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Abstrakt

Proteiny z rodiny Bcl-2 jsou jiz po vice nez tfi desetileti pfedmétem intenzivniho vyzkumu, a
to zejména pro jejich klicovou roli v principidlnim modu regulované bunééné smrti — apoptdze.
V poslednim desetileti se Bcl-2 proteiny stdle vice propojuji s rozmanitymi bunécnymi
signalizacemi a je nyni kladen diiraz i na jejich roli v regulaci bunééného metabolismu a
respiraci. V této praci jsme analyzovali roli Bcl-2 proteinii pomoci jejich eliminace ve
vybranych nadorovych liniich metodou CRISPR-Cas12a a nasledné analyzy mitochondrialni
respirace, glykolyzy a hladiny kli¢ovych metaboliti. NaSe vysledky potvrdily vliv Bcl-2
proteinii na troven mitochondridlni respirace, pficemz eliminace anti-apoptotickych proteina
Bcel-2, Bel-Xo ¢ Mcl-1 dokéazala sniZit vyrazné vysSi respiraci modelovych U87-MG
glioblastomovych bun¢k s eliminovanou expresi pro-apoptotickych proteini Bax a Bak na
uroven parentdlnich bunék. Ztrita multidoménovych jak pro-apoptotickych, tak i
anti-apoptotickych proteinti z Bcl-2 rodiny vyrazné ovliviiuje mitochondridlni respiraci a

poukazuje tak na jejich ti¢ast v regulaci oxidativni fosforylace.

Kli¢ova slova: Apoptoza, Bcl-2, Bcel-Xi, Mcl-1, Bax, Bak, mitochondrialni respirace,

glykolyza, bunécny metabolismus

Abstract

Proteins from the Bcl-2 family are now for over 30 years widely studied mainly for their key
role in apoptosis, a principal mode of regulated cell death. In the last ten years Bcl-2 proteins
were also linked to the regulation of cellular signaling, mainly cellular metabolism and
respiration. In this study we aimed to analyze non-apoptotic function of Bcl-2 proteins by their
genetic elimination using the CRISPR-Casl12a approach and by the subsequent analysis of
mitochondrial respiration, glycolysis and metabolic profiling. Our results confirmed that Bcl-2
proteins can modulate the level of mitochondrial respiration. The elimination of anti-apoptotic
proteins Bcl-2, Bel-XL and Mcl-1 decreased high respiration of cells lacking pro-apoptotic
proteins Bax and Bak to the levels observed in parental U87-MG glioblastoma cells. Therefore,
the loss of anti-apoptotic Bcl-2 proteins has greatly impacted mitochondrial respiration and it

points to their role in a regulation of oxidative phosphorylation.

Key words: Apoptosis, Bcl-2, Bel-X1, Mcl-1, Bax, Bak, mitochondrial respiration, glycolysis,

cellular metabolism
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1 Uvod

Proteiny z rodiny Bcl-2 jsou pojmenované proteinu Bcl-2 (protein B bunééného lymfomu 2, B-
cell lymphoma 2), ktery byl objeven v osmdesatych letech minulého stoleti (Pegoraro et al.
1984). Extenzivni vyzkum je zaméfen zejména na jejich kli¢ovou roli v procesech regulované
bunécné smrti. Mitochondrialni apoptoticka bunéna smrt je v buiikkdch indukovédna a
regulovana interakcemi mezi pro- a anti-apoptotickymi ¢leny této rodiny. Role a vyznam téchto
interakci byly donedavna studovany piedevSim v ramci vyzkumu a terapie nadorovych

onemocnéni.

Anti-apoptotické proteiny zrodiny Bcl-2 (zejména Bcl-2, Bcel-Xi, Mcl-1) jsou v mnoha
nadorovych onemocnénich vyrazné nadprodukovéany - naptiklad u akutni myeloidni leukémie
(Kaufmann et al. 1998) nebo akutni lymfoblastické leukémie (Findley et al. 1997). ZvySena
exprese anti-apoptotickych proteinti také pifimo souvisi se zvySenou schopnosti nadorovych
bun¢k odolavat apoptdze indukované naptiklad nasledkem ionizujiciho zateni (Findley et al
1997), ¢i ur€itymi chemoterapeutiky (*Yamaguchi et al. 2019). Extenzivni vyzkum
molekularné-funkénich vlastnosti nejen vySe uvedenych antiapoptotickych proteini vedl
k ptipraveé a ke klinickému testovani jejich specifickych nizkomolekuldrnich inhibitori. Mezi
né patii napiiklad Venetoclax (ABT-199), inhibitor proteinu Bcl-2 schvaleny a pouZivany
k 1é€bé chronické lymfocytarni leukémie, akutni myeloidni leukémie a lymfomu z malych
lymfocytt (*Molica 2020; *Lasica & Anderson 2021). Nicméné pravé probihajici vyzkum
nastifiuje jeho moZné vyuZiti i v terapii dalSich nddorovych onemocnéni (*Juéarez-Salcedo ef al.
2019; *Kehr & Vogler 2021). V klinickém testovani jsou také specifické inhibitory dalSich
dvou majoritnich anti-apoptotickych proteini — Mcl-1 a Bel-XL (*D’Aguanno & Del Bufalo
2020).

V poslednich letech se vyzkum Bcl-2 proteint vénuje take jejich vztahu k regulaci bunééného
metabolismu a signalizace. Studie nejdiive lokalizovaly proteiny Bcl-2 do téméf vSech
bunéénych kompartmentt, véetné jadra, endoplazmatického retikula a zejména mitochondrii.
Navazujici studie pak lokalizace spojily pfimo s regulaci signalizace (napf. transport Ca**) nebo
piimo s bunécnym metabolismem. Informace o zapojeni a roli proteinii z Bcl-2 rodiny v
regulaci bunééného metabolismu jsou doposud pomérné fragmentované a hlubsi porozuméni
vztahu mezi Bcl-2 proteiny a bunéénym metabolismem bude nepochybné vyZadovat rozsahle;jsi

a podrobnéjsi vyzkum. V této praci jsme analyzovali vliv proteinii Bcl-2 na tGroven glykolyzy,
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mitochondridlni respirace a hladiny klicovych metaboliti pomoci CRISPR-Casl2a

eliminacnich experimentl pro proteiny Bcl-2, Bel-X1, Mcl-1, Bax a Bak.

2 Cile prace

e Prvnim cilem této prace bylo pfipravit funkéni bunééné linie s vyfazenou produkci
anti-apoptotickych proteinti Bel-2, Bel-X1 a Mcl-1 a pro-apoptotickych proteini Bax,
Bak pomoci metody CRISPR-Cas12a.

e Navazujicim cilem této prace bylo dale sledovat vliv vyfazeni proteinti Bel-2, Bel-X1 a
Mcl-1 z rodiny Bcl-2 na bunéény metabolismus a piipadné spojit vysledné trendy zmén
v mitochondrialni respiraci, glykolyze a hladinach metabolitl s nasimi dosavadnimi
vysledky vyzkumu proteint Bax, Bak (zatim nepublikovana data) a uvést je do kontextu

s publikovanymi zdroji.

3 Ptehled literatury
3.1 Zjednodusené schéma apoptotické drahy a sekvencni vztahy ¢lenii Bel-2 rodiny

Proteiny z rodiny Bcl-2 jsou rozsifeny a evolu¢né konzervovany zejména u obratlovci, ale
jejich homology lze nalézt i u bezobratlych a nékterych virt (*Banjara et al. 2020). Bcl-2
proteiny se vyskytuji jiz u houbovcl (Porifera), kde ortology proteinu Bcl-2 a Bak zifejmé
funguji podobné jako u obratlovcli. Mechanismy aktivace a regulace apoptotické smrti Bel-2
proteiny se tak zdaji konzervované a hraji esencidlni roli zvlasté¢ v tiidé savci (Caria et al.

2018).



Bcl-2 proteiny lze zjednodusené rozdélit podle Ctyt hlavnich homologickych BH domén, které

mezi sebou ¢lenové Bcl-2 rodiny v riznych obménach sdileji (obr. 1).

; =D o

B BH4 BH3 BH1 BH2 \UIslay) Bcl-XL Anti-apoptotické
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Obrazek 1 — Schématické zobrazeni hlavnich ¢lent proteinové rodiny Bcl-2 a jejich homologii. Kazdy ¢len rodiny Bcl-2
obsahuje minimalné jednu z BH domén a vétSina z nich také transmembranovou doménu (MBR — membrane-binding region)
interagujici s vnéjsi mitochondrialni membranou, ale také napiiklad s membranou endoplazmatického retikula. Tyto homologie
dovoluji proteinim mezi sebou interagovat. Tak je tomu naptiklad u Bak a Bax, které mohou oligomerovat ve vnéj§i membrané
mitochondrii a permeabilizovat ji. Dulezita je také doména BH3, ktera dovoluje pro-apoptotickym proteiniim typu Bid, Bim,
Bad a Noxa interagovat s ostatnimi proteiny Bcl-2 rodiny. Upraveno a pfevzato z (*Shamas-Din et al. 2013).

Vice-doménové proteiny, kter¢ obsahuji domény BHI1-4 rozdélujeme funkéné
na pro-apoptotické, naptiklad Bak, Bax, a anti-apoptotické, predevsim Bcl-2, Bel-X1 a Mcl-1.
Vlastni skupinu maji pak pro-apoptotické proteiny pouze s doménou BH3 (BH3 proteiny),
naptiklad Bim, Bad a Noxa (*Shamas-Din ef al. 2013), pficemz pravé interakce BH3 domény
téchto proteind s anti-apoptotickymi proteiny, napt. Bcl-2 ¢ Mcl-1, je soucasti jejich
pro-apoptotické funkce. BH3 doména je mimikovédna novymi protirakovinnymi latkami,
naptiklad jiz dfive zminénym Venetoclaxem (*Judrez-Salcedo et al. 2019). Bcl-2 proteiny
spolu interaguji na zakladé svych strukturnich a sekven¢nich homologii a vytvareji tak vnitini

signaliza¢ni drahy apoptdzy, jejiz schématicky popis je zobrazen na obr. 2.
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Obrazek 2 — Schématické zobrazeni apoptotické signalizace. Vnitini apoptoticka signalizace zac¢ind rozmanitymi stresovymi
signaly (poskozeni DNA, hypoxie, nedostatek rtistovych faktora, UV zafeni a dalsi), které prostiednictvim BH3 proteint jako
napi. Puma, Noxa, Bim a Bad inhibuji anti-apoptotické proteiny (Bcl-2, Bcl-Xi, Mcl-1 a dalsi). Anti-apoptotické proteiny tak
pfevazné piestanou inhibovat pro-apoptotické proteiny Bax a Bak, které nasledné oligomeruji ve vné&j§i mitochondrialni
membrané a zpusobuji jeji permeabilizaci (MOMP). MOMP vede k uvolnéni cytochromu ¢ a Smac/DIABLO. Cytochrom ¢
spole¢né s Apaf-1 a pro-kaspazou 9 umozni vytvaieni apoptosomu, multiproteinového komplexu aktivujicimu kaspazu 9.
Kaspazu 9 inhibuji inhibitory apoptdzy IAPs, které ale inhibuje Smac/DIABLO. Aktivovana kaspaza 9 nasledné aktivuje
kaspazu 3. Kaspaza 3 aktivuje fadu procest, které vyusti v apoptotickou smrt buniky. Apoptdza se da aktivovat i takzvanou
vnéjsi signalizaci napf. navazanim nckterych ligandd z TNF rodiny (jako napf. FasL ¢i TRAIL) na relevantni receptory, coz
vede k aktivaci kaspazy 8 a nasledné kaspazy 3. Aktivovana kaspaza 8 také $tépi protein Bid v jeho zkracenou pro-apoptotickou
verzi tBid. V ramci poskozeni DNA aktivuje faktor pS3 nepfimo apoptozu aktivaci transkripce proteinli pro-apoptotickych
proteinti Bax, Noxa a Puma. Pfevzato a upraveno z (*Kang & Reynolds 2009).

Pro molekularné-funk¢ni interakce Bcl-2 proteind je esencidlni specificka struktura — zlabek

tvofeny helikalnimi svazky, ktery umoznuje interakci s BH3 doménami (Obr. 3).

)

w»

Obrazek 3 — 3D zobrazeni struktur lidského proteinu Bel-Xi (PDB 1R2D). A — postupné oznacené homologické motivy BHI-
4 (oranzova, zelena, modra, Cervend). B — zobrazeni proteinu Bcl-Xi (PDB 1R2D) s fialovym zvyraznénim specifického
vazebného zlabku. Prevzato z (*Banjara et al. 2020).
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Homo- ¢i heterotypické interakce s timto zlabkem pak hraji esencialni roli v apoptotické
signalizaci aktivované/modulované proteiny z Bcl-2 rodiny. BH3 motivy, zprostifedkujici tyto
interakce, jsou, obdobné¢ jako proteiny samé, evolu¢né konzervované jiz od bezobratlych
zivoc¢ichii (napt. had’atka C. elegans) a jsou tedy zcela zasadni pro funkci proteinti z rodiny
Bcl-2 (*Banjara et al. 2020). Z BH3 proteinti zejména proteiny Bim a tBid hraji vyznamnou
roli jak v blokovani majoritnich anti-apoptotickych Bcl-2 proteinti, tak i v pfimém ovlivnéni
pro-apoptotickych proteini Bax a Bak. Tyto proteiny po wuvolnéni z interakce
s anti-apoptotickymi proteiny méni svoji transmembranovou strukturu a svoji multimerizaci
vytvareji ve vnéjsi mitochondridlni membrané kanaly o priiméru 100-200 nm, a tim umoznuji

prachod proteinti jako cytochrom ¢ ¢i Smac/DIABLO (Obr.4) (*Kale et al. 2018).
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Obrazek 4 — Schématické zobrazeni oligomerace Bax ve vnéj§i membrané mitochondrii. 1. Bax nejdfive interaguje se
zkracenym proteinem Bid (tBid) pfimo ve vnéj$i membran¢ mitochondrii. 2. Postupné se do membrany inkorporuji dalsi
proteiny Bax, které prochéazi nékolika konformacemi, béhem ¢ehoz se C koncovy transmembranovy helix 09 vsune do
membrany a preklene ji. 3. Bax zformuje homodimery skrze interakce mezi jejich BH3 doménami, pfi¢emz nejistym zptisobem
nejdfive zaniknou heterodimery Bax/tBid, pravdépodobné z divodu vétsi afinity Bax monomert k sobé. 4. Bax dimery
oligomeruji, cozZ je podpofeno mnohymi interakcemi, pfedev§im pak interakcemi jejich transmembranovych a9 helixi. 5. Na
konce oligomert se piidavaji dalsi dimery a tento komplex postupné destabilizuje lipidovou dvojvrstvu. 6. Oligomery postupné
formuji nejdfive malé pory, jimiz mohou prochazet cytochromy c (12 kDa). 7. Vyssi koncentrace dimert v membrané vede
ke zvétSovani port, coz dovoluje prichod i vétsim proteinim SMAC (dimer 54 kDa). Uvedené schématické zobrazeni aktivace
proteinu Bax se pak ziejmé piilis nelisi od aktivace proteinu Bak. Prelozeno a pievzato z (*Kale et al. 2018).

3.2 Bunécna lokalizace/funkce proteint z Bel-2 rodiny

Proteiny z Bcl-2 rodiny interaguji nejen s mitochondriemi, kde aktivuji a reguluji
mitochondriadlni apoptotickou signalizaci (viz vySs), ale lokalizuji do mnohych dalSich
bunécnych kompartmentti (Obr. SA,5B). Jejich role v riznych bunéénych kompartmentech je
zatim méné prozkoumana neZ jejich zpiisob fungovani v mitochondriich. Z dostupnych
vysledkl je vSak jiz ziejmé, Ze napiiklad v endoplasmatickém retikulu (ER) participuji na
regulaci distribuce bunééného vapniku (*Vervliet et al. 2017). Vedle lokalizace v ER (zejména
multidoménové pro- a anti-apoptotické proteiny) jsou proteiny Bcl-2 rodiny lokalizovatelné i
na vnitini mitochondridlni membrang, jaderné membrané ¢i pfimo v bunééném jadre, Golgiho
aparatu a cytoplasmé. Jejich delokalizace v cytoplasmé dost Casto souvisi s blokovanim jejich

role v mitochondriich (napt. Bad, Bax ¢i Bcl-X1) (*Popgeorgiev ef al. 2018).
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Obrazek 5A — Vnitrobunétna lokalizace proteini z Bcl-2 rodiny. Bcl-2 proteiny jsou rozdéleny podle jejich funkce
v apoptotické signalizaci, podle druhu Bcl-2 homologickych domén (BH1-4) a pfitomnosti transmembranové domény (TM).
Vnitrobunééna lokalizace je znacend ¢ernymi teckami v jednotlivych mistech: mitochondrie (M), cytosol (C), endoplazmatické
retikulum (ER), vnéjsi jadernd membrana (NOM), Jadro (N), Golgiho aparat (G) a peroxizomy (P). Pfevzato z (¥*Popgeorgiev
et al. 2018).

Proteiny z rodiny Bcl-2 pak evidentné interaguji i v mnohych regulacnich kaskadach. Bad
protein tak naptiklad po fosforylaci interaguje s konzervovanymi regula¢nimi proteiny z rodiny
14-3-3, ¢imz znacné pfispiva k proliferaci nddorového bujeni a k piezivani nadorovych bunek
(Mann et al. 2019). Podobné¢ protein Bad, v ramci mechanismu aktivace komplexu I dychaciho
fetézce a regulace spotieby kysliku, stimuluje oxidativni metabolismus sacharidli, mastnych
kyselin a aminokyselin (Mann ef al. 2019). Je zde vSak nutné dodat, Ze u této a fady dalSich
interakci se predpoklada vice spojeni s funkcni regulaci apoptotické kaskady a s rezistenci
nadorovych bunék ke smrti neZ s jinymi déji mimo apoptotické a nadorové situace bunck, napf.

kazdodenni regulace metabolismu zdravych bun¢k (*Popgeorgiev et al. 2018).
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Obrazek 5B — Schéma vnitro-bunééné lokalizace a dynamiky Bcl-2 proteind. Na obrazku mizeme vidét dynamiku mezi anti-
apoptotickymi vice-doménovymi Bcl-2 proteiny (oranzova), pro-apoptotickymi vice-doménovymi Bcl-2 proteiny (modra),
proteiny Bcl-2 pouze s BH3 doménou (rizova) a proteiny mimo Bcl-2 rodinu (zlutd). Tlusté Sipky ptedstavuji stresové
translokace, tenké Sipky translokace za fyziologického stavu a preruSované Sipky predstavuji domnélé translokace. trMcl-1 —
zkraceny protein Mcl-1, snMcl-1 — zkracena jadernd verze proteinu Mcl-1, Bfl-1s — zkracena izoforma Bfl-1. Pievzato a
pielozeno z (*Popgeorgiev et al. 2018). Nékteré elementy obrazku autofi vytvorili pomoci Servier Medical art image bank
(www.servier.com).

3.3 Protein Bcl-2 a jeho intracelularni lokalizace, interakce a vztah k metabolismu

26 kDa Bcl-2 protein je zejména lokalizovan v mitochondriich, ale vyskytuje se i v jinych
bunécnych kompartmentech, ptredev§im pak v ER a bunééném jadie (Obr. 5A,5B) (Krajewski
et al. 1993; Gotow et al. 2000; Kaufmann ez al. 2003). Pivodni lokaliza¢ni studie identifikovala
Bcl-2 jako protein vnitini membrany mitochondrii (Hockenbery et al. 1990), ale nasledné
analyzy tyto vysledky zpochybnily. Naptiklad Nakai a kolegové (1993) se pokusili kontroverzi
vyfesit a pomoci in vitro experimentu s izolovanymi mitochondriemi jater potkaniho modelu
uvedli, Ze se Bcl-2 protein integruje pouze do vnéjs$i membrany a do vnitini dale neprostupuje.
Nicméné€ dal$i studie naznacila, Ze Bcl-2 také muze asociovat s vnitini membranou

mitochondrii a kolokalizuje v ni s B podjednotkou F1Fo ATPazy (Gotow et al. 2000).

Prvni studie, zabyvajici se vztahem Bcl-2 proteinu a jeho vlivu na mitochondridlni
metabolismus, byly publikovany kratce po uvedenych lokaliza¢nich studiich. V roce 2003
Manfredi a kolegové zjistili, Ze nadprodukce proteinu Bcl-2 znatelné zvysila oxidativni
fosforylaci a vyménu adenin nukleotidi mezi mitochondriemi a cytosolem v bunikach
s mutovanou mitochondrialni DNA( a tedy s poskozenym dychacim fetézcem) z divodu

snizen¢ aktivity elektron transportniho fetézce (mutace C3256T a T8356C). Pozitivni role Bcl-2
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by v tomto piipadé mohla spocivat bud’ ve stabilizaci komplexti dychaciho fetézce (napf.
cytochromu c), coz by mélo za nasledek vétsi efektivitu prenosu elektront a tedy i oxidativni
fosforylace, anebo by za lepsi oxidativni fosforylaci mohl byt i zvySeny flux ATP do
mitochondrii, ktery by pfi hydrolyze ATP na ADP na FiFo ATPaze mohl stimulovat snizeny
membranovy potencial mutantnich bunék pfesunem H' iontli do mezimembranového prostoru

a stabilizovat tak dychaci fetézec (Manfredi et al. 2003).

Chen a Pervaiz (2007) v této nadvaznosti poukdzali na Bcl-2 protein jakozto na regulacni protein
komplexu IV dychaciho fetézce cytochrom c oxidazy (COX). Indukovana vyssi exprese Bcl-2
proteinu dle autort vedla ke zvySeni mitochondridlni respirace a vyssi aktivit¢ COX. Autofi
dale na zaklad¢ experimentl s antimycinem A, vyvolavajicim oxidativni stres (inhibitor
kompexu III), navrhli model, v jehoz ramci Bcl-2 funguje jako regulator mitochondridlniho
metabolismu nadorovych buné¢k, ktery za normalniho stavu pfispiva k lehce pro-oxida¢nimu
stavu nddorovych bungk, ale zdroven dokaze ve stresové situaci nebezpecné nadprodukce ROS
regulovat skrze COX mitochondridlni respiraci a dosahnout tak ekvilibria mezi produkci
energie a pro buniku nebezpecnych forem kysliku (Chen & Pervaiz 2007). Chen a Pervaiz
(2010) v navazujicim vyzkumu odhalili pfimou interakci mezi COX podjednotkou Va a
proteinem Bcl-2 skrze jeho BH2 doménu a C-termindlni oblast. Bcl-2, diky této fyzické
interakci, nepfimo zvySuje transport COX Va (spole¢né s druhou podjednotkou COX Vb)
z jadra do mitochondrii a pfi stresovych podminkach tuto podjednotku zéaroven stabilizuje.
V tvahu je tedy tieba vzit mozZnost, ze efekt, ktery Bcl-2 mé na regulaci mitochondridlni
respirace skrze regulaci COX aktivity, je pfedevSim jeho pravdépodobna chaperonova funkce

k podjednotce COX Va a zvySeni jejiho transportu do mitochondrii (Chen & Pervaiz 2010).

Zvyseny tok ATP do mitochondrii, popsany v praci Manfrediho a kolegti (2003), je asociovan
s ATP/ADP antiporterem ANT, se kterym Bcl-2 fyzicky interaguje ve vnitini membrang
mitochondrii, zvySuje jeho aktivitu a translokaci ATP/ADP (Belzacq et al. 2003). Presné
opacny efekt ma ziejmée v apoptotickych podminkach protein BAX (Belzacq et al. 2003).

Pro-oxidacni efekt Bcl-2 proteinu na mitochondrie by mohl byt spojen i1 s jeho interakci
s GTPazou Racl, kterd moduluje aktivitu ROS-produkujiciho komplexu NADPH oxidazy.
Bcl-2 piimo interaguje s Racl, ziejmé skrze BH3 doménu. BH3 mimetika blokuji jak tuto

interakci, tak i zvySenou produkci ROS (Velaithan et al. 2011).

Bcl-2 nicméné mize mit v mitochondriich 1 anti-oxida¢ni roli a pfimou integraci
s antioxidantem glutathionem muze modulovat jeho hladinu v mitochondriich. Vazbu mezi
glutathionem a Bcl-2 zaroven inhibuji BH3 mimetika ¢i BH3 protein BimL, coZ minimalné u
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BH3 mimetik vyvoldva oxidativni stres, ktery mimo jiné vede k oxidaci ANT, degradaci OPA1
GTPazy a fragmentaci mitochondrii v neuronech (Zimmermann et al. 2007). DalSim
vyzkumem bylo zjisténo, Ze Bcl-2 mlze interagovat i s transportérem glutathionu ve vnitini
mitochondridlni membran¢ - 2-oxoglutaratovym pirenasecem. Bcl-2 tak dle autort hraje
centralni anti-oxidacni roli, ve které pomoci pifimé vazby na glutathion a interakci
s 2-oxoglutaratovym pienasecem spole¢né reguluji transport a samotnou hladinu glutathionu
v mitochondriich, coz ve vysledku chrani mitochondrie pfed oxidativnim stresem (Wilkins et
al. 2012). Bcl-2 také miize modulaci aktivity superoxid dismutazy regulovat hladinu ROS v 8
bunkach pankreatu, coz muze hrat roli v pieziti B bun¢k pii vysokych pozadavcich na

metabolismus (Aharoni-Simon et al. 2016).

Imahashi a kol. (2004) studovali souvislost mezi proteinem Bcl-2 a ischemii srdce. Zjistili, ze
Bcl-2 ziejmé napomahd ochrané srdce modulaci metabolismu — snizenim spotieby ATP
mitochondriemi a sniZenim vnitrobunééného okyseleni zévisejicim na FFo-ATPaze. Pficemz
VDAC, ¢i regulaci ANT translokazy (Imahashi ef al. 2004), se kterou Bcl-2 fyzicky interaguje
(Belzacq et al. 2003). Nizsi spotieba ATP vede k nizSimu vyuziti glykolytického ATP FFo-
ATPazou, které FiFo-ATPéaza vyuzivd béhem ischémie (anaerobni podminky zvyhodiuji
glykolyzu) ke stabilizaci zivotné dilezitého membranového potencialu. Niz§im vyuZzitim
anaerobni glykolyzy laktat dehydrogenaza produkuje méné laktatu z pyruvatu, ¢imz se snizuje
okyseleni cytosolu. Vice ATP béhem ischémie také znamend méné dalSich iontovych zmén a

nizsi aktivaci degradativnich enzymu (Imahashi ef al. 2004).

Exprese Bcl-2 je zvySena v leukemickych kmenovych bunikach, vyznacujicich se nizsi hladinou
ROS a vys$sim ptispévkem oxidativni fosforylace k produkci ATP. Inhibice Bcl-2 (pfedevSim
pomoci ABT-263 a ABT-737) vedla mimo jiné k vyraznému sniZeni oxidativni fosforylace,
umoziujici efektivnéjsi eradikaci i nedélicich se leukemickych kmenovych bunék (Lagadinou
et al. 2013). Obdobn¢ potlaceni exprese Bcl-2 u karcinomu jazyka vedlo ke sniZeni
mitochondridlniho membranového potencidlu, sniZzeni hladiny ATP, zvySeni hladiny ROS a

naslednému sniZeni proliferace a stimulace apoptdzy (Xiong et al. 2016).

Prestoze je protein Bcl-2 protein a jeho zvySend exprese v rakovinnych buiikach casto
spojovana s rezistenci vici apoptdze a chemoterapii, nékteré studie ptisuzuji proteinu Bel-2 1
proti-nddorovou funkci. Bcel-2 je schopny zpomalit bunécny cyklus pomoci snizeni hladiny
ROS a ATP, coz propojuje regulaci bunééného cyklu a protein Bcl-2 s metabolickymi procesy.

Snizeni ROS a ATP tedy v zavislosti na proteinu Bcl-2 zpomalilo piestup z GO/G1 faze do
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S faze bunécného cyklu, coz dle autorti otevird nové moznosti na poli terapie nadorovych
onemocnéni, zvlasté pak pro rakovinné builky s vysokou expresi proteinu Bel-2 (Du et al.

2017).

Vedle s mitochondriemi spojenymi modulacemi apoptdzy a bunécného metabolismu je Bcl-2
protein lokalizovan v membrané¢ ER, kde ma vliv na regulaci hladin vapniku v ER a
cytoplazmé. Bcl-2 interaguje s receptory inositol 1,4,5-trifosfatd, které zodpovidaji za
uvoliiovani Ca*" iontl z endoplazmatického retikula a inhibuje jejich aktivaci inositol
1,4,5-trifosfaty, a tim vyrazné piispiva k regulaci Ca®" signalizace. Zaroveti je tato regulace
spojovana piedevSim s funkci proteinu Bcl-2 béhem procesu apoptdozy, nebot’ narast
koncentrace cytoplazmatického a mitochondridlniho vépniku pfispiva k aktivaci apoptozy
(Chen et al. 2004). Dalsi vyzkum vedl k §ir§imu porozuméni role Bcl-2 proteindi v ramci Ca**
signalizace, kterd funguje na rozhrani ER a mitochondrii, pfi¢emz ER skrze jednotlivé kandly
poskytuje mitochondriim Ca**, které jsou Zivotn& diileZité pro mitochondrialni energetickym
metabolismus, produkci ATP a apoptotickou signalizaci. Proteiny z rodiny Bcl-2 pak export
Ca’" z endoplazmatického retikula do mitochondrii dokéazi regulovat téméf na kazdém stupni

transportniho procesu (Obr.6)(*Vervliet ef al. 2017).

< ) ( Bunétna smit —_
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Produkce ATP/Bioenergetika ’ ~ 1 B
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Endoplazmatické retikulum

Obrazek 6 — Schéma signalizace a transportu Ca?* z endoplazmatického retikula (ER) do mitochondrii a jeho regulace proteiny
z rodiny Bcl-2 v rdmci metabolismu a bun&ené smrti. Zelend Sipka zobrazuje staly piisun Ca®" nutny pro reakce Krebsova cyklu
a preziti bunék, které proteiny z rodiny Bcl-2 reguluji pii vystupu z ER pomoci inositol 1,4,5-trifosfatového receptoru (IPsR),
pii vstupu do mitochondrii zvySenim prostupnosti aniontového kanalu zavislého na napéti 1 (VDAC1). Mcl-1 i Bel-X1 dokazi
pak regulovat syntézu ATP piimo na FiFo ATP4ze. Na druhou stranu Servena Sipka znazoriiuje nadbyte¢ny transport Ca>* do
mitochondrii, ktery vede k permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany a bunécné smrti. Anti-apoptotické proteiny Bcl-2
a Bcl-X1 mohou tento transport inhibovat jak na Grovni IP3R, tak na urovni VDAC. Na schématu je znazornéna i mozna blokace
Ca?" transportu inhibici IPsR ¢&i vyfazenim mitochondridlniho Ca?" uniportu, kterd vede k indukci autofagie, jez mize buiiku
zachranit v ptipadé nizsi proliferace u zdravych bunék, nebo vést k bunééné smrti vice proliferujicich rakovinnych bunek. IP3
— inositol 1,4,5-trifosfat. Pfelozeno a pievzato z (*Vervliet et al. 2017).
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3.4 Protein Bcl-X1 a jeho intracelularni lokalizace, interakce a vztah k metabolismu

Bcel-X¢ je pfiblizné 30 kDa velky protein, ktery se prevdzné nachazi v cytosolu ¢i v asociaci
s vnéj§i membranou mitochondrii, nebot ma na svém konci specifickou mitochondrialni
zameiovaci sekvenci v podobé nejméné dvou zasaditych aminokyselinovych zbytkii po obou
stranach C-koncové transmembranové domény (TM)(Kaufmann et al. 2003). Protein Bel-X1. je
mozné experimentalné smétovat i do jinych bunécnych kompartment vymeénou této sekvence
za C-koncovou sekvenci proteinu Bcl-2, ktery pomérné nespecificky sméfuje do riiznych
bunéénych kompartmentli, a zajimavé je, Ze pfitom neztraci svlj anti-apoptoticky efekt

(Kaufmann et al. 2003).

Jedna z prvnich informaci spojujicich Bcl-Xp protein s mitochondridlnim metabolismem
poukézala na vliv Bcl-Xi exprese na potencial vnitini membrany mitochondrii. Bel-Xt sice
snizuje membranovy potencial v pfitomnosti nedostatku ristovych faktorti ¢i piisobenim
starosporinu (stimulace apoptozy), ale dokaze udrzet oxidativni fosforylaci na stejné trovni.
Toho by Bcl-Xi. mohl dosdhnout zvysenim efektivity oxidativni fosforylace pomoci regulace
Fi1Fo ATPazy, vlastni porinovou funkci, ¢i vlivem na kanaly VDAC, ANT a chranit tak bunky
s aktivovanou apoptotickou signalizaci pfed smrti. Bcl-X také chrani bunky pied bunécnou
smrti v reakci na inhibici dychaciho fetézce (inhibitory antimycin A a oligomycin) (Vander
Heiden ef al. 1997). V nasledujici studii se autofi zabyvali ochranou funkci Bcel-Xp pii
nedostatku  rstovych faktori zplsobujici nedostate¢ny transport ATP/ADP  pfes
mitochondridlni membrany, coz vede postupné k hyperpolarizaci vnitini mitochondridlni
membrany (v zavislosti na zastaveni FiFo ATPéazy v disledku nedostatku ADP), zvétSeni
objemu mitochondridlni matrix, ztraté integrity vnéj$i mitochondridlni membrany, uvolnéni
cytochromu c a k apoptoze. Bel-Xi zvySuje ATP/ADP transport pies VDAC/ANT komplex, a
tim udrZzuje v chodu F1Fo ATPazu vyuZivajici membranovy potencial ke tvorbé ATP z ADP 1
pii nedostatku ristovych faktori (Vander Heiden ef al. 1999). Bcl-X1 se dokéaze pfimo vézat na
VDAC a stimuluje jeho uzavirani. Oproti tomu Bax a Bak naopak stimuluji otevienou
konformaci VDAC (Shimizu ef al. 1999). Za podminek stimulujicich zavieni VDAC (napft. 3-
NADH stimulace, apoptotické signalizace) dokaZe Bcl-X1 naopak chranit buiiky a transport
metabolitl (pfedevsim transport ATP/ADP) do mitochondrii udrzovanim oteviené konformace
VDAC (Vander Heiden et al. 2001). Ve vySe zminéné studii autoti krom studia Bcl-2 proteinu
zéaroven prokazali 1 podobny vliv u proteinu Bcl-Xi. na zvySeny transport ATP do mitochondrii,
tedy, ze exprese Bcl-Xi, podobné jako Bcl-2, zvySuje ATP/ADP transport do mitochondrii

s mutovanou mitochondridlni DNA a defektnim dychacim fetézcem (mutace C3256T a
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T8356C), a tim moduluje posSkozenou oxidativni fosforylaci v téchto buitkach (Manfredi et al.

2003).

S regulaci ATP transportu do mitochondrii zfejmé souvisi i role Bcl-Xp proteinu béhem
synaptické stimulace u olihni. Zvyseni exprese Bcl-Xi (podobné jako aplikace ATP) dokéaze
posilit synapticky pfenos a pfispét ke zotaveni z ndsledkli synaptické deprese nezavisle na
hladinach vépniku, a to zfejmé z diivodu vyssiho transportu ATP pies vnéjs$i mitochondrialni
membranu (Jonas ef al. 2003). Tento a dalsi vyzkum iniciovaly celou sérii dalSich studii vztahu
Bcl-X1 a neuronélni fyziologie, které pomohly odkryt pfima spojeni mezi proteinem Bcl-X1 a

mitochondridlnim metabolismem.

Ptedevsim se pak odkryla piima vazba Bel-X1. proteinu na beta podjednotku Fi1Fo ATPazy, diky
které Bcl-X1 zvySuje efektivitu dychaciho fetézce snizenim tniku H* protont skrz FiFo
ATPazu, ¢imz Bel-XL zvySuje jeji aktivitu, a dokonce, béhem neurélni stimulace, podporuje 1
produkci ATP (Alavian et al. 2011). Tato zjisténi podpofila i dalsi studie, ve které se ukazalo,
ze Bcl-X stabilizuje potencidl vnitini membrany mitochondrii a zabrafuje uniku protont. Jeho
eliminace naopak vede k vyraznym fluktuacim membranového potencidlu a snizené
energetické schopnosti neuronil ve stresovych podminkach, coz miize byt pro neurony nakonec
smrtelné v disledku depolarizace vnitini mitochondridlni membrany. Pficemz tato schopnost

Bcl-X1 je opét spojovana s F1Fg ATPazou (Chen et al. 2011).

Pravé na interakci mezi Bcel-Xp a FiFo ATPazou zamétila pozdéjsi studie, ve které autofi
dokazali vysledovat sérii reakci na excitotoxicky stimulus u potkanich kortikalnich neurond,
vnichz tento stimulus zplsobil akumulaci cyklinu Bl a jeho nésledného komplexu
s cyklin-dependentni kinazou 1 (CDKI1). Tento komplex fosforyluje Ser62 Bcl-Xp a
fosforylovany Bcl-X1 zamezuje spojeni s beta podjednotkou FiFo ATPazy. FiFo ATPaza se tim
zfejmé inhibuje, coZ vede ke zvySeni mitochondridlniho ROS a ke s nim spojenému poskozeni
komplexu I dychaciho fetézce a ve vysledku zpiisobuje depolarizaci vnitini mitochondridlni

membrany a nakonec i1 apoptézu neuronii (Veas-Pérez de Tudela et al. 2015).

Spojeni proteinu Bel-Xi, a metabolismu je pak Casto pfimo spojované s jeho anti-apoptotickou
funkci. Bcel-X1 dokaze naptiklad ovliviiovat hladinu acetyl-koenzymu A a sni spojenou
N-alfa-acetylaci proteinovych koncl. Ziejmé pak predev§im hladinu acetyl-koenzymu A
snizuje, nasledkem c¢ehoz autofi studie identifikovali na nadprodukci Bel-Xp zévislou
hypoacetylaci N koncli bun&cnych proteinil, coz zfejm¢ napomahalo 1 rezistenci bunék

k apoptoze (Yi et al. 2011).
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Nakonec je zajimavé zminit i spojeni Bel-Xi a endocytozy vacka hipokampalnich neuront.
Bcel-Xo (v zévislosti na kalmodulinu) pfimo interaguje s GTPazou Drp 1, mitochondridlnim
Stépnym faktorem MAT a klathrinem, a zvySuje tim endocytézu v neuronech béhem synaptické

aktivity (Li et al. 2013).
3.5 Protein Mcl-1 a jeho intracelularni lokalizace, interakce a vztah k metabolismu

Mcl-1 je ptiblizné 40 kDa velky protein s podobnou intraceluldrni lokalizaci jako u proteinu
Bcl-2. Asociuje predevSim s vnéjsi membranou mitochondrii, poté i s endoplazmatickym
retikulem, ale napiiklad na rozdil od Bcl-2 se zfejmé nevyskytuje v jaderné membrané (Obr.

3A, 3B) (Yang et al. 1995).

Jedna ze zasadnich studii spojujicich protein Mcl-1 s mitochondridlnim metabolismem byla
publikovana uz v roce 2012 a Perciavalle a kolegové (2012) v ni zpracovali rozdilnou lokalizaci
a ptsobeni izoforem Mcl-1 na mitochondrie. Delsi izoformy Mcl-1 (40 kDa, 38 kDa) ztistavaji
u vnéjs$i mitochondridlni membrany a plni klasickou anti-apototickou funkci. Kratsi izoforma
(36 kDa) se pak vytvoii proteolytickym zkracenim na N konci béhem transportu do matrix
mitochondrii ptes transportéry TOM a TIM, kde se ukotvi na vnitini mitochondridlni membrané
a smétfuje do matrix. Kratkd izoforma sice ztraci svoji anti-apoptotickou funkei, ale na novém
mist¢ udrzuje strukturu vnitini mitochondridlni membrany a normalni chod oxidativni
fosforylace, ovliviiuje mitochondrialni fizi a je nezbytna pro spravné sklddani superkomplexii

dychaciho tetézce I, III, IV a F1Fg ATPazy (Perciavalle et al. 2012).

Ztrata Mcl-1 v myokardu pak podobné vedla k vyraznym zménam struktury mitochondrii, které
se zdaly neusporadané s fragmentovanou az degradovanou strukturou krist. Zmény struktury
zaroven provazela i snizend uroven respirace. Eliminace proteinii Bax, Bak i Mcl-1 sice
ochranila myokard pted fatalni kardiomyopatii, nicmén¢ defekty mitochondrialni funkce na

urovni bun¢k zlstaly stejné (Wang et al. 2013).

Zmény v mitochondridlni struktuie byly pozdéji dile dokumentovany a ve vysledku spojeny
s GTP4azami Drpl (zasadni faktor pro dé€leni mitochondrii) a OPA1 (podobné¢ dulezity faktor
mitochondridlni fiize), se kterymi protein Mcl-1 asociuje skrze BH3 vazebnou doménu, pficemz
ovlivityje aktivitu Drp 1 a stabilitu OPA1 (Rasmussen ef al. 2018). Roli v dynamické struktuie
mitochondrii zfejmé hraje 1 pomér mezi del§i izoformou Mcl-1, vézajici se k vnéjsi
mitochondridlni membrané a zkracenou izoformou v mitochondrialnim matrixu, pficemz tento
pomér také dokaZe ovlivnit mitochondridlni hladiny Ca®" skrze hyperpolarizaci vnitini

v

mitochondridlni membrany (Morciano ef al. 2016). Nejnovéjsi inhibicni studie (inhibitor Mcl-
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1 S63845) potvrdila vliv Mcl-1 na strukturu mitochondrii a nové i1 na cytoskeletalni strukturu.
Z inhibice Mcl-1 tak vzesly kratsi, globularni mitochondrie s vyrazné snizenou mitochondridlni
respiraci a cytoskelet kardiomyocyti (hiPSC-CM — kardiomyocyty odvozené od lidskych

vvvvv

obecn¢ nizsi organizaci myofibril (Rasmussen et al. 2020).

Autofi navazujicich studii pak spojili Mcl-1 s metabolickymi d&ji mimo dychaci fetézec.
Inhibici Mcl-1 v bunkéach akutni myeloidni leukémie dokazali obecné snizit bunécny
metabolismus na urovni Krebsova cyklu, glykolyzy a pentézofosfatového cyklu (Carter et al.
2020). Dale pak byla objevena i pfima interakce a regulace acyl-koenzym A dehydrogenazy
(VLCAD) skrze a helix BH3 domény matrixové izoformy Mcl-1. Regulaci aktivity VLCAD
muze Mcl-1 specificky ovliviiovat B oxidaci dlouho-fetézcovych mastnych kyselin (Escudero

et al. 2018).

4 Metodika a materialy

4.1 Zakladni bunécné linie a jejich kultivace
Z lidskych nadorovych bunéénych linii jsme pro studium mozné role anti-apoptotickych Bcl-2
proteinit vybrali tfi nadorové linie ptivodem z fyziologicky odlisnych tkéani: dvé prisedle
rostouci nddorové linie — lidsky kolorektalni karcinom HCT-116, lidsky glioblastom U87-MG

a jednu hematopoietickou v suspenzi rostouci linii B bunéény lymfom HBL-2.

Dale jsme v této praci vyuzivali i nami pfipravené bunécné linie s genetickou deleci proteini
Bax a Bak: HCT116 BAX/BAK", U87-MG BAX/BAK" (U87-MG BB™) a HBL-2 BAX"
/BAK", které byly pfipravené stejné¢ jako linie pfipravené v této praci (viz Pfiprava

plazmidového konstruktu, Lipofekce a Elektroporace) (nepublikovana data).

Bunééné linie HCT116 a U87-MG jsme kultivovali v médiu DMEM (Dulbecco/s Modified
Eagle’s Medium — high glucose, Sigma-Aldrich) s aditivy 10% fetalniho hovéziho séra (FBS,
Sigma-Aldrich), antibiotik (Steptomycin + Penicilin G, 100 x zasobni roztok obsahuje 10g
Penicilinu G + 5 g Streptomycinu na 1L - PenStrep) a neesencialnich aminokyselin (100 x
zasobni roztok ThermoFisher Scientific kat. ¢islo 11140050). Linie HBL-2 byla pak
kultivovéna v médiu IMDM+ (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Sigma-Aldrich) s 15%
FBS a antibiotiky (viz vyse).

Buniky byly kultivovany v humidifikovaném CO2 inkubatoru s 20% O2, 5% CO: a pii teploté

37°C a v kultufe udrzovany kazdé 2-3 dny pravidelnym déleni. U buné€k rostoucich v suspenzi
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(HBL-2) se jednalo o odebrani ¢asti bunécné suspenze a doplnéni bunééného média (IMDM+)
— obvykly objemovy pomér ponechanych bun¢k k médiu 1:4 az 1:6. V ptipad¢ bunék rostouci
prisedle (U87-MG, HCT-116) je nejprve zapotiebi uplné odebrat kultivaéni médium,
oplachnout buniky pufrem 1X PBS (Phosphate-Buffered Saline, Sigma Aldrich) a poté je
enzymaticky (trypsin/EDTA roztok obsahujici 0,05% trypsin a 0,02% EDTA) oddélit od
povrchu. K uvolnénym buitkdm se poté prida kultivacni medium se sérem (DMEM + 10% FBS
— FBS obsahuje inhibitor trypsinu al-antitrypsin — v poméru 10:1 (FBS:Trypsin/EDTA) pro
inhibici trypsinu a buiiky se resuspenduji pipetovanim. Cast bunék se odebere a ke zbytku se

doplni medium, opét obvykly objemovy pomér ponechanych bunék k médiu 1:4 az 1:6.

4.2 Ptiprava CRISPR vektoru pro eliminaci exprese vybranych gent z Bcl-2 rodiny
K ptipravé bunéénych linii s genetickou deleci v proteinech Bcl-2, Bcl-Xp a Mcl-1 jsme
vyuzivali metodického piistupu vyuzivajiciho nukleazu CRISPR-Cas12a, v ramci které se do
cilovych bunék pomoci transfekce vnese plasmid exprimujici nukleazu Casl2a a specifickou
»guide RNA (crRNA — Casl2a na rozdil od Cas9 umoziuje inkorporaci fady vice cilicich
RNA interagujici napt. s n€kolika misty v daném genu — se tfemi v ndmi pfipravenych
vektorech), kterd navede Cas12a protein na nami vybranou sekvenci ve specifickém genu (napf.
vybraném exonu Bcl-2 ¢i v intronech pfilehlym k exonu vybraného pro deleci) a na tomto misté
pak Cas12a DNA S§tépi. Nespecificky opravny proces buiiky (Non-homologous end joining —
NHEJ) pak surcitou pravdépodobnosti Stépené misto nedokonale opravi, ¢imz dochézi
k eliminaci exprese nami vybraného genu pro protein (Bax, Bak, Bcl-2, Bel-Xtr a Mcl-1) — bud’
non-sense posunem ¢teciho ramce ve vybraném exonu ¢i eliminaci tohoto exonu. Pro vSechny
nase vyfazovaci (knock-out) studie jsme vyuzivali plazmid 55 pX AsCpfl-Venus-NLS crRNA
entry (Pfiloha 1), do kterého jsme pomoci klonovani inkorporovali fady crRNA oligonukleotidi
pro jednotlivé Bcl-2 geny — tedy pro proteiny Bcel-2, Bel-X1 a Mcl-1 (sekvence oligonukleotidi

dostupné v Ptiloze 2).
Restrik¢ni Stépeni vektoru

Expresni plazmid 55 pX AsCpfl-Venus-NLS crRNA entry je nezbytné pred ligaci crRNA
oligonukleotidu Stépit restrikéni endonukleazou Bpil, a to ve smési: 2 pl (3 pg) vektoru, 5 pl
10x FastDigest Green pufru (ThermoFisher Scientific), 38 pl H2O (pro PCR pouziti), 5 pl Bpil
(ThermoFisher Scientific). Stdpeni probihalo v thermocykleru (Eppendorf Mastercycler
flexlid) pfi 37°C po 200 min, enzym byl nésledné inaktivovan pii 65°C po dobu 10 minut. Po

reakci byla spravnost Stépeni ovéfena pomoci agardzové gelové elektroforézy a Stépeny
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plasmid byl nasledn¢ izolovan pomoci preparativni agar6zové elektroforézy a sady Nucleospin

Gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel).
Fosforylace oligonukleotidi, hybridizace a ligace

5’ OH skupiny syntetizovanych oligonukleotidi byly pted hybridizaci oligonukleotidi a jejich
ligace do Stépeného vektoru fosforylovany pomoci T4 polynukleotid kinazy. Reakcni smés
obsahovala: 1 pl 100 uM oligonukleotidu F, 1 pul 100 uM oligonukleotidu R, 1 ul 10x T4
liga¢niho pufru (ThermoFisher Scientific), 6,5 H>O (pro PCR pouziti) a 0,5 pl T4 polynukletid
kindzy (ThermoFisher Scientific, 10U/ul). Fosforylace oligonukleotidii spojend s jejich
navazujici hybridizaci probihala v thermocykleru (Eppendorf Mastercycler flexlid) v této
sekvenci: 37°C po 30 min, 95°C po 5 min a nasledné hybridizaci oligonukleotidi umozZiujici

postupné snizovani teploty o 5°C/min na 25°C.

Ligace oligonukleotidi s purifikovanym Stépenym vektorem byla realizovana pomoci T4 DNA
ligazy ve smési: 1 pl Stépeného vektoru (76,6 ng/ pl), 0,5 pl 200x fedénych hybridizovanych
DNA oligonukleotidt, 1 pl 10x T4 liga¢niho pufru, 1 pl T4 ligdzy (ThermoFisher Scientific, 1
U/ul) a 6,5 ul H>O (pro PCR pouziti). Reakce probihala pfi teploté 23°C béhem po dobu 1 h.

Transformace bakterii a purifikace plasmidové DNA

Ligacni reakcei (5 pl) jsme poté transformovali do 50 pl kompetentnich bakterii E. coli TOP10.
30 min inkubace na ledu, nasledovana tepelnym Sokem pii 42°C po 60 s, dalsi 2 min inkubace
na ledu a po pfidani 700 pl LB média 30-60 min kultivace pii 37°C za priibézného ttepani (300
rpm, Thermomixer confort, Eppendorf). 100 pl bunééné kultury bylo poté naneseno na povrch
agaroveé misky obsahujici ampicilin (100 pg/ml, LB/Amp) a miska byla inkubovana ptes noc

pii 37°C.

Po inkubaci byly pozitivni kolonie selektovany pomoci PCR reakce obsahujici: Dream Taq
Green PCR MM (7,9 ul), Primer PXPR (F) + sgRNA (R)(10 uM, 0,3 ul) — hybridizujici se
sekvencemi plasmidové DNA hranicici s ligatnim Bpil mistem, DMSO (0,8 pl), 10%
Tween-20 (0,16 ul), H2O (6,6 pul, pro PCR pouziti), jako kontrola byl pouzit nestépeny vektor
(10 ng/ul) a misto DMSO a Tween-20 pak H>O (pro PCR pouziti). Z narostlé bakterialni
kolonie se sterilni $pi¢kou odeberou burky a ty se pienesou jak na dal§i LB/Amp misku tak 1
do PCR reakce. Relevantni sekvence je pak amplifikovana pomoci PCR v termocykleru

(Eppendorf Mastercycler flexlid) a programu: 30 s 95°C, 30x 95°C (30s) 68°C (60s) 68°C 10
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min, 68°C 5 min. Amplifikované sekvence DNA byly poté analyzovany pomoci agar6zové

elektroforézy na 2% gelu.

Kolonie, resp. bakterialni kultury obsahujici klonovaci vektor s oligonukleotidovym insertem
jsme zaockovali do 50 ml LB/Amp média v 500 ml Erlenmayerovy lahvi a inkubovali pfes noc
na tiepacce (37°C, 200 rpm). Plasmidova DNA byla z E. coli kultur izolovana pomoci sady
DNA PureLink™ Expi Endotoxin-Free Maxi Plasmid Purification Kit (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific), pficemz jsme postupovali dle nadvodu vyrobce. Koncentraci

purifikované DNA jsme nasledné zjistili fotometricky (NanoDrop, ThermoFisher Scientific).

4.3 Lipofekce a elektroporace cilovych bunék
Pro transfekei pfisedlych bunéénych linii U87-MG a HCT-116 expresnimi plazmidy 55 pX
AsCpfl-Venus-NLS crRNA entry obsahujicimi Bel-2, Bel-Xt nebo Mcl-1 crRNA pole jsme
vyuzili lipofekce transfekénim ¢inidlem Lipofectamine™ 3000 (Life Technologies™,

ThermoFisher Scientific) dle protokolu od firmy Life Technologies™.

Bunééna linie HBL-2 rostouci v suspenzi byla vyse uvedenymi plazmidy transfekovana
elektroporaci na piistroji Neon® (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) a podle doporuceni

vyrobce s nastavenim pfistroje: ti pulzy 1600 V (10 Pw).

4.4 Separace transfekovanych bunék pomoci priitokové cytometrie/sortingu
Transfekované bunky byly sklizeny 36-48 hodin po transfekci a nasledné byl bunécny pelet
resuspendovan v DMEM bez aditiv. Resuspendované vzorky byly poté separovany pomoci
priutokové cytometrie (BD FACSAria™ Fusion Cell Sorter od firmy BD Biosciences)
v Servisni laboratofi zobrazovacich metod (Biotechnologické a biomedicinské centrum
Akademie véd CR a Univerzity Karlovy ve Vestci — BIOCEV) na zékladé detekce signalu
zlutého fluorescen¢niho proteinu Venus v transfekovanych buitkach do 96-jamkové desticky
po jedné bunce na jamku. Pficemz prvni zhruba tfi dny buiiky rostou pouze v médiu (DMEM,
IMDM+) se sérem a neesencialnimi aminokyselinami a po tfech dnech se piida jiz klasické
médium obsahujici i1 antibiotika Pen-Strep. Klondlni kultury jsou kultivovany po dobu zhruba
tii tydnl, nez se premisti do 6-jamkové desticky a nasledn€ analyzuji pomoci SDS
polyakrylamidové elektroforézy (SDS-PAGE) a Western blotu - ovéfeni eliminace exprese
Bcl-2, Bel-X¢ ¢1 Mcl-1 proteind.

24



4.5 SDS-PAGE a Western blot

Seznam chemikélii a materiali (pokud neuvedeno jinak, vSechny uvedené chemikalie byly

potizeny od firmy Sigma-Aldrich):

o SDS-PAGE vzorkovy pufr — slozeni: Tris-HCI 80 mM (pH 6,8), SDS 2%, glycerol 10%, v H>O.
e Separacni pufr — slozeni: 200 mM glycin, 25 mM Tris Base, 0,1% w/v SDS

e  WB transferovy pufr — 200 mM glycin, 25 mM Tris Base, 20% metanol

e Nitrocelul6zova membrana 0,2 um (BIO-RAD)

e ATX Ponceau S red barvici roztok (Fluka)

e 1X TBS/Tween-20 0,05% (TBS-T)

e 1:1 bromfenolova modf (0,1%) : DTT (1 M)

e Tris-HCI — zasobni roztoky o daném pH a molarité byly pfipraveny rozpusténi Tris-base a
upravenim pH pomoci HCI.

e Separacni polyakrylamidovy gel — pfiprava (na jeden 12% gel, aparatura a skla BIO-RAD): 2,45
ml ddH»0, 1,9 ml 1,5 M Tris — HCI (pH 8,8), 3 ml 30% Bisakrylamid, 0,075 ml 10% SDS,
0,075 ml 10% APS, 0,01 TEMED.

e Zaostfovaci polyakrylamidovy gel — pfiprava (k jednomu 12% gelu, aparatura a skla BIO-
RAD): 1,81 ml ddH»0, 0,625 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,37 ml 30% Bisakrylamid, 0,025 ml
10% SDS, 0,025 ml 10% APS, 0,0025 TEMED.

e Roztok 5% netu¢ného mléka v TBS/Tween-20

e BSA — hoveézi sérovy albumin

Ptiprava vzorkd na SDS-PAGE:

Bunééné pelety pro analyzu exprese Bcl-2 proteinit pomoci WB jsou lyzovany v SDS-PAGE
vzorkovém pufru a nasledné jsou nukleové kyseliny odstranény centrifugalni filtraci skrze 200
ul pipetovaci $picky s filtrem (Eppendorf ep Dualfilter T.IP.S.®). Spicky s filtrem se
skombinuji s plastovou zachytnou zkumavkou. Vzorek se nanese na filtr Spicky a zkumavky
s filtrem a vzorkem se centrifuguji (14 600 x g, 23°C, 5 min). Koncentrace proteinl v eluatu
byly uréeny pomoci BCA metody (PierceTM BCA Protein Assay Kit) a spektrofotometru
(Infinite M200 TECAN) a vzorky proteinli byly nasledn¢ nafedény na stejnou koncentraci.
K nafedénym vzorkiim se nasledné pifidd smés DTT/bromfenolové modii (10 pl
DTT/bromfenolové modiina 100 pl eluatu) a vzorky se inkubuji 5 min na 95°C, nacez je mozné

JiZ pouzit pro SDS-PAGE.
SDS-PAGE

Rozdé€leni proteinii na polyakryamidovém gelu (12%) pomoci elektroforézy v ptitomnosti SDS

probihalo dle klasického protokolu, ve kterém se piipravi polyakryamidové gely dle sloZzeni
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uvedenym vySe v seznamu chemikalii a proteiny se pod napétim (napéti 100 mV pii prichodu
zaostfovacim gelem, napéti 110 mV pii prichodu separacnim gelem) nejprve zaostii na hranici
obou gell a nasledné se na separacnim gelu rozdéli ve vertikélni elektroforetické aparatuie
(Mini-PROTEAN® Tetra Handcast Systems a zdroj PowerPac™ HC High-Current Power
Supply od firmy BIO-RAD) ponotfené do separacniho pufru. SDS polyakryamidovy (SDS-

PAA) gel se separovanymi proteiny poté pouZzijeme pii metodé¢ Western blot (WB).
Western blot

SDS-PAA gely zSDS-PAGE analyzy se pfenesou na nitrocelul6zovou membranu do
blotovaciho nosi¢e a ponoii se do WB transferového pufru v blotovaci aparatuie (Mini-
PROTEAN® Tetra Handcast Systems a zdroj PowerPac™ HC High-Current Power Supply od
firmy BIO-RAD), ve kterém jsou proteiny pod napétim (100 mV po dobu 1 h) pfeneseny
z SDS-PAA gelu na nitrocelulézovou membranu. Membrany s pifenesenymi proteiny jsou pro
kontrolu uc¢innosti a stejnomeérnosti pifenosu barveny pomoci barvicky ATX Ponceau S red.
Membrany se nasledné promyji v TBS/Tween-20 (TBS-T) do odstranéni barviciho roztoku.
Membrany se blokuji v 5% netu¢ném mléce (NFM) po dobu nejméné 1 h (nutny staly pohyb
membran — napft. rotace 50 ml Falkon zkumavek s membranami, Stuart Roter Mixer SRT6D).
Nésledné¢ se membrany inkubuji pfes noc v roztoku s primarni protilatkou (fedéni 1:1000
protilatky v 5% BSA v TBS-T) proti danému proteinu (opét za rotace 50 ml Falkon zkumavek

s membranami):
Pouzité protilatky

e Primarni: krali¢i monoklonélni protilatka proti Mcl-1 (D5VS5L, kat. Cislo 39224),
krali¢i monoklonalni protilatky proti Becl-XL (54H6, kat. cislo 2764), kralici
monoklondlni protilatka proti Bel-2 (D55GS, kat. ¢islo 4223) a krali¢i monoklonalni
protilatka proti beta-aktinu konjugovana s kienovou peroxidazou (13ES5, kat. Cislo

5125) byly potizeny od firmy Cell Signaling Technology®

e Sekundarni: kozi protilatky IgG proti kralicim primarnim protilatkdm konjugované

s kfenovou peroxidazou (kat. ¢islo 1706515) od firmy BIO-RAD

Po inkubaci s primarni protildtkou se membrany promyji v TBS-T (3 x 10 min) a inkubuji se
1 h v roztoku se sekundérni protiladtkou (fedéni 1:3000 protilatky v 5% NFM v TBS-T) pfi
pokojové teploté opét za stalé rotace. Poté se membrany znovu promyji v TBS-T (3 x 10 min)

a pozitivni luminiscen¢ni pruhy jsou vizualizovany na Azure c600 zobrazovacim systému
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(AZURE Biosystems) pomoci substratové sady SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensititvity Substrate od firmy ThermoFisher Scientific. Pro ovéfeni mnozstvi proteint
v bunéénych lyzatech membrany znovu promyjeme v TBS-T a dale je pfes noc inkubujeme pfti
stalé rotaci v roztoku primarni protilatky proti -aktinu s konjugovanou kienovou peroxidazou.
Dalsi den membrany promyjeme v TBS-T a vyhodnotime/vizualizujeme opét pomoci Azure
c600 (AZURE biosystems) a substratové sady Radiance ECL (AC2204) od firmy AZURE

Biosystems.

Protokol pro Western blot je také mozné najit na strankach prodejce protilatek Cell Signalling
Technology®:  https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/mcl-1-d5v5I-rabbit-

mab/39224

4.6 Analyza mitochondrialni respirace a glykolyzy
Pro analyzu mitochondridlni respirace/oxidativni fosforylace a glykolyzy jsme zejména vyuzili
bunécny analyzator Seahorse XFe96 Analyzer od firmy Agilent Technologies. Pfistroj pomoci
dvou spfazenych fluorometrickych sensort kvantifikuje koncentraci molekularniho O> a H'
protonit ve vzdalenosti cca. 200 um nad analyzovanymi buiitkami. Tyto parametry jsou
reflektovany dvéma parametry mirou spotieby kysliku (OCR) pro bunécnou/mitochondrialni
respiraci (vyssi spotieba kysliku = vy$si oxidativni respirace) a mirou extracelularni acidifikace
(ECAR) pro glykolyzu (zvySené vylucovani protonti = vyssi glykolyza). Pistroj nejdiive zméti
bazalni hodnoty OCR a ECAR a nasledné mize zméfit reflexi v OCR a ECAR na pfidani
specifickych inhibitorti ¢i aktivatord respirace ¢i glykolyzy. V naSich experimentech jsme pro
meéteni SirSitho stavu oxidativni fosforylace vyuZzili chemikalie oligomycin, CCCP, smé&s
Rotenonu a antimycinu A. PficemZ oligomycin je inhibitorem ATPazy, sniZzuje tak OCR a
reakce na néj je urcujici pro respiraci spojenou s produkci ATP. CCCP podobné jako FCCP
funguje jako tzv. ,,uncoupler, ktery odd€luje produkci ATP od spotieby kysliku a jeho ptidani
zpusobi narast OCR na bunééné maximum. Smés Rotenonu a antimycinu A pak inhibuje
elektron-transportni fetézec a snizi OCR na minimalni hodnotu. Pro méfeni SirSiho vztahu
glykolyzy pak byly pouZity chemikalie a substraty: glukoza, oligomycin, 2-deoxyglukéza.
Glukéza se pouziva k stimulaci glykolyzy, a tedy zvySuje ECAR. Oligomycin inhibuje
ATPazu, a tedy také stimuluje glykolyzu inhibici produkce ATP oxidativni fosforylaci.
2-deoxygluk6za naopak inhibuje glykolyzu kompetitivni inhibici (kompetice s glukdzou)

hexokinazy a glukoza-6-fosfat izomerazy, a tudiZ ECAR snizuje.
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Ptiprava a provedeni Seahorse analyzy OCR a ECAR prob¢hla dle pokynii vyrobce
k nahlédnuti strankach vyrobce, na kterych lze nalézt protokol, ptiruc¢ku k pfistroji a dalsi

principidlni informace: https://www.agilent.com/en/products/cell-analysis/how-seahorse-xf-

analyzers-work). Pfipadné 1ze vyuzit i protokolu od autort protokolu pro méieni OCR a ECAR

(Plitzko et al. 2017; Plitzko & Loesgen 2018). V Tab. 1 je mozné vidét nas protokol pro méieni
OCR a ECAR na pfistroji Seahorse XFe96 Analyzer v programu Wave (verze 2.6.1) od vyrobce

pfistroje Agilent Technologies.

Program | Bazélni respirace 1. injekce 2. injekce 3. injekce
Cas 18 min (3 méteni) | 18 min (3 méfeni) | 18 min (3 méfeni) | 18 min (3 méfeni)
] ] 0,5 uM
OCR / 1 uM oligomycin | 1 uM CCCP ) )
Rotenon/antimycin A
ECAR |/ 10 mM glukoza 1 uM oligomycin | 50 mM 2-deoxyglukoza

Tabulka 1 — Protokol pribéhu méteni OCR a ECAR na pfistroji Seahorse XFe96 Analyzer od firmy Agilent
Technologies vyuzity v této praci. Protokol probihé Casové a kazda faze trva ptiblizné 18 min a v kazdé fazi ptistroj
meii hodnoty OCR a ECAR 3krat. OCR odpovida méfeni oxidativni fosforylace a ECAR odpovida glykolyze.
Jednotlivé injekce inhibitort ¢i stimulantt ovliviiuji specificky hodnoty OCR a ECAR (viz text).

Pro normalizaci naSich vysledki z analyzy OCR a ECAR na pocet bun¢k v jamce jsme pouZili
mikroskop ImageXpress® Micro a program MetaXpress (verze 6.2.3.733) od firmy Molecular
Devices. Bunky byly barvené pomoci Hoechst 33342 barviva vaziciho DNA i
v nepermeabilizovanych bunkach. Normalizace a vizualizace vysledki pak byla zpétné

provedena v programu Wave (verze 2.6.1) od firmy Agilent Technologies.

4.7 Analyza bunécné respirace O2k respirometrem
Pro alternativni analyzu mitochondrialni respirace jsme pouzili Oxygraph — O2k-Respirometer
(Oroboros Instruments) s elektrodou métici koncentraci kysliku v médiu/roztoku s buitkami dle
instrukei jeho vyrobce. Vyhoda méfeni spotfeby kysliku pomoci oxygrafu je jeho vysoka
citlivost, avSak oproti pfistroji Seahorse XFe96 Analyzer (Agilent Technologies) 1ze pomoci
Oxygrafu analyzovat simultanné pouze dva vzorky buné€k v suspenzi a jednotlivé inhibitory ¢i
stimulanty mitochondridlni respirace se injektuji do méticich komor manualng. Pro oxygraf
analyzu jsme vyuzili a postupné ptidavali do méticich komurek: sukcinat (20 ul 1 M), ADP (30
pl 3 mM), oligomycin (1 pl 5 mM), CCCP (3x 1 pl 1 mM), Rotenon (2 pul 1 mM), malonat (10
ul 1 M), antimycin A (1 pl 5 mM). Oproti protokolu pro Seahorse analyzu se zde navic vyuZziva:
sukcinat jako substrat pro komplex II dychaciho fetézce; ADP, jez stimuluje ATP4zu; malonat,

jez inhibuje komplex I dychaciho fetézce.
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4.8 Analyza vybranych komponent bunééného metabolismu
Analyza metabolomu probihala pomoci kapalné chromatografie spojené s hmotnostni
spektrometrii a provadéla ji pro nas laborator OMICS a Proteomika pfi institutu BIOCEV.
Vzorky pro metabolomickou analyzu jsme pifipravovali podle protokolu popsaného v (Lu et al.
2018). Ve strucnosti U87-MG buiiky byly uvolnény trypsinizaci, promyty ledovymi
pufrovanymi BS solemi (134 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, pH 7,4) a inkubovany na ledu
v extrakénim roztoku A (40:40:20 — acetonitril:metanol:H20 obsahujici 0,1 M kyselinu
mravenéi). Buiiky jsme v roztoku A resuspendovali (50 ul na 1 x 10° bunék) a inkubovali 3 min
na ledu. Extrakt jsme poté neutralizovali pomoci hydrogenuhli¢itanu amonného — 8,7 ul 15%
NH4HCO3 na 100 pl lyzatu a sonikovali v ledové vodni 1azni po 2 minuty. Vzorky jsme poté
centrifugovali (16 000 x g, 4°C, 15 min) a supernatanty ptedali ¢lend laboratofe OMICS pro

dalsi zpracovani.

5 Vysledky

5.1 Eliminace exprese vybranych anti-apoptotickych proteinli zrodiny Bcl-2
pomoci CRISPR-Casl2a

Nasim primarnim zdmérem pii pripravé bunék s eliminovanou expresi tfech bazalnich

anti-apoptotickych proteint z Bcl-2 rodiny bylo ziskat 3 klony od kazdého proteinu v kazdé

nasi bunééné linii (HCT116, HBL-2 a U87-MGQG) a v kazd¢ linii 1 na pozadi eliminace Bax a

Bak, které bychom mohli nasledné analyzovat a urcit vliv jednotlivych deleci na bunécny,

zejména pak mitochondridlni metabolismus.

Bel-2- Bel-X1- Mcl-1
HBL-2 0(1) 2(1) 0(1)
HBL-2 Bax/Bak” 0(1) 0(1) 0(1)
HCT116 / 0(2) 3(2)
HCT116 Bax/Bak 0(1) 0(1) 0(1)
U87-MG 0(6) 0(6) 0(6)
U87-MG Bax/Bak 3(2) 3(2) 3(2)

Tabulka 2 — Ptehled vyslednych ziskanych klond a provedenych transfekci. Pivodné bylo nasim planem ziskat 3
klony postradajici jeden ze ti1 vybranych proteinti. Cislo v tabulce znaéi pocet ziskanych klont a &islo v zédvorce
podet provedenych transfekci. Cervené znatené &islo znamena ztratu klont v diisledku bakterialni kontaminace
mykoplasmou. HCT116 téméf neexprimuji Bcl-2, proto u nich eliminace exprese tohoto proteinu nebyla brana v
uvahu.

V Tab. 2 je vidét piehled nasich dokoncenych klonti. Bohuzel se uz ze zacatku ukazala velmi

mald GispéSnost eliminace genové exprese téchto proteinti, a proto jsme se soustiedili hlavné na
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ziskani pozitivnich vysledkit v jedné bunécné linii (U87-MG) na pozadi divokého typu a
bunécné linie s vyfazenymi proteiny Bax a Bak (6 lipofekci a naslednych WB analyz). Ve
vysledku jsme dosdhli vyfazeni vSech tfi proteinii z rodiny Bcl-2 pouze v pfipad¢ bunééné linie

U87-MG s vytazenou expresi proteinti Bax a Bak (Obr. 7, 8, 9).

U87-MG BB Bcl-2
10 I3 15 C 10 13 I5 C

Bel-2 25 kDa

Beta-aktin | == - - 45 kDa

Obrazek 7 — Vysledek analyzy Western blot pro pfitomnost proteinu Bcl-2 u klonti U87-MG BB 10, 13 a 15.
Vysledek dokazal nepfitomnost proteinu Bcl-2 u téchto klont, jak doklada kontrola (vzorek z parentalni linie U87-
MG BB 2) a pfitomnost beta-aktinu ve vzorcich.

U87-MG BB Bel-X1”

1 26 61 26 E

Bel-X1

Beta-aktin

Obrazek 8 - Vysledek analyzy Western blot pro pfitomnost proteinu Bel-Xp u klontt U87-MG BB™ 1, 2 a 6.
Vysledek dokézal neptitomnost proteinu Bcl-Xp u téchto klond, jak doklada kontrola (vzorek z parentalni linie
U87-MG BB 2) a ptitomnost beta-aktinu ve vzorcich.
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U87-MG BB Mcl-1-
2 3 8 C 2 3 8 C

Mecl-1 - 40 kDa

Beta-aktin - 45 kDa

Obrazek 9 - Vysledek analyzy Western blot pro ptitomnost proteinu Mcl-1 u klond U87-MG BB™ 2, 3 a 8.
Vysledek dokazal neptitomnost proteinu Mcl-1 u téchto klont, jak doklada kontrola (vzorek z parentalni linie
U87-MG BB 2) a piitomnost beta-aktinu ve vzorcich.

Krom¢ eliminace exprese Bcl-Xp v buitkdich U87-MG BB-/- se ndm podafilo ziskat i dva
Bcel-Xp deficitni klony i v pfipadé B bunééného lymfomu HBL-2. Tyto klony jsou nyni
pfedmétem vyzkumu ve spolupracujici laboratofi prof. Pavla Klenera jr. (1. Lékarka fakulta
Univerzity Karlovy, Praha). Uspéch jsme mé&li zpo&atku i u nadorové linie HCT116, nicméné

u té bohuzel doslo ke kontaminaci mykoplasmou, a nebyla tedy dale zkoumana.

5.2 Méfeni OCR a stav mitochondrialni respirace
U vsech tfech ptipravenych klonti bunék U87-MG BB s eliminovanou expresi jednoho z anti-
apoptotickych proteini (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) jsme na analyzatoru Seahorse XFe96
charakterizovali jejich bazalni mitochondrialni respiraci. Podle vysledki dvou analyz jsme pro
dalsi experimenty vybrali ze tii pfipravenych kloni dva klony, u kterych jsme analyzy OCR
dale opakovali. Nakonec bylo provedeno pé meétfeni mitochondridlni respirace za vyuziti
analyzatoru Seahorse XFe96 a analyza mitochondriédlni respirace pomoci O2k-Respirometru.
Obr. 10 je vysvétlujici k vyslednym grafiim z analyzy OCR pomoci piistroje Seahorse XFe96
Analyzer. Nazorn¢ demonstruje jednotliva méeteni, kterd miizeme ziskat z tohoto typu analyzy.
PficemZ u jednotlivych analyz nés vice neZ izolované hodnoty zajimaji spiSe rozdily mezi
jednotlivymi liniemi, které by svéd€ily o funkei proteint z rodiny Bcel-2 v mitochondridlnim

metabolismu.
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Profil Seahorse XF mitochondrialni respirace
Oligomycin FCCP Rotenone &
antimycin A
360 ;
320
280
240
200
160
120
80

40

[pmol/min]

Oxygen Consumption Rate [OCR)

Nemitochondridlni spotfeba 02
0 10 20 30 40 &S50 &0 70 8O0 90 100 110
TIME [minutes)

Obrazek 10 — Vysvétleni nasledujicich grafii z analyz OCR na pfistroji Seahorse XFe96 Analyzer od firmy Agilent
Technologies. Na obrazku mizeme sledovat efekty jednotlivych stimulantti a inhibitord na spotfebu kysliku, a co
zmeéna ve spotiebé kysliku (OCR) realn€¢ znamena. Pfistroj nejdiive méfi hodnoty bazalni respirace bunék. Po
pfidani inhibitoru ATPazy olygomycinu se OCR snizi o produkci ATP. Nasledné se piida tzv. uncoupler FCCP
nebo CCCP, které odd¢li spottebu kysliku od produkce ATP, ktera je nyni inhibovana a dojde k nartistu OCR na
hodnotu maximalni respirace, které jsou bunky schopné. V posledni fadé se pfidaji inhibitory elektron
transportniho fetézce rotenon a antimycin A, které Gpln€ inhibuji mitochondrilni respiraci, coz nam vypovi
hodnotu tniku protonti pfes vnitini mitochondrialni membranu bez produkce ATP. Zbyla spotiteba kysliku po
inhibici rotenonem a antimycinem A a piedstavuje uz jen kyslik, ktery se spotfebovava mimo mitochondrie a
respiraci. OCR se mé&fi v pmol/minutu a osa X pak predstavuje ¢as méfeni v minutach. Pfevzato a pielozeno od
vyrobce Agilent Technologies.
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5.2.1 Analyza mitochondrialni respirace u Bcl-2 deficitnich klona 10 a 15
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Obrazek 11 — Dva reprezentativni vysledky (3. a 5.) analyzy OCR u linie U87 BB”~ Bcl-2". Na obrazku je mozné
vidét postup analyzy OCR v &ase u parentalnich bunék U87-MG (modra linie), U87-MG BB (zelena linie),
U87-MG BB Bcl-2 klon 10 (fialova linie) a U87-MG BB~ Bcl-2" klon 15 (svétle zelena linie). Osa Y udava
OCR v jednotkach pmol/min/10000 bun¢k a osa X udava ¢as v minutach. Vysvétleni jednotlivych ¢asti grafu viz
Obr. 10 a kapitola Metodika.

Z nasich drivéjsich analyz vyplynulo, Ze eliminace exprese pro-apoptotickych proteinti Bax a
Bak vedla k vyraznému nértstu bazalni i maximalni respirace. Z eliminace exprese jak proteinu
Bcl-2 (Obr. 11), tak i dalSich dvou anti-apoptotickych proteini Bel-Xi a Mcl-1 (viz vysledky
nize) vyplyva, ze vytfazeni jejich exprese v glioblastomu U87-MG potlacilo zvyseni
mitochondrialni respirace indukované vytazenim exprese obou majoritnich pro-apoptotickych

proteinti Bax a Bak.
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5.2.2 Analyza mitochondriélni respirace u Bcl-XL deficitnich klonti 2 a 6
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Obrazek 12 - Dva reprezentativni vysledky (3. a 5.) analyzy OCR u linie U87 BB-/- Bcl-X.". Na obrazku je mozné
vidét postup analyzy OCR v ¢ase u parentalnich U87-MG (modra linie), U§7-MG BB-/- (zelena linie), US7-MG
BB Bcl-Xp~ klon 2 (&ervena linie) a U87-MG BB” Bcl-Xi™ klon 6 (svétle modra linie). Osa Y udiava OCR
v jednotkach pmol/min/10000 bun¢k a osa X udava ¢as v minutach. Vysvétleni jednotlivych ¢asti grafu viz Obr.
10 a kapitola Metodika.

Analyza mitochondrialni respirace v U87-MG BB”" bunék s eliminovanou expresi Bel-Xi
ukézala obdobné jako u buné€k s vytazenou expresi Bcl-2 (viz vyse) potlaceni jak bazalni, tak i

maximalni respirace az na Groven parentalnich bun¢k U87-MG.
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Obrézek 13 - Dva reprezentativni vysledky (3. a 5.) analyzy OCR u linie U87 BB” Mcl-1". Na obrazku je mozné
vidét postup analyzy OCR v &ase u parentalnich bung&k U87-MG (modré linie), U87-MG BB (zelena linie),
U87-MG BB”* Mcl-1- klon 2 (fialové linie) a U87-MG BB” Mcl-1- klon 8 (Zluta linie). Osa Y udavda OCR
v jednotkach pmol/min/10000 bun¢k a osa X udava ¢as v minutach. Vysvétleni jednotlivych ¢asti grafu viz Obr.
10 a kapitola Metodika.

Analyza vlivu vyfazeni Mcl-1 na OCR u U87-MG BB™" (Obr. 13), uké4zala velice podobny efekt
na respiraci jako u ptredeslych proteinti Bcl-2 a Bel-X1, coz je ve vysledku velice zajimavé,
protoze se v zasad¢ jedna od tfi proteiny sice ze stejné rodiny obsahujici podobné homologické
domény, nicméné dosavadni studie (viz kapitola Uvod) jim pfipisuji rozdilné alohy a lokalizace
v ramci mitochondridlni funkce. Ztrata téchto proteini tak dokaze zcela zrusit konstantné vyssi

bazalni, a dokonce 1 maximalni respiraci u bunék postradajicich proteiny Bax a Bak.
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5.2.4 Analyza mitochondrialni respirace O2k respirometrem
Analyzu mitochondridlni respirace U87-MG BB~ Bcl-2" 10 a 15 pomoci pfistroje O2k-
Respirometer (Oroboros Instruments) byla provedena zatim pouze jednou, a pro potvrzeni
vysledkii ji bude zapotiebi zopakovat. Nicméné piestoze O2k-Respirometer analyzuje
koncentraci a ubytek kysliku odliSnym pfistupem (elektrochemicky O2 elektrodou oproti
Seahorse XFe96 Analyzer — fluorimetricky senzor O2) z prvni analyzy vyplyvaji obdobné data

jako z méteni mitochondrialni respirace analyzatorem Seahorse XFe-96 (Obr. 14).

150 -
138' B Us7 MG
1204 E=H US7 MG Bax™
‘1'38 == U37 MG BB~ 2
gg- [IT US7 MG BB 4
70- U87 MG BB™ Bcl-2™ 10
28: Hl US7 MG BB~ Bel-2™ 15
40 -
30 -
204
10-
0-

Bazalni respirace  Unik protontt Elektron transportni systém

Obrazek 14 — Analyza stavu mitochondrialni respirace v jednotlivych bunéénych liniich pomoci pfistroje
O2k-Respirometer (Oroboros Instruments). U87-MG BB~ 2 vykazuje nejvyssi bazalni respiraci, aktivitu elektron
transportniho systému a je zarovei i parentalni linii pro linie s vyfazenou produkei proteinu Bcl-2, které podobné
jako u predeslych OCR analyz vykazuji hodnoty podobné parentalnim bunkam. Graf pfedstavuje kombinaci
vysledkil piedeslych analyz pro U87-MG, U87-MG Bax", U87-MG BB 2, U87-MG BB 4 a nové analyzy
buné&énych linii U87-MG BB” Bcl-2- 10, U87-MG BB™ Bcl-2" 15.

Vytazeni proteini Bax a Bak stimuluje elektron transportni systém a bazalni respiraci, pficemz
vyfazeni proteinu Bcl-2 obdobné jako pfi analyze mitochondridlni respirace analyzatorem
Seahorse XFe96 vyrazné snizuje jak bazélni, tak 1 maximalni (ETS) respiraci na urovei

parentalnich bun¢k U87-MG.
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5.3 Meéfeni acidifikace média (ECAR) a analyza glykolyzy
Me¢teni ECAR odpovidajiciho stavu glykolyzy probihalo soubézné, ale nezavisle s mérenim
mitochondrialni respirace na piistroji Seahorse XFe96 Analyzer (Agilent Technologies). Po
prvnich dvou analyzich jsme pouzivali dale stejné klony jako u métfeni mitochondridlni
respirace. Zde uvadime pouze jedno reprezentativni méteni, nebot’ jsme u vysledkt analyzy
glykolyzy nezaznamenavali velké rozdily, které by vedly k zasadnéjSim zavérim o funkci
proteini Bcel-2 v rdmei glykolytické kaskady. Schéma méfeni glykolyzy pomoci analyzatoru

Seahorse XFe96 je mozné vidét na obrazku 15.

Profil Seahorse XF glvkolyzy
Glukoza Oligomycin LDenxyﬁlukdz:a

Glykolyticks
kapacita

ECAR [mpH/min)

MNeglvlolyticka acidifileace
0 10 20 30 40 50 &0 70 B0 20 100
Cas (minuty)

Obrazek 15 - Vysvétleni nasledujicich grafti z analyz ECAR na pfistroji Seahorse XFe96 Analyzer od firmy
Agilent Technologies. Na obrazku muzeme sledovat efekty jednotlivych stimulanti a inhibitor na extracelularni
acidifikaci (ECAR), a co zména v ECAR realné znamena. Pfistroj nejdiive méti hodnoty bazalni glykolyzy bunék.
Po ptidani glukézy se glykolyza stimuluje a ECAR stoupa. Néasledné se piida inhibitor ATPazy olygomycin, ¢imz
se inhibuje oxidativni produkce ATP ve prospéch glykolyzy. V posledni fad€ se pfida inhibitor prvnich enzymu
glykolytické kaskady hexokinazy a glukoza-6-fosfat izomerazy, ¢imz se glykolyza postupné zastavi a zbyva uz
jen neglykoliticka acidifikace. ECAR se méfi v mpH/min. Pfevzato a pteloZeno od vyrobce Agilent Technologies.
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5.3.1 Analyza glykolyzy u Bcl-2 deficitnich klont 10 a 15
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Obrazek 16 — reprezentativni vysledek ECAR analyzy klonti 10 a 15 U87-MG BB~ Bcl-2-. Na obrazku je mozné
vidét postup analyzy ECAR v ¢ase u parentalni linie U87-MG (modra linie), U87-MG BB (zelena linie), U87-
MG BB” Bcl-2 klon 10 (fialova linie) a U87-MG BB”- Bcl-2 klon 15 (svétle zelena linie). Osa Y udava ECAR
v jednotkach mpH/min/10000 bunék a osa X udava ¢as v minutach. Vysvétleni jednotlivych ¢asti grafu viz Obr.
15 a kapitola Metodika.

Z analyzy klonii 10 a 15 U87-MG BB~ Bcl-2" (Obr.16) vyplynulo, Ze podobné jako OCR se po
vytazeni proteinu Bcl-2 zméni energeticky profil U87-MG BB~ a piiblizi se zpét k parentalnim
buitkam. PfiCemz je zfejmé, ze vyfazeni Bax a Bak snizuje celkové glykolyzu a dodate¢né

vyfazeni Bel-2 glykolytické reakce zase navysi.

5.3.2 Analyza glykolyzy u Bcl-Xi deficitnich klond 2 a 6
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Obrazek 17 - reprezentativni vysledek ECAR analyzy klonti 2 a 6 U87-MG BB”~ Bcl-X.". Na obrazku je mozné
vidét postup analyzy ECAR v &ase u parentilnich bunék U87-MG (modr4 linie), U87-MG BB”" (zelena linie),
U87-MG BB Bel-X1~ klon 2 (Servena linie) a U87-MG BB Bcl-X1~ klon 6 (svétle modra linie). Osa Y udava
ECAR v jednotkach mpH/min/10000 bun¢k a osa X udava ¢as v minutach. Vysvétleni jednotlivych ¢asti grafu viz
Obr. 15 a kapitola Metodika.
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Z analyzy ztraty postupné Bax, Bak a Bcl-X1. nevysly Zadné ziejmé souvislosti (Obr. 17). Zda
se, ze jednotlivé klony nemaji konzistentni glykolyticky profil — klon ¢. 6 vykazoval zvySeny

ECAR oproti BB”~ buiikam, klon ¢&. 2 naopak nikoliv.

5.3.3 Analyza glykolyzy u Mcl-1 deficitnich klonti 2 a 8
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Obrazek 18 - reprezentativni vysledek ECAR analyzy klont 2 a 8 U87-MG BB”* Mcl-1". Na obrazku je mozné
vidét postup analyzy ECAR v &ase u parentalnich bungk U87-MG (modra linie), U87-MG BB (zelena linie),
U87-MG BB Mcl-1 klon 2 (fialova linie) a U87-MG BB’ Mcl-1- klon 8 (Zluta linie). Osa Y udava ECAR
v jednotkdch mpH/min/10000 bun¢k a osa X udava ¢as v minutadch. Vysvétleni jednotlivych ¢asti grafu viz Obr.
15 a kapitola Metodika.

Glykolyticky profil U87-MG BB” bunék s vyfazenou expresi Mcl-1 se obdobné jako bungk
U87-MG BB Bcl-2" vyznacdoval nariistem ECAR, a tedy i glykolyzy (Obr. 18). Miizeme tedy
vyvodit, ze nasledkem ztraty proteinli Bcl-2, Bel-X1 a Mcl-1 se az na klonalni vyjimky (U87-
MG BB~ Bcl-X1 klon &. 2) zvysi glykolyticka aktivita U87-MG bunék s eliminovanou expresi

pro-apoptotickych proteinti Bax a Bak na ¢i i nad uroven parentalnich U87-MG bun¢k.

5.4 Metabolomické analyza

Metabolickou analyzu (kapalinovd chromatografie a hmotnostni spektrometrie) pro nas
vypracovavala laboratoi OMICS a Proteomiky pii ustavu BIOCEV. Podobné jako u méfeni
respirace na O2k-Respirometru jsme z casovych divodu provedli pouze jednu metabolickou
analyzu, kterou bude tfeba v navazujicim vyzkumu potvrdit. Z provedené metabolické analyzy
vyplyva, ze 2 klony U87-MG BB’ Bcl-2” maji podobny metabolicky profil jako
U87-MG BB 2, ktery se nicméné 1i§i od parentalnich bun&k naptiklad v hladinich NADH,
NAD', kyseliny pyrohroznové, aspartatu, hydroxyglutarové kyseliny (viz Piiloha 3).
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6 Diskuse

Doposud publikované studie ukazaly, ze anti-apototické proteiny z rodiny Bcl-2 (Bcl-2, Bel-X¢
a Mcl-1) se podileji na regulaci mitochondridlniho metabolismu, glykolyzy, Krebsova cyklu a

A4

zpusoby tato regulace probiha.

V této studii jsme analyzovali vliv proteini Bcl-2, Bcl-Xp a Mcl-1 na metabolismus
parentalnich nadorovych linii a linii s deleci exprese genli pro pro-apoptotické proteiny Bax a
Bak. K tomuto ucelu jsme se ptipravovali nddorové linie lidské glioblastomy (U87-MG),
kolorektalniho karcinomu (HCT-116) a B bunééného lymfomu (HBL-2) s delecemi exprese
geni pro proteiny Bcl-2, Bcl-XL a Mcl-1 pomoci metody CRISPR-Casl2a. Po sérii
eliminacnich experimentd se ndm nakonec podatilo pfipravit eliminace pro vSechny tii proteiny
pouze u linie U87-MG BB a pro protein Bcl-Xi u linie HBL-2. Zakladni metoda CRISPR-
Casl2a se vnaSem piipad¢ ukdzala jako malo efektivni. Transfekce pomoci lipofekce a
elektroporace zda se byly ucinné, nebot’ se pomoci pritokové cytometrie po kazdé transfekci
podarilo vzdy vyselektovat 192 klont s vyfazenou produkci jednoho ze tii proteini Bcel-2.
Z téchto 192 klont po tii tydenni inkubaci pravidelné dortstalo pouze okolo 30% klont a
z téchto 30% pak ve vétsiné ptipadl nevysly Zadné klony se skute¢né vytazenou produkcei Bel-
2 proteint dle Western blot analyz. U parentalni linie to znamenalo Sest lipofekci s celkovym
poctem pro jeden ze tii zvolenych proteinti 1152 vyttidénych klont, ze kterych jsme analyzovali
celkové az 180 dorostlych klond, pficemz zadny nevykazoval uplnou eliminaci pro dany

protein.

Tento nelspéch se da z ¢asti pritknout zasadni funkci téchto proteind v regulaci apoptdzy.
Vsechny tfi zkoumané proteiny chrani buiiky ptred regulovanou smrti, coz je zvlasté vyznamné
pro nadorové linie, které jsou uz ze své podstaty k apoptéze citlivé a mnoho naddorovych linii
tyto proteiny aktivné nadprodukuje, ¢imz odolavaji apoptoze (Findley et al. 1997; Kaufmann
et al. 1998; *Yamaguchi et al. 2019). Neni tudiz piekvapivé, Ze se ndm nepodafilo vytadit
anti-apoptotické proteiny u parentalnich nadorovych linii, ve kterych mlze snadno pievazit
pro-apoptoticka signalizace zejména proteini Bax a Bak. Ptesto je vyfazeni téchto proteinli u
parentalnich bun¢k mozné, 1 kdyz to v n€kterych piipadech piinasi vyznamné fyziologické
defekty, kterym lze do urcité miry pfedejit sou€asnym vyfazenim pro-apototickych proteint
Bax a Bak (Wang et al. 2013). To se potvrdilo i v naSem piipad€, nebot’ se ndm podatilo
pfipravit linie s eliminaci produkce zvlast’ Bel-2, Bel-X1 a Mcl-1 pravé na pozadi vyfazeni Bax

a Bak u linie lidské glioblastomy U87-MG. Na pozadi parentalnich bunck se nam podafilo
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piipravit pouze dva klony Bcl-Xi~ vlinii HBL-2, se kterymi nyni pracujeme v dosud
nepublikované studii zamétujici se Cisté¢ na proteiny Bax a Bak. Klony jsme také poskytli
spolupracujici laboratofi prof. Pavla Klenera jr. (1. Lékatskd fakulta Univerzity Karlovy,
Praha). Obtiznost ptipravy nadorovych linii s vyfazenou produkci anti-apoptotickych proteina
doklada i to, ze vétSina citovanych praci spiSe pracuje s jejich umélou nadprodukci, coz nés ale
puvodné motivovalo ke CRISPR-Cas12a zprostfedkované eliminaci exprese téchto proteinti, a

tim 1 moznému rozsiteni znalosti vztahu proteinti Bcl-2 a bunééného metabolismu.

Uvedena literatura pfipisuje proteinim Bcl-2, Mcl-1 a Bcl-Xi pomérné odlisné funkce a
lokalizace v ramci bunécného metabolismu a jednotlivé studie Casto vice propojuji Sirsi
anti-apoptotickou signalizaci s regulaci metabolismu, nezli vylozené dokladaji nové funkce

téchto proteinil Cisté na trovni bunééného metabolismu.

Citované prace spojuji funkci proteinu Bel-2 s metabolickou regulaci hlavné na Grovni hladiny
ROS a ATP. Efekt Bcl-2 proteinu na bunéény metabolismus se pak predevS§im projevuje
v reakci na rozmanité stresové podminky, coz mnohé prace ptipisuji spise Sirsi anti-apoptotické
funkci nezli bézné regulaci bunéénych metabolickych procest. Ve vét§ing uvedenych studii se
pracuje s jeho uméle zvySenou expresi nebo se vyuziva bunéénych linii s pfirozené zvysenou
expresi genu pro protein Bcl-2, které tento protein k pieziti ziejmé potiebuji. Je tedy otdzka,
jak dilezity je Bcl-2 protein jako regulator v béznych situacich, nestresovych podminkéach a u

linii, které 1 po eliminaci tohoto proteinu dale zdarné proliferuji.

Podobné jako protein Bcl-2 reguluje vyménu ATP/ADP pomoci ANT translokazy (Belzacq et
al. 2003) Bcel-Xt mizZe tuto vyménu regulovat na trovni VDAC/ANT (Vander Heiden ef al.
1999, 2001). Na rozdil od Bcl-2 se ale Bcl-X1 dokdze pfimo vazat na beta podjednotku FiFo
ATPazy a zvySovat tak jeji efektivitu (Alavian et al. 2011).

Protein Mcl-1 pak ovliviiuje mitochondridlni metabolismus skrze svou kratsi izoformu (36
kDa), ktera se nejen transportuje do matrix mitochondrii, ale posléze se navaze do vnitini
mitochondridlni membrany, kde je nezbytna pro spravnou fyziologii vnitini mitochondridlni
membrany a superkomplexi dychaciho fetézce (Perciavalle ef al. 2012). Mcl-1 1 Bel-Xy. také
interaguji s faktorem déleni mitochondrii GTPazou Drp 1 (Li ef al. 2013; Rasmussen et al.

2018).

Plivodné jsme predpokladali, ze budou mit jednotlivé vybrané anti-apoptotické proteiny a jejich
vyfazeni individudlni vliv na bunéfny metabolismus. Proto jsme ve vyzkumu ovétovali

moznost jejich separované¢ho zkoumani a sméfovali k prokazani charakteristického vlivu
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proteinu Bcl-2, Bel-Xi a Mcl-1 na mitochondriélni respiraci, glykolyzu a hladiny metabolitt.
Cilem bylo vzajemné porovnavani a analyza moznych rozdilt, které by pfimo poukazovaly na
jejich rozdilné funkce v ramci bunééného metabolismu. Nicméné naSe vysledky a uvedena
literatura nds nuti spiSe na né pohlizet dohromady vramci jejich anti-apoptotické a

homeostatické funkce.

Vyftazeni proteinti Bax a Bak v glioblastomové linii U87-MG, podle naSich zjisténi, vedlo
k vyraznému zvysSeni bazalni a maximalni mitochondrialni respirace a k ur¢itému potlaceni
glykolyzy. V ramci této diplomové prace jsme nasledné zjistili, ze eliminace kteréhokoliv z tii
anti-apoptotickych proteinti Bcl-2, Bel-Xi. a Mcl-1 vedla ke zpétnému snizeni ptiivodné vyssi
bazalni a maximalni respirace U87-MG bun¢k s eliminovanou produkci Bax a Bak zpatky na
urovenn podobné parentalnim bunkdm a zaroven i k nartstu glykolyzy. Anti-apoptotické
proteiny se tedy stavaji validnim kandidatem pro sledované zvySeni respirace v nepfitomnosti
Bax a Bak, coz poukazuje na jejich spole¢nou regulaci mitochondridlniho metabolismu. Bcl-2,
Bcl-X1 a Mcl-1 by pozorovaného efektu mohli dosdhnout cilenim na spolecny bod v regulaci
mitochondridlniho metabolismu. Takovym bodem byl mohl byt transport ATP/ADP do matrix
mitochondrii. Z uvedené literatury vyplyva, Ze Bcl-2, Bel-Xi 1 Bax reguluji transportéry
ATP/ADP komplex VDAC/ANT (Vander Heiden et al. 1999; Belzacq ef al. 2003) a komplex
VDAC/ANT by pak mohl byt kandidatem pro tuto regulaci. Na druhou stranu eliminace Mcl-
1 takeé snizila respiraci na uroven parentalnich bunék, coz svédci proti obecné anti-apoptoticke
regulaci mitochondridlni respirace, nebot’ del§si Mcl-1 izoformy (40 kDa a 38 kDa), které
zustavaji vné mitochondrii, maji anti-apoptotickou funkci. Naopak kratsi izoforma (36 kDa) se
vytvari pti priniku Mcl-1 do matrixu, kde ztraci svoji anti-apoptotickou funkci a ziskava nové,
z hlediska respirace klicové funkce ve vnitini mitochondridlni membrané (Perciavalle et al.

2012).

To néas pfivadi k alternativni hypotéze. Bcl-2, Bcel-XL a Mcl-1 by mohly zvySovat
mitochondridlni respiraci v nepfitomnosti Bax a Bak kazdy zv14ast’, samostatné. U proteinu Bcl-
Xy si tak lze ptedstavit, ze by mohl, napiiklad po ztraté proteinti Bax a Bak, vice interagovat
s beta podjednotkami Fi1Fo ATPéazy a celkové tak zvySovat respiraci (Alavian et al. 2011; Veas-
Pérez de Tudela et al. 2015). Bel-2 a Bax funguji proti sob¢ pii transportu ptes antiport ANT,
u kterého Bcl-2 zvysuje aktivitu, zatimco Bax mé ziejmé opacny efekt (Belzacq et al. 2003).
U proteinu Mcl-1 by pak nepfitomnost Bax a Bak mohla vést ke zméné v poméru mezi
dlouhymi izoformami a kratkymi izoformami, coz ma v dusledku vliv na mitochondrialni

fyziologii, pfi¢emz se tento pomér da ovlivnit zménou mitochondrilni hladiny Ca2* (Morciano
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et al. 2016). Nepiitomnost Bax a Bak by mohla vyrazné zménit rovnovahu Ca2" signalizace
mezi endoplazmatickym retikulem a mitochondriemi, nebot’ Bax, Bak i1 Bcl-2, Bel-X1. a Mcl-1
maji vliv na inositol 1,4,5-trifosfatovy receptor, ktery je zodpovédny za transport Ca2* do

mitochondrii (Obr. 5B, 6)(*Vervliet et al. 2017; *Popgeorgiev et al. 2018).

Existuje i moZnost, Ze by ke sniZzeni mitochondrialni respirace u U87-MG BB~ mohlo dochazet
nasledkem vyfazeni Bcl-2, Bel-Xt a Mcl-1 nezévisle na vytazeni proteinii Bax a Bak. Tuto
moznost jsme nemohli pln€ dokdzat, nebot’ se ndm nepodatilo vytadit Bel-2, Bel-Xi a Mcl-1 u
parentalnich bunék. Nicmén¢ citované studie dokladaji vyrazné snizeni bazalni a maximalni
respirace (OCR) v disledku inhibice ¢i vyfazeni produkce proteinu Mcl-1 u mysich
embryonalnich fibroblasti (Perciavalle et al 2012), mitochondrii izolovanych z mysich
kardiocyti (Wang et al. 2013), bunék akutni myeloidni leukémie (Carter et al. 2020) a
kardiocytd odvozenych z lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
(Rasmussen et al. 2020). Teoreticky obdobny efekt méla zvySena produkce proteinu Bel-2 u
bun¢k lidské leukémie, kterd vedla naopak ke zvySeni mitochondridlni respirace (Chen &
Pervaiz 2007). Oproti tomu delece genu pro Bel-Xi nezménila maximalni spotiebu O2 oproti
parentadlnim hematopoetickym bunikdm (FL5.12)(Vander Heiden et al. 1999). Nakonec je
zajimavé dodat, ze mitochondrie izolované z mysich kardiocytd s vyfazenou produkci Mcl-1,
Bax a Bak vykazuji také sniZeni spotieby kysliku oproti pouze dvojitému vyfazeni proteini
Bax a Bak, jako tomu je u nasich vysledkii U87-MG BB” Mcl-1" 2 a 8 v porovnéani s U87-MG
BB™". Oproti nasi praci v této studii autofi nezaznamenali nariist mitochondrialni respirace po
vyfazeni pouze proteinii Bax a Bak jako tomu je u U87-MG BB, coz by mohlo byt v diisledku
toho, Ze sledovali zmény respirace u izolovanych mitochondrii na rozdil od analyzy celych

bunék U87-MG BB”" v nasem ptipadé (Wang et al. 2013).

Predpokladali jsme, Ze metabolomické analyza odhali bliZsi rozdily nasledkem vytazeni Bcl-2
proteint, pfedevSim pak rozdil mezi anti-apoptotickymi proteiny Bcl-2, Bel-Xi a Mcl-1 a pro-
apoptotickymi Bax, Bak. Vyfazeni Bax, Bak zmé&nilo hladiny nekterych klicovych metabolitd,
avSak dalsi eliminace proteint Bcl-2, Bel-Xt1 a Mcl-1 hladiny metaboliti vyrazné neovlivnily.
Neda se tak spojit urcitd hladina metaboliti se sledovanym snizenim v mitochondridlni

respiraci, které vyvola vyfazeni Bel-2, Bel-Xi a Mcl-1 v U87-MG BB™".

Vysledky naSeho vyzkumu ukazuji ke skupinové roli Bel-2 proteinli v regulaci bunééného
metabolismu, tedy k rozdéleni proteinii dle jejich role v apoptoze. Lze si predstavit, ze
pro-apoptotické proteiny pusobi proti anti-apoptotickych proteinlim v rdmci mitochondrialni

respirace a vyfazeni jedné skupiny vede ke zméné€ rovnovahy v respiraci a zfejmé i reciprocné
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v glykolyze parentalnich bun¢k. Pro-apoptotické proteiny by tak mohly potlacovat pro-
respiracni anti-apoptotické proteiny a ztrata obou by vedla k ndvratu respirace na uroven
parentalnich bun¢k. Domnivame se vSak, Ze je tento pohled velmi zjednoduseny a piiklanime
se k individualistickému charakteru Bcl-2 proteini v rdmci bunécného metabolismu. Zde
uvedené hypotézy vysvétlujici sledované zmény v mitochondrialni respiraci se navzajem nutné

nevylucuji a je mozné, ze dalsi vyzkum prokaze dil¢i spravnost kazdé z nich.

Do budoucna by bylo pfinostné pfipravené linie podrobit analyze klicovych proteind, se
kterymi Bcl-2 proteiny v rdmci mitochondridlni respirace interaguji. Je nutné také zopakovat a
rozsifit analyzu metabolomu, kterd by mohla odkryt na jaké casti metabolickych kaskad Bcl-2
proteiny presné mifi. V vahu také pripada analyza stavu ROS v mitochondriich a cytosolu,
nebot’ z dostupné literatury vyplyva, Ze anti-apoptotické proteiny Bcl-2 figuruji predevsim
v reakci na stresové podminky, a to pravé regulaci hladin ROS v matrix mitochondrii.
Pfipravené nadorové linie bychom tak mohli vystavit riiznym formam stresové signalizace
(napf. odebrani rastovych faktor, zvyseni ROS v mitochondriich), coz by nam dovolilo
otestovat zvladani jednotlivych stresovych podminek v rdmci vyfazeni jednoho urcitého anti-

apoptotického proteinu ¢i jejich kombinace v nddorovych bunéénych liniich.
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7 Souhrn

Primédrnim cilem této prace bylo pfipravit nadorové linie s vyfazenou produkci
anti-apoptotickych proteini Bcl-2 na pozadi parentalnich bun¢k a odvozené nadorové linie
s vyfazenou produkci pro-apoptotickych proteinti Bax a Bak, kter¢ byly pfipraveny v ramci nasi

dosud nepublikované studie.

Uspésné byl piipraven set tii klondlnich linii s eliminovanou expresi jednoho ze 3 majoritnich
anti-apoptotickych proteinii Becl-2, Bel-X* a Mcl-1 na pozadi U87-MG bunék s jiz
eliminovanou expresi pro-apoptotickych proteinti Bax a Bak: U87-MG BB”" Bcl-2°, U87-MG
BB™ Bcl-X1, U87-MG BB™ Mcl-1" (u kazdé i klony) a dva klony nadorové linie na pozadi
parentalnich buné¢k HBL-2 Bcl-Xt', které byly poskytnuty k dal§imu vyzkumu laboratofi prof.
Pavla Klenera jr. (1. Lékatska fakulta Univerzity Karlovy, Praha).

Druhym cilem této prace bylo dokéazat vliv eliminace proteinti Bcl-2, Bcl-Xp a Mcl-1 na

mitochondrilni respiraci, glykolyzu a hladiny metabolita.

V ramci dosud nepublikované studie proteinii Bax, Bak jsme zjistili, Ze eliminace jejich genové
exprese Vv glioblastomové linii U87-MG vede k vyznamnému vzristu mitochondridlni
respirace. V této praci se podafilo tento vzrist kompletné redukovat zpét na iroven parentalnich
bun¢k U87-MG pomoci delece genové exprese anti-apoptotickych proteint Bcel-2, Bel-Xi a
Mcl-1. Nase vysledky tak naznacuji vyznamnou roli proteini Bcl-2, Bel-Xi a Mcl-1 v rdmci
regulace mitochondridlni respirace. PfestoZe maji studované proteiny dle dosavadni literatury
individualni role v rdmci mitochondridlni fyziologie, naSe studie poukéazala na jejich podobny
vliv na oxidativni fosforylaci nasledkem jednotlivé eliminace kazdého ze studovanych proteint,

coz nasvédcuje propojeni jejich SirSich anti-apoptotickych roli s mitochondrialni respiraci.

V ramci analyzy glykolyzy jsme pozorovali tendenci ukazujici na zvySeni ECAR, a tim 1
glykolyzy u U87-MG BB”" bunék s eliminovanou expresi jednoho z anti-apoptotickych
proteinti Bcl-2, Bel-Xi €1 Mcl-1.

Prelimindrni analyza metabolomu neprokazala zmény v hladinach klicovych metabolitl po
eliminaci Bcl-2, Bcl-Xp a Mcl-1 v bunkach deficientnich na Bax, Bak. Nadorova linie
U87-MG BB”" m4 jiny metabolicky profil u ur¢itych metabolitii (aspartat, NADH, NAD",
kyselina hydroxyglutarovéa a dalsi) nezli parentdlni buniky a ten si viceméné& uchovava i po

jednotlivé eliminaci Bcl-2, Bel-X1. a Mcl-1.
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8 Piilohy

8.1 Piiloha 1

Puail

pX AsCpf1-Venus-NLS crRNA entry

g

9048 bp

Néami pouzity plazmidovy konstrukt pro deleci proteinli Bcl-2, Bel-Xp a Mcl-1. Plazmid
vychazi z vektorové kostry pX330 T7-AsCpfl. Pro rist a selekci bakterii obsahuje sekvenci
kodujici rezistence vii¢i Ampicilinu (Amp R). Idealni pouziti v bakterialnim kmenu DHS alfa
pfii teploté 37°C. Velikost inzertu je 964 part bazi. Vyuziva se mist pro restrikéni endonukleazy
BamHI (5" misto) a Notl (3 misto). Promotorovou oblast pfedstavuje CBh. Jako znacka pro

selekci se pouziva C terminalni fizni Zluty fluorescencni protein Venus.
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Mista pro vstup crRNA oligonukleotidi:

BS AsCpfl entry EEEETAATTTCTACTCTTGTAGATGGCICTICGaCARCACEE
BS AsCpfl entry  (NSCCICOEEERAGAGREATCTACARCAGTAGA

e Fialova — pfesahy pro klonovani do vektoru pX330.
e Modréd — povinné G
e Zelena — mista pro klonovani BbsI

e (Cervena — terminator

8.2 Priloha 2

Pouzité sekvence oligonukleotidli pro klonovani crDNAs cilenych na vybrané sekvence

v exonech a intronech gent Bcel-2, Bel-Xi a Mcl-1 do Cas12a expresniho plasmidu
Bcl-2 CPF1 exon2_introns F

AGATCCACGGTGGTGGAGGAGCTCTTCAATTTCTACTCTTGTAGATGCCGTGTTAC
TTGTAGTGTGTATAATTTCTACTCTTGTAGATGATGGCAGGCGTTATCGGTCAGG

Bcl-2 CPF1 exon2 introns R

AAAACCTGACCGATAACGCCTGCCATCATCTACAAGAGTAGAAATTATACACACT
ACAAGTAACACGGCATCTACAAGAGTAGAAATTGAAGAGCTCCTCCACCACCGT
GG

BclXL CPF1 exon 2/introns F

AGATGATGCCCGGGAGGTGATCCCCATAATTTCTACTCTTGTAGATTACCCCCGTC
TTCTCCGAAATGCAATTTCTACTCTTGTAGATGCCTCTGGTCAGAGATCCCCAAC

BclXL CPF1 exon 2/introns R

AAAAGTTGGGGATCTCTGACCAGAGGCATCTACAAGAGTAGAAATTGCATTTCGG
AGAAGACGGGGGTAATCTACAAGAGTAGAAATTATGGGGATCACCTCCCGGGCA
TC

Mcl-1 CPF1 exonl/introns F
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AGATGCTACGGAGAAGGAGGCCTCGGCAATTTCTACTCTTGTAGATCATGAGCAC
CTCGGGCCTTCTCGAATTTCTACTCTTGTAGATAACACTGACTCGTTTCGGTTTCC

Mcl-1 CPF1 exonl/introns R

AAAAGGAAACCGAAACGAGTCAGTGTTATCTACAAGAGTAGAAATTCGAGAAGG
CCCGAGGTGCTCATGATCTACAAGAGTAGAAATTGCCGAGGCCTCCTTCTCCGTA
GC

CCAC — spacer crRNAs cilici na vybrané exony ¢i introny, AATT — repetitivni sekvence,

AAAA a AGAT — klonovaci mista

8.3 Ptiloha 3
Nize uvadime vybrané vysledky metabolomické analyzy vybranych bunéénych linii, kterou pro
nas provedla laboratof OMICS a Proteomiky pii tGstavu BIOCEV pomoci kapalinové

chromatografie a hmotnostni spektrometrie.

48



Kyselina pyrohroznova

3500000
3000000
2500000
2000000

1500000
1000000
500000

0
U887 U87 U87 U87 U887 U87 U87 U887 U87 U87 U87 U87
MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG
BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB-
Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2-
10 10 10 15 15 15

aspartat

7000000
6000000
5000000

4000000
3000000
2000000
1000000 I I I

0
uU87 U87 U87 U87 U887 U87 U87 U887 U87 U87 U87 U87
MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG
BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB-
Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2-
10 10 10 15 15 15

Kyselina hydroxyglutarova

14000000
12000000

10000000
8000000
6000000
4000000
2000000
HE B B = B B B B ©§

0
U87 U87 U887 U87 U87 U887 U877 U87 U887 U887 U87 U87
MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG
BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB-
Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2-
10 10 10 15 15 15

49



Glukodza-6-fosfat

1000000
900000
800000
700000
600000

500000
400000
300000
200000
100000

0
U887 U87 U87 U87 U887 U87 U87 U887 U87 U87 U87 U87
MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG
BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB-
Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2-
10 10 10 15 15 15

NADH

90000
80000
70000

60000
50000
40000
30000
20000 I I
10000 I I B
us7 87

u87 U87 U87 u87 U87 U87 U87 U87

MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG
BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB-
Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2-

10 10 10 15 15 15

NAD+

30000000
25000000
20000000

15000000

10000000
5000000 I I

0
U87 U87 U887 U87 U87 U887 U877 U87 U887 U887 U87 U87
MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG
BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB-
Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2-
10 10 10 15 15 15
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25000000

20000000

15000000

10000000

5000000

450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0

Kyselina citronova

U887 U87 U87 U887 U87 U87 U87 U87 U887 U87 U87 U87
MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG
BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB-
Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2-

10 10 10 15 15 15

Kyselina cis-akonitova

ug7

uU87 U87 U87 U87 U87 U87 U887 U87 U87 U87

MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG MG
BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB- BB-
Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2- Bcl-2-

10 10 10 15 15 15

51



9 Seznam pouZité literatury

*Banjara, S., Suraweera, C.D., Hinds, M.G. & Kvansakul, M. (2020). The Bcl-2 Family:
Ancient Origins, Conserved Structures, and Divergent Mechanisms. Biomolecules,

10, 128.

*D’Aguanno, S. & Del Bufalo, D. (2020). Inhibition of Anti-Apoptotic Bcl-2 Proteins

in Preclinical and Clinical Studies: Current Overview in Cancer. Cells, 9, 1287.

*Juéarez-Salcedo, L.M., Desai, V. & Dalia, S. (2019). Venetoclax: evidence to date and

clinical potential. Drugs in context, 8, 212574.

*Kale, J., Osterlund, E.J. & Andrews, D.W. (2018). BCL-2 family proteins: changing
partners in the dance towards death. Cell death and differentiation, 25, 65-80.

*Kang, M.H. & Reynolds, C.P. (2009). Bcl-2 inhibitors: targeting mitochondrial
apoptotic pathways in cancer therapy. Clinical cancer research : an official journal

of the American Association for Cancer Research, 15, 1126—1132.

*Kehr, S. & Vogler, M. (2021). It’s time to die: BH3 mimetics in solid tumors.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, 1868, 118987.

*Lasica, M. & Anderson, M.A. (2021). Review of Venetoclax in CLL, AML and
Multiple Myeloma. Journal of personalized medicine, 11, 463.

*Molica, S. (2020). Venetoclax: a real game changer in treatment of chronic
lymphocytic leukemia. International journal of hematologic oncology, 9, 1JH31—

IJH31.

*Popgeorgiev, N., Jabbour, L. & Gillet, G. (2018). Subcellular Localization and
Dynamics of the Bcl-2 Family of Proteins. Frontiers in Cell and Developmental

Biology, 6, 13.

*Shamas-Din, A., Kale, J., Leber, B. & Andrews, D.W. (2013). Mechanisms of action
of Bcl-2 family proteins. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 5, a008714—
a008714.

52



*Vervliet, T., Clerix, E., Seitaj, B., Ivanova, H., Monaco, G. & Bultynck, G. (2017).
Modulation of Ca(2+) Signaling by Anti-apoptotic B-Cell Lymphoma 2 Proteins at

the Endoplasmic Reticulum-Mitochondrial Interface. Frontiers in oncology, 7, 75.

*Yamaguchi, R., Lartigue, L. & Perkins, G. (2019). Targeting Mcl-1 and other Bcl-2
family member proteins in cancer therapy. Pharmacology & Therapeutics, 195, 13—

20.

Aharoni-Simon, M., Shumiatcher, R., Yeung, A., Shih, A.Z.L., Dolinsky, V.W.,
Doucette, C.A. & Luciani, D.S. (2016). Bcl-2 Regulates Reactive Oxygen Species
Signaling and a Redox-Sensitive Mitochondrial Proton Leak in Mouse Pancreatic

B-Cells. Endocrinology, 157, 2270-2281.

Alavian, K.N., Li, H., Collis, L., Bonanni, L., Zeng, L., Sacchetti, S., Lazrove, E., Nabili,
P., Flaherty, B., Graham, M., ef al. (2011). Bcl-xL regulates metabolic efficiency
of neurons through interaction with the mitochondrial FIFO ATP synthase. Nature
cell biology, 13, 1224-1233.

Belzacq, A.-S., Vieira, H.L.A., Verrier, F., Vandecasteele, G., Cohen, 1., Prévost, M.-
C., Larquet, E., Pariselli, F., Petit, P.X., Kahn, A., et al. (2003). Bcl-2 and Bax

modulate adenine nucleotide translocase activity. Cancer research, 63, 541-546.

Caria, S., Hinds, M.G. & Kvansakul, M. (2018). Structural insight into an evolutionarily
ancient programmed cell death regulator — the crystal structure of marine sponge

BHP2 bound to LB-Bak-2. Cell Death & Disease, 8, €2543—¢2543.

Carter, B.Z., Mak, P.Y., Tao, W., Warmoes, M., Lorenzi, P.L., Mak, D., Ruvolo, V.,
Tan, L., Cidado, J., Drew, L., ef al. (2020). Targeting MCL-1 dysregulates cell
metabolism and leukemia-stroma interactions and resensitizes acute myeloid

leukemia to BCL-2 inhibition. Haematologica, Online ahe.

Chen, R., Valencia, 1., Zhong, F., McColl, K.S., Roderick, H.L., Bootman, M.D.,
Berridge, M.J., Conway, S.J., Holmes, A.B., Mignery, G.A., et al. (2004). Bcl-2
functionally interacts with inositol 1,4,5-trisphosphate receptors to regulate calcium

release from the ER in response to inositol 1,4,5-trisphosphate. The Journal of cell

biology, 166, 193-203.

53



Chen, Y., Aon, M.A., Hsu, Y.-T., Soane, L., Teng, X., McCaffery, J.M., Cheng, W.-C.,
Qi, B., Li, H., Alavian, K.N., et al. (2011). Bcl-xL regulates mitochondrial
energetics by stabilizing the inner membrane potential. Journal of Cell Biology,

195, 263-276.

Chen, Z.X. & Pervaiz, S. (2007). Bcl-2 induces pro-oxidant state by engaging
mitochondrial respiration in tumor cells. Cell Death & Differentiation, 14, 1617—
1627.

Chen, Z.X. & Pervaiz, S. (2010). Involvement of cytochrome c oxidase subunits Va and
Vb in the regulation of cancer cell metabolism by Bcl-2. Cell Death &
Differentiation, 17, 408—420.

Du, X., Fu, X., Yao, K., Lan, Z., Xu, H., Cui, Q. & Yang, E. (2017). Bcl-2 delays cell
cycle through mitochondrial ATP and ROS. Cell cycle (Georgetown, Tex.), 16,
707-713.

Escudero, S., Zaganjor, E., Lee, S., Mill, C.P., Morgan, A.M., Crawford, E.B., Chen, J.,
Wales, T.E., Mourtada, R., Luccarelli, J., et al. (2018). Dynamic Regulation of
Long-Chain Fatty Acid Oxidation by a Noncanonical Interaction between the

MCL-1 BH3 Helix and VLCAD. Molecular Cell, 69, 729-743.e7.

Findley, H.W., Gu, L., Yeager, A.M. & Zhou, M. (1997). Expression and Regulation of
Bcl-2, Bel-xl, and Bax Correlate With p53 Status and Sensitivity to Apoptosis in
Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia. Blood, 89, 2986—2993.

Gotow, T., Shibata, M., Kanamori, S., Tokuno, O., Ohsawa, Y., Sato, N., Isahara, K.,
Yayoi, Y., Watanabe, T., Leterrier, J.F., ef al. (2000). Selective localization of Bcl-
2 to the inner mitochondrial and smooth endoplasmic reticulum membranes in

mammalian cells. Cell death and differentiation, 7, 666—674.

Vander Heiden, M.G., Chandel, N.S., Schumacker, P.T. & Thompson, C.B. (1999). Bcl-
xL Prevents Cell Death following Growth Factor Withdrawal by Facilitating
Mitochondrial ATP/ADP Exchange. Molecular Cell, 3, 159-167.

54



Vander Heiden, M.G., Chandel, N.S., Williamson, E.K., Schumacker, P.T. &
Thompson, C.B. (1997). Bcl-xL Regulates the Membrane Potential and Volume
Homeostasis of Mitochondria. Cell, 91, 627-637.

Vander Heiden, M.G., Li, X.X., Gottleib, E., Hill, R.B., Thompson, C.B. & Colombini,
M. (2001). Bcl-xl Promotes the Open Configuration of the Voltage-dependent
Anion Channel and Metabolite Passage through the Outer Mitochondrial
Membrane*. Journal of Biological Chemistry, 276, 19414—19419.

Hockenbery, D., Nufiez, G., Milliman, C., Schreiber, R.D. & Korsmeyer, S.J. (1990).
Bcl-2 is an inner mitochondrial membrane protein that blocks programmed cell

death. Nature, 348, 334-336.

Imahashi, K., Schneider, M.D., Steenbergen, C. & Murphy, E. (2004). Transgenic
Expression of Bcl-2 Modulates Energy Metabolism, Prevents Cytosolic

Acidification During Ischemia, and Reduces Ischemia/Reperfusion Injury.

Circulation Research, 95, 734-741.

Jonas, E.A., Hoit, D., Hickman, J.A., Brandt, T.A., Polster, B.M., Fannjiang, Y.,
McCarthy, E., Montanez, M.K., Hardwick, J. M. & Kaczmarek, L.K. (2003).
Modulation of synaptic transmission by the BCL-2 family protein BCL-xL. The
Journal of neuroscience : the official journal of the Society for Neuroscience, 23,

8423-8431.

Kaufmann, S.H., Karp, J.E., Svingen, P.A., Krajewski, S., Burke, P.J., Gore, S.D. &
Reed, J.C. (1998). Elevated Expression of the Apoptotic Regulator Mcl-1 at the
Time of Leukemic Relapse. Blood, 91, 991-1000.

Kaufmann, T., Schlipf, S., Sanz, J., Neubert, K., Stein, R. & Borner, C. (2003).
Characterization of the signal that directs Bcl-x(L), but not Bcl-2, to the

mitochondrial outer membrane. The Journal of cell biology, 160, 53—64.

Krajewski, S., Tanaka, S., Takayama, S., Schibler, M.J., Fenton, W. & Reed, J.C.
(1993). Investigation of the Subcellular Distribution of the bcl-2 Oncoprotein:

Residence in the Nuclear Envelope, Endoplasmic Reticulum, and Outer

Mitochondrial Membranes. Cancer Research, 53,4701 LP —4714.

55



Lagadinou, E.D., Sach, A., Callahan, K., Rossi, R.M., Neering, S.J., Minhajuddin, M.,
Ashton, J.M., Pei, S., Grose, V., O’Dwyer, K.M., ef al. (2013). BCL-2 inhibition
targets oxidative phosphorylation and selectively eradicates quiescent human

leukemia stem cells. Cell stem cell, 12, 329-341.

Li, H., Alavian, K.N., Lazrove, E., Mehta, N., Jones, A., Zhang, P., Licznerski, P.,
Graham, M., Uo, T., Guo, J., et al. (2013). A Bcl-xL-Drpl complex regulates
synaptic vesicle membrane dynamics during endocytosis. Nature cell biology, 15,

773-785.

Lu, W., Wang, L., Chen, L., Hui, S. & Rabinowitz, J.D. (2018). Extraction and
Quantitation of Nicotinamide Adenine Dinucleotide Redox Cofactors. Antioxidants

& redox signaling, 28, 167-179.

Manfredi, G., Kwong, J.Q., Oca-Cossio, J.A., Woischnik, M., Gajewski, C.D.,
Martushova, K., D’Aurelio, M., Friedlich, A.L. & Moraes, C.T. (2003). BCL-2
improves oxidative phosphorylation and modulates adenine nucleotide

translocation in mitochondria of cells harboring mutant mtDNA. The Journal of

biological chemistry, 278, 5639-5645.

Mann, J., Githaka, J.M., Buckland, T.W., Yang, N., Montpetit, R., Patel, N., Li, L.,
Baksh, S., Godbout, R., Lemieux, H., et al. (2019). Non-canonical BAD activity
regulates breast cancer cell and tumor growth via 14-3-3 binding and mitochondrial

metabolism. Oncogene, 38, 3325-3339.

Morciano, G., Giorgi, C., Balestra, D., Marchi, S., Perrone, D., Pinotti, M. & Pinton, P.
(2016). Mcl-1 involvement in mitochondrial dynamics is associated with apoptotic

cell death. Molecular biology of the cell, 27, 20-34.

Nakai, M., Takeda, A., Cleary, M.L. & Endo, T. (1993). The bcl-2 Protein Is Inserted
into the Outer Membrane but Not into the Inner Membrane of Rat Liver

Mitochondria in Vitro. Biochemical and Biophysical Research Communications,

196, 233-239.

56



Pegoraro, L., Palumbo, A., Erikson, J., Falda, M., Giovanazzo, B., Emanuel, B.S.,
Rovera, G., Nowell, P.C. & Croce, C.M. (1984). A 14;18 and an 8;14 chromosome
translocation in a cell line derived from an acute B-cell leukemia. Proceedings of

the National Academy of Sciences of the United States of America, 81, 7166—7170.

Perciavalle, R.M., Stewart, D.P., Koss, B., Lynch, J., Milasta, S., Bathina, M., Temirov,
J., Cleland, M.M., Pelletier, S., Schuetz, J.D., et al. (2012). Anti-apoptotic MCL-1

localizes to the mitochondrial matrix and couples mitochondrial fusion to

respiration. Nature cell biology, 14, 575-583.

Plitzko, B., Kaweesa, E.N. & Loesgen, S. (2017). The natural product mensacarcin

induces mitochondrial toxicity and apoptosis in melanoma cells. The Journal of
biological chemistry, 292,21102-21116.

Plitzko, B. & Loesgen, S. (2018). Measurement of Oxygen Consumption Rate (OCR)

and Extracellular Acidification Rate (ECAR) in Culture Cells for Assessment of
the Energy Metabolism. Bio-protocol, 8, €2850.

Rasmussen, M.L., Kline, L.A., Park, K.P., Ortolano, N.A., Romero-Morales, A.l.,
Anthony, C.C., Beckermann, K.E. & Gama, V. (2018). A Non-apoptotic Function

of MCL-1 in Promoting Pluripotency and Modulating Mitochondrial Dynamics in
Stem Cells. Stem Cell Reports, 10, 684—692.

Rasmussen, M.L., Taneja, N., Neininger, A.C., Wang, L., Robertson, G.L., Riffle, S.N.,
Shi, L., Knollmann, B.C., Burnette, D.T. & Gama, V. (2020). MCL-1 Inhibition by
Selective BH3 Mimetics Disrupts Mitochondrial Dynamics Causing Loss of

Viability and Functionality of Human Cardiomyocytes. iScience, 23, 101015.

Shimizu, S., Narita, M., Tsujimoto, Y. & Tsujimoto, Y. (1999). Bcl-2 family proteins

regulate the release of apoptogenic cytochrome ¢ by the mitochondrial channel
VDAC. Nature, 399, 483-487.

57



Veas-Pérez de Tudela, M., Delgado-Esteban, M., Maestre, C., Bobo-Jiménez, V.,
Jiménez-Blasco, D., Vecino, R., Bolafios, J.P. & Almeida, A. (2015). Regulation of
Bcl-xL-ATP Synthase Interaction by Mitochondrial Cyclin B1-Cyclin-Dependent
Kinase-1 Determines Neuronal Survival. The Journal of neuroscience : the official

Jjournal of the Society for Neuroscience, 35, 9287-9301.

Velaithan, R., Kang, J., Hirpara, J.L., Loh, T., Goh, B.C., Le Bras, M., Brenner, C.,
Clement, M.-V. & Pervaiz, S. (2011). The small GTPase Racl is a novel binding
partner of Bcl-2 and stabilizes its antiapoptotic activity. Blood, 117, 6214—6226.

Wang, X., Bathina, M., Lynch, J., Koss, B., Calabrese, C., Frase, S., Schuetz, J.D., Rehg,
J.E. & Opferman, J.T. (2013). Deletion of MCL-1 causes lethal cardiac failure and
mitochondrial dysfunction. Genes & development, 27, 1351-1364.

Wilkins, H.M., Marquardt, K., Lash, L.H. & Linseman, D.A. (2012). Bcl-2 is a novel
interacting partner for the 2-oxoglutarate carrier and a key regulator of

mitochondrial glutathione. Free radical biology & medicine, 52, 410—419.

Xiong, L., Tang, Y., Liu, Z., Dai, J. & Wang, X. (2016). BCL-2 inhibition impairs
mitochondrial function and targets oral tongue squamous cell carcinoma.

SpringerPlus, 5, 1626.

Yang, T., Kozopas, K.M. & Craig, R.W. (1995). The intracellular distribution and
pattern of expression of Mcl-1 overlap with, but are not identical to, those of Bcl-

2. Journal of Cell Biology, 128, 1173—-1184.

Yi, C.H., Pan, H., Seebacher, J., Jang, 1.-H., Hyberts, S.G., Heffron, G.J., Heiden, M.G.
Vander, Yang, R., Li, F., Locasale, J.W., ef al. (2011). Metabolic Regulation of
Protein N-Alpha-Acetylation by Bcl-xL Promotes Cell Survival. Cell, 146, 607—
620.

Zimmermann, A.K., Loucks, F.A., Schroeder, E.K., Bouchard, R.J., Tyler, K.L. &
Linseman, D.A. (2007). Glutathione Binding to the Bcl-2 Homology-3 Domain
Groove: A MOLECULAR BASIS FOR BCL-2 ANTIOXIDANT FUNCTION AT
MITOCHONDRIA*. Journal of Biological Chemistry, 282,29296-29304.

58



