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Abstrakt

FiFo-ATPsyntaza je kliCovym enzymem bunééného energetického metabolismu. Jeji
pripadny deficit mize byt zptisoben mutacemi ve dvou strukturnich genech MT-ATP6 a MT-
ATPS v mitochondrialni DNA ¢i v jadernych genech ATPAF2 a TMEM?70 kodujici faktory
pro biogenezi enzymu a strukturnim genu ATP5E. Deficit F1Fo-ATPsyntazy vede k rozvoji
velmi zdvazného fenotypu postihujici organy s vysokymi energetickymi naroky s ndstupem
v novorozeneckém veéku a nepfiznivou prognoézou. Mutace v uvedenych genech navic
nezpusobuji pouze kvalitativni (mutace ve strukturnich podjednotkdch enzymu) Cci
kvantitativni (mutace v genech pro faktory biogeneze enzymu) defekty, ale také jejich
kombinace. Pfi studiu molekularni podstaty mitochondridlnich onemocnéni véetné deficitu
FiFo-ATPsyntazy se vyuziva Siroka Skéala biochemickych i molekularné-genetickych metod
pro stanoveni spravné diagndzy, kterd je nezbytna pro v€asné zahajeni symptomatické 1écby a
genetické poradenstvi v postizenych rodinach.

Cilem diplomové prace bylo charakterizovat deficit FiFo-ATPsyntazy v izolovanych
mitochondriich z linii kultivovanych bunc¢k stanovenim oligomycin-sensitivni ATP-
hydrolytické aktivity FiFo-ATPsyntazy, enzymovych aktivit komplexi dychaciho fetézce a
sledovanim zmén v mnozstvi jednotlivych vybranych podjednotek a celého komplexu F,Fo-
ATPsyntazy v porovnani s kontrolami. Po optimalizaci metody stanoveni oligomycin-
sensitivni ATP-hydrolytické aktivity F1Fo-ATPsyntazy byly charakterizovany 3 bunééné linie
HEK?293 se stabiln¢ snizenou expresi genu TMEM70 a 16 bunécnych linii koznich fibroblastt
od pacientd spodezfenim na deficit F Fo-ATPsyntazy. V izolovanych mitochondriich
z bunék HEK293 se stabiln¢ snizenou expresi genu TMEM?70 byl nalezen pokles oligomycin-
senzitivni ATP-hydrolytické¢ aktivity na 25-86% kontrolnich hodnot. Snizend ATP-
hydrolyticka aktivita byla nalezena také v izolovanych mitochondriich z 10 bunéénych linii
koznich fibroblasti. U 4 linii fibroblastd s mutaci 317-2A>G v genu TMEM70 vyrazné
snizena aktivita FFo-ATPsyntazy (43% kontroly) korelovala i se sniZenym mnoZstvim
podjednotek (a, B, d, OSCP) a holoenzymu F;Fo-ATPsyntdzy. Navic enzymové aktivity
komplexti dychaciho fetézce dosahovaly >100% kontrolnich hodnot a nartst byl potvrzen i na
proteinové urovni. 6 bunécnych linii fibroblastli od pacientl s podezienim na deficit F;Fo-
ATPsyntazy vykazovalo nizkou oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytickou aktivitu (43-76%
kontroly), ale mnozstvi vybranych podjednotek a holoenzymu F,Fo-ATPsyntdzy bylo
srovnatelné s kontrolou. V genech MT-ATP6 a MT-ATPS nebyla nalezena patogenni mutace.

Zavérem lze fici, Ze optimalizovana metoda pro spektrofotometrické stanoveni

oligomycin-sensitivni ~ ATP-hydrolytické  aktivity = F;Fo-ATPsyntazy v izolovanych



mitochondriich z kultivovanych bunék byla uspésné pouzita jak v bunécnych modelech
deficitu F;Fo-ATPsyntazy, tak i v liniich koZnich fibroblasti od pacientl s podezienim na
deficit tohoto enzymu a rozSifuje tak spektrum metod vhodnych pro diagnostiku

mitochondrialnich onemocnéni.

Kli¢ova slova: biogeneze, BN-PAGE, F,Fo-ATPsyntaza, enzymové aktivity komplext
dychaciho fetézce, mitochondrie, mitochondridlni onemocnéni, mutace, oligomycin-senzitivni

ATP-hydrolyticka aktivita F{Fo-ATPsyntazy, OXPHOS, SDS-PAGE



Abstract

FiFo-ATPsynthase is a key enzyme in energy metabolism of the cell. Its deficit is
caused usually by mutations in two structural genes MT-ATP6 and MT-ATPS encoded by the
mitochondrial DNA or in nuclear genes ATPAF2 and TMEM?70 encoding the biogenesis
factors and structural gene ATPS5E. Deficiency of the FFo-ATPsynthase leads to progressive
and serious phenotype affecting organs with high energy demands. The first symptoms
usually occurs in neonatal age and prognosis of the disease is fatal. Mutations in these genes
result in both qualitative and quantitative defects of the F;Fo-ATPsynthase. The study of
molecular bases of mitochondrial disorders including F;Fo-ATPsynthase deficiency uses large
number of biochemical and molecular-genetic methods to determine a proper diagnosis which
is essential for the symptomatic therapy and genetic counselling in affected families.

The aim of the diploma thesis was to characterise the F|Fo-ATPsynthase deficiency in
isolated mitochondria from the lines of cultured cells by the determination oligomycin-
sensitive ATP-hydrolytic activity of the F;Fo-ATPsynthase, enzymatic activities of the
respiratory chain complexes and to analyse changes in the steady-state levels of the
representative subunits and whole complex of the F;Fo-ATPsynthase in comparison with
controls. 3 cell lines HEK293 with stably down-regulated expression of the TMEM?70 gene
and 16 cell lines of the skin fibroblasts from patients with the suspicion of the F;Fo-
ATPsynthase deficiency were characterised by the optimalized method for the measurement
of the oligomycin-sensitive ATP-hydrolytic activity. In isolated mitochondria from HEK293
cells with stably down-regulated TMEM?70 gene, the decrease in the oligomycin-sensitive
ATP-hydrolytic activity among 25-86% of control values was found. Decreased ATP-
hydrolytic activity was found in isolated mitochondria from 10 cell lines of the skin
fibroblasts as well. Markedly decreased activity of the FFo-ATPsynthase (43% of the
control) in 4 fibroblasts lines with mutation 317-2A>G in TMEM70 gene correlated with
decreased abundance of the subunits (a, B, d, OSCP) and holoenzyme F;Fo-ATPsynthase.
Furthermore enzymatic activities of the respiratory chain complexes reached up >100% of
control values and the increase was in corcondance with increased steady-state levels of
corresponding subunits. In 6 fibroblasts lines from patients with suspicion of the F;Fo-
ATPsynthase deficiency, decreased oligomycin-sensitive ATP-hydrolytic activity (43-76% of
the controls) was observed but no changes in the abundance of the representative subunits and
holoenzyme FFo-ATPsynthase were found out. In MT-ATP6 and MT-ATP8 genes, no

pathogenic mutations were detected.



In conclusion, the optimalized method to determinate oligomycin-sensitive ATP-
hydrolytic activity of the F;Fo-ATPsynthase in isolated mitochondria from cultivated cells
was applied with success in the cell models as in lines of the skin fibroblasts from patient with
suspicion of the F;Fo-ATPsynthase deficiency. It could spread the spectrum of proper

methods for diagnostics of the mitochondrial disorders.

Key words: biogenesis, BN-PAGE, F,Fo-ATPsynthase, enzymatic activities of the respiratory
chain complex, mitochondria, mitochondrial disorders, mutations, oligomycin-sensitive ATP-

hydrolytic activity of the F;Fo-ATPsynthase, OXPHOS, SDS-PAGE
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1 Uvod

FiFo-ATPsyntaza patii do F-ttidy tzv. ATPazovych pump (Pedersen 2005). Jedna se o
multiproteinovy komplex, ktery se spolu skomplexy dychaciho fetézce ve vnitini
mitochondridlni membrané UcCastni procesu oxidativni fosforylace. Jeji hlavni funkci je
fosforylace ADP za vzniku ATP, ktery je stézejnim substrdtem pro pribéh energicky-
zavislych déju v biologickych systémech. Hnaci silou pro katalyzu fosforylacni reakce je
komplexem V zpracovavany protonovy gradient vznikajici v intermembranovém prostoru
mitochondrii jako vedlejsi produkt oxido-redukénich déji dychaciho fetézce.

Jeji fyziologické oligomerni uspotadani ptispiva k formaci vnitini mitochondrialni
membrany (Minauro-Sanmiguel et al. 2005). Dimery FFo-ATPsyntazy zakfivuji membranu
a indukuji tvorbu krist, které vyznamné zvétSuji povrch membrany a tim i zvySuji a¢innost
oxidativni fosforylace. U kvasinek ovliviiuje spravné sestaveni ATPsyntdzy biogenezi a
aktivitu komplexu IV (cytochrom-c-oxiddzy) (Saddar et al. 2008). Mimo jiné se FFo-
ATPsyntaza také podili na regulaci Ca* metabolismu (Hubbard a McHugh 1996).

Poruchy mitochondridlniho energetického metabolismu tvofi heterogenni skupinu
dédi¢nych onemocnéni, které se manifestuji viceCetnym postizenim hlavné energeticky
narocnych organt, tzn. CNS, srdce, kosternich svald, jater. Mitochondridlni onemocnéni se
vyskytuji s incidenci 1:4000 (Schaefer et al. 2004). Nastup prvnich klinickych pfiznaki mize
byt od prvnich hodin zivota po dospélost. JelikoZ neexistuje pfima souvislost mezi genotypem
a fenotypovym projevem a jsou doprovazeny vétSim poctem nesouvisejicich klinickych
ptiznakd, je jejich diagnostika obtiznd. V Laboratofi pro studium mitochondrialnich poruch
Kliniky détského a dorostového Iékaistvi 1.LF UK a VFN v Praze, kterd se zabyva
diagnostikou mitochondridlnich onemocnéni, byl u vice nez 25 Ceskych a slovenskych rodin
na molekularné-genetické urovni potvrzen deficit F1Fo-ATPsyntazy, a u dalSich vice nez 20
pacientii bylo vysloveno podezieni na poruchu tohoto komplexu. Izolovany deficit F,Fo-
ATPsyntazy predstavuje méné cCastou, ale velmi zdvaznou podskupinu mitochondridlnich

onemocnéni s nastupem v casném novorozeneckém véku s velmi vaznou prognézou.
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2 Cile

Cilem diplomové prace bylo charakterizovat funkci a zmény v rovnovdzném mnozstvi F;Fo-
ATPsyntazy jak v bunécnych modelech deficitu tohoto komplexu, tak i v liniich koznich
fibroblasti od pacientl s podezienim na deficit F;Fo-ATPsyntazy.

Specifickym cilem diplomové prace bylo:

1) optimalizovat metodu pro stanoveni ATP-hydrolytické aktivity F1Fo-ATPsyntazy

v izolovanych mitochondriich z kultivovanych bun¢k

2) stanovit ATP-hydrolytickou aktivitu a rovnovazné mnozstvi F1Fo-ATPsyntazy v buiikach

HEK?293 se stabiln¢ down-regulovanou expresi genu TMEM?70

3) v bunécnych liniich koznich fibroblastii od pacientt s podezienim na deficit F;Fo-
ATPsyntazy:
a) stanovit oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytickou aktivitu FiFo-ATPsyntazy a

enzymové aktivity komplexi dychaciho fetézce

b) stanovit rovnovazné mnozstvi komplexu F,Fo-ATPsyntazy a vybranych podjednotek

komplexit OXPHOS

4) u pacienti se snizenou ATP-hydrolytickou aktivitou provést sekvencni analyzu

mitochondrialné kédovanych genlt MT-ATP6 a MT-ATPS
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3 Literarni prehled

3.1 Stavba a funkce mitochondrii

Mitochondrie jsou bunééné organely, které byly objeveny v druhé poloving 19.stoleti a
jejich funkce byla pro védce tajemstvim az do konce 20.stoleti. Dnes se vi, Ze jsou nezbytnou
soucasti eukaryotické buiiky a to nejen pro tvorbu energie ve formé¢ ATP. Jsou ustiedni
organelou pro metabolismus aminokyselin, organickych kyselin, mastnych kyselin, porfyrind,
dusikatych bazi a mistem syntézy kreatinfosfatu, acetyl-CoA a prekurzori glukoneogeneze.
Ptesto je schopnost produkce ATP jejich klicovou funkei, kterd ovliviiuje osud vSech tkani.
Neméné¢ dulezitou roli maji v procesu starnuti a v pribéhu bunééné apoptozy.

Mitochondrie maji vétSinou ovalny tvar, s odliSnostmi v zavislosti na druhu tkané.
Shlukuji se do rozsahlych dynamickych retikularnich siti. Jejich vnitini prostfedi — matrix
odd¢luji od cytosolu dvé membrany, mezi kterymi je intermembranovy prostor. Vn¢jsi hladka
membrana obsahuje porin, coZ je protein tvorici kandly, kterymi mohou volné pronikat
molekuly do 10 kDa (obr. 3.1). Membranovou selektivitu zajiStuje vnitini zvradsnéna
membrana tvotici tzv. kristy, které znacné zvétSuji jeji povrch. Obsahuje lipid kardiolipin
(difosfatidylglycerol), ktery zvySuje nepropustnost pro protony. Ovliviiuje tak udrZovani
protonového gradientu. Vnitini membrana je velmi bohatd na proteiny, které tvoii 76% jeji
celkové hmotnosti. Kotvi v sob¢ fadu proteinti riznych funkci, ale jeji vyznamnou soucasti
jsou zejména proteinové komplexy systému oxidativni fosforylace a mnohé transportéry
regulujici prichod nejen malych metabolitl, napt. ATP, ADP, fosfatu a iontd, ale 1 bilkovin,

které jsou z cytosolu smérovany do mitochondrii.
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Obr. 3.1 Stavba mitochondrie (http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/ebook.html?p=mitochondrie)
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3.2 Struktura lidské mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) byla poprvé objevena v roce 1963 (Nas a Nas 1963) a
kompletné osekvenovana az v roce 1981 (Anderson et al. 1981). Kazdd mitochondrie
obsahuje 2 — 10 kopii tohoto extranuklearniho genomu. Kazd4 buiika obsahuje v zavislosti na
energetickém metabolismu 1 vy$s$i pocet mitochondrii, pocet kopii mtDNA proto v jedné
bunice kolisd mezi 1,000 — 10,000 (Lightowlers ef al. 1997).

Jednd se o kruhovitou 16,569 bp velkou molekulu DNA, kterd je v matrix
organizovana do nukleoproteinovych castic - nukleoidi (Chen a Butow 2005). Tato struktura
je povazovana za segregacni jednotku béhem replikace (Garrido ef al. 2003). mtDNA tvofi
lehky a tézky fetézec, které se od sebe odlisuji pomérem v zastoupeni C-G pard. Tézky
fetézec obsahuje vice purinové baze gauninu a nachdzi se na ném také vice genl oproti
lehkému fetézci, ktery je bohaty na pyrimidinovou bazi cytosin. V mtDNA chybi introny,
nekteré geny se 1 prekryvaji. Tato Gisporna organizace zpusobuje, ze je genom vyhradné z
kodujicich sekvenci. Vyjimkou jsou D-smycka a kontrolni region, které jsou dllezité pro
regulaci replikace i transkripce (Lightowlers ez al. 1997). mtDNA koduje 37 gentl, 2 geny pro
velkou (16S) a malou (12S) rRNA, 22 genti pro tRNA a 13 genti pro polypeptidy podjednotek
systému OXPHOS (Clayton 1992). Témét 95% proteind, které jsou potiebné pro fungovani
mitochondrii, je kdodovano jadernymi geny. Mutace v jadernych genech pro podjednotky
systému OXPHOS, pro faktory Ucastnici se biogeneze a regulace genové exprese mtDNA a

mutace v samotné mtDNA vedou k mitochondrialnim onemocnénim.

U dédicnosti mtDNA se neuplatiiuje klasicky mendelovsky typ, ale do dalSich
generaci je predavana uniparentaln¢, vyhradné po maternalni linii. U mySi byla pozorovana
pritomnost otcovské mtDNA v mitochondriich potomka, ale tato mtDNA neni pfenaSena na
dal§i generace. Skutecnost, ze je mitochondridlni genom polyploidni, navozuje v piipadé
existence mutace homoplasmii nebo heteroplasmii. Homoplasmie je stav, kdy jsou vSechny
pritomné mtDNA identické, normélni ¢i mutované. O heteroplasmii se jedna tehdy, kdy je
populace mtDNA tvofena ze smésinormalnich 1 mutovanych forem. JelikoZz jsou
mutace mtDNA recesivniho charakteru, mnozstvi dané mutace musi ptekrocCit prahovou
hodnotu, kterd vede k progresi klinickych pifiznaki mitochondridlniho onemocnéni spojené¢ho

s biochemickymi defekty.
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3.3 Komplexy systemu OXPHOS

Béhem bézného denniho rezimu je dospelym c¢lovékem spotiebovano 40 kg ATP. Pti
mnozstvi nukleotidd 0,1 mol je potfeba, aby kazdd molekula ADP v téle byla fosforylovana
1000x (Capaldi a Aggeler 2002). To je zajisténo systémem OXPHOS tvoteného proteinovymi
komplexy vnitini mitochondrialni membrany.

Béhem oxidace pyruvatu a mastnych kyselin na vodu a oxid uhli¢ity vznikaji
redukované formy koenzymiit NADH a FADH,, kter¢ dale predavaji své elektrony
komplexiim dychaciho fetézce. Elektrony zNADH se dostavaji pfes komplex I
(NADH:ubichinon-oxidoreduktdza) spolu selektrony zFADH, pies komplex II
(sukcinat:ubichinon reduktaza) na mobilni ptenase¢ koenzym Q (CoQ, ubichinon), ktery se
tim redukuje na ubichinol (CoQH). Ubichinol pifenasi elektrony dale na komplex III
(ubichinol:ferrocytochrom-c-oxidoreduktdza), ze kterého po jednom elektronu piechazeji na
dalsi pfenasec¢ cytochrom c. Ten komunikuje s poslednim komplexem dychaciho fetézce —
komplexem IV (ferrocytochrom-c-O;-oxidoreduktaza), ktery elektrony ptedava na jejich
konecny akceptor — O, (obr. 3.2). Diky existenci této kaskady nesplyvaji elektrony rovnou
s molekulou kysliku za jednorazového uvolnéni energie ve formé tepla, ale pii jejich pohybu
z komplexu na komplex dochdzi k postupnému uvoliiovani energie vyuzitelné k prenosu
protonli z matrix do intermembranového prostoru, kde se hromadi ve formé protonového

gradientu. Ten je odtud odCerpavan F Fo-ATPsyntazou, kterou je vyuzivan k syntéze ATP.
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Obr. 3.2 Schéma znazoriiujici komplexy OXPHOS ve vnitini mitochondrialni membrané
(http://www.scienceblogs.de/lindaunobel).



Komplexy oxidativni fosforylace jsou ve vnitini mitochondridlni membrané
usporddany do supramolekuldrnich struktur. Neplati pfedstava tzv.“tekutého modelu®, kde
monomerni komplexy volné¢ difundovaly v mebrané a elektronovy transport byl nahodnym
procesem. Koncepce dychaciho fetézce je ruzna, ale usti ve vysoce strukturovany
superkomplex - ,respirazém®. Kdy je vétSina komplexu I v superkomplexu s dimernim
komplexem III (I+IIl;). Komplex III byva spojovan sjednim ¢i dvéma komplexy IV
(III,+1V,2). Nebo spolu interaguji vSechny tfi komplexy I+IIL+IV (Dudkina et al. 2008).
Takova strategie usporadani je vyhodnd pro uc¢inn€js$i prubéh reakci. Komplexy nejsou od
sebe vzdaleny, muze tak probihat rychly pfenos substratii a Ize omezit unik nebezpecnych
reaktivnich intermediatt, které by mohly reagovat s kyslikem za vzniku volnych kyslikovych
radikalt (Fersht 1999). Oligomerni uspotadani je typické i pro komplex V (viz. kapitola
3.5.3).

3.4 Struktura F;Fo-ATPsyntazy

FiFo-ATPsyntaza (ATPaza, ATPsyntaza, komplex V) ma transmembranovou doménu
Fo, ktera je spojena s volnou matrixovou globularni doménou F; centralni stopkou dlouhou 90
A. Globularni F; ¢ast vykazuje syntetickou katalytickou aktivitu. Po oddé&leni od Fo domény
si zachovava strukturni celistvost a ATP-hydrolytickou katalytickou aktivitu. F; — ATPéza je
vsak chladové labilni.

Monomerni F1Fo-ATPsyntdza o molekulové hmotnosti dosahujici 600 kDa je tvoiena
z 16 pevné vazanych podjednotek v pomérovém zastoupeni pro extramembranovou ¢ast F; a3
:B3:y:9:¢e:IFI apro membranove vazanou Fo Casta:b:cio:d:e:f:g:F6: A6: OSCP
(obr. 3.3). Podjednotky faktor B, MLQ, DAPIT netvofi holoenzym ATPsyntazy (Wittig a
Schagger 2008).
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Obr. 3.3 Model F;Fo-ATPsyntazy a znazornéné umisténi jejich podjednotek (Gledhill a Walker 2006).

3.4.1 Stavba a funkce podjednotek F1 — domény

Ve vodé rozpustna globularni F; — podjednotka m4 v priméru 100 A a molekulovou
hmotnost 371 kDa (Walker ef al. 1985). Je sloZena z a3/B3 podjednotek tvotici katalyticka

mista a z y/0/e podjednotek tvofici helikalni centralni stopku.

3.4.1.1 o/p — domény

Stiidajici se podjednotky a a B obklopuji pfiblizné ¢tvrtinu helikalni y-podjednotky.
Katalyticka mista enzymu jsou na rozhranich o/p podjednotek. VEtsi cast tvori B-podjednotky.
Vytvafenim riznych interakci s podjednotkou y se méni katalyticka specifita aktivnich mist.
Fi-Cast ATPsyntazy je tedy asymetrickda a kazda B-podjednotka spolu se sousedni o-
podjednotkou zaujimaji v dany moment jinou konformaci. Vychozi strukturu F; casti
ATPsyntazy stanovil vroce 1994 Abrahams et al. Krystalizatnimi studiemi prokdzali
existenci tii moznych konformacnich stavli: O (z angl. open; Bg) bez navazaného nukleotidu,
L (z angl. loose; Bpp) s navazanym ADP a anorganickym fosfatem, T (z angl. tight; Brp)
s navazanym ATP. Bianchet ef al. 1998, Menz et al. 2001 z krystalografickych studii krysi
FiFo-ATPsyntazy zjistili existenci dal§i mozné konformace B-podjednotek - HC (z angl.
hemi-closed; Brc) a tim ziskali pIn€ obsazend katalyticka mista.

Dtivodem, pro¢ jsou katalyticky aktivni B-podjednotky, je pfitomnost dulezitého

aminokyselinového zbytku Glu 188 v nukleotid vazebné doméné. Aktivuje molekulu vody,
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kterd iniciuje nukleofilni atak na termindlni fosfdt ATP. Ke stabilizaci vzniklého zaporného
naboje pfispiva guanidiniova skupina Arg 373 podjednotky a, také B-Lys 162 a B-Arg 189
(Kagawa et al. 2004). Podjednotky o maji namisto Glu 188 Gln 208 odvracejiciho se od -
fosfatu (Abrahams et al. 1994). Struktura konformaci Brp a Bpp se zda byt na prvni pohled
shodnd, ale neni tomu tak. Bpp je na rozdil od Brp pravé tou katalyticky aktivni konformaci.
Nukleotid je na app/Ppp rozhrani daleko vice zanoten (Kagawa et al. 2004) a y-fosfat je tak
blize k interagujicim aminokyselindm ucastnici se katalyzy (Bowler et al. 2007). Konformace
Be nevaze nukleotid, jelikoz v jeji nukleotid-vazebné doméné je prerusena dulezitd interakce

(Abrahams et al. 1994).

3.4.1.2 Centralni stopka

Centralni stopka tvofena podjednotkami y, & a € (obr. 3.4) sehrava v katalytické
¢innosti F1Fo-ATPsyntazy stézejni roli. Jeji podjednotka y spojuje hydrofilni matrixovou F;
doménu s transmembranovou Fo doménou. Spolu s c-kruhem Fo domény tvoii rotor enzymu,
ktery se vyuzivanim energie z protonového gradientu roztac¢i a podjednotka y prochazejici
Stérbinou v hexameru a/f podjednotek méni specifitu jejich katalytickych mist. Schopnost
rotace y-podjednotky byla potvrzena zajimavym experimentem, kdy globuldrni ¢ast Fi-
domény byla upevnéna k podkladu a ke y-podjednotce bylo pfichyceno fluorescencné znacené
aktinové vladkno. V pfitomnosti hydrolyzovatelného ATP byla mikroskopem pozorovana
rotace vlakna (Noji ef al. 1997).

Vysoce konzervovana y-podjednotka je svymi centralnimi tuseky polypeptidového
fetézce spojena s c-kruhem a jeji N'- a C’-koncové a-helixy vytvareji antiparalelni ,,coiled
coil* strukturu interagujici s N'-koncovymi oblastmi aktivnich center F; domény. Pticemz C’-
koncovy helix vy¢niva nad F; doménou (Abrahams et al. 1994).

Vsechny tii podjednotky centralni stopky spolu interaguji rozsahlymi oblastmi.
Podjednotky & a ¢ se vazi do Rosmannova zéfezu y-podjednotky a zdroven interaguji s c-
kruhem. Také prispivaji k pfenosu energie z protonového gradientu zFo do F; casti

ATPsyntazy (Gibbons et al. 2000).
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Obr. 3.4 Model centralni stopky. Modie — podjednotka y (tmavé modie jsou vyznaceny jeji dodate¢né

vykrystalizované oblasti), fialové — podjednotka 3, zelené — podjednotka & (Gibbons ef al. 2000).

3.4.1.3 Inhibi¢ni faktor 1 (IF1)

IF1 neni strukturni podjednotkou F,Fo-ATPsyntazy, vaze se na ni reverzibilné
v z&vislosti na okolnim pH. Za anaerobnich podminek svou vazbou brani konformacnim
zménam F;-domény vedoucim k hydrolyze ATP. Aktivni forma IF1 pii pH > 7,0 tvofi
dimery. Pti vys$Sim pH se dimery shlukuji v neaktivni tetramery (Cabezon et al. 2001).
Dimery se formuji ptes své C’-koncové oblasti utvatejic antiparalelni ,,coiled-coil* interakce
(Cabezon et al. 2000). N'-koncové segmenty s inhibicni aktivitou rozsahle interaguji s F,
casti ATPsyntdzy, hlavn¢ v oblasti katalytickych rozhrani app/Ppp. StéZejnimi
aminokyselinovymi zbytky IF1 pro vazbu se zaporn¢ nabitym povrchem F;-domény jsou pii
pH 6,5 protonované histidiny. IF1 pravdépodobné interaguje v mensi mitfe i s Fo sektorem
pres postranni stopku (Cabezon ef al. 2003). Za fyziologickych podminek se uplatiiuje pouze
interakce s postranni stopkou, coz umoziuje dimerizaci F;Fo-ATPsyntdzy bez inhibice jeji

syntetické aktivity (viz. kap. 3.5.3).
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3.4.1.4 Katalyticky mechanismus F;-domény

Prvni navrZzeny mechanismus, kterym F;Fo-ATPsyntdza vykonava syntézu/hydrolyzu
ATP, predpokladal tii rizné konformace katalyticky aktivnich B-podjednotek F;-domény,
znichz dvé jsou obsazeny nukleotidy Bpp (~ T stav) a Brp (~ L stav) a Bg (~ O stav)
konformace je neschopna vazby. Jde o tzv. dvoumistny katalyticky mechanismus (Boyer
1993). Namisto dvoumistného katalytického mechanismu je pravdépodobnéjsi mechanismus
trojmistny diky existenci Puc-konformace (~ HC stav). Jelikoz zachycenim ligandu
(ADP+Pi/ATP) Bo-podjednotkou se v ni indukuje konforma¢ni zména na Pyc, kterd pevnéji
svira nukleotid do doby, nez se po energeticky-dependentnim pootoceni y-podjednotky opét
B-podjednotka zméni tentokrat na vySe afinni konformaci Bpp. Ve které dochéazi ke vzniku
fosfoanhydridové vazby pii syntéze ATP. Existenci pouze stavu O by bylo tézko
predstavitelné, jakym zptisobem by prichozi ligand tuto prodlevu preckal (shrnuto v Leyva et
al. 2003).

Specifitu vazebnych mist f-podjednotek méni rotujici y-podjednotka, ktera
nevykonava kontinudlni 360° obratku, ale postupné 120° kroky (Yasuda et al. 1998).
Vysokorychlostnim snimanim bylo zjisténo, ze v kazdém 120° kroku Ize rozlisit dalsi dva 30°
a 90° kroky, mezi nimiz je milisekundova prodleva. Dil¢i kroky oddé€luji dvé dil¢i reakce
(Yasuda et al. 2001). Béhem 30° pooto€eni se zméni konformace B-podjednotek z O na HC.
HC je ptihodny pro vazéani nukleotidu, poté nésleduje 90° pootoceni y-podjednotky, ktery
zpisobi zménu HC na L stav. Vysledkem zbyvajicich dvou 120° pootoceni je vznik ¢i $té€peni

fosfoanhydridové vazby a uvolnéni ATP, popt. ADP+Pi (shrnuto v Gao et al. 2005).

3.4.2 Stavba a funkce podjednotek Fo-domény

Podjednotka Fo je transmembranovym motorem ATPsyntazy, ktery preCerpava
protony z intermembranového prostoru do matrix. Spolu s centralni stopkou F;-domény se
roztaci, coz vede ke vzniku cyklickych konformacnich zmén v jejich katalytickych mistech
vedouci k syntéze ATP. Fo doména je tvofena 13 podjednotkami. Podjednotky a, b, ¢ jsou
vysoce konzervované ale zbyvajicich 9 podjednotek (d, e, f, g, F6, faktor B, A6L, OSCP,
DAPIT, MLQ) neméa u vychoziho prokaryontniho typu F;Fo-ATPsyntazy svého analoga. O
funkcich nedédvno objevenych proteolipidit DAPIT a MLQ (Meyer et al. 2007) asociovanych

s enzymovym komplexem se stale spekuluje.
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3.4.2.1 Postranni stopka

Postranni stopka je tvofena Ctyfmi podjednotkami b, d, F6, OSCP. Kazdad je
zastoupena po jedné kopii (obr. 3.5). Obdobné jako centralni stopka spojuje F; a Fo doménu
ATPsyntazy. Prvni snimky z elektronového mikroskopu ukézaly, Ze konturuje ATPsyntazu po
jeji pravé strané (Karrasch a Walker 1999).

Na rozdil od centralni stopky plni funkci statoru. Zabrafiuje béhem syntézy ¢i hydrolyzy ATP
otaCeni globuldrni c¢asti  Fj-podjednotky a pomdha sladit cinnost c-kruhu s
nejcastéji dvanacticetnou osou symetrie s Fi-Casti s troj¢etnou osou symetrie (Weber 2007).
Jelikoz translokace 12 protonti pies Fo kanal oto¢i c-kruh o 360°, zatimco rotace centralni
stopky probihd ve 120° krocich (Walker a Dickson 2006). V neposledni fadé zachovava

integritu mezi a a c-podjednotkou (Dickson ef al. 2006).
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Obr. 3.5 Model postranni stopky. Riizové — podjednotka b, oranzové — podjednotka d, zelené — podjednotka
F6 (Dickson et al. 2006).

3.4.2.2 Podjednotka A6 (a-podjednotka)

Hydrofobni  a-podjednotka je tvofena zpéti helixi (TMHI1-5) s péti
transmembranovymi  pruniky, pfiemz amino-konec kazdého helixu mifi do
intermembranového prostoru a karboxy-konec miii do matrix (Spannagel ef al. 1998). Helixy
1 a 2 a helixy 3 a 4 jsou spojeny na matrixové stran¢ 1-2 smyckou, resp. 3-4 smyckou.

Smycky jsou tvofené hlavné z pozitivné nabitych aminokyselinovych zbytkt a s velkou
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pravdépodobnosti hraji roli v uvolnéni proslého protonu skrze Fo-kanal (Moore ef al. 2008).
Smycky spojujici TMH na opacné strané membrany jsou kratké a maji nenabité
aminokyselinové slozeni (Valiyaveetil a Fillingame 1998). Podobné uspofddani ma i
mitochondrialni podjednotka A6L.

V THM4 u E.coli je vysoce konzervovany kladn€ nabity aminokyselinovy zbytek Arg
210 (homolog u H.sapiens Arg 159), ktery je stézejni pro protonovou translokaci.

3.4.2.3 c-oligomer

c-kruh je slozen v zavislosti na druhu organismu z rtizného poc¢tu protomer (10-14), je
v tésném spojeni s centralni stopkou.

c-podjednotka (podjednotka 9) tvoii dvojitou kruhovitou strukturu ze dvou a-helixt
spojenych smyckou. N'-koncovy a-helix tvofi vnitini kruh (¢cTMH1) a C’-koncovy a-helix
vytvaii vnéjsi prohnuty kruh (¢cTMH2), ve kterém je obdobné jako u TMH4 podjednotky a
dilezity aminokyselinovy zbytek pro translokaci protonil. Jde o Asp 61 (homolog u H.sapiens
Glu 58). c-kruh tvoii s a-podjednotkou hydrofilni polokanal pro prichod protont. Pro
zachovani semipermeability membrany je stfed c-kruhu pravdépodobné vyplnén fosfolipidy
(Stock et al. 2000).

U savcl byly objeveny tfi izoformy podjednotky c, které se 1i$i v mitochondrialni
cilové sekvenci. Aminokyselinova sekvence maturovanych proteint je shodna. Z ,knock-
downovych® studii vypliva, ze kazdad izoforma plni pfed integrovanim do membrany jinou

funkci. Jsou tkanove specifické a nejsou navzajem redundantni (Vives-Bauza et al. 2010).

3.4.2.4 Faktor B

Faktor B je 22 kDa metalloprotein regulujici membranovy potencial (Lee ef al. 2008).
V jeho neptitomnosti bylo u specialnich submitochondrialnich partikuli (vystavené amoniaku
a EDTA pii pH 8,8) prokazano zruSeni protonového gradientu v intermembranovém prostoru.
V Fo sektoru pravdépodobné existuje jeste¢ dal$i mozna cesta pro translokaci protont, kterd
neni spfazena s ¢innosti sektoru F; (Belogrudov a Hatefi 2002). Tato latentni cesta je za
normdlnich podminek blokovana N’-termindlnim helixem faktoru B a tvofi ji C’-koncové
segmenty e a f podjednotek (Belogrudov 2009). Pfitomnost faktoru B je dulezitym

reguldtorem pro spraZzenny stav mitochondrii.
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3.4.2.5 Mechanismus rotace Fo-sektoru F{Fo-ATPsyntazy

Piedpokladem pro pribéh syntézy ATP je silny protonovy gradient vytvoreny sledem
oxido-redukénich reakci dychaciho fetézce v periplasmickém (popf. v mitochondridlnim
intermembranovém) prostoru. Proton-motivni sila pohani protony do cytoplasmy (popf.
mitochondridlni matrix) skrze hydrofilni kanal tvofeny z polarnich aminokyselinovych
postrannich fetézcli podjednotek a a c. Translokace protonu vyvolava konformacni zmény na
rozhrani podjednotek a a c, které souvisi s rotaci c-kruhu. Protoze c-kruh rozséhle interaguje
s centralni stopkou, pfenasi se kinetickd energie také na ni. Otaceni centralni stopky
zpusobuje dalsi konformacéni zmény, tentokrat v katalytickych mistech F;-domény.

Pro transport protonli Fo-sektorem je sté¢Zejnich nékolik polarnich aminokyselinovych
zbytkl: aSer206, aArg210, aAsn214 a cAsp61 jinak hydrofébnich podjednotek a a ¢ (obr.
3.6). Utvateji skrze membranu hydrofilni cestu protonu. aAsn214 je blize k na H™ bohaté
periplasmé (popf. intermembranovému prostoru). aSer206 je posledni zastavkou protonu pied
uvolnénim do cytoplazmy (popf. matrix) (Fillingame ef al. 2002; Aksimentiev ef al. 2004).
Vzijemnd poloha aArg210 a cAsp6l rozhoduje o protonaci/deprotonaci cAsp6l a o
samotném pohybu c-kruhu.

) ‘a5) aser206%| | FIRSS

.!" £ ‘l

Obr. 3.6 Hydrofilni rozhrani a/c-podjednotek. Fo-doména tvofena TMH (2-5) a-podjednotky (fialové),
cylindrickym cg-oligomerem (Z/uté). Znazornény kritické polarni aminokyselinové zbytky aArg210 (modre),
cAsp61 kazdého c-protomeru (Cervené) a aAsp214, aSer206 (zelené) tvofici vstup/vystup protonu do/z
membranové ¢asti F\Fo-ATPsyntazy (Aksimentiev et al. 2004).

cAsp61l je ve vnéjSim C’-helikdlnim transmembranovém segmentu (cTMH2) a je

zanofen v membranové dvouvrstvé. V deprotonované formé ma zaporny naboj, kvili kterému
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je orientovan do hydrofilniho kandlu a je pfistupny pfichozimu protonu z aAsn214.
V protonované formé je diky neutralnimu naboji obracen do hydrofobniho nitra protomeru c-
kruhu a s navazanym protonem vykona 360° obratku. Po navratu do polarniho prostiedi se
protonovany cAsp61 dostava do nové pozice vici aArg210, jelikoz podjednotka a indukuje
140° pootoceni cTMH2. Mezi TMH2 c-protomeru a TMH4 a-podjednotky vznikaji nové
interakce pies vodikové a van der Waalsovy vazby, které stabilizuji protovanou konformaci
(Rastogi a Girvin 1999). aArg210 orientovany k protonovanému cAsp61 snizuje jeho
disocia¢ni konstantu pKa. Vysledkem je deprotonace cAsp61. Uvolnény proton pies aSer206
pokracuje do cytoplazmy (popf.matrix). Deprotonace ma za nésledek samotnou rotaci c-
kruhu, jelikoz dojde ke 30° pootoceni. cAsp61 se opét odvraci od aArg210, jeho pKa se

zvySuje a je ptipraven pro dalsi reprotonaci (Fillingame et al. 2002).

3.5 Biogeneze F;Fo-ATPsyntazy

Biogeneze vysoce strukturovaného enzymového komplexu F;Fo-ATPsyntazy je
slozitym déjem. VSechny strukturni podjednotky, vyjimaje mitochondridlné kodované
podjednotky 6 a 8, jsou kodovany geny jadernymi. Jejich N'-terminalni oblasti obsahuji
mitochondridlni cilovou sekvenci, jejimz prostiednictvim jsou nesbalené translatované
proteiny z cytosolu transportovany do mitochondridlni matrix. Po vstupu do matrix je cilova
sekvence odstépena protedzou a k jejich maturaci pfispivaji obecné chaperony (Hsp60,
Hsp10) (Hendrick a Hartl 1993). K organizaci podjednotek enzymu do funkéniho celku je
nezbytna ptitomnost konkrétnich chaperonii vykazujici vyssi specifitu na rozdil od zminénych
heat shock proteinti.

Pro kvasinkovy typ mitochondridlni ATPsyntazy byly nalezeny chaperony asistujici u
skladani jak F; domény (Atpllp, Atpl2p) (Ackerman a Tzagoloff 1990b), tak Fo domény
(Atp10p (Ackerman a Tzagoloff 1990a), Atp22p (Helfenbein et al. 2003), Fmclp (Lefebvre-
Legendre et al. 2001), Atp23p (Zeng et al. 2007). U savéi ATPsyntazy byly popsany pouze
konzervované F;-specifické chaperonové proteiny Atpllp (lidsky homolog Atpaflp) a
Atp12p (lidsky homolog Atpaf2p) (Wang ef al. 2001). U obratlovct se existence podobnych
proteint specifickych pro Fo ¢ast zatim pfimo neprokazala. Moznym kandidatem by mohla
byt metalloprotedza Atp23p s chaperonovou aktivitou. Ta u kvasinek maturuje podjednotku a
a zarovenl napomaha spolu s Atp10p jeji asociaci s c-oligomerem. Obdobné by mohl Atp23p

fungovat také u savcl, vyjma uplatnéni proteolytické aktivity, jelikoz sav¢i podjednotka a
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neni syntetizovéna jako prekurzor. Protein Atp23p je u kvasinek kodovan jadernym genem
ATP23, ktery je u Eukaryot konzervovan a ma sav¢i homology (Zeng et al. 2007).

V roce 2008 byl popsan protein Tmem70 kédovany jadernym genem TMEM70. Tento
30 kDa protein obsahuje konzervovanou doménu DUF1301 a dva transmembranové useky.
Gen TMEM70 je typicky pro mnohobunéénéd Eukaryota a rostliny, u kvasinek a hub nalezen
nebyl. Jeho poskozeni vede k vyraznému snizeni mnozstvi komplexu FiFo-ATPsyntazy. To je
doprovazeno ztratou hydrolytické a syntetické aktivity enzymu, zatimco mnozstvi
jednotlivych podjednotek ziistava nezménéné. Komplementacni experimenty s nemutovanou
formou genu TMEM?70 u bunéénych linii od pacientl s mutaci v genu TMEM70 vedly
k nariistu rovnovazného mnozstvi komplexu F,Fo-ATPsyntazy, stejné tak i ATP-hydrolytické
a syntetické aktivity v buitkach. Proto je Tmem70p oznacovan jako dalsi regulator v draze
biogeneze ATPsyntazy (Cizkova et al. 2008). Prozatim neni jasné, ve kterém kroku maturace
proteinového komplexu F;Fo-ATPsyntazy puasobi, ale pravdépodobné to bude na Urovni
skladani F;-domény ¢i pozdéji pii asociaci Fi-domény s nékterymi podjednotkami Fo-domény

(Houstek et al. 2009).

3.5.1 Organizace F; domény

F; doména je tvoiena péti podjednotkami a, B, vy, o, € (viz. kap. 3.4.1). Organizace
globularni ¢asti F; domény do hexamerniho uspotadani stfidajicich se podjednotek o a B je u
Eukaryot schopnych oxidativni fosforylace konzervovanym procesem. Hlavni roli béhem

tohoto dé¢je hraji chaperonové proteiny Atpafl a Atpaf2 (Wang et al. 2001).

3.5.1.1 Funkce chaperonovych proteinii Atpl1p (Atpafl) a Atp12p (Atpaf2)

Atpllp a Atp12p jsou proteinové produkty jadernych gentt ATPAF1 a ATPAF?2. Jejich
N’-konec tedy obsahuje cilovou mitochondridlni sekvenci, kterd je sméruje do matrix. Jsou
pritomny u vétSiny Eukaryot a exprimovany v fadé tkani (Pickova et al. 2005). Diky tomu se
fadi mezi tzv. ,.housekeeping® proteiny (Wang et al. 2001). Atp12p byl nalezen i u prokaryot,
u volné Zzijicich a-proteobakterii. Tato skutecnost podporuje endosymbiotickou teorii a
prokaryotni minulost mitochondrii (Timmis ef al. 2004).

Vytvoteni kvasinkovych mutant s deletovanymi geny pro Atpl1lp a Atp12p objasnily
funkci téchto proteinii. U deletovanych kmenil se objevil jednotny fenotyp, kdy se v matrix
hromadily nerozpustné agregaty o, resp. B-podjednotek. Atpllp a Atpl2p predchdzeji témto
neproduktivnim spojenim vazbou na tyto podjednotky. Atpllp je specificky pro pB-
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podjednotky (Wang a Ackerman 2000), zatimco Atpl2p véaze a-podjednotky (Wang et al.
2000). Koncentrace obou proteini (Atpafl, Atpaf2) je v matrix nizka, témet 100x nizsi ve
srovnani s mnozstvim o a [ podjednotek. Ale je srovnatelnd s mnozstvim volnych
podjednotek F; domény, tim se zabranuje hromadéni volnych forem podjednotkek o a B
v matrix. Ty existuji bud’ ve vzajemném oligomernim usporadani nebo v komplexu s proteiny
Atpafl, Atpaf2 (Hinton et al. 2004). Chaperony se jako monomery vazi do nukleotid-
vazebnych domén a a  podjednotek. Funkéni doména Atpaf proteinti je blize C’-konci, N'-
koncova cast je dulezitd pro jejich stabilitu. Funk¢ni doména je, jak prokazala studie
s fluorescenéni barvou bis-ANS vazajici se specificky na hydrofobni Useky proteint,
z nepolarnich aminokyselin (Sheluho a Ackerman 2001). Atpaf proteiny zakryvaji pies
hydrofobni interakce konkrétni sekvence aminokyselin, kterymi by podjednotky a a B tvofily
nesmyslna spojeni (o/a i B/P).

Pii skladani globularni ¢asti F; domény do oligomerniho hexameru tvotfeného ze
stiidajicich se a a B podjednotek se mezi nimi utvaii tii katalyticka a tfi nekatalytickd mista.
Ke wvzniku katalytického rozhrani vede vymeéna Atpafl za podjednotku o v komplexu
B/Atpafl. Vyménou Atpaf2 za podjednotku f v komplexu o/Atpaf2 vznikd nekatalytické
rozhrani (Ackerman 2002) (obr. 3.7). Tento proces iniciuje y-podjednotka, jejiz ,,coiled-coil*
helikalni ¢ast nofici se posléze do F; domény se ndpadné podoba C’-koncovému helikadlnimu
useku Atpaf2. y-podjednotka pravdépodobné vytésiiuje Atpaf2 z heterodimeru tvoreného s a-
podjednotkou (Ludlam et al. 2009). Kazd4d a-podjednotka tedy interaguje se dvéma -
podjednotkami. Stejné tak kazda B-podjednotka je v kontaktu se dvéma podjednotkami a.
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Obr. 3.7 Tvorba Kkatalytickych a nekatalytickych mist v globularni &asti Fi-domény pri¢inénim F;-
specifickych chaperont Atpaflp a Atpaf2p. CS-katalytické misto, NCS-nekatalytické misto (Ackerman a
Tzagoloff 2005).

Asymetrii katalytickych a nekatalytickych rozhrani vysvétluji rizné namétené hodnoty
vazebnych energii mezi jednotlivymi a a § podjednotkami a v ramci jejich Atpaf-vazebnych
mist. Rozdilné aminokyselinové slozeni téchto oblasti pfispiva odliSnou mirou k intenzité
hydrofébnich a elektrostatickych interakci. VEtsi intenzita hydrofobnich vazeb byla namétena
v Atpafl-vazebném misté B-podjednotky, které ptfispiva ke vzniku katalytického mista (Wang
a Ackerman 2000). Zméfenim elektrostatickych potenciali o a B-podjednotek byl zjistén
celkovy kladny nédboj a-podjednotky a zaporny néboj B-podjednotky. Tato vzajemna
pritazlivost ptes elektrostatické interakce hraje pro formaci F; domény neméné dulezitou roli

(Ludlam et al. 2009).

3.5.2 Sestaveni kompletni F,Fo-ATPsyntazy

Skladani FFo-ATPsyntazy probihd ptes tvorbu dvou intermediatd (obr. 3.8). Prvnim
meziproduktem je F; doména sestavena z podjednotek a, B, y. Druhym meziproduktem (V*)
je komplex tvoteny z F; Casti a nekompletni Fo domény obsahujici c-kruh a podjednotky
postranni stopky b, F6 a OSCP. Na zavér se pfipojuji mitochondrialné kddované podjednotky

a a A6L. Pokud jsou vSak geny téchto podjednotek mutovany nebo je mitochondridlni
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translace inhibovana a ke skompletovani enzymového komplexu ATPsyntazy podjednotky a a
AG6L chybi, hromadi se ve vnitini mitochondridlni membrané nefunkcni F;Fo-ATPsyntaza ve

form¢ meziproduktu V* (Nijtmans et al. 1995).

Obr. 3.8 Model sekvena¢niho procesu skladani F;Fo-ATPsyntazy. Ucast Atpafl a Atpaf2 u formace F-

domény v ranych fazich biogeneze, skompletovani F;-domény s nedokoncenou Fo-doménou, v zavérecném

kroku pfichod mitochondrialn¢ kédovanych podjednotek a a A6L (Houstek et al. 2006)

3.5.3 Oligomerni usporadani F,Fo-ATPsyntazy

FiFo-ATPsyntaza se nevyskytuje jako monomer, ale utvaii dimerni a vyss$i oligomerni
uspotradani (V,-Vi). V roce 1998 Arnold et al. charakterizovali pomoci BN-PAGE dimerni
uspotadani u kvasinkové FFo-ATPsyntazy. V roce 2000 Schagger a Pfeiffer potvrdili
existenci dimeru také u savéi ATPsyntdzy. Monomery tvofici dimer z vétSi ¢asti interaguji
svymi transmembranovymi Fo-doménami, zatimco F;-domény jsou od sebe vice vzdalené, ale
i tak jsou spojené ptes IF1. Vznikd struktura konického tvaru suhlem 40° (Minauro-
Sanmiguel et al. 2005), kterda zakiivuje vnitini mitochondrialni membranu (obr. 3.9).
Polymerace téchto dimeri deformuje membranu do tubuldrnich utvarii - krist. Proto mé
oligomerni ATPsyntaza (V,-Vs) vliv 1 na samotnou biogenezi vnitini mitochondridlni
membrany. Chybi-li u kvasinek dimer-specifické podjednotky e a g a je znemoznéno
supramolekularni uspotadani F,Fo-ATPsyntazy, lze pozorovat namisto zvrasnénych krist
pouhé koncentrické uspofaddni membrany (Paumard ef al. 2002). U takovych mutant nejsou
snizené aktivity komplexii systému OXPHOS ani neni rozpfazena oxidativni fosforylace.
Membrana se vSak stava ,tekutéj$i“ a vice propustnou. Pozménénym rozmisténim

jednotlivych komplexti a dalSich prenasect (ATP/ADP, Pi) vii¢i sob€ je mezi nimi naruSena
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kooperativita, u€innd vyména substratli vedouci k redukci elektronového transferu, ktera usti

ve snizeni membranového potencidlu (Bornhovd ez al. 2006).

Obr. 3.9 Model dimerniho uspoiadani F;Fo-ATPsyntazy. Znazornény znamé podjednotky F; a Fo-domén,
otazniky poukdzano na moznou existenci zatim neznamych dimer-specifickych podjednotek (Minauro-

Sanmiguel et al. 2005).

Dimerni superkomplexy FFo-ATPsyntazy jsou katalyticky aktivni (Krause et al.
2005) a jsou sestaveny do ~ 1 um dlouhych dvojitych tad na vrcholcich krist. To odpovida
piiblizné¢ 80 dimerG ATPsyntazy sefazenych za sebou. V kristach se koncentruje i vétSina
komplexti dychaciho fetézce (I-IV). Lze hovofit o ,,mikrodoménéch oxidativni fosforylace®.
Naméienim silného elektrického pole a rozdilného pH az o pul jednotky v deformovanych
oblastech vnitini mitochondridlni membréany vypliva, ze kristy funguji jako protonové pasti.
Poloha dimert F,Fo-ATPsyntazy ma pozitivni vliv na produkci ATP (Strauss et al. 2008).

Podjednotky, kvili kterym k dimerizaci dochazi v transmembranové oblasti Fo-
domén, jsou znamé u kvasinek, ale u savéi ATPsyntdzy se o nich stale spekuluje. Jelikoz
sav¢i homology kvasinkovych dimer-specifickych podjednotek e a g spojuji u savciho typu
enzymu dva dimery v tetramer. Plsobi u savcli na vysSSim stupni oligomerizace (Wittig a
Schagger 2008). Jejich C’-koncové helikdlni useky, které jsou orientovany do
intermembranového prostoru, mohou homo- ¢i heterooligomerizovat (e/e, g/g, resp. e/g)
(Everard-Gigot ef al. 2005). Jasnéjsi se zda byt stabilizace dimeru F;Fo-ATPsyntdzy pomoci
IF1 v oblasti F;-domén. IF1 puasobi jako fyziologicky regulator syntézy ATP. Vaze se na o/B-
podjednotky dvéma riznymi interakcemi, které maji inhibicni ¢i aktivacni efekt na produkci
ATP. V obou ptipadech IF1 stile spojuje dvé F;-podjednotky ATPsyntazy v dimernim

usporadani. V neptitomnosti protonového gradientu se IF1 svym N’-koncem vaze na rozhrani
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podjednotek o/f/y a znemoziuje tak rotaci centrdlni stopky a pribéh cyklickych zmén
v katalytickych mistech F;-domény. Po znovuobnoveni protonového gradientu se inhibi¢ni
interakce pies N'-konec zrusi, probihad syntéza ATP a IF1 dale stabilizuje dimer pfes vazbu
s OSCP. K matrixovému rozhrani dimert ATPsyntaz také ptispivaji i podjednotky postranni
stopky (shrnuto v Garcia-Trejo a Morales-Rios 2008)

K vys§imu supramolekuldrnimu uspofaddni FFo-ATPsyntazy pravdépodobné
prispivaji podjednotky e, 1, g, A6L (podjednotka 8) a transmembranové helixy podjednotky a
(Wittig a Schagger 2008). Dalsimi kandidaty jsou ptenaSeCe pro fosfat (PiC) a pro vyménu
ADP/ATP (ANT), se kterymi v kristich vnitini mitochondridlni membrany tvofi
specializované superkomplexy ATPsyntazémy (Chen et al. 2004).

3.6 Defekty mitochondrialni FiFo-ATPsyntazy

Mitochondrialni onemocnéni predstavuji Sirokou Skéalu heterogennich poruch. Pti
kterych mohou byt poSkozeny nejen komplexy systému oxidativni fosforylace, ale dalsi
metabolické drahy jako je metabolismus pyruvatu, Krebsiv cyklus, oxidace mastnych
kyselin. Ale pouze komplexy dychaciho fetézce spolu s F;Fo-ATPsyntazou jsou pod
kontrolou dvou genomickych DNA, jadernou a mitochondridlni. U jadernych mutaci se
uplatituje mendelovsky typ dédi¢nosti, zatimco u mutaci v mitochondridlni DNA (mtDNA)
jsou poruchy dédény po maternalni linii. Existuje vSak vyjimka jedné popsané mutace v genu
ND2 u komplexu I, kterd pochézela z otcovské mtDNA (Schwartz a Vissing 2002).

Poruchy F Fo-ATPsyntdzy piimo ovliviluji produkci ATP, které musi pokryt
energeticky narocné potfeby builky. Proto se manifestuji hlavné v détském véku
neurodegenerativnimi ¢i myopatickymi zménami organismu, které mohou byt i neslucitelné
se zivotem. Kvantitativni defekty zpiisobené mutacemi v jadernych genech pro biogenetické
faktory a kvalitativni defekty zapficinéné mutacemi ve strukturnich genech ATPsyntazy
zasahuji biogenezi a funkci tohoto enzymu. Typicka je pro oba defekty neschopnost plné
vyuzivat protonovy gradient vedouci k nartistu membranového potencialu a néasledné tvorbé

devastujicich volnych kyslikovych radikalt (Korshunov ef al. 1997).

3.6.1 Mutace ve strukturnich genech F,Fo-ATPsyntazy

Navzdory vétSin€ podjednotek FFo-ATPsyntazy kdédovanych jadernymi geny, byly

mutace vztahujici se ke strukturnim geniim doneddvna popisovany pouze v mtDNA.
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V letoSnim roce 2010 se Mayr et al. podafilo identifikovat prvni mutaci v jaderném
strukturnim genu ATP5E koédujici podjednotku €, kterd mé destabiliza¢ni vliv na centralni
stopku, potazmo celou Fj-doménu ATPsyntdzy. Mutace v mitochondridlnich genech MT-
ATP6 a MT-ATPS postihuji funkce podjednotky a (podjednotka 6), resp. podjednotky A6L
(podjednotka 8) a tedy Cinnost Fo-domény ATPsyntazy.

3.6.1.1 Gen ATP5E

Gen ATPS5E kéduje strukturni podjednotku F;Fo-ATPsyntazy - podjednotku e, ktera
spolu s podjednotkou & tvoii patu centralni stopky F;-domény, kterd strukturu stabilizuje
(Gibbons et al. 2000).

Homozygotni missense mutace ¢.35A>G ve druhém exonu zplsobuje zdménu Tyrl2
za Cys. Je jednim z konzervovanych aminokyselinovych zbytkt, ptes které podjednotka €
interaguje s 0-podjednotkou. Hydrolyticka 1 synteticka aktivita ATPsyntazy jsou sniZzeny o
60-70%. Klinickymi pfiznaky je laktatova aciddza, 3-metylglutakonatova acidurie, lehka
mentalni retardace, postizeni periferniho nervstva.

Zajimavy ukaz, ktery doprovazi tuto mutaci, je hromadéni agregati c-podjednotek,
které nejsou sestaveny do c-oligomeru. Funkce e-podjednotky neni zatim jasna. e-podjednotka
je pravdépodobné dillezitd pii dokonceni a stabilizaci F,-domény, kterd az poté muze

asociovat s podjednotky Fo-domény, tzn. i s c-podjednotkami (Mayr et al. 2010).

3.6.1.2 Gen MT-ATPG6

V genu pro MT-ATP6 bylo popsdno osm patogennich mutaci (Wong 2007). 2 bp
mikrodelece a sedm bodovych mutaci, které se ve vétSin€ shoduji zdménou nepolarniho
nenabitého leucinu za nepolarni prolin ¢i nabity arginin. Ob¢é aminokyseliny zasahuji
konzervovanou strukturu podjednotky a. Prolinovy zbytek mize svym postrannim fetézcem
narusovat helikélni uspofadani a arginin svym kladnym nabojem ovliviiuje konzervované
interakce v transmembranovych helixech podjednotky a. Jde spiSe o heteroplasmické mutace,
které pifi niz§ich hodnotich heteroplasmie (80-90%) progreduji v NARP syndrom
(Neuropatie, Ataxie, Retinalni Pigment6za) ¢i v bilaterdlni stritdlni neuropatii (BSN) a pfi
vys$$im zastoupeni mutované mtDNA blizici se homoplasmii dochdzi u pacienti k rozvoji

vaznéjsi neurologické poruchy - Leightv syndrom (MILS).
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9205ATA

Cteci ramec genu MT-ATPG se &aste¢né prekryva na 5'-konci s genem MT-ATPS a na
3’-konci sousedi s genem MT7-COX3. Za normalnich okolnosti wvznikaji bicistronni
ATPS8/ATP6 a monocistrinni transkripty COX3, které jsou dale posttranskripéné upravovany.
2 bp mikrodelece v pozici 9205ATA narusuje STOP kodén genu MT-ATP6 a §tépné misto, ve
kterém dochézi k oddéleni mRNA pro ATP6 a COX3. Vznikaji tak nesmysIné tricistronni
transkripty ATP8/ATP6/COX3, které jsou degradovany. Vlivem mutace nedochazi k produkci
podjednotky a. F;Fo-ATPsyntdza je neschopna syntézy ATP, ale hydrolytickd aktivita je
zachovana. ZasaZena je také aktivita cytochrom-c-oxidazy. Pacienti trpi laktdtovou acidézou,
neurologickym postizenim (JeSina et al. 2004).

Skupinou Seneca ef al. byl studovan jiny pacient se stejnou homoplasmickou mutaci, u
kterého provedend biochemickd meéfeni korelovala snezdvaznymi klinickymi ptiznaky
doprovazené laktatovou acidézou (Seneca ef al. 1996).

Rozdily mezi nimi byly nalezeny na trovni sekvence mtDNA. U obou piipadi byly
pritomny rizné polymorfismy a oba pacienti patfili do jiné skupiny haplotypii. Zménu
fenotypu ve druhém piipadé mohl zpiisobit kompenzacni mechanismus fungujici nejspise na
urovni posttranskripénich Gprav a translace (JeSina et al. 2004). Existence podobnych
mechanismu byla popséna jiz v n€kolika ptipadech (El Meziane ef al. 1998; Hao et al.

1999).

8993T>C/G

Tymin v pozici 8993 je nejcastéji mutovanym nukleotidem genu MT-ATPo6.
V polypeptidu podjednotky a je zaménén konzervovany Leu 156 za Arg (8993T>Q) ¢i za Pro
(8993T>C). Jejich fenotypovy projev se odviji od miry heteroplasmie, ktera je tkanove
specifickd. Pokud je mutovand mtDNA piitomna v 70-90%, pak pacienti trpi NARP
syndromem (Holt et al. 1990). Zastoupeni mutace s vyssi frekvenci (> 90%) zpiisobuje u
pacientll vaznéjsi neurologické onemocnéni Leightiv syndrom (MILS) (Tatuch a Robinson
1993). Téz8i pribéh nemoci zpisobuje 8993T>G. Zde je pokles syntézy ATP o 60%, oproti
25% v ptipadé transice 8993T>C. Mutovana podjednotka a neovliviiuje intaktnost samotné
FiFo-ATPsyntazy, ani dimerni a vy$$i oligomerni uspotfadani enzymu. Detekované navySeni
oligomerizace u cybridi s L156R miize byt chapano jako druh kompenzace vuc¢i mutaci, kdy
je oligomerni komplex vice stabilni a zdanlivé schopny uUc¢innéj$i syntézy ATP (Cortes-

Hernandez et al. 2007). Mutace v obou piipadech zplsobuji funkéni zasah do ¢innosti Fo-
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sektoru, jelikoz zasahuji vysoce konzervovanou strukturu helixi podjednotky a tvorici
hydrofilni kanal pro postup protonti skrze vnitini mitochondrialni mebranu. Zaménény Arg
156 svym kladnym postrannim fetézcem nepiekazi dulezitému aminokyselinovému zbytku
Argl59 smérovat protony na opacnou stranu membrany, ale interferuje s rotaci c-kruhu

(Schon et al. 2001; Sgarbi et al. 2006).

9176T>C/G

Mutace 9176T>C a 9176T>G jsou doprovazeny zaménou Leu 217 za Pro, resp. Arg.
Maji mnoho spole¢ného s vySe zminénymi mutacemi 8993T>C/G. JelikoZ jsou zaménovany
stejné aminokyseliny, dochézi k obdobnému pribéhu blokace otaceni c-oligomeru. Hydrolyza
i syntéza ATP probiha na velmi nizké Grovni. Mutace nema vliv na biogenezi ATPsyntazy
(Carrozzo et al. 2000). Klinicky projev opét zavisi na mnozstvi mutované formy mtDNA.
9176T>C je doprovazena bilateralni striatdlni neuropatii ¢i Leighovym syndromem (Campos
et al. 1997). U 9176T>G byly popsany piipady s NARP syndromem a také vyskyt

vazngjsiho Leighova syndromu (Carrozzo et al. 2001).

8851T>C
Tato bodovd mutace vede k zaméné konzervovaného Trp 109 za Arg. Jejim

fenotypovym projevem je oboustranna striatalni neuropatie (De Meirleir ef al. 1995).

9185T>C, 9191T>C

Pii téchto heteroplasmickych mutaci dochézi k substituci vysoce konzervovaného Leu
za Pro (L220P, resp. L222P) v patém transmembranovém helixu (TMHS) podjednotky a,
stézejnim pro protonovou translokaci. Schopnost syntézy ATP je nepoznamenand, zatimco je
snizend hydrolyticka aktivita. U pacientli s heteroplasmii nad 90% progreduje v Leighiv

syndrom (Castagna et al. 2007).

3.6.1.3 Gen MT-ATPS8

Prozatim byla popsdna jedind mutace genu MT-ATPS. Jde o homoplasmickou
nonsense mutaci 8529G>A, kterd postihuje konzervovanou C’-koncovou doménu
podjednotky 8. Fenotypové se projevuje hypertrofickou kardiomyopatii a neuropatii.
Nameétena hydrolyticka aktivita neni ovlivnéna pfidanim inhibitoru protonové translokace
oligomycinu, coz naznaCuje, ze F; sFo spolu netvofi intaktni komplex ATPsyntéazy.

Analyzované¢ imunobloty potvrzuji pfitomnost subkomplexl, velmi snizené mnozstvi
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monomerni F;Fo-ATPsyntazy a nulové zastoupeni dimerniho komplexu V (Jonckheere ef al.
2008). Jelikoz podjednotka 8 pravdépodobné ovliviiuje integraci podjednotky a do Fo-
transmembranové Casti, pak mutace v genu MT-ATPS8 zasahuje jak do ¢innosti Fo-sektoru

(protonova translokace, rotace), tak do biogeneze ATPsyntazy.

3.6.2 Mutace v genech pro faktory biogeneze F,Fo-ATPsyntazy

Jedna se o mutace v jadernych genech F,Fo-ATPsyntdzy, které jsou spojovany s tzv.
kvantitativnimi defekty. Jelikoz se jedna o mutace v genech kodujici biogenetické faktory
Atpl2p a Tmem70p, je pro tyto defekty typicky snizeny obsah funkéni slozené FFo-
ATPsyntazy ve vnitini mitochondridlni membrané. Popsané jaderné mutace spolecné
doprovazi vyrazné nizka produkce ATP a u pacientil je shodnym klinickym nélezem naopak
napadné zvysSend hladina laktatu v télnich tekutinach, kterd mutize napomoci v diagnostice

defektu.

3.6.2.1 Gen ATPAF2 (ATP12)

Byla popséna homozygotni mutace T>A, kterd tsti v zaménu Trp 94 za Arg. Neutralni
Trp sousedi svysoce konzervovanym GIln a pfitomnost nového kladn¢ nabitého Arg
pravdépodobné narusuje aktivitu proteinu Atpaf2. Mutovany Atpaf2 neni schopny vyvazovat
pfichozi podjednotky o do matrix, zabraiiovat jejich agregaci a asistovat u skladani F;-
domény v biogenetické draze FiFo-ATPsyntazy. Pacienti maji nizky obsah tohoto enzymu,
jehoz katalyticka aktivita je snizena na 30%. Spolecnym klinickym projevem tohoto defektu

je napadné vysoka hladina laktatu, 3-metylglutakondtova acidurie (De Meirleir et al. 2004).

3.6.2.2 Gen TMEMY70

Vgenu TMEM70 byla detekovana homozygotni mutace c¢.317-2A>G, ktera
zaptiCiluje nespravny priab¢h sestiihu transkriptu. Vznikly transkript je zahy degradovan.
V jednom piipadé byla popsana heterozygotni varianta mutace c.118 119insGT zpusobujici
vznik zkraceného polypeptidu. V obou typech mutaci je protein Tmem70 nefunkéni a chybi u
sestavovani FFo-ATPsyntdzy. Pacienti maji rozpadly enzymovy komplex neschopny syntézy
ATP a vykazuji vysokou hladinu laktatu a dalSich metabolitii (amoniak, 3-metylglutakonatu),

vaznou svalovou hypotonii, hypertrofickou kardiomyopatii. U chlapcii nemuseji sestoupit
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varlata. Zminéné ptiznaky progredovaly u mnohych pacientii v takové mire, ze pusobily

letaln¢ (Honzik et al. 2010).

3.6.3 Mutace v genech pro mitochondrialni prenasece (AA1, PiC)
PtenaSeCové proteiny jak vné€jsi tak vnitini mitochondridlni membrany zodpovidaji za
komunikaci mitochondrii s cytosolem. VSechny mitochondridlni pfenaSece jsou kédovany
jadernymi geny a bylo jich popsano az 50 rGznych typid. Dva pienaSece piimo souvisi
s procesem oxidativni fosforylace, jde o adenin-nukleotidovy translokator (AA1l, ANT) a
fosfatovy prenasec (PiC). Jejich prostrednictvim se dostavaji substraty (ADP, Pi) pro syntézu
ATP do matrix, kde se fosforylace ADP odehrava. ATP je antiportem skrze AA1 smérovano
do cytosolu. Dale jejich diilezitost spocivd v tom, Ze jsou soucdsti dnes jiz prokazanych
supramolekularnich struktur ATPsyntazémi a pravdépodobné tak pfispivaji k oligomernimu

uspotradani F;Fo-ATPsyntazy.

3.6.3.1 AA1 prenaSe¢
V genu SLC2544 pro AA1 byly na zaklad¢ vyskytu riznych bodovych mutaci (kromé
Sengersova syndromu) doprovazenych odlisnymi klinickymi ptiznaky rozliSeny tfi typy

onemocnéni. U AAIl deficience jsou mutovany konzervované transmembranové useky

vedouci k uplné ztraté funkce transportovat ADP a ATP (Palmieri et al. 2005). Fenotypové
se projevuje snadnou unavitelnosti, hypertrofickou kardiomyopatii, laktatovou acidozou.

Sengerstv syndrom, jehoz manifestaci jsou vrozené katarakty, hypertroficka kardiomyopatie,

mitochondrialni myopatie a laktatova aciddza, prozatim nema jasnou genetickou pricinu.
Pravdépodobné je funkce AA1 zasazena na transkripéni ¢i translaéni Grovni (shrnuto v

(Palmieri 2008). Autozomalné dominantni progresivni externi oftalmoplegie (adPEO)

doprovazi ¢tyii bodové mutace genu SLC2544. adPEO typicky destabilizuje mtDNA a
zpusobuje v ni n¢kolika kilobazové delece (3 - 8,5 kbp) (Kaukonen ez al. 2000).

3.6.3.2 Pi prenaSe¢

Deficience fosfatového pienaSece vede k blokaci pfenosu Pi. Chybi tak jeden ze
substratl pro syntézu ATP, kterd nemtize probihat. Defekt se manifestuje svalovou hypotonii,

progresivni kardiomyopatii, laktatovou acidozou (Mayr et al. 2007).
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3.6.4 Moznosti mitochondrialni diagnostiky

Poruchy OXPHOS mohou postihnout, kromé tkani s vysokymi energetickymi naroky ,
i jakoukoli dal$i tkan ¢i orgédn v téle. Pro Sirokou genotypovou a fenotypovou heterogenitu
predstavuje diagnostika mitochondridlnich onemocnéni narocny ukol. Analyzovat podstatu
urCitého defektu znamend kombinovat Sirokou Skalu biochemickych a molekularné-
genetickych metod. VSechny niZe popsané diagnostické piistupy mohou byt provadény u

dospélych i détskych pacientt.

3.6.4.1 Priklady standardné pouzivanych biochemickych a molekularné —
genetickych analyz

Stanoveni zvysSené koncentrace metaboliti - laktatu, ketonovych latek, NADH a
rostouciho poméru laktat/pyruvat v plasmeé ¢i mozkomiSnim moku je prvnim ndznakem
poskozeni mitochondridlniho metabolismu (Rustin et al. 1994). Stejnou informaci poskytu;ji
zvysené hodnoty redox stavu v plasmé (Vassault et al. 1991). Pokud pacient vykazuje u
zminénych stanoveni nefyziologické hodnoty a je u néj patrné vicecetné organové zasazeni,
pak je podezieni pro mitochondrialni poruchu na miste.

V dalsim kroku je nezbytné nutné urcit na zdklad¢ kinetickych méfeni o jakou
enzymatickou poruchu se jednd a zda je zplUsobena zménou ve struktufe, sloZzeni nebo
mnozstvi enzymu. NejlepSim materidlem pro diagnostiku mitochondridlnich onemocnéni je ta
tkan, kterd je nejvyraznéji postizena nemoci, nejcastéji to byva kosterni sval. Analyzy se
mohou provadét na celych bunkach (napt. izolovanych lymfocytech, sta¢i 10 ml odbér krve,
kultivované kozni fibroblasty), izolovanych mitochondriich (napt. z bioptické svalové tkané,
z kultivovanych buné¢k) a na tkdnovych homogenatech. U svalovych biopsii se odebirda 150 —
200 mg tkan¢ (m.deltoideus, m. tibialis anterior). V ptipad¢ nutné biopsie jaterni ¢i srde¢ni
tkdn¢ je mozné odebrat pouze 1 — 20 mg. Veskerd méfeni se pak provadi na celych
homogenatech, izolovovat mitochondridlni frakci jako u svalové biopsie neni mozné (Rustin
et al. 1994). Rizikem studia defektd na kultivovanych bunkach (nejcastéji fibroblastech) je
s pribyvajicimi pasazemi vytedéni deficientnich bunék. Pfidavek uridinu do kultivacniho
média tomu zabrani. Obnovi se tim ¢innost enzymu dihydroorotat dehydrogenazy, ktera
figuruje pfi de novo syntéze pyrimydinti (Morais et al. 1990).

Pohled na funkci syst¢tmu OXPHOS jako celku umoznuje méteni spotieby kysliku
pomoci polarografie kyslikovou (Clarkovou) elektrodou. Métfenim spotteby kysliku

v pfitomnosti fady substrati a inhibitord pro jednotlivé komplexy OXPHOS je mozné
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identifikovat 1 postizeny komplex. Pii poskozeni komplexu I se odhali pozménéna intenzita
dychéni pouzitim substratd produkujicich NADH. Naopak zasazeni komplexu II se na
dychani projevi aplikaci FADH-generujicich substratii (sukcinat). Pokud jsou poSkozené
komplexy III ¢i IV, nemohou byt oxidovany ani NADH- ani FADH-generujici substraty. U
komplexu V se prokaze jeho snizena aktivita, kdyz je 1 po rozptazeni oxidativni fosforylace
pouzitim ¢inidel jako CCCP, Ca*" rychlost dychéni stile v normé. Polarografickou analyzou
je mozné odhalit defektni cytochrom c a dale nejen defekty oxidativni fosforylace, ale také
PDH deficience, poskozeni Krebsova cyklu. K analyze se pouziva vzdy Cerstvy material.

Pii pfimém stanoveni enzymovych aktivit komplexi dychaciho fetézce se méfi
aktivita kazdého komplexu zvlast’ nebo také po skupinach (I+111, II+III). Metoda je zaloZena
na pouziti donori a akceptori -elektronti tucastnicich se oxido-reduk¢énich reakci
katalyzovanych jednotlivymi komplexy OXPHOS. Jednotlivda méfeni se provadéji ve 3
opakovanich a velky diraz se klade na dodrzovani stejnych pracovnich podminek b&hem
meéteni a dostatecném poctu vhodnych kontrolnich vzorkll. Pro zvySeni vypovédni hodnoty
analyzy se stanovuji poméry absolutnich hodnot aktivit jednotlivych komplexti. Vztahuji se
k sob¢ navzajem (nejcastéji ke komplexu II) a také k enzymu, ktery funguje mimo OXPHOS
(nejcastéji k citratsyntaze). Tento krok se opird o fakt, Ze poméry mezi enzymy OXPHOS
jsou ustalené a to nejen v jednom typu tkané¢.

K uréeni mnozstevniho a funk¢niho stavu jednotlivych komplext a jejich podjednotek
se vyuziva elektroforetickych technik. Konkrétné BN-PAGE byla navrzena pro efektni
separaci membranovych proteini na zaklad¢ jejich molekulovych hmotnosti v Sirokém
rozmezi 10 — 10,000 kDa. Jako prvni byly diky ni separovany pravé proteinové komplexy
OXPHOS (Schagger a von Jagow 1991). Separované proteiny zlstdvaji enzymaticky
aktivnimi, coz umoznuje dal$i analyzu — méfeni aktivit komplexd v gelu. Obvykle se
k analyze OXPHOS vyuziva 2-D separace. Nativni elektroforéza se kombinuje s SDS
elektroforézou pro nasledné rozdéleni podjednotek komplexii podle jejich molekulovych
hmotnosti nebo s isoelektrickou fokusaci, kdy dojde k rozdéleni podle jejich isoelektrického
bodu. Proteiny se standardné vizualizuji barvenim stiibrem, poptipad¢ se detekuji Western
blotem (shrnuto v Reisinger a Eichacker 2006).

Pro objasnéni mozné mitochondrialni patologie se také vyuzivaji histologické analyzy
postizenych tkdni. U svalll jsou typickym histologickym symptomem mitopatii tzv.
,rozedrana® Cervena vlakna (z angl. ragged-red fibers). Pomoci histochemického barveni je
mozné vizualizovat distribuci mitochondrii ve zkoumané tkdni a analyzovat pfitomnost ¢i

absenci aktivit enzymt, to vSe ve stejné oblasti histologického fezu.
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Pokud se biochemickymi studiemi existence mitochondridlniho defektu potvrdi,
charakterizuje se jeho molekularni podstata molekuldrné-genetickymi analyzami. V ptipadé
absence podezieni na kandidatni gen, se postupné vylucuji mutace jak v mt DNA, tak ve

vybranych jaderné kédovanych genech.

3.6.4.2 Problémy v diagnostice zpiisobené mutacemi v mtDNA

Vzhledem k maternalnimu typu dédi¢nosti mutované mitochondrialni DNA je vyloucen
prenos mutaci otcovské mtDNA. Ale i piesto neni pfedem mozné urcit, jak vazny dopad bude
od matky dédéna mutace mit. Zalezi na mnoha faktorech, které pienos mutace ovliviuji.
VétsSina mutaci mtDNA jsou heteroplasmického charakteru. Rozchod mutovanych a
nemutovanych forem mtDNA do maturovanych pohlavnich bun¢k béhem oogeneze, zptisob
segregace mutace do jednotlivych tkani béhem vyvoje plodu, uroven heteroplasmie ve
prospéch mutované formy v zasazenych tkani, typ nejvice postizené tkan¢, genetické pozadi,
vliv prostiedi, to vSe spoleéné¢ moduluje zavaznost heteroplasmickych i homoplasmickych
mutaci. Homoplasmick4 mutace je sice pfenesena od matky na vSechny potomky, ale porucha,
kterou mutace zpusobuje, se u vSech potomkd nemusi projevit. V kap. 3.6.1.2 je popsany
piipad dvou neptibuznych nositeld 2 bp mikrodelece 9205ATA v genu MT-ATP6, kteti se
odliSovali ve svych fenotypovych projevech pfi srovnatelné¢ hladin€ heteroplazmie. Rizné,
vySe zminované, genetické pozadi hralo patrné vliv v pfitomnosti a absenci patogenity u
prvého, resp. druhého ptipadu. Jiny ptiklad, kde Ize poukazat tentokrat na vliv prostiedi, je
homoplasmickda mutace v genu MT-RNRI pro ribosomalni RNA, kterd se manifestuje post-
lingvalni hluchotou. Porucha miiZze byt indukovdna podanim aminoglykosidii. Vyvarovani se
aminoglykosidovym antibiotiklim je klicovym enviromentalnim faktorem ovliviiujici progresi
onemocnéni u nositeld této mutace (Prezant et al. 1993). Ukolem genetického poradenstvi je
odpoveédéet postizenym rodinam dédi¢nou poruchou, jaké je riziko a pravdépodobnost jejiho
pfenosu. Ale na zdkladé zminénych okolnosti je tuto odpovéd’ v ptipadé¢ maternalné dédénych
mitochondrialnich poruch tézké zjistit. Proto je dualezité brat kazdou mutaci individualné a

navrhnout pro ni individudlni plan vysetieni.
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4 Material a metody

4.1 Material

Pro cil 1 byla pouzita bunécna linie HEK293 (CRL-1573) zakoupena od ATCC
(Rockville, USA).

Pro cil 2 byly pouzity 3 (C, C2, E) bunécéné linie HEK293 se stabiln¢ snizenou expresi
genu TMEM?70 pomoci shRNA a 1 bunééna linie HEK293 (NS) stabilné exprimujici tzv. non-
silencing shRNA, kterd byla pouzita jako kontrola. Bunétné linie byly k dispozici
v laboratofi. Vldsenky oznacené C a E byly navrZzeny do kodujici oblasti genu TMEM?70.
V liniich C a C2 stabilné€ exprimujici vlasenku C byla snizena hladina mRNA genu TMEM70
na 60%, resp. 70% v porovnani s linii NS. V linii E stabiln¢ exprimujic vlasenku byla hladina
mRNA TMEM?70 sniZzena na 45% kontrolni linie NS. Bunécéné linie byly k dispozici
v laboratofi.

Pro cil 3 bylo materidlem 20 linii kultivovanych fibroblasti: 4 kontrolni linie
fibroblasti od pacientli, u kterych nebylo potvrzeno mitochondridlni onemocnéni; 4 linie
koznich fibroblastli od pacienti s mutaci ¢.317-2A>G v genu TMEM?70, které byly pouzity
jako pozitivni kontrola; 12 linii koznich fibroblasti od pacientl, u kterych bylo na zdkladé
BN-PAGE ve vzorku svalové biopsie vysloveno podezieni na deficit FFo-ATPsyntazy.
Vsechny bunééné linie byly dostupné v laboratofi.

Pro cil 4 byla pouzita DNA ze vzorku svalové biopsie od pacientt (P2, P4, P9, P10),

ktera byla k dispozici v laboratofi.

Prace byla soucasti grantovych projektii schvalenych Etickou komisi 1.LF UK a VFN.
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4.2 Pouzivané pristroje

analyzator imunoblotu
VersaDoc imaging systém
analytické vahy
blotovaci aparatura
TE77xSemiDry Blotter
centrifugy
Universal 32R
Biofuge 28RS
elektroforetické aparatura
hybridiza¢ni pec
mikrocentrifugy
minicentrifugy
PCR box
PCR cycler
pH metr
PVDF membrana
regulator teploty
sekvenator
ABI PRISM 3100-Avant analyzator
spektrofotometr
ND1000 — NanoDrop
UV-2401PC
susicka na gel
termoblok
ttepacky
vahy

vortex

V experimentech bylo vyuzivano laboratorniho skla (Simax), kfemicitych a plastovych kyvet

BioRad, USA
Scaltec, USA

Hoefer, USA

Hettich Zentrifugen, Némecko
Heraeus Sepatech, Némecko
BioRad, USA

Stuart Scientific, VB

Hettich Zentrifugen, Némecko

MPW, Med. Instruments, Polsko

Holten, Dansko

M J Research, USA
Hanna Instruments, Italie
Sigma, USA

Shimadzu, Japonsko

Applied Biosystems, USA

ThermoScientific, USA
Shimadzu, Japonsko
Whatman Biometra, Némecko
Labnet, USA

Heidoloph, Némecko

Scaltec, USA

IKA, Némecko

(Sigma, Némecko), pipet (Nichipet, Japonsko) a plastu (Eppendorf, Némemcko; Gilson,

USA).
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4.3 Pouzité chemikalie

acetylkoenzym A

agardza

antimycin A

akrylamid

ATP

bis-akrylamid

bis-tris-HCl

Bradfordovo reagens

bromfenolova modi

BSA

m-Cl-CCP

cytochrom ¢

DCPIP (2,6-dichlorophenolindophenol)

digitonin

n-dodecyl-B-d-maltosid

DTNB

EDTA

etidium bromid

Folinovo reagens

fosfoenolpyruvat (PEP)

glycin

chlorid draselny

chlorid hote¢naty

chlorid sodny

kit na purifikaci PCR produktt
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

koenzym Qo (CoQo)

koktejl inhibitort proteaz (PIC)

kyanid draselny (KCN)

laktatdehydrogenaza (LDH)

laurylmaltosid
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Sigma, USA
Serva, Némecko
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
BioRad, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Penta, CR

Promega, USA
Sigma, USA
Roche, Svycarsko
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA



luminiscen¢ni substrat
SuperSignal WestFemto Sensitivity Substrate ThermoScientific, USA
marker molekulovych hmotnosti:
100 kbp DNA Ladder

SeeBlue Plus2 Prestained Standard

Fermentas, Litva

Invitrogen, USA

Protein Marker Kit Amersham Biosciences, VB
2-merkaptoethanol Sigma, USA
NADH Sigma, USA
oligomycin Sigma, USA
oxalacetat Sigma, USA
PBS Sigma, USA
peroxosiran amonny Sigma, USA
PPPmaster Mix Top-Bio, CR

primarni monoklonalni protilatky proti:
komplexu I: NDUFA9
komplexu II: SDHA, SDHB
komplexu III: Core2
komplexu IV: Cox 1, 2, 5a
komplexu V: alfa, beta, d, OSCP

Mitosciences, USA

porinu
pyruvatkinaza (PK) Sigma, USA
rotenon Sigma, USA
sacharoza Penta, CR
SDS Sigma, USA
sekundarni mysi protilatka Sigma, USA

sekvenéni kit

ABI Big DyeTerminator Cycle
Sequencing Detection Kit v3.1

Applied Biosystems, USA

serva blue BioTech, CR
sukcinat Sigma, USA
susené odtu¢néné mléko Laktino, CR
TEMED Sigma, USA
tricin Sigma, USA
trypsin Sigma, USA
Tris-HCI Sigma, USA
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tween

xylen cyanol

4.4 Roztoky

Anodovy pufr (SDS-PAGE)
Anodovy pufr (BN-PAGE)

Barvici roztok

DBH, (100 pl)

Extrakéni pufr

Gelovy pufr (SDS-PAGE)
Gelovy pufr (BN-PAGE)
Katodovy pufr (SDS-PAGE)
Katodovy pufr (BN-PAGE) B
Katodovy pufr (BN-PAGE) A
KPi pufr

Odbarvovaci roztok (21)

RIPA pufr

STE izola¢ni roztok
Stripovaci roztok
TBE pufr (11)

TBS pufr

TBS Tween pufr
Transferovy pufr

Sigma, USA
Sigma, USA

100 mM Tris-Cl, pH 8,9

50 mM Bis-Tris, pH 7,0

2 g Serva Blue; 75 ml kyseliny octové (99,9%); 500 ml
etanolu

10 mM CoQp; 80 ul etanolu (96%); 5 ul 0,1 M HCIL; 5
pul 1 M HCI

1,75 M aminokaprova kyselina; 75 mM Bis-Tris, pH 7,0;
2mM EDTA

3 M Tris-Cl, pH 8,45; 0,3 % SDS

150 mM Bis-Tris, pH 7,0; 1,5 M aminokaprové kyselina
100 mM Tris-Cl, pH 8,9; 100 mM tricin; 0,1 % SDS

15 mM Bis-Tris, pH 7,0; 50 mM tricin

0,02 % Serva Blue G / 100 ml katodového pufru A

1 M KH,POy, pH 7,0, resp. 7,8

1 300 ml H,O, 500 ml lihobenzinu, 160 ml kyseliny
octové (99,9 %)

50 mM Tris-Cl, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM PMSF;

1 mM EDTA; 1 % Triton X-100; 1 % sodium
deoxycholate; 0,1 % SDS; 1 % PIC (pfidat pred uzitim
RIPA pufru)

10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 250 mM sachar6za; 1 mM
EDTA; 1 % PIC (pfidat pfed pouzitim STE roztoku)
62,5 mM Tris-Cl, pH 6,7; 100 mM B-merkaptoetanol;

2 % SDS

10x (pracovni koncentrace): 108 g Tris-Cl; 55 g kyseliny
borité; 40 ml 0,5 M Na,EDTA, pH 8,0

10x (pracovni koncentrace): Tris-Cl; NaCl, pH 7,5

1x TBS, pH 7,5; 0,1% Tween

25mM Tris-Cl; 192mM glycin; 10% metanol;

0,02% SDS
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TRIS-CI pufr IM Tris-Cl, pH 8,0

Vzorkovy pufr (AGE) (100 ml) 10x (pracovni koncentrace): 250 mg bromfenolové
modri; 250 mg xylen cyacol; 33 ml 150 mM Tris-HCI,
pH 7,6; 60 ml glycerolu; 7 ml HO

Vzorkovy pufr (SDS-PAGE) 4x (pracovni koncentrace) : 50 mM Tris-Cl, pH 6,8;
12 % glycerol; 4 % SDS; 2 % B-merkaptoetanol; 0,01 %
bromfenolova modft

Vzorkovy pufr (BN-PAGE) 50 mM Bis-Tris, pH 7,0; 750 mM aminokaprova
kyselina; 0,5 mM EDTA, 5% Serva Blue G
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4.5 Metody
4.5.1 Stanoveni koncentrace proteint

4.5.1.1 Bradfordovo, resp. Lowryho stanoveni

Spektrofotometrickym meéfenim nardstu absorbance pii 595nm, resp. 700nm bylo
stanoveno mnozstvi komplexu barvivo Coomassie (Bradfordovo reagens; BioRad) / protein,
resp. mnozstvi redukované formy Folinova reagens (Sigma) odpovidajici koncentraci proteinu

ve vzorku podle standardnich protokold (Lowry ef al. 1954; Bradford et al. 1976).

4.5.2 lzolace mitochondrialni frakce z kultivovanych bunék diferencialni

centrifugaci

Kultivované bunky byly sklizeny trypsinizaci a dvakrat promyty v PBS. Sklizené
bunkky byly resuspendovany v STE roztoku a postupné homogenizovany sklenénym
homogenizatorem (1ml). Pro separaci jader a nerozbitych bun¢k byl homogenat centrifugovan
pii 4°C na 600 g po dobu 15 min. Vznikly supernatant byl v Cistych mikrozkumavkach
centrifugovan pii 4°C a 10 000 g dalSich 25 min. Vznikla peleta tvofena mitochondriemi byla
resuspendovana ve 100 pl STE roztoku a znovu centrifugovana (4°C, 10 000 g, 25 min).
Supernatant byl odstranén, pelety byly resuspendovany v 50 upl cerstvého roztoku STE a
skladovany pii -80°C. Koncentrace mitochondridlniho proteinu byla stanovena Lowryho

metodou.

4.5.3 Priprava vzorki na SDS-elektroforézu

Izolované mitochondrie z kultivovanych bunék byly centrifugovany piti 10 000 g po
dobu 10 min (pro odstranéni zbytkového mnozstvi izolacniho STE roztoku). Poté byly
resuspendovany v RIPA pufru, béhem 20 min tfikrat zvortexovany a centrifugovany pii 4°C
na 51 000 g po dobu 20 min. Supernatant byl pfepipetovan do novych mikrozkumavek.
Koncentrace mitochondriadlniho proteinu byla stanovena spektrofotometricky Bradfordovou
metodou pii 595 nm. KnanaSce o 5 — 20 pg proteinu byl pfiddn vzorkovy pufr

s merkaptoetanolem v pomé&ru 3:1. Poté byl vzorek inkubovéan 20 min pii 37°C.

46



4.5.4 SDS elektroforéza

5 — 20 pg mitochondrialniho proteinu bylo déleno prostfednictvim 4% zaostfovaciho
polyakrylamidového gelu (tab. 4.1) a 12%, popt. 10% separacniho polyakrylamidovém gelu
pii (tab. 4.1). Ke kontrole rychlosti separace podle molekulové hmotnosti bylo pouzito 5 pl
markeru molekulové hmotnosti (SeeBlue Plus2, Invitrogen). Pouzité napéti pii separaci

proteind v zaostfovacim gelu bylo 40 V, resp. 100 V v gelu separanim.

Tab. 4.1 Zpusob pripravy geli na SDS elektroforézu

zaostrovaci separacni | separacni gel
Komponenty gel 4% gl 10% Poi2%

H,O 5,27 mi 3,35 ml 2,7 ml

3x GB 3,33 ml 3,33 ml 3,33 ml
Akrylamid (49,5%) 1,3 ml 3,25 ml 3,9 ml
APS (10%) 90 ul 80 ul 50 ul
TEMED 9 ul 8 ul 5l
celkem (ml) 10 ml

4.5.5 Priprava vzorku na nativni elektroforézu (BN- PAGE)

4.5.5.1 Sklizeni fibroblastu

Do 50 ml falkonky bylo slito kultivacni médium z kultiva¢nich lahvicek a vychlazeno.
Ptisedlé bunky byly omyty 3 ml PBS. PBS bylo odsato a poté byly bunky trypsinizovany
piidanim 1,5 ml trypsinu po dobu 10 min pii 37°C v termostatu. Nasledné byly k buitkam
pfidany 3 ml vychlazeného média. Suspenze byla centrifugovana 5 min pii 2 000 g.
Supernatant byl odsat a peleta byla tfikrat opakované promyta v 10 ml ledového PBS,
centrifugovana pii 2 000 g po dobu 5 min.

4.5.5.2 Digitonizace a solubilizace fibroblastu

(vztazeno na 1-2x 10° bungk ~ 0,5 mg proteinu)

Peleta byla resuspendovéana ve 100 pl PBS a k suspenzi bylo pfidano 100 pl roztoku
ledového digitoninu rozpusténého v PBS (8 mg/ml). Smés byla inkubovana 10 min na ledu,
poté byla 7x nafedéna ledovym PBS a centrifugovana 5 min pii 12 000 g a 4°C. Poté byla
peleta 2x promyta 1 ml ledového PBS a opét centrifugovana na 12 000 g po dobu 5 min pfi
4°C. Peleta byla resuspendovana ve 100 pl extrakéniho pufru (pH 7,0), do vzniklé suspenze
bylo ptidano 20 pl 10% dodecylmaltosidu. Smés byla inkubovédna na ledu po dobu 5 min.
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Poté byla suspenze centrifugovana 30 min pti 20 000 g a 4°C. V supernatantu byla stanovena
koncentrace proteinu Bradfordovou metodou a poté bylo do vzorku ptidano 10 pl vzorkového

pufru (pH 7,0).

4.5.6 Nativni elektroforéza (BN-PAGE)

20 pg proteinu bylo separovano pomoci gradientového gelu s rozmezim 6% - 15%
(tab. 4.2), ktery umoznil separaci molekul o 100-1000 kDa. Separace probihala pti napéti 100
V po dobu 4 — 5 h. Ke kontrole molekulové hmotnosti bylo pouzito 5 pul Protein Marker Kit
(Amersham Biosciences).

Po celou dobu bylo nutné dbat na nizkou pracovni teplotu. Pfiprava vzorki i gelti se

provadéla na ledu, pouzivaly se vychlazené roztoky, elektroforéza probihala pii 7°C.

Tab. 4.2 Zpusob pripravy geli pro BN-PAGE

zaostrovaci separaéni | separacni gel
Komponenty gel 4% gr:el 6% Poi5%
H,O 2,9 ml 5,4 ml 1,64 ml
3x GB 1,66 ml 3,33 ml 3,33 ml
Akrylamid (49,5%) 0,405 ml 1,2 mi 3ml
Glycerol (87%) - - 2ml
APS (10%) 60 pl 60 ul 30 ul
TEMED 6 ul 6 ul 3 ul
celkem (ml) 5mi 10 ml 10 ml

4.5.7 Semi - dry western blot

Pro pienos elektroforeticky separovanych proteini z gelu na PVDF membrénu
(Immobilon — FL, Millipore) byla vyuzita blotovaci aparatura TEx77SemiDry Blotter
(Hoefer). Postupovalo se podle vyrobcem doporuc¢enych pokyni. Pienos proteinii probihal 1 h
za konstantniho napéti a proménného proudu, jehoz hodnota zavisela na velikosti plochy
PVDF membrany, dle vzorce: I [mA] =S * 0,8 * cm . Po skon&eni pienosu byl gel barven
pfes noc v barvicim roztoku, druhy den vysuSen pifi 90°C. PVDF membrana s navazanymi
proteiny byla osusena a naznacena specifickymi protilatkami nebo uchovana v -20°C pro
pozdéjsi pouziti.

UsuSena PVDF membrana byla 2 h blokovana v 5 % mléce v 50 ml 1x TBS pii
pokojové teploté. Poté byla inkubovana 2 h s primarni protilatkou (tab. 4.3) a hodinu se

sekundarni protilatkou (s koncentraci 1:1 666 ve 2 % mléce v TBST). Vyuzitim komeréniho
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produktu SuperSignal WestFemto Sensitivity Substrate (ThermoScientific) byla na znacené
PVDF membrané vyvolana luminiscen¢ni reakce. Signdly byly snimany prostfednictvim

VersaDoc 4000 zobrazovaciho systému (BioRad).

Tab. 4.3 PouZité primarni protilatky a jejich koncentrace

typ komplexu | primarni protilatka koncentrace*
: anti-NDUFA9 1:4 444
il anti-SDHa 1:20 000
anti-SDHb 1:2 857
. anti-Core2 1:13 333
anti-Coxl 1: 33333
v anti-Coxll 1:13 333
anti-Cox5a 1: 3333
anti-a 1:8 000
v anti-g 1:10 000
anti-d 1:8 000
anti-OSCP 1:2 500
VDAC anti-Porin 1:2 500
* vztazeno na 2% mléko ve 20 ml TBST

4.5.8 Enzymologicka méreni

Stanoveni specifickych aktivit enzymovych komplexti systému OXPHOS a
kontrolniho matrixového enzymu citratsyntazy byla provadéna na izolovanych
mitochondriich z kultivovanych bunék. Koncentrace proteinu byla stanovena Lowryho
metodou. Méteni specifickych aktivit bylo provedeno spektrofotometricky odecitanim nartistu
¢i poklesu absorbanci odpovidajici riznym mnozstvim vznikajicich produktt jednotlivych

reakci pii 37°C. Kazdy vzorek byl méfen dvakrat v kyvetach (1 ml) o optické draze 1 cm.
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Z namétenych hodnot byl spocitan primér a specifickd aktivita enzymt byla vypoctena dle

VZOrce.
SA=dA*10%/e*v*¢

dA — aritmeticky primér z naméfenych hodnot, € — molarni absorpéni koeficient 19,6 * 10°
dm’/cm/mol, v — objem vzorku [ul], ¢ — koncentrace proteinu ve vzorku [ug/ul], SA —

specificka aktivita vyjadiena v [nmol/min/mgpyrotcinu]-

4.5.8.1 Stanoveni specifické aktivity NADH:CoQ oxidoreduktazy
(komplex I)

Specificka aktivita komplexu I (KI) byla stanovena méfenim rychlosti ubytku
redukovaného koenzymu NADH. Pokles absrobance byl odecitan pii 340nm.

15 pg mitochondridlni frakce bylo inkubovano v hypotonickém (vodném) prostiedi po
dobu 3 minut. Poté byly pfidany dalsi substraty reakéni smési: 50 mM TRIS (pH 8,1), 10 %
BSA, 0,3 mM KCN, 50 uM CoQo. Reakce byla odstartovana 10 pl 0,1 uM NADH. Po dobu
3 min byl sledovan pokles absorbance vlivem ubytku redukované formy NADH. Po uplynuté
dob¢ byly pfidany 2 pl 50 uM rotenonu. Dalsi 3 min byla sledovana inhibice enzymatické
aktivity KI u¢inkem tohoto specifického inhibitoru. Od naméfené absorbance bez rotenonu

byla odectena absorbance métend s rotenonem.

4.5.8.2 Stanoveni specifické aktivity sukcinat:CoQ oxidoreduktazy
(komplex II)

Specificka aktivita komplexu II (KII) byla stanovena méfenim rychlosti ubytku
oxidované formy arteficielniho akceptoru elektronti 2,6 — DCPIP, tedy poklesu absorbance pfi
600 nm.

Reakéni smés obsahovala 15 pg mitochondrialni frakce, 10 mM KPi (pH 7,0), 2 mM
EDTA, 1 mg/ml BSA, 3 uM rotenon, 10mM sukcinat, 0,2 mM ATP, 0,3 mM KCN. V tomto
sloZzeni byla smés inkubovana 3 min. Poté byl pfidan 80 uM 2,6 — DCPIP a 1 uM antimycin.

Reakce byla odstartovana 50 uM CoQo a béhem 3 min byl prabéh reakce zaznamenavan.
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4.5.8.3 Stanoveni specifické aktivity CoQH,:cytochrom c oxidoreduktaza
(komplex III)

Specificka aktivita komplexu III (KIII) byla stanovena méienim rychlosti ptirtstku
redukované formy oxidovaného cytochromu c. Pfi vinové délce 550nm byl pozorovéan vzriist
absorbance.

Spolu s 15 pg mitochondridlni frakce byl do reakéni smési pridan 50 mM KPi (pH
7,8), 2 mM EDTA, 2 mM KCN, 50 uM oxidovany cytochrom c, 1 mg/ml BSA. Reakce byla
odstartovana 5 pl 0,2 mM DBH,, jakoZto arteficielni donor elektronti. Vzestup absorbance pfi
550 nm byl sledovan 3 min. Nasledné pfiddnim 1 pl 1 pM antimycinu byla po dobu 1 min
zaznamenavana inhibice reakce. Absorbance naméfena s inhibitorem byla odeétena od

absorbance naméfené bez inhibitoru.

4.5.8.4 Stanoveni specifické aktivity NADH:cytochrom c oxidoreduktazy
(komplex I - I1I)

Stanoveni specifické aktivity komplexu I — III bylo méfeno jako rychlost vzniku
redukovaného cytochromu ¢ oxidaci NADH v rotenon — senzitivni reakci. Po dobu 1 min byl
sledovan nartist absorbance pti 550 nm.

15 pg vzorku bylo 3 min inkubovéano v hypotonickém prostiedi. Poté bylo do kyvety
pfidano 50 mM TRIS (pH 8,1), 2,5 mg/ml BSA, 40 uM oxidovany cytochrom c, 2 mM KCN
a k odstartovani reakce slouzil 0,1 mM NADH. Reakce byla déle inhibovéna ptidanim 50 uM
rotenonu. Sledovan byl pokles absorbance pti 340 nm. Namétené hodnoty absorbanci byly od

sebe odecteny.

4.5.8.5 Stanoveni specifické aktivity sukcinat:cytochrom c oxidoreduktazy

(komplex II — IIT)

Stanoveni specifické aktivity komplexu II — III bylo métfeno jako rychlost vzniku
redukovaného cytochromu ¢ oxidaci DBH; v antimycin — senzitivni reakci pfi 550 nm. Také
bylo mozné méfit oxidaci sukcinatu v zavislosti na redukci oxidovaného cytochromu c, tedy
aktivitu komplexu II v malonat — senzitivni reakci.

Reakéni smés byla zpocatku tvorena 50 mM KPi, 2 mM EDTA, 1 mg/ml BSA, 15 pg
vzorku, 3 puM rotenon, 10 mM sukcinat, 0,2 mM ATP, 0,3 mM KCN. Reakce byla
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odstartovana 40 uM oxidovanym cytochromem c, kdy byl méfen komplex II. Po 1 min bylo
pfidano 10 pl malonatu. Po dal$i 1 min bylo pfiddno 0,2 mM DBH2, které odstartovalo

méteni aktivity komplexu III po dobu 1 min. Poté byla reakce inhibovana 1 uM antimycinem.

4.5.8.6 Stanoveni specifické aktivity cytochrom c oxidazy (komplex IV)

Specificka aktivita komplexu IV (KIV) byla stanovena méfenim rychlosti ubytku
redukovaného cytochromu c. Pokles absorbance byl zaznamenavan pii 550 nm po dobu 60 s.
Reakéni smés byla tvofena 40 mM KPi (pH 7,0), Img/ml BSA, 10 uM redukovany

cytochrom ¢, 2,5 mM laurylmaltosid. Reakce byla odstartovana 15 pg mitochondrialni frakce.

4.5.8.7 Stanoveni specifické oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytické
aktivity F1Fo-ATPsyntazy (komplex V)

Specifickd ATP-hydrolytickd aktivita komplexu V (KV) byla stanovena jeho
oligomycin-sensitivni hydrolytickou aktivitou. Ta se méfi jako pokles absorbance pti 340 nm
dany mnozstvim vzniklé oxidované formy NAD".

30 pg mitochondridlni suspenze bylo inkubovdno 3 min v hypotonickém prostiedi
H,O. Po této dobé byla pfidana reakéni smés tvorena z 50 mM TRIS (pH 8,0), 5 mg/ml BSA,
5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 3 uM m-CI-CCP, 1 uM antimycin, 2 mM PEP, 2 mM ATP, 4 U
LDH, 4 U PK. Reakce byla iniciovana 0,2 mM NADH. Aktivita byla méfena po dobu 2
minut, poté¢ byl pfidan 3 uM oligomycin (inhibitor F;Fo-ATPsyntazy) a reakce byla métena
dalsi 2 min. Specificka aktivita FiFo-ATPsyntazy byla ziskdana odectenim inhibice od celkové
aktivity. (SloZeni reakce a koncentrace komponent byla pfevzata z protokolu Rustin et al.,
1994).

Vznik oxidovaného koenzymu NAD" je spfazen s hydrolyzou ATP katalyzovanou KV
v ATP — regenerujicim systému tii reakci:

1. ATP + H,0 — ADP +Pi 2. PEP + ADP Fi(r pyruvat + ATP

LDH
3. pyruvat + NADH* + H* — laktat + NAD*

4.5.8.8 Stanoveni specifické aktivity citratsyntazy

Specificka aktivita citratsyntazy byla stanovena méfenim rychlosti vzniku volného

koenzymu A. Nartst absorbance byl métfen pii 412 nm.
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Reak¢ni smés obsahovala 0,1 mM DTNB (Ellmanovo reagens), 0,5 mM AcCoA, 15 %
laurylmaltosid a 15 pg vzorku. V tomto sloZeni bylo 1 min méfeno pozadi, tedy bez piidavku
startovniho substratu — oxalacetatu. Po 1 min bylo pfidano 50 pl oxalacetatu a dals$i 1 min
sledovan vzrist absorbance pii 412 nm. Naméiené pozadi bylo odecteno od reakce

s oxalacetatem.

4.5.9 Sekvenovani genti MT-ATP6, MT-ATP8

Oblast mtDNA 7844 bp — 9527 bp (kédujici geny MT-ATP6, MT-ATPS) byla
amplifikovana pomoci PCR ve tfech vzajemné se piekryvajicich fragmentech pomoci
specifickych primert (tab. 4.4). Reakéni smés o objemu 25 pl se sklddala z 9,5 pl vody; 12,5
ul PPP Master Mix (Top-Bio); 2 ul (~ 0,4 pmol/ul) primerti (F+R); 50 ng DNA. PCR reakce
byla zahdjena poc¢atecni denaturaci pii 95°C po dobu 2 min. Nasledovalo 30 cykli pii 95° 30
s, 63°C 20 s a 72°C 40 s. Reakce byla ukoncena elongaci pii 72°C po dobu 7 min.

25 pl PCR produktti bylo rozdéleno horizontalni elektroforézou v 1,5% agardézovém
gelu piipraveném v 1x TBE pufru pii 18 — 28 V.ecm™. K uréeni molekulové hmotnosti byl
pouzit marker DNA Ladder 100 kb (Fermentas). Fragmenty byly vizualizovany pomoci
ethidium bromidu pod UV svétlem a vyiiznuty z gelu. PCR produkty byly extrahovany z gelu
kitem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up (Promega).

K sekvenovani PCR produkti byl vyuzit geneticky analyzator ABI PRISM 3100-
Avant vybaveny 4 kapildrami a kit Big Dye Termindtor v.3.1 Cycle Sequencing Kitu
(Applied Biosystems). Sekvenacni reakéni smés o objemu 20 pl obsahovala 2 pl smési (Big
Dye Terminator v.3.1), 3 ul 5x sekvenac¢niho pufru (BigDye Terminator v1.1 & v3.1 5X
Sequencing Buffer, Applied Biosystems), 20 ng templatu (PCR produktu) a 3,2 pmol (F nebo
R) primeru. PCR sekvenacni reakce zacinala pocatecni denaturaci pii 96°C po dobu 1 min;
poté ve 25 opakovanich probihalo - denaturace 96°C 10 s; pfipojeni primert 50°C 5 s;
prodluzovani 60°C 4 min. Sekvenacni reakce byla nasledné piecisténa etanolovou precipitaci
dle vyrobcem doporuceného postupu a pied vlastni sekvencni analyzou denaturovéana
pfidavkem 20ul Hi-Di Formamidu (Applied Biosystems) na reakci. PCR produkty byly
sekvenovany v obou smérech. K analyze elektroforeogramu byl vyuzit software ChromasLite
verze 2.01 (Technelysium). Sekvence byla porovnana sreferencni sekvenci NC 012920

(GeneBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).
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Tab. 4.4 Sekvence specifickych primeru

Primery Sekvence

mt16F 5’- ACAGACGAGGTCAACGATCC - 3’
mt16R 5 - TTTGGTGAGGGAGGTAGGTG - 3°
mt17F 5’- CAGTGAAATGCCCCAACTAAA -3’
mt17R 5 - CCAGGGCTATTGGTTGAATG - 3°
mt18F 5" - AATGCCCTAGCCCACTTCTT - 3°
mt18R 5’- GGCTAGGCTGGAGTGGTAAA - 3°
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace stanoveni oligomycin—-senzitivni ATP-
hydrolytické aktivity F;Fo-ATPsyntazy v izolovanych
mitochondriich z kultivovanych bunék

Ke stanoveni ATP-hydrolytické aktivity se postupovalo podle protokolu Rustin ef al.
(1994), ktery jsem optimalizovala pro méfeni na izolovanych mitochondrii z kultivovanych
bungk.

Pro linedrni prubéh reakce byla provedena optimalizace vstupniho mnozstvi
mitochondridlniho proteinu. Z bun¢k HEK?293 byly izolovany mitochondrie a znich byly
ptipraveny vzorky o koncentracich 8, 16, 32, 47, 63 pg/ul mitochondriélniho proteinu. ATP-
hydrolyticka aktivita byla méfena v dubletech (graf 5.1.). Jako nejvhodnéj$i mnozstvi pro
linedrni prabeh stanoveni oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytické aktivity komplexu V bylo
30 pg mitochondridlniho proteinu. Pro linearni pribéh reakce je nezbytné vSechny

komponenty reakce vytemperovat na 37°C.
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Graf 5.1. Zavislost stanoveni oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytické

aktivity komplexu V na vstupnim mnoZstvi mitochondriilniho proteinu.
Testovanim mnozstvi 8, 16, 32, 47, 63 pug mitochondridlniho proteinu bylo pro
linearni pribéh reakce nejvhodnéj$i mnozstvi 32 pg (pouzivané mnozstvi pro
dalsi studie bylo zaokrouhleno na 30 pg mitochondrialniho proteinu).

Zvolené vstupni mnozstvi mitochondridlniho proteinu z kultivovanych bunék bylo

testovano 1 pro stanoveni aktivit komplexti dychaciho fetézce. Experimenty ukézaly, ze
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optimalni mnoZstvi pro stanoveni specifickych aktivit u komplexu I a II je 15 pg

mitochondrialniho proteinu (graf 5.2.).
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M
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Mnozstvi mitochondrialniho proteinu (ug)

Aktivita
(nmol/min/mg proteinu))

Graf 5.2. Zavislost aktivit vybranych komplexii dychaciho fetézce na
vstupnim mnoZstvi mitochondridlniho proteinu. Optimalnim mnozstvi pro
stanoveni specifickych aktivit komplexti I a II prezentujici komplexy dychaciho
fetézce bylo 15 pg mitochondrialniho proteinu.

S cilem ovéfit reprodukovatelnost optimalizovaného postupu stanoveni oligomycin-
senzitivni ATP-hydrolytické aktivity F1Fo-ATPsyntazy, aktivity komplexii dychaciho fetézce
a kontrolniho enzymu citratsyntazy (CS) byly provedeny dvé nezavislé izolace mitochondrii z
bun¢k HEK?293. V izolovanych mitochondriich byly stanoveny nezavisle aktivity komplext
OXPHOS a CS. Nebyl zjistén vyznamny rozdil v aktivitich odpovidajicich komplext

OXPHOS a CS mezi jednotlivymi izolacemi (graf 5.3).
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Graf 5.3 Ovéfeni reprodukovatelnosti metody pro stanoveni aktivity
komplexii OXPHOS a kontrolniho enzymu CS vizolovanych
mitochondriich z bunék HEK293. Ve dvou nezavislych izolaci mitochondrii
A a B byly naméteny aktivity komplexit OXPHOS a CS, které se od sebe
vyrazn€ nelisily.
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5.2 Charakterizace fenotypu bunécnych linii HEK293 se stabilné
snizenou expresi genu TMEM70
5.2.1 Stanoveni oligomycin-senzitivnhi ATP-hydrolytické aktivity F,Fo-
ATPsyntazy

V izolovanych mitochondriich z bunéénych linii C, C2, E se stabilné down-
regulovanou expresi genu TMEM70 a kontrolni linie NS byla stanovena oligomycin-
senzitivni ATP-hydrolytickd aktivita komplexu V (graf 5.4). Zjisténad oligomycin-senzitivni
ATP-hydrolyticka aktivita byla vizolovanych mitochondriich z linie C 154
nmol/min/mgpyroeiny @ v mitochondriich z linie C2 dosahovala 86 nmol/min/mgproteiny, COZ
odpovida 46%, resp. 25% kontrolnich hodnot (tab. 5.1). SniZené¢ byly také poméry
oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytické aktivity k aktivit¢ komplexu II, respektive CS (graf
5.4). Vizolovanych mitochondriich zlinie E byla zjiSténa oligomycin-senzitivni ATP-
hydrolyticka aktivita srovnatelna s hodnotami v mitochondriich izolovanych z kontrolni linie

NS (tab.5.1).

Tab. 5.1 Aktivity komplexii II a V, citratsyntazy v izolovanych mitochondriich
z bunék HEK?293 se stabilné down-regulovanym genem TMEM70 (C, C2,E) a

kontrolni linie NS.

Bunééna linie Aktivita komplexti OXPHOS (nmol/min/mggroteinu)
Kil KV CS
C 186 154 808
C2 174 86 796
E 151 286 767
NS 124 333 580
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Graf 5.4 Oligomycin-senzitivni ATP-hydrolyticka aktivita F;Fo-
ATPsyntazy v izolovanych mitochondriich z linii C, C2, E a
kontrolni linie NS. 4 - U linie C byl zaznamenan pokles aktivity o
46% v porovnani s linii NS. U linie C2 byla snizena hydrolyticka
aktivita na 25% kontrolnich hodnot. V linii E aktivita dosahovala
86% kontrolnich hodnot. B, C — Poméry oligomycin-senzitivni ATP-
hydrolytické aktivity komplexu V k aktivitam komplexu II a
citratsyntazy.
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5.2.2 Stanoveni rovhovazného mnozstvi vybranych podjednotek FFo-
ATPsyntazy
20 pg mitochondridlniho proteinu z bunéénych linii C, C2, E a NS bylo separovéano
pomoci SDS-elektroforézy s naslednym Western blotem. Pomoci specifickych protilatek byly
sledovany zmény v rovnovazném mnoZzstvi podjednotek ATPsyntizy o, B, d, OSCP a
podjednotky Core2 komplexu III, na kterou bylo normalizovdno nanasené mnozstvi proteinu.
Jak je patrné z obr. 5.1, v izolovanych mitochondriich z linii C, C2 a E nebyly zjistény zmény

v rovnovazném mnozstvi sledovanych podjednotek v porovnani s kontrolou NS.

C C2 E NS

S S S e 2 fa

— — — beta

Obr. 5.1 Analyza mnozZstvi vybranych podjednotek F;Fo-
ATPsyntazy v mitochondriich z bunéénych linii C, C2, E a
kontroly NS. Solubilizované proteiny z mitochondridlni frakce
byly separovany na 12% polyakrylamidovém gelu SDS-
elektroforézou.  Nasledn¢  provedeny = Western  blot
s imunodetekci neodhalil snizené mnoZstvi vybranych
podjednotek. Podjednotka komplexu III Core2 je kontrolnim
proteinem.
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5.3 Biochemicka analyza bunéc¢nych linii kultivovanych kozZnich
fibroblasti od pacienti s podezienim na deficit F;Fo-
ATPsyntazy

Od 16 pacientl s podezienim na deficitni FiFo-ATPsyntazu byly kultivovany bunééné
linie fibroblastl. K dispozici byly 4 kontrolni bunécné linie koznich fibroblastii. Z bun¢k byla
izolovana mitochondrialni frakce, ve které byla stanovena enzymatickd aktivita komplexii

OXPHOS stanoveni rovnovnovazného mnozstvi jejich vybranych podjednotek.

5.3.1 Spektrofotometricka stanoveni enzymovych aktivit komplexu
OXPHOS

V izolovanych mitochondriich z20 linii koznich fibroblasti byla stanovena
oligomycin-senzitivni ATP-hydrolyticka aktivita FiFo-ATPsyntazy. Ve 4 kontrolnich liniich
fibroblastli byla stanovena aktivita 108 — 150 nmol/min/mgpyocin, kterd slouZila jako referen¢ni
rozmezi pro dals$i méteni. V 16 liniich fibroblastl od pacientii s podezienim nebo potvrzenym
deficitem FFo-ATPsyntazy se hodnoty pohybovaly od 37 nmol/min/mgywiny do 181
nmol/min/mgyoeiny (tab. 5.2). ZjiSténé hodnoty oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytické
aktivity F;Fo-ATPsyntazy umoznily rozdélit bunééné linie pacientti do tii skupin (graf 5.5).
Skupinu A tvofi 4 linie koznich fibroblast od pacientt (P1, P7, P8, P16) s diagnostikovanou
homozygotni mutaci ¢.317-2A>G v genu TMEM70. Jejich ATP-hydrolyticka aktivita
dosahovala hodnot 37 — 77 nmol/min/mgproteinu, €0Z odpovida v priméru 43% kontrolnich
hodnot. I poméry aktivit komplexu V ke komplexu II a citratsyntaze (CS) byly snizené o 80%
(graf 5.6). Pro dalsi experimenty slouzila skupina A jako pozitivni kontrola. Zbylych 12 linii
koznich fibroblasti od pacientli s divodnym podezienim na deficitni F;Fo-ATPsyntazu bylo
rozdéleno na dvé skupiny B a C. Hodnoty ATP-hydrolytické aktivity u skupiny B tvotené z 6
bunéénych linii (P2, P3, P4, P6, P9, P10) byly v rozmezi 56 — 94 nmol/min/mgprotcinu. Jedna se
o pokles hydrolytické aktivity na 43-76% kontrolnich hodnot. Poméry aktivit komplexu V ke
kontrolnim enzymim komplexu II a CS byly 43-115% (graf 5.7). U skupiny C tvofené také
z 6 bunécénych linii (P5, P11, P12, P13, P14, P15) nebylo pozorovdno sniZzeni ATP-
hydrolytické aktivity pod minimum stanoveného referen¢niho rozmezi (graf 5.8).

Aktivity komplexti dychaciho fetézce (kromé komplexu I, jehoz aktivita nebyla
z technickych ditvodi naméfena) byly stanoveny u vSech tii skupin A, B 1 C (tab. 5.2). Ve
skupiné A byly zjistény vyssi hodnoty aktivit (140-340%) vétSiny komplexti v porovnani
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s kontrolnimi liniemi (graf 5.6). Zatimco u skupin B 1 C se hodnoty aktivit komplexi

dychaciho fetézce pohybovaly v kontrolnim rozmezi (graf 5.7; 5.8).

Tab. 5.2 Aktivity komplexii OXPHOS v izolovanych mitochondriich z bunéénych linii

koznich fibroblasta

Bunééna Typ Aktivity enzymovych komplexi systému OXPHOS (nmol/min/mggroteinu)
linie skupiny Kil Klll K-l KIil-ll KIV KV CS
P1 A 69 126 224 62 124 77 264
P2 B 58 - - - 77 56 112
P3 B 67 113 241 56 73 80 134
P4 B 59 104 155 43 56 94 104
P5 C 48 65 117 42 37 110 119
P6 B 47 89 - 28 39 82 71
P7 A 71 152 287 96 110 38 156
P8 A 94 217 199 85 175 37 236
P9 B 61 - - - 57 94 66
P10 B 71 110 227 57 55 60 103
P11 C - - - - - 141 84
P12 C 60 119 170 46 54 117 127
P13 C 55 - - - 55 140 78
P14 C 72 117 187 50 118 181 140
P15 C 65 110 170 43 78 154 92
P16 A 61 174 - 59 163 67 271
K - 42 +17 |85 +9 | 145 +18 |42 +6 |52 +18 | 129 +21 | 104 + 20
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Graf 5.5 Oligomycin-senzitivni ATP-hydrolyticka aktivita F;Fo-
ATPsyntazy v izolovanych mitochondriich z 16 linii koZnich fibroblasti od
pacienti s podezirenim nebo potvrzenym deficitem F;Fo-ATPsyntazy. Na
zakladé zjisténych hodnot byl soubor rozdélen na skupinu A (P1, P7, P8, P16)
— s mutaci v genu TMEM70, skupinu B (P2, P3, P4, P6, P9, P10) — sniZzena
hydrolytickéa aktivita pod dolni hranici referen¢niho rozmezi, skupinu C (PS5,
P11, P12, P13, P14, P15) — hydrolytickd aktivita v rozmezi referencnich

hodnot.
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Graf 5.6 Aktivity komplexi OXPHOS a CS vizolovanych
mitochondriich ze 4 linii koZnich fibroblasti s mutaci ¢.317-2A>G
v genu TMEMY70 (skupina A). 4 - Vyrazné zvysené aktivity komplexti
dychaciho feté¢zce a CS se pohybovaly nad referenénim rozmezim,
zatimco oligomycin-senzitivni ATP-hydrolyticka aktivita komplexu
V dosahuje 43% kontroly. B, C - Poméry aktivit komplexu V ke
komplexu II a CS sniZzené o 80% v porovnani s kontrolou.

0,0
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Graf 5.7 Aktivity komplexi OXPHOS a CS vizolovanych
mitochondriich z 12 bunécnych linii koZnich fibroblastii se sniZenou
oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytickou aktivitou F{Fo-ATPsyntazy
(skupina B). 4 - Aktivity komplexi dychaciho fetézce a CS jsou
v referenénim rozmezi, ale ATP-hydrolyticka aktivita je sniZend na 45-76%
kontroly. B, C — Znazornéné poméry aktivit komplexu V ke KII a CS se
pohybuji mezi 43-115% kontrolnich hodnot.
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Graf 5.8 Aktivity komplexi OXPHOS a CS vizolovanych
mitochondriich z12 bunéénych linii koZnich fibroblasti
s nezménénou oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytickou aktivitou
FiFo-ATPsyntazy (skupina C). 4 — Aktivity komplext dychaciho
fetézce 1 hydrolytickd aktivita komplexu V, spolu se stanovenymi
poméry aktivit komplexu Vke KII a CS (B, C) byly vrozmezi
kontrolnich hodnot.
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5.3.2 Stanoveni rovhovazného mnozstvi komplexti OXPHOS a jejich
vybranych podjednotek v liniich koznich fibroblastll se snizenou
oligomycin-senzitivhi ATP-hydrolytickou aktivitou

SDS-elektroforézou bylo separovano 20 pg izolovanych mitochondrii z bunécnych
linii fibroblastl od pacientli skupiny A a B. Naslednym Western blotem a imunodetekci byly
studovany zmény v mnozstvi podjednotek a, B, d, OSCP komplexu V u skupiny A i B. Na
zaklad¢ zvySenych aktivit komplexti dychaciho fetézce a CS (>100% kontrolnich hodnot)
v izolovanych mitochondriich zbunécnych Ilinii skupiny A byla provedena analyza
rovnovazného mnozstvi podjednotek komplexti dychaciho fetézce.

U skupiny A bylo zjisténo vyrazné snizeni vSech studovanych podjednotek
ATPsyntazy dosahujici < 25% kontroly (obr. 5.2). Zatimco mnozstvi detekovanych
podjednotek SDHA a SDHB (komplexu II), Cox2 a Cox5a (komplexu IV) bylo mirné
zvySeno v porovnani s kontrolou (obr. 5.3). Mnozstvi podjednotky NDUFA9 (komplex I) a
Core2 (komplex III) bylo srovnatelné s kontrolou.

Ve skupin€ B nebyly zjistény zmény v rovnovazném mnozstvi vybranych podjednotek
Fi- a Fo-domény ATPsyntazy (obr. 5.4). Scilem zjistit pfipadné zmény v rovnovazném
mnozstvi nebo asemblaci komplexu FFo-ATPsyntazy byla provedena také nativni
elektroforéza (BN-PAGE) na digitoninem permeabilizovanych fibroblastech. Pomoci BN-
PAGE bylo separovano 20 pg proteinové mitochondridlni frakce. Pfi imunodetekci byl
holoenzym F;Fo-ATPsyntazy znaCen monoklonalni protilatkou proti podjednotce a (obr. 5.5).
Analyzou BN-PAGE nebylo prok4zano sniZzené mnozstvi komplexu V v buné¢nych liniich

fibroblastl pacientii skupiny B, ani nebyla pozorovéana ptitomnost asemblacnich intermediata.
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Obr. 5.2 Analyza rovnovazného mnozstvi vybranych podjednotek F;Fo-
ATPsyntazy u bunécénych linii skupiny A. Na 12% polyakrylamidovém gelu
bylo béhem SDS-elektroforézy separovano 20 pg mitochondralni proteinové
frakce. Western blot simunodetekci prokdzal sniZené mnoZstvi vSech
vybranych podjednotek na fadoveé >25% kontroly.

68



kontrola
25% 50% 100% P1 P7 P8 P16

T O c— — . ——— — NDUFA9 KI

C——— . WS WS W% SDHA
Kl

e — . A AR W SDHB

| E— SN S— — —  — Core 2 Kl

s —— — — > (UK

T S ———— COXx 2 KIV

e R . COx 5a

Porin
L e a— — C— C—

Obr. 5.3 Analyza rovnovazného mnoZzstvi vybranych podjednotek komplexi
dychaciho retézce u bunécnych linii skupiny A v izolovanych mitochondriich.
U podjednotek SDHA a SDHB komplexu II a Cox2 a Cox5a komplexu IV bylo
zjisténo zvysSené mnozstvi (>100% kontroly). U komplexti I a III mnozstvi
podjednotek odpovidd 100% kontrole normalizované na kontrolni protein vnégj$i
mitochondridlni membrany - porin.
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Obr. 5.4 Analyza rovnovazného mnoZstvi vybranych podjednotkek FFo-
ATPsyntazy u bunécénych linii skupiny B. 20 pg mitochondriadlniho proteinu
bylo separovdno pomoci SDS-elektroforézy s naslednym Western blotem a
imunodetekci.  Mnozstvi  studovanych  podjednotek bylo srovnatelné
s kontrolou.Vzorek P1 ze skupiny A byl pouZit jako pozitivni kontrola.
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Obr. 5.5 Analyza rovnovazného mnoZzstvi komplexu F;Fo-ATPsyntazy
pomoci BN-PAGE s naslednym Western blotem u bunécnych linii skupiny B.
20 pg proteinu z digitoninem permeabilizovanych fibroblasti bylo rozdéleno
v nativnim gradientu 6-15%. Na PVDF membran¢ byl holoenzym komplexu
V detekovan monoklonalni primarni protilatkou proti a-podjednotce. Nebylo
zjisténo sniZzené mnozstvi holoenzymu komplexu V, ani pfitomnost asemblacnich
intermediati. Vzorek P1 ze skupiny A byl pouzit jako pozitivni kontrola. Vzorek
P3 nebyl z diivodu nedostatku dalS$iho materialu analyzovan.
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5.4 Sekvenovani mitochondrialnich genu MT-ATP6, MT-ATP8

K sekvenacni analyze jedinych dvou genti FiFo-ATPsyntazy kddovanych mtDNA
MT-ATP6 a MT-ATPS byla vyuzita DNA izolovana ze svalové biopsie od pacienti P2,
P4, P9, P10.

V genech MT-ATP6 a MT-ATPS8 nebyla zjiSténa pfitomnost patogenni mutace a
byly identifikovany pouze znamé polymorfismy. V genu MT-ATP6 byly identifikovany
dva polymorfismy, z nichz 8860A>G byl ptfitomen u vSech sekvenovanych vzorkit DNA
od pacienti P2, P4, P9, P10 (tab. 5.3).

Tab. 5.3 Zjisténé polymorfismy u P2, P4, P9, P10 v genu MT-ATP6

Vzorek Nalezené polymorfismy
P2 8701A>G, 8860A>G
P4 8860A>G
P9 8860A>G

P10 8860A>G
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6 Diskuze

Cilem prace bylo charakterizovat mitochondridlni energeticky metabolismus
v bunéénych liniich C, C2 a E, které vykazuji stabiln¢ snizenou expresi genu TMEM70, a v
kultivovanych fibroblastech od 16 pacientli s deficitem nebo s podezienim na deficit F,Fo-
ATPsyntazy. Studovala jsem jak aktivity F;Fo-ATPsyntazy a ostatnich komplexi OXPHOS
tak 1 pfipadné zmény v rovnovazném mnozstvi vybranych podjednotek F;Fo-ATPsyntazy
separovanych SDS-elektroforézou, popft. analyzou stavu celého komplexu F Fo-ATPsyntazy

s vyuzitim nativni elektroforézy (Schagger a von Jagow 1991).

6.1 Optimalizace stanoveni oligomycin-senzitivni ATP-
hydrolytické aktivity F;Fo-ATPsyntazy v izolovanych
mitochondriich z kultivovanych bunék

Zpusob stanoveni oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytické aktivity F;Fo-ATPsyntazy
podle protokolu Rustin et al. (1994) jsem optimalizovala pro jeho vyuziti na izolovanych
mitochondriich z kultivovanych bun€k. Pro linedrni pribéh reakce bylo nutné zvolit vhodné
vstupni mnozstvi mitochondridlniho proteinu a dodrzovat zaddouci pracovni podminky
(temperovani komponent reakce na 37°C). Spolu se stanovenim vstupniho mnoZstvi
mitochondrialniho proteinu pro zméteni ATP-hydrolytické aktivity komplexu V (30 pg) bylo
zjisténo také jeho mnozstvi pro naméteni aktivit komplexd dychaciho fetézce a kontrolniho
enzymu citratsyntazy (CS), které bylo polovi¢ni — 15 pg. VSechna méteni enzymovych aktivit
komplexit OXPHOS (I, II, III, I-II1, II-III, IV, V) a CS byla provedena v dubletu a pro jejich
stanoveni bylo zapotiebi celkem 270 pg mitochondridlniho proteinu. Toto mnozstvi odpovida
Y4 kultivaéni lahve (75 cm?) bundk HEK293 nebo 11 kultivaénim lahvim (75 cm?) fibroblastiL.
Z hlediska pottebného materidlu a doby kultivace jde v ptipad¢ stanoveni enzymovych aktivit
u fibroblastil o ¢asové naroc¢nou piipravu. Optimalizovana stanoveni enzymovych aktivit byla
vyuzita k popisu biochemického profilu 3 bunéénych linii HEK293 (C, C2, E) se stabilng
snizenou expresi genu TMEM70 a bunéénych linii fibroblasti od 4 pacientd
s diagnostikovanym postizenim F;Fo-ATPsyntazy a 12 pacienti s podezienim na deficit
FFo-ATPsyntazy.

Zvoleny zptisob méteni ATP-hydrolytické aktivity podle Rustin et. al. (1994) podava

informaci o mife intaktnosti F;Fo-ATPsyntézy, jelikoz se pro odstinéni nespecifické aktivity
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pouziva oligomycin. Pfesny mechanismus, kterym podjednotka Fo-domény OSCP proptjcuje
sensitivitu k tomuto inhibitoru, neni znam. Ale oligomycin sehrava roli v inhibici protonové
translokace (Slater 1967). F;-doména je ATP-hydrolyticky aktivni ¢asti enzymu, pokud je
oddélena od Fo-domény, nachylnost k oligomycinu klesd. Oproti jinym inhibitoriim
(antibiotika auroventrin, efrapeptiny), které interaguji s a- a B-podjednotkami F;-domény a
mohou inhibovat hydrolytickou aktivitu F;-ATPazy odpfazenou od translokace protont
(Gledhill a Walker 2006), se oligomycin vaze pouze na intaktni enzym. Bunécné linie
studovanych kultivovanych bunék vykazovaly béhem méieni oligomycin-senzitivni ATP-
hydrolytické aktivity komplexu V pomérné vysokou citlivost na oligomycin, coZ poukazuje
na tu funkéni ¢ast populace FiFo-ATPsyntazy, kterd zlstava ve vnitini mitochondridlni

membrané intaktni.

6.2 Bunécne linie HEK293 se stabilné sniZzenou expresi genu
TMEM70

6.2.1 Charakterizace bunéénych linii stanovenim oligomycin-senzitivni
ATP-hydrolytické aktivity F{Fo-ATPsyntazy, enzymovych aktivit
komplexu dychaciho retézce a CS

U bunéénych liniich C, C2, E se stabiln¢ snizenou expresi genu TMEM?70 byla
naméfena snizend ATP-hydrolyticka aktivita komplexu V potvrzujici fenotyp bunék, ktery
souvisi se snizenou expresi genu TMEM?70, jehoz proteinovy produkt Tmem70p asistuje
béhem biogeneze ATPsyntdzy. Hodnoty u lini C2 a C dosahovaly 25%, resp. 46%
hodnot kontrolni linie NS. U linie E nebylo sniZzeni ATP-hydrolytické aktivity tak vyrazné,
dosahovalo tirovné 86% kontrolnich hodnot. Enzymové aktivity komplexti dychaciho fetézce
byly srovnatelné s kontrolou NS. V ptipad¢ komplexu I a CS se jednalo o navyseni aktivit na

120-150% kontrolnich hodnot.

6.2.2 Charakterizace bunéénych linii na proteinové urovni

Z jiz dtive provedenych analyz u bunéénych linii C, C2, E byla zjiSténa sniZena
hladina transkripti genu TMEM?70 u linie C na 60%, u linie C2 na 70% a u linie E na 45% v
porovnani s kontrolni linii NS. V izolovanych mitochondriich z téchto bun¢k nebylo pomoci
BN-PAGE zjisténo vyrazn¢ snizené mnozstvi komplexu F|Fo-ATPsyntazy. Bohuzel z davodu

absence dostatecné specifické protilatky pro detekci proteinu Tmem70 nebylo mozné stanovit
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hladinu tohoto proteinu v uvedenych bunéénych liniich. Z namétenych dat ATP-hydrolytické
aktivity v liniich C, C2, E by se dalo oc¢ekavat, Ze zjiSt€na snizena aktivita komplexu V bude
korespondovat s poklesem v mnozstvi podjednotek F,Fo-ATPsyntazy separovanych SDS-
elektroforézou a pozorovatelnym snizenim komplexu na nativni elektroforéze z davodu
down-regulované exprese genu TMEM7(0. Vysledna data z Western blotu tato ocekavani
nepotvrdila. Nepfitomnost vyraznych zmén v rovnovazném mnozstvi podjednotek FFo-
ATPsyntazy a samotného komplexu mize byt vysvétlena tim, ze i kdyz snizené tak stale
dostateCné mnozstvi transkriptu pokryje potiebnou produkci proteinu Tmem70 pro
dostatecnou biogenezi komplexu V. Jind skutecnost byla popsédna u bunék HEK293, kde byl
down-regulovan jaderny strukturni gen F,Fo-ATPsyntdzy ATP5E kodujici podjednotku &
(hladina transkriptu byla u 3 transfekovanych linii HEK293 snizena na 16%, 47% a 29%)
(Havlickova et al. 2010). Funkce podjednotky & neni zcela jasnd, ale ma roli nejen jako
strukturni komponenta centralni stopky, je dulezitd také v biogenezi F;Fo-ATPsyntazy.
Fenotyp bunék se sniZzenou expresi genu ATPSE se shodoval s vySe popsanymi bunénymi
liniemi C, C2, E pouze v poklesu oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytické aktivity F,Fo-
ATPsyntazy (54-64%, respektive 25-86%). Hodnoty v zdvislosti na inhibici oligomycinem
naznacuji snizené zastoupeni intaktniho komplexu F;Fo-ATPsyntazy u obou typt bunék. Ale
pouze u bun€k s down-regulovanym genem A7P5E bylo analyzované mnozstvi vybranych
podjednotek a holoenzymu FFo-ATPsyntazy snizené, navic s nové pozorovanou akumulaci
agregatli z c-podjednotek (Havlickova et al. 2010). Snizend oligomycin-senzitivni ATP-
hydrolyticka aktivita bez poklesu mnozstvi podjednotek komplexu V u bunéénych linii se
stabiln¢ snizenou expresi genu TMEM70 naznauje, ze mirny deficit proteinu Tmem?70
pravdépodobné muze destabilizovat enzymovy komplex, ale nevede k vyrazné poruse

biogeneze F1Fo-ATPsyntazy.

6.3 Bunécné linie koznich fibroblasti od pacientu s deficitem
F;Fo-ATPsyntazy

6.3.1 Charakterizace bunéénych linii stanovenim oligomycin-senzitivni
ATP-hydrolytické aktivity F{Fo-ATPsyntazy, enzymovych aktivit
komplext dychaciho retézce a CS
Stanovenim ATP-hydrolytické aktivity komplexu V v izolovanych mitochondriich z

16 linii kultivovanych fibroblastii od pacienti byl soubor rozdélen do 3 skupin. 4 bunécné

linie koznich fibroblastli od pacientl s potvrzenym deficitem F;Fo-ATPsyntazy zptisobenym
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homozygotni mutaci ¢.317-2A>G v genu TMEM?70, kterd byla u vSech 4 pacientl letalni
(skupina A). Nefunkénost komplexu V zpusobila ve velké mife poskozeni svalovych bunék
vedouci k zavazné hypertrofické kardiomyopatii, poklesu svalového tonu u kosterniho
svalstva (Honzik ef al. 2010). Namétené ATP-hydrolytické aktivity komplexu V dosahovaly
nizkych hodnot v priiméru 43% kontrolnich vzorkd. Skupinu B tvoii bunééné linie koznich
fibroblasti od 6 pacientti s divodnym podezienim na deficienci F;Fo-ATPsyntazy. Jak
dokladad tab. 6.1, klinickd manifestace je u téchto pacienti zdvaznd a heterogenita
v organovém poskozeni je typickd pro mitochondridlni onemocnéni. Ze stanovenych hodnot
ATP-hydrolytické aktivity komplexu V lze pozorovat pokles pohybujici se v rozmezi 43-76%
kontrolnich hodnot.

U zbyvajicich 6 linii kultivovanych fibroblasti nebyly namétfeny snizené hodnoty
ATP-hydrolytické aktivity komplexu V a proto nebyly predmétem dalSich studii (skupina C).
Tim se vSak nevylucuje jejich ptipadny defekt v F;Fo-ATPsyntaze, ktery se nemusi

projevovat poSkozenim této katalytické funkce enzymu.

Tab. 6.1 Klinické priznaky pacientii se sniZenou oligomycin-senzitivni ATP-
hydrolytickou aktivitou F1Fo-ATPsyntazy v izolovanych mitochondriich z koZnich

fibroblasti (skupina B)

Pacient |Vék Klinicka manifestace

od 12 mésicu neuropatie, neprospivani, porucha rastu, mikrocefalie,
P2 11let |svalova hypotonie, od 7 let rozvoj CPEOQO, ptézy a strabismu

od novorozeneckého véku centralni hypotonicky syndrom,
kvadruspasticita, psychomotoricka retardace, epilepsie, neprospivani,
dysgeneze corpus callosum, kraniofacialni dysmorfie, mirna laktatova

P3 6 let acidéza
10 mésicu | od novorozeneckého véku hypotonie, epilepsie, porucha zraku a
P4 (exitus) |sluchu, mikrocefalie, mozkova atrofie, dystrofizace, laktatova acidéza

od norozeneckého véku kvadruspasticita, ataky dystonie,
farmakorezistentni epilepsie, mikrocefalie, zastava
psychomotorického vyvoje, kongenitalni ichtybza, mirna laktatova
P6 4 roky |acid6za

od novorozeneckého véku hypotonie, dystonie, zastava vyvoje, Leigh
P9 6 let syndrom od 4 mésicl, iktu podobné pfihody, laktatova acidéza

od novorozeneckého véku hypotonie, téZka psychomotoricka
retardace se zastavou vyvoje, MRI v 6 letech bez patologického

P10 11 let nalezu

Enzymové aktivity komplexii dychaciho fetézce a citratsyntdzy naméfené na
mitochondriich izolovanych z linii fibroblastii skupiny B 1 C vykazovaly nesnizené¢ hodnoty
pohybujici se v kontrolnim rozmezi. U mitochondrii izolovanych z linii fibroblast skupiny A

byly naméfené hodnoty aktivit komplexi dychaciho fetézce 1 citratsyntdzy nadlimitni,
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dosahujici 140-340% kontrolnich hodnot. Stejny trend vykazovaly bun&né linie (C, C2, E) se
stabiln¢ snizenou expresi genu TMEM?70 v ramci komplexu II a citratsyntdzy. Spolecnym
rysem téchto bunécnych linii je tplny (fibroblasty skupiny A) nebo ¢aste¢ny (linie C, C2, E)
deficit genu TMEM70. U TMEM70-deficientnich pacienti kolabuje biogeneze FFo-
ATPsyntazy, ve vnitini mitochondridlni membrané chybi dostatecné mnozstvi sloZené¢ho
enzymového komplexu, ktery by fosforyloval ADP na ukor spotfeby protont
z intermembranového prostoru. Odpovédi na nedostateénost FiFo-ATPsyntazy se zda byt
hyperfunk¢ni nasazeni komplexti dychaciho fetézce. Tento efekt spise Skodi, nez-li by dopad
defektu zmirnoval. JelikoZ protonmotivni sila v intermembranovém prostoru neklesd a
naristajici mitochondridlni membranovy potencial miize spustit tvorbu volnych kyslikovych

intermediati (ROS) (Housték et al. 2004).

6.3.2 Charakterizace bunéénych linii na proteinové urovni

Izolovany defekt FFo-ATPsyntdzy diagnostikovany u pacientd ze svalové biopsie
byl potvrzen také u fibroblasti s nizkou ATP-hydrolytickou aktivitou (skupiny A). Hodnoty
aktivit komplexu V korelovaly se snizenym mnozstvim holoenzymu na nativni elektroforéze.
Coz je vsouladu se studiemi jinych mutovanych jadernych gent kodujici biogenetické
faktory komplextt OXPHOS, v ptipad¢ F,Fo-ATPsyntazy jde o publikovanou mutaci v genu
ATPAF2 (De Meirleir et al. 2004). Snizené mnoZstvi podjednotek a, B, d a OSCP spolu se
snizenym mnozstvim holoenzymu FFo-ATPsyntazy ilustruje dilezitost proteinu Tmem?70
pro biogenezi tohoto komplexu. Stejné patrny pokles v mnozstvi podjednotek byl také
analyzovan v ptfipad¢ mutovaného genu ATPAF2 (De Meirleir et al. 2004) kodujici F-
specificky biogeneticky faktor Atpaf2 a ATPSE koédujici podjednotku & (Mayr et al. 2010).
Pozorovany trend nardstu enzymovych aktivit u komplexti dychaciho fetézce byl potvrzen
v bunéénych liniich koznich fibroblasti (skupina A) i na proteinové urovni u podjednotek
SDHA a SDHB komplexu II a podjednotek Cox2 a Cox5a komplexu IV, jejichz mnozstvi
dosahovalo 100-200% kontrolniho vzorku. Tato snaha o kompenzaci defektu F;Fo-
ATPsyntazy zptisobeného mutaci v jaderném genu TMEM70 byla popsana i v piipadé
missense mutace jaderného strukturniho genu FiFo-ATPsyntazy ATPSE. Nartist v mnozstvi se
tykal vybranych podjednotek vSech komplexti dychaciho fetézce, ale hodnoty enzymovych
aktivit komplexti dychaciho fetézce a CS se pohybovaly v rozmezi kontrolnich hodnot (Mayr
et al. 2010). Stejn€ tomu bylo i u naméfenych enzymovych aktivit ve svalovych butnikach u

pacienta s mutovanym genem ATPAF2 (De Meirleir et al. 2004). Vyrazné vysoké hodnoty
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aktivit spolu se zvySenym mnozstvim nékterych podjednotek komplext dychaciho fetézce se
zdaji byt unikatni pro bunécné linie s mutaci v genu TMEM70).

Pokles ATP-hydrolytické aktivity komplexu V zaznamenany v izolovanych
mitochondriich z bunéénych linii koznich fibroblastl (skupina B) nebyl doprovazen snizenym
mnozstvim vybranych podjednotek F Fo-ATPsyntdzy ani nizkym obsahem holoenzymu a
ptitomnosti asemblacnich intermedidtl na nativni elektroforéze. Sekvenovanim strukturnich
mitochondrialnich genit MT-ATP6 a MT-ATPS8 ve vzorcich dostupné DNA od pacienti ze
skupiny B nebyla nalezena patogenni mutace. Pro doposud znamé mutace v genu MT-ATP6 je
typickd ptitomnost Fi-asembla¢nich intermediati z divodu poskozené a-podjednotky a tim
negativné ovlivnéné biogeneze F Fo-ATPsyntazy (Housték et al. 1995). Biochemickym
projevem mutace v genu MT-ATPS je typicky nizkd sensitivita k oligomycinu, ktera koreluje
se snizenym obsahem holoenzymu doprovazeny navySenym mnozstvim asembla¢nich
intermediati (Jonckheere et al. 2008). Pro zjiSténi pfiiny nizké hydrolytické aktivity F,Fo-
ATPsyntazy u koznich fibroblastl (skupina B) by bylo proto vhodné provést mutacni analyzu
jadern¢ kodovanych gent pro strukturni podjednotky F;Fo-ATPsyntazy.
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7 Shrnuti

Byla optimalizovana spektrofotometrickd metoda pro stanoveni oligomycin-senzitivni
ATP-hydrolytické aktivity enzymu F;Fo-ATPsyntazy v mitochondridlni frakci
izolované z kultivovanych bunék.

Optimalizace byla provedena i u spektrofotometrickych méfeni aktivit komplext
dychaciho fetézce a kontrolniho enzymu citratsyntazy (CS).

Pro stanoveni enzymovych aktivit komplext (I, II, III, I-IIL, II-III, IV, V) a CS bylo
spotiebovano 270 pg mitochondridlniho proteinu. Toto mnozstvi odpovida Ya
kultivagni lahve (75 cm?) HEK293 bunék, ale piiblizng 11 kultivaénim lahvim (75
cm?) fibroblast.

U bunéénych linii HEK293 (C, C2, E) se stabiln€ snizenou expresi genu TMEM70
byla nalezena sniZena ATP-hydrolyticka aktivita komplexu V. Aktivity komplext
dychaciho fetézce a CS se pohybovaly v kontrolnim rozmezi. V pfipadé komplexu II a
CS byly hodnoty mezi 120-150% kontrolni linie NS. Nebylo zjisténo
snizené mnozstvi vybranych podjednotek FFo-ATPsyntazy. I pfes snizené mnozstvi
transkriptt genu TMEM70 je pravdépodobné produkovdno dostatek proteinu
Tmem?70.

16 clenny soubor kultivovanych fibroblasti od pacientd byl podle namétené
oligomycin-senzitivni ATP-hydrolytické aktivity rozdélen na 3 skupiny. 4 bunécné
linie od TMEM70-deficientnich pacientii (sk.A) a 6 bunécnych linii od pacientl
s podezienim na deficit F{Fo-ATPsyntazy (sk.B) vykazovaly vyrazné snizené hodnoty
pod spodni hranici kontrolniho rozmezi. ATP-hydrolytickd aktivita u 6 bunécnych
linii od pacientl s podezienim na defekt FFo-ATPsyntazy (sk.C) se pohybovala
v referen¢nim rozmezi, proto nebyly pfedmétem dalSiho studia. Enzymové aktivity
stanovené u komplexii dychaciho fetézce vSech bunécnych linii koznich fibroblast
byly srovnatelné s kontrolnimi hodnotami. V liniich fibroblasti skupiny A byly
pozorovany zvySené aktivity komplext dychaciho fetézce a CS nad maximem
referencnich hodnot. Nartst se potvrdil i na proteinové urovni u vybranych
podjednotek komplexti dychaciho fetézce.

U linii fibroblast skupiny A bylo pozorovano vyrazné sniZzeni hladin podjednotek (o,
B, d, OSCP) FFo-ATPsyntazy, mnoZzstvi holoenzymu na BN-PAGE bylo nepatrné ve
srovnani s kontrolou. U linii fibroblasti skupiny B nebyl proteinovou analyzou
potvrzen pokles v rovnovazném mnozstvi vybranych podjednotek ani samotného

komplexu FFo-ATPsyntazy.

79



e Sekvenacni analyza mitochondridlnich gentt MT-ATP6 a MT-ATPS v dostupné DNA
od pacienti se snizenou ATP-hydrolytickou aktivitou v liniich kultivovanych

fibroblasti (skupina B) nebyla nalezena patogenni mutace.
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oveni aktivit komplexiit OXPHOS v izolovar
mitochondriich z kultivovanych bunék

Markéta Tesafova, Hana Hansikova, Jifi Zeman

Uvod:

F1/Fo-ATPsyntaza (komplex V, A aza) je patym j v systému
oxidativni fosforylace (OXPHOS), ktery j )e i ¥ na vnitini memlarﬁne K syntéze az
95% bunééného ATP z ADP a Pi, ATPsyntdza vyuiva p y gradient vy

Vysledky:
Pro stanoveni meznich hodnot aktivit systému OXPHOS a citrdtsyntazy byly provedeny dvé nezavislé izolace
mitochondrii z kontralnich HEK293 bunék. U izolace A bylo npﬂmalimvénu vstupni mnozstvi mitochondrialniho

dychaciho fetézce. ATPsyntiza se skiada z 16 riznych podjednotek, z nichz u;s ]snu kédované
mitochondrialni DNA (mtDNA). Deficit ATPsyntazy zpiisobeny jak mutacemi v genech miDNA, tak i v
Jjadernych hk i faktory nezbytné p vede k

tkané s vysokou (srdce, mozek, sval).

ﬂkllvl UXPHGS

patfi mezi zakladni analyzy

Komplex|, Il a V byly zméfany v dubletech pfi péti niznych mnozstvi mitachondrialniho proteinu
s pocateni koncentraci 7,89 pg/ul (obr.3).Pro stanoveni hydrolyticke aktivity ATPizy je optimalni mnozstvi
mitochondridlniho pmteinu 30 pg. Pro aktivit tézce je poloviéni
mnozstvi, tj.15ug. V bo Imbal:lwly y aktivity véech OXPHOS

Nebyly nalezeny rozdily v z riznych izolaci (obr.d). Zjisténa vsmpm
mnozstvi mitochondridiniho proteinu hyia zita pro stanoveni aktivit komplexih OXPHOS a CS v izolovanych

deficitem ji

zbunék NS, C, C2, E (obr.5). U linie C2 byla zjiiténa snizena hydrolytické aktivita ATPsyntazy na 41%
hodnot naméfenych v kontrolnilinii NS (obr.6).

nebo jeji Immhmacn Zl:kﬂn:vysludky pak umoziiuji Iépe navrhnout dalsi diagnostické postupy. Aktivity
komplexd OXPHDS jsou y v raznych vzorcich (sval, srdce, jélraj nebo v
k yuivaji
celé nebo permeabilizované buiiky. Nicmena aktivit OXPHOS v i ¥
metod a rozifuj maznych analyz
stanoveni aktivity ATPsynlazy.
Cilem prace je Sp aktivit OXPHOS a kontrolniho
enzymu yntazy (CS) v iich ych z lidskych bunék a stanovit
P pehp

aH 4 2H

4 A s

’ i Cytochrome ¢ | |

i

ADP +P ATP
Obr.1 Schématické znazornéni komplex(i OXPHOS ve vnitfni mitochondrialni membrana.

Material aMetody:

Mitochondrie byly izolovany z: 1) bunék HEK293; 2) 3 bunéénych linii HEK293 (C, C2, E), ve kterych byla
pomoci shRNA stabilné down-regulovana exprese genu TMEM70, kédujiciho faktor biogeneze ATPsyntazy
(1); 3) kontrolnilinie HEK293 (NS) stabiln& exprimujici kontrolni shRNA.

Kultivované bufiky byly sklizeny trypsinizaci a dvakrat promyté PBS. Sklizené buriky byly resuspendovany v
STE mzlnku (250 mM sal:hamza, 1l'l mM Tris-HCI (pH 7, 4), 1mM EDTA, 1% protease inhibitor coctail; Sigma) a
(1mi). Pro separaci jader a nemzbltych bunék
byl homogenat oenlr"uguvén pfi 4°C na 600 g po dobu 15 min. Vznikly supernatant byl v gistych
mikrozkumavkach centrifugovan pfi 4°C a 10,000 g daldich 25 min. Vznikld peleta tvofena mitochondriemi
byla resuspendovana ve 100 ul STE roztoku a znovu centrifugovana (4°C, 10,000 g, 25 min). Supernatant byl

pelety byly y v 50 pl roztoku STE a skladovany pHi -70°C. Koncentrace
proteinu byl
Jednotlivé aktwny systému OXPHOS (I, I, W, I, IHN, IV, V) a citritsyntazy hyly namirany
na pristroji UV-260 pfi 37°C podle
(ATPsyntaza) byla Jeho oligomy aktivita, 30 pg mllbchnndriéln[
bylo 3 minuty i v i i . Po této dobé byla pridana reakéni smés

tvofena z 50mM TRIS, pH 80, Smgimi , SmM MgCl, 10mM KCI, 3uM karbonyl kyanid m-
:hlurnphunylhydﬂmn (m-CI-CCP), 1uM antimycin, 2mM fosfoenolpyruvat (PEP), 2mM ATP, 4U
(PK). Reakce byla iniciovana 0,2mM NADH. Aktivita se mafi
Jako Gbytek ahsurbam:e pFi 340nm daného mnozstvim vzniklé oxidované formy NAD'(obr.2). Aktivita byla
stanovovana po dobu 2 minut, poté byla reakce inhibovdna pFidavkem 3pM oligomycinu. Skuteéna aktivita

PK
1. ATP + H,0 — ADP +Pi 2. PEP + ADP — pyruvat + ATP

LDH
3. pyruvat + NADH* + H* — laktat + NAD*
Obr.2 ATP-regenerujici systém ve
spfaZeni s laktatdehydrogenazou
(LDH) a pyruvétkinazou (PK)

Zévér:

aktivit systému OXPHOS a citratsyntazy jako kontrolniho
onzymu jo ilnd 270 . Toto mno3stvi odpovida 4 kultivaénim

g
lahvim (75 l:mj bunék HEK293 nebo 16 kultivaénim lahvim hozm::h fibroblasti. | pfes zvysené pozadavky

na mnoZstvi kultivovanych bunék je vyuZiti pro spektr analyzu
systému OXPHOS vhodné a zvysuje citlivest poutitych metod.
Optimalizované postupy byly vyuzity pro analyzu aktivit OXPHOS v

linii s d ym genem TMEM70, jehoZ proteinovy produkt je dilezity

v biogenezi FUFu-ATPsynlézy U bun&&né linie C2 byla p snizen

hydrolytickd aktivita ATPsyntdzy aZ na 41% hodnoty zjiSténé u negativni komroly Tento poznatek

podstoupi dalsi studie. Mimo to bude vyse popsana metodika

kultivevanych fibrob! d téméF 20 pacienti s podezfenim na deficit komplexu V. Zjisténa data buduu
nasledné vyuZita k zacileni dalSich molekulérné-biologickych analyz.

Obr.6 Poméry aktivit komplexu V ke komplexu Il (A) a k CS (B).
hydrolytické aktivityazna41%hodnotkontroinibunéénélinie NS
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Deficit F,F,-ATP syntazy ve fibroblastech
u 6 pacientu

Sabina Suldovska, Markéta Tesafova, Hana Kratochvilova, ,\\\‘b
Tomas Honzik, Hana Hansikova, Jifi Zeman N

Klinika détského a dorostového Iékarstvi 1. LF UK a VFN v Praze PRAHA

itochondrigini F,F -ATPsyntaza (komplex 200
V, ATPaza), posledni komplex systému

oxidativni fosforylace, zajistuje produkci
vice nez 90% buné&éneho ATP. Komplex FF.-
ATPsyntazy je lokalizovan na wnitfni mitochon-
dridlni mebrané a sklada se z 16 riiznych pod-
jednotek, z nichz 2 jsou kédované mitochondridini
DNA (mDNA). Deficit F F_-ATPsyntazy vede k
rozvoji zavaznych onemocnéni s nastupem v
casnem novorozenckem véku a s nepfiznivou
prognézou,

iagnostika deficitu mitochondrialni ATPazy

se sklada z analjzy jejiho mnozstvi

pomoci nativni elektroforézy (BEN-PAGE) a
stanovenim jeji hydrolytické aktivity v izolovanych
mitochondriich, Z divodu omezeného mnozstvi
biologického materialu ziskaného pfi biopsii tkani
byla v minulém roce zavedena analyza aktivity
F F.-ATPsyntazy v mitochondriich izolovanych z
kultivavanych fibroblasti.

Cllem prace bylo stanovit aktivitu mitochondriaini F F,-ATPsyntazy a mnozstvi jejich podjednotek v

Obrédzek

Mitochondrial

ATP hydrolyticka aktivita (nmol/min/mg proteinu)

mitochondriich izolovanych z kultivovanych fibroblasti od pacientt s podezfenim na deficit F,F-ATP
syntazy.

Maleriélem CEINEL W TN N AT R W LT TN RIS  Obrazek 2: Aktivity mitochondrialni F,F.-ATP syntazy v mitochondriich izolovanych z fibroblasti. Cerné

K P P2 P3 P4 P5 P P7T PE P3 PI0 PH P12 P13 P14 PI5 P16

pacienti s mutaci v genu TMEM70, které slouzily jako pozitivni kontrola, a 12 linif od pacientd, u [ g R E Tl I L BT R Rl LI TR T Pt AT S E R T N TR

kterych bylo na zakladé BN-PAGE vysloveno podezieni na deficit F.F -ATPsyntazy. Od kazdé linie P6, P9, P10) - pacienti se sniZenou aktivitou pod referenéni rozmezi, svétle Sedé sloupce - pacienti s
bylo pfipraveno 16 kultivagnich lahvi fibroblasta, kieré byly pouzity k izolaci mitochondrii. aktivitou v referenénim rozmezi.
etody: Fibroblasty byly kultivovany v médiu Quantum 333 For Fibroblasts (PAA) pfi 37°C v 5% 50 — |
atmosféfe CO,. PodosaZeni kenfluence 90% byly bufiky sklizeny trypsinizaci a 2x promyté roztokem us A E ; B
PBS. Sklizené buriky byly resuspendovény vroztoku STE (250 mM sacharéza, 10 mM Tris-HCI (pH P E, -
7.4), TmM EDTA, 1% protease inhibitor coctail; Sigma) a homogenizovany sklenénym homogenizétorem 2
(1ml). Bun&&na jadra a nerazbité buriky byly odstranény centrifugaci homogenatu pfi 4°C na 800g po dobu 15 i £
min. Supernatant byl v istych mikrozkumavkach centrifugovan pfi 4°C a 10,0009 dalich 25 min. Vznikla b i
peleta mitochondrii byla resuspendovana ve 100 pl STE roztoku a znovu centrifugovéna (4°C, 10,000 g, 25 s ‘é 25
min}. Supernatant byl odstranén, pelety byly resuspendovany v 50 pl erstvého roztoku STE a skladovany pfi 20 T
-70°C. Koncentrace mitochondriaintho proteinu byla stanovena Lowryho metodou (1). Aktivita kemplexu [1 a " R
citratsyntézy byla stanovena spekirofotometricky na pfistroji Shimadzu UV-260 pfi 37°C podie standardnich 3 = t "
protokold (2). Oligomycin senzitivni ATP hydrolytickd aktivita F,F_-ATPsyntazy byla stanovena stanovena s B 0
spektrofotometricky die nésledujiciha protokolu: 30 pg mitochondrialni suspenze byl inkubovano 3 minuty v : 3
hypotonickém prostfedi H.0. Nésledng byla pridéna reakéni smés o slaZeni 50mM TRIS, pH 8,0, Smg/ml e - o - = e e e e
BSA, 5mM MgCl, 10mM KCI, 3uM karbonyl kyanid m-2-chlorophenylhydrazon (m-CI-CCP), 1uM antimycin, - 1
2mM fosfoenalpyruvat (PEP), Zm ATP, 4U laktatdehydrogenazy (LDH) a 4U pyruvétkinazy (PK). Reakce 1 7 5" =
byla iniciovana po pfidani 0,2mM NADH. Hydrolyza ATP odpovida poklesu absorbance pfi 340nm danéha " F ®
mnoZstvim vzniklé oxidované formy NAD'. 1" B
PK . LDH ) » 2 12
ATP + HyO0—=ADP + P, PEP + ADP —s pyruvit + ATP pyruvat + NADH* + H* — laktat + NAD® y H .
"0 B
Po 2 minutéch byla reakce inhibovana inhibovéna pfidavkem 3uM oligomycinu. ATP hydralyticka aktivita 5 § e
F,F.-ATPsyntazy odpavida rozdilu celkové aktivity ATP hydrolyzy a inhibice oligomycinem. Mnozstvi : A
podjednotek komplexu F.F,-ATPsyntazy bylo stancveno pomoci Western blotu: 20 pg mitochondriainich o g :
proteinl bylo separovano pomoci elekiroforézy v 10% SDS-PAGE. Proteiny byly nasledné pfeneseny na i g .
PVDF membranu, kde byly detekovany pomoci monoklonalnich protilatek proti jednotlivym podjednotkam 02 . - . f
(Mitosciences). 500 FRTRE —

sniZena hydrolylicka aktivita {40% konlrol, obrazek 2) a sniZen byl | pomér jeji aklivity k aklivité el s = g Bl A N gV O N T R 1V S . o ESP TE ART TTT T O W L

Vys\edky: V izolovanych mitochondriich ze 4 linil s mutaci v TMEMT70 (P1, P7, P8, P16) byla zjisléna
e e e Lt T R ek R T e P T O IR TS LR YL [ontroiniho enzymu citratsytazy (C,D) ve skuping pacientd s mutaci v TMEM70 (A,C) a skupiné pacientd se

fibroblastt od pacient s podezfenim na deficit ATPazy byla zjisléna sniZena jeji hydrolylicka aklivita v 8 snizenou ATP hydrolytickou aktivitou (B,D)
liniich (P2, P3, P4, PG, P9, P10; 45%-76% kontrol, obrazek 2). Pomér akfivity F\F -ATPsyniazy k aktivité
komplexu Il a citrdtsyntazy byl v téchto liniich 43% - 115% kontrolnich hodnot (obrézek 3B, 3D). Pomoci SDS- wér: WV souboru 12 bunéénych liniich
PAGE s Western blotem b‘ylo_studuvénomnoﬂlvid podjednotek ‘F‘FD—ATIT-'synlézyvmilochundr\ichzlinile kontrola oo by b3 p4 P PO PID Kk Z kultivovanyeh fibroblasti od pacientd s
P3,P4, P6, P9, P10. MnoZstvi podjenotek alfa, beta, d a OSCP v téchto linich bylo srovnatelné s kontrolami. 25% 50% 100% podezfenim na deficit mitochondriaini
Tabulka 1: Piehled ki i pi ientd i i - - —— - -t Fy-alfa F F.-ATPsyntazy jsme u 6 z nich prokdzali
sniZzenou ATP hydrolytickou aktivitu. Zmény v
Paclent Vék  Kiinicka manifestace —— —————— | o mnoZstvi 4 vybranych podjednatek komplexu
P2 11let |od 12 mésich neuropatie, neprospivani, porucha ristu, mikrocefalie, svalova F F-ATPsyntazy jsme v téchto liniich véak
hypotonie. od 7 let rozvoj CPEQ, ptozy a strabismu neprokazali. V soucasné dobé probihaji
P3 Glet | od novorozeneckého véku centralni hypotaniocky syndram, kvadruspasticita, — . | [o-0SCP molekulamé genetické analjzy ke objasnéni
psychomotoricka retardace, epilepsie, ivani, dysgeneze corpus pfigin enzymatickéha deficitu.
2 S - SR Fod Literatura:
P4 1. Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall
(exitus) | mikiocefalie, mozkové atiofie, dystrofizace. laktatova acidoza RJ. Protein measurement with the Folin phenol
3 4roky |od novorozeneckeha veku kvadiuspasticita, ataky dystonie, farmakorezistentil B ————— feagent JEvo ClmaV 194 1BSIBTTE.
epilepsie, rrf:krgcela!we. zastgva psychomnotorickeho wyvole, kongenitalni Rétig A, Sa‘uduhmy JM: Munngmh A, Bidchemical
ichtyoza, mirna laktatova acidoza malecular investigation in respiratory chain
P9 6 let od noverozeneckého véku hypotonle, dystonie, zastava vivoje, Leigh syndrom Obrszek 4: Analyza mnozstvi vybranych podjednotek F,F - deficiencies. Clin ChimActa 1994 228:35-51
od 4 mésicl, iktu podobné prihody, laktatova acidéza ATPsyntazy v izolovanych mitochondriich z fibroblasta od Podporeno grantem Ministerstva zdravot-
P10 11let  |od noverozeneckého véku hypotonie, tezka psychomotoricka retardace se pacientt se snizenou ATP hydrolytickou aktivitou. P1-pacient s e iel- R XTI Y -1 0 BN 0]
zastavou wyvoje, MRI v G letech bez patologického nalezu mutaci v TMEM70 (pozitivni kontrola). centram 1M520.
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