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ABSTRAKT

Mitochondrie jsou multifunkéni organely hrajici rozhodujici roli v energetickém
metabolizmu bun¢k a v indukci bunééné smrti. Mitochondrie, a zvIasté pak jejich respiracni
fetézec, jsou téz hlavnimi producenty reaktivnich forem kysliku (ROS) v bunkach.
Metabolizmus buiiky muze byt ovlivnén jejim proliferaénim stavem. Zaroven uréité latky
zvySujici oxidacni stres vykazuji antiangiogenni ucinky spojené se selektivni eliminaci
proliferujicich endotelialnich bun¢k (EB). Z téchto divodi jsme v této praci zjistovali, zda
by mitochondrie mohly byt zodpovédné za rozdilnou citlivost proliferujicich a konfluentnich
(bunék v klidové fazi) EB k bunééné smrti. Zvlastni diraz byl kladen na systémy regulujici
hladinu ROS nebo apoptozy: respiracni fetézec (produkce ROS), antioxidac¢nich ochrana
(detoxifikace ROS) a proteiny rodiny Bcl-2 (regulace apoptdzy). Nejdiive jsme vystavili EB
snormalné fungujicim a defektnim respiraénim fetézcem plisobeni rozlicnych latek
vyvolavajicich oxidacni stres a apoptozu a stanovili produkci ROS a citlivost k apoptoze
v proliferujicim a klidovém stavu. Tyto experimenty ukazaly, ze funk¢ni respiracni fetézec
do zna¢né miry zvySuje citlivost proliferujicich EB k indukci tvorby ROS a apoptoze,
zatimco v bunikach v klidovém stavu funkéni fetézec naopak proti bunécné smrti chrani.
Vzhledem k tomuto pozorovani jsme porovnali aktivitu respiracniho fetézce v proliferujicich
a konfluentnich EB. Proliferujici EB maji vyssi spotfebu kysliku, coz se projevuje predevsim
pfi respiraci na substratech pro respiratni komplex I. Stanoveni exprese proteinovych
podjednotek respiracnich komplexti toto pozorovani nevysvétlilo. Nativni elektroforéza
ovSem ukdzala, Ze vyS$§i molekularni organizace komplext respiracniho fetézce do
tzv. superkomplextt se lisi v mitochondriich proliferujicich a konfluentnich bunék
snejveétSimi rozdily pozorovanymi pro komplex III. Tyto vysledky byly potvrzeny
stanovenim enzymoveé aktivity respiracnich superkomplext v nativnim gelu. Zkoumali jsme
téZz roli dualezitych antioxidaénich systému jako superoxid dismutasy a redukovaného
glutathionu v proliferujicich a konfluentnich buikach s funkénim a defektnim respiracnim
fetézcem. Vysledky naznacuji, Ze zkoumané systémy nehraji v sensitivité k oxidacnimu
stresu rozhodujici roli. Stanoveni hladiny proteint rodiny Bcl-2 pak ukazalo, Ze tyto proteiny
jsou exprimovany obdobné v proliferujicich a konfluentnich buitkach bez ohledu
na funkénost respiraéniho fetézce a pravdépodobné téz nehraji vyznamnou roli
v detekovanych rozdilech v citlivosti k bunééné smrti. Lze tedy vyvodit, Zze zvySena citlivost
proliferujicich EB k oxidacnimu stresu a k apoptdze je do zna¢né miry urcena stavem jejich

respira¢niho fetézce, a mitochondrie tak hraji rozhodujici roli v tomto fenoménu.
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ABSTRACT
Mitochondria are multifunctional organelles playing a key role in energy metabolism and

cell death induction. Mitochondria, and specifically their respiratory chain, are also the main
producers of reactive oxygen species (ROS) in cells. Metabolism can be affected by the state
of cellular proliferation and certain ROS—inducing agents have an antiangiogenic effect based
on the preferential elimination of proliferating endothelial cells (EC). Therefore, in this work
we investigated, whether mitochondria could be responsible for different sensitivity
of proliferation and confluent EC to cell death. We mainly focused on systems that regulate
ROS level and apoptosis: respiratory chain (ROS production), antioxidant defense
(ROS detoxification) and Bcl-2 family of proteins (apoptosis regulation). First, we treated
EC with functional and nonfunctional respiratory chain with various oxidative stress— and
apoptosis—inducing agents and determined ROS production and susceptibility to apoptosis
in proliferating and confluent cells. Our results show that functional respiratory chain greatly
increases the susceptibility of proliferating cells to ROS induction and apoptosis, whereas
in giescent cells it protects against cell death. Given these findings, we assessed the activity
of respiratory chain in proliferating and quiescent EC and we found that proliferating cells
consume more oxygen especially when respiring on complex | substrates. Expression
of protein subunits of respiratory chain did not explained this observation. On the other hand,
blue native electrophoresis showed that the supramolecular organisation of respiratory
complexes to the so called supercomplexes is different in proliferating and confluent EC
with the greatest differences for complex I1l. These results were confirmed by in—gel activity
assay of respiratory supercomplexes. We also focused on the role of main antioxidant
systems like superoxid dismutase and reduced glutathione in proliferating and confluent cells
with functional and defective respiratory chain. However, obtained data suggest that these
systems do not decisively regulate ROS levels and apoptosis in these settings. Determination
of Bcl-2 family proteins showed that these proteins are expressed similarly in proliferating
and quiescent cells irrespective of the respiratory chain functionality, so they are probably not
responsible for differences in apoptosis susceptibility either. In conclusion, the increased
susceptibility of proliferating EC to oxidative stress and apoptosis is to a large extent
determined by the state of the respiratory chain state and thus, mitochondria play the decisive
role in this phenomenon. (In Czech).
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1. Uvod

VétsSina bunck se v organizmu nachazi v diferenciovaném, klidovém stavu, ve kterém
neproliferuji a ned€li se. MenSina bunék, které se aktivné déli a proliferuji, je velmi dulezita
V procesech obnovovani (napf. krevni buiiky jako erytrocyty a leukocyty prochazi relativné
Castou obnovou) a hojeni, ale téz v patologickych procesech jako napft. pii vzniku rakoviny,
kdy dochazi k deregulaci bunééného rustu. Jiz relativné dlouho je zndmo, Ze nerakovinné
proliferujici buiiky jsou vice nez buriky v klidovém stavu nachylné k indukci bunééné smrti,
tazv. apoptozy. Piekvapivé davody této zvySené citlivosti jsou z velké cCasti nejasné.
Apoptéza je programovana bunéénd smrt nepostradatelnd pro spravny vyvoj
mnohobunéénych organizmt. Je pfisné regulovana na mnoha urovnich a poskozeni jeji
kontroly vede k tézZkym onemocnénim a karcinogenezi. Na druhou stranu je apoptdza jednim
z prostfedkd, jak muize byt nédorové bujeni potlaceno. Mnoha klinicky vyuzivana
protirakovinna lé¢iva ji selektivné v nddorovych buiikdch vyvolavaji, a proto je dilezité
porozumét jejim molekuldrnim mechanizmim a identifikovat faktory, které ovliviuji
apoptotickou citlivost a regulaci. Obzvlasté dulezitou soucasti tohoto mechanizmu je vztah
mezi bunécnou proliferaci a apoptotickou senzitivitou, ktery neni zcela objasnén, ackoliv
potlaceni vedlejSich ucinka téchto 1€¢iv na nerakovinné bunky.

Jednim z procesii, kdy proliferace bunck, v tomto pfipadé¢ endotelidlnich bunék, hraje
dulezitou roli, je tvorba novych cév, tzv. angiogeneze. Angiogeneze byva Casto ,,zneuzita“
rostoucim nadorem k zajisténi dostatecného zasobovani kyslikem a Zivinami, hraje proto
dulezitou roli pfi vzniku rakoviny. V organizmu jsou endotelialni buiky ptrevazné v klidové
fazi, kdy tvofi epitel na sténach cév a jsou v kontaktni inhibici ve stavu tzv. konfluence.
Vyvijejici se nador vystaveny nedostatku kysliku tzv. hypoxii ovSem produkuje ristové
faktory jako napt. VEGF, které vybudi endothelialni buiiky z jejich klidové faze a nuti je
k tvorbé novych cév, coz zahrnuje jejich proliferaci a migraci [1]. V nadorovém endotelu se
tak nachazi vysoké procento mobilizovanych proliferujicich endotelidlnich bun¢k, zatimco
Vv normalnim endotelu jsou bunky ptfevazné v klidovém, konfluentnim stavu S mnoha
mezibunéénymi spoji (v Gi/p fazi bunééného cyklu, viz nize) [2; 3].

Inhibice nadorové angiogeneze je jiz dlouhou dobu povazovana za perspektivni zptisob
potlaceni rakovinného bujeni. V souasnosti je hlavnim pfistupem neutralizace
proangiogennich rastovych faktorti pouzitim specifickych protilatek proti VEGF, nebo

nizkomolekularnich inhibitort tyrozinovych kinas cilovych receptorti endotelialnich bunék.
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Pii této 1éCbé ovSem cCasto dochazi k postupnému snizovani ucinku lécby, které je
pravdépodobné zpisobeno prechodem na alternativni proangiogenni signalizaci [4]. Dulezité
nicméné je, ze ve fazi, kdy inhibitory rastovych faktorti jsou jesté efektivni, vyvolavaji
Vv angiogennich endotelidlnich buinikach apoptozu [5]. P¥imé vyvolani apoptozy alternativni
cestou vyhybajici se problému vznikajici rezistence v proliferujicich endotelialnich bunikach
tak skryva velky potencial pro vyvoj protinadorovych 1é¢iv. Kromé toho jsou endotelialni
bunky pro protinadorovou 1écbu stabilni cil, jelikoz byvaji télu vlastni a nepozménéné.
Jelikoz klicovou organelou v iniciaci apoptézy jsou mitochondrie (popsané nize), velice
perspektivni jsou tzv. mitokany neboli latky, které vyvolavaji apoptéozu (obzvlaste
rakovinnych bungk) pfimym cilenim mitochondridlnich reakci a komponent. Mitokany
iniciovand apoptdza je Casto zpisobena oxidacnim stresem, ktery je disledkem zvysSené
hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS) [6]. Mitochondrie jsou nejvyznamngjSimi
producenty ROS v bunce (viz dale) a tak jejich cileni pfedstavuje perspektivni smér dal§iho
vyvoje latek s protirakovinnym tu¢inkem. Mitochondrie jsou zaroven nedilnou soucasti
bunétného metabolizmu, ktery je znacné ovlivnén stavem bunééné proliferace [7]. Jako
pravdépodobné se tak jevi to, ze se mitochondrie v proliferujicich bunkach a v bunkach
v klidovém stavu mohou lisit. Cileni mitochondrii by tak mohlo selektivné eliminovat buiky
na zaklad¢ jejich prolifera¢niho stavu. Jednim ze slibnych mitokanti pro klinickou aplikaci je
derivat vitaminu E (o—tokoferyl sukcinat, 0o—TOS) a jeho u¢innéjsi analog MitoVES (derivat
a—TOS s pfipojenou trifenylfosfoniovou skupinou pro specifické cileni do vnitini
mitochondrialni membrany). Predchozi prace ukazaly, ze tato mitochondrialné cilena latka
vykazuje vyrazny antiangiogenni uc¢inek in vivo, spojeny se zvySenou proapoptotickou
aktivitou v proliferujicich endotelialnich buiikach. Toto pravdépodobné souvisi se zvySenou
tvorbou ROS v proliferujicim stavu [2] (Obr. 1, str. 12). MitoVES téz vykazuje ptimy
protinadorovy efekt, ktery souvisi se selektivni indukci oxida¢niho stresu vV mitochondriich a
je zavisly na pfitomnosti mitochondrialniho respira¢niho komplexu II [8]. Podobné ucinky na
endotelialni bunky jako MitoVES ma i 4—(N—(S—glutathiolylacetyl)amino)fenylarsenoxid [9],
ktery taktéz zptisobuje oxidacni stres v proliferujicich endotelidlnich bunkach, coz naznacuje,
ze proliferujici endotelidlni buniky by mohly mit odliSné mitochondrie od bunék
neproliferujicich. Odlisnosti mitochondrii by tak mohly zptsobit jejich vyssi senzitivitu

k ¢inidlim, které vyvolavaji oxidacni stres.
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Obr. 1 — Citlivost konfluentnich a proliferujicich (50 % konfluence) bun€k Ea.hy926 k apoptoéze (A) a
produkci ROS (B) zprostfedkované piisobenim MitoVES. Pro detekci apoptdzy byly buiiky znaceny Annexinem
V a propidium jodidem (vyhodnoceno jako buiiky pozitivni ha Annexin V a/nebo propidium jodid) a pro ur¢eni
miry produkce ROS 2,7-dihydrodichlorofluoresceindiacetaitem (DCF),vyhodnoceno na geometricky pramér
signalu DCF. * — statisticky signifikantni rozdil mezi proliferujicimi a konfluentnimi dle T—testu. P < 0,05.
Upraveno dle [2]

N¢kolik pravdépodobnych divodd by mohlo vést krozdilu mezi mitochondriemi
proliferujicich a konfluentnich bunék, a tudiz ke zménam v citlivosti k oxida¢nimu stresu.
V prvni fadé by mohlo jit o jiné uspofadani dychaciho fetézce (viz dale), které by vedlo
k vys$si produkci ROS v proliferujicich bunikach. Dalsim divodem by mohla byt slabsi
antioxida¢ni kapacita proliferujicich bun¢k, tfetim pak citlivéjsi apoptoticky aparat, kdy
stejné mnozstvi ROS v proliferyjicich nebo konfluentnich buiikdch by vedlo k rozdilné
indukci bunééné smrti. Kombinace n¢kolika téchto diivodil je téZ moznd. Z toho diivodu jsme
se rozhodli dikladné prozkoumat reakci proliferujicich a konfluentnich endotelidlnich bunék
naruzna proapoptoticka ¢inidla, ktera vyvolavaji oxidacni stres, a taktéz popsat zakladni

mitochondridlni charakteristiky téchto proliferujicich a konfluentnich bunék.
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1.1. Mitochondrie a mitochondrialni DNA
Mitochondrie jsou multifunkéni dvoumembranové organely, které se nachazi ve vSech

makroergniho adenosintrifosfatu (ATP) pro zasobovani bunky energii a regulace
programované bunécéné smrti, apoptozy.

Mitochondrie, jak je dnes zname u sav¢ich bunék, vznikly pied vice nez 1,45 miliardy let
pravdépodobné endocytozou fakultativné anaerobni bakterie bakterii anaerobni. Jako
pozustatek této udalosti si mitochondrie jako jediné organely v sav¢ich bunkach nesou cast
své genetické informace na vlastni mitochondridlni DNA (mtDNA). Prestoze vétSinu
genetické informace postupem doby pievzala jadernd DNA (jedna se o vice nez 1000 genil
mitochondridlné lokalizovanych proteint), 13 dilezitych proteinii pro bunécnou respiraci
spolu s geny pro transferové a ribozomalni RNA zistalo kédovano mitochondrialni DNA
[10].

Dnes jsou popsany ¢tyfi druhy mitochondrii. Dva druhy tvofi netypické mitochondrie,
které do energetického metabolizmu bun¢k nezasahuji — mitozomy, coz jsou malé
mitochondrialni ,,pozustatky” nalezené u mikrosporidii [11; 12], a hydrogenozomy
anaerobnich eukaryot (protist) [13]. Zbylé dva druhy, anaerobni a acrobni mitochondrie, jsou
vyznamnymi producenty ATP pro organizmus. Anaerobni mitochondrie umoziuji
parazitickym hlistim (motolice jaterni, Skrkavka) ziskavat ATP v anaerobnim prostiedi [14].
Aerobni mitochondrie, které jsou nejobvyklej§im typem mitochondrii, 1ze nalézt u vSech
fakultativné anaerobné nebo aerobné zijicich organizmu vcetné savcu. Aerobni mitochondrie

budou podrobnéji rozebrany dale v textu.

1.1.1. Zakladni funkce mitochondrii
Jak je uvedeno vySe, mitochondrie maji v eukaryotickém organizmu nezastupitelnou

funkci. Reguluji a spousti programovanou bunéénou smrt [15; 16], jsou nejvyznamngj$im
producentem makroergniho ATP [17] a reoxidovanych koenzymi pro buriku, stejné jako
metabolizmu a odbouravani mastnych kyselin (f—oxidace), metabolizmu steroidi, citratovém
cyklu, mocovinovém cyklu ¢i metabolizmu aminokyselin. Mitochondrie se téz podili na
regulaci zasob Ca®, jsou mistem biosyntézy [Fe—S] proteinti, zasahuji do signalnich drah a
jsou zdrojem signalnich molekul (ROS) a metabolitt, jako je citrat a sukcinat. Mitochondrie
jsou zapojeny téz do regulace bunécné proliferace a bunééného cyklu [18]. Mitochondrie

jakozto dynamické struktury plni vyznamnou tulohu také v pfizptisobovani organizmu
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ménicim se vnéjsim podminkam, jako napt. dostupnosti zivin. Mitochondrialni dynamika,
tedy zména Clenitosti, tvaru a délky mitochondrii (Obr. 2), je povazovana za mechanizmus

bioenergetické adaptace na ménici se metabolické pozadavky bunky [19; 20].

Obr. 2 — Mitochondrie my$ich embryonalnich fibroblasti znacené protilatkou proti mitochondrialnimu
proteinu HSP60 (zelena fluorescence), modie je znacené bunécné jadro. Métitko 10 um. Pievzato z [21].

1.1.2. Stavba mitochondrii
Mitochondrie je ohrani¢ena dvéma membranami, vnéj§i (OMM) a vnitini (IMM), které

mezi sebou vytvaieji mezimebranovy prostor (IMS), viz Obr. 3, 4, str. 15. Vngjsi
mitochondridlni membrdna je znacné porovitd a sloZenim velmi podobnda membrané
endoplazmatického retikula. Do této membrany jsou vnofeny proteinové pienaseCe, které
zprostifedkovavaji transport proteinli z cytoplazmy (TOM), regulacni apoptotické proteiny
superrodiny Bcl-2, oxidasy a napétové fizené aniontové kanaly (VDAC) [22]. Vnitini
membréana je specificka pro mitochondrie. Kromé ptenaSeCovych proteinid jsou v IMM
lokalizované vSechny enzymy bunécné respirace vcetné fluidnich ptenaseci. IMM tvoii na
mnoha mistech takzvané kristy, vchlipeniny do vnitiniho prostoru mitochondrie, které
mnohonésobné zvétsuji plochu této membrany, a umoziiuji tak umisténi komplexi dychaciho
fetézce a ATP synthas. Prostor uvniti IMM je vyplnén mitochondrialni ,,cytoplazmou®,

ozna¢ovanou jako matrix.
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Obr. 3 — Rez mitochondrii vizualizovany pomoci elektronové tomografie. OM — vng&j§i mitochondridlni
membrana, IM — vnitini mitochondridlni membrana, C — kristy, bilé¢ Sipky bez popisek vyusténi krist do
mezimembranového prostoru. Prevzato z [23].

V matrix se nachazi enzymy oxida¢niho zpracovani pyruvatu, vétSina enzymd citratového
cyklu a p—oxidace mastnych kyselin. V matrix jsou také rozpusténé malé molekuly (napt. Oo,
CO, nebo Ca?"), recyklovatelné meziprodukty metabolickych drah a biomakromolekuly napf.

mitochondrialni ribozomy a mtDNA.
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Obr. 4 — A) Tlustraéni zobrazeni struktury mitochondrie s umisténim komplextit OXPHOS (CI az CIV a
ATP synthasa). Upraveno dle [24].

B) Snimek mitochondrie fixované lidské endotelialni buiiky Ea.hy926 potizeny elektronovou transmisni
mikroskopii. Pfevzato z [2].

1.2. Respiracni retézec

Pro produkci velkého mnozstvi ATP je vnitini membrdna mitochondrii vybavena
komplexy elektrontransportniho fetézce (ETC), téZ respiracniho fetézce, které vytvaii na
IMM protonovy gradient. Hnaci silou tohoto systému je reoxidace redukovanych kofaktorti
flavinadenindinukleotidu (FADH,) a nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), které vznikaji
pfi oxida¢nim zpracovani mastnych kyselin, sacharidli a aminokyselin Vv citratovém cyklu.

Dychaci fetézec se sklada ze 4 multiproteinovych enzymovych komplext: komplex I
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(NADH:ubichinon oxidoreduktasa), komplex II (sukcinat:ubichinon oxidoreduktasa),
komplex 11l (ubichinon:cytochrom ¢ oxidoreduktasa) a komplex 1V (cytochrom c oxidasa).
Transport elektronti skrze jednotlivda redoxni centra komplexi ve sméru zvysujiciho se
redoxniho potencidlu poskytuje energii pro pfenos protonid z mitochondridlni matrix
do mezimembranového prostoru. Pomoci komplexu I, IIT a IV je tak vytvaien protonovy
gradient na vnitini mitochondridlni membrané. Vznikly elektrochemicky membranovy
potencial (Ayns) o velikosti 200 az 250 mV nasledné pohani F;Fo ATP synthasu, ktera
dokoncuje oxidacni fosforylaci (OXPHOS) fosforylaci adenosindifosfatu (ADP) na ATP
[25]. Oxida¢ni fosforylaci zjednodusené ukazuje Obr. 5.

X
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W 2l FAD

NADH e ADP + @)

elektrontransportni fetézec

oxidaéni fosforylace

Obr. 5 — Komplexy oxida¢ni fosforylace. Pfenos elektronu je naznaen bézovymi Sipkami, pfenos protont
gervenymi. I az IV — Komplex I az IV, Q — ubichinon, cyt ¢ — cytochrom c. Upraveno dle [26].

1.2.1. Proteinové makromolekuliarni komplexy oxida¢ni fosforylace

1.2.1.1. Komplex I
Komplex | (NADH:ubichinon oxidoreduktasa, EC 1.6.5.3, CI), Obr. 6, str. 17, je

nejvétsim  komplexem OXPHOS o0 pfiblizné velikosti 1 MDa. Obsahuje 39 az
44 proteinovych podjednotek, presné cislo je stale predmétem diskuze, znichz 7 je
kodovanych mtDNA [24; 27]. Mitochondrialné kédované podjednotky ND1 az ND6 a ND4L
maji hydrofobni charakter a tvofi membranovou c¢ast komplexu. Kromé proteinovych
podjednotek obsahuje komplex | nekovalentné¢ vazany flavinmononukleotid (FMN) a
8 [Fe—S] redoxnich center. Krystalicka struktura ukazala, Zze komplex pfipomina tvarem
pismeno L jehoZ hydrofobni raménko kotvi cely enzym v IMM a podili se na pienosu

protontl. Periferni raménko obsahujici redoxni centra ¢ni kvuli své hydrofilni povaze hluboko
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do matrix [28]. Zde piejima 2 elektrony od redukovaného NADH prostiednictvim FMN.
Sérii nasledujicich sedmi [Fe—S] center jsou oba ziskané elektrony pfeneseny do mista Ig Vv
IMM, kde jsou vyuzity pro redukci v membrané rozpusténého ubichinonu (koenzym Q, CoQ)
[29]. Pienos elektrontl poskytuje energii pro zménu konformace CI, coz vede k transferu 4 H*

do IMS, ¢imz CI ptimo prispiva ke vzniku Ayps.
NADH
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Obr. 6 — Schematické zndzornéni struktury komplexu I se v8emi podjednotkami a bile vyznacenou
pienosovou cestou pro elektron. Redoxni centra jsou znacena bile. CoQ — ubichinon. Upraveno dle [30].

1.2.1.2.Komplex 11
Komplex Il (sukcinat:ubichinon oxidoreduktasa, sukcinat dehydrogenasa, EC 1.3.5.1, CII)

je nejmensim, asi 140 kDa velkym, komplexem OXPHOS. Komplex Il (Obr. 7. str. 18)
obsahuje pouze 4 jaderné kdédované podjednotky (SDHA, SDHB, SDHC a SDHD). SDHA
kovalentn¢ vaze flavinadenindinukleotid (FAD) v aktivnim misté, které katalyzuje pfeménu
sukcinatu na fumarat v citraitovém cyklu. Pfi této oxidacni pfeméné jsou ziskavany
2 elektrony, které jsou prostiednictvim tfi [Fe—S] center v SDHB piedany na CoQ, coz je
zajisténo membranovymi podjednotkami SDHC a SDHD, které téZz tvoii lipofilni kotvu
enzymu v IMM. Na rozdil od komplexu I v§ak v tomto pfipadé nedochazi k pfenosu protont
pres IMM [31-33].
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Obr. 7 — Krystalova struktura komplexu Il s vyznacenymi podjednotkami SDHA, SDHB, SDHC a SDHD.
Dodate¢né schéma prenosu elektronu. OAA—oxalacetat (inhibitor), UQ — ubichinon. Upraveno dle [34].

1.2.1.3.Komplex Il
Komplex 1l (ubichinol:cyt ¢ oxidoreduktasa, komplex bcl, EC 1.10.2.2, CIII),

Obr. 8, str.19, je transmembranovy enzym pfiblizné hmotnosti 300 kDa, ktery se sklada
z 11 proteinovych podjednotek, z nichz pouze cytochrom b (MTCYB) je kodovan mtDNA
[35]. Komplex je dale slozen ze dvou proteini tvoficich jadro enzymu (UQCRCI a
UQCRC2) a 6 nizkomolekularnich proteinovych neredoxnich podjednotek, které¢ maji
strukturni funkci a mohou napoméhat tvorbé komplexti s dal$imi dehydrogenasami a
oxidasami [30]. Tento enzym ziskava elektrony pti reoxidaci ubichinolu (CoQH,), ktery je
generovan komplexy 1 a II a dal§imi pfevazné minoritnimi mitochondrialnimi
dehydrogenasami produkujicimi hydroxychinony (ubichinoly). Ziskané elektrony pak pienasi
na hydrofilni cytochrom ¢ (cyt c). K tomuto pfenosu vyuziva relativné komplikovany proces
nazyvany téz ,,Q cyklus® (Obr. 8B, str. 19), v ramci kterého jsou na misté¢ Q, komplexu Ill
oxidovany celkem dvé molekuly CoQHp, coz vede k zisku 4 elektronii a transportu 4 H* do
IMS. Z kazdého CoQH; je jeden elektron piedan pies [Fe—S] centrum a cytochrom c¢; na
cyt c. Druhy elektron je odebran molekulou hemu b a nasledné je skrze hem by vyuzit v
mist¢ Q; pro redukci jiné molekuly CoQ nejprve na semichinon a pomoci elektronu
Z druhého oxidovaného CoQ pak na CoQH,. Vznikly CoQH; miize byt znovu oxidacné

regenerovan v misté Q, [36].
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Obr. 8 — A) Krystalova struktura komplexu Il s barevné oznaenymi podjednotkami a redoxnimi centry.
Ptevzato z [37], popisky upraveny dle databaze proteinti UniProt [38].

B) Obrazek nastinujici cestu ptenosu elektroni (zluté Sipky) skrz jednotliva redoxni centra kompleu IlI.
Cervené §ipky ukazuji smér pienosu elektronil a zelené smér reakce ubichinonu (Q) na ubichinol (QH,) a
naopak. Oznacené bilym ovalem jsou Q; a Q, mista. IMS — mezimembranovy prostor. Upraveno dle [36].

1.2.1.4.Komplex IV
Komplex IV (cytochrom c oxidasa, EC 1.9.3.1., CIV), Obr. 9A, str. 20, je poslednim

enzymem ETC a ukoncuje tak cely proces pienosu elektronu redukci molekuly O, za vzniku
H,O a navySenim protonového gradientu. Sav¢i komplex IV ma molekulovou hmotnost asi
200 kDa a tvoti ho 13 podjednotek, 10 kdodovanych jadernou a 3 mtDNA (COXI, COXII,
COXIII) [39]. CIV patii do rodiny reduktas s dvéma hemy a (a a a3) a dvéma atomy Cua a
Cug. Konzervovanym zakladem struktury je podjednotka COXI, ktera obsahuje hem a a
bimetalické centrum (hem as/Cug), kde dochazi k redukci O, Druhy atom Cua je soucasti
COXII. Na rozdil od mitochondrialné kédovanych podjednotek, podjednotky pochazejici
Z jaderné DNA maji funkci strukturni a stabilizuji dimery komplexu IV. Komplex 1V je téz
cilem posttranslacnich modifikaci a alosterickych interakci, které reguluji jeho aktivitu
(fosforylace, glykosylace, vazba efektort ATD/ADP) [40]. Komplex IV pienasi 4 elektrony
ze 4 redukovanych molekul cyt ¢ za vzniku 2 molekul H,O a pievedeni 4 protont (z toho
2 zdanlive, protoze jsou vyuzity pro vznik molekuly H,O) do IMS (Obr. 9B, str. 20).
Transportni cesta elektronu zahrnuje dvé stézejni podjednotky (COXI a COXII) a zacina na
Cua, ktery odebira elektron z ptichoziho cyt c. Elektron je déale pfenesen na hem a a na
bimetalické centrum hem a3/Cug, kde dochazi k redukci O, [24; 41].
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Obr. 9 — A) Krystalova struktura komplexu IV se schematickym nazna¢enim dimeru. Na obrazku jsou
zndzornéna i hlavni redoxni centra Gdastnici se prenosu elektronu. Rimskymi ¢&islicemi jsou ozna¢eny
podjednotky COXI az COXVIIL. Upraveno dle [39].

B) Schematicka ilustrace komplexu IV, kterda zobrazuje cestu pienosu elektronu (Cervené Sipky)
s nejvyznamnéj$imi redoxnimi centry (hem a, hem az Cua, Cug) a pienos protonu (modré Sipky),
IMS — mezimembranovy prostor. Upraveno dle [41].

1.2.1.5.ATP synthasa
F1Fo ATP synthasa (zkracené ATP synthasa, EC 3.6.3.14), Obr. 10, str. 21, je poslednim

asi 600 kDa velkym komplexem oxidac¢ni fosforylace. ATP synthasa Casto v IMM tvofi
dimery. Sklada se z 16 podjednotek, znichz 2 (a0 a B) jsou kdédovany mtDNA [42].
ATP synthasa je slozena z dvou molekularnich motort (F; a Fo) a nékolika proteind, které je
spojuji. Katalytickou jednotku tvoii hydrofilni F; motor sloZzeny z podjednotek as, B3, v, 9, &,
které za normalnich okolnosti zajistuji syntézu ATP, v pfipadé zpétného chodu pak jeho
hydrolyzu. Krystalicka struktura ATP synthasy [43] z hovéziho srde¢niho svalu ukazala, Ze
F1 motor je hexamerni komplex slozeny sttidavé z 3 a a 3 f podjednotek, které lemuji jadro
zy proteinu. Fo rotor zakotveny v IMM pienasi protony po jejich elektrochemickém
gradientu. Sav¢i Fo jednotka je tvofena proteiny a, b, cg, d, e, f, g, (A6L), F. Oba rotory jsou
spojeny dvéma proteinovymi vlakny. Hlavni je tvofeno podjednotkami v, 8, € z komplexu Fy,
a periferni vlakno pak z proteinu citlivého k oligomycinu (OSCP) a podjednotek b, d a Fg
komplexu Fo [17; 44].
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Obr. 10 — Schematické znazornéni lidské ATP synthasy s vyznacenim podjednotek. Jedna B podjednotka
vptedu je pro piehlednost odstranéna. Pievzato z [45].

Hlavni funkci ATP synthasy je syntéza ATP, k ¢emuz vyuzivda Ayy: na IMM
generovaného komplexy I, IIT a IV [42]. Mechanizmus syntézy ATP je zalozen na stiidavé
zméné¢ konformace katalytickych mist F; v B podjednotkdch (blizko rozhrani
s o podjednotkou). Konformaé¢ni zménu vynucuje nesymetrické y jadro Fo, které se otaci po
sméru hodinovych ruéicek v disledku rotace ,,cg—kruhu* membranové Fo jednotky. Pti jedné
oto¢ce o 360° dojde k pienosu 8 protonti (8 podjednotek c) a syntéze 3 ATP.[45] Rotaéni
katalyza byla potvrzena fadou spektroskopickych a biochemickych technik [46; 47].

1.2.2. Stechiometrie respiracnich komplext
Komplexy OXPHOS se v mitochondriich izolovanych z hovéziho srdce vyskytuji v

pomérech 1,1 +0,2:1,3 + 0,1:3:6,7 + 0,8:3,5 + 0,2 (CI:CII:CI1I:CIV:ATP synthasa) [48].

1.2.3. Dodate¢né systémy respiracniho retézce
Krom¢ zminénych respiratnich komplexti a alternativnich CI zejména u hub a rostlin

muze elektrony do elektrontransportniho fetézce dopliovat nékolik dalSich enzymi.
Naptiklad glycerol-3—fosfat dehydrogenasa, flavoprotein:ubichinon oxidoreduktasa, cholin
dehydrogenasa nebo dihydroorotdt dehydrogenasa. Za normalnich okolnosti je vSak

ptispévek téchto proteint v porovnani s komplexy I a I minoritni [30].

1.3. p0 bunécna linie
In vitro je mozné pfipravit bunééné linie, u nichz oxidac¢ni fosforylace neprobiha. Tyto

bunééné kultury se nazyvaji p0 a je mozné je vytvotit dlouhodobou kultivaci v pfitomnosti
nizké koncentrace ethidium bromidu (EtBr), ktery se interkaluje do Sroubovice DNA mezi
baze adenin a thymin, ¢imz znemozni jeji replikaci a transkripci. Protoze mitochondrialni

DNA je vice nachylna k poskozeni diky nepfitomnosti histonit a opravnych mechanizmu,
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které chrani jadernou DNA, je vice citlivd na vazbu EtBr a dochézi k jejimu selektivnimu
poskozeni. Mitochondrie tak po chronickém vystaveni EtBr ztraci mitochondridln¢ kodované
podjednotky komplexu I, III, IV a ATP synthasy (7 podjednotek CI, 1 podjednotka CIII,
3 podjednotky CIV a 2 podjednotky FiFo ATP synthasy). Jediny komplex II, ktery ma
viechny podjednotky koédovany jadernou DNA, by mél zistat neposkozen. Céstené funkéni
zustava v téchto bunécnych liniich i ATP synthasa, ktera hydrolyzou ATP udrzuje protonovy
gradient na IMM [49; 50].

1.4. Mitochondrialni superkomplexy
Nové poznatky naznacuji, ze mitochondrie mohou reagovat na okamzité metabolické

potfeby bunky reorganizaci dychaciho fetézce, kdy dochazi k shlukovani respira¢nich
komplexi ve wvnitini mitochondrialni membrané do tzv. superkomplext (SC). Tyto
supramolekuldrni struktury maji dilezity vliv na efektivitu pfenosu elektronli v rdmci fetézce
a hraji té€Z podstatnou roli pii udrzeni stability jednotlivych komplexti a potlaceni tvorby ROS
[51].

Vys§i molekularni organizace dychaciho fetézce byla vzdy pon€kud spornou zaleZitosti,
kdy konkurenéni teorie piedpokladaly, Ze jednotlivé komplexy bud’ operuji jako samostatné
entity, které si predavaji elektrony nekontrolované difazi (tzv. fluidni model), nebo naopak ze
respiracni komplexy tvoii stabilni superstruktury s relativné pevnou vzajemnou vazbou [52]
[53]. V tomto ohledu existovala zna¢na kontroverze, experimentalni data do urité miry
podporovala ob¢ interpretace, ale na druhou stranu pozorované vysokomolekularni struktury
byly povazovany za artefakty detekénich metod. Oba dva aspekty starSich teorii jsou v
soucasnosti sjednoceny takzvanym ,,plastickym* modelem, ktery dobie vysvétluje vetSinu
experimentalnich dat (Obr. 11, str. 23) [51; 54]. Tento model piedpoklada, Ze volny i vazany
stav jsou extrémni pifipady a ze redlny stav asociace respira¢nich komplexti se nachdzi mezi
obéma krajnimi ptipady, kdy dychaci komplexy méni svou vzajemnou vazbu podle aktudlni

metabolické potteby bunky.
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A Fluidnf model B

ADP + Pi ATP ADP + Pi ATP

Plasticky model superkomplexi

ADP +Pi

ATP

Obr. 11 — Modelové ptiklady asociace komplexii oxida¢ni fosforylace (CI az CIV) a zelené oznacena
ATP synthasa. Panel A piedstavuje ,,fluidni model®, kdy jsou vS§echny komplexy v membrané¢ jako samostatné
jednotky, mezi nimiz se pohybuje ubichinon/ubichinol (CoQ) a cytochrom ¢ (cyt ¢). Na panelu B je zobrazen
druhy krajni ptipad kdy jsou vSechny komplexy asociovany v jeden superkomplex — respirazom. V oddilu
C jsou zobrazeny readlné ptipady asociace (otaznikem oznacené nejsou typické). NejbéznéjsSim typem
superkomplext je asociace CI, CIII a CIV. Upraveno dle [51].

Konkrétni sloZeni téchto struktur je v soucastné dobé mozné detekovat pomoci nativni
elektroforézy s pouzitim specifickych detergentd, jako je napi. digitonin. Tato technika
oztejmila, ze zatimco CI se nachazi v podstaté pouze v superkomplexech (bud’ pouze s CllI,
nebo s Clll a CIV), tak Clll a CIV se nachazeji ¢astecné samostatné a podil téchto volnych a
vazanych frakci urCuje vyuziti konkrétnich energetickych substratd dychacim fetézcem
[55-57]. Oproti tomu asociace CIl a ATP synthasy v makromolekularnich superkomplexech
je pravdépodobné méné vyznamna, i kdyz do urcité miry je v bufice ptitomna [58]. Tvorba
SC je zavisla na pfitomnosti intaktnich komponent dychaciho fetézce a je ovlivnéna
konkrétnim stavem bunky jako napf. slozenim IMM a dostupnosti energetickych substrata.
Dalsim z faktord, které ovliviwji strukturu superkomplexd, je organizace krist v IMM. Bylo
ukazano, ze mitochondrie s vice kristami obsahuji téZ vice superkomplext [59], a Ze buriky, u
kterych byla tvorba krist umeéle potlacena, obsahuji relativné nizs§i stupent organizace
dychaciho fetézce do SC. Zajimavosti je, Ze mnozstvi mitochondridlnich krist miize byt

naopak ovlivnéno pfitomnosti dimert ATP synthasy (Obr. 12, str. 24) [60].
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Obr. 12 — Snimky mitochondrie kvasinek, pofizené elektronovou tomografii, sledujici zmény tvaru
mitochondrialnich krist A) bézny typ B) mutant postradajici dimery ATP synthasy (métitko 200 nm). Upraveno
dle [61].

1.5. Tvorba reaktivnich forem kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) zahrnuji veskeré slouceniny vychazejici z Castecné
redukce molekuly O,, tj. molekuly redukované méné¢ nez 4 elektrony. Jedna se o
superoxidové anionty (O;"), hydroxylové (HO"), peroxylové (RO, alkoxylové (RO)
radikaly, ale i peroxid vodiku (H20,), ktery neni radikalové povahy [62]. V eukaryotickych
bunkach je tvorba ROS spojena s patologickymi procesy, jako je starnuti bun¢k, apoptoza,
v sav¢ich bunkach jsou mitochondrie, kde kvuli vysokym elektronovym tokiim skrz redoxni
centra dychaciho fetézce nezbytnym k udrzeni protonového gradientu na IMM, dochazi
k ¢astym unikim elektrond a jejich vazbé na molekulu O, za vzniku O,". Dal§imi zdroji
ROS v mitochondriich jsou naptf. fosfoglycerol dehydrogenasa, 2-oxoglutarat
dehydrogenasa, pyruvat dehydrogenasa a dihydroorotat dehydrogenasa [64]. Kromé toho
mohou byt ROS generovany 1 dalSimi enzymovymi systémy vné mitochondrii, napt. NADPH
oxidasou a cytochrom Pyso dependentni oxigenasou [65].

Priméarné€ tvorenym kyslikatym radikdlem v mitochondriich je vySe zminény superoxid,
ktery je tvofen hlavné v dychacim fetézci (viz dale). Vznikajici O, se Vv mitochondriich
spontanné a relativn€¢ pomalu preménuje na H,O, [64], ale v ptitomnosti antioxida¢niho
enzymu superoxid dismutasy (SOD) je tato konverze vyrazné urychlena
(viz kapitola 1.6.1. nize). Peroxid pak muZe opoustét mitochondrii nebo se samovolné ¢i
enzymové rozkladat na vodu, nebo se za pritomnosti iontu pfechodného kovu preménovat
Fentonovou reakci na nejsilngjsi ptirodni oxidant — hydroxidovy aniont (OH").
V neutrofilech se myeloperoxidasou pfemeénuje na velmi reaktivni kyselinu HCIO [65].

Na oxida¢ni hrozbé bun¢k se podili také reaktivni dusikaté radikaly (RNOS) a radikal
oxidu dusné¢ho (*NO). RNOS wvznikaji reakci *NO a Oy a maji velky vyznam ve

24



fyziologickych i patofyziologickych mechanizmech. *NO vznikd enzymové jednou ze tii
izoforem NO-synthasy (nNOS neuronova, iNOS inducibilni a eNOS endotelialnich bunék)
z L-argininu redukci elektronem ziskanym z NADPH. *NO slouzi v bunikach jako
intracelularni i mezibunééna signalni molekula, ale pfi patofyziologickych procesech zptisobi
,hitra¢ni* a oxidaéni stres prevazné tvorbou N,O3 a peroxynitritu (O=NOQO") [66].

,»Oxidacni stres* popisuje stav, kdy dojde k poruseni rovnovahy mezi produkci ROS,
piipadné¢ RNOS, a antioxida¢ni ochranou systému. Piebytek oxidacnich radikalti spousti
fetézové reakce oxidujici proteiny, lipidy, sacharidy i nukleové kyseliny a dochazi tak
K nevratnému poskozeni buiiky. Casteéné nevyvazeny pomér antioxidantt/oxidantt slouzi v
zivych organizmech k redoxni signalizaci. Dlouhodob¢ zvysena produkce ROS miuize vést ke
karcinogenezi, ale akutni oxidacni stres zpUsobeny inhibici ¢i defekty ETC vyvola
programovanou bunéénou smrt. Proto komplexy ETC piedstavuji velice slibny cil pro

protinadorovou 1é¢bu (viz dale) [67].

1.5.1. Produkce superoxidu v dychacim fetézci
Hlavnim producentem superoxidu v mitochondrii je dychaci fetézec [68], v ramci né¢hoz je

produkovan obzvlasté komplexy I, II a III (viz Obr. 13, str. 26). Dilezitym faktorem pro
produkci O,*~ v dychacim fetdzci je mira ,,nasycenosti* fetézce elektrony. Cim vice je fetdzec
v redukovaném stavu, tim snadnéji elektrony unikaji z redoxnich center a pred¢asné reaguji
S kyslikem za vzniku superoxidu. Tento stav mlZe byt vyvolan napf. vysokym pomérem
NADH/NAD+, vysokym Awyys, coZ zhorSuje prichod elektronil fetézcem, ¢i jinou zabranou
volného toku elektronti. Pfikladem miZe byt jeho blokace diky mutacim postihujicim
jednotlivé slozky komplexd dulezité pro jejich aktivitu, nebo ptitomnost inhibitort, které tok
elektronti zastavi. I pfi bezproblémovém chodu fetézce je odhadovano, ze v izolovanych
mitochondriich je pfi vysokém Awyp: a zdroven vysoké hladiné CoQH; 1 az 2 %
spotfebovaného O, vyuzito k tvorbé O, . V intaktnich buiikach a tkanich je tento pomér
patrn¢ vyrazné nizsi diky jinym podminkam, ale pfesna detekce produkce superoxidu in situ
je stale problematické a tudiz kvantifikace obtizné proveditelna [68]. Nicméné i v intaktnich

bunikach a tkdnich plati, ze inhibice dychaciho fetézce produkci ROS zvysuje.

25



Matrix
CI CII CIII CIv ATP synthasa

KREBSUV ATP
CYKLUS \

MEZIMEMBR.
PROSTOR

s

-

CYTOPLASMA

Obr. 13 — Reprezentativni schéma komplext respira¢niho fetézce a mist, kde dochazi k produkci ROS. Mezi
komplexy ETC je hnédou Sipkou naznacen ptfenos elektrond s popsanymi redoxnimi centry, modfe pak oznacen
ptenos H'. CI az CIV — komplexy respiraéniho fetézce 1 az IV, ROS — reaktivni formy kysliku,
FMN - flavinmononukleotid, cyt — cytochrom, Q — ubichinon, QH2 — ubichinol. Upraveno dle [24].

Komplex I mize produkovat ROS z flavinu (Ig) nebo ve vazném misté pro CoQ (lg). Za
béznych podminek produkuje CI vétsi mnozstvi ROS, pokud je v mitochondriich vysoky
Ayys a je piitomen nadbytek redukovaného NADH nebo CoQH; [69]. Inhibitory, které se
vazou do vazného mista pro CoQ jako napf. rotenon, ve vétSin¢ situaci produkci ROS
zvySuji, ale za urCitych specifickych podminek, jako je zpétny tok elektroni z Cll
Vv piitomnosti sukcinatu nebo pfi odbouravani mastnych kyselin, ji mohou naopak snizit [68].
ROS mohou byt produkovany i pfimo komplexem Il [70], a to v ptipadé inhibice jeho
vazného mista pro CoQ (llg) nebo pokud je inhibovan CllII [32]. Komplex Il je pak schopen
tvorit ROS pfi inhibici mista Q; inhibitory jako napf. antimycinem A, coz vedem ke vzniku
casteéné redukovaného CoQ a nasledné tvorbé superoxidu [71]. Na druhou stranu inhibitory
mista Q, komplexu Ill, jako je napt. myxothiazol ¢i stignatellin, ¢astecné redukovany CoQ
netvoii a nevedou k tvorbé ROS [72; 73]. Komplex IV, ktery ve dvou krocich oxiduje kyslik,
producentem ROS nebyva, protoze reaktivni kyslikaté intermediaty Gc¢inné zadrzuje [65].
Inhibici nékterych c¢lankli respiraniho fetézce dojde ke zvySené tvorbé ROS dalsimi
komplexy. Naptiklad inhibice CIII vyvola zvysenou produkci ROS na Cl a CIl [63].

Cilenim na komplexy dychaciho fetézce je moZzno dosédhnout eliminace rakovinnych
bungk, ptikladem pro toto mohou byt inhibitory cilené na vazné misto pro CoQ v komplexu

I1, jako je napi. a—tokoferyl sukcinat (a—TOS) nebo jeho t¢inngjsi analog (MitoVES) [2; 74].
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Inhibitory ATP synthasy ale neucinkuji jednoznacné. Inhibice Fo domény ATP synthasy
oligomycinem a jeho derivaty sice zvysi tvorbu ROS a vyvola apoptozu, avSak
nekonsistentné. Za urcitych podminek miize naopak vstup do apoptoézy inhibovat, mozna
diky pfilisSnému snizeni hladiny bunééného ATP (apoptdza je na ATP zavisla) [75; 76].

Mira produkce ROS jednotlivymi misty komplexi ETC v izolovanych mitochondriich je
zavisla na substratu, ktery je oxidovan. Béhem oxidace sukcinitu vétSina superoxidovych
radikalt pochazi z Io za malého ptispévku Ir a komplexu Il (Qo). Pokud je substratem
glutamat a malat, ptispévky mist formujicich O,*" jsou opacné, navic se znacnym piispévkem
2—oxoglutarat dehydrogenasy. Tvorba O, komplexem Il (ll) se stava spolu s I a Qo
vyznamnou, jestlize je oxidovan palmitoylkarnitin. Nakonec stejnou mérou pfispivaji
k formovani ROS vSechna zminéna mista, pokud je oxidovanym substratem
glycerol-3—fosfat. Podobné zmény jsou predpovidany v bunikach a in vivo [64].

Dulezity mtze byt i topograficky aspekt produkce ROS. Je rozdil napt. mezi komplexy | a
I, kdy komplex I uvoliiuje superoxid pfevazné¢ do mitochondridlniho matrix, zatimco

komplex 111 do matrix i do mezimembranového prostoru [65; 77].

1.6. Antioxidaéni systémy
Jak jiz bylo zminéno vySe, vysoka hladina tvorby O,  radikalu z dychaciho fetézce

vyzaduje adekvatni obranné mechanizmy, aby nedoslo k poskozeni dilezitych bunéénych
komponent. Tato ochrana je zajisténa bunéénymi antioxida¢nimi systémy (Obr. 14, str. 28),
které vyrazné¢ urychluji eliminaci kyslikovych radikali a snizuji tak jejich koncentraci a

pravdépodobnost vzniku néslednych skod.
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Obr. 14 — Hlavni antioxida¢ni enzymy a antioxidanty ROS a RNOS. GPx — glutathion peroxidasa;
GR - glutathion reduktasa; GSH — glutathion; GSSG —disulfid glutathionu; MPO — myeloperoxidasa;
NOS — NO synthasa; Prx — peroxiredoxin; RNOS — reaktivni dusikaté radikaly; SOD — superoxid dismutasa;
TR — thioredoxin reduktasa; Trx — thioredoxin; Trx—S—-S—Trx — disulfid thioredoxinu. Pievzato z [66].

1.6.1. Inaktivace superoxidu

o4

Jednou z nejdilezitéjSich a hierarchicky prvni z komponent antioxida¢ni ochrany je
superoxid dismutasa, SOD. Tento enzym zajistuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku,
ktery je nasledné neutralizovan dal§imi systémy. V eukaryotech jsou popsany tfi izoformy,
mitochondridlni MnSOD (SOD2), kterd se nachazi v matrix mitochondrii, CuZnSOD
Vv cytoplazmé, jadie a lysozomech (SOD1) a SOD produkovana bunikami do extracelularniho
prostoru (SOD3) [65]. Nejdulezitéjsi roli z hlediska mitochondrialnich ROS hraje SOD2,
ktera se v mitochondrii nachazi ve vysoké koncentraci a je zodpovédna za neutralizaci
superoxidu pochézejiciho z dychaciho fetézce. Vyznamnou roli pfi regulaci tohoto enzymu
hraje napf. transkrip¢ni faktor FOXO3, coz je jeden z vyznamnych regulatort antistresovych
odpovédi [78].

1.6.2. Inaktivace peroxidu vodiku
Piebytecny H0, je Vorganizmech detoxifikovan glutathionovym systémem,

thioredoxinovym systémem a katalasami. Katalasykteré se v savCich builkdch nachazi
zejména v peroxizomech, preménuji H,O, na H;O a O, Odstranovani H;0, se
V glutahionovém systému ucastni také glutathionové peroxidasy (GPx) a v thioredoxinovém

systému peroxiredoxiny (Prx).
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1.6.2.1. Glutathion
Glutathionovy (L—y—glutamyl-L—cysteinyl-glycin, GSH) redoxni systém je jednim

Z nejvyznamngéjSich antioxida¢nich mechanizmi bunék. V eukaryotickych butikach poskytuje
vSudyptitomny tripeptid glutahion svoji siln€¢ redukujici volnou thiolovou skupinu pro
udrzeni redoxni homeostazy. Pokud je oxidovan, tvofi disulfidicky mistek s dalSim
glutathionem za vzniku disulfidu glutathionu (GSSG). Pravé pomér GSH/GSSG se vyuziva
jako mefitko oxidacniho stresu uvniti bunky, kterd obvykle udrzuje vysokou hladinu
redukovaného GSH (asi 100:1), jez vyrazn¢ klesa pii oxidanim stresu a apoptoze [79].
Césteéné se na ucinnosti a cileni redoxniho zasahu GSH podili jeho kompartmentace.
Glutathionova zasoba je pfitomna v mitochondriich, cytoplazmé, jadie i endoplazmatickém
retikulu (viz Obr. 15) [80].

V cytoplazmé vétSiny bunék se koncentrace redukovaného glutathionu pohybuje
v rozmezi 2 az 10 mM, v mitochondriich 5 az 11 mM a v jadfe 5 az 15 mM GSH [81; 82].
Bylo zjisténo, Ze distribuce GSH v jadie a cytoplazmé koreluje s bunécnym cyklem. Béhem
bunécné proliferace je koncentrace GSH v cytoplazmé 4x vétsi, ale pii vstupu bunck do
konfluence se koncentrace v obou kompartmentech vyrovnavaji [83]. Téz mitochondrialni
GSH je velmi vyznamny regulator produkce ROS a pomdha udrZzovat integritu
mitochondrialnich lipidd a proteini. Hladina GSH v mitochondriich se 1isi dle typu bunék
(az30 % celkového GSH) a je wudrZovana membranovymi pienaSe¢i GSH
(GSH—-dikarboxylat, GSH-2—oxoglutarat). Prostfednictvim interakce s proteinem Bcl-2 je

GSH udrzovan v mezimebranovém prostoru mitochondrii [84].

Obr. 15 — Konfokalni snimky bunék A549 (plicni epitel) znacenych protilatkou proti glutathionu (GSH)
cervené a proti CIV zelené ukazuji, ze GSH je v buiice vSudypiitomny, nejvice se ho nahcazi v mitochondriich.
Ptevzato z [80].
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GSH vyuzivaji jako substrat glutathion peroxidasy (GPx), které jsou hlavnimi
antioxida¢nimi enzymy. GPx ucastnici se velkou mérou na detoxifikaci H,O, obsahuji v
aktivnim centru selenocystein, proto se selen povazuje za chemoprevenci nékterych typt
rakoviny. Dnes je znamo 7 izoforem GPx, z nichz nejvyznamnéjsi je cytoplazmaticka a
mitochondridlni GPx 1, kterd se vyskytuje jako monomer, a tetramerni fosfolipidova
hydroperoxid glutathion peroxidasa (GPx 4). GPx 1 je prevenci oxida¢niho poskozeni,
redukuje volny H,O, a nékteré organické hydroperoxidy, GPx 4 redukuje komplexné
oxidované lipidy, zejména lipidy membran. Antioxidacni systém GPx casto kompetuje 0
H,0; s katalasami, které se antioxidacni ochrany zapojuji pfi vy$$im oxida¢nim stresu nez

GPx. Katalasy vSak z pravidla nejsou lokalizované v mitochondriich [81].

1.6.2.2. Peroxiredoxiny, Thioredoxiny a NADPH
Glutathionovy redoxni systém casto v buikach kooperuje s dal$im antioxida¢nim

systémem udrzujicim rovnovahu GSH/GSSG — thioredoxinovym systémem redukovaného a
oxidovaného thioredoxinu (TRX-SH/TRX-SS). Thioredoxiny (TRX) jsou vSudypfitomné
malé proteiny, poskytujici dvé redoxné aktivni cysteinova mista. Mechanizmus jejich
pusobeni je zaloZen na redukci disulfidickych vazeb (naptiklad v GSSG) svoji oxidaci, samy
jsou pak regenerovany NADH dependentnimi TRX reduktasami a peroxiredoxiny. Obdobné
jako GSH i TRX je kompartmentovan — TRX1 je lokalizovan v cytoplazmé a b&hem
oxida¢niho stresu je pfemistovan do jadra, TRX2 zajistuje redoxni rovnovahu
vV mitochondriich. Stejn¢ tak jako GSH systém, 1 TRX systém se muzZe stat v sav¢ich buinikach
pti lehkém vychyleni z rovnovahy dutlezitym ¢lenem redoxnich signaliza¢nich kaskad [85].

Thioredoxiny jsou nezbytné i pro udrzbu dalSich antioxidacnich proteinovych komponent.
NejdilezitéjSimi  z téchto na thioredoxinu zavislych ¢lankd jsou mitochondrialné
lokalizované peroxiredoxiny (Prx) 3 a 5 [86]. Prx3 je jeden zprominentnich
mitochondrialnich antioxida¢nich proteind, které se vyznamné podili na piimé inaktivaci
H,0,. Prx5 se na druhou stranu povazuje za dilezity prvek ochrany mitochondrialnich
membran pred oxidacnim poskozenim, jelikoz je schopen eliminovat poskozeni lipidovych a
proteinovych membranovych slozek zptisobené peroxidy [87].

Pro obnovu redukovanych forem GSH a TRX redoxnim cyklovanim jsou esencialni
purinové nukleotidy (pfevazné NADPH). NADPH je produkovan NADH-NADPH nukleotid
transhydrogenasou Vv IMM a systémy redukujicimi NADP+ (naptiklad izocitrat
dehydrogenasou) nebo glukdéza—6—fosfat dehydrogenasou v pentoézofosfatové draze, postrani

vétvi glykolyzy [88].
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1.7. Apoptoza
Zvysena hladina stresu, napf. oxidacniho stresu, muze vést k indukci programované

bunécné smrti, tzv. apoptdzy. Apoptéza muze byt iniciovana dvéma cestami. Mitochondridlni
cestou zprostiedkovanou mitochondriemi, ktera piimo souvisi s oxidaénim poskozenim
buné¢nych mechanizml, nedostatkem ristovych faktord nebo poSkozenim jaderni ¢i
mitochondrialni DNA, nebo extracelularni aktivaci membranovych ,,receptorti smrti“ pomoci
ofaktori  indukujicich smrt“. Mezi nejznaméj$i  ztakovych cest patii Fas
(FAS receptor/Fas ligand), TNF (TNF-1 receptor/TNFa) a  TRAIL
(TRAIL receptor DR4 nebo 5/TNF) cesty [89]. Dale v textu bude popisovana apoptoza

S vnitini, tedy mitochondrialni aktivaci.

1.7.1. Apoptoéza iniciovana oxida¢nim stresem
Oxidacni stres iniciuje apoptozu aktivaci kinaz signaliza¢nich drah MAPK (z anglického

,mitogen—activated protein kinases”), JNK nebo p38-MAPK. Signalizaéni kinazové
komplexy s navazanym redoxnim c¢inidlem (TRX1 nebo glutaredoxin) reaguji na zménu
redoxniho stavu bunky (napiiklad posun GSH/GSSH rovnovéhy), a tak slouzi jako redoxni
spina¢, Vv jehoz dusledku dojde ke zvySeni exprese apoptotickych proteini a/nebo vzniku
ptechodného permeabilniho poru (PTP), coz je rozhodujicim momentem mitochondridlné
proapoptotickych proteintt vcetné cyt ¢ do cytoplazmy [92]. V cytoplazmé pak cyt ¢
alostericky aktivuje 7 molekul proteinu Apaf-1, které za spotieby ATP tvoii komplex
specifickych cystein—aspartatovych proteas kaspas—9 , které¢ dale aktivuji exekuéni kaspasy—3
a 7 zprostiedkovavajici finalni St€peni proteint [93]. Kromé cyt ¢ je z mitochondrii uvolnéna
celd fada proteint. Pro apoptozu jsou nevyznamnéjsi proteiny, které blokuji inhibitory kaspas
Smac/DIABLO a Omi/HtrA2. Déle také endonukleasa EndoG a apoptézu indukujici faktor
(AIF), které vstupuji do jadra, kde nezavisle na kaspasach fragmentuji jadernou DNA a
zpusobuji kondenzaci chromatint [94].

Mitochondrialni apoptdza mize byt v urcitych ptipadech spusténa pies aktivaci receptord
na povrchu bunky, které zprostiedkuji aktivaci kaspas—8. Tyto kaspasy pak stépi protein tBid,
ktery se navaZze do mitochondrialni membrany, zplsobi jeji permeabilizaci a vyliti cyt C.

Proces potom pokracuje tak, jak je popsano vyse [95].
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Pti apoptotické eliminaci prochazi buitka mnoha morfologickymi zménami. V prvni fazi
se bunka stava ovalnou, ztrdci bunécné spoje s okolnimi bunikami a pak se dale smrstuje.
Pozdéji dochazi k ,,bobtnani membrany* a vzniku tzv. apoptotickych télisek, které obsahuji
fragmentovany vnitrobunéénych obsah. Na svém povrchu maji tyto vacky fosfatidylserin
(PS), ktery se za normalnich podminek nachazel na vnitini stran¢ membrany. PS vystaveny
na povrchu je znackou pro makrofagy, které zajisti konecné odstranéni bunéénych zbytkd,

aniz by doslo k vyvolani zanétlivych procesu [96].

1.7.2. PTP (por pirechodné permeabilizace mitochondrialnich membran)
Jednou z pii¢in permeabilizace vnéjs§i mitochondrialni membrany muize byt vytvofeni

velého poru, kdy dochdzi k soucastné permeabilizaci vnitini i vnéj$i membrany pro mensi
ionty a metabolity. Nasledkem toho dojde Kk bobtnani mitochondrii a protrzeni OMM.
DiileZitou roli v tomto procesu miiZzou hréat napf. ionty Ca®". I kdyZ neni stale pfesné znamo,
které proteiny tvofi pfechodny por, ve shodé s doposud obecné uznavanou teorii se jedna
zejména o proteiny Bcl-2 rodiny Bak a Bax (viz nize) a transportni protein VDAC vnéjsi
mitochondridlni membrany. Dilezitou komponentou pro tvorbu kandlu je cyklofylin D a roli
muzou hrat téz prenase¢ ANT v IMM, hexokinasa, Kkreatinkinasa a periferni
benzodiazepinovy receptor (viz Obr. 16). Byla zjisténa téz vyznamna role dimerd
FiFo ATP synthasy [82; 97; 98]. Dulezitost tohoto mechanizmu pfi indukci apoptozy vsak
zustava stale ponekud nejasna.

Bcl-2 INICIACE PTP

proteiny Ca*
( : Oxidanty
+ JPi
b RSSR

deplece ATP a ADP
OMM NAD(P)* > NAD(P)H
PN
CypD @ MM
MATRIX

o e, VDAC
Hexokinasa" j§% i’

Ca?*

Obr. 16 — Domn¢lé slozeni péru piechodné permeabilizace mitochondrii (PTP), jehoZz vznik je iniciovan
oxidanty, oxidovanymi thioly (RSSR), anorganickym fosfatem (Pi), ionty Ca®*, depleci ATD a ADP nebo
vysokym pomérem oxidovanych nikotinamidadeninovych nukleotidii oproti redukovanym. CypD — cyklofylin
D, ANT - adenin nukleotid translokasa, PBR — periferni benzodiazepinovy receptor, VDAC — napétové tizeny
aniontovy kanal, RSSR — thiolovy disulfid. Upraveno dle [97].

1.7.2.1. Role proteinii Bcl-2 v permeabilizaci vnéjsi mitochondridalni membrdany
V soucasnosti se zda, ze hlavnimi regulatory permeabilizace OMM jsou proteiny

superrodiny Bcl-2 (B—cell lymphoma 2). Poprvé byly popsany jako protoonkogeny lidského

lymfomu, které na rozdil od béznych onkogenl nespousti bunéénou proliferaci, ale zajistuji
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preziti bunék za nepfiznivych podminek. Proteiny Bcl-2 zahrnuji vice nez 30 homolognich
proteint s anti— nebo proapoptotickou funkci [99].

Antiapoptotické proteiny (Bcl-2, Mcl-1, Bcl-x,, Bcl-w, Al) maji obvykle 4 Bcl-2
homologni (BH) domény, proapoptotické¢ (Bak a Bax) pak 3 BH domény (BH1,2,3). Tteti,
nejpocetnéjsi skupina ma jednu doménu BH3 (Puma, Noxa, Bid, Bad, Bim aj.), viz Obr. 17.
Proteiny Bcl-2 jsou prevazné globularni molekuly schopné integrace do membran
mitochondrii, jadra a endoplazmatického retikula. Hydrofobni domény proteini Bak a Bax a
antiapoptotickych proteinii umoziuji vazbu proteint s jednou BH3 doménou. Vazba BH3
proteinu a proapoptotického je stimulem aktivujicim apoptéozu a naopak vazba BH3 a
antiapoptotického proteinu je procesem, ktery spousténi apoptdzy inhibuje. Pfima vazba BH3
proteinll na proapoptotické Bak nebo Bax zatim byla popséna u Bid, Bim, Map-1 a Puma
[100-102] a tyto proteiny jsou proto nazyvany téz piimé aktivatory. Ostatni BH3 proteiny
vazou pouze antiapoptotické ¢leny rodiny Bcl-2, ¢imz dojde jejich neutralizaci a zvyseni

citlivosti vici apoptoze [103].
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Obr. 17 — Znazornéni nékterych antiapoptotickych proteini (Bcl-2, Bcl-x,, Bcl-w, Al, Mcl-1) a
proapoptotickych (Bak, Bax, Bok, Bid) a proapoptotickych BH3 proteint (Bim, Bad, Puma, Noxa). U proteint
jsou hnédé oznaceny domény BHI, $edé BH2, modie BH3 a oranzové BH4 domény. Cervené je oznadeny
predikovany transmembranovy tsek. Upraveno dle [89]

Apoptoza je indukovana, paklize se rovnovaha proteinové rodiny Bcl-2 vychyli ve
prospéch proapoptotickych proteinti. V takové situaci dojde k aktivaci proteinii Bax a Bak,

jejich oligomerizaci a vytvofeni poru v OMM [95]. Hlavnim rozdilem mezi Bax a Bak je to,
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ze Bax musi byt do membrany rekrutovan z cytoplasmy, zatimco Bak se jiz v membrané
nachdzi a musi byt pouze aktivovan [104].

Rakovinné buiiky maji ¢asto zvySenou expresi antiapoptotickych proteinii nebo naopak
snizenou expresi proapoptotickych proteinii rodiny Bcl-2. Toho vyuzivaji latky jako
napt. ABT 737 a ABT 263. Ty byly navrzeny jako takzvana mimetika BH3 domény a
principem jejich funkce je neutraliza¢ni vazba na Bcl-2 a Bcl-x_ a nasledna aktivace
apoptozy [105]. Podobné mechanizmy ucinku byly piekvapivé popsany i pro o—TOS [106]
nebo pro inhibitor ClIl antimycin A [107].

1.7.3. Mitokany — mediatory apoptozy cilené na mitochondrie a dalSi apoptoticka
C¢inidla

Takzvané mitokany (z anglickych slov ,,mitochondria“ a ,cancer) jsou nedavno
vyclenénou skupinou nizkomolekularnich latek, které selektivné potlacuji zhoubné bunééné
bujeni, a to destabilizaci mitochondrii a mitochondridlnich systémi. Jejich castym
mechanizmem pusobeni je indukce tvorby ROS s naslednym vyvolanim apoptdzy s urcitou
selektivitou pro rakovinné bunky. Dodnes byla popsana fada sloucenin, které se neformalné
klasifikuji dle mista ucinku, napt. inhibitory hexokinasy II, ktera ,aktivuje* glukozu pro
vstup do glykolyzy, mimetika proteini Bcl-2, které hraji esencidlni roli ve spousténi a
inhibici apoptdzy, inhibitory redoxnich thiolli, latky cilené do IMM nebo ovliviiujici
citratovy cyklus a procesy zahrnujici mtDNA. Z hlediska této diplomové prace jsou
nejzajimavéjsi skupinou inhibitory komplext respiracniho fetézce.

Fenethylizothiokyanat (PEITC) zpusobuje vyCerpani glutathionu a inhibuje GSH
peroxidasu, navic specificky blokuje funkci CIII [108] vlivem &ehoz se jesté vice zvysi
produkce ROS. Nadorové buriky, které maji vétSinou slabsi antioxidaé¢ni kapacitu, tak vinou
vzniklého oxidacniho stresu selektivné vstupuji do apoptdzy [6]. Inhibici CIII také vyvolava
apoptotické protinadorové ¢inidlo antimycin A, které navic piasobi i jako mimetikum BH3
proteini [71; 107]. VySe zminovany rotenon ma krom¢ schopnosti inhibovat Cl také
schopnost destabilizovat mikrotubuly [109]. Doxorubicin je schopen interkalace do DNA,
¢imz znemoznuje replikaci DNA a transkripci RNA blokaci spravné funkce DNA a RNA
polymerasy a inhibuje topoisomerasu [110; 111]. Také ma protinadorovy ucinek vyvolany
ptimou inhibici aktivity CIV [112] a kardiotoxicky efekt spojeny s vyssi produkci ROS jeho
redoxnim cyklovanim [113]. Jednim z nejucinnéjSich mitokant je MitoVES, ktery primarné

inhibuje CII a tim zvySuje tvorbu ROS a iniciuje vstup bun¢k do apoptézy. MitoVES také
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moduluje mtDNA a v subapoptotickych davkéach snizuje jeji transkripci a inhibuje nadorové
bujeni [67].

Menadion (synteticky vitamin Kgz) inhibuje mitochondrialni DNA polymerasu y [114],
nebo svym redoxnim cyklovanim spotfebovava NAD(P)H s pruvodnim zvySenim ROS [115]

Vv dusledku ¢ehoz je v buiikéch indukovana apoptoza.

Kromé mitokanti byl dal$i latkou s protirakovinnym ucinkem vyuzitou v této praci
paklitaxel (také taxol), standardni protirakovinné terapeutikum. Mechanizmem uéinku této
latky je nefyziologicka stabilizace cytoskeletalnich mikrotubulii, kterd znemozni buitkam
mitotické dé€leni, zplsobujici zastaveni rustu Vv Go/M fazi (viz nize) a je nasledovano vstupem
bunék do apoptozy. Bylo ukazano, ze vlivem paklitaxelu téz dochazi k uréité zvysené tvorbé
ROS a depleci GSH [116] .

Staurosporin je proteinkinasovy inhibitor vyuzivany jako standardni induktor apoptozy.
Jeho mechanizmus G¢inku je vsak slozity a doposud kontroverzni [117]. Staurosporin do
ur€ité miry a v nékterych systémech vyvolava oxidacni stres [118], avSak tento efekt nemusi

mit zasadni roli v iniciaci apoptozy [119].

1.8. Mitochondrialni dynamika
Mitochondrialni architektura je spjata s bioenergetickou adaptaci bunék na dostupnost

zivin. Pokud buniky rostou v médiu bohatém na Ziviny (napf. sacharidy, mastné kyseliny),
jsou jejich mitochondrie pievazné kratké a kulaté. Pokud buriky hladovéji, mitochondrie se
spojuji a tvofi dlouha propojena vlakna, viz Obr. 18, str. 36 [120; 121]. K neustalym zménam
tvaru mitochondrii dochazi i v prib&éhu bunééného cyklu [122], coz mize byt fizeno geny
ovliviiyjicimi bunéénou proliferaci, jako je napt. C-MYC [123]. Morfologie mitochondrii
také vypovidd o viabilité bunck, které separaci a fuzi mitochondrii zajistuji reorganizaci
mitochondridlnich komponent a eliminuji poskozeny mitochondridlni materidl. Tvar
mitochondrii je vyznamné ovlivnén i apoptotickymi proteiny Bak, Bax a Bcl-x,, a tak

souvisi s citlivosti bun¢k k apoptoze [99].
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Obr. 18 — Rozdilna morfologie mitochondrii bun&k INS—1, které byly po dobu 4 hodin vystaveny riznym
koncentracim glukézy a vys$si mastné kyseliny (palmitat konjugovany s BSA). A) 5 mM glukéza, B) 20 mM
glukéza a 0,4 mM palmitat. Mitochondrie jsou fluorescenéné oznaCené DsRed cilenym na mitochondrie.
V chud$im médiu (A) maji mitochondrie delsi ,trubkovity” tvar, v bohat§im médiu (B) pak spiSe kulaty.
Prevzato z [19].

1.8.1. Splynuti (fuze) mitochondrii
Mitochondrialni faze je proces, pii kterém se mitochondrie spoji dohromady.

Mitochondrie spojuji IMM a OMM v samostatnych procesech ¢emuz nasvédcuje i lokalizace
ucastnicich se proteini. V OMM se nachazeji mitofuziny 1 a 2 (MFN 1 a 2), zatimco splynuti
vnitfnich membran zajistuje zejména protein OPA1 lokalizovany v IMM [124] [125].
Mitofuziny (1 i1 2) jsou transmembranové GTPasy zakotvené v OMM s cytoplazmatickymi
doménami, pomoci nichZ oligomerizuji a umoznuji tak pfibliZeni membran mitochondrii
[126; 127]. Protein OPA1 ma podobnou funkci jako mitofuziny s tim rozdilem, Ze zajistuje

ptiblizeni vnitfnich mitochondrialnich membran, poptipad€ uzavieni krist [99; 124].

1.8.2. Fragmentace mitochondrii
Pti fragmentaci dochazi k rozdéleni mitochondrie na dvé ¢i vice samostatnych organel.

Fragmentace mitochondrii je reakci organizmu na snizené energetické pozadavky, slouzi
k eliminaci Spatn¢ fungujicich mitochondrii (napf. pii pfilisné produkci ROS) [128] a je
nutnou soucdsti apoptotického odstranéni bunék. Rozdéleni mitochondrii obstaravaji
GTPasové proteiny podobné dynamintim (Drpl), nachazejici se pfevazné v cytoplazmé a na
vybézcich mitochondrii. Pti jejich aktivaci dochazi k jejich translokaci do mitochondrie, kde
vytvari ,,8krtici krouzek®“ kolem mitochondrie, ktery pak za spoluprace s cytoskeletalnimi

proteiny mitochondrii rozd¢li [104].
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1.8.3. Dynamika mitochondrii béhem apoptézy
Proteiny mitochondridlni dynamiky maji vyznamnou roli v regulaci apoptézy nebo pfi

jejim prabéhu. Protein Drpl stimuluje tvorbu PTP v mitochondrialni membrané a dale
propaguje jiz probihajici programovanou bunécnou smrt fragmentaci mitochondrii. Byva
Casto kolokalizovan s proapoptotickymi proteiny Bak a Bax [129], které sumoylaci
modifikuji Drpl pro jeho Ilep$i =zaclenéni do mitochondridlni membrany [104].
Imunoprecipitaci byla prokazana interakce Bak a Bax s mitofuziny, coz naopak snizuje
citlivost k apoptoze inhibici tvorby PTP. Citlivost k apoptdze snizuje téz OPAI, ktery
zadrzuje cyt € uzavieny v kristdch a zabrafiuje jeho spontannimu vyliti do cytoplazmy bun¢k

[99].

1.9. Warburgiv efekt: Mitochondrialni kontrola bunécné proliferace
Otto H. Warburg roku 1924 zjistil, ze naddorové buniky maji zvySenou miru anaerobni

glykolyzy a naopak snizenou miru oxidacni fosforylace nezavisle na dostupnosti O,. Bunky
pfi tomto d&ji ziskavaji vétSinu ATP odbourdvanim glukézy na pyruvat a néasledn¢ laktat,
prestoze energeticky zisk zjedné molekuly glukézy je pfi anaerobni glykolyze pouze
2 molekuly ATP oproti 36 molekuldm ATP, které by buiice poskytla oxidaéni fosforylace pti
kompletni oxidaci molekuly glukozy. Obdobné se chovaji rychle proliferujici bunky, které si
timto na prvni pohled nevyhodnym posunem metabolizmu zajist'uji rychly ptisun ATP a
intermediatd nutnych pro biogenezi a rychlou proliferaci. Zhruba 10 % vzniklého pyruvatu je
vyuzito v biosyntetickych reakcich a mald ¢ast je 1 nadile oxidacn€é odbouravana
v citratovém cyklu. Jedna molekula glukézy tak poskytuje bunce asi 4 molekuly ATP
(ilustrativné na Obr. 19, str. 38) [7]. K Warburgovu efektu vede napt. nadmérny rozpad
mitochondrii a redukce mitochondrialni biogeneze, zmény exprese onkogenli a tumorovych
supresord, né€kdy i mitochondridlni defekty. Vyhodnost Warburgova efektu vysvétluje
snizeni bunécné respirace a produkce ROS, coZz umozni stimulaci vétSiny proliferacnich
signalll (NF—«B, p53, RAF, HIF-1 aj.) a maximalni aktivitu prolifera¢nich kinaz (napt. AKT,
ERK 1 a 2) [85].
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DIFERENCIOVANE BUNKY PROLIFERUJiCI ~ RAKOVINNE
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Obr. 19 — Warburgiiv efekt — Schematické zobrazeni metabolickych rozdili mezi proliferujicimi, resp.
nadorovymi, a diferenciovanymi buitkami. Neproliferujici bunky (diferenciované) za pfitomnosti O,
glykolyticky odbouravaji glukdzu na pyruvat, ktery je v mitochondriich kompletné oxidovan na CO,, za zisku
36 molekul ATP. Pii omezené dostupnosti O, je pyruvat pfeménén anaerobni glykolyzou na laktat a ten je
vyloucen z bunky za zisku pouhych 2 molekul ATP. Warburglv efekt popisuje dé¢j, pii kterém proliferujici nebo
rakovinné buiiky i za pritomnosti dostateéného mnozstvi O, preménuji vétsinu glukézy anaerobni glykolyzou na
laktat. Mitochondrie ztistavaji vSak nadale funk¢ni, a tak je mala ¢ast pyruvatu pfeménéna oxidaéné v oxidacni
fosforylaci za primérného zisku asi 4 molekul ATP/1 mol glukézy. Zhruba 10 % vzniklého pyruvatu je vyuzito
V biosyntetickych reakcich. Upraveno dle [7].

1.10. Buné¢ny cyklus

Vsechny proliferujici  builky prochdzi bunéénym cyklem, ktery ma 4 faze
(viz Obr. 20). Po dlouhé vegetacni rastové fazi G; nasleduje faze S, ve které dochazi
k replikaci DNA. Po uspésné replikaci nasleduje kratka ristova faze G, ve které se buiika
pripravuje na samotné déleni a zndsobuje sviij biologicky material. Nasledujici mitotické
déleni se oznacuje jako faze M. Po kontrole tispé$ného rozdéleni dcefiné bunky opét vstupuji
do faze G; respektive Gg a tim se cely cyklus uzavira. Pfechod mezi jednotlivymi fazemi je
fizen mnoha kontrolnimi mechanizmy, mezi nejvyznamnéjsi patii cyklindependentni kinasy
reagujici na hladinu cyklini ménici se v pribéhu cyklu. Tento systém je konzervovany u

vS§ech organizmi od kvasinek po savce [130-132].

, mitéza ,'
pnpravn\ ’
buiiky na \ 7

délem 4 -(

\ < repllkace
DNA

Obr. 20 — Cyklus bun&¢né proliferace zahrnuje faze postupné oznacované jako Gi, S, G, a M. Po M fazi
muze opét nasledovat faze G;, nebo zastaveni bunéného déleni vstupem do klidové faze bunécného cyklu Gy.
Upraveno dle [131].
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Vétsina lidsky diferenciovanych bunék se dale aktivné nedéli a setrvavaji v klidové fazi.
Tato faze je oznaCovana jako Gy, a i1 kdyz je Casto povazovana za pozménénou fazi Gy, byva
vétsSinou z bunécného cyklu vyclenéna. Nekteré builky setrvavaji po své diferenciaci
Vv bunééné fazi Gy po celou dobu své existence [133], jiné jako jsou napiiklad lymfocyty,
fibroblasty ¢i endotelialni buiiky, mohou byt vhodnym vné&jsim podnétem opét aktivovany.
K tomu u lymfocyti dochazi v pfipadé nutné imunitni odpovédi, rozpoznanim antigenu na
receptoru bunék [134] nebo v ptipadé¢ aktivace fibroblasti a endotelialnich bunék
odpovidajicimi rastovymi faktory pii obnové ¢i tvorbé nové tkané. Schopnost bunék
vstupovat do klidového stavu a opét jej opoustét je velmi dalezitd pro organizmus pii
udrzovani bunééné homeostazy nebo v ptipadé odolavani organizmu poSkozeni a jinym

hrozbam [131].
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2. Cil prace
Cile této prace je mozné shrnout do né¢kolika bodu:

1. Stanovit citlivost Kk bunééné smrti a miru produkce reaktivnich forem kysliku
Vv proliferujicich a konfluentnich endotelidlnich buiikach s funkénim a defektnim oxida¢nim

fetézcem.

2. Charakterizovat dychaci fetézec a mitochondrialni morfologii v proliferujicich a

konfluentnich endotelialnich butikach.

3. Charakterizovat antioxidacni systémy proliferujicich a konfluentnich bunék.

4. Stanovit a porovnat hladinu exprese pro— a antiapoptotickych proteini v téchto
bunkach.
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3. Material

3.1. Chemikalie
2—merkaptoethanol — Fluka

2-NBDG - Life Technologies
6—aminokapronova kyselina — Sigma Aldrich
ABT 737 — Santa Cruz

Annexin V konjugovany s FITC — Becton, Dickinson and Company
Antimycin A — Sigma Aldrich

ATP — Sigma Aldrich

ATX Ponceau S — Fluka

Bisakrylamid — BioRad

Bistris — Serva

Brilliant Blue G — Sigma Aldrich
Bromfenolova modi — Sigma Aldrich

BSA pro BCA — Thermo Scientific

BSA pro WB - Sigma Aldrich

CaCl; - Fluka

Cytochrom c (oxidovany) — Sigma Aldrich
DAB - Sigma Aldrich

Deoxycholat sodny (monohydrat) — Fluka
dH,0 — vlastni destilace

DCH2F-DA — Cell Signaling Technology
Digitonin — Sigma Aldrich

Doxorubicin hydrochlorid — Sigma Aldrich
EDTA — Fluka

EGTA - Fluka

EtOH (pro UV spektroskopii (99.8 %)) — Lach—Ner
FBS — Life Technologies

Fenazin methosulfat — Sigma Aldrich
Glutamin — Sigma Aldrich

Glycerol — Sigma Aldrich

Glycin — Serva

HAT Suplement — Life Technologies
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HCI — Lachema

HEPES — Sigma Aldrich

Hoechtst 33342 — Sigma Aldrich

KH,PO, — Lachema

KOH - Lachema

Kyselina octova — Penta

Malonat — Sigma Aldrich

MCB - Sigma Aldrich

Menadion — Sigma Aldrich

MeOH — Penta

MgCl, . 6H,0 — Fluka

MgSQ, — Sigma Aldrich

MitoVES — syntetizovan Janem Stursou (UOCHB, AV CR)
Miéko — SusSené odtu¢néné mléko, Bohemilk, a.s.
MOPS - Sigma Aldrich

Na,HPO, — Lachema

NaCl — Serva

NADH — Serva

NaH,PO, — Lachema

n—Dodecyl p—D-maltosid — Sigma Aldrich
NP—-40 — Sigma Aldrich

NTB — Serva

Paklitaxel — Sigma Aldrich

Pb(NO3), — Lachema

PBS — Active Motif

PEITC — Sigma Aldrich

Penicilin G (sodna sul) — Sigma Aldrich
Peroxid vodiku — Sigma Aldrich
Peroxodisiran amonny — Amersham Biosciences
Pl — Molecular Probes

PIC (P8340) — Sigma Aldrich

Pyronin y — Sigma Aldrich

Pyruvat sodny — Sigma Aldrich
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Rotenon — Sigma Aldrich

Sachardza — Sigma Aldrich

SDS - Sigma Aldrich

Staurosporin — LC Laboratories
Streptomycin (siran) — Sigma Aldrich
Taurin — Sigma Aldrich

TEMED - Fluka

Tricine — Serva

Tris baze (Trizma ® baze) — Sigma Aldrich
Tween 20 ® — Sigma ALdrich

Uridin — Sigma Aldrich

3.2. Protilatky

3.2.1. Primarni protilatky
Aktin (1-19) — Santa Cruz
Bcl—x, — Cell Signaling
COXIV — Abcam

Mcl-1 — Santa Cruz

MTCO1 — Abcam

MTCO2 — Abcam

NDUFB8 — Abcam

NDUFS1 — Abcam

NDUFS3 — Abcam

SDHA — Abcam

SOD2 — Acris

Total Oxphos Coctail — Abcam (SDHA, ATP5A, UQCRC2, NDUFAJ9, Cox 1V)
UQCRC2 — Abcam

VDAC1 — Abcam

B—Aktin (HRP) — Cell Signaling

3.2.2. Sekundarni protilatky
kozi anti-imunoglubulin G konjugovana s kienovou peroxidasou — Sigma Aldrich

krali¢i anti-imunoglubulin G konjugovana s kifenovou peroxidasou — Sigma Aldrich

mysi anti-imunoglubulin G konjugovana s kienovou peroxidasou — Sigma Aldrich




3.3. Média
Médium 1
DMEM 12-604 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) — Lonza
obohaceni:
FBS (10 % w/v)
HAT Suplement (2 % w/v) — Life technologies
(hypoxantin (5 mM), aminopterin (20 uM), thymidine (0,8 mM))
Penicilin G (sodna stil) (100 U/ml)
Streptomycin (siran) (100 pg/ml)

Médium 2

Médium 1

obohaceni:

Pyruvat sodny (1 mg/ml)

Uridin (0,05 mg/ml)

HEPES (pH 7,2) (2mM)

Glutamin (0,03 % wi/v)

Neesencialni aminokyseliny (1 % w/v) — Life Technologies
(Glycin (750 mg/ml), L-Alanin (890 mg/ml), L—Asparagin (1320 mg/ml),
L—Aspartat (1330 mg/ml), L-Glutamat (147 mg/ml), L-Prolin (1150 mg/ml),
L—Serin (1050 mg/ml))

MIRO05 (Respira¢ni médium pro mitochondrie)
Sachar6za (110 mM)
EGTA (0,5 mM)
MgCl; . 6H,0 (3 mM)
K-laktobionat (60 mM)
Taurin (20 mM)
KH2PO,4 (10 mM)
HEPES (20 mM)
BSA (1 g/l)
pH upraveno na 7,1 (1 M KOH)
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3.4. Pufry

10x Annexin V vazajici pufr (komerc¢né od Dickinson and Company)
Hepes (0,1 M)
NaCl (1,4 M)
CaCl; (25 mM)

Anodovy pufr
Bistris (50 mM)
pH upraveno na 7,0 (1 M KOH)

BNE katodovy pufr
Bistris (15 mM)
Tricine (50 mM)
pH upraveno na 7,0 (1M KOH)
Brilliant Blue G (0,02 % w/w)
piefiltrovano

Extrak¢ni pufr (EP)
6-aminokapronova Kyselina
Bistris (50 mM)

EDTA (0,5 mM)
pH upraveno na 7,0 (1 M KOH)

hr—CNE-3 katodovy pufr
Bistris (15 mM)
Tricine (50 mM)
pH upraveno na 7,0 (1 M KOH)
Monohydrat deoxycholatu sodného (0,05 % w/w)
n—Dodecyl p—D-maltosid (0,01 % w/w)

IBc pufr (dle [135])
Sacharéza (0,2 M)
EGTA (2 mM)
(1 ml 0,2 M EGTA do 100 ml pufru, pH upraveno Tris bazi na 7,4)
Tris baze (10 mM )
(10 ml 0,1 M Tris baze do 100 ml pufru, pH upraveno MOPS na 7,4)
pH upraveno na 7,4 (1 M KOH)

Nanaseci pufr BNE
6—aminokapronova kyselina (0,75 M)
Bistris (50 mM)
EDTA (0,5 M) 0,1 % (w/w)
pH upraveno na 7 (1 M KOH)
Brilliant Blue G (5 % w/w)
Glycerol (12 % v/v)

Nanaseci pufr hr—CNE
Glycerol (50 % v/v)
ATX Ponceau S (0,1 % v/v)




Odmyvaci pufr
Glycin (0,2 M)
pH upraveno na 2,2 (1 M HCI)
SDS (0,1 % viv)
Tween 20 (1 % v/v)

RIPA pufr
NP-40 (1% wi/v)
SDS (0,1 % wiv)
NaCl (10 mM)
Deoxycholat sodny (0,5 % w/v)
EDTA (1 mM)
Tris—HCI pufr pH 7,4 (50 mM)

SDS-PAGE pufr
Tris baze (25 mM)
Glycin (192 mM)
SDS (5 % wiv)

Sodno fosfatovy pufr (pH 7,2)
Na;HPO, (0,28 M)
NaH,PO, (0,72 M)
pH upraveno na 7,2 (1 M NaOH)

STE pufr
Sachardza (250 mM)
Tris baze (10 mM)
EDTA (ImM)

TBS pufr
Tris baze (10 mM)
NaCl (152 mM)
Tween 20 (0,05 % v/v)

Transferovy pufr pro nativni elektroforézu
Tris baze (25 mM)
Glycin (25 mM)
MeOH (10 % v/v)
pH upraveno na 9,2 (1M KOH)

Tris—HCI pufr
Tris baze (dle pozadavku)
titrovano 1M HCI na pozadované pH




Vzorkovy SDS-PAGE pufr (4x SLB)
SDS (8 % wi/v)
Glycerol (40 % v/v)
2—merkaptoethanol (20 % v/v)
Bromfenolova modt (0,04 % wi/v)
Tris—HCI pH 6,8 (0,25 M)

WB pufr
Tris baze (25 mM)
Glycin (192 mM)
MetOH (20 % v/v)

3.5. Gely

10 %/12 % separacni gel
Tris—HCI pufr (pH 8,8) (380 mM)
Bisakrylamid (10/12 % v/v)
SDS (0,01 % wi/v)
Peroxodisiran amonny (0,01 % w/v)
TEMED (0,13 % v/v)

Zaostirovaci gel
Tris—HCI pufr (pH 6,8) (125 mM)
Bisakrylamid (4 % v/v)
SDS (0,1 % wi/v)
Peroxodisiran amonny (0,1 % w/v)
TEMED (0,01 % v/v)
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4. Metody

4.1. Kultivace bunék
Imortalizovana linie lidskych endotelidlnich bunék (Ea.hy926) od American Type Culture

Collection byla kultivovana v CO, inkubatoru MCO-18AC (Sanyo) pii 37 °C a5 % CO, v
tkafiovych lahvich s p&stebnim povrchem 150 cm? v kultivaénim médiu 1 (viz kap. 3.3.).
Bunééné kultury byly kazdé 3 az 4 dny pasazovany trypsinizaci (viz kap. 4.2.) tak, aby
nedosahly konfluence. Stejny postup byl dodrzovan i pro p0 bunky, které byly péstovany v
médiu 2 (viz kap. 3.3.). Buiky byly pribézné testovany na piitomnost mykoplazmy (bakterie

tiidy Moliicutes) komer¢nim detekénim kitem MycoAlert™ (Lonza) dle dodavaného navodu.

4.2. Trypsinizace bunék
Z kultiva¢ni nddoby bylo odsato médium, buiiky byly promyty 2 x PBS a poté inkubovany

asi 5 min s pfiméfenym objemem roztoku trypsinu v PBS (0,25 % w/v) v CO; inkubatoru
(37 °C/5 % CO,). Po inkubaci byl trypsin inaktivovan asi pétinasobnym mnozstvim
kultivaéniho média. Vznikla suspenze byla dusledné resuspendovana a pouzita pro dalsi
ucely.
4.3. Pocitani bunék

Pocet Zivych bunék v bunééné suspenzi byl zméfen pomoci ¢itaée bunék Innovatis
CASY® pii 500 nasobném ziedéni v PBS (20 pl bunécné suspenze po trypsinizaci
v 10 ml PBS).

4.4. Priprava bunécné linie p0
Bunécnéd linie Ea.hy926 byla po dobu 2 mésict péstovana v kultivaénim médiu 2

(viz kap 3.3.) za ptitomnosti ethidium bromidu (0,2 ug/ml). EtBr se interkaluje ptednostné do
Sroubovice mitochondrialni DNA a inhibuje tak moznost jeji replikace a translace.
Nepfitomnost mitochondridlni DNA, tedy i1 mitochondridlné koédovanych komplexi
respira¢niho fetézce, byla potvrzena stanovenim respirace na oxygrafu (viz kap 4.8.2.).

V pritbéhu kultivace bylo pravidelné kontrolovano, zda bunky p0 neziskaly zpé€t respiracni
aktivitu (viz Obr. 21, str. 49). Z trypsinizované bunééné suspenze byly odebrany 2 miliony
bun¢k, centrifugovany pii pokojové teplote pfi 500 g/5 min a bunécnd peleta poté
resuspendovana ve 2 ml média 2 (viz kap 3.3.). Kontrola respirace piipravené bunééné
suspenze byla provedena v oxygrafu Oroboros Instruments Oxygraph-2k dle protokolu pro

nepermeabilizované bunky (viz kap. 4.8.2.).
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Obr. 21 — Porovnani respirace bunék Ea.hy926 (Cervené) a p0 (zelené) po dodani endogennich substrat a
inhibitord respira¢niho fetézce vyuzivanych jako kontrola ztraty mtDNA u p0O bunék. 1) pocatek méfeni,
2) sukcinat 3) ADP 4) Oligomycin 5-8) FCCP 9) Rotenon 10) Antimycin A (reprezentativni experiment).

4.5. Priprava bunék na méreni apoptozy, produkce ROS, prijmu glukdzy a faze
bunééného cyklu
Bunky, které mély byt pro experiment konfluentni, byly vysazeny vzdy nékolik dni

predem do 24 jamkové desti¢ky (plocha jamky 1,8 cm?) tak, aby v konfluetnim stavu byly
4 az 5 dni pied experimentem. Kultivaéni médium bylo pravideln¢ kazdé¢ 2 az 3 dny
vyménovano (médium 1 pro Ea.hy926, médium 2 pro p0 bunky, viz kap 3.3.). Nekonfluentni
vzorky byly vysazovany do 6 jamkové desticky (plocha jamky 10 cm?) 2 nebo 3 dny pied
experimentalnim méfenim v mnozstvi 200 tisic, resp. 80 tisic bunék na jamku. Den pied

experimentem bylo kultiva¢ni médium u vzorkti vyménéno a upraveno na objem 1 ml.

4.6. Detekce tvorby intracelularnich ROS
Tvorba ROS byla stanovena pomoci fluorescencni priitokové cytometrie. Pro detekci byla

vyuzita fluorescen¢ni sonda 2,7-dichlorodihydrofluoresceindiacetait (DCFH2-DA), ktera
snadno prostupuje bunéénymi membranami. Po vstupu do bunky je DCFH2-DA bunéénymi
esterasami deacetylovan, ¢imz ztrdci schopnost prochidzet membrdnami zpét. Vznikly
2,7—dichlorodihydrofluorescein je velmi citlivy k ROS a pfi kontaktu s nimi se okamzité
oxiduje na 2,7—dichlorofluorescein (DCF), ktery je fluorescenéni v zeleném spektru. Mira
fluorescence je tedy proporcialni hlading intracelularnich ROS [136].

Mitochondridlni membranovy potencial byl stanoven pomoci méfeni intenzity cervené
fluorescence tetramethylrhodaminmethylesteru (TMRM). Tato kationtova lipofilni sonda se
koncentruje v mitochondriich tmérné velikosti Aypy+ a mira Cervené fluorescence tedy
reprezentuje relativni hodnotu mitochondridlniho membranového potencialu [137].

Pripravené bunécné vzorky (viz kap. 4.5.) byly po dobu 1 hodiny vystaveny apoptotickym
a ROS generujicim ¢inidlim uvedenym v Tab. 1, str. 50.
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Tab. 1 — Apoptoticka a oxidaéni ¢inidla a jejich koncentrace pouzité pii detekci produkce
Pokud byly pro buiiky p0 pouZity jiné koncentrace ¢inidla, je tak uvedeno v zavorce.

slouc¢enina koncentrace (uM)
peroxid vodiku (H20,) v PBS 0; 100; 200; 400; 800; 1200
fenethyl izothiokyanat (PEITC) v EtOH 0;1;2;3;5;75(0; 2,5;5; 7,5; 10; 20)
rotenon v EtOH 0; 0,5; 2; 5; 20; 40
antimycin A v EtOH 0; 0,5; 2; 5; 20; 40
menadion v EtOH 0; 2; 5; 10; 20; 40
staurosporin v DMSO 0;0,1;0,2;05;1;1,5
paklitaxel v EtOH 0;0,5;1; 2; 5; 10
doxorubicin v H,0O 0;0,5; 1; 2; 5; 10
MitoVES v DMSO 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 15
ABT 737 v DMSO 0; 1, 2,5; 5; 10; 25

Ptiblizné 20 min pied koncem inkubacni doby byl do jamek ptiddn DCFH2-DA do finalni
koncentrace 5 UM a TMRM do koncentrace 50 nM. Po skonceni inkubace byly bunky
trypsinizovany (viz kap. 4.2.) a pieneseny do zkumavek pro cytometrii. Vzorky byly
nasledné centrifugovany za pokojové teploty pii 400 g/4 min, peleta byla resuspendovana
ve 200 pul 50 nM TMRM v PBS. Vzorky byly néasledné inkubovany ve tmé pii 4 °C cca
5 min. Tvorba ROS byla detekovana pomoci pritokové cytometrie za vyuziti pritokového
cytometru BD FACS Calibur. K excitaci byl pouzit argonovy laser 488 nm s detekei
oxidovaného DCF na kanélu FL1 (,,band—pass* filtr BP530/30 nm) a TMRM na kanalu FL2
(,,band—pass* filtr BP585/42 nm). Po zméfeni signalu z 10000 bun€k byla ziskand data
analyzovana pomoci programu FlowJo 9.6.2.

Procentuédlni zastoupeni bun€k generujicich ROS bylo vypocteno pomoci souctu
jednotlivych kvadrantii pfedstavujicich buiiky tvofici a netvorici ROS (viz Obr. 22, str. 51).
Membranovy potencial byl vyhodnocen jako geometricky pramér signalu na kanalu FL—2.

Pozice kvadrantli byly konstantni v rdmci experimentu a u kazdého experimentu byly
nastaveny tak, aby mnozstvi bunék v kvadrantech 1, 2, 3, 4 bylo pro kontrolni vzorek vzdy

pfiblizné stejné.
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Obr. 22 — Grafické znazornéni vypoctu procentualniho zastoupeni bunék generujicich ROS pomoci soucti
V jednotlivych kvadrantech. A) kontrolni buiiky neprodukujici ROS B) ¢ast bunék sezvysenou produkci ROS.
Kvadrant 1 a 4 — DCF pozitivni buiiky — butiky produkujici ROS

4.7. Detekce apoptozy
Zastoupeni apoptotickych a pozdné apoptotickych bunék v bunécné populaci bylo
detekovano pomoci prutokové cytometrie. Jako fluorescen¢ni znacka pro tuto metodu byl
pouzit fluorescen¢né znaceny protein Annexin V—FITC (fluorescein izothiokyanat). Annexin
V je Ca?* dependentni protein vykazujici preferencni vazbu na fosfolipid fosfatidylserin (PS).
Tento fosfolipid se v casnych fazich apoptéozy objevuje na vnéj§im povrchu bunécéné
membrany, kde se normalné nenachazi, ¢imz umoziuje detekci ¢asnych apoptotickych bunck
pomoci Annexinu V. Bunky byly soucasné inkubovany s propidium jodidem (PI), ktery se
interkaluje do DNA bunék s porusenou bunéénou membranou, coz nastava v pozdnich fazich
apoptdzy nebo pii bunécné nekroze. Procento bunék pozitivnich na Annexinu V-FITC a Pl
tak umozni uréit miru bunééné smrti a jeji charakter [138].
Pfipravené bunécné vzorky (viz kap. 4.5.) byly po 22 hodin vystaveny apoptozu

indukujicim ¢inidlim v koncentracich, jak ukazuje tabulka (Tab. 2, str. 52).
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Tab. 2 — Experimentalni apoptoticka a oxidaéni ¢inidla a jejich koncentrace pouZité pti méteni apoptozy.
Pokud byly pro buiiky p0 pouzity jiné koncentrace Cinidla, je tak uvedeno v zavorce.

slou¢enina koncentrace (uM)
peroxid vodiku (H,0,) v PBS 0; 100; 200; 400; 800; 1200
fenethyl izothiokyanat (PEITC) v EtOH 0;2,5:;5;75;10; 20
rotenon v EtOH 0;0,5; 2; 5; 20; 40
antimycin A v EtOH 0; 0,5; 2; 5; 20; 40
menadion v EtOH 0; 2; 5; 10; 20; 40
staurosporin v DMSO 0;0,1;0,2;05;1;1,5
paklitaxel v EtOH 0;0,5;1; 2;5; 10
doxorubicin v H,O 0;0,1; 0,25;0,5; 1; 2 (0; 0,25; 0,5; 1; 2; 5)
MitoVES v DMSO 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 15
ABT 737 v DMSO 0; 1, 2,5; 5; 10; 25

Po predepsané dobé bylo kultivaéni médium z jamek pievedeno do zkumavky urcené pro
pratokovou cytometrii, kam bylo nasledné pifidano 400 pl roztoku PBS pouzZitého pro
vyplachnuti jamky od zbytku média. Ptisedlé bunky byly poté trypsinizovany (viz kap. 4.2.)
a trypsiniza¢ni roztok inaktivovan 500 pl suspenze z odpovidajici zkumavky a spolu
s bunikami pfenesen zpét. Vzorky byly poté centrifugovany pii 400 g/4 min za pokojové
teploty, proplachnuty 500 ul PBS a opétovné stoCeny za stejnych podminek. Bunécna peleta
byla poté resuspendovana ve 100 plreakéni smési Annexinu V (1 pl Annexin V-FITC,
10 ul 10x Annexin V vazajici pufr (Becton, Dickinson), 89 ul 1x PBS). Vzorky pak byly
inkubovany ve tmé& pii 4 °C cca 15 min. Po nasledném pfidani roztoku PI na finalni
koncentraci 1.5 pM byla bunécna smrt detekovana pomoci pratokové cytometrie piistrojem
BD FACS Calibur s excitaci argonovym laserem (488 nm). Signal FITC fluorescence
Annexinu V byl zaznamenavan na kanalu FL1 (,band—pass® filtr BP530/30 nm) a PI
fluorescence na kanalu FL3 (,,long—pass® filtr LP650 nm). Naméfend data z 10000 buné¢k
byla analyzovéana pomoci programu FlowJo 9.6.2.

Procentualni zastoupeni apoptotickych bunc¢k bylo po odfiltrovani bun&cnych zbytki
vypocteno pomoci soucti hodnot v jednotlivych kvadrantech ptedstavujicich zastoupeni PI
pozitivnich buné¢k, PI a FITC pozitivnich bunék, FITC pozitivnich bunék a negativnich bunék
(viz Obr. 23, str. 53). Pozice kvadranti byly konstantni v ramci experimentu a byly nastaveny
tak, aby v kvadrantech 1, 2, a 4 kontrolniho vzorku kazdého experimentu bylo vzdy ptiblizné

stejné zastoupeni bunék.
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Obr. 23 — Vychozi graf pro vypocet apoptotickych bunék pomoci souéti v jednotlivych kvadrantech.
A) kontrolni neapoptoticky vzorek a B) vzorek sasi 60 % apoptotickych bunek. Kvadrant 1 — Pl a FITC
pozitivni bunky a kvadrant 4 — FITC pozitivni buniky piedstavuji apoptotické buiky, kvadrant 2 — PI pozitivni
buriky — pozdné apoptotické a kvadrant 3 — neapoptotické buiiky. PI — propidium jodid, FITC — Annexin V-
fluorescein izothiokyanat.

4.8. Méreni respirace

Princip metody spoc¢iva v méfeni zmén spotieby kysliku v uzaviené komoie oxygrafu po
pfidani exogennich substrati. Cytoplazmatickd membrana bunék je vSak pro nékteré
pouzivané latky nepropustna, a tak se pomoci detergentu, napt. digitoninu, zajistuje jeji
permeabilizace. Aktivita jednotlivych komplexti pak muize byt lehce sledovana jako prvni
derivace zmény koncentrace kysliku v komofe po piidani exogennich substrati nebo
specifickych inhibitort komplexit OXPHOS.

Jako substrat CI se pouziva glutamat a malat. Pfi pfeméné malatu na oxalacetat vznika
v citratovém cyklu NADH, oxalacetat s glutamatem jsou pak v plné mife vyuZity pro
transport dal$ich molekul malatu do mitochondrie. Komplex I se inhibuje rotenonem [139] a
CII, jehoz substratem je sukcinat, je inhibovan malonatem [140]. Aby probihala cela oxida¢ni
fosforylace, dodava se do reakéni smési ADP jako substrat pro ATP synthasu, Pi je jiz
ptitomny v médiu MIR05 (viz kap. 3.3.). Inhibice celého ETC lze dosdhnout pouZzitim
antimycinu A, ktery blokuje centralni uzel ETC, komplex III [141]. Maximalni miru
respirace lze zjistit po pfidani ¢inidla disipujiciho protonovy gradient na IMM, napt. FCCP.
Takové mitochondrie aktivuji svlij respirani aparat na maximalni miru, spotfebovavaji tak i
nejvice kysliku, aby rychle vyrovnali ztratu membranového potencialu. Pro kontrolu
celistvosti mitochondrii se pouziva cyt C, ktery jako hydrofilni slou¢enina nema na intaktni
mitochondrie vliv. Pokud je OMM poskozena dojde vlivem vétsi dostupnosti cyt € ke zvySeni

mitochondrialni respirace [142].
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4.8.1. Méfeni respirace na permeabilizovanych buiikach
Z trypsinizované bunééné suspenze byly odebrany 2 miliony bunék. Bunky byly

centrifugovany za pokojové teploty pii 500 g/5 min a bunéna peleta poté resuspendovana
ve 2 ml média MIRO5 (viz kap. 3.3.) a umisténa do komory oxygrafu Oroboros Instruments
Oxygraph—2k. Komora byla uzaviena a po poc¢ate¢nim stanoveni respirace intaktnich bunék
byl pfidan digitonin (5 pg na milion bun€k) pro selektivni permeabilizaci cytoplazmatické
membrany. Nasledné byly postupné ptidavany substraty a inhibitory komplext dychaciho
fetézce: glutamat a malat (7,5 + 3 mM), ADP (3 mM), cyt ¢ (12,5 uM), sukcinat (10 mM),
trifluorokarbonylkyanidfenylhydrazon (FCCP, postupné piidavano v 0,5 puM krocich,
max 2 pM), rotenon (0,5 uM), antimycin A (0,5 uM).

4.8.2. Meéreni respirace na nepermeabilizovanych buiikach
Respirace suspenze 2 milioni bunék byla zméfena v pfislusném kultivaénim médiu v

oxygrafu Oroboros Instruments Oxygraph—2k za postupného pridavani substrat a inhibitort
komplext dychaciho fetézce: oligomycin (2 pg/ml), FCCP (postupné piidavano v 0,5 uM
krocich, max 2 uM), rotenon (0,5 uM), malonat (5 mM), antimycin A (0,5 uM).

4.8.3. Meéreni respirace Cerstvé izolovanych mitochondrii
4.8.3.1. Izolace mitochondrii

Bunky byly po odliti kultivacniho média promyty PBS a nasledné sklizeny seSkrabanim
do 5 ml PBS. Nasledovalo stoceni pii 400 g/5 min/4 °C a promyti bunétné pelety IBc pufrem
(viz kap. 3.4.). Po opétovné centrifugaci 500 g/6 min/4 °C byla peleta resuspendovana
ve 3 ml pufru IBc a 5 min homogenizovana na ledu v Potterové homogenizatoru
s teflonovym tlouckem (1600 rpm, hiidelové michadlo /ka® — Eurostar Power B).
Homogenat byl centrifugovan 900 g/10 min/4 °C. Odebrany supernatant byl nasledné
centrifugovan 7000 g/10 min/4 °C a vznikla peleta resuspendovana v1 ml IBc pufru.
Opétovna centrifugace jako v pfedchozim kroku poskytla pfecisténou mitochondrialni frakei,
ktera byla dle mnozstvi resuspendovana ve 100 pl az 250 pl IBc pufru. Takto pfipravené
vzorky byly ponechdny 1 hodinu na ledu, zatimco byla stanovena koncentrace proteini ve

vzorku pomoci metody BCA (viz nize).
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4.8.3.2. Stanoveni proteinu metodou BCA
Principem kolorimetrické detekce a stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA ve

vzorku je reakce bicinchoninové kyseliny chelatujici atom Cu®, ktery vznika biuretovou
reakci z Cu?* a bilkoviny v alkalickém prostiedi. V pfitomnosti proteint, konkrétn&ji
peptidovych vazeb a aminokyselin cysteinu, tryptofanu a tyrosinu [143], a Kkyseliny
bicinchoninové ve vzorku, vznika fialové zabarveny komplex s absorpénim maximem pti
562 nm. Intenzita zabarveni linearn¢ odpovida koncentraci proteinu V rozmezi 0 az 30 pg/pl
[144].

Byla pfipravena kalibra¢ni fada hovéziho sérového albuminu (BSA) odpovidajici
kone¢nému mnozstvi 0, 5, 10, 20 a 30 pg proteinu v 15 ul roztoku. Vzorky byly fedény
3 az 10 x v dH,0 na vysledny objem 15 pl. Ke vSem vzorkiim a standardim bylo pipetovano
300 pl reakéni smési BCA protein Assay kitu (Genetica Pierce, Roztok A:Roztok B = 50:1) a
tato reak¢ni smés byla zahtata v blocku (Eppendorf Thermomixer Comfort) 25 min na 37 °C.
Nésledné¢ byla reakéni smés nanesena po 100 pl na 96 jamkovou desticku
(3 x 100 pul od jednoho vzorku) a byla zmétena absorbance pti 570 nm (spektrofotometr

Tecan Sunrise). Vysledna koncentrace byla vypoctena dle kalibra¢ni kiivky BSA.

4.8.3.3. Méreni respirace izolovanych mitochondrii
Izolované mitochondrie o zndmé koncentraci byly Hamiltonovou stiikackou aplikovany

do predem pftipravenych a kalibrovanych jamek oxygrafu Oroboros Instruments
Oxygraph—-2k naplnénych médiem MIRO5 [145], slozeni viz kap. 3.3, tak, aby aplikované
mnoZzstvi mitochondrii (100 — 250 pg) bylo pro nekonfluentni a konfluentni vzorek stejné. Po
ustaleni respirace byly postupné ptidavany substraty dle Tab. 3, str. 56. Vysledny graf byl
vyhodnocen v programu OROBOROS DatLab 5.0.9.1113 a ziskané hodnoty dale zpracovany
v programu GraphPrism 5.0.
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Tab. 3 — Substraty a inhibitory respira¢nich komplexi a jejich koncentrace pouzité pfi méteni respirace
izolovanych mitochondrii.

substrat vysledna koncentrace (mM)
glutamat + malat (5:2) 75+3,0
adenosindifosfat (ADP) 3,0
cytochrom ¢ 1,25 x10°2
sukcinat 10,0
trifluorokarbonylkyanidfenylhydrazon (FCCP) 5.0 x 10 az 2 x 107 (po 0,5uM)
rotenon 5x 10
malonat 50
antimycin A 05x10°

4.9. Detekce exprese proteint

4.9.1. Priprava vzorkiu
4.9.1.1. Priprava celobunécného lyzatu
Do kultiva¢ni nadoby bylo po odstranéni kultivacniho média a promyti prisedlé bunééné
kultury PBS pufrem aplikovano piiméfené mnozstvi pufru RIPA (viz kap. 3.4.) s 1 % sm¢si
proteasovych inhibitord (PIC), tak aby s piebytkem pokryl cely péstebni povrch. Po 45 min
inkubaci smési na tfepacce na ledu byla suspenze prenesena do zkumavky a pro odstranéni
nelyzovanych bunék centrifugovana pti 500 g/5 min/4 °C. Proteinovy obsah ve vzniklém
supernatantu, ktery predstavoval celobunéény lyzat, byl stanoven metodou BCA

(viz kap. 4.8.3.2.).

4.9.1.2. P¥iprava bunéénych frakci
Buiiky byly po odliti kultivaéniho média promyty PBS a nésledné sklizeny seSkrabanim

do 5 ml PBS. Nasledovalo stoc¢eni pi1 400 g/5 min/4 °C a promyti bunééné pelety pufrem
STE s1 % PIC (viz kap. 3.4.). Po odstranéni supernatantu a opétovné centrifugaci pfi
400 g/5 min/4 °C byla bunécna peleta zmrazena v — 80 °C. Po rozmrazeni na ledu byly
vzorky resuspendovany v3 ml STE pufru s 1 % PIC a 15 min homogenizovany na ledu
v Potterové homogenizatoru s teflonovym tlouckem (1600 rpm, hiidelové michadlo
Tka® — Eurostar Power B). Homogenat byl centrifugovan 600 g/10 min/4 °C. Supernatant 1
byl uchovan a peleta 1, kterou tvofila pievazné jadra, byla pfeciSténa resuspendaci a
centrifugaci za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku a poté inkubovana 30 min na
ledu v pufru RIPA (viz kap. 3.4) s1 % PIC. Poté byla suspenze centrifugovana pti
16000 g/5 min/4 °C a vznikly supernatant 2 byl uchovan pro dalsi pouziti jako jaderna frakce.
Odebrany supernatant 1 byl centrifugovan pii 10000 g/20 min/4 °C a vznikla peleta 2
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resuspendovana v STE pufru 1 % PIC. Opétovna centrifugace resuspendované pelety 2 jako
Vv ptfedchozim kroku poskytla ptecisténou mitochondridlni frakci, ktera byla dle mnozstvi
resuspendovana ve 100 ul az 250 pl STE pufru. Supernatant 2, reprezentujici cytosolickou
frakci, byl znovu precistén centrifugaci pii 10000 g/20 min/4 °C. V takto piipravenych

frakcich byla stanovena koncentrace proteinit pomoci metody (viz kap. 4.8.3.2.).

4.9.2. SDS-Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS—Page)
Vzorky byly pfed nanesenim na gel upraveny na stejny objem pomoci lyzacniho pufru

RIPA (viz kap. 3.4.), smichany se vzorkovym nandSecim pufrem pro SDS—elektroforézu v
poméru3:1 (4 x SLB, viz kap. 3.4.) a zahiaty na 99 °C po dobu 5 min. Dle pfedpokladané
velikosti stanovovanych proteinti byl 10 % nebo 12 % separacni polyakrylamidovy gel
tloustky 1,5 mm zalit 13 % zaostfovacim gelem (viz kap. 3.5.). Do jamek byly aplikovany
ptfipravené vzorky a 5 pl standardu (Precision Plus Protein ™ Dual Xtra Standards —
Bio—Rad), upraveného na stejny objem piislusnymi pufry jako vzorky. Aparatura pro
elektroforézu (Bio—Rad) byla naplnéna SDS-PAGE pufrem (viz kap. 3.4.) a poté spusténa pii
100 V a 0,4 A po dobu cca 1,5 hod nez ¢elo vzorka dosahlo vzdalenosti asi 0,5 cm od konce

gelu.

4.9.3. ,,Western-blot* (Pfenos proteinii na nitrocelul6zovou membranu)
Gel vyymuty z elektroforetické aparatury a zbaveny zaostfovaciho gelu byl spolu

s nitrocelul6zovou membranou (rozmér poru 0,2 pum, Whatman) vlozen do kazety pro
transfer proteini a umistén do ,,blotovaci® aparatury (Bio—Rad) naplnéné WB pufrem

(viz kap. 3.4.). Transfer proteint probihal pii 0,3 A (na 1 membranu) po dobu 90 min v 4 °C.

4.9.4. Inkubace a vyhodnoceni membrany
Ziskana nitrocelul6zova membrana s pfenesenymi proteiny byla pied pouzitim blokovéana

v 5 % (w/v) roztoku odtuénéného mléka v pufru TBS (dale jen 5 % mléko, viz kap. 3.4., a
poté v 5 % mléce s primarni protilatkou 1:500 az 1:10 000 (vétSinou dle doporuceni vyrobce,
nebo dle osobnich zkuSenosti, zfedéni je pro kazdou protilatku uvedeno u konkrétniho
snimku) pfes noc ve 4 °C. Po odstranéni roztoku s primarni protilatkou a dvojnasobném
promyti v pufru TBS byla membrana inkubovana s ptislusnou sekundarni protilatkou
(1:2000 v5 % mléce) pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Membrana byla promyta
3 x 5 min pufrem TBS a signal piislusného proteinu byl na membrané vyvolan pouzitim
chemiluminiscenéniho substratu (Super Signal West Femto maximum sensitivity substrate),

jehoz obé slozky byly smichdny v poméru 1:1 a pouzity v mnozstvi 300 pl na 1 membranu.

o7



Signal byl detekovan pomoci multifunkéni CCD kamery ImageQuant LAS 4000
(GE Healthcare Life Sciences) stovarnim softwarem. Vysledny snimek byl zpracovan
v Adobe Photoshop CS3 a mnozstvi proteinu porovnavano jako velikost a sytost zabarveni

membrany v misté proteinu.

4.9.5. ZnovupouZziti membrany
Pfed pfipadnym dalSim pouzitim byla membréana inkubovdna 1 hod na tfepacce

v odmyvacim pufru (viz kap. 3.4.) a poté promyta n¢kolikrat pufrem TBS. Nasledné
inkubace s protilatkami probihaly, jak je popsano vyse v kap. 4.9.4.

4.10. Modra nativni elektroforéza (BNE)
4.10.1. Priprava nativnich vzorki

4.10.1.1. Piiprava bunék
Buiiky vypé&stované v Petriho miskach s kultivaénim povrchem 150 cm? (3 x konfluentni,

14 x proliferujici) byly po promyti PBS sklizeny seSkrabanim do cca 5 ml PBS s 1 % PIC.
Bunécné suspenze byla po sklizeni 3 x centrifugovana pii 400 g/5 min/4 °C. Po prvni
centrifugaci byla bunétna peleta promyta PBS s 1 % PIC, po druhé byl pouze odstranén
supernatant a po tieti centrifugaci odstranén zbytkovy PBS. Takto pfipravena bunécnd peleta

uchovana minimalné 1 den v —80 °C.

4.10.1.2. Izolace mitochondrii
Bunééna peleta byla po rozmrazeni na ledu resuspendovana ve 3 ml pufru STE

(viz kap. 3.4.) s1 % PIC a pievedena do Potterova homogenizatoru. Suspenze byla poté
15 min homogenizovdna na ledu teflonovym tlouckem pii 1600 rpm (hiidelové michadlo
Ika® Eurostar Power B). Po homogenizaci byl preparat centrifugovan pti 600 g/15 min/4 °C
a vznikly supernatant centrifugovan znovu pii 10000 g/20 min/4 °C. Takto ziskana
mitochondridlni peleta byla dale resuspendovana v1 ml STE pufru s1 % PIC a znovu
centrifugovana za stejnych podminek. Vysledna peleta piedstavujici pfecisténé mitochondrie
byla dikladné resuspendovana v ptiméfeném mnozstvi pufru STE s 1 % PIC (100 az 250 ul)
a obsah mitochondrii stanoven metodou BCA (viz kap. 4.8.3.2.). Ziskany preparat byl
uchovan pii —80 °C.
4.10.1.3. Solubilizace mitochondrii

Uchovand mitochondrialni suspenze byla pfed solubilizaci rozmrazena na ledu a

centrifugovana pii 10000 g/10 min/4 °C. Vznikla peleta byla resuspendovéna v extrakénim

pufru (PE) v mnozstvi 75 pul na 250 ug mitochondrialniho proteinu, viz kap. 3.4., a poté k ni
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byl pifidan 20 % (w/v) roztok digitoninu tak, aby 1 g digitoninu pfipadal na 6 g
mitochondrialniho proteinu. Vzorek byl disledné resuspendovan, vortexovan a ponechan na
ttepacce (90 rpm) na ledu asi 40 min, pfi¢emz kazdych 10 min byly vzorky 5 s vortexovany.
Po uplynuti stanovené doby byla tato smés centrifugovana pii 23000 g/45 min/4 °C a ve
vzniklém supernatantu stanoven obsah solubilizovanych mitochondridlnich proteinii pomoci
metody BCA (viz kap. 4.8.3.2.). Vzorky se znamou koncentraci proteinu byly v aliquotech
po 100 pul uchovany v —80 °C.

4.10.2. Elektroforéza
Piipravené vzorky byly nafedény pufrem PE (viz kap. 3.4.) na stejnou koncentraci

proteinu a smichany s nanasecim pufrem pro modrou nativni elektroforézu (viz kap. 3.4.)
v poméru 10:1. Proteinovy standard 15 pl (Native Mark™ Protein Std — Invitrogen) byl
upraven pomoci PE na stejny objem jako vzorky a smichan s nanaSecim pufrem ve stejném
poméru. Jamky Invitrogen NativePAGE™ BisTris gradientového gelu (4-16 % nebo
3-12 %) byly proplachnuty dH,O a poté 2 az 3 x katodovym pufrem (hr—CNE-3),
viz kap. 3.4.. Vnitiek komurky byl naplnén pufrem BNE (viz kap. 3.4.) a po naneseni vzorku
byl okolni prostor vyplnén anodovym pufrem (viz kap. 3.4.). Ptipravena elektroforéza byla
spusténa ve 4 °C pii napéti 60 V. Po cca 2 hod, kdyZ vzorky vstoupily do gelu, byl pufr BNE
vyménén za Ciry hr—CNE katodovy pufr (viz kap. 3.4.) a napéti bylo snizeno na 25 V.

Elektroforeticka separace probihala pfes noc.

4.10.3. ,,Western-blot*
Pomoci Trans—Blot® Turbo™ Transfer Systému byly proteiny z gelu pieneseny

(25 V, max 0,8 A, 30 min) na membranu (Bio—Rad Immun-Blot PVDF), ktera byla pted
pouzitim inkubovana v koncentrovaném methanolu (MeOH) a poté v dH,0. Pfenos probihal
Vv transferovém pufru pro nativni elektroforézu (viz kap. 3.4.). Po pfenosu proteind byla
membrana odbarvena postupné v koncentrovaném MeOH, dH,O, 5 % kyseliné octové a
dH0. Pro oznaceni markerti byla membrana inkubovana nékolik min v 0,1 % ATX Ponceau
S v dH,0 a poté odbarvena nékolikrat pufrem TBS (viz kap. 3.4.). Nasledn¢ byla blokovana
5 % mlékem v pufru TBS, inkubovana s protilatkami OXHPOS komplexti a vyhodnocovana
dle kap. 4.9.4.
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4.11. Stanoveni aktivity mitochondrialnich respira¢nich komplexu (hr—CNE)
Princip metody je zaloZen na rozdéleni solubilizovanych mitochondrialnich komplext

elektroforézou dle jejich molekulové hmotnosti se snahou zachovat co nejvice labilnich
protein—proteinovych interakci. Aktivita jednotlivych komplext se poté vyhodnocuje jako
velikost a sytost barevné srazeniny, ktera vznikla na gelu pfeménou substratu konkrétnim
OXPHOS komplexem. Aktivita CI (NADH:NTB oxidoreduktasa) se zviditelituje pfemeénou
NADH a NTB (nitrotetrazolium blue), CII (sukcinat:NTB oxidoreduktasa) pfeménou
sukcinatu  a NTB. Aktivitu CIllI  (DAB:cyt ¢ oxidoreduktasa) zobrazuje
3,3’—diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) a cyt ¢ a komplex IV (cyt ¢ oxidasa) cyt c.
Hydrolyzou ATP a reakci vzniklého fosfatu s Pb(NOs3); vznika plisobenim ATP synthasy na
gelu bila olovnata srazenina. Toto histochemické stanoveni aktivity je popsano v [146] a

upraveno pro lepsi reprodukovatelnost [147; 148].

4.11.1. Elektroforéza
Elektroforéza vcetné piipravy vzorkd probihala tak, jak je uvedeno v kap. 4.10. pouze

s rozdilnym nandSecim pufrem (viz kap. 3.4.). Cela elektroforetickd separace probihala s
hr—CNE-3 pufrem uvniti komurky. Vysledny gel s proteiny byl rozdélen na prouzky, aby na
kazdém dilu byl vzorek z konfluentnich a proliferujicich bun€k, a pouzit pro stanoveni

aktivity mitochondridlnich komplexd.

4.11.2. Katalyticka aktivita v gelu
4.11.2.1. Aktivita komplexu | (NADH:NTB reduktasa)
Prouzek gelu byl 20 min inkubovan v 15 ml reakéni smési (SmM Tris—HCI pufru, pH 7,4,
7 ng/ml NADH, 2,5 ng/ml NTB). Reakce byla zastavena ve fixaénim roztoku (50 % MeOH,
10 % kyselina octova, dH,0) a po kratké inkubaci byl pruh gelu pienesen do 5 mM pufru
Tris—HCI (pH 7,4) a naskenovan pro vyhodnoceni.

4.11.2.2. Aktivita komplexu II (sukcindt:NTB reduktasa)
Prouzek gelu ur¢eny pro stanoveni aktivity respira¢niho komplexu II byl 2 hod inkubovéan

v15 ml reakéni smési (SmM Tris—HCI| pufru, pH 7,4, 10 mM sukcinat sodny,
2,5 ug/ml NTB, 200 uM fenazinmethosulfat). Reakce byla zastavena fixa¢nim roztokem
(50 % MeOH, 10 % kyselina octova v dH,0) a po kratké inkubaci byl pruh gelu pienesen do

PBS a naskenovén pro vyhodnoceni.
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4.11.2.3. Aktivita komplexu 111 (DAB oxidasa)
Prouzek gelu byl pies noc inkubovan v 15 ml reakéni smési (50 mM sodnofosfatovy pufr

(pH 7,2), 2,5 mg/ml DAB) cca 1 den. Po dostatecném vybarveni byl prouzek pienesen do

PBS a naskenovén pro vyhodnoceni.

4.11.2.4. Aktivita komplexu 1V (DAB:cytochrom c reduktasa)
Prouzek gelu byl pfes noc inkubovan v 15 ml reakéni smési (50 mM sodnofosfatovy pufr,

pH 7,2, 2,5 mg/ml DAB, 50 pM cytochrom c). Po dostatecném vybarveni ,,bandu“ byl

prouzek prenesen do PBS a naskenovan pro vyhodnoceni.

4.11.2.5. Aktivita ATP synthasy (ATP hydrolasa)
Prouzek gelu ureny pro stanoveni aktivity mitochondridlni ATP synthasy byl pfes noc

inkubovan v 15 ml reakéni smési (35mM Tris/270 mM glycinovy pufr, pH 8,3,
0,2 % Pb(NO3),, 14mM MgSO, , 8mM ATP). Po dostatecném vybarveni bilé srazeniny na

gelu byl prouzek ptenesen do PBS a naskenovan pro vyhodnoceni.

4.12. Stanoveni redukovaného glutathionu
Monochlorobiman (MCB) je v zakladnim stavu nefluorescen¢nim biman. Bimany obecné

reaguji velmi snadno s nizkomolekularnimi thioly, napt. glutathionem, N-acetylcysteinem,
merkaptopurinem, ¢imz nabyvaji fluorescen¢nich vlastnosti. MCB reaguje vyhradné s GSH,
protoze je reakce katalyzovana GSH-S-transferasou. Reakce MCB s transferasou se tak
vyuziva pro fluorescen¢ni stanoveni intraceluldrniho GSH, protoze glutathionovy konjugat
s MCB ma absorp¢ni maximum pii 394 nm a emisni maximum pii 490 nm [149; 150].
Buiky byly inkubovany pti 37 °C a5 % CO; v médiu 1 s 50 uM MCB po dobu 30 min.
Po uplynuti ur¢ené doby byly sklizeny stejné jako pro méteni tvorby ROS (viz kap. 4.6.) a
jejich fluorescence zméfena na prutokovém cytometru BD LSR 11 (20000 bunék). Pro excitaci
byl pouzit laser 405 nm a detekéni filtry pro MCB na kanalu FL-1 (,,band pass* 470BP15
nm). Signal MCB byl po odstranéni bunétnych zbytkd a dubletnich signald metodou
FSC-A/FSC-H vyhodnocen jako geometricky primér signalu na kalalu FL-1.

4.13. Stanoveni faze bunécéného cyklu
Faze bunécného cyklu lze detekovat pomoci kombinace fluorescen¢nich znacek, které

umoznuji stanovit mnozstvi DNA a RNA. V pribéhu cyklu se v buiice zvySuje obsah DNA v
fadé G, S, Go/M, naopak obsah RNA ziistava relativné konstantni, ale snizuje se, kdyz buiika
vstoupi do klidové faze Gy. Pro méfeni obsahu DNA bylo vyuzito fluorescencni zacky

Hoechst 33342, ktery se lehce interkaluje do jaderné (dvouvlaknové) DNA, pro znaceni RNA
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byl pouzit pyronin Y, ktery se specificky vaze na RNA v situaci, kdy je jeho vazba na DNA
blokovana Hoechst 33342. Buiky s nizkym barvenim Hoechst 33342 i pyroninu Y pak
reprezentuji buné¢nou populaci v klidové fazi Go[151-153].

Bunky vypéstované na stanoveni faze buné¢ného cyklu dle kap. 4.5. byly 90 min pied
méfenim sklizeny trypsinizaci (viz kap. 4.2.) a po centrifugaci (pfi pokojové teploté pfi
400g/5 min) resuspendovany v médiu 1 nebo 2 s Hoechst 33342 o koncentraci 10 ug/ml.
Vzorky byly inkubovany ve tmé pii 37 °C a 5 % CO; a po 45 min byl pfidan pyronin Y
(vysledna koncentrace 0,5 pg/ml ).

Pro méfeni na pritokovém cytometru BD LSRII byly pouzity excitac¢ni lasery pro Hoechst
33342 405 nm (emituje pii 450 nm) a pro pyronin Y 561 nm (emituje pti 575 nm) a detekéni
filtr pro Hoechst 33342 ,,band pass“ 417BP50 a pro pyronin Y filtr ,,band pass“ 585BP20. Za
vyuziti metody FSC-A/FSC-H byly od vybéru odstranény signaly zdvojenych bunck a
bunéénych zbytkli. Po naméfeni 20000 bunék pii maximalnim pritoku 400 bunék/s byly
ziskané grafy vyhodnoceny pomoci programu FlowJo 9.6.2. Po vyneseni intenzity
fluorescence Hoechst 3342 (osa x) a pyroninu Y (o0sa y) byly detekovany bunééné populace

vV Go, G, S, a Go/M fazich, a to dle korelujiciho obsahu DNA a RNA. (viz Obr. 24).
G, S G/M

signal Pyronin Y

0K 100K 50K 200K

signal Hoechst 33342
Obr. 24 - Vyhodnoceni te¢kového grafu z fluorescen¢ni cytometrie. Buiiky oznaené pyroninem Y a
Hoechst 33342 lze dle intenzit fluorescenénich znacek rozdélit do fazi bunééného cyklu (G, Gy, S, Go/M).

4.14. Stanoveni prijmu glukozy
2-NBDG (2—(N—(7—Nitrobenz—2—oxa—1,3—diazol-4—yl)Amino)—2—-Deoxyglukéza) je

fluorescen¢ni analog D—glukdzy, ktery bunka nemuize dale pfeménovat v glykolyze a jeho
vnitrobunécna fluorescence je tedy pfimo imérna rychlosti piijmu glukézy bunkou. Excitaéni
a emisni maxima 2-NBDG (465/540 nm) jsou velice podobna maximtim fluoresceinu, a tak
je jeji detekce jednoducha a nepotiebuje zadné specialni filtry [154; 155].

Bunkadm pfipravenym na experiment (viz kap. 4.5.) bylo 24 hodin pied méfenim

vyménéno médium 1 nebo 2 za médium stejného slozeni se snizenym obsahem glukozy
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(1 g/l, DMEM BE12-707F — Lonza). Nasledné bylo pfidano 50 mM 2-NBDG (v EtOH) na
vyslednou koncentraci 50 uM a vzorky byly inkubovany 15 min pii 37 °C a 5 % CO,. Po
promyti PBS byly bunky trypsinizovany (viz 4.2.) a pfevedeny do zkumavek uréenych pro
pratokovou cytometrii. Po centrifugaci pii 400 g/4 min pii pokojové teploté, byla peleta
resuspendovana v 200 pl PBS a po pfidani roztoku PI na vyslednou koncentraci 1,5 uM
zméfena fluorescence na prutokovém cytometru BD FACS Calibur. Pro excitaci byl pouzit
argonovy laser 488 nm a detekéni filtry pro 2-NBDG na kanalu FL-1 (,,band pass*
530BP30 nm) a PI na kanalu FL-3 (,long pass“ LP650 nm). Namétend data byla
analyzovana pomoci programu FlowJo 9.6.2.. Po odfiltrovani mrtvych bunék a bunéénych
zbytkli byl histogram intenzity fluorescence 2-NBDG vyuzit pro analyzu piijmu glukozy

bunkami.

4.15. Stanoveni produkce laktatu
Zakladem stanoveni mnozstvi laktatu je enzymova preména pritomného laktatu na pyruvat

a H,O; enzymem laktat oxidasou. Piitomnost vzniklého peroxidu vodiku umoziuje pfitomné
peroxidase chromogenni oxida¢ni kondenzaci, ¢imz vznika fialové zabarveni s absorpénim
maximem 540 nm. Intenzita zbarveni je pfimo imérné koncentraci laktatu v méfeném vzorku
[156; 157].

Bunkdm vypéstovanym pro experiment (viz kap. 4.5.) bylo den pifedem vyménéno
kultiva¢ni médium za Cerstvé 0 objemu 1 ml. Po 19 hodinach byl z kazdé jamky pienesen
3 X 1 pl média do 96 jamkové desticky. Do 2 jamek byl nanesen 1 pl standardu
(Lactate standard 826-10, Trinity Biotech) a do dalSich 2 jamek stejny objem cerstvého
média jako kontrola. Do kazdé jamky bylo poté pifiddno 100 pl reagens (Lactate
Reagent 735-10, Trinity Biotech). Po 10min inkubace za pokojové teploty byla zméfena
absorbance vzorku pii 540 nm (Tecan Infinite® M 200 PRO) a vypocteno mnozstvi laktatu
dle vzorce Asgo(vzorku)/Ass (std) * 40.

K jamkdm s bunkami, které byly promyty PBS bylo pfiddno 500 pl pufru RIPA
(viz kap. 3.4.). Po 40 min inkubaci na ledu na tiepacce (80 rpm) byla tato suspenze sto¢ena
pti 500 g/10 min a v supernatantu zméten obsah proteind pomoci metody BCA (viz 4.8.3.2.).

Vypoctené mnozstvi laktatu bylo nasledné piepocteno na zjisténé mnozstvi proteinu.
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4.16. Studium morfologie mitochondrii
Buiikky vypéstované na mikroskopické misce se sklenénym dnem byly 1 hod pied

meétfenim inkubovany v kultivaénim médiu s Hoechst 33342 (2,5 pg/ml) v CO; inkubatoru
(37 °C/5 % CO,). Neékolik minut pied méfenim bylo u vzorki vyménéno kultivac¢ni médium
za médium s TMRM (10 nM). Buriky byly nasledné foceny na fluorescenc¢nim mikroskopu
Leica DMI6000 s konfokalnim nastavcem Leica TCS SP5 AOBS TANDEM za stale teploty a
obsahu CO, (37 °C, 5 % CO,). Parametry potizovani snimkl byly nasledujici: excita¢ni laser
pro Hoechst 33342 (405 nm) a pro TMRM (561 nm), imerzni objektiv 63x, zoom faktor 5,
vySka fezu 2 pm, pocet fezu 17, velikost snimku 1024x1024 pixelu, velikost pixelu
48x48 nm. Pofizené snimky byly poté dekonvoluovany programem Huygens Professional a

délka mitochondrii vyhodnocena v ImageJ 1.47i.
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5. Vysledky

5.1. Experimentalni model
Experimenty byly provadény na imortalizované linii lidskych endotelialni bunék

(Ea.hy926). Dulezitym praktickym aspektem bylo zajistit, aby testované proliferujici a
konfluentni buiiky byly vystaveny stejnému mnozstvi zkoumaného cinidla v pfepoctu na
jednu bunku. Vzhledem k vyssi hustoté konfluentnich bunék ve srovnani s bunkami
proliferujicimi, nekonfluentnimi, hrozilo realné riziko, ze v piipadé stejného rozméru
kultivaéni nadoby a stejného objemu média by davka na jednu bunku proliferujici byla
vyrazn¢ vys§i nez u buinky konfluentni. Z toho divodu byly testovany optimalni
experimentalni podminky a jako nejvhodnéjsi byla vyhodnocena kultivace konfluentnich
bun¢k ve 24 jamkovych destiC¢kach sjamkami o ploSe 1,8 cm’ a proliferujicich bunck
v6 jamkovych destickach splochou 10 cm? na jamku (viz Obr. 25) . V tomto
experimentalnim systému bylo mnozstvi bun¢k na jamku pfiblizné 640 tisic konfluentnich a
asi 510 tisic proliferujicich (viz kap. 4.3.), coz odpovidalo 960 pg respektive 1020 pg
proteinu na jamku (stanovené z celobunééného lyzatu metodou BCA, viz kap. 4.9.1.1. a
4.8.3.2.). Timto bylo zajiSté€no, ze pii stejném objemu média byly konfluentni 1 proliferujici

buiiky vystaveny stejnému mnozstvi testované latky.

Obr. 25 — Snimky ze svételného mikroskopu zobrazuji experimentalni kulturu A) konfluentnich a B)
proliferujicich bunék Ea.hy926. Zvétseno 100x.
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5.2. Produkce ROS burikami Ea.hy926
Pro detekci miry tvorby reaktivnich forem kysliku byly proliferujici a konfluentni bunky

Ea.hy926 vystaveny po dobu 1 hod oxida¢nim cinidlim a ¢inidlim generujicim ROS
(dle kap. 4.6.). Ziskana data Obr. 26 ukazuji, ze ve vSech ptipadech, kdy dochazelo k tvorbé
ROS, byla tato vyssi u proliferujicich bun¢k nez u konfluentnich. Nejvétsi rozdily jsou patrné
v piipadé H,O,, PEITC, MitoVES a antimycinu A, zatimco ABT 737 a staurosporin tvorbu

ROS nestimulovaly. Méfeni mitochondrialniho membranového potencialu pomoci TMRM

neni ukdzano, nebot’ neposkytlo zddné vyznamné vysledky.
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Obr. 26 — Produkce ROS butikami Ea.hy926. Podil proliferujicich a konfluentnich bunék, které vykazovaly
vlivem pouzitych &inidel zvySenou tvorbu ROS. A) H,0, B) PEITC, C) Rotenon, D) Doxorubicin, E)
MitoVES, F) Antimycin A, G) Staurosporin, H) Menadion, 1) Paklitaxel, J) ABT 737. Chybové tisecky: Stiedni
chyba priméru. Pocet méfeni > 3.

5.3. Indukce apoptozy v buiikach Ea.hy926

Zvysend produkce ROS miZze v buikach vyvolat apoptozu. Ke zjisténi citlivosti
k bunééné smrti byly proliferujici a konfluentni buiiky Ea.hy926 po dobu 22 hodin vystaveny
riznym koncentracim ¢inidel indukujicich apoptozu (viz kap. 4.7.). Jak zobrazuje Obr. 27,
pro vétsinu testovanych proapoptotickych c¢inidel vykazovaly proliferujici buiky vyssi
citlivost k buné¢né smrti, tj. apoptdza byla detekovana pii nizsich koncentracich ¢inidel nez u
bun¢k konfluentnich. Vyrazné rozdily mezi proliferujicimi a konfluentnimi bunkami byly
pozorovany V piipadé H,O, PEITC, doxorubicinu a paklitaxelu a o néco méné téz u
MitoVES, menadionu a staurosporinu. Citlivost proliferujicich bun¢k vic¢i apoptéze nebyla
pozorovana pii pouziti antimycinu A a ABT 737, u téchto latek byl trend spiSe opacny. Zda se
tedy, Ze vétSina, proapoptotickych ¢inidel vyvolava programovanou bunéfnou smrt
v bunikach proliferujicich pfi niZSich koncentracich neZ v buiikdch konfluentnich a

proliferujici bunky se tedy jevi citlivéjsi vici bunééné smrti nez bunky konfluentni.
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Obr. 27 — Rozdily v citlivosti proliferujicich a konfluentnich bunék Ea.hy926 k programované bunécné
smrti (apoptdze) vlivem apoptotickych ¢inidel 0 riznych koncentracich. A) H,O,, B) PEITC, C) Rotenon, D)
Doxorubicin, E) MitoVES, F) Antimycin A, G) Staurosporin, H) Menadion, |) Paklitaxel, J) ABT 737.
Chybové tsecky: Stiedni chyba praméru. Po¢et méfeni > 3.
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5.4. Produkce ROS buiikami p0

Vyznam dychaciho fetézce pro tvorbu ROS byl ovéfen na experimentech s buné¢nym

typem p0, ktery kromé CII a reverzné pracujici ATP synthasy respira¢ni komplexy postrada.

Na Obr. 28 v porovnani s Obr. 26, str. 66/67 je patrné, ze vlivem chybéjiciho respira¢niho

fetézce je tvorba ROS nizsi a zanikaji rozdily mezi konfluentnimi a proliferujicimi buiikami.

Vyrazné mensi rozdily mezi proliferujicimi a konfluentnimi bunikami byly pozorovany pro

MitoVES a PEITC, H;0, pak vyvolava tvorbu ROS v obou pfipadech stejnou mérou.

Doxorubicin, paklitaxel, staurosporin, antimycin A a ABT 737 zvySenou tvorbu ROS

nevyvolédvaji. Vlivem menadionu a rotenonu pak dochédzi k pomémné prekvapivému otoceni

trendu, tzn. Ze konfluentni buniky jsou v produkci ROS vice aktivni. Zda se tedy, ze funk¢ni

respiracni fetézec hraje v regulaci produkce ROS zasadni roli.
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Obr. 28 — Produkce ROS buiikami p0. Podil proliferujicich a konfluentnich bungk, které vykazovaly vlivem
pouzitych &inidel zvysenou tvorbu ROS. A) H,O,, B) PEITC, C) Rotenon, D) Doxorubicin, E) MitoVES, F)
Antimycin A, G) Staurosporin, H) Menadion, 1) Paklitaxel, J) ABT 737. Chybové use¢ky: Stredni chyba
praméru. Pocet méfeni > 3.

5.5. Indukce apoptézy v buiikach p0

Jelikoz jsou tendence v produkci ROS u p0O bunck jiné nez u bunck parentdlnich,
predpokladalo se, ze 1 citlivost k apoptdoze vyvolané oxidacnim stresem by mohla byt
pozménéna. Z Obr. 29 lze vycist, ze pouze v pfipadé rotenonu a doxorubicinu vstupuji
proliferujici buiikky do apoptoézy vice nez buiiky konfluentni. Ve vSech dalSich ptipadech
(H20,, PEITC, MitoVES, paklitaxel) je tomu naopak, stejn¢ jako Vv piipadé ABT 737, ktery
vykazoval opacny prabéh jiz pti pokusech s Ea.hy926, a jenz nezasahuje do respira¢niho
fetézce. Zda se tedy, Ze rozdily v citlivosti p0 bunek k indukei apoptdzy v proliferujicim a
konfluentnim stavu se nejenom stiraji, ale dokonce ze konfluentni p0 bunky jsou k indukci
apoptozy ponekud citliveéjsi nez p0 bunky proliferujici, coz plati obzvlasté pro nekteré latky

vyvolavajici tvorbu ROS.
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Obr. 29 — Rozdily v citlivosti proliferujicich a konfluentnich bunék p0O k apoptoéze vlivem apoptotickych
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meéfeni > 3.
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5.6. Respirace permeabilizovanych bunék
Mnozstvi produkovanych ROS muze v buitkach souviset se spotfebou kysliku a

aktivitou mitochondrialniho respira¢niho fetézce a jeho jednotlivych komplext. Vzhledem
k rozdilim v produkci ROS mezi proliferujicimi a konfluentnimi bunikami jsme proto méfili
spotfebu kysliku na bunikach, jejichz bunéénd membréana byla permeabilizovéana digitoninem.
To umoznuje dodani exogennich substratli pro mitochondrialni respiraci, jelikoz neporusena
bunééna membrana je pro tyto substraty nepropustna. Z naméfenych dat na Obr. 30 je patrné,
ze proliferujici endotelialni buiiky Ea.hy926 vykazuji oproti bunkam konfluentnim zvySenou
spotiebu kysliku pii dodani substratd pro komplex I (glutamat, malat) a ADP pro ATP
synthasu, i souhrnnou respiraci za vyuziti substrati pro komplexy I a II. V tomto pfipadé byl
jesté pfidan sukcinat, substrdt komplexu II. Stejné tak po pfidadni rozptazovace FCCP
k dosaZeni maximalni miry respirace byla respirace proliferujicich bun€k vyssi. Na druhou
stranu konfluentni bunky mély vyssi respiraci, i kdyz ne statisticky vyznamné, pokud byl
v ptitomnosti FCCP komplex | inhibovan rotenonem (v grafu jako respirace ptes komplex
I). Tyto vysledky naznacuji, Ze respirace proliferujicich bunék je vys§i nez bunék

konfluentnich a nejvyssi rozdily jsou zaznamenany pfti pouziti substrati pro komplex I.
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Obr. 30 — Spotieba kysliku komplexem I a I a maximalni respirace za pouziti disipacniho ¢inidla FCCP
v permeabilizovanych proliferujicich a konfluentnich buiikdch Ea.hy926. Spotieba O, CI byla méfena pied
pouzitim FCCP, CII po pouziti FCCP a rotenonu. Maximum zna¢i maximalni spotfebu O, mitochondriemi po
disipaci protonového gradientu pomoci FCCP. Chybové Gsecky: Stfedni chyba priméru. Pocet méteni > 3.
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5.7. Respirace izolovanych mitochondrii
Spottebu kysliku lze méfit téZ pfimo na izolovanych mitochondriich. Za timto ucelem

byly mitochondrie izolovany z proliferujicich a konfluentnich bunék Ea.hy926 a byla méiena
jejich respirace po pridani exogennich substratd jak je avizovano v kap. 4.8.3. Vysledna data
prezentovana v Obr. 31 ukazuji, ze vyS$§i spotieba kysliku je patrna u mitochondrii z
proliferujicich bun¢k po ptidani substrati pro komplex I, tj. glutamatu, malatu a ADP. U
mitochondrii konfluentnich bun¢k je detekovana vyssi mira respirace po pridani substratu pro
komplex II, sukcinatu. Maximalni mira respirace po disipaci protonového gradientu a v
pritomnosti substratu pro komplexy I i II je vSak u obou vzorkii srovnatelnda, ¢imz se tyto

vysledky poné¢kud lisi od vysledkl ziskanych na permeabilizovanych buiikach.
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Obr. 31 — Respira¢ni aktivita izolovanych mitochondrii bunék Ea.hy926. Spotfeba kysliku komplexem I a II
a maximalni respirace izolovanych mitochondrii z proliferujicich a konfluentnich bunék byla métena pred
pouzitim FCCP, CII po pouziti FCCP a rotenonu. Maximum zna¢i maximalni spotiebu O, mitochondriemi po
disipaci protonového gradientu pomoci FCCP. Chybové tsecky: Stiedni chyba priméru. Pocet nezavislych
meéfeni > 3.

73



5.8. EXxprese proteinovych podjednotek mitochondrialnich respira¢nich

komplexii
Vzhledem K rozdilim ve spotiebé kysliku proliferujicimi a konfluentnimi buitkami byla

pomoci metody ,,Western blot“ stanovena mira exprese podjednotek mitochondrialnich
respiracnich komplext. Ziskané vysledky (Obr. 32), dokumentujici expresi nékterych
podjednotek komplexii oxida¢ni fosforylace, ukazuji, ze detekované podjednotky komplexu |
(NDUFS1 a 3, NDUFB8, NDUFA9), Il (UQCRC2), IV (MTCOL1 a 2, COXIV) a ATP
synthasy (ATP5A) jsou ve vétsi mife exprimovany v konfluentnich bunkach. Pouze
podjednotka CIl (SDHA) se ve vyssi koncentraci nachazi v burikach proliferujicich. Lze tedy
fici, Zze zatimco komplexy I, II, IV a ATP synthasy jsou vice piitomny v konfluentnich

buiikach, u komplexu II je tomu naopak.
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Obr. 32 — Exprese nékterych podjednotek mitochondrialnich komplextt OXPHOS proliferujicich (P) a
konfluentnich (K) bunék biologickych replikati (1-3). Nanaska na gel 50 ug celobuné¢ného lyzatu. PouZity
substrat Super Signal West Femto maximum sensitivity, inkubace v 5 % mléce. Primarni protilatka: NDUFS3
(1:10000, HR 10 s), NDUFS1 (1:10000, HR 60 s), NDUFB8 (1:10000, HS 10 s), MTCO2 (1:2500, HR 10 s),
MTCO1 (1:2500, HR 70s), COX IV (1:10000, HR 30 s), kompletni OXPHOS mix protilatek (1:10000,
NDUFA9 (HR 50 s), SDHA (HR 5 s), UQCRC2 (HR 5 s), ATP5A (HR 50 s)), B—aktin konjugovany s kienovou
peroxidasou (1:2000, HR 230 s), sekundarni protilatka mysi (1:2000), expozice: HR — vysoké rozliSeni, HS —
vysoka citlivost kamery. Zobrazen reprezentativni snimek z 3 nezavislych experimentd.

5.9. Skladba mitochondrialnich superkomplexii
Aktivita respiracniho fetézce nemusi odpovidat pouze expresi samotnych podjednotek
respira¢nich komplext, ale mize byt t€z dana vyssi molekularni organizaci fetézce na urovni

respiracnich superkomplexi. Slozeni téchto superkomplext bylo stanoveno pomoci modré
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nativni elektroforézy. Vysledné snimky rozdélené mitochondrialni frakce 1ze vidét na Obr.
33. Panel A ukazuje, ze komplex I je v mitochondriich asociovan do makromolekuldrnich
respirazomd a jeho mnozstvi je celkové vyssi v konfluentnich buiikach. CIlI se vyskytuje
pievazné jako samostatnd entita také vice v bunkach konfluentnich. CIIlI tvofi
v proliferujicich buiikkdch vyznamné struktury SC jako dimer. Komplex IV je vice
poskladany v proliferujicich bunkéach. Tato data naznacuji, ze mezi proliferujicimi a

konfluentnimi buiikami existuji vyznamné rozdily ve slozeni respiracnich superkomplexii.
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Obr. 33 — Organizace jednotlivych respiraénich komplext (I az IV) do nadmolekularnich struktur. Pro
detekci bylo pouzito 40 pg mitochondrii solubilizovanych digitoninem proliferujicich (P1 az P3) a
konfluentnich (K1 aZz K3) bunék. Panel A) vyobrazuje organizaci CI pomoci NDUFB8 (1:7000, HR 5 s) B)
organizace CII pomoci protilatky na SDHA (1:7000, HR 3 s), C) CII pomoci UQCRC2 (1:7000, HR 110 s) a D)
CIV pomoci MTCO2 (1:7000, HR 10 s). Sekundarni protilatka mysi 1:2500. VSe inkubovano v 5 % mléce.
VDACI jako kontrola nanasky (1:2500). Pouzity substrat: Super Signal West Femto maximum sensitivity,
expozice: HR — vysoké rozliseni, VDACI1 — kontrola nanasky membran A a B (1:2500, HR 10 s), Aktin (I-19)
kontrola k membranam C a D (1:2500, HR 20 s), kozi sekundarni protilatka 1:2500. Zobrazen reprezentativni
snimek z 3 nezavislych experimentt.
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5.10. Nativni elektroforéza aktivity v gelu
Aktivitu respiracnich superkomplexii je mozno stanovit pfimo v nativnim gelu za pomoci

specifickych substratu pro jednotlivé komplexy, jak je popsano v kap. 4.11.). Velikost a
sytost zabarvené oblasti je pfimo umérna aktivité enzymu (viz Obr. 34). Lze usuzovat, ze CI
a CIII je aktivnéjsi v mitochondriich z proliferujicich bunék zatimco CII, CIV a ATP
synthasa ma vyssi aktivitu v mitochondriich ziskanych z konfluentnich bunék.

CI ClI CIII Clv. cCv

PK PK PK PK PK
EAhy926

ey

Obr. 34 — Barevné srazeniny vzniklé na gelu znativni elektroforézy solubilizovanych mitochondrii
predstavuji aktivitu jednotlivych komplext (CI az CIV, CV — ATP synthasa) oxida¢ni fosforylace. P —
mitochondridlni frakce proliferujicich bunék, K — mitochondrialni frakce konfluentnich bun¢k Ea.hy926.
Zobrazen reprezentativni snimek z 3 nezavislych experimentu.

5.11. Antioxidacni systémy

Antioxidacni ochrana je dulezitym c¢initelem v obrané bunék pied oxida¢nim stresem a
poskozenim makromolekul. V respiracnim fetézci je primarné tvofen Oy, jehoz pfeménu na
H,0, zajistuje SOD2. Mnozstvi tohoto enzymu bylo proto stanoveno metodou ,,Western
blot“ v celobunééném lyzatu dle kap. 4.9. (viz Obr. 35A a B). Lze pozorovat, Ze s konfluenci
v bunikach Ea.hy926 tohoto enzymu piibyva (Obr. 28 A) a jeho exprese tak nepiimo koreluje
S mirou produkce ROS v tomto bunécném typu. V konfluentnich bunkéach p0 je SOD2 téz
vice nez v p0 bunkach proliferujicich (Obr. 35 B), pfestoze buiiky p0 byly citlivejSimu k

oxida¢nimu stresu v konfluentnim stavu.
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Obr. 35 — Exprese SOD2 v Ea.hy926 (A) a p0 (B) buiikach proliferujicich (P) a konfluentnich (K).
Imunoprecipitacni stanoveni v celobunééném lyzatu. Inkubovano v 5% BSA. Primarni protilatka SOD2
(A)1:10000, HR 20 s, B) 1:4000, HR 1 s ), sekundarni krali¢i protilatka (1:2000). PouZity substrat: Super
Signal West Femto maximum sensitivity, expozice: HR — vysoké rozliseni, Kontrola nanasky p-aktin
konjugovany s kienovou peroxidasou (HRP, 1:2000, HR 20 s), nanaska na gel (A) 80 pg proteinu
celobunééného lyzatu, (B) 50 ng proteinu celobunécného lyzatu. Reprezentativni snimek ze 3 nezavislych
experimentu.
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Jednim z hlavnich bunéénych antioxidacnich systému pro detoxifikaci H,O; je glutathion,
jehoz aktivni podobou je redukovana forma. Intenzita fluorescence MCB je umérna
koncentraci volného redukovaného GSH v bunce (viz Obr. 36). Jeho hladina je
Vv proliferujicich bunkach Ea.hy926 i pO srovnatelna. S konfluenci ale dochazi u bunék
Ea.hy926 kK jejimu vyznamnému poklesu, zatimco u bun€k p0 dochazi K jejimu mirnému
zvySeni. Zda se tedy, ze mnozstvi glutathionu se s proliferacnim stavem méni rozdilné u

bunék s funk¢énim a defektnim respira¢nim fetézcem.
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Obr. 36 — Intracelularni zasoba redukovaného glutathionu v butikach Ea.hy926 a p0. Mnozstvi glutathionu
je tmérné geometrickému praméru signalu MCB bunék Ea.hy926 a p0 proliferujicich (P) a konfluentnich (K).
Chybové tsecky: Stfedni chyba praiméru. Pt — parametr T-testu, hladina vyznamnosti 0,05, Poc¢et méfeni > 3.

5.12. Bunéény cyklus v butikach s funkénim a defektnim respira¢nim retézcem
Aby bylo mozné ziskana data porovnavat, bylo nutné zjistit, zda buniky Ea.h926 i p0 maji
obdobnou distribuci v bunééném cyklu a vstupuji ve stejné miie do faze Gy. Fluorescen¢nim
znacenim DNA a RNA bun¢k (kap. 4.13.) bylo zjisténo rozdéleni bunééné populace do
jednotlivych fazi bunétného cyklu. Dle vyhodnoceni, které zobrazuje Obr. 37, str. 77,
konfluentni bunky Ea.hy926 i p0 se nachazeji z cca 30 % (Ea.hy926 32,8 %, p0 29,7 %) ve
fazi Gy, 57 % respektive 58,8 % v fazi Gy a asi po 5 % ve fazi Go/M a S (Ea.hy926 G,/M —
4,7 %, S — 4,6 %, p0 Go/M —5,9 %, S — 5,1 %). Proliferujici buinky Ea.hy926 i p0 jsou pouze
z 12,2 % respektive 6,8 % ve fazi Gy, 61,4 % resp. 74 % v Gy, 15,4 %, 9,7 % v G,/M fazich a
10,7 % resp. 9,3 % ve fazi v S bunécného cyklu. Lze tedy fici, Ze defektni respiracni fetézec

nema vyznamny vliv na distribuci bun€k v bunééném cyklu a neovliviiuje jejich vstup do Gy
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faze po dosazeni konfluence.
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Obr. 37 — Distribuce bunéénych populaci v jednotlivych fazich bunééného cyklu. Distribuce Ea.hy926
konfluentnich (A) a proliferyjicich (B) a p0 konfluentnich (C) a proliferujicich (D) v jednotlivych fazich
bunééného cyklu stanovena dle obsahu DNA a RNA. Chybové usecky: Stfedni chyba pruméru. Pocet
meéfeni > 3.

5.13. Aktivita bunéc¢né glykolyzy

Aktivita mitochondridlni respirace je do znacné miry spojena s aktivitou glykolytické
drahy, kterd zpracovavd glukézu na pyruvat. Pyruvat pak mize byt vyuzit pro
mitochondrialni respiraci, nebo je konvertovan na laktat. Dle pfijmu glukozy (Obr. 38A,
str. 79) a produkce laktatu (Obr. 38B, str. 79) tak lze stanovit aktivitu této drahy. Namé&fena
data ukazuji, ze proliferujici bunky Ea.hy926 pfijimaji vice glukézy nez konfluentni
Ea.hy926. U p0 bunék je piijem glukdézy vSeobecné vyssi nez u bunck s funkénim
respiraénim fetézcem a s konfluenci se jesté zvysuje (viz Obr. 38, str. 79). Produkce laktatu
,kopiruje* trend ptijmu glukozy, u Ea.hy926 se sniZzuje se vstupem do konfluence. Buiiky p0
vSeobecné tvoii laktatu vice a jeho produkce se vyznamné zvySuje po vstupu téchto bunék do
konfluence. Lze tedy vyvozovat, Ze aktivita glykolytické drahy se vyznamné li§i u

konfluentnich a proliferujicich bun€k v zavislosti na tom, jestli maji nebo nemaji funkéni

respiracni fetézec.
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Obr. 38 — A) Piijem glukdzy bunikami Ea.hy926 a p0. Geometricky primér intenzity signalu 2-NBDG
proliferujicich (P) a konfluentnich (K) bunék, kde velikost signalu je pfimo umérna piijmu glukozy buitkami a
B) ukazuje latkové mnozstvi laktatu vyprodukované riznymi typy bun€k vzhledem bunéénému proteinu.
Chybové tsecky: Stiedni chyba priméru, Pt — parametr T-testu, hladina vyznamnosti 0,05. Po¢et méfeni > 3.

5.14. Morfologie mitochondrii
Morfologie mitochondrii miize odpovidat aktivité respiracniho fetézce. Z toho divodu

byla u proliferujicich a konfluentnich bunék Ea.hy926 pomoci konfokalni mikroskopie
stanovena délka mitochondrii, viz Obr. 39A az F, str. 80 a Obr. 40, str. 80. Z namé&fenych dat
plyne, Ze mitochondrie konfluentnich bun€k jsou statisticky vyznamné kratsi a
fragmentovanéjsi nez mitochondrie bun€k proliferujicich. Zda se tedy, Ze morfologie

mitochondrii se méni v zavislosti na proliferacnim stavu buiiky.
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Obr. 39 — Typické ptiklady morfologie mitochondrii v proliferujicich (panely A—C) a konfluentnich (D-F)
bunkdch Ea.hy926. Mitochondrie jsou znacené Cervené pomoci TMRM, buné¢na jadra jsou znacena modie
pomoci Hoechst 33342.
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Obr. 40 — Primérna délka mitochondrii proliferujicich a konfluentnich bunék Ea.hy926. Pocet méfenych
mitochondrii pro kazdy bod >25. Chybové usecky: Stiedni chyba praméru. P — parametr T-testu, hladina
vyznamnosti 0,05.
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5.15. Kvantifikace exprese Bcl-2 proteini
V regulaci citlivosti k apoptoze a v jejim spousténi maji zasadni vyznam proteiny rodiny

Bcl-2. Rozdily v jejich expresi by tak mohly napomoci pii pochopeni mechanizmu
zpusobujicich vyssi citlivost k apoptoze proliferujicich bunék. Mnozstvi jednoho z hlavnich
antiapoptotickych proteinit Bcl-X. se Vv konfluentnich buiikach snizuje, zatimco mnoZstvi

antiapoptotického Mcl—1 se naopak snizuje (viz Obr. 41).
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Obr. 41 — Porovnani mnozstvi antiapoptotickych proteintt Bcl-x_ a Mcl-1 bunék Ea.hy926 (A,B) a bungk
p0 (C,D). Imunoprecipita¢ni stanoveni v celobunééném lyzatu bunék proliferujicich (P) a konfluentnich (K).
Inkubovano v 5 % BSA. Primarni protilatka Bel-x_ A) 1:2000, HR 40 s, C) 1:4000, HR 4 s, sekundarni mysi
protilatka (1:2000), Mcl-1 B) 1:2000, HR 40 s, D 1:8000, HR 50 s, sekundarni krali¢i protilatka (1:2000).
Pouzity substrat: Super Signal West Femto maximum sensitivity, expozice: HR — vysoké rozliseni, STD —
standardni, Kontrola nanasky B—aktin konjugovany s kienovou peroxidasou (1:2000, HR 20 s), nanaska na gel
Ea.hy926 50 pg proteinu celobunécného lyzatu a p0 80 ug celobunéného lyzatu. Reprezentativni snimek ze 3
nezavislych experimentu.
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6. Diskuze

Mitochondrie a zejména komplexy respiracniho fetézce jsou Vv sav€ich bunkach hlavnimi
konstitutivnimi producenty reaktivnich kyslikatych radikaltu [65], ¢emuz odpovida Géinna
mitochondrialni antioxida¢ni ochrana. V dusledku inhibice respira¢niho fetézce se produkce
ROS muze radikalné¢ zvysit a mnozstvi vznikajicich oxida¢nich intermediati tak muze
prevysit detoxifikacni kapacitu bun¢k, coz vede k eliminaci bunky apoptdézou [158]. V ramci
predkladané diplomové prace jsme proto testovali hypotézu, Ze mira schopnosti produkovat a
detoxifikovat ROS se muze liSit u proliferujicich a konfluentnich bunék, a tak mize
vyznamnym zpusobem ovliviiovat citlivost k apoptdze.

V tomto sméru je logické, ze proliferujici bunky jsou citlivéjsi k ¢inidlim, ktera jsou
cilena na procesy, které u bunék Vv klidové fazi neprobihaji. Piikladem téchto procesu je
transkripce a replikace DNA, coz je hlavni cil protirakovinnych 1é¢iv z rodiny antracyklinu
jako je napt. doxorubicin [159], nebo reorganizace mikrotubuli béhem buné&cného déleni, na
které jsou zacilené taxany, napft. paklitaxel [116]. Vysledky prezentované v této praci naSe
o¢ekavani potvrdily a prokazaly vhodnost zvoleného experimentalniho modelu. Ackoliv
zminovana ¢inidla vyvolavaji urcitou hladinu oxidac¢niho stresu obzvlaste v proliferujicich
buiikach, k indukci ROS dochazelo nekonzistentné, viz velké odchylky pozorované v
Obr. 26 D a | (str. 66, 67). Na druhou stranu k indukci apoptézy dochazelo zcela
konzistentné,
viz Obr. 27 D a | (str. 67, 68), coz naznacuje, ze v testovanych buiikach indukce ROS nehraje
esencialni roli ve vyvolani bunééné smrti t€émito Cinidly.

Hlavnim cilem prace ovSem bylo otestovat piimy vliv mitochondrii v produkci a
detoxifikaci ROS a indukci apoptdzy. Aktivita mitochondrii, jakozto zdroje makroenergniho
fosfatu ve formé ATP, stejné tak jako metabolitl pro potiebu biosyntézy, je ptrizpisobovana
aktualnim narokim bunék. Tyto potfeby v ramci bunéného cyklu kolisaji vzhledem
k pozadavku energie a metabolitd pro biosyntetické procesy spojené s tvorbou nutné biomasy
pro bunééné déleni pouze v uritych fazich cyklu [160]. V Gy fazi se bunky nedéli a jsou
Vv klidovém stavu, a proto by mohly byt jinak citlivé k ¢inidlim vyvolavajicim tvorbu ROS,
obzvlast¢ pak mitochondrialnich ROS, nez buiky proliferujici, nachazejici se v rozdilnych
fazich bunécného cyklu. K provéfeni této hypotézy v endotelialnich buiikach byla vyuzita
¢inidla produkujici ROS riznymi mechanizmy, at’ jiz mitochondrialnimi (rotenon [139],
mitochondrialn¢ cileny MitoVES [161] ¢i antimycin A [162], inhibitory komplexa I az 111 ),
nebo jinymi (H20,, PEITC [108] ¢i menadion [115]). S vyuzitim fluorescenéni sondy
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DCFH2-DA, ktera je indikatorem oxidaéniho stresu v bunce [163](s preferenci pro detekci
H20,, ktera ovSem neni absolutni) jsme zjistili, Ze vSechna pouzitd apoptotickd a oxidacni
stres indukujici ¢inidla vyvolavaji v endotelidlnich bunikach produkci ROS, ktera je mnohem
vys$8i v buiikach proliferujicich nez v bunikach v klidové fazi (Obr. 26, str. 66, 67). Vyjimkou
je ABT 737, ktery pusobi jako mimetikum apoptotickych proteinii s BH3 doménou [164] a
produkci ROS nevyvoldva, a staurosporin, jehoz schopnost produkovat ROS v naSem
experimentalnim systému je velmi limitovand. Pilotni experimenty, které nejsou
prezentované v této praci, t€Z naznacuji, Ze proliferujici bunky bez stimulace ROS induktory
také vykazuji vysSi produkci ROS nez buiiky konfluentni, a to bez rozdilu pouzité
fluorescenéni znacky (DHE, MitoSOX, DCFH2-DA). To je ve shodé¢ spozadavkem na
urc¢itou, 1 kdyZz relativn¢ nizkou hladinou ROS pro udrzeni bunééné proliferace.
Z prezentovanych dat lze tedy vyvodit, ze proliferujici buiiky maji tendenci zvySovat hladinu
ROS mnohem snéze po aplikaci rozdilnych induktort ROS nez bunky konfluentni, coz by
mohlo usnadnit indukci bunécné smrti.

Oxidaéni stres je jednim z dilezitych mediatori mitochondridlné tfizené apoptdzy. Data
ziskana detekci bunééné smrti pfi znaceni apoptotickych bunék Annexinem V-FITC
proteinem a pozdné apoptotickych bunék PI napovidaji, Ze proliferujici buiky jsou
nachyln¢j$i kromé& produkce ROS 1 k oxida¢né iniciované apoptodze, tzn. Ze proliferujici
buiikky reaguji apoptdézou na niz$i koncentraci pouzitého cCinidla nez buiiky konfluentni
(viz Obr. 27, str. 67, 68). Ktivky ukazujici procento apoptotickych bunék ve vétsing piipadd
kopiruji kiivky produkce ROS. I kdyz né€které konfluentni buiiky svoji produkci ROS lehce
zvysily, do apoptézy v ptipadé H,O,, PEITC, rotenonu a paklitaxelu i ve zvysujici se
koncentracni fad¢ Cinidla v drtivé vétsiné nevstupuji. Po vystaveni endotelidlnich bunék
paklitaxelu a doxorubicinu se jejich rozdily vzhledem Kk produkci ROS v apoptotické
citlivosti jest¢ mnohonasobné prohlubuji, coZ je konzistentni s dalS$imi, na ROS nezédvislymi
proapoptotickymi efekty téchto latek diskutovanych vyse. Nakonec konfluentni buiiky jsou
vice nachylné k apoptoze indukované ABT 737 a zda se, ze i antimycinem A. Tato Cinidla
funguji jako mimetika BH3 proteind, coz je dobie dokumentované v literatufe, a tim
vyvolavaji apoptozu pfimym plsobenim na mitochondrie nezavisle na produkci ROS [107;
165].

Vyuzitim p0 bunék s defektnim respiraénim fetézcem bylo zjisténo, ze respiracni fetézec
hraje klicovou roli pro vznik rozdilné hladiny ROS vyvolané zkoumanymi cinidly

v proliferujicich bunkach a bunikach v klidové fazi. Pro vétSinu té€chto €inidel byly rozdily v
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hladin€é ROS znacné snizeny (MitoVES, PEITC) nebo setieny, ¢i ponckud piekvapiveé
invertovany (menadione, rotenone, antimycin A, H,0,). Hladina ROS byla ve vétsing situaci
niz8i nez u odpovidajicich buné€k s funkénim respiraénim fetézcem (Obr. 28, str. 69, 70).
Doxorubicin, paklitaxel, staurosporin v p0O buiikach hladinu ROS vibec nezvysily, coz
ukazuje, ze i v tomto pripadé mitochondrie hraji dtlezitou roli.

Mnohem vétsi zména tendenci je pozorovana pii méfeni citlivosti k apoptoze. Apoptoza je
v konfluentnich p0 indukovana ve vétsi mife nez v konfluentnich parentalnich buiikach v§emi
proapoptotickymi ¢inidly a naopak v proliferujicich p0O bunkéch je vétSinou o néco nizsi nez
v proliferujicich buiikach parentalnich. Vysledné se mira apoptézy mezi proliferujicimi a
konfluentnimi p0O buitkami bud’ pfili§ nelisi, nebo je dokonce vys$si u bun¢k konfluentnich
(Obr. 29, str. 70, 71). To naznacuje, ze defektni respiracni fetézec zplsobuje zvySenou
citlivost k buné&¢né smrti v konfluentnich bunkach, coz je patrné nejenom pro ¢inidla, ktera
oxidaéni stres zpusobuji, ale i1 pro ta, ktera ho nezpisobuji. Duvod této vSeobecné zvysené
citlivosti k apoptdze je zatim neznamy. V kazdém piipadé neni spojen s neschopnosti pO
vstoupit do klidové faze, protoze procento Go bun¢k v konfluentni populaci je podobné u p0
bunék jako u bunék parentalnich (Obr. 37, str. 78).

Prodlouzeny vlaknity tvar mitochondrii proliferujicich bunék Ea.hy926 v porovnani
s fragmentovanymi mitochondriemi konfluentnich bunék (Obr. 39, str. 80) je ve shodé s vyssi
aktivitou mitochondrii v proliferujicim stavu. Hlavnim méfitkem mitochondrialni aktivity je
bunécna respirace, kterou je mozno méfit jako spotfebu kysliku a mlize souviset s produkci
ROS. Proliferujici bunky maji vyssi celkovou spotiebu kysliku a téz spotiebu kysliku pii
respiraci na substratech specifickych pro komplex I (Obr. 30, str. 72). Na druhou stranu
respiracni aktivita na substratech specifickych pro komplex II byla naméfena vyssi
Vv izolovanych mitochondriich pochézejicich z konfluentnich bunék (Obr. 31, str. 73). Toto
naznacuje, ze proliferujici buiikky do urcité miry preferuji respiraci pres komplex I, zatimco
buniky konfluentni ptes komplex II. Zajimavé je, ze v izolovanych mitochondriich nebyl
detekovan velky rozdil v maximalni respiraci proliferujicich a konfluentnich buné¢k, coz
muze byt dano bud’ vyssi biomasou mitochondrii v proliferujicich buiikéch, nebo artefaktem
méfeni na izolovanych mitochondriich. Porovnani exprese proteinovych podjednotek
respiracnich komplexii v celobunééném lyzatu ovSem ponékud piekvapiveé ukazalo zvySenou
expresi pro vétSinu respiracnich komplext v konfluentnich burikach s vyjimkou komplexu 11
(Obr. 32, str. 74). To naznacuje, Ze mira exprese neni urcujici pro aktivitu respira¢niho

fetézce a ze dulezitou tlohu pravdépodobné hraje nadmolekuldrni organizace komplexi do
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respiranich superkomplext poskytujici efektivnéjsi ptenos elektronti. Experimenty
S pouzitim nativnich geld (Obr. 33, str. 75) toto potvrzuji a naznacuji vyrazné rozdily
predevsim v organizaci komplexu Ill, ktery byl v mnohem vys§i mife pifitomen ve vyssich
molekularnich strukturach v proliferujicich bunkach. Z literatury je znédmo, ze asociace
komplexu III do superkomplexit mize mit rozhodujici roli pro vyuZiti respira¢nich substratii:
¢im vice je komplex III pfitomen V superkomplexech, tim vice je vyuzito respirace pies
komplex | [57]. Také aktivita stanovena v gelu (Obr. 34, str. 76) ukazala vyssi aktivitu
komplext 1 a III v proliferujicich Ea.hy926 a naopak vyssi aktivitu komplext II, IV a
ATP synthasy v konfluentnich buiikach, coz odpovida tomuto schématu. Rozdilné slozeni
superkomplext by mohlo mit vliv i na zvySenou schopnost proliferujicich bun¢k produkovat
ROS. V tomto ohledu pfinasi dalsi uhel pohledu pO bunécné linie, ktera postrada funkcni
komplexy I, IIl a IV a ve které je vétSina trendl produkce ROS opacnd nez u bunck
s funkénim respiracnim fetézcem. Jadernou DNA kodovany CII tak muaze hrat necekané
vyznamnou roli pfi vzniku oxida¢niho stresu naptiklad ovliviiovanim stability dalSich
respiranich komplexi. Takto mySlenka je podloZzena experimenty s MitoVES, ktery praveé
tento komplex blokuje a je vysoce specificky k proliferujicim endotelialnim bunkdm, zatimco
v p0 burikach se jeho ucinky daji popsat spisSe jako nespecifické. Vysvétleni by mohla piinést
identifikace konkrétnich mist, ve kterych Vrespiratnim fetézci v proliferujicich a
konfluentnich buiikdch ROS vznikaji, na coZz jsou nejvhodnéj$im modelem izolované
mitochondrie. Ztohoto divodu nyni optimalizujeme proces mitochondrialni izolace,
abychom byli schopni reprodukovatelnym zpisobem ziskat vysoce kvalitni mitochondrie
Z bunécné kultury.

Hladina ROS miize byt téZ urcena efektivitou antioxida¢ni ochrany. Toto je podpoteno
pozorovanim, ze dulezity antioxida¢ni enzym SOD2 je vice exprimovan v konfluentnich
bunkach Ea.hy926 (Obr. 35, str. 76). Prekvapivé je tento enzym taktéz vice exprimovan
v konfluentnich p0 bunkach, ackoliv tyto buniky nevykazuji vyrazné vyssi rezistenci vici
ROS a jejich citlivost vuéi apoptoze je dokonce vyssi. To naznacuje, ze v tomto modelu
antioxidac¢ni ochrana enzymem SOD2 neni nejvyznamnéj$im c¢initelem urcujicim hladinu
ROS. Dalsi prvek detoxifika¢nich systémt, volny GSH, se v proliferujicich buinikach
Ea.hy926 vyskytuje ve vy$§im mnozstvi nez v bunkach konfluentnich (Obr. 36, str. 77). V p0
bunkach je tento trend opa¢ny a ani Vjednom systému nekoreluje s celkovou hladinou
tvofenych ROS. Na druhou stranu hladina GSH dobfe koreluje s aktivitou glykolytické drahy
(Obr. 38, str. 79) v proliferujicich i konfluentnich bunkach s funkénim a defektnim
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respiracnim fetézcem. Zatimco u bunék s funkénim fetézcem je glykolyza aktivnéjsi
v proliferujicich bunikdch, u p0 bunék je tomu naopak. Téz pilotni experimenty
(neprezentované v této praci) ukazuji, ze hladina NADPH nutné pro obnovu GSH je vyssi
v proliferujicich bunkach Ea.hy926. Vyznamnym zdrojem NADPH je pentdzofosfatovy
cyklus, postranni dréha glykolyzy. Celkové se tedy zda, Ze v naSem experimentalnim modelu
antioxidacni systémy v porovnéni se stavem respiracniho fetézce nehraji tak vyznamnou roli
V kontrole hladiny ROS a apoptotické citlivosti.

Citlivost k apoptoze by mohla byt v proliferujicich a konfluentnich bunikach kontrolovana
téZ zménami rovnovahy mezi antiapoptotickymi proteiny Mcl-1 a Bcl-x.. Mcl-1 je vice
exprimovany v proliferujicich buitkdch Ea.hy926, zatimco Bcl-X,_ je vice ptfitomen v buiikach
konfluentnich (Obr. 41, str. 81). Vzhledem k tomu, ze Mcl-1 je z téchto dvou proteinii méné
stabilni, mohl by se v oxida¢nim prostfedi vice degradovat nez vice stabilni Bcl-Xx_ a
zpusobovat zvysenou citlivost k bunééné smrti. U p0 bunck je rozdil v mnozstvi Mcl-1 a
Bcl—x. zachovany, piestoze tyto buiiky maji téméf opacnou citlivost k apoptéze v porovnani
s bunkami s funk¢énim oxida¢nim fetézcem. Z tohoto divodu se zda, Ze rozdilnd exprese
proteind z rodiny Bcl-2 nehraje uréujici roli pro citlivost proliferujicich a konfluentnich
bunék k bunéc¢né smrti.

Zavérem lze konstatovat, ze vysledky prezentované v této praci naznacuji vyznamnou
roli respiracniho fetézce a jeho konfigurace v citlivosti proliferujicich bunék k indukci
apoptozy oxidacnim stresem. Na druhou stranu ziskana data nepodporuji rozhodujici roli
detoxifikacnich systému kontrolujicich ROS a proteinti rodiny Bcl-2 piimo se podilejici na
spousténi apoptozy. Pfesné mechanizmy s proliferaci asociované citlivosti k vyssi produkci
ROS zatim nejsou objasnény, i kdyz byla provedena fada dil¢ich experimentli, které
prokédzali mnoho molekularni rozdili mezi proliferujicimi a konfluentnimi buikami.
K plnému porozuméni této otdzce je tieba provést dalsi experimenty, které by téZ mohly
pomoci pii vyvoji novych protirakovinnych 1éCiv, obzvlasté téch zaméfenych na inhibici

angiogeneze.
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7. Zavér

Tato prace ukazuje, ze proliferujici bunky Ea.hy926 endotelidlniho piivodu jsou vice
nachylné k indukci oxida¢niho stresu a bunééné smrti vyvolané ROS nez bunky konfluentni.
Toto je prokazano pro oxidaé¢ni ¢inidla jako napi. H,O, nebo PEITC, stejné jako pro mnohé
inhibitory bunééné respirace (MitoVES, rotenon, antimycin A). Taktéz ostatni latky, které
vyvoléavajici urcité zvyseni hladiny ROS, jako je napt. doxorubicin, menadion a paklitaxel,
tak ¢ini vice v proliferujicich buiikach. Vznikly oxidaéni stres poté vede k mnohem vétsi
mife eliminace proliferujicich bun€k apoptéozou v porovnani s buiikkami konfluentnimi.
Pfedpokladanou pfi¢inou tohoto jevu je rozdilna aktivita respiracniho fetézce
Vv proliferujicich a konfluentnich bunkach, jelikoz buiky p0, které¢ kvuli eliminaci mtDNA
neobsahuji funkéni komplexy I, III a IV, tento trend nevykazuji a ve vétSiné piipadl jsou
Vv této situaci rozdily v produkci ROS mezi proliferujicimi a konfluentnimi buiikami p0
smazany Ci radikalné snizeny. Charakterizace respira¢niho fetézce naznacuje vyssi aktivitu
oxidacni fosforylace v proliferujicich buiikéch, coz je podpofeno funkénimi experimenty
(spotieba kysliku, enzymova stanoveni), i analyzou vys$s§i molekuldrni organizace
respiraniho fetézce do respiracnich superkomplexti. Rozdily v mitochondrialni morfologii
mezi proliferujicimi a konfluentnimi buiitkami (mitochondrie v proliferujicich buiikach jsou
delsi, v konfluentnich buiikach vice fragmentované) jsou téZ konsistentni s aktivnéj$Sim
respiranim fetézcem v proliferujicich bunikdch. Na druhou stranu ziskané vysledky
nepodporuji tezi, Ze antioxidacni systémy ¢i rozdilnd exprese antiapoptotickych proteinti
rodiny Bcl-2 jsou rozhodujicimi faktory urcujici citlivost proliferujicich bun€k k oxida¢nimu

stresu.
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