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Abstrakt

Huntingtonova nemoc (HN) je autozomaln¢ dominantni neurodegenerativni onemocnéni
charakterizované motorickymi, psychiatrickymi a kognitivnimi ptiznaky. Primérny vék
nastupu HN je 40 let a u postizenych osob ma toto onemocnéni neptiznivou progndzu.
Vzhledem k tomu, Ze dosud neni k dispozici kauzalni 1éCba, je soucasna 1écba HN
zaméfena pouze na zmirnéni symptomu. Klinickému projevu HN predchazi
asymptomatické obdobi, kdy jiz probihaji kontinualni biochemické, strukturalni a funkéni
zmény na bunécné trovni. Nase piedchozi studie prokazaly poSkozeni mitochondridlnich

parametrii v lymfocytech a v kultivovanych fibroblastech pacientii s rozvinutou HN.

Cilem této prace bylo funkénimi metodami charakterizovat zakladni slozky
mitochondridlniho energetického metabolismu a najit vhodné mitochondridlni
biomarkery pro sledovdni progrese HN. Analyzovany soubor tvofilo 12 linii
kultivovanych koznich fibroblastii od pacientl s geneticky prokazanou HN, ¢tyfi pacienti
v asymptomatickém, ¢tyfi v ¢asném a Ctyii v pokroc¢ilém stadiu HN a 4 linie od zdravych
osob. Mitochondrialni respirace a glykolyticka aktivita byly analyzovany pomoci
sledovani spotieby kysliku a zmén pH v redlném case, produkce ATP pomoci
luminiscence, metabolicky obrat a katalytickd aktivita pyruvatdehydrogenasového

komplexu pomoci oxidace substrati.

Linie fibroblasti od pacientli v asymptomatickém a casném obdobi HN
vykazovaly zvySenou maximalni respiraci, coz by mohlo znamenat, ze u nich dochazi
k aktivaci procest, které vedou k stimulaci energetického metabolismu. Fibroblasty
pacientdi v pokroCilém stadiu HN naopak mély snizenou bazalni i maximalni respiraci
oproti kontrolam. Ziskané vysledky téZ poukazuji na poruchy Krebsova cyklu a systému
OXPHOS u pacientll v pokroc¢ilém staddiu nemoci. V naSem souboru nebyly ve
sledovanych fazich rozvoje HN zjistény signifikantni rozdily v glykolytickeé aktivité
bunék, v produkci ATP a v katalytické aktivité¢ pyruvatdehydrogenasového komplexu.

Tato pilotni studie je zékladem pro dalsi vyzkum mitochondridlni role u HN na

Sir§im souboru vzorki a na jinych typech neinvazivniho biologického materialu.

Klicova slova: kultivované kozni fibroblasty, dychaci fetézec, mitochondrie,

Huntingtonova nemoc, biomarker



Abstract

Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder
characterized by motor, psychiatric and cognitive symptoms. The average age of onset of
HD is 40 years and affected individuals have an unfavourable prognosis. Since there is
still no curative treatment available, the current treatment of HD focuses only on symptom
suppression. The clinical manifestation of HD is preceded by an asymptomatic period in
which continuous biochemical, structural and functional changes at the cellular level are
already occurring. Our previous studies have demonstrated impaired mitochondrial

parameters in lymphocytes and cultured fibroblasts of patients with advanced HD.

The aim of this study was to characterize the essential components of
mitochondrial energy metabolism by functional methods and to find suitable
mitochondrial biomarkers to monitor progression of HD. The analysed set consisted of
12 cell lines of cultured skin fibroblasts from patients with genetically proven HD, four
patients in asymptomatic, four in early and four in symptomatic stages of HD. Four lines
from healthy individuals served as controls. Mitochondrial respiration and glycolytic
activity were analysed by real-time monitoring of oxygen consumption and pH changes,
ATP production by luminescence, and metabolic turnover and catalytic activity of the

pyruvate dehydrogenase complex by substrate oxidation.

Patients in the asymptomatic and early stages of HD showed increased maximal
respiration, which could indicate that there is activation of processes that lead to
stimulation of energy metabolism. In contrast, patients in symptomatic stage of HD had
reduced basal and maximal respiration compared to controls. The results also point to
disturbances of the Krebs cycle and the OXPHOS system in this group of patients. No
significant differences in cell glycolytic activity, ATP production and catalytic activity of

pyruvate dehydrogenase complex were found in the analysed set.

This pilot study provides a basis for further investigation of the mitochondrial role

in HD in a larger sample set and in other types of non-invasive biological material.

Keywords: cultured skin fibroblasts, respiratory chain, mitochondria, Huntington's

disease, biomarker
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1 Teoreticky Uvod

1.1 Huntingtonova nemoc

Huntingtonova nemoc (HN) je zavazné dédicné neurodegenerativni onemocnéni
charakterizované motorickymi, psychiatrickymi a kognitivnimi pfiznaky. Toto
onemocnéni bylo poprvé popsano americkym Iékafem Georgem Huntingtonem v roce
1872, po kterém bylo pojmenovano jako Huntingtonova chorea (pozn. chorea je oznaceni
pro mimovolni, nepravidelné pohyby rGznych casti téla). Pozdéji se vSak v odborné
i laické vetejnosti prosadilo oznaceni Huntingtonova nemoc, které odrazi skutecnost, ze
existuje 1 mnoho nemotorickych ptiznaktit HN, které mohou byt ve skutecnosti vice

omezujici ne ty motorické!.

Prevalence HN je etnicky a geograficky variabilni a v soucasnosti ma rostouci
trend. Postihuje vSechny rasové skupiny, nejvice vSak =zasahuje populaci
severoevropského ptivodu®. V zapadni populaci ma prevalenci 10,6-13,7 jedincii na
100 000 obyvatel. V asijskych zemich, jako je Japonsko, Tchaj-wan a Hongkong, je
vyskyt HN mnohem niz$i. Pohybuje se v rozmezi 1-7 jedincti na milion obyvatel.
Rozdily v prevalenci onemocnéni mezi etnickymi skupinami souviseji s genetickymi

rozdily v HTT genu. Populace s vysokou prevalenci maji del3i primé&rné CAG repetice’.

1.1.1 Genetika Huntingtonovy nemoci

Huntingtonova nemoc predstavuje autozomalné¢ dominantni onemocnéni zpusobené
abnormalni expanzi CAG triplet v genu pro huntingtin (H77) lokalizovaném na kratkém
raménku 4. chromozomu (4p16.3). Procesem translace pak vznikd mutovany huntingtin
(mHTT), toxicky protein s abnormélné dlouhou polyglutaminovou (polyQ) sekvenci na

N-konci proteinu®.

Lidé, ktefi netrpi HN maji nemutovany gen H77 s mén¢ nez 36 CAG repeticemi.
U osob s vice nez 39 opakovanimi CAG je jisté, Zze se onemocnéni vyvine, zatimco
v rozsahu mezi 36 a 39 repeticemi je pozorovana snizena penetrance tohoto genu, coz
znamend, 7e u nékterych lidi s témito poéty CAG se HN vyvine a u né&kterych ne>S.
Stfedni pocet opakovani mezi 29 a 35 nezpisobuje HN, mlZe se vSak v budoucich
generacich rozsifit do patogenniho rozsahu'. Takto vznikaji zdanlivé sporadické piipady
HN, kdy se nemoc projevi u ¢lovéka bez zjevné rodinné anamnézy. Zdanlivé sporadické

piipady se vyskytuji u 6-8 % novych pacienti s HN.
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Ptitomnost 60 a vice CAG triplett v HTT genu vede ke vzniku tzv. juvenilni formy
HN s objevenim prvnich symptomt jesté pied dovrienim 20. roku Zivota pacienta®.
Juvenilni forma HN s ¢asnym nastupem je zpravidla dédéna od otce. Je to dlsledek toho,
ze spermie vykazuji vétsi variabilitu a pocet CAG opakovani nez somatické tkané. To
taky znamend, Ze otec s poctem repetic CAG ve stiednim rozsahu muze mit dité
s rozsifenou patogenni délkou repetic’. Juvenilni formou trpi jenom 5 az 7 % vsech
pacientti s HN'°. U osob s HN obecné plati, Ze ¢im vétsi je podet opakovani CAG tripletd,

tim dfive se u pacienta onemocnéni projevi*. Tuto skuteénost znazortiuje Obrazek 1.
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Obrazek 1: Zavislost véku ndstupu HN na pocltu CAG tripletit v genu pro HTT. Prevzato
a upraveno podle '°.

1.1.2 Symptomy Huntingtonovy nemoci

HN je progresivni onemocnéni, které ma kromé motorickych 1 mnoho psychiatrickych,
behaviordlnich a kognitivnich ptiznaki. Prvni pfiznaky a projevy HN se u pacienti
obvykle za¢inaji pomalu a nendpadné manifestovat v dospélosti mezi 30. a 50. rokem
zivota!. Primérny vék nastupu symptomii je 40 let, existuje vak i juvenilni forma HN
(nastup <20 let) a forma HN s pozdnim pocatkem (>70 let)!. Ne&kolik let po objeveni
psychiatrickych zmén se u pacientll zafinaji manifestovat motorické deficity, zvlaste
nekontrolovatelné, mimovolni pohyby riznych ¢ésti téla oznaCované jako chorea. Stav
pacienta se postupné zhorsuje v prub¢hu 10 az 20 let od nastupu motorickych symptomu
az do jeho smrti*. Progrese onemocnéni vede k nutnosti kazdodenni péce do konce Zivota.

Nejcastéjsi pricinou imrti pacientii s HN je zapal plic, na druhém misté je to sebevrazda'!.
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Systém klasifikace pacientti s HN do konkrétniho stddia nemoci dle klinickych
projevi je nejednotny a vyzaduje dalsi upfesnéni a standardizaci. RozliSeni
premanifestniho a manifestniho obdobi HN je pon¢kud sporné, protoze u vétsiny pacienta
se objevi n¢které kognitivni, behavioralni nebo psychiatrické pfiznaky ¢asto mnoho let
pfedtim, nez se objevi prvni motorické ptiznaky!. Nékteré studie povazuji za nastup
manifestni HN pravé okamzik, kdy se u pacientd objevi charakteristické motorické
pfiznaky. Pied timto okamzikem je jedinec klasifikovan jako premanifestni nositel
genu'?. Jiné studie v§ak zohlediiuji i psychiatrické, kognitivni a behavioralni zmény,
kvtli kterym nelze postizené pacienty zatadit do premanifestniho stadia HN. Tyto studie
pak pacienty s HN zarazuji do Ctyfech kategorii: asymptomatické nositele mutace, osoby
v prodromalnim stddiu nemoci (u kterych se objevuji prvni zmény na psychice), osoby
v ¢asném stadiu HN a osoby v pokrocilém stadiu HN se zdvaznymi funkénimi deficity.

Této klasifikace jsme se ptidrzeli i v pfedkladané praci.

1.1.2.1 Poruchy motoriky u pacientl s Huntingtonovou nemoci

Charakteristické poruchy motoriky pacientl s HN zahrnuji mimovolni nechténé
a nedobrovolné pohyby. Motorické symptomy HN Ize rozdélit do dvou kategorii:
hyperkineze (chorea) a hypokineze. V ¢asném stadiu onemocnéni obvykle pirevladaji
hyperkinetické pohyby, které zasahuji ptevazné svaly obliceje Ci distalni oblasti téla, jako
jsou prsty na rukou a nohou. S postupem onemocnéni se tyto mimovolni pohyby rozsituji
od distalnich ¢asti k proximalnim a axidlnim svallm. To ma za nasledek

nekoordinovanost pohybf, potiZe pii chiizi a ¢asté pady'!.

V pokrocilejSim stddiu nemoci se zafina projevovat hypokineze vedouci
k omezeni a zpomaleni pohybu. Mezi jeji typické projevy lze zatadit dystonii (pomale;jsi
pohyby se zvySenym svalovym tonusem vedoucim k abnormdlnimu drZeni té¢la),
svalovou rigiditu, bradykinezi (pomalost pohybu) a akinezi (problémy se zahajenim
pohybu)!!. Obecné plati, Ze tyto pozd&jsi ptiznaky byvaji vice funkéné omezujici nez
chorea. Motorické ptiznaky diive ¢i pozdé€ji omezi vykonnost pacienta v zaméstnani

a stizi vykonavani kazdodennich aktivit'.

1.1.2.2 Behavioralni a psychiatrické symptomy Huntingtonovy nemoci
Psychiatrické ptiznaky jsou obvykle prvnimi symptomy pacientll s HN, které se zacinaji
projevovat mnoho let pfed nastupem prvnich motorickych symptomi. Behavioralni

a psychiatrické zmény zahrnuji stavy jako je podrazdénost, deprese, apatie, uzkost,
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obsedantné kompulzivni chovéni a psychéza®. Nejéast&jsim psychiatrickym symptomem
pacientli je deprese. Samovrazedné sklony se Castéji objevuji u pacientli v Casném
a premanifestnim stddiu nemoci ¢i v obdobi ztraty nezavislosti. V pozd¢jSich stadiich
nemoci se mize objevit psychoza, ktera je u vétSiny pacientl spojena s poklesem

kognitivnich funkci'!.

1.1.2.3 Kognitivni symptomy Huntingtonovy nemoci

Stejné jako psychiatrické zmény, 1 kognitivni deficity mizeme u pacientii s HN cCasto
pozorovat jesté v premanifestnim obdobi. Kognitivni symptomy jsou charakterizovany
poruchami rozpoznavani emoci, rychlosti zpracovani smyslovych podnéti a vizualng-

prostorovych funkei'?

. Kognitivni zmény se tykaji zejména vykonnych funkei. Pacienti
ztraceji schopnost rozliSit, co je relevantni a co ne, ztraceji téZ schopnost planovat
aorganizovat svlj zivot. Dochazi také k poruchdm paméti a zpomaleni vSech

psychomotorickych procesi'!.

Mezi méné znamé, ale prevazujici pfiznaky HN patii také nechtény ubytek
hmotnosti, poruchy spanku a cirkadidnniho rytmu a dysfunkce autonomniho nervového
systému'!. Pacienti postizeni HN &asto potiebuji vyrazné zvyseny pifjem kalorii (aZ

4 000 kalorii za den) na udrZeni stabilni hmotnosti'.

1.1.2.4 Symptomy juvenilni formy Huntingtonovy nemoci

HN s néstupem v dospélosti je charakterizovana typickou triddou klinickych symptomu
— motorické defekty, psychiatrické poruchy a kognitivni deficity. Ackoli se stejné
symptomy projevuji i u juvenilni formy HN, podrobna symptomatologie muze byt

odlisna'.

Juvenilni HN se obvykle zacina projevovat poruchami chovani a problémy
s uenim ve Skole. U pacientil se objevuji psychiatrické ptiznaky a zhorsSuji se jejich
kognitivni funkce!!. Onemocnéni s nastupem v prvni dekadé Zivota kromé zhorsujicich
se kognitivnich funkci a problému s chovanim ¢asto doprovazi svalova rigidita koncetin
nebo trupu, ordlni dysfunkce a zachvaty!®. Chorea je u téchto déti vzacna, ale
u dospivajicich mize byt jednim z prvnich piiznakii. Adolescenti v prvnich stadiich
nemoci projevuji zavazné behaviordlni poruchy vyzadujici Iékatsky nebo pravni zésah,

jako je zhatstvi, pokusy o sebevrazdu, sexudlni agrese ¢i zneuzivani drog nebo alkoholu'®.
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Progrese nemoci u déti a mladistvych mlize mit odlisny prab¢eh, u vSech pacientd
vSak nakonec dojde ke ztrat¢ schopnosti Ustné¢ komunikovat, chodit a bezpeéné se
stravovat. V poslednich fazich nemoci jsou mladi dospéli upoutani na ltizko a odkazani

na kazdodenni pé¢i druhych!®.

1.1.2.5 Klinické hodnoceni symptomU Huntingtonovy nemoci

Pro pacienta, rodinu i pecovatele je dllezité klinické hodnoceni symptomt a piiznaktt HN
v prub¢hu Casu. Pro ucely systematického klinického sledovani pacienta, a ptredevsim pro
vyzkumné ucely, bylo vyvinuto n€kolik hodnoticich skal. Mezi nejznaméjsi patii

Shoulsonova-Fahnova $kala a Unified Huntington's Disease Rating Scale (UHDRS)'!.

Shoulson a Fahn v roce 1979 zavedli hodnotici $kalu Total Functional Capacity
(TFC) pouzivanou v klinické praxi'®. Jedna se o hodnoceni celkové funkéni kapacity
pacientii s HN. Skore se pridéluje podle schopnosti jedince samostatné fungovat v kazdé
ze Ctyf oblasti — zamé&stnani, finance, domdaci prace a ¢innosti kazdodenniho Zzivota —
a podle trovné oSetfovatelské péce, kterou potiebuje!. TFC $kala je v rozsahu od 0 do 13,

pricemz vys§i skore znamena lepsi fungovéni pacienta'.

V roce 1996 byla vyvinuta klinicka hodnotici §kala Unified Huntington's Disease
Rating Scale (UHDRS) urcena pro hodnoceni ¢tyf oblasti klinické vykonnosti a kapacity
pacienti s HN. V ramci této Skaly se hodnoti motorické, kognitivni funkce, behavioralni
abnormality a funk¢ni kapacita (hodnocena pomoci Shoulsonovy-Fahnovy TFC §kély)
pacientt. Klasifikace UHDRS se pouziva jako uzite¢ny néstroj pro sledovani klinickych
zmén pacientll s HN v priibéhu €asu. Toto hodnoceni mé vyuziti obzvlast’ pro vyzkumné

icely béhem klinickych studii'?.
1.1.3 Diagnostika a terapie Huntingtonovy nemoci

Vzhledem k tomu, ze HN je v Evropé nejcastéjsi pii¢inou chorey s behavioralnimi,
psychiatrickymi a kognitivnimi pfiznaky, je HN pfi kombinaci téchto ptiznakt zpravidla
prvnim vySetfovanym onemocnénim. Diagnostika HN je pomérné jednoduchéa — provadi
se geneticky test na pfitomnost mutované alely huntingtinu. Diagnéza je potvrzena
identifikaci zvySeného poctu CAG repetic v HTT genu. Ackoli diagnostikovat HN neni
obtizné, nékdy se mohou vyskytnou atypické projevy onemocnéni, kviili kterym je pak
naroné poznat, kdy pacient pieSel zasymptomatického stadia do stavu

symptomatického!”.
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Vzhledem k tomu, Ze dosud neni k dispozici kauzalni 1écba, je soucasna 1écba HN
gisté symptomaticka.!”. Pod zastitou organizace European Huntington's Disease Network
v$ak probiha n€kolik prospektivnich klinickych studii. Velky potencial mé genova terapie
zaloZena na intrastriatalni injekci microRNA kompletniho H7T genu s vyuzitim adeno-
asociovaného virového vektoru. U pacientl ucastnicich se obdobné klinické studie v USA
bylo zaznamendno snizeni hladiny biomarkerii neurodegenerace. V budoucnu by tato

forma genové terapie mohla mit uplatnéni v 16¢bé HN'8.

1.2 Protein huntingtin a jeho role v rozvoji Huntingtonovy nemoci

V patologii HN hraje dulezitou roli protein huntingtin (HTT) kédovany genem HTT.
Tento protein je nezbytny pro normalni vyvoj nervové soustavy, ackoliv jeho funkce na
bunééné trovni neni zcela objasnéna'. Nejvyssi miru exprese ma HTT v centralnim
nervovém systému a ve varlatech. Lidsky HTT ma velikost 348 kDa a je slozen ze
3144 aminokyselin. Na N-konci proteinu je tzv. polyQ oblast, kterd je u zdravych jedinct
kédovana 9-35 CAG triplety!®. Expanze CAG tripletii nad 35 ma za nasledek vznik
mutovaného proteinu mHTT. PolyQ oblast je nasledovana doménou bohatou na proliny,
ktera je pravdépodobné dulezita pro stabilizaci struktury polyQ useku a ma také vliv na

sklon mHTT k agregaci®’.

1.2.1 Fyziologické funkce proteinu huntingtinu v organismu

Protein HTT ma v lidském organismu mnoho dilezitych funkci. Je nezbytny pro
embryonalni vyvoj a podili se na fyziologickych a vyvojovych procesech v postnatalnim
obdobi. Experimenty na zvifecich HTT knock-out modelech stejné jako ty na

kultivovanych striatalnich neuronech naznacuji antiapoptotickou roli tohoto proteinu?®'.

HTT je ptfevazné cytoplazmaticky protein, je vSak pfitomen i v jadie, kde reguluje
transkripci nékterych gent. Jsou to hlavné geny kodujici proteiny zodpoveédné za vyvoj
neurond (napt. gen BDNF, gen pro mozkovy neurotroficky faktor, z angl. brain-derived
neurotrophic factor) ¢i klicové regulatory energetického metabolismu jako je PGCl-a
(z angl. peroxisome proliferator—activated receptor gamma coactivator-1 alpha).
V cytoplazmé protein HTT interaguje s mnohymi organelami, vcetné lysozomt,
endoplazmatického retikula, Golgiho aparitu a mitochondrii. HTT téZ interaguje

s proteiny castnici se endocytozy, reguluje transport endozomu a bunéénou autofagii®’.
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HTT se v intraceluldrnim prostfedi také podili na transportu organel a vezikul
v dendritech a axonech neuronti. Interaguje piimo s molekuldrnim motorem dyneinem
nebo neptimo skrz protein HAP1 (z angl. huntingtin-associated protein 1) s dynaktinem
a kinesinem. HTT muze zvysit rychlost pohybu vezikul podél mikrotubul a zrychlit tak
jejich axonalni transport. Kromé toho koordinuje i smér transportu téchto vezikul®.
Zminovany protein je téZ hojné zastoupen v synaptickych zakoncenich neuronti, kde
interaguje s cytoskeletalnimi a synaptickymi vezikuldrnimi proteiny, ¢imz reguluje

synaptickou aktivitu neuronti®!.

Protein HTT se neexprimuje jenom v neuronech, ale je pfitomen i v délicich se
buiikach, kde se podili na koordinaci bunééného déleni. V prib¢hu mitéozy HTT skrz
interakci s dyneinem napomahd akumulaci proteind, které reguluji sestaveni déliciho

vieténka. Ztrata funkce HTT pak vede k nespravné orientaci vieténka b&hem mitozy?°.

1.2.2 Proteolyza a agregace mutovaného huntingtinu — patogeneze Huntingtonovy

nemaoci

Mutovany huntingtin se zmnozZenym poctem repetic glutaminovych zbytkli na N-konci
proteinu je hlavnim znakem HN. Muze vytvafet inkluzni a agregatni formy v jadie
a cytoplazmg, které jsou pro buriky toxické?’. Amyloidni vldkna mHTT jsou tvoiena
zejména strukturami B-listu. Nerozpustnost a toxicita proteinovych agregati mHTT
u pacientd s HN jsou hlavni p#i¢inou odumirani neuronti®®. Pfestoze k neuropatologii
mHTT dochazi v celém mozku, charakteristickou zménou u pacientii s HN je selektivni

ztrata bun&k v corpus striatum®*.

V progresi HN ma vyznamnou roli proteolytické Stépeni HTT. Proteolyzou HTT
vznikaji N-koncové fragmenty proteinu obsahujici polyQ oblast, které¢ vykazuji vétsi
agregaci a neuronalni toxicitu nez protein plné délky. Tyto fragmenty jsou translokovany
do jadra, kde zpGisobuji bun&¢nou smrt neurond tim, Ze interferuji s transkripci?>. mHTT
tvoii agregaty vicero typl a zatim neni znamo, které z nich hraji hlavni roli v patogenezi
HN. Intracelularni inkluze, fibrily, oligomery ¢i amorfni agregity mHTT vykazuji
znacnou konformacni diverzitu. VE&tSina odborniki se shoduje, Ze praveé oligomery mHTT
vykazuji vetsi toxicitu jako fibrily a jsou tedy hlavnim toxickym agens zodpovédnym za

patogenezi HN?!,

Jako dutsledek interakce mHTT s proteiny ucastnici se transkripce, energetického

metabolismu, bunécného cyklu a signalizace dochdzi k bunééné smrti a apoptdze
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neuronii’®. Ubytek neuronti a dysfunkce bazalnich ganglii pfispivaji k postupné motorické

dysfunkci, kognitivnimu ipadku a psychickym porucham pacienti s HN?7,
1.3 Mitochondrie

Mitochondrie jsou esencidlni eukaryotni organely slozeny z vné&j$i membrany, vnitini
membrany vytvarejici kristy a mitochondridlni matrix (Obrazek 2A, str. 20). Tyto
organely maji vlastni cirkularni, dvouvldknovou mitochondrialni DNA (mtDNA), ktera
u Cloveka predstavuje asi 1 % celkové bunééné DNA. mtDNA koduje 2 typy rRNA (12S
rRNA a 16S rRNA), 22 typa tRNA a 13 podjednotek enzymii dychaciho fetézce.

Mitochondrie také obsahuji i ribozomy nazyvané mitoribozomy?s.

Mitochondrie se podili na procesu oxida¢ni fosforylace (OXPHOS, z angl.
oxidative phosphorylation), jehoz systém je lokalizovan ve vnitini mitochondridlni
membran&®®. V procesu OXPHOS generuje mitochondrie az 90 % veskerého ATP
syntetizovaného v buiice. Kromé¢ OXPHOS v mitochondriich probihd i metabolismus
aminokyselin, oxidace mastnych kyselin ¢i ¢ast mocovinového cyklu. Kvuli témto
procestim byva mitochondrie oznacovana jako hlavni metabolicka organela eukaryotnich

bun&k3®,

Mitochondrie vytvareji dynamickou bohaté se vétvici sit’ (Obrazek 2B, str. 20)
napfi¢ celou bunikou. Uspotfadani téchto organel, jejich velikost a ultrastrukturalni zmény
odrazi metabolicky stav buiiky’!. Jakékoliv naruseni mitochondrialni homeostazy
a dynamiky aktivuje rtizné signalni drahy, které indukuji bunéénou smrt a apoptoézu2. HN
patii mezi nemoci zplUsobené mutaci v nemitochondridlnim genu pro HTT, ktera
sekundarné ovliviiuje mitochondridlni metabolismus. Tyto zmény mohou hrat diilezitou

roli v patogenezi tohoto onemocnéni>.
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A Mitochondrie

Matrix vnéjsi mitochondridlni membrdna

Krista
(vnitfni mitochondridlni membrana)

Vnitini mitochondridlni membrana

B Mitochondridlni sit

Jadro (nebarvené) Mitochondridlni sit

Obrazek 2: A. Ultrastruktura mitochondrie v cytoplazmé (elektronmikroskopicky snimek).
B. Mitochondridalni sit’ (epifluorescencni snimek). Mitochondrie je nitrobunécna organela
ohranicena dvéma membranami — vnitirni a vnéjsi. Prostor wuvniti’ organely vypliuje
mitochondrialni matrix. Mitochondrie vytvareji dynamickou sit napvic¢ celou bunkou. Prevzato
a upraveno podle **.

1.4 Systém oxidacni fosforylace — syntéza ATP v mitochondriich

Mitochondrie jsou vysoce dynamické organely, které maji v bunce mnoho
hladin ROS pro bunécnou signalizaci. Ob¢ tyto funkce jsou propojeny skrz systém
oxidacni fosforylace (OXPHOS)?>.

Systétm OXPHOS je slozen zdychaciho fetézce (t€z nazyvany elektronovy
transportni fetézec, ETC, z angl electron transport chain), ktery je tvofen komplexy I—
IV, a z ATP syntasy, n¢kdy taky oznacované jako komplex V. Tyto komplexy jsou

ukotveny ve vnitini mitochondridlni membrané. Soucasti syst¢ému OXPHOS jsou
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i mobilni elektronové prenaSece — koenzym Q (ubichinon) a cytochrom c. Skrz ETC
dochazi k postupnému transportu elektronti ze substrati NADH a FADHo, které vznikaji
v Krebsové cyklu, az na finalni akceptor elektronu, kterym je molekularni kyslik. Pfi
pienosu elektronit pumpuji komplexy I, IIT a IV protony do mezimembranového prostoru,
¢im na vnitini mitochondridlni membrané vzniké elektrochemicky protonovy gradient,
ktery vyuziva ATP syntasa na tvorbu ATP. Syst¢ém OXPHOS schematicky zndzornuje
Obrazek 3 (str. 25).

1.4.1 Komplex | (NADH:ubichinon oxidoreduktasa)

Komplex I nazyvany i NADH:ubichinon oxidoreduktasa (NQR) je nejvétsi enzym ETC,
ktery ma charakteristicky tvar pismena L. Jeho vétsi Cast je zakotvena ve vnitini
mitochondridlni membrané a jeho mensi raménko zasahuje do mitochondrialni matrix>®.
Mitochondrialni komplex I se sklada ze 46 podjednotek s celkovou hmotnosti ptiblizné
980 kDa*’. Bioenergetickou funkci enzymu zabezpecuje tzv. katalytické jadro slozené ze
14 podjednotek. Sedm z nich je hydrofobnich a kddovanych mtDNA, zbylych sedm je
hydrofilnich?®,

Komplex I je prvnim enzymem pro vstup elektronti z Krebsova cyklu do ETC.
Elektrony z redukovaného kofaktoru NADH produkovaného Krebsovym cyklem jsou
pfeneseny na membranovy prenase¢ elektronii — ubichinon — ktery pak vstupuje do Q-
cyklu, kde se redukuje na ubichinol. Pfenos elektronti komplexem I zabezpecuje kofaktor
flavinmononukleotid (FMN) a sedm Zelezo-sirnych center (FeS klastry)®>. Redukce
ubichinonu indukuje konformacni zménu membranové casti komplexu I, ktera vede
k translokaci €tyf protoni z matrixu do mezimembranového prostoru. Transfer dvou

elektronti z NADH na ubichinon je tedy spojen s translokaci &tyi protonti®®.

Komplex I zajistuje asi 40 % protonmotivni sily potiebné k syntéze ATP’.
Nékolik neurodegenerativnich onemocnéni (Parkinsonova choroba, dystonie, Leberova
hereditarni opticka neuropatie) je spojeno s mutacemi v genech kodujicich podjednotky

tohoto komplexu®.

1.4.2 Komplex Il (sukcinatdehydrogenasa)

Komplex II nebo sukcinatdehydrogenasa (SDH) je enzym, ktery propojuje Krebsiv
cyklus se syst¢émem OXPHOS. Tento komplex se skladd ze dvou ve vodé¢ rozpustnych

podjednotek (SDHA, SDHB) a dvou membranovych podjednotek (SDHC, SDHD).
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Vsechny podjednotky jsou kddovany jadernou DNA. Mutace v genech kodujicich tento
komplex se mohou manifestovat jako primarni mitochondrialni onemocnéni nebo jako

dispozice k nadorovému bujeni*!.

Komplex II je druhym nezavislym vstupem elektroni do ETC. Tento enzym
oxiduje sukcinat na fumarat a pfenasi elektrony z FADH» pfes tfi FeS klastry na
ubichinon, ktery se pfijetim elektronii redukuje na ubichinol. Komplex II nefunguje jako

protonova pumpa a nepiispiva tedy ke tvorb& protonového gradientu’®.

1.4.3 Komplex Il (ubichinol:cytochrom c reduktasa)

Komplex III nazyvany ubichinol:cytochrom c¢ reduktasa nebo cytochrom bci komplex je
soucasti dychaciho fetézce ve formé& symetrického dimeru. Jedenact strukturnich
podjednotek monomeru komplexu III je kodovano 9 jadernymi geny a jednim v mtDNA.
Na ptenosu elektronti se vSak podili jenom tfi z jedenécti podjednotek: cytochrom b

kédovany mtDNA, cytochrom c; a Rieskeho Fe-S protein obsahujici 2Fe-2S klastr®.

Transport elektronti a translokace protont se v ramci komplexu III odehrava podle
modelu tzv. Q-cyklu. Ubichinol transportuje elektrony pfes tento komplex na
cytochrom ¢, pfi¢emz se on sdm oxiduje na ubichinon. Nejdiive se ubichinol (QH»)
navaze na komplex III, pficemz dojde k translokaci dvou protonii z matrix do
mezimembranového prostoru. Z QHz se uvolni dva elektrony — jeden putuje na Rieskeho
zelezo-sirné centrum a druhy je transportovan na cytochrom b. Tento elektron pfijme
druhd molekula koenzymu Q véazana na komplex III za vzniku ubisemichinonu (Q-).
Elektron z 2Fe-2S klastru je pfenesen na cytochrom ci, odkud je nésledné piijat
cytochromem c. Poté se navaZze druhd molekula QH> na komplex III, kterd podstoupi
stejny oxidacni proces za soucasné redukce Q- na QH»>. Q-cyklus je timto dokoncen

a komplex III pumpuje dalsi dva protony do mezimembranového prostoru’’.

1.4.4 Komplex IV (cytochrom c oxidasa)

Komplex IV nebo cytochrom c oxidasa (COX) je poslednim enzymem mitochondrialniho
ETC. U ¢loveka se tento komplex sklada ze 13 podjednotek. Tzv. katalytické podjednotky
I-111 jsou kodovany mtDNA a syntetizovany v mitochondriich. Dalsi podjednotky koduje
jadernd DNA a syntetizuji se na ribozomech v cytosolu*. Katalytickd podjednotka I

obsahuje redoxné¢ aktivni centrum hemu a (Fe.) a binuklearni centrum slozené z hemu a3
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(Fea3) a Cug. Podjednotka IT obsahuje redoxné aktivni centrum Cua a podjednotka III je

zapojena do pumpovani protoni*>.

Redukovany mobilni elektronovy pfenaseC¢ cytochrom c¢ ptenasi jednotlivé
elektrony z komplexu III na komplex IV, kde se molekularni kyslik redukuje na vodu.
Cytochrom c interaguje s podjednotkou II komplexu IV a ptendsi elektron na Cua
centrum. Elektrony pak putuji pfes hem a az do binuklearniho centra, kde se vaze kyslik
a je redukovan na vodu. Za soucasného prenosu elektronli na jednu molekulu kysliku
komplex IV pumpuje Ctyfi protony z mitochondridlni matrix do mezimembranového

prostoru®>.

1.4.5 F1F,ATP syntasa (komplex V)

Pti pfenosu Ctyt elektront pies komplexy dychaciho fetézce se redukuje jedna molekula
kysliku za vzniku dvou molekul vody. Soucasné komplexy ETC jako reakci na ptenos
elektronti pumpuji deset protonti z mitochondridlni matrix do mezimembranového
prostoru, kde se hromadi a vytvareji elektrochemicky protonovy gradient. Ten spolu
s koncentraci protonl generuje proton-motivni silu potfebnou na syntézu ATP pomoci

F1F,ATP syntasy>>.

Mitochondrialni ATP syntasa (komplex V) je multimerni enzymovy komplex
sloZzeny aZ z 20 riiznych podjednotek s celkovou hmotnosti 600 kDa. Dvé& podjednotky
komplexu V (a, A6L) jsou kodovany mtDNA, zbytek koduje jaderna DNA. Tento
molekularni motor patii mezi ATPasy F-typu a sklada se ze dvou oddélitelnych ¢asti: Fi
(faktor 1) a F, (faktor zptsobujici citlivost ATP syntasy k oligomycinu). Doména F, je
transmembranova s podjednotkovym slozenim o3Bsyde. Podjednotky o a B vytvaieji
hexamer azf33, podjednotky v, 9, € tvofi centralni stonek komplexu V. Doména F zasahuje
do mitochondridlni matrix a skladda se zc-kruhu (u savci je tvofen 8 kopiemi
c-podjednotky**) a podjednotek a, b, d, F¢ a OSCP. Tato doména obsahuje i fadu dalsich

podjednotek (e, f, g, A6L), které zasahuji do membréany a jsou spojeny s doménou Fo*4°.

Komplex V syntetizuje ATP diky energii gradientu protont, které piechazeji
z mezimembranového prostoru do matrix skrz doménu F,. Tato doména pak piendsi
energii na doménu F, kde se ADP fosforyluje na ATP. Uvolnéna energie zptisobuje rotaci
c-kruhu spolu s pfipojenymi podjednotkami vy, 6, €. Rotace podjednotky y v rdmci

hexameru o3p3 pak poskytuje energii pro syntézu ATP. Tento proces se nazyva rotacni
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katalyza*®’. F1F,ATP syntasu lze tedy dle funkce rozdglit na dvé &sti: rotor (c-kruh, vy, §,
g) a stator (a3ps, a, b, d, Fs, OSCP)*'.

1.4.6 Superkomplexy

Uz nékolik let je znamo, ze komplexy OXPHOS mohou spolu interagovat a shlukovat se
za tvorby tzv. superkomplexi. Sdruzovani jednotlivych komplext uz bylo objasnéno,

jejich specifickda funkce je vSak zatim neznama*®

. VSechny doposud popsané
superkomplexy systému OXPHOS lze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina se nazyva
respirasom a zahrnuje komplexy dychaciho fetézce v riznych pomérech. Druhd skupina,

tzv. ATP syntasom zahrnuje ATP syntasu, fosfat a ADP transportéry®.

Hlavni superkomplexy v sav¢ich mitochondriich maji stechiometrii III.IVy, L1111z,
LIILIV) a LILIV) ., (cit.*®). Komplex V se taky podili na tvorbé vyssich oligomernich
struktur. ATP syntasy sav¢ich mitochondrii jsou uspotadany v dlouhych fadach dimerti na

vrcholu krist™?

. V mitochondriich srdec¢ni tkdn€ byl nedavno zjistén novy typ strukturniho
usporadani komplext, kde ve formé& kondenzovaného klastru byly paraleln€ uspofadany
respirasomy spolu s ATP syntasami. Piedpokladd se, ze toto blizké usporadéani
protonovych pump a ATP syntas umoziuje pfimy pienos protoni do

komplexu V s maximalni rychlosti a minimalnimi tniky®.
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Komplex | Komplex Il Komplex Il Komplex IV Komplex V

(NADH:ubichinon (sukcintdehydrogenasa)  (ubichinol:cytochrom ¢ (cytochrom ¢ oxidasa) (ATP syntasa)
oxidoreduktasa) Escherichia coli reduktasa) Bovine Escherichia coli
Thermus thermophilus Bovine
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Obrazek 3: Systém oxidacni fosforylace (OXPHOS). Schéma znazornuje komplexy I-V systemu OXPHOS. Elektrony z bunécného metabolismu jsou pres
komplex I a Il preneseny na koenzym Q, ktery je predd komplexu Ill. Nasledny transfer elektronii na komplex 1V zabezpecuje mobilni prendsec cytochrom c.
Findlnim akceptorem elektronii je molekula kysliku. Soucasné s transportem elektronii dochazi i k translokaci protonit z matrix do meziembranového prostoru.
Wivoreny elektrochemicky protonovy gradient vyuZiva komplex V na syntézu ATP. Prevzato a upraveno podle >
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1.5 Pyruvatdehydrogenasovy komplex

Pyruvatdehydrogenasovy komplex (PDHc) je centralnim enzymem bunécného
energetického metabolismu. Tento multienzymovy komplex propojuje glykolyzu
s Krebsovym cyklem a v dasledku miize ovlivnit i OXPHOS. Aktivita PDHc je zasadnim
faktorem urcujicim metabolickou a bioenergetickou flexibilitu organismii vic¢i riznym
stresim ohrozujicim homeostazu. Tento enzymovy komplex je lokalizovan na rozhrani
matrix a vnitini mitochondridlni membrany>?. Vsechny podjednotky PDHc jsou

kédovany jadernou DNA33.

PDHc katalyzuje limitni krok metabolismu glukosy — ireverzibilni oxidacni
dekarboxylaci pyruvatu za vzniku acetyl-CoA (Obrazek 4, str. 27). Komplex reguluje
tok glykolytickych metaboliti do Krebsova cyklu. PDHc je slozena z nékolika kopii tfech
zakladnich enzymi: pyruvatdehydrogenasy (E1), dihydrolipoyltransacetylasy (E2)
a dihydrolipoyldehydrogenasy (E3). Pro svou spravnou funkci potifebuje PDHc celkové
pét kofaktort: thiamindifosfat (TPP), kyselinu lipoovou, koenzym A (CoA), NAD"
a FAD>.

Mechanismus reakce katalyzované PDHc zacind dekarboxylaci pyruvatu o-
podjednotkou enzymu E1 v pfitomnosti kofaktoru TPP skrz intermediat hydroxyetyl-
TPP*. Nasledné je hydroxyethylova skupina oxidovana na acetat a pfenesena na lipoat,
ktery je amidovou vazbou pfipojen na g-amino skupinu lysinu enzymu E2. Tato vazba
vytvaii flexibilni rameno, které se pohybuje od aktivniho mista E1 pfes aktivni misto E2
az k E3. Acetylovy zbytek je z lipoatu pienesen na CoA za vzniku vysledného produktu
dekarboxylace pyruvatu, kterym je acetyl-CoA. Poslednim krokem katalyzovanym PDHc

je regenerace oxidované formy lipodtu prosttednictvim kofaktorti FAD a NAD" (cit. >%).
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Obrazek 4: Pyruvatdehydrogenasovy komplex (PDHc). Schematické znazornéni mechanismu
oxidacni dekarboxylace pyruvatu za vzniku acetyl-CoA katalyzovanée PDHc. PDHc se sklada ze
i hlavnich katalytickych podjednotek: El (pyruvatdehydrogenasa), E2
(dihydrolipoyltransacetylasa) a E3 (dihydrolipoyldehydrogenasa). Pro svou spravnou funkci
PDHc potiebuje pét kofaktorii: thiamindifosfat (TPP), lipodt, koenzymA (CoA), NAD", FAD.
Prevzato a upraveno podle >*

Sav¢i PDHc obsahuje specifickou kinasu (pyruvatdehydrogenasa-kinasa, PDK),
kterd deaktivuje PDHc fosforylaci v blizkosti aktivniho mista podjednotky E1. Kromé
PDK obsahuje i specifickou fosfatasu (pyruvatdehydrogenasa-fosfatasa, PDP), ktera
enzym defosforylaci reaktivuje. Aktivita PDK je modulovana nékolika faktory: pomérem

koncentraci ATP/ADP, NADH/NAD", acetyl-CoA/CoA, ionty Mg?", K*, Ca* a pH™.

Soucasné studie potvrzuji predpoklad, ze PDHc hraje rozhodujici roli
v patofyziologii HN. V nékterych c¢astech mozku (caudate nucleus, putamen,
hippocampus) pacientii s HN byla pozorovana sniZena aktivita PDHc¢. Novéjsi studie na
lymfoblastech pacientli s HN naopak zjistily zvySeni aktivity PDHc aZ o 26 % oproti
zdravym kontrolam®’. Je tieba provést dalsi studie, aby bylo moZné ucinit jednozna¢ny

zaver o tom, jak a pro€ je funkce PDHc u HN ovlivnéna.

1.6 Krebs(v cyklus a citratsyntasa jako mitochondridlni biomarker

Krebstiv nebo taky citratovy cyklus je centralni drdhou bunééného metabolismu. Stejné
jako PDHc 1 Krebstv cyklus produkuje redukované kofaktory NADH a FADHo, které
jsou vyuzivany mitochondridlnim systémem OXPHOS na tvorbu energie. Enzymy

Krebsova cyklu jsou u eukaryot lokalizovany v mitochondridlni matrix, kde jsou
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usporddany ve formé nadmolekularniho komplexu (tzv. ,,Krebsiiv metabolon®), ktery

interaguje s ETC®. V§echny enzymy Krebsova cyklu jsou kodovany jadernou DNA>?,

Acetyl-CoA produkovany PDHc podléha nasledné oxidaci v citratovém cyklu.
V prvnim kroku Krebsova cyklu (Obrazek 5, str. 29) acetyl-CoA podstupuje kondenzaci
s oxalacetatem za vzniku citratu. Tento krok je katalyzovan enzymem citratsyntasou.
Citrat je pak pfeménén na isocitrat, ktery je dekarboxylovan na a-ketoglutarat. Molekula
a-ketoglutaratu podléhd oxidacni dekarboxylaci za vzniku energeticky bohatého
sukcinyl-CoA a nasledné sukcinatu. Dehydrogenaci sukcinatu vznikd fumarat a jeho
hydrataci malat. Ten podstupuje dehydrogenaci za vzniku oxalacetatu, ktery pak muze

reagovat s dal$im acetyl-CoA>*,

Citratsyntasa (CS) je enzym ovliviiujici rychlost Krebsova cyklu. Ma klicovou
roli v regulaci tvorby energie prostfednictvim mitochondridlni respirace. Tento enzym je
inhibovan ATP, NADH a derivaty mastnych kyselin®®. Aktivita CS se ¢asto pouziva jako
biomarker obsahu a funkce mitochondrii. Pfedchozi studie ukézaly izkou souvislost mezi
zménou aktivity CS a morfologickou zménou obsahu mitochondrii po dlouhodobé
elektrické stimulaci kosterniho svalu kralika®®. Bylo zjisténo, Ze aktivita CS ve svalech
se zvysSuje pii fyzické aktivité a klesa s postupnym starnutim ¢i pfi metabolickych

poruchéch, jako je naptiklad diabetes mellitus 2. typu®'.
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1.7 Mitochondrie a jejich

acetyl-Cok

0 ®

| kondenzace
CH;—C—5-CoA
H,0

@

CoA-SH

citratsyntasa CH,—CO0"
0—(|.‘-—C00 HO—(|3—C00
CH,—CO00 CH,—CO0O0 dehydratace
dehydrogenace . ] citrat
_ oxalacetat Krebsuv
malat akonitasa H,0
dehydrogenasa cy klus
Coo
HO—CH CH,—COO0™
malat lfl‘HZ [#_COO cis-akonitat
€00 oo
@ \ = H,0
hydratace . \ -
fumarasa NADH akonitasa
H:0 * hydratace
\
clsoo ‘\\ CH,—C00"~
CH
. H—C—CO0O0
fumarat I
FAD!
H(l“ T e HO—C—H isocitrat
COO / Co0
socitrat-
sukcinat- dehydrogenasa _®_ .
deh-,-drc:leenasa | n
- |I S dekaroxylace
dehydrogenace |
clsﬂrcoo | (|3H2—COO' CO:
\
. yI-Co | o-ketoglutardt- fpp
in - '-\ dehydrogenasa (|sz
00 CH,—C00~ g=u
sukcinat (le 200
| * o-ketoglutarat
CoA-SH C—S-CoA CoA-SH
(2% GDP O co.
mD}_F’ sukcinyl-CoA .
® . O]
substratové oxidativni
fosforylace dekarboxylace

Obrazek 5: Krebsiv cyklus — schéma jednotlivych reakci. Prevzato a upraveno podle *.

neurodegenerativnich onemocnéni

Jak uz bylo zminéno, jednim z hlavnich znaki HN je odumirdni neurond v ¢asti
koncového mozku oznaCované corpus striatum. Pravé mitochondrialni biogeneze hraje
ustfedni roli v pfeziti a aktivit¢ neuronli. Neurony ptedstavuji postmitotické bunky

s limitovanou schopnosti vlastni regenerace, takze naruSeni aktivity, integrity, mobility

a hemostdzy mitochondrii m4 §iroky vliv na funkci a idrzbu neuront .

role vbunélné bioenergetice v kontextu

Mezi klicové ulohy mitochondrii v neuronech lze zatadit ATP produkci,

homeostazu Ca®" ionti, produkei reaktivnich forem kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen
species) a antioxidaéni aktivitu’>. Neurony jsou buiiky s vysokou energetickou
naro¢nosti, které vétSinu vytvoieného ATP spotiebovavaji na udrZzeni neurondlnich

funkci, zejména neurotransmise®>. Kvili nenahraditelnym funkcim mitochondrii
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v neuronech si tyto buiiky vyvinuly aparat kontroly kvality mitochondrii, ktery udrzuje

jak kvalitu fungovéni, tak i po¢et mitochondrii v buiice2.

ROS maji v bunice nékolik fyziologickych funkci, z nich nejdilezitéjsi je bunécna
signalizace. Mnohem ¢ast¢ji se vSak zminuji v souvislosti s patologickymi procesy. ROS
jsou hlavnim zdrojem oxida¢niho stresu, ktery je ¢astou pfi¢inou neurodegenerativnich
onemocnéni. Mezi hlavni zdroje ROS v neuronech patii pfenos elektroni béhem procesu
OXPHOS a také funkce enzymu jako je pyruvatdehydrogenasa, glycerol-3-
fosfatdehydrogenasa a dalsi. Mitochondrie ma Sirokou enzymovou vybavu, pomoci které
se chrani vu¢i generovanym ROS. Ta zahrnuje enzymy jako je katalasa,
superoxiddismutasa, glutathionreduktasa a mnoho dalSich. Poskozeni mitochondrii vede

ke zvyseni ROS v neuronech a zpiisobuje jejich degeneraci ¢i smrt®,

Kromé& ochrany neuronti vii¢i ROS mitochondrie uskladiiuji Ca®" ionty, ¢im
reguluji homeostazi vapniku v buiice. Ca?" ionty zvy3uji miru respirace, regulaci systému
OXPHOS a miru ATP produkce®. Mezi generaci ROS a vapnikem je vzajemné propojeni.
Béhem mitochondrialni tvorby ROS méni Ca®" ionty konformaci komplexti I — IV

dychaciho fetézce, coz vede ke zvysené produkce ROS.

Jeden z hlavnich mechanismt kontroly kvality mitochondrii je mitochondrialni
fuze a déleni. Pokud v procesu dé€leni vznikne poSkozend mitochondrie, je automaticky
degradovana bunéénym procesem mitochondridlni autofagie, tzv. mitofagie. Ten spoc¢iva
v pohlceni abnormalnich mitochondrii autofagozomy®. Hladina ROS v buice je hlavnim
faktorem pro urychleni procesu mitochondrialniho déleni, kterého se ucastni proteiny
Fisl (z angl. fission I protein) a Drpl (z angl. dynamin-related protein I). Protein Drpl
ma vysokou miru exprese vmozku a zastiva klicovou roli v piezivani neuront®.
Mitochondrialni fuze se v burice realizuje za ucasti proteini Mfnl (mitofusinl), Mfn2
(mitofusin2) a OPA1 (z angl. optic atrophy 1 protein)®’. Za normalnich podminek a pti
nizké Grovni oxidaéniho stresu prevlad4 mitochondrialni fuze nad jejich délenim®. Bylo
zjiSténo, Ze nerovnovdha mezi fuzi a St€épenim mitochondrii hraje centrdlni roli

u neurodegenerativnich onemocnéni®.
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1.7.1 Mitochondrie a jejich patologie u Huntingtonovy nemoci — vliv mutovaného

huntingtinu na fyziologii mitochondrii

Mitochondrialni dysfunkce a oxidacni stres doprovadzi fadu neurodegenerativnich
onemocnéni. Zatim vSak neni jasné, zda je mitochondridlni dysfunkce zjisténd u HN

pii¢inou, nebo pouze priivodnim jevem neuronalni toxicity?'.

Bylo prokézano, ze mitochondrie interaguji s agregovanymi proteiny u mnoha
neurodegenerativnich poruch, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba ¢i
HN. mHTT, ktery je exprimovan u pacienti s HN, ovliviiuje pohyb, udrzbu, integritu,
funkci, dynamiku a homeostdzu mitochondrii a ¢ini neurony zranitelnymi vuci

degeneraci®.

Souvislost mezi HN a mitochondridlnim poskozenim byla prokazéna na poklesu
mitochondriadlniho energetického metabolismu, nerovnovaze vapniku a vyssi hladiné
reaktivnich forem kysliku. U pacientd s HN byla pozorovéna snizena aktivita komplexii
-1V dychaciho fetézce i aktivita jinych dileZitych enzymi energetického metabolismu?!.
Na koznich fibroblastech pacientii s HN v porovnani se zdravymi jedinci bylo prokdzano

snizeni poc¢tu krist, men$i mitochondrialni hustota a funkéni poskozeni mitochondrii”®.

Uz ted’ je znamo vicero zplsob, kterymi mHTT negativné ovlivituje fyziologické
funkce mitochondrii — sniZuje produkci energie a membranovy potencial, naruSuje
homeostazu vapniku, zvySuje oxidacni stres a spousti apoptotické drahy zprostiedkované
kaspasou. Tyto mitochondrialni defekty jsou pravdépodobné vysledkem interakce mHTT
s vnéj$i mitochondridlni membranou. mHTT také nepiimo plisobi i na biogenezi a funkci
mitochondrii tim, Ze reguluje genovou expresi klicového transkripéniho regulatoru
mitochondridlni biogeneze a respirace, PGCl-a?!. Mechanismy, kterymi mHTT

zpisobuje mitochondridlni dysfunkci shrnuje Obrazek 6 (str. 33).

U pacienti s HN bylo pozorovano naruseni rovnovahy mitochondridlni fize
a déleni. S postupem nemoci dochéazi k zvySovani hladiny proteint Fisl a Drp1, zatimco
mira exprese Mfnl1/2 klesd’!. Studie na HN modelech ukazuji, Ze zvy$end mira
mitochondrialniho déleni je vysledkem vazby mHTT na Drpl protein’>. V procesu
zvySeného déleni dochazi Castéji ke vzniku defektnich mitochondrii. Na to, aby se jich
nervova buiika zbavila a ochranila se tak pted apoptdzou, vyuziva proces mitochondridlni
autofagie (mitofagie). U HN vSak mHTT interaguje s autofagickymi receptory a blokuje

jejich vazbu na defektni mitochondrie’.
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Mitochondrie jsou hlavni organely v fizeni apoptézy a bunééné smrti. Vnitini
apoptotickd draha spusténa bunénym stresem nebo poskozenim zahrnuje tvorbu port
v mitochondridlni membrané a uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplazmy. Tvorbu pora
indukuje pro-apoptoticka rodina proteint Bcl-2 (z angl. B-cell lymphoma 2 protein)’*.
Cytochrom ¢ po uvolnéni do cytoplazmy skrz rizné mediatory aktivuje kaspasu-3
a kaspasu-7 jako finélni apoptotické enzymy’°. Studie na svalovych butikich HN pacientii
ukazaly, ze mHTT zvySuje expresi pro-apoptického proteinu z rodiny Bcl-2. Stejné
pusobi mHTT i na proteiny mitochondridlniho déleni Fis1 a Drp1. Lze tedy fict, ze mHTT

plisobi jako silny modulator mitochondrialniho dé&leni a apoptozy>2.

Mutovany HTT v neuronech také ovliviiuje expresi nékterych genil. Z nich
nejvyznamnéjsi jsou geny pro tumor-supresorovy protein p5S3, BDNF, CREB protein
(z angl. cAMP response element binding protein) ¢i PGCl-a. U pacientii s HN byla po
smrti detekovana snizend hladina centradlniho proteinu mitochondridlni biogeneze
PGCl-a v corpus striatum. Pokles exprese tohoto proteinu mél za nasledek snizZeni

exprese cytochromu ¢ a komplexu IV7®,

Mutovany HTT v neuronech striata zptsobuje piesun hlavniho senzoru
bunécného metabolismu — AMP-aktivované proteinkinasy (AMPK) — do jadra buriky. To
ma za nasledek sniZeni hladiny Bcl-2 proteint a naslednou apoptézu. Aktivace AMPK
ma naopak neuroprotektivni charakter a vede ke zvyseni exprese PGC1-a, ktery zvySuje
hladinu ATP a mitochondrialni biogenezi*>. Bylo dokadzdno, ¢ mHTT naru$enim
strukturalni integrity mitochondrii snizuje jejich bioenergetickou aktivitu a syntézu

ATP7’.

Protein BDNF ma klicovou roli ve vyvoji neurond. Jeho interakci s bunéénym
receptorem TrkB (z angl. tropomyosin receptor kinase B) se aktivuje signalizacni
kaskada, ktera pres CREB aktivuje PGC1-a. Jako disledek interakce mHTT s BDNF
dochazi u pacient s HN k poklesu hladiny proteinu BDNF v oblasti striata. To by mohlo

byt diivodem progrese tohoto onemocnéni2.

Na lidskych 1 zvifecich modelech HN byla zjiSténa porucha homeostazy vapniku,
ktera miize byt pfimo nebo nepiimo indukovana mHTT. Tento mutovany protein zvysSuje
influx Ca®* ionti do mitochondrii, coz narusuje syntézu ATP a vede k apoptoze. mHTT

indukuje otevieni mitochondridlniho permeabilniho tranzitniho poru (mPTP), ktery
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umoziiuje vstup Ca?" do mitochondrie skrz vnitfni mitochondridlni membranu,

uvoliiovani cytochromu ¢ do cytoplazmy a spusténi apoptozy’s.

U pacientii s HN jsou mitochondrie hlavni cilovou organelou mHTT, ktery plisobi
na jejich biogenezi a dynamiku. Mnoh¢ studie naznacuji, ze uprava funkce a biogeneze
mitochondrii by mohla ochranit neurony v oblasti striata pted toxicitou mHTT a zpomalit

tak progresi HN*2.

(5]
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TIM23
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Obrazek 6: Schéma riznych mechanismii, kterymi mutovany huntingtin (mHTT) zpiisobuje
mitochondridlni dysfunkci v neuronech. Na transkripcni urovni mHTT ovliviiuje expresi genti
PGCl-a0, p53 a HSFI. mHTT také snizuje enzymovou aktivitu komplexii systemu OXPHOS,
narusuje interakci mikrotubul s mitochondriemi a homeostazi vapniku. Ma vliv i na dynamiku
a transport mitochondrii, import proteinit do mitochondrii a bunécnou smrt. DRPI1 — dynamin-
related protein 1, ER — endoplazmatické retikulum, HAPI — huntingtin-associated protein 1,
HSF1 — transkripcni faktor tepelného Soku, MPTP — mitochondrialni permeabilni tranzitni por,
p33 — tumor-supresorovy protein p53, PGCla — centrdlni protein mitochondrialni biogeneze.
Prevzato a upraveno podle ™.

1.7.2  Postizeni  bioenergetického  metabolismu v perifernich  tkanich

u Huntingtonovy nemoci

Mozek vyuziva ptiblizne€ 20 % celkové energie spotfebované lidskym télem. Jakékoliv

zmény mitochondridlniho metabolismu proto maji nejvétsi dopad na fyziologii a funkcei
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mozku. Bioenergetické deficity pacienti s HN vSak nepostihuji jenom mozek, ale
pozorujeme je i v perifernich tkanich, jako jsou kosterni svaly, krevni bunky ¢i kozni
fibroblasty. V téchto tkanich byla také potvrzena exprese mHTT, coz otevielo dalsi

moznosti studia mitochondridlniho deficitu v 1épe dostupném biologickém materidlu®*%°.

Atrofie kosterniho svalstva je povazovana za sekundarni k neurologickym
pfiznaktim a pfispiva k ubytku hmotnosti pacientti s HN. Postizeni svalové tkané bylo
dokumentovano u maratonského bézce, ktery byl nositelem mutovaného H7T genu
(43 CAG repetic). Jesteé pied nastupem chorey se u ného objevila pomalu progredujici
myopatie s deficitem komplexu IV syst¢tmu OXPHOS. Tato studie naznacila, Ze
mitochondrialni biomarkery mohou byt ve svalech detekovatelné jesté pied objevenim
neuronalnich p¥iznak@®'. Poskozeni kosternich svalti bylo pozorovdno i na mysich

a prase¢ich transgennich modelech exprimujicich mHTT?2#,

Zmény v mitochondridlni funkci a struktufe byly detekovany na lymfocytech
izolovanych z periferni krve pacientii s HN. B-lymfocyty pacientli vykazovaly snizenou
hladinu pro-apoptického proteinu Bax a snizeny mitochondridlni membranovy
potencial®. U lymfoblasti pacientt s HN ve srovnini s kontrolnimi vzorky byly
pozorovany ultrastrukturdlni zmény mitochondrii — remodelace krist a zmény ve velikosti

mitochondrii®>.

Studie zroku 2018 na koznich fibroblastech pacientli s HN odhalila snizeni
mitochondridlni metabolické aktivity a zvySeni hladiny antioxidacnich enzymi ve
srovnani s bufikami zdravych darcG®. Pii analyze véku ndstupu nemoci na
mitochondrialni patologii bylo zjisténo, Ze mitochondrialni respirace a celkovy
vékem nastupu nemoci®’. Vysledky téchto studii naznagily, Ze fibroblasty by mohli byt

vhodnym biologickym materidlem pro hledani ¢asnych biomarkert HN.

34



2 Cile prace

Nastupu prvnich klinickych symptomii u pacienti s HN piedchdzi asymptomatické
obdobi, které obvykle trva 15-20 let, a kdy jiz pozorujeme kontinudlni strukturélni,
biochemické a funkéni zmény na bunééné trovni. Nase predchozi studie prokazaly zmény
v mitochondridlnich parametrech ve fibroblastech pacientti s pIn€ rozvinutou formou HN
ve srovnani s kontrolami’’. Chtéli jsme otestovat, zda by vybrané mitochondrialni
parametry ve fibroblastech mohly byt pouzity k monitorovani progrese v pocatecnich

stadiich HN.

Cilem této prace bylo charakterizovat zakladni sloZky mitochondrialniho energetického
metabolismu (dychaci fetézec, Krebsiv cyklus, PDHc) v koznich fibroblastech pacientti

v asymptomatickych, ¢asnych i pokrocilych fazich rozvoje HN.
Dil¢imi cili prace bylo v koZnich fibroblastech pacientii s HN:

e charakterizovat metabolicky obrat metodou kapacity mitochondridlniho
energetického metabolismu (KMEM)

e studovat mitochondrialni respiraci a glykolytickou aktivitu sledovanim spotieby
kysliku a zmén pH v realném case (Seahorse)

e analyzovat miru ATP produkce pomoci luminiscence

e stanovit katalytickou aktivitu pyruvatdehydrogenasového komplexu

e porovnat vysledky analyz a zhodnotit trendy studovanych parametra v zavislosti
na stadiu nemoci

e korelovat vysledky s dalSimi biochemickymi a klinickymi parametry.
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3 Material a metody
3.1 Material

3.1.1 Pouzity biologicky material

Analyzovany soubor tvofily linie kultivovanych fibroblastti od 12 pacientl s geneticky
prokazanou HN: 4 pacienti v asymptomatickém, 4 v ¢asném a 4 v pokrocCilém stadiu
nemoci (Tabulka 3.1). Jako kontrolni fibroblasty byly pouzity 4 linie koznich fibroblastt
od zdravych osob (Tabulka 3.1). Kazd4 studovana skupina méla polovi¢ni zastoupeni
zen apoloviéni zastoupeni muzi. Biologicky materidl byl ziskan kozni biopsii po
informovaném souhlasu osob ve spolupraci s Neurologickou klinikou 1. 1ékaiské fakulty
Univerzity Karlovy.

Tabulka 3.1: Soubor linii kultivovanych koZnich fibroblastii od pacientit s HN a kontrol.

V tabulce je popsano stadium nemoci pacienta, jeho pohlavi, vék, pocet CAG tripletit v genu pro
HTT délka trvani nemoci, hodnoceni podle TFC Skaly a klinické hodnoceni pacienta.

VEK* Pocet Délka
Stadium Pohlavi CAG trvani TFC Klinika
(roky) | . = . .
tripleti | nemoci**
K1 kontrola V4 33 nd 0 13 0
K2 kontrola V4 47 nd 0 13 0
K3 kontrola M 29 18/19 0 13 0
K4 kontrola M 36 20/20 0 13 0
P1 | asymptomatické M 48 41 0 13 0
P2 | asymptomatické M 31 44 0 13 0
P3 | asymptomatické Z 41 40 0 13 0
P4 | asymptomatické V4 50 41 0 13 0
P5 Casné Vi 38 46 7 12 zmety.
chovani
P6 gasné M 25 45 4 10 Zmeny.
chovani
P7 Zasné Z 48 49 8 12 motorika
P8 Casné M 45 43 5 13 deprese
P9 |  pokrotilé z 29 52 2 j3 | motorika,
ztrata nahledu
motorika,
P10 pokro¢ilé M 50 45 11 8 exekutivni
deficit
P11 pokrocilé M 47 45 5 12 motorika
P12 pokrocilé Z 61 43 4 12 motorika

Vysvétlivky: KI1-K4: kontrolni vzorky, PI-PI12: pacienti s HN, 7 — Zena, M — muz,
nd — nedefinovano, TFC (z angl. Total Functional Capacity) — hodnotici skdala celkové funkcni
kapacity pacientii s HN, * — vek v dobé odberu kozni biopsie, ** — pocet rokii trvani nemoci od
propuknuti nemoci do odbéru kozni biopsie.
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Etika

Veskeré experimenty zahrnujici biologicky huméanni material byly provadény v souladu

s Helsinskou deklaraci z roku 1975 a byly schvéleny Etickou komisi VSeobecné fakultni

nemocnice v Praze, povoleni €. 14/19 Grant AZV VES 2020 VFN 23.5.2019.

3.1.2 PouZité chemikalie
[1-"*C]pyruvat (0,1 pCi/pl)
[1,4-1%C]sukcinat (0,1 pCi/pl)

2-Deoxy-D-glukosa

Acetyl-CoA (acetyl-koenzym A)

Acetyl-karnitin

ADP sodna stil (adenosin-5'-difosfat)

ATP disodna stl (adenosin-5'-trifosfat)

Antimycin A

AP5A (P! P3-di(adenosine-5")pentafosfat)

Arsenit
Atraktylosid

BSA (hovézi sérovy albumin)

CCCP (karbonylkyanid-3-chlorofenylhydrazon)

D-(+)-glukosa

Digitonin

DL-dithiotreitol

DMSO (dimethylsulfoxid)

DTNB (5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoat))
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)

FCCP (karbonylkyanid-p-trifluoromethoxyfenylhydrazon)

Fumarat sodny
HCIO4

KCl

K>HPO4
KH2PO4

PerkinElmer (USA)

Moravek Biochemicals, Inc
(USA)

Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Thermo Scientific (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Fluka (Svycarsko)
Fluka (Svycarsko)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Dr. Kulich Pharma (CR)
Sigma-Aldrich (USA)



Koenzym A, sodna stl (CoA)
KOH

Kreatin

Kyselina trichloroctova
Laurylmaltosid (n-dodecyl B-D-maltosid)
L-glutamin

L-karnitin

Maléat sodny

Malonat

MgCl,

NaOH

Oligomycin

Oxalacetat

Oxalat draselny (K-oxalat)
Pyruvat sodny

Poly-L-lysin

Rotenon

Sukcinat sodny
Thiaminpyrofosfat chlorid (TPP")
Tris/HCl

[U-'*CImalat (0,2 pCi/ul)
B-nikotinamidadenindinukleotid (NAD™)

3.1.2.1 Komeréné doddvané reagencie

Antibioticky a antimykoticky roztok (ATB)
Antibiotic-antimycotic 100X

BCS (scintilaéni roztok Ecolite)

CellTiter-Glo® Buffer
CellTiter-Glo® Substrate (lyofilizovany)
D5030 medium
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Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
PerkinElmer (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Biosera (Francie)

MP Biomedicals, LLC
(USA)

Promega (Francie)
Promega (Francie)

Sigma-Aldrich (USA)



DMEM medium PAN-Biotech (Nemecko)
(4,5 g/l glukosa, stabilni glutamin,
pyruvat sodny, 3,7 g/l NaHCO3)

Fetalni hovézi sérum (FBS, fetal bovine serum) HyClone (USA)
Folinovo reagens Penta (CR)
Fosfatovy pufr PBS 10X Lonza (Svycarsko)

(1,54M NaCl, 56mM Na,HPOs,
10mM KHaPO4, pH 7,4)

Seahorse XF Calibrant Solution pH 7,4 Agilent (USA)
Trypsin-EDTA 10X roztok (T+E) Biosera (Francie)
(0,5% (w/v) trypsin, 0,2% (w/v) EDTA v roztoku PBS)

3.1.2.2 Roztoky pfipravené v laboratofi

Acetyl-CoA (10mM roztok)

BSA (0,2 mg/ml)

DTNB (1mM roztok v 1 M Tris/HCI pufru pH 8,1)

Kpi roztok (4,25 ml 119mM KH;POg4; 45,75 ml 119mM KoHPOs)
Laurylmaltosid (15% (w/v) roztok)

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

Lowry B (0,5% (w/v) CuSOs4)

Lowry C (1% (w/v) vinan sodnodraselny)

Oxalacetat (10mM roztok v 0,1M Tris/HCI pufru pH 8,1)

Pracovni pufr pro KMEM (30mM KH>PO4 pH 7,4; 75mM KCl; 8mM Tris pH 7,6;
1,6mM EDTA pH 7.,4; 0,2mM AP5A)

3.2 Pfistroje a laboratorni vybaveni

3.2.1 Pouzité pristroje
Analytické vahy ABT 220-5DNM Kern (Némecko)

Automatické mikropipety BioTech (USA), Eppendorf
(Némecko), Gilson (USA),
Thermo Scientific (USA)

Centrifuga Mikro 200 Hettich (Némecko)
Centrifuga Universal 32R Hettich (Némecko)
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Déavkovac Dispensette

Laminarni box Clean Air
Luminometr GloMax-Multi+
Mikrocentrifuga se dvéma rotory
Mikropipeta Scepter Handheld Automated Cell Counter
Mikroskop Nikon Eclipse Ti2-U
Multikandlova pipeta Nichipet 7000
Minittepacka MS 3 basic

pH metr 774

Prep Station termostat na Seahorse
Seahorse XFe24 analyzator
Scintila¢ni analyzator LS 6500
Spektrofotometr UV-2401PC
TCC-Controller

Termoblok Accublock

Termostat Heratherm IMC 18
Termostat ME-26

Termostat Sanyo CO» incubator

Termostat TCH100

Termostat The IncuSafe Multigas Incubator
Ttepaci vodni lazen typ 357
Ttepacka typ TS-100

Vortex Genie 2 mixer

3.2.2 Komercné dodavané kazety a desticky

Kazety (Seahorse extracelular flux cartridges)

24jamkové kultivacni desticky
(Seahorse cell culture micropates)

96jamkové mikrodesticky
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Brand (Némecko)

Clean Air (Nizozemsko)
Promega (Francie)

Roth (Némecko)

Merck Millipore (USA)
Nikon (Japonsko)
Deltalab (Spanélsko)
IKA-Werke (Némecko)
Metrohm (Svycarsko)
Agilent (USA)

Agilent (USA)

Beckman (USA)
Shimadzu (Japonsko)
Shimadzu (Japonsko)
Labnet International (USA)
Thermo Scientific (USA)
Julabo (Némecko)

Sanyo (Japonsko)

Laboratorni pfistroje Praha
(CR)

PHCbi (Holandsko)
Elpin+ (Polsko)

Biosan (LotySsko)
Scientific Industries (USA)

Agilent (USA)
Agilent (USA)

Promega (Francie)



3.2.3 Pocitacové programy pouZzité pro analyzu

Excel 2016 Microsoft (USA)
GraphPad Prism 8.4.3 GraphPad Software (USA)
Seahorse Wave 2.4 Software Agilent (USA)

3.3 Metody

3.3.1 Kultivace koznich fibroblastU

3.3.1.1 Rozmrazovani fibroblast{

Kozni fibroblasty se dlouhodob¢ skladuji v kontejnerech s tekutym dusikem pfi teploté
—196 °C. Po vyjmuti zkumavky z tekutého dusiku byly bunky rychle rozmraZzeny pod
proudem vlazné vody. Bunécnd suspenze byla néasledné v laminarnim boxu pfedem
vysviceném UV lampou napipetovana do kultivaéni lahve o plose 25 cm? s5 ml
ptefiltrovaného DMEM média vyhtatého na 37 °C, které obsahovalo 10 % (v/v) fetalniho
hovéziho séra (FBS) a 1 % (w/v) antibiotika (ATB). Nasledujici rano bylo médium odséto
pomoci Pasteurovy pipety do odpadu a do lahve bylo napipetovano 5 ml Cerstvé

prefiltrovaného kultivaéniho media.

3.3.1.2 Pasazovani fibroblastu

Kozni fibroblasty byly péstovany v kultiva¢nich lahvich o plose 25 cm? a 75 cm?. Buiiky
fibroblasti byly kultivovany v 5 ml (v 25cm? lahvich) nebo 10 ml (v 75cm? lahvich)
DMEM media s 10% (v/v) FBS a 1% (w/v) ATB do konfluence 80—100 %. Bunky byly
pasazovany v laminarnim boxu, ktery byl pfedem vysvicen UV lampou po dobu

minimélné 30 minut. Pasdzovani fibroblastl probihalo podle niZze uvedeného postupu.

Nejdiiv bylo z lahve odsato medium a kultiva¢ni plocha byla oplachnuta asi 5 ml
PBS (10x natedén destilovanou vodou). Poté byl k buitkam ptidan 1% (w/v) roztok T+E
o0 objemu 750 pl do 25cm? lahve, resp. 1,5 ml do 75cm? lahve. Buiiky byly trypsinizovany
v termostatu pii 37 °C a 5% CO; po dobu 10 minut. Nésledné bylo k buiitkdm ptidano
10 ml (do 25¢m? lahvich) resp. 20 ml (do 75¢m? lahvich) pfedem piefiltrovaného media.
Obsah kultivacni lahve byl dikladné rozsuspendovan opétovnym nasdvanim pomoci
sérologické pipety a poté byl rovnomémné rozdélen do dvou lahvi. Buiiky v kultiva¢nich
lahvich byly nasledné uloZeny do termostatu a dale kultivovany pii 37 °C s 5% CO»

atmosférou. Pro nasledujici analyzy byly pouzity fibroblasty v pasazich 7-18.
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3.3.1.3 Sklizeni fibroblastd pro méreni kapacity mitochondridlniho energetického
metabolismu a aktivity pyruvatdehydrogenasového komplexu

Pro ticely KMEM byly kozni fibroblasty péstovany v étyfech 75cm? kultivacnich lahvich
z kazdé bunécné linie do asi 80% konfluence. Pro Ucely méteni aktivity PDHc byly
pouzity kultivované fibroblasty ze dvou 75cm? kultivaénich lahvi v konfluenci 90—
100 %. Procento konfluence bylo prubézné kontrolovano pod mikroskopem (Nikon
Eclipse Ti2-U). Po dosazeni vhodné konfluence bylo z kultivac¢nich lahvi prelito medium
do 50ml centrifuga¢ni zkumavky a kultivacni plocha byla oplachnuta 10 ml PBS. Poté
bylo k buikdm ptidano 1,5 ml 1% (w/v) roztoku T+E. Bunky byly trypsinizovany
v termostatu pii 37 °C po dobu 10 minut a nasledné byly rozsuspendovany v mediu, ve

kterém byly kultivovany a ptfeneseny do centrifugac¢ni zkumavky.

Poté byly bunky centrifugovany pii 4 °C se zrychlenim 350xg po dobu 5 min
(Centrifuga Hettich Universal 32R). Po centrifugaci byla peleta bunék rozsuspendovana
v 8 ml ledového PBS a centrifugovdna za stejnych podminek. Peleta bunc¢k pak byla
rozsuspendovana v 1 ml ledového PBS, pienesena do 1,5ml centrifugacni zkumavky a za
stejnych podminek centrifugovana. Po odsati PBS byla zjisténa hmotnost vlhké pelety
(Analytické vahy ABT 220-5DNM).

Pro ucely méfeni kapacity mitochondridlniho energetického metabolismu
(KMEM) byly buiiky po zvédzeni rozsuspendovany v novém ledovém PBS (200 pl
PBS/50 mg vlhké vahy pelety) a inkubovany s 0,1mM roztokem digitoninu (0,3 pl
roztoku digitoninu/1 mg vlhké vahy pelety) po dobu 30 minut pii 4 °C. Z tohoto vzorku
bylo pak 100 pl vyuzito na méfeni KMEM, 20 pul bylo odebrano na stanoveni koncentrace

proteinu dle Lowryho a 100 pl na stanoveni aktivity citratsyntasy.

3.3.1.4 Zmrazovani fibroblastd

Laminarni box byl pfedem vysvicen UV lampou po dobu minimalné¢ 30 minut. Bunky
napéstované do konfluence 80—100 % byly zmrazené dle nasledujiciho postupu. Médium
z kultivaéni lahve bylo pfelito do 15ml centrifugacni zkumavky, kultiva¢ni plocha byla
oplachnuta asi 10 ml PBS a k bunkdm byl pfidan 1% (w/v) roztok T+E o objemu 750 pl
do 25cm? lahve, resp. 1,5 ml do 75cm? lahve. Buiiky byly trypsinizovany v termostatu pri
37 °C a 5% CO; po dobu 10 minut. Nasledn¢ byly rozsuspendovany v mediu, ve kterém
byly kultivovany a pfeneseny do 15ml centifugacni zkumavky. Poté byly buiky
centrifugovany pii 20 °C se zrychlenim 350xg po dobu 5 min (Centrifuga Hettich
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Universal 32R). Po centrifugaci byl supernatant vylit do odpadu a peleta s buiikami byla
rozsuspendovana v 1,0 ml DMEM média s 10% DMSO. Bunécna suspenze pak byla
pienesena do zmrazovaci zkumavky, ktera byla vlozena do mraziciho boxu a spolu s nim
ulozena do —80 °C. Nasledujici den byly fibroblasty v kryozkumavce pifeneseny do
kontejneru s tekutym dusikem, kde byly dale skladovany.

3.3.2 Méfeni kapacity mitochondridlniho energetického metabolismu

Metoda méteni kapacity mitochondridlniho energetického metabolismu (KMEM) byla
pievzata z holandské laboratofe v Nijmegenu. Tuto metodu prvné publikoval doktor
Antoon J. M. Janssen v roku 2006 (cit.®®). Metoda byla vyvinuta pro analyzu metabolismu
bunék ze svalové biopsie. Pro ucely jeji aplikace na kozni fibroblasty byla metoda KMEM

optimalizovéana v Laboratofi pro studium mitochondrialnich poruch®.

3.3.2.1 Pfiprava inkubaci pro analyzu KMEM

Samotnému méfeni predchdzela piiprava pracovniho pufru pro KMEM (sloZeni
viz3.1.2.2) a jednotlivych inkubaci dle Tabulky 3.2 (str. 44). Inkubace bez
14C-znagenych substratl byly pfipraveny do alikvétd a skladovany v mrazicim boxu pii
—80 °C. Alikvoty znaCenych substratl byly pfipraveny v koncentraci 0,1 pCi/pl
a uskladnovany oddélené¢ v objemu 5 pl pii —80 °C. M¢éfeni kazdé bunécné linie bylo
provedeno v sérii 10 inkubaci obsahujicich *C-znageny pyruvat, malat nebo sukcinit.
Kromé znacenych substrati inkubace obsahovaly rizné donory a akceptory acetyl-CoA
a inhibitory Krebsova cyklu. Jednotlivé inkubace obsahuji sloZky o téchto koncentracich:
ImM pracovni pufr pro KMEM, 5mM MgCl, a dle inkubace [1-"*C]pyruvat,
[U-'*C]malat a [1,4-'*C]sukcinat, ImM pyruvat, ImM malat, ImM sukcinat, 2mM ADP,
SmM L-karnitin, 2uM CCCP, 40uM atraktylosid, SmM malonat, 2mM acetyl-karnitin
a2mM arsenit. Na regeneraci ADP pomoci kreatinkinasy byl do vSech reakci kromé

reakce €. 3 a 4 pfidan 20mM kreatin.
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Tabulka 3.2: SloZeni inkubaci pro méieni KMEM.

Inkubace Substrat
1 [1-'*C]pyruvat + malat + ADP
2 [1-'%C]pyruvat + karnitin + ADP
3 [1-'“C]pyruvat + malat (— ADP)
4 [1-1*C]pyruvat + malat (- ADP) + CCCP

4a [1-14C]pyruvat — karnitin + ADP

5 [1-'“C]pyruvat + malat + ADP + atraktylosid

6 [U-'*C]malat + pyruvat + malonat + ADP

7 [U-1*C]malat + acetylkarnitin + malonat + ADP
8 [U-'4C]malat + acetylkarnitin + arsenit + ADP
9 [1,4-1*C]sukcinat + acetylkarnitin + ADP

Vysvetlivky: ADP — adenosindifosfat, CCCP — karbonylkyanid-3-chlorofenylhydrazon

M¢teni KMEM probihalo ve 24 sklenénych vialkdch o objemu 2 ml (kazda
inkubace byla provedena v duplikétu). Pro kazdy znaceny substrat byl rovnéz pipetovan
blank s pridavkem PBS misto vzorku, celkem 4 lahvicky 2x pro reakce
s [1-"*C]pyruvétem, a po jedné pro reakce obsahujici [U-'*C]malat a [1,4-'*C]sukcinat.
Pied zacatkem meéteni byly alikvoty pro jednu sérii 10 inkubaci rozmraZeny na ledu
arozpipetovany po 35 pul do sklenénych lahvicek. Nésledné bylo do kazdé lahvicky
pfidano 10 pl pfislusného pracovniho roztoku znafeného substratu, piipraveného dle

nasledujici kapitoly.

3.3.2.2 Pfiprava pracovnich roztokd znacenych substrat pro analyzu KMEM

Kazdy ze znaCenych substrati byl rozmraZen na ledu a dale se postupovalo dle
Tabulky 3.3 (str. 45). Nejdiive byl zasobni roztok zna¢eného substratu nafedén 100mM
HCI a inkubovan (T7epaci vodni lazen typ 357, Elpin+) pii 37 °C po dobu 10 minut
(amplituda 4, rychlost michani 120 rpm). Inkubace zabezpecila vychytani samovzniklého
14C0,. Nasledné byl do roztoku piidan 20mM roztok Tris (pH 8,0) a v piipadé pracovniho
roztoku [1-"*C]pyruvatu navic 100mM roztok pyruvatu, ktery byl vzdycky &erstvé

pfipraven v den analyzy.
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Tabulka 3.3: SloZeni pracovnich roztokii znacenych substrdtii po analyzu KMEM.

[1-4C]pyruvat | [U-"*Clmalat | [1,4-'“C]sukcinait
zasobni roztok
3,5 2,0 24
ptislusného substratu (ul)

100mM HCI (ul) 13,92 8,0 9,6
100mM pyruvat (ul) 8,7 0 0
20mM Tris pH 8,0 (ul) 148 90 48
vysledny objem (pl) 174 100 60

3.3.2.3 Pribéh analyzy KMEM

VSechny reakce pro méteni KMEM byly provadény pii 37 °C (amplituda 4, rychlost
michani 120 rpm) v tfepaci vodni lazni (T7epaci vodni lazen typ 357, Elpin+)
v sklenénych vialkach o objemu 2 ml s vicky s filtraénim papirkem a gumovym septem.
Pred zacatkem méteni byl filtracni papir na vickach navlhéen 40 pl 1M NaOH pro jimani
COz vzniklého béhem reakce. Reakce byly startovany pfidanim 5 pl vzorku bunééné
suspenze s digitoninem (reakce 1-20) (piiprava viz 3.3.1.3.) nebo 5 ul PBS (reakce 21—
24). Reakce probihala po dobu 20 minut a byla zastavena ptidanim 50 pl 3M HClO4 pies
gumové septum pomoci mikrostiikacky Hamilton. Po skonceni vSech reakci byly
uzaviené lahvicky uskladnény v 4 °C po dobu 1 hodiny pro zachyceni veSkerého CO».
Poté byl filtracni papirek z vicka prenesen do scintila¢ni lahvicky se 3 ml roztoku BCS,
kde byl ponechan pies noc. Nésledujici den byla zméfena hodnota radioaktivity za
pomoci scintilaéniho analyzatoru (Beckman Coulter LS6500). V duplikatech byly take
zmé&feny aktivity pracovnich roztokl pyruvatu, malatu a sukcinatu o objemu 10 pl v 3 ml

roztoku BCS ke zjisténi hodnoty DPM na 1 nmol latky.

Na méfeni KMEM jedné bunééné linie bylo potteba 100 pl bunééného lyzatu.
Dalsich 120 pl bylo uskladnéno pii —80 °C na pozdé&jsi spektrofotometrické stanoveni
koncentrace proteinu dle Lowryho a aktivity citratsyntasy, které byly pouzity pro
normalizaci a vyhodnoceni méteni KMEM. Vysledky analyzy KMEM byly zpracovany
v programu Microsoft Excel a statisticky vyhodnoceny pomoci programu GraphPad
Prism. Na vyhodnoceni katalytické aktivity jednotlivych inkubaci byl pouzit vztah (3.1)

na nasledujici strané.
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Av

- _As
Agar = cororV’ 3.1
kde A4 je katalyticka aktivita inkubace (nmol-h'''mg™), A, je radioaktivita vzorku po
odeéteni radioaktivity blanku s PBS (DPM-20 min!), A, je radioaktivita substratu —

pyruvétu, malatu anebo sukcinatu (DPM-nmol'), ¥ je objem vzorku (5:10° ml), c,o¢ je

koncentrace proteinu v bunééném lyzatu (mg-ml?).

3.3.3 Stanoveni koncentrace proteinu podle Lowryho

Metoda stanoveni koncentrace proteinu pomoci Folinova reagens byla publikovana
vroce 1951 americkym biochemikem Lowrym®. Vzorek lyzatu fibroblasti o objemu
20 pul byl natedén 20 pl dH2O a dikladné rozsuspendovan. Poté bylo 5 pl natedéného
vzorku smichano se 195 ul dH»0O. VSechny vzorky byly pfipraveny v duplikatu. Nasledné
byly ptipraveny kalibraéni roztoky nafedénim zisobniho roztoku BSA (0,2 mg:ml?)

podle Tabulky 3.4. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny v duplikatu.

Tabulka 3.4: SloZeni kalibracnich roztokit pro stanoveni koncentrace proteinu dle Lowryho.

Zkumavka ¢. | Objem dH20 (ul) Objem zasobniho Mnozstvi BSA (ng)
roztoku BSA (ul)
1 175 25 5
2 150 50 10
3 125 75 15
4 100 100 20
5 75 125 25
6 200 0 0

Poté byl ptipraven roztok MIX smiSenim roztokd A, B a C (slozeni viz 3.1.2.2)
v poméru 48:1:1. Nejprve byly smichany roztoky B a C a pak k nim byl pfidan roztok A.
K analyzovanym 1 ke kalibracnim vzorkiim byl pfidan 1 ml roztoku MIX, vzorky byly
vortexovany a inkubovany 15 minut pfi pokojové teploté. Pak bylo ke vSem vzorkiim
ptidano 100 pl Cerstvé natedéného Folinova reagens (fedén dH>O v poméru 1:1). Roztoky
byly okamzité¢ vortexovany a ponechany stat 30 minut pfi laboratorni teploté. Poté byla
na spektrofotometru (Spektrofotometr UV-2401PC) zmétena absorbance vSech vzorkt pfi

700 nm. Na vypocet koncentrace proteinu ve vzorku, Cpro¢ (mg'ml™') byl pouzit vztah

(3.2) na nasledujici stran¢.
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Cprot = 2=, (3.2)

kde m je aritmeticky pramér obsahu proteinu ve vzorku zméten pomoci spektrofotometru

(mg-1072), ¥ je objem vzorku (5:107 ml).

3.3.4 Stanoveni aktivity citratsyntasy

Princip stanoveni aktivity citratsyntasy (CS) je zalozen na méieni absorpce —SH skupiny
volného CoA pomoci Ellmanova reagens (5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoat), DTNB). Tuto
metodu prvné popsal a publikoval P. A. Srere v roce 1969 (cit. °!). Merkaptidovy iont ma

silnou absorpci pii 412 nm, proto Ize tuto reakci sledovat pfi této vinové délce.

Ke 100 pl bunééného lyzatu bylo ptidano 10 ul 15% (w/v) laurylmaltosidu a smés
byla inkubovana na ledu po dobu 15 minut. Zbytky tkan¢ byly zcentrifugovany pfi
laboratorni teploté na stolni mikrocentrifuze (Centrifuga Hettich Mikro 200) pti 10 000xg
po dobu 3 minut. Supernatant byl pomoci automatické pipety prenesen do nové
mikrozkumavky a nasledné byla stanovena aktivita CS v 30 pl vzorku. Méteni kazdého
vzorku bylo provedeno v duplikatu. Reakéni smés pro zméteni pozadi obsahovala
0,1M Tris/HCI1 pH 8,1; 0,ImM DTNB a 0,5mM acetyl-CoA a 30 pl vzorku. Aktivita byla
zaznamenana na spektrofotometru (Spektrofotometr UV-2401PC) pii 412 nm, teploté
37 °C po dobu 120 sekund. Nésledné byl do smé&si pfidan 0,5mM oxalacetat, smés byla
promichéna a aktivita byla sledovdna za stejnych podminek jako pozadi. Specificka

aktivita citratsyntasy, SA (nmol'min"''mg™) byla vypoétena podle vztahu

SA = Wﬂ (3.3)

S'Cprot'l'sz’

kde AA je aritmeticky primér rozdilu aktivity a pozadi (min!), ¥ je objem reakéni smési
(1 ml), £ je molarni absorpéni koeficient (13,6 mM'-cm™), Cprot € koncentrace proteinu
(stanovena metodou dle Lowryho) (mg'ml™), [ je délka absorpéniho prosttedi (1 cm),

V- je objem vzorku (30-107 ml).

3.3.5 Analyza na pristroji Seahorse XFe24

Analyzator Seahorse Xfe24 (Agilent) se pouziva na méfeni metabolismu zivych bunék
v realném Case v 24jamkovém formatu. Analyzator mimo jiné umoziuje méfit dve funkce
bun&éného metabolismu — mitochondrialni respiraci®” a glykolytickou aktivitu”. B&éhem

jednoho cyklu mohou byt do kazdé jamky injikovany az ¢tyti riizné reagencie. Obvykle
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se pouzivaji: oligomycin (inhibitor FiFo,ATP syntasy), FCCP (karbonylkyanid-p-
trifluoromethoxyfenylhydrazon, tzv. protonofor, ktery umozni navrat protonit do matrix
mitochondrii), rotenon (inhibitor komplexu I syst¢ému OXPHOS), antimycin A (inhibitor
komplexu III systému OXPHOS) a 2-deoxy-D-glukosa (inhibitor glykolyzy).

Mitochondrialni respirace bunék se méti jako rychlost spotieby kysliku (OCR,
z angl. oxygen consumption rate) v zavislosti na Case (Obrazek 7). Hodnota OCR je
méfena v jednotkdch pmol'min’!. Pomoci injekénich portii se k buiikkdm postupné
pfidavaji modulatory respirace, které umoznuji stanovit zakladni parametry
mitochondrialni funkce: bazalni, maximalni a nemitochondridlni respiraci, respiraci

spojenou s ATP, protonovy unik a rezervni respiracni kapacitu.

Mitochondrialni respirace

Oligomycin FCCP Rotenon &
antimycin A

rezervni
respiracni
| kapacita
maximalni
respirace __

OCR (pmol/min)

bazélni \
| respirace

0 0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
cas (min)

Obrazek 7: Mitochondrialni respirace — priibéh zavislosti rychlosti spotreby kysliku (OCR)
buntkami na case. FCCP — karbonylkyanid-p-trifluoromethoxyfenylhydrazon. Prevzato
a upraveno podle **.

V prvni ¢asti méfeni je mozné zméfit bazalni respiraci, kterd predstavuje
energetické pozadavky bunék potiebné na udrZeni jejich fyziologické funkce. Po pfidani
inhibitoru ATP syntasy oligomycinu dojde k poklesu elektronového pritoku pres ETC,
coZ ma za nasledek sniZeni spotieby kysliku. Tento pokles v OCR ukazuje miru respirace
spojenou s ATP produkci a také zbyvajici respiraci, kterd s produkci ATP nesouvisi, tzv.
protonovy Unik. Druhym pfidanym modulatorem respirace je FCCP, ktery zpusobi
naruseni protonového gradientu a stimulaci ETC. Spotieba kysliku komplexem IV tak
dosdhne maximalni hodnoty. Hodnota OCR po pfidani FCCP umozni ur¢it 1 rezervni

respiracni kapacitu jako rozdil maximalni a bazalni respirace, kterd poukazuje na

48



schopnost bun¢k reagovat na zvySenou energetickou potiebu. Tietim piidavkem je smes

inhibitord rotenonu a antimycinu A, které umozni urcit miru nemitochondrialni respirace.

Glykolyticka funkce se méfi jako zavislost rychlosti extracelularni acidifikace
(ECAR, zangl. extracellular acidification rate) bunéného prostfedi na case
(Obrazek 8). Graf zobrazuje zmény pH v jednotkdach mpH-'min' (mili pH za minutu).
Ptidavkem rtznych reagencii béhem jednoho meéfeni lze urcit hodnoty glykolyzy,

glykolytické kapacity, neglykolytické kapacity a glykolytické rezervy.

Glykolyticka funkce
Glukosa Oligomycin  2-Deoxy-D-glukosa

45 i

glykolytickd
rezerva

glykolyticka
kapacita

ECAR (mpH/min)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
cas (min)

Obrazek 8: Glykolyticka funkce — priibeh zavislosti rychlosti extracelularni acidifikace (ECAR)
bunécného prostiedi na case. Prevzato a upraveno podle *°.

Méfeni se provadi v mediu bez glukosy a pyruvatu, aby bunky nevyuzivaly
glykolyzu. Hodnota ECAR za téchto podminek se oznacuje jako neglykolyticka
acidifikace. Prvni injikovanou reagencii je glukosa, kterou buiiky zacnou katabolizovat
na pyruvat, za souc¢asné produkce NADH, ATP, vody a protonid. ZvySeni koncentrace
protont v mediu vede ke zvyseni hodnoty ECAR, kterd ukazuje hodnotu glykolyzy za
bazalnich podminek. Druhou pfidanou reagencii je oligomycin, ktery inhibuje
mitochondrialni ATP produkci, a tim stimuluje glykolyzu na maximalni kapacitu. Rozdil
mezi glykolytickou kapacitou a mirou glykolyzy urcuje glykolytickou rezervu, ktera
odrazi schopnost bun€k reagovat na energetické pozadavky. Pokles ECAR po pfidani
kompetitivniho inhibitoru hexokinasy, 2-deoxy-D-glukosy potvrzuje, Ze naméfené

hodnoty ECAR béhem experimentu jsou zpisobené glykolyzou.
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3.3.5.1 Naseti bunék na 24jamkovou kultivaéni desti¢ku a hydratace kazety

Den pfed samotnym métfenim na piistroji Seahorse XFe24 (Agilent) byly bunky koznich
fibroblastl vysety na 24jamkovou kultivacni desticku (Seahorse cell culture microplate).
Pted vysetim bun¢k bylo do kazdé jamky desticky napipetovano 100 ul 0,01% (w/v) poly-
L-lysinu nafedéného ultracistou vodou (MilliQ-UV). Po 10 minutach byl roztok odsat do
odpadu a jamky byly dvakrat promyty 100 pl MilliQ-UV vody a vysuSeny. Do takto

pfipravenych jamek byla pipetovana bunécna suspenze, resp. DMEM medium jako blank.

Pro analyzu na ptistroji Seahorse byly pouzity kultivované kozni fibroblasty v asi
80% konfluenci z jedné 75cm? kultivaéni lahve. Kultivaéni medium bylo pielito do 15ml
centrifugacni zkumavky, buiiky byly oplachnuty 10 ml PBS a byl k nim napipetovan 1%
(w/v) roztok T+E o objemu 1,5 ml. Po 10minutové trypsinizaci pii 37 °C byly bunky
rozsuspendovany v mediu a pfepipetovany do zkumavky. Suspenze byla centrifugovana
pri 300xg, 25 °C, 5 min (Centrifuga Hettich Universal 32R). Z bunécné suspenze bylo
jesté pred centrifugaci odebrano 0,5 ml do mikrozkumavky na urceni po¢tu bunék pomoci
mikropipety (Scepter Handheld Automated Cell Counter). Supernatant byl ze zkumavky
odstranén a peleta byla rozsuspendovana v piefiltrovaném DMEM mediu o takovém
objemu, aby vyslednd koncentrace bun¢k byla 35 000 na 100 ul media v jedné jamce
kultivaéni desticky. Kazdd méfend bunécna linie byla naseta v pentaplikatech a Ctyfi
jamky obsahovaly 100 pl prefiltrovaného media bez bunck jako blank. Po 30 minutach
pfi laboratorni teploté bylo do vSech jamek napipetovano 150 pl kultivaéniho media. Po
30 minutach, kdy si uz bunky pfisedly na dno jamek, byla desticka vloZena do termostatu

(37 °C, 5% CO»), kde byla ponechana do dal$iho dne.

Po naseti bun€k byla hydratovana kazeta (Seahorse extracellular flux cartridge)
napipetovanim po 1 ml roztoku Seahorse XF Calibrant Solution pH 7,4 do kazdé jamky
spodni ¢asti kazety. Cela kazeta pak byla ponechana pies noc v termostatu bez CO» pii

37 °C.

3.3.5.2 Priprava reagencii pro analyzu na pfistroji Seahorse XFe24

Nasledujici den po naseti bun€k bylo ptipraveno 100 ml ¢erstvého media (D5030, 2mM
L-glutamin), kter¢ého pH bylo upraveno na hodnotu 7,40 pii 37 °C. Reagencie
v Tabulce 3.5 (str. 51) byly pfipraveny v zasobnich koncentracich, zamrazeny

a uskladiiovéany v alikvétech pfi teploté —20 °C. V den analyzy byly alikvoty pro jednu
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sérii méfeni rozmrazeny na ledu a nafedény Cerstvé pfipravenym médiem D5030 na

pracovni koncentraci dle Tabulky 3.5.

Tabulka 3.5: SloZeni roztokit reagencii pro analyzu na piistroji Seahorse XFe24.

Vysledna
. . . Koncentrace
. Objem media Objem . . koncentrace
Reagencie . zasobni .
D5030 reagencie . reagencie
reagencie .
v jamce
Glukosa 14 400 pl 600 ul 25M 10 mM
Oligomycin 1491 pl 9 ul 2,5 mM 1,5 uM
FCCP 3995, 2 ul 4,8 ul 5mM 0,6 uM
Rotenon 20 ul 2,5mM 2 uM
Antimycin A 2475l S5ul 5mM 1 uM
(pH 7,35)
2-Deoxy-D- 1,969 gve 12 ml M 100 mM
glukosa média

Vysvetlivky: FCCP — karbonylkyanid-p-trifluoromethoxyfenylhydrazon.

3.3.5.3 Pfiprava desticky a kazety pro analyzu na pfistroji Seahorse XFe24

Pred méfenim bylo buiitkam nasetym v kultiva¢ni desticce odebrano medium a jamky
byly dvakrat proplachnuty 1 ml Cerstvé pfipraveného media D5030 vyhtéatého na 37 °C.
Nésledné bylo do kazdé jamky ptidano 450 pl tohoto media a kultivacni desticka byla
inkubovéna 1 hodinu pii 37 °C bez CO; atmosféry.

Mezitim byly ptipravené reagencie (Tabulka 3.5) napipetovany do portil kazety
— 50 pl 100mM glukosy do portu A, 55 pl 15uM oligomycinu do portu B, 61 ul 6uM
FCCP do portu C, 67 pl roztoku 20uM rotenonu a 10uM antimycinu A v mediu
s 1M 2-deoxy-D-glusou. Kazeta pak byla vloZena do inkubatoru bez CO: atmosféry, kde
byla ponechdna 30 minut pti 37 °C. Pak byla podle instrukci firmy Agilent provedena
analyza na pfistroji Seahorse XFe24. Ziskana data byla analyzovdna v programu
Seahorse Wave 2.4 Software (Agilent), zpracovana v programu Microsoft Excel

a statisticky vyhodnocena pomoci programu GraphPad Prism.

3.3.6 Analyza ATP produkce pomoci luminiscence

Na analyzu ATP produkce byla pouZzita CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega)’® a GloMax-Multi+ luminometr (Promega). Tato luminiscenéni metoda slouzi
na kvantifikaci ATP vyprodukovaného buiikami, které jsou metabolicky aktivni. Tato

metoda vyuzivé vlastnost enzymu luciferazy (Obrazek 9, str. 52), kterd vytvaii stabilni
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luminiscen¢ni signal. Pouzitim reagentu, ktery se pfidd k zivym bunikdm nasetym
v 96jamkové mikrodesti¢ce, dojde k bunécné lyzi a k produkci luminiscen¢niho signéalu

umérného mnozstvi ATP.

(\)\
HO S N OH ) 0. S N o
7 lusiferasa 74 -
/> < + ATP + 0, — 0 />_< | +AMP+PP +CO,+ svétio
N S N S
luciferin oxyluciferin

Obrazek 9: Reakce katalyzovand luciferasou. Luciferasa katalyzuje monooxygenaci luciferinu

v pritomnosti Mg”*, ATP a molekuldrniho kysliku. Rovnice vytvorena podle *° v programu

ChemSketch (ACD/Labs).
3.3.6.1 Naseti bunék na 96jamkovou mikrodesticku

Den pted samotnym méfenim byly buiiky koZnich fibroblasti vysety na 96jamkovou
mikrodesticku (Promega). Pro analyzu byly pouzity kultivované kozni fibroblasty v 90—
100% konfluenci z jedné 25cm? kultivaéni lahve. Kultivaéni medium bylo prelito do
15ml centrifugacni zkumavky, buniky byly oplachnuty 5 ml PBS a byl k nim napipetovan
1% (w/v) roztok T+E o objemu 750 pl. Po 10minutové trypsinizaci pii 37 °C byly buniky
rozsuspendovany v mediu a pfepipetovany do zkumavky. Suspenze byla centrifugovana
pri 300xg, 25 °C, 5 min (Centrifuga Hettich Universal 32R). Z bunécné suspenze bylo
jesté pred centrifugaci odebrano 0,5 ml do mikrozkumavky na uréeni po¢tu bun¢k pomoci
mikropipety (Scepter Handheld Automated Cell Counter). Supernatant byl ze zkumavky
odstranén a peleta byla rozsuspendovéana v prefiltrovaném DMEM mediu o takovém
objemu, aby vysledna koncentrace byla 20 000 bun€k na 100 pl media v jedné jamce
mikrodesticky. Kazda bunécna linie byla naseta v tetraplikatech a Sest jamek obsahovalo
100 pl prefiltrovaného media bez bunék jako blank. Desti¢ka pak byla vloZena do
termostatu (37 °C, 5% CO»), kde byla ponechana do dalsiho dne.

3.3.6.2 Pfiprava ATP standardU pro vytvoreni kalibraéni krivky

Predem byl pfipraven 100mM zasobni roztok ATP v PBS, ktery byl uschovéan
v alikvotech po 50 pl pii —80 °C. Nasledujici den po naseti bun€k na mikrodesticku byl
jeden alikvot zdsobniho ATP rozmrazen a 100x nafedén roztokem PBS. Z tohoto 1mM
pracovniho roztoku ATP byly pfipraveny standardy pro kalibraci v koncentracich 10 uM;
S uM; 2,5 uM; 1,25 uM; 0,625 uM; 0,313 uM; 0,156 uM a 0 uM.
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3.3.6.3 Pfiprava mikrodesticky pro analyzu ATP produkce

Mikrodesticka s kultivovanymi fibroblasty byla vybrana z inkubatoru. Pomoci pipety
bylo odsato kultivacni medium a jamky byly dvakrat promyty 100 pl PBS. Nésledné bylo
do kazdé jamky ptidano presné¢ 100 pul PBS. Do volnych jamek bylo v triplikatech
napipetovano po 100 ul z kazdého ATP standardu.

Reagencie CellTiter-Glo® Buffer (pufr) a CellTiter-Glo® Substrate (substrat)
byly pfed pouzitim rozmrazeny a vytemperovany na laboratorni teplotu. Pufr o objemu
10 ml byl pfenesen do originalni lahvicky se substratem a roztok byl jemné promichan
pteklopenim. Multikandlovou pipetou bylo do kazdé jamky ptiddno 100 pl vzniklé
reagencie a pro indukci bunééné lyze byla desticka umisténa na tiepacku (77epacka
Biosan TS-100) po dobu 2 minut, pti 500 rpm. Po 10minutové inkubaci pfi laboratorni
teplot¢ pak byla na pfistroji GloMax-Multi+ [uminometr (Promega) zaznamenana
luminiscence. Vysledky analyzy ATP produkce byly zpracovany v programu Microsoft

Excel a statisticky vyhodnoceny pomoci programu GraphPad Prism.

3.3.7 Stanoveni katalytické aktivity pyruvatdehydrogenasového komplexu

Pyruvatdehydrogenasovy komplex (PDHc) katalyzuje oxidac¢ni dekarboxylaci pyruvétu.
Jeho katalytickou aktivitu lze stanovit s vyuZitim radioaktivné znaceného pyruvatu,

méfenim mnozstvi '*CO; jako vzniklého produktu reakce probihajici podle rovnice (3.4).

TPP, Mg”™

[1-"*C]pyruvat + CoA + NAD' 1*CO:+ acetyl-CoA + NADH + H' (3.4)

Zasobni roztoky pro stanoveni katalytické¢ aktivity PDHc (kromé roztoki
kofaktorl) byly pfedem pfipraveny a uchovavany pii 4 °C. Tyto roztoky byly ptred
pouzitim vytemperovany na laboratorni teplotu. Nejdiive byl pfipraven roztok SMES
podle Tabulky 3.6 Pak byly pfipraveny roztoky kofaktorti, vzdy Cerstvé v den analyzy.
Ty pak byly smichany do jednoho roztoku MIX KOFAKTORU (Tabulka 3.6, str. 54).
Roztoky byly pfipraveny v takovém mnoZzstvi, aby vystacily na méfeni kazdého vzorku

v tetraplikatech, v¢etné blanku.
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Tabulka 3.6: SloZeni roztokii pro stanoveni katalytické aktivity PDHc.

Zasobni . Koncentrace
. Objem pro 1 “
Reagencie koncentrace méFeni (u) v reakéni
(mM) B smési (mM)
Kpi 119 84,0 50
MgCl» 80 5,0 2
SMES DTT 40 5,0 1
K-oxalat 207 14,5 15
PBS 10,0
NAD" 50 8,0 2
MIX
. TPP 8 25,0 1
KOFAKTORU
CoA 16 3.8 0,3

Suspenze fibroblastl byla pfed méfenim rozmrazena na ledu a natedéna 300 pl
PBS. Z této suspenze pak bylo 10 pl odebrano pro stanoveni koncentrace proteinu dle
Lowryho (postup viz kapitola 3.3.3), které bylo provedeno nésledujici den. Idedlni

koncentrace proteinu pro stanoveni aktivity PDHc je u fibroblasta 1,25 az 3,75 mg/ml.

Reakce byly provadény pii 37 °C (amplituda 4, rychlost michani 120 rpm)
v ttepaci vodni lazni (T7epaci vodni ldazenn typ 357, Elpin+) v sklenénych vialkach
o objemu 2 ml s vicky s filtraénim papirkem a gumovym septem. Pro kazdy vzorek byly
pfipraveny Ctyfi vialky, stejné i pro blank. Do kazdé vialky bylo napipetovano 119 pl
reakéniho roztoku SMES, 36,8 ul roztoku MIX KOFAKTORU (dH,O v piipadé blanku)
a 40 ul vzorku. Vialky byly uzavieny vickem s filtraénim papirkem pfedem navlhé¢enym

20 ul 10% KOH pro jimani '*CO» vzniklého b&hem reakce.

Vialka s reak¢éni smési byla vlozena do vodni 1azn€ a ponechana preinkubovat

I minutu. Poté byl pomoci Hamiltonky pfes gumové septum pifidan roztok
[1-"*C]pyruvatu o objemu 5 pl a do 14zné byla vloZena dalii vialka na preinkubaci.
Reakce probihala po dobu 20 minut a byla zastavena pfidanim 50 ul 3M HCIOg4 pies
gumoveé septum pomoci mikrostiikacky Hamilton. Po skonceni vSech reakci byly
uzaviené lahvicky uskladnény v 4 °C po dobu 1 hodiny pro zachyceni veskerého COx.
Poté byl filtracni papirek z vicka pfenesen do scintila¢ni lahvicky se 3 ml roztoku BCS,
kde byl ponechan pfes noc. Nasledujici den byla zméfena hodnota radioaktivity za
pomoci scintilaéniho analyzatoru (Beckman Coulter LS6500). V duplikatech byla také

zméfena aktivita roztoku znacené¢ho pyruvatu o objemu 5 pl v 3 ml roztoku BCS ke
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zjisténi hodnoty DPM na 1 nmol latky. Katalyticka aktivita PDHc byla vypoctena podle

nasledujici rovnice:

Ay—Ap
ap't'mprot’

Agar = (3.5)

kde Aq: je katalyticka aktivita PDHc (nmol-min"'mg™), A, je specificka aktivita vzorku
(DPM), A, je specificka aktivita blanku (DPM), a,, je specificka aktivita pyruvatu

(DPM'nmol), t je inkubaé¢ni doba (t = 20 min), Mprot J€ MNOZstvi proteinu ve vzorku

(mg).
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4 Vlysledky
4.1 Analyza KMEM u pacientd s HN

Analyza KMEM byla provedena na kultivovanych koznich fibroblastech od 12 pacienti
s geneticky prokdazanou HN: 4 pacienti byli v asymptomatickém, 4 v cCasném
a4 v pokrocilém stadiu nemoci. Jako kontrola byly pouzity 4 linie fibroblasti od
zdravych osob. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v ptiloze (Tabulka 8.1 az 8.4, str. 78—
79).

V ptipadé pacientii v asymptomatickém stadiu HN pozorujeme mirné snizenou
oxidaci pyruvatu (inkubace 1-5, Obrazek 10). Toto sniZeni v§ak nedosahovalo statistické
vyznamnosti. Pacienti v pokrocilém stadiu HN vykazovali snizenou miru oxidace malatu
a sukcinatu (inkubace 6-9, Obrazek 11, str. 57), které vSak téz nebylo statisticky

vyznamné.

Pro blizsi charakterizaci poruch energetického metabolismu byly vyhodnoceny
poméry jednotlivych inkubaci. U pacientll v pokroc¢ilém stadiu HN byla snizend hodnota
poméru inkubaci 7/8, coz by mohlo indikovat poruchy enzymii Krebsova cyklu.
Nesignifikantn€ sniZzeny pomér 6/1 by mohl naznafovat poruchu syst¢ému OXPHOS
u pacientll v ¢asném a pokrocilém stadiu HN (Obrazek 12, str. 57).
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Obrizek 10: Rychlost oxidace [1-'*Clpyruvitu normalizovand na mnoZistvi proteinu
vinkubacich 1-5 naméienda ve fibroblastech pacientit v asymptomatickém, Ccasném
a pokrociléem stadiu HN a u kontrol. V kazdé skupiné byly analyzoviny vzorky odebrané od
4 osob.

Slozeni inkubaci: 1 [1-"*C]pyruvat + malat + ADP, 2 [1-"*C]pyruvat + karnitin + ADP, 3 [I-
“Clpyruvat + malat (- ADP), 4 [1-"*C]pyruvat + malat (- ADP) + CCCP, 4a [1-"*C]pyruvat —
karnitin + ADP. 5 [1-"*C]pyruvdt + malat + ADP + atraktylosid. Primdrni data jsou uvedena
v priloze, Tabulka 8.1 (str. 78) a 8.3 (str. 79).
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Obrdzek 11: Rychlost oxidace [U-"Clmaldtu a [1,4-" C]sukcindtu normalizovand na mnozstvi
proteinu v inkubacich 6-9 naméiend ve fibroblastech pacientii v asymptomatickém, ¢asném
a pokrocilém stadiu HN a kontrol. V kazdé skupiné byly analyzovany vzorky odebrané od 4 osob.
Slozeni inkubaci: 6 [U-"*CJmalat + pyruvat + malondt + ADP, 7 [U-"*C]malat + acetylkarnitin
+ malondt + ADP, 8 [U-"*CJmalat + acetylkarnitin + arsenit + ADP, 9 [1,4-"*C]sukcinat +
acetylkarnitin + ADP. Primarni data jsou uvedena v priloze, Tabulka 8.1 (str. 78) a 8.3 (str. 79).
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Obrazek 12: Poméry jednotlivych inkubaci analyzy KMEM naméiené ve fibroblastech pacienti
v asymptomatickém, casném a pokrocilém stadiu HN a kontrol. V kazdé skupine byly
analyzovany vzorky odebrané od 4 osob. Statisticka analyza byla provedena pouzitim ANOVA
testu s Tukeyho testem vicendsobného porovnani (*P<0,05).

Slozeni inkubaci: 1 [1-"*C]pyruvat + malat + ADP, 2 [1-"*C]pyruvit + karnitin + ADP,
3 [1-"*C]pyruvat + malat (- ADP), 4 [1-"*C]pyruvat + malat (- ADP) + CCCP, 5 [1-"*C]pyruvat
+ malat + ADP + atraktylosid.6 [U-"*C]maldt + pyruvat + malondt + ADP, 7 [U-"*CJmalat +
acetylkarnitin + malonat + ADP, 8 [U-""CJmaldt + acetylkarnitin + arsenit + ADP. Primdrni
data jsou uvedena v priloze, Tabulka 8.2(str. 78) a 8.4 (str. 79).
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4.2 Analyza na pristroji Seahorse XFe24

Pro analyzu respirace bun¢k na ptistroji Seahorse XFe24 (Agilent) byly pouzity dvé¢ linie
kultivovanych koznich fibroblastli z kazdé skupiny pacienti s HN a tfi linie od zdravych
osob. Vzorky byly méfeny v pentaplikatech. Naméfené hodnoty jsou uvedeny piiloze
(Tabulka 8.5 a 8.6, str. 80). Z analyzy respirace bun¢k byly ziskany grafy zavislosti OCR
a ECAR na case. Pro ukéazku jsou nize znazornéné kiivky zéavislosti OCR na cCase
u pacienta P11 v pokrocilém stadiu HN a kontroly K2 (Obrazek 13) a zavislosti ECAR

na ¢ase u pacienta P7 v ¢asném stadiu HN a kontroly K4 (Obrazek 14).
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Obrazek 13: Mira spotieby kysliku (OCR) burikami kultivovanych koZnich fibroblastii od
pacienta v pokrocilém stadiu HN (P3) a kontroly (K2). Krivky byly ziskané v programu Wave 2.4
pri analyze na pristroji Seahorse XFe24. Glucose — pridavek 10mM glukosy, omy — pridavek
1,5uM oligomycinu, Fc6 — pridavek 0,6uM karbonylkyanid-p-trifluoromethoxyfenylhydrazonu,
r/aA — pridavek 2uM rotenonu, 1uM antimycinu A a 100mM 2-deoxy-D-glukosy.
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Obrazek 14: Mira extraceluldarni acidifikace prostiedi (ECAR) burikami kultivovanych koZnich
fibroblastii od pacienta v casném stadiu HN (P7) a kontroly (K4). Krivky byly ziskané
v programu Wave 2.4 pri analyze na pristroji Seahorse XFe24. Glucose — pridavek 10mM
glukosy, omy — pridavek 1,5uM oligomycinu, Fc6 — pridavek 0,6uM karbonylkyanid-p-
trifluoromethoxyfenylhydrazonu, v/aA — pridavek 2uM rotenonu, 1uM antimycinu A a 100mM 2-
deoxy-D-glukosy.
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Data ziskand méfenim miry spotfeby kysliku bun¢k na pftistroji Seahorse XFe24
byla vyhodnocena a byly znich vypocteny ndasledujici parametry mitochondridlni
respirace: bazalni respirace, bazalni respirace s glukosou, protonovy unik, maximalni
respirace a mira ATP produkce (Obrazek 15). Kvantifikace ziskanych dat odhalila
zvySeni maximalni respirace u pacientli v asymptomatickém a ¢asném obdobi HN ve
srovnani s kontrolami. Pacienti v pokrocilém stadiu HN méli snizenou bazalni respiraci,

bazalni respirace s glukosou, maximalni respiraci i ATP produkci.
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Obrazek 15: Parametry mitochondridlni respirace fibroblastii pacientit s HN a kontrol méiené
na pristroji Seahorse XFe24. Statisticka analyza byla provedena pouzitim ANOVA testu
s Tukeyho testem vicendasobného porovnani (*P<0.05, ****P<0.0001). n — pocet analyzovanych
vzorkit v dané skupine. Primarni data jsou uvedena v priloze, Tabulka 8.5 (str. 80).

Parametry glykolytické aktivity fibroblasti pacienti s HN a kontrol byly
analyzovany zhodnot ECAR, méfené¢ simultinné¢ s OCR. Vyhodnoceny byly tyto
parametry: glykolyza, glykolyticka kapacita a glykolytické rezerva bun¢k (Obrazek 16,
str. 60). Kvantifikace ziskanych dat neodhalila Zadné signifikantné rozdily v glykolytické
aktivité fibroblastli pacienti a kontrol.
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Obrazek 16: Parametry glykolytické aktivity fibroblastit pacientit s HN a kontrol méiené na
pristroji Seahorse XFe24. n — pocet analyzovanych vzorku v dané skupiné. Primdrni data jsou
uvedena v priloze, Tabulka 8.6 (str. 80).

4.3 Analyza ATP produkce pomoci luminiscence

Na luminometru GloMax-Multi+ (Promega) byla analyzovédna mira ATP produkce
koznich fibroblasti od 12 pacienti s HN: 4 pacienti byly v asymptomatickém, 4 v ¢asném
a 4 v pokrocilém stadiu nemoci. Jako kontrola byly pouzity 4 linie fibroblasti od
zdravych osob. Kazda bunécna linie byla méfena v tetraplikatech na ctyfech riznych
96jamkovych mikrodestickach. Ziskané hodnoty mnozstvi ATP jsou uvedeny v ptiloze

(Tabulka 8.7, str. 80).

Ziskané hodnoty luminiscence byly pfepocteny na mnoZzstvi ATP podle kalibracni
kiivky zvlast pro kazdou mikrodesticku (Obrazek 17, str. 61). Ziskand data byla
zpracovana, pro kazdou skupinu pacientil zprimérovana a vztaZzena k primérné hodnoté
mnozstvi ATP kontrol, kterd v grafu (Obrazek 18, str. 61) reprezentuje 100 %. Mezi
skupinami pacientli a kontrolami nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily v ATP

produkci.
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Obrazek 17: Kalibracni kiivka pro analyzu ATP produkce: zavislost luminiscence na mnoZstvi
ATP. RLU — relativni svételné jednotky (z angl. relative light units).
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Obrazek 18: Mira ATP produkce méiend v koZnich fibroblastech pacientit s HN a kontrol na
luminometru GloMax-Multi+ (Promega). Hodnota 100 % na ose x predstavuje priimérné
mnozstvi ATP vyprodukované buiikami kontrol. N=16. Primdrni data jsou uvedena v priloze,

Tabulka 8.7 (str. 80).
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4.4 Stanoveni katalytické aktivity pyruvatdehydrogenasového komplexu

Katalyticka aktivita PDHc byla stanovena méfenim radioaktivniho '*COa, jako produktu
vzniklého z [1-"*C]pyruvatu. Analyzovany byly vzorky fibroblasti od dvou kontrol (K1,
K2) a od péti pacientii (P3, P4, P9, P10, P11). Katalyticka aktivita PDHc ve fibroblastech
zbylych kontrol (K3, K4) a pacientt (P1, P2, P5, P6, P7, P8, P12) byla stanovena
pracovnikem laboratofe pfed tfemi lety. Primarni data jsou uvedena v pfiloze (Tabulka
8.8 a 8.9, str. 81). Vysledky ze stanoveni byly navzajem porovnany mezi jednotlivymi
skupinami pacientd (asymptomaticti, ¢asni, pokrocili) a kontrolni skupinou. Nebyly
pozorovany zadné signifikantni rozdily v katalytické aktivit¢ PDHc v analyzovaném

souboru (Obrazek 19).
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Obrazek 19: Katalyticka aktivita pyruvdtdehydrogenasového komplexu (PDHc) méiend
v koZnich fibroblastech pacientit s HN a kontrol. V kazdé skupiné byly méreny 4 bunécné linie,
kazda v tetraplikatu, N = 4. Primarni data jsou uvedena v priloze, Tabulka 8.8 a 8.9 (str. 81).

Korelace naméfenych dat s klinickymi parametry neukédzala zZadné vyznamné
rozdily a trendy. Katalytickou aktivitu PDHc jsme u pacientt korelovali s délkou trvani
nemoci. Porovnavali jsme i skupinu pacientii s TFC hodnotou 13 oproti pacientim s TFC

méné nez 13. V naSem analyzovaném souboru nebyly nalezeny zadné korelace.
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5 Diskuze

Huntingtonova nemoc je zavazné onemocnéni, které je doposud nelécitelné. Stejné jako
jiné neurodegenerativni onemocnéni, i HN doprovazi mitochondridlni poskozeni
v neuronalnich a perifernich tkanich. Poskozeni mitochondrialni funkce bylo potvrzeno
na zvifecich 1 bunéénych modelech HN. U symptomatickych pacientti byl prokazan
pokles mitochondridlniho energetického metabolismu, snizena aktivita komplexa

dychaciho fetézce a strukturni poskozeni mitochondrii?"”°.

Nastupu prvnich symptomt HN ptfedchazi 15-20leté presymptomatické obdobi.
Na presymptomatickych transgennich ov¢ich modelech HN bylo nalezeno nékolik
metabolitii, véetné sfingolipidii, biogennich amint, aminokyselin a mocoviny, jejichz
hladiny byly zvySeny, resp. sniZeny ve srovnani s kontrolami. Zmény vykazovaly
1 vétvené aminokyseliny (valin, leucin, izoleucin), které byly uz diive identifikovany jako
potencidlni biomarkery HN. Hladiny biomarkeri byly stanovovany v plazmé, coz
otevielo nové neinvazivni moznosti pro monitorovani progrese onemocnéni jesté pred
nastupem prvnich symptomi u pacienti s HN%®, Valna vétsina dosud publikovanych
studii se vénuje charakterizaci bunééného metabolismu u symptomatickych pacienti. Pro
objasnéni metabolickych zmén v pribéhu HN a nalezeni vhodnych biomarkerd pro
sledovani progrese této choroby je vSak potieba sledovat tyto zmény uz

v obdobi presymptomatickém.

Ptredkladana prace se vénuje charakterizaci energetického metabolismu a jeho
zmén u pacientl ve tfech riznych stadiich HN: asymptomatickém, Casném a pokrocilém.
Na analyzu byly zvoleny kultivované kozni fibroblasty jako snadno dostupny
a kultivovatelny materidl. Zjisténé rozdily v metabolismu by mohly vést k objasnéni
patobiochemickych mechanismil rozvoje této smrtelné nemoci, a také pfipravit podminky

pro nalezeni potencialni terapie.

Prvni metodou pouZitou pro charakterizaci mitochondridlniho metabolismu byla
analyza KMEM. V rychlostech oxidace pyruvatu (Obrazek 10, str. 56) nepozorujeme
zadné signifikantni rozdily mezi analyzovanymi skupinami pacientii a kontrolni
skupinou. Staticky vyznamné nebyly ani rozdily v rychlostech oxidace malatu a sukcinatu
(Obrazek 11, str. 57) mezi pacienty a kontrolami. V inkubacich 6-9 vSak pievlada
podobny trend, kdy pacienti v pokroc¢ilém staddiu HN maji nizs$i hodnoty rychlosti oxidace

téchto substratl ve srovnani s kontrolami, coz by mohlo naznacovat mitochondridlni
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deficit v této skupiné pacienti. U vSech analyzovanych skupin je pomérné velka
biologicka variabilita, proto by pro ziskani pfesné€jSich vysledka bylo potifeba mit Sirsi

soubor pacientl a kontrol.

U pacientli v pokrocilém stadiu HN byl ve srovnani s pacienty v ¢asném stadiu
detekovan snizeny pomér inkubaci 7/8 (Obrazek 12, str. 57). Snizeni tohoto poméru by
mohlo indikovat poruchy Krebsova cyklu. Nesignifikantné byla zménéna i hodnota
poméru inkubaci 6/1, kterd klesala s progresi onemocnéni. To by mohlo naznacovat

poruchy systému OXPHOS u pacienttl v pokroc¢ilém stadiu HN.

Dosud bylo publikovdno mnoho studii popisujicich defekty energetického
metabolismu u pacienti s HN. Uz v roce 1974 byl pozorovan deficit komplexu II,
spole¢ného enzymu Krebsova cyklu a systému OXPHOS, v mozku pacientii s HN?’.
Pozdé&jsi studie toto zjisténi potvrdily a zaznamenaly téZ pokles v aktivité¢ komplexu III
a komplexu IV*®%. Na R6/2 mys$im modelu byl potvrzen signifikantni defekt akonitasy,
enzymu, ktery je soucasti Krebsova cyklu'®. Studie na transgennich mysich modelech
v presymptomatickém obdobi v§ak neodhalila Zadné poruchy aktivity mitochondrialnich

komplext I-1V, coz koreluje s nasimi vysledky'!.

Poruchy Krebsova cyklu a systému OXPHOS u pacientli v pokroc¢ilém stadiu HN
by mohly byt pfi¢inou zvySené mitochondrialni fragmentace popisované u HN. C. Lopes
a kol. zjistili, Ze heterozygotni lidské indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSCs,
z angl. induced pluripotent stem cells) a z nich derivované neurondlni kmenové bunky
(NSCs, zangl. neural stem cells) srozSitfenym poCtem CAG repetic uvoliuji
mitochondrialni proteiny Krebsova cyklu (PDHc, CS) a syst¢tmu OXPHOS (komplex I,
IIT a IV) v exozomech. Toto zvySené exozomadlni uvoliiovani metabolickych enzymu

naznacuje proces, pii kterém se mitochondrie u pacientti s HN stavaji nefunkénimi'®2,

Pracovnici v Laboratofi  pro  studium  mitochondridlnich  poruch
spektrofotometricky stanovili aktivity vybranych komplexi systému OXPHOS
(komplex I, IT a IV) a citratsyntasy ve fibroblastech analyzovaného souboru pacientl
s HN a kontrol. Jak je patrné z grafii (Obrazek 20, str. 65), mezi jednotlivymi skupinami
pacienti a kontrolni skupinou nepozorujeme zadné rozdily v hodnotach aktivit
analyzovanych enzymi. Hodnoty jsou v rdmci skupin pomérné hodné variabilni, proto

by pro ziskani piesnéjsich vysledkii bylo potfeba analyzovat SirSi soubor pacientt.
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Obrazek 20: Aktivity vybranych komplexit systéemu OXPHOS a citratsyntasy stanovené
spektrofotometricky ve fibroblastech pacientii v riznych fazich rozvoje HN a kontrol. N = 4.
Vysvétlivky: COX — cytochrom c¢ oxidasa (komplex 1V), CS — citrdtsyntasa, NQR —
NADH :ubichinon oxidoreduktasa (komplex 1), SDH — sukcinatdehydrogenasa (komplex II).
Primarni data jsou uvedena v priloze, Tabulka 8.10 (str. 82). Data byla ziskana ve spolupraci
s pracovniky Laboratore pro studium mitochondrialnich poruch.

Vétsina doposud provedenych studii zaznamenala pokles aktivity komplexu I1°7

a komplexu IV

u pacientli v pokro€ilém stadiu HN. Tyto studie vSak byly provadény
na buikach izolovanych z mozkl pacientl, kde mize byt defekt téchto enzymu
vyrazn€j$i. Kozni fibroblasty jakoZto periferni tkan s nizkou energetickou naro¢nosti
nemusi mit deficit komplext II a IV systému OXPHOS tak vyrazny. Analyza aktivity
komplexit syst¢tmu OXPHOS neodhalila Zadné abnormality u transgennich mysi
v asymptomatickém a ¢asném obdobi HN'!. Co se ty¢e komplexu I, jeho aktivita byla
nezménéna v bazalnich gangliich pacienti s HN?®| coz je v souhlasu s vysledky nasi
analyzy na fibroblastech. Aktivita citratsyntasy byla nezménéna i v mitochondridlni

frakci iPSCs a NSCs s rozsitenym poétem CAG repetic!??, coz je taktéZ v souladu

s nasimi vysledky.

Analyza aktivity PDHc ve fibroblastech pacienti s HN neodhalila Zadné

signifikantni rozdily ve srovnani s kontrolni skupinou (Obrazek 19, str. 62). Jedna ze
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studii pod vedenim S. Sorbi, ktera zkoumala aktivitu PDHc v mozku (v oblasti caudate
a putamen) pacientl s HN, zaznamenala snizenou aktivitu tohoto enzymového
komplexu. V té samé studii vSak analyza katalytické aktivity PDHc ve fibroblastech
pacientti s HN neodhalila 74dné abnormality®®. Pfedpokladame, Ze deficience PDHc
muze hrat roli v patofyziologii HN, nelze ji vSak zachytit v periferni tkani jakou jsou

kozni fibroblasty.

Analyza mitochondrialni respirace bunék méfend na prtistroji Seahorse XFe24
(Aglient) odhalila, Ze pacienti v asymptomatickém a ¢asném stadiu HN maji zvySenou
maximalni respiraci oproti kontrolni skupiné (Obrazek 15, str. 59). To naznacuje, ze
v pocatku rozvoje nemoci dochédzi k aktivaci procest, které vedou ke zvySenému
energetickému metabolismu. Bliz$i charakterizace toho, o jaké procesy se jednd, vyZaduje
dalsi studie. Domnivame se vSak, ze vys§i mitochondrialni respirace odrazi kompenzacni
mechanismus pro vyrovnani se s HN a jejimi dusledky. Zachovani tohoto stavu
kompenzace by mohlo byt cilem pro prevenci nebo oddaleni piechodu

z presymptomatického do symptomatického stadia HN.

Pacienti v pokroc¢ilém stadiu HN maji oproti kontrolni skupiné¢ snizenou bazalni
respiraci, bazalni respiraci s glukosou, maximalni respiraci i ATP produkci (Obrazek 15,
str. 59). Snizeni hodnot téchto parametri mitochondridlni respirace mtlize byt disledkem
poSkozeni mitochondridlni membrany ¢i sniZzeného membranového potencialu.
Mitochondrie pacientli v pokro€ilém staddiu HN jsou tedy méné zavislé od systému
OXPHOS a ve srovnani s kontrolami maji niz$i biometabolickou rezervu v podminkach
zvySené potieby ATP. SniZeni bazalni, maximalni respirace a ATP produkce bylo
potvrzeno 1 ve vySe zminéné studii na heterozygotnich lidskych 1PSCs s rozsifenym
poctem CAG repetic. K jesté vyraznéjSimu poklesu hodnot téchto parametrii

mitochondrialni respirace do$lo po neuralni diferenciaci bunék'?,

Analyza glykolytické aktivity na iPSCs a NSCs jako bunécnych modelech HN
odhalila zvySeni bazalni hladiny ECAR a glykolytické kapacity stanovené po piidani
glukosy. Tyto vysledky naznacuji, Ze mozkové bunky jsou méné zavislé na systému
OXPHOS a vice vyuzivaji glykolyzu!®. Zvyseni glykolytické kapacity se vsak
nepotvrdilo v nasi analyze na fibroblastech pacienti s HN. Ve zkoumanych parametrech
glykolytické aktivity fibroblast analyzovanych pacientl a kontrol nebyly zaznamenany

zadné rozdily (Obrazek 16, str. 60). Ke stejnym vysledkiim dosp€la i naSe predchozi
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studie na fibroblastech pacientll s rozvinutou HN'%, Nezménéna glykolyticka aktivita ve
fibroblastech pacientl téz koreluje se studii na mysim modelu YAC128, ktery exprimuje
mHTT s polyQ sekvenci obsahujici 128 glutaminii. Autofi této studie analyzovali na
pristroji Seahorse Xfe24 glykolytickou aktivitu kortikdlnich a striatdlnich neurona
mysiho modelu HN a porovnavali ji s WT (wild type) mySim modelem. Glykolyticka

aktivita my$i YAC128 se ve srovnini s WT mysi nezménila'%,

Analyza ATP produkce méfend na luminometru GloMax-Multi+ (Promega)
neodhalila ve fibroblastech zkoumaného souboru pacientii signifikantni rozdily v hladiné
ATP (Obrazek 18, str. 61). Tyto vysledky jsou ve shodé se studii na synaptickych
1 nesynaptickych mitochondriich izolovanych z mozkl a striatdlnich neuroni mysSiho
modelu YAC128, kde nebyly zjistény zddné rozdily v hladinach ATP a ADP ve srovnani
s WT modelem!®. Jin4 studie na striatdlnich neuronech exprimujicich mHTT vsak
dospéla k odlisnym vysledkim. ATP produkce stejné¢ jako mitochondridlni respirace

v této tkani byla signifikantné porusena'®.

Analyza mitochondrialniho energetického metabolismu na koznich fibroblastech
pacienti s HN v predkladané praci ptinesla nékolik vyznamnych zjisténi. Pacienti
v aspymptomatickém a ¢asném obdobi nemoci vykazovali zvySenou maximalni
respiraci, coZ by mohlo znamenat, Ze u nich dochazi k aktivaci procest, které¢ vedou
k stimulaci energetického metabolismu. Pacienti v pokro¢ilém stadiu HN naopak méli
snizenou maximalni i bazalni respiraci. Ziskané vysledky téz poukazovaly na poruchy
Krebsova cyklu a systtmu OXPHOS v této skupiné pacientli, coz je ve shod¢
s publikovanymi studiemi®’ 1%, Lze tedy fict, Ze s postupnou progresi onemocnéni se
objevuji poruchy na trovni mitochondridlni respirace. ATP produkce, katalyticka aktivita
PDHc a glykolyticka aktivita koznich fibroblastli v analyzovanych skupinach pacientt
vSak zlistava neporusena. Pro ziskani piesnéjSich vysledki jsou pottebné dalsi studie na

SirSim souboru pacientil a kontrol.
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6 Zaver

V této diplomové praci byl paletou funkénich metod analyzovan mitochondridlni
energeticky metabolismus  fibroblastii pacienti v asymptomatickém, Casném
a pokroc¢ilém stddiu Huntingtonovy nemoci. Cile diplomové prace byly splnény, coz

potvrzuji ziskané vysledky:

e Metoda kapacity mitochondridlniho energetického metabolismu (KMEM)
odhalila poruchy Krebsova cyklu a systému oxida¢ni fosforylace u pacienti
v pokrocilém stadiu HN.

e Analyza mitochondridlni respirace (Seahorse) odhalila u pacientil
v asymptomatickém a ¢asném obdobi HN zvySenou maximalni respiraci. Pacienti
v pokrocilém stadiu HN méli snizenou bazadlni 1 maximalni respiraci.
V glykolytické aktivité¢ bunék nebyly zjiStény signifikantni rozdily.

e Mira ATP produkce méfend pomoci luminiscence se mezi jednotlivymi skupinami
pacientt a kontrol nelisila.

o Katalyticka aktivita pyruvatdehydrogenasového komplexu mezi skupinami
pacientll a kontrolni skupinou nevykazovala signifikantni rozdily.

e Ziskana data byla korelovana s aktivitami jednotlivych komplexi OXPHOS
a klinickymi daty. Nebyly nalezeny z4dné rozdily ¢i trendy.

Vysledky této prace jsou zdkladem pro dal$i vyzkum mitochondridlni role
u Huntingtonovy nemoci na $ir§im souboru vzorkl a na jinych typech neinvazivniho

biologického materialu.

68



7 Seznam pouzité literatury

1.

10.

11.

Novak, M. J. U.; Tabrizi, S. J.: Huntington’s Disease: Clinical Presentation and
Treatment. Int Rev Neurobiol. 98, 297-323 (2011).

Harper, P. S.: The epidemiology of Huntington’s disease. Hum Genet. 89:4, 365—
376 (1992).

Bates G. P.; Dorsey R.; Gusella J. F.; Hayden M. R.; Kay C.; Leavitt B. R.; Nance
M.; Ross C. A.; Scahill R. I.; Wetzel R.; Wild E. J.; Tabrizi S. J.: Huntington
disease. Nat Rev Dis Primers 1:15005, (2015).

The Huntington's Disease Collaborative Research Group. A novel gene containing
a trinucleotide repeat that is expanded and unstable on Huntington’s disease
chromosomes. Cell 72:6, 971-983 (1993).

Rubinsztein D.C.; Leggo J.; Coles R.; Almqvist E.; Biancalana V.; Cassiman J. J.;
Chotai K.; Connarty M.; Crauford D.; Curtis A.; Curtis D.; Davidson M. J.; Differ
A.M.; Dode C.; Dodge A.; Frontali M.; Ranen N. G.; Stine O. C.; Sherr M.; Abbott
M. H.; Franz M. L.; Graham C. A.; Harper P. S.; Hedreen J. C.; Hayden M. R.; et
al.: Phenotypic characterization of individuals with 30-40 CAG repeats in the
Huntington disease (HD) gene reveals HD cases with 36 repeats and apparently
normal elderly individuals with 36-39 repeats. Am J Hum Genet. 59:1, 16-22
(1996).

McColgan, P.; Tabrizi, S. J.: Huntington’s disease: a clinical review. Eur J Neurol.
25:1,24-34 (2018).

Almgvist, E. W.; Elterman, D. S.; MacLeod, P. M.; Hayden, M. R.: High incidence
rate and absent family histories in one quarter of patients newly diagnosed with
Huntington disease in British Columbia. Clin Genet. 60:3, 198-205 (2001).

Duyao, M.; Ambrose, C.; Myers, R.; Novelletto, A.; Persichetti, F.; Frontali, M.;
Folstein, S.; Ross, C.; Franz, M.; Abbott, M.; et al.: Trinucleotide repeat length
instability and age of onset in Huntington’s disease. Nat Genet. 4:4, 387-392
(1993).

Telenius, H.; Kremer, B.; Goldberg, Y. P.; Theilmann, J.; Andrew, S. E.; Zeisler, J.;
Adam, S.; Greenberg, C.; Ives, E. J.; Clarke, L. A.; Hayden M. R.: Somatic and
gonadal mosaicism of the Huntington disease gene CAG repeat in brain and sperm.
Nat Genet. 6:4,409—414 (1994).

Nance, M. A.; Myers, R. H.: Juvenile onset Huntington’s disease — Clinical and
research perspectives. Ment Retard Dev Disabil Res Rev. 7:3, 153—-157 (2001).

Roos, R. A.: Huntington’s disease: A clinical review. Orphanet J Rare Dis. 5:40
(2010).

69



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Huntington Study Group. Unified Huntington’s Disease Rating Scale: reliability
and consistency. Mov Disord. 11, 136—142 (1996).

Papoutsi, M.; Labuschagne, 1.; Tabrizi, S. J.; Stout, J. C.: The cognitive burden in
Huntington’s disease: pathology, phenotype, and mechanisms of compensation.
Mov Disord. 29:5, 673—683 (2014).

Nance, M. A.: Genetic testing of children at risk for Huntington’s disease. US
Huntington Disease Genetic Testing Group. Neurology 49:4, 1048—1053 (1997).

Shoulson, I.; Fahn, S.: Huntington disease: clinical care and evaluation. Neurology
29:1, 1-3 (1979).

Marder, K.; Zhao, H.; Myers, R. H.; Cudkowicz, M.; Kayson, E.; Kieburtz, K.;
Orme, C.; Paulsen, J.; Penney, J. B.; Siemers, E.; Shoulson, I.: Rate of functional
decline in Huntington’s disease. Huntington Study Group. Neurology 54:2, 452—
458 (2000).

Stoker, T. B.; Mason, S. L.; Greenland, J. C.; Holden, S. T.; Santini, H.; Barker, R.
A.: Huntington’s disease: diagnosis and management. Pract Neurol. 22:1, 3241
(2022).

Townhill, J.; McLean, T.: Update: Clinical Trial Developments. EHDN News 51,
9-10 (2024).

Kremer, B.; Goldberg, P.; Andrew, S. E.; Theilmann, J.; Telenius, H.; Zeisler, J.;
Squitieri, F.; Lin, B.; Bassett, A.; Almqvist, E.; Bird T. D.; Hayden M.R.: A
worldwide study of the Huntington’s disease mutation. The sensitivity and
specificity of measuring CAG repeats. N Engl J Med. 330:20, 1401-1406 (1994).

Saudou, F.; Humbert, S.: The Biology of Huntingtin. Neuron 89:5, 910-926
(2016).

Zheng, Z.; Diamond, M. 1.: Huntington Disease and the Huntingtin Protein. Prog
Mol Biol Transl Sci. 107, 189-214 (2012).

Williams, A. J.; Paulson, H. L.: Polyglutamine neurodegeneration: protein
misfolding revisited. Trends Neurosci. 31:10, 521-528 (2008).

Soto, C.: Unfolding the role of protein misfolding in neurodegenerative diseases.
Nat Rev Neurosci. 4:1,49—-60 (2003).

Bates, G. P.: History of genetic disease: the molecular genetics of Huntington
disease — a history. Nat Rev Genet. 6:10, 766773 (2005).

Ross, C. A.; Tabrizi, S. J.: Huntington’s disease: from molecular pathogenesis to
clinical treatment. Lancet Neurol. 10:1, 83—98 (2011).

70



26.

27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Shirasaki, D. I.; Greiner, E. R.; Al-Ramahi, I.; Gray, M.; Boontheung, P,
Geschwind, D. H.; Botas, J.; Coppola, G.; Horvath, S.; Loo, J. A.; Yang, X. W.:
Network organization of the huntingtin proteomic interactome in mammalian
brain. Neuron 75:1,41-57 (2012).

Walker, F. O.: Huntington’s disease. Lancet 369:9557, 218-228 (2007).

Habbane, M.; Montoya, J.; Rhouda, T.; Sbaoui, Y.; Radallah, D.; Emperador, S.:
Human Mitochondrial DNA: Particularities and Diseases. Biomedicines 9:10,
(2021).

Zalman, L. S.; Nikaido, H.; Kagawa, Y.: Mitochondrial outer membrane contains
a protein producing nonspecific diffusion channels. J Biol Chem. 255:5, 1771—
1774 (1980).

Scheffler, I. E.: Structure and Morphology. Integration into the Cell. In:
Mitochondria. New Jersey: John Wiley & Sons, 2007, p. 18-59. ISBN
9780470040737.

Koopman, W. J.; Visch, H. J.; Verkaart, S.; van den Heuvel, L. W.; Smeitink, J. A.;
Willems, P. H.: Mitochondrial network complexity and pathological decrease in
complex I activity are tightly correlated in isolated human complex I deficiency.
Am J Physiol Cell Physiol. 289:4, 881-890 (2005).

Jodeiri Farshbaf, M.; Ghaedi, K.: Huntington’s Disease and Mitochondria.
Neurotox Res. 32:3, 518-529 (2017).

Lionaki, E.; Markaki, M.; Palikaras, K.; Tavernarakis, N.: Mitochondria,
autophagy and age-associated neurodegenerative diseases: New insights into a
complex interplay. Biochim Biophys Acta. 1847:11, 14121423 (2015).

Vani$ova, M.: Studium zmén struktury a energetického metabolismu mitochondrii
u pacientli s Huntingtonovou chorobou a u transgenniho modelu miniprasete.
Dizertacni prace, vedouci Hansikova, H. Praha: Univerzita Karlova, 1. 1ékatska
fakulta, Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1. LF UK a VFN, 2023.

Nolfi-Donegan, D.; Braganza, A.; Shiva, S.: Mitochondrial electron transport
chain: Oxidative phosphorylation, oxidant production, and methods of
measurement. Redox Biol. 37:101674, (2020).

Chaban, Y.; Boekema, E. J.; Dudkina, N. V.: Structures of mitochondrial oxidative
phosphorylation supercomplexes and mechanisms for their stabilisation. Biochim
Biophys Acta. 1837:4, 418-426 (2014).

Carroll, J.; Fearnley, I. M.; Skehel, J. M.; Shannon, R. J.; Hirst, J.; Walker, J. E.:
Bovine complex I is a complex of 45 different subunits. J Biol Chem. 281:43,
32724-32727 (2006).

Wirth, C.; Brandt, U.; Hunte, C.; Zickermann, V.: Structure and function of
mitochondrial complex 1. Biochim Biophys Acta 1857:7, 902-914 (2016).

71



39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Efremov, R. G.; Baradaran, R.; Sazanov, L. A.: The architecture of respiratory
complex I. Nature 465:7297, 441-445 (2010).

Schapira, A. H.: Human Complex I Defects in Neurodegenerative Diseases.
Biochim Biophys Acta 1364:2, 261-270 (1998).

Du, Z.; Zhou, X.; Lai, Y.; Xu, J.; Zhang, Y.; Zhou, S.; Feng, Z.; Yu, L.; Tang, Y;
Wang, W.; Yu, L.; Tian, C.; Ran, T.; Chen, H.; Guddat, L. W.; Liu, F.; Gao, Y.; Rao,
Z.; Gong, H.: Structure of the human respiratory complex II. Proc Natl Acad Sci
USA.120:18 (2023).

Fernandez-Vizarra, E.; Zeviani, M.: Mitochondrial complex IIl Rieske Fe-S
protein processing and assembly. Cell Cycle 17:6, 681-687 (2018).

Kadenbach, B.: Complex IV — The regulatory center of mitochondrial oxidative
phosphorylation. Mitochondrion 58, 296-302 (2021).

Watt, 1. N.; Montgomery, M. G.; Runswick, M. J.; Leslie, A. G. W.; Walker, J. E.:
Bioenergetic cost of making an adenosine triphosphate molecule in animal
mitochondria. Proc Natl Acad Sci U S 4. 107:39, 16823-16827 (2010).

Jonckheere, A. I.; Smeitink, J. A.; Rodenburg, R. J.: Mitochondrial ATP synthase:
architecture, function and pathology. J Inherit Metab Dis. 35:2, 211-225 (2012).

Xu, T.; Pagadala, V.; Mueller, D. M.: Understanding structure, function, and
mutations in the mitochondrial ATP synthase. Microbial Cell 2:4, 105-125 (2015).

Devenish, R. J.; Prescott, M.; Rodgers, A. J.: The structure and function of
mitochondrial F1F0-ATP synthases. Int Rev Cell Mol Biol. 267, 1-58 (2008).

Signes, A.; Fernandez-Vizarra, E.. Assembly of mammalian oxidative
phosphorylation complexes I-V and supercomplexes. Essays Biochem. 62:3, 255—
270 (2018).

Nesterov, S.; Chesnokov, Y.; Kamyshinsky, R.; Panteleeva, A.; Lyamzaev, K.;
Vasilov, R.; Yaguzhinsky, L.: Ordered Clusters of the Complete Oxidative
Phosphorylation System in Cardiac Mitochondria. Int J Mol Sci. 22:3,1-10 (2021).

Strauss, M.; Hofthaus, G.; Schroder, R. R.; Kiihlbrandt, W.: Dimer ribbons of ATP
synthase shape the inner mitochondrial membrane. EMBO J. 27:7, 1154-1160
(2008).

CUSABIO: Oxidative Phosphorylation. Dostupné z URL:
<https://www.cusabio.com/pathway/Oxidative-Phosphorylation.html> [cit. 31. 1.
2024].

Stacpoole, P. W.; McCall, C. E.: The pyruvate dehydrogenase complex: Life’s
essential, vulnerable and druggable energy homeostat. Mitochondrion 70, 59-102
(2023).

72



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Reisch, A. S.; Elpeleg, O.: Biochemical Assays for Mitochondrial Activity: Assays
of TCA Cycle Enzymes and PDHc. Methods Cell Biol. 80, 199-222 (2007).

Nelson, D. L.; Cox, M. M.: Lehninger Principles of Biochemistry. 4th ed.
NewYork: W. H. Freeman & Co., 2004, p. 605-607.

Jelinek, B. A.; Moxley, M. A.: Detailed evaluation of pyruvate dehydrogenase
complex inhibition in simulated exercise conditions. Biophys J. 120:5, 936-949
(2021).

Sorbi, S.; Bird, E. D.; Blass, J. P.: Decreased pyruvate dehydrogenase complex
activity in Huntington and Alzheimer brain. Ann Neurol. 13:1, 72-78 (1983).

Naseri, N. N.; Bonica, J.; Xu, H.; Park, L. C.; Arjomand, J.; Chen, Z.; Gibson, G.
E.: Novel Metabolic Abnormalities in the Tricarboxylic Acid Cycle in Peripheral
Cells From Huntington’s Disease Patients. PLoS One 11:9, (2016).

Vélot, C.; Srere, P. A.: Reversible Transdominant Inhibition of a Metabolic
Pathway. J Biol Chem. 275:17, 12926—12933 (2000).

Kispal, G.; Evans, C. T.; Malloy, C.; Srere, P. A.: Metabolic studies on citrate
synthase mutants of yeast. A change in phenotype following transformation with
an inactive enzyme. J Biol Chem. 264:19, 11204—11210 (1989).

Reichmann, H.; Hoppeler, H.; Mathieu-Costello, O.; von Bergen, F.; Pette, D.:
Biochemical and ultrastructural changes of skeletal muscle mitochondria after
chronic electrical stimulation in rabbits. Pflugers Arch. 404:1, 1-9 (1985).

Sumi, K.; Hatanaka, Y.; Takahashi, R.; Wada, N.; Ono, C.; Sakamoto, Y.; Sone, H.;
lida, K.: Citrate Synthase Insufficiency Leads to Specific Metabolic Adaptations
in the Heart and Skeletal Muscles Upon Low-Carbohydrate Diet Feeding in Mice.
Front Nutr. 9:925908 (2022).

Fontan-Lozano, A.; Lopez-Lluch, G.; Delgado-Garcia, J. M.; Navas, P.; Carrion,
A. M.: Molecular bases of caloric restriction regulation of neuronal synaptic
plasticity. Mol Neurobiol. 38:2, 167-177 (2008).

McCormack, J. G.; Denton, R. M.: Mitochondrial Ca2+ transport and the role of
intramitochondrial Ca2+ in the regulation of energy metabolism. Dev Neurosci.
15:3-5, 165-173 (1993).

Brookes, P. S.; Yoon, Y.; Robotham, J. L.; Anders, M. W.; Sheu, S. S.: Calcium,
ATP, and ROS: a mitochondrial love-hate triangle. Am J Physiol Cell Physiol.
287:4, 817-833 (2004).

Gomes, L. C.; Di Benedetto, G.; Scorrano, L.: During autophagy mitochondria
elongate, are spared from degradation and sustain cell viability. Nat Cell Biol. 13:5,
589-598 (2011).

73



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Elgass, K.; Pakay, J.; Ryan, M. T.; Palmer, C. S.: Recent advances into the
understanding of mitochondrial fission. Biochim Biophys Acta 1833:1, 150-161
(2013).

Escobar-Henriques, M.; Anton, F.: Mechanistic perspective of mitochondrial
fusion: Tubulation vs. fragmentation. Biochim Biophys Acta 1833:1, 162—-175
(2013).

Fischer, F.; Hamann, A.; Osiewacz, H. D.: Mitochondrial quality control: an
integrated network of pathways. Trends Biochem Sci. 37:7, 284-292 (2012).

Reddy, P. H.; Reddy, T. P.: Mitochondria as a therapeutic target for aging and
neurodegenerative diseases. Curr Alzheimer Res. 8:4, 393—409 (2011).

Vanisova, M.; Stufkova, H.; Kohoutova, M.; Rakosnikova, T.; Krizova, J.;
Klempir, J.; Rysankova, I.; Roth, J.; Zeman, J.; Hansikova, H.: Mitochondrial
organization and structure are compromised in fibroblasts from patients with
Huntington’s disease. Ultrastruct Pathol. 46:5, 462—475 (2022).

Kim, J.; Moody, J. P.; Edgerly, C. K.; Bordiuk, O. L.; Cormier, K.; Smith, K.; Beal,
M. F.; Ferrante, R. J.: Mitochondrial loss, dysfunction and altered dynamics in
Huntington’s disease. Hum Mol Genet. 19:20, 3919-3935 (2010).

Song, W.; Chen, J.; Petrilli, A.; Liot, G.; Klinglmayr, E.; Zhou, Y.; Poquiz, P,
Tjong, J.; Pouladi, M. A.; Hayden, M. R.; Masliah, E.; Ellisman, M.; Rouiller, L;
Schwarzenbacher, R.; Bossy, B.; Perkins, G.; Bossy-Wetzel, E.: Mutant huntingtin
binds the mitochondrial fission GTPase dynamin-related protein-1 and increases
its enzymatic activity. Nat Med. 17:3,377-382 (2011).

Martinez-Vicente, M.; Talloczy, Z.; Wong, E.; Tang, G.; Koga, H.; Kaushik, S.; de
Vries, R.; Arias, E.; Harris, S.; Sulzer, D.; Cuervo, A. M.: Cargo recognition failure
is responsible for inefficient autophagy in Huntington’s disease. Nat Neurosci.
13:5, 567-576 (2010).

Youle, R. J.; Strasser, A.: The BCL-2 protein family: opposing activities that
mediate cell death. Nat Rev Mol Cell Biol. 9:1, 47-59 (2008).

Slee, E. A.; Harte, M. T.; Kluck, R. M.; Wolf, B. B.; Casiano, C. A.; Newmeyer, D.
D.; Wang, H. G.; Reed, J. C.; Nicholson, D. W.; Alnemri, E. S.; Green, D. R.;
Martin, S. J.: Ordering the Cytochrome c—initiated Caspase Cascade: Hierarchical
Activation of Caspases-2, -3, -6, -7, -8, and -10 in a Caspase-9—dependent Manner.
J Cell Biol. 144:2, 281-292 (1999).

Martin, E.; Betuing, S.; Pagés, C.; Cambon, K.; Auregan, G.; Deglon, N.; Roze,
E.; Caboche, J.: Mitogen- and stress-activated protein kinase 1-induced
neuroprotection in Huntington’s disease: role on chromatin remodeling at the PGC-
1-alpha promoter. Hum Mol Genet. 20:12, 24222434 (2011).

74



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Ismailoglu, I.; Chen, Q.; Popowski, M.; Yang, L.; Gross, S. S.; Brivanlou, A. H.:
Huntingtin protein is essential for mitochondrial metabolism, bioenergetics and
structure in murine embryonic stem cells. Dev Biol. 391:2, 230-240 (2014).

Panov, A. V.; Gutekunst, C. A.; Leavitt, B. R.; Hayden, M. R.; Burke, J. R.;
Strittmatter, W. J.; Greenamyre, J. T.: Early mitochondrial calcium defects in
Huntington’s disease are a direct effect of polyglutamines. Nat Neurosci. 5:8, 731—
736 (2002).

Sonsk}'/, I.; Vodicka, P.; Vodickova Kepkova, K.; Hansikova, H.: Mitophagy in
Huntington’s disease. Neurochem Int. 149:105147 (2021).

Dai, Y.; Wang H.; Lian A.; Li J.; Zhao G.; Hu S.; Li B.: A comprehensive
perspective  of Huntington’s disease and mitochondrial dysfunction.
Mitochondrion 70, 8—19 (2023).

Kosinski, C. M.; Schlangen, C.; Gellerich, F. N.; Gizatullina, Z.; Deschauer, M.;
Schiefer, J.; Young, A. B.; Landwehrmeyer, G. B.; Toyka, K. V.; Sellhaus, B.;
Lindenberg, K. S.: Myopathy as a first symptom of Huntington’s disease in a
marathon runner. J Mov Disord. 22:11, 1637-1640 (2007).

Ribchester, R. R.; Thomson, D.; Wood, N. I.; Hinks, T.; Gillingwater, T. H.;
Wishart, T. M.; Court, F. A.; Morton, A. J.: Progressive abnormalities in skeletal
muscle and neuromuscular junctions of transgenic mice expressing the
Huntington’s disease mutation. Eur J Neurosci. 20:11, 30923114 (2004).

Rodinova, M.; Krizova, J.; Stufkova, H.; Bohuslavova, B.; Askeland, G.;
Dosoudilova, Z.; Juhas, S.; Juhasova, J.; Ellederova, Z.; Zeman, J.; Eide, L.;
Motlik, J.; Hansikova, H.: Deterioration of mitochondrial bioenergetics and
ultrastructure impairment in skeletal muscle of a transgenic minipig model in the
early stages of Huntington’s disease. Dis Model Mech. 12:7, (2019).

Almeida, S.; Sarmento-Ribeiro, A. B.; Januario, C.; Rego, A. C.; Oliveira, C. R.:
Evidence of apoptosis and mitochondrial abnormalities in peripheral blood cells of

Huntington’s disease patients. Biochem Biophys Res Commun. 374:4, 599-603
(2008).

Squitieri, F.; Cannella, M.; Sgarbi, G.; Maglione, V.; Falleni, A.; Lenzi, P.; Baracca,
A.; Cislaghi, G.; Saft, C.; Ragona, G.; Russo, M. A.; Thompson, L. M.; Solaini,
G.; Fornai, F.: Severe ultrastructural mitochondrial changes in lymphoblasts
homozygous for Huntington disease mutation. Mech Ageing Dev. 127:2, 217-220
(2006).

Jedrak, P.; Mozolewski, P.; Wegrzyn, G.; Wieckowski, M. R.: Mitochondrial
alterations accompanied by oxidative stress conditions in skin fibroblasts of
Huntington’s disease patients. Metab Brain Dis. 33:6, 2005-2017 (2018).

75



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Gardiner, S. L.; Milanese, C.; Boogaard, M. W.; Buijsen, R. A. M.; Hogenboom,
M.; Roos, R. A. C.; Mastroberardino, P. G.; van Roon-Mom, W. M. C.; Aziz, N.
A.: Bioenergetics in fibroblasts of patients with Huntington disease are associated
with age at onset. Neurol Genet. 4:5, (2018).

Janssen, A. J.; Trijbels, F. J.; Sengers, R. C.; Wintjes, L. T.; Ruitenbeek, W.;
Smeitink, J. A.; Morava, E.; van Engelen, B. G.; van den Heuvel, L. P.; Rodenburg,
R. J.: Measurement of the energy-generating capacity of human muscle

mitochondria: diagnostic procedure and application to human pathology. Clin
Chem. 52:5, 860—871 (2006).

Danhelovskd, T.: Kapacita mitochondridlniho energetického metabolismu v
kultivovanych koznich fibroblastech. Diplomova prace, vedouci Tesatova, M.
Univerzita Karlova, Pfirodovédecka fakulta, Katedra buné¢né biologie, 2016.

Lowry, O. H.; Rosebrough, N. J.; Farr, A. L.; Randall, R. J.: PROTEIN
MEASUREMENT WITH THE FOLIN PHENOL REAGENT*. J Biol Chem. 193:1,
265-275 (1951).

Srere, P. A.: [1] Citrate synthase: [EC 4.1.3.7. Citrate oxaloacetate-lyase (CoA-
acetylating)]. Methods Enzymol. 13, 3—11 (1969).

Agilent Technologies: Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit User Guide
(2019). Dostupné z URL:
<https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XF_Cell Mito Stress T
est Kit User Guide.pdf> [cit. 16. 3. 2024]

Agilent Technologies: Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Test Kit User Guide
(2019). Dostupné z URL:
<https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XF _Glycolysis_Stress
Test Kit User Guide.pdf> [cit. 16. 3. 2024]

Agilent Technologies: Mitochondrial Respiration XF Cell Mito Stress Test.
Dostupné z URL: <https://www.agilent.com/en/support/cell-
analysis/mitochondrial-respiration-xf-cell-mito-stress-test> [cit. 16. 3. 2024]

Promega Corporation: CellTiter-Glo ® Luminescent Cell Viability Assay.
Dostupné z URL: <https://ch.promega.com/-
/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0O/celltiter-glo-luminescent-
cell-viability-assay-protocol.pdf> [cit. 17. 3. 2024]

Skene, D. J.; Middleton, B.; Fraser, C. K.; Pennings, J. L.; Kuchel, T. R.; Rudiger,
S. R.; Bawden, C. S.; Morton, A. J.: Metabolic profiling of presymptomatic
Huntington’s disease sheep reveals novel biomarkers. Sci Rep. 7:43030 (2017).

Stahl, W. L.; Swanson, P. D.: Biochemical abnormalities in Huntington’s chorea
brains. Neurology 24:9, 813-9 (1974).

76



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Browne, S. E.; Bowling, A. C.; MacGarvey, U.; Baik, M. J.; Berger, S. C.; Muqit,
M. M.; Bird, E. D.: Beal MFOxidative damage and metabolic dysfunction in
Huntington’s disease: selective vulnerability of the basal ganglia. Ann Neurol.
41:5, 646-53 (1997).

Gu, M.; Gash, M. T.; Mann, V. M.; Javoy-Agid, F.; Cooper, J. M.; Schapira, A. H.:
Mitochondrial defect in Huntington’s disease caudate nucleus. Ann Neurol. 39:3,
385-389 (1996).

Tabrizi, S. J.; Workman, J.; Hart, P. E.; Mangiarini, L.; Mahal, A.; Bates, G.;
Cooper, J. M.; Schapira, A. H.: Mitochondrial dysfunction and free radical damage
in the Huntington R6/2 transgenic mouse. Ann Neurol. 47:1, 80—86 (2000).

Guidetti, P.; Charles, V.; Chen, E. Y.; Reddy, P. H.; Kordower, J. H.; Whetsell, W.
O.; Schwarcz, R.; Tagle, D. A.: Early degenerative changes in transgenic mice
expressing mutant huntingtin involve dendritic abnormalities but no impairment of
mitochondrial energy production. Exp Neurol. 169:2, 340-350 (2001).

Lopes, C.; Tang, Y.; Anjo, S. I.; Manadas, B.; Onoftre, I.; de Almeida, L. P.; Daley,
G. Q.; Schlaeger, T. M.; Rego, A. C. C.: Mitochondrial and Redox Modifications
in Huntington Disease Induced Pluripotent Stem Cells Rescued by CRISPR/Cas9
CAGs Targeting. Front Cell Dev Biol. 8:576592 (2020).

Sonsky, I.: Modulation of Mitophagy in Huntington Disease. Diplomova préce,
vedouci Hansikova, H. Praha: Univerzita Karlova, Pfirodovédecka fakulta,
Katedra bunééné biologie, 2022.

Hamilton, J.; Pellman, J. J.; Brustovetsky, T.; Harris, R. A.; Brustovetsky, N.:
Oxidative metabolism in YAC128 mouse model of Huntington’s disease. Hum Mol
Genet. 24:17, 4862-78 (2015).

Milakovic, T.; Johnson, G. V.: Mitochondrial respiration and ATP production are
significantly impaired in striatal cells expressing mutant huntingtin. J Bio/ Chem.
280:35, 3077382 (2005).

77



8 Pri
Tabulka 8.1: Hodnoty ziskané 7 analyzy KMEM (kapacity mitochondridalni energetického

metabolismu) fibroblastii kontrol (K1-K4) a pacientii v asymptomatickém stadiu HN (P1-P4)
normalizované na mnoZstvi proteinu a aktivitu citrdatsyntasy.

ohy

. KONTROLY ASYMPTOMATICTI
kontrola/pacient
K1 K2 K3 K4 P1 P2 P3 P4
pasaz 11 8 18 16 13 11 13 14
koncentrace proteinu (mg/ml)| 4,62 3,39 4,46 4,86 4,93 4,29 5,64 4,98
aktivita CS (nmol/min/mg) 66,7 44,1 38,0 38,7 39,8 44,0 29,7 33,1
= 1 153 95 150 70 73 76 76 130
£ 2 110 76 118 47 66 57 57 98
< 3 92 71 57 51 57 46 46 61
g 4 95 76 142 69 61 70 70 83
o 4a 102 66 81 36 49 45 45 62
8 5 66 46 117 59 39 71 71 100
2 6 7 12 20 7 5 14 14 12
s 7 10 10 27 9 8 10 10 18
s 8 6 5 55 7 9 6 6 11
* 9 17 8 28 12 10 18 18 25
g 1/CS 2,29 2,16 3,96 1,80 1,83 1,62 2,57 3,93
3 2/Cs 1,65 1,73 3,09 1,22 1,67 1,49 1,93 2,96
§ 3/Cs 1,37 1,62 1,50 1,31 1,44 1,25 1,55 1,85
£ 4/Cs 1,43 1,73 3,73 1,79 1,54 1,20 2,37 2,52
S " 4a/Cs 1,53 1,49 2,14 0,94 1,23 1,02 1,52 1,86
g° 5/CS 1,00 1,04 3,09 1,51 0,97 1,22 2,38 3,01
S 6/CS 0,11 0,28 0,51 0,18 0,13 0,11 0,46 0,35
= 7/Cs 0,14 0,22 0,71 0,23 0,20 0,14 0,34 0,54
g 8/CS 0,10 0,12 1,44 0,18 0,22 0,06 0,21 0,34
< 9/Cs 0,25 0,17 0,73 0,31 0,26 0,23 0,60 0,74

Vysvétlivky: K — kontrola, P — pacient, CS — citratsyntasa.

Slozeni inkubaci: 1 [1-"°C]pyruvat + malat + ADP. 2 [1-"C]pyruvat + karnitin + ADP,
3 [1-"*C]pyruvat + malat (- ADP), 4 [1-"*C]pyruvait + maldat (- ADP) + CCCP, 4a [1-"*C]pyruvat
— karnitin + ADP, 5 [1-"*C]pyruvat + malat + ADP + atraktylosid, 6 [U-"*C]malat + pyruvat +
malondat + ADP, 7 [U-"*"C]malat + acetylkarnitin + malondat + ADP. 8 [U-"*C]maldt +
acetylkarnitin + arsenit + ADP, 9 [1,4-'*C]sukcindt + acetylkarnitin + ADP.

Tabulka 8.2: Ziskané hodnoty pomérit inkubaci analyzy KMEM fibroblastit kontrol (K1-K4)
a pacientii v asymptomatickém stadiu HN (P1-P4).

. KONTROLY ASYMPTOMATICTI
kontrola/pacient

K1 K2 K3 K4 P1 P2 P3 P4
(1/3) 1,67 1,33 2,63 1,38 1,27 1,30 1,66 2,12
E (2/1) 0,72 0,80 0,78 0,67 0,91 0,92 0,75 0,75
% s (4/1) 0,62 0,80 0,94 0,99 0,84 0,74 0,92 0,64
s s (3/5) 1,38 1,56 0,49 0,86 1,48 1,02 0,65 0,62
2 = (6/1) 0,05 0,13 0,13 0,10 0,07 0,07 0,18 0,09
8 (7/6) 1,31 0,81 1,39 1,28 1,53 1,31 0,74 1,54
(7/8) 1,52 1,81 0,50 1,29 0,89 2,35 1,60 1,57

Vysvétlivky: K — kontrola, P — pacient.

Slozeni inkubaci: 1 [1-"°C]pyruvat + malat + ADP. 2 [1-"*C]pyruvat + karnitin + ADP,
3 [1-"Cpyruvat + malat (- ADP), 4 [1-"*C]pyruvat + malat (- ADP) + CCCP, 5 [1-"*C]pyruvat
+ maldt + ADP + atraktylosid, 6 [U-"*C]malat + pyruvat + malondat + ADP, 7 [U-"*C]maldt +
acetylkarnitin + malonat + ADP, 8 [U-"*C]malat + acetylkarnitin + arsenit + ADP.
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Tabulka 8.3: Hodnoty ziskané 7 analyzy KMEM fibroblastii pacientii v Casném stadiu HN (P5—
P8) a pacientit v pokrocilem stidiu HN (P9-Pl1) normalizované na mnoZstvi proteinu
a aktivitu citrdtsyntasy.

. CASNI POKROCILI
kontrola/pacient
P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12
pasaz 10 9 15 14 8 9 8 12
koncentrace proteinu (mg/ml)| 2,82 3,14 4,44 4,80 5,60 4,39 4,49 5,61
aktivita CS (nmol/min/mg) 75,1 24,7 45,4 36,8 48,4 57,9 30,6 48,3
= 1 92 89 115 150 104 103 69 144
E 2 101 53 100 69 117 72 67 106
§ 3 118 49 70 47 77 76 37 63
g 4 101 59 76 75 84 54 73 99
o 4a 92 47 59 55 70 54 34 99
§ 5 100 61 95 62 99 70 21 85
2 6 4 9 10 8 4 6 6 10
E 7 7 16 14 14 9 5 5 16
S 8 3 9 8 8 2 7 4 25
! 9 14 18 21 15 12 4 9 11
o 1/CS 1,23 3,59 2,54 4,06 2,15 1,79 2,26 2,97
‘g 2/CS 1,34 2,15 2,19 1,86 2,43 1,24 2,18 2,20
é 3/CS 1,57 1,99 1,55 1,27 1,58 1,31 1,22 1,30
£ 4/CS 1,35 2,38 1,68 2,04 1,73 0,94 2,38 2,04
E “ 4a/Cs 1,22 1,88 1,29 1,49 1,45 0,93 1,12 2,05
E © 5/CS 1,33 2,49 2,09 1,70 2,04 1,20 0,68 1,76
§ 6/CS 0,06 0,35 0,22 0,22 0,09 0,11 0,20 0,21
'% 7/CS 0,10 0,63 0,30 0,38 0,19 0,09 0,15 0,33
% 8/CS 0,05 0,36 0,18 0,21 0,04 0,13 0,12 0,53
< 9/CS 0,19 0,75 0,46 0,41 0,25 0,08 0,30 0,23

Vysvétlivky: P — pacient, CS — citrdtsyntasa.

Slozeni inkubaci: 1 [1-"°C]pyruvat + malat + ADP. 2 [1-"C]pyruvat + karnitin + ADP,
3 [1-"*C]pyruvat + malat (- ADP), 4 [1-"*C]pyruvait + maldat (- ADP) + CCCP, 4a [1-"*C]pyruvat
— karnitin + ADP, 5 [1-"*C]pyruvat + malat + ADP + atraktylosid, 6 [U-"*C]malat + pyruvat +
malonat + ADP, 7 [U-""C]malat + acetylkarnitin + malondat + ADP. 8 [U-"*C]maldt +
acetylkarnitin + arsenit + ADP, 9 [1,4-'*C]sukcindt + acetylkarnitin + ADP.

Tabulka 8.4: Ziskané hodnoty pomérii inkubaci analyzy KMEM fibroblastii pacientii v casném
stadiu HN (P5-P8) a pacientit v pokrocilém stadiu HN (P9-P11).

kontrola/pacient CASNI POKROCILI

P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12

(1/3) 0,78 1,80 1,64 3,21 1,36 1,36 1,85 2,28

E (2/1) 1,09 0,60 0,86 0,46 1,13 0,70 0,97 0,74
% s (4/1) 1,09 0,66 0,66 0,50 0,81 0,52 1,05 0,69
E_ E (3/5) 1,18 0,80 0,74 0,75 0,78 1,09 1,79 0,74
’°E’ = (6/1) 0,05 0,10 0,09 0,05 0,04 0,06 0,09 0,07
8 (7/6) 1,67 1,79 1,35 1,75 2,17 0,84 0,75 1,54
(7/8) 2,18 1,74 1,70 1,86 4,34 0,69 1,22 0,63

Vysvétlivky: P — pacient.

Slozeni inkubaci: 1 [1-"*C]pyruvat + malat + ADP. 2 [1-"*C]pyruvat + karnitin + ADP,
3 [1-"CJpyruvat + malat (- ADP), 4 [1-"*C]pyruvat + maldt (- ADP) + CCCP, 5 [1-"*C]pyruvat
+ maldt + ADP + atraktylosid, 6 [U-"*C]malat + pyruvat + malondat + ADP, 7 [U-"*C]maldt +
acetylkarnitin + malondat + ADP, 8 [U-"*C]malat + acetylkarnitin + arsenit + ADP.
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Tabulka 8.5: Hodnoty parametrit mitochondridlni respirace ziskané z analyzy miry spotieby
kysliku (OCR) fibroblastii kontrol a pacientit s HN méiené na pristroji Seahorse Xfe24.

OCR (amol/s/bunku)
. . bazalni o,
pacient/kontrola baz.alm respirace s protonovy unik max@alm ATP produkce
respirace respirace
glukosou

K1 65,64 47,22 7,27 94,77 58,37
KONTROLY K2 60,26 46,23 6,46 81,97 53,80
K3 67,82 51,92 8,33 100,88 59,49
| P2 69,51 60,62 11,31 149,00 58,20
ASYMPTOMATICTI P4 55,24 41,01 8,70 101,98 46,54
EASNi P7 65,45 50,36 6,65 164,22 58,80
P8 61,68 44,07 7,68 102,35 53,99
N P9 40,87 25,31 5,56 45,76 35,31
Aelie gl P11 53,71 39,20 5,70 68,98 48,02

Vysvetlivky: K — kontrola, P — pacient. Hodnoty uvedené v tabulce jsou priimérem z péti méreni.

Tabulka 8.6: Hodnoty parametru glykolytické aktivity ziskané 7 analyzy miry extraceluldrni
acidifikace prostiedi (ECAR) fibroblastit kontrol a pacientii s HN méiené na piistroji Seahorse
XFe24.

ECAR (mpH/s/buiku)
glykolyticka | glykolyticka

pacient/kontrola glykolyza

kapacita rezerva
K1 8,94E-06 1,59E-05 6,98E-06
KONTROLY K2 9,37E-06 1,85E-05 9,09E-06

K3 9,68E-06 1,98E-05 1,01E-05
P2 7,81E-06 1,38E-05 6,00E-06

ASYMPTOMATIETI [ e e E 00
X ASNI P7 | 746E-06 | 1,89E-05 | 1,15E-05
cAs P8 | 945E-06 | 1,50E-05 | 5,59E-06

POKROCILI P9 | 1,02E-05 | 1,61E-05 | 593E-06

P11 8,11E-06 1,86E-05 1,05E-05
Vysvetlivky: K — kontrola, P — pacient. Hodnoty uvedené v tabulce jsou priimérem z péti méreni.

Tabulka 8.7: Ziskané hodnoty mnoZstvi ATP ve fibroblastech pacientit s HN a kontrol méiené
pomoci luminiscence (Promega).

ATP/buriku (fmol
pacient/kontrola bufiku (fmol)
1 2 3 4
K1 14,77 15,10 14,57 14,08
KONTROLY K2 13,69 14,58 ns ns
K3 9,54 10,47 9,85 10,67
K4 12,34 12,59 10,48 10,76
P1 ns ns 11,68 12,03
ASYMPTOMATICTI P2 7,80 9,23 8,25 8,96
P3 9,99 9,15 11,33 9,31
P4 15,70 20,87 12,52 12,17
P5 11,66 16,93 6,81 6,99
CASNi P6 10,71 11,02 11,39 11,30
P7 9,56 9,55 ns ns
P8 15,29 14,06 13,44 16,18
P9 13,61 13,88 13,14 13,64
POKROCILI P10 15,17 15,36 15,28 15,58
P11 9,81 9,73 10,13 10,73
P12 10,59 11,41 12,35 12,96

Vysvétlivky: K — kontrola, P — pacient, ns — odlehlé hodnoty, které nebyly zahrnuty do vypoctu.
Hodnoty uvedené v tabulce jsou priimérem ze ¢tyi méreni.
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Tabulka 8.8: Hodnoty ziskané pri stanoveni katalytické aktivity pyruvdtdehydrogenasového
komplexu ve fibroblastech kontrol (K1, K2) a pacientii s HN (P3, P4, P9, P10, P11).

Koncentrace Specificka aktivita PDHc (nmol/min/mg prot)
Kontrola/ .
ient proteinu
pacien (mg/ml) 1 2 3 4 prameér
K1 2,71 9,7058 6,3165 7,1458 2,2188 6,35
K2 4,25 3,8062 1,1308 ns ns 2,47
P3 2,62 1,8074 0,6116 ns 4,1159 2,18
P4 2,26 7,0542 2,5888 ns 9,4597 6,37
P9 2,39 ns 0,2633 0,0203 0,1607 0,15
P10 2,40 1,0225 0,5214 ns 0,6905 0,74
P11 2,38 0,1232 0,0906 0,6651 ns 0,29

Vysvétlivky: K — kontrola, P — pacient, ns — odlehlé hodnoty, které nebyly zahrnuty do vypoctu.

Tabulka 8.9: Aktivita pyruvdtdehydrogenasového komplexu (PDHc) ve fibroblastech kontrol
a pacientit s HN méiend pracovnikem Laboratoie pro studium mitochondridalnich poruch.

Kontrola/ | Specificka aktivita PDHc
pacient (nmol/min/mg prot)
K3 0,38
K4 0,29
P1 0,65
P2 0,47
P5 0,81
P6 0,5
P7 0,43
P8 0,87
P12 3,07

Vysvetlivky: K — kontrola, P — pacient. Hodnoty v tabulce jsou priimérem ze ctyr méreni (N = 4).

81



Tabulka 8.10: Aktivity vybranych komplexii systému OXPHOS a citrdtsyntasy stanovené
spektrofotometricky ve fibroblastech kontrol a pacientii. Stanoveni bylo provedeno pracovniky
Laboratoie pro studium mitochondridlnich poruch.

Pacient/kontrola Aktivita enzymt (nmol/min/mg)

COX CS COX/ICS| NQR SDH
K1 15,56 33,27 0,47 30,18 14,08
KONTROLY K2 8,95 57,37 0,16 62,01 17,45
K3 7,9 30,0 0,26 15,3 10,6
K4 16,0 43,0 0,37 16,9 17,4
P1 1,86 11,88 0,16 17,06 14,72
ASYMPTOMATIETI P2 15,89 34,34 0,46 40,04 10,36
P3 7,24 17,72 0,41 43,22 13,65
P4 21,16 32,26 0,66 36,47 17,02
P5 29,86 35,42 0,84 32,28 15,55

EASNI P6 30,74 55,45 0,55 73,8 25
P7 15,83 36,36 0,44 25,05 13,29
P8 19,92 50,71 0,39 42,51 12,96
P9 15,44 58,76 0,26 55,35 17,26
POKROCILI P10 14,69 58,28 0,25 32,43 18,35
P11 15,37 41,71 0,37 46,46 14,62
P12 16,16 22,64 0,71 nd 11,11

Vysvetlivky: K — kontrola, P — pacient, COX — cytochrom ¢ oxidasa (komplex 1V), CS —
citratsyntasa, NQR — NADH:ubichinon oxidoreduktasa (komplex 1), SDH —
sukcinatdehydrogenasa (komplex 1), nd — nemereno.
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Piiloha 1: Abstrakt prispévku predneseného na 25. Studentské védecké konferenci
1. LF UK

MITOCHONDRIALNI BIOMARKERY V RUZNYCH FAZICH ROZVOJE
HUNTINGTONOVY NEMOCI

Katarina Duréekova!, Lucie Rychtarova', Jana Kifzova!, Jan Roth?, Jiti Klempii?, Hana
Hansikova!

IKlinika pediatrie a dédicnych poruch metabolismu, 1. lékafska fakulta Univerzity
Karlovy a Vieobecna fakultni nemocnice v Praze, Praha, Ceska republika

2Neurologicka klinika, 1. lékaiskd fakulta Univerzity Karlovy a VSeobecnéd fakultni
nemocnice v Praze, Praha, Ceska republika

Uvod: Huntingtonova nemoc (HN) je autozomalné dominantni neurodegenerativni
onemocnéni. Nase pfedchozi studie prokazaly poskozeni mitochondridlnich (mito)
parametr v lymfocytech a v kultivovanych fibroblastech (F) pacienti (P) s rozvinutou
HN.

Cilem bylo otestovat, zda by vybrané mito parametry ve F mohly byt pouzity
k monitorovani progrese v pocatecnich stadiich HN.

Material a metody: Soubor tvofily F od 12 P s geneticky prokdzanou HN: 4P
v bezptiznakovém (1-HN), 4P v ¢asném (2-HN) a 4P v rozvinutém stadiu (3-HN) nemoci,
a F od 4 zdravych osob (K). Mitochondrialni respirace (RE) a glykolyticka aktivita (GA)
byla analyzovdna pomoci sledovani spotfeby kysliku v redlném cCase (Seahorse),
produkce ATP pomoci luminiscence (Promega), metabolicky obrat pomoci oxidace
substratii (OS). Aktivity komplexii dychaciho fetézce (KDR) a citratsyntazy byly
sledovany spektrofotometricky.

Vysledky: P v 3-HN m¢li snizenou bazalni 1 maximalni RE oproti K, zatimco P v 1-HN
av 2-HN méli maximalni RE zvySenou. OS naznac¢ilau P v 3-HN mozny defekt na Grovni
Krebsova cyklu. U P v 1-HN byl pozorovan pokles miry oxidace pyruvatu a P v 3-HN
vykazovaly sniZenou miru oxidace malatu a sukcinatu. V nasem souboru nebyly zjiStény
signifikantni rozdily v GA bungk, v aktivitach jednotlivych KDR a v produkci ATP.

Zavér: Tato pilotni studie je zdkladem pro dalsi vyzkum mito role u HN na §ir§im souboru
vzorki a na jinych typech neinvazivniho biologického materialu.

Podporovano AZV MZ CR NU21-04-00136.

Citace: Durdekova K. (2024). Mitochondrialni biomarkery v riiznych fazich rozvoje
Huntingtonovy nemoci. In: Maly, L. (Ed.) Shornik 25. Studentské védecké konference,
Praha 7. 5. 2024. Dostupné z URL: <https://www.Ifl.cuni.cz/file/103877/06-zlom-
nahled-svk-2024.pdf?version=202405071805> [cit. 10. 5. 2024]
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Piiloha 2: Prispévek piedneseny na 25. Studentské védecké konferenci 1. LF UK ve
formé védeckého posteru.

MITOCHONDRIALNI BIOMARKERY V RUZNYCH
FAZICH ROZVOJE HUNTINGTONOVY NEMOCI

Katarina Duréekova’, Lucie Rychtarova’, Jana Kfizova®, Jan Roth?, Jifi Klempit2, Hana Hansikova

1. LEKARSKA
FAKULTA
Univerzita Karlova

1 Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu, 1. LF UK a VFN Praha, 2 Neurologicka klinika, 1. LF UK a VFN Praha

Huntingtonova nemoc (HN) je zdvainé autozomdlné dominantni neurodegenerativni
onemocnéni. Klinickému projevu HN pfedchazi asymptomatické obdobi, kdy jiz probihaji
kontinualni biochemické, strukturdlni a funkéni zmény na bunécné urovni. Nase
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pfedchozi studie prokazaly poskozeni mitochondridlnich parametr(i v lymfocytech a v . £ Asymptomaticti 0.20
kultivovanych fibroblastech pacientd s rozvinutou HN (1,2). Cilem studie bylo otestovat, =3 fasni
zda by vybrané mitochondrialni parametry ve fibroblastech mohly byt pouZity k 3 * 0.15 T
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monitorovani progrese v pocatecnich stadiich HN.

MATERIAL A METODY

Soubor tvofily fibroblasty od 12 pacientd s geneticky prokdzanou HN: 4 pacienti v

hodnoty pomér
N
e
3

g

asymptomatickém, 4 v ¢asném a 4 v rozvinutém stadiu nemoci, a fibroblasty od 4 0.

zdravych osob (Tab. 1). Mitochondrialni respirace a glykolyticka aktivita byla analyzovana (1/3) 2/1) /1) 3/5) (7/6) (/8) (8/1)
pomoci sledovani spotfeby kysliku a zmén pH v redlném &ase (Seahorse), produkce ATP poméry inkubaci

pomoci luminiscence (Promega), metabolicky obrat a katalytickd aktivita Obrazek 1. Analyza kapacity isIniho ve

pyruvatdehydrogenasového komplexu pomoci oxidace substratl. Aktivity komplext
dychaciho fetézce a citratsyntasy byly sledovany spektrofotometricky.

av ickém, ¢asném a
jednotlivych inkuba

stadiu HN a kontrol. Jsou uvedeny poméry
i. V kazdé skupiné je uvedena hodnota priméru od 4 linii. Statisticka analyza

Obrézek 2. T e byla provedena pouZitim ANOVA testu s Tukeyho testem vicendsobného porovnani (*P<0,05).
Ultrastruktura ) i Snizeny pomér 7/8 indikuje dysfunkci Krebsova cyklu a sniZeny pomér 6/1 poruchy OXPHOS.
Tabulka 1. Soubor mitochondrie = Slozeni inkubaci: 1 [1-14Clpyruvét + malat + ADP, 2 [1-“Clpyruvét + karnitin + ADP, 3 [1-14Clpyruvét
Délka il + malat (- ADP), 4 [1-*C]pyruvat + maldt (- ADP) + CCCP, 5 [1-}*C]pyruvdt + maldt + ADP +
Potet | yani Kiinické | | skopicky snimek). atraktylosid, 6 [U-1*C]malat + pyruvat + malonat + ADP, 7 [U-*C]maldt + acetylkarnitin + malonat +
Stadium | Pohlavi | Vék mc'::m nemoci | TFC | piiznaky | | zdroj: references. " ADP, 8 [U-14C]malat + acetylkarnitin + arsenit + ADP.
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faﬂf@ tﬁf s HN a kontrol pomoci | Obrazek 4. A. ialni & s HN a kontrol méFené na pfistroji Seahorse XFe24. Statisticka analyza
¥ ¢ i u GloM byla proved fitim ANOVA testu s Tukeyho testem vicendsobného porovnani (*P<0.05, ****P<0.0001). B. Ukizka kfivky miry spotFeby
¥ Multi+ (Promega). kysliku (OCR) burikami ych koznich @ od pacienta v pokroéilém stadiu HN (P3) a kontroly (K2). C Parametry glvkolytu:ke
Hodnota 100 % na ose x predstavuje pramérné | aktivity fibroblastd pacientd s HN a kontrol méfené na piistroji Seahorse XFe24. D. Ukazka kivky miry
mnosstvi ATP vyprodukované burikami kontrol. | (ECAR) buiikami kultivovanych koZnich fibroblasti od pacienta v ¢asném stadiu HN (P7) a kontroly (K4). OCR — mira spotfeby kysllku (z angl.
Je uvedena hodnota priiméru od 4 linii, pocet | oxygen consumption rate), ECAR — mira extracelulérni acidifikace prostfedi (z angl. extracellular acidification rate), n — potet analyzovanych
méfeni u kazdé linie N=16. bunéénych linii v dané skupiné, kazda linie byla méfena v tetraplikitech.
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Obrézek 5. Aktivita o fetézce | I, Il a IV), citratsyntasy (CS) a Tato pilotni studie je zakladem pro dal3i vyzkum mitochondrialni role u HN na 3ir$im

e ih (PDHC) v " koi‘m'ch P h pacientd s HN a souboru vzorkd a na jinych typech neinvazivniho biologického materialu.
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