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Seznam zkratek

3BP
ACC
ADP
AMP
AMPK
ATP
BSA
CoA
COX
CPT
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EDTA
EGTA
En
ERR
ETF
FABP
FAS
FCCP
FCR
GPDH
HEPES
HFD
ChREBP
IMM
IMS
JC-1
K.l
K.II
K.
K.V

- 3-brompyruvat

- acetyl-CoA karboxylaza

- adenosindifosfat

- adenosinmonofosfat

- AMP-dependentni proteinkinaza

- adenosintrifosfat

- bovinni sérovy albumin

- koenzym A

- cytochrom c oxidaza

- karnitinpalmitoyltransferaza

- dimethylsulfoxid

- ethylendiaminotetraoctova kyselina

- etylenglykoltetraoctova kyselina

- redoxni potencial

- Z angl. ,,estrogen-related receptors “

- elektron transportujici flavoprotein

- Z angl. ,fatty acid binding protein®

- syntaza mastnych kyselin (z angl. ,.fatty acid synthase*)
- karbonylkyanid-4-(trifluorometoxy)fenylhydrazon

- Z angl. ,.flux control ratio“

- glycerofosfatdehydrogenaza

- N-2-hydroxyetylpiperazin-N’-2-etansulfova kyselina
- vysokotukova dieta

- z angl. ,,carbohydrate-responsive element binding protein*
- vnittni mitochondridlni membrana

- prostor mezi mitochondrialnimi mebranami

- iodid tetraetylbenzimidazolylkarbokyanidu

- komplex |

- komplex II

- komplex 111

- komplex IV

¢



K.V - ATP syntaza

KC - Krebsuv cyklus

LDH - laktatdehydrogenéza

MMP - mitochondrialni membranovy potencial

Mr - molekularni hmotnost

mPTP - z angl. ,, mitochondrial permeability transition pore “

Mt - mitochondrie

MTTP - z angl. ,, microsomal triglyceride transfer protein

NAD* - nikotinamidadenindinukleotid oxidovana forma

NADH - nikotinamidadenindinukleotid redukovana forma

NADP* - nikotinamidadenindinukleotidfostat oxidovana forma

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfostat redukovand forma

NAFLD - z angl. ,, non-alcoholic fatty liver disease *

NRF - z angl. ,,nuclear respiratory factor

OMM - vné¢j$i mitochondrialni membrana

PGC-1 - z angl. ,, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
PPAR - z angl. ,, peroxisome proliferator-activated receptor*

RCR - z angl. ,, respiratory control ratio*

ROS - reaktivni formy kysliku (z angl. ,,reactive oxygen species®)

RP - referen¢ni protokol

SD - sm¢rodatna odchylka (z angl. ,, standard deviation *)

SDH - sukcinatdehydrogenaza

SREBP-1c -z angl. ,,sterol regulatory element-binding protein — /¢

TAG - triacylglyceroly

TOS - a-tokoferylsukcinat

VLDL - lipoproteiny s velmi nizkou denzitou (angl. ,,very low density lipoproteins *)
VMK - volné mastné kyseliny

WP - titracni desticky

WST-1 - tetrazoliova sul 4-[3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

benzendisulfonat
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1. Uvod

Jatra a mitochondrie. Organ a organela. Dvé nenahraditelné Casti celku. Jedna na
makroskopické irovni mnohobunééného organismu, druhd na mikroskopické urovni kazdé
eukaryotické buniky. Ob¢ jednotky hraji kli¢ovou roli v udrzovani bunécnych procesu a
homeostazy, at’ jiz tuto problematiku budeme posuzovat z pohledu bunécného biologa ¢i
I¢kate. Neni proto divu, Ze pravé funkce jaternich mitochondrii je velmi fascinujici

problematikou pfi studiu fyziologie ¢lovéka.

Jatra jsou vitalnim organem vSech obratlovci a i nékterych bezobratlych zivocichi.
Jsou nejvétSim parenchymovym organem lidského téla a maji nezastupitelnou ulohu
V metabolismu vétSiny substratl a Zivin. Zaroven jsou v jatrech syntetizovany plazmatické
proteiny, které jsou nezbytné pro fadu procest. Jde zejména o zajisténi imunitnich funkci,
krevni srdzlivosti, transportu mnoha latek endogenniho i1 exogenniho plivodu a spravné
zajisténi regulacnich procesi organismu. Jatra jsou soucasn¢ hlavnim organem
biotransformace a detoxikace organismu. V jatrech se tvofii i latky potiebné pro spravné
traveni a resorpci tukli ve stieveé. Nenahraditelnd je soucasné role jater, jako mista

krvetvorby v poc¢atec¢nim obdobi zivota.

Mitochondrie jsou organelami eukaryotickych bunék, které zastavaji Gistfedni misto
Vv regulaci homeostazy vnitrobunécného prostiedi. V mitochondriich se mlize tvotit az 90%
vesSkerého bunécéného adenosintrifosfatu (ATP). Mitochondrie maji soucasné i fadu jinych
funkci; do zna¢né miry se podili na regulaci cytoplazmatické koncentrace vapenatych
iontli, hraji dilezitou roli v programované smrti buiiky, produkuji, ale zaroven jsou
schopny likvidovat velké mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS). Jaterni mitochondrie
tak zastavaji Gstfedni misto nejen v regulaci lokalni intracelularni homeostazy hepatocyti,
ale nasledné se 1 podileji na metabolickém stavu celého lidského organismu.
Z medicinského hlediska miize tak metabolické nebo farmakologické ovlivnéni funkce
jaternich mitochondrii mit pfimy vliv na miru toxického poSkozeni jater, na prib&h

metabolickych, gastrointestinalnich, nadorovych a civiliza¢nich chorob.

Védecké ptistupy pouzivané pii studiu mitochondrialni fyziologie miizeme rozd¢lit
na metody provadéné in vivo a in vitro. Pistup ke studiu mitochondrii v podminkach in

vitro je financné a ¢asové mén€ narocny ve srovnani s experimenty provadénymi in Vvivo.



Prace s izolovanymi mitochondriemi in vitro vSak narazi na urCité limity. Izolované
mitochondrie ztraceji vzdjemny kontakt, ktery je typicky pro uspofadddni mitochondrii
v bunice. Chybi rovnéz vztahy k ostatnim organelam, coz muze vyznamné modulovat
mitochondrialni funkce v podminkach in vitro. Studie provadéné na izolovanych
mitochondriich vS§ak maji nezastupitelnou ulohu v pilotnich studiich, kdy in vitro metody
davaji moznost mnoha opakovani a modifikaci postuptd, které jsou v experimentech

provadénych in vivo nemozné.

1.1. Jatra

Jak ji bylo fe€eno v Uvodu, jatra maji nezastupitelnou tlohu v intermediarnim i
energetickém metabolismu a podileji se na metabolické pfeméné vétSiny latek v téle.
Svymi ¢etnymi funkcemi jsou jatra nepostradatelna pro fadu zivot zajistujicich procest.
Kromé¢ klicové ulohy v metabolismu mezi né patii tvorba a vyluCovani Zzludi,
biotransformace a detoxikace latek exogenniho a endogenniho piivodu, vaskularni funkce,
podil na zajiSténi imunitnich reakci, endokrinni funkce, kterou piedstavuje tvorba,
skladovani a pfeména signdlnich molekul a neposledni fad¢ probihd v jatrech ve fetalnim

obdobi zivota krvetvorba.

1.1.1.  Struktura jater

Jatra maji Cerveno-hnédou barvu a u dospélého ¢loveka tvoii cca 2 — 3 % jeho
celkové télesné hmotnosti (tj. 1,2 — 1,5 kg u Zeny a 1,5 — 1,8 kg u muze); to je ¢inni
trojbokého jehlanu uloZeného na bok a jsou umisténa intraperitonedln¢ v pravém hornim
kvadrantu btiSni dutiny, vrchni stranou pfiléhaji k bréanici, zprava k zaludku a spodni
stranou na tlusté stievo, dvanactnik a ledvinu s nadledvinou. Témét po celé své plose kryje
jatra peritoneum, které vytvari leskly ser6zni povlak zvany tunica serosa, ta je tésné
spojena pevnym obalem jater — tunica fibrosa, neboli capsula Glissoni. Tento fibrozni obal
poté pfechdzi ve vazivo uvnitf jater a pfimo doprovéazi jaterni triadu, sestivajici se
zZ portalni Zily, jaterni arterie a Zlucovych kanalkd. Anatomicky odliSujeme na jatrech dvé
Casti: Facies diaphragmatica (stranu pfiloZzenou k branici) a facies visceralis (stranu
obracenou k bfi$nim organtim). Jatra jsou rozdé€lena na ¢tyfi hlavni laloky (lobus dexter,
lobus sinister, lobus quadratus a lobus caudatus) a osm mensich segmenti. DuleZitou

anatomickou strukturou jater je Zlu¢nik, ve kterém se koncentruje a stfada zluc.



Jatra jsou zasobena krvi ze zilniho a tepenného systému (portalni zila a jaterni
tepna). Portalni systém zajiStuje funkcéni ob¢h jater. Portalni zila do jater privadi zilni krev
z visceralni oblasti; portalni krev S sebou pfinasi do jater ziviny z traviciho ustroji, ale 1
hormony z pankreatu a tkdnové ptisobky a bunky ze sleziny. Tepenny ob¢h jater je zajistén
a. hepatica propria, ktera se oddé€luje z truncus coeliacus cestou a. hepatica communis.
Odtok zilni krve z jater je spole¢ny pro funkéni i nutritivni ob&h, které se spojuji na urovni
jaternich sinusoid. Jaterni zily spolecné tsti do dolni duté zily na hornim pélu jater po asi 1
cm dlouhém tseku mimo jaterni parenchym. Leva a stfedni jaterni zila se pfitom asi v
70 % ptipadi spoji do spoleéného kmene jesté pied vyuasténim do dolni duté zily
(Safka V., 2010). Zakladni histologickou stavebni jednotkou jaterniho parenchymu je
jaterni lalicek. Jde o strukturu o délce nékolika milimetrti a o pruméru 0,8 — 2 mm, ktera se
sklada z jednotlivych hepatocytt uspofadanych odstfedivé od centralni zily. Jatra
dospélého &lovéka obsahuji zhruba 50 — 100 tisic jaternich lalickt (Cervinkova Z., 2010).
Jaterni lalticek mé ve svém stfedu centralni Zilu, kterd je odstfedivé lemovana destickami
hepatocytli. Kazda desticka je tvofena dvéma vrstvami hepatocytli, mezi kterymi se
nachazi zluovy kanalek ustici do zluCovodu na periferii jaterniho lalacku (obrazek 1).
V septech mezi jaternimi lalicky se nachazeji i dalsi struktury: terminélni portalni venuly,
terminalni jaterni arterioly, lymfatické cévy a nervy. Mezi destickami hepatocyti vzdy na
jejich krevnim polu se nachazeji jaterni sinusoidy, ze kterych tok smiSené krve pokracuje
smérem k centralni zile. Jaterni sinusoidy jsou lemovany dvéma typy bunék: Kupfferovymi
a endotelovymi burikami. Prostor mezi endotelovymi buiikami a hepatocyty nazyvame

Disseho prostor.
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Zlu¢ové kanaly
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Obrazek 1. Schéma jaterniho lahicku.

Pievzato z (Cervinkova Z., 2010)

Z funk¢niho hlediska tvofi zakladni jednotku jater portalni acinus. Portalni acinus je
nepravidelny mikroskopicky tutvar, jehoz jednu osu tvofi linie mezi dvéma portalnimi
triadami a druhou spojnice mezi dvéma centralnimi Zilami (Cervinkova Z., 2010). Jaterni
acinus je zasobovan krvi ze dvou portalnich triad a histologicky a funkéné se dale déli na
tfi zony: zona I, kterd je nejblize pfivodnym cévam a jako prvni pfichdzi do styku
s okysli¢enou krvi a krvi bohatou na Ziviny; piechodnd zona II; nejvzdalenéjsi zona III,
ve které se nachazeji hepatocyty v blizkosti centralnich Zil s progresivné snizenou
koncentraci kysliku a zivin. Rozdilné slozeni mikroprostfedi, ve kterém se hepatocyty
Vv jednotlivych zonach nachdzeji, ma za disledek rozdil v aktivité enzymatického vybaveni
téchto bun¢k. V hepatocytech 1. periportalni zony (s vyssi koncentraci kysliku a Zivin)
prevazuji oxida¢ni déje, B-oxidace mastnych kyselin, katabolismus aminokyselin a tvorba

mocoviny, glykogenolyza, tvorba Zluci, atd. Hepatocyty, které se nachézeji v blizkosti



centrdlni zily, jsou oproti tomu charakteristické vyssi glykolytickou aktivitou, syntézou

glykogenu, lipogenezi, ketogenezi, tvorbou glutaminu a biotransforma¢nimi reakcemi.

Histologicky jsou jatra tvofena parenchymovymi bunikami, hepatocyty, zhruba ze
60 — 80 %. Neparenchymové buiiky tvofi zbylych 20 — 40 % z celkového mnozstvi bungk.
Délime je na Kupfferovy bunky (= 20 %), lymfocyty (= 25 %), cholangiocyty (= 5 %),
Itovy bunky (< 1 %) a zbylych ptiblizné 50 % tvoii fenestrované endotelové bunky LSEC
(z angl. , liver sinusoidal endothelial cells*) (Cervinkova Z., 2010).

1.1.2.  Funkce jater

Jatra se podileji na stovkach riznych metabolickych a fyziologickych procest a
jsou tak nenahraditelnym organem lidského téla. Dojde-li k akutnimu jaternimu selhani,
tak bez intenzivni lékafské pomoci smrt nastava beéhem nékolika hodin. Jedinou

spolehlivou nahradou jejich funkce je jaterni transplantace.
Jaterni funkce je mozno rozdé¢lit na:
—  Syntetické funkce jater (napf. tvorba plazmatickych proteint)

—  Biotransformacni funkce jater (aloha jater v metabolismu hlavnich energetickych

Substrati, tvorba zluci, metabolismus a detoxikace xenobiotik apod.)
—  Zasobni funkce jater (zejména stopové prvky a nékteré vitaminy)

1.1.2.1. Syntetické funkce jater

Jak jiz bylo zminovano v uvodu, v jatrech se syntetizuje celd fada endogennich
molekul. Jednd se o latky potfebné v metabolismu zivin, které budou vice rozebrany
Vv nasledujici kapitole. Déle jsou jatra zodpovédna za tvorbu vétSiny proteintt krevni
plazmy, fady hormont, latek a enzymu potiebnych k traveni potravy v gastrointestinalnim

traktu a také syntézu mocoviny, hlavniho degradacniho produktu proteind.

Hlavni bilkovinou krevni plazmy produkovanou v jatrech je albumin, protein
o molekularni hmotnosti 66,5 kDa, ktery tvoii vice neZ polovinu celkového mnoZstvi
proteinlt v plazmé o celkové koncentraci 35 — 50 g/l. Albumin se podili zdsadné na
udrZovani onkotického tlaku plazmy, transportu steroidnich hormont, volnych mastnych
kyselin (VMK), nekonjugovaného bilirubinu, celé¢ fady 1ékti a také kompetitivné vaze

kalciové ionty. V dobé fetdlniho vyvoje plodu jatra tvoii alfa-fetoprotein, ktery zastava



podobné funkce jako u narozeného ditéte a dospélého jedince albumin (Hengstler et al.,
2005).

Jatra dale hraji klicovou roli pfi syntéze latek nezbytnych jak pro stimulaci srazeni
krve tak i jeji inhibici a degradaci krevni srazeniny — fibrinolyzu. Vsechny koagulaéni
faktory se tvofi téméf vyhradné v jatrech s vyjimkou faktoru VIII, ktery se ¢aste¢né tvoii i
Vv cévnim endotelu. Pro tvorbu koagula¢nich faktort II, VII, IX a X a antikoagula¢né
pusobiciho proteinu S a proteinu C je nezbytna pfitomnost vitaminu K. Ten funguje jako
kofaktor pro enzym katalyzujici karboxylaci glutamové kyseliny na kyselinu
karboxyglutamovou; karboxylova skupina je nezbytnd pro vazbu vapenatého kationtu a
nasledny prabéh koagulacni kaskady. Vitamin K se béhem této karboxylace oxiduje.
Zpétnou redukcei oxidovaného vitaminu K katalyzuje enzym vitamin K-epoxid reduktéaza,
ktery tak opét navraci vitamin K do jeho aktivni formy. Enzym K-epoxid reduktaza je
inhibovan antikoagula¢nimi latkami, které tvoii skupinu kumarini (King and Tran, 2015).
Vysledkem této inhibice je neschopnost jater syntetizovat funkcéni faktory koagulaéni
kaskady. Hlavnim pfedstavitelem kumarinii je warfarin, ktery je béZzné¢ pouzivan jako 1¢ék

uréeny pro snizeni krevni srazlivosti (Borkowski et al., 2014).

Dalsi skupinou latek syntetizovanych v jatrech jsou proteiny, které ovliviiuji
zénétlivou a imunitni odpovéd’. Jde predevsim o slozky komplementu a proteiny akutni
faze jako a-1 antitrypsin nebo C-reaktivni protein (CRP). Komplementovy systém je
soucasti nespecifické imunity organismu a reprezentuje skupinu globulini krevni plazmy,
které stimuluji zanétlivou reakci tim, ze se mohou samy aktivovat v kaskadové
probihajicich sekvencich (Janeway, 2001). Komplementovy systém zvySuje efekt
protilditek navdzanych na antigen a nasledné umoznuje fagocytim efektivné likvidovat
mikroby a odstraniovat poSkozené buiiky lidského téla. Rovnéz stimuluje zanétlivou reakci
a také ma sadm schopnost destruovat bakteridlni i somatické bunky perforaci jejich
membrany (Janeway, 2001). C-reaktivni protein je pfedev§im dileZity opsonin, na ktery se
vazi rizné latky typu antigeni nebo imunokomplexti. Vzhledem k tomu Ze je jeho
koncentrace vyznamné ovlivnéna zanétlivym procesem, je CRP v klinické mediciné

vyuzivan jako indikator zanétlivé reakce v organismu (Straatman et al., 2015).

V jatrech se také tvofi mnoho latek hormondlni povahy. Piikladem je
trombopoetin, hepcidin, inzulinu podobny ristovy faktor, proenzym angiotenzinogen,

erytropoetin a dal§i. K dalezitym transportnim proteinim syntetizovanych v jatrech patii



zejména ceruloplasmin, retinol vazajici protein, transferin, vitamin D véazajici protein

a podobné.

Jatra jsou nezbytna pro katabolismus hemu, tvorbu mocoviny nebo jsou mistem pro

tvorbu zlu¢ovych kyselin a zIuci.

1.1.2.2. Metabolickd funkce jater

Jatra maji zésadni tlohu pfi metabolismu jak zakladnich zivin, tak i celé fady
dalsich latek endogenniho a exogenniho ptvodu. Vzhledem k zaméfeni této dizertacni
prace bude v ivodu vénovana pozornost zejména tém biochemickym procesim, které se
piimo nebo neptimo tykaji energetického metabolismu, a které jsou spojeny s fyziologii
jaternich mitochondrii. Proto bude uveden metabolismus cukrii a tuk®, zatimco

metabolismus ostatnich substratd (aminokyselin, bilirubinu) uveden nebude.

1.1.2.2.1. Glykolyza, glukoneogeneze a pentozovy cyklus

Jatra se podstatnou mirou podileji na metabolismu cukrti, zejména glukozy. Jsou
organem, ktery zajisStuje udrzovani hladiny krevni glukézy, kterd je potfebnd pro
energetické ale 1 pro ostatni metabolické déje v organismu. Glukostaticka funkce jater
spoc¢iva v jejich schopnosti udrzovat hladinu glukézy v relativné tzkém fyziologickém
koncentratnim rozmezi. Jatra maji schopnost ukladdat glukézu v podobé glykogenu,
Vv piipadé potfeby glukdzu zpétné uvolnit procesem glykogenolyzy. Jatra zvysuji hladinu
gluk6zy nejen Stépenim jaterniho glykogenu, ale také maji schopnost glukdézu syntetizovat
Z jinych substrati - glukoneogeneze. Jde zejména o laktat (kyselinu mlécnou) ale
i o glukoplastické aminokyseliny a glycerol (Adeva-Andany et al., 2016). Syntéza glukozy
Vv jatrech mizZe dosahovat az 10 g na kg télesné hmotnosti denné. V prevazné vétSing jde
o tvorbu glukézy z kyseliny mlécné, coz je v tomto piipadé glukoneogeneze Coriho cyklu
(Russell and Young, 1990; Suhara et al., 2015; Young, 2005). Obdobny vyznam ma
i syntéza glukdzy z alaninu (alaninovy cyklus) (Adeva-Andany et al., 2016). Neoxida¢ni
cyklizace glukézy je patrnd i1 v piipadé hladovéni ¢i diety s nizkym obsahem sacharida
(Coelho et al., 2015) a vyznamné stoupa zejména ve stresové situaci (Sun et al., 2017).

Ptesny vyznam tohoto fenoménu nebyl zatim dostate¢né objasnén.
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Obrazek 2. Prehled metabolizmu glukézy v jatrech.
Pievzato z (Adeva-Andany et al., 2016)

Vzhledem k tomu, Ze proces glukoneogeneze je energeticky naro¢ny, je energie
potiebna k tomuto d¢ji ziskdvana prevazné z oxidace masnych kyselin. Naopak, jatra
ziejmée glukozu vyuzivaji jako energeticky substrat pouze v ptipad¢€, kdy sacharidy tvoti
hlavni podil pfijaté stravy. V ostatnich ptipadech jsou jatra energeticky zavisla na tucich a
sacharidy (glukozu) vyuzivaji k syntetickym procesim, jako je tvorba zasobniho
glykogenu, aminokyselin, glycerolu, nukleovych kyselin a dalsich (Adeva-Andany et al.,
2016).

Specialni metabolickou cestou glukézy je pentézovy cyklus, ktery se podili na
tvorbé nukleovych kyselin (ribdza a deoxyriboza) a NADPH, potiebné pro redukeni a tedy
anabolické procesy. Piikladem muiZe byt syntéza mastnych kyselin, ktera vyzaduje
redukujici ekvivalenty ve formé NADPH a v jatrech zastava velké procento utilizace

tohoto reduk¢niho kofaktoru. NADPH mize byt také vyuzit v obrané proti oxidacnimu



stresu, jakozto koncovy donor elektroni pii redukci oxidovaného glutathionu (GSH).

S timto druhym pouzitim NADPH se setkdme nejcastéji v erytrocytech (Rizvi et al., 2009).

1.1.2.2.2. [-oxidace a lipogeneze
Mastné kyseliny jsou vyuzivany jako zdroj energie v celé fadé¢ bun€k organismu.

Jatra vSak maji v metabolismu tukti unikatni ulohu hned z nékolika divodu:
v" Jsou v nich metabolizovany a syntetizovany lipoproteinové partikule
v’ Hraji dilezitou roli v obratu mastnych kyselin — cyklus jatra - tukova tkan

v' Jsou v nich syntetizovany mastné Kkyseliny z prekursorli (zejména sacharidi)

a prodluzovany mastné kyseliny se stfednim fetézcem
v’ Jsou mistem produkce ketolatek potfebnych pro organismus béhem hladovéni
v’ Syntetizuji velkou ¢ast cholesterolu

V jaternich mitochondriich probiha B-oxidace masnych kyselin, které jsou za
normalnich podminek hlavnim energetickym substratem pro jaterni buiiku. Pfi B-oxidaci
vznika z VMK acetyl-CoA, ktery muze byt nasledné utilizovan v Krebsové cyklu, pouzit
k syntéze ketolatek, cholesterolu nebo vstupuje do lipogeneze k tvorbé novych VMK

(Lehninger et al., 2005).

Pro vstup VMK s fetézcem delsim nez 12 uhlikii do mitochondrie je potieba jeji
vazba na karnitin. Tato reakce je rozdélena na tii kroky katalyzované rozdilnymi enzymy.
Prvnim krok katalyzuje enzym acyl-CoA syntaza, ktera je specifickda pro VMK dle délky
jejich fetézce (pro kratké, stfedni a dlouh¢). Vznikly ester VMK miiZze byt nasledné vyuzit
V cytoplazmé k tvorbé lipidovych membran, nebo je transportovan do mitochondrie

k oxidaci. V druhém piipadé je nutno vyuzit karnitinovy ¢lunek.

Druhym krokem piestupu VMK do mitochondrie je reakce karnitin acyltransferazy,
neboli karnitinpalmitoyltransferazy (CPT; podle karnitinpalmitoyl-CoA). CPT je
mitochondrialni transportér na vnéjsi (izoforma CPT-1) a wvnitini (izoforma CPT-2)
mitochondridlni membran€. Po navazéani acyl-CoA na CPT-1 vznika acylkarnitin, ktery
vstupuje do mitochondrialni matrix facitilovanou difiizi pomoci acylkarnitin/karnitinového
pfenasece. CPT-2 na vnitini mitochondridlni membrané nasledné oddéli karnitin a navaze

zpét CoA k VMK, ktera je timto ptipravena k B-oxidaci (Lehninger et al., 2005). Vstup



VMK do mitochondrialni matrix pomoci karnitinového ptfenasece je rychlost limitujicim
krokem v oxidaci mastnych kyselin a bude mu vénovana pozornost v dalsi ¢asti, zaméfené
na regulaci energetického metabolismu jater.
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Obrazek 2. Schéma transportu acyl-CoA z cytoplazmy do mitochondrialni matrix

Ziskano z vetejné dostupné databaze Creative Commons.

Proces B-oxidace mastnych kyselin v mitochondrialni matrix zahrnuje Ctyfi hlavni
enzymatické reakce: 1. Dehydrogenace; 2. Hydratace; 3. Dehydrogenace; 4. Uvolnéni
acetyl-CoA (Lehninger et al., 2005). Prvni dehydrogenace je katalyzovana acyl-CoA-
dehydrogendzou, coZ je enzym, ktery ma tfi izoformy odliSujici se délkou fetézce VMK,
kterou jsou schopny metabolizovat (s dlouhym, stfednim a kratkym fetézcem). Béhem této
dehydrogenace se vytvoii dvojita vazba mezi a a B uhlikem acyl-CoA a vznikne trans-°-
enoyl-CoA. Elektrony, které jsou pii této reakci odebrany, jsou pieneseny na flavinovy
kofaktor elektron transportujiciho flavoproteinu (ETF, viz dale) a pokracuji ptimo do
elektron transportniho systému vnitini mitochondridlni membrany s koncovou redukci
kysliku. V druhém kroku B-oxidace se trans-52-enoyl-CoA hydratuje molekulou vody za

vzniku L- B-hydroxyacyl-CoA, ktery nasledné podstupuje druhou dehydrogenaci, ¢imz se
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vytvaii B-ketoacyl-CoA a soucasné vznika redukéni kofaktor NADH. V posledni kroku [3-
oxidace katalyzovaném enzymem thioldzou se uvoliiuje acetyl-CoA a ptivodni acyl-CoA,

ktery do B-oxidace vstupoval, je o dva uhliky kratsi (Lehninger et al., 2005).

Lipogeneze (syntéza mastnych kyselin) je proces, ktery probiha v jatrech a také
V tukové tkéani. Zakladni stavebni jednotkou je aktivovany acetat a vlastni syntéza je
podobna obracené beta-oxidaci. Do procesu lipogeneze vsak nevstupuje vysledny produkt
B-oxidace acetyl-CoA, nybrz malonyl-CoA, ktery vznika karboxylaci dvou molekul acetyl-
CoA. Tato reakce, katalyzovana acetyl-CoA-karboxylazou (ACC), je rychlost limitujicim
krokem lipogeneze a v hepatocytech je tizce regulovana. Malonyl-CoA se poté pomoci

syntazy mastnych kyselin (FAS) pfeméni na VMK s dlouhym fetézcem (napf. palmitat).

1.1.2.2.3. Regulace metabolismu energetickych substrdtii

Regulaci metabolismu tukl a cukrii spoleéné s metabolismem bilkovin a ostatnich
substratii, zajistuji lokalni fidici mechanismy a nervovy a endokrinni systém. Na nervovém
fizeni metabolismu se podili hlavné autonomni nervovy systém. Hormonalni regulaci na
celotélové urovni zajistuji hormony anabolické (inzulin, rtstovy hormon) a hormony
katabolické (glukagon, kortizol a katecholaminy). Po poziti smiSené stravy dochazi ke
zvySené sekreci inzulinu, zatimco sekrece katabolickych hormoni se snizuje. ZvySena
hladina glukézy a inzulinu v krvi pak v jatrech potla¢uje glukoneogenezi, a stimuluje
tvorbu a uklddani glykogenu. Stimulacné na tvorbu glykogenu phsobi téz aktivace
parasympatického nervového systému. Pokud je mnozstvi sacharida v dieté¢ vysoké, dojde
ke zvyseni de novo lipogeneze (Adeva-Andany et al., 2016; Rui, 2014). Inzulin soucasné
potlacuje B-oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich a tvorbu ketolatek. Na tomto
fenoménu se miZze podilet 1 inhibice transportu mastnych kyselin do mitochondrii
v disledku zvySené koncentrace malonyl-CoA, ktery inhibuje CPT-1. Inzulin snizuje
hydrolyzu triacylglycerolt v periferni bilé tukové tkani, kde naopak aktivuje
lipoproteinovou lipadzu a timto mechanismem snizuje tok VMK do jater a naopak zvySuje

se vychytavani mastnych kyselin v tukové tkani (Lehninger et al., 2005).

Zvysena glykolyza produkuje zvySené mnozstvi pyruvatu, ktery vstupuje do
mitochondrii, kde se pfeméfiuje za pfitomnosti pyruvatdehydrogendzového komplexu na
acetyl-CoA a ten vstupuje do Krebsova cyklu. V Krebsove cyklu se spoji s oxalacetatem za
soucasného vzniku trikarboxylové kyseliny citratu. Pokud je ovSem kapacita Krebsova

cyklu pfijimat acetyl-CoA vycerpana, tak je nezbytné regenerovat oxalacetat v cytosolu a
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acetyl-CoA se takto dostava ven z mitochondrie, kde se mize vyuzit k syntéze VMK.
V cytosolu buiiky se acetyl-CoA pfeméni na malonyl-CoA, ktery nasledné inhibuje CPT-1
a f-oxidaci mastnych kyselin v mitochondridlni matrix. Za tohoto postprandidlniho stavu je
tedy diky inzulinu acetyl-CoA vytvotfeny z glykolyzy, ¢i degradaci VMK piesmérovan do
lipogeneze na tvorbu dalsich (novych) VMK. VMK, které nevstoupi do [B-oxidace
z divodu inhibi¢nitho vlivu inzulinu, jsou nasledné piimo pouzity pro tvorbu
triacylglycerold a lipoproteinovych ¢astic (VLDL). Z dlouhodobého hlediska inzulin také
stimuluje expresi metabolicky aktivniho transkrip¢niho faktoru SREBP-1c¢ (z angl. ,,sterol

regulatory element-binding protein®) a indukci exprese hlavniho enzymu lipogeneze ACC.

Pt1 hladovéni se zvySuje hladina glukagonu, katecholamint a glukokortikoidi, coz
zpusobuje zvySeni aktivity glukoneogenetickych enzymili a stimulaci glukoneogeneze.
Glukagon na rozdil od inzulinu inhibuje a inaktivuje ACC prostiednictvim piimé aktivace
AMP-dependentni proteinkinazy (AMPK). Toto ma za nasledek inhibici tvorby malonyl-
CoA, inhibici lipogeneze a uptednostnéni B-oxidace a tvorby ATP z acetyl-CoA
uvolnéného z VMK. ATP je vyuzito v glukoneogenezi Kk tvorbé glukdzy a zabranéni
hypoglykemie. Zvyseny vstup VMK do jaternich mitochondrii mé také za nasledek
zvySenou tvorbu ketolatek, a protoze pro hrazeni energetickych potfeb hepatocytu je
mnozstvi vytvofeného acetyl-CoA Vv naprostém piebytku, jsou ketolatky vyuzity také pro
hrazeni energetickych potieb v perifernich tkanich véetné mozku (Bak, 2017; Rui, 2014).
PPARa (z angl. ,,Peroxisome proliferator-activated receptor alpha®) je dalsi transkrip¢ni
faktor nezbytny pro zahajeni a iniciaci glukagon dependentni B-oxidace. PPARa je bohaté¢
zastoupen V jatrech a v hnéd¢ tukové tkani hrajici dulezitou roli v transkripcni regulaci
metabolismu tukti a cukri a pomaha k expresi gend regulujici p-oxidaci (Kersten and
Stienstra, 2017).
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1.2. Mitochondrie

Mitochondrie jsou spojovany piedev§im s produkci energie v bunkach vsech
eukaryotickych bun¢k a $irsi vefejnosti jsou dobie znamé jako ,.elektrarny buiky*. Méné
znama je skute¢nost, ze mitochondrie neni pouhym mistem tvorby vysoce energetického

ATP, ale Zze mitochondrie plni také fadu dalSich funkci dulezitych pro kazdy organismus.

Od dob objeveni mitochondrii roku 1840 (Ernster and Schatz, 1981) k prvnimu
popisu jakozto ,.elektrarny buniky* uplynulo vice nez sto let (Siekevitz, 1957). PiedevSim v
poslednich nékolika letech vSak vyzkum fyziologie mitochondrii zaziva renesanci a
dostava se do popiedi védeckého zajmu v mnoha biomedicinskych oborech. Navzdory
faktu, Ze mitochondrie produkuji zhruba 90% veskerého bunécné¢ho ATP, byl nazor, zZe
naplni jejich funkce je vyhradné tvorba ATP oxidativni fosforylaci, vyvracen pomérné
nedavno. Recentné bylo prokazano, Ze mitochondrie hraji dilezitou roli v regulaci ROS
(Breitenbach et al., 2014), v homeostaze intracelularniho kalcia (Elustondo et al., 2016;
Hurst et al., 2016), v procesu programované bunééné smrti (Green et al., 2014; Van Aken
and Van Breusegem, 2015), v intermediarnim metabolismu buniky a vzniku nékterych
metabolickych chorob (Almeida et al., 2015; Grattagliano et al., 2012; Cheng et al., 2010),
v procesu starnuti (Breitenbach et al., 2014), v nadorové transformaci buiky (Johnson and
Perkins, 2012; Wallace, 2012; Yan et al., 2015a) a fad¢ dalSich specifickych buné¢nych
funkci.

Jaterni mitochondrie jsou mistem citratového a mocovinového cyklu, mistem
oxidace mastnych kyselin a ¢astecné 1 jejich syntézy a na své vnitini membrané¢ obsahuji
systém oxido-redukéné aktivnich molekul, které jsou nezbytné nejen pro tvorbu ATP ale
také spravné plnéni dalSich mitochondridlnich funkci, které Cini tuto bunéénou organelu

nepostradatelnou.

V dalsi ¢asti teoretického tvodu této dizertacni prace se tedy zaméfim na popis
struktury mitochondrii a na dil¢i pfiblizeni popisu jejich funkci. Pokusim zde se rozebrat

biologicko-fyzikalné-chemické vlastnosti jednotlivych soucasti této komplexni organely.
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1.2.1.  Struktura mitochondrii

Mitochondrie jsou zcela jedine¢nou organelou bunky; vynikaji fadou unikatnich
strukturnich vlastnosti a maji nezastupitelnou funkci pro jednotlivé bunky i pro cely
organismus. Jako jediné buné¢né organely disponuji vlastni deoxyribonukleovou kyselinou
- MtDNA (mitochondrialni DNA, obrazek 3). Vzhledem k pfitomnosti mtDNA maji
mitochondrie k dispozici 37 genti a 16 569 para bazi, které jsou dulezité pro syntézu 13
klicovych polypeptidi oxidativni fosforylace, 22 tRNA a dale 12S a 16S podjednotek
ribosomalni RNA pro syntézu mitochondrialnich proteini (Milane et al., 2015; van der
Wijst et al., 2017). Kazda mitochondrie obsahuje od dvou do deseti kopii cirkularni
MtDNA a v eukaryotické buiice jich mizeme nalézt az pét set. Rozdilny pocet mtDNA
Vjedné eukaryotické buiice nazyvame terminem polyplasmie; variabilitu a rozdil
vV mnozstvi mitochondrii na jednu burniku zase terminem heteroplasmie (Milane et al.,
2015). Heteroplasmie a polyplasmie vytvaieji druhové a tkanové rozdily ve funkcich
téchto komplexnich organel, coZ je zplisobeno tim, ze mtDNA se replikuje nejen pii déleni
bunky, ale zaroven i v prubéhu celého jejiho Zivota. Vzhledem k vyssi Cetnosti mutaci
v MtDNA dochazi k fenotypové variabilnimu slozeni mitochondrii jednotlivych bunék.
mechanismi ve srovnani s DNA v bunééném jadie. Tyto mutace mohou zpusobit poruchu
bunééné funkce a naslednd tézka dozivotni onemocnéni a ve fetalnim obdobi mohou byt

dokonce pri¢inou pied¢asné smrti vyvijejiciho se plodu (Schon et al., 2012).
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Obrazek 3. Mitochondrialni DNA.
Pievzato z (van der Wijst et al., 2017)

Heteroplasmie mitochondrii ale na druhou stranu kontroluje projev téchto mutaci na
urovni buiiky ¢i celého organismu, pokud nedojde k patologické mutaci v podstatné ¢asti
bunéénych mitochondrii, které ptevlddnou nad mitochondriemi zdravymi, nemusi se
nemoc projevit v plném rozsahu, ¢i vilbec (Wilkins et al., 2014). Na tomto misté se nabizi
také Uvaha, zda heteroplasmie a polyplasmie nepropljcuji mitochondriim jakousi roli
v evoluci eukaryotickych bunck. Mitochondrie diky drobnym mutacim svého genomu
ziskavaji schopnosti leps$i adaptace na nové podminky a vzhledem k velkému poctu
mitochondrii v butice a jejich relativné rychlym vznikem a zanikem se miZe vyselektovat
populace s ,idealni“ mtDNA, ktera napiiklad ziska rezistenci tieba proti protinadorovym
lékam (Peng et al., 2017). Tato selekce dovoluje bufice a nasledné i celému organismu
adaptaci na ndhle zménéné Zivotni podminky, jako je napfiklad jiny zdroj vyzivy, nizsi
hladina kysliku v prostiedi nebo i tfeba zvySena fyzickd namaha (Jacobs et al., 2013;
Johnson et al., 2014).
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1.2.1.1. Mitochondridlni membrany

Mitochondrie je dale jedina organela eukaryotické bunky se dvéma fosfolipidovymi
membranami; zevni mitochondrialni membrana (OMM), ktera je slozenim velice podobna
membrané cytoplazmatické, a pak vnitini mitochondrialni membrana (IMM), ktera je
specifickd nejen odliSnym lipidovym slozenim, ale také obsahuje vétsi podil
membranovych proteinil tvoficich proteinové superkomplexy. IMM se v mitochondrii
zakfivuje, prehyba a vychlipuje smérem do mitochondrialni matrix, ¢imz vytvaii obraz
dobfe znamych mitochondridlnich krist patrnych pii zobrazeni v elektronovém
mikroskopu. Diky témto kristim ma IMM =zajistén velky povrch, na kterém mohou
probihat biochemické procesy vcetné bunécného dychani s naslednou fosforylaci ADP a
tvorbou ATP. K membranovym specifikim mitochondrii patii i velmi fascinujici
schopnost jejich ustavicného pohybu. Jednak se mohou mitochondrie piesouvat v ramci
buiiky obousmérné podél mikrotubuli diky proteinu s GTPazovou aktivitou MIRO a jeho
efektoru MILTON (Glater et al., 2006). Mitochondrie spolu v ramci buiky také neustale
splyvaji a rozd€luji se, ¢imz vytvaieji jakousi mitochondrialni sit’, ¢i podhoubi (Mishra and
Chan, 2014). Hovofit proto o mitochondrii, jako o samostatné izolované organele, 1ze tedy
jen na teoretické urovni; V Zivé buiice izolované mitochondrie samy o sobé& prakticky
neexistuji. Pfestoze pfesny mechanismus mitochondrialniho splyvani a rozdélovani, dosud
nebyl dostateéné objasnén, je v soucasnosti znamo n¢kolik proteini na IMM, OMM a také
V mezimembranovém prostoru (IMS), které v procesu mitochondridlniho splyvani a

mitochondrialniho rozd¢lovani hraji dilezitou roli (Mishra and Chan, 2014).

Zevni mitochondridlni membrana je svym fosfolipidovym a proteinovym slozenim
blize cytoplazmatické membrané a membrandm dalSich bunéénych organel, se kterymi
dokonce vytvaii piima spojeni (Manfredi and Kawamata, 2016). Pro piehlednost na tomto
misté¢ zminime strukturni membranovy protein Mgml, ktery udrZzuje stabilitu
mitochondrialnich krist (Meeusen et al., 2006) a mitofusiny Mfnl a Mfn2, které se podileji
na mitochondrialnim splyvani (Song et al., 2009); a membranové proteiny Dynamin
related protein (Drpl), Fisl, Mff, MiD49 a MiD51, které naopak zahajuji mitochondrialni
rozdélovani (Loson et al., 2013; Milane et al., 2015; Wada and Nakatsuka, 2016).
Mitofusin Mfn2 vytvafi také kontakty s hladkym endoplazmatickym retikulem a
melanosomy (Manfredi and Kawamata, 2016; Milane et al., 2015). Dal$im strukturnim

proteinem vnitini mitochondridlni membrany, ktery plni dilezitou ulohu v bunééném
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splyvani, je Optic atrophy protein 1 (Opal) (Seo et al., 2010). Vyjma strukturnich proteint
obsahuje zevni mitochondridlni membréana také dilezité metabolické enzymy. Jsou jimi
napt. hexokinaza II a pyruvat dehydrogenazovy komplex. Dalsi kategorii proteini zevni
mitochondrialni membrany jsou enzymy regulujici programovanou bunéénou smrt,
apoptozu. Radime mezi né proteiny rodiny Bcl-2 (zkratka podle objeveni v buikich
izolovanych z B-bunécného lymfomu, z angl. ,,B-cell lymphoma®): Proapoptotické Bak,
Bax, Bid; a antiapoptotické Bcl-2, Bel-XL a Mcl-1 a dalsi (Gross, 2016).

A Mitochondrial fusion

Docking MOM fusion MIM fusion
Cristae
junction

Mfn1 and Mfn2 (Fzo1p)
B Mitochondrial fission
Initiation Oligomerization Scission

3

Fis1 (Fistp)  Drp1(Dnm1p)

Obrazek 4. Spojovani a rozdélovani mitochondrii

Pievzato z (Seo et al., 2010)

Vnitini mitochondridlni membrana se oproti zevni mitochondridlni membrané a
dal$im fosfolipidovym membrandm eukaryotickych bunck odliSuje vy$Sim procentudlnim
zastoupenim proteinové slozky, vyskytem specifickych fosfolipidt a také svou minimalni
propustnosti pro ionty, proteiny apod. ¢imz vytvaii oddéleny kompartment.
Ze specifickych proteini jsou to obii multienzymové komplexy respiracniho systému,

o kterych bude fe¢ v nésledujici kapitole vénované transportu elektronti a tvorbé ATP.
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Z dal$ich proteinii jmenujme napiiklad adenin nukleotid translokdzu (ANT, ADP/ATP
translokaza), diky které se dostava ADP z cytosolu do mitochondridlni matrix vyménou za
ATP tvofené na matrixové strané vnitini mitochondridlni membrany. DalSim transportnim
proteinem zasobujici mitochondrie prekurzory pro tvorbu ATP je fosfat transportujici
protein (Wohlrab, 2009). Hojn¢ zastoupenou skupinou proteint IMM tvoii rozpiahovaci
,uncoupling* proteiny (UCP)(Busiello et al., 2015; Lindquist et al., 2017). Rozpiahovaci
proteiny jsou casto specifické pro urCitou tkan, UCP1 hraje velice dulezitou roli ve
fyziologické termogenezi hnédé tukové tkan¢ (Warner and Mittag, 2016) a UCP2 a UCP3
jsou v popiedi vyzkumu diky jejich zvySené expresi pii oxida¢nim stresu za riznych
patologickych situaci (Jezek et al., 2014; Pei et al., 2016). Ma se za to, Ze UCP zpiisobuji
snizeni mitochondrialni produkce ROS (Jezek et al., 2014; Zhang et al., 2007).

Jednim z nejdulezitéjsich kanalovych proteint na OMM jsou ,,voltage dependent
anion channels* (VDACs) (Maurya and Mahalakshmi, 2016; Milane et al., 2015). VDACSs
pii vazbé dalSich membranovych proteinli a enzymi tvoii obii kanaly o vnitinim priméru
2 — 4nm, které nazyvame ,, mitochondrial permeability transition pore* (MPTP; Ponnalagu
and Singh, 2016; Wohlrab, 2009). Diky tvorb¢ téchto kanali maji VDACs zasadni
regulacni tllohu v apoptdze, metabolismu, homeostaze kalcia a dalSich. VDAC 1 funguje
proapoptoticky a k jeho aktivaci v maligné transformovanych buikach cili fada
nadorovych 1éka (Maldonado, 2017; Pedersen, 2012).

1.2.2. Krebsuv cyklus a vznik reduk¢nich kofaktori

Mitochondrie jsou mistem, kde se setkavaji hlavni metabolické drahy cukr, tuki a
bilkovin a spolecné tak vytvareji metabolickou ,kiizovatku®, ptes kterou lze ptfechazet
mezi jednotlivymi drahami a kterd také umoznuje tvorbu redukénich kofaktort. Touto
metabolickou ,ktizovatkou™ je cyklus trikarboxylovych kyselin, neboli citratovy ¢ili
Krebsiiv cyklus (obrazek 5). Jednd se vlastné o druhy krok aerobni tvorby
vysokoenergetického ATP (prvnim krokem je tvorba acetyl-CoA viz vySe). Na zacatku
Krebsova cyklu se acetylova ¢ast z acetyl-CoA navdZe na oxalacetat a vytvoii citrat.
Nasledné vznikly citrat projde katalytickym cyklem osmi chemickych reakci za soucasné
tvorby dvou molekul COa, ¢ty molekul redukénich kofaktord (tfech NADH a jednoho
FADH:), jedné molekuly ATP a kone¢né zpétné regeneraci oxalacetatu, ¢imz se kruh
uzavre a je cely proces opét pripraven pro piijem dal$i molekuly acetyl-CoA (Lehninger et

al., 2005). Takto se mize Krebsuv cyklus opakovat do nekone¢na, samoziejmé pfi
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dostatku vSech potfebnych substratti. Vytvotfené redukéni kofaktory se dale vyuzivaji ve
treti fazi aerobniho metabolismu, pii transportu vysokoenergetickych elektroni po
redoxnim spadu elektron transportniho systému. Pfi tomto procesu dochazi k preméné
energie uvolnéné z prechodu elektrontl z vyssiho do nizsiho energetického stavu na energii
vyuzitelnou k pfenosu protonti z mitochondridlni matrix do mezimembranového prostoru.
Vznikly protonovy gradient je poté vyuzit ATP-syntazou k fosforylaci molekuly ADP na
ATP na matrixové stran¢ vnitini mitochondridlni membrany. Tieti fizi aerobniho

metabolismu nazyvame oxidativni fosforylace a bude bliZe projednana v dalsi kapitole.

Jak jiz bylo zminéno, Krebsiv cyklus (KC) zac¢ind kondenzacni reakci citrat
syntazy (obrazek 5, reakce €. 1). V této reakci se metylovy uhlik acetyl-CoA navaze na
karbonylovy uhlik oxalacetatu za vzniku intermediatu citroyl-CoA, ktery se rapidné
hydrolyticky rozstépi na citrat a HS-CoA. Zatimco HS-CoA je recyklovan
pyruvatdehydrogendzovym komplexem pro tvorbu dalSitho acetyl-CoA, vznikly
Sestiuhlikaty citrat pokracuje dale v KC. Dalsim krokem KC je pfeména citratu na
izocitrat. Tento krok probiha ve dvou oddélenych reakcich: 1) dehydratace citratu se
vznikem desaturované¢ho akonitatu; 2) hydratace akonitatu a vznik izocitratu. Tato ,,dvojita
reakce muze probihat, na rozdil od predchozi reakce citrdt syntazy, oboustranné.
Fyziologicky je ale odbér izocitratu v dalSim kroku KC tak rapidni, Ze termodynamika této

reakce je za standardnich podminek naklonéna ve sméru citrat — izocitrat (Lehninger et al.,

2005).
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Obrazek 5. Krebsiiv cyklus
Pievzato z (Lehninger et al., 2005).

Tteti reakci KC je reakce dehydrogenacni, pii které dochazi k tvorbé prvniho
redukéniho kofaktoru NADH. Jedna se oxidativni dekarboxylaci izocitratu NAD™-
dependentnim enzymem izocitrat dehydrogendzou. Béhem této reakce se vytvoii prvni
molekula COz, jedna molekula a-ketoglutaratu a jedna molekula NADH, ktera je nasledné
vyuzita komplexem I respira¢niho systému. Pétiuhlikaty a-ketoglutarat pokracuje v KC a
podstoupi dal$i oxidativni dekarboxylaci (Lehninger et al., 2005). Tato reakce,

katalyzovana a-ketoglutaratdehydrogendzovym komplexem, je téméf identickd s reakci
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pyruvatu a pyruvatdehydrogenazového komplexu. Oba enzymy si jsou strukturdlné
podobné a vyzaduji stejné kofaktory. a-ketoglutarat je tedy preménén na cEtyruhlikaty
sukcinyl-CoA za soucasné tvorby jedné molekuly CO2 a jedné molekuly redukéniho
kofaktoru NADH. Tyto dvé po sobé jdouci dekarboxylace jsou soucasné s reakci citrat
syntazy nevratné a urcuji smér KC. Vysokoenergeticka vazba thioesteru sukcinyl-CoA je
v dal$i chemické reakci odstépena sukcinatthiokindzou a energie uvolnéna z rozstépeni této
vazby je vyuzita k fosforylaci a dava vznik jedné molekuly vysokoenergetického GTP.
Sukcinat je nasledné sukcinatdehydrogenazou pfeménén na fumarat za souCasné tvorby
FADH,. Sukcindtdehydrogenaza je jako jediny enzym KC vazan na vnitini
mitochondrialni membranu (Cecchini, 2003) a urcuje tedy prostorové vymezeni KC
vV mitochondridlni matrix. Diky pfimé blizkému prostorovému vztahu sukcinat
dehydrogendzy a ubichinonu dochazi k rychlému ptenosu elektront z FADH, déle elektron
transportnim systémem a regeneraci FAD kofaktoru (viz dale). Fumarat se posléze
hydratuje za pomoci fumarathydratdzy na malat, ktery se v posledni reakci KC
dehydrogenuje zpét na oxalacetat. Ob&é dv€ reakce jsou vratné a reakce
malatdehydrogenazy dava vznik tietimu a poslednimu vysokoenergetickému kofaktoru

NADH, ktery je vytvotfen v KC.

Energetickd vytéznost KC se da vypocitat jako pocet molekul ATP vytvorenych
piimo ¢i po findlnim vyuziti vysokoenergetickych elektroni elektron transportnim
systémem a tvorbou ATP v oxidativni fosforylaci. V pfepoctu, kdy jedna molekula NADH
vytvoii pfiblizné¢ 2,5 molekuly ATP a jedna molekula FADH, 1,5 molekuly ATP,
je celkova vytéznost Krebsova cyklu 10 molekul ATP.

1.2.3. Mitochondrialni respiraéni systém a tvorba ATP

systém. Zamérné nebudu v této praci pouzivat pojem respiracni fetézec, protoze proteinoveé
komplexy nejsou uspotfadany linedrné do fetézce, ale tvofi jakousi konvergentni sit’, ve
které elektrony plynou podle spadu redoxniho potencialu (En) az na misto koncové redukce
molekuly kysliku. Béhem tohoto toku elektronii dochazi ke konformaénim zméndm
jednotlivych proteinovych komplext, které vyuZivaji postupné zmény energie k transportu
protontl z mitochondridlni matrix do IMS. Timto pfesunem vodikovych protonil se vytvari
na IMM mitochondridlni membrdnovy potencial (MMP), ktery nasledné umoziuje
fosforylaci ADP a tvorbu ATP.
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1.2.3.1. Transport elektronii na vnitini mitochondridlni membrané

Respiracni systém na vnitini mitochondridlni membrané se sklada z vice nez 20
samostatnych elektronovych ptenaSecti schopnych navazat a uvolnit proton dle svého En.
Tyto prenaSece jsou ukotveny v né€kolika velkych proteinovych komplexech, které tento
tok elektront usmériiuji. Jedinymi pohyblivymi pfenaSeci elektronli jsou v tucich
rozpustny ubichinon (Q), ktery se nachazi vIMM, a ve vodé rozpustny cytochrom c
vV mezimembranovém prostoru. Ob& dvé pohyblivé komponenty difunduji mezi
respiraénimi komplexy a proto je jejich relativni mnozstvi v mirném piebytku nad
ostatnimi elementy elektron transportniho systému (Nicholls D.G. and Ferguson S.J.,
2013).

Transport elektronli respiraCnim systémem mize byt zahajen na nékolika mistech
ETS (obrazek 6). Maximalni rozdil redoxnich potenciali (En) V elektron transportnim
systému ma hodnotu 1,1 V a je tvofen redoxnim parem NAD*/NADH (En = — 320 mV) a
redoxnim parem 1/202/H>0 (En = 780 mV) (Verkhovskaya et al., 2008). Prvnim redoxnim
parem ucastnicim se pienosu elektronii na vnitini mitochondrialni membrané je
NAD*/NADH (obr. 7). Tento redoxni par sice zahajuje transport elektrond, ale strukturné
neni soucasti zadného z multienzymovych komplext. Jeho vyhodou je tedy pohyblivost,
diky které muze spojovat dehydrogenazy v matrix (En = — 300 mV) a elektron transportni
systtm IMM. NADH je na IMM oxidovan obfim proteinovym komplexem
NADH/ubichinon-oxidoreduktazou (komplex I; K.I), ktery zahajuje transport elektroni

elektron transportnim systémem (obr. 6 a obr. 10).

Dalsim vstupem elektronii do respiracniho systému mohou byt mitochondrialni
dehydrogenazy s hodnotami En kolem 0 mV, které nemaji dostate¢ny En na redukci NAD?,
ale jako reduk¢ni ekvivalent vyuzivaji FAD. Tyto enzymy transportuji elektrony pfimo na
Q (Nicholls D.G. and Ferguson S.J., 2013). Jedna se o sukcinatdehydrogenazu (SDH;
komplex II; K.IT), glycerofosfatdehydrogendzu (GPDH) a ETF (obr. 6).

Nésleduje oxidace ubichinonu ubichinon/cytochrom ¢ oxidoreduktdzou (komplex
II; K.III), ktery pfedava elektrony na cytochrom c. Ten je volné pfichycen vodikovymi
vazbami k zevni strané IMM a je nasledné¢ oxidovan cytochrom c oxidazou (COX;
komplex IV; K.IV) za soucasné redukce molekuly kysliku a tvorby dvou molekul vody.
S vyjimkou komplexu IV se elektrony v ramci mitochondridlniho respiracniho systému

mohou pohybovat reversibilng, tj. obéma sméry (Verkhovskaya et al., 2008).
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Obrazek 6. Schéma elektron transportniho systému na vnitini mitochondrialni

membrané

Elektronové pienaSeCe na IMM jsou tvofeny organickymi 1 anorganickymi

slozkami:

1) flavinovymi kofaktory FAD ¢i FMN

2) cytochromy obsahujicimi funkéni hemovou skupinu
3) skupinami obsahujicimi siru a Zzelezo (Fe-S centra)
4) voln¢ rozpusténym Q v IMM

5) atomy médi vazané v komplexu IV

Orienta¢ni hodnoty En jednotlivych sloZek elektron transportniho systému jsou

schematicky zndzornény na obrazku 7.
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Obrazek 7. Schematicky znazornéné rozloZeni redoxnich potenciali jednotlivych
soucasti elektron transportniho systému.

Pievzato z (Nicholls D.G. and Ferguson S.J., 2013).

V elektron transportnim systému rozliSujeme dva flavinové kofaktory:
flavinadenindinukleotid (FAD) a flaviadeninmononukleotid (FMN). FMN je soucasti
komplexu | a zahajuje transport elektronti respiraénim systémem oxidaci NADH. FAD je
soucasti komplexu I, ETF a GPDH. Také je kofaktorem dal$ich dehydrogenaz mimo
elektron transportni systém (napf. pyruvatdehydrogenaza, a-ketoglutaratdehydrogenaza,
atd.). Flaviny mohou podstoupit jednoelektronovou ¢i dvouelektronovou oxidaci i redukci

a existuji tak ve tfech formach — oxidovany flavin, redukovany flavin a flavinovy radikal.

Cytochromy jsou ptenasece elektrontl, které ve své struktute obsahuji hemova jadra

a muzeme je detekovat dle jejich absorpéniho spektra viditelného svétla. Vyhodou jejich
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detekce je také to, Ze spektra méni svou vilnovou délku v zavislosti na jejich redoxnim
stavu. Diky tomu, cytochromy pfispély velkou mérou k poznani respiraéniho systému
vnitini mitochondrialni membrany. Cytochromy délime dle vinové délky na tii tfidy a-, b-
a c-. Na tomto misté chceme vyzdvihnout cytochrom c, ktery se naléza v IMS a je voln¢
pfipojen k zevni stran¢ IMM. Pifi poruseni OMM se cytochrom c dostavd mimo
mitochondrie a maZe aktivovat apoptotickou kaskadu. Uniku cytochromu ¢ mimo IMS se

také vyuziva pti respirometrickém hodnoceni integrity OMM.

Dalsimi komponentami podilejicimi se na transportu elektronu na wvnitini
mitochondridlni membrané jsou Fe-S centra (obrazek 8.). Fe-S centra ve své struktuie
obsahuji 2 — 4 atomy zeleza a jsou vzdy schopna podstoupit pouze jednoelektronovou
oxidaci/redukci. Jejich vyhodou je, ze maji Siroké spektrum En a ty mohou byt navic
znacn¢ upravovany okolnim prosttedim. Ve vysledku tedy hodné zélezi na proteinu, ve
kterém je Fe-S centrum ukotveno. Respira¢ni systém ma dohromady 14 Fe-S center, ktera

se nachazeji v K.l (9 center), K.II (3 centra) a K.11I (2 centra).

(@) (b)

Obrazek 8. Schematické zobrazeni Fe-S center
Pievzato z (Nicholls D.G. and Ferguson S.J., 2013)

Ubichinon (Q) je hydrofobni molekula, ktera obsahuje chinonovou funkéni skupinu
a postranni alifaticky fetézec (strukturni vzorec je znazornén na obrazku 9). MnozZstvi
isoprenylovych jednotek v postrannim fetézci, je druhové zavisly a oznaCujeme ho ¢islem
za pismenem Q. Ubichinon sav¢ich mitochondrii mé 10 isoprenylovych jednotek, a proto

se miuzeme setkat také se zkratkou Q10. Ubichinon miZe podstoupit jedno- az
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dvouelektronovou oxidaci/redukci a proto rozliSujeme tii formy ubichinon (plné

oxidovany), semichinon a ubichinol (plné redukovany).

O

_0 CH,

H,C

"Co N H

3 16-10

Obrazek 9. Strukturni vzorec ubichinonu

Pievzaot z vefejné databaze Creative Commons.

Posledni komponentou elektron transportniho systému, ktera dosud nebyla
zminéna, jsou atomy médi vazané v komplexu IV. Tyto atomy jsou schopny podstoupit
redukci z Cu" na Cu' a jsou vyuZivan jako akceptory elektronii z cytochromu ¢ a pii

koncové redukei kysliku.

1.2.3.2. Komplex I

Kaskéddu mitochondridlniho respira¢niho systému zahajuje obii multienzymovy
komplex NADH-ubichinon oxidoreduktaza neboli komplex I (Sazanov, 2015). Komplex |
ma velikost piiblizn¢ 980kDa a dohromady ho tvoii 45 — 46 podjednotek. Zakladni jadro
komplexu | se sklada ze 14 proteinovych podjednotek a patii do tiidy [NiFe] hydrogenaz
vazanych na membranu, coz je tfida hydrogendz spojujici oxidaci substratu a redukci
vodiku se soucasnym aktivnim transportem vodikového protonu (Hedderich, 2004).
K tomuto jadru komplexu I se béhem evoluce eukaryotické buiiky ptidalo ptfiblizn¢ 31 — 32
ptidavnych podjednotek, ¢imz komplex I vytvari ten nejvétS§i proteinovy komplex

respira¢niho systému IMM (Cardol, 2011).

Komplex | se da rozdélit na dvé zakladni strukturni ¢asti: hydrofobni, proton
pfenasejici ¢ast umisténou v IMM a hydrofilni ¢ast spojenou pod thlem cca 120° a
obsahujici FMN a vSechna Fe-S centra, kterd se i¢astni transportu elektronti (obrazek 10).
Kli¢ové podjednotky hydrofobni casti komplexu | jsou kodovany mtDNA a klicové
podjednotky hydrofilni ¢asti jsou kddovany nDNA.
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Ptenos elektront na K.I zac¢ind oxidaci NADH pomoci FMN na konci hydrofilni
¢asti enzymu (obrazek 10). FMN je redukovan na FMNH a nasledné reoxidovan dvéma
jednoelektronovymi kroky kaskadou Fe-S center za soucasné tvorby FMNH" radikalu.
Posledni Fe-S centrum (N2) s nejniz$im En lezi v prostorové blizkosti vazné ¢asti Q, ktery
od n¢j elektrony pfijima. Misto pro navazani Q ma tvar lipofilni kapsy a mize byt
blokovano inhibitorem komplexu I — rotenonem. N2 centrum ma jako jediné v sekvenci
Fe-S center znacn¢ snizeny En (obrazek 7), a proto pti jeho redukci dojde k uvolnéni

vétsiho mnozstvi energie. Tato energie je vyuzita na konformacni zmény hydrofobni ¢asti

komplexu k pumpovani protonit do IMS (Baradaran et al., 2013).

Obrazek 10. Komplex |

A) Struktura komplexu I izolovaného z bakterie Thermus thermophilus (Baradaran et al.,
2013); B) schematické znazornéni Fe-S center v hydrofilni ¢&asti komplexu I
(Verkhovskaya et al., 2008).

V hydrofobni ¢asti komplexu | se nachazi 4 pary protonovych kanald. Tyto kanaly
pfi konformaéni zméné proteinu ,nasaji proton z matrix mitochondrii a nasledné pii
prichodu druhého elektronu se zamknou a oteviou na druhé strané a tim ho vypumpuji
smérem do mezimembranového prostoru (obrazek 11). Energie je predavana pomoci
jednotlivych aminokyselin uspotfadanych v centru této hydrofobni podjednotky. Ty vytvari

jakousi hydrofilni osu, diky které konformaéni zména jedné Casti automaticky zpusobi
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zménu v celé délce hydrofobni podjednotky komplexu I. Timto mechanismem je komplex
I schopen ptenést 4 protony z mitochondrialni matrix do IMS pfi prichodu dvou elektront

na ubichinon (Baradaran et al., 2013; Sazanov, 2015).

1.2.3.3. Komplex Il

Sukcinatdehydrogendza, neboli komplex II, je protein vazany na vnitfni stranu
IMM o molekulové hmotnosti 128kDa (obrazek 12). Sklada se ze ¢tyi podjednotek, které
jsou kodovany nDNA (Kluckova et al., 2013; Van Vranken et al., 2015). Zaroven se jedna

0 enzym Krebsova cyKlu, ktery je jako jediny vazan na membranu mitochondrii.

Komplex II vyuzivda ke své funkci FAD kofaktor kovalentné vazany na
podjednotku SDHA, ktera zahajuje pienos elektronii oxidaci sukcinatu. Dale obsahuje 3
Fe-S centra v SDHB podjednotce ucastnici se transportu elektronti na ubichnon a posledni
hemovou skupinu v membranové ¢asti enzymu mezi podjednotkami SDHC a SDHD, ktera

ubchinon stabilizuje a zaroven se podili na jeho dvouelektronové redukci.
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Obrazek 11. Schéma konformaénich zmén komplexu I

a) Znazornuje 4 protonové kanaly v hydrofobni ¢&asti komplexu I; b) zndzoriuje
mechanismus pumpovani protonil pii prichodu elektronti na ubichinon.

Pfevzato z (Baradaran et al., 2013).
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Komplex Il predstavuje dal$i vstup elektronit do respiraéniho systému
mitochondrii. Ubichinon od néj ptijima 2 elektrony a dale dva protony z matrix, ¢imz se
komplex II nepodili na vytvafeni MMP. Sukcinat-dependentni respirace tedy zpravidla
miize dosahovat vétSich hodnot oproti NADH-dependentni respiraci, protoze pomér

prenesenych elektronti k poméru transportovanych protonti je vyssi.

Complex Il

Inter-membrane Space

uuuuuuuuuuuuuuuuuuu

Inner Mitochondrial
Membrane

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Succinate Fumarate

Obrazek 12. Schéma komplexu I1

Pievzato z vetejné databaze Creative Commons.

1.2.3.4. Komplex 111

Ubichinon-cytochrom c-oxidoreduktaza je tfetim multienzymovym komplexem
respiracniho systému mitochondrii katalyzujici ptenos elektront z ubichinonu na
cytochrom ¢ se soufasnym pienosem 4 protoni do IMS. Komplex Il obsahuje 11
podjednotek a K transportu elektronit vyuziva dva cytochromy typu b-, dvé Fe-S centra

Vv Rieskeho proteinu a cytochrom cl (obrazek 13).

Oxidaci ubichinonu a naslednym pifenosem elektronli na cytochrom c zacina
uniformni cesta vSech konvergentnich drah elektron transportniho systému. Komplex |11
také produkuje nejvétsi mnozstvi superoxidového aniontu (Andreyev et al., 2005; Brand,
2016).
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Obrazek 13. Komplex 111
a) Struktura komplexu III; b) schéma transportu elektronti z ubichinonu na cytochrom c.

Pievzato z vefejné databaze Creative Commons.

1.2.3.5. Komplex IV

Poslednim komplexem elektron transportniho systému na vnitini mitochondridlni
membrané je cytochrom c oxiddza neboli komplex IV. Na tomto komplexu dochazi
k zavérecné redukci molekuly kysliku za vzniku dvou molekul vody. Schéma tohoto

procesu je zobrazeno na obrazku 14.
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Obrazek 14. Komplex IV
Pievzato z (Nicholls D.G. and Ferguson S.J., 2013).

1.2.3.6. Dalsi enzymy elektron transportniho systéemu
Mezi dalsi enzymy elektron transportniho systému fadime ETF zastavajici
dalezitou ulohu B-oxidace mastnych kyselin, mitochondrialni GPDH katalyzujici oxidaci

glycerofosfatu a dihydroorotatdehydrogenazu hrajici roli pfi syntéze pyrimidini.

1.2.3.6.1. Elektron transportujici flavoprotein

Tento hydrofilni globuldrni protein katalyzuje reakci rozdéleni uhlikové vazby
v pribéhu B-oxidace mastnych kyselin. ETF je lokalizovan v mitochondrialni matrix a
vaze se K vnitini mitochondrialni membrané pomoci jednoho hydrofobniho a-helixu a -
skladaného listu (Nicholls D.G. and Ferguson S.J., 2013). Ve své struktufe obsahuje FAD

kofaktor, Fe-S centrum a ubichinon vazajici misto.

1.2.3.6.2. Glycerofosfatdehydrogendza
Tento enzym pftiléha na vnéjsi stranu vnitini mitochondridlni membrany a obsahuje
taktéz flavinovou skupinu FAD a déale minimalné jedno Fe-S centrum. Exprese tohoto

enzymu se znacné€ liSi v zadvislosti na bunééném typu. Vysoké zastoupeni ma v hnédé

tukové tkani (Mracek et al., 2014).
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1.2.3.7. ATP syntaza

Elektrochemicky potencial vytvoieny protonovymi pumpami (komplexy I, III a IV)
vyuziva posledni obii proteinovy komplex ATP syntaza, oznacovana jako komplex V. Ta
vytvaii vétsinu bunécného ATP na matrixové stran¢ IMM. Pro praci ATP syntazy je za
potiebi nejen dostateCny protonovy gradient, ale také pritomnost ADP a volného fosfatu Pi.
ATP syntaza se sklada ze dvou velkych podjednotek Fo a F1 (obrazek 15). ATP syntdza
limituje rychlost oxidativni fosforylace, protoze vyuziva protonovy gradient a tim sniZuje
MMP, proti kterému musi protonové pumpy pracovat. Pii experimentdlnim hodnoceni
mitochondridlni respirace 1ze navodit stav, kdy nedochazi k fosforylaci ADP a to bud’ tim,
7ze ADP jednoduSe neptfidame do mitochondridlni, ¢i bunécné suspenze, nebo ptidanim

inhibitoru oligomycinu, ktery se vaze na FO podjednotku a tim ATP syntazu blokuje.

(oligomycin, DCCD)

i P
(intermembrane
space)
glu59
Fo
N
(matrix)
H*
¢ (inhibitor
1 protein)
ADP + Pi
(Nbf-CI
efrapeptin ATP
DCCD
aurovertin)

Obriazek 15. ATP syntaza
Ptevzato z (Nicholls D.G. and Ferguson S.J., 2013)

1.2.4. Apoptoza

Apoptdza, neboli programovand bunécnd smrt, je fizeny proces ukonceni Zivota
bunky, pii kterém dochazi k aktivaci bunéénych protedz, fragmentaci jaderné DNA,
kondenzaci chromatinu v jadfe, odbourani cytoskeletu a jaderného obalu a zménéni
bunécného povrchu tak, ze mize okamzit€ dojit k destrukci a fagocytdze buiky tkdnovymi

makrofagy. Tato fizend smrt se vyznacuje tim, ze neposkozuje tkai v okoli buinky a
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nevznikd pii ni zanét, jako je tomu u nekrozy. V pruméru u dospélého cloveéka podstoupi
apoptézu mezi 50 a 70 miliardami bunék denné, coz je ptiblizné¢ 0,5 % ze vSech bunck
lidského téla (Alberts, 2015). Na rozdil od nekrdzy je apoptéza vysoce kontrolovany
fyziologicky proces, ktery je velice vyhodny pro zivy organismus (Eguchi et al., 2014). Pii
nekréze dochazi k vyliti obsahu cytoplazmy do okolni tkéné, aktivaci prozanétlivych
faktord a vzniku zanétu, coz mize mit za nasledek dalsi poskozeni okolnich struktur a dalsi
Sifeni zanétu. Apoptéza je oproti tomu piisn¢ regulovana extracelularnimi i
intracelularnimi signaly. Iniciace apoptozy vede ke spusténi apoptotické kaskady a aktivaci
bunéénych kaspaz, coz ma za nasledek zanik bunky. Apoptodza je tedy evolucné velmi
selektivni mechanismus, kterym dochazi k eliminaci starych ¢i poskozenych bun¢k bez
dalsiho vedlejsiho poskozeni (Novosad et al.,, 2001). Apoptdéza je vyznamnym
mechanismem bunéné homeostazy, ktery zajiStuje optimdlni pocet bunék (v

embryogenezi, regeneraci organil apod.)

Apoptéza se morfologicky vyznaCuje kondenzaci jadra a naruSenim
cytoplazmatického obsahu, coz je zplisobeno aktivaci bunécnych proteaz, které postupné
degraduji bunécné organely. Chromatin jaderné DNA se $tépi a vytvari fragmenty, které se
opouzdii a kondenzuji a které nazyvame apoptotickd téliska. Enzym zodpovédny za toto
Stépeni je DNaza zvana CAD (z anglického ,,Caspase-Activated DNase®) a ta vytvari
fragmenty DNA s intervaly o poctu kolem 180 bp (Enari et al., 1998). CAD ale nepracuje
sama o sob¢ a musi ji predchdzet aktivace kaspazou 3, coz je bunécna proteaza radici se do
skupiny kaspaz (z angl. ,,cysteine-dependent aspartate-directed proteases®) specifickych
enzymu s cystein protedzovou aktivitou, které Stépi proteiny u aspartatovych rezidui a hraji
kli¢ovou roli v aktivaci programované smrti buiiky (Mcllwain et al., 2013). Dale je
apoptdza charakteristickd svraSténim bunééné membrany, zmenSenim jejiho obsahu a tzv.
,blebbingem®, ktery je typickym rysem takto zanikajici buniky. V mikroskopickém obrazu
,,blebbing* rozpozname jako jakési vypukliny, vybouleni plazmatické membrany (obrazek
16). Ty jsou zplsobeny kontrakci aktinomyozinovych vldken cytoskeletu a zvySenim

nitrobunééného tlaku.
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Obrazek 16. Blebbing u potkannich hepatocytu

Fotografie byla potizena pomoci mikroskopie s fazovym kontrastem.

Zacatek apoptozy a zahdjeni procesu programované bunécné smrti jsou procesy
piisné regulované mnozstvim signalnich molekul. V zdkladnim rozdéleni odliSujeme dvé
aktivacni cesty: vnitini a vnéjsi (obrazek 17). Vnitini aktivace apoptdzy miize byt vyvolana
poruchou intracelularniho prostfedi buiiky, jako jsou oxida¢ni stres, dysregulace Ca?*
homeostazy a zvySeni proapoptotické signalizace (Bax, Bak, Bid apod.) za soucasného
snizeni antiapoptotické signalizace (Bcl-2, Bcl-X., Mcl-1, apod.)(Gross, 2016; Kroemer et
al., 2007). Aktivace vnitini cesty muze byt také indukovana farmakologicky navazanim
glukokortikoidi na jaderné receptory (Kumar et al., 2005) ¢i fyzikalné ozafenim, teplem a
dalsimi faktory (Kumar et al., 2005). Kli¢ovou udalosti je naruSeni integrity a permeability
vnéj8i mitochondriadlni membrany. To vede K poruse mitochondridlnich funkei, vyplaveni
cytochromu ¢ a apoptosis inducible factor (AIF) z mitochondrii (Bejarano et al., 2009;
Kroemer et al., 2007; Seo et al., 2010). Cytochrom ¢ se po uvolnéni do cytoplazmy navaze
na Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) a ATP, coz ma za nasledek aktivaci
kaspazy 9 a zah4jeni proteolytické kaskady. AIF zplsobuje kondenzaci chromatinu v jadie

a DNA fragmentaci a jeho uvolnéni mtize vést k apoptoze nezavislé na kaspazach (Hangen
et al., 2010).
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Vnéjsi cesta zahdjeni apoptdzy je cesta zprostiedkovana ,,z vnéjsku* jednak pomoci
receptortt pro Tumor necrosis factor (TNF), TNFR1 a TNFR2 (Guicciardi et al., 2013;
Tummers and Green, 2017; Wajant, 2002), které¢ aktivuji kaspazu 8 zprosttedkované ptes
interakci s membranovym proteinem FADD (Fas-associated protein with death domain),
nebo pfimo pomoci aktivace Fas-receptoru (Mcllwain et al., 2013). Aktivace kaspazy 8 ma
za nasledek zahajeni proteolytické kaskady kaspaz a také aktivaci proteinu BID, ktery ve
vysledku zpasobuje translokaci proteini Bak a Bax na vnéj$i mitochondridlni membranu a

tvorbu kanali s VDAC s naslednym otevienim mMPTP, tinikem cytochromu c a aktivaci
apoptozy.

Various cellu|ar stresses
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Obrazek 17. Schéma vnitini a vnéjsi apoptotické cesty
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caspase ]

Pievzato z (Mcllwain et al., 2013)

1.2.5. Regulace mitochondrialni biogeneze

Tvorba novjrch mitochondrii v bunice zavisi z velké Casti na energetick}'/ch

vvvvvv

transkripéni faktor PGC-1 (z anglického ,,Peroxisome proliferator-activated receptor

gamma coactivator). Tento aktivator patii mezi skupinu faktoru, jejichz aktivita zavisi na
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energetickém stavu buniky a dle ného reguluji ptipadnou expresi potfebnych genii. Zname
tfi Cleny rodiny PGC-1: PGC-1a, PGC-1B a PRC (,,PGC related cofactor*) (Villena,
2015). Tyto tii transkripéni faktory jsou pro Zivot organismu nezbytné a laboratorni mysi
s deleci jejich genti umiraji kratce po narozeni (Lai et al., 2008). PGC-1 hraji hlavni ulohu
Vv regulaci oxidativniho a energetického metabolismu, reguluji tvorbu mitochondrii a mimo
to ovliviuji fadu dalSich specifickych metabolickych cest. PGC-1a zahajuje adaptaci na
hladovéni, de novo glukoneogenezu v jatrech, zatimco PGC-1 ma zastoupeni v regulaci
de novo lipogeneze cestou aktivace SREBP-1c (Ferre and Foufelle, 2010; Nassir and
Ibdah, 2014; Villena, 2015). Selektivni aktivace PGC-1p v jatrech ma protektivni Gc¢inek
proti jaterni steatoze a steatohepatitidé s progresi do fibrozy (Bellafante et al., 2013). Bylo
prokazano, ze PGC-1B indukuje zvySeni oxidativni fosforylace, B-oxidace mastnych
kyselin a ze zvySuje sekreci triacylglyceroli (TAG) do krve soucasné se snizenim
oxidativniho stresu (Bellafante et al., 2013). PGC-1la interaguje s jadernymi receptory
PPARa, HNF4 a FOXOI1, které jsou nezbytné pro adaptaci hepatocytii na hladovéni
(Villena, 2015). Prace transkripéniho faktoru PGC-1a je uzce ovliviiovana metabolickymi
hormony inzulinem a glukagonem. Glukagon prostfednictvim cyklického adenosin
monofosfatu (cAMP) aktivuje transkripéni faktor ChREBP (z angl. ,,Carbohydrate-
responsive element binding protein“), ktery je jednim ze zdkladnich regulatori PGC-1a.
Touto aktivaci dojde k postupné indukci glukoneogenetickych enzymi jako jsou HNF4 ¢i
FOXO1. Zvysena exprese PGC-1a v hepatocytech potkana v primarni kultufe zptisobuje
tvorbu mitochondrialnich proteinti a vystupniovani mitochondrialnich funkci (Morris et al.,
2012). Fyzicka aktivita také vedla k vyznamné expresi PGC-1a v in vivo experimentech na
mySich (Irahara et al., 2016). Dlouhodobé podavani vysokotukové diety (HFD) snizuje
hladiny jaterni PGC-1a (Hirschey et al., 2011). Dalsi jaderné receptory ovliviiované t¥idou
PGC-1 jsou PPAR, ERR (,estrogen-related receptors®), NRF1 a NRF2 (,nuclear
respiratory factors 1&2“) které se také podileji na regulaci B-oxidace a oxidativni
fosforylace. V posledni dobé tedy pietrvava nazor, ze PGC-la ftidi oxidativni
metabolismus pomoci regulace mitochondridlni biogeneze a vnitinich vlastnosti

mitochondrii.
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1.3.  Latky s protinadorovym ucinkem cilené na mitochondrie

V dnes$ni dobé je moderni medicina schopna fesit fadu onemocnéni, na které se
diive umiralo jiz v mnohem mladSim véku. Infekéni choroby v zebiic¢ku mortality byly
pokofeny vyvojem antibiotik a ockovanim, smrt v disledku onemocnéni
kardiovaskularniho systému, pfestoze stale zaujima piedni misto, ustupuje diky rozvoji
modernich 1ékti a intervenéni mediciny, nemoci dychaciho systému a autoimunitni choroby
dnes jiz nejsou tak Castou pii¢innou tmrti pacienta v zapadnich zemich, jako tomu bylo
vV nedavné minulosti. Nadorova onemocnéni oproti tomu zacinaji v posledni dobé
dominovat a pro dnesni zdravotnictvi tak jejich 1é¢ba a prevence predstavuje velkou vyzvu.
Neni proto divu, ze se do popiedi dostava vyzkum novych protinadorovych 1€kl a latek,
které dokazou zhoubné bunky uspésné eliminovat s minimalnimi nezddoucimi Uc¢inky.
Zavedeni nadéjného 1é¢iva do klinické praxe piedstavuje dlouhou a nékladnou cestu
testovani a preklinického vyzkumu. V posledni dobé se ve svétle nebyvalé popularity
mitochondrii objevuji také latky, které ptimo ¢i nepfimo ovliviiuji mitochondridlni funkce
nadorovych bunék a tak mohou velmi selektivné napomahat likvidaci zhoubného tumoru.
Pro tuto kategorii farmak se vzil nazev Mitocans (z angl. ,,Mitochondria cancer agens “)
(Neuzil et al., 2006; Yan et al., 2015a) a pro potieby mé dizerta¢ni prace jsme vybrali dvé

latky z této skupiny: 3-brompyruvat a a-tokoferylsukcinat.
1.3.1. 3-Brompyruvat

1.3.1.1. Mechanismus piisobeni

3-Brompyruvat (3BP) je mala alkylujici molekula, ptivodné pfipravena pro studium
funkce proteint, ktera se jiz od zacatku nového tisicileti tési pozornosti fady védeckych
tymd na svété kvuli svému protinadorovému pusobeni (Pedersen, 2012; Sanborn et al.,
1971). Bylo prokazano, ze 3BP zastavoval rust implantovanych nadorti na zvifecich
modelech a také zplisoboval nekrozu a apoptdzu fady nddorovych linii bez témét zddnych
negativnich G¢inkd na nenadorovou tkan (Azevedo-Silva et al., 2016; Kim et al., 2008; Ko
et al., 2004; Le et al., 2010; Xu et al., 2015; Zhang et al., 2015). V minulosti byla popsana
inhibice fady intraceluldrnich enzyml nadorovych bun€k vlivem 3BP. Jednalo se mimo
jiné o enzymy glykolyzy jako napt. hexokinaza Il (Chen et al., 2009; Rodrigues-Ferreira et
al., 2012), glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza (Dell'Antone, 2009; Pereira da Silva et
al., 2009; Shoshan, 2012), pyruvatdehydrogenaza (Shoshan, 2012) a laktatdehydrogenaza

(Le et al.,, 2010) a dalsi. S ohledem na znamou skutecnost, ze glykolyza je hlavni
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metabolickou drahou pro tvorbu ATP u vétSiny nadorovych bunék (tzv. ,,Warburgtv
efekt™; Warburg, 1956; Warmoes and Locasale, 2014), vede inhibice glykolytickych
enzymua v nadorovych bunkach k depleci ATP a energetické krizi s naslednym zanikem
buiiky. Protinddorovy tc¢inek 3-BP je tedy nejvice vyjadien u téch typti nadori, které jsou
na glykolyze nejvice zavislé, coz bylo prokazano nejen in vitro, ale také v fad¢
experimentli in Vvivo na potkanech, mySich, kralicich a dalSich pokusnych zvifatech

(Pedersen, 2012).

1.3.1.1.1. Protindadorové pusobeni in vivo a in vitro

Nejvice informaci o mechanismu pasobeni 3BP se podatilo ziskat diky in vitro
studiim s lidskymi nadorovymi liniemi: hepatocelularniho karcinomu HepG2, leukemie
HL-60/C6F, nadoru prsu MCF-1/ADR, MDA-MB-231, HBL100 a BT549 a ovarialniho
karcinomu OVCARS, TOVI112D, OVCAR3 a CAOV3, nemalobunééného plicniho
karcinomu AT549, H1299 a H23 a dalSich. Inhibi¢ni u¢inek 3BP na mitochondrialni
funkce byl také popsan. 3BP snizoval aktivitu komplexu I, komplexu Il a ATP syntazy.
Déle byl toxicky ucinek 3BP spojovan se zvySenou tvorbou ROS. 3BP indukoval oxida¢ni
stres dvojim mechanismem — snizovanim reduk¢ni obrany, tj. glutathionu (Sadowska-
Bartosz and Bartosz, 2013), a také zvySovanim produkce mitochondrialnich volnych
radikalt ptes inhibici komplexy I a II. Nicméné specificita a intenzita vSech vyse
zminovanych ucinka 3BP se liSila podle terapeutické davky, zptsobu podani v in vivo
pokusech, studované nadorové tkdn¢ a bunécéné linie a ustila bud’ v autofagicky,

apoptoticky ¢i nekroticky proces zaniku bunky.

1.3.1.1.2. Toxicita

Jelikoz pouziti 3BP v nekon¢icim souboji s nddorovymi buiikami se zdd velmi
slibné, je az s podivem Ze otazka toxicity této latky dosud nebyla uspokojivé zodpovézena.
Funk¢ni studie zabyvajici se ucinky 3BP na nenddorovou tkan chybi. Dulezitost této
otazky je v dnes$ni dob¢ jesté vice umocnéna, jelikoz jiz byl jeden pacient 1é¢en 3BP, i
kdyz bohuzel netispés$né. Ze studie, ve které tuto 1é€bu popisuji, nelze vyloucit iatrogenni
jaterni poskozeni. Dodnes také nebyla popsana in vitro toxicita 3BP na primarni

nenadorové hepatocyty.

Jednim z cili mé dizertacni prace tedy bylo zjisténi G€inkth 3BP na primarni
hepatocyty potkana a mysi v kultuie a objasnéni funk¢énich dusledktl vystaveni 3BP na

mitochondridlni funkce nenddorovych jaternich bunék.
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1.3.2. a-Tokoferylsukcinat

1.3.2.1. Mechanismus piisobeni

a-Tokoferylsukcinat (TOS) je sukcinyl ester o-tokoferolu (obrazek 18). a-
Tokoferol spadd do skupiny antioxidacné pusobicich latek, které souhrnné nazyvame
vitamin E (Zingg, 2007). Molekulu o-tokoferolu mizeme rozdé€lit na tii funkéni ¢asti
(Neuzil and Massa, 2005): 1) alifaticky fetézec, 2) chromanovy prstenec, 2) hydroxylova
skupina. Diky alifatickému fetézci je molekula vitaminu E rozpustna v tucich, coz ji
umoznuje uplatnit svou antioxida¢ni funkci v lipidovych strukturadch bunky. Chromanovy
prstenec zase umoziuje molekule a-tokoferolu distribuovat elektron, ktery jeho molekula
pfijme od pfipadného oxida¢niho €inidla prostfednictvim tfeti funkéni ¢asti - hydroxylové

skupiny.

Obrazek 18. Vzorec a-tokoferylsukcinatu

Pfevzato z databaze www.chemicalbook.com

Pokud se na tuto funk¢ni skupinu navaze esterovou vazbou néjaké dalsi latka (jako
je sukcinat v ptipadé TOS, obrazek 18), nemlze jiz nasledné plsobit jako antioxidant
(Angulo-Molina et al., 2013). Nicméné se ukazalo, Zze pravé sukcinat navazany na
molekulu a-tokoferolu umoznuje molekule TOS inhibovat nadorové bujeni. Bylo
pozorovano, ze TOS zpomaluje tvorbu metastaz a vyvolava apoptézu u naddorovych bunék
in vivo a in vitro (Jha et al., 1999; Neuzil et al., 2006; Weber et al., 2002). V fadé
ptehledovych ¢lankt publikovanych béhem poslednich let (Angulo-Molina et al., 2013;
Zhao et al., 2009) autofi poukazuji na prace, ve kterych byl vyuzit TOS k eradikaci
implantované nadorové tkané in vivo, nebo byla prokazana smrt nadorovych bunéénych
linii in vitro at' jiz nekrotickou ¢i apoptotickou formou. Piekvapivé se tyto uCinky

neprojevily na nenddorovych butikach.

Nékteré studie na nenddorovych buiikach dokonce poukazuji na protektivni i¢inek
TOS vuci oxidacnimu poskozeni. Autofi se domnivaji, ze v cytoplazmé nenadorovych

bunék jsou pfitomny nespecifické intracelularni esterdzy, které §tépi molekulu TOS na
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antioxida¢né pusobici a-tokoferol a sukcinat (Fariss et al., 2001; Zhang et al., 2001).
Otéazka ucinku TOS na molekularni trovni jeho protinadorového plisobeni ov§em dodnes
neni uspokojivé zodpovézena. V jedné praci byla prokazana inhibice transkripéniho
faktoru NFkB, coz vedlo ke smrti nadorovych bunék in vitro vlivem oxida¢niho poskozeni
diky jejich snizené antioxidac¢ni kapacité¢ (Bellezza et al., 2012). Také byla opakované
prokazana zvySena propustnost vnéj$i mitochondrialni membrany (Prochazka et al., 2010).
Je tedy mozné, ze TOS by na molekuldrni Grovni mohl ptisobit podobné jako Bcl-2
mimetika. Ty zplsobuji dimerizaci Bax/Bak kanalu na vnéj$i mitochondridlni membréan¢ a
tim vedou k vyplaveni cytochromu c¢ a k zahajeni vnitfni apoptotické kaskady.
V neposledni fadé byla v Cetnych in vitro pracich na kulturach buné€k nadorovych linii
popsana vétsi produkce ROS po pusobeni TOS (Fukuzawa et al., 2004; Kogure et al.,
2004).

Jeden z moznych ucinki TOS na molekularni Grovni byl navrZzen pomérné
nedavno. Dong et al. (2008) ve své praci piedpoklada, ze TOS selektivné blokuje
ubichinon vazajici podjednotku mitochondrialniho komplexu Il (Dong et al., 2008). Tato
inhibice ma za nasledek snizeni mitochondridlni respirace a zpétny tok elektrona
z komplexu Il na komplex I mitochondrialni respira¢niho systému a posléze vétsi tvorbu
ROS. Ty poskozuji mitochondric a dals$i bunétné struktury snaslednym unikem
cytochromu ¢ do cytosolu a aktivaci vnitini apoptotické kaskady (Kluckova et al., 2013;
Ralph et al., 2011).

Déle bylo navrzeno, ze nejenom komplex II ale i dalsi komplexy respiracniho
systému mohou byt ovlivnény ptisobenim TOS a také se zda, Ze inhibicni efekt mtize byt
specificky dle bunécné¢ho typu. Néktefi autofi ve svych pracich popisuji také inhibici
komplexu I a komplexu Il (Gruber et al., 2014). Dos Santos et al. (dos Santos et al., 2012)
objevil, ze TOS v bunkach akutni promyelotické leukémie inhiboval pievazné komplex I,
zatimco aktivita komplexu II zistala téméf nezménéna. Dale Rauchova et al. (2014)
popisuje ve své praci inhibi¢ni efekt TOS na dalsi flavoprotein dependentni enzym GPDH
v mitochondriich hnédé tukové tkané (Rauchova et al., 2014). Rozdilny efekt TOS na
respiraci komplexu II u mitochondrii nemalignich bunék byl nedavno popsan Gogvadzem
(Gogvadze et al., 2010).
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1.4. Nealkoholova jaterni steatoza

Nealkoholova jaterni steat6za, neboli NAFLD (z anglického ,,non-alcoholic fatty
liver disease®), je charakterizovana zvySenou akumulaci lipida v hepatocytech v mnozstvi
vétsim nez 5% (Nassir and Ibdah, 2014). Pojem NAFLD tedy pokryva Sirokou s$kalu
poruch od nezanétlivé prosté steatdzy, steatdézy spojené se zanétem — Steatohepatitida

(NASH) a dale zanét piechazejici ve fibrozu, cirhdézu az po hepatocelularni karcinom.

1.4.1. Epidemiologie a priciny nealkoholové jaterni steatézy

NAFLD postihuje cca 20 — 30 % veskeré populace zapadniho svéta, z toho 2 — 3 %
prejdou v zanétlivou steatohepatitidu, 5 — 8 % z pripadi NASH piejde v cirhézu béhem
péti let (Nassir and Ibdah, 2014; Younossi et al., 2004) a 10 — 30 % b&hem nasledujicich
10 let (Bellentani, 2017; Gusdon et al., 2014). NAFLD muze dale progredovat az do
hepatocelularniho karcinomu (Younossi et al., 2004) dokonce i bez piedchazejici jaterni
cirh6zy (Bellentani, 2017). Tato jaterni porucha se vyskytuje u vSech svétovych ras a je
popisovana u obou pohlavi ¢astéji u obéznich, méné ¢asto u §tihlych osob (Weston et al.,
2005). Nedavno bylo prokazano, ze dospivajicich bé&losi a hispanci jsou oproti
afroamericanim vice nachylni k NAFLD (Lee and Kuk, 2017), nicméné statistiky se

rozchazeji a zavery jednozna¢né neprokazuji rasové predispozice (Weston et al., 2005).

Pri¢iny NAFLD mizeme rozdélit na pfiCiny genetické, farmakologickeé,
metabolické a smiSené. Vzhledem k zaméteni této dizertacni prace se v nasledujicim textu
budu vénovat predevSim pfi¢indm metabolickym. Metabolické pti¢iny NAFLD jsou
podobné jako pfi¢iny ostatnich dalSich metabolickych onemocnéni jako je obezita,
diabetes mellitus druhého typu a metabolicky syndrom, které jaterni steatézu velmi ¢asto
doprovazi (Calzadilla Bertot and Adams, 2016; Kucera a Cervinkova, 2014; Masarone et
al., 2014; Nassir and Ibdah, 2014).

Vyse uvedené choroby jsou casto spojeny se zvySenym kalorickym piijmem
S nadmérnym mnozstvim tukll (pfevazné nasycenych mastnych kyselin) a sniZenou
fyzickou aktivitou doprovazejici sedavy zpusob zivota. Disledkem je ektopickd akumulace
tuki a soucasné postizeni cévniho systému (ateroskler6za, hypertenze), inzulinova
rezistence a postizeni jater NAFLD a NASH (Bellentani, 2017; Calzadilla Bertot and
Adams, 2016; Nassir and Ibdah, 2014). Zvysena akumulace tuki v jatrech souvisi jak se

zvySenym zasobenim jater VMK v cirkulaci (59 %), tak i z de novo lipogeneze (26 %).
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Vzhledem Kk tomu, ze piima inkorporace mastnych kyselin z diety do jaternich lipidi tvoti
pouhych 15 % (Donnelly et al., 2005) je pravdépodobné, Zze pfi obezit¢ a nadmeérném
kalorickém piijmu se na nadmérném ukladani lipidd v jatrech podili zejména zvySeny
obrat mastnych kyselin mezi periferii (zejména tukovou tkani) a jatry a pfima inkorporace

Z potravy tvofi mensi ¢ast.

1.4.2. Patofyziologie nealkoholové jaterni steatozy

Porucha, ktera vede krozvoji NAFLD, se projevuje na nékolika urovnich
lipidového metabolismu. Na organové trovni jde o zvySeny obrat VMK a VLDL mezi
jatry a perifernimi tkdnémi. Na intracelularni irovni jde o poruchu signaliza¢nich kaskad a
zvysenou ¢i snizenou aktivaci metabolickych transkripcnich faktort. V posledni dobé byla
zjiSténa 1 porucha na mitochondridlni Grovni; zde dochazi ke zménam proteinového a
lipidového slozeni IMM. VétSina téchto zmén je spojena se soucasnou inzulinovou

rezistenci (Alves et al., 2011; Nassir and Ibdah, 2014).

Ptijem potravy vede ke zvysené tvorbé a vylu¢ovani inzulinu. Inzulin jako hlavni
anabolicky hormon stimuluje transport glukézy do bunék, glykolyzu, tvorbu glykogenu a
pii velkém nadbytku glukézy také jeji jaterni pfeménu na mastné kyseliny — de novo
lipogenezi (Ferre and Foufelle, 2010; Gusdon et al., 2014). Podle poslednich vyzkumu
pravé alterace de novo lipogeneze hraje dilezitou roli v patofyziologii NAFLD. Béhem
tohoto procesu jsou stimulovany transkripénimi regulatory lipogeneze V jatrech SREBP-1c
a ChREBP (Ferre and Foufelle, 2010).

Inzulinova rezistence je stav, kdy je snizena odpovéd’ tkani na inzulin. Dochazi pti
ni k nadmérné sekreci inzulinu a k dal§$imu zhorSovéani postprandidlni hyperinzulinémie.
Rezistence tukové tkané k inzulinovému signalu ma za nasledek zvySenou lipolyzu
v periferni tukové tkani a vystupnované zasobeni jater VMK. Ty jsou vychytavany
hepatocyty pomoci nékolika transportnich proteind; jde o FABP (,,Fatty acid binding
protein), FAT/CD36 (,.fatty acid translocase“/CD36) a pro jatra specificky pienase¢
FATP5 (,fatty acid transporter protein type 5). ZvySena exprese téchto proteinti byla
prokazana pii konzumaci HFD (Miquilena-Colina et al., 2011).

Naproti tomu porucha inzulinové signalizace na Girovni hepatocytu ma za nasledek

snizeni de novo lipogeneze. Sekrece tukt jatry normaln€ probiha ve formé VLDL.
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VLDL jsou lipoproteinové molekuly s hydrofobnim jadrem, TAG;
cholesterolovymi estery a receptorem apoB100. Tvorba VLDL probiha v hladkém ER a
vyZaduje interakci apoB100 a MTTP (,,microsomal triglyceride transfer protein®), coz je
proces regulovany inzulinem. Ten inhibuje posttranslaéni degradaci apoB100 a ve
vysledku vede ke snizené tvorbé TAG a snizené sekreci VLDL jatry a zahlceni jater VMK
z tukové tkan¢ (Choi and Ginsberg, 2011). Jiz diive bylo prokazano, Ze mutace v jedné
Z téchto dvou slozek (MTTP/apoB100) zptsobuje zvysenou akumulaci tukd v jatrech
(Schonfeld, 2003).

Inzulinové rezistence vSak sama o sobé nemusi zpisobovat NAFLD. V dne$ni
literatufe se setkavame se dvéma teoriemi vzniku NAFLD: ,,Two-hit theory“ (Day and
James, 1998); popt. nov¢jsi ,,Multi-hit theory* (Tilg and Moschen, 2010). Ob¢ dvé teorie
ptedpokladaji, Ze ke vzniku NAFLD je potieba stavu inzulinoveé rezistence a nasledné jeste
dalsiho patologického impulzu. Témito impulzy mohou byt: oxida¢ni stres (Lewis and
Mohanty, 2010; Rolo et al., 2012), mitochondrialni dysfunkce (Wei et al., 2008), zvysena
tvorba prozanétlivych cytokini a zanétliva reakce (Kudera a Cervinkova, 2014; Rolo et al.,
2012) a podobné. Vzhledem k faktu, ze NAFLD pfispiva inzulinové resistenci, diabetu a ty
zase zvySuji riziko NAFLD, je takto vytvafen jakysi bludny kruh (Loria et al., 2013).

Zvysena tvorba prozanétlivych cytokini a naslednad aktivace Itovych bunék
v pribéhu NAFLD ma dlouhodobé za nésledek tvorbu a depozici kolagenu V jaternim
parenchymu a fibrozu jater (Pellicoro et al., 2014). Deregulace lysozomalniho
metabolismu a stres endoplazmatického retikula vede k bunééné nekroze a apoptdze
hepatocytti (Kucera a Cervinkova, 2014). Je viak tieba zdlraznit, ze pfechod NAFLD do
zanétlivého NASH je stale pfedmétem vyzkumu a ptesny mechanismus dodnes nebyl

uspokojiveé vyfesen.

Dal$im hormonem, jehoz funkce a vylu¢ovani je naruseno béhem rozvoje NAFLD,
je adiponektin. Adiponektin je hormon secernovany adipocyty do cirkulace a ma
protektivni ulohu pii rozvoji jaterni steatdzy u obéznich jedincu. Niz§i hladiny
adiponektinu jsou nezavislym rizikovym faktorem rozvoje jaterni steatozy (Jung and Choi,
2014). Experimentalni lé¢ba adiponektinem u NAFLD mys$i zvySovala aktivitu
mitochondridlniho elektron transportniho systému, zplsobovala upregulaci UCP2 a
snizovala produkci ROS (Zhou et al., 2008).
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1.4.2.1. Mitochondridlni zmény v patofyziologii NAFLD

Jak jiz bylo zminéno v piedchozi ¢asti, rozvoj NAFLD je tizce spojen s poruchou
mitochondrialnich funkci hepatocytt (Gusdon et al., 2014; Cheung and Sanyal, 2008;
Ibdah et al., 2005; Nassir and Ibdah, 2016; Rolo et al., 2012). Mitochondrialni dysfunkce
logicky muize piispivat k patofyziologii NAFLD, nebot’” mitochondrie jsou mistem kiizeni
hlavnich metabolickych drah, probihd v nich B-oxidace mastnych kyselin, hraji klicovou
ulohu vregulaci oxidacniho stresu, apoptézy atd. Byla také prokazana spojitost
s mitochondrialni dysfunkci nejen jater, ale i dalSich organt napf. bunék tukové tkané a
ptiéné pruhované svaloviny (Chow et al., 2010). Otazka, do jaké miry je mitochondrialni
dysfunkce pti¢inou nebo i1 néasledkem inzulinové rezistence, dodnes nebyla uspokojivé

zodpovézena.

Z pohledu morfologie postizenych mitochondrii pfi inzulinové rezistenci se zd4, Ze
je upfednostnéno zejména rozpojovani mitochondridlni sité, ¢imZz dochazi k tvorbé
mensich separovanych mitochondrialnich jednotek (Wada and Nakatsuka, 2016). Rovnéz
byl popsan vyskyt parakrystalickych inkluzi v mitochondrialni matrix (FF; Sanyal et al.,
2001). HFD ma vliv na strukturu a kompozici fosfolipidt membran jaternich mitochondrii
(Aoun et al., 2012; Vial et al., 2011). Byla prokazana zvySena inkorporace kardiolipinu do
mitochondridlni membrany pii jaterni steatdoze potkant (Aoun et al., 2012). ZvySena
akumulace tukl a inzulinova rezistence byly doprovazeny vétSim oxida¢nim stresem a
zménou dynamiky strukturnich mitochondrialnich proteint (Lionetti et al., 2014), autofi
této prace prokazali zvySenou expresi proteini zahrnutych v procesu mitochondridlniho
rozpojovani Fisl a DRP-1 a zaroven snizenou expresi proteinu Mfn2, ktery je jeden
Z hlavnich proteini mitochondridlniho spojovdni. N¢které studie popisuji snizeni
absolutniho po¢tu mitochondrii v pfepoctu na bunku (Wada and Nakatsuka, 2016). U
potkani s NAFLD byla prokidzédna snizend exprese hlavniho regulaéniho faktoru

mitochondridlni biogeneze PGC-/a a dalSich genli aktivovanych timto transkripénim

faktorem, napt. NRF1 (Aharoni-Simon et al., 2011; Wang et al., 2011).

V ptipadé bun€k piicn€ pruhované svaloviny se nové ukazuje potenciondlni role
lipoproteinové lipazy a VMK v regulaci mnozstvi svalovych mitochondrii (Morino et al.,
2012). Primarni defekt v mitochondrialni B-oxidaci zpUsobuje jaterni inzulinovou

rezistenci nezavisle na obezit¢ ¢i HFD (lIbdah et al., 2005; Nassir and lIbdah, 2014).
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Vysledky na svalové i jaterni tkéni tak mohou svédéit o dulezité uloze mitochondrii

Vv rozvoji NAFLD a inzulinové resistence.
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Cile prace:

a) Studium uéinku novych protinadorovych molekul na izolované hepatocyty potkana

a mysi
» Toxicita

> Vliv na mitochondrialni funkce

b) Studium zmén mitochondrialni respirace jater potkana s nutri¢éné navozenou jaterni

steatdozou
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2. Metody

2.1. Pouzité chemikalie a média

Vsechny pouzité chemikalie byly alespon kvality analytického stupné€. Pokud neni

uvedeno jinak, byly chemikalie pofizeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich.
2.1.1. Roztoky a média pouZité v dizertacni praci

2.1.1.1. Roztoky pro izolaci mitochondrii

Pro izolaci mitochondrii byly pouzity nasledujici izola¢ni roztoky: homogeniza¢ni
roztok pro pfipravu jaterniho homogenatu obsahujici etylenglykol-bis(B-aminoetyleter)-
N,N,N',N'-tetraoctové kyseliny (EGTA), ktera je dileZitd pro vychytani piitomnych Ca?*
iontd (H roztok), a izola¢ni roztok bez EGTA (I roztok).

Pro piipravu H roztoku byla pouzita barika o objemu 1 litru, do které bylo pfidano
20 g D-manitolu (vysledna koncentrace 220 mmol/l), 12 g sachar6zy (70 mmol/l), 120 mg
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonové kyseliny (HEPES; 1 mM) a 190 mg EGTA
(ImM) a dopIlnéno do 500 ml deionizovanou vodou. Nasledné byl roztok dukladné
promichan pti pokojové teploté. PO tipIném rozpusténi vSech chemikalii bylo ptidano 0,25
g albuminu z bovinniho séra (BSA) a ten byl ponechan v roztoku k pozvolnému rozpusténi

(bez michani). Nakonec bylo upraveno pH na hodnotu 7,2 pii pokojové teplote.

Stejny postup byl pouzit pro piipravu | roztoku, ale v tomto ptipadé byl vynechan
krok s EGTA a BSA. Hodnota pH tedy byla upravena jiz po rozpusténi vySe zminénych

chemikalii. SloZeni obou izola¢nich roztokd je pro vétsi piechlednost uvedeno v tabulce 1.

Chemikalie H roztok I roztok

D-Manitol 220 mM 220 mM|
Sacharoza 70 mM 70 mM
HEPES 1 mM| I mM|
EGTA 1 mM| X
BSA 0.5 g/l X|

Tabulka 1. Roztoky pro izolaci jaternich mitochondrii.
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2.1.1.2. Roztoky pro izolaci hepatocytii

Pro izolaci potkanich a mySich hepatocyti bylo vyuzito téchto 3 pufri: Perfizni
roztok pro promyti jater bez piitomnosti Ca?" jontli (roztok A), perfuzni recirkulaéni
médium s kolagenazou a Ca?" ionty (roztok B) a neutraliza¢ni roztok s rozpusténym

albuminem pro inaktivaci kolagenazy (Krebs-Henseleitovo médium).

Pro ptipravu roztoku A byla pouzita batika o objemu 2,5 litru, do které bylo
ptidano 8 g NaCl, 0,4 g KCI, 98 mg MgSO4.H-0, 120 mg Na,HPO4.12H,0, 60 mg
KH2POs, 2,188 g NaHCO3, 0,19 g EGTA a doplnéno do 1000 ml deionizovanou vodou.
Nasledné byl pufr dikladné promichan a vysledné pH bylo poté upraveno na 7,3 — 7,4 pti
pokojové teploté. Pro jednu izolaci bylo potteba 250 ml roztoku A.

Pro ptipravu roztoku B byl pouzit obdobny postup jako u roztoku A s vynechanim
EGTA. Misto EGTA bylo ptidano 588 mg CaClz.H.O a bylo upraveno pH na 7,3 — 7,4. Do
200 ml roztoku B bylo zhruba 5 minut pfed izolaci pfidano 55 mg surové kolagenazy
(SEVAC) a ta byla ponechdna k volnému rozpusSténi bez michani. MnoZstvi pouzZité
kolagenazy pro potfeby izolace hepatocyti se mtize lisit, nebot’ jeji aktivita nemusi byt u
vSech Sarzi stejna a proto je nutno pro novou Sarzi kolagenazy vzdy vytitrovat optimalni

davku. Pro jednu izolaci bylo potieba 200 ml roztoku B.

Pro piipravu Krebs-Henseleitova média (K-H medium) byla pouzita batika o
objemu 2,5 litru, do které bylo pfidano 6,9 g NaCl, 0,36 g KCI, 144 mg MgS0Q4.H.0, 130
mg KH2PO4, 2 g NaHCOs3, 374 mg CaCl2.H20, 0,9 g glukdézy a doplnéno do 1000 ml
deionizovanou vodou. Nasledné byl pufr diikladné promichan. Do 100 ml K-H média bylo
asi 5 minut pied izolaci ptidano 1,333 g BSA a ten byl volné rozpustén bez michani. Pro

jednu izolaci bylo potfeba 100 ml K-H média.

Slozeni vSech roztokii pottebnych pro izolaci hepatocytl je pro vétsi prehlednost

uvedeno v tabulce 2.
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Chemikalie Roztok A Roztok B K-H medium
NaCl 136,9 mM 136,9 mM 118 mMj
KCI 5.4 mM 5.4 mM 4.8 mM|
MgSO,.H,0 0,7 mM 0,7 mM 1 mM|
KH,PO, 0,45 mM 0,45 mM 1 mM|
NaHCO; 26 mM 26 mM 23,8 mM|
CaCl,.H,O X 4,6 mM 2.9 mMj
Na,HPO,.12H,0 0,35 mM 0,35 mM X
Glukoza X X 5 mM
EGTA 0,5 mM X X
Kolagenaza X Pridat X
BSA X X Pridat

Tabulka 2. Roztoky pro izolaci hepatocyti.

2.1.1.3. Média a roztoky urcené pro méieni mitochondridlnich funkci

Pro kvalitativni méteni MMP pomoci fluorescencni sondy Safranin O a pro méieni
spotfeby kysliku pomoci respirometrie s vysokym rozliSenim byla vyuzita tato respiracni
média: Jednouché respiraéni K*-medium bez ptidaného albuminu (K-med) (Pecinova et
al., 2011); a vice komplexni respiraéni médium MiRO05 (Gnaiger et al., 2000), ve kterém je
hlavni osmoticky aktivni latkou sachar6za a pro stabilizaci mitochondridlni membrany
obsahuje také albumin o koncentraci 1 g/I. Slozeni respira¢nich médii je pro pichlednost

uvedeno v tabulce 3.

2.1.1.4. Roztoky a média urcené pro prdci s bunéénymi kulturami

Pro kultivaci izolovanych hepatocytli v monolayeru na polystyrenovych destickach
bylo vyuzito komeréniho Williamsova média E (WE médium; Baria s.r.o0., Praha) s
nasledujicimi aditivy: glutamin (2 mmol/l), penicilin (100.10° 1U/l), streptomycin (10
mg/ml), inzulin (80 1U/I), dexametazon (0,12 mg/l) a glukagon (8 ug/l).
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Chemikalie K-med MiR05

KCl 80 mM X
Sachar6za X 110 mM
K -laktobionat X 60 mM
K-HEPES X 20 mM|
Tris 10 mM X
Taurin X 20 mM|
KH,PO, 5 mM 10 mM
[NaCl X X
[Na,HPO,.7H,0 X X
MgCl, 3 mM 3 mM
EGTA X 0,5 mM|
EDTA 1 mM| X
BSA X 1o/

Tabulka 3. SloZeni respira¢nich médii

2.2.  Priprava vzorki

2.2.1. Zvirata

K pokusim uvedenym v této dizertacni praci byli pouziti samci potkani kmene
Wistar a samci mysi kmene C57B1/6. Pokud neni uvedeno jinak, byla hmotnost potkanti
250 + 30 g a mysi 28 + 3 g. Zvirata byla zakoupena od spolec¢nosti Velaz s.r.o. (Lysa nad
Labem, Ceska republika) a byla krmena standardni dietou zakoupenou od spole¢nosti
Velaz (ST-1), nebo nizkotukovou dietou (C 1090-10; 10 % energie ve formé tukt) ¢i
vysokotukovou dietou (C 1090-70; 70 % energie ve formé tuki) s pfidanymi 1,25 %
cholesterolu (ob¢ diety byly zakoupeny od spole¢nosti Altromin, Némecko). VSechna
zvitata byla chovéna za standardnich chovnych podminek pfi teploté 23 + 1°C, vlhkosti
vzduchu 55% + 10% s pravidelnou cirkulaci vzduchu 12—14x/hod a 12 hodinovym cyklem
svétlo/tma. Po celou dobu byl pokusnym zvitfatim umoZznén volny pfistup k vod¢ a

potrave.

Experimentalni protokoly byly schvadleny Odbornou komisi pro dobré Zivotni
podminky pokusnych zvifat Lékatské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy a

Rezortni komisi Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy. Vsechny invazivni postupy
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byly provedeny pod celkovou anestezii éterem (v digestofi) u potkanii a ketamin-

xylazinovou anestezi u mysi (Narketan 1 pl + Rometar 0,5 pl na 1 g hmotnosti mysi).
2.2.2. Izolace hepatocyti

2.2.2.1. Postup izolace

Potkani hepatocyty byly izolovany modifikovanou metodou dvoustupiiové
kolagenazové perfiize dle (Berry M.N. et al., 1991). Proces izolace hepatocytii z jater
potkana byl proveden v téchto nasledujicich krocich:

- Potkan/mys byl uveden do celkové anestezie (viz vyse).
- Anestetizované zvife bylo pfipevnéno za horni a dolni koncetiny na operacni stolek.

- BfiSni ¢ast byla potfena dezinfekénim roztokem a dutina btiSni byla oteviena stfthem

do tvaru pismene V.

- Stieva byla odsunuta k levé strané zvifete, ¢imz doslo k uvolnéni piistupu k dolni duté

zile.

- Do dolni duté zily bylo aplikovano 0,3 ml heparinu o koncentraci 833,3 mj/ml

(Heparin Léciva, 10 ml o koncentraci 5000 m.j./ml, fedény fyziologickym roztokem).
- Tupou preparaci a za stalého vlh¢eni dutiny biisni byl uvolnén ptistup k portalni zile.
- Pod portélni zilu byla zaloZena volna ligatura.

- Portélni zila byla nasttizena a dovnitt byla vsunuta kovova perfizni kanyla, ktera byla

nasledné zajiSténa ptipravenou ligaturou.

- Kanyla byla ptipojena k perfizni aparatufe (obrazek 19) a jatra byla proplachnuta in
situ roztokem A. (pozn. o uspé$nosti kanylace svéd¢i mirné zvétseni a odbarveni jater

vlivem toku perfiizniho roztoku a vymytim krve z jater)

- Z divodu zamezeni mechanického poSkozeni hepatocytli zvySenym intrahepatalnim

tlakem byla prostiihnuta dolni duta Zila.

- Jatra byla vystfizena z dutiny bfis$ni.

52



- Po promyti jater perfuznim roztokem, byla jatra s kanylou umisténa do specialniho

stojanku a umisténa do kadinky s roztokem B.

- Poté byla zahajena 14 minutova recirkula¢ni perfuze jater roztokem B obsahujicim
kolagenazu (pozn.: hladina roztoku B v zasobniku musi byt udrzovana stale ve stejné

vysce k zajisténi konstantniho perfazniho tlaku).
- Optimalni rychlost perfize byla stanovena na 40 — 50 ml/min (Lotkova, 2000).

- Nasledné byla jatra umisténa do K-H média, kde byla jemné mechanicky rozvolnéna

krouZivymi pohyby o sténu kadinky.

- Vznikla tkanova suspenze byla ptefiltrovana pies 4 vrstvy sterilni gazy do sterilni

centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovana po dobu 5 minut pti 4 °C (28g, Rotina 35R).

- Supernatant byl odsan a buiikky byly znovu proplaichnuty K-H médiem a opét

centrifugovany za stejnych podminek.
- Centrifugace byla opakovana celkem ttikrat.

- Bezprostfedné po izolaci byla stanovena viabilita a denzita izolovanych hepatocyti.

2.2.2.2. Pocitani a stanoveni viability hepatocytit

Pro stanoveni viability Cerstvé naizolovanych hepatocyti bylo vyuzito barveni
trypanovou modii (sodna sal toluidin-diazo-diamino-naftol-disulfidové kyseliny).
Viabilni hepatocyty jsou schopny wudrzovat negativni membranovy potencial
cytoplazmatické membrany a tim drZet trypanovou modf mimo cytoplazmu. Toto neplati
Vv pfipadé neviabilnich hepatocytii, které nejsou metabolicky aktivni a proto akumuluji
trypanovou modi a pod mikroskopem jsou modie zbarvené. Provedeni této metody
spociva v tom, Ze 10 pl bun&né suspenze je smichano s 10 pl trypanové modii na
podloznim skli¢ku. Néasledn€ vzniklou smés pfikryjeme krycim sklickem a viabilitu thned
ode¢itame pod mikroskopem. Obarvené bunky jsou buiiky mrtvé a bunky neobarvené
jsou viabilni (obrazek 20). Pro spravné zhodnoceni viability je nutno spocitat buriky
minimalné v 10 zornych polich s alesponi 15 buitkami na jedno zorné pole. Celkovou

viabilitu izolovanych hepatocytll vyjadiime v procentech. V naSich experimentech jsme
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pouzivali pouze buiiky z izolace s vice nez 90% viabilitou pro hepatocyty izolované

Z jater potkant a vice nez 80% viabilitou hepatocytd mysi.

Obrazek 19. Operacni stolek a perfizni aparatura na izolaci hepatocyti.

1 — operaéni stolek pro piipevnéni laboratorniho zvifete; 2 — chirurgické néstroje;
3 — perfuzni pumpa; 4 — zasobnik na perfuzni roztok; 5 — vodni lazen s roztoky a nddobami

pro perfuzi jater; 6 — lahve s pfipravenymi izola¢nimi médii.
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Mrtva bunka

Obrazek 20. Test viability pomoci barveni hepatocyti trypanovou modii.

Pocitani denzity bun¢k provadime automaticky pomoci piistroje Cellometer
(Nexcelom Bioscience LLC., MA, USA) ve 100x zifedéné suspenzi izolovanych

hepatocytti.
2.2.3. Priprava jaterniho homogenatu a izolace mitochondrii

2.2.3.1. Izolace mitochondrii pomoci diferencni centrifugace

Jaterni mitochondrie byly izolovany metodou diferen¢ni centrifugace podle diive
popsaného protokolu (Bustamante et al., 1977) s modifikacemi (Drahota et al., 2012;
Pecinova et al., 2011). Proces izolace jaternich mitochondrii probiha v nekolika

nasledujicich krocich:
1. Jatra po vyjmuti oplachneme v homogeniza¢nim H roztoku a zvazime.

2. Odebereme 3 g jaterni tkdn€¢ a homogenizujeme pomoci teflonového homogenizatoru

pti teploté 0 °C v H roztoku.

3. Jaterni homogenat (10%) nasledné centrifugujeme po dobu 10 minut pfii teploté 4°C

rychlosti 800g.

4. Supernatant piefiltrujeme pies sterilni gazu, doplnime opét H roztokem do daného

objemu a centrifugujeme po dobu 10 minut pfi teploté 4°C rychlosti 8000g.
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5. Supernatant po druhé centrifugaci odstranime a vzniklou peletu pomalu resuspendujeme
v izola¢nim | roztoku. Pfi tomto kroku musime dbat na to, abychom $pic¢kou pipety
neposkodili mitochondrie v peleté a proto musime eliminovat veskery ptimy styk pelety
a Spicky pipety. Po resuspendovani centrifugujeme po dobu 10 minut opét pii teploté

4°C rychlosti 8000g.

6. Po treti centrifugaci mitochondrie v peleté opét opatrné resuspendujeme ve zhruba 2 az

3 ml izola¢niho | roztoku na vyslednou koncentraci 20 — 30 mg proteinu/ml.

7. V izolovanych mitochondriich stanovime mnozZstvi celkového proteinu a uchovavame je
pii teploté 0°C. Doba spotieby takto izolovanych mitochondrii zalezi na metodé, kterou
budeme aplikovat. Pro respirometrii a méfeni MMP je mlZeme pouzit po dobu

maximalné 6 hodin pro zachovani jejich kvality a kvality méteni.

2.2.3.2. Stanoveni mnoZstvi proteinit dle Bradfordovy metody

Pro stanoveni mnoZstvi proteinii v bunééné kultufe, homogenatu, ¢i mitochondridlni
suspenzi bylo vyuzito Bradfordovy metody (Bradford, 1976) s pouzitim BSA jako
standard. Jedna se o kolorimetrickou metodu, jejiz podstatou je navazani reak¢niho ¢inidla
(Coomasie Briliantova modi G 250) v kyselém prostfedi na argininové skupiny proteind.
S proteiny takto vytvaii stabilni komplexy s absorbanci 465 nm a 595 nm. Absorbance
byla méfena pomoci spektrofluorometru TECAN infinite M200 (Tecan Group AG,

Minnedorf, Svycarsko).
2.3. Bunééné kultury

2.3.1. Priprava kultur

Izolované hepatocyty byly nasazeny na titracni desticky potazené kolagenem. Pro
nade pokusy byly k inkubaci vyuzity 6-jamkové (1 x 10° bunék/jamka, objem 1 ml), 12-
jamkové (2.5 x 10° bunék/jamka, objem 0,5 ml), nebo 96-jamkové (3.3 x 10* bungk/jamka,
objem 0,1 ml) desticky (NUNC, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA). Burky byly
inkubovany v CO. inkubatoru pifi 37 °C ve vlhéeném vzduchu obohacenym 5% CO> .
Bunééné kultury byly napted ponechany dvé hodiny pro pfichyceni hepatocyti ke
kolagenovému povrchu v ptitomnosti WE média s aditivy, doplnénym o 6% fetalni

bovinni sérum (Merck-Millipore, Berlin, Germany). Poté, bylo médium vyménéno za WE
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médium bez fetalniho séra, které jiz obsahovalo nami studované toxické latky, a bunky

byly kultivovany dle stanovenych protokold.
2.3.2. Biochemické testy na bunéénych kulturach

2.3.2.1. Test aktivity laktatdehydrogenazy kultivovanych hepatocytii
Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytoplazmaticky enzym, ktery Kkatalyzuje
obousmérnou reakci pyruvatu na laktat za oxidace NADH a tvorby NAD®. LDH je
intracelularni enzym, ktery z buriky unika po poskozeni plazmatické membrany. Aktivita
LDH v EC tekutin¢ proto vZdy znamena naruseni urcitého procenta bun¢k v kultute. Vyssi
hodnoty svéd¢i o poskozeni integrity cytoplazmatické membrany u vice bunék, vysledné
poskozeni bunék v kultute je tedy vys§i. Z naméfenych hodnot IC a EC aktivit LDH
muzeme vyjadiit LDH leakage. Ten odrazi procento buné€k v kultute, které zanikly béhem
inkubace. Pro méteni LDH si nejdiive pfipravime komeréné prodavany biochemicky set
dle navodu vyrobce (Abcam PLC, Connecticut, US). Po pfidani reakéniho c¢inidla
k méfenému vzorku hodnotime ubytek absorbance ve spektrofotometru pii vinové délce

340 nm. Vys8i zména absorbance vyjadiuje vyssi aktivitu LDH.

2.3.2.2. Test aktivity bunécénych dehydrogendz (WST-1 test)

Test aktivity bunécnych dehydrogenaz byl pouzit jako dal§i test wviability
kultivovanych hepatocytt. V tomto testu dochazi ke konverzi tetrazoliové soli WST-1 na
barevny formazéan s absorpcnim maximem pii vinové délce 440 nm. Na zacatku tohoto
meéfeni nejprve odebereme kultivatni medium z bunécné kultury, pfiddme WE médium
s pfidanym WST-1 ¢inidlem (10:1) a nasledné¢ zmétime absorbanci pii 440 nm vinové
délky. Desticku poté nechame v CO: inkubatoru po dobu 90 minut a pak zméfime
absorbanci znovu. NarGst absorbance pii této vinové délce béhem devadesati minut
odpovida aktivité¢ téchto dehydrogenaz v bunécné kulture. V kulturach se sniZenou
viabilitou bun¢k resp. snizenou aktivitou dehydrogendz nalezneme tedy pokles v porovnani

s kontrolni skupinou.

2.3.2.3. Test aktivity kaspdzy 3

Aktivita kaspazy 3 jako markeru apoptozy byla métena v lyzovanych burikach po
ptidani specidlniho pufru (Cell Lysis Buffer, Cell Signaling Technology Inc., MA, USA).
Do lyzatu byl nasledné ptidan specificky substrat po kaspazu-3 N-Acetyl-Asp-Glu-Val-
Asp-7-amido-4-metylkumarin (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA). Aktivity byly
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méfeny ve fluorescenénim modu spektrofluorometru TECAN Infinite M200. Excitacni a

emisni vinové délky byly 350 nm a 460 nm.

2.3.2.4. Méreni produkce albuminu

M¢teni produkce albuminu, jako ukazatelé funkcni kapacity hepatocytu, bylo
stanoveno ELISA metodou s pouzitim protilatek proti potkanimu albuminu (Baria s.r.o.,
Praha). Mnozstvi albuminu bylo méfeno v extracelularnim médiu bunéénych kultur po 20
hodinové inkubaci a porovnavano s kontrolnimi vzorky v daném casovém intervalu.

Metoda ELISA byla provadéna podle instrukci dodavatele.

2.3.2.5. Hodnoceni produkce reaktivnich forem kysliku pomoci H,DCFDA

Produkce ROS byla hodnocena za vyuziti kvalitativni metody 2'7'-
dichlorodihydrofluoresceindiacetatu (H:DCFDA). Tato metoda je zaloZzena na vyuziti
(Kucera et al., 2014). Ve zkratce fluorescen¢ni sonda HoDCFDA mize byt oxidovana
vlivem ROS za tvorby fluorescenéni latky 2',7'-dichlorofluoresceinu (DCF). Fluorescence
DCF byla nasledné detekovana pomoci ptistroje TECAN Infinite M200 spectrofluorometer

s excitacnimi a emisnimi vlnovymi délkami 495 respektive 520 nm.

2.3.3. Mikroskopické hodnoceni bunécénych kultur

Fotografie kultur hepatocyti byly pofizeny pomoci mikroskopu Olympus IX51 a
fotoaparatu E-600 Digital Camera (Olympus Corp., Tokyo, Japan) a s vyuzitim softwaru
Quick Photo Camera 3.0 (Promicra, s.r.o., Prague, Czech Republic). M¢titka (50 um) byly
piidany pomoci softwaru Quick PhotoCamera, zadné jiné zmény, krom¢ zmény velikosti
obrazku, nebyly provedeny. V této dizertani praci byly pouzity dva typy vizualizace:
fazovy kontrast a fluorescen¢ni barveni JC-1 (Kucera et al., 2012). Pro hodnoceni bunék

jsme vyuzili zvétseni objektivu 10x, 20x a 40x.

2.3.3.1. Fluorescencni barveni JC-1

K vizualizaci MMP kultivovanych hepatocytii bylo pouzito fluorescenéni barveni
JC-1. Fluorescenéni sonda JC-1 (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) se rozpusti
v DMSO a vytvoii se zdsobni roztok o koncentraci 2 mg/ml. Nésledné se ze zasobniho
roztoku odebere 50 pl a ty se piidaji k pfedehfatému Willamsovu mediu E bez FBS o
objemu 10 ml ¢imZ docilime vysledné koncentrace 10 pM. Je nutno mit temperované

Williamsovo medium E a dbat o dobré rozpusténi JC-1 sondy, jelikoz ma tendenci
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precipitovat a poté muze dojit k nedokonalému obarveni. Kdyz docilime kvalitniho
rozpusténi JC-1, vyklepeme kultivaéni médium z desticky a ptiddme Williamsovo medium
E s ptidanou sondou JC-1. Takto oSetfené bunky nechame inkubovat po dobu 30 — 40
minut v CO2 inkubatoru (Kucera et al., 2014). Abychom zabranili rozdilnym c¢astim
inkubace sJC-1 sondou pii foceni riznych skupin a tim padem fale$sné pozitivnim
vysledkim, mtzeme Williamsovo medium E s rozpusténou JC-1 sondou ptidavat do
jednotlivych jamek na destiCce se zpozdénim. Musime ovSem peclivé dbat na to, aby
nedochazelo k vystaveni roztoku ¢i desticky svétlu. Pro statistické vyhodnoceni MMP
hepatocytli v kultufe jsme pocitali buiky vzdy miniméaln€¢ z deseti zornych poli a

Z nejmeéné Ctyf riznych izolaci.
2.4.  Laboratorni metody pro zhodnoceni mitochondrialnich funkei

2.4.1. Hodnoceni mitochondriialniho membranového potencialu

Kromé vySe zminéného hodnoceni MMP v bunéénych kulturach bylo v dizertaéni
praci vyuzito sledovani zmén MMP v suspenzich izolovanych mitochondrii. Takto méteny
MMP muize byt kvantitativni nebo kvalitativni. Kvantitativné sledujeme piesnou hodnotu
MMP pomoci kationti, jako je napf. trimetyl tetrafosfoniovy kationt, vyjadienou
Vv jednotkach napéti. Kvalitativné miizeme sledovat pouze relativni zménu, tedy zvyseni, ¢i
snizeni. V této dizertatni préci byla vyuzita fluorescencni sonda Safranin O pro

kvalitativni hodnoceni zmén MMP vyvolanych toxickymi agens.

2.4.2. Fluorescené¢ni sonda Safranin O

MMP byl kvalitativné¢ hodnocen pomoci fluorescencni sondy Safranin O dle diive
popsané metody (Akerman and Wikstrom, 1976). Ve zkratce se fluorescenéni kationtova
sonda akumuluje v mitochondrialni matrix, ve které se udrzuje negativni naboj, diky
pfenosu vodikovych kationtdi mezi vnitini a vnéjs$i mitochondridlni membranu. Takto
udrzovany MMP lze detekovat jako pokles fluorescence Safraninu O po piidani
mitochondrii do média s fluorescencni sondou. Pfi poruSeni integrity vnitini
mitochondridlni membrany, nebo pii naruseni transportu protonti pies membranu dochazi
k poklesu MMP a fluorescence zatne opét stoupat. Zmény MMP jsme detekovali na
spektrofotometru  AMINCO-Bowman Series 2 pii 30°C v kyveté o objemu 1 ml.
Koncentrace mitochondrialniho proteinu byla v priméru 0,1 mg/ml, méfeni bylo

provadéno v K-mediu a excita¢ni a emisni vinové délky byly 495 resp. 586 nm.
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2.4.3. Respirometrie

2.4.3.1. Predstaveni metody

Pro zhodnoceni mitochondrialni respirace jsme vyuzili Oxygrafu-2k od spole¢nosti
OROBOROS (Innsbruck, Rakousko). Tento systém byl specialné vyvinut pro detekci
minimalnich zmén koncentrace kysliku v uzavieném systému. Oxygraf-2k obsahuje dva
polarografické kyslikové sensory (obrazek 21) se zlatou a stiibrnou katodou resp. anodou,
upevnéné v oddélenych komutrkach o kalibrovaném objemu 2 ml. Tyto komurky jsou
specialné zkonstruované z duranového skla a izolované od okolniho prostiedi materialy,
které umoziuji pouze minimalni diftzi kysliku do média a velmi pfesnou kontrolu teploty
az na 0,001°C. Tyto vlastnosti umoznuji Oxygrafu-2k zachovat velice stabilni signal pro
rozpoznani rozdilu v koncentraci rozpusténého kysliku o hodnoté az 50 nM a byt proto

jedine¢nym pfistrojem pro studium mitochondrialni fyziologie (Pesta and Gnaiger, 2012).

60



Obrazek 21. Respirometr s vysokym rozliSenim OROBOROS Oxygraph-2k.

1 — Oxygraf-2k; 2 — polarograficky sensor; 3 — komurky oxygrafu pro méfeny vzorek;
4 — pumpa urcend pro €isténi komirek; 5 — monitor pocitace s pravé probihajicim métenim
pomoci softwaru DatLab; 6 — Hamiltonovy stfikacky urcené pro titraci substrati a
inhibitort do komirky oxygrafu; 7 — pipety; 8 — zkumavky se substraty; 9 — nadoba

S etanolem pro Cisténi a konzervaci komurek.

2.4.3.2. Respiracni stavy mitochondrii

V této dizertacni praci budeme uZzivat nejnovéjsi mezinarodni terminologii, ktera
byla vyvinuta za Gi€elem standardizace v oblasti komparativni mitochondridlni fyziologie.
Pro popis mitochondrialni respirace uzivame nékolik respira¢nich stavii (obrazek 22).
V klasické praci z roku 1955 Chance a Willams popisuji pét respira¢nich stavii (Chance
and Williams, 1955). Tyto respiracni stavy jsou dodnes uznavany jako zakladni kameny
mitochondrialni fyziologie, nicméné s dnes jiz roz$ifenym poznanim a metodologii bylo
nutno toto rozdéleni vice specifikovat. Nové nazvoslovi, které budeme vyuZzivat i v této

praci, navrhl a zacal pouzivat tym prof. Gnaigera z Rakouska (Gnaiger, 2014). V této praci
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tedy budeme hovofit o respiranich stavech popisujicich aktualni spfazeni/rozptazeni

oxidativni fosforylace a sice LEAK, OXPHOS a ETS (obrazek 22).

"Dissipation

Obrazek 22. Schéma respiracnich stavu dle nazvoslovi MITOEAGLE.
Pievzato z (Gnaiger, 2014).

2.4.3.2.1. LEAK respirace

Stav LEAK (z anglického slova ,leak® — propoustét) je spiazenym respira¢nim
stavem, ve kterém je spotieba kysliku na IMM nejmensi. Tohoto respira¢niho stavu
muzeme dosdhnout pii absenci ADP, kdyZ do mitochondrialni suspenze pfidame substraty
pro tvorbu reduk¢nich kofaktorti. LEAK tim padem vyjadiuje situaci s nejvy$ssim MMP na
IMM, kdy spotieba kysliku a transport vodikovych protoni kompenzuje protony, které
unikaji ¢i prosakuji skrz IMM do mitochondridlni matrix nezavisle na ATP syntaze.
Zaroven se v LEAK stavu k témto unikajicim protonim fadi ty, které jsou vyuzity pro
nefosforyla¢ni reakce na IMM (transport latek, apod.). Stav LEAK navodime pfidanim
substratli pro tvorbu reduk¢nich kofaktori a zahdjenim transportu elektronli v systému
mitochondrialnich respiranich proteinti. Vice o substratové kontrole bude uvedeno v dalsi

¢asti prace, zamétené na mitochondridlni substraty.

2.4.3.2.2. OXPHOS respirace
Dalsi respiraéni stav OXPHOS (zkratka anglického ,,0xidative phosphorylation® —
oxidativni fosforylace) reprezentuje situaci na IMM, ve které jiz dochazi k fosforylaci

ADP na ATP. Tato fosforylace vyzaduje funkéni enzym ATP syntdzu a probihd za
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soucasného presunu vodikovych iontll z IMS do mitochondridlni matrix. Timto pfesunem
protont dle elektrochemického gradientu dojde ke snizeni MMP s naslednym zrychlenim
transportu protont jednotlivymi respiraénimi komplexy, zrychlenim toku elektronti
respiraénim systémem a ve vysledku zvySenou spotiebou kysliku v komurce, kterou

zaznamename pomoci polarografického sensoru.

2.4.3.2.3. ETS respirace

Stav ETS, ¢i ETS respirace, ETS kapacita (z anglického ,,electron transfer system
— elektron transportujici systém) predstavuje stav mitochondridlni respirace, pii kterém
jednotlivé komplexy respiracniho systému pracuji pfi maximalni mozné rychlosti, a proto
vyslednd spotieba kysliku vyjadiuje maximalni kapacitu prenaset elektrony skrz elektron
transportujici systém. Pro dosazeni ETS stavu musime pouzit tzv. rozptahovace, které
zpusobi rozptazeni oxidativni a fosforylacni slozky mitochondridlniho respira¢niho
systému. Tyto rozptahovace maji velice Casto charakter protonoford, neboli chemickych
molekul, které snadno ptijimaji a uvoliuji vodikovy proton a zaroven se mohou diky své
lipofilni povaze implementovat do mitochondridlni membrany. Titrace satura¢niho
mnozstvi protonoforu do mitochondridlni suspenze zpiisobi ptestup vodikovych iontt dle
koncentra¢niho gradientu a tedy kompletni zanik MMP. Této situace je potfeba dosahnout,
chceme-li zajistit maximalni kapacitu komplext elektron transportniho systému pumpovat
vodikové protony a dosahnout celkové kapacity toku elektronti skrz respira¢ni systém

vyjadiené konzumpci kysliku.

2.4.3.3. Substratova kontrola mitochondrialni respirace

K zajisténi mitochondrialni respirace je jako zadkladni piedpoklad dodat k
mitochondridlni suspenzi potitebné substraty pro jednotlivé komplexy a pro tvorbu
redukénich kofaktori, diky kterym za¢nou proudit elektrony respiraénim systémem.
Takovymto substratem je svym zpuisobem i samotny kyslik, bez kterého samoziejmé
respirace bude nulova. Za situace kdy dojde ke spotiebé ¢i ztraté vSech endogennich
intracelularnich substratd, jako je tomu napt. pfi permeabilizaci bungk, ziskavame suspenzi
mitochondrii ¢i bun€k volné propustnych pro molekuly, které by se jinak do
vnitrobunééného kompartmentu nedostaly. Pfi dosazeni této situace miZeme proud
elektronii  kontrolovat postupnym pifiddvanim substrat ¢i inhibitorGt respiracnich
komplexti. Zde hovofime o tzv. substratové kontrole mitochondrialni respirace. Zkratky a

koncentrace jednotlivych respiracnich substratii a inhibitorti jsou uvedeny v tabulce 4.
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Glutamat, malat a pyruvat jsou substraty, které¢ cestou dehydrogenace tvoii jako kofaktor
NADH a hovotime tedy o substratech pro komplex I. Sukcindt je dehydrogenovan na
fumarat ptimo komplexem II, neboli sukcinatdehydrogenazou. DalSimi substraty pro ETS
jsou glycerofosfat pro GPDH a karnitin derivaty mastnych kyselin, které tvoii substraty
pro ETF. Takto miZzeme hodnotit tok respiratnim systémem pomoci nékolika vstup

elektronti na Q a dale dle redoxniho spadu.

Substraty
[Nazev Zkratka finalni koncentrace
Pyruvat P 5 mM
Malat M 0,1/2 mM
Glutamat G 10 mM|
Sukcinat S 10/50 mM
Oktanoylkarnitin Oct 0,2 mM
Askorbat As 2 mM
TMPD Tm 0,5 mM
Cytochrom ¢ c 10 mM|
Adenosindifosfat ADP/D 3.5 mM|
Inhibitory
[Nazev Zkratka finalni koncentrace
Rotenon Rot 1 mMj
Antimycin A Ama 2,5 mM|
Azid Sodny Azd 100 mM|
Oligomycin Omy 2,5 mM|
Ostatni
[Nazev Zkratka finalni koncentrace
Mitochondrie Mt 0,1 mg/ml
Digitonin Dig 10 pg/mil. bunék
FCCP U/FCCP kroky po 0,5 mM|

Tabulka 4. Nazvy a finalni koncentrace substrati, inhibitori a dalSich chemikalii
pouzivanych pii méieni mitochondrialni respirace pomoci Oxygrafu-2Kk.

V tabulce jsou také uvedeny zkratky, které jsou pouzity U reprezentativnich méfeni.

2.4.3.4. Respiracni protokoly
Pro komplexni zhodnoceni kvality jednotlivych sloZek elektron transportujiciho
systému jsou vyuzivany specialni respiracni SUIT protokoly (z anglického ,,Substrate,

Uncoupler, Inhibitor Titration®), zaloZené na postupném ptidavani jednotlivych substrat,

64



inhibitord a rozpiahovaci do komutrky oxygrafu. Tyto SUIT protokoly mohou byt kratké a
jednoduché, zalozené na titraci jednoho ¢i dvou substrati anebo také velice komplexni,
vice nez hodinu trvajici protokoly, zahrnujici ptidavani nékolika substratli a inhibitort pro
vice enzymovych komplexti a sledovani mitochondridlni respirace ve vice respiranich
stavech. V této dizertacni praci byly vyuzity jak komplexni mezinarodné uznavané SUIT
protokoly, navrzené pro celkové zhodnoceni kvality respira¢niho systému a IMM, tak i

protokoly jednodussi pro sledovani vlivu toxickych agens na mitochondrialni respiraci.

2.4.34.1. Protokoly pro sledovani toxicity latky a pFepocet na procenta kontrol

Pro hodnoceni uc¢inku jednotlivych latek na mitochondrialni respiraci bylo vyuzito
nasich dfivéjsich protokolt (Endlicher et al., 2009) s drobnymi modifikacemi. Ve zkratce,
po kyslikové kalibraci oxygrafu bylo do komurky pfidano predem stanovené mnoZstvi
biologického vzorku. Poté byly pfidany substraty pro sledovany komplex respira¢niho
syst¢tmu, ¢imz bylo docileno LEAK respirace. Nasledn¢ byl bud stimulovan stav
OXPHOS pfiddnim ADP a cytochromu c, nebo stav ETS pifidanim cytochromu c a
titrovanim optimalni koncentrace rozpiahova¢e FCCP. Cytochrom ¢ byl dodan v obou
stavech pro vylouceni poruchy integrity OMM (viz vyse). Po dosazeni maximalni kapacity
OXPHOS ¢i ETS respirace, byla ptidana toxicka latka a po péti az patnacti minutach byl
odecitan ucinek sledovaného farmaka na respiraci jaternich mitochondrii v porovnani
s kontrolni skupinou. Reprezentativni méfeni jednotlivych pokust jsou zobrazena vzdy

V patficném misté u uvedenych vysledki v nasledujici kapitole.

2.4.3.4.2. Referencni protokoly

Referenéni protokoly jsou respira¢ni protokoly, které byly navrzeny pro komplexni
zhodnoceni kvality elektron transportniho systému a jejich komparativni analyzu mezi
riznymi bunéénymi typy, zivo¢iSnymi druhy a podobné. Jelikoz se da velmi tézko pouze
jednim protokolem komplexné popsat kvalitativni vlastnosti mitochondridlniho
respiraéniho systému v riznych respiranich stavech, byly vyvinuty dva referencni
protokoly — RP1 a RP2 (z anglického ,,reference protocol*). Referen¢ni protokoly zahrnuji
kaskédu titraci né€kolika substratli a inhibitoril pro studium co moznd nejvice respirac¢nich
stavll. Podrobnou analyzou téchto dvou referencnich protokolt lze poté ziskat potfebna
komplexni data vypovidajici at’ jiz o kvalité sledovaného vzorku (o integrit¢ IMM a OMM,
kvalité¢ elektron transportujiciho systému, atd.), ale také lze vyloucit chybnd méfteni,

artefakty a celkové zlepsit metodiku a kvalitu namétenych vysledkii. Referencni protokoly
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se v dob¢ psani této dizertacni prace stale vyvijely, proto nelze vyloucit drobné zmény v
jejich budouci podobé. V systematickém schématu na obrazku 23 je zobrazena sekvence
jednotlivych  ptidavkli referenénich protokoll, podle které jsme postupovali.

Reprezentativni méfeni je zndzornéno na obrazku 24.

2.5.  Statistické zpracovani namérenych dat

Ke zhodnoceni, zda namétena data spadaji do Gaussova rozlozeni, bylo pouzito
téchto testti normality: Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov a D'Agostino-Pearson. Soubor
dat, ktery vykazoval normalni rozdéleni dat ve vSech skupindch alesponi u jednoho z vyse
uvedenych testli, byl vyhodnocen parametrickym testem ANOVA a rozdily mezi
jednotlivymi skupinami byly porovnany pomoci Tukey-Krammerova testu. V ptipad¢ dat,
ktera neprosla testem normality a nespadala tak do Gaussova rozloZeni, byl pouzit
Kruskalliv-Wallistiv test pro neparametrické rozloZeni a dale Dunnliv post-test. Statistické
zpracovani vysledk bylo provedeno za pomoci softwaru GraphPad Prism 6 a grafy a

tabulky uvedené v textu byly vypracovany pomoci programu MS Office Excel.
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a
PM+mt: NFSGpTm_1PM 2D 3c 4U 5G 6S 7Oct 8Rot 9Gp 10Ama 11Tm 12Azd

70ct 8Rot 9Gp 10Ama  11Tm

N N NS NFS S SGp ROX Tm ROX
CI CI CIall CI&ll CII CII ROX CIv ROX
&FAO &GpDH
b
D+mt: NFSGpTm_1D 20ct 3M 4c¢ 5P 6G 7S 8Gp 9U 10Rot 11Ama 12Tm 13Azd
= =10) 10Rot 11Ama  12Tm 13Azd
8 1D 20ct 3M+c 5P 6G 7S 8Gp
L
ROX F F NF NF NFS NFSGp SGp ROX Tm ROX
ROX FAO FAO (@i} CGI CI&II CI&II CII ROX Clv ROX

&FAO &FAO &FAO &FAO&Gp  &Gp

Obrazek 23. Schéma jednotlivych kroku referen¢nich protokoli.

a) Referen¢ni protokol 1; b) Referen¢ni protokol 2.

Pro a) 1 b): Na schématu nahote, je vzdy nadepsana zahajovaci kombinace a souhrn
vSech studovanych substratovych cest (pro Referen¢ni protokol 1 je to ,,PM+mt:
NFSGpTm®, tzn. Zahajeni pyruvatem a malatem s pfidanymi mitochondriemi, se
studovanymi respiratnimi cestami NFSGpTm - viz dale). Vedle toho je uvedena
sekvence jednotlivych titra¢nich krokl a barevné je odliSeno v jakém respiracnim stavu
se studované mitochondrie pravé nachazi. Cervenia znamena LEAK stav, zelena
OXPHOS a modra ETS stav; ¢ern¢ se v tomto piipadé odliSuje rezidualni konzumpce
kysliku, ktera neni zplisobena respiracnim systémem.

Schématu dominuje tabulka se tfemi urovnémi podle stavu sprazeni/rozptazeni
mitochondrii. Jsou jimi L — LEAK, P — OXPHOS, E —ETS. Cislo v tabulce vyjadiuje
titracni krok a chemikalie, které maji byt v daném kroku ptidany do komirky.

Ve spodni ¢asti schématu je zapsdna substratova respiracni cesta, kterd je v danou chvili
aktivovana: N — NADH; S — sukcinat; F — mastné kyseliny (z angl. ,.fatty acid*); Gp —
Glycerofosfat, Tm — TMPD; ROX - rezidualni konzumpce kysliku, nepattici
K respira¢nimu systému.

Pod substratovou cestou je v poslednich dvou fadcich uveden enzymovy komplex, ktery
zahajuje v dané chvili pfenos elektronu: CI — komplex I; CIl — komplex II; CIV —
komplex 1V; FAO — oxidace mastnych kyselin pomoci ETF; Gp — GPDH.

Se souhlasem pievzato z www.bioblast.at, OROBOROS Instruments, Innsbruck, AT.
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3. Vysledky

3.1.  Vliv 3-brompyruvatu na hepatocyty potkana a mysi

Vliv 3BP na hepatocyty potkana byl sledovan v primarnich kulturach po dobu 1 az
20 hodin. Pro studium vlivu 3BP na mitochondridlni funkce byly inkubovéany
permeabilizované hepatocyty a izolované jaterni mitochondrie v suspenzi po dobu
maximaln¢ 10 minut za soucasného pfidani substrati pro sledovani mitochondrialni

respirace.

3.1.1. Toxicita 3-brompyruvatu na hepatocyty potkana

Prvnim krokem bylo stanoveni toxické davky 3BP v primarni kultufe potkanich
hepatocytii izolovanych z jater potkana. Morfologické zmény kultury byly studovany
pomoci mikroskopie s fazovym kontrastem, strukturni integrita bunétné membrany
pomoci stanoveni aktivity LDH v kultivaénim médiu, funk¢ni viabilita bunék pomoci testu
aktivity bunécnych dehydrogenaz, funk¢éni kapacita hepatocytii za 20 hodin, produkce ROS
za 1 hodinu inkubace s 3BP a apoptéza pomoci méfeni aktivity kaspazy 3. Posledni
metodou pouzitou v primarnich kulturach byla vizualizace funkénich mitochondrii pomoci

fluorescencni sondy JC-1.

3.1.1.1. Zhodnoceni bunécnych kultur pomoci mikroskopie s fazovym kontrastem

Na obrazku 25 jsou kultury potkanich hepatocytii ve fazovém kontrastu po
pusobeni 3BP. Za jednu hodinu inkubace doslo k ¢astecnému poskozeni hepatocyti, tyto
zmény byly nasledn¢ zvyraznény po deseti a dvaceti hodindch inkubace. Zmény
v morfologii bunécné kultury byly zavislé jak na koncentraci, tak na délce inkubace s 3BP.
Dvacetihodinova inkubace s maximalni koncentraci 300 uM 3BP vedla k témét kompletni

destrukci kultivovanych jaternich bunck.
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1 hod inkubace 10 hod inkubace 20 hod inkubace

kontrola

BP 200uM

BP 300uM

Obrazek 25. Fazovy kontrast primarnich kultur potkanich hepatocyti po pusobeni
3BP.
Reprezentativni fotografie potizené¢ béhem mikroskopie s fdzovym kontrastem (zvétSeni

objektivu 40x).

3.1.1.2. VIiv 3-brompyruvdtu na aktivitu LDH v kultivacénim médiu

Pridani 3BP zplsobilo zvySeni aktivity LDH v kultivatnim médiu primarnich
kultur potkanich hepatocytli (Graf 1a). Z vysledku je patrné, Ze ke statisticky vyznamnym
zménam nedochazelo u koncentraci 3BP < 100 pM ani béhem dvacetihodinové inkubace.
Naproti tomu jiz jedna hodina kultivace s koncentraci vyssi nez 200 uM 3BP zptsobovala
signifikantni zvySeni aktivity LDH v extraceluldrnim prostfedi vyjadfujicim naruSeni
integrity bunééné membrany. Tento efekt je ve shodé s morfologickym ndlezem (zmény
byly pozorovany az pti koncentraci 200 uM) a soucéasné potvrdil ¢asovou a koncentraéni
zavislost toxického plsobeni této latky. 3BP byl toxicky od koncentrace 150 uM, ve které

byl toxicky vliv pozorovan az po tfech hodindch. Vysledky byly dale potvrzeny
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stanovenim uniku LDH zbunék (LDH leakage) ktery piimo souvisi s procentem

poskozenych hepatocytti v bunééné kultute (Graf 1b).

a Aktivita LDH v kultivacnim médiu
Legenda:
Kontrola O3BP 50 uM O 3BP 100 uM
m 3BP 150 uM W 3BP 200 uM m 3BP 300 uM
1200 - .
1000 - oy
S 800 - . s
§ 600 - i N N
° 400 + .
200
O =l
1h 3h 5h 10 h 20h
Doba inkubace

b LDH leakage

2

2 o s o

% 100

= 80 1 4+

S 60 - 4

g

o 40

f ++

Y 20 A

S 0
3h 20h
Doba inkubace

Graf 1a) Aktivita LDH v kultivaénim médiu u potkana; b) LDH leakage po 3 a 20
hodinach inkubace.

Vysledky v 1a jsou vyjadieny v procentech kontrol v daném ¢asovém intervalu. V grafech
je zobrazen vzdy prumér + SD; n = 23-24;

+p <0,05; ++ p <0,01; +++ p < 0,001 vs kontrola.

3.1.1.3. Aktivita bunéénych dehydrogendz (WST-1 test)

Vysledky méfeni aktivity bunéénych dehydrogenaz jsou zobrazeny v Grafu 2. Po
celou dobu naseho sledovani nebyla aktivita buné¢nych dehydrogenaz zménéna pouze u
davky 3BP 50 puM a nizsi. Jiz od koncentrace 100 pM doSlo po jedné hodiné
k signifikantnimu poklesu aktivity bunéénych dehydrogenaz (p < 0,001). Pti pouziti 3BP o
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koncentraci vyssi nez 100 uM byla pak zfejma jak koncentracni tak i casova zavislost

toxickych u¢inku této latky (Graf 2).

WST-1 test
Legenda:
Kontrola 0 3BP 50 uM @ 3BP 100 pM
M 3BP 150 uM W 3BP 200 uM W 3BP 300 uM
120
100 - e +H JTH +
© 80 A é 5%
= /
S 60 - 7
§ /
X 40 é
20 - « A & W
+++ ++ // +—H'+H‘ e e
0
1h 3h 5h 10h 20h
Doba inkubace

Graf 2. Test aktivity bunéénych dehydrogenaz u potkana.
V grafech je zobrazen pramér + SD; n = 15— 72,;
+ p <0,05; +++ p < 0,001 vs kontrola.

3.1.1.4. Funkcni stav hepatocytii

Vysledky funkéniho stavu bunék po kultivaci s testovanymi koncentracemi 3BP
jsou zobrazeny v Grafu 3a. Opét nebyly pozorovany signifikantni zmény u koncentraci
3BP 100 uM a nizsich ani po 20 hodinovém piisobeni. U koncentraci vyssich nez 150 uM
vedlo podani 3BP ke statisticky vyznamnému sniZeni tvorby albuminu v primarni kultufe

potkanich hepatocytl pti 20 hodinové inkubaci (p < 0,001; Graf 3a).
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a Produkce albuminu b Produkce ROS ¢ Aktivita Kaspazy 3

+H+

400 -

£300 A

[ =

S 200 -

=100 A
0 2l

% kontrol

N
ST S S
& TR A S
Koncentrace 3BP Koncentrace 3BP Koncentrace 3BP

Graf 3a-c. Funk¢ni parametry hepatocyti potkana v kultufe.

a) Produkce albuminu potkanich hepatocytti po expozici riznym koncentracim 3BP po
dobu 20 hodin. b) Produkce ROS v kultuie hepatocytl potkana po 1 hodiné ptisobeni 3BP.
¢) Aktivita kaspazy 3 v primarnich kulturach po 20 hodinach kultivace; n = 17 — 18.

V grafech je zobrazen pramér + SD; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 ve srovnani s kontrolou.

3.1.1.5. Vliv 3-brompyruvatu na hladinu ROS v primdrni kultuie

Po jedné hodin¢ kultivace vedly ke zvySené produkci ROS koncentrace 3BP
100 uM a vyssi. Naopak, zvysené hladiny ROS nebyly pozorovany u koncentrace 50 uM
3BP a nizsi oproti kontrole (graf 3b).

3.1.1.6. Zhodnoceni vlivu 3-brompyruvdatu na apoptozu

V grafu 3¢ jsou zobrazeny vysledky méieni aktivity kaspazy 3 v lyzovanych
bunkach primarnich kultur po 20 hodinové inkubaci s riznymi koncentracemi 3BP.
Statisticky vyznamné zvysSeni hladiny kaspazy 3 u 150 a 200 uM 3BP svéd¢i o podilu
apoptotické bunétné smrti. Prekvapivé nebyla aktivita kaspazy 3 zaznamendna u
koncentrace 300 uM 3BP; to ziejmé sv&édéi o neapoptotické tedy nekrotické formé

bunééné smrti.

3.1.1.7. Vliv 3-brompyruvditu na mitochondridlni membrdanovy potencidl hepatocytii
V bunécné kultuie

Na obrazku 26 jsou bunécéné kultury obarvené fluorescencni sondou JC-1. Toto

fluorescenéni barveni oznacuje mitochondrie s vysokym MMP - cervené a mitochondrie

S nizkym ¢i zddnym MMP - zelene. Timto zpiisobem lze odliSit hepatocyty se zachovalymi

mitochondridlnimi funkcemi od buné€k, v nichz jsou mitochondridlni funkce zaniklé.

Procento bun€k s funkénimi mitochondriemi je uvedeno v grafu 4. Podani 3BP vedlo k
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signifikantnimu snizeni MMP kultivovanych hepatocyti od koncentrace 100 uM po 20
hodinéch.

1 hod inkubace 10 hod inkubace 20 hod inkubace

kontrola

BP 200uM

BP 300uM

Obrazek 26. Primarni kultury hepatocyti potkana po obarveni fluorescen¢ni sondou
JC-1.

Na jednotlivych obrazcich jsou zobrazeny primarni kultury hepatocyti v riznych ¢asech
od zahajeni inkubace s 3BP. Mitochondrie v téchto bunkach jsou obarveny dle svého
MMP: cervené jsou zobrazeny mitochondrie funkéni se zachovanym vysokym MMP,

zelen€ mitochondrie nefunkéni bez MMP (zvétSeni objektivu 40x).

74



Vyhodnoceni barveni JC-1
Legenda:

IE Kontrola @50 pM D100 pM @150 pM E200 pM =300 pM

i =
++

F44++ + ++ +H+
—++ +
100 y=me=rx - T +H+ i

50 -

% hepatocytl v kultufe

AR AN AN
NIRRT

1h 3h 5h 10h 20h

Graf 4. Vliv 3BP na MMP hepatocyti v kultuie.

Statistické vyhodnoceni fluorescencniho barveni JC-1 v primarnich kulturach hepatocyta
potkana. V grafu jsou zobrazeny pruméry =z jednotlivych ¢asovych interval se
smérodatnou odchylkou; n = 4; + p < 0,05; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 vs piislusna

kontrola.

3.1.2. Primy ucinek 3-brompyruvatu na funkce jaternich mitochondrii potkana

Z vysledkl ziskanych na primarnich kulturach je patrné, ze 3BP ptlisobi negativné
na kultivované hepatocyty 1 jejich mitochondrie. V dalsi ¢asti byl sledovan ptimy vliv 3BP
na mitochondridlni funkce hepatocyti permeabilizovanych digitoninem a nebo na

izolované jaterni mitochondrie.

3.1.2.1. Vliv 3-brompyruvdatu na MMP izolovanych mitochondrii

Obrazek 27 zobrazuje reprezentativni métfeni vlivu 3BP na MMP izolovanych
jaternich mitochondrii energizovanych substraty pro komplex I glutamitem a malatem.
Obdobny protokol byl vyuzit pro sledovani vlivu 3BP na MMP pfi pouZiti sukcinatu jako
respira¢niho substratu pro komplex Il a rotenonu pro inhibici komplexu I. Zmény MMP
byly hodnoceny po péti a deseti minutich inkubace. U mitochondrii energizovanych
glutamatem a maldtem byl pozorovan signifikantni pokles MMP po deseti minutach
inkubace s > 20 uM 3BP a po péti minutach inkubace s > 50 uM 3-BP (p < 0,001; graf 5).
Pro mitochondrie energizované sukcinatem byly tyto zmény vyznamné jiz pifi nizSich
koncentracich 3BP a to od 10uM a 20uM (p < 0,001) po 5 respektive 10 minutach
inkubace (graf 6).
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Reprezentativni méreni MMP pomoci Safraninu O
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Obrazek 27. Reprezentativnhi méieni ucinku 3BP na MMP pomoci fluorescenéni

sondy Safranin O.

Kationtova fluorescencni sonda Safranin O se po piidani mitochondrii do kyvety
transportuje v zavislosti na elektrickém potencidlu mitochondrialni membrany
do negativné nabité mitochondrialni matrix. Soucasn¢ z divodu alkalického pH v matrix
piestane Safranin O excitovat svétlo a fluorescen¢ni signal poklesne. Po ptidani 3BP do
mitochondridlni suspenze (oznaceno Sipkou) dojde k poklesu MMP a tim padem
K uvolnéni Safraninu O do média a k opétovnému zvySeni fluorescen¢niho signalu. Pro
potvrzeni kvality nasi kontroly jsme po deseti minutach do mitochondridlni suspenze
piidali rozptahova¢ FCCP, ¢imz doSlo ke kompletnimu zruSseni MMP a maximalni
fluorescenci. Na obrazku je znazornén vysledek reprezentativniho méteni, které bylo
opakovano minimalné tfikrat s obdobnym vysledkem. Mt — mitochondrie, 3BP — 3-
brompyruvat, G — glutamat, M — malat, FCCP — Karbonyl kyanid-4-(trifluorometoxy)-
fenylhydrazon
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Inhibice MMP pfi NADH-dependentni respiraci

5 minut M 10 minut
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Graf 5. Vysledky vlivu 3BP na MMP jaternich mitochondrii potkana v NADH-

dependentni LEAK respiraci.
V grafech je zobrazeno procento kontrol ve stanovené dobé inkubace od pfidani 3BP. V
grafu je zobrazen pramér = SD; n = 3 — 6; +++ p < 0,001 vs piislusna kontrola v daném

Case bez ptidané¢ho 3BP.

Inhibice MMP pri sukcinat-dependentni respiraci
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Graf 6. Vysledky vlivu 3BP na MMP jaternich mitochondrii potkana Vv sukcinat-

dependentni LEAK respiraci.
V grafech je zobrazeno procento kontroly ve stanovené dobé inkubace od piidani 3BP.

Vysledky jsou vyjadieny v procentech kontrol, zobrazeny jsou priméry = SD; n = 3 — 6;

+++ p < 0,001 vs ptislusna kontrola v daném case bez ptidané¢ho 3BP.
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3.1.2.2. VIiv 3-brompyruvatu na mitochondridlni respiraci hepatocytii potkana

Na obrazku 28 jsou zobrazeny vysledky reprezentativniho méfeni ucinku 3BP na
LEAK respiraci izolovanych jaternich mitochondrii. Navzdory negativnimu uc¢inku 3BP na
MMP v tomto respiraénim stavu nebyla pozorovana inhibice respirace, ani rozptazeni
mitochondridlniho respiraéniho systému, které by mohlo vysvétlovat snizeni MMP.
Snizeni stupné¢ maximalni respirace po nasledném rozprazeni mitochondrii pomoci FCCP

vSak mize svédcCit o tom, ze maximalni respiracni kapacita je pfidanym 3BP signifikantné

snizena.
Vliv 3BP na NADH-dependentni LEAK respiraci
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Obrazek 28. Vliv 3BP na NADH-dependentni LEAK respiraci.

Na obrazku je ilustrovan vysledek reprezentativniho méfeni na oxygrafu po pfidani
glutamatu a malatu jako substratil pro tvorbu NADH. Cerna kiivka znazoriiuje méfeni po
piidani 20um 3BP, Sedéd kiivka zndzoriuje kontrolni méfeni (po pifidani odpovidajiciho
mnozstvi destilované vody). Méfeni bylo opakovano tfikrat se stejnym vysledkem. Mt —
mitochondrie, 3BP — 3-brompyruvat, G — glutamat, M — malat, FCCP — Karbonylkyanid-4-

(trifluorometoxy)fenylhydrazon

Reprezentativni méfeni Casové zavislosti uc¢inku 3BP na OXPHOS kapacitu
mitochondridlni respirace izolovanych jaternich mitochondrii potkana je znazornén na
Obrazku 29a. Inkubace izolovanych mitochondrii s 20 pM 3BP po dobu péti a deseti minut
méla za vysledek snizeni OXPHOS respirace o 23 %, respektive 74 % v ptipad¢ pouziti
NADH-dependentnich substrati a 16 % respektive 67 % pii pouziti sukcinatu (graf 7).
Stejnd Casovd zavislost ucinkd 3BP na izolovanych jaternich mitochondriich byla
potvrzena také pii studiu permeabilizovanych hepatocytli potkana za totoZnych

experimentalnich podminek (obr. 29b; graf 7).
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Reprezentativni méreni vlivu 3BP na respiraci jaternich mitochondrii v Case
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Obrazek 29a, b. Casova zavislost i¢inku 3BP na respiraci jaternich mitochondrii
v OXPHQOS stavu.

Na obrazku jsou zobrazena reprezentativni méfeni vlivu 20 uM 3BP na mitochondrialni
respiraci jaternich mitochondrii ve dvou experimentalnich modelech: a) v modelu
izolovanych mitochondrii; b) v modelu permeabilizovanych hepatocyti. V obou piipadech
doslo k poklesu OXPHOS respirace po piidani 3BP, ktery byl zavisly na dobé plisobeni
tohoto agens. Obdobné vysledky jsme pozorovali v ptipadé sukcinat-dependentni
respirace. Mt — mitochondrie, hep — hepatocyty, Dig — digitonin, 3BP — 3-brompyruvat, G
— glutamat, M — malat, Cyt — cytochrom c.
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Casova zavislost vlivu 3BP na mitochondrialni
respiraci jater potkana
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Graf 7. Vysledky c¢asové zavislosti vlivu 20 pM 3BP na respiraci jaternich
mitochondrii v OXPHOS stavu.

V grafu jsou zobrazeny vysledky pii pouZziti NADH produkujicich substrata glutamatu (G)
a malatu (M) pro zhodnoceni plisobeni 3BP na K.I, nebo sukcinatu (SUC) a rotenonu pro
zhodnoceni té¢inku 3BP na K.II. Vysledky jsou vyjadieny v procentech kontrol, zobrazeny
jsou pruméry £ SD; n = 5; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 vs ptislusna kontrola v daném case

bez ptidan¢ho 3BP.

Vysledky koncentracni zavislosti 3BP na respiraci v LEAK a OXPHOS stavu
izolovanych jaternich mitochondrii a permeabilizovanych hepatocytii jsou zobrazeny v
grafu 8. 3BP do koncentrace 20 uM nezptsoboval zadné zmény LEAK respirace jak pii
pouziti NADH-dependentnich substratii tak pii pouziti sukcinatu po dobu deseti minut.
Oproti tomu v OXPHOS stavu jsme pozorovali signifikantni koncentraéné zavisly efekt
této latky. Pfidanim cytochromu c¢ na konci respiracniho protokolu se nam podaftilo
vyloucit, Ze by tento pokles v respiraci byl zplsoben poskozenim integrity zevni

mitochondrialni membrany a inikem cytochromu ¢ do respiraéniho média (obr. 30a,b).
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Reprezentativni méreni koncentracni zavislosti vlivu 3BP na respiraci jaternich mitochondrii
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Obrazek 30a, b. Koncentracni zavislost ucinku 3BP na respiraci jaternich
mitochondrii v OXPHOS stavu.

Na obrazku jsou zobrazena reprezentativni méfeni vlivu 20 uM 3BP na mitochondrialni
respiraci jaternich mitochondrii ve dvou experimentidlnich modelech: a) v modelu
izolovanych mitochondrii; b) v modelu permeabilizovanych hepatocyt. Obdobné
vysledky jsme pozorovali v piipadé sukcinat-dependentni respirace. Mt — mitochondrie,
hep — hepatocyty, Dig — digitonin, 3BP — 3-brompyruvat, G — glutamat, M — malat, Cyt —

cvtochrom c.
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Koncentracni zavislost vlivu 3BP na mitochondrialni respiraci jater
a Izolované mitochondrie b Permeabilizované hepatocyty
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Graf 8a, b. Vysledky koncentracni zavislosti vlivu 3BP na respiraci jaternich
mitochondrii v LEAK a OXPHOS stavu.

V grafu jsou zobrazeny vysledky pii pouZziti NADH produkujicich substrata glutamatu (G)
a malatu (M) pro zhodnoceni ptisobeni 3BP na CI, nebo sukcinatu (SUC) a rotenonu pro
zhodnoceni Gé¢inku 3BP na CII. V ¢asti a) jsou uvedeny vysledky naméfené na izolovanych
mitochondriich a v ¢asti b) vysledky na permeabilizovanych hepatocytech. Z naméfenych
hodnot byl vzdy vypocitan index Respirator Control Ratio (RCR) pro zhodnoceni
efektivity oxidativni fosforylace. Vysledky jsou vyjadieny v procentech kontrol, zobrazeny

jsou praméry = SD; n = 5; + p <0,05; ++ p <0,01; +++ p < 0,001 vs ptislusna kontrola.

Dle nasich vysledkti nem¢l 3BP ani v koncentraci 50 uM zadny negativni u¢inek na

komplex IV respiraéniho systému. Reprezentativni méfeni je zobrazeno na obrazku 31.
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Obrazek 31. Reprezentativni méreni vlivu 3BP na aktivitu cytochrom c oxidazy.

Na obrazku je znazornéno reprezentativni méteni vlivu 3BP na aktivitu COX zhodnocenou
pomoci respirometrie po piidani cytochromu c¢ (Cyt) askorbatu (Asc), TMPD a lauryl
maltosidu (LM). COX byla nasledné zablokovana po pfidani kyanidu draselného (KCN).

Meéfieni bylo opakovano ttikrat se stejnym vysledkem.

3.1.3. Vliv 3-brompyruvatu na izolované hepatocyty mysi
Pro odliSeni, zda je in vitro hepatotoxicky uc¢inek 3BP druhov¢ specificky, ¢i zda se
jedna o mezidruhovy fenomén, jsme zopakovali klicové experimenty na hepatocytech

izolovanych z jater mysi.

3.1.3.1. Aktivita LDH v kultiva¢nim médiu a LDH leakage

Vysledky meéteni aktivity LDH v kultivaénim médiu mySich hepatocytti je
zobrazena v grafu 9. Po jedné hodiné doslo k signifikantnimu zvySeni oproti kontrolni
kultute jiz od koncentrace 100 uM 3BP a tento vysledek byl potvrzen stanovenim LDH
leakage po 20 hodinach.
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Graf 9a, b. Zhodnoceni u¢inku 3BP na integritu plazmatické membrany mysich
hepatocyti v primarni kultuie.

A) Aktivita LDH v kultivaénim médiu hepytocyti mySi po ptisobeni 3BP ve stanovenych
Casovych intervalech. Vysledky jsou vyjadieny v procentech kontrol v daném c¢asovém
intervalu. B) LDH leakage po 20 hodinach inkubace. V grafech je zobrazen vzdy pramér

+SD; n=17-18; + p <0,05; +++ p < 0,001 vs piislusna kontrola.

3.1.3.2. Aktivita bunéénych dehydrogenaz (WST-1 test)

Zména aktivity bunéénych dehydrogenaz hepatocytl izolovanych z mysich jater je
zobrazena v grafu 10a. V porovnani s potkanimi hepatocyty in vitro, 3BP zptsoboval jesté
vétsi poSkozeni hepatocytdi mysi, coz bylo vyjddieno 74% poklesem aktivity jejich
dehydrogendz po jedné hodin¢ inkubace se 100 uM 3BP (p < 0,001; graf 10a). U vysSich

koncentraci aktivita bunéénych dehydrogenaz byla pod detekénim limitem.
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Graf 10a-c. Vliv 3BP na viabilitu a funkci mySich hepatocyti v primarnich
kulturach a na funkci jaternich mitochondrii v suspenzi.

V Grafu 10a jsou zndzornény vysledky méfeni aktivity bunéénych dehydrogenaz pomoci
testu WST-1 u hepatocytl vystavenych riznym koncentracim 3BP po dobu 20 hodin.
V grafu 10b jsou znazornény vysledky métfeni koncentrace albuminu v kultivaénim médiu
hepatocytd po pusobeni riznych koncentraci 3BP po dobu 20 hodin. V grafu 10c jsou
znazornény vysledky respirometrie izolovanych mitochondrii a permeabilizovanych
hepatocytit po 5 a 10 minutach ptsobeni 20uM 3BP v OXPHOS stavu. V grafech je
zobrazen vzdy prumér + SD; a) n =24 —48; b) n =17 - 18;c) n =3 - 4; + p < 0,05;

++p <0,01; +++ p < 0,001 ve srovnani s prislusnou kontrolni skupinou bez 3BP.

3.1.3.3. Funkcni stav bunék

Funk¢ni kapacita mySich hepatocytti po 20 hodinové kultivaci s nami sledovanymi
koncentracemi 3BP je zobrazena v grafu 10b. Zde podobné jako u potkanich hepatocytu
doslo k signifikantnimu snizeni tvorby albuminu po 20 hodinach u koncentraci 3BP

100 uM a vyssich.

3.1.3.4. Vliv 3BP na mitochondridlni respiraci mySich hepatocytii

Vysledky uc¢inku 20 uM 3BP na mitochondrialni respiraci permeabilizovanych
mysich hepatocytl a izolovanych jaternich mitochondrii jsou zobrazeny v grafu 10c. | u
tohoto zviteciho druhu se potvrdil inhibi¢ni vliv 3BP na NADH- i sukcinat-dependentni

respiraci v obou experimentalnich modelech.
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3.2.  Vliv a-tokoferylsukcinatu na respiraci jaternich mitochondrii

Vliv a-tokoferylsukcinatu na sukcindt-dependentni respiraci izolovanych jaternich
mitochondrii potkana byl sledovan ve tfech experimentalnich modelech: Izolovanych
jaternich mitochondriich, jaternim homogenitu a permeabilizovanych hepatocytech.
Reprezentativni méteni respiracniho protokolu je znazornéno na obrazku 32a a 32b. Po
pridani substratu sukcinatu byl do suspenze ptfidan cytochrom ¢ a ADP pro zhodnoceni
vlivu TOS na OXPHOS respiraci (obr. 32a). Pro zhodnoceni vlivu TOS na respiraci v ETS
stavu byl pfidan sukcinat jako substrat a nasledné cytochrom c¢ a s postupnym titrovanim

FCCP k zajisténi maximalni respiracni kapacity (obr. 32b).

a Reprezentativni méreni vlivu TOS na respiraci
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Obrazek 32a, b. Vliv TOS na mitochondrialni respiraci jater potkana v OXPHQOS a
ETS stavu.

Na obrazku je zndzornéno reprezentativni méfeni mitochondridlni respirace jaterniho
homogenatu v OXPHOS (a) a ETS (b) stavu. Po dosazeni maximalni moZna respirace, byl
do komurky oxygrafu ptfidan TOS (Sedd kiivka) ¢i rozpoustédlo TOS (etanol) v ptipadé
kontrolniho méfeni (Serna kiivka). Sipky oznaduji pfidani jednotlivych chemikélii do
komirky. MAX — misto maximalni respirace, REOX — artefakt zpisobeny otevienim a

zavienim komurky za ti¢elem zvySeni koncentrace kysliku a omezeni respirace limitované
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3.2.1. Vliv a-tokoferylsukcinatu na kapacitu respirace v OXPHOS a ETS stavu
50uM TOS inhiboval konzumpci kysliku ve vSech experimentalnich modelech
Vv zavislosti na respiratnim stavu. Vysledky méfeni vlivu TOS na sukcinat-dependentni
respiraci jaternich mitochondrii v OXPHOS a ETS stavu jsou zobrazeny v grafu 1la
respektive 11b. Nejvétsi procento inhibice sukcinat-dependentni respirace bylo pozorovano
v ptipadé pouziti izolovanych mitochondrii v OXPHOS stavu. V ETS stavu byla
signifikantni inhibice vlivem 50uM TOS pozorovéna pouze u izolovanych mitochondrii,
kde doslo k poklesu na hodnotu 62,8 % kontrolni respirace. Nejmensi vliv m¢l TOS na
respiraci permeabilizovanych hepatocytti potkana signifikantni 20% inhibici v OXPHOS
stavu (p < 0,01) a statisticky nesignifikantni 10% inhibici v ETS stavu. Inhibice
mitochondridlni respirace v ETS stavu byla oproti OXPHOS stavu méné vyjadiena ve

vSech experimentalnich modelech (graf 11a, b).

Vliv 50 uM TOS na sukcinat-dependentni respiraci
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Graf 11a, b. Porovnani ucinki TOS na respiraci jaternich mitochondrii potkana
V riznych experimentalnich modelech.

V grafu jsou zobrazeny vysledky méfeni sukcinat-dependentni respirace v OXPHOS (a) a
ETS (b) stavu po 10 minutové inkubaci s TOS. Vysledky jsou vyjadieny v procentech
kontrol, zobrazeny jsou priméry + SD; n = 6; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 ve srovnani

s odpovidajici kontrolou bez ptidaného TOS.

3.2.2. Srovnani u¢inku a-tokoferolsukcinitu v riznych experimentalnich modelech
Pro zhodnoceni minimdlniho inhibicniho Gfinku TOS v jednotlivych
experimentalnich modelech byly testovany rtizné koncentrace TOS. V ptipad¢ izolovanych

mitochondrii doSlo k vyrazné inhibici jiz u 50uM TOS. Proto byly vtomto ptipade
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koncentrace TOS snizovany. Vysledky respirace, vyjadiené v relativnich hodnotach

A4

sV v

k 33% inhibici ve srovnani s respiraci kontrolnich mitochondrii bez pfidaného TOS (tab.
5).

Vysledky inhibice sukcinat-dependentni respirace jaterniho homogenatu vlivem
TOS jsou uvedeny v tabulce 6. Pti pouziti tohoto experimentalniho modelu bylo potieba
pokles sukcinat-dependentni respirace, byla 25 umol/l v OXPHOS stavu (20% pokles;
p <0,05) a 100 umol/l v ptipad¢ ETS stavu (17% pokles, p < 0,01).

Vysledky inhibice respirace pro permeabilizované bunky jsou uvedeny v tabulce 7.

A4

testovana davka TOS (50 umol/l) snizovala respiraci o 20 % v OXPHOS stavu. Béhem

rozprazené respirace bylo nutno pouzit nejméné 150uM TOS.

Skupina OXPHOS ETS
Kontrola 100 = 22,6 100 = 4.9
TOS 5 uM 75,7 + 8,9*% 95,6 £5.1
TOS 10 pyM 66,2 + §,5%** 89,6 £9,2
TOS 25 uM 52,3 £9,2%%** 66,8 +£9,0%**
TOS 50 uM 45,7 £ 8 3*** 62.8 + 16%***

Tabulka 5. V1iv TOS na respiraci izolovanych jaternich mitochondrii potkana.
Vysledky jsou vyjadieny v procentech kontrol. V tabulce je zobrazen primér + SD; n = 6;

*p <0,05; *** p <0,001 ve srovnani s kontrolou.
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Skupina OXPHOS ETS
Kontrola 100 £9.7 100 £ 4.6
TOS 25 pM 79,6 £10,3* 954 +£456
TOS 50 pM 61,6 £12,4*** 898 +48
TOS 100 pM 53,3 £13,1*** 83,5 £9.4%*
TOS 200 pM 47,6 £ 11,0*** 63,8 £ 9 5***

Tabulka 6. Vliv TOS na respiraci jaterniho homogenatu potkana.
Vysledky jsou vyjadieny v procentech kontrol. V tabulce je zobrazen primér + SD; n = 6;

*p <0,05; ** p <0,01; *** p< 0,001 ve srovnani s kontrolou.

Skupina OXPHOS ETS
Kontrola 100 = 8.8 100 £ 8.4
TOS 50 pM 79,9 £ 12%* 89,0 £9.1
TOS 100 pM 70,8 £9,7*** 823 +114
TOS 150 pM 63,9 £9,3%** 792 +11,3*
TOS 200 pM 61,9 £ 72%*%* 70,7 £ 17,9%**

Tabulka 7. Vliv TOS na respiraci permeabilizovanych hepatocytii potkana.
Vysledky jsou vyjadieny v procentech kontrol. V tabulce je zobrazen pramér = SD; n = 6;

*p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001 ve srovnani s kontrolou.

3.3.  Vliv vysokotukové diety na respiraci jaternich mitochondrii

3.3.1. Zmény jater po krmeni vysokotukovou dietou

Indukce NAFLD pomoci HFD u riiznych experimentalnich zvifat byla potvrzena jiz
Vv celé fadé piedchozich praci (Kakimoto and Kowaltowski, 2016). V této dizerta¢ni praci
jsme se rozhodli vyuzit experimentalni HFD (70 % energetického obsahu hrazeno

nasycenymi mastnymi Kyselinami a 1,25 % ve formé cholesterolu).

Uvedend dieta nezplsobovala statisticky vyznamny narGst hmotnosti

experimentalnich zvitat po dobu 1 az 24 tydnid (graf 12). V Sestém tydnu byla kontrolni

vV
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Graf 12. Hmotnost experimentalnich zvifat v den usmrceni
K — Kontrolni dieta, H — Vysokotukova dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou
zobrazeny jako primér se smérodatnou odchylkou; n = 4; + p < 0,05 ve srovnani

s kontrolou.

Na obrazku 33 jsou zobrazena jatra vyjmutd z potkanii krmenych experimentalni
vysokotukovou dietou po dobu 1 — 24 tydnd. Jak je jiz na prvni pohled patrné, doslo
k vyznamné jaterni steatdze, coz se projevilo jejich svétlym zbarvenim jiz v prvnim tydnu,

poté se barva zménila na razovo-zlutou.

Obriazek 33. Vliv HFD na makroskopicky vzhled jater potkana po 1 aZ 24 tydnech.
Na obrazku jsou zobrazeny fotografie jater potkana po vytaZeni z dutiny bfiSni. Jatra byla
oplachnuta fyziologickym roztokem, jinak na nich nebyly provedeny Zadné tpravy pied

provedenim fotografie.
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Absolutni hmotnost (graf 13) jater ale nebyla signifikantn€¢ zvySena oproti
kontroldam az do 12 tydne experimentu. Relativni hmotnost jater v poméru k celkové
hmotnosti nebyla signifikantné¢ vétsi po 1. tydnu krmeni HFD oproti kontrolni dieté, ale
vykazovala statisticky vyznamny nartst az po 3 tydnech a dale (graf 14). Po Sesti tydnech
nebyl mezi obéma skupinami statisticky vyznamny rozdil, ale byl naznacen pouze trend
(graf 14). Domnivame se, ze tento vysledek je zplisoben malym poctem zvitat ve

skupinéch.

Absolutni hmotnost jater
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Graf 13. Vliv HFD na absolutni hmotnost jater potkani
H — vysokotukova dicta, K — Kontrolni dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou zobrazeny
jako primér se smerodatnou odchylkou; n = 4; + p < 0,05 ve srovnani s odpovidajici

kontrolou.
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Graf 14. Relativni hmotnost jater potkani po krmeni vysokotukovou dietou
H — vysokotukova dieta, K — kontrolni dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou zobrazeny
jako prumér se smérodatnou odchylkou; n = 4; + p < 0,05 ve srovnani s odpovidajici

kontrolou.

3.3.2. VIliv vysokotukové diety na respiraci jaternich mitochondrii

Kompletni vysledky z obou respiracnich protokoli pouzitych ke zhodnoceni
mitochondridlni respirace (RP1 a RP2) jsou zobrazeny v grafu 15a, b. Detailni popis téchto
protokolti naleznete v sekci 2.4.3.4.2 Referencni protokoly. Pro vétsi prehlednost jsme se
rozhodli vénovat se v této dizertacni praci pouze statisticky vyznamnym rozdilim, které

jsme pii pouzité referen¢nich protokolt pozorovali.

Graf 15a, b. Vliv HFD na respiraci jaternich mitochondrii (na nasledujici stran¢).
Kompletni vysledky ptisobeni HFD na respiraci jaternich mitochondrii po 1 az 24 tydnech,
zhodnocenych pomoci referenéniho protokolu 1 a 2. Pomoci postupného piidavani
substratti a inhibitortt k mitochondridlni suspenzi se ndm podafilo dosahnout nékolika
respiraénich stavil (viz. metody sekce 2.4.3.4.2 Referencni protokoly). Cisla se zkratkami
vyjadiuji potadi titranich krokt, ve kterych byla pfidand dand chemikalie a nasledné
odecitan respiracni stav.

¢ — cytochrom ¢, D — ADP, G — glutamat, Gp — glycerofosfat, M — malat (M.1 — malat o
koncentraci 0,2mM, M2 — malat o koncentraci 2mM), Oct — oktanoylkarnitin, P — Pyruvat,
S — sukcinat, Rot — rotenon, Tm — TMPD (se soucasnym pfidanim askorbatu), U —

rozptahovac (uncoupler, FCCP).
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3.3.2.1. Vliv HFD na maximalni kapacitu respirace jaternich mitochondrii potkana
Maximalni kapacita respirace jaternich mitochondrii v OXPHOS stavu byla
hodnocena po ptidani ADP a vSech respiracnich substrati, které prispivaji svymi elektrony
do elektron transportniho systému mitochondrii (viz RP2, graf 15b). Vysledky naSich
meéfeni jsou statisticky vyhodnoceny v grafu 16. Po prvnim tydnu experimentu jsme
zaznamenali nesignifikantni pokles respirace. Ve tietim tydnu krmeni HFD jsme
pozorovali statisticky vyznamné zvySeni maximalni kapacity a k signifikantnimu poklesu

maximalni kapacity mitochondrialni respirace v OXPHOS doslo od 6. tydne dale (graf 16).

Celkova kapacita OXPHOS respirace
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Graf 16. Vliv HFD na celkovou Kkapacitu respirace jaternich mitochondrii
v OXPHOS stavu.

H — vysokotukova dieta, K — Kontrolni dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou vyjadieny
jako primér se smérodatnou odchylkou; n = 10 — 12; + p < 0,05; ++ p < 0,01;

+++ p < 0,001 ve srovnani s odpovidajici kontrolou.

Maximalni kapacita mitochondrialni respirace v ETS stavu byla hodnocena po
rozptazeni elektron transportniho systému jaternich mitochondrii v nasledujicim kroku
RP2 (graf 15b). Zde doslo k signifikantné zvySené respiraci u mitochondrii izolovanych
z potkani krmenych vysokotukovou dietou po tietim tydnu pokusu. V nasledujicich

tydnech byla respirace jaternich mitochondrii oproti kontrole signifikantné sniZena
(graf 17).
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Graf 17. Vliv HFD na maximalni kapacitu respirace jaternich mitochondrii v ETS
stavu.

H — vysokotukova dieta, K — kontrolni dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou zobrazeny
jako primér se smérodatnou odchylkou; n = 10 — 12; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 ve

srovnani s odpovidajici kontrolou.

3.3.2.2. Vliv HFD na NADH-dependentni respiraci jaternich mitochondrii

Maximalni kapacita respirace jaternich mitochondrii za pouziti NADH-generujicich
substratii glutamatu, malatu a pyruvatu byla hodnocena po rozpiazeni v RP1 (graf 15a).
Statisticky vyhodnocené vysledky naSich métfeni jsou zobrazeny v grafu 18. Po prvnim
tydnu méfeni nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily mezi obéma skupinami. Po
tfetim tydnu byla NADH-dependentni respirace mitochondrii izolovanych ze steatotickych
jater signifikantng zvysena. Sesty tyden se ob& skupiny opét vyrovnaly a 12. tyden bylo
pozorovéano statisticky vyznamné snizeni kapacity mitochondrii oxidovat NADH-
dependentni substraty. 24. Snizeni ve 24. tydnu nebylo sice statisticky vyznamné, ale byl

naznacen vyrazny trend (p = 0,072).
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NADH-dependentni respirace:
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Graf 18. Vliv HFD na kapacitu NADH-dependentni respirace jaternich mitochondrii
v ETS stavu.

H — vysokotukova dieta, K — kontrolni dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou zobrazeny
jako primér se smérodatnou odchylkou; n = 10 — 12; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 ve

srovnani S odpovidajici kontrolou.

3.3.2.3. Vliv HFD na sukcinat-dependentni respiraci jaternich mitochondrii

Vliv HFD na respiraci jaternich mitochondrii energizovanych sukcinatem byl
hodnoceny po rozpiazeni mitochondrii v RP1 a inhibici komplexu | rotenonem (graf 15a).
Inhibici komplexu I v RP1 se konvergentni tok elektronti z komplexu I a ETF zastavi
piimou inhibici a inhibici na urovni produkti. Vysledna konzumpce kysliku je tedy
zpusobena oxidaci sukcinatu komplexem II. Statisticky vyhodnocené vysledky naSich
méfeni jSou zobrazeny v grafu 19. Po Sesti a vice tydnech krmeni HFD jsme pozorovali
statisticky vyznamny pokles sukcindt-dependentni respirace oproti skupiné krmené
kontrolni dietou. Tento rozdil nebyl tak vyrazny 24. tyden naSeho méfeni, kde jsme

pozorovali pouze nesignifikantni snizeni.
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Graf 19. Vliv HFD na Kkapacitu sukcinat-dependentni respirace jaternich
mitochondrii v ETS stavu.

H — vysokotukova dieta, K — kontrolni dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou zobrazeny
jako pramér se smérodatnou odchylkou; n = 10 — 12; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 ve

srovnani s odpovidajici kontrolou.

3.3.2.4. Vliv HFD na NADH- a sukcindt-dependentni respiraci jaternich mitochondrii
Vysledky konvergentniho toku elektront béhem NADH- a sukcinat-dependentni
respirace v ETS stavu jsou zobrazeny v grafu 20 (hodnoceno z RP1). Po prvnim tydnu
jsme nepozorovali zadny rozdil mezi testovanymi skupinami. Po tietim tydnu doslo ke
statisticky vyznamnému zvyseni mitochondridlni respirace mitochondrii izolovanych
Z jater potkani krmenych vysokotukovou dietou, ale od Sestého tydne dale doslo

Kk obraceni situace a k signifikantnimu snizeni oproti kontrolnim mitochondriim (graf 20).
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Graf 20. Vliv HFD na kapacitu NADH- a sukcinat-dependentni respirace jaternich
mitochondrii v ETS stavu.

H — vysokotukova dieta, K — kontrolni dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou zobrazeny
jako primér se smérodatnou odchylkou; n = 10 — 12; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 ve

srovnani s odpovidajici kontrolou.

3.3.2.5. Vliv HFD na oktanoylkarnitin-dependentni respiraci jaternich mitochondrii
Vysledky  respirace  izolovanych  jaternich  mitochondrii po  pfidani
oktanoylkarnitinu a 0,ImM malatu jsou zobrazeny v grafu 21. Po prvnim tydnu bylo
pozorovano pouze mirné, ale jiz statisticky vyznamné zvySeni mitochondridlni respirace
v OXPHOS stavu. Toto zvySeni bylo nejvice vyjadieno ve tfetim tydnu a pokracovalo az

do 24. tydne, kdy se respirace obou skupin opét vyrovnaly (graf 21).
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Graf 21. Vliv HFD na kapacitu oktanoylkarnitin-dependentni respirace jaternich
mitochondrii v ETS stavu.

H — vysokotukova dieta, K — kontrolni dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou zobrazeny
jako prumér se smérodatnou odchylkou; n = 10 — 12; + p < 0,05; ++ p < 0,01,

+++ p < 0,001 ve srovnani s odpovidajici kontrolou.

Pro potvrzeni tohoto vysledku, byla jesté¢ vyjadiena oktanoylkarnitin-dependentni
respirace Vv relativni hodnoté v piepoc¢tu na maximalni respiraci daného méfeni (graf 22).
Vyjadieni respirace smérem ke stanovenému referenénimu stavu se nazyva Flux control
ratio (FCR). Referen¢nim stavem v tomto piipadé byla maximalni respirace v ETS stavu a
FCR poté vyjadtuje kvalitativni zménu jednotlivych slozek elektron transportniho systému.
Jinymi slovy, FCR vyjadfuje procento respirace iniciované z jedné ¢i vice elektronovych
cest Krespiraci, ktera tuto cestu obsahuje. V tomto ptipadé jde o procento
oktanoylkarnitin-dependentni respirace z respirace celkové (oboje z RP2, graf 15b). FCR
pro oktanoylkarnitin-dependentni respiraci bylo signifikantné zvysené jiz po prvnim tydnu
a znaci tak velmi rychly u¢inek HFD na kvalitativni sloZeni proteinil elektron transportniho
systému jaternich mitochondrii. FCR se postupné s piibyvajici dobou zvySovalo az do 12.
Tydne experimentu (graf 22). Po 24 tydnech ovSem doSlo ke zmenSeni tohoto rozdilu u

obou skupin.
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Oktanoylkarnitin-dependentnirespirace:
OXPHOS stav - Flux control ratio

0,50 +++
0,40 HEE —

+++ —
030 [ ——

0,20 - T -

Relativni hodnota
_‘
_‘

0,10

0,00

K1 H1 K3 H3 K6 H6 K12 H12 K24 H24

Graf 22. Vliv HFD na kapacitu oktanoylkarnitin-dependentni respirace
jaternich mitochondrii v ETS stavu vyjadiené jako relativni hodnota z maximalni
respiracni kapacity elektron transportniho systému.

H — vysokotukova dieta, K — kontrolni dieta, # - tydenni interval. Vysledky jsou zobrazeny
jako primér se smérodatnou odchylkou; n = 10 — 12; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 ve

srovnani s odpovidajici kontrolou.
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4, Diskuze

4.1.  Vliv novych protinadorovych latek na jaterni mitochondrie

3BP patii spolen¢ sTOS do skupiny chemickych latek se slibnymi
protinadorovymi ucinky (Kluckova et al., 2013; Ko et al., 2012; Neuzil et al., 2007).
Pusobeni obou latek je spojovano s vyvolanim energetického stresu nadorovych bungk,
negativnim vlivem na mitochondrie a na ATP generujici metabolické cesty (Warmoes and
Locasale, 2014). Hlavnim problémem nadorové terapie dodnes zlstava otazka toxicity
pouzitého l€ku a piipadné akutni nebo chronické poSkozeni neniddorovych tkani. Pro
definovani podminek farmakoterapie jednim ¢i vice 1éky cilenymi na rakovinové bunky je
tedy nutny podrobny vyzkum mechanismu ucinku téchto latek a zaroven studie toxicity na

nenadorovych bunkach riznych tkéani.

4.1.1.  Invitro u¢inek 3-brompyruvatu na nadorové a nenadorové buiiky

Je obecné prijimanym faktem, ze selektivita a¢inki 3BP na nadorovou tkan spociva
ve vysoké oxidacni utilizaci glukozy (Pedersen, 2007; Xu et al., 2005). Inhibice enzymu
zahrnutych nejen v glykolytické cesté, ale i v dalSich ATP produkujicich reakcich a
metabolickych cestach by tak mohla vysvétlovat velmi selektivni Gc¢inek na celou fadu
nadorové zménénych bungk in vitro (Warmoes and Locasale, 2014). Naopak nenadorové
buniky maji schopnost produkovat ATP i dal§imi metabolickymi cestami, a proto by mohly
byt k uc¢inkiim 3BP vice rezistentni. Toxicky uc¢inek 3BP na nenadorovou tkan se tedy
vysvétluje prevazné poskozenim jejich mitochondrii (Rodrigues-Ferreira et al., 2012).
Data, ktera by popisovala t¢inky 3BP na mitochondridlni funkce, v dnesni literatufe stale
chybi. Rozhodli jsme se proto testovat, jaké davky 3BP pilisobi v primarnich kulturdch
potkanich a mysich hepatocytii toxicky a zda je tento toxicky ucinek spjat s poruchou

mitochondrialnich funkci.

V naSich experimentech jsme se zaméfili na zdkladni testy viability a funk¢ni
kapacity hepatocytii, na pfitomnost oxidacniho stresu a na apoptézu kultivovanych
hepatocytii. Ve vét§sin€é ndmi sledovanych parametri jsme nepozorovali rozdil oproti
kontrolnim hepatocytiim do koncentrace 3BP 50 umol/l po dobu 20 hodin inkubace. Vyssi
koncentrace 3BP vedly k poskozeni hepatocytt, které bylo zavislé na koncentraci 3BP i

dobé inkubace. Viabilita potkanich hepatocyti v kultuie poklesla o 40% po 3 hodinach
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inkubace s 3BP o koncentraci 100 umol/I (graf 2). Srovnatelnou metodologii na buikach
lidského hepatocelularniho karcinomu HepG2 pouzili v in vitro praci (Pereira da Silva et
al., 2009), kde pozorovali 60% sniZeni viability v porovnani s kontrolami bez 3BP.
Senzitivita k a¢inkim 3BP se ovSem lisila s pouzitou nadorovou linii a také zavisela na
typu tkané. Jedna ze studii, kterd porovnava ucinky novych protinadorovych latek na
bunécnych liniich nemalobunécného plicniho karcinomu, udava, ze 3BP snizoval viabilitu
bun€k po 24 hodinach v Sirokém rozmezi koncentraci 50 — 400 pmol/l (Zhang et al.,
2012). Toto pozorovani bylo potvrzeno za pouziti nadorovych linii epitelialniho karcinomu
stteva SW480 a HT29 (Sun et al., 2015). V kontrastu stémito vysledky jsou prace
popisujici u€inky 3BP na maligné transformovanych buiikach vaje¢nik a prsu, kde se
koncentrace 3BP zpiisobujici 50% snizeni viability pohybovaly mezi 10 — 84 umol/l
(Xintaropoulou et al., 2015). Na tomto misté je ovSem potieba zduraznit, ze nadorové
buniky této studie byly vystaveny ptisobeni 3BP po dobu 72 hodin oproti 20 a 24 hodindm
v nasi studii, respektive vySe zminéné studii na HepG2 linii. Pro budouci vyuziti 3BP
V terapii je tedy pfedevsim nutné zhodnotit typ nadoru, koncentraci a dobu ptisobeni (Chen

et al., 2009; Sun et al., 2015; Xintaropoulou et al., 2015).

V nasi praci 3BP poskozoval primarni hepatocyty potkana se stejnymi projevy jako
Vv piipad¢ studii s nddorovymi buiikami. Vysledkem jeho plisobeni byla vyssi tvorba ROS,
snizeni aktivity bunéénych enzymt, indukce apoptodzy, Ci nekrdézy a poskozeni bunécné
membrany. Pro potvrzeni, ze tento efekt neni specificky pouze pro hepatocyty potkana,
jsme vyuzili i modelu primarnich hepatocyti mysSi. U mySich hepatocytii doslo
k obdobnému ucinku, proto se domnivame, Ze nase vysledky budou reprodukovatelné i na
dalsich hepatocytech savcl. Podobné jako u jinych latek, zplsobujicich toxické poskozeni
jater (napt. acetaminofen), myS$i hepatocyty byly vice citlivé k u¢inkim 3BP oproti
hepatocytim potkana (Kucera et al.,, 2016). Nicméné ani hepatocyty mysi nebyly
poskozeny po 20 hodinach inkubace s koncentracemi 3BP 50 pmol/l a niz§imi ve srovnani

s kontrolami (grafy 9 a 10).

V ramci této prace jsme také testovali G¢inek 3BP na schopnost primarnich
hepatocytii potkana a mysi tvofit albumin po 20 hodinach inkubace. Dle naSich vysledki
3BP snizoval funkéni kapacitu kultivovanych bunék in vitro od koncentraci 150 pmol/l a
vysSich (graf 3a). Tento vysledek je vyznamny hlavné s pfihlédnutim na doposud prvni

vyuziti 3BP v klinické 1é¢bé pacienta s fibrolamelarnim karcinomem jater (Ko et al.,
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2012). V této studii, prob&hlé v roce 2009, pacient po 1é¢bé 3BP vykazoval dlouhodobou
hypoalbuminémii. Autofi zmifované prace pfisuzuji snizenou produkci albuminu
rozsahlému poskozeni jaterni tkané pravé probehlym nddorovym procesem. Nicméné dle
jimi popisovanych vysledkll nelze ptimo vyloucit toxické poskozeni nemaligni jaterni
tkané, ke kterému by mohlo dojit, jak se ukdzalo v nasSi praci. Jednozna¢né vylouceni

toxicity 3BP na jaterni funkce in vivo tedy stale chybi.

3BP zpiisoboval vyrazné snizeni MMP kultivovanych hepatocytll pfi vizualizaci
fluorescencni sondou JC-1 (obr 26). Pro objasnéni efektu 3BP na funkce jaternich
mitochondrii jsme se rozhodli testovat pfimé pusobeni této latky na izolované jaterni
mitochondrie a hepatocyty permeabilizované digitoninem po dobu maximaln€ 10 minut.
Pozorovali jsme signifikantni pokles MMP pii inkubaci s 3BP o koncentracich 10 a 20
umol/l u mitochondrii energizovanych glutamatem a maldtem, respektive sukcinatem
(grafy 4 — 6). Velky pokles byl také pozorovan v OXPHOS stavu po 5 minutovém
vystaveni izolovanych mitochondrii 10uM a 15uM 3BP u NADH-, respektive sukcinat-
dependentni respirace (graf 8a). Tento efekt byl obdobny u permeabilizovanych hepatocytt
(grafy 7 a 8b). Nepozorovali jsme zadny ucinek na komplex IV (graf 9) a i¢inek 3BP na
komplex III byl jiz diive vyvracen (Shoshan, 2012). Dle naSich vysledkd se tedy
domnivame, zZe mistem inhibice respira¢niho systému jaternich mitochondrii bude komplex
I a komplex Il. | v piipad¢ méfeni piimého ptsobeni 3BP na jaterni mitochondrie jsme

pozorovali koncentracn¢ a ¢asove zavisly efekt.

Na zavér tedy mizeme shrnout, ze 3BP m¢él toxické ucinky na nenadorové,
primarni hepatocyty izolované z jater potkanli a mysi, které vykazovaly cCasovou a
koncentracni zavislost. Davky 3BP pouzité v této studii se pohybovaly ve srovnatelnych
mezich s in vitro pracemi na nadorovych bunéénych liniich. Sledovali jsme poskozeni
mitochondrialnich funkci, které mélo nejmensi Géinek na intaktnich buiikach v kultufe a
nejveétsi Gcinek na izolovanych mitochondriich. SniZzeny U¢inek na permeabilizovanych
a intaktnich bunikach miiZze byt vysvétlen jednak protektivnimi faktory v cytoplazmé bunék
a jednak nizsi efektivni intracelularni koncentraci 3BP zplisobenou limitovanym ptestupem
3BP pies bunécnou membranu. V budoucich studiich bude dilezité objasnit mechanismy,
kterymi se nenadorové buiiky mohou branit viici plisobeni 3BP a také popsat transportni

mechanismy, kterymi 3BP piechazi ptes cytoplazmatickou membranu.
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4.1.2. Invitro u¢inek a-tokoferylsukcinatu na nadorové a nenadorové buiiky

V nasich experimentech s TOS jsme se zaméfili na jiz diive popsany ucinek
spocivajici v inhibici funkce komplexu II v nadorovych mitochondriich (Dong et al.,
2008). Tento efekt TOS v nadorovych buinkach se odlisoval pfi pouziti riznych
nadorovych linii a nebyl testovan na mitochondriich izolovanych z nenadorovych
hepatocytt. Pro detailn€jsi popis inhibice komplexu II na jaternich mitochondriich potkana
jsme se rozhodli vystavit ufinku TOS tfi experimentdlni modely ve dvou riznych
respiraénich stavech. U¢inek TOS na respiraci nenadorovych mitochondrii byl jiz diive
popsan na submitochondrialnich partikulich (SMP) izolovanych ze srde¢nich mitochondrii
skotu (Gruber et al., 2014). Dle vysledki této studie zpisoboval 42 uM TOS polovi¢ni
inhibici aktivity komplexu II. Model SMP je uspé$né vyuzivan pro méfeni aktivity
komplexu II diky vazbé komplexu II na vnitini IMM, a proto po piidani sukcinitu a
cytochromu ¢ dosahneme maximalni kapacity sukcindt-dependentni respirace. Tento stav
je tedy analogicky nasim meéfenim v rozptazeném ETS stavu, protoZe neni limitovany
aktivitou ATP syntazy a protonovym gradientem. Studie, ve které autofi porovnavaji
ucinek TOS na komplex II bakterie Paracoccus denitrificans a jaternich mitochondrii

potkana v modelu SMP (Dong et al., 2008), byla ve shodé¢ s naSimi pozorovanimi.

Z nami namétenych vysledkli uvedenych v této praci je ziejmé, ze ve vSech
experimentalnich modelech TOS zpisoboval inhibici sukcinat-dependentni respirace
jaternich mitochondrii potkana. Tato inhibice byla vice vyjadiena v OXPHOS stavu
v porovnani s ETS stavem. Z divodu vyuziti stejnych respira¢nich protokola v obou
experimentalnich situacich (s jedinym rozdilem wvyuziti ADP a rozprahovace pfi
méfeni OXPHOS, respektive ETS respiratni kapacity) se domnivame, Ze inkubace
jaternich mitochondrii s TOS vede nejen k inhibici komplexu Il, ale zaroven i k mozné
inhibici ATP syntazy. U¢inek TOS na inhibici oxidativni fosforylace byl jiz diive navrzen

(Gogvadze et al., 2010), ale doposud nebyl dostateéné experimentalné potvrzen.

Nase vysledky dokumentuji, Ze k uc¢inkim TOS jsou nejcitlivéjsi izolované
mitochondrie. Vzhledem k chemické struktuie této lipofilni latky je logické, ze vétsi obsah
lipidG v testovaném vzorku bude snizovat efektivni koncentraci TOS, kterd bude mit
moznost specificky inhibovat enzymy na vnitini strané IMM. V piipad€ jaterniho
homogenatu a permeabilizovanych hepatocytti dochézi k situaci, kdy se TOS rovnomérné

distribuuje ve vSech lipidovych membranach a tim pddem mensi mnozstvi zlstane pro
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mitochondrie samotné. Neddvno byla vyvinuta molekula specificky upraveného TOS
cileného na mitochondrie, ktera se nazyva MitoVES (Dong et al., 2011). MitoVES byl
vyvinut skupinou profesora Neuzila a nékolikandsobné zlepsuje protinadorové ucinky TOS
(Kovarova et al., 2014; Truksa et al., 2015; Yan et al., 2015b). Struktura MitoVES vychazi
z molekuly TOS, na jehoz alifaticky fetézec je navazany trifenyl-fosfoniovy kationt, ktery
selektivné cili do mitochondrialni matrix (Rohlena et al., 2011). Nespecificka distribuce
TOS je tedy v souladu s nasimi pozorovanimi a vysvétluje rozdilny G¢inek TOS v ruznych
experimentalnich modelech. DalSim moZnym vysvétlenim, které bylo navrzeno jiz dfive
(Neuzil and Massa, 2005), je pritomnost nespecifickych esteraz v cytoplazmé hepatocyta.
Tyto esterazy st€pi TOS na sukcinat a vitamin E a sniZuji inhibi¢ni G¢inek na komplex II.
Domnivame se tedy, Ze tyto dva mechanismy mohou vysvétlovat diskrepance

Vv jednotlivych experimentalnich modelech.

Zavérem bych chtél shrnout, Ze naSe vysledky prokazuji vétsi inhibi¢ni uc¢inek TOS
na sukcinat-dependentni respiraci v izolovanych mitochondriich ve srovnani s jaternim
homogenatem a permeabilizovanymi hepatocyty. Ve vSech experimentdlnich modelech
doslo k vétsi mife inhibice pfi respiraci v OXPHOS stavu, nez v ETS Stavu, coZ nas vede
k zavéru, ze nejen komplex II, ale také ATP syntdaza muze byt cilem pasobeni této latky

V jaternich mitochondriich.

4.1.3. Porovnani u¢inkii obou antineoplastickych latek

Z nasich vysledka vyplyva, ze ob¢ latky maji inhibi¢ni ti€inek na respiraci jaternich
mitochondrii v OXPHOS stavu. Negativni G¢inek obou latek vykazoval koncentracni a
pokles sukcinat-dependentni respirace izolovanych mitochondrii, byla 10 uM (16% pokles,
p < 0,01) ve srovnani s 5 uM (25% pokles, p < 0,05) u TOS. Obracena situace nastala
signifikantni snizeni sukcinat-dependentni respirace byla 50 uM (20% pokles, p < 0,01) au
3BP to bylo opét 10 umol/1 (15% pokles, p < 0,05).

Znami naméfenych dat se lze domnivat, Ze inhibicni U¢inek na sukcinat-
dependentni respiraci je vyssi u TOS ve srovnani s 3BP, ale na druhou stranu je pouziti
TOS méné selektivni, protoze dochazi Kk distribuci této lipofilni molekuly i v jinych
lipidovych membrandch, coz neplati o hydrofilnim 3BP. Také miiZze byt tento rozdil

vysvétlen Stépenim molekuly TOS nespecifickymi esterazami v cytoplazmé hepatocytt.
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4.2. Nealkoholova jaterni steatoza u potkana

Vliv vysokotukové diety na funkce jaternich mitochondrii v pribéhu NAFLD je
v poslednich letech intenzivné studovan (Kakimoto and Kowaltowski, 2016; Lionetti et al.,
2014; Nassir and Ibdah, 2014; Rolo et al., 2012). Zavéry jednotlivych praci se rozchazeji
Vv zésadnich zjisténich, coz je zpisobeno velkou variabilitou druhli experimentalnich zvitat,
metodologie hodnoceni mitochondrialni respirace a hlavné délce krmeni a druhu
vysokotukové ¢i jiné specifické diety (Aharoni-Simon et al., 2011; Kakimoto and
Kowaltowski, 2016).

Indukce jaterni steatdézy byla pozorovéana ve vét§ing studii bez rozdilu slozeni HFD
¢i doby krmeni (Aoun et al., 2012; Ciapaite et al., 2007; Flamment et al., 2012; Lionetti et
al., 2014; Wang et al., 2011) a nebyla nutn¢ asociovana s narastem hmotnosti (Ciapaite et
al., 2011; Kakimoto and Kowaltowski, 2016; Raffaella et al., 2008). ZvySena akumulace
lipidii v jatrech potkani byla doprovazena inzulinovou rezistenci (Lionetti et al., 2014;
Raffaella et al., 2008). Zda steatdoza hepatocyti je pfi¢inou ¢i dusledkem inzulinové
rezistence, ale stale neni jednozna¢né objasnéno (Aoun et al., 2012; Postic and Girard,
2008). Dle naSich vysledkt absolutni hmotnost jater nebyla signifikantné zvysena do 12.
tydne studie. Podobné pozorovani bylo jiz diive zaznamenano u potkanti krmenych HFD s

54% obsahem tukti po dobu 8 tydna (Vial et al., 2011).
4.2.1. Vliv vysokotukové diety na respiraci jaternich mitochondrii

4.2.1.1. Vyhody komplexniho zhodnoceni mitochondrialni respirace v nasi praci

V této praci jsme ke studiu vlivu HFD na mitochondrialni elektron transportujici
systém vyuzili referencnich protokoli RP1 a RP2 (viz vyse). Referencni protokoly jsou
vyvijeny Vramci mezinarodniho projektu zaméfeného na studium mitochondridlni
fyziologie MITOEAGLE, na kterém se podili 1 naSe skupina experimentalni hepatologie.
RP1 a RP2 byly navrzeny ke komplexnimu zhodnoceni mitochondridlni respirace a
k ziskani co nejvétsiho mnozstvi informaci béhem jednoho respirometrického méteni se
soucasnym zachovanim co nejlepsi kvality studovaného vzorku. Jsou proto vyuZzivany pro

porovnani mitochondrialni respirace v rozdilnych orgédnech, Zivoc¢isnych druzich a tak dale.

V této praci se nam podarilo usp&Sné pouzit referencni protokoly ke komplexnimu

zhodnoceni elektron transportniho systému mitochondrii, které byly izolovany z jater
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potkana postizeného NAFLD. Diky tomuto postupu mame dostatek reprodukovatelnych

dat v fadé respiracnich stavu.

Podle nasich vysledkti ma dlouhodobé podavani HFD odlisné u¢inky na respiraci
izolovanych jaternich mitochondrii jak v zavislosti na respira¢ni cesté, tak i na dobé
krmeni. Kdyz porovname maximalni OXPHOS respiraci pii pouziti vSech respira¢nich
substrati (graf 16) je patrné, ze od 6. tydne dale dochazi ke statisticky vyznamnému
snizeni maximalni oxidativni fosforylace u HFD skupiny. Na druhou stranu po tfech
tydnech krmeni 70% HFD je maximalni respiracni OXPHOS kapacita zvySena. Obdobny
trend miizeme pozorovat u rozpfaZzenych mitochondrii, kdy dochéazi po tfech tydnech ke
zvySeni maximalni oxida¢ni kapacity a od Sesti tydnd dale k jejimu snizeni v porovnani
s kontrolni skupinou (graf 17). Vial et al. (2011) ve své praci popisuje podobné snizeni
mitochondrialni OXPHOS kapacity po osmi tydnech krmeni HFD (54 % energie z tuku),
které nebylo zavislé na typu pouzitého respiracniho substratu. Ve své praci dale uvadi ze
LEAK respirace byla zménéna pii pouziti substratti glutamatu a malatu (Vial et al., 2011).
V rozporu stémito vysledky jsou prace, ve kterych autoifi nezaznamenali zadné
signifikantni rozdily v efektivit¢ oxidativni fosforylace, LEAK respiraci a v oxidativni
kapacité jaternich mitochondrii u HFD skupiny krmené 7 tydna (Ciapaite et al., 2007),
respektive 26 tydnu (Nadal-Casellas et al., 2010). V nasi studii také nedoslo ke zvySeni
LEAK respirace a nepozorovali jsme rozdily mezi kontrolni a HFD skupinou (graf 15a,
stav 1PM). Porucha produkce ATP u jaternich mitochondrii byla také prokazana u potkant

krmenych cholin deficientni dietou jiz od dvou tydnd (Aharoni-Simon et al., 2011).

4.2.1.2. Vliv vysokotukové diety na NADH-dependentni a sukcindt-dependentni
respiraci

Vysledky vlivu HFD na mitochondridlni respiraci pti pouZziti substratii pro komplex
I ¢iII s literatufe rozchazi. Shodné s nasimi vysledky Lionetti et al. (2014) nezaznamenal
zadny rozdil NADH-dependentni respirace v LEAK a OXPHOS stavu po 6 tydnech
krmeni HFD (40% tuk®). Raffaella et al. (2008) prokazal snizeni sukcinat-dependentni
respirace a8 NADH-dependentni respirace v LEAK a OXPHOS stavu po 7 tydnech krmeni.
V rozporu s nasimi vysledky jsou data publikovana v dalsi praci (Ciapaite et al., 2011), kde

autofi studie popisuji snizeni NADH-dependentni respirace po 2,5 tydnech krmeni HFD.

Dle naSich vysledkt doslo po 6 tydnech a delsi dobé krmeni HFD k inhibici

sukcinat-dependentni respirace (graf 19). ZvySenou efektivitu sukcinat-dependentni
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oxidativni fosforylace izolovanych jaternich mitochondrii po 8 tydnech krmeni HFD
namétil ve své praci Flamment et al. (2012). Zvysena aktivita komplexu II, III a IV také
byla prokazana spektrofotometricky (Aoun et al., 2012). Vysledky obou praci se zdaji byt
v rozporu Snami naméfenymi daty. Tuto diskrepanci lze vysvétlit pouzitim jiného
mnozstvi a typti mastnych kyselin ve vysokotukové dieté, provedenim pokusti na jiném
kmeni potkant (Sprague Dawley v piipadé prace Flamment et al. 2012) a pouzitim jiné
kontroly (vztahovano ke skupiné pfed zahijenim krmeni). Dalsim vysvétlenim muize byt
pouziti odlisné metodologie. Aoun et al. (2012) métil ve své praci aktivitu komplext
respiracniho systému spektrofotometricky a nepocital tedy s rychlosti celkové respiracni
cesty ale pouze aktivitou izolovanych respira¢nich komplexd. I za predpokladu, ze se
komplexy II, III a IV podili na transportu elektronii v sekvenci, stale se mezi nimi nachdzi
Q a cytochrom c. Také je opodstatnéné se domnivat, Ze izolovana aktivita daného proteinu
bude do jist¢é miry odliSna od aktivity proteinu v soucinnosti s dalSimi komponentami

IMM.

4.2.1.3. Vliv vysokotukové diety na mitochondrialni oxidaci mastnych kyselin

Dle naSich vysledkt doSlo jiz po prvnim tydnu krmeni HFD ke statisticky
vyznamnému zvySeni oktanoylkarnitin-dependentni OXPHOS respirace izolovanych
jaternich mitochondrii ve srovnani s kontrolni dietou (p < 0,05; graf 21). Tento rozdil byl
nejvice vyjadien po tfech tydnech a od Sesti a vice tydnu se rozdil postupné vyrovnaval. Po

24 tydnech trvani experimentu nebyl mezi skupinami zadny vyznamny rozdil.

Zména oxidace mastnych kyselin v mitochondriich pfi rozvoji NAFLD byla
prokazana jiz diive s vyuzitim palmitoylkarnitinu jako respiraéniho substratu. Jaterni
mitochondrie potkanii krmenych HFD od 2,5 do 25 tydnt vykazovaly zvySenou
palmitoylkarnitin-dependentni respiraci v LEAK i OXPHOS stavu (Ciapaite et al., 2011;
Lionetti et al., 2014). Ani vpfipadé oxidace mastnych kyselin nejsou vysledky
publikovanych praci jednoznacné. Po 7 tydnech trvani HFD zaznamenal pokles
palmitoylkarnitin-dependentni respirace v LEAK a OXPHOS Raffaella et al. (2008) a po 8
tydnech Vial et al. (2011). Autofi posledné jmenované studie zaznamenali také pokles
ketogeneze a z namétenych dat se domnivaji, ze pfi rozvoji NAFLD dochazi ke snizeni B-
oxidace mastnych kyselin v jaternich mitochondriich. Jejich poznatek je v rozporu
s nalezem vyssi exprese mRNA pro CD36, FABP, CPT-1 a Acyl-CoA dehydrogenazy
(Vial et al., 2011). Tyto proteiny maji dulezitou tlohu v transportu VMK do hepatocytii a
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do mitochondrii a jsou nezbytné k zajisténi B-oxidace mastnych kyselin v jatrech. Zvyseni
aktivity mitochondridlniho transportniho proteinu CPT-1 bylo prokdzano i Vv dalSich

studiich (Lionetti et al., 2014; Wang et al., 2011).

Vliv HFD na B-oxidaci mastnych kyselin v jaternich mitochondriich dokladuji
I nami naméfené vysledky oktanoylkarnitin-dependentni respirace. Diky dlouhodobému
sledovani je ovSem ziejmé, ze tento ucinek neni konstantni, ale méni se v ¢ase. Mirny
vzestup B-oxidace u potkani krmenych HFD nastal jiz po prvnim tydnu experimentu.
Domnivame se, ze se jednd o zaCinajici adaptaci jaternich mitochondrii na radikalni zménu
ve slozeni stravy. Tato adaptace, kterd se da vyjadrit kvalitativné¢ pomoci FCR Vv pfepoctu
na maximalni kapacitu respiracniho systému, progreduje az do 12 tydne nasi studie (graf
22). Radikélni pokles, ktery nasleduje 24. tyden, nelze z dostupnych dat hodnotit a
vysvétleni bude vyZadovat dalsi méfeni. V absolutnich hodnotach respirace pfepocitané na
mg proteinu je vzestup oktanoyl-dependentni respirace také statisticky vyznamny po
prvnim a tfetim tydnu. V intervalech delSich neZ Sest tydnid dochazi k signifikantnimu
poklesu. Zde lIze spekulovat. Mohlo by dojit ke tfem pomérné realnym scénarum: 1)
snizeni absolutniho poctu jaternich mitochondrii; 2) snizeni absolutniho poctu vsech
respiracnich komplexti na IMM vlivem mitochondridlniho spojovéani ¢i rozpojovani; 3)
zpomaleni mitochondridlni respirace nespecifickym mechanismem (napft. vlivem vétSiho
zastoupeni fosfolipidit IMM a prodlouzenim vzdalenosti mezi komplexy se snizenim jejich
efektivni koncentrace). Na vSechny tii teorie lze nalézt podplrné podklady ve
veédecké literatuie (viz ivod). NaSe data neumoziiuji ani jednu teorii definitivné potvrdit ¢i
vyvratit; pro bliz§i vysvétleni bude nutné rozsifit metodologicky ptistup o molekularné

genetické a biologické metody.

Zvyseni NADH-dependentni respirace v ETS stavu po tfech tydnech naznacuje
zvySenou kapacitu komplexu | oxidovat NADH a generovat NAD™, ktery je nezbytnym
redukénim kofaktorem pfti B-oxidaci. Dala by se tedy potvrdit hypotéza, Ze béhem rozvoje
NAFLD dochazi nejprve k adaptaci jaternich mitochondrii na zménu sloZeni diety. Tato
adaptace je vyjadfena zvySenou stimulaci p-oxidace mastnych kyselin za soucasného
poklesu aktivity enzymi KC. V pozdéjsich fazich tohoto onemocnéni miZze dojit
k poskozeni mitochondrii se snizenou celkovou kapacitou elektron transportniho systému a

mitochondridlni dysfunkei.
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Zavéry

V prvni ¢asti prace se nam podafilo prokazat toxické poskozeni nenadorovych
hodin¢ inkubace. Toto poskozeni bylo vyjadieno jako snizeni viability a funkéni
kapacity kultivovanych hepatocytt. 3BP zptsoboval zvysenou tvorbu ROS, coz
vedlo k apoptdze a nekroze bunék. Poskozeni bylo zavislé na davce a dobé puisobeni

této latky.

3BP snizoval MMP a respira¢ni kapacitu izolovanych jaternich mitochondrii a
permeabilizovanych hepatocyti v suspenzi jiz po 5 minutach pusobeni. Inhibi¢ni
ucinek této latky jsme pozorovali v OXPHOS stavu mitochondrii energizovanych
NADH-dependentnimi substraty a sukcindtem. 3BP nemél vliv na respira¢ni aktivitu

komplexu 1V.

V dal8i c¢asti prace se nam podafilo prokazat rozdily inhibi¢niho G¢inku TOS na
sukcindt-dependentni respiraci nenadorovych jaternich mitochondrii v odliSnych

experimentalnich modelech. TOS mél nejvétsi negativni G¢inek na respiraci

A

potkana v OXPHOS iv ETS stavu.

V posledni ¢asti prace se nam pomoci HFD podafilo navodit jaterni steatozu
u potkana. Mitochondrie izolované ze steatotickych jater mély zvySenou kapacitu
B-oxidace mastnych kyselin jiz po prvnim tydnu. Postupné ale doSlo k poklesu
B-oxidace a 24 tyden jsme jiz nepozorovali zddny vyznamny rozdil. NADH-
a sukcinat-dependentni respirace, které¢ bylo dosaZeno ptidanim substrati Krebsova
cyklu, byla vyssi po 3 tydnech a nasledné vyznamné snizend po 6, 12 a 24 tydnech

studie. Tento trend vykazovala i celkova respiracni kapacita jaternich mitochondrii.
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