Abstrakt

Systém oxidacni fosforylace (OXPHOS) je zodpovédny za produkci naprosté vétSiny ATP
v sav€ich organismech. Tento proces, lokalizovany ve vnitini mitochondridlni membrané, je
mimo jiné regulovan jaderné kédovanymi podjednotkami cytochrom ¢ oxidazy (COX), ktera
je terminalnim enzymem elektron transportniho fetézce. Podjednotka Cox4 se ucastni regulace
OXPHOS systému a spolu s podjednotkou Cox1 utvafi prvni intermediat v sestavovani COX.
Neni-li tento intermediat spravné sestaven, nedojde nasledné ke vlozeni Cox2 katalytické
podjednotky a tim k maturaci katalyticky funkéniho COX enzymu. Mimo to je Cox4
podjednotka pfitomna ve dvou izoforméach (Cox4il, Cox4i2), které hypoteticky slouzi
k optimalizaci funkce respira¢niho fetézce béhem zmén v zdsobovani tkani kyslikem. Funk¢ni
dopad vymény izoforem nebyl nicméné doposud v sav€ich tkdnich a buinikdch podrobné

prozkouman.

V ramci této prace byly pomoci CRISPR CAS9-10A parujici nikdzy pfipraveny jedinecné
modely HEK293 bun¢k s uplnou absenci (knock-out, KO) podjednotky Cox4, a byly dale
charakterizovany. Vytazeni funkce obou izoforem Cox4il a Cox4i2 (COX4i1/4i2 KO klony)
vedlo ke generalizovanému sniZzeni COX podjednotek spojenému s Gplnou absenci sestavené
COX. Mnozstvi detekovanych podjednotek komplexu I, stejné¢ jako obsah sestavené¢ho
komplexu I, byly snizeny u COX41i1/4i2 KO klont. Naopak, mnozstvi komplexu II, komplexu
I a komplexu V nebylo vyrazné¢ naruseno. V souladu s timto pozorovanim i metabolické
znaceni 13 mitochondridlné kédovanych proteini odhalilo naruseni proteosyntézy podjednotek
COX 1 komplexu I, zatimco komplex III a komplex V nebyly ovlivnény. Zmény
mitochondrialni proteosyntézy rovnéz korelovaly se snizenym mnozstvim mitochondridlnich
ribozomalnich proteinl. Dle ocekavani nebyla u COX4il/4i2 KO kloni detekovana
mitochondrialni respirace, jejiz nefunkcnost byla kompenzovana zvySenou glykolytickou

kapacitou.

COX411/4i2 KO modely pfipravené v HEK293 bunécné linii vykazovaly fenotyp uplné
ztraty COX, vedouci k plné zavislosti bunék na nemitochondrialni ATP produkci. Navrhujeme,
ze naruseni mitochondrialni proteosyntézy piedstavuje sekundarni efekt dysfunkce elektron
transportniho fetézce. COX4il/4i2 dvojit¢ KO klony pfipravené vramci predkladané
diplomové prace budou pouZity jako nastroj pro vytvoreni knock-in modelti Cox4il 1 Cox4i2

izoformy, které poslouzi k objasnéni jejich biologické ulohy.
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