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Abstrakt

F1iFo-ATP syntaza (EC 3.6.3.14) je klicovym enzymem v systému mitochondridlni oxidativni
fosforylace (OXPHOS) — vyuZiva protonovy gradient vybudovany respiracnim retézcem k syntéze
priblizné 90 % bunécného ATP. Usporadani podjednotek membranové domény F, tohoto enzymu
ale jesté neni stale detailné popsano. Vyzkum ATP syntdzy je v soucasnosti zaméren predevsim
na odhaleni struktury protonového kandlu a, aby bylo moino presné definovat molekularni
mechanismus generovani rotace ATP syntdzy. DalSi nevyfeSenou otazkou predstavuje Uloha tzv.
nadpocetnych podjednotek F, domény. Tyto proteiny specifické pro eukaryotni ATP syntdzy nejsou
esencialni pro syntazovou aktivitu a pfedpokladad se, Ze se mohou podilet na sestavovani a stabilizaci
enzymového komplexu. Jednou z téchto podjednotek je jaderné kddovany protein MLQ (nebo také
6,8 kDa proteolipid ¢i MP68), ktery je konzervovan pouze u obratlovci. Cilem této diplomové prace
bylo zjistit, jakou Ulohu ma tato podjednotka ve strukture, asemblaci a funkci FiF,-ATP syntazy.
Pro tyto ucely byl v ramci diplomové prace vytvoren bunécny model z linie HEK293 s deficienci
proteinu MLQ metodou CRISPR/Cas9 s parovanymi nikdzami (tzv. knock-out MLQ, MLQ KO).
Tri vybrané MLQ KO linie byly podrobeny elektroforetickym analyzam struktury enzymu (SDS-PAGE,
BN-PAGE a CN-PAGE) i funkénim méfeni respirace a glykolytické kapacity. Sledovan byl také vliv
absence proteinu MLQ na hladinu transkriptl rdznych gent OXPHOS enzym(. V MLQ KO liniich doslo
ke snizeni obsahu podjednotek a, DAPIT a ¢ v F, doméné, zatimco proteiny F; domény nebyly
defektem postizeny. Nativni elektroforézy ukazaly, Ze ATP syntdza neni v MLQ KO kompletné
asemblovdna a jeji F, je destabilizovdna, podobné jako je tomu u p° bunék postradajicich
podjednotky a a A6L kdédovanych mitochondridlni DNA (mtDNA). Nebyl pozorovan vliv MLQ
na oligomerizaci ATP syntazy. Funkéni méfeni odhalila u MLQ KO signifikantni defekt v kapacité
mitochondridlni produkce ATP a preferenci glykolytické drahy pro zisk energie pred oxidativni
fosforylaci. Nepfitomnost proteinu také vedla k mirnému sniZzeni maximalni funkcni kapacity
cytochrom c oxidazy (komplex IV) a redukci mnozstvi mtDNA kédovanych proteind tohoto enzymu
— COX1, COX2 a COX3. gPCR analyza odhalila snizeni hladiny mRNA mtDNA-kddovanych protein( g,
A6L a COX3, zatimco mnoiZstvi jaderné kddovanych transkriptll OXPHOS protein( ovlivnéno nebylo.
Vysledky diplomové prace prokazaly Ulohu proteinu MLQ ve stabilizaci F, domény mitochondrialni

ATP syntazy i jeho mozny vliv na regulaci exprese mtDNA-kddovanych gend.

Klicova slova: MLQ, 6.8 kDa proteolipid, MP68, FiF,-ATP syntaza, mitochondrie, OXPHOS, dychaci

fetézec



Abstract

The FiF,-ATP synthase (EC 3.6.3.14) is a key enzyme of the mitochondrial oxidative
phosphorylation system (OXPHOS) — using the proton gradient generated by the respiratory chain
it synthetizes approximately 90 % of cellular ATP. The subunit arrangement of its F, domain has not
been yet described in detail. At present, the research on ATP synthase research is focused mostly
on revealing the structure of the proton channel a so that it is possible to precisely define
the molecular mechanism of the ATP synthase rotation generation. The role of the supernumery
subunits of F, domain represents another unresolved issue. These proteins specific for eukaryotic
ATP synthases are not essential for synthetic activity, instead they are putatively involved
in assembly or stabilization of the enzyme complex. One of such subunits is the nuclear encoded
MLQ protein (or also 6.8 kDa proteolipid or MP68), which is conserved only in vertebrates. The aim
of this diploma thesis was to reveal the role of this subunit in the structure, assembly and function
of the F1F,-ATP synthase. For these purposes, cellular model of the HEK293 line with the deficiency
of the MLQ protein was established employing the CRISPR/Cas9 method with paired nickases
(the knock-out MLQ, MLQ KO) as part of the thesis. Three chosen MLQ KO lines were subjected
to electrophoretic analyses of ATP synthase structure (SDS-PAGE, BN-PAGE and CN-PAGE), as well
as to functional measurements of mitochondrial respiration and glycolytic capacity. The effect
of MLQ absence on the level of transcripts of various OXPHOS genes was also studied. The MLQ KO
cells showed decrease in the content of subunits a, DAPIT a c in the F, domain, while subunits
of the F1 were not influenced by the MLQ defect. Native electrophoreses revealed that ATP synthase
is not completely assembled in MLQ KO and its F, domain is destabilized, similarly as in po cells
lacking the subunits a and A6L encoded by mitochondrial DNA (mtDNA). The ATP synthase
oligomerization is not influenced by MLQ knock-out. Functional measurements revealed
a significant defect in the capacity of mitochondrial ATP synthesis and preference of glycolytic
pathway for energy provision. The absence of the protein also resulted in a moderate decrease
in the functional capacity of cytochrome c oxidase (complex IV) and decrease in the amount
of the mtDNA encoded proteins of this enzyme — COX1, COX2 and COX3. The gPCR analysis
uncovered decrease of the level of mRNAs of mtDNA-encoded proteins a, A6L and COX3 while
the amount of nuclear encoded OXPHOS mRNAs was not affected. The results of the diploma thesis
established the role of MLQ in stabilization of the F, domain of mitochondrial ATP synthase as well

as its putative involvement in regulation of mtDNA genes expression.
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1 Teoreticky prehled

1.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou klicovymi organelami pro bunécné systémy — jsou mistem, kde se soustredi
oxida¢ni metabolismus a kde dochazi k produkci cca 90 % bunécného ATP. Proto jsou nékdy
oznacovany jako ,bunécné elektrarny”. Poprvé byly pozorovany vroce 1890 pruskym doktorem
Richardem Altmannem — vSudypritomné struktury nazval ,bioblasty” a domnival se o nich, Ze jsou

ces

to jednoduché organismy Zijici v cytoplasmé bunky (Ernster and Schatz, 1981).

Vznik mitochondrii (potaZmo chloroplastll) nejlépe vysvétluje tzv. endosymbioticka teorie
(Sagan, 1967) — podle ni heterotrofni anaerobni archealni organismus ndhodné pohltil fakultativné
anaerobni a-proteobakterii, kterd byla schopna metabolizovat O,. Toto poté predstavovalo jednu

z klicovych udalosti vedoucich ke vzniku eukaryotnich organismu (Martin, Garg and Zimorski, 2015).

Mitochondrie si zachovaly jen ¢ast vlastni DNA — béhem evoluce doslo k presunu vétsSiny
mitochondridlnich gend do jadra. Z tohoto divodu se jim fikd semiautonomni organely. Lidska
mitochondridlni DNA (16 569 bp) (Anderson et al., 1981) je cirkularni molekula. Obsahuje pouze 37
gend, které kéduji 13 protein( aparatu oxidacni fosforylace a 22 tRNA a 2 rRNA (Ladoukakis and
Zouros, 2017).



vnéjsi membrana

vnitini
membrana
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mezimembranovy
prostor

Obr. 1 | Model mitochondrie vytvoreny na zadkladé dat z kryoelektronové tomografie

Data pochazeji z mitochondrii izolovanych ze Saccharomyces cerevisiae. Outer membrane = vnéjsi
membrdana, inner boundary membrane = vnitfni membrdana, cristae = kristy, cristae junctions =
propojeni krist, intermembrane space = intermembranovy prostor. Pfevzato a upraveno z Davies
a kol. (2012)

Pocet a velikost mitochondrii na buriku se také lisi v rliznych organismech, tkanich, a dokonce
ivrlznych bunécnych typech. Napf. jediny hepatocyt miZe obsahovat az 2 000 mitochondrii,
zatimco v erytrocytech mitochondrie chybi (lkon and Ryan, 2017). Mitochondrii obaluji dvé
fosfolipidové membrany. Vnéjsi membrana obsahuje poriny (predevsim [B-barelové proteiny),
které umoznuji volnou difuzi malym molekuldm a iontdim do velikosti 5 kDa (Alberts et al., 2015).
V sloZeni vnitini membrany pfevaZuji proteiny. Je nepropustna pro vétsinu iontd a malych molekul
kvlli udrZzeni elektrochemického gradientu. Jeji plocha je az 4x vétsi nez plocha vnéjsi membrany
diky tzv. kristdm — invaginované ¢asti membrany (Obr. 1) (lkon and Ryan, 2017). Tvar vnitini
membrany se dynamicky méni, kristy mohou vytvaret mnozstvi tubularni spojli skrz celou matrix
mitochondrie. Tubularni dtvary spolu mohou rdzné flzovat. Vnitini membradna je vysoce
organizovana a soustfedi se zde komplexy odpovédné za import proteini a enzymy oxidacni

fosforylace (Mannella, 2006; Alberts et al., 2015).

Vv

PrestoZe je syntéza ATP skrze oxidacni fosforylaci jejich nejdaleZitéjsi funkci, mitochondrie déle
integruji celou fadu katabolickych i anabolickych metabolickych drah a hraji dalezZitou roli
i v bunécném starnuti, programované bunééné smrti a v dalsich procesech (Ladoukakis and Zouros,

2017).



1.2 Systém oxidacni fosforylace

Vétsina ATP produkovana v mitochondrii pochazi z oxidacné fosforylacniho (OXPHOS) aparatu.
Ten se nachazi na vnitfni membrané mitochondrii. Termin oxidacni fosforylace znaci dva sprazené
procesy — respiraci a samotnou syntézu ATP. Oxidacni ¢dst tvofi tzv. dychaci neboli elektron
transportni fetézec sloZeny ze ¢tyt zakladnich enzym( — NADH dehydrogenazy (komplex 1), sukcinat
dehydrogendzy (komplex Il), koenzym Q-cytochrom c reduktazy (komplex 1) a cytochrom c oxidazy
(komplex IV) — a dvou mobilnich pfenasecli — ubichinonu (Q, také koenzym Q — CoQ) a cytochromu
c. Za fosforylaci ADP je pak zodpovédna F1Fo-ATP syntdza (komplex V).

PFi respiraci dochazi k prenosu elektron( (e’) ziskanych oxidaci redukovanych koenzym( NADH
a FADH; pres redoxni centra dychaciho rfetézce az na komplex IV, kde dojde k redukci O, na H,O.
PFi tomto prenosu se uvoliiuje volna energie, ktera je pouzita pro tvorbu protonového gradientu
potifebného pro syntézu ATP. Koenzymy NADH a FADH; jsou produkovany v mitochondrialni matrix
citratovym cyklem a B-oxidaci mastnych kyselin.

Mezimembranovy H
prostor

Matrix

FADH, FAD

N

NADH NAD'

Obr. 2 | Schéma systému oxidacni fosforylace.
1L 1, 1V, V — komplexy oxidacné fosforylacniho aparatu, Q — koenzym Q, cyt C — cytochrome ¢, H* -
smér transportu protonU jednotlivymi komplexy.

1.2.1 Chemiosmoticka teorie

V roce 1961 postuloval Peter D. Mitchell hypotézu, ktera sprahuje syntézu ATP z ADP a P;s oxidaci
redukovanych koenzyma NADH a FADH, ziskanych z odbouravani energeticky bohatych molekul
(napf. glukéza, mastné kyseliny) (Mitchell, 1961). Tato teorie vychazi z pfredpokladu, Ze v dychajicich
nebo fotosyntetizujicich burikach je energie vznikld oxidaci redukovanych koenzym( vyuZita
ke tvorbé elektrochemického gradientu aktivni translokaci H* z matrix do mezimembranového
prostoru (tzn. protijejich koncentra¢nimu gradientu). Sila, kterou je pohanéno nasledné
vyrovnavani koncentraci H*, se nazyva proton-motivni a je oznacovana Ap. Tento exergonicky zpétny

transport H* je uskutecnén skrz FiFo-ATP syntdzu, kde H* prochazi protonovym kandlem zpét



do matrix mitochondrie. Energie vznikajici timto tokem je vyuZita k syntéze ATP. Schematicky je

tento proces shrnut na Obr. 2.

1.2.2 Elektron transportni fetézec

NADH dehydrogendza
NADH dehydrogendza (také komplex |, NADH:Q oxidoreduktdza, EC 1.6.5.3) je nejvétSim

enzymatickym komplexem v respira¢nim fetézci - molekulovd hmotnost komplexu slozeného z 45
podjednotek je témér 1 MDa (Carroll et al., 2006). Katalytické jadro tvorené 14 podjednotkami je
konzervovano od bakterii po savce; 7 z téchto podjednotek je kddovdno mitochondridlni DNA. Tyto
mtDNA podjednotky (NU1M, NU2M, NU3M, NU4M, NU5M, NU6M, NULM) jsou hydrofobniho
charakteru. Hydrofilni ¢ast katalytického jadra obsahuje redoxni centra — flavinmononukleotid
(FMN) a 8 Zelezosirnych (Fe-S) klastrd. Zbylych 31 podjednotek je tzv. nadpocetnych a nepodileji se
pfimo na katalytické funkci (shrnuje Wirth et al. 2016). Pfenos e z NADH pres redoxni centra na Q
je sprazen s pumpovanim protonl (H*) z matrix do mezimembranového prostoru mitochondrie.
Redukovany ubichinol (QH2) poté volné difunduje v hydrofobnim prostfedi vnitfni membrany.
Na kazdé dva e jsou prepumpovany 4 H* (Galkin, Drose and Brandt, 2006).
Sukcindt dehydrogendza

Druhym, nejmensim enzymovym komplexem dychaciho fetézce je sukcinat dehydrogenaza
(komplex IlI, sukcinat-CoQ oxidoreduktaza, EC 1.3.5.1). Je sloZzena pouze ze 4 jaderné kédovanych
podjednotek o celkové molekulové hmotnosti 124 kDa (Sun et al., 2005) a jako jediny komplex
oxidacné fosforyla¢niho aparatu nepumpuje H*. Kovalentné vazany kofaktor FAD a tfi Fe-S centra
jsou redoxnimi centry enzymu. Sukcindt dehydrogenazova reakce je duleZitd pro elektron
transportni fetézec i pro citratovy cyklus. Komplex Il svou solubilni ¢asti v matrix oxiduje sukcinat
na fumarat za redukce FAD — ziskané elektrony jsou dale prfeneseny pres Fe-S centra v membranové
¢asti enzymu k vazebnému mistu pro Q, kde pak ve dvou krocich vznikne QH; (shrnuje Rutter et al.
2010). Soucasti enzymu je i hemova skupina b, kterd béhem redukce Q vaze volné e a zabraruje
vzniku volnych kyslikovych radikalG (Tran et al., 2006).
CoQ-cyt c reduktdza

Pfijemcem e z QH; je treti enzym v fetézci — CoQ-cyt ¢ oxidoreduktaza (komplex Ill, cyt bc:
komplex, EC 1.10.2.2). Tento enzym je homodimerem, kde je kazdy z monomer( tvofen 11
podjednotkami. Molekulovd hmotnost jednoho monomeru je cca 240 kDa. V kazdém z nich se

nachdzeji tfi katalytické podjednotky - cyt b obsahujici prostetické skupiny hemy b, a by, cyt c;



s hemem c; a Rieskeho FeS protein se dvéma FeS centry (Iwata et al., 1998). Jen cyt b je kddovan
mitochodridlné.

Ukolem komplexu lll je pfenést e ziskané z QH, na cyt ¢ — to se dé&je v tzv. Q-cyklu. Ten Fesi
problém, kdy se béhem oxidace QH, uvoliiuji dva e, ale cyt c je schopen odebrat vidy pouze jeden.
Po vazbé QH; tedy dojde k pfenosu jednoho e pres Rieskeho protein na hem c; —tam je redukovan
cyt ¢, ktery se nachazi na vnéjsi strané vnitini mitochondridlni membrany. Redukovany mobilni cyt
¢ pak putuje ke komplexu IV. Druhy e” pfechazi ptes hemy b, a by az k Q, kde dojde k jeho redukci
a vznika *Q (semichinonovy radikal). Cely tento proces probéhne znovu a dalsi elektron redukuje *Q
na Q. Jak presné tento cyklus probihda na molekuldrni drovni, stdle neni detailné objasnéno
(Fernandez-Vizarra, Tiranti and Zeviani, 2009; Meunier et al., 2013).

Cytochrom c oxiddza

Poslednim enzymovym komplexem elektron transportniho fetézce je cytochrom c oxidaza
(komplex IV, COX, EC 1.9.3.1). Elektrony z cyt ¢ jsou pouzity na redukci O,, ktery predstavuje jejich
findlni akceptor a vtomto procesu vznika H,0. Vice nez 90 % vdechovaného O, je spotfebovano
pravé cytochrom c oxiddzou. Enzym je homodimerni — monomer je sloZen z tfinacti rlznych
podjednotek (celkem 204 kDa) (Alberts et al., 2015). V katalytickém jadfe se nachazeji tfi
konzervované podjednotky COX1, COX2 a COX3 — ty jsou kédovany mitochondridlni DNA. Redoxni
skupiny —hem a, hem a3 a Cug jsou soucasti COX1, v COX2 nalezneme Cua. Elektrony jsou prenaseny
jednotlivé od cyt ¢ prfes CuA, hem a az na binuklearni centrum tvofené hemem a3 a atomem CuB,
kde s H* dopravenymi kandlem K z matrix redukuji O, na H,0. Zaroven s kazdym prenasenym e
dojde k aktivnimu prepumpovani H* skrz kandl D do mezimembrdnového prostoru (Nicholls and

Ferguson, 2013).



1.2.3  F1Fo-ATP syntaza

Poslednim enzymem oxidacné fosforylacniho apardtu je F,Fo-ATP syntdza (komplex V, EC
3.6.3.14). Patii mezi ATP syntazy (F-ATPazy) — ty se nachazeji na membranach bakterii, mitochondrii
i chloroplastli (Walker 1998). Kromé F-ATPaz, které v aerobnim prostiedi vyuZivaji energie
z protonového gradientu budovaném respiraci nebo fotosyntézou pro syntézu ATP z ADP a P,
existuji i V-ATPazy (vakuolarni ATPazy). Ty naopak buduji iontovy gradient na membranach
eukaryotickych organel (endozomy, lysozomy, sekretorické vacky, vakuoly...) za hydrolyzy ATP.

Posledni skupinou ATPaz jsou archealni A-ATPazy syntetizujici ATP (Denda et al., 1989).

Obr. 3 Usporadani proteinl v ATP syntaze.
Vlevo ATP syntdza nachdzejici se v bakteriich a v chloroplastech, vpravo je mitochondridlni enzym.
Homology jsou oznaceny stejnou barvou. Pfevzato z Walker (2013).

Struktura
Savci ATP syntaza je multiproteinovy komplex skladajici se z cca 30 podjednotek 18 rlznych

proteind s molekulovou hmotnosti cca 600 kDa. Déli se na dvé domény — globularni solubilni
doménu F; (tvofenou podjednotkami a, 8, y, 6, €) najdeme na matrixové strané vnitini
mitochondridlni membrany. Fo hydrofobni doména (zahrnujici podjednotky g, ¢, e, f, A6L, MLQ,
DAPIT) je zanofena v membrané. Oba subkomplexy jsou pres protonovy kanal a a hexamer a8
spojeny tzv. perifernim stonkem (podjednotky b, d, OSCP, Fs). Dalsi kontakt obou domén zajistuje
tzv. centralni stonek (y, 6, € — soucast F;) — vaze se na c-oligomer F, domény a interaguje s vnitfnim
rozhranim hexameru ozfs. K F; doméné pak patfti jesté jeji regulacni protein IF; (Obr. 3).

Geny pro vétsinu proteinl FiFo ATP-syntazy jsou jaderného plvodu, pouze podjednotky A6L

a protonovy kanal a jsou kddovany mtDNA (Fearnley and Walker, 1986).



Struktura tohoto enzymu je zkoumdna predevsim pomoci rentgenové krystalografie, nékteré
recentni poznatky o struktufe membrdnové domény byly ziskdny s vyuZitim kryoelektronové
mikroskopie (Zhou et al., 2015; Hahn et al., 2016).

F1 doména

Katalytickym centrem enzymu je F; doména. Je 80 A vysokd a skladd se z hexameru a8
a podjednotek centralniho stonku y, 8, € ve stechiometrii 3a:36:1y:16:1€ (Senior and Brooks, 1971;
Esch and Allison, 1979). Dohromady maji molekulovou hmotnost cca 350 kDa (Walker, 2012).
Primarni struktury podjednotek a8 obsahuji konzervované sekvence napfi¢ organismy na rozdil
od podjednotek y, 6, € (Walker et al., 1985).

Podjednotky a8 jsou stfidavé usporadany do Utvaru pfipominajiciho plod pomerance o priméru
cca 100 A — tento hexamer pak obklopuje asymetricky, 90 A dlouhy a-helix centralniho stonku, ktery
je tvofen C-koncovymi aminokyselinami na pozicich y209-272 podjednotky y. Se spodni ¢asti tohoto
helixu interaguje N-konec podjednotky y (y1-45) a tvofi spolu antiparalelni nadsroubovici. y
podjednotka pak vy¢nivda smérem k Fo doméné, kde se spolu s podjednotkami & a € tvoficimi bazi
centralniho stonku vazi na polarni smycky transmembranovych helixt c-oligomeru Fo domény. 6 a
€ vazbu na c-oligomer posiluji (Abrahams et al., 1994; Gibbons et al., 2000). Centralni stonek je pak
114 A dlouhy (Gibbons et al., 2000).

Struktury a a 8 proteind jsou velmi podobné — obé podjednotky maji N-terminalini 8 barel ze Sesti
B-listll, stredovou nukleotid-vazebnou doménu a na C-konci se nachazi svazek 6 (a podjednotka)
nebo 7 (6-podjednotka) helix(l. Na N-konci primarni struktury jsou pak neusporadané sekvence
aminokyselin (18-24 u a, 4-8 u 8), které jsou citlivé vici protedzam. Prestoze nukleotidy vazou obé
podjednotky, samotnd katalyza probihd pouze na 8-podjednotkdch na rozhrani mezi a a8
(Abrahams et al., 1994; Watt et al., 2010). Hexamer a8 spolu s perifernim stonkem a protonovym
kandlem a tvofi tzv. ,stator” enzymu.

Fo doména

Prestoze je diky svému vyznamu FiFo ATP-syntdza intenzivné zkoumanym enzymem, stdle se
nepodafilo charakterizovat strukturu nékterych podjednotek Fo domény. Kvdli jejich hydrofobicité
a zanofeni do fosfolipidové dvouvrstvy je ndrocné membranové proteiny izolovat. Dosud je dobre
znama pouze struktura c-oligomeru — tu lze ziskat spolu se solubilni F; doménou.

Savéi Fo doménu tvofti c-kruh, protonovy kandl a, hydrofobni ¢ast dimeru b, ktery je soucdsti

periferniho stonku, a tzv. ,nadpocetné” podjednotky e, f, g, A6L, DAPIT a MLQ (utéchto



nadpocetnych proteinl nezname jejich presnou strukturu ani funkci; napfi¢ organismy jsou
konzervovany pouze podjednotky a, b a ¢ (Stock, Leslie and Walker, 1999)).

Nejlépe charakterizovanou strukturou Fo domény je c-kruh, ktery se u savci sklada z8
monomerl (Watt et al., 2010). Kazdy monomer je tvofen dvéma a-helixy propojenymi kratkou
polarni smyckou. Jednotlivé podjednotky jsou sesklddany do kruhu — pfipohledu shora lze
pozorovat vnéjsi a vnitini kruh a-helixt, pfi¢emz vné se nachazi C-koncové a-helixy (délka 52 A)
a vnitini kruh tvofi N-koncové a-helixy (41 A) c-monomeru. Vnéjsi kruh je pak ve stiedové &astilehce
zkrouceny tak, Ze protomer svym tvarem trochu pfipomina presypaci hodiny. Ve svém nejuzsim
misté ma protomer priimér 42 A, na svych vrcholech 47 A. Sav¢i c-oligomer je se svymi 8 monomery

nejmensi pozorovany ze vSech F-ATPaz. (Stock, Leslie and Walker, 1999; Watt et al., 2010).

Mnoho otazek v poslednich letech vyvolava podjednotka a. Jako protonovy kanal je esencidlnim
proteinem pro funkci ATP syntdzy a bez jeji struktury nelze plné pochopit, jak je rotace c-kruhu

sprazenad s translokaci H*. Dosud nejnovéjsi poznatky o strukture podjednotky a predklada prace

Obr. 4 | 3D struktura F, domény

(A) Podjednotka a — zelené, podjednotka b — Cervené, A6L — modfe; oranZové jsou vyznaleny
domnélé ¢asti proteinl e a g. (B) Usporadani podjednotky a v membrané. (C) Detailni vyobrazeni 6
helix( podjednotky a (barevny prechod od modré az k cervené znadi strukturu proteinu od N k C
konci. Modré a Cervené struktury jsou hydrofobni ¢asti podjednotek b, resp. A6L.

Prevzato ze Zhou a kol. (2015).

Zhou a kolektivu (Zhou et al., 2015), které se podafrilo i diky studiim F-ATPazy rasy Polytomella sp.

(Allegretti et al., 2015) a V-ATPazy Saccharomyces cerevisiae (Zhang et al., 2016) ziskat detailnéjsi
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domnélou podobu Fo domény na zakladé elektronové kryomikroskopie. Dle této studie je
podjednotka a tvorena Sesti a-helixy - pét z nich je zanofeno v membrané. N-konec tohoto proteinu
zasahuje do mezimembranového prostoru mitochondrie, C-konec se nachazi v matrix. Prvni a-helix
(pocitano od N-konce) je v kontaktu s helixy podjednotek b a A6L a cely druhy a-helix vyéniva
v horizontdlni poloze na matrixové strané membrany. Stejné jako v polytomelle tteti a ¢tvrty a-helix
pravdépodobné neprotinaji celou membranu. Posledni dva dlouhé a-helixy jsou zkosené vzhledem
k roviné membrany (podobné jako v polytomelle) a jsou v kontaktu s c-kruhem (Zhou et al., 2015).

Aktuadlni pfedstava o organizaci F, domény je zndzornéna na Obr. 4.

Nejméné je znamo o tzv. ,malych” nebo také ,nadpocetnych” podjednotkach ATP syntdzy.
Nadpocetnymi byly nazvdny proto, Ze nebyl nalezen jejich bakterialni ortholog a patrné by nemély
mit pfimou ulohu v syntéze ATP. Jsou jimi e, f, g, A6L, DAPIT (protein asociovany s diabetem
ve tkanich regulovanych inzulinem) a MLQ (dle prvnich t¥i N-koncovych aminokyselin proteinu)
(shrnuje Walker, 2012). Jejich molekulové hmotnosti se pohybuji mezi 6,3 — 11,4 kDa. Pfedpoklada
se, Zze kazdy z téchto proteinl ma jeden transmembranovy a-helix a pravdépodobné se v enzymu
nachazeji jen v jedné kopii. Také byla prokazana jejich uniformni topologie — N-konce jaderné
kodovanych podjednotek se nachazeji v matrix mitochondrie, zatimco C-konce jsou lokalizovany
v mezimembranovém prostoru (Lee, S. J. Ding, et al., 2015).

Podjednotky e a g se nejspiS vyskytuji distalné vzhledem k c-oligomeru v ramci Fo domény;
zfejmé se podileji na dimerizaci ATP syntazy, jak bylo zjisténo u jejich orthologl u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae (Brunner, Everard-Gigot and Stuart, 2002). Podjednotka e mliZze mit navic
i ¢ast a-helixu vystupujiciho z membrany na vnéjsi strané (Zhou et al., 2015). Podjednotka f se zda
byt v sousedstvi pfedchozich dvou proteinll (Belogrudov, Tomich and Hatefi, 1996).

Mitochondridlné kéddovany protein A6L (také ATP8) ma opacnou topologii nez vSechny ostatni
,malé“ podjednotky — jeho C-konec vy¢niva a7 cca 60-70 A nad membranu do prostoru matrix
mitochondrie, kde interaguje s podjednotkami b, d a Fs periferniho stonku. Je mozné, Ze absence
nebo poskozeni tohoto proteinu mlze vést k destabilizaci periferniho stonku a Fo domény, a tim

padem vaznému naruseni syntézy ATP.

Nejnovéji popsanymi podjednotkami ATP syntazy jsou proteiny DAPIT a MLQ. O podjednotce
MLQ pojedndva samostatna kapitola 1.2.4.
DAPIT (také AGP dle prvnich tfi aminokyselin, nebo USMG5 — zvySena exprese béhem ristu

kosternich svalll (up-regulated during the skeletal muscle growth)) je 58 aminokyselin dlouhy
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protein s jednim transmembrdnovym a-helixem (Meyer et al., 2007) o molekulové hmotnosti
6 303 Da (Chen et al., 2007). Poprvé byl identifikovan v roce 2001 jako protein, ktery je asociovany
s tkdnémi regulovanymi inzulinem (to jsou predevsim kosterni svaly a tukova tkan). Pfi podani
streptozotocinu (STZ) potkandm lIze navodit diabetes typu | (Paivarinne and Kainulainen, 2001),
nebot STZ je toxickym analogem glukdzy, ktery ni¢i pankreatické B-bunky produkci kyslikovych
radikald afragmentaci DNA bunék. Vstupuje do nich presjejich GLUT2 glukézovy prenasec
(Szkudelski, 2001; Chaudhry et al., 2013). Bez B-bunék pak neni produkovdn inzulin potfebny
pro regulaci hladiny glukdzy v krvi a dochdzi k naruseni glukézového i glykogenového metabolismu.
V této studii bylo pozorovano, Ze v kontrolnich potkanech je DAPIT mRNA nejvice exprimovana
v kosterni a srdecni svaloving, které jsou citlivé vci inzulinu, a také v mozku, ktery neni inzulinem
regulovan. Poindukci diabetu typu 1 pomoci STZ doslo k poklesu mRNA v inzulin-sensitivnich
tkanich, zatimco v mozku nikoliv. Jak spolu ale DAPIT a diabetes souvisi, stale neni jasné (Paivarinne
and Kainulainen, 2001; Kontro et al., 2012). To, Ze je DAPIT (spolu s MLQ) podjednotkou ATP syntazy,
bylo zjisténo v roce 2007 dvéma na sobé nezavislymi védeckymi kolektivy (Chen et al., 2007; Meyer
et al., 2007). Dosud nejasna je stechiometrie podjednotky v ATP syntaze, ktera by mohla obsahovat
jednu nebo méné kopii DAPIT na enzymovy komplex (Chen et al., 2007). Jedind doposud
publikovana studie utiSeni exprese DAPIT podjednotky navrhovala vliv tohoto proteinu na asemblaci
nebo degradaci ATP syntazy, nebot hladiny asemblovaného komplexu jsou v tomto pfipadé snizeny

(Ohsakaya et al., 2011).

Periferni stonek

Periferni stonek je predevsim a-helikalni struktura ukotvend do membrany podjednotkou b Fo
domény. Podjednotka b pak vystupuje z membrany, kde s jeji horni hydrofilni polovinou interaguji
podjednotky d, Fs a OSCP. VSechny podjednotky jsou pak v kontaktu s a8 hexamerem — predevsim
podjednotka OSCP se svym N-koncem vaze na N-termindlni ¢ast jedné z a-podjednotek (shrnuje
Walker, 2012). VSechny Ctyfi proteiny se v enzymu nachazeji ve stechiometrii 1:1:1:1 (Collinson et
al., 1996).

Periferni stonek ma esencialni Ulohu pro funkci enzymu — vazbou podjednotky a v membrané
a B hexameru v F; doméné tuto strukturu ukotvuje a brani otaceni a6 hexameru pod tlakem

centralniho stonku. Podili se tak na spfazeni translokace protond a syntézy ATP.

Asemblace
Asemblace ATP syntdzy je komplikovany proces, kdy musi dojit ke spravnému sestaveni celého

enzymového komplexu z jednotlivych protein(.
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Jediné podjednotky ATP syntazy, syntetizované mitochondrialné jsou hydrofobni podjednotky a
a A6L (Anderson et al., 1981). Ostatni proteiny jsou produktem jaderné DNA — jejich syntéza probiha
v cytoplazmé a do mitochondrie jsou nasledné transportovany.

Dosavadni model biogeneze savéi F1Fo-ATP syntazy je stale hypoteticky a z velké ¢asti zaloZeny
na vyzkumu procesu v mutantach S. cerevisiae (Rihle and Leister, 2015). Nejprve dojde k asemblaci
F1 domény v matrix mitochondrie (a to nezdvisle na Fo doméné i perifernim stonku) a k sestaveni c-
kruhu ve vnitini membrané. Kompletni F; subkomplex se pravdépodobné poté navdze na hotovy c-
kruh, nasleduji podjednotky periferniho stonku a malé podjednotky Fo domény. Az nakonec se
pfipoji oba mitochondridlné kédované proteiny a a A6L (Wittig et al., 2010). Protonovy kanal je
posledni asemblovanou podjednotkou ziejmé proto, aby bylo zabranéno nezadouci disipaci
protonového gradientu nekompletnim enzymem (Tzagoloff et al., 2004). Proces asemblace je shrnut

na Obr. 5.

Mimo samotnych podjednotek se sestavovdni enzymu podili tzv. asemblacni faktory — tedy
proteiny, které asociuji s podjednotkami béhem asemblace a usnadiuji jejich zabudovani
do vznikajiciho komplexu, ale samy nejsou soucasti findlniho holoenzymu. Tyto proteiny se zadsadné

lisSi mezi vysSimi a nizSimi eukaryoty. Zatimco u S. cerevisiae byla identifikovana cela rada faktor(

F, F,+c cv* cV

Obr. 5 | Hypotetické schéma asemblace ATP syntazy.

podilejicich se na expresi (Ncal-3, Nam1, Aepl-3, Atp10, Atp22 and Atp25) nebo inkorporaci
mtDNA-kédovanych podjednotek do enzymu (Atpl0O, Atp22, Atp23) (Tzagoloff et al., 2004,
Ackerman and Tzagoloff, 2005; Osman et al., 2007; Zeng, Hourset and Tzagoloff, 2007; Zeng,
Neupert and Tzagoloff, 2007; Zeng et al., 2008), evolucni zmény ve strukture mtDNA gen( i regulaci

jejich exprese u savcl vedly ke ztraté téchto faktor(i. Naopak vysokou miru sekvencni i funkéni
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konzervovanosti vykazuji proteiny ATP11 a ATP12 - chaperony podjednotek a a 8 (Wang, White and
Ackerman, 2001).

Novy asemblacni factor TMEM70 byl objeven pfi hledani molekuldrni podstaty vzacného
détského onemocnéni spojeného s izolovanym defektem ATP syntazy (Cizkova et al., 2008; Housték,
Kmoch and Zeman, 2009). Mutace genu kddujici tento protein jsou nejcastéjsi pric¢inou ATP
syntazovych deficienci s puvodem v jaderném genomu. Transmembrdnovy protein vnitini
mitochondridlni membrany TMEM70 se vyskytuje specificky u vy$sich eukaroyot, patrné se ucastni
ranych fazi asemblace enzymu, ale jeho uloha neni dosud presné objasnéna (Housték et al., 1999;
Hejzlarova et al., 2011; Kratochvilova et al., 2014).

VyssSi struktury ATP syntdzy

Modra nativni elektroforéza (BNE-PAGE) za standardnich podminek detekovala ATP syntazu
pouze jako monomer, ktery si zachovava hydrolytickou aktivitu (Arnold et al., 1999). Avsak Setrnéjsi
Cista nativni elektroforéza (CNE-PAGE) a elektronovd mikroskopie dovolila studovat enzym
ve fyziologickém stavu v membrané — ukazalo se, Ze ATP syntdza tvofi pfedevsim homooligomerni
Schagger and Pfeiffer, 2000; Krause et al., 2005; Strauss et al., 2008). Pfima vazba mezi ATP
syntetickou aktivitou a organizaci enzymu do vyssich strukturnich celkd neni jasna, ale ukazuje se,
ze dimery FiFo-ATP syntdzy se pravdépodobné podili na formovani krist — byl pozorovan vyskyt
dimerd enzymu na zakfivenich membrany (Dudkina et al., 2005; Davies et al., 2012). Nékteré
termodynamické teorie pak navrhuiji, Ze v apexech krist se tvori vyssi gradient pH, umoznujici vyssi

ucinnost produkce ATP (Obr. 6) (Davies et al., 2011).
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cytosol
pH 7.35

vnéjsi membrana

Obr. 6 | Dimery ATP syntazy v zakfivenich krist.

Dimery ATP syntdzy (Zluté) na misté ohybu krist. Protony (Cervené) jsou pumpovany do vnitfniho
prostoru krist komplexy respiracniho retézce (zelené). Toto usporadani umoznuje tvofrit lokalni pH
gradient. Pfevzato a upraveno z Davies a kol. (2011)

Funkce
Esencidlni funkci F1Fo-ATP syntdzy je produkce ATP. Enzym zuzitkovavd protonovy gradient

vybudovany respiracnim fetézcem k syntéze ATP z ADP a Pi. H' nachazejici se v intermembranovém
prostoru ve vyssi koncentraci prichdzeji k protonovému kanalu a, kde se navdZou na negativni
karboxylovou skupinu aspartdtu nebo glutamdatu podjednotky c. Neutralizovand karboxylova
skupina oslabi interakci s konzervovanym argininem podjednotky a a Brownovym pohybem se c-
kruh otaci proti sméru hodinovych rucicek, nez je jeho poloha fixovana interakci Glu/Asp sousedniho
monomeru s Arg podjednotky a. Tim se prvni Glu/Asp s navdzanym H* ocitnou v hydrofobnim
prostfedi lipidové dvojvrstvy a na sousednim monomeru probihd dalsi kolo protonace.
Po probéhnuti celé otacky prislusného monomeru je neutralizovany Glu/Asp vystaven do druhé
Casti protonového kandlu, kde se obnovi negativni ndboj na aminokyselinovém zbytku a proton
difunduje do mitochondridlni matrix. Tento dnes jiZz ucebnicovy model mechanismu rotace
predstavil Wolfgang Junge (Obr. 7) (Junge, Lill and Engelbrecht, 1997), ale protoZe jesté nezname

presnou strukturu protonového kanalu, model neni kompletni.
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4

podjednotka a I c-kruh

| o Obr. 7 | Jungdv model rotace c-kruhu
1 Prevzato a upraveno z Walker 2013.

Na zakladé Mitchellovy chemiosomotické teorie vyslovil Paul. D. Boyer (Boyer, 1975) hypotézu
mechanismu syntézy ATP, kdy se domnival, Ze rotace ATP syntazy pohanéna membranovym
potencidlem nebo protonaci/deprotonaci nabitych skupin enzymu by mohla byt sprazena
s protonovym tokem pres membranu. Rotace enzymu pak méni konformaci katalytického mista,
coz vede k pfimé chemické syntéze ATP (tzv. ,binding-change mechanism“). Tato hypotéza byla
potvrzena po objasnéni struktury Fi-ATP syntdzy ve vysokém rozliSeni Johnem E. Walkerem a kol.
(Abrahams et al., 1994). Ze dochézi k ATP-dependentni rotaci centralniho stonku enzymu vzhledem
k imobilizovanému a8 hexameru, bylo pfimo pozorovano skupinou Hiroyukiho Noji (Noji et al.,

1997).

Jak se c-oligomer pohybuje, otaci podjednotkami y, § a € — podjednotka y pak interaguje svym
asymetrickym vrcholem s vnitfnim rozhranim a8 hexameru, ¢imz méni konformaci v podjednotkach
8. Hexamer ma tfi katalytickd mista v 8 monomeru na rozhrani s a podjednotkou, kterad zaujimaji tfi
razné stavy — ,open” (otevreny), ,loose” (volny) a ,tight” (tésny). Kazdy stav ma rozdilnou afinitu
k nukleotidim; v otevieném stavu nukleotidy vazany nejsou (oznaceni pro takovou konformaci je
Be), ve volném (Bop) se v katalytickém misté nachazi ADP i P;, ale ksyntéze ATP dochazi
az po uzavreni katalytického mista ve stavu tésném (B+p). OtocCeni podjednotky y nejdrive o 80°
a poté o 40° vede ke vzniku jednoho ATP (Masaike et al., 2008). Béhem celého cyklu (otoceni

centralniho stonku o 360°) dojde k syntéze celkem tfi molekul ATP.

Efektivita celého procesu je dana poétem monomer(, ze kterych je sloZzena podjednotka c.
Nejefektivnéjsi je proto c-oktamer, ktery je pfitomen pravdépodobné u vsech mnohobunécnych

ZivoCichl — osm monomerl znamena 8 H* potfebnych k otoceni centradlniho stonku o 360° -
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na jednu molekulu ATP je tedy potfeba 2,7 H*. Ostatni skupiny organism( maji c-kruh slozeny z 10

az 15 monomerl — pro tvorbu jednoho ATP je pak pottreba 3,3 — 5 H* (Watt et al., 2010).

Hydrolyticka aktivita ATP syntazy a protein IF1

Za fyziologickych podminek pfispiva ATP-syntaza k depleci protonového elektrochemického
gradientu (Aux.) difdzi H* po koncentraénim gradientu pres protonovy kanal a zpét do matrix
mitochondrie za syntézy ATP. Dojde-li k vyraznému poklesu Auy. napt. pfi poskozeni OXPHOS
nebo pfi vycerpani substratl OXPHOS (pfi ischemii, hypoxii), ATP syntaza obrati svou katalytickou
¢innost a za€ne aktivné pumpovat H* z matrix do mezimembranového prostoru mitochondrie
za hydrolyzy ATP. Timto mechanismem dochdzi k opétovnému vybudovani membranového
potencidlu (AW,), ktery je nezbytny pro fadu déjd, véetné importu proteind do mitochondrie
(shrnuje Faccenda and Campanella, 2012). V pfirodé tohoto mechanismu vyuZivaji fakultativné
anaerobni bakterie, v mitochondriich vSak dochdzi k zbytecnému plytvani cytoplasmatickych zdsob
ATP (Walker, 1994).

Proteinem, ktery by mél zabranit reverzi funkce ATP syntdzy, je IF1 (inhibi¢ni faktor 1, obr. 8)
(Pullman and Monroy, 1963). Jedna se o bazicky 10kDa protein, jehoZ homology nalezneme u savcd,
kvasinek arostlin. Lidsky IF1 je slozen z81 aminokyselin. Nachazi se predevsim v matrix
mitochondrie, ale byl nalezen i cytosolu, plasmatické membrané a dokonce v extracelularnim

prostfedi (shrnuje Faccenda and Campanella, 2012).
A

\‘-JJ_.J_I;r‘(_(_‘:‘r;‘"j;_f_sﬁj‘—_‘!j!JJJ' Obr. 8 | IF1 a jeho interakce s ATP syntazou
D (A) Struktura homodimeru IF1.

(B) Monomer IF1  proteinu  (tyrkysové)
inhibujici ATP syntazu.

(C) Vazebné misto pro IF1 mezi a-helixy C-
koncové domény ape (Cervené) a Bop (Zluté)
podjednotek.

(D) Interakce IF1 s y podjednotkou (modre).
Na obr. 8 (B) podjednotka & zelené,
podjednotka ¢ fialové.

Pfevzato z Walker 2013.

IF1je specifickym inhibitorem hydrolyzy ATP a existuje ve dvou oligomernich stavech v zavislosti
na pH — pfi nizkém pH (<6,7) tvofi protein homodimer ze dvou a-helix(i tvoficich svymi C-konci
antiparalelni nadsroubovici. Pfi pH 8 prevaZuje inaktivni homotetramer IF1 a vyssi struktury. Pfi pH

6,5 jsou tetramery a dimery proteinu v rovnovaze (E. Cabezdn et al., 2000). Rozpadem tetrameru
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dojde k odhaleni dvou sekvenci na N-koncich IF1 dimeru, které se mohou vazat na dvé F; domény
zaroven (E Cabezon et al., 2000). Protein inhibuje ATP syntazu vazbou do katalytického rozhrani
mezi app a Bpp jednotky (Cabezdn et al., 2002).

IF1 je dlleZitym onkogennim markerem — je nadprodukovan v nékterych typech nador(. Inhibici
ATP syntazy totiz dochazi k aktivaci aerobni glykolyzy, cozZ je jev znamy jako Warburglv efekt. Také
muze zajistovat ROS signalizaci vedouci k prevenci apoptdézy (Sanchez-Aragé et al., 2013;

Hardonniére et al., 2017).

Mitochondridlni por prechodné propustnosti

Existuje hypotéza, Ze by mohla FiF,-ATP syntdza hrat roli ve tvorbé mitochondridlniho péru
pfechodné rozpustnosti (MPTP) (Giorgio et al., 2009, 2013) — jednd se o por otevirajici se za pfrilis
vysoké koncentrace Ca* v mitochondridlni matrix, ktery pak nespecificky propousti molekuly
do velikosti 1 500 Da (Halestrap et al., 1998). Struktura MPTP je ale stale nejasnd, tato hypotéza
jesSté nebyla presvédcivé dokdzana. Zatimco nékteré publikace navrhuji, Ze pdr tvofici entitou je
podjednotka ¢ mitochondridlni ATP syntdzy (Bonora et al., 2013; Alavian et al., 2014), jiné tuto

hypotézu pomérné presvédcivé vyvraceji (He et al., 2017)

1.2.4 MLQ

MLQ (6,8 kDa proteolipid nebo C140RF2) byl poprvé izolovan z hovéziho srdce v roce 1989
chloroform/methanolovou extrakci (Terzi et al., 1990). Dvéma na sobé nezavislym védeckym
kolektivim se podafilo potvrdit, Ze MLQ a DAPIT jsou podjednotkou ATP syntazy. Podafilo se jim
izolovat cely enzymovy komplex za pfitomnosti exogennich membranovych fosfolipidl
a/nebo za pouziti slabych detergentl (digitonin, n-dodecyl-B-D-maltosid (DDM)) v nizkych
koncentracich (Chen et al., 2007; Meyer et al., 2007). Diky snadné disociaci obou protein(
z enzymového komplexu pfi pouZiti silnéjSich detergentli, které jsou béiné pouzivany
v krystalografickych studiich, nebyla dfive asociace obou protein(i s TAP syntazou zaznamenana.
Zaroven bylo ukazano, ze MLQ je soucasti monomer( i dimer( ATP syntazy (Chen et al., 2007; Meyer
et al., 2007).
Struktura

Jedna se o kratky zasadity polypeptid sloZzeny z 58 aminokyselin (Obr. 9). Molekulovd hmotnost
lidského proteinu je 6 662 Da. Ma jeden predpokladany hydrofobni a-helix, ktery zifejmé tvofri
transmembranovou doménu (Meyer et al., 2007). Stechiometrie proteinu v enzymu neni zatim

znama. Zatimco u proteinu DAPIT se podafilo stechiometrii odhadnout diky pfitomnosti pravé

18



jednoho cysteinu v jeho struktufe, ktery umoznil radioaktivni znaceni jodoacetamidem (Chen et al.,
2007), U MLQ neni mozno tento pfistup vyuZit, nebot cystein neobsahuje. Dosud nebyly publikovany

ani zadné posttranslacni modifikace MLQ proteinu.

MLQSIIKNIWIPMKPYYTKVYQEIWIGMGLMGFIVYKIRAADKRSKALKASAPAPGHH

Obr. 9 | Aminokyselinova sekvence proteinu MLQ

Protein ma své orthology u obratlovcl, zatimco v kvasinkach S. cerevisiae a v jinych houbach
homology nalezeny nebyly (Chen et al., 2007; Meyer et al., 2007).

Obé prace naznacuji velmi slabou interakci proteinu s enzymem a absence MLQ neméla Zadny
dopad na katalytickou aktivitu izolovaného enzymu. | vzhledem k nizké konzervovanosti MLQ lze
predpokladat, Ze se nebude pfimo vyznamné podilet na syntéze ATP (Meyer et al., 2007).

Funkce

O funkci MLQ byla dosud publikovana pouze jedna studie. Fujikawa a kol. (Fujikawa et al., 2014)
vytvorili bunéény model se sniZzenou expresi (tzv. knock-down, KD) mRNA MLQ v Hela bunkach
pomoci shRNA. Ve dvou bunécnych liniich se podafilo sniZit mnozstvi mRNA na 40 %,
respektive na 10 % oproti kontrolnim bunkam. S touto zménou korespondovalo sniZeni hladiny
MLQ proteinu, stejné jako nizsi obsah a a 8 podjednotek, i celého ATP syntazového komplexu.
Zadnou z pouzitych protildtek nebyly detekovany jakékoliv formy asemblaénich subkomplexdi.
Jelikoz hladiny mRNA pro podjednotky a@ a 8 byly nezménény, usoudili Fujikawa a kol.,
Ze proteosyntéza v poskozenych burkdach zlstala nenarusena, a a a 8 proteiny jsou, stejné jako
ostatni podjednotky, rychleji degradovany v KD bunkach aZ po nelspésném zabudovani
do enzymového komplexu. Mitochondrialni produkce ATP byla v KD burikdch nizsi v porovnani
s kontrolami, coZ korespondovalo se snizenym obsahem ATP syntazy. Komplexy dychaciho fetézce
a membrdnovy potencial defektem MLQ naruSeny nebyly.

Co se tyka fenotypu bunék samotnych, KD bufky rostly pomaleji nez ty kontrolni. Vyménou
glukdézy za galaktézu v kultivaénim médiu poukazali védci nazvySenou zdvislost na ATP
produkovaném v glykolyze v KD burikach. V bezglukézovém médiu zemrelo béhem dvou dn(i 30 %
KD bunék, zatimco zdravych bunék ubylo jen 10 %.

Na zakladé ziskanych dat Fujikawa a kol. pFisuzuji MLQ stabiliza¢ni roli. Stejné jako u proteinu
DAPIT, jehoz funkéni studie pochazi ze stejné laboratore, predpokladaji, Ze MLQ bude mit zasadni

roli na stabilitu a sestavovani celého komplexu. Na stabiliza¢ni funkci poukazuje i nedavna studie,
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kterd se zaméfrila na sitovani (crosslinking) podjednotek membranové ¢asti ATP syntazy a ukazala
strukturni blizkost v rdmci enzymového komplexu mezi proteiny MLQ, DAPIT, e a f (Lee, S. Ding, et

al., 2015).
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2 Cile prace
Obecnym cilem této diplomové prace bylo objasnit roli proteinu MLQ ve strukture, sestavovani

a funkci F1Fo ATP-syntazy. Dilci cile prace zahrnuji:

1. Pripravit bunécny model s deficienci proteinu MLQ
2. Popsat vliv deficience MLQ na sestavovani (asemblaci) a strukturu ATP syntazy pomoci
elektroforetickych metod

3. Objasnit vliv absence MLQ na funkci oxidac¢ni fosforylace
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3 Materialy a metody

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

6-aminohexanova kyselina
ADP

Agardza

Akrylamid

Askorbat
Bisakrylamid
Ampicilin

Aurovertin
Bradfordovo cinidlo
Bis-Tris

BSA (hovézi sérovy albumin)
Digitonin

DMM

DMSO

DMEM + GlutaMax™
EDTA

EGTA

Ethanol

FBS (plodové hovézi sérum)
FCCP

Glukéza

Glutamat sodny
Glycerol

HEPES

Chloroform

Imidazol

Isopropanol
Kanamycin

KCN

Malat sodny
Malonat
2-Merkaptoethanol
METAFECTENE PRO
Methanol
Myxothiazol

NativeMark Unstained Protein Standard

Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
SERVA (Némecko)
Sigma-Aldrich (USA)
SERVA (Némecko)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Bio-Rad, USA
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Thermo Fisher Scientific (USA)

Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)

Thermo Fisher Scientific (USA)

Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Biontex (Némecko)
Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)

Themo Fisher Scientific



Laktino susené mléko
LB Agar

Oligomycin
PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Penicilin/streptomycin
Peroxodisiran amonny
Ponceau S

PPP Master mix
Proteinadza K
Puromycin

RNaseZap

Rotenon

SDS

Serva Blue G

Sukcinat sodny
TEMED

TMPD

Tris

Tricin

TRIzol reagent

Trypsin

Tween-20

3.1.1 Poutzité kity

DNA-free DNA Removal Kit
EndoFree Plasmid Maxi Kit
QlAamp DNA mini kit

QIAquick PCR Purification kit
SCRIPT cDNA Synthesis kit
SURVEYOR Mutation Detection Kit

ARTIFEX Instant (CR)

Thermo Fisher Scientific (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Thermo Fisher Scientific (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Bio-Rad, USA

Sigma-Aldrich

Top-Bio (CR)

Roche (Svycarsko)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

SERVA (Némecko)

SERVA (Némecko)
Sigma-Aldrich (USA)

SERVA (Némecko)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Thermo Fisher Scientific (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Thermo Fisher Scientific (USA)
QIAGEN (USA)
QIAGEN (USA)
QIAGEN (USA)

Jena Bioscience (Némecko)

Integrated DNA Technologies (USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace bunék HEK293

Pro vytvoreni bunécnych modeld MLQ KD (knock-down) a MLQ KO (knock-out) byly pouZity
bunky HEK293 — bunécna linie odvozena z lidskych embryonalnich ledvinovych bunék. Pokud neni
uvedeno jinak, byly buriky kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
+ GlutaMax™ s obsahem glukézy 4,5 g/L, 10% (v/v) FBS, 20 mM HEPES a antibiotiky (penicilin

(10 U/mL) a streptomycin (10 pg/mL).

Kontrolni bunky HEK293 divokého typu i burnky sabsenci MLQ proteinu byly péstovany
v 12 mL kultivaéniho média na kultivaénich miskdch o plose 100 cm? (@ 10 cm). Buriky byly

prechovavdany v termostatu pti 37 °C v atmosfére s 5% CO,.

Pasazovani probihalo pfi 80 — 100% konfluenci ve sterilnim laminarnim boxu. PBS (fosfatovy pufr,
140 mM NaCl, 5 mM KCl, 8 mM Na;HPO,, 1,5 mM KH,PO,, pH 7,2 — 7,3) bylo pouZivano pfi pokojové
teploté, kultivaéni médium a roztok T+E (0,05% trypsin + 0,02% EDTA v PBS) byly predem
vytemperovany ve vodni lazni na 37 °C. Po odsati média byla kultivaéni miska promyta 5 mL
a nasledné byly bunky vystaveny plsobeni 1,5 mL T+E, ¢imZ se béhem 3-5 minut uvolnily ze dna
misky. Pfidanim 5 mL kultivacniho média byla tzv. trypsinizace inhibovana. Suspenze bunék byla
pak vyredéna kultivacnim médiem v potfebném pomeéru, resuspendovana a 1-3 mL napipetovany

na novou misku s médiem.

Sklizeni bunék probihalo mimo sterilni box na ledu (4 °C). Médium z kultivacni misky bylo slito
do kadinky k pozdéjsSimu poufZiti. Miska byla proplachnuta 5 mL PBS, trypsinizovdna 1,5 mL T+E
(po dobu 3-5 min) a doplnéna plivodnim médiem do 10 mL celkového objemu. Po resuspendaci byla
homogenni smés prenesena do 15 mL sterilnich zkumavek a centrifugovdana 5 min pfi300 g
na centrifuze Sigma 3-K18 (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Némecko). Supernatant byl odstranén
a pelet byl resuspendovan v malém objemu vychlazeného PBS, kterym byla pak dand zkumavka
doplnéna do objemu 10 mL a centrifugovana opét 5 min pfi 300 g. Promyti v PBS bylo opakovano
pokazdé dvakrat. Po posledni centrifugaci byl pelet zamraZen pro potfeby elektroforetickych analyz,

nebo resuspendovan ve 150 — 300 uL PBS pro méreni respirace v oxygrafu.

K centrifugaci byly vyuZivany rotory SIGMA 11 133 a 12 131.
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3.2.2 Stanoveni koncentrace proteinu Bradfordovou metodou

Vzorky byly zfedény v poméru 1:10 v destilované H,O (dH,0), promichany na vortexu
a sonikovany mikrosondou po dobu 20 s pfiintenzité 20 % v sonikdatoru BANDELIN SONOPULS
(BANDELIN electronic GmbH, Némecko). Poté bylo odebrano 10 pL sonikovaného vzorku do Cisté
zkumavky s 990 pL dH,0, promichano na vortexu a opét sonikovano. Do kazdé zkumavky pak bylo
pfiddno 250 pL Bradfordova Ccinidla (Bio-Rad, USA), promichano navortexu ainkubovano
pfi pokojové teploté po dobu 2 min. Obsah zkumavky byl pfenesen do plastové polystyrenové
kyvety o Sifce 1 cm a byla zméfena absorbance pfivinové délce 595 nm na spektrofotometru
BioPhotometer (Eppendorf, Némecko). Pfesna koncentrace pak byla spoctena dle kalibraéni primky.
Kalibra¢ni standardy byly pfipraveny ze zadsobniho BSA o koncentraci 0,2 mg/mL — v 1 mL H,O bylo
0, 4, 8, 16 nebo 20 pg BSA.

3.2.3 Bunécné modely

PGvodnim modelem pro studium proteinu MLQ mély byt HEK293 burky se snizenou expresi
proteinu MLQ, pfipravené pomoci technologie short hairpin RNA (shRNA). Po nelspésném pokusu
ustanovit takové studijni linie jsem se zaméfila na vytvoreni modelu sinaktivovanym genem

Cl4orf2, ktery kéduje protein MLQ.

Gen Cl4orf2 byl vHEK293 bunkach vyfazen pomoci technologie CRISPR s parovymi Cas9
nikdzami specificky cilenymi pomoci dvou rdznych guideRNA (gRNA) (Ran, Hsu, Lin, et al., 2013).
CRISPR (nahromadéné, kratké palindromatické repetice)/Cas (asociované s CRISPR) je plvodem
bakterialni adaptivni imunitni systém, ktery bakterii brani pred bakteriofagy a cizimi plazmidy. Jde
o formu tzv. ziskané imunity a funguje ve tfech fazich. V prvni fazi dojde k imunizaci — po nékaze
fagem ci plazmidem rozpozna bunka cizi DNA a inkorporuje do CRISPR lokusu novou repetici
a tzv. ,spacer” (mezernikovd) DNA — tato kratka DNA je vmezefena mezi dvé CRISPR repetice a je
odvozena od DNA faga ¢i plazmidu. Ve druhé fazi jsou tyto repetice aspacer DNA prepsany
do prekurzoru, ze kterého pak vznikaji CRISPR guide RNA (crRNA). V posledni fazi crRNA specificky
rozpoznaji cizi DNA, na kterou navedou efektorovy komplex sloZeny z Cas protein( a cizoroda DNA
je rozStépena (Horvath and Barrangou, 2010; Marraffini and Sontheimer, 2010; Heler, Marraffini

and Bikard, 2014).

Princip CRISPR/Cas9 byl nasledné modifikovan s cilem vytvofit systém pro Gpravu genomu. Cas9
endonukledza in vivo vyZzaduje dualni RNA — komplex crRNA a transaktivaéni crRNA (tracrRNA) —

pro nalezeni cilové DNA, kde poté indukuje dvouvldknovy zlom. Sfizovanim 3’ konce crRNA, ktery je
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kompatibilni s cilovou sekvenci, a 5’ konce tracrRNA, jehoz vldsenkova struktura zajistuje interakci
s Cas9, lze vytvorit jeden chimericky RNA duplex, ktery napodobuje dualni RNA a staci pro navedeni
Cas9 na vybranou sekvenci (Jinek et al., 2012). V lidskych burkach ale za takovych podminek dochazi
k neZzddouci mutagenezi kvdli toleranci Spatné sparovanych bazi mezi gRNA acilovou DNA
(D’Agostino and D’Aniello, 2017). Pro knock-out genu MLQ byly proto pouzZity jeSté presnéjsi Cas9-
D10A nikdzy pdrované s dvéma chimérickymi RNA duplexy (Obr. , kterou Ran a kol., autofi této
metody, oznadili jako single-guide RNA (Ran, Hsu, Lin, et al., 2013). V tomto pfipadé je vyuZita
modifikovana endonukleaza Cas9 sjednou aminokyselinovou zaménou (D10A), diky niZ je
inhibovdna nukledzova aktivita enzymu, coZvede k aktivaci nikdzové cinnosti. Nikdzy Cas9n
produkuji jen jednovlaknové zlomy DNA — se dvéma parovanymi sgRNA (jedna se vaZze na sense
vldkno, druhd na antisense) jsou tak rekrutovany dvé nikazy Cas9n, které jsou aktivovany teprve po
vazbé obou sgRNA na sekvenci dle naseho zajmu. Funguji simultanné, proto dojde ke vzniku 5°-
koncovych presahd, které jsou nasledné opraveny za vzniku inzerci a deleci (Ran, Hsu, Lin, et al.,
2013). Proto, aby k sestfihu doslo, je dlilezita PAM sekvence, tj. sekvence sousedici s protospacerem
(D’Agostino & D’Aniello, 2017). Oproti Cas9 je tedy pravdépodobnost plsobeni Cas9n na jinych

lokusech zredukovana 50x az 1500x (Ran, Hsu, Lin, et al., 2013).

¥ gRNAT
5’ CCGGAGGCGGEGETEGAGGEGETCEGGECTCEOGECETCECACTGARACTTTTCGTCCARCTTCTGEGCTGTTCTCECTTCGE
| PAM spacing = 76 bp
(recommended limits = 30 to 150 bp)

3' GGCCTCCGCCCCACCTCCCCCAGCCCCGAGCGCCGCAGCGTGACT TTEARMRGCAGGTTGAAGACCCGACAAGAGCGAAGEC
gRNAZ 302
Obr. 10 | Parované sgRNA (gRNA) nasedajici na cilovou sekvenci

Pfevzato z sigmaaldrich.com

26



Plasmidy
KD MLQ

Pro silencing Cl4orf2 jsem vyuzila knihovnu komeréné dostupnych vlasenkovych sekvenci
dle konsorcia TRC (MISSION®, Sigma-Aldrich, USA), avybrala pét rlznych shRNA vlasenek se
sekvencemi komplementarnimi k exonu 2 genu C14orf2 a jednu kontrolni (,,scrambled”) vlasenku
(Tab. 1). Sekvence vlasenek byly zaklonovany v plasmidu pLKO.1-puro, ve kterém je shRNA
exprimovana pod U6 promotorem. Amplifikaci plasmidu v bakteriich umoziuje gen
pro ampicilinovou rezistenci a selekce stabilnich eukaryotnich linii se provadi nazdkladé

puromycinové rezistence (Obr. 11).

000 =
Sense Strand P Antisense Strand
= CCGGMNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTT =
— GO SCTC AAAA  w—

h

ue cppt

puroR

I ey
s pLKO.1-puro e

RSV/5' LTR "'. 7086 bp

f1 ori

pUC ori

ampR

Sense Strand

doo™

Antisense Strand

Obr. 11 | Schéma vektoru pLKO.1-puro

U6 — promotor pro expresi ShRNA, ampR — gen pro rezistenci vici ampicilinu pod bakterialnim
promotorem (f1 ori); puroR gen pro rezistenci vici puromycinu pod eukaryotickym promotorem
(hPGK — promotor fosfoglycerat kindzy). Pfevzato z sigmaaldrich.com

Tab. 1 | Vlasenky pouZité v tomto experimentu

Pracovni ozna¢eni  TRC ID klonu Cilova sekvence

shRNA 1 TRCN0000129698 CCAAAGTTTACCAGGAGATTT
shRNA 2 TRCN0000130571 CAGGCATACTCTGAGTAGATA
shRNA 3 TRCN0000129541 GAAGCCCTACTACACCAAAGT
shRNA 4 TRCN0000128535 CTACTACACCAAAGTTTACCA

shRNA 5 TRCN0000129409 GATCTGTGAGATGCACTGCTA
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KO MLQ

Pro vyrazeni funkce genu (knock-out, KO) c14orf2 jsem vyuzila komeréné dostupnou knihovnu
gRNA vlasenek cilenych na lidské geny (Sigma-Aldrich, USA). Z knihovny byly zvoleny tfi gRNA
nasedajici na sense vldkno (oznaceny 4, 5, 6) a tfi gRNA nasedajici na antisense vlakno (oznaceny 1,
2, 3) exonu 2 genu Cl4orf2 (Tab. 2), které jsem obdrzela ve formé expresnich plasmidd (Obr. 12).
Zaroven byl pofizen expresni plasmid pro CAS9-10A nikdzu fuzovanou s GFP exprimovanou pod CMV
promotorem (Sigma-Aldrich, USA).

Miul Nhel

cmv Cas9 Xbal
7 (or Cas9-D10A)

19-20bp
Target Region

pCMV-Cas9
or

pUG-gRNA

(2,349 bp)

pCMV-Cas9-D10A
(7,037 bp)

pUC ori Kan*

Obr. 12 | Schéma plazmidovych vektord pro Cas9 nikazu a gRNA

Cas9 nikdza je exprimovana pod promotorem CMV, zatimco gRNA jsou exprimovany
pod promotorem U6. Bakteridlni selekce je umoZnéna pfitomnosti genu pro kanamycinovou
rezistenci (Kan'"). Pfevzato z sigmaaldrich.com

Tab. 2 | gRNA pouZité v tomto experimentu

Oznaceni  gRNAID gRNA sekvence
1 HSLO000631276 GGTGTAGTAGGGCTTCATGGGG
2 HSLO000631277 TTGGTGTAGTAGGGCTTCATGG
3 HSLO000631278 GGTAAACTTTGGTGTAGTAGGG
4 HSL0000631281 CAAAGTTTACCAGGAGATTTGG
5 HSL0000631282 TTTACCAGGAGATTTGGATAGG
6 HSL0000631283 CTTCATCGTTTATAAAATCCGG

Transformace a amplifikace plasmidu
Amplifikace plasmidl byla provadéna v bakteriich Escherichia coli. Plasmidy byly transformovany

do kompetentnich bunék DH5a kmene Escherichia coli (Thermofisher, USA). Do sterilni 1,5mL
zkumavky s 50 pL E. coli na ledu bylo pfidano po 1 pL plasmidové DNA (1 ng DNA). Po 30min inkubaci

na ledu byly bunky vystaveny teplotnimu Soku ve 42°C vodni lazni po dobu 20 s a nasledné byly
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chlazeny na ledu po dobu 2 min. Poté byly zkumavky umistény do tfepaciho blocku predehratého
na 37 °C a bylo do nich napipetovano 950 uL predehratého LB média. PFi rychlosti 225 rpm pak byly
bunky inkubovany 1 h pfi 37 °C. Bakterialni kultury byly pak rozetreny na selekéni bakteriologické
plotny (LB médium + 1,5% agar) s pfidanym ampicilinem (100 pg/mL; Sigma-Aldrich, USA) v pfipadé
KD MLQ, nebo kanamycinem (50 pg/mL, Sigma-Aldrich, USA) v pfipadé KO MLQ ockovaci kli¢kou
a inkubovany 24 h pfi 37°C.

Izolace plasmidd

Proizolaci plasmidi byl pouzit EndoFree Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, USA). Vybrané izolované kolonie
nasazené predchozi den byly zaockovany do 15 mL falkonky se 3 mL LB média obohaceného
o ampicilin (100 pg/mL) nebo o kanamycin (50 pg/mL) a inkubovany cca 8 h pfi 37 C za tfepani
pfi 300 rpm, ¢imZ byla zaloZena tzv. startovaci kulturu. 200 ul startovaci kultury bylo inokulovano
do 100 mL selekéniho LB média a inkubovano za stalého tfepani za stejnych podminek dalSich 14 h.
Narostlé bakteridlni kultury byly centrifugovany pfi 6000 g/15 min/4 C, supernatant byl odstranén
a z bakteridlni pelety byl plasmid izolovan dle instrukci vyrobce. Peleta byla resuspendovdnav 10 mL
pufru P1 anasledné lyzovana pridavkem 10 mL pufru P2. Vznikly viskdzni lyzat byl promichan
opatrnym otacenim zkumavek (4-6x). Zkumavky byly pak inkubovany 5 min pfi pokojové teploté.
Mezitim byly na QlAfilter Maxi Cartridge nasazeny zatky. Po inkubaci byl ptidan vychlazeny pufr P3
10 mL, jehoz pfidavkem dosSlo k neutralizaci suspenze a k precipitaci srazeniny obsahujici
genomovou DNA, proteiny, dodecyl sulfat draselny a zbytky bunék. lhned po promichani byla
suspenze prelita do QlAfilter Cartridge a inkubovana pfi pokojové teploté 10 min. Po inkubaci byly
odstranény zatky z QlAfilter Catridge a s pomoci pistu byl lyzat pfenesen do Cisté 50 mL zkumavky.
Do filtrovaného lyzatu bylo pfidano 2,5 mL pufru ER (slouzi k odstranéni endotoxinu) a takto byla
zkumavka promichana otocenim (10x) ainkubovana 30 min naledu. Béhem inkubace byly
ekvilibrovany kolony QIAGEN-tip 100/500 - cely objem pufru QBT 10 mL kolonou volné protekl.
Po 30 min inkubace byl lyzat nanesen do QIAGEN-tip kolony. Po odteceni tekutiny byla kolona
promyta 2 x 30 mL pufrem QC. Nakonec byla kolona vloZzena do 50 mL sterilni zkumavky a DNA byla
eluovana 15 mL pufru QN. Eluovana DNA byla precipitovana 10,5 mL isopropanolu pfi pokojové
teploté a centrifugovana pti 15 000 g/30 min/4 °C. Supernatant byl opatrné odstranén a DNA byla
promyta 5mL 70% endotoxin-free ethanolu pfipokojové teploté aznovu centrifugovana
pti 15 000 g/10 min/4 °C. Supernatant byl slit a peleta byla susena v oteviené zkumavce po dobu 5-

10 min. Poté byla DNA rozpusténa ve 200 uL TE pufru.
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Koncentrace a Cistota jednotlivych izolovanych plasmidovych DNA byla zmérena jako absorbance

pfi 260 a 280 nm na pfistroji NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 (Thermofisher, USA).

Transfekce plasmidi do HEK293 bunék
Plasmidy byly do bunék zavedeny pomoci ¢inidla METAFECTENE PRO (Biontex, SRN) — jedna se

o transfekéni Cinidlo tvofici liposomy ze smési polykationickych a neutralnich lipid(. HEK293 buriky
byly kultivovany na dvanactijamkové desti¢ce v 1 mL kompletniho média (DMEM + HEPES + FBS,
bez antibiotik). Pro transfekci byly vybrany kultury, které pokryvaly alesponi 70 % plochy jamky.
Nejprve byly pfipraveny 2 pracovni roztoky pro kazdy plasmid — prvni byly v Cistych 500uL
zkumavkach pripraveny roztoky jednotlivych DNA fedéné v Cistém DMEM o celkové koncentraci
2 ug/uL DNA v objemu 100 pL. Druhy roztok obsahoval 6 pL transfekéniho ¢inidla v 94 uL DMEM.
Takto zfedény METAFECTENE byl nasledné ihned smichan splasmidovou DNA,
nebot uz po 5 minutach zac¢ne tvofit micely. Kone¢né roztoky byly inkubovany pti pokojové teploté
po dobu 20 min, béhem které se vytvofily liposomy obsahujici plasmidovou DNA.

Po 20 minutach byly jednotlivé transfekéni roztoky opatrné pfidany do jamek vybranych
narostlych kultur HEK293 bunék a destic¢ky byly pak inkubovany 4 h v inkubatoru pt¥i 37 °C v 5% CO,
atmosfére, poté bylo odsidto médium stransfekéni smési a bunky byly dale inkubovany

v kompletnim DMEM i s antibiotiky.

Priprava MLQ KD modelu pomoci shRNA
Selekce bunécénych linii se stabilni expresi shRNA vldasenek

Po 48 h od transfekce bylo bunkdm vyménéno médium za médium obohacené o puromycin
(1 pg/ml; Sigma-Aldrich, USA) pro selekci Uspésné transfekovanych bunék. Jamky
s netransfekovanymi bunikami slouZily jako kontroly pro sledovani plsobeni selekéniho antibiotika,
netransfekované HEK293 buriky typicky umiraji plisobenim puromycinu béhem jednoho tydne.
Selekéni médium bylo ménéno kazdé tfi dny, po 14 dnech selekce byla ¢ast bunék sklizena
pro analyzu mnozstvi MLQ proteinu, ¢ast kultury byla zamrazena v tekutém dusiku pro pozdéjsi
pouziti. Celkem bylo vytvoreno 12 stabilnich linii (kontrolni pLKO NS1 a pLKO NS2, sh MLQ 1/1, sh
MLQ 2/1, sh MLQ 3/1, sh MLQ 4/1, sh MLQ 5/1, sh MLQ 1/2, sh MLQ 2/2, sh MLQ 3/2, sh MLQ 4/2,
sh MLQ 5/2).
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Izolace jednotlivych klon bunécnych linii se stabilni expresi shRNA

Pro zajisténi stabilni hladiny exprese shRNA vlasenek byly z puromycin-rezistentnich bunék
izolovany klony pochazejici z jediné buriky. Puromycinem selektované bunécné linie byly sklizeny
trypsinizaci a jednou promyty kompletnim DMEM médiem. Hustoty jednotlivych bunécnych
suspenzi byly spocteny pomoci pfistroje Scepter 2.0 Cell Counter (Merck Millipore, SRN). Suspenze
byly dale fedény v nékolika krocich az na hustotu 20 bunék/mL a po 100 pL rozpipetovany do jamek
96-jamkovych desti¢ek. Po 24 h byly destic¢ky zkontrolovany pod mikroskopem a jamky obsahujici
jedinou bunku byly oznac¢eny. Vybrané kultury byly po dosazeni konfluence pasaZzovany a preneseny
do desticek s vétsi plochou (nejprve do dvanactijamkové, pak do $estijamkové, atd.). Cast bunék

z kazdé linie byla sklizena pro stanoveni obsahu MLQ proteinu, ¢ast byla dale kultivovana.

Priprava MLQ KO modelu
Selekce optimalnich gRNA

Pro pfipravu KO MLQ bylo nejprve tfeba nalézt optimalni gRNA par, se kterym by byla inaktivace
genu Cl4orf2 nejuspésnéjsi. Bylo testovano osm rdznych kombinaci — 1+4, 1+5, 2+4, 2+5, 2+6, 3+4,
3+5, 3+6. Kombinace 1+6 nebyla testovana proto, Ze pocet bazi oddélujici dvé sousedni PAM
sekvence je pfilis nizky Ci vysoky a gRNA by nebyly funkéni. Dvé transfekované kultury byly kontrolni

— prvni postradala Cas9 nikdzu, druhd neobsahovala plazmidy pro gRNA. 72 h po transfekci byly

bunky kompletné sklizeny pro analyzu mutageneze v cilovém misté.

Stejné bylo postupovano i pti transfekci HEK293 pouze jednim vybranym parem gRNA, kdy 72 h
po tranfekci byly bunky trypsinizovany, spocitany a suspenze bunék byla zfedéna médiem
na koncentraci 20 bunék/ml a rozpipetovana do dvanacti 96-jamkovych desti¢ek. Jamky s kulturami
zalozenymi z jedné bunky byly oznaceny a pti konfluentnim pokryti byly pfepasazovany do desti¢ek
s vétsi plochou jamek. 92 Uspésné narostlych klond bylo pak analyzovano na pfitomnost MLQ

proteinu SDS-PAGE elektroforézou a specifickou imunodetekci.

Detekce mutované DNA

Pro detekci Uspésné mutageneze v jednotlivych liniich byl pouZit kit SURVEYOR Mutation
Detection Kit (Integrated DNA Technologies, USA). Ten nespecificky detekuje pfitomné mutace
a polymorfismy v DNA pomoci Surveyor nukledzy, kterd rozpoznava a Stépi Spatné sparované baze

v dUsledku deleci ¢i inzerci.

Nejprve byla z transfekovanych bunék izolovdna genomova DNA pomoci QlAamp DNA mini kitu

(QIAGEN, USA) podle protokolu vyrobce. Koncentrace izolované genomové DNA byla zméfena
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na spektrofotometru NanoDrop a jednotlivé vzorky byly fedény PCR Cistou vodou na konecnou

koncentraci 100 ng/uL.

Pro potfeby PCR byly pouZity dva primery pro gen C140RF2 (Generi Biotech, CR), které jsou cileny

do intronl upstream a downstream k exonu 2 genu (exon 2 se nachazi mezi 6378. a 6501. bp):

F (5'->3‘): CCCTAGCAGTCATGGGAAATG
R (3°->5‘): CGAAGGACTGTAGGTAGCTCTAA

Délka amplikonu je 363 bp.

DNA byla pak amplifikovdna pomoci PCR reakce, pro kterou jsem pouzila PPP Master mix (Top-
Bio, CR). V kazdé reakci bylo 12,5 puL PPP Master mix, 9,5 pL PCR ¢isté H,0, oba primery (25mM)

po 1 L a nakonec 1 pL templatové DNA (100 ng/uL).

Protokol reakce

94 °C 1 min 1x

94 °C 15s

55 °C 15s 25-35 cykll
72°C 1 min

72°C 7 min 1x
22°C

Uspé&snost amplifikace byla ovétena separaci ¢asti PCR produktu na 1,5% agarézovém gelu. Zbyly
PCR produkt byl nasledné purifikovan pomoci QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, USA),
koncentrace DNA byla zméfena na spektrofotometru NanoDrop azfedéna PCR cistou H,0

na 50 ng/uL.

Amplifikovanou DNA jsem potom podrobila analyze pomoci detekéniho kitu SURVEYOR. Nejprve
bylo nutno vytvorit DNA heteroduplexy tvorené nasi testovanou DNA a referencéni standardni DNA.
Pro 10 pL reakci bylo v 0,2 mL zkumavce smichano 2 pL referenéni DNA (50 ng/uL) a 2 pL testované
DNA, aby kone¢né mnoZstvi DNA bylo 200 ng, a objem byl doplnén 6 uL PCR ¢&isté H,O. Ndasledna

hybridizace probihala v Mastercycler® Gradient (Eppendorf, Némecko) dle nasledujiciho protokolu:
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Protokol hybridizace

teplota cas rychlost snizovani teploty

95°C 10 min

95 °C—85 °C -2,0°C/s
85°C 1 min

85 °C—-75 °C -0,3 °C/s
75°C 1 min

75 °C—65 °C -0,3 °C/s
65 °C 1 min

65 °C—=55 °C -0,3 °C/s
55°C 1 min

55°C-45°C -0,3°C/s
45 °C 1 min

45 °C-35 °C -0,3 °C/s
35°C 1 min

35 °C—=25 °C -0,3 °C/s
25°C 1 min

4°C

K hybridizované DNA byl na ledu pfidan 1 uL roztoku 0.15 M MgCl,, 1 uL SURVEYOR Enhancer
Sa1pulL SURVEYOR Nuclease S. Obsah vsech zkumavek byl opatrné promichan a zkumavky byly
inkubovany pfi 42 C/60 min. Po inkubaci byla reakce zastavena 1,3 plL Stop roztoku a vzorky byly

dale analyzovany pomoci 1,5% agarézového gelu.

3.2.4 SDS-PAGE

Pro studium jednotlivych  mitochondridlnich  proteinG byla zvolena elektroforéza
za denaturujicich podminek (SDS-PAGE) s tricinovym pufracnim systémem, kterd je vhodna
pro separaci proteind mensi hmotnosti (1-100 kDa) (Schagger, 2006). SDS (dodecylsulfat sodny) je
anionicky detergent rozrusujici nekovalentni vazby, ¢imz rozklada vyssi usporadani protein(l. Tvofi
pak komplexy SDS-protein — vSechny separované proteiny maji uniformni zaporny naboj a migruji

tak pouze na zakladé své velikosti (Schagger and von Jagow, 1987).
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Priprava vzorkdi
Vzorky na SDS-PAGE byly pfipraveny ze zamraZenych alikvotd peletovanych sklizenych bunék

MLQ KO a kontrol. Buriky byly lyzovany pomoci lyza¢niho pufru SLB (2% (v/v) 2-merkaptoethanol,
4% (w/v) SDS, 50 mM Tris (pH 7,0), 10% (v/v) glycerol, 0,02% Coomassie Brilliant Blue R-250) tak,
aby se vysledna koncentrace protein(i pohybovala v rozmezi 2-5 mg proteinu/mL. Takto pfipravené
vzorky byly sonikovany 3 min v lazni Bandelin Sonorex (BANDELIN electronic GmbH, Némecko)
a inkubovany 20 min pfi teploté 40 °C.
Priprava gelu

Roztoky pro pfipravu separacniho a zaostfovaciho gelu byly pfipravovany dle tab. 3 na ledu. Cca
4,5 mL 10% separacniho gelu bylo napipetovano do vertikalni elektroforetické aparatury (Mini-
PROTEAN systém, tloustka gelu 1 mm, Bio-Rad, USA) a byl prevrstven vodou, aby bylo zabranéno
inhibici polymerace vzduchem. Voda byla po ztuhnuti gelu odsata, aby mohl byt vytvoren hiebinek

pro nanaseni vzorku z 2,5 mL 4% zaostfovaciho gelu.

Tab. 3 | SloZeni gell pro SDS-PAGE

Zaostrovaci 4% gel [mL]  Separacni 10% gel [mL]

2,5mL 10 mL
AB 0,20 2
3xGB 0,60 3,30
Glycerol 99% 0 1
dH,0 1,68 3,64
APS 20 pL 50 pL
TEMED 2L 6 L

o AB-48% (hm.) akrylamid, 1,5% (hm.) N,N*-dimethylen bisakrylamid

o 3xGB - gelovy pufr— 75 mM imidazol, 1,5 mM 6-aminohexanova kyselina, pH 7,0)
e APS—10% (hm.) peroxodisiran amonny

e TEMED - N,N,N’,N*tetramethylethylen-1,2-diamin

Pribéh elektroforézy

Bylo pipetovano 4 uL standardu molekulové hmotnosti PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific, USA) a pfislusny objem vzorku tak, aby findlni mnoZzstvi proteinu bylo 10-
50 ug proteinu na jamku. Pfesnd mnozstvi jsou vidy uvedena v popisech obrazk( ve vysledkové
Casti. Do elektroforetické vany byl nalit anodovy pufr (100 mM Tris-HCI; pH 8,9)
a mezi elektroforeticka skla byl nalit katodovy pufr (100 mM Tris-HCI, 100 mM Tricin,
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0,1% (w/v) SDS; pH 8,25). Pocateéni napéti elektroforézy bylo 45V, po zaostfeni migrace vzork

(Celo elektroforézy doputovalo do separacniho gelu) bylo napéti zménéno na 100 V.

3.2.5 Elektrotransfer na PVDF membranu — Western blot

Po dokonceni elektroforézy bylo nutno prenést proteiny z geld na polyvinylidenfluoridovou
(PVDF) membranu (Immobilon FL 0,45 um, Millipore Corporation, USA). Gely byly nejdfive 15-
20 min ekvilibrovany v blotovacim pufru Ill (38 mM Tris, 10% (v/v) methanol, 10 mM glycin; pH 8,5).
Membrana (pro 1 gel 7x10 cm, pro dva gely 14x10 cm) byla aktivovana ve 100% methanolu (15 s),
dale byla promyvdna 2 min v dH,0 a nakonec inkubovana v blotovacim pufru Il (25 mM Tris, 10%
(v/v) methanol; pH 9,0) po dobu 5 min.

Samotny prenos probihal v elektrickém poli mezi dvéma horizontalnimi grafitovymi elektrodami.
Na navlhéenou anodu bylo poskladano 6 filtracnich papird (3MM, Whatman, UK) o velikosti PVDF
membrany predtim namocenych v blotovacim pufru | (0,3M Tris, 10% (v/v) methanol; pH 10,4),
dale 3 filtracni papiry macenych v pufru Il. Na né byla poloZzena PVDF membrana z pufrull,
ekvilibrovany gel a nakonec 6 filtracnich papirl namocenych v blotovacim pufru lll. Tento sloupec
byl pfikryt katodou a transfer probihal za konstantniho proudu 0,8 mA/cm? po dobu 1 hod. Zaporné
nabité proteiny migruji v elektrickém poli kanodé, tzn. smérem zgelu k PVDF membrané,
na kterou se vaZou.

Po prenosu byla membrana promyvana 5 min s TBS (150 mM Tris-HCI, 10 mM NaCl; pH 7,5),
nasledovalo blokovani membrany v 5% (w/v, fedéno TBS) suseném beztuéném mléce. Poté byla
oplachnuta od zbytkl mléka 2x10 min v TBST (0,1% (v/v) detergent Tween-20 v TBS), ¢imz byla
pfipravena na imunodetekci.

Imunodetekce proteint na PVDF membrdné

Pouzité primarni protilatky se nachazeji vtab. 4. Veskeré inkubace a promyvani probihaly
za mirného kyvani. Membrdana byla inkubovana v primarni protilatce 2 hod pfi pokojové teploté
(nebo pres noc pfi 4 °C v chladové mistnosti). Po inkubaci byla promyta v TBST 3x10 min. Poté byla
membrana inkubovana v sekundarni protilatce konjugované s fluorescencni znackou (Alexa Fluor
680 goat anti-mouse, donkey anti-goat nebo goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific, USA,
fluorescencni signdl detekovan pfi 700 nm) a IRDye 800 goat anti-rabbit nebo anti-mouse IgG
(Rockland, USA, fluorescencni signal detekovan pfi 800 nm), fedéni 1:3 000 v TBST) po dobu 1 hod

ve tmé. Pak byla membrana promyta v TBST 3x10 min a 10 min v TBS. Samotnou detekci proteind
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provedl fluorescencni skener Odyssey (LI-COR Biosciences, USA). Detekované signaly byly nasledné

kvantifikovany v programu AIDA Image Analyzer (Raytest Isotopenmessgerdate GmbH, SRN).

Tab. 4 | Seznam poutZitych primarnich protilatek

Detekovany

J— Katalogové cislo Vyrobce Redéni Typ
SDHA ab14715 Abcam, UK 1:10 000 mo/M
UQCRC2 ab14745 Abcam, UK 1:1 000 mo/M
COX1 ab14705 Abcam, UK 1:1 000 mo/M
COX2 ab110258 Abcam, UK 1:1 000 mo/M
COX3 c-23986 Santa Cruz Biotechnology, 1:200 gt/p
USA
Fra i (Moradi-Arri:I;g;wd Godinot, 1:1 000 mo/P
F1-B ab14730 Abcam, UK 1:2 000 mo/M
Fi-y GTX114275 GeneTex, USA 1:1 000 rb/P
Fo-a - (Dubot et al., 2004) 1:500 rb/P
Fo-b ab117991 Abcam, UK 1:1 000 mo/M
Fo-C ab180919 Abcam, UK 1:1 000 rb/P
DAPIT - (Meyer et al., 2007) 1:5000 rb/P
MLQ 14704-1-AP Proteintech Group, USA 1:500 rb/P
aktin MAB1501 Merck Millipore, USA 1:60 000 mo/M

Redéno s TBST. Vysvétlivky — mo = mysi, rb = kralici, gt = kozi, M = monoklonalni, P = polyklonalni
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3.2.6 Nativni elektroforézy

Tato metoda separuje hydrofobni i solubilni proteinové komplexy v jejich nativni konformaci
a zaroven je zachovana i jejich enzymaticka aktivita. Pro solubilizaci proteinli se pouZivaji neionické
detergenty, napf. digitonin a dodecylmaltosid. Digitonin je z téchto detergentl nejméné agresivni,
zachovava i supramolekularni interakce mezi multiproteinovymi komplexy — lze s nim zkoumat
i fyziologické protein-protein vazby bez vyuzZiti chemického kroslinkovani. Dodecylmaltosid je
silngjsim neutrdlnim detergentem, se kterym lze izolovat jednotlivé membranové proteiny
a komplexy, ale proteinové komplexy se slabsimi hydrofobnimi vazbami jsou obvykle disociovany.
(Wittig, Braun and Schéagger, 2006).

V této praci je vyuZito dvou typl nativnich elektroforéz — tzv. modré nativni elektroforézy (blue-
native PAGE, BNE-PAGE) a Ciré nativni elektroforézy (clear-native PAGE, CNE-PAGE). BNE-PAGE
i CNE-PAGE jsou poustény na gradientnim polyakrylamidovém gelu — velikost por( se se zvysujici se
hustotou gelu zmensuje. BN-PAGE vyuZivda Coomassie Brilliant blue G-250 (CBB), ktera nese zdporny
naboj, ktery dodava i protein-detergentovym miceldm. Pfi dostatecné (za danych podminek
saturujici) koncentraci barvy proteiny migrujici smérem k anodé pouze v zavislovti na své velikosti
(Wittig, Braun and Schagger, 2006). Pfi BN-PAGE muZe ale vlivem naboje CBB dojit k naruseni
slabych proteinovych interakci, a tudiz k disociaci nékterych c¢asti multiproteinovych komplexd —
barva Coomassie se s neutralnim detergentem muZze chovat jako aniontovy detergent. Alternativou
k BNE-PAGE je pak Setrnéjsi CNE-PAGE, kdy jsou proteinové komplexy separovany pouze na zakladé
svého endogenniho naboje. CNE-PAGE ma sice nizké rozliseni v porovnani s BN-PAGE, proteiny
béhem elektroforézy mohou agregovat a ¢asto nelze jednoznacné urcit molekulovou hmotnost
komplex(, ale bez CBB Ize izolovat a odhalit fyziologické proteinové interakce v podobé, ve které to
s BNE-PAGE nebylo predtim moziné. CNE-PAGE v kombinaci s digitoninem je proto vyuZivana
napf. pro studium superkomplext v OXPHOS a oligomerd ATP syntdzy (Wittig and Schagger, 2005).
Priprava vzork( pro nativni elektroforézu

Zamrazené pelety izolovanych mitochondrii byly resuspendovany v solubilizacnim pufru A
(50mM NaCl, 50mM imidazol/HCl, 2mM 6-aminohexanova kyselina, 1ImM EDTA; pH 7,0) do finalni
proteinové koncentrace 10 mg/mL. K 100uL alikvotdm mitochondridlni suspenze bylo pfidano 5 plL
20% (w/v) dodecylmaltosidu (1 g DDM/1 g proteinu) nebo 10 pL 20% (w/v) digitoninu (2 g DIG/1 g
proteinu). Solubilizace probihala naledu 15 min, poté byly suspenze centrifugovany
pfi 30 000 g/20 min/4 °C. Supernatant byl odebran, byla zméfena koncentraci proteinu a objem

supernatantu. Pfidala jsem k nému 5 pL 50% (v/v) glycerolu a déle 5 pL 5% (v/v) CBB pro vzorky
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pro BNE-PAGE, nebo 5 uL 0,1% (w/v) Ponceau S barvy s 50% (v/v) glycerolem v pfipadé vzork(
pro CNE-PAGE.
Priprava gelu

Polyakrylamidovy gradientovy gel 4-13% pro BNE-PAGE a 4-8% pro CNE-PAGE (Mini-PROTEAN llI,
Bio-Rad Laboratories, USA) byl pfipraven dle tab.5 pomoci peristaltické pumpy (Cole-Parmer
Instruments, USA), ktera vytvofila gradient smichanim 2,85 mL 4% gelu a 2,35 mL 13%, resp. 8%
gelu; po napumpovani byl gel prevrstven vodou pro zamezeni inhibice polymerace vzduchem,
po ztuhnuti gelu byla voda odstranéna. Pro vytvoreni hiebinku na nanaseni vzork( byl gradientovy

gel prevrstven 3,5 % zaostfovacim gelem.

Tab. 5 | SloZeni gell

Zaostrovaci 3,5% gel [mL] 4% gel [mL] 8% gel [mL] 13% gel [mL]

5mL
AB 0,37 0,42 0,8 1,3
3xGP 1,67 1,67 1,67 1,67
Glycerol 99% 0 0 1 1
dH,0 2,83 2,89 1,5 1
APS 41,7 uL 27 uL 25 uL 25 uL
TEMED 4,17 uL 2,7 uL 2,5uL 2,5uL

o AB-48% (hm.) akrylamid, 1,5% (hm.) N,N*-dimethylen bisakrylamid

e 3xGP —gelovy pufr — 75 mM imidazol, 1,5 mM 6-aminohexanova kyselina, pH 7,0)
e APS—10% (hm.) peroxodisiran amonny

e TEMED - N,N,N’,N*tetramethylethylen-1,2-diamin

Elektroforéza probihala pfi 4 °C za konstantniho napéti, nejprve pii 45V pro zaostieni vzorkd,
poté pti 120 V. V pfipadé BNE-PAGE byl pouzit anodovy pufr (25 mM imidazol; pH 7,0) a katodovy
pufr B (50 mM Tricin, 7,5 mM imidazol, 0,02% (w/v) CBB; pH 7,0) - ten byl po zaostfeni migrace
vzorkd vyménén za katodovy pufr B/10 (50 mM Tricin, 7,5 mM imidazol, 0,002% (w/v) CBB; pH 7,0).
V pripadé CNE-PAGE byl pouZit stejny anodovy pufr, ale jiny katodovy pufr (50 mM Tricin,
7,5 mM imidazol; pH 7,0). Byl pouZit standard molekulové hmotnosti NativeMark Unstained Protein

Standard (Thermo Fisher Scientific, USA).
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3.2.7 Méreni respirace pomoci pristroje OROBOROS

Respirometr nebo také oxygraf OROBOROS (Oxygraph-2k, OROBOROS INSTRUMENTS,
Innsbruck, Rakousko) umoziiuje méreni spotifeby kysliku (respirace) s vysokym rozliSenim (,,high
resolution respirometry”) v intaktnich i permeabilizovanych bunkach, tkanich ivizolovanych
mitochondriich. Principem této metody je méfeni koncentrace kysliku v uzaviené komore pomoci
polarografickych Clarkovych elektrod za stalého michani inkubac¢niho média. Kyslikovy senzor je
tvoren platinovou nebo zlatou katodou a Ag/AgCl anodou, jako elektrolyt slouzi koncentrovany KCl
roztok. Spotreba kysliku je vypocitana jako negativni derivace koncentrace kysliku v ¢ase (vyjadieno
v pmol 0y's1mg™ proteinu). Pfistroj je propojen se softwarem DatLab5 (OROBOROS INSTRUMENTS,
Innsbruck, Rakousko), ktery data uklada a analyzuje. Tento oxygraf je velmi citlivy a presny

a pro méreni vyzaduje pouze malé mnozZstvi vzorku (Gnaiger, 2008).

Bunécnou respiraci lze méfit na intaktnich nebo permeabilizovanych burkach v tzv. K-médiu,
jehoZ sloZeni napodobuje intracelularni prostfedi (80 mM KCl, 10 mM Tris-HCI, 3 mM MgClz,
1 mMEDTA, 5 mM KH2POs, pH 7.3). Jsou-li bunky intaktni, zkoumame tzv. rutinni respiraci,
kdy burika metabolizuje endogenni substraty. Pozorujeme tak priblizny fyziologicky stav respirace
v mitochondriich. Pokud bunky permeabilizujeme, dojde k naruseni bunééné membrany a vyliti

bunécénych metabolickych intermediatd do média. Dodanymi substraty ¢i inhibitory v saturujicich

Mezimembranovy H
prostor

Matrix

/\ FADH, FAD

NADH NAD’

Obr. 13 | Substraty systému oxidacéni fosforylace

Glutamat a malat jsou oxidovany v citratovém cyklu, ktery pak syntetizuje redukovany koenzym
NADH dodavajici elektrony pfes NADH dehydrogenazu (komplex 1). Elektrony ze sukcinatu
do dychaciho retézce vstupuji pres sukcinat dehydrogenazu (komplex Il). Dalsi elektrony je mozné
doplnit pomoci TMPD (N,N,N', N'-tetramethyl-p-fenylenediamin), ktery redukuje cytochrom c. Samo
TMPD je udrZovano v redukovaném stavu askorbatem, aby nedochazelo k autooxidaci TMPD. ADP je
pridano pro maximalni saturaci ATP syntazy.
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koncentracich do systému pak mlzeme sledovat kapacitu jednotlivych komplexd cicelého

dychaciho retézce jako celku (Obr. 13, Obr. 14) (Gnaiger, 2014).

Pro pozorovani funkénich kapacit enzym( OXPHOS je nejprve nutné systém saturovat jejich
substraty. Maximalni funkcni kapacity dychaciho retézce lze dosdhnout za podminek, kdy neni
limitovan rychlosti fosforylace ADP. Toho se dosdhne inhibici ATP syntazy oligomycinem (vaze se
na rozhrani protonového kandlu a c-kruhu v F, doméné) nebo aurovertinem (plsobi v F; doméné)
(Hong and Pedersen, 2008) a naslednym rozprazenim oxidace a fosforylace pomoci chemického
rozprahovace napf. FCCP (karbonylkyanid p-trifluoromethoxyfenylhydrazon). Pfi inhibici komplexu
| rotenonem a pridavku sukcinatu pozorujeme aktivitu komplexu Il (inhibice komplexu | zaroven
brani akumulaci oxaloacetatu, kompetitivniho inhibitoru komplexu Il). Pokud inhibujeme komplex |
a Il rotenonem, resp. malonatem, zastavime tim prenos elektronl na komplex Il a potazmo
i komplex IV. Tohoto stavu mlzZeme dosadhnout i inhibici samotného komplexu lll antimycinem A
nebo myxothiazolem. Po dodani elektron( do systému z oxidace TMPD je moZné zkoumat aktivitu
komplexu IV, kterou je ale mozné presné urcit az po odecteni miry autooxidace TMPD s askorbatem

— tu zjistime po inhibici komplexu IV pomoci KCN (Gnaiger, 2014).

Substraty a inhibitory (Tab. 6) jsou do komory pipetovany pomoci Hamiltonovych mikrostrikacek

(Hamilton, USA), a to bud'ru¢né, nebo automaticky vsazenim mikrostrikacky do titraéni mikropumpy

rotenon KCN aurovertin
l 3 oligomycin
malonat
Mezimembranovy H l
prostor A
11
., ]
Matrix
FADH, FAD ADP + P;
NADH NAD' ATP

Obr. 14 | Vybrané inhibitory systému oxidacni fosforylace

Rotenon je pfimym inhibitorem komplexu |, vdZe se do vazebného mista pro ubichinon. Malonat je
kompetitivnim inhibitorem komplexu Il a KCN je kompetitivnim inhibitorem komplexu IV.
Oligomycin a aurovertin inhibuji ATP syntdzu, kde oligomycin pUsobi na rozhrani c-oligomeru
a protonového kandlu F, domény, kdezto aurovertin se vaze na doménu Fi.
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TIP2k (OROBOROS INSTRUMENTS, Innsbruck, Rakousko). Pridavky jsou aplikovany v tzv. ,steady

state”, tzn., kdyz se signal pro spotfebu kysliku ustali.

Méreni probihalo paralelné ve dvou komorach o objemu 2 mL pfi konstantnich 30 °C za stalého

michani pfi 750 rpm. Bunky byly sklizeny dle postupu v kapitole 3.2.1. Po zméreni koncentrace

proteinu byl do komory oxygrafu napipetovan takovy objem suspenze, aby kone¢né mnozstvi

proteinu bylo 0,25 mg/mL. Buriky ve vSech provedenych méfenich byly permeabilizovany

digitoninem. RozpraZeni oxidace a fosforylace bylo dosaZeno titraci lipofilnim ionoforem FCCP.

Roztok ADP byl vzidy pfipraven tésné pred samotnym experimentem.

Tab. 6 | Substraty a inhibitory pouZité pfi méreni respirace

substrat Zasobni koncentrace Pridany objem [uL] Finalni koncentrace
digitonin 20 mg/ml, 2% (w/v) 1,25 0.05 g/g protein
Glutamat Y 20 0,01 M
Malat 1M 5 0,025 M
ADP 0,4 M 5 1mM
sukcinat Y 20 0,01 M
Aurovertin 2 mM 1 1uM
FCCP 1 mM Titrace po 0,2 L, 300-500 nM

nasledné po 0,1 uL

Rotenon 1mM 2 1uM
Malonat Y 20 0,01 M
Askorbat 0,8 M 5 2 mM
TMPD 200 mM 10 1mM
KCN 0,5 M 2 0,5 mM
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3.2.8 Paralelni méfeni respirace a glykolytické kapacity bunék

Kromé oxygrafu OROBOROS mUzeme respiraci méfit i v pristroji Seahorse Extracellular Flux (XF)
Analyzer (Agilent Technologies, USA). Seahorse XF méfi pomoci fluorescenéniho senzoru
koncentraci O, a hodnotu pH v médiu, ze kterych Ize odeclist miru respirace (OCR — ,oxygen
consumption rate”), resp. glykolytickou aktivitu (ECAR — ,extracellular acidification rate”) (Obr. 15).

Ziskana data jsou pak analyzovana v softwaru Wave Desktop (Agilent Technologies, USA).
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Obr. 15 | Schéma principu méfeni v Seahorse XF

Méreni samotné probiha v docasné komUrce o objemu 7 pL vytvorenou uzavienim jamky pomoci
méfici sondy. Klesajici koncentrace O, nebo snizujici se pH je snimdno v ¢asovém intervalu 1,5
az 4 minuty. (Ferrick, Neilson and Beeson, 2008)

Zdroj obrazku: hpst.cz, upraveno

Vyhodou Seahorse XF oproti oxygrafu Oroboros je kromé sledovani glykolytické aktivity
i moznost paralelniho méreni vice vzorkll v destickach s 24 nebo 96 jamkami, mensi mnoZstvi
potfebného bunécného materidlu a moznost mérit adherentni buriky za fyziologictéjSich podminek,
kdy nejsou konstantné michany vroztoku. Nevyhodou je omezeny pocet pridavk(l substratl
i inhibitorl béhem experimentu (Horan, Pichaud and Ballard, 2012) a vyssi naklady na zméreny
vzorek.

V tomto projektu byly méreny intaktni buriky HEK293 porovnavané s MLQ KO klonem 12G10
v pristroji Seahorse XFe24. Den pred mérenim byly XF kultivacni mikrodesticky V7-PS (Agilent
Technologies, USA) potaZeny poly-L-lysinem (Sigma-Aldrich, USA) pro lepsi adhezi bunék. Do kazdé
jamky bylo napipetovano 50 plL roztoku poly-L-lysinu, ktery byl po 10 min inkubace odmyt PBS.

Koncentrace sklizenych bunék byla méfena pomoci pfistroje Scepter counter (Millipore, USA)
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a suspenze byly zredény kompletnim DMEM médiem 600 tis bunék na mL. Nasledné bylo do kazdé
jamky napipetovano 50 pL suspenze (30 000 bunék) a desticky byly inkubovany v termostatu 2 h,
nez se bunky pfichytily k podkladu. Poté bylo médium doplnéno do celkového objemu 200 pL na
jednu jamku. Dvé jamky byly vidy ponechany bez nasazenych bunék jen s médiem, aby bylo mozné
odedist nespecificky signdl pozadi. Takto pfipravenda mikrodesticka byla inkubovdna pfes noc

v termostatu. Po celou dobu pfipravy bylo pracovano sterilné.

Senzory pro XF Analyzer byly pred kazdym pokusem hydratovany v XF Calibrant roztoku (pH 7,4;
Agilent Technologies, USA) pres noc pti 37 °C.

V den méreni byla mikrodesticka s burikami promyta v 1 mL XF Assay Medium Modified DMEM
média (pH 7,4, 37 °C) a nasledné jsem napipetovala 500 pL tohoto média s pfidanym 0,2% (obj.) BSA
a inkubovali v termostatu pfi 37 °C s atmosférou bez CO, po dobu 30 min. Béhem této doby byly
napipetovany komponenty experimentu do portll nachazejicich se na desce se sondami. Po kalibraci
desky se sondami v hydratacnim roztoku a nastaveni programu byla deska s hydrata¢nim roztokem

vyménéna za mikrodesticku s burikami a byl spustén experiment.

Pro méreni respirace byl vyuZit Mito Stress protokol (Obr. 16), pro sledovani glykolytické kapacity

bylo postupovano podle Glycolysis Stress protokolu (Obr. 17).

XF Mito Stress Protokol XF Glycolysis Stress Protokol
Mitochondridlni respirace Funkce glykolyzy
Oligomycin FCCP Rotenone & Glucose Oligomycin 2-DG

antimycin A

30 Glycolytic
Reserve

Maximal \
1604 f Respiration --

ATP
Production

20 Glycolytic
Capacity ™

[mpH/min]

Basal
Respiration

Glycolysis

Spotfeba 02 — OCR [pmol/min]
Mira extracelularni acidifikace

404
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Obr. 16 | Schéma Mito Stress protokolu Obr.17 | Schéma Glycolysis Stress protokolu

Odectené hodnoty z méreni byly nasledné normalizovany na skute¢ny pocCet mérenych bunék
(aby se vyloucil vliv rozdilné rychlosti proliferace jednotlivych klon). K tomu poslouzila ultracitliva

fluorescencni barva Quant-iT PicoGreen (Thermo Fisher Scientific, USA), ktera se vaze na dsDNA.
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Médium bylo z kazdé jamky odsato a bylo nahrazeno 150 pL lyzaéniho pufru (0,02M Tris-HClI,
0,01M EDTA, 1% (w/v) SDS, dH,0, proteinaza K (0,05 mg/mL); pH 7,4) a bunky byly lyzovany 1 h
pfi 37 °C. Do nové 96-jamkové desticky bylo napipetovano 150 pL TE pufru a stejny objem byl pridan
k lyzovanym bunikdm v Seahorse mikrodesti¢ce. Nasledné bylo 50 puL lyzovanych bunék
prepipetovano do 96-jamkové desticky s TE pufrem (plvodni suspenze je nyni zfedéna 8x). Méreni
fluorescence probihalo v duplikatech na ¢teéce mikrotitracnich desticek TECAN Infinite M200
(Tecan Trading AG, Svycarsko). Do 95 pL TE pufru v nové 96-jamkové desti¢ce jsem napipetovala
5 uL zkoumaného vzorku nebo 5 pL standardni DNA (200 ng/uL) pro kalibraéni kfivku (ve finalnich
koncentracich 400 ng/uL, 200 ng/uL, 150 ng/uL, 100 ng/uL, 50 ng/uL a 5 ng/uL). K tomuto roztoku
bylo pak pfidano navic 100 pL PicoGreen sondy zfedéné 200x v TE pufru. Desticky pak byly
inkubovany ve tmé pri pokojové teploté 2-5 min a nasledné zméreny. Ziskany fluorescencni signal

z jednotlivych jamek byl na zakladé kalibrac¢ni kfivky prepocitan na mnozstvi DNA.

3.2.9 lzolace RNA z bunécné kultury

Abych se vyvarovala degradaci RNA, veskeré nastroje a pracovni misto byly oSetfeny RNaseZap
(Sigma). Do kazdé jamky s konfluentné narostlymi bufikami v Sestijamkové desti¢ce byl pfidan 1 mL
TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) abunky byly sklizeny do 1,5 mL zkumavek.
Do zkumavek bylo nasledné napipetovano 200 pL chloroformu, suspenze byla vortexovana
a inkubovana pfi pokojové teploté 10 min. Pak byly vzorky stoceny na centrifuze pfi 12 000 g/15
min/4 °C a do Cisté zkumavky byla odebrana vrchni vodna faze obsahujici RNA (200-400 puL). K této
vodné fazi bylo napipetovano 500 uL isopropanolu, obsah byl vortexovan a inkubovan 10 min
pti pokojové teploté. Poté byly zkumavky stoceny pti 12 000 g/10 min/4 °C a supernatant byl
odstranén. K RNA peleté bylo pfidano 200 pL 75% ethanolu vychlazeného na 4 °C a to bylo stoceno
pti 7 500 g/10 min/4 °C. Supernatant byl odstranén a pelety jsem nechala vyschnout. Vysusené

pelety byly resuspendovany v 15 pL H,0 bez RNaz.

3.2.10 Odstranéni genomové DNA

Pro purifikaci RNA od DNA kontaminant( byl pouZit DNA-free DNA Removal Kit (Thermo Flsher
Scientific, USA). K 15 pL roztoku s RNA jsem pfidala 1,5 yuL 10X DNase | pufr a 1 pL rDNase | a jemné
zamichala. Pak byly zkumavky inkubovany pfi 37 °C/30 min. Poté jsem do roztoku napipetovala
1,5 uL DNase Inactivation Reagent a lehce zamichala. Po 2min inkubaci pti pokojové teploté byly
vzorky stoCeny pti 10 000 g/1,5 min a supernatant byl odebran do ¢isté zkumavky. Koncentrace RNA

byla pak zmérena na pfistroji NanoDrop a RNA byla pak skladovana v -80 °C.
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3.2.11 Reverzni transkripce
Pro prepis z RNA do DNA byl pouzit SCRIPT cDNA Synthesis kit (Jena Bioscience, SRN), prace
probihala na ledu. VSechny jednotlivé RNA templaty byly fedény PCR cistou H,O na koncentraci

0,1 pg/pL. 10 pL reakci jsem do sterilnich 0,2 mL zkumavek pfipravila dle tab. 7:

Tab. 7 | SloZeni 10yl reakce

Komponenta Findlni koncentrace  Pro 10 pl reakci [pL]
SCRIPT RT pufr 1x 2

dNTP mix 500 nM 0,5

DTT stock 5mM 0,5
Inhibitor RNaz 20U 0,5

Oligo dT primer 25 pmol 0,125
Nahodny primer 25 pmol 0,125
SCRIPT reverzni transkriptaza 50U 0,25

H,0 bez RNaz 1

RNA templat 5(0,5 ug)

Zkumavky s pfipravenymi reakcemi byly vortexovdny a kratce stoceny na stolni centrifuze.
Reverzni transkripce probéhla v Eppendorf MasterCycler Gradient cykleru podle tohoto protokolu:

42 °C 10 min

50 °C 60 min

70°C 10 min

20 °C 5 min
4°C oo

Ke vzniklé cDNA bylo ptidano 40 pL PCR ¢isté H,0. Vzorky byly skladovany v -20 C.

3.2.12 Kvantitativni PCR v redalném case

Kvantitativni PCR (qPCR) probihala na pfistroji ViiA7 (Thermo Fisher Scientific, USA). Analyzované
geny jsou uvedené v tab. 8. Primery pro geny ND1, CYTB, COX3, ATP6, ATP8, ATP6-COX3 (Jesina et
al., 2004) byly nasyntetizovény u firmy Generi biotech, CR. Pro mé¥eni byly pfipraveny Master Mixy
pro dvé rozdilné qPCR fluorescencni sondy — EvaGreen (Biotium, USA) a TagMan (Thermo Fisher

Scientific, USA). Pouzité polymerazy pochazeji z firmy Solis BioDyne (EE).
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Tab. 8 | Vybrané geny OXPHOS

Sonda Gen Protein enzym pluvod
ND1 ND1 Komplex | mtDNA
CYTB Cytochrom b Komplex Il mtDNA
COX3 COX3 Komplex IV mtDNA
EvaGreen
ATP6 Fo-a ATP syntaza mtDNA
ATP8 Fo-A6L ATP syntaza mtDNA
ATP6-COX3 Polycistron mtDNA
SHDB SHDB Komplex I nDNA
ATP5C1 Fi-y ATP syntaza nDNA
TagMan
B2M B2M
Housekeeping geny
HPRT1 HPRT1

Master Mixy pfipraveny dle protokoll v tab. 9 atab. 10. Pak byly napipetovany do MicroAmp

Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific). K nim byl pak napipetovan 1 uL dané

cDNA a desticky byly zalepeny optickou folii.

Tab. 9 | Master Mix pro EvaGreen sondu (10 pL reakce)

Komponenta Finalni koncentrace Objem [pL]
5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR

1x 2
Supermix
Primer Forward (100 uM) 250 nM 0,05
Primer Reverse (100 uM) 250 nM 0,05
PCR ¢ista H,O 6,9
Tab. 10 | Master Mix pro TagMan sondu (10 pL reakce)
Komponenta Finalni koncentrace Objem [pL]
5x HOT FIREPol Probe gqPCR Mix 1x 2
Primer mix 20x 1x 0,5
PCR ¢ista H,O 6,5
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gPCR pak probihala dle nasledujicich protokol:

Protokol pro gPCR se sondou EvaGreen

Protokol pro gPCR se sondou TagMan

95 °C 15 min
95°C 20s 40
60 °C 1 min cykld

95 °C 15 min

95 °C 15s

55°C 20s 40 cyklh
72°C 20s

K¥ivka tani

95 °C 15s

60 °C 1 min

95 °C

Vyhodnoceni vysledkl probéhlo pomoci ViiA7 Software (Thermo Fisher Scientific, USA).
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4 Vysledky

4.1 Knock-down genu pro protein MLQ pomoci shRNA vlasenek

Pro tvorbu savéiho modelu pro studium funkce proteinu MLQ bylo testovano pét shRNA
komplementdrnich k Gseku druhého exonu mRNA MLQ. U¢innost utideni exprese byla testovana
ve vyselektovanych liniich se stabilni expresi jednotlivych vldsenek na drovni mnozstvi MLQ proteinu
Western blot detekci. Hodnotila jsem relativni mnoZstvi MLQ proteinu k hodnotam v kontrolni linii
transfekované necilenou vldsenkou. MnozZstvi MLQ bylo vidy normalizovdno na nandaskovou
kontrolu, za kterou byl zvolen aktin. (Protilatka rozpoznavajici rovnocenné a,B,Y aktin. Ta byla
nasledné pouzivdana pro normalizaci i ve vSech dalSich experimentech, neni-li uvedeno jinak).
Kromé relativniho mnozstvi MLQ a aktinu bylo detekovano i nékolik dalSich podjednotek
mitochondridlni ATP syntazy, konkrétné katalytické podjednotky Fi-a a Fi;-8, komponenty
periferniho stonku enzymu F.-b a F,-d a podjednotku DAPIT z membranové domény. Zatimco u linii
transfekovanych vlasenkami shRNA 1, 2, a 3 nebylo pozorovano sniZzeni obsahu MLQ proteinu,
Uc¢inek vldsenek 4 a 5 vedl ke sniZeni relativniho obsahu MLQ na 55-70 % vici kontrolni linii
(Obr. 18 A). Po kvantitativni analyze PVDF membran se jako nejucinnéjsi ukazala byt vlasenka shRNA
5/1, kde doslo k 43% sniZeni exprese proteinu MLQ (tzn., Ze bylo exprimovano 57 % proteinu)
(Obr. 18 B). Vliv snizeni relativniho obsahu MLQ na ostatni podjednotky ATP syntazy byl nevyrazny,
obsah detekovanych podjednotek se pohyboval vrozmezi 80-100% kontroly. Pouze u linii
transfekovanych vlasenkou shRNA 5 korelovalo mnoiZstvi F, podjednotky DAPIT s obsahem MLQ
(Obr. 18 B). Na zakladé téchto vysledkd byla jako perspektivni pro dalsi experimenty vybrana linie

transfekovanou vlasenkou shRNA 5.
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Obr. 18 | Utiseni exprese proteinu MLQ
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U kontrolni linie a linie sh MLQ 5/1 jsem tedy pfistoupila ke klonovani, kdy jsem z kazdé linie
odvodila Sest jednobunécnych klona (Obr. 19 A). Po rozpéstovani byl v téchto klonech analyzovan
relativni obsah MLQ proteinu. Bohuzel v Zddném z odvozenych kloni nebylo detekovano vyrazné;jsi
4, ale s kone¢nymi 68 % proteinu nelze povaZovat tuto linii za vhodny model pro studium dasledkd

snizeného mnozstvi proteinu MLQ (Obr. 19 B).
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Obr. 19 | Analyza Uspésnosti utiSeni exprese proteinu MLQ v klonech odvozenych
zsh MLQ 5/1

(A) Western blotovéd detekce proteint v klonech odvozenych z sh MLQ 5/1 linie
a kontrolni linie NS (naneseno 25 ug proteinu). (B) Relativni obsah proteinu MLQ
ve zkoumanych liniich. Hodnoty byly normalizovany na aktin a vztazeny k priméru
NS klond.
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4.2 Knock-out genu Cl4orf2

Ve druhé fazi projektu jsem upustila od bunééného modelu MLQ KD a rozhodla jsem se pokusit
se vytvofit model s absenci proteinu MLQ pomoci inaktivace genu C14orf2 metodou CRISPR/Cas9

s parovanymi nikdzami.

4.2.1 Selekce gRNA part

V projektu byly vyuZity celkem 3 gRNA nasedajici na sense vlakno (oznaceny 4, 5, 6) a 3 gRNA
nasedajici na antisense vlakno (oznaceny 1, 2, 3) genu Cl4orf2. Ty byly relevantnich kombinacich
(viz sekce XY — metody) transfekovany spolu snikdzou Cas9 do HEK293 bunék a ucinnost
mutageneze byla hodnocena pomoci SURVEYOR Mutation Detection kitu. Surveyor nukledza
detekuje Spatné sparované baze a v daném misté pak Stépi DNA heteroduplex — na agarézovém gelu
po elektroforéze Ize pak pozorovat fragmenty nastépené DNA. Nejvice fragmentll bylo detekovano
u kombinaci gRNA 2+4 a 2+5 (Obr. 20) - tu jsem vybrala pro tvorbu bunééného modelu s vyfazenim

genu kédujiciho protein MLQ.

™25 26 34 35086 Obr. 20 | Analyza gRNA kombinaci

Nejvice u gRNA dvoji 2+4 a 2+5.
Pro tvorbu bunécného modelu jsem
pouZzila kombinaci 2+5.
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4.2.2 Selekce linii s absenci MLQ proteinu

Vybér klonl s vyfazenim funkce genu cl4orf2 probihal metodou Western blot imunodetekci

proteinu MLQ. Ve vzorcich jednotlivych klon( byl dale detekovan obsah aktinu jako nanaskova

kontrola a dvé reprezentativni podjednotky ATP syntazy — Fi-a a Fo-a, zastupujici jak dvé klicové

domény enzymu F; a F,, tak jaderné (Fi;-a ) a mitochondridlné (F.-a) kddované geny. Jelikoz typicka

Uspésnost vytvoreni KO metodou CRISPR se pohybuje okolo 10 % (Ran, Hsu, Wright, et al., 2013),

analyzovali jsme velké mnoZstvi vzorkl — celkem 92 jednobunécénych klonu. V tomto souboru vzorkd

jsme pozorovali Siroké spektrum obsahu proteinu MLQ v porovnani s kontrolni linii HEK293 (WT),

pficemz v 11 z nich nebyl protein MLQ detekovan a predstavuji tak klony, kde doslo k knock-outu

genu (Obr. XY). Kromé ocekavané a vyZzadované absence proteinu MLQ bylo v téchto klonech

detekovano i niz$i mnozZstvi podjednotky a ATP syntazy (F.-a) oproti kontrolnim bunkam (WT),

zatimco relativni obsah katalytické podjednotky Fi-a nevykazoval vyraznou zménu (Obr. 21).
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Obr. 21 | Hledani klond s poskozenou expresi proteinu MLQ
Z celkem 92 zkoumanych klon( vzeslo 11 klonl s moznym vyfazenym genem Cl4orf2.

Jako nanaskova kontrola je pouzit aktin. Naneseno bylo 30 pg proteinu.



4.2.3 Analyza obsahu podjednotek mitochondrialni ATP syntazy u vybranych klond

Relativni obsah SirSiho spektra podjednotek ATPazy byl hodnocen u tfi skupin klon( vybranych
z celkového souboru. Klony 1E12, 9E2, 4C6 a 12G10 (oznacené cCervené) jsou skutecné knock-
outované (KO), zatimco klony 8G9, 11G3, 12D11, 10G9 a 12D6 (oznacené modie) maji
pravdépodobné mutaci, ktera sniZuje expresi ¢i stabilitu MLQ proteinu, treti skupina klont (8ES6,
7E8, 11H7, a 7G4) méla v primarnim Setfeni podobny obsah MLQ jako WT bunky, a vtomto
experimentu predstavovaly kontrolni skupinu. Vybrané klony byly znovu testované pro pfitomnost
¢i absenci MLQ a obsah podjednotek Fi-B, Fi-y, Fo-a, Fo-b, Fo-c @ DAPIT. Aktin slouZil jako nanaskova
kontrola (Obr. 22 A).

U MLQ KO klonl bylo potvrzeno snizené mnozstvi podjednotky a (pfiblizné 22% kontrolniho
praméru), ktera je kddovana mtDNA a tvofi protonovy kanal, nezbytny pro funkci enzymu. Déle jsme
pozorovali vyrazné snizeni obsahu podjednotky DAPIT (30 % kontrolniho priiméru) a snizena byla
i podjednotka ¢ (cca 64% kontrolniho praméru) (Obr. 22 B). Ve vsech téchto pripadech se jedna
o podjednotky F, ¢asti enzymu. Ke sniZeni obsahu vsech téchto podjednotek doslo i u klonl se
snizenou expresi MLQ, ale rozdily jiz nebyly tak patrné. Hladiny podjednotek Fi1 domény
a periferniho stonku nebyly u KO klonl signifikantné snizeny, dokonce u ¢tyf mutantnich klon(
a jednoho knock-outovaného klonu doslo az ke znasobeni mnozstvi F1-y podjednotky, coz by mohl
byt dasledek kompenzace zplsobeného defektu v burikdch (Obr. 22 B). Zda se tedy, Ze by
pfitomnost proteinu MLQ mohla hrat roli pfi inkorporaci ¢i stabilizaci podjednotek F,-domény,
zatimco periferni stonek a Fi;-doména timto proteinem regulovany nejsou. Hladiny podjednotek
ATPazy v odliSnych stechiometrickych pomérech nez u kontrol dale naznacuji pritomnost

nekompletnich forem enzymu v téchto burikach.
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Obr. 22 | Absence MLQ se ovliviiuje protonovy kanal a dalsi podjednotky Fo-domény.

Western blotova analyza (A) a nasledna kvantifikace (B, C) potvrdily snizené mnozstvi proteinu a (Fo-
a) u mutovanych klond MLQ; mimo to ale ukazaly i snizené mnoZstvi pro proteiny Fo-c a DAPIT,
coz naznacuje, Zze by MLQ mohlo mit stabilizacni Ulohu v rdmci ATP syntdzy. A) objem naneseného
proteinu je ekvivalentni % jamky ve 24-jamkové desticce. B) Normalizovano na aktin, vztazeno
k prdméru kontrolnich linii. C) Prlmér namérenych hodnot, normalizovdno na aktin, vztazeno
k prdméru kontrolnich linii. Chybové usecky znaci smérodatnou odchylku.
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4.3 Vlivabsence MLQ na strukturu komplexu ATP syntazy

Po kvantitativni analyze vybranych jednotlivych podjednotek ATP syntazy a odhaleni jejich
odlisnych stechiometrickym pomérd u MLQ KO jsem chtéla zkoumat, jak je ovlivnéno mnozstvi
a podjednotkové sloZeni enzymového komplexu a pfitomnost pfipadnych asemblacnich
nebo rozpadovych subkomplext. Pro tento ucel jsme pouZzili nativni proteinové elektroretické
systémy, které umozZnuji separaci multipodjednotkovych komplex(i. Konkrétné jsme zvolili BNE-

PAGE a CNE-PAGE, jejichZ vyhody a nevyhody jsou diskutovany v kapitole 3.2.6.

Vedle bunék s knock-outem MLQ jsme na zakladé zakladnich informaci o zastoupeni jednotlivych
podjednotek do srovnani zahrnuli i jiné relevantni dostupné modelové systémy a chybénim

¢i depleci dalSich ATP syntazovych podjednotek. Konkrétné se jednalo o nasledujici linie:

e p' = bunécna linie 143B — linie s deficienci thymidin kindzy odvozena zlidského
osteosarkomu, kontrola pro p°

e p%=bunéénd linie 143B s depletovanou mtDNA pomoci ethidium bromidu

e HEK ctrl = kontrolni WT HEK293 bunky

e HEK DAPIT = HEK293 bunriky se ztiSenou expresi proteinu DAPIT

e HEK MLQ 1E12 = HEK293 bunky s absenci MLQ

Nejdfive jsem separovala proteiny pomoci BNE-PAGE, ktera je bézné vyuZivand a ma vysoké
rozlideni. Vzorky byly solubilizovany jemnym detergentem digitoninem (DIG) (Obr. 23). U p° jsem
ocekavala absenci proteinl A6L a podjednotky Fo-a vzhledem k chybéjici mtDNA. Prekvapivé jsem
ale, stejné jako MLQ KO klonu 1E12, pozorovala i chybéni proteinu MLQ, ktery je kddovdan jadernou
DNA. Zatimco u MLQ KO linii bylo pozorovano snizeni obsahu proteinu DAPIT, zd3 se, Ze tato
interakce neni obousmérna a v pripadé bunék se snizenou expresi DAPIT (DAPIT KD) jsem pokles
podjednotky MLQ nepozorovala. ATPazovy komplex velikosti nejblizsi k monomeru ATP syntazy
u kontrolnich bunék byl u MLQ KO detekovan protilatkami proti podjednotkam Fs-a, Fo-c i Fi1-p.
Oproti kontrole migruje tento komplex o néco rychleji, jeho velikost je snizena minimalné
o nepfitomny protein MLQ. Jeji nizsi relativni obsah vici kontrole je uréovan snizenou hladinou
podjednotky Fo-a, ktera je detekovana pouze v tomto komplexu. Pfi imunodetekci podjednotky Fo-
¢ a F1-y u MLQ KO byly detekovany subkomplexy ATP syntdzy o pfiblizné velikosti 300—400 kDa,
srovnatelné se subkomplexy u p® bunék. Na zakladé predchozich studii (Wittig et al., 2010) se

domnivam, Ze se jednd o dlsledek interference Coomassie barvy s nestabilnim enzymem, ktery se
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nasledné rozpada. Proto jsem nasledné pfistoupila k CNE-PAGE, kde nedochazi ke zménam naboje

vlivem pridani anionické barvy a proteiny a proteiny pak migruji na zakladé vlastniho vnitfniho

naboje.
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Obr. 23 | Imunodetekce vybranych podjednotek ATP syntazy (BNE-PAGE)
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CNE-PAGE ma sice nizsi rozliSeni nez BNE-PAGE, ale je Setrnéjsi k separovanym proteinim.
Porovnavala jsem tfi klony bez proteinu MLQ s jednim klonem kontrolnim (Obr. 24). Vzorky byly
solubilizovany dvémi rliznymi jemnymi detergenty, dodecyl maltosidem (DDM) a digitoninem (DIG).
Komplexy ATPazy jsem detekovala protildtkou proti podjednotce Fi-a. CNE-PAGE potvrdila mensi
velikost monomerické ATP syntazy u MLQ KO, ale na rozdil od BN-PAGE je vétSina obsahu F; domény
asociovana s monomerem ¢i dimerem enzymu. Rozpadové subkomlexy (pravdépodobné doména F;
a podjednotka c) se u MLQ KO objevuji ve vétsi mife az po pridavku Coomassie barvy (CBB) do vzorku
(Obr. 24), kdy se fakticky systém CNE-PAGE méni a BNE-PAGE. Dile miZeme porovnat rozdil
mezi Ucinky DDM a DIG, kde proteiny solubilizované DDM jsou méné zaostfené a mensi neZ proteiny

solubilizované DIG.
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Obr. 24 | Pilotni analyza ATP syntazy (CNE-PAGE)

Detailnéjsi analyzu sloZzeni komplextd ATP syntdzy s pouzitim CNE-PAGE jsem proto provedla
ve vzorku z klonu MLQ KO 1E12 solubilizového digitoninem (Obr. 25). Komplexy ATP syntazy u MLQ
KO bunék jsou zaostfeny v $ir§im pasu neZ p° bunék. Vtomto pasu se pravdépodobné detekuje
smés komplext enzymu obsahujici subkomplex bez podjednotek MLQ, DAPIT a Fo-a, totozny s ATP
syntdzou p° bunék, atémér kompletni monomer bez MLQ, jeho? obsah je uréovan zbytkovym

mnoZstvim protein( F,-a (obrazek 25 D.). Na zakladé téchto dat Ize uzavrit, Ze MLQ podjednotka se
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bud’ icastni inkorporace ostatnich F, podjednotek béhem asemblace enzymu, nebo stabilizuje jejich
interakce vramci vzniklého komplexu. Naopak se pravdépodobné nepodili na dimerizaci ATP

syntazy, jelikoZ pomér obsahu monomeru a dimeru je u MLQ KO podobny jako u kontrolnich bunék.
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Obr. 25 | Imunodetekce vybranych podjednotek ATP syntazy (CNE-PAGE)
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4.4 Analyza funkénosti oxidativni fosforylace pomoci oxygrafu

V kazdém méreni byly spolu porovnavany vidy jeden MLQ KO klon a kontrolni HEK 293 bunky.
Sledovali jsme predevsim ctyfi stavy — OXPHOS kapacitu, kdy je cely systém oxidacni fosforylace
dostatecné saturovan substraty a ADP a vidime tak maximalni funkéni kapacitu ATP syntdzy. DalSim
sledovanym stavem byl stav 4 po inhibici ATP syntazy aurovertinem, ve kterém spotreba kysliku
reprezentuje  aktivitu respiraéniho fetézce kompenzujici nespecificky Unik proton(
z mezimembranového prostoru do matrix (,proton leak”). Dale je to ETS (eletron-transportni
systém) kapacita — to je stav jiz nezavisly na aktivité ATP syntazy (protoZe byla inhibovana). Funkéni
je jiz jen dychaci fetézec, jehozZ aktivita je nejvyssi za rozprazeného stavu — v tomto pripadé lipofilni
ionofor FCCP disipuje gradient H* jeho transportovanim skrz vnitfni mt membranu. Naruseny
gradient se pak protonové pumpy ETS snazi opét vybudovat. Poslednim sledovanym stavem je
maximalni vyuzitelnd kapacita komplexu IV, kterou je mozno zkoumat po inhibici pfenosu elektron(
z komplexu 1l na cyt c. Elektrony pro komplex IV je pak nutno artificidlné dodat v podobé TMPD
a askorbatu. Faktickym donorem elektroni je zde TMPD, ale protozZe je schopen autooxidace, musi
byt pfitomen i askorbat, ktery TMPD udrzuje v redukovaném stavu. Skutecnou hodnotu kapacity
komplexu IV je pak mozné urlit po odecteni autooxidace TMPD — miru autooxidace zjistime
po inhibici komplexu IV pomoci KCN. Zbytkova respirace po inhibici celého OXPHOS je pak pravé
autooxidace TMPD.

Na obr. 26 jsou vybrané typické zaznamy méreni respirace danych klona a kontroly. Jiz vizualné
Ize odhadnout rozdily mezi funkéni kapacitou ATP syntazy kontroly a klonl bez proteinu MLQ.
Kvantifikované hodnoty jednotlivych respiracnich stavl jsou poté vyjadieny sloupcovymi grafy
na obr. 27. Kapacita OXPHOS (GMS3) se u KO klond pohybovala v rozmezi 45—-60 % kontrolnich
hodnot. Hodnoty respirace ve stavu 4 se mezi kontrolou a KO burikami nelisily. U kapacity ETS
a maximalni elektrontransportni aktivity komplexu IV byly priimérné hodnoty u vSech kloni snizené

o cca 25 % vici kontrole, ale kvali vysokému rozptylu hodnot nebyly rozdily signifikantni.
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Obr. 26 | Zaznam mérené respirace
Priklady mérené spotfeby O, na tfech vybranych klonech MLQ KO a na kontrolni linii HEK 293 (WT).
Bunky byly permeabilizovany digitoninem. Na grafu pro WT jsou vyznaceny sledované stavy — stav
maximalni fosforylace (OXPHOS kapacita), stav maximalni respirace (ETS kapacita), stav 4 a stav
maximalni aktivity komplexu IV. Modra kfivka ukazuje koncentraci O, (osa Y1), ¢ervena spotfebu O,
(osa Y2). Osa X = ¢as méreni
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Obr. 27 | Kvantifikace namérenych hodnot

Hodnoty v grafu jsou priimérem vSech namérenych hodnot pro dané klony stavu piné saturace
komplexu | (GM3 — glutamat + malat) je signifikantni pokles spotfeby O, systémem, stejné tak
po saturaci celého OXPHQOS (GMS3 — glutamat + malat + ADP + sukcinat). Ve stavu GMS4/aur je
jiz inhibovana ATP syntdza aurovertinem a ve stavu S3u se zvysila spotfeba O, v disledku pridani
protonoforu FCCP. Protonmotivni sila ETS je nejvyssi. AT-KCN je oznaceni pro maximalni funkéni
kapacitu komplexu IV po odecteni autooxidace TMPD a askorbatu (AT = askorbdt + TMPD, KCN —
inhibitor komplexu 1V). Chybové Usecky znaci smérodatnou odchylku. (n=3)

Z naméfenych dat Ize také spocitat respiracni kontrolni poméry. UCR (rozpfahujici kontrolni
pomeér) je pomér mezi hodnotou OXPHOS kapacity a ETS kapacity. OXPHOS kapacita bude mit vidy
vysSi hodnotu neZ ETS kapacita, tedy UCR > 1, ale ¢im vétsi tento pomér je, tim vice svédci o defektu
v ATP syntaze spiSe neZ v komplexech dychaciho fetézce. Hodnota UCR u KO klon( kolisala mezi 2
a 2,5 a byla signifikantné vyssi neZz kontrolni hodnota 1,5. RCR’ADP (respiracni kontrolni pomér
po pridani nukleotidl) je pomér mezi pIné saturovanym OXPHOS a stavem po inhibici ATP syntazy.
Nizsi hodnota tohoto poméru vyjadfuje bud snizenou kapacitu syntézy ATP v OXPHOS nebo naruseni
vnitfni mitochondridlni membrany. Tento pomér byl u KO klond signifikantné snizen oproti kontrole
(Obr. 28). Hodnoty téchto poméri spolu s nizsi absolutni spotfebou kysliku ve stavu 3 presvédcivé

vypovidaji o snizené funkcni kapacité ATP syntazy u MLQ KO.
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Obr. 28 | Kontrolni poméry respirace
Hodnoty v grafu jsou primérem vsech namérenych hodnot pro dané klony (n=3).
Chybové Usecky znaci smérodatnou odchylku.

Méreni probihalo v intaktnich burikach, abychom mohli pozorovat metabolismus bunék
ve fyziologickém stavu za aerobnich podminek. Abychom eliminovali pfipadné rozdily v rychlosti
proliferace mezi MLQ KO a kontrolnimi HEK293 jsou méfeni normalizovana na obsah DNA

v jamkach, ktery proporéné odpovida poctu bunék.
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V Mito stress protokolu bylo pouZito kultivacni DMEM médium bez respiracné vyznamnych
substratd (glukdza, glutamin, pyruvat). Bazalni respirace endogennich substratd byla u MLQ KO
snizena o 15 % vici kontrole. Prvnim pfidavkem byl glutamin (2 mM), ktery je hydrolyzovan
na glutamat a ddle transaminovan na a-ketoglutarat. Ten vstupuje jako substrat do Krebsova cyklu,
ktery doddva redukovany koenzym NADH komplexu I. Zatimco u kontrol doslo k vyraznému zvyseni
respirace diky volné kapacité OXPHOS pro oxidaci pfidaného substratu, u MLQ KO bunék zlstavala
spotieba kysliku nezménéna (Obr. 29). Pfidanim oligomycinu (1 uM), ihibitoru ATP syntazy, jsme
eliminovali respiraci sprazenou stvorbou ATP. Rezidudlni respirace odpovidajici aktivité
respiraéniho fetézce kompenzujici nespecificky Unik proton prfes vnitini mitochondrialni
membranu byla u MLQ KO sniZzend na 70 % kontrolni hodnoty. Po disipaci protonového gradientu
rozprahovacem FCCP (1 uM) pozorujeme stav maximalni respirace, ktery byl u MLQ KO snizen o 30
% oproti kontrole. Nejvétsi rozdil mezi kontrolou a MLQ KO vykazovala hodnota respirace sprazené
s produkci ATP, vypocitana odectenim hodnot respirace pred a po pridani oligomycinu. Fosforyla¢ni

kapacita OXPHOS u MLQ KO predstavovala pouze 55 % kontroly (Obr. 30).

Mito stress protocol
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Obr. 29 | Vybrany zaznam pribéhu mito stress experimentu.

Méfeni zacalo pouze sendogennimi substraty bunék. Glutamin
oxidovany v Krebsové cyklu zpUsobil zvySeni spotfeby kysliku
u kontrolnich bunék, zatimco MLQ KO bunék pfidavek glutaminu neved|
ke zméné v respiraci.
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Obr. 30 | Méreni respirace intaktnich bunék

Kvantifikace namérenych dat. Endogenni respirace — bez pridanych substratd. Bazélni respirace —
po pridavku glutaminu. ATP produkce — ¢ast respirace vyuzivanda k produkci ATP (bazalni respirace —
respirace po pridavku oligomycinu). S3U — maximalni funkéni kapacita ETS respirace po pridavku
rozprahovace. (n=2)

Chybové usecky znaci smérodatnou odchylku.

Pro sledovani glykolytické kapacity jsme buriky méfili v médiu obohaceném o glutamin (2 mM),
aby byl dychaci fetézec saturovan a aktivni (Obr. 31). Pfidavek glukdézy (10 mM) ¢tyfndsobné zvysil
rychlost acidifikace média v MLQ KO bunkach v porovnani s 1,7-ndsobnym narlistem u kontrol.
Vzhledem k vyse uvedené nezménéné hladiné respirace u KO bunék je zfejmé, Ze tyto buriky pro zisk
energie uprednostnuji glykolyzu pfed oxidacni fosforylaci. Tento fenomén byl popsan u nadorovych
bunék jako Crabtreeho efekt, kdy bunka dokaze v pfitomnosti glukdzy kratkodobé potlacit respiraci
a ,prepnout” metabolismus ve prospéch glykolyzy (Diaz-Ruiz et al., 2009). Oligomycin (1 uM)
znemoznil ziskavat ATP z OXPHOS, mlzZeme pak sledovat maximalni kapacitu glykolyzy. Tato
kapacita je u MLQ KO bunék pfiblizné dvojnasobna oproti WT bunkam (Obr. 32). 2-deoxyglukoza,
ktera je strukturné podobnd glukdze, kompetitivné inhibuje hexokindzu, ¢imZz je prerusena
glykolytickd draha. RezidudIni hodnota acidifikace média je pak odectena od ostatnich hodnot jako
pozadi. Celkové je vidét, Ze bunky s MLQ KO uprednostiuji glykolyzu pred aerobni respiraci,

coz nejlépe vynikne pfi vyneseni téchto dvou veli¢in do tzv. fenogramu (obr. 33)
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Obr. 31 | Vybrany zaznam pribéhu hodnoceni glykolytické aktivity.

Bunky byly méreny v médiu obohaceném o glutamin. Po pfidavku glukdzy doslo
k vyrazné acidifikaci v médiu MLQ KO bunék oproti kontrolnim burikdm.
Po inhibici ATP syntdzy byla zavislost na glykolyze u MLQ KO bunék jesté
znatelnégjsi.
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Obr. 32 | Méreni pribéhu glykolyzy.

Bunky byly méfeny v médiu obohaceném o glutamin. Glykolyza — mira
acidifikace média po pridavku glukdzy. Glykolytickd kapacita — maximalini
acidifikace média po pridavku oligomycinu. Vzdy je odecteno pozadi v podobé
nespecifické acidifikace po pridavku 2-deoxy glukdzy. (n=2)
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Obr. 33 | Fenogram provedenych méreni — porovnani OCR a ECAR.
ProloZzenim dat ziskanych z obou protokold bylo pomoci fenogramu potvrzeno, ze MLQ
KO bunky ziskavaji energii spise z glykolyze nez z respirace.

4.5 Vlivabsence genu Cl4orf2 na transkripci mtDNA gend

Pozorované snizeni obsahu mtDNA kédované podjednotky a nds vedlo k domnénce, Zze u MLQ
KO bunék by mohla byt narusena transkripce mtDNA gen( obecné. Kvantitativni PCR bylo
provadéno na vzorcich z biologickych hexaplikat klont 12G10, 1E12, 4C6 a kontrolnich HEK293.
Méreni samotné probihalo v technickych duplikatech pro kazdy vzorek. Vybrané geny OXPHOS
(Tab. 8) jsem analyzovala pomoci qPCR. Jako kontrola byly pouZity dva jaderné kédované referencni

»,housekeeping” (provozni) geny B2M a HPRT1.

Dosazené vysledky gPCR jsou prezentovany ve sloupcovych grafech (Obr. 34). Absence proteinu
MLQ u jednotlivych KO bunék se neprojevila na hladiné transkipt vybranych jaderné kédovanych
genl OXPHOS (konkrétné SDHB, gen kddujici protein SDHB — podjednotka komplexu Il obsahujici
Fe-S klastry, a gen ATP5C1, ktery kéduje podjednotku y F1 domény ATP syntazy). V pripadé hladin

mtDNA transkriptl byly pozorovany rozdilné vysledky. Namérené hodnoty pro CYTB (mtDNA
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kddovana podjednotka komplexu Ill) a ND1 (jedna z mtDNA podjednotek komplexu |) nedoznaly
vyraznych zmén oproti kontrole. Signifikantni sniZzeni hladiny mRNA nastalo u kloni 1E12 a 4C6
v pripadé genu ATP6 pro protonovy kandl a F, domény ATP syntazy stejné tak jako u druhého mtDNA
kéddovaného geny pro ATP syntdzu ATP8 (protein A6L F, domény). Tyto vysledky naznacuji,
Ze snizeny obsah podjednotky pozorovany na proteinovych elektroforézach je u MLQ KO ovlivnén
uz na urovni mRNA. Signifikantni pokles hladiny mRNA byl pfekvapivé pozorovan i u COX3 (kéduje
jednu ze tfi mtDNA podjednotek komplexu IV OXPHOS). Protoze komplex gend ATP6/ATP8/COX3
je prepisovdn jako polycistronni transkript, ktery je dale maturovan, analyzovali jsme i hladiny
nesestrizené bicistronni mMRNA ATP6-COX3. V ni jsme mezi MLQ KO klony a kontrolou nepozorovali
tak vyrazné rozdily jako v pfipadé maturovanych transkriptd. Snizené hladiny transkript(
pro podjednotky ATP syntdzy a COX jsou tedy spiSe dusledkem jejich vyssiho obratu

nez poruchy mRNA procesovani.
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Obr. 34 | Vysledky analyzy transkripce vybranych gend OXPHOS

Méfené hodnoty jsou vztaZzeny na priimér obou housekeeping gend (HPRT1, B2M). Hladina
MRNA je signifikantné sniZzena u téchto gent (klony 4C6 a 1E12) - mtDNA kddované ATP6 (Fo-a),
ATP8 (Fo-A6L), COX3 (mtDNA kdédovana podjednotka komplexu V), zatimco mRNA jaderné
kddovanych gent (SDHB, ATP5C1 (F1-y)) nejsou ovlivnény takrka vibec. (n=6)

68



4.6 Vlivabsence genu C14orf2 na obsah mtDNA kddovanych podjednotek COX

Komplex IV, neboli cytochrom ¢ oxidaza je homodimer, v jehoZ katalytickém jadru se nachazi
tfi mtDNA kdédované podjednotky COX1, COX2 a COX3 (Tsukihara et al., 1996). Zjistili jsme, Ze
absence MLQ vede ke snizeni hladiny mRNA pro COX3. Zaroven komplex IV nedosahuje takové
funkéni kapacity jako kontrolni buriky, pfestoZze zména nebyla statisticky signifikantni. Proto jsme se
nasledné zaméfili na analyzu vSech mtDNA kédovanych podjednotek komplexu IV na proteinové

Urovni pomoci Western blotu a imunodetekce.

K analyze byly pouZity vidy ctyfi biologické replikaty MLQ KO klonli 1E12, 12G10 a 4C6
a tfi replikaty kontrolnich HEK293 bunék. Jednalo se o alikvoty bunécnych suspenzi, které byly

paralelné pouzity pro respirometrickd méreni. Kromé COX1, -2, -3 byly do analyzy zahrnuty
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Obr. 35 | Western blotova analyza COX proteind

Imunodetekce proteinl na PYDF membrané. Jednotliva pismena A/B/C/D odpovidaji
vzorkdm sklizenym ve stejny den. HEK smés je smési klon HEK A/C/D. Protein SDHA
(komplex 1) byl pouZit jako nanaskova kontrola. Posledni ¢tyfi HEK smési se lisi
hmotnosti naneseného proteinu (12, 24, 36 a 48 ug; ostatni vzorky obsahovaly 36 ug
proteinu).
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i proteiny UQCRC2 (jaderné kédovana podjednotka core 2 komplexu Ill) a SDHA (jaderné kédovana
podjednotka komplexu Il) jako marker mnozZstvi mitochondrii. Detekované proteiny jsou zobrazeny
na obr. 35, hodnoty z kvantifikace signal(i pak ve sloupcovych grafech na obr. 36. Primérné hladiny
obsahu podjednotek COX1, 2 a 3 se u MLQ KO klonl pohybovaly v rozmezi 35-70 % prliméru
kontrolnich vzorkd. SniZzeni mnozstvi ale nebylo u Zadného klonu signifikantni z dlivodu velkého
rozptylu hodnot signald u kontrolnich bunék. Relativni mnoZstvi proteinu UQCRC2 i nanaskové

kontroly SDHA bylo srovnatelné mezi KO klony a kontrolou.
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Obr. 36 | Kvantifikace pfedchozi Western blotové analyzy COX proteint

Namérené hodnoty byly normalizovany k hodnotdm SDHA a vztaZzeny k interni kontrole
(HEK smés — 36 ug proteinu).
Chybové Usecky predstavuji smérodatnou odchylku. (n=2)
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5 Diskuze

F1Fo-ATP syntdza byla poprvé studovana v roce 1960, kdy se rakouské skupiné Efraima Rackera
podafilo z hovéziho srdce izolovat a popsat viibec prvni enzym Ucastnici se oxidacni fosforylace
(Penefsky et al., 1960; Pullman et al., 1960). Tuto solubilni adenosintrifosfatazu pojmenovali jako
Faktor 1 (neboli F1). F, ¢ast enzymu objevili o Sest let pozdéji, kdy E. Racker spolu s Yasuou Kagawou
identifikovali membranovou ¢ast proteinu, ktera faktor Fi1 kotvila. Tu nazvali F;-vazajici faktor F, —
index ,,0“ je zkratkou pro oligomycin, ktery se vaze do F, domény ATP syntdzy a inhibuje ji (Kagawa

and Racker, 1966).

Od té doby byla F1F,-ATP syntaza ve stfedu zajmu mnohych biochemickych laboratoti. Jesté vice
na dlleZitosti nabyl jeji vyzkum poté, co Peter Mitchell postuloval chemioosmotickou teorii v roce
1961. Vyznamné k vyzkumu struktury ATP syntdzy pfispél sir John E. Walker, ktery velkou c¢ast
struktury enzymu objasnil metodou rentgenové krystalografie. Diky tomu bylo moZno doplnit

BoyerUv , binding-change” mechanismus syntézy ATP, za coZ oba sdili Nobelovu cenu z roku 1997.

Dodnes ale nezname kompletni strukturu membrdanové ¢asti enzymu, ani detailni mechanismus,
kterym se tok protonU pfes podjednotku a méni v rotacni pohyb c-oligomeru. V této souvislosti
otevrel nedavny objev membranovych podjednotek DAPIT a MLQ specifickych pro obratlovce zcela

nové a neprozkoumané pole vyzkumu jednoho z nejikoni¢téjsich enzyma bunééného metabolismu.

5.1 Vytvoreni bunécného modelu pro studium funkce proteinu MLQ

Pro studium funkce proteinu MLQ jsem se rozhodla vytvofit bunécnou linii z HEK293 bunék
s defektem v syntéze proteinu MLQ pomoci RNA interference. Vzhledem k dlouhému polocasu
obratu OXPHOS protein( (Dai et al., 2014) i pozadavkim na velké mnoZstvi bunék pro planované
experimenty jsem se rozhodla pouZit variantu se stabilni expresi shRNA vlasenek namisto Castéji
pouzivané transientni transfekce hotovymi vlasenkami. Testovala jsem pét shRNA
komplementarnich k exonu 2 proteinu MLQ. Western blotova analyza ukazala na jednu vlasenku,
kterd snizila expresi proteinu 0 43% v porovnani s kontrolni linii. Z dané linie jsem nasledné odvodila
Sest klonU pochazejicich z jedné bunky, ale bohuzel jiz nedoslo k vyraznéjsi redukci obsahu proteinu
v bufikach — v nejuspésnéjsim klonu bylo detekovano 32% snizeni obsahu proteinu. V pfipadé MLQ
se tedy bohuzel nepotvrdily dobré zkuSenosti s touto metodou, pomoci které byly v laboratofi
pfipraveny modely s vyrazné snizenou expresi podjednotek centrdlniho stonku ATP syntdzy (Pecina

et al., v pfipravé; Havlickova et al., 2010). Tyto linie tedy nebylo mozné pouzit pro studium dlsledkd

71



snizeného mnoiZstvi proteinu MLQ. JelikoZz se Uspésnost jednotlivych shRNA pohybuje okolo 50 %
(Goel, Desai and Voorhoeve, 2010), bylo moziné tento pristup dale optimalizovat pouZitim
kombinace dvou a vice vlasenek v jedné transfekci. Vzhledem k pozitivnim vysledkim paralelné
probihajictho pokusu o Uplné vytfazeni genu metodou CRISPR uZ ale nebyla dalsi optimalizace

provedena.

Vytvoreni bunécného modelu s inaktivovanym genem Cl4orf2 (MLQ KO) bylo dosazeno
s metodou CRISPR Cas9 s parovanymi nikdzami. Podafilo se selektovat funkéni par gRNA, ktery byl
transfekovan do HEK293 bunék — z 92 klonU vzesly Ctyri bunécné linie s absenci proteinu MLQ, také
vznikly linie pravdépodobné obsahujici mutaci, jejimZz dlsledkem je sniZzenad exprese Ci stabilita
proteinu MLQ. DosaZena uspésnost Uplného vyfazeni genu vrozmezi 5 — 10 % odpovida
publikovanym Udajim (Ran, Hsu, Wright, et al., 2013). Na zakladé pozitivnich zkusenosti v tomto i
jinych bézicich projektech je nyni v nasi laboratofi CRISPR Cas9 preferovanou metodou pro tvorbu

novych bunécénych model( s deficiencemi OXPHOS protein(.

5.2 Vliv chybgjiciho proteinu MLQ na strukturu a stabilitu ATP syntazy

V pilotni Western blotové analyze tfi vybranych kloni MLQ KO byly testovany vybrané
podjednotky FiF,-ATP syntazy — MLQ, F1-8, Fi-y, Fo-a, Fo-b, Fo-c @ DAPIT. Ukazalo se, Ze absence
proteinu MLQ zpUsobuje, atjiz pfimo ¢ineptimo, vyrazné snizeni mnoizstvi podjednotky a
(protonovy kanal v F, doméné, ktery je kddovany mtDNA) na 22% kontrolniho priméru, také obsah
podjednotky DAPIT byl redukovan na 30 %. V mensi mite, ale stale signifikantné pokleslo i mnozstvi
podjednotky c (64% kontroly). Naopak obsah podjednotek F; domény a podjednotky b timto knock-

outem dotcéen nebyl.

V nasledné analyze komplex(i ATP syntazy pomoci nativnich elektroforéz byly v ramci sirsi studie
porovnany kontrolni WT linie a MLQ KO linie také s p* a p° bun&énymi liniemi (Wittig et al., 2010) —
p je oznadeni pro bufiky linie 143B odvozené z bunék lidského osteosarkomu, kde p° postradaji
mtDNA (a tedy neexprimuji Zzadné mitochondrialni proteiny, véetné ATP syntdzovych podjednotek
aaA6L) a p* jsou jejich kontrolou. Obecné je komplex ATP syntazy MLQ KO bunék mensi (minimalné
diky chybé&jicimu proteinu MLQ), migruje tedy rychleji. Ukazalo se, Ze MLQ KO linie a p° linie vykazuji
podobny elektroforeticky profil. Absence podjednotky a v p° buné&éné linii vede k akumulaci
subkomplexu ATP syntdzy, ktery dale postrada i podjednotky DAPIT, MLQ a A6L. V pfipadé absence

MLQ je detekovan tentyz subkomplex, ¢ast komplexd je ale témér kompletni a asociuje s nimi
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rezidudlni mnozstvi podjedntotky a prfitomné v bunkach. Metodou volby pro studium
mitochondridlnich membranovych komplexd je BNE-PAGE (Wittig and Schagger, 2008). Pfi jejim
pouziti pro studium modelll s defekty biogeneze ATP syntdzy ma vsak své limitace. Ukazalo se,
7e kvuli interferenci s Coomassie barvou dochdzi k rozpadu nestabilniho enzymu v p° bufikach
(Wittig et al., 2010), coz bylo dlouhou dobu vykladano jako pfitomnost asemblacnich intermediatd.
Obdobnou situaci jsme pozorovali i v MLQ KO burkach, kde zbylé podjednotky F, disociuji a jsou
detekovany pouze stabilnéjsi subkomplexy Fi-c oligomer. Z vysledk( elektroforetickych analyz je
mozné formulovat hypotézu, Ze protein MLQ ma pravdépodobnou ulohu ve stabilizaci podjednotek
Fo-domény — miZe mit roli v inkorporaci podjednotek do enzymu nebo je duleZity pro interakci

mezi jednotlivymi proteiny.

Tato zjisténi se Castecné rozchazeji s daty, ktera byla prezentovana v publikaci Fujikawy a kol.
(Fujikawa et al., 2014). Této skupiné se podafilo vytvofit studijni model z HeLa bunék s knock-
downovanym MLQ proteinem (10-40% v porovnani s kontrolou) pomoci shRNA. V MLQ-KD burikach
pozorovali v SDS-PAGE i hrCNE-PAGE analyze snizeni mnoZstvi podjednotek o a8 korelujici
s redukovanym mnoZstvim MLQ. Toto je ale v rozporu s vysledky této diplomové préace, kde knock-
out podjednotky MLQ nijak neovlivnil proteiny F; domény a nevedI k tak generalizovanému defektu
ATP syntdzy. Stejné tomu je v butikdch s depletovanou mtDNA, tj. p° linie (Wittig et al., 2010), nebo
v cybridni linii odvozené z bunék pacienta s mikrodeleci 9205delTA v mtDNA (chybéni pouze
pozorujeme v MLQ KO burikach (zcela postradaji protonovy kanal, ktery je pro funkci ATP syntazy
esencialni). V obou studiich dosli autofi k zavéru, Ze k poSkozeni dochazi vF, u podjednotek
bezprostfedné souvisejicich s protonovym kandlem, zatimco F1 doména je zachovana vcetné
odlisnych studijnich modell, kde japonsky tym pouzZival MLQ KD bunécnou linii vytvorenou
lentivirovou transfekci vektord exprimujich shRNA, kdezto ja jsem méla k dispozici bunécny model
s Uplné vyfazenym genem cl4orf2. Ale i vtomto pfipadé by se dalo spiSe ocekavat, Zze v MLQ KD,
kde je pfitomno residualni mnoZstvi zkoumaného proteinu, budou pozorovany mirnéjsi projevy
defektu nez v burikach, kde protein MLQ zcela chybi. Autofi dané publikace také pripoustéji, Ze jejich
zpUsob pripravy mitochondrii nejspiSe vedl k nahromadéni volnych monomert a a 8, coZ naznacuje,
Ze by jejich prace s mitochondriemi mohla byt Setrnéjsi. Je na skodu, Ze tato publikace neni pfilis
detailni a japonsti védci nedetekovali také mtDNA kddované podjednotky ATP syntdzy, protoZe by

jejich zavéry mohly vice korespondovat s nasimi nélezy.
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V ¢em se oba vyzkumy shoduji, je ovSsem hypotéza, Ze protein MLQ ma stabiliza¢ni funkci. Pro jeji
ovéreni by bylo vhodné vyuzit metody pro zkoumani dynamiky (obratu) protein Nap¥. pomoci tzv.
pulse-chase experimentll (McKenzie, Lazarou and Ryan, 2009) by bylo mozné radioaktivnim pulsem
v kultivovanych burikdch oznacit mtDNA kddované podjednotky a proteinovymi elektroforézami
sledovat, zdali je jejich snizené mnoZstvi zplsobeno redukovanou syntézou, zhorsenou inkorporaci

do sestavovaného enzymu nebo rychlejsi degradaci v disledku nestability enzymu.

5.3 Defekt ATP syntazy v oxidativni fosforylaci

Pomoci méreni respirace permeabilizovanych bunék na oxygrafu jsem sledovala, jak se promitlo
mnozstvi a asemblacni stav do funkce oxidacni fosforylace. Analyzovala jsem celkem cCtyfi stavy —
OXPHOS kapacitu, tedy maximalni funkéni kapacitu ATP syntazy, stav 4 pro kontrolu, zdal nedochazi
k nespecifickému toku H* z intermembranového prostoru do matrix, ETS kapacitu, tj. maximalni
aktivitu respiracniho fetézce, a nakonec maximalni funkéni kapacitu komplexu IV. Zména ve funkci
ATP syntdzy byla signifikantni — oproti kontrolni linii byla OXPHOS kapacita MLQ KO linii 0 38-56 %
nizsi. Spolu se signifikantné vyssi hodnotou UCR (kontrolni pomér mezi ETS kapacitou a OXPHOS
kapacitou) a signifikantné nizsi hodnotou RCR’ADP (kontrolni pomér mezi OXPHOS kapacitou
a stavem 4) u MLQ KO linii oproti kontrolam (UCR =2 -2,67, RCR’ADP = 1,5 — 1,86, zatimco kontrolni
linie UCR = 1,53, RCR’ADP = 3,34) jednoznacné ukazuji na vyrazny defekt enzymu. Pokud dame
do souvislosti respirometrickd dat s nalezy elektroforetickych experiment(, lze predpokladat,
Ze syntéza ATP u MLQ KO bunék probihd na nestabilnich a nedplnych enzymovych komplexech,
jejichZ obsah urcuje residualni mnozstvi podjednotky a. Z nasich experimentd vyplyva, Ze jeji
relativni mnoZstvi je nizsi nez 30 % kontroly. Tato hodnota se udava jako prahové (tzv. threshold)
mnoZstvi ATP syntdzy pro manifestaci biochemického defektl. U MLQ KO tedy doslo k podobné
zavaznému defektu respirace jako u bunék pacientt s deficienci ATP syntazy zplisobenych mutacemi
v asemblaénim faktoru TMEM70 (Cizkova et al., 2008) nebo v genu kédujicim podjednotku & (Mayr
et al., 2010) nebo ubunéénych modelll odvozenych od HEK293 sshRNA utiSenim exprese
podjednotek centralniho stonku (Pecina et al.; Havlickova et al., 2010). Snizena funkcni kapacita
oxidacni fosforylace a z toho vyplyvajici mensi energeticka vytéznost zapfricinila posun MLQ KO
bunék smérem ke glykolyze, jak bylo zjisténo mérenim glykolytické kapacity v intaktnich burnkach

na pristroji Seahorse.
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Ve stavu 4 byla spotfeba O, u MLQ KO stejna jako u kontrolnich bunék, tudiZz na nekompletni
a nestabilni formé ATPazové komplexu u knock-outll nedochazi k nespecifickému uniku H*, ktery by
mohl disipovat mitochondridlni membranovy potencial a tim jesté vice prohloubit energetickou krizi
v MLQ KO burikach, jak je tomu u nékterych defektl ATP syntdzy v kvasinkach (Duvezin-Caubet et
al., 2006). Diky nedostatecné kapacité ATP syntazy Ize naopak spekulovat, Ze vnitfni mitochondrialni
membrana je hyperpolarizovana a muiZe tak dochazet ke zvySeni mitochondridlni produkce

reaktivnich forem kysliku (ROS) jako v jinych pfipadech ATPazovych deficienci (Mracek et al., 2006).

5.4 Vlivabsence MLQ na komplexy respiracniho retezce

Oproti ocekavani bylo béhem respirometrickych analyz pozorovano i snizeni hodnot kapacity ETS
stejné jako i samotného komplexu IV, které jsou nezdvislé na funkci ATP syntazy. AC nebyly
pramérné hodnoty u MLQ KO klon( signifikantné odlisné od kontrolnich bunék komplexu 1V, podnitil
mé tento ndlez k dalSim experimentliim. Analyzou hladiny transkriptd pro mtDNA kddované
podjednotky OXPHOS, jsem ve dvou ze tfi MLQ KO linii (ato 4C6 a 1E12) prokazala signifikantni
pokles mRNA exprimované z genu COX3, stejné jako v pripadé mRNA exprimovanych z genli ATP6
(Fo-a), ATP8 (F,-A6L) a bicistronniho nematurovaného transkriptu ATP6-COX3 u jedné z MLQ KO linii.
Defekt COX podjednotek byl prokdzan i na Urovni proteinu pomoci Western blotu, jako snizené
hladiny proteind COX1, COX2 a COX3. Vsechny tfi metody (gqPCR, western blot i respirometricka
analyza) tedy navzajem koresponduji a ukazuji na defekt cytochrom c¢ oxidazy v MLQ KO burikach.
Snizeni obsahu COX v pfipadé defektu protonového kandlu bylo jiz dfive pozorovano u kvasinek S.
cerevisiage svyfazenim genu ATP6. Vtéchto kvasinkach byla nasledné narusena translace
podjednotky COX1. (Rak et al., 2007). Roli protonového kandlu v biogenezi komplexu IV diskutuji
Soto a kol. (Soto et al., 2009)v kvasinkovém modelu postradajicim protein ATP10, ktery je dllezitym
asemblacnim faktorem ATP syntdzy. Zjistili, Ze i u tohoto modelu je translace Coxlp proteinu
(homolog COX1 v savcich) narusena a hladina COX1 podjednotky je vyznamné sniZzena v burnkach
s poskozenou ATP syntazou. Analogicky nalez byl v této praci pozorovan i u lidskych pacientskych
bunék s mutacemi v genu kdédujicim asemblacéni faktor ATP12 (chaperon podjednotky a). Naopak
v pacientskych bunkach s obdobnou miru deficience ATP syntazy, ale v disledku absence TMEM70
bylo pozorovano kompenzacni zvyseni obsahu komplexd 1l a IV, ke kterému dochazi

na posttranskripéni Urovni (Havlickova Karbanova et al., 2012).

Mezi dikazy o vzdjemné provazanosti obsahu rdznych OXPHOS komplex(l patfi napf. i studie

bunécénych linii odvozenych z mysi s deficitem komplexu Il — Acin-Pérez a kol. zjistili, Ze deficience

75



komplexu Il zplsobend mutaci v jediné mtDNA kddované podjednotce enzymu vyustila také

v destabilizaci asemblovaného komplexu | (Acin-Pérez et al., 2004).

VSechny prace citované v této souvislosti popisovaly jevy odehravajici se az na translacni,
pfipadné asemblacni Urovni regulace exprese OXPHOS protein(i. Nejsou tedy zcela analogické
k vysledklim u MLQ KO bunék, kde je defekt COX pozorovan jiz na Urovni hladiny mRNA. Zda je tento
jev jenom sekundarnim dasledkem zmén v energetice a metabolismu bunék s MLQ KO, nebo by
mohl protein MLQ mit primy funkéni viiv na hladiny COX transkript(, predstavuje zajimavou otazku

pro dalsi studium tohoto bunééného modelu.

5.5 Zavér

e Protein MLQ je podjednotkou F, domény Fi1F,-ATP syntazy. Jeho knock-out v HEK293
bunkach vyustil v destabilizaci protonového kanalu a a také redukci mnoZstvi proteinu
DAPIT a c-oligomeru.

e Funkéni méreni prokazaly signifikantni defekt ve funkéni kapacité ATP syntazy v MLQ KO
bunkach, a také mirny, byt nesignifikantni vliv tohoto defektu na funkéni kapacitu
komplexu IV.

e VMLQ KO bunkach bylo také detekovano snizeni hladiny mRNA genli ATP6, ATP8
a COX3. Mitochondrialné kdédované COX podjednotky byly sniZzeny i na proteinové
urovni, kdy jsme pozorovali pokles v hladinach proteint COX1, COX2 a COX3.

e MLQ KO bunky v pfitomnosti glukdzy davaji prednost produkci ATP v glykolytické draze
pred jejim vyuzitim v mitochondridlni respiraci.

e Hlavni tuloha proteinu MLQ pravdépodobné spociva v regulaci inkorporace podjednotky

Fo-a pfi biogenezi ATP syntazy nebo v jeji stabilizaci v rdmci F, domény.

76



6 Reference

Abrahams, J. P. et al. (1994) ‘Structure at 2.8 A resolution of F1-ATPase from bovine heart
mitochondria.’, Nature, 370(6491), pp. 621-628.

Acin-Pérez, R. et al. (2004) ‘Respiratory complex lll is required to maintain complex | in mammalian
mitochondria’, Molecular Cell, 13(6), pp. 805-815. doi: 10.1016/51097-2765(04)00124-8.

Ackerman, S. H. and Tzagoloff, A. (2005) ‘Function, structure, and biogenesis of mitochondrial ATP
synthase.’, Progress in nucleic acid research and molecular biology, 80, pp. 95-133. doi:
10.1016/50079-6603(05)80003-0.

Alavian, K. N. et al. (2014) ‘An uncoupling channel within the c-subunit ring of the F1IFO ATP synthase
is the mitochondrial permeability transition pore.’, Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, 111(29), pp. 10580-5. doi: 10.1073/pnas.1401591111.

Alberts, B. et al. (2015) ‘Molecular Biology of the Cell’, in Molecular Biology of the Cell. doi:
10.1017/CB09781107415324.004.

Allegretti, M. et al. (2015) ‘Horizontal membrane-intrinsic a-helices in the stator a-subunit of an F-
type ATP synthase’, Nature, 521, pp. 237-240. doi: 10.1038/nature14185.

Anderson, S. et al. (1981) ‘Sequence and organization of the human mitochondrial genome’, Nature,
pp. 457-465. doi: 10.1038/290457a0.

Arnold, I. et al. (1998) ‘Yeast mitochondrial F1FO-ATP synthase exists as a dimer: Identification of
three dimer-specific subunits’, EMBO Journal, 17(24), pp. 7170-7178.

Arnold, I. et al. (1999) ‘ATP synthase of yeast mitochondria. Isolation of subunit j and disruption of
the ATP18 gene.’, The Journal of biological chemistry. American Society for Biochemistry and
Molecular Biology, 274(1), pp. 36—40. doi: 10.1074/JBC.274.1.36.

Belogrudov, G. I., Tomich, J. M. and Hatefi, Y. (1996) ‘Membrane topography and near-neighbor
relationships of the mitochondrial ATP synthase subunits e, f, and g’, Journal of Biological Chemistry,
271(34), pp. 20340-20345. doi: 10.1074/jbc.271.34.20340.

Bonora, M. et al. (2013) ‘Role of the c subunit of the FO ATP synthase in mitochondrial permeability
transition.’, Cell cycle (Georgetown, Tex.), 12(4), pp. 674—83. doi: 10.4161/cc.23599.

Boyer, P. D. (1975) ‘A model for conformational coupling of membrane potential and proton
translocation to ATP synthesis and to active transport’, FEBS Letters, 58(1-2), pp. 1-6. doi:
10.1016/0014-5793(75)80212-2.

Brunner, S., Everard-Gigot, V. and Stuart, R. a. (2002) ‘Su e of the yeast FIFO-ATP synthase forms
homodimers’, Journal of Biological Chemistry, 277(50), pp. 48484-48489. doi:
10.1074/jbc.M209382200.

Cabezdn, E. et al. (2000) ‘Dimerization of bovine F1-ATPase by binding the inhibitor protein, IF1.’,
The Journal of biological chemistry, 275(37), pp. 28353-5. doi: 10.1074/jbc.C000427200.

Cabezén, E. et al. (2000) ‘Modulation of the oligomerization state of the bovine F1-ATPase inhibitor
protein, IF1, by pH’, Journal of Biological Chemistry, 275(33), pp. 25460-25464. doi:
10.1074/jbc.M003859200.

Cabezdn, E. et al. (2002) ‘The structure of bovine IF1, the regulatory subunit of mitochondrial F-
ATPase’, EMBO Journal, 20(24), pp. 6990-6996. doi: 10.1093/emb0oj/20.24.6990.

Carroll, J. et al. (2006) ‘Bovine complex | is a complex of 45 different subunits’, Journal of Biological
Chemistry, 281(43), pp. 32724-32727. doi: 10.1074/jbc.M607135200.

77



Collinson, I. R. et al. (1996) ‘The F1F0-ATPase complex from bovine heart mitochondria: the molar
ratio of the subunits in the stalk region linking the F1 and FO domains.’, Biochemistry. American
Chemical Society, 35(38), pp. 12640-6. doi: 10.1021/bi960969t.

Cizkova, A. et al. (2008) ‘TMEM70 mutations cause isolated ATP synthase deficiency and neonatal
mitochondrial encephalocardiomyopathy.”, Nature genetics, 40(11), pp. 1288-1290. doi:
10.1038/ng.246.

D’Agostino, Y. and D’Aniello, S. (2017) ‘Molecular basis, applications and challenges of CRISPR/Cas9:
a continuously evolving tool for genome editing’, Briefings in Functional Genomics, p. elw038. doi:
10.1093/bfgp/elw038.

Dai, D. F. et al. (2014) ‘Altered proteome turnover and remodeling by short-term caloric restriction
or rapamycin rejuvenate the aging heart’, Aging Cell, 13(3), pp. 529-539. doi: 10.1111/acel.12203.

Davies, K. M. et al. (2011) ‘Macromolecular organization of ATP synthase and complex | in whole
mitochondria.’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.
National Academy of Sciences, 108(34), pp. 14121-6. doi: 10.1073/pnas.1103621108.

Davies, K. M. et al. (2012) ‘Structure of the yeast F1Fo-ATP synthase dimer and its role in shaping
the mitochondrial cristae’, Proceedings of the National Academy of Sciences, 109(34), pp. 13602—
13607. doi: 10.1073/pnas.1204593109.

Denda, K. et al. (1989) ‘A gene encoding the proteolipid subunit of Sulfolobus acidocaldarius ATPase
complex’, J. Biol. Chem., 264(13), pp. 7119-7121.

Diaz-Ruiz, R. et al. (2009) ‘Tumor cell energy metabolism and its common features with yeast
metabolism’, Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on Cancer, pp. 252-265. doi:
10.1016/j.bbcan.2009.07.003.

Dubot, A. et al. (2004) ‘GUG is an efficient initiation codon to translate the human mitochondrial
ATP6 gene’, Biochemical and Biophysical Research Communications, 313(3), pp. 687—693. doi:
10.1016/j.bbrc.2003.12.013.

Dudkina, N. V. et al. (2005) ‘Structure of dimeric ATP synthase from mitochondria: An angular
association of monomers induces the strong curvature of the inner membrane’, FEBS Letters,
579(25), pp. 5769-5772. doi: 10.1016/j.febslet.2005.09.065.

Duvezin-Caubet, S. et al. (2006) ‘A “petite obligate” mutant of Saccharomyces cerevisiae. Functional
mtDNA is lethal in cells lacking the 6 subunit of mitochondrial F1-ATPase’, Journal of Biological
Chemistry. American Society for Biochemistry and Molecular Biology, 281(24), pp. 16305-16313.
doi: 10.1074/jbc.M513805200.

Ernster, L. and Schatz, G. (1981) ‘Mitochondria: A historical review’, Journal of Cell Biology. doi:
10.1083/jcb.91.3.227s.

Esch, F. S. and Allison, W. S. (1979) ‘On the subunit stoichiometry of the F1-ATPase and the sites in
it that react specifically with p-fluorosulfonylbenzoyl-5’-adenosine.’, Journal of Biological Chemistry,
254(21), pp. 10740-10746.

Faccenda, D. and Campanella, M. (2012) ‘Molecular Regulation of the Mitochondrial F1Fo-
ATPsynthase: Physiological and Pathological Significance of the Inhibitory Factor 1 (IF1),
International Journal of Cell Biology, 2012, pp. 1-12. doi: 10.1155/2012/367934.

Fearnley, I. M. and Walker, J. E. (1986) ‘Two overlapping genes in bovine mitochondrial DNA encode
membrane components of ATP synthase.”, The EMBO journal, 5(8), pp. 2003—2008.

Fernandez-Vizarra, E., Tiranti, V. and Zeviani, M. (2009) ‘Assembly of the oxidative phosphorylation

78



system in humans: what we have learned by studying its defects.’, Biochimica et biophysica acta,
1793(1), pp. 200-11. doi: 10.1016/j.bbamcr.2008.05.028.

Ferrick, D. A., Neilson, A. and Beeson, C. (2008) ‘Advances in measuring cellular bioenergetics using
extracellular flux’, Drug Discovery Today, pp. 268—274. doi: 10.1016/j.drudis.2007.12.008.

Fujikawa, M. et al. (2014) ‘Population of ATP synthase molecules in mitochondria is limited by
available 6.8-kDa proteolipid protein (MLQ).", Genes to cells : devoted to molecular & cellular
mechanisms, 19(2), pp. 153-60. doi: 10.1111/gtc.12121.

Galkin, A., Drose, S. and Brandt, U. (2006) ‘The proton pumping stoichiometry of purified
mitochondrial complex | reconstituted into proteoliposomes.’, Biochimica et biophysica acta,
1757(12), pp. 1575-81. doi: 10.1016/j.bbabio.2006.10.001.

Gibbons, C. et al. (2000) ‘The structure of the central stalk in bovine F(1)-ATPase at 2.4 A resolution.’,
Nature structural biology. Nature Publishing Group, 7(11), pp. 1055-61. doi: 10.1038/80981.

Giorgio, V. et al. (2009) ‘Cyclophilin D modulates mitochondrial FOF1-ATP synthase by interacting
with the lateral stalk of the complex’, Journal of Biological Chemistry, 284(49), pp. 33982—-33988.
doi: 10.1074/jbc.M109.020115.

Giorgio, V. et al. (2013) ‘Dimers of mitochondrial ATP synthase form the permeability transition
pore.’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 110(15),
pp. 5887-92. doi: 10.1073/pnas.1217823110.

Gnaiger, E. (2008) ‘Polarographic oxygen sensors, the oxygraph and high-resolution\rrespirometry
to assess mitochondrial function.’, Mitochondrial dysfunction in drug-induced toxicity., p. 327-52.
doi: 10.1002/9780470372531.ch12.

Gnaiger, E. (2014) Mitochondrial Pathways and Respiratory Control An Introduction to OXPHOS
Analysis, Mitochondrial Physiology Network. Available at:
http://wiki.oroboros.at/images/f/fc/Gnaiger_2014_Mitochondr_Physiol_Network MitoPathways.
pdf.

Goel, S., Desai, K. and Voorhoeve, M. (2010) ‘Chapter 2 — Genomic Technologies for Systems
Biology’, in Systems Biomedicine, pp. 15—-44. doi: 10.1016/B978-0-12-372550-9.00002-X.

Hahn, A. et al. (2016) ‘Structure of a Complete ATP Synthase Dimer Reveals the Molecular Basis of
Inner Mitochondrial Membrane Morphology’, Molecular Cell, 63(3), pp. 445-456. doi:
10.1016/j.molcel.2016.05.037.

Halestrap, A. P. et al. (1998) ‘Elucidating the molecular mechanism of the permeability transition
pore and its role in reperfusion injury of the heart’, Biochimica et Biophysica Acta - Bioenergetics,
1366, pp. 79-94. doi: 10.1016/50005-2728(98)00122-4.

Hardonniere, K. et al. (2017) ‘Role for the ATPase inhibitory factor 1 in the environmental
carcinogen-induced Warburg phenotype’, Scientific Reports, 7(1), p. 195. doi: 10.1038/s41598-017-
00269-7.

Havlickova, V. et al. (2010) ‘Knockdown of F1 epsilon subunit decreases mitochondrial content of
ATP synthase and leads to accumulation of subunit ¢’, Biochimica et Biophysica Acta - Bioenergetics,
1797(6-7), pp. 1124-1129.

Havlickova Karbanova, V. et al. (2012) ‘Compensatory upregulation of respiratory chain complexes
[lland IV in isolated deficiency of ATP synthase due to TMEM70 mutation.’, Biochimica et biophysica
acta, 1817(7), pp. 1037-43. doi: 10.1016/j.bbabio.2012.03.004.

He, J. et al. (2017) ‘Persistence of the mitochondrial permeability transition in the absence of subunit

79



c of human ATP synthase.’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 114(13), pp. 3409—-3414. doi: 10.1073/pnas.1702357114.

Hejzlarova, K. et al. (2011) ‘Expression and processing of the TMEM70 protein’, Biochimica et
Biophysica Acta - Bioenergetics, 1807(1), pp. 144—149. doi: 10.1016/j.bbabio.2010.10.005.

Hejzlarova, K. et al. (2015) ‘Alteration of structure and function of ATP synthase and cytochrome ¢
oxidase by lack of F o -a and Cox3 subunits caused by mitochondrial DNA 9205delTA mutation’,
Biochem. J, 466, pp. 601-611. doi: 10.1042/BJ20141462.

Heler, R., Marraffini, L. A. and Bikard, D. (2014) ‘Adapting to new threats: The generation of memory
by CRISPR-Cas immune systems’, Molecular Microbiology, 93(1), pp. 1-9. doi: 10.1111/mmi.12640.

Hong, S. and Pedersen, P. L. (2008) ‘ATP synthase and the actions of inhibitors utilized to study its
roles in human health, disease, and other scientific areas.’, Microbiology and molecular biology
reviews : MMBR, 72(4), p. 590—641, Table of Contents. doi: 10.1128/MMBR.00016-08.

Horan, M. P., Pichaud, N. and Ballard, J. W. O. (2012) ‘Review: Quantifying mitochondrial
dysfunction in complex diseases of aging’, Journals of Gerontology - Series A Biological Sciences and
Medical Sciences, pp. 1022—1035. doi: 10.1093/gerona/glr263.

Horvath, P. and Barrangou, R. (2010) ‘CRISPR/Cas, the Immune System of Bacteria and Archaea’,
Science, 327(5962), pp. 167-170. doi: 10.1126/science.1179555.

Housték, J. et al. (1999) ‘A novel deficiency of mitochondrial ATPase of nuclear origin’, Human
Molecular Genetics, 8(11), pp. 1967—-1974. doi: 10.1093/hmg/8.11.1967.

Housték, J., Kmoch, S. and Zeman, J. (2009) ‘TMEM70 protein - A novel ancillary factor of mammalian
ATP synthase’, Biochimica et Biophysica Acta - Bioenergetics, 1787(5), pp. 529-532. doi:
10.1016/j.bbabio.2008.11.013.

Chaudhry, Z. et al. (2013) ‘Streptozotocin is equally diabetogenic whether administered to fed or
fasted mice’, Laboratory Animals, 47(4), pp. 257-265. doi:
10.1177/0023677213489548.Streptozotocin.

Chen, R. et al. (2007) ‘Association of two proteolipids of unknown function with ATP synthase from
bovine heart mitochondria’, FEBS Letters, 581(17), pp. 3145-3148. doi:
10.1016/j.febslet.2007.05.079.

lkon, N. and Ryan, R. 0. (2017) ‘Cardiolipin and mitochondrial cristae organization’, Biochimica et
Biophysica  Acta (BBA) - Biomembranes, 1859(6), pp. 1156-1163. doi:
10.1016/j.bbamem.2017.03.013.

Iwata, S. et al. (1998) ‘Complete structure of the 11-subunit bovine mitochondrial cytochrome bc(1)
complex’, Science, 281(5373), pp. 64—71. doi: 10.1126/science.281.5373.64.

Jesina, P. et al. (2004) ‘Diminished synthesis of subunit a (ATP6) and altered function of ATP synthase
and cytochrome c oxidase due to the mtDNA 2 bp microdeletion of TA at positions 9205 and 9206,
The Biochemical journal, 383(Pt. 3), pp. 561-571. doi: 10.1042/BJ20040407.

Jinek, M. et al. (2012) ‘A Programmable Dual-RNA — Guided DNA Endonuclease in Adaptice Bacterial
Immunity’, Science (New York, N.Y.), 337(August), pp. 816—-822. doi: 10.1126/science.1225829.

Junge, W., Lill, H. and Engelbrecht, S. (1997) ‘ATP synthase: an electrochemical ransducer with
rotatory mechanics’, Trends in Biochemical Sciences, 22(11), pp. 420-423. doi: 10.1016/5S0968-
0004(97)01129-8.

Kagawa, Y. and Racker, E. (1966) ‘Partial Resolution of the Enzymes Oxidative Phosphorylation X.
RECONSTRUCTION OF OLIGOMYCIN-SENSITIVE ADENOSINE TRIPHOSPHATASE’, Journal of Biological

80



Chemistry, 241(10), pp. 2467-2474.

Kontro, H. et al. (2012) ‘Cellular and tissue expression of DAPIT, a phylogenetically conserved
peptide’, European Journal of Histochemistry, 56(2), pp. 1-6. doi: 10.4081/ejh.2012.e18.

Kratochvilova, H. et al. (2014) ‘Mitochondrial membrane assembly of TMEM70 protein’,
Mitochondrion, 15(1), pp. 1-9. doi: 10.1016/j.mit0.2014.02.010.

Krause, F. et al. (2005) ‘Active oligomeric ATP synthases in mammalian mitochondria’, Biochemical
and Biophysical Research Communications, 329(2), pp. 583-590. doi: 10.1016/j.bbrc.2005.02.010.

Ladoukakis, E. D. and Zouros, E. (2017) ‘Evolution and inheritance of animal mitochondrial DNA :
rules and exceptions’, Journal of Biological Research-Thessaloniki, 24(1), pp. 1-7. doi:
10.1186/s40709-017-0060-4.

Lee, J.,, Ding, S., et al. (2015) ‘Organisation of Subunits in the Membrane Domain of the Bovine F-
ATPase Revealed by Covalent Cross-linking’, Journal of Biological Chemistry, p. jbc.M115.645283.
doi: 10.1074/jbc.M115.645283.

Lee, J., Ding, S. J., et al. (2015) ‘Organization of subunits in the membrane domain of the bovine F-
ATPase revealed by covalent cross-linking’, Journal of Biological Chemistry. in Press, 290(21), pp.
13308-13320. doi: 10.1074/jbc.M115.645283.

Mannella, C. A. (2006) ‘The relevance of mitochondrial membrane topology to mitochondrial
function’, Biochimica et biophysica acta, 1762(2), pp. 140-147. doi: 10.1016/j.bbadis.2005.07.001.

Marraffini, L. A. and Sontheimer, E. J. (2010) ‘CRISPR interference: RNA-directed adaptive immunity
in bacteria and archaea’, Nature Reviews Genetics, 11(3), pp. 181-190. doi: 10.1038/nrg2749.

Martin, W. F., Garg, S. and Zimorski, V. (2015) ‘Endosymbiotic theories for eukaryote origin.’,
Philosophical transactions of the Royal Society of London. Series B, Biological sciences, 370(1678), p.
20140330. doi: 10.1098/rstb.2014.0330.

Masaike, T. et al. (2008) ‘Cooperative three-step motions in catalytic subunits of F(1)-ATPase
correlate with 80 degrees and 40 degrees substep rotations.’, Nature structural & molecular biology,
15(12), pp. 1326-1333. doi: 10.1038/nsmb.1510.

Mayr, J. A. et al. (2010) ‘Mitochondrial ATP synthase deficiency due to a mutation in the ATP5E gene
for the F1 € subunit’, Human Molecular Genetics. Oxford University Press, 19(17), pp. 3430-3439.
doi: 10.1093/hmg/ddq254.

McKenzie, M., Lazarou, M. and Ryan, M. T. (2009) ‘Chapter 18 Analysis of Respiratory Chain Complex
Assembly with Radiolabeled Nuclear- and Mitochondrial-Encoded Subunits’, Methods in
Enzymology, 456, pp. 321-339. doi: 10.1016/S0076-6879(08)04418-2.

Meunier, B. et al. (2013) ‘Respiratory complex Il dysfunction in humans and the use of yeast as a
model organism to study mitochondrial myopathy and associated diseases.’, Biochimica et
biophysica acta, 1827(11-12), pp. 1346-61. doi: 10.1016/j.bbabio.2012.11.015.

Meyer, B. et al. (2007) ‘Identification of two proteins associated with mammalian ATP synthase’,
Mol Cell Proteomics, 6(10), pp. 1690-1699. doi: 10.1074/mcp.M700097-MCP200.

Mitchell, P. (1961) ‘Coupling of phosphorylation to electron and hydrogen transfer by a chemi-
osmotic type of mechanism.’, Nature, 191, pp. 144—-148. doi: 10.1038/191144a0.

Moradi-Ameli, M. and Godinot, C. (1983) ‘Characterization of monoclonal antibodies against
mitochondrial F1-ATPase’, Proc Natl Acad Sci U S A, 80(20), pp. 6167-6171. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6194526.

Mracek, T. et al. (2006) ‘Two components in pathogenic mechanism of mitochondrial ATPase

81



deficiency: Energy deprivation and ROS production’, Experimental Gerontology, 41(7), pp. 683—687.
doi: 10.1016/j.exger.2006.02.009.

Nicholls, D. G. and Ferguson, S. J. (2013) Bioenergetics, Bioenergetics. Elsevier. doi: 10.1016/B978-
0-12-388425-1.00005-1.

Noji, H. et al. (1997) ‘Direct observation of the rotation of F1-ATPase.’, Nature, pp. 299-302. doi:
10.1038/386299a0.

Ohsakaya, S. et al. (2011) ‘Knockdown of DAPIT (diabetes-associated protein in insulin-sensitive
tissue) results in loss of ATP synthase in mitochondria.’, The Journal of biological chemistry, 286(23),
pp. 20292-6. doi: 10.1074/jbc.M110.198523.

Osman, C. et al. (2007) ‘Prohibitins Interact Genetically with Atp23, a Novel Processing Peptidase
and Chaperone for the F 1 F O -ATP Synthase’, Molecular Biology of the Cell, 18, pp. 627-635. doi:
10.1091/mbc.E06.

Paivarinne, H. and Kainulainen, H. (2001) ‘DAPIT, a novel protein down-regulated in insulin-sensitive
tissues in streptozotocin-induced diabetes’, Acta Diabetologica, 38(2), pp. 83—86.

Pecina, P. et al. (no date) ‘Role of the mitochondrial ATP synthase central stalk subunits y and & in
the activity and assembly of the mammalian enzyme’, v pripravé.

Penefsky, H. et al. (1960) ‘Partial resolution of the enzymes catalyzing oxidative phosphorylation. 1.
Participation of a soluble adenosine tolphosphatase in oxidative phosphorylation.’, The Journal of
biological chemistry, 235, pp. 3330-3336. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13734097.

Pullman, M. et al. (1960) ‘Partial Resolution Oxidative of the Enzymes Phosphorylation Catalyzing
oxidative phosphorylation’, The Journal of biological chemistry, 235(11), pp. 3322—-3329.

Pullman, M. E. and Monroy, G. C. (1963) ‘A Naturally Occurring Inhibitor of Mitochondrial Adenosine
Triphosphatase’, J. Biol. Chem., 238(11), pp. 3762—3769.

Rak, M. et al. (2007) ‘Yeast cells lacking the mitochondrial gene encoding the ATP synthase subunit
6 exhibit a selective loss of complex IV and unusual mitochondrial morphology’, Journal of Biological
Chemistry, 282(15), pp. 10853—-10864. doi: 10.1074/jbc.M608692200.

Ran, F. A., Hsu, P.D,, Lin, C.Y,, et al. (2013) ‘Double nicking by RNA-guided CRISPR cas9 for enhanced
genome editing specificity’, Cell, 154(6), pp. 1380-1389. doi: 10.1016/j.cell.2013.08.021.

Ran, F. A., Hsu, P. D., Wright, J., et al. (2013) ‘Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system.’,
Nat Protoc, 8(11), pp. 2281-2308. doi: 10.1038/nprot.2013.143.

Rihle, T. and Leister, D. (2015) ‘Assembly of F1FO-ATP synthases’, Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Bioenergetics. Elsevier B.V. doi: 10.1016/j.bbabio.2015.02.005.

Rutter, J., Winge, D. R. and Schiffman, J. D. (2010) ‘Succinate dehydrogenase - Assembly, regulation
and role in human disease.’, Mitochondrion, 10(4), pp. 393-401. doi: 10.1016/j.mito0.2010.03.001.

Sagan, L. (1967) ‘On the Origin of Mitosing Cells’, Journal of Theoretical Biology, pp. 225—-274.

Sanchez-Aragd, M. et al. (2013) ‘Expression, regulation and clinical relevance of the ATPase
inhibitory factor 1 in human cancers.’, Oncogenesis, 2(October 2012), p. ed6. doi:
10.1038/0oncsis.2013.9.

Senior, A. E. and Brooks, J. C. (1971) ‘The subunit composition of the mitochondrial oligomycin-
insensitive ATPase’, FEBS Letters, 17(2), pp. 327-329. doi: 10.1016/0014-5793(71)80178-3.

Schagger, H. (2006) ‘Tricine-SDS-PAGE’, Nature Protocols, 1(1), pp. 16-22. doi: nprot.2006.4
[pii];10.1038/nprot.2006.4 [doi].

82



Schagger, H. and von Jagow, G. (1987) ‘Tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis for the separation of proteins in the range from 1 to 100 kDa’, Analytical
Biochemistry, 166(2), pp. 368—379. doi: 10.1016/0003-2697(87)90587-2.

Schagger, H. and Pfeiffer, K. (2000) ‘Supercomplexes in the respiratory chains of yeast and
mammalian  mitochondria.’”, The EMBO journal, 19(8), pp. 1777-1783. doi:
10.1093/emboj/19.8.1777.

Soto, I. C. et al. (2009) ‘Synthesis of cytochrome c oxidase subunit 1 is translationally downregulated
in the absence of functional F1FO-ATP synthase’, Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell
Research, 1793(11), pp. 1776—1786. doi: 10.1016/j.bbamcr.2009.09.002.

Stock, D., Leslie, A. G. and Walker, J. E. (1999) ‘Molecular architecture of the rotary motor in ATP
synthase.’, Science (New York, N.Y.), 286(5445), pp. 1700-1705. doi:
10.1126/science.286.5445.1700.

Strauss, M. et al. (2008) ‘Dimer ribbons of ATP synthase shape the inner mitochondrial membrane.’,
The EMBO journal, 27(7), pp. 1154-60. doi: 10.1038/emboj.2008.35.

Sun, F. et al. (2005) ‘Crystal structure of mitochondrial respiratory membrane protein complex Il.’,
Cell, 121(7), pp. 1043-57. doi: 10.1016/j.cell.2005.05.025.

Szkudelski, T. (2001) ‘The mechanism of alloxan and streptozotocin action in B cells of the rat
pancreas’, Physiological Research, pp. 537-546.

Terzi, E. et al. (1990) ‘Isolation and amino acid sequence of a novel 6.8-kDa mitochondrial
proteolipid from beef heart. Use of FAB-MS for molecular mass determination’, FEBS Letters, 260(1),
pp. 122-126. doi: 10.1016/0014-5793(90)80082-T.

Tran, Q. M. et al. (2006) ‘The Quinone Binding Site in Escherichia coli Succinate Dehydrogenase Is
Required for Electron Transfer to the Heme b *', Published JBC Papers in Press. doi:
10.1074/jbc.M607476200.

Tsukihara, T. et al. (1996) ‘The whole structure of the 13-subunit oxidized cytochrome c oxidase at
2.8 A, Science (New York, N.Y.), 272(5265), pp. 1136—-1144.

Tzagoloff, A. et al. (2004) ‘Atp1lOp Assists Assembly of Atp6p into the FO Unit of the Yeast
Mitochondrial ATPase’, Journal of Biological Chemistry, 279(19), pp. 19775-19780. doi:
10.1074/jbc.M401506200.

Walker, J. E. et al. (1985) ‘Primary structure and subunit stoichiometry of F1-ATPase from bovine
mitochondria’, Journal of Molecular Biology, 184(4), pp. 677-701. doi: 10.1016/0022-
2836(85)90313-4.

Walker, J. E. (1994) ‘The regulation of catalysis in ATP synthase’, Current Opinion in Structural
Biology, 4(6), pp. 912-918. doi: 10.1016/0959-440X(94)90274-7.

Walker, J. E. (1998) ‘ATP synthesis by rotary catalysis (Nobel lecture)’, in Angewandte Chemie -
International Edition, pp. 2308-2319. doi: 10.1002/(SICI)1521-3773(19980918)37:17<2308::AlID-
ANIE2308>3.0.CO;2-W.

Walker, J. E. (2012) ‘The ATP synthase: The understood, the uncertain and the unknown’, Biochimica
et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics, p. S1.

Wang, Z. G., White, P. S. and Ackerman, S. H. (2001) ‘Atp11p and Atp12p are Assembly Factors for
the F1-ATPase in Human Mitochondria’, Journal of Biological Chemistry, 276(33), pp. 30773—-30778.
doi: 10.1074/jbc.M104133200.

Watt, I. N. et al. (2010) ‘Bioenergetic cost of making an adenosine triphosphate molecule in animal

83



mitochondria.’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
107(39), pp. 16823-16827. doi: 10.1073/pnas.1011099107.

Wirth, C. et al. (2016) ‘Structure and function of mitochondrial complex I’, BBA - Bioenergetics,
1857(7), pp. 902-914. doi: 10.1016/j.bbabio.2016.02.013.

Wittig, I. et al. (2010) ‘Assembly and oligomerization of human ATP synthase lacking mitochondrial
subunits a and A6L., Biochimica et biophysica acta. Elsevier B.V., 1797(6-7), pp. 1004-11. doi:
10.1016/j.bbabio.2010.02.021.

Wittig, I., Braun, H.-P. and Schagger, H. (2006) ‘Blue native PAGE.’, Nature protocols, 1(1), pp. 418-
428. doi: 10.1038/nprot.2006.62.

Wittig, I. and Schéagger, H. (2005) ‘Advantages and limitations of clear-native PAGE’, Proteomics,
5(17), pp. 4338-4346. doi: 10.1002/pmic.200500081.

Wittig, I. and Schagger, H. (2008) ‘Features and applications of blue-native and clear-native
electrophoresis’, Proteomics. WILEY-VCH Verlag, pp. 3974-3990. doi: 10.1002/pmic.200800017.

Zeng, X. et al. (2008) ‘ATP25, a New Nuclear Gene of Saccharomyces cerevisiae Required for
Expression and Assembly of the Atp9p Subunit of Mitochondrial ATPase’, Molecular biology of the
cell, 19(1), pp. 308-317. doi: 10.1091/mbc.EQ7.

Zeng, X., Hourset, A. and Tzagoloff, A. (2007) ‘The Saccharomyces cerevisiae ATP22 gene codes for
the mitochondrial ATPase subunit 6-specific translation factor’, Genetics, 175(1), pp. 55-63. doi:
10.1534/genetics.106.065821.

Zeng, X., Neupert, W. and Tzagoloff, A. (2007) ‘The Metalloprotease Encoded by ATP23 Has a Dual
Function in Processing and Assembly of Subunit 6 of Mitochondrial ATPase’, Molecular Biology of
the Cell, 18, pp. 617-626. doi: 10.1091/mbc.E06.

Zhang, J. et al. (2016) ‘LIN28 Regulates Stem Cell Metabolism and Conversion to Primed
Pluripotency’, Cell Stem Cell, 19(1), pp. 66—80. doi: 10.1016/j.stem.2016.05.009.

Zhou, A. et al. (2015) ‘Structure and conformational states of the bovine mitochondrial ATP synthase
by cryo-EM’, elife, 4. doi: 10.7554/elife.10180.

84



	Poděkování
	Abstrakt
	Abstract
	Obsah
	Seznam zkratek
	1  Teoretický přehled
	1.1 Mitochondrie
	1.2 Systém oxidační fosforylace
	1.2.1 Chemiosmotická teorie
	1.2.2 Elektron transportní řetězec
	NADH dehydrogenáza
	Sukcinát dehydrogenáza
	CoQ-cyt c reduktáza
	Cytochrom c oxidáza

	1.2.3 F1FO-ATP syntáza
	Struktura
	F1 doména
	FO doména
	Periferní stonek

	Asemblace
	Vyšší struktury ATP syntázy
	Funkce
	Hydrolytická aktivita ATP syntázy a protein IF1
	Mitochondriální pór přechodné propustnosti


	1.2.4 MLQ
	Struktura
	Funkce



	2 Cíle práce
	3  Materiály a metody
	3.1 Seznam použitých chemikálií
	3.1.1 Použité kity

	3.2  Metody
	3.2.1 Kultivace buněk HEK293
	3.2.2 Stanovení koncentrace proteinu Bradfordovou metodou
	3.2.3 Buněčné modely
	Plasmidy
	KD MLQ
	KO MLQ

	Transformace a amplifikace plasmidů
	Izolace plasmidů
	Transfekce plasmidů do HEK293 buněk
	Příprava MLQ KD modelu pomocí shRNA
	Selekce buněčných linií se stabilní expresí shRNA vlásenek
	Izolace jednotlivých klonů buněčných linií se stabilní expresí shRNA

	Příprava MLQ KO modelu
	Selekce optimálních gRNA
	Detekce mutované DNA


	3.2.4 SDS-PAGE
	Příprava vzorků
	Příprava gelu
	Průběh elektroforézy

	3.2.5 Elektrotransfer na PVDF membránu – Western blot
	Imunodetekce proteinů na PVDF membráně

	3.2.6  Nativní elektroforézy
	Příprava vzorků pro nativní elektroforézu
	Příprava gelu

	3.2.7 Měření respirace pomocí přístroje OROBOROS
	3.2.8 Paralelní měření respirace a glykolytické kapacity buněk
	3.2.9 Izolace RNA z buněčné kultury
	3.2.10 Odstranění genomové DNA
	3.2.11 Reverzní transkripce
	3.2.12 Kvantitativní PCR v reálném čase


	4  Výsledky
	4.1 Knock-down genu pro protein MLQ pomocí shRNA vlásenek
	4.2  Knock-out genu C14orf2
	4.2.1 Selekce gRNA párů
	4.2.2  Selekce linií s absencí MLQ proteinu
	4.2.3  Analýza obsahu podjednotek mitochondriální ATP syntázy u vybraných klonů

	4.3  Vliv absence MLQ na strukturu komplexu ATP syntázy
	4.4  Analýza funkčnosti oxidativní fosforylace pomocí oxygrafu
	4.5 Vliv absence genu C14orf2 na transkripci mtDNA genů
	4.6 Vliv absence genu C14orf2 na obsah mtDNA kódovaných podjednotek COX

	5  Diskuze
	5.1 Vytvoření buněčného modelu pro studium funkce proteinu MLQ
	5.2 Vliv chybějícího proteinu MLQ na strukturu a stabilitu ATP syntázy
	5.3 Defekt ATP syntázy v oxidativní fosforylaci
	5.4 Vliv absence MLQ na komplexy respiračního řetězce
	5.5 Závěr

	6  Reference

