IF1 snizilo u diabetickych zvifecich modelu
hladinu glukdzy v krvi a zlepSilo glukézovou toleranci. V poslednich desetiletich
se v populaci vyznamné rozsifil vyskyt cukrovky 2. typu. Vysledky této studie
rovnéz nasvédcuji, Zze stimuly pohybovych aktivit zvySuji expresi proteinu IF1, a
jeho uvolnéni ze svalovych bunék. Proto tato studie navrhuje protein IF1 jako
novy myokin a potencialni antidiabetikum (Lee et al.,, 2019). Je znamo, ze
pravidelné fyzické cviCeni pfevazné aerobniho charakteru funguje jako uc€inna
prevence proti rozvoji tohoto onemocnéni. Ackoliv nejsou dosud jasné
mechanismy, podle nékterych analytickych studii snizuje aerobni cvieni
hladinu krevni glukézy na lacho az o 0,76 mM, mimo dalSi komponenty
metabolického syndromu, jako je napfiklad snizeni krevniho tlaku, nebo profil

krevnich lipidd (Wewege et al., 2018%).
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2.2.6 Uloha IF1 v ischemii

Uloha proteinu IF1 v pfipadé ischemie byla v minulosti zkouméana, pfi¢emz
poskozeni spojené s ischemii bylo spojovano s vyCerpanim hladin ATP. Jiz
zminénou funkci proteinu IF1 je mimo jiné inhibice hydrolytické aktivity ATP
syntazy, pfi které zminény enzym hydrolyzuje mitochondrialni ATP. V této
situaci nastava i obrat chodu adenin-nukleotidového translokatoru, pfiCemz se
z mitochondrii stanou spotfebitelé ATP, namisto jinak fyziologickych producentu
ATP (Metelkin et al., 2006). Inhibici hydrolytické aktivity tak IF1 zabrani
uplnému vycCerpani ATP, jak bylo ukdzano na mySich modelech se zvySenou
expresi proteinu IF1, a rovnéz na IF1 knockout mySich (Campanella et al.,
2008).

V souladu s témito zjisténimi ma v srdec¢nim svalu protein IF1 protektivni
roli, pfiéemz zabranuje bunécnému poskozeni a bunécné smrti (Rouslin et al.,
1990). Mimo jiné se diskutuje, Ze mezi riznymi druhy organismu je citlivost
k srde¢ni ischemii spojena s expresi a vazebnou afinitou IF1 (Rouslin and
Broge, 1992).

2.2.7 Regulace mitofagie proteinem IF1

Inhibice aktivity reverzniho chodu ATP syntazy ovlivni jak mnoZstvi bunééného
ATP, tak elektrochemicky H* potencial. Z experimentalnich vysledkd na HelLa
bunkach je zfejmé, Zze za hypoxického stavu mély bunky se zvySenou expresi
IF1, snizeny membranovy H* potencial, oproti bufikdm s umienym genem
pro IF1 (Campanella et al., 2008). Snizeni exprese proteinu IF1 by v tomto
ohledu mohlo mit terapeutické vyuziti v patologickych situacich, zahrnujicich
dysfunkce dychaciho fFetézce, jak se ukazalo napfiklad u pacientd s
myopatiemi, nebo neuronalni ceroidni lipofuscinézou (Santacatterina et al.,
2015).

Jednim ze znaku zdravé bunky je mitochondrialni membranovy
potencial. Depolarizace membranového potencialu vyvolava mitofagii,

lysozomalni degradaci bunéfnych organel (Youle and Narendra, 2011).
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Mitofagii reguluji dva hlavni proteiny: protein vnéjSi mitochondrialni membrany
PINK1 a cytosolicka E3 ubiquitin ligaza Parkin (PARK2).

PINK1 je serin-threoninova kinaza, akumulujici se specificky ve vnéjsi
membrané (MOM) depolarizované mitochondrie. Jeji akumulaci na membrané
dochazi k interakci s ligazami PARK2, coz zvySuje mnoZstvi ubiquitinovanych
proteint podporujicich mitofagii (Koyano et al., 2014). Pfi experimentech na
RhoO bunkach (HeLa bunky exprimujici GFP-PARK2), postradajicich
mitochondrialni DNA, bylo pfi pouziti CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenyl
hydrazone), odpfahovace membranového potencialu vypozorovano, Zze bunky s
deleci genu pro IF1 podstatné lépe udrzuji membranovy potencial, coz brani
akumulaci PINK1 a PARK2, jinak vedoucich k mitofagii, viz obrazek 7 (Lefebvre

etal., 2013).
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Obrazek 7 — IF1 v RhoO burikach brani hydrolyze ATP, pricemz dochazi ke
kumulovani MOM proteinu PINK1 a cytosolické ligazy PARK2, vedouci azZ
k mitofagii (Lefebvre et al., 2013).

2.2.8 Zména metabolismu v prabéhu rakovinného onemocnéni

a bunécné diferenciaci
Lidské tkané maiji rizny obsah a pomér proteinu IF1, jak jiz bylo v této praci

zminéno. Tkané s vysokou energetickou narocCnosti, jako jsou: ledviny, srdce a
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mozek, obsahuji nejvy§si mnozstvi proteinu IF1 (M. Sanchez-Arago et al.,
2013; Sanchez-Cenizo et al., 2010b). Tento jev byl studovan in vivo na mysich
kardiomyocytech, kde bylo popsano, ze urcita frakce IF1 se v bufkach nachazi
ve fosforylovaném, neaktivnim stavu, zatimco jina frakce fosforylovana neni a je
a tedy inhibi€né aktivni. Neaktivni frakce IF1 zfejmé pfispiva k flexibilité
v odezvé na nestalé energetické naroky (Garcia-Bermudez et al., 2015).

Pro bunky rakovinného metabolismu je typicky utlum, nebo snizeni
kapacity dychaciho fetézce a posileni aerobni glykolyzy, jakozto hlavni
metabolické drahy k vytvareni bunééného ATP (Warburg, 1956). Biochemické
drahy aerobni glykolyzy dodavaiji rakovinnym burikam anabolické meziprodukty,
potfebné k rastu a proliferaci bunék (Cuezva et al., 2009*; Maria Sanchez-
Arago et al., 2013a; Vander Heiden et al., 2009*). Tyto anabolické meziprodukty
aerobni glykolyzy jsou obzvlasté dllezité napfiklad v embryonalnich tkanich a
nediferencovanych pluripotentnich kmenovych burikach (Cuezva et al., 2007;
Lunt and Vander Heiden, 2011*). Jednim 2z dUvodd upfednostnéni
glykolytického metabolismu pfed dychacim fetézcem je nadmérna produkce IF1
v rakovinnych burikach. Jak uz jsem zminil v pfedchozich kapitolach této prace,
v karcinomech prsu, plic, vajeCnikl a tlustého stfeva, bylo zaznamenano
vyznamné zvySeni exprese proteinu IF1, oproti béZznému fyziologickému stavu
téchto tkani (M. Sanchez-Aragé et al., 2013; Sanchez-Cenizo et al., 2010a).
ZvySeny obsah proteinu IF1 ma v mitochondriich za nasledek snizZeni
mitochondrialni syntézy ATP a soucCasné s tim posileni aerobni glykolyzy, jak
v rakovinnych burkach, tak v neuronech a hepatocytech (Formentini et al.,
2014; Sanchez-Cenizo et al., 2010a; Santacatterina et al., 2016). Silencing IF1
tedy vyvolava fenotyp se sniZzenou aerobni glykolyzou a posilenou drahou
dychaciho fetézce (Sanchez-Cenizo et al., 2010a). Akumulovany IF1 v bunkach
karcinomu prsu, plic a tlustého stfeva, se nachazi v aktivhim defosforylovaném
stavu (Garcia-Bermudez et al., 2015). Kdyz IF1 zacne inhibovat dychaci
fetézec, dojde k aktivaci stresovych drah AMPK kinazy, slouZicich k pfekonani
doCasné stresové situace a nedostatku ATP (Formentini et al., 2014;

Santacatterina et al., 2016).
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V dasledku inhibi¢ni aktivity IF1 na syntézu ATP zalne dochazet
k mitochondrialni hyperpolarizaci, kvali omezeni zpétného toku H* iontl do
mitochondrialni matrix. To ma za nasledek zvySenou produkci reaktivnich
kyslikovych radikali (ROS) (Formentini et al., 2012; M. Sanchez-Aragé et al.,
2013; Santamaria et al., 2006). Produkce ROS aktivuje jadernou signalizaci,
ktera pUsobi adaptaci na zvySeny oxidacni stres. Tento proces retrogradni
signalizace se obecné nazyva mitohormese (Yun and Finkel, 2014*). Zde se
IF1 uplathuje v aktivaci signalizaCni drahy NFkB, ktera podporuje bunécnou
proliferaci a Bcl-xL ochranu pfed bunéénou smrti v neuronech a v rakovinnych
bunikach (M. Sanchez-Aragé et al., 2013). ZvySena exprese proteinu IF1
v mySich hepatocytech indukuje jadernou signalizaci Nrf2, ktera ma pozitivni
vliv na lepSi odolnost jater vuci kratkodobym oxidacnim stresim pfi
odbouravani |éCiv, jako je napfiklad acetaminofen (Santacatterina et al., 2016).
Jak jsem jiz naznaCoval vySe, tento druh signalizace je v souvislosti s rakovinou
jater Skodlivy. Pfi degradaci Sirokého spektra systémovych latek je nadmeérna
exprese proteinu IF1 v jatrech spiSe proonkogenniho charakteru, v dasledku
zvySeného rizika vzniku genetickych Iézi (Santacatterina et al., 2016). Toto plati
i pro nadorové tkané zaludku, mocového méchyie a gliomu (Ding et al., 2018;
Ruipeng et al., 2014). Konkrétné u rakoviny jater podporuje IF1 metastaze a
angiogenezi pfes NFkB drahu a Snai1 transkripéni represor, coz ma za
nasledek epitelidlni mezenchymalni diferenciaci. Angiogeneze probiha
prostfednictvim rastového faktoru VEGF (Ruipeng et al., 2014). V pfipadé
rakoviny Zaludku a tlustého stfeva spocCiva onkogenni role IF1 pfedevSim ve
zvySené rezistenci vic¢i bunécné smrti, a to prostfednictvim ROS indukované
signaliza¢ni drahy NFkB (Formentini et al., 2012). Onkogenni role IF1 v pfipadé
mocového méchyie se zda byt pfedevSim zavisla na zvyseni aktivity cyklint a
cyklin-dependentnich kinaz, zabezpecujicich pfechod z bunééné riustové faze
G1 do S faze (Wei et al., 2015). Kupodivu vSak neni vzdy zvySena exprese IF1
proteinu v nadorech Spatnou prognézou. Napfiklad u nadoru prsu, nebo
tlustého stfeva, maji pacienti lepSi prognozu, nez ti s niz8i hladinou (Esparza-
Molté and Cuezva, 2018*). Rozdil je pravdépodobné ve schopnostech

metastatické migrace, ke které jsou zapotfebi vy8Si koncentrace bunétného
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ATP, a proto muze zvySena koncentrace IF1 proteinu, omezenim aktivity ATP
syntazy, omezovat metastatické migrace.

Jednim ze zasadnich rozdili mezi diferencovanymi, nediferencovanymi a
rakovinnymi bunkami, je v jejich metabolickém nastaveni. Diferencované buriky
mnohem vice k tvorbé ATP upfednostriuji drahy dychaciho fetézce a naopak
nediferenciované, nebo rakovinné bunky primarné funguji pomoci aerobni
glykolyzy (Chen et al., 2008; Tormos et al., 2011). Preprogramovani
somatickych bunék na indukované pluripotentni kmenové buriky (iPS) provazi
utlumeni dychaciho fetézce a posileni aerobni glykolyzy (Folmes et al., 2011).
V tomto procesu pravdépodobné hraje vyznamnou roli IF1, v pfipadé inhibice
ATP syntazy a utlumeni mitochondrialni produkce ATP. Tento jev Ize pozorovat
u lidskych mesenchymalnich kmenovych bunék (hMSC), v pfipadé udrzeni
klidového, nediferenciovaného stavu. Umlceni genu pro IF1 v hMSC podporuje
diferenciaci a zapojeni drah dychaciho fetézce (Maria Sanchez-Aragé et al.,
2013b).

2.2.9 IF1 a syntéza Hemu

IF1 je rovnéz nezbytny pro syntézu hemu, jak ukazuji studie na lidskych
bunéénych liniich (napfiklad na progenitorovych burnkach) a také Daniu
pruhovaném (Shah et al., 2012). Pfi deleci genu pro IF1 dochazi ke zvySeni pH
v mitochondrialni matrix, coz negativné ovliviiuje aktivitu mitochondrialni
ferrochelatazy, katalyzujici inzerci Fe?* do protoporfirinového IX kruhu. To vede
k anémickému fenotypu, jak bylo ilustrovano na Daniu pruhovaném (Shah et al.,
2012).
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2.3 PANKREATICKE R-BUNKY LANGERHANSOVYCH
OSTRUVKU

vvvvvv

metabolismu je inzulin. Jedna se o peptidicky hormon, skladajici se z celkem 51
aminokyselin, produkovany pankreatickymi R-bunfikami Langerhansovych
ostravkd slinivky bfisni. Jeho funkci je signalizace pro absorpci krevni glukézy
burikami perifernich tkani. Nezanedbatelnou roli pfi sekreci inzulinu z 3-bunék
Langerhansovych ostrivk( zde hraji mitochondrie. Bunéfné ATP obecné
funguje jako dulezity produkt katabolismu glukdzy, stimulujici uvolfiovani
inzulinu. Tomuto jevu se fika glukdézou stimulovana sekrece inzulinu. Pomér
bunéného ATP/ADP hraje vtomto jevu klicovou roli, prostfednictvim ATP-
senzitivnich draslikovych kanall, oznacovanych zkratkou Katp. Uzavienim Katp
kanall dojde k depolarizaci buné&né membrany a k aktivaci napétové fizenych
Ca?* kanall typu L. ZvySena koncentrace Ca?* stimuluje exocytdzu inzulinovych
granuli do télniho obéhu. Jiz zminény IF1, tim ze inhibuje aktivitu ATP syntazy,
pusobi jako negativni regulator sekrece inzulinu, jak bylo potvrzeno

experimenty nasi laboratofe (Kahancova et al., 2018).
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3 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomova prace bylo popsat molekularni mechanizmy regulujici
funkci inhibi¢niho faktoru 1 (IF1). Konkrétné byly studovany:
e Zmény vexpresi proteinu IF1 pankreatickych (-bunék, vzhledem
k dostupnosti substratu v kultivaénim médiu.

e Vyskyt post-translacnich modifikaci proteinu IF1 v pankreatickych (-
bunkach.

e Rozdily vpoméru ATP/ADP u INS-1E bunék se zvySenou expresi
proteinu IF1.

e Uginky GLP-1R agonisty na koncentraci buné&ného ATP v pfipadé INS-
1E linie se zvySenou expresi proteinu IF1.

e Rozdily mitochondrialni aktivity dychaciho fetézce na izolovanych

jaternich mitochondriich celotélovych IF1 knockout mysi.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

411 Pouzita tkanova kultura

Pro vétSinu experimentl byly pouzity bunky tkanové kultury INS-1E. Bunééna
linie INS-1 zroku 1992 byla izolovana z potkaniho inzulinomu (Asfari et al.,
1992). Tkanova kultura INS-1 vykazuje mnoho dulezZitych, fyziologickych
charakteristik pankreatickych [3-bunék, jako je vysoka produkce inzulinu a
glukézova senzibilita. Prestoze syntetizuji proinzulin | i Il, jejich produkce
inzulinu odpovida asi 20% nativnich R-bunék (Asfari et al., 1992). |zolované
klonalni bunky INS-1E vykazuji stabilni diferencovany fenotyp [-bunék, se
schopnosti vylu€ovani inzulinu v reakci na koncentraci glukézy, s podobnou
kfivkou zavislosti vylevu inzulinu na koncentraci glukézy, jako u primarnich [3-

bunék z Langerhansovych ostrivkl (Merglen et al., 2004).

4.1.2 IF1 knockout mysi

Pro ucely méfeni na izolovanych jaternich mitochondriich byly pouzity IF1
knockout (IF-KO) mysSi, konkrétné C57/BL6J (Atpif1-/-) a wild type mysi,
konkrétné C57 BL/6 (WT) (Nakamura et al., 2013). MysSi byly chované pfi 22°C,
pfi bézném cyklu svétlo/tma (712h/12h), a mély volny pfistup k potravé a pitné
vodé. K experimentim byli pouziti samci stafi 12-16 tydnu, v souladu s
mezinarodni a Evropskou legislativou (86/609/EEC).

4.1.3 Roztoky a chemikalie

2-merkaptoethanol, Sigma-Aldrich, USA
3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-amonio]propan-1-sulfonat (CHAPS), Sigma-
Aldrich, USA

ADP (Adenosine 5'-diphosphate sodium salt), Sigma-Aldrich

Akrylamid, Sigma-Aldrich, USA

Antimycin A (Streptomyces sp.), Sigma-Aldrich, USA

Bicinchoninova kyselina (Pierce BCA protein assay reagent A), Thermo Fischer
Scientific, USA

Bromfenolova modf, Sigma-Aldrich, USA
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Chlorid amonny, Lachema, CR

Chlorid draselny, Sigma-Aldrich, USA

Chlorid sodny, Lachema, CR

Chlorid vapenaty, Sigma-Aldrich, USA

Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB), Serva, Némecko
DeStreak solution, GE Healthcare, Velka Britanie

Dithiotreitol (DTT), Thermo Fischer Scientific, USA
Dodecylsiran sodny (SDS), Sigma-Aldrich, USA

Ethanol, Lachner, CR

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), Sigma-Aldrich, USA
Fetalni hovézi sérum, BioSera, Francie

Formaldehyd, Lachner, CR

Geneticin, G418, Roche, Némecko

GLP-1R, glucagon-like peptide-1 receptor, G8048, Sigma-Aldrich, USA
Glukosa 1 M, Institut molekularni genetiky, CR

Glutamat, Sigma-Aldrich, USA

Glycerol, Sigma-Aldrich, USA

Glycin, Sigma-Aldrich, USA

Hydroxid sodny, Sigma-Aldrich, USA

Hydrogenuhligitan sodny, Lachema, CR

IPG pufr, GE Healthcare, Velka Britanie

lodoacetamid, Serva, Némecko

Isopropylalkohol, Lachner, CR

Kanamycin sulfat, Sigma-Aldrich, USA

Karbonyl kyanid 4-(trifluoromethoxy)fenylhydrazon (FCCP), Sigma-Aldrich, USA
Kvasnicovy extrakt, Lachema, CR

Kyselina 2-[4-(hydroxyethyl)-1-piperazinyllethansulfonova (HEPES), Sigma-
Aldrich, USA

Kyselina chlorovodikova, Penta, CR

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Sigma-Aldrich, USA
Kyselina octova, Lachner, CR

Lipofectamine™ 2000, ThermoFisher Scientific, USA
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Luminata Forte, Western HRP Substrate Millipore Corporation, Billerica, USA
Malat, Sigma-Aldrich, USA

Methanol, VWR, Francie

Mineralni olej, DryStrip Cover Fluid GE Healthcare, Velka Britanie
Mocovina, GE Healthcare, Velka Britanie

N,N’-methylen-bis-akrylamid (BisAA), Sigma-Aldrich, USA
N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-fenylenediamin (TMPD), Sigma-Aldrich, USA
N,N,N',N'-tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED), Bio-Rad, USA

Nonidet P-40, Sigma-Aldrich, USA

Oligomycin-A, Tocris, Velka Britanie

Percoll, Sigma-Aldrich, USA

Persiran amonny (APS), Sigma-Aldrich, USA

Precision Plus Protein Kaleidoscope, Bio-Rad, USA

Pyruvat, Sigma-Aldrich, USA

Rotenon, Sigma-Aldrich, USA

Sérovy albumin hovézi (BSA), Sigma-Aldrich, USA

Sérovy albumin hovézi, bez mastnych kyselin (BSA), Sigma-Aldrich, USA
Siran médnaty, Thermo Fischer Scientific, USA

Sukcinat sodny, Sigma-Aldrich, USA

Thiosiran sodny (pentahydrat), Chemapol, CR
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Sigma-Aldrich, USA

Triton X-100, Sigma-Aldrich, USA

Trypanova modf 0,4% (m/V) v 0,81% (m/V) chloridu sodném a 0,06% (m/V)
fosforeCnanu draselném, BioRad, USA

Trypton, Lachema, CR

Tween 20 (polyoxyethylensorbitanmonolaurat), Sigma-Aldrich, USA

4.1.4 Technické vybaveni

Analyticka vaha, Mettler Toledo AG204

Autoklav, Tuttnauer 2540EL

Automaticka pipeta eppendorf Research, Research Plus
Automaticka pipeta GILSON PIPETMAN

Automaticka pocitaCka bunék, Countess automated cell counter, invitrogen
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Blotovaci aparatura BIO-RAD Criterion TM Blotter 560BR 17330
Centrifuga eppendorf 5417R

Centrifuga eppendorf 5427R

Centrifuga Sigma 3-18K Sartorius

Centrifuga Sigma 2K15

Centrifuga Combi-spin FVL-2400N biosan

COz2 inkubator INNOVA CO-170

DestiCkovy spektrofotometr Synergy HT, BioTek, SN: 208928
Elektroforeticka aparatura BIORAD Mini-Protean 3 Cell, SN: 67S/22779
Elektroforeticka skla BIORAD 1,5 mm

Elektroforeticky zdroj Labnet, ENDURO Power Supplies E0203, SN:091009008
Elektroforeticky zdroj Labnet, ENDURO Power Supplies mini E0304,
SN:130401213

Ettan IPGphor Il, GE Healthcare

Fluorescenc¢ni konfokalni mikroskop, Leica TCS SP8

Kyvacka, Grant Boekel BFR25

Laminarni box, HERA safe

Laminarni box, SafeFast classic

Laminarni box, ThermoScientific - MSC Advantage

Lazen ohfivaci, bulabo SW22

LAS-1000, luminescentni analyzator, Fujifilm

Magneticka michacka, Scilogex

Magneticka michacka s ohfevem, IKA RH basic 2
Minicentrifuga, Combi-Spin FVL-2400N biosan

Minispin, eppendorf mini spin

Opticky mikroskop, Leica 520804

pH metr, ThermoScientific, OrionStar A111

Pipetovaci nastavce 10 ml, eppendorf Research Plus

Rotacni mixér, Stuart roller mixer Srt6

Spektrofotometr, eppendorf BisPhotometer

Termoblocek, BIOER Mixing Block MB-102

Tfepaci inkubator, innova 4300, New Brunswick Scientific
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Trepaci shaker, elpan laboratory shaker type 358S
Vaha laboratorni, AND HL-200

Vortex, Tehtnica vibromix 114

Vortex minishaker, P-LAB Vortex-mixer

Vortex, Labnet VX100

Vyrobnik destilované vody, spole¢nosti GORO
Vyrobnik ledu, ICE MAKERS - Ice Flaker, BREMA
Oxygraph-2k, super-rezoluc¢ni respirometr - Oroboros
Sonikator, Kraintek 3

-80°C mrazak, Thermo Scientific Forma 905

4.1.5 Kultivaéni nadoby a spotrebni material

Immobiline DryStrip pH 6-11, 7 cm, 18 cm, GE Healthcare, Svédsko
Kultivaéni devadesatiSestijamka (96WP); 0,34 cm?; Z707902, TPP, évycarsko
Kultivaéni Sestijamka (6WP); 9,026 cm?; 734-2323, VWR, Francie

Kultivaéni lahve 182,5 cm?, 734-2315, VWR, Francie

Kultivaéni misky 22,1 cm?, 93060, TPP, Svycarsko

Nitrilové rukavice, Halyard, USA

Parafilm "M" Bemis, Sigma-Aldrich, USA

Pipetovaci Spi¢ky 710-1000 ul, ClearLine, Biotech, Italie

Pipetovaci $pi¢ky 10 ml, eppendrof Biopur, eppendorf, CR

Plastové zkumavky 1,5 ml, Axygen, USA

PVDF blotovaci membrana, BIORAD Immun-Blot PVDF Membranes for protein
blotting, 1620177, Sigma-Aldrich, USA

4.1.6 Pouzity software

GraphPad Graphpad Holdings, LLC, USA
ImageJ Wayne Rasband, USA

Leica LAS AF Leica, Némecko

Microsoft Excel Microsoft, USA

Microsoft Word Microsoft, USA

SigmaPlot 9.0 Systat Software, USA
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4.1.7 Pouzita média a pufry

Agarozové kultivaéni misky - 1% (m/V) trypton; 0,5% (m/V) kvasnicovy extrakt
(veast extract); 1% (m/V) NaCl; 1,5% agar (m/V)

ATP pufr — EDTA pufr (100 mM Tris; 4 mM EDTA; pH 7,75)

Ekvilibraéni pufr — 6 M mocovina; 50 mM Tris-HCI; pH 6,8; 30% (V/V) glycerol;
2% (m/V) SDS

Elektrodovy pufr - 0,025 M Tris; 0,2 M glycin; 0,1 % (m/V) SDS; pH 8,3
Fosfatovy pufr — PBS (phosphate buffered saline); 2,7 mM KCI; 137 mM NaCl;
1,5 mM KH2PO.4; 8 mM NaxPOg: pH 7,2; Institut molekularni genetiky, CR
Kultivaéni médium pro INS-1E - RPMI 1640 médium s 11 mM glukézou, 1 mM
pyruvatem, 2 mM L-glutaminem, 10 mM HEPES, 5% (V/V) hovézim fetalnim

sérem, 50 uM B-mercaptoethanolu, 50 IU/ml penicilinu, 50 ug/ml streptomycinu,

Institut molekularni genetiky, CR

LB médium - 1% (m/V) trypton; 0,5% (m/V) kvasnicovy extrakt (yeast extract);
1% (m/V) NaCl

Lyzaéni pufr — 50 mM HEPES; 135 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% (V/V) Triton X-
100; 1 mM PMSF; pH 7,4

Modifikované RPMI médium (méfici médium) - 10 mM HEPES, 2 g/l bikarbonat
sodny, 2,5% (V/V) fetalni hovézi sérum, 50 uM B-merkaptoethanol, 50 1U/ml
penicilin, 50 ug/ml streptomycin v RPMI 1640

Omyvaci pufr (TTBS) - 20 mM Tris; 0,5 M NaCl; 0,05% (V/V) Tween 20
Opti-MEM - kultivaéni médium s redukovanym obsahem séra, Biogen-EMS,
CR

Pufr pro fedéni primarnich protilatek - 1% (m/V) BSA; 0,1% (m/V) Zelatina z
kostnatych ryb; 0,5% (V/V) Triton X-100; 0,05% (V/V) azid sodny v roztoku PBS
(pH 7,3)

Respiraéni médium — 135 mM NaCl; 3,6 mM KCI; 10 mM HEPES; 0,5 mM
MgCly; 1,6 mM CaCl;; 500 nM NaH>POg4 0,17% (m/V) BSA bez mastnych
kyselin;, pH 7,4

Sachar6zové médium — 220 mM D-manitol; 70 mM sacharéza; 1 mM HEPES; 1
mM EGTA; BSA (5 mg/ml)
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Transferovy pufr elektroblotovaci (TBB) — 25 mM Tris; 192 mM glycine; 0,01%
(m/V) SDS; 20% (V/V) methanol

Trypsin - 160 mg/l EDTA; 250 mg/l trypsin; 100 ml PBS

Vzorkovy pufr (Sample buffer, 5xSB) - 0,002% (m/V) bromfenolova modr,
dodecylsiran sodny (SDS), 15% (V/V) glycerol, 50mM

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

4.1.8 Seznam protilatek

Primarni protilatka proti a-podjednotce ATP syntazy (ab14748), Abcam, Velka
Britanie

Primarni protilatka proti IF1 (ab110277), Abcam, Velka Britanie

Sekundarni protilatka Goat-Anti-Mouse 1gG (A-3562), Sigma, USA

4.1.9 Seznam plasmidu

Plasmid pro expresi nativniho IF1, Origene plasmid (RN207924), USA

Plasmid pro expresi prazdného vektoru, pCMV6-Entry vector, PS100001,
Origene, USA

Plasmid pro expresi PercevalHR - 49082, Addgene, USA

4.1.10 Seznam pouzitych komerénich souprav

Bioluminescence Assay kit - ATP bioluminescence assay kit CLS I,
11699695001, Merck, Sigma-Aldrich, USA

QIAGEN® Plasmid Midi Kit, 12143, Qiagen, Némecko
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4.2 Metody
4.2.1 Kultivace INS-1E

Tkanova kultura INS-1E byla kultivovana v kultivaénim médiu (viz kapitola

4.1.7). Bunéc¢né linie byly kultivovany v inkubatoru pfi 37°C a 5% CO..

4.2.2 Transfekce bunék INS-1E

Buriky tkanové kultury INS-1E byly transfekovany plasmidem pomoci
Lipofectaminu 2000. V prvnim kroku transfekce bylo potfeba smichat
Lipofectamin 2000 s médiem Opti-MEM a ponechat minimalné 5 minut, aby se
utvofily liposomy, které jsou dale schopné proniknout skrze bunécnou
membranu. K liposomum byl poté pfidan plasmid a smés byla inkubovana 20
minut pfi pokojové teploté. Po 20 minutach byly liposomy obsahujici plazmid
pridany ke tkanové kultufre s médiem Opti-MEM a ponechany 1 hodinu
v inkubatoru pfi 37°C. Po 1 hodiné bylo bunkam pfidano kultivacni médium do
nasledujiciho dne. Nasledujici den bylo burikam vyménéno plvodni kultivaéni

médium za nové a dva dny po transfekci probéhlo méfeni.

4.2.3 Trypsinace a pocitani bunék

Nejprve bylo tkarové kultufe INS-1E odsato kultivaéni médium. Nasledné byly
buniky oplachnuty fosfatovym pufrem PBS a po jeho odsati byl na buriky
aplikovan trypsin. Po uvolnéni bunék bylo k trypsinu pfidano stejné mnozstvi
kultivaéniho média. Suspenze bunék byla pfevedena do plastové zkumavky,
z které bylo 10 pl suspenze smichano v poméru 1:1 s 0,4% (m/V) trypanovou
modfi. Po dikladném promichani bylo 710 ul naneseno do pocitaci komurky.
Pocitaci komuarka byla viozena do automatické pocitatky bunék invitrogen
Countess™. Nasledné byly buriky spoditany a nafedény na pozadovanou

koncentraci.

4.2.4 Mnozeni plasmidu metodou heat shock

V prvnim kroku bylo smichano 50 ul suspenze kompetentnich bakterii STBL3
(Escherichia coliy s 1 ul plasmidu. Po jemném promichani byly bunfky
s plasmidem inkubovany 20 minut na ledu. Poté byl proveden tepelny 3ok,

umisténim suspenze na 30 sekund do 42°C. Po 30 sekundach byly bunky
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ponechany 2 minuty na ledu. Poté byly buriky smichany s 1 m/ LB média, viz
kapitola 4.1.7 a inkubovany 60 minut v tfepacim inkubatoru pfi 37°C. Po
inkubaci byla suspenze aplikovana na kultivacni agarézové misky (viz kapitola
4.1.7) s antibiotikem kanamycinem, v koncentraci 50 mg/ml a ponechana pfi
37°C pfes noc. Nasledujici den byla rezistentni kolonie naoCkovana do 200 ml
LB média a inkubovana pfi 37°C pfes noc. Z narostlé bakterialni kultury byl poté
izolovan plasmid komeréni soupravou Qiagen, midi-prep, viz kapitola 4.1.10, dle

instrukci vyrobce.

4.2.5 Priprava INS-1E bunécéné linie se zvySenou expresi proteinu IF1
Tkanova kultura INS-1E byla transfekovana plazmidem Atpif1 (Origene
RN207924), pomoci Lipofectaminu 2000, jak je popsano v kapitole 4.2.2.
Bunky, které stabilné exprimovaly potkanni protein IF1, byly selektovany
geneticinem G418 ve finalni koncentraci 50 ug/ml v kultivaénim médiu. Zaroven
s touto linii byla transfekovana kontrolni bunééna linie exprimujici prazdny
pCMV6-Entry vector.

4.2.6 Polylysinace mikroskopickych skel
V prvnim kroku byla skla ocisténa pomoci sonikatoru v 7 M roztoku KOH po
dobu 7 hodiny. Nasledovaly dalSi dva cykly v sonikatoru po dobu 5 minut
v destilované vodé. Po oschnuti skel byla skla skladovana v methanolu.

Pfed pouzitim byla skla kratce sterilizovana plamenem, ¢imz byl
odstranén zbytkovy methanol. Po odstranéni methanolu byla skla pokryta 200
ul 0,01% (m/V) roztoku poly-L-lysinu. Skla se s poly-L-lysinem nechala

inkubovat 7 hodinu pfi pokojové teploté, poté byl poly-L-lysin odstranén.

4.2.7 Méreni poméru bunééného ATP/ADP pomoci fluorescencéni sondy
PercevalHR

PercevalHR je fluorescencni senzor ATP/ADP, ktery jsme pouZzivali pfi méfeni v

INS-1E bunkach pomoci fluorescencni, konfokalni mikroskopie. ADP se k

PercevaluHR vaze na stejné vazebné misto, tedy kompetitivné s Mg-ATP, se

zménou ~75 nm ve vinové délce excitacniho fluorescenéniho signalu, tedy 425
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nm pro ADP a 500 nm pro Mg-ATP (Tantama et al., 2013). Na grafu

fluorescencéniho signalu se ukazou jako dva samostatné vrcholy, viz obrazek 8.

ADP Mg-ATP
A 5, s s
+ + }

excitation emission

400 450 500 550
wavelength (nm)
Obrazek 8 — Fluorescencéni excitacni a emisni spektra biosenzoru percevalHR.
Excitacni spektrum od modré k ¢ervené zobrazuje nartstajici pomér ATP/ADP

(Tantama, et al., 2013).

4271 Priprava tkanové kultury

Tkanova kultura INS-1E se zvySenou expresi proteinu IF1 naseta v poc¢tu 720
000 bunék na sklo, byla péstovana na poly-L-lysinovanych mikroskopickych
sklech, viz kapitola 4.2.6. Bunky byly transfekovany PercevalemHR pomoci

Lipofectaminu 2000, jak je popsano v kapitole 4.2.2.

4.2.7.2 Konfokalni fluorescenéni mikroskopie

Fluorescence transfekovanych bunék byla snimana na konfokalnim
fluorescenénim mikroskopu Leica TCS SP8. Bunky byly v prvnim kanalu
excitovany svétlem o vinové délce 405 nm a emise byla snimana pfi 520-550
nm. Ve druhém kanalu byly buriky excitovany svétlem o vinové délce 496 nm a
emise byla snimana pfi 520-550 nm. Pomér ATP/ADP, byl analyzovan pomoci
softwaru Leica LAS AF. Pro ovéreni funkénosti experimentu byly bunky pred

snimanim inkubovany s 5 uM oligomycinem.
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4.2.8 Western blot analyza

4.2.8.1 Priprava bunéénych lyzatu

Buriky tkanoveé kultury INS-1E byly nejprve oplachnuty PBS fosfatovym pufrem,
a poté lyzovany lyza¢nim pufrem. Objem lyza¢niho roztoku €inil 700 ul na jednu
jamku Sestijamkové kultivaéni desticky (6WP). Poté byly bunécné lyzaty 70
minut inkubovany na ledu, a poté stoCeny pfi 4°C a 10 000 g, po dobu 10 minut,
¢imz byly odstranény nezadouci bunétné kompartmenty. Po centrifugaci byl
supernatant pfeveden do novych plastovych 1,5 ml zkumavek a nasledné byla

stanovena koncentrace proteinu metodou BCA, viz kapitola 4.2.8.2.

4.2.8.2 Stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA

Pro stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA bylo potfeba smichat 5%
(V/V) a 10% (V/V) vzorky proteinu s roztokem Bicinchoninové kyseliny a 4%
(m/V) roztokem pentahydratu siranu médnatého (CuSOs.5H20). Nasledné byly
vzorky inkubovany 30 minut pfi 37°C. Poté byla zméfena absorbance na

spektrofotometru eppendorf BisPhotometer pfi 562 nm.

4.2.8.3 Proteinova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
s dodecyl-sulfatem sodnym
K separaci proteint byl vyuzivan 15% (m/V) polyakrylamidovy gel. Pfiprava 50
ml polyakrylamidového gelu probéhla dle nasledujiciho rozpisu:
e H>O-4,73ml
e 30% (m/V) roztok akrylamidu (AA) a bisakrylamidu (BisAA) - 25 ml
e 1M Tris-HCI (pH 8,8) - 18,75 ml
e 5% (m/V) dodecyl sulfat sodny (SDS) - 1 ml
Nakonec tésné pred aplikaci roztoku separacniho gelu mezi
elektroforeticka skla byly pfidany dvé ,sitovaci“ komponenty:
e TEMED - 20 ul
e 10% (m/V) APS - 500 ul
Namichany roztok separacniho gelu byl aplikovan mezi elektroforeticka
skla, s mezerou urCujici tloustku gelu 1,56 mm, a pfevrstven vrstvou

isopropanolu, ktery zajistil rovné, hladké zpolymerovani hladiny separacniho
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gelu. Separacni gel se nechal na rovném podkladu polymerovat minimalné 20
min.
Po zpolymerovani separa¢niho gelu bylo namichano 16 ml 4% (m/V)
zaostrfovaciho gelu, dle nasledujiciho rozpisu:
e HO-54ml
e 30% (m/V) roztok AA/BisAA - 2 ml
e 0,25 M Tris-HCI (pH 6,8) - 8 ml
e 5% (m/V) dodecyl sulfat sodny (SDS) - 320 ul
Nakonec tésné pred aplikaci roztoku zaostfovaciho gelu mezi
elektroforeticka skla byly pfidany zminéné ,sitovaci“ komponenty:
e TEMED - 40 ul
o 10% (m/V) APS - 240 ul
Pfed nanesenim zaostfovaciho gelu byl nejprve odstranén isopropanol, a
poté byl nanesen zaostfovaci gel. lhned po naneseni mezi skla, byl do gelu
umistén elektroforeticky hfebinek, ktery dale definoval velikost a pocet jamek.
Zaostfovaci gel se opét nechal polymerovat minimalné 20 minut
Celkovy obsah proteind v kazdém vzorku byl 20 ug. Ke vzorkim byl
pfidan pétkrat koncentrovany vzorkovy pufr (5xSB, sample buffer), ktery diky
obsahu SDS sjednocuje naboj proteinli, degraduje nekovalentni proteinové
vazby, diky glycerolu zabranuje vzlinani proteinovych vzorkl, udrzuje stabilni
pH diky obsahu Tris a vizualizuje vzorky pomoci bromfenolové modfi. Ke
vzorkim byl dale pfidan merkaptoethanol, ktery rozvolfiuje disulfidové mustky
v proteinech. Namichané vzorky se 10 minut inkubovaly pfi 95°C.
Po 20 minutach polymerace zaostfovaciho gelu
byly vyjmuty plastové hiebinky a skla s nalitymi gely byla ~280
umisténa do elektroforetické aparatury BIORAD Mini- ?
Protean 3 Cell. Pro separaci proteini byl pouzit 75
elektrodovy pufr, viz kapitola 4.1.7 a pro detekci hmotnosti 50
proteinU byl pouzit proteinovy standard Bio-Rad Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope™ (1610375), viz obrazek 9.
Obrazek 9 — Proteinovy standard Bio-Rad Precision Plus

Protein™ Kaleidoscope™ (www.bio-rad.com)
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Po naneseni vzorkd byla aparatura pfipojena ke zdroji stejnosmérného
elektrického proudu s konstantnim napétim 75 V. Po zaostfeni vzorkd byla
hodnota napéti zvySena na 150 V. Po dokonCeni byly separacni
polyakrylamidové gely pouzity k dalSimu zpracovani metodou Western blot, viz
kapitola 4.2.8.4.

4.2.8.4 Prenos separovanych proteinii na membranu: Western blot
Polyakrylamidovy gel se separovanymi proteiny byl vlozen do ,blotovaciho
sendvi¢e“, jehoz schéma je znazornéno na obrazku (obrazek 10). Pfenos
protein na PVDF membranu probihal v aparatufe BIO-RAD Criterion TM
Blotter 560BR pfi 300 mA po dobu 75 minut. Blotovaci nadoba byla naplnéna
transferovym pufrem TBB, viz kapitola 4.1.7 a pfipojena ke zdroji elektrického
napéti (Labnet, ENDURO Power Supplies E0203).

molitan
2x filtraéni papir

b|0t0V_avC| | | separacni gel

sendvi¢ PVDF membrana
2x filtraéni papir
molitan

+

Obrazek 10 — slozeni ,blotovaciho sendviée*

Poté byla PVDF membrana s pfenesenymi proteiny inkubovana po dobu

1 hodiny s 5% (m/V) roztokem suSeného mléka v TTBS pufru, viz kapitola 4.1.7.

4.2.8.5 Inkubace v primarni a sekundarni protilatce
Po 1 hodiné inkubace byla PVDF membrana omyvana tfikrat vzdy po 10
minutach pufrem TTBS. Po promyti byla membrana zalita 15 ml/ primarni
protilatky proti IF1, nebo proti a-podjednotce ATP syntazy, fedéné 2000x
v TTBS pufru, umisténa do 4°C a inkubovana do druhého dne.

Nasledujici den byla PVDF membrana omyvana tfikrat vzdy po 70
minutach pufrem TTBS. Po omyti nasledovala inkubace v sekundarni protilatce
Goat-Anti-Mouse IgG (A-3562), fedéné 710 000x v TTBS pufru po dobu 171
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hodiny. Poté byla opét PVDF membrana omyvana tfikrat vzdy po 70 minutach
pufrem TTBS. Poté byla membrana analyzovana na detekénim pfistroji LAS-
1000.

4.2.8.6 ECL detekce a analyza fotografii

Pfed snimanim byla membrana inkubovana 1 minutu v roztoku Luminata Forte,
viz kapitola 4.1.3. Po inkubaci byla membrana vyfocena za pouziti pfistroje
LAS-1000 za pfitomnosti svétla, tak aby byl Citelny proteinovy marker. Poté byla
komora uzaviena a dalsi snimani probihalo ECL (enhanced
chemiluminiscence) svételnou detekci. ECL svételna intezita fotografii byla dale

kvantifikovana v softwaru ImagedJ (Wayne Rasband).

4.2.9 2D elektroforéza

4.2.9.1 Priprava vzorki

Proteinové vzorky tkanové kultury INS-1E byly ziskany pomoci lyza¢niho pufru
viz kapitola 4.2.8.1 a smichany s rehydrataCnim roztokem DeStreak GE
Healthcare, s pfidavkem 0,5% (V/V) IPG pufru. Koncentrace izolovanych
proteinU byla pfedem stanovena metodou BCA, viz kapitola 4.2.8.2. Pfipravené
proteinové vzorky na 2D-elektroforézu o koncentraci 350 ug/ml ve 340 ul
rehydratacniho roztoku byly pouzity pro aktivni rehydrataci stripl s rozmezim
pH 6-11 o délce 7 cm (Immobiline DryStrip 7 cm, GE Healthcare). Aktivni
rehydratace stripu probihala v zafizeni Ettan IPGphor Il, pfi 20°C, pfes noc, pfi

stalém napéti 50 V a proudu 50 pA.

4.2.9.2 Izoelektricka fokusace

Izoelektricka fokusace probihala dle doporuceni vyrobce za postupného
zvysSovani napéti do hodnoty 6§ kVh a maximalni proud na jeden strip byl 50 pA.
Celkové bylo pfi IEF nasbirano 6500 Vhr.

4.29.3 Ekvilibracni rehydratace stript
Pfred vlastni elektroforézou byl strip inkubovan 75 minut v ekvilibraénim pufru
viz kapitola 4.1.7., s pfidavkem 1% (m/V) DTT na horizontalni tfepacce pfi

pokojové teploté. Nasledné byl inkubovan dalSich 15 minut v ekvilibracnim
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pufru s pfidavkem 2% (m/V) iodoacetamidu. Pfed nanesenim na gel byl strip

kratce omyt destilovanou vodou.

4294 SDS-PAGE

Druhym rozmérem 2D-elektroforézy byla elektroforéza proteini v
polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu sodného viz kapitola
4.2.8.3. Pro druhy rozmér 2D-elektroforézy byl pouzit 15% (V/V) separacni gel.
Do zaostfovaciho gelu byl vlioZzen specialni hfebinek pro tvorbu jamky na strip.
Strip byl po vloZeni do jamky pFevrstven 1% (m/V) agar6zou. Déle probihala

separace proteint obdobné, jako v kapitole 4.2.8.3.

4.2.9.5 Prenos separovanych proteinti na membranu: Western blot
Pfenos separovanych proteinl na membranu probihal stejné jako v kapitole
4.2.8.4.

4.2.9.6 Inkubace v primarni a sekundarni protilatce
Inkubace v primarni a sekundarni protilatce probihala stejné jako v kapitole
4.2.8.5.

4.29.7 ECL detekce a analyza fotografii
ECL detekce a analyza fotografii probihala stejné jako v kapitole 4.2.8.6.

4.2.10 Méreni koncentrace bunééného ATP

Buniky INS-1E byly nasety v poctu 600 000 bunék na jamku v Sestijamkové
desticce (6WP). Druhy den po naseti bunék probéhla vyména kultivaéniho
média za méfici médium, viz kapitola 4.1.7., s pfidavkem glukézy na
koncentraci 1717 mM. Do jednotlivych jamek byl k bufikdm pfidan GLP-1R
agonista (G8048, Sigma), ve finalnich koncentracich: 7 nM, 100 nM a vzdy
alesponl jedna jamka kontrolni, do které GLP-1R agonista pfidan nebyl.
Kultivace v modifikovaném RPMI médiu probihala celkem 16 hodin. Poté byly
buniky spocitany, viz kapitola 4.2.3 a fosfatovym pufrem PBS nafedény na
jednotnou koncentraci 1 milion bunék/ml. Poté byly desetkrat zfedény ATP
pufrem, viz kapitola 4.1.7 a inkubovany pfi 700°C po dobu 5 minut a naslednou

centrifugaci pfi 4°C, 1000 g po dobu 71 minuty doSlo k usednuti buné&ného
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debris. Nakonec byly vzorky naneseny na devadesatiSestijamkovou bilou
destiCku a smichany v poméru 71:1 sroztokem luciferazy a luciferinu.
Bezprostfedné po smichani s luciferazou byla na destiCkovém spektrofotometru

Synergy HT zméfena hodnota luminescence.

4.2.11 lzolace jaternich mitochondrii

Pro ucely experimentu byly pouzivani mysi samci ze skupiny KO (knockout pro
IF1, viz kapitola 4.1.2) a WT (kontrolni skupina, viz kapitola 4.1.2). Po usmrceni
mysSi byla vyjmuta jatra a tkan byla zhomogenizovana Potter-elvehjemovym
homogenizatorem v sachar6zovém médiu (viz kapitola 4.1.7). Homogenizat byl
nejprve nafedén v sachar6zovém mediu a stoCen pfi 4°C a 1000 g. Supernatant
byl prelit do novych zkumavek a stoCen pfi 4°C a 8000 g. Poté byl pelet
resuspendovan v sacharézovém médiu s BSA bez mastnych kyselin (6 mg/ml)
a znovu stoCen pfi 4°C a 8000 g. Nasledné byl pelet resuspendovan v
sacharézovém meédiu bez BSA a stoCen pfi 4°C a 8000 g. Nakonec byl pelet
resuspendovan ve 200 ul sachar6zového média a zméfena koncentrace

proteinu metodou BCA, viz kapitola 4.2.8.2.

4.2.12 Méreni respirace izolovanych jaternich mitochondrii pomoci
oxygrafu-2k

V prvni fadé bylo nutné oxygraf kalibrovat na podminky méfeni experimentu.
Kalibrace probihala s respiratnim médiem (viz kapitola 4.1.7) pro izolované
mitochondrie za pfistupu vzduchu a pfi teploté 30°C. Pfi maximalni saturaci
média kyslikem méfené Clarkovou elektrodou byl pfistroj zkalibrovan.

Izolované mitochondrie byly do uzaviené komurky oxygrafu pfridany
v koncentraci 0,7 mg/ml. Bezprostfedné poté byl do komurky pfidan substrat.

V prvnim protokolu bylo do jamky aplikovano 20 ul 0,5 M sukcinatu, 10 ul 1
M glutamatu a 2 y/ 17 M malatu. Po ustaleni signalu spotfeby kysliku byly do
komarky pfidany 4 uyl 500 mM ADP. Po ustaleni hladiny dychani byla
mitochondrialni ATP syntaza inhibovana 1 ul 1 mM oligomycinu A. Nasledovalo
postupné pfidavani po 2 ul 2560 mM odpfahovaciho ionoforu carbonyl cyanide-
4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP) az do dosazeni maximalni

kapacity dychaciho fetézce. Ve druhém protokolu byly do jamky pfidany 70 ul 1
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M glutamatu a 2 y/ 1 M malatu. Po ustaleni signalu spotfeby kysliku nasledoval
stejny postup jako v prvnim protokolu. Ve tfetim protokolu bylo do jamky
aplikovano 20 ul 0,5 M sukcinatu a 2 ul 10 mM rotenonu. Po ustaleni signalu
spotfeby kysliku nasledoval stejny postup jako v prvnim protokolu. Ve ctvrtém
protokolu byly do jamky pfidany 2 yl 260 mM TMPD s 2 ul 1 M askorbatu. Po
ustaleni signalu spotfeby kysliku nasledoval stejny postup jako v prvnim

protokolu.

4.2.13 Statisticka analyza

Hodnoty jsou uvedeny jako priumér + SD (standardni odchylka). K porovnani
sledovaného parametru u dvou skupin dat byl pouzit studentiv t-test. K
porovnani vice skupin byla pouzita analyza variance (ANOVA) s Tukeyho post
hoc analyzou. V pfipadé nesplnéni podminek normality dat byl pouzit Kruskall-
Walisslv test nasledovany posthoc Dunnett’s multiple porovnanim vzhledem ke
kontrolnimu vzorku. Rozdily byly povazovany za staticky vyznamné pfi p-
hodnoté mensi nez 0,05 (*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005).
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5 VYSLEDKY

Cilem prace bylo ziskat nové poznatky o mechanismu regulace ATP syntazy
proteinem IF1, v pankreatickych B-bunkach, a dale prozkoumat respiraci v
mitochondriich izolovanych z jater IF1-KO (IF1 knockout) mysi. Konkrétné byl
analyzovan pomér mnozstvi proteinu IF1 vuci ATP syntaze v pankreatickych -
bunikach v zavislosti na dostupnosti glukézy. Déale byla metodou 2D separaéni
elektroforézy zjiStovana pfitomnost post-translacnich modifikaci proteinu IF1,
v pankreatickych B-bufikach. V kontrolnich INS-1E burikdch a bunkach
s nadmérné exprimovanym genem pro IF1 (IF1-OE), byly testovany fyziologické
rozdily v mnozstvi bunééného ATP, méfeny rozdily v aktivité dychaciho fetézce
a byl méfen pomér bunétného ATP/ADP pomoci fluorescenéni sondy
PercevalHR. Respirace jaternich mitochondrii izolovanych z IF1-KO mysi a WT
(wild type) mySi byla porovnana superrezoluéni respirometrii, pomoci pfistroje

oxygraf-2k.

5.1 STECHIOMETRIE IF1 S ATP SYNTAZOU V PANKREATICKYCH INS-1E
BUNKACH V ZAVISLOSTI NA OBSAHU GLUKOZY V MODIFIKOVANEM
RPMI MEDIU

Dle pfedchozich publikovanych vysledkl (Kahancova et al., 2018) se protein
IF1 podili na regulaci mnozstvi sekretovaného inzulinu pankreatickymi (-
bufikami, tim Ze reguluje mnozstvi bunéfného ATP. Zajimalo nas tedy, zda se
mnozstvi IF1 proteinu v poméru ka podjednotce ATP syntazy bude liSit
v zavislosti na dostupnosti glukozy.

K tomuto experimentu jsme vyuzili klonalni modelové pankreatické -
buriky INS-1E (Merglen et al., 2004), které byly inkubovany po dobu 8 hodin ve
Ctyfech riznych koncentracich glukézy (20 mM, 11 mM, 5 mM, 3 mM). Pomoci
Western blot analyzy byly kvantifikovany rozdily v pomé&ru mnozstvi proteinu
IF1 v tkanoveé kultufe INS-1E, vuci podjednotce a mitochondrialni ATP syntazy.

Naméfené mnozstvi proteinu IF1 bylo nejvy$Si ve vzorcich z bunék
kultivovanych v 3 mM glukdze, pfiéemz se stoupajici koncentraci glukézy

koncentrace proteinu IF1 klesala. Plati tedy v tomto pfipadé nepfima uméra.
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Rozdil v koncentraci proteinu IF1 mezi vzorky 11 mM glc a 3 mM glc byl velice
vyznamny a Cinil 176%. Lze tedy pfedpokladat, Ze takto vyznamny rozdil bude
hrat roli v fizeni energetického metabolismu. Primérné hodnoty jsou zobrazeny
nize vgrafu 1. Na obrazku 11 lze vidét reprezentativni western blot

detekovaného proteinu IF1.
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Graf 1 — Koncentrace proteinu IF1 v zavislosti na koncentraci glukozy (glc)
v kultivacnim médiu, vztaZzeno ke kontrole (11mM glc). Buriky INS-1E byly
kultivovany 8 hodin v modifikovaném RPMI médiu s pfidanou glukézou.
Koncentrace glukozy byly 3 mM, 5 mM, 11 mM (slouZici jako kontrolni) a 20
mM. Pro statistickou analyzu dat byl pouzit Kruskall-Walisstv test nasledovany
posthoc Dunnett’'s multiple porovnanim vzhledem ke kontrole (11 mM glc).
Viysledné p-hodnoty jsou oznaCeny nasledovné: (*p<0,05; **p<0,005;

*k%k

0<0,0005).
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Obrazek 11 — Reprezentativni Western blot s vizualizovanym IF1. Buriky INS-
1E byly kultivovany 8 hodin v modifikovaném RPMI médiu s pridanou glukézou.
Koncentrace glukézy byly 3 mM, 56 mM, 11 mM (slouzici jako kontrolni) a 20
mM.

Hodnoty koncentrace ATP syntdzové podjednotky a nebyly v pfipadé
rozdilnych koncentraci glukézy v modifikovaném RPMI médiu nijak vyrazné
odlisné. Zaznamenany rozdil v koncentraci ATP syntazové podjednotky a, mezi
vzorky 11 mM glc a 3 mM glc nebyl statisticky signifikantni, a €inil pouze 18%.
Primérné hodnoty jsou zobrazeny nize v grafu 2. Na obrazku 12 lze vidét
reprezentativni Western blot detekované a podjednotky mitochondrialni ATP

syntazy.
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Graf 2 — Koncentrace ATP syntazové podjednotky a, v zavislosti na koncentraci
glukézy (glc) v kultivacnim médiu, vztazeno ke kontrole (11mM glc). Pro
statistickou analyzu dat byl pouzit Kruskall-Walisstiv test nasledovany posthoc
Dunnett’s multiple porovnanim vzhledem ke kontrole (11 mM gic). Vysledné p-

hodnoty jsou oznac¢eny nasledovné: (*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005).
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Obrazek 12 — Reprezentativni Western blot s vizualizovanou podjednotkou a
ATP syntazy. Buriky INS-1E byly kultivovany 8 hodin v modifikovaném RPMI
médiu s pfidanou glukézou. Koncentrace glukozy byly 3 mM, 5 mM, 11 mM

(slouzici jako kontrolni) a 20 mM.
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Vysledny rozdil v koncentraci proteinu IF1 viéi a podjednotce ATP
syntazy, mezi vzorky 11 mM glc a 3 mM glc €inil 152% a je zobrazen v grafu 3.
Nejvyssi pomér byl detekovan pfi inkubaci v 3 mM glukéze. Jedna se tedy o

velice vyznamny rozdil, ktery si zaslouZzi dalSi pozornost.
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Graf 3 — Relativni pomér proteinu IF1 vuéi a podjednotce ATP syntazy,
v zavislosti na koncentraci glukézy (glc) v kultivaénim médiu, vztaZzeno ke
kontrole (11mM glc). Pro statistickou analyzu dat byl pouZzit Kruskall-Walissiv
test nasledovany posthoc Dunnett’s multiple porovnanim vzhledem ke kontrole
(11 mM glc). Vysledné p-hodnoty jsou oznaleny nasledovné: (*p<0,05;
**0<0,005; ***p<0,0005).
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5.2 POST-TRANSLACNiI MODIFIKACE IF1 V PANKREATICKYCH INS-1E
BUNKACH

Regulacni mechanismy ovliviujici interakce proteinu IF1 s ATP syntazou
zahrnuji mimo jiné pH regulované zmény v naboji histidind a post-translacni
modifikace. Konkrétné byla popsana fosforylace IF1 na serinu 39 (S39), pomoci
protein kinazy A (PKA), (Garcia-Bermudez et al., 2015). Fosforylace S39
zpusobi inaktivaci IF1, ve smyslu zabranéni vazby k ATP syntaze a inhibici jeji
aktivity. V této publikaci bylo také zjiSténo, ze fosforylace S39 je tkanové
specificka, a proto nas zajimalo, zda je IF1 fosforylovan i v pankreatickych B-
burnkach.

Pomoci metody separacni proteinové 2D elektroforézy, byla zkoumana
pritomnost post-translacnich modifikaci proteinu IF1, které se vzajemné [iSi
rozdilnym izoelektrickym bodem (pl). Pro ucely experimentu byl pouzit lyzat
tkanové kultury INS-1E, ktery byl nejprve izoelektricky fokusovan na linearnim 7
cm dlouhém Immobiline DryStrip s rozmezim pH 6-11 a ve druhém kroku
separovan pomoci metody SDS-PAGE. Protoze je IF1 relativné maly protein, o
velikosti 12 kDa, probihal druhy rozmér separacni proteinové elektroforézy
v 15% (m/V) polyakrylamidovém gelu. Pomoci metody Western blot a
naslednou imunodetekci IF1 protilatkou byly detekovany jednotlivé izoformy
IF1, viz obrazek 13. Defosforylovana aktivni izoforma ma izoelektricky bod
pfiblizné na hodnotach pH 9,0 a fosforylovana neaktivni v rozmezi pH 7,7-8,3,
coz je v souladu s experimenty, provedenymi na jinych typech tkani (Garcia-
Bermudez et al., 2015). Abychom Iépe odliSili jednotlivé izoformy, byla
izoelektricka fokusace zopakovana na linearnim 18 cm dlouhém Immobiline
DryStrip s rozmezim pH 6-11, viz obrazek 14. Pomoci téchto experimentl jsme
tedy zjistili, ze IF1 je cilem post-translacnich modifikaci v pankreatickych -
bunkach.
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12 kDa — -—

Obrazek 13 — INS-1E lyzat byl izoelektricky separovan na linearnim 7 cm
stripu. Nasledné byl rozdélen metodou SDS-PAGE a pfenesen na PVDF
membranu metodou Western blot. Na obrazku Ize vidét 3 izoformy IF1, o
molekulové hmotnosti 12 kDa. Fosforylovany protein IF1 se nachazi zhruba v
rozmezi hodnot pH 7,7 az 8,3. Defosforylovany protein IF1 se nachazi zhruba

na hodnoté pH 9.

pH 6 pH 11
12 kDa — —_— -
i
Obrazek 14 — separovany protein IF1 na 18 cm stripu. Na obrazku Ize vidét 3
izoformy IF1, o molekulové hmotnosti 12 kDa. Fosforylovany protein IF1 se
nachazi zhruba v rozmezi hodnot pH 7,7 az 8,3. Defosforylovany protein IF1 se

nachazi zhruba na hodnoté pH 9.
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53 ZVYSENA EXPRESE PROTEINU IF1 SNIZUJE POMER
CYTOSOLICKEHO ATP/ADP

Na zakladé predchozich vysledk( naS$i laboratofe, které ukazaly, ze zvySena
exprese IF1 proteinu sniZzuje v pankreatickych [-burikdch koncentraci
bunéného ATP (Kahancova et al., 2020), nas zajimal celkovy pomér
cytosolického ATP/ADP. Je znamo, Ze urcita frakce bunéfného ATP je
v pankreatickych B-bunkach vazana v inzulinovych granulich a je metabolicky
neaktivni (Leitner et al., 1975). Vyhodou biosenzoru percevalHR, ktery byl v této
praci pouzit, je mimo jiné to, Ze monitoruje pouze metabolicky aktivni ATP/ADP,
které je podle nékterych studii kliCové pro uzavirani Katp kanalu (Martin et al.,
2014).

K ovéfeni rozdild v poméru koncentraci ATP/ADP, v burnkach se zvySenou
expresi IF1 (IF1-OE), byl pouzit biosenzor PercevalHR na bazi FRET. Bunky se
zvySenou expresi IF1 a odpovidajici kontrolni bunky, byly transfekovany
plazmidem PercevalHR, jak je popsano v kapitole 4.2.2. Pomér fluorescenci
CFP a YFP poskytl odhad hladin cytosolickeho ATP a ADP. Pomér ATP/ADP
byl snizen u bunék se zvySenou expresi IF1, jak je vidét v grafu 4, poklesem
intenzity fluorescence YFP/CFP u IF1-OE o 28%. Pro ovéfeni funkénosti sondy
monitorovat koncentrace ATP a ADP byly buriky INS-1E inkubovany inhibitorem
ATP syntazy, 1 uM oligomycinem-A, po dobu 7 hodiny. Inhibice vedla k poklesu
pozorovanych hladin volného ATP dle oCekavani. Hladiny ATP/ADP byly po
inhibici oligomycinem-A podobné jak u kontrolnich bunék, tak i IF1-OE bunék,

viz graf 4.
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Graf 4 — Pomeér cytosolickeho ATP/ADP stanoveného biosenzorem
percevalHR. Pomér fluorescencni intenzity YFP/CFP byl méfen v kontrolni
INS-1E linii (CTRL, non treated - NT) a stabilni linii INS-1E se zvySenou
expresi nativniho IF1 proteinu (IF1-OE, NT). Déle byl méfen pomér
YFP/CFP u téchto linii po inkubaci 1 h s 5 uM oligomycinem-A (OM). K
porovnani vice skupin byla pouZita analyza variance (ANOVA) s Tukeyho
post hoc analyzou, p-hodnoty jsou oznaCeny nasledovné: (*p<0,05;
**0<0,005; ***p<0,0005).
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5.4 UCINEK GLP-1R AGONISTY NA KONCENTRACI BUNECNEHO ATP V
INS-1E BUNKACH SE ZVYSENOU EXPRESI PROTEINU IF1

Z predchozich vysledkd naS$i laboratofe je zfejmé, ze dibutyryl-cAMP (db-
cAMP) aktivuje PKA a ruSi tak efekt zvySené exprese proteinu IF1, na
koncentraci bunéfného ATP (Kahancova et al.,, 2020). Aktivace GLP-1
receptoru by mimo jiné méla vést k aktivaci PKA drahy. Proto nas zajimalo, zda
podobného efektu jako s db-cAMP, Ize docilit s pouzitim GLP-1R agonisty,
ktery podle jinych studii aktivuje mimo jiné PKA (Bao et al., 2015).

Pro odhad celkového bunécného ATP v buné&cénych lyzatech jsme pouzili
luciferazovy test. K experimentu byla pouzita stabilni linie INS-1E, se zvySenou
expresi nativniho proteinu IF1 a kontrolni INS-1E linie. Pfi inkubaci 8 hodin v 1
nM a 100 nM GLP-1R agonisty, nebyly pozorovany zadné signifikantni ucinky.
INS-1E bunky se zvySenou expresi proteinu IF1 (IF1-OE), inkubované
v modifikovaném RPMI médiu, s 177 mM glukézou a 7 nM GLP-1R agonistou,
dosahovaly koncentraci bunécného ATP na 1 milion bunék, oproti kontrolnim
bufikdm v priméru z 64%. IF1-OE bunky inkubované se 700 nM GLP-1R
agonistou, dosahovaly oproti kontrolnim burfikdam v priméru 56% koncentrace
bunécného ATP na 1 milion bunék. V pfipadé INS-1E bunék neinkubovanych s
GLP-1R agonistou, dosahovaly IF1-OE oproti kontrolnim burfikdm v priméru
52% na 1 milion bunék. V této diplomové praci nicméné nebylo pozorovano, ze
by mél GLP-1R agonista stejné ucCinky jako db-cAMP. Primérné hodnoty

koncentrace bunétného ATP jsou uvedeny v grafu 5.
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Graf 5 — Koncentrace bunééného ATP v prepoctu na 1 milion bunék INS-1E.
CTRL znaci kontrolni buriky, IF1-OE znaci buriky se zvySenou expresi proteinu
IF1. Vlevo jsou buriky inkubované 16 hodin v modifikovaném RPMI médiu s 1
nM GLP-1R agonistou. Uprostied jsou buriky inkubované 16 hodin
v modifikovaném RPMI médiu s 100 nM GLP-1R agonistou. Vpravo jsou buriky
inkubované 16 hodin v modifikovaném RPMI médiu bez pfidavku GLP-1R
agonisty (non treated - NT). Pro porovnani dvou skupin byl pouZit studentuv t-

test, p-hodnoty jsou oznaceny nasledovné: (*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005).
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5.5 IF1 KNOCKOUT SNIZUJE RESPIRACI IZOLOVANYCH JATERNICH
MITOCHONDRII

Na celotélovych IF1 knockout (IF1-KO) mySich nebyla respirace izolovanych
mitochondrii nikdy studovana, pfestoZze tyto experimenty mohou pfispét
k objasnéni funkce daného proteinu v respiraénim fetézci.

Pro studium mitochondrialni respirace byl pouzit vysokorezolucni
respirometr oxygraf-2k. Mitochondrie byly aplikovany do vzduchotésné méfici
komuarky ve 2 ml respiratniho média a s pfidavanim raznych energetickych
substratll byla méfena spotfeba kysliku. Konkrétné byly pouzity tyto substraty:
1) glutamat a malat, coz jsou substraty komplexu |; 2) sukcinat, substrat
komplexu Il (pfi souasné inhibici komplexu | rotenonem); 3) glutamat, malat a
sukcinat, substraty komplexu | a Il; 4) TMPD (redukovany askorbatem),
redukuje cytochrom c, tedy substrat komplexu IV. Hodnota respiracniho stavu |l
byla odeCtena po ustaleni spotfeby kysliku v pfitomnosti daného substratu,
izolovanymi mitochondriemi. Respiracni stav Il byl zkouman po pfidani ADP,
¢imz se plné aktivovala ATP syntaza. Kfivka méla po pfidani ADP razny
charakter, liSici se podle typu pfredchozich substratl a podle typu tkané.
Respiracni stav IV byl zkouman pfidanim oligomycinu-A, ktery inhiboval aktivitu
ATP syntazy. Hodnota stavu IV byla odedtena po ustaleni spotieby kysliku
izolovanymi mitochondriemi. Maximalni respiracni kapacita byla zkoumana
pridavanim umélého odpfahovace elektrochemického gradientu,
karbonylkyanidu-p-trifluormethoxyfenylhydrazonu (FCCP).

Mitochondrie jaterni tkané z celotélového IF1 knockout mysSiho samce
vykazovaly nizSi spotfebu kysliku, oproti mitochondriim z wild type mySiho
samce, jak je vidét v grafu 6, 8 a 10.

Prabéh respirace izolovanych jaternich mitochondrii (pmol/(s*mg)), po
pfidani substratl pro komplex I, glutamatu a malatu, je zobrazen viz graf 6. Do
méfici komulrky oxygrafu o objemu 2 ml, bylo pfidano 0,2 mg jaternich
mitochondrii. Primérné hodnoty jsou zobrazeny v grafu 7. Bazalni respirace
mitochondrii se substratem (respiraCni stav Il) se ustalila na hodnoté 85,2
pmol/(s*mg) pro kontrolni (wt) a 78,6 pmol/(s*mg) pro IF1-KO mitochondrie. Po
pfidani substratu ADP (stav Ill) primé&ré hodnoty stavu Il byly 726,5

52



pmol/(s*mg) pro wt a 546,3 pmol/(s*mg) pro IF1-KO mitochondrie. Mitochondrie
poté zpracovavaly pfidané ADP a hodnota respirace pomalu klesala. Po
ustaleni hodnoty respirace byl k mitochondriim pfidan oligomycin-A, ktery
inhiboval mitochondrialni ATP syntazu (stav IV). Primérné hodnoty stavu IV
byly 46,2 pmol/(s*mg) pro wt a 44,8 pmol/(s*mg) pro IF1-KO mitochondrie.
Elektrochemicky gradient byl poté zredukovan pfidavanim FCCP, ¢imz byla
méfena maximalni kapacita dychaciho fetézce, bez funkce ATP syntazy.
Primérné hodnoty maximalni kapacity dychaciho fetézce Cinily pouze 218,6
pmol/(s*mg) pro wt a 181,9 pmol/(s*mg) pro IF1-KO mitochondrie.

Pfi pouziti glutamatu a malatu, jakozto substrati komplexu |, byly
pozorovany signifikantni rozdily mezi IF1-KO a WT izolovanymi mitochondriemi

ve stavu lll, viz graf 7.
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Graf 6 - Reprezentativni graf zobrazujici pribéh respirace izolovanych
jaternich mitochondrii (pmol/(s*mg)), po pridani substratu: glutamatu a malatu.

Dale byly pridavany latky v pofadi a koncentracich, jak je uvedeno v grafu.
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Vyznam jednotlivych respiraénich stavi je vysvétlen v textu. Cerna krivka
zobrazuje respiraci WT mitochondrii, zatimco cervena krivka zobrazuje respiraci
IF1-KO mitochondrii.
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. B TR
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Graf 7 — Primérna respirace mitochondrii (pmol/(s*mg)), za pouZiti substratu
glutamétu a malatu. Cerné sloupce zobrazuji respiraci WT mitochondrii,
zatimco c¢ervené sloupce zobrazuji respiraci IF1-KO mitochondrii. Vyznam
jednotlivych respiracnich stavi je vysvétlen v textu. Pro porovnani dvou skupin
byl pouZit studentiv t-test, p-hodnoty jsou oznaceny nasledovné: (*p<0,05;
**p<0,005; ***p<0,0005).

Prabéh respirace izolovanych jaternich mitochondrii (pmol/(s*mg)), po
pridani substratu pro komplex Il, sukcinatu a inhibitoru komplexu |, rotenonu, je
zobrazen viz graf 8. Do méfici komuarky oxygrafu o objemu 2 ml, bylo pfidano
0,2 mg jaternich mitochondrii. Primérné hodnoty jsou zobrazeny v grafu 9.
Bazalni respirace mitochondrii se substratem (respiracni stav Il) se ustalila na
hodnoté 262,7 pmol/(s*mg) pro kontrolni (wt) a 227,9 pmol/(s*mg) pro IF1-KO
mitochondrie. Po pfidani substratu ADP (stav Ill) primérna hodnota respirace
vystoupala na 1662,4 pmol/(s*mg) pro wt a 1109,4 pmol/(s*mg) pro IF1-KO

mitochondrie. Mitochondrie poté zpracovavaly pfidané ADP a hodnota respirace
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pomalu klesala. Po ustéleni hodnoty respirace byl k mitochondriim pfidan
oligomycin-A, ktery inhiboval mitochondrialni ATP syntazu (stav 1V). Primérné
hodnoty stavu IV byly 7149,3 pmol/(s*mg) pro wt a 133,2 pmol/(s*mg) pro IF1-
KO mitochondrie. Elektrochemicky gradient byl poté zredukovan pfidavanim
FCCP, ¢imz byla méfena maximalni kapacita dychaciho fetézce. Primérné
hodnoty maximalni kapacity dychaciho fetézce Cinily 1553 pmol/(s*mg) pro wt a
978,8 pmol/(s*mg) pro IF1-KO mitochondrie.

Pfi pouziti sukcinatu jako substratu komplexu Il a souCasné inhibici
komplexu | rotenonem, byly pozorovany signifikantni rozdily mezi IF1-KO a WT

izolovanymi mitochondriemi ve stavu lll a v odpfazeném stavu, viz graf 9.
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Graf 8 — reprezentativni graf zobrazujici pribéh respirace izolovanych jaternich
mitochondrii (pmol/(s*mg)), po pfidani substratu sukcinatu a inhibitoru komplexu
I, rotenonu. Dale byly pridavany latky v poradi a koncentracich, jak je uvedeno
v grafu. Vlyznam jednotlivych respiraénich stavil je vysvétlen v textu. Cerna
krivka zobrazuje respiraci WT mitochondrii, zatimco Cervena kfivka zobrazuje

respiraci IF1-KO mitochondrii.
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Graf 9 — Primérna respirace mitochondrii (pmol/(s*mg)), za pouZiti substratu
sukcinétu a inhibitoru komplexu I, rotenonu. Cerné sloupce zobrazuji respiraci
WT mitochondrii, zatimco ¢ervené sloupce zobrazuji respiraci IF1-KO
mitochondrii. Vyznam jednotlivych respiracnich stavu je vysvétlen v textu. Pro
porovnani dvou skupin byl pouZit studentiv t-test, p-hodnoty jsou oznaceny
nasledovné: (*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005).

Pribéh respirace izolovanych jaternich mitochondrii (pmol/(s*mg)), po
pridani substratu glutamatu, malatu a sukcinatu, substratl pro komplex | a ll, je
znazornéna viz graf 10. Do méfici komurky oxygrafu o objemu 2 ml, bylo
pfidano 0,2 mg jaternich mitochondrii. Primérné hodnoty jsou zobrazeny
v grafu 11. Bazalni respirace mitochondrii se substratem (respiracni stav Il) byly
282,9 pmol/(s*mg) pro kontrolni (wt) a 2711,3 pmol/(s*mg) pro IF1-KO. Po
pfidani substratu ADP (stav Ill) primérna hodnota respirace vystoupala na
1420,7 pmol/(s*'mg) pro wt a 993 pmol/(s*mg) pro IF1-KO mitochondrie.
Mitochondrie poté zpracovavaly pfidané ADP a hodnota respirace pomalu
klesala. Po ustaleni hodnoty respirace byl k mitochondriim pfidan oligomycin-A,
ktery inhiboval mitochondrialni ATP syntazu (stav IV). Primérné hodnoty stavu
IV byly 114,7 pmol/(s*mg) pro wt a 112,6 pmol/(s*mg) pro IF1-KO mitochondrie.

Elektrochemicky gradient byl poté zredukovan pfidavanim FCCP, ¢imz byla
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meéfena maximalni kapacita dychaciho fetézce. Primérné hodnoty maximalni
kapacity dychaciho fetézce Cinily 796,8 pmol/(s*mg) pro wt a 562 pmol/(s*mg)
pro IF1-KO mitochondrie.

Pfi pouziti sukcinatu, glutamatu a malatu jakozto substratd, byly

pozorovany signifikantni rozdily mezi IF1-KO a WT izolovanymi mitochondriemi,

ve stavech Il a lll, viz graf 11.
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Graf 10 — Reprezentativni graf zobrazujici prabéh respirace izolovanych
Jaternich mitochondrii (pmol/(s*mg)), po pfidani substratt sukcinatu, glutamatu
a malatu. Dale byly pridavany latky v pofadi a koncentracich, jak je uvedeno
v grafu. Vlyznam jednotlivych respiradnich stavi je vysvétlen v textu. Cerna
krivka zobrazuje respiraci WT mitochondrii, zatimco Cervena kfivka zobrazuje

respiraci IF1-KO mitochondrii.
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Graf 11 — Prumérna respirace mitochondrii (pmol/(s*mg)), za pouZiti substratu
sukcinétu, glutamétu a malédtu. Cerné sloupce zobrazuji respiraci WT
mitochondrii, zatimco ¢ervené sloupce zobrazuji respiraci IF1-KO mitochondrii.
Vyznam jednotlivych respiranich stavu je vysvétlen v textu. Pro porovnani
dvou skupin byl pouzit studentiv t-test, p-hodnoty jsou oznaceny nasledovné:
(*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005).

TMPD je specificky substrat redukujici cytochrom c, ktery snadno
oxiduje, a proto je nutné TMPD pfidavat zaroven s askorbatem. Redukovany
cytochrom c je poté substratem pro komplex IV. Priibéh respirace izolovanych
jaternich mitochondrii (pmol/(s*mg)), po pfidani TMPD a askorbatu, zobrazuje
graf 12. Do méfici komUrky oxygrafu o objemu 2 ml, bylo pfidano 0,2 mg
jaternich mitochondrii. Primérné hodnoty jsou zobrazeny v grafu 13. Bazalni
respirace mitochondrii se substratem (respiraéni stav 1) byly 4613,6
pmol/(s*mg) pro kontrolni (wt) a 4277,6 pmol/(s*mg) pro IF1-KO mitochondrie.
Po pfidani substratu ADP (stav Ill) prumérné respirace vystoupala na 6748,6
pmol/(s¥mg) pro wt a 5997,6 pmol/(s'mg) pro IF1-KO mitochondrie.
Mitochondrie poté zpracovavaly pfidané ADP a hodnota respirace pomalu

klesala. Po ustaleni hodnoty respirace byl k mitochondriim pfidan oligomycin-A,
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ktery inhiboval mitochondrialni ATP syntazu (stav IV). Primérné hodnoty stavu
IV byly 4889,3 pmol/(s*mg) pro wt a 4409,3 pmol/(s*mg) pro IF1-KO
mitochondrie. Elektrochemicky gradient byl poté zredukovan pfidavanim FCCP,
¢imz byla méfena maximalni kapacita dychaciho fetézce. Primérné hodnoty
maximalni kapacity dychaciho fetézce Cinily 8914,6 pmol/(s*mg) pro wt a
7903,3 pmol/(s*mg) pro IF1-KO mitochondrie.

Po pouziti TMPD jakozto substratu byl pozorvan nizsi rozdil v respiraci
izolovanych jaternich mitochondrii IF1-KO mySi a WT mysi, ktery nebyl

statisticky signifikantni, viz graf 13.
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Graf 12 - Reprezentativni graf zobrazujici pribéh respirace izolovanych

Jaternich mitochondrii  (pmol/(s*mg)), po pridani TMPD (redukovaného
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askorbatem). Dale byly pfidavany latky v poradi a koncentracich, jak je uvedeno
v grafu. Vlyznam jednotlivych respiraénich stavi je vysvétlen v textu. Cerné
kfivka zobrazuje respiraci WT mitochondrii, zatimco Cervena kfivka zobrazuje

respiraci IF1-KO mitochondrii.
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Graf 13 — Prdmérna respirace mitochondrii (pmol/(s*mg)), za pouZiti substratu
TMPD (redukovany askorbatem). Cerné sloupce zobrazuji respiraci WT
mitochondrii, zatimco ¢ervené sloupce zobrazuji respiraci IF1-KO mitochondrii.
Vyznam jednotlivych respiracnich stavi je vysvétlen v textu. Pro porovnani
dvou skupin byl pouzit studentuyv t-test, p-hodnoty jsou oznaceny nasledovné:
(*p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005).

Lze tedy shrnout, Ze mitochondrie jaterni tkané z celotélovych IF1 knockout

mysSi vykazovaly nizsi spotfebu kysliku, oproti mitochondriim z wild type mysi, s

vétSinou studovanych substratu, jak je vidét v grafech 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 a 13.
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6 DISKUZE

Regulace aktivity mitochondrialni ATP syntazy je jednim z kliCovych procesu
energetického metabolismu. Tato prace se primarné zaobira proteinem IF1,
ktery je znamy jako inhibitor ATP syntazy pfi stavech hypoxie, nebo hladovéni,
pfi kterych dochazi k poklesu elektrochemického gradientu a hydrolyze ATP.
Vysledky studii nékterych laboratofi vSak nasvédcuji tomu, Ze v pfipadé IF1 se
jedna o fyziologicky inhibitor, ktery kromé hydrolytické aktivity ATP syntazy,
inhibuje i syntetickou aktivitu ATP syntazy. Dulezity je rovnéz fakt, ze IF1 se
k ATP syntaze vaze pouze v defosforylované formé. Pokud je IF1 fosforylovan
PKA na Ser-39, stava se neaktivnim. Studium mechanismu regulace ATP
syntazy proteinem IF1 je aktualnim tématem, které si ziskava svoji pozornost.
Aktualni teoretické poznatky jsou shrnuty v prvni ¢asti této diplomové prace.
Prakticka cCast diplomové prace navazuje na predchozi vysledky nasi
laboratofe a dalSi provedené studie jinych zahrani¢nich laboratofi, zabyvajici se
mechanismy regulace ATP syntazy proteinem IF1 (Garcia-bermudez and
Cuezva, 2016*; Kahancova et al., 2020, 2018). Bylo publikovano, Ze hladiny IF1
nejsou konstantni a liSi se podle podminek okolniho prostfedi, které jsou dané
napfiklad fyziologickymi naroky (Garcia-Bermudez et al., 2015). Rovnéz se
mnozstvi proteinu IF1 liSi podle typu tkané, coz bylo studovano predevsim
v souvislosti s rakovinnym onemocnénim (Maria Sanchez-Arago et al., 2013a,
Esparza-Molt6 et al., 2018*). Pfedchozi vysledky naSi laboratore, zabyvajici se
funkci proteinu IF1 v pankreatickych B-burikach ukazuji, Ze IF1 ovliviiuje jejich
energeticky metabolismus a vylev inzulinu (Kahancova et al., 2018). Zajimalo
nas tedy, jestli se hladiny proteinu IF1 liSi v zavislosti na dostupnosti Zivin.
Podle vysledkl této prace se exprese proteinu IF1 sniZzuje se zvySenou
koncentraci glukézy. Hladiny podjednotky a-ATP syntazy zustavali za rliznych
kultivaénich podminek konstantni. Z vysledklu je tedy ziejmé, ze hladiny
proteinu IF1 nejsou v pankreatickych (-bunkach konstantni a li§i se podle
dostupnosti substratu (tyto vysledky byly pouZzity v publikaci Kahancova et al.,
2020). Tyto vysledky tak podporuji funkci IF1 jakozto aktivniho regulatoru
bunéfného metabolismu pankreatickych B-bunék. Také podporuji hypotézu, ze

IF1 reguluje aktivitu ATP syntazy za fyziologickych, a nejen patofyziologickych
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podminek. Je mozné, Ze zvySeni exprese proteinu IF1 pfi nizkych
koncentracich glukoézy Ize vysvétlit zvySenymi naroky na hospodareni
s bunéénym ATP.

V dalSi Casti se prace zaobira otazkou, zda je protein IF1 cilem post-
translacnich modifikaci v pankreatickych p-bunkach. Post-translaéni modifikace
IF1 byly studovany metodou separéni proteinové 2D elektroforézy. V souladu s
vysledky z jiné laboratofe 2D elektroforéza potvrdila vyskyt vice forem IF1, s pl
7,7; 8,3 a 9 (Garcia-Bermudez et al., 2015). Na zakladé predchozich studii se
lze domnivat, Ze se jedna predevSim o fosforylace pomoci PKA, av$ak pro
finalni potvrzeni bude zapotiebi dalSich experimentd, napfiklad hmotnostni
spektrometrie (Garcia-Bermudez et al., 2015). Za predpokladu Ze se jedna o
fosforylace, zda se, Ze v pankreatickych B-bunkach prevazuje neaktivni
fosforylovany protein IF1, nad aktivnim defosforylovanym. Neaktivni
fosforylovana frakce IF1 v burikach by mohla slouzit jako zaloha pro stresové
stavy, pfi kterych je nutné rychle reagovat na zmény v energetickém
metabolismu.

Velice dllezity je pro bunku cytosolicky pomér ATP/ADP. V této praci byl
pro studium poméru ATP/ADP pouzit biosenzor PercevalHR, diky kterému bylo
mozné sledovat rozdily v poméru ATP/ADP v tkafiové kultufe INS-1E, se
zvySenou expresi proteinu IF1. Pomér ATP/ADP je klicovy pro uzavirani Karp
kanalu a nasledny vylev inzulinu (Kahancova et al., 2020, 2018). Vysledky
téchto experimentl tedy mohou pomoci k objasnéni funkce IF1, ve vztahu
k vylevu inzulinu pankreatickymi 3-burikami.

Z ptedchozich vysledk( naSi laboratofe je zfejmé, Ze dibutyryl-cAMP
aktivuje PKA a rusi tak efekt zvySené exprese proteinu IF1, na koncentraci
bunécného ATP (Kahancova et al., 2020). Proto nas zajimalo, zda podobného
efektu Ize docilit s pouzitim GLP-1R agonisty, ktery by podle jinych studii mél
také aktivovat PKA (Bao et al., 2015). V této diplomové praci nicméné nebylo
pozorovano, ze by mél GLP-1R agonista stejné ucinky jako dibutyryl-cAMP.
AvSak aby mohla byt s jistotou vyvracena hypotéza, Zze GLP-1R agonista

deaktivuje inhibi¢ni aktivitu IF1, bude tfeba dalSich studii, napfiklad pouziti
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jinych koncentraci GLP-1R agonisty, nebo regulovat aktivitu GLP-1 receptoru
jinym zpUsobem, za pouziti jiného receptorového agonisty, nebo antagonisty.

V posledni Casti se prace zabyva in vitro experimenty méfeni respirace na
izolovanych mitochondriich jaterni tkané celotélovych IF1-KO mysSi. V tomto
ohledu jsou vysledky prace ojedinélé, jelikoz nebyla doposud studovana
respirace mitochondrii izolovanych z IF1-KO mySi. Méfeni respirace
izolovanych  mitochondrii je povazovano za jeden ze zakladnich
bioenergetickych experimentl, ktery muze pfispét k odhaleni zmén ve funkci
respiraCniho fetézce. Experimenty byly provadény pomoci vysokorezoluéni
respirometrie, na zafizeni oxygraf-2k. Vysledky méfeni poukazuji na sniZzenou
hodnotu respirace u IF1-KO mysi ve stavu lll a také v odpfazeném stavu, oproti
kontrolni wild type skupiné. Tyto rozdily byly pozorovany jak se substratem pro
komplex |, glutamatem a malatem, tak i se substratem pro komplex I,
sukcinatem (v pfitomnosti inhibitoru komplexu |, rotenonu). Paklize byly
elektrony do respiracniho fetézce dodavany uméle, redukci cytochromu c
pomoci latky TMPD, byly pozorovany mensSi rozdily, které nebyly statisticky
signifikantni. To Ze zmény byly pozorované také v pfitomnosti odpfahovace
FCCP naznacuje, ze u IF1-KO doSlo ke komplexni zméné v aktivité dychaciho
fetézce, ktera by mohla byt zplsobna napfiklad snizenym mnozstvim komplexu
respiraCniho fetézce, nebo tim, Ze IF1 nepfimo tlumi aktivitu komplexu IV, tim
Zze brani jeho usporfadani do superkomplext (Formentini et al., 2014;
Santacatterina et al., 2016). Zfejmé se tedy jedna o adaptacni mechanismus,

ktery je nutny k udrzeni bioenergetické rovnovahy, v absenci proteinu IF1.
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7 ZAVER

Tato prace méla za cil shrnout aktualni poznatky o mechanismu inhibice ATP

syntazy proteinem IF1 a prohloubit tyto znalosti.

Exprese proteinu IF1 neni v pankreatickych B-bunkach konstantni a liSi se
podle dostupnosti substratu. Z toho Ize vyvodit, Zze IF1 se aktivné podili na
regulaci metabolismu pankreatickych B-bunék. Tyto vysledky také potvrzuiji,
Zze IF1 reguluje ATP syntazu aktivné za fyziologickych podminek, a ne
pouze za patofyziologickych, jak bylo uvadéno dfive.

Pomoci 2D elektroforézy bylo potvrzeno, ze protein IF1 v pankreatickych (3-
bunikach je cilem post-translacnich modifikaci. Bude vhodné provést dalSi
studie, které objasni, o jaké modifikace se jedna, nebot se muze jednat o
zasadni mechanismy regulujici aktivitu IF1.

Pankreatické B-buriky se zvySenou expresi nativniho IF1, maji nizSi pomér
ATP/ADP, oproti kontrolnim pankreatickym p-bufikam. Tento pomér je
dulezity pfedevSim pfi uzavirani Katp kanalu a nasledné sekreci inzulinu.
Tyto vysledky mohou dopomoci k objasnéni spoijitosti funkce proteinu IF1
s dalSimi metabolickymi procesy pankreatickych B-bunék, jako je zminény
vylev inzulinu.

Za podminek pouzitych v této praci nebyly pozorovany ucinky GLP-1R
agonisty na koncentraci bunééného ATP, v pankreatickych B-burikach se
zvySenou expresi proteinu IF1 a kontrolnich burikach.

Izolované jaterni mitochondrie IF1-KO mys$i vykazovaly sniZzenou hodnotu
respirace, oproti wild type jaternim mitochondriim. Nejvétsi rozdily byly
zaznamenany v respiracnim stavu lll, a pfi odpfazeni respiracniho fetézce
pomoci FCCP. Vzhledem k tomu, Ze byly zmény pozorovany i v pfitomnosti
odpfahovace FCCP, Ize se domnivat, ze u IF1-KO doSlo ke komplexni
zmeéneé v aktivité dychaciho fetézce, ktera by mohla byt zpusobna napfiklad
niz§im mnozstvim komplexu respiracniho fetézce. Zfejmé se jedna o jeden

z adaptacnich mechanismu, kompenzujici nepfitomnost proteinu IF1.
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