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Abstract

Isolated deficiency of F;Fo-ATPsynthase is a soubgroup of mitochondrial diseases caused
by mutations in nuclear and mitochondrial-encoded structural subunits, or nuclear-encoded
assembly factors of F;Fo-ATPsynthase. The most often mutations are found in a MTATP6
gene localized in the mitochondrial DNA and a TMEM70 gene, localized in the nuclear
DNA. A MTATP6 gene encodes subunit a of FiFo-ATPsynthase and its mutation usually
leads to reduced phosphorylation activity of F;Fo-ATPsynthase. A TMEM70 gene
encodes a 21 kDa mitochondrial protein of the inner mitochondrial membrane of not
completely explained function and its mutation results in the decrease in a content of fully
assembled F;Fo-ATPsynthase. The aim of this thesis was to investigate the impact of
isolated F;Fo-ATPsynthase deficiency on the oxidative phosphorylation system (complex
I-1V), other selected mitochondrial proteins, and mitochondrial network in two cell lines of
primary human skin fibroblasts with an isolated deficiency of F;Fo-ATPsynthase (mutation
m.8851T>C in MTATP6 and mutation ¢.317-2A>G in TMEM70) during the first days of
their cultivation in media containing galactose or glucose as a carbohydrate source with a
presence or absence of L-glutamine.

The control cell line was found to have higher amounts of respiratory chain complexes
including F1Fo-ATPsynthase except complex |11 in a DMEM medium containing galactose
as carbohydrate source compared to cultivation in a DMEM medium containing glucose as
a carbohydrate source. However in the cell lines with the isolated FiFo-ATPsynthase
deficiency, only higher amounts of complex IV of the respiratory chain were found.
L-glutamine increased the viability and growth of cell lines with isolated deficiency of
F1Fo-ATPsynthase in media containing galactose as a carbohydrate source.

The impact of isolated deficiency of F;Fo-ATPsynthase on other respiratory chain
complexes depended on the type of cultivation media containing galactose as a
carbohydrate source. It was further supported by similar observations in the control line in
these media. In cell lines with isolated F;Fo-ATPsynthase deficiency higher amounts of
respiratory chain subunits were found compared to a control cell line in Leibovitz medium.
On the contrary, lower amounts of respiratory chain subunits (except of complex Il
subunit) were found in DMEM medium.

In Czech.



Abstrakt

Izolovany deficit F;Fo-ATPsyntazy je skupinou mitochondrialnich onemocnéni
zpusobenych mutacemi Vjaderné- a mitochondridlné-kodovanych  strukturnich
podjednotkach, nebo jaderné-kodovanych faktorech biogenese komplexu F;Fo-
ATPsyntazy. Nejcastéji jsou to mutace v genu MTATPG6, nachazejici se v mitochondrialni
DNA, a v genu TMEM70, nachazejici se v jaderné DNA. Gen MTATP6 koéduje strukturni
podjednotku ,,a*“ komplexu F1Fo-ATPsyntazy a jeho mutace zpusobuje snizené mnozstvi
FiFo-ATPsyntdzy a jeji fosforylaéni aktivitu. Gen TMEMY70 koduje protein vnitini
mitochondrialni membrany o velikosti 21 kDa s doposud zcela neobjasnénou funkci a jeho
mutace zpusobuje poruchu biogeneze komplexu FiFo-ATPsyntazy. Cilem prace bylo
studovat ve dvou liniich primarnich koznich fibroblasti s izolovanym deficitem
FiFo-ATPsyntazy (mutace m.8851T>C v MTATP6 a mutace c.317-2A>G v TMEM70)
dopad tohoto deficitu na systém oxidacni fosforylace, vybrané¢ mitochondrialni proteiny a
mitochondrialni sit’ ve srovnani s kontrolni linii primarnich koznich fibroblasti v prvnich
dnech kultivace (1-5 dni) v médiu obsahujicim jako zdroj sacharidi galaktozu nebo
glukézu a v médiu s pfitomnou a nepfitomnou aminokyselinou L-glutaminu.

U kontrolni linie kultivované v médiu DMEM obsahujicim jako zdroj sacharidi galaktézu
bylo nalezeno vy$$i mnoZstvi komplexti dychaciho fetézce vcetné FiFo.ATPsyntazy
(krom¢ komplexu III), oproti jeji kultivaci v médiu DMEM obsahujicim jako zdroj
sacharidd glukézu. Zatimco u linii S izolovanym deficitem FiFo-ATPsyntazy bylo vyssi
pouze mnozstvi komplexu IV dychaciho fetézce, pfitomnost aminokyseliny L-glutaminu
v médiu obsahujcim jako zdroj sacharidi galaktozu zvySovala viabilitu a schopnost ristu
linii S izolovanym deficitem F1Fo-ATPsyntazy.

K analyze dopadu izolovaného deficitu F1Fo-ATPsyntazy na ostatni komplexy dychaciho
fetézce byla pouzita Kultivace bun€k v médiich obsahujicich jako zdroj sacharida
galaktozu (Leibovitz a DMEM). U obou linii s izolovanym deficitem F;Fo-ATPsyntazy
bylo v médiu Leibovitz nalezeno vyssi mnozstvi podjednotek komplexti dychaciho fetézce
Vv porovnani s kontrolou. V médiu DMEM bylo naopak jejich mnozstvi niz$i s vyjimkou
podjednotky  komplexu III  dychaciho ftetézce. Dopad izolovaného deficitu
FiFo-ATPsyntazy na ostatni komplexy dychaciho fetézce je v téchto podminkach zavisly

na typu pouzitého kultivaéniho média.
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Seznam pouzitych zkratek

ANT - adeninnukleotidovy transportér

APS - peroxodisiran amonny

BN-PAGE — modra nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

BSA - hov¢zi sérovy albumin

DMEM - ,.Dulbecco's Modified Eagle® medium

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

HSP- promotor pro transkripci tézkého vlakna mitochondrialni DNA

LSP - promotor pro transkripci lehkého vldkna mitochondridlni DNA

MtDNA - mitochondrialni DNA

OH - pocatek replikace mitochondrialni DNA

OXPHOS - systém oxidac¢ni fosforylace

PBS — ,,Phosphate-buffered saline” (slozeni viz 3.1.2.2. Roztoky a pufry, strana 30)

PDH — pyruvatdehydrogenazovy komplex

Pi - anorganicky fosfat (HPO42', H,PO,.)

PIC - fosfatovy transportér

PVDF - polyvinylidendifluorid

RIPA - ,,Radio-Immunoprecipitation Assay* pufr (sloZeni viz 3.1.2.2. Roztoky a pufry, strana 29)
ROS - volné kyslikové radikaly

SDS- dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu sodného
TBS - ,,Tris-buffered saline pufr (slozeni viz 3.1.2.2. Roztoky a pufry, strana 29)

TBST - ,,Tris-buffered saline - tween* pufr (sloZeni viz 3.1.2.2. Roztoky a pufry, strana 29)
TEMED - N,N,N',N'-tetramethyl-ethylen-1,2-diamin

TIM - translokéza vnitini mitochondridlni membrany

TOM - translokéaza vnéjsi mitochondridlni membrany

UCP — rozptahujici protein



1 Uvod

1.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomni organely, tvofici souvislou sit, ktera se muze délit na

mens$i valcovité struktury v zavislosti na stavu buiky. Jsou dileZitou organelou pro
energeticky metabolismus buniky, produkci tepla, syntézu hemu a steroidl, odbouravani
amoniaku, signalizaci pomoci vapenatych iontd a dalSich d&ji. Jsou mistem pribéhu
oxida¢éni fosforylace, citratového cyklu, beta-oxidace mastnych kyselin, ¢asti
mocovinového cyklu a syntézy hemu a dalSich metabolickych drah. DuleZitou roli maji

naptiklad i v procesu starnuti a v prub&hu apoptozy. [1]

Vnitini prostiedi mitochondrialni matrix, oddéluji od cytosolu dvé membrany, mezi
kterymi je mezimembranovy prostor. Vnéj$i mitochondrialni membrana je obvykle hladka
a obsahuje vysoké mnozstvi porini (transmembranovych proteini umoznujici volny
prichod iontim a molekulam do velikosti pfiblizn¢ 5 kDa), takZe mezimembranovy
prostor nema vyrazné odli$né chemické slozeni od cytoplasmy. Mezimembranovy prostor
a matrix jsou oddéleny vnitini mitochondridlni membranou, ktera je velmi bohata na
proteiny (tvoii pies 70% jeji celkové hmotnosti). Obsahuje zejména enzymy dychaciho
fetézce, komplexy F1F,-ATPsyntazy a specifické transportni bilkoviny regulujici prachod
metabolitt a makromolekul pies tuto membranu. Pro vnitini membranu je specificka
ptitomnost fosfolipidu kardiolipinu (difosfatidylglycerol), ktery zvySuje nepropustnost
membrany pro H* ionty. Tato membrana je zvrasnéna do utvar vychlipenych do matrix,

zvanych Kristy. [1]

1.1.1 Mitochondrialni genom

Ve shodé s endosymbiotickou teorii maji mitochondrie svou vlastni DNA (mtDNA), replikaci
podobnou bakteridlni DNA. K jeji replikaci dochazi nezavisle na jaderné DNA, na rozdil od
jaderné DNA, né€kolikrat za bunécény cyklus a v jedné buiice je ptitomna v tisicich kopii. Pokud
jsou v buiice pritomny pouze sekvencné identické kopie, tak se tento stav nazyva
homoplasmie. Stav, kdy jsou v buince pfitomny kopie s riznou sekvenci (mutace,
polymorfismus), se nazyva heteroplasmie. Charakteristickou vlastnosti savéi mtDNA je jeji

nemendelovska maternalni dédicnost, jelikoZ potomek ziskdva mitochondrie pouze od samice.

[2]



Savéi mtDNA je cirkularni dvoufetézcova molekula, fetézce se oznacuji jako H (,,Heavy*)
a L (,,Light*) podle vyss$iho obsahu GT bazi u H-vlakna a AC u L-vlakna. Koduje 37 gent
(vétsina je lokalizovéana na H-fetézci): 13 podjednotek komplexti oxida¢ni fosforylace, 22
tRNA a 2 rRNA (pro intramitochondrialni syntézu proteinti). Tyto geny jsou vysoce
usporn¢ uspoiadany, nejsou zde ptitomny introny ani mezigenové sekvence a nékteré geny
se dokonce prekryvaji. V mtDNA jsou pouze dvé nekodujici oblasti. Jednou oblasti tzv.
D-smycka (,,displacement-loop*, na pozici 16024 - 576), ktera obsahuje promotory pro
transkripci lehkého (LSP) a tézkého (HSP) vlakna a pocatek replikace tézkého vlakna
(OH). Druhou oblasti je kontrolni region, obsahujici pocate¢ni sekvenci pro replikaci

lehkého vlakna (OL, na pozici 5721-5798). [2] Viz obr. 1.1.

@ HsP,  sPEB
\\ OH [
v

tRNA Phe

5 {RNA Thr
\. D smycka

Cytb

tRNA Val

tRNA Pro
ARN 16S

ND 5
{RNA Leu tRNA Glu

TER

1RNA Leu
tRNA Ser

1RNA His

Lidska mtDNA

16568 bp

tRNA lle
tRNA Gin
ND 4

tRNA Ala
tRNA Asn

tRNA Met

tRNA Cys

tRNA Tyr ND 4L

Lehké vigkno

tRNA Ser

tRNA Trp 3 IRNAArg

N

COX1 ™

oL e

; {RNA Gly
- COX 3

ATP6 Tézké viakno

cox2 )
ATP8

tRNA Asp

tRNA Lys

Obrazek 1.1. Mapa lidské mitochondrialni DNA. LSP-promotor lehkého vidkna, HSP-
promotor tezkého vidkna, OH-pocdtek replikace na tezkém vidaknu, OL-pocdtek replikace
na lehkém vlaknu, ND1-6 -geny pro podjednotky komplexu I, COX1-3-geny pro
podjednotky komplexu IV, ATP6 a ATP8 -geny pro podjednotky F1Fo-4TPsyntdzy, Cyt b -
gen pro cytochrom b, ARN 12S a ARN 16S -geny pro mitochondrialni rRNA, upraveno
podle [1]

1.2 Komplexy systému oxidacéni fosforylace

Systém oxidac¢ni fosforylace (OXPHOS) nachazejici se ve wvnitini mitochondrialni
membrané se sklada ze sedmi hlavnich komponent: NADH:ubichinon-oxidoreduktazy

(komplexu 1 dychaciho fetézce), sukcinat:ubichinon-oxidoreduktazy (komplexu II



dychaciho fetézce), ubichinol:cytochrom-c-oxidoreduktazy (komplex III dychaciho
fetézce), ferrocytochrom-c-Oj-oxidoreduktazy (komplexu IV dychaciho fetézce), dvou
proteinti fungujicich jako pienaSece elektronti (koenzym Q a cytochrom c¢) a komplexu
FiFo-ATPsyntazy (komplex V dychaciho fetézce). Systém téchto komplexti umoziuje
proces, pii kterém dochazi k reoxidaci kofaktori NADH a FADH,, které jsou produkty
metabolismu témer vSech zivin, a k syntéze ATP. Vétsina bunééného ATP je generovana
timto procesem. Klicova je v tomto procesu tvorba protonového gradientu, pfenosem
protoni z matrix do mezimebranového prostoru, a jeho nasledné vyuziti jako zdroje

energie na syntézu ATP.

Protonovy gradient je generovan prenosem protond tfemi komplexy dychaciho fetézce (I,
Il a 1IV) pomoci energie ziskané postupnym pienosem elektronti z redukovanych
kofaktori NADH a FADH,. Elektrony z NADH se pienaseji ptes prostetickou skupinu
flavinmonodukleotidu a FeS centra NADH:ubichinon-oxidoreduktazy (komplexu |
dychaciho fetézce) na mobilni ptenaSe¢ koenzym Q (ubichinon), ktery se tim redukuje na
ubichinol (CoQHy). Elektrony z FADH, se pienaseji pres prostetickou skupinu
flavinadenindinukleotidu a FeS centra sukcinat:ubichinon-oxidoreduktazy (komplexu Il
dychaciho fetézce) také na ubichinon. Ubichinol dale pienasi elektrony na
ubichinol:cytochrom-c-oxidoreduktazu (komplex III dychaciho fetézce), ze které se
pomoci cytochromu elektrony piechazeji na dal$i mobilni pfenase¢ cytochrom c. Ten
prenasi elektrony na ferrocytochrom-c-O;-oxidoreduktazu (komplex IV dychaciho

fetézce), pomoci které jsou elektrony preneseny na sviij koneény akceptor O. [3]

Timto procesem vznikly protonovy gradient je nasledné vyuzit FiF,-ATPsyntazou na

syntézu ATP. [3]

Krom¢ vyse zminénych slozek jsou se systémem oxidaéni fosforylace obvykle sdruzeny
jesté dalsi proteiny a komplexy. Jsou to naptiklad nékteré dalsi dehydrogenazy, jako
mitochondrialni  glycerofosfatdehydrogenaza (mGPDH). Dale fosfatovy (PIC) a
andeninnukleotidovy transportér (ANT), pfipadné rozpiahujici protein (UCP protein). [3]
Viz obrazek 1.2.
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Obrazek 1.2. Schéma systému oxidacéni fosforylace. Enzymy dychaciho retezce (1, 11, 11l a

IV) a mGPDH (mitochondrialni glycerofosfatdehydrogendza) prendsi elektrony z NADH a
FADH na kyslik, soucasné vytvdri protonovy gradient na vnitini mitochondridlni
membrané, ktery muze byt premenén na teplo rozprahujicim proteinem (UCP protein)
nebo je wuzit FiFo-ATPsyntdzou na syntézu ATP. Dulezitou vymenu ADP/ATP  umoznuje
ANT (translokdtor adeninovych nukleotidit) a transport anorganického fosfatu do
mitochondrie zajistuje fosfatovy transportér. Upraveno podle[4]

Komplexy dychaciho fetézce jsou tradicné popisovany jako linearni fetézec komplext
pusobicich izolované. Neékteré komplexy dychaciho fetézce spolu ovSsem mohou
interagovat a tvoii superkomplex, tzv. respirazom. V savéich mitochondriich byly
pozorovany superkomplexy slozené zkomplext I, III a IV. Komplex Il v téchto
superkomplexech zatim nebyl pozorovan. [5] Ze studia téchto superkomplext se zda, Ze
komplex | se vzdy nachazi v superkomplexu s komplexem Ill a na tento superkomplex
se miize a nemusi vazat i komplex IV. Pomoci tohoto respirazomu dochazi k ptenosu
elektrontt z kofaktoru NADH. Dale se v membrané vykytuje superkomplex slozeny
z komplexu 111 a IV nebo volny komplex III a volny komplex IV, pomoci kterych dochazi

k pfenosu elektront z komplexu II a dalSich mitochondrialnich dehydrogenaz. Mnozstvi

jednotlivych superkomplexti v membrané je ziejme zavisly na metabolismu bunky. [6]

1.3 FEiFo-ATPsyntaza
Mitochondrialni adenosintrifosfatsyntaza (FiF,-ATPsyntaza., EC 3.6.3.14) je molekularni

motor slozeny z nékolika podjednotek patficich mezi F-ATPazy. Ty syntetizuji ATP z
ADP a fosfatu, za pomoci energie ziskané pasivnim transportem H" iontdi pfes membranu

ve sméru koncentracniho gradientu. Tento proces muze byt za urcitych okolnosti i obracen:
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muze tedy fungovat jako protonova pumpa s vyuzitim energie vzniklé hydrolyzou ATP.

[7]

1.3.1 Struktura a topologie F;Fo-ATPsyntazy

Lidska mitochondridlni F1Fo-ATPsyntaza o molekulové hmotnosti dosahujici 600 kDa je
tvofena z 15 rliznych podjednotek. Miize byt rozdélena na dvé casti: ¢ast F1 o molekulové
hmotnosti 370 kDa a nachazejici se v mitochondrialni matrix, ktera je hydrofilni a dostala
svlj nazev od pojmu ,,frakce 1, a ¢ast Fo, ktera je zanofena ve vnitini mitochondrialni
membrané a dostala sviij nazev diky tomu, Ze je inhibovatelna oligomycinem. ¢ast F; se
sklada ze tii kopii podjednotek o a  a z jedné kopie podjednotek vy, & a €. ¢ast Fo obsahuje
po jedné kopii podjednotky a, b, d, F6 a OSCP, dale c-kruh (pravdépodobné tvoieny osmi
kopiemi podjednotek c, jak je vidét z mitochondrii hovéziho srdce [8]) a pomocné

podjednotky e, f, g a A6L. [9] Podjednotky a a B jsou uspoiadany do heterohexameru

sttidavé jako platky pomerance kolem centralni o-helikalni domény podjednotky 7.

Podjednotky v, 6 a € tvoii tzv. centralni stopku, ktera spoje hexametr asps a c-kruh. Pti
syntéze ATP se otaci dokola a funguje jako htidel. C-kruh pfi tomto dé&ji funguje jako rotor
a rotuje dokola. VSechny ostatni Casti FiFo-ATPsyntazy zaddny pohyb nevykonavaji a
funguji tedy jako stator.

C-kruh je slozen v zavislosti na druhu organismu z rizného poc¢tu podjednotek ¢ (u savca
ziejmé 8 [8]). Kazda podjednotka C je sloZzena ze dvou a-helixti spojenych smyckou a
dohromady vytvaii dvojit¢ kruhovou strukturu. N-koncovy o-helix tvofi vnitini kruh
(cTMH1) a C-koncovy a-helix vytvari vnéjsi kruh (cTMH2). U savct byly objeveny tii
izoformy podjednotky c, které se lisi v N-koncové mitochondridlni cilové sekvenci.
Aminokyselinova sekvence ,,maturovanych® proteinti je shodna. Kazda izoforma plni pted
integrovanim do membrany jinou funkci, i kdyz stale ne uplné znamou. Izoformy jsou

tkanove specifické a nejsou navzajem redundantni. [9-10]

Hexametr o3B3 a c-kruh jsou jesté spojeny tzv. periferni stopkou tvofenou podjednotkami b,
d, F6 a OSCP, ktera se pomoci podjednotky b zanotfuje do membrany. V membrané se tedy
nachazi c-kruh, ¢ast podjednotky b a dale podjednotky a, e, f, g a A6L. Organizace

podjednotek je znazornéna na obrazku 1.3. [9]
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Obrazek 1.3: Struktura lidské mitochondrialni FFy-ATPsyntazy. A- Organizace
podjednotek FiFo-ATPsyntdzy, kterd se sklada ze dvou funkcnich domén, F1 a Fo. F1 se
sklada z 5 ruznych podjednotek (t7i a a f a jedné y, 0 a €) a nachdzi se v mitochondridlni
matrix. Fo obsahuje podjednotky c, a, b, d, F6, OSCP a pomocné podjednotky e, f, g a
A6L. Prevzato z [11]. B-struktura casti F1Fo-ATPsyntdzy z mitochondrii hovéziho srdce
zndzornénda pomoci stuzkového modelu, o podjednotka je znazornéna cervene, f zlute, y
modre, o fialove, ¢ zelené a c-kruh hnédé. Prevzato z [8].

Na FiFo-ATPsyntazu se jesté vaze inhibi¢ni protein IF1 a faktor B. IF1 neni strukturni
podjednotkou F1Fo-ATPsyntazy, vaze se na ni reverzibilné v zavislosti na okolnim pH. IF1
se pfi pH menSim nez 6,5 nachdzi ve své aktivni formé¢ homodimeru a vazbou na
F1-ATPsyntazu v oblasti asBs hexametru (v oblasti katalytického rozhrani o/f podjednotek)
zabraniuje hydrolytické aktivité FiFo-ATPsyntazy. [9, 12-13] U nékterych nadorovych
bunck bylo pozorovano, Ze zvySena exprese IF1 vede k inhibici hydrolytické a syntetické
aktivity F1Fo-ATPsyntazy. [14] IF1 ziejmé hraje roli i pfi stabilizaci vy$Sich oligomernich
stavli F1Fo-ATPsyntazy. [15] Faktor B také neni strukturni podjednotkou a ziejmé se vaze
na ¢ast Fo na matrixové strané. V ¢asti Fo pravdépodobné existuji pro translokaci protoni
dvé mozné cesty, ale jen jedna je spiazena se syntézou ATP, druha je ziejmé nezadouci.

Faktor B zfejmé blokuje tok protonti touto nezadouci cestou. [9, 16]

S F1Fo-ATPsyntazou jsou asociované jesté dva proteiny: proteolipid MLQ, jehoz funkce je
stale neznama, a protein AGP (neboli DAPIT ¢i usmg5), ktery ziejmé hraje roli v regulaci

energetického metabolismu. [17]

1.3.2 Biogeneze FiFo-ATPsyntazy
Vétsina  strukturnich  podjednotek FiFo-ATPsyntazy je kodovana jadernymi geny,
vyjimkou jsou podjednotky a a A6L, kdédované mitochondridlni DNA. Jaderné-kédované
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podjednotky jsou syntetizovany v cytosolu a na jejich N-konci se nachazi mitochondrialni
cilova sekvence, jez je rozpoznavana komplexem TOM (translokdza vngjsi
mitochondrialni  membrany), ktery ,nesbalené“  proteiny transportuje  do
mezimembranového prostoru. Dale jsou tyto proteiny pienaSeny do matrix pomoci
komplexu TIM (translokaza vnitini mitochondrialni membrany). Po vstupu do matrix je
cilova sekvence odstépena proteazou a k ,,maturaci* proteinu prispivaji chaperony Hsp60 a
Hsp10. [11, 18]

Zatim byly nalezeny pouze dva specifické chaperony tvorby komplexu lidské
mitochondrialni FiFo-ATPsyntazy: Atpafl a Atpaf 2, zajistujici spravnou tvorbu
hexameru asfs.[9] Na tomto hexameru se na rozhrani mezi podjednotkami a a § nachazi tii
vazebna mista pro nukleotidy, majici katalytickou aktivitu pfi syntéze a hydrolyze ATP,
které se stfidaji se tfemi vazebnymi misty pro nukleotidy bez katalytické aktivity. Atpaf2
se vaze na podjednotku o v misté, které v hexameru tvoii nekatalytické rozhrani mezi
podjednotkami o a . Atpafl se vaze na podjednotku  na misté tvotici katalytické misto
sestaveného komplexu. [19-20] Zda se, Ze pii sestavovani hexameru jsou jednotlivé
chaperony postupné vytlacovany pftislusnou podjednotkou, respektive jejim dimerem:
dimer o/Atpaf2 vytlacuje Atpafl z komplexu B/Atpafl, coz vede ke vzniku katalytického
rozhrani, a dimer p/Atpafl vytlaCuje Atpaf2 z komplexu o/Atpaf2 za vzniku
nekatalytického rozhrani. Cely proces ziejme iniciuje podjednotka y. [20-21]

Jedinym dal$im znanim lidskym proteinem spojenym s biogenezi FiFo-ATPsyntazy je

protein Tmem?70, jehoz piesna role v tomto procesu vsak zatim neni znama. [22]

Je znamo, Ze k tvorbé Casti F1, postranni stopky a c-kruhu dochazi zvlast, ale prubéh
celkového nasledného sestaveni FiFo-ATPsyntazy neni znam. Z vysledkd dosavadniho
vyzkumu se zd4, Ze nejprve dochazi k tvorbé c-kruhu, ke kterému se ptipojuje Cast Fy,

nasledné postrani stopka a nakonec podjednotky a a A6L. Viz obrazek 1.4. [9]
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Obrdzek 1.4: Tvorba komplexu FiFo-ATPsyntdzy. Ke slozenému c-kruhu se pripojuje
slozena cast Fi, ndsledné se ke komplexu pripojuje postranni stopka a nakonec
podjednotky a, A6L, e, fag.

1.3.3 Supramolekularni struktury F;Fo-ATPsyntazy ve  vnitini

mitochondrialni membrané
FiFo-ATPsyntaza se ve vnitini mitochondridlni membrané nachazi ve form¢ dimeru ci
vy$8ich oligomernich stavech. [23-24] K interakci mezi dv€éma monomery
F1Fo-ATPsyntazy dochazi zejména v membranové Casti Fo. Zatim bylo zjisténo, ze v této
interakci hraji roli podjednotky: a, A6L, e, g a b. [15, 25-28] Zda se, ze podjednotka a hraje
predpokladanych transmembranovych a-helixd. [26] Dal§im proteinem, ktery by se mohl
ucastnit stabilizace téchto oligomernich stavu je IF1, ktery zfejmé spojuje dva monomery

v casti Fy, v oblasti hexameru azfs. [15]

Monomer F;1Fo-ATPsyntazy je pln¢ schopen syntézy ATP, ale vytvoteni oligomerQ ziejme
umoznuje spravné vytvoreni krist a vétsi stabilizaci komplexu, ktery je neustale v pohybu.
[26, 29] Dimery F;Fo-ATPsyntazy se seskupuji a vytvaii okolo 80 dimertu dlouhé
Hretizky”, které se pravdépodobné svym tvarem podili na zakiiveni membrany. Jejich
seskupeni na vrcholcich krist navic umoziuje lepsi syntézu ATP, protoze v zakiiveném
vycnélku kristy se 1épe vytvati protonovy gradient. [29] V ptipadé absence dimerizace
F1Fo-ATPsyntazy (depleci podjednotek e a g) u S. cerevisiae, dochazi ke ztrat€¢ normalniho
tvaru Krist a jsou pozorované tzv. ,,onion-like* struktury, slozené z koncentrickych zaviti

ziejm¢ vnitini membrany (viz obrazek: 1.5). [30]
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: o o
Obrazek 1.5: Ultrastruktura mitochondrii S. cerevisiae s depleci podjednotek g a e (se
ztrdtou dimerizace F1Fo-ATPsyntazy). Elektronové snimky z transmisniho elektronového
mikroskopu, meéritko predstavuje 0,5 um. A-,,wild-type” S. cerevisiae B-S. cerevisiae
s depleci podjednotky i, jejiz nepritomnost vede ke snizeni aktivity F1Fo-ATPsyntdzy, ale
stale dochazi k dimerizaci F1Fo-ATPsyntdzy [31] C,D-S. cerevisiae s depleci podjednotky
g E,F-S. cerevisiae s depleci podjednotky e. Prevzato z [30]

—

Navic FiFo-ATPsyntaza tvofi superkomplex zvany ATPsyntazom, ve kterém je
FiFo-ATPsyntdza asociovand s fosfaitovym (PIC) a adeninnukleotidovym (ANT)
transportérem. [32]

1.3.4 Mechanismus syntézy a hydrolyzy ATP FFo-ATPsyntazou

Dilezitou funkci F1Fo-ATPsyntazy je syntéza ATP za spotieby energie ziskané prenosem
H" iont pies vnitfni mitochondrialni membranu ve sméru koncentraéniho gradientu. H*
ionty prochazeji spontanné membranovou casti FiFo-ATPsyntazy, respektive rozhranim
mezi podjednotkami ¢ a a, coz zpusobuje rotaci c-kruhu a centralni stopky. Takto je
proton-motivni sila pfeménovana na mechanickou praci. Naopak pii hydrolyze ATP

dochazi v diisledku rotace centralni stopky k prenosu H' proti koncentraénimu gradientu.

[7]
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Piesny mechanismus priichodu H" iontdi zatim neni zndm. Nicméné nejvice piijimanym
modelem je tzv. ,,two-channel“ model, ktery pfedpoklada, Ze podjednotka a ma dvé od
sebe prostorové vzdalené cesty pro H', z nichz kazda zasahuje do poloviny membrany, a
ze tyto dvé cesty jsou spojeny mistem vazajicim proton na podjednotce c. Kazdy kanal pro
H" je spojen s jednou podjednotkou ¢ (tedy jedna podjednotka a je takto vazana ke dvéma
podjednotkam c). Proton vstupuje z mezimembranového prostoru do prvniho kanalu a je
pfenesen na karboxylovy zbytek na podjednotce c. Tato protonace neutralizuje negativni
naboj na karboxylovém zbytku, coz umoziuje posunuti podjednotky ¢ od podjednotky a k
okolni lipidové dvouvrstvé. V tom okamziku dochéazi z druhé strany K posunuti jiné
podjednotky ¢ od lipidové dvouvrstvy k podjednotce a. Vytvaii se zde kontakt mezi
karboxylovou skupinou podjednotky ¢ a druhym H*-kanalem, ve kterém je hydrofilni
prosttedi podporujici deprotonizaci karboxylové skupiny. Uvolnény proton pak vstupuje
do matrix. [7, 33] Pfenosu protonu ,zkratkou“ zjednoho kanalu na druhy pfes
karboxylovou skupinu podjednotky ¢ bez rotace c-kruhu, je ziejmé zabranéno pozitivné
nabitym arginilovym zbytkem, ktery se nejspi§ nachazi mezi témito dvéma kanaly.[34] Pii

hydrolyze ATP je sekvence téchto d&ju pfesné€ opacéna. [7]

V disledku rotace c-kruhu dochazi k rotaci centralni stopky. K otoceni centralni stopky o
celych 360° je potfeba otoceni celého c-kruhu dokola, tedy prichod 8 protonti. Rotace
centralni stopky nasledné zpasobuje cyklické konformac¢ni zmény v casti Fi, a tim i
syntézu ATP. Na hexameru agPs ¢asti F; se nachazi 6 vazebnych mist pro nukleotidy,
vSechny lezi na rozhrani mezi podjednotkami a a B. Tii katalyticka mista syntézy ATP se
stfidaji se tfemi nekatalytickymi misty. Katalytickd mista se nachazi pfevazné na
podjednotce B, zatimco nekatalyticka prevazné na podjednotce a. [35] Uvniti centralniho
asymetrického prstence pseudo-hexameru azfs se nachazi asymetricka podjednotka vy, ktera
se zde otaCi jako hiidel a jeji orientace ovliviiuje aktualni konformaci kazdého z
katalytickych mist. Podjednotka y rotuje pti syntéze ATP po sméru hodinovych rucicek, pti
pohledu od povrchu membrany smérem k ¢asti F1. Naopak pii hydrolyze ATP rotuje proti
sméru hodinovych rucicek. [36] Dale se pii otacivém pohybu excentricky orientovana
podjednotka e, ktera je pfipojena k podjednotkam c a vy, dostane do kontaktu postupné
s kazdou podjednotkou [ Vv konzervované oblasti nazyvané sekvence DELSEED

(pojmenovano podle jednopismenych zkratek aminokyselin z této oblasti). [35, 37-38]
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Na zakladé krystalovych struktur Fi-ATPsyntazy mitochondrii hovéziho srdce byly
popsany tii zakladni struktury aktivnich center (podjednotek B): Be (bez ligandu), Bre
(vazajici ATP), and Ppp (vazajici ADP). Dale byla popsana konformace Ppc (,.half-
closed), ktera vaze ADP a Pj. Tzv. oteviena konformace Pg a tzv. ptiviena konformace
Buc podjednotek B jsou velmi odlisné od tzv. uzavienych struktur Brp a Ppp, které jsou si

navzajem podobné. VSechny tyto konformace se lisi afinitami k nukleotidm. [35, 37]

Pii syntéze ATP vykonava podjednotka y rotujici pohyb a za 1 otocku 0 360° dochazi
postupné k syntéze 3 ATP. Rotaci podjednotky y dochazi K postupnym cyklicky se
opakujicim konformaénim zménam kazdého z katalytickych center, které tak méni své
vazebné vlastnosti k jednotlivym nukleotidim. Kazdé z katalytickych center je ve stejny
okamzik v jiné fazi cyklu syntézy ATP a tedy i vjiné konformaci. Tyto postupné
konformacéni zmény katalyzuji syntézu ATP z ADP a P; a vedou pfes konformace: Bg
nasledované Pyc dale pak Bpp nasledné Prp a nakonec opét Pe. [39] Ale piesny vztah mezi
mechanickym pohybem centralni stopky a konformac¢nimi zménami pseudo-hexameru

azPszatim neni znam. [7]

Pfi hydrolyze ATP také dochazi k rotaci podjednotky y jen v opaéném sméru, nez pii
syntéze ATP. Hydrolyzou 1 ATP dojde k pooto¢eni podjednotky y o 120° s to¢itym
momentem pfiblizn€ 40 pN.nm, tedy k vykonani mechanické prace pfiblizn€ 80 pN.nm,
kterd odpovida volné energii ziskané za fyziologickych podminek z hydrolyzy jedné
molekuly ATP. Tato skute¢nost svédéi o vysoké ucinnosti (téméi 100%) konverze energie.
[40]

Podjednotka y tedy rotuje v postupnych krocich po 120°, kazdy z téchto kroku je ziejmé
spoustén az po navazanim ATP do jednoho z katalytickych center. [40]. Kazdy z téchto
krokt je rozdélen na 80° a nasledné 40° pootoceni. Reakéni schéma probihajiciho d&je na
jednom z katalytickych center je nasledujici: d&j zac¢ina navazanim ATP, ozna¢me pozici
podjednotky vy jako uhel 0°, pti thlu 200° dochazi k hydrolyze ATP, pii uhlu 240° dochazi
K uvolnéni ADP a Pi se nasledné uvolnuje pii 320°. [7, 41-43] V pozici 0° ma podjednotka
B strukturu Bg, pii thlu 80° a 120° Brp, pti thlu 200° Bpp, pti tthlu 240° Buc, a pti uhlu 340°
Be. Takto d¢j probiha cyklicky na kazdém =z katalytickych center, tedy za postupné
hydrolyzy 3 ATP dochazi k rotaci podjednotky y o 360°. [7, 44-46] Viz obrazek 1.6.
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Za standardnich fyziologickych podminek, kdy je koncentrace ADP 0,5-1 uM a vyssi, je
hydrolytickéd aktivita F1Fo-ATPsyntazy inhibovana ADP a tato inhibice je zvySovana Vv
pritomnosti P;. Tedy také fosfat, v koncentraci > 0,1 mM, inhibuje hydrolyzu, ale pouze v
ptipad¢ dostate¢né vysokych koncentraci ADP. Na druhou stranu, pii nanomolarnich

koncentracich ADP, mira hydrolyzy vzrista. [47]

o ATP
0° ATP,,

80°
Pi

Pi <’
ATP—
120°

Obrazek 1.6: Schéma hydrolyzy ATP F1-ATPsyntazou. Kazdy kruh predstavuje jedno z
katalytickych mist na podjednotce [. Cervena Sipka predstavuje uhlovou polohu
podjednotky y. O znaci otevienou, C' privienou a C uzavienou Strukturu podjednotky f.
Zeleny kruh reprezentuje konformacni zmény podjednotky S, na které zacina cyklus
navazanim ATP v pozici podjednotky y oznacené jako 0°. Prevzato z [7]

Jednotliva katalyticka mista pseudo-hexameru o33 nefunguji na sobé nezavisle, nybrz se
zdaji byt spojeny tak, ze konformac¢ni zména jednoho z nich (napf. v dusledku vazby
ligandu ¢i rotace y podjednotky) ma vliv na konformaci dalsich dvou mist. Dusledkem této
kooperativy je ziejmé i vliv koncentrace jednotlivych ligandi na syntetickou ¢i

hydrolytickou aktivitu F1Fo-ATPsyntazy. [38]

1.4 Syntéza ATP jako zdroje energie pro bunééné procesy

K syntéze ATP (pfipadné¢ GTP) v savéich bunkach, jako zdroji energie, dochazi pomoci
substratové fosforylace a oxidaéni fosforylace. Obé tyto metabolické reakce vedou ke
vzniku ATP, piipadné¢ GTP, v piipadé substratové fosforylace ptenosem fosfatové skupiny
z fosforylovanych intermedidth na molekulu ADP ¢i GDP, a v piipadé oxidacni
fosforylace ptenosem volné fosfatové skupiny na molekulu ADP. K substratové fosforylaci

dochazi béhem katabolismu sacharidi. Soucasné jsou produktem téchto katabolickych drah

15


https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=c9d96ad52bccdb7ec46cafe0053b17e2&tid=&do=main&doo=detail&did=129602
https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=c9d96ad52bccdb7ec46cafe0053b17e2&tid=&do=main&doo=detail&did=129602

redukované kofaktory NADH+H" a FADH,, které mohou byt vyuzity k oxida¢ni
fosforylaci pomoci systému dychaciho fetézce (viz vyse). Energie z zivin tedy mize byt
ziskéana kromé substratové fosforylace také oxidacni fosforylaci, ktera vyznamné zvysSuje
zisk energie z téchto zivin (napi. z jedné molekuly glukézy lze substratovou fosforylaci
béhem glykolyzy ziskat 2 ATP, pfi pouziti i citratového cyklu a oxidaéni fosforylace okolo
38 ATP). Sacharidy, lipidy a aminokyseliny nejsou v buiice vyuzivany jen jako zdroj

energie, také jsou dulezitymi prekurzory v biosyntetickych drahach. [4]

Katabolismem sacharidu, jako je glukoza, galaktéza nebo fruktoza, tedy dochazi ke vzniku
ATP jako zdroje energie. Spole¢nou katabolickou drahou téchto tii sacharidd je glykolyza
(viz obrazek 1.7.). Do ni vstupuje glukdéza a fruktéoza po fosforylaci na 6. uhliku a
galaktdza po fosforylaci a epimeraci na glukdza-6-fosfat. Konecnym produktem glykolyzy
je pyruvat. K reoxidaci redukovanych kofaktori NADH+H", vzniklych béhem glykolyzy,
muze dochazet bud’ bez vyuziti systému oxidacni fosforylace, v tom piipad¢ je pyruvat
pfeménovan na laktat, nebo s vyuzitim substratové fosforylace, v tom piipad¢ je pyruvat
preménovan na acetyl-CoA pyruvatdehydrogenazovym komplexem. Acetyl-CoA pak dale
vstupuje do citratového cyklu. Redukované kofaktory NADH+H" a FADH,, vzniklé
béhem glykolyzy, pfemény pyruvatu na acetyl-CoA a citratového cyklu, pak vstupuji do

systému oxidaéni fosforylace. [4]

Zaroven mohou byt tyto sacharidy vyuzZity v biosyntetickych drahach pomoci pentézového
cyklu, kdy pomoci oxida¢ni ¢asti pentézového cyklu dochazi ke vzniku redukovanych
kofaktort NADPH+H" vyuzivanych v biosyntetickych drahach. [4] Schéma téchto d&ji je

znazornéno na obrazku 1.7.
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Nukleové kyseliny

NADP" NADPH+H"

6-fosfoglukonat -7 ribéza-6-fosfat
. oxidacni cesta neoxidacni cesta
NADPH+H
pentozovy cyklus citratovy cyklus
NADP"
glykolyza . app 4ADP  4ATP POH
glukéza-6-fosfat——= fruktéza-6-fosfal =22 glyceraldehyd-3-fosfé\—"/l7-ae- 2 pyruvéa 2 acetyl-CoA
+2NADH +H + 2 NADH+H
/ \(\ADP ADP 2 NAD 2NAD
ATP ATP
glykogen —= glukoza-1-fosfat ~ glukoza fruktéza

2 NADH + H'
/ UDP-galaktéz )
> 2 NAD"
UDP-glukéza 2 laktéat
galaktéza-1-fosfat

CADP

ATP
galaktéza

Obrazek 1.7: Schéma metabolismu  glukozy, galaktézy a fruktézy. Spolecnou
metabolickou drahou teéchto tii sacharidii je glykolyza, pomoci které dochazi k syntéze ATP
jako zdroje energie, a pentozovy cyklus, pomoci kterého jsou tyto sacharidy vyuZity
Vv biosyntetickych drahach. Konecnym produktem glykolyzy je pyruvat, ktery miize byt dale
preménovan na acetylCoA pyruvatdehydrogendazovym komplexem (PDH).

Podobné mohou byt vyuzity i aminokyseliny bud’, v biosyntetickych drahach jako
prekurzory syntézy proteinl, nebo v katabolickych drahach k syntéze ATP.
Aminokyselinou, ktera je v sav¢ich buiikach nejvice vyuzivana jako zdroj energie, je
glutamin. [48-50] Glutamin je katabolizovan procesem zvanym glutaminolyza. Nejprve
dochazi k hydrolyze aminoskupiny glutaminu za vzniku glutamatu a amoniaku. Nasledné
je glutamat pfeménovan na 2-oxoglutarat. K tomu muize dochazet tfemi moznymi
reakcemi: transaminaci pyruvatu a glutaminu aspartataminotransferazou za vzniku alaninu
a 2-oxoglutaratu, transaminaci oxaloacetitu a glutaminu alaninaminotransferazou za
vzniku aspartatu a 2-oxoglutaratu, nebo hydrolyzou aminoskupiny
glutamatdehydrogendzou. 2-oxoglutarat vstupuje do citratového cyklu a touto
metabolickou drédhou dochézi ke vzniku malatu, ktery je pfeménovan na pyruvat a ten
nasledné na laktat. Behem téchto katabolickych reakci vznika GTP a redukované kofaktory
NADH+H" a FADH,, které dale vstupuji do systému oxidacni fosforylace. [49] Schéma

téchto d¢ja je zndzornéno na obrazku 1.8.
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Obrazek 1.8: Schéma metabolismu glutaminu. Glutamin miize byt vyuzit k biosyntéze
proteinii, nebo jako zdroj energie, kdy jeho katabolismem vznika GTP a redukované
kofaktory NADH+H" a FADH,. Konecnym produktem jeho katabolismu je laktdt.

1.5 Mitochondrialni onemocnéni

Od pozorovani prvniho pacienta s mitochondrialnim onemocnénim v roce 1959 [51] bylo
popsano jiz vice nez 150 mitochondrialnich syndromd. Tato onemocnéni jsou
charakterizovana poskozenim systému oxidacni fosforylace, pyruvatdehydrogenazového
komplexu a citratového cyklu. Nejvétsi podmnoZina zahrnuje onemocnéni, pii kterych
dochazi k poskozeni funkce dychaciho fetézce, k jejich vyskytu dochazi u vice nez 1 z
5000 narozenych déti [52]. Tato onemocnéni se projevuji bud’ v détstvi, nebo v dospélosti,
a jsou multisystémova nebo vysoce tkatiové specificka. Castymi rysy téchto onemocnéni je
poskozeni centralni nervové soustavy, kardiomyopatie, myopatie kosterniho svalstva,
hluchota, slepota, stievni a periferni neuropatie, které mohou byt doprovazeny laktatovou

acidozou. [53]

Studium mitochondridlnich onemocnénich s vyuzitim dostupnych biologickych vzorki
pacientll vyznamn¢ prispé€lo k pochopeni funkce a biogeneze systému oxidacni fosforylace.
Tyto poruchy zahrnuji velké mnozstvi vzacnych syndromd, z nichz kazdy se u konkrétniho

pacienta projevuje do jisté miry individudlnim zptisobem. V uplynulych letech doslo k
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velkému pokroku v nalezeni jejich genetické podstaty, ale stale vime malo o kaskadé¢
udalosti, které vedou k takové riiznorodé patologii. Uplné rozlusténi jejich patogeneze by

mohlo vést k inspiraci ve vyvoji 1éki a klinickych testii na tato onemocnéni. [53]

Mitochondrialni onemocnéni mohou byt zplGsobena mutaci vjaderné DNA i
Vv mitochondridlni DNA. V piipad¢ jadernych mutaci dochazi k mendelovskému typu
dédicnosti, zatimco u mitochondrialnich mutaci jsou poruchy dédény matermalné. Existuje
vSak vyjimka jedné popsané mutace v genu ND2 u komplexu I, kterd pochazela z otcovské
mtDNA. [54] V piipadé mitochondrialnich mutaci se v buiice nachazi molekuly mutované
DNA, ale i nemutované (,,wild-type), v ur¢itém poméru. Mira zastoupeni mutované DNA
se oznacuje jako mira heteroplazmie. U nékterych mutaci v mtDNA mira heteroplazmie

ovlivituje fenotypové projevy daného onemocnéni. [53]

1.5.1 Izolovany deficit F;Fo-ATPsyntazy

Mitochondridlni onemocnéni zplsobend izolovanym deficitem FiFo-ATPsyntazy
predstavuji na molekularni Grovni heterogenni skupinu onemocnéni zptisobené mutacemi
Vjaderné- a mitochondrialné-kédovanych strukturnich podjednotkach, nebo jaderné-
kodovanych faktorech skladani tohoto komplexu. Uvedené poruchy jsou méné Casté, nez
poruchy ostatnich komplexti dychaciho fetézce, jsou nelécitelné a nastup prvnich
klinickych ptiznakd byva jiz v détstvi, nékdy v prvnich dnech Zivota. [55] V tabulce 1.1.
jsou shrnuty dosud popsané patogenni mutace izolovaného deficitu FiFo-ATPsyntazy.
Pouze u mutaci v genech MTATP6 [56-77] a TMEM70 [22, 78-85] bylo nalezeno vice

pacientdl, neZ jen 1-2 unikatni pfipady.

Snizend aktivita FiFo-ATPsyntazy vede k nizké produkci ATP a k nedostatecnému
snizovani protonového gradientu na vnitini mitochondridlni membrang. Dochazi tak k
zvySeni mitochondrialniho membranového potencidlu (A%¥m) a to je spojeno se zvySenim

produkce ROS komplexy dychaciho fetézce. [55, 86]

Tabulka 1.1.: Souhrn nalezenych patogennich mutaci vedoucich K izolovanému deficitu
FiFo-ATPsyntazy.

Protein Patologie Reference
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ATP5E podjednotka | c.35A>G laktatova acidoza, [87]
€ 3-hydroxy-3-
methylglutarovd acidurie,
periferni neuropatie
ATP5A1 | podjednotka | c.985C>T encefalomyopatie [88]
a
ATP12 Atpaf2 c.94T>A laktatova aciddza, | [89]
encephalomyopatie
TMEM70 | Tmem70 c.317-2A>G laktatova acidoéza, [22]
3-hydroxy-3-
C.A494G>A methylglutarova a [79]
3-methylglutarova
- acidurie, kardiomyopatie a
c.118 119insGT . ) o | [81]
poskozeni centralniho
nervového systému
c.211-450_317-568del [78]
€.628A>C [85]
c.336T>A [82]
c.316+1G>T [82]
€.238C>T [82]
¢.578 579delCA [82]
c.580G>A [78]
g.2436_378 9del [83]
¢.535C>T [84]
Gen Protein Mutace Manifestace | Patologie Reference
na
proteinové
arovni
MTATP8 | podjednotka | m.8529G>A | Trp55stop kardiomyopatie, | [90]
A6L neuropatie
m.8528T>C Trp55Arg kardiomyopatie [91]
MTATP6 | podjednotka | m.8993T>G Leul56Arg syndromy NARP a | [70]
a MILS
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m.8993T>C Leul56Pro syndromy NARP a | [76]
MILS

m.9176T>G Leu217Arg FBNS a Leighav | [71]
syndrom

m.9176T>C Leu217Pro LeighlQv syndrom | [74]

m.9185T>C Leu220Pro syndrom MILS [65]

m.9191T>C Leu220Pro syndrom MILS [65]

m.8851T>C Trp109Arg FBNS syndrom [64]

m.9101T>C Leul92T LHON [67]
m.9205delTA | Ztrata encefalopatie [66]
proteinu,
podjednotky
a

15.1.1 Mutace v genu MTATP6

Ackoliv bylo nalezeno nékolik riiznych patogennich mutaci (viz. Tabulka 1.1.) v genu
MTATPG, nejcastéji se vyskytuje bodova mutace m.8993T>G. Fenotypovy projev této
mutace je zavisly na mife heteroplasmie, ktera musi pfesdhnout 70% mutované DNA, aby
doslo ke klinickym projevam, kterd vedou k syndromu NARP (,,neuropathy, ataxia and
retinitis pigmentosa®“, <90% heteroplasmie) nebo MILS (,,maternally inherited Leigh

syndrome*, >95% heteroplasmie). [72]

Tato mutace vede k zaméné Leul56, u eukaryot vysoce konzervované aminokyseliny, za
arginin, kterd vede k poSkozeni rotace c-kruhu a tedy nemozZnosti syntézy ATP. Prichod
protond ¢asti Fo je umoznén, i kdyz pomaleji. [60] Dochazi tak ke snizeni syntetické
aktivity F1Fo-ATPsyntazy, ale jeji hydrolyticka aktivita zistava zachovana. [58] V piipadé
zamény Leul56 za prolin (m.8993T>C) dochazi ke sniZeni syntetické aktivity ATP jen
mirné [92], pfesto je fenotypovy projev tohoto onemocnéni podobny (jen trochu mirné;si).
[93] Na fenotypovy projev ma tedy zfejmé vliv zejména zvysena produkce ROS. [56] U
téchto mutaci neni narusena tvorba komplexu FiFo-ATPsyntazy. [75] V piipadé mutaci
Leu217 je pozorovan podobny trend, pii zaméné za arginin dochazi ke sniZzeni produkce

ATP [74], zatimco pii zaméne za prolin je pozorovano snizeni pouze mirné [71].

Na kvasinkovém modelu (S. cerevisce) nékolika NARP-MILS mutaci v genu MTATP6
bylo pozorovano, ze s klesajici ATP-syntetickou aktivitou v bunkach klesa i aktivita
komplexu IV dychaciho fetézce. [94] Snizeni mnozstvi ¢i aktivity komplext dychaciho

fetézce (vCetné komplexu IV) je ale pozorovano pouze u n¢kterych pacienti a je
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pfisuzovano zvysSené produkci ROS. Ziejmé tato rtiznd pozorovani odrézi riznou miru

heteroplazmie nebo rizné genetické pozadi pacient. [95-96]

1.5.1.2 Mutace v genu TMEM70

Vroce 2008 byla u skupiny pacienti Se snizenym mnozstvim FiFo-ATPsyntazy a
neonatalni encefalo-kardiomyopatii nalezena mutace ve druhém intronu genu TMEM70
(c.317-2A> G), kodujici mitochondrialni protein neznamé funkce o molekulové hmotnosti
29 kDa. Transfekce bunéénych linii téchto jedinct ,,wt“ cDNA TMEM?70 vedla k obnové
biogeneze a metabolické funkce FiFo-ATPsyntazy. [22] Od té doby bylo nalezeno dalsich
11 patogennich mutaci v genu TMEM70 (viz. Tabulka 1.1.), nicmén¢ vétSina pacientd jsou
homozygoti mutace TMEM70 ¢.317-2A> G, ktera se nachazi v misté sestiihu ve druhém
intronu, a vede k chybnému sestfihu a ztraté transkriptu genu TMEM70. [22, 78-83, 97]
Vétsina pacientd, u kterych byla tato mutace v genu TMEM70 nalezena, byla romského
pavodu. [80]

Pro tyto pacienty je charakteristické selektivni snizeni koncentrace FiFo-ATPsyntazy v
bunikach (nejméné o 70%). [22] Normalni hladiny transkripti pro podjednotky
FiFo-ATPsyntazy pozorované v buikach téchto pacientll naznacuji, Ze podjednotky jsou
syntetizovany, ale nasledné nedochazi k vytvofeni komplexu a jednotlivé podjednotky jsou
degradovany mitochondridlnim systémem protedz. Nebylo vSak pozorovano zvySené
mnozstvi téchto protedz nebo jejich transkriptd. K degradaci podjednotek je ziejmé

normalni rovnovazné mnozstvi mitochondrialnich proteaz dostacujici. [98-99]

Studium dopadu mutace v genu TMEM70 na komplexy dychaciho fetézce V koznich
fibroblastech kultivovanych v médiu DMEM obsahujicim vysokou koncentraci glukdzy
(25 mM glukoza) ukazalo statisticky vyznamné zvySeni mnozstvi komplexd IIT a IV, ale
toto zvySeni nebylo pozorovano u vSech pacienti. U nékterych pacientli bylo pozorovano
zvySeni mnozstvi 1 komplext I a II. Tato nesourodost vysledkit mize odraZet rozdily v
genomu jednotlivych pacientli, ovlivilujici jejich schopnost reagovat na deficit FiFo-
ATPsyntazy. Pozorovany kompenzacni efekt je na postranskripéni tirovni, protoze nebylo
nalezeno zvyseni hladiny mRNA pro podjednotky jednotlivych komplext. [99] Stejny
trend-nartistu nekterych komplexti dychaciho fetézce (I, Il a IV), byl pozorovan i
v Laboratofi pro studium mitochondrialnich poruch pii péstovani koznich fibroblasti

v médiu ,,Quantum 333 for fibroblasts“ (18 mM glukoéza). [100-101]
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Elektronova mikroskopie a tomografie ukazala u téchto pacienti abnormalni tvar
mitochondrii, s kruhovymi ,,onion-ring* kristami (soustifedné zavity Kkrist) a prazdna mista
v mitochondrialni matrix bez krist. V trojrozmérné projekci se tedy tvofi ,,rolled sock*
konformace vnitini mitochondrialni membrany (viz obr. 1.9). [81, 83, 101] Takovéto tvary
mitochondrii ale nejsou specifické pro tento defekt. Ne u vSech pacienti s mutaci v
genu TMEM70 byly ,,onion-ring* kristy pozorovany a u pacientd, u kterych pozorovany
byly, nebyly zaznamenany ve vsech bunkach. Navic byly tyto struktury mitochondrii

pozorovany i u pacient s defektem komplexu I a IV dychaciho fetézce. [102-103]

Obrdzek 1.9: Mitochondrie kosterniho svalu pacienta s mutaci v genu TMEM70. Cerné
Sipky ukazuji abnormdlni soustiedné zavity kryst. Bilé Sipky ukazuji volna mista bez krist.
A-snimek mitochondii 7 elektronového mikroskopu, meritko predstavuje 500 nm.
B,C-elektronovy tomogram, meritka predstavuji 1,25 um a 250 nm. D-obrazek normalni
mitochondrie a mitochondrie pacienta s mutaci v TMEM70 z tomogramu C, krista tvori
Jjediny zavit a obsahuje volny prostor bez krist. Prevzato z [81].

Tmem70 je protein vnitini mitochondrialni membrany o molekulové hmotnosti 21 kDa
syntetizovany jako prekurzor o molekulové hmotnosti 29 kDa obsahujici na N-konci

polypeptidového fetézce signalni sekvenci aminokyselin pro transport do mitochondrii. Ve
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vnitini mitochondrialni membrané se nachéazi ve formé dimeru. [104] Monomer prochazi
dvéma transmembranovymi ¢astmi vnitini mitochondrialni membranou a jeho C- a
N-konec se nachazi v mitochondrialni matrix (viz obr. 1.10). [83] Jeho funkce v burce

souvisi s biogenezi F1Fo-ATPsyntazy [105], a nachazi se jen u vyssich eukaryot [22, 106].

Mitochondrialni
mezimembranovy prostor

Vnitini membrana

C

Obrazek 1.10: Topologie proteinu Tmem70 ve vnitini mitochondridlni membrané.
Upraveno podle [83].

1.5.1.3 Terapie mitochondrialnich onemocnéni
V soucasné dobé jsou dostupné moznosti v 1é¢bé mitochondrialnich onemocnéni prakticky
na podplrné trovni. Soucasny vyzkum terapie téchto onemocnéni se piedev§im zaméiuje

na feSeni pomoci genové terapie. [9]

Jednou z moznosti podpurné terapie by v budoucnu mohlo byt pouziti specifickych
antioxidantt,, z divodu potlaéeni zvySené produkce ROS u téchto pacienti, nebo
intermediatd Krebsova cyklu, jako podpory substratové fosforylace v butice. Na koZnich
fibroblastech pacienti s mutaci m.8993T>G bylo ukizdno, Ze antioxidanty
(N-acetylcystein a kyselina dihydrolipoova) [96], a-ketoglutarat a aspartat [107] zlepSuji

mitochondridlni respiraci a syntézu ATP.

Jiny pfistup nabizi genova terapie. U poruch zptisobenych mutaci v mitochondridlni DNA
je jednou z moznosti snizeni heteroplasmie. U cybridi s mutaci m.8993T>G bylo
pozorovano, ze kultivace téchto cybridii v médiu obsahujicim galaktézu a oligomycin vede
k selekci nemutované (,,wild type*) mtDNA. [108] Dalsi moznosti je vlozeni genu pro
dany mitochondridlni protein do jaderné DNA. Tento gen ale musi obsahovat

mitochondrialni cilovou sekvenci, ta bud’ mize byt do genu vloZena [109], nebo je pouzito
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genu pro tento protein z jiného organismu, ve kterém se tento gen nachazi v jaderné DNA
a tedy mitochondrialni cilovou sekvenci jiz obsahuje [110]. Genova terapie muze byt
vyuzita i v prevenci pienosu tohoto genetického onemocnéni. Oocyt (nebo zygota) zeny
s mutaci v MtDNA muze byt pouzit jako akceptor nemutované (,,wild type*) mtDNA.
[111]
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2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo studovat ve dvou liniich primarnich koznich fibroblasti s
izolovanym deficitem F;Fo-ATPsyntazy (mutace v genech MTATP6 a TMEM70), ve
srovnani s kontrolni linii primarnich koznich fibroblasti, dopad tohoto deficitu na systém
oxidacni fosforylace, vybrané mitochondridlni proteiny a mitochondrialni sit' v prvnich

dnech kultivace v médiu obsahujicim jako zdroj sacharidt galaktézu nebo glukdzu.
Specifickym cilem prace bylo:

e Charakterizace ristu a stanoveni vlivu délky kultivace na rovnovazné mnoZzstvi
vybranych podjednotek komplexti oxidaéni fosforylace, fumarazy a porinu u
primarnich koznich fibroblastd kultivovanych v médiu Leibovitz, obsahujici a

neobsahujici L-glutamin.

e Stanoveni rovnovazného mnozstvi vybranych podjednotek komplexti oxidacni
fosforylace, fumarazy, porinu a podjednotek komplexu pyruvatdehydrogenazy a
analyza mitochondridlni sit€ ve 2 liniich primarnich koZnich fibroblastii s deficitem

F1Fo-ATPsyntazy ve 4 vybranych kultiva¢nich médiich.

e Stanoveni rovnovazného mnozstvi komplexti oxida¢ni fosforylace v linii koznich
fibroblastl s izolovanym deficitem FiFo-ATPsyntazy zplisobenym mutaci v genu

TMEM7Y0 po 5 dnech kultivace ve 4 vybranych médiich.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Vzorky pacienti byly ziskdny po informovaném souhlasu ve spolupraci s Kklinikou

détského a dorostového 1ékarstvi 1. LF Univerzity Karlovy a VFN.

3.1.1.1 Bunééné linie

e primarni kozni fibroblasty s mutaci m.8851T>C v genu MTATP6 a heteroplasmii

80-90%, zplsobujici snizeni mnozstvi a fosforylaéni aktivitu F1Fo-ATPsyntazy

e primarni kozni fibroblasty s mutaci ¢.317-2A>G v genu TMEM70, zptsobujici

snizenou biogenezi komplexu F;Fo-ATPsyntazy

e primarni kozni fibroblasty s mutaci

C.[312_321del10insAT];[845_846delCT]

v genu SURFL1 (protein biogeneze komplexu IV dychaciho fetézce)

e kontrolni linie kultivovanych koznich fibroblastti (ATCC, USA)

3.1.2 Chemikalie

3.1.2.1 Cisté chemikalie
2-merkaptoethanol, Sigma (USA)

6-aminohexanova kyselina, Sigma-
Aldrich (USA)

Akrylamid, Sigma (USA)
Bisakrylamid, Sigma (USA)

Bis-Tris, Sigma-Aldrich (USA)

Bromfenolova modf, Sigma (USA)

Coomassie Briliant Blue R-250, Sigma
(USA)

Denaturovany ethanol, Penta (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Penta
(CR)

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich
(USA)

Dodecylsulfait sodny (SDS), Sigma
(USA)

Ethanol 96%, Penta (CR)
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Galaktédza, Sigma-Aldrich (USA)
Glukoza, Sigma (USA)

Glycerol, Penta (CR)

Glycin, Sigma (USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma
(USA)

Hydrogenuhli¢itan sodny, Lachema (CR)
Hydroxid sodny, Penta (CR)

Chlorid sodny, Penta (CR)

Kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA), Sigma (USA)

Kyselina chlorovodikova, Penta (CR)

Kyselina octova, Penta (CR)

L-glutamin 200 mM, PAA (Rakousko)

3.1.2.2 Roztoky a pufry

Smési piipravené z chemikalii v laboratori

Methanol, Penta (CR)
Barvivo  MitoTracker = Red, Life
Technologies (USA)

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
(TEMED), Sigma-Aldrich (USA)

n-dodecyl-B-D-maltopyranosid,  Sigma-
Aldrich (USA)

Oxalacetat, Sigma (USA)

Peroxosiran amonny, Sigma (USA)
Propan-1-ol, Penta (CR)

Serva Blue G, Sigma-Aldrich (USA)

Siran médnaty, Penta (CR)

Tricine, Sigma (USA)

Tris, Sigma (USA)

Tween-20, Sigma (USA)

Anodovy pufr ,,BN-PAGE® [50 mM Bis-Tris-HCI; pH 7,0]

Anodovy pufr,,SDS-PAGE®“ [100 mM Tris-HCI; pH 8,9]

Barvici roztok [0,25% (w/v) Coomassie Briliant Blue R 250; 45% (v/v) methanol;

10% (v/v) kyselina octova]

Extrakéni pufr ,,BN-PAGE® [75 mM Bis-Tris-HCI; pH 7,0; 1,75 M 6-
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aminohexanova kyselina; 2 mM EDTA; 1% (v/v) koktejl inhibitord proteaz (PIC, od
spole¢nosti Roche)]

Gelovy pufr ,,SDS-PAGE® [3 x koncentrovany: 3 M Tris-HCI; pH 8,45; 0,3% (w/v)
dodecylsulfat sodny]

Gelovy pufr ,,BN-PAGE®“ [3 x koncentrovany: 150 mM Bis-Tris-HCI; pH 7,0;
1,5 M 6-aminohexanova kyselina]

Katodovy bezbarvy pufr ,,BN-PAGE* [15 mM Bis-Tris-HCI; pH 7,0; 50 mM tricin]

Katodovy modry pufr ,,BN-PAGE* [15 mM Bis-Tris-HCI; pH 7,0; 50 mM tricin;
0,02% (w/v) Serva Blue G-250]

Katodovy pufr ,,SDS-PAGE* [100 mM Tris-HCI; pH 8,25; 100 mM tricin; 0,1%
(w/v) dodecylsulfat sodny]

Odbarvovaci roztok [25,5% (v/v) denaturovany ethanol; 8% (v/v) kyselina octova]
,,Radio-Immunoprecipitation Assay” (RIPA) pufr [SO mM Tris-HCI; pH 7,4; 150
mM NaCl; 1 mM fenylmethylsulfonyl fluorid;, 1 mM  kyselina
ethylendiamintetraoctova; 1% (v/v) Triton X-100; 1% (w/v) sodium deoxycholat;
0,1% (w/v) dodecylsulfat sodny; 1% (v/v) PIC]

Roztok Lowry A [0,4% (w/v) NaOH, 2% (w/v) Na,COs]

Roztok Lowry B [0,5% (w/v) CuSQOy4]

Roztok Lowry C [1% (w/v) vinan sodnodraselny]

Transferovy pufr [25 mM Tris-HCI; 192 mM glycin; 10% (v/v) metanol; 0,02%
(w/v) dodecylsulfat sodny]

,, Tris-buffered saline — Tween-20* (TBST) pufr [20 mM Tris-HCI; pH 7,5; 137 mM
NaCl; 0,1% (v/v) Tween]

,, Tris-buffered saline* (TBS) pufr [20 mM Tris-HCI; pH 7,5; 137 mM NaCl]

Vzorkovy pufr ,BN-PAGE*“ [0,05 M Bis-Tris-HCI; pH 7,0; 0,75 M 6-
aminohexanova kyselina; 0,5 M EDTA; 5% (w/v) Serva Blue G-250; 1% PIC]
Vzorkovy pufr ,,SDS-PAGE® [4 x koncentrovany: 50 mM Tris-Cl; pH 6,8; 12%
(v/v) glycerol; 4% (w/v) dodecylsulfat sodny; 2% (v/v) B-merkaptoetanol; 0,01%
(w/v) bromfenolova modt; 1% PIC]

Komeréné dodavané smési
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Antibioticky a antimykoticky roztok
(koncentrovany 100x), PAA (Rakousko)

,Dulbecco's Modified Eagle* medium
(DMEM) neobsahujici L-glutamin a
glukozu, PAA (Rakousko)

EDTA-Trypsin roztok [koncentrovany
10x: 0,5% (w/v) trypsinu; 0,2% (w/v)
EDTA v roztoku PSB], PAA (Rakousko)

Fetalni hovézi sérum-dializované, PAA
(Rakousko)

Folinovo reagens, Sigma (USA)

Fosfatovy pufr - PBS [koncentrovany 10x:
100 mM NayHPO,, 1,5 M NaCl, 20 mM
KCl, 20 mM KH,PO,, pH 7,4], Lonza
(Svycarsko)

Koktejl inhibitorti proteaz (PIC), Roche
(Svycarsko)

Leibovitz médium neobsahujici glutamin,
Lonza (Svycarsko)

Primérni protilatky, jejich piehled je
uveden v tabulce 3.1

,Quantum 333 for fibroblasts“ médium,
PAA (Rakousko)

Sekundarni protilatky, jejich ptehled je
uveden v tabulce 3.2

Standardy ~ molekulovych ~ hmotnosti
SeeBlue Plus 2 Prestained Standard,
Invitrogen (USA) a Protein Mixture, GE
healthcare (Velka Britanie)

Substrat pro peroxidazu SuperSignal
WestFemto Sensitivity Substrate,
ThermoScientific (USA)

Susené odtuénéné mléko Laktimo,
Promil (CR)

Tabulka 3.1: Primdrni protilatky. Prehled primarnich protilatek a jejich redeni pouzité

ro ,,BN-PAGE“ a ,,SDS-PAGE “.

Protildtka Redéni Spolegnost
B-aktin 1:2 000 Kralici polyklonalni Cell Signaling (USA)
Porin 1:20 000 Mysi monoklonalni MitoScience (Velka Britanie)
FH 1:5 000 Mysi monoklonalni Abnova (Taiwan)
Complex | subunit
NDUFA9 1:3 333 Mysi monoklonalni MitoScience (Velka Britanie)
Complex Il subunit 70
KDa Fp 1:20 000 Mysi monoklonalni MitoScience (Velka Britanie)
Complex 11 subunit
NDUFA9 Core2 1:3 333 Mysi monoklonalni MitoScience (Velka Britanie)
Complex IV (COX)
subunit 11 1:10 000 Mysi monoklonalni MitoScience (Velka Britanie)

Complex V subunit o 1:5 000

Mysi monoklonalni

MitoScience (Velka Britanie)

Complex V subunit B 1:10 000

Mysi monoklondlni

MitoScience (Velka Britanie)

Complex V subunit

OSCP 1:2 000 Mysi monoklonalni MitoScience (Velka Britanie)
Anti-CV-d 1:2 000 Mysi monoklonalni MitoScience (Velka Britanie)
PDH antipody coctail 1:4 000 Mysi monoklonalni MitoScience (Velka Britanie)
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Tabulka 3.2: Sekundarni protildtky. Prehled sekunddrnich protilatek a jejich redéni
pouczité pro ,,BN-PAGE“ a ,,SDS-PAGE “.

Protilatka Redéni Typ Spoleénost
proti krali¢im IgG konjugovana s Kozi Sigma-Aldrich (USA)
peroxidazou 1:1 666 polyklonalni

Kozi Sigma-Aldrich (USA)
proti mysim IgG konjugovana s peroxidazou 1:2 000 polyklonalni

3.1.3 Pouzité pristroje

3D michacka, Heidoloph (Némecko)

Analytické vahy ABT 220-50M, Kern (Némecko)

Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad (USA)
Automatické pipety Hermo Elektron (USA), Eppendorf (Némecko), Gilson (USA)
Blotovaci aparatura TE77X Semidry blotter, Hoefer (USA)

Centrifuga Biofuge 28RS, Heraeus Sepatech (Némecko)

Centrifuga Mikro 200, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Dvoukomurkovy pfistroj na pfipravu gelového gradientu s pumpou Pump P-1, Pharmacia
Biotech (Svédsko).

Elektroforeticky zdroj PowerPac Basic, Bio-Rad (USA)

Inkubator MCO-18 AIC, Sanyo (Japonsko)

Laminarni box Clean Air, Schoeller (CR)

Mikroskop DIAPHOT 200, NIKON (Japonsko)

pH metr 774, Metrohm (Svycarsko)

Scepter Handheld Automated Cell Counter, MilliPore (USA)
Spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu (Japonsko)

Susicka gell, Biometra (Némecko)

Systém gelové dokumentace VersaDoc imaging systém, BioRad (USA)

Systém gelové dokumentace DigiGenius, Syngene (USA)
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Termostat AccuBlock Digital Dry Bath, Labnet (USA)
Termoblok, Labnet (USA)

,Vvortex“ Vortex-Genie 2, Scientific Industries (USA)

3.2 Metody
3.2.1 Prace s tkanovymi kulturami

3.2.1.1 RozmrazZeni a dlouhodoba kultivace buniek

Buiikky primarnich koznich fibroblasti byly skladovany v kryozkumavkach v poctu
maximaln¢ 300 000 bunék ve 2 mlmédia ,,Quantum 333 for fibroblasts“ (PAA)
obsahujiciho 1% (v/v) antibioticky a antimykoticky roztok (PAA), znac¢eno jako Quantum
333, a 10% (v/v) dimethylsulfoxidu pfi teploté -196°C. Takto skladovana kryozkumavka s
bunkami byla nechana v termostatu pfi teploté 37°C, dokud nebyl obsah ampule rozmrazen
a nasledné byl cely obsah kryozkumavky ptemistén do kultiva¢ni lahve s kultivaéni
plochou 75 cm? obsahujici 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. Jako kultivaéni médium
bylo vyuzivano médium Quantum 333. Kultiva¢ni ldhev byla ponechana pfes noc v
inkubatoru pii 37°C a 5% CO,. Druhy den bylo médium odsato, buiiky byly omyty 3-5 ml
PBS pufru a do kultivaéni lahve bylo pfidano 10 ml kultivaéniho média. Buriky byly dale
péstovany do pozadovaného mnozstvi v kultivaénim médiu v inkubatoru pii 37°C a 5%
CO,. Buiiky byly ,,pasdzovany* a sklizeny pii pokryti 90-100% kultivacni plochy jednou
vrstvou bunék (90-100% konfluenci), nebo byly vyuzity ke kratkodobé kultivaci pii
konfluenci 75%. Bunky nikdy nebyly ,,pasazovany* vice jak 12 x. Kultivaéni médium bylo
do lahvi ptidavano o objemu 10 ml pomoci injekéni stiikacky pres filtr o velikosti port 20

um a mé€néno bylo po 3-5 dnech.

3.2.1.2 Kratkodoba kultivace ve vybranych kultiva¢nich médiich

2 s konfluenci bungk okolo 75% bylo

Z kultivaéni lahve o kultivaéni plose 75 cm
odstranéno médium urcené k dlouhodobé kultivaci, bunky byly omyty 3-5 ml PBS pufru a
do kultivaéni lahve bylo pfidano médium DMEM (PAA) neobsahujici L-glutamin a
glukozu, obsahujici 1% (v/v) antibioticky a antimykoticky roztok (PAA). V tomto médiu
byly buniky ponechany 6 h hladovét v inkubatoru pii 37°C a 5% CO,, aby doslo

Kk rychlejSimu pfizpusobeni bunék zméné média. [112] Poté bylo zlahve médium
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odstranéno, buiikky byly omyty 3-5 ml roztoku PBS a do lahve bylo pfidano piislusné
kultivaéni médium. Pouzivana média byla: médium ,,Quantum 333 for fibroblasts* (PAA),
DMEM (PAA) obsahujici 2 mM L-glutamin a 5 mM glukéuzu (DMEMglc), DMEM
obsahujici 2 mM L-glutamin a 5 mM galaktézu (DMEMgal), Leibovitz (Lonza)
neobsahujici L-glutamin a Leibovitz obsahujici 2 mM L-glutamin. VSechna média
obsahovala 1% (v/v) antibioticky a antimykoticky roztok (PAA) a v§echna média DMEM
a Leibovitz obsahovala 10% (v/v) dialyzovaného fetalniho hovéziho séra (PAA). Uplné
slozeni pouzitych médii je uvedeno v tabulce 3.3. VSechna kultivaéni média byla do
kultivacnich lahvi nalévana o objemu 10 ml pomoci injekéni stiikacky pies filtr o velikosti

port 20 um. Bunky byly kultivovany v pfislusném médiu v inkubatoru pii 37°C a 5% CO,.

3.2.1.3 ,,Pasazovani

Jedna kultivaéni lahev o kultivaéni plose 75 cm? byla pii 90-100% konfluenci ,,pastovéana
do dvou kultivaénich lahvi o kultivaéni ploge 75 cm?. Z ldhve bylo odstranéno médium,
buniky byly omyty 3-5 ml pufru PBS a do kultiva¢ni lahve bylo pifidano 2 ml roztoku
EDTA-trypsinu (PAA). Nasledné byla lahev nechana inkubovat 10 minut v termostatu pfi
37°C. Poté bylo do kultiva¢ni lahve piidano 3 ml kultivaéniho média k zastaveni ptisobeni
trypsinu a lehce ji bylo poklepano o stul, aby se buniky co nejlépe uvolnily. Poté byly
bunky resupendovany pomoci pipety a 2,5 ml vzniklé suspenze bunék bylo rozdéleno do

dvou kultiva¢nich 14hvi a do kazdé bylo ptidano 10 ml kultivacniho média.

3.2.1.4 lzolace bunék

Z lahve bylo odstranéno médium, buiiky byly omyty 3-5 ml PBS pufru a do kultiva¢ni
lahve bylo pfidano 3-5 ml PBS pufru. Nasledné byly bunky strzeny z kultivacni plochy
pomoci stérky pro tkanové kultury a vznikla suspenze bunék byla pienesena do zkumavky
Falcon o objemu 15 ml a centrifugovana 6 min pii 4°C a 600g. Nasledn¢ byl odstranén
supernatant, peleta byla resuspendovana ve 2 ml PBS a opét centrifugovana 6 min pii 4°C
a 600g. Takto byla peleta bun¢k omyta dvakrat za sebou. Nakonec byl diikladné odstranén

supernatant a peleta bun¢k byla ulozena v -80°C.
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Tabulka 3.3: SloZeni pouZitych kultivacnich médii.

»Quantum
DMEMglc/ Leibovitz +/- 333 for
DMEMgal L-glutamin fibroblasts*
Anorganické soli chlorid vépenaty 200 140 200
chlorid draselny 400 400 400
chlorid hotecnaty 0 93,67 0
chlorid sodny 6400 8000 6800
dusi¢nan zelezity 0,1 0 0
siran hotfe¢naty 97,7 97,7 97,7
dihydrogenfosfore¢nan
sodny 125 0 140
hydrogenfosforecnan sodny 0 190 0
dihydrogenfosfore¢nan
draselny 0 60 0
hydrogenuhlic¢itan sodny 3700 0 2200
Aminokyseliny glycin 30 200 0
L-glutamin 292 292/0 292
L-alanin 0 0 450
L-arginin 69,4 500 115,7
L-asparagin 0 0 250
L-cystein 48 120 26
L-histidin 31 250 31
L-isoleucin 105 250 52
L-leucin 105 125 52
L-lysin 116,5 75 57,8
L-methionin 30 150 15
L-fenylalanin 66 250 32
L-serin 42 200 0
L-treonin 95 600 48
L-tryptofan 16 20 10
L-tyrosin 72 273,6 36
L-valin 94 200 40
Vitaminy pantotenova kyselina 4 1 1
kyselina listova 4 1 1,5
cholinchlorid 4 1 1
myo-inositol 7,2 2 2
nikotinamid 4 1 1
pyridoxal 4 1 1
riboflavin 0,4 0,1 0,1
thiamin 4 1 1
Ostatni fenolova cerven 15 10 10
dializované fetalni hovézi
sérum (PAA) 10% (viv) 10% (viv) 0
sérum dodavané jiz v médiu neznameé
(PAA) 0 0 mnozstvi
glukoza 900/0 0 3400
galaktdza 0/900 900 0
pyruvat sodny 0 550 0
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antibioticky a
antimykoticky roztok(PAA) 1% (viv) 1% (viv) 1% (viv)

3.2.1.5 Méreni ristové kiivky bunék

Do kazdé jamky Sestijamkovych desti¢ek bylo nasazeno 20-30 000 bun¢k. Do kazdé jamky
bylo pfidano 3 ml kultivacniho média Quantum 333. Desti¢ky byly nasledn¢ ponechany 48
h v inkubatoru pii 37°C a 5% CO,. Poté bylo z kazdé jamky odsato médium, kazda jamka
byla omyta 2 ml pufru PBS a piidano 3 ml média DMEM neobsahujiciho L-glutamin a
glukozu, obsahujiciho 1% (v/v) antibioticky a antimykoticky roztok. Nasledné byly bunky
ponechany v tomto médiu 6 h hladovét v inkubatoru pti 37°C a 5% CO,. Poté bylo z kazdé
jamky médium odsato, jamky byly omyty 2 ml PBS pufru a ptidano 3 ml piislusného
média. Desti¢ky s buitkkami byly kultivovany v pfisluSném médiu v inkubatoru pti 37°C a
5% CO,. Kazdych 24 h byly izolovany buiiky ze dvou jamek (mé&feni v ,,dubletu®) a paty
den inkubace bylo buitkdim ménéno médium. Pti sklizeni jamek bylo po odstranéni média a
omyti 2 ml PBS do kazdé jamky piidano 400 pl roztoku EDTA-trypsinu. Nasledné byla
desticka inkubovana 10 minut v termostatu pti 37°C. Poté bylo do pfislusné jamky ptidano
3 ml kultivaéniho média k zastaveni pilisobeni trypsinu, builkky byly resuspendovany
pomoci pipety a pieneseny do zkumavky Falcon o objemu 15 ml. Poté bylo do jamky
pfidano 1-3 ml roztoku PBS, pomoci kterého byla jamka omyta a roztok byl pienesen do
stejné zkumavky Falcon. To bylo provadéno 1-3 x dokud nebyly z jamky izolovany
vSechny buriky, coz bylo kontrolovano pod mikroskopem. Poté byl méfen objem suspenze
bun¢k a koncentrace bun¢k o priméru 12-24 pm v této suspenzi. Koncentrace bun¢k byla
meéfena pomoci ru¢niho pocitace bunc¢k (Milipore). Vysledny pocet bunék v jamce byl

vypocitan jako soucin objemu suspenze bunék a koncentrace bunék.

3.2.1.6 Analyza mitochondrialni sité v burikach

Na jedno méteni bylo nasazeno 10 000 bunék na kulaté kryci sklicko (d=12 mm) umisténé
v jamce dvacetictyfjamkové desticky. Do kazdé jamky bylo ptidano 0,5 ml kultiva¢niho
média Quantum 333. Desticky byly nasledné inkubovany 48 h pti 37°C a 5% CO,. Poté
byla odebrana dv¢ skli¢ka, na kterych byly zna¢eny mitochondrie, a z ostatnich jamek bylo
odsato médium, jamky byly omyty 0,5 ml PBS pufru a ptidano do nich 0,5 ml média
DMEM neobsahujici L-glutamin a glukézu, obsahujici 1% (v/v) antibioticky a
antimykoticky roztok. Nasledn¢é byly bunky ponechany 6 h hladovét v inkubatoru pii 37°C
a 5% CO,. Poté bylo z kazdé jamky médium odsato, sklicko bylo omyto 0,5 ml PBS pufru
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a bylo pfidano 0,5 ml pfislusného média. Desticky s buikami byly kultivovany
Vv pfislusném médiu v inkubétoru pii 37 °C a 5 % CO,. Takto kultivované buiiky na

skli¢kach byly nasledné barveny flourescen¢ni sondou MitoTracker Red.

Zasobni roztok flourescenéni sondy MitoTracker Red rozpuSténé v roztoku
dimethylsulfoxidu byl piipraven v koncentraci 1mM. Z tohoto zasobniho roztoku byl
ptipraven roztok o koncentraci barviva 50 nM v pfislusném médiu. 500 pl takto
pfipraveného roztoku bylo pipetovano do jamky obsahujici sklicko s buiikami a desticka
byla nasledné inkubovana pii 37°C po dobu 10-20 min. Buniky byly nasledné pozorovany
flourescenénim mikroskopem (Nikon Diaphot 200) pod UV svétlem za pouziti filtru UV-
2A 330-380 pii zvétseni 600x a obraz byl sniman CCD kamerou DP50 (Olympus).

3.2.2 Analyza mnozstvi podjednotek a celych komplext oxidaéni
fosforylace a dalSich mitochondrialnich proteini pomoci
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prosti‘edi dodecylsulfatu
sodného (,,SDS-PAGE®), modré nativni elektrofézy
Vv polyakrylamidovém gelu (,,BN-PAGE“), ,,Western blotu“ a

imunodetekce

3.2.2.1 Priprava vzorku celobunééného lyzitu pro analyzu pomoci elektroforézy
Vv prostredi dodecylsulfatu sodného (,,SDS-PAGE*)

Celobund&&ny lyzat byl piipraven z pelety bungk z 1 lahve o kultivagni plose 75 cm?. Peleta

bunék byla resuspendovana v 150 pl roztoku RIPA a inkubovadna 20 min na ledu a kazdych

5 min byla michéna pomoci vortexu. Poté byla smés centrifugovana 20 min pii 51 000 g a

4°C. Nasledn¢ byl odebran supernatant, v takto vzniklém bunécéné lyzatu byla Lowryho

metodou [113] méfena koncentrace proteinu a vzorek byl skladovan pii -80°C.

15 pg proteinti bunécného lyzatu bylo promichdno se vzorkovym pufrem ,,SDS-PAGE*

Vv poméru 4:1 (v/v). Smés byla zahtivana na 37°C po dobu 30 min a poté nanasena na gel.

3.2.2.2 Priprava vzorku celobunééného lyzatu fibroblasti pro analyzu pomoci
modré nativni elektroforézy (,,BN-PAGE*) [114]
Celobun&ény lyzat byl pripraven z pelety bunék z 6 lahvi o kultivaéni plose 75 cm®. Peleta

bunék byla resuspendovana ve 100 pl ledového roztoku PBS obsahujiciho 1% (v/v) roztok
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koktejlu inhibitori protedaz. K vzniklé suspenzi bylo pfidano 100 pl roztoku ledového
digitoninu rozpusténého v PBS (8 mg/ml). Smés byla inkubovéna 10 min na ledu, poté
byla 7x fedéna ledovym PBS a centrifugovana 5 min pii 12 000 g a 4°C. Nasledn¢ byl
odstranén supernatant a peleta byla resuspendovana v 1 ml ledového PBS a opét

centrifugovana 5 min pfi 12 000 g a 4°C. Takto byla peleta promyta 2x za sebou.

Poté byla peleta resuspendovana ve 100 ul extrakéniho pufru a do vzniklé suspenze bylo
ptidano 20 ul 10% (w/v) n-dodecyl-B-D-maltopyranosid. Smés byla inkubovana na ledu po
dobu 5 min. Suspenze byla nasledn¢ centrifugovana 30 min pii 20 000 g a 4°C. Byl
odebran supernatant a ptidano k nému, po odebrani 10 pl na zméfeni koncentrace proteinu,
10 pl vzorkového pufru ,,BN-PAGE®. Piipraveny vzorek byl nanasen na gel, ptipadné
skladovéan pii -80°C.

3.2.2.3 Stanoveni koncentrace proteinu Lowryho metodou [113]

Ze stanovovaného vzorku bylo odebrano 2 x 3 ul pro dvé nezavisla méfeni (vysledna
koncentrace proteinu v daném vzorku poté byla vypocitana jako primér téchto dvou
méfeni). 3 ul vzorku byly doplnény destilovanou vodou na objem 200 pl. Jako kalibraéni
kiivka pro odecteni koncentrace proteinu byla pouzita koncentracni tfada hovéziho

sérového albuminu: 5, 10, 15, 20, 25 ng.

K pfipravenym vzorkiim byl pfidan 1 ml smési vzniklé smichdnim zésobnich roztokt
Lowry A:B:C v pomé&ru 48:1:1. Vzorky byly promichany pomoci ,,vortexu* a inkubovany
pii laboratorni teploté 15 min. Nasledné bylo ke kazdému vzorku ptidano 100 ul Cerstvé
fedéného Folinova reagens s destilovanou vodou v poméru 1:1, promichano pomoci
,vortexu“ a inkubovano pii laboratorni teploté 30 min. Poté byla métena absorbance pfi

700 nm pomoci spektrofotometru UV-2401PC.

3.2.2.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného
(,,SDS-PAGE®)

Aparatura Mini Proteanu 3 cell (BioRad) byla sestavena podle navodu vyrobce a mezi skla

byl pfipraven dvouvrstvy polyakrylamidovy gel postupnym nanesenim 12% separac¢niho

gelu a 4% zaostfovaciho gelu, sloZeni je uvedeno v tabulce 3.3. Polymerace separa¢niho

gelu probihala pfi laboratorni teplot¢ pod pievrstvenim destilovanou vodou 1 h.

Zaostiovaci gel, do kterého byl vlozen hiebinek o 10 nebo 15 zubech, polymeroval 0,5 h

také pfi laboratorni teploté.
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Tabulka 3.3.: SloZeni gelu pouZitého pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu
V prostiedi dodecylsulfatu sodného.

Mnozstvi [ml]
Slozka Zaosttovaci gel 4% | Separaéni gel 12%

Zasobni roztok akrylamidu a 0,8 2,4
bisakrylamidu (48% akrylamid; 1,5%
bisakrylamid)

Gelovy pufr (3 x koncentrovany) 3,33 3,33
Destilovana voda 5,8 4.2

APS 10% 0,12 0,05

TEMED 0,012 0,005

Po promyti jamek pomoci injekéni stfikacky bylo do prvni jamky aplikovano 3 pl
standardli s riznymi molekulovymi hmotnosti (SeeBlue Plus 2 Prestained Standard). Do
zbylych jamek byly naneseny pfipravené vzorky, mnozstvi proteinu v kazdé jamce bylo
15 pg. Elektroforéza probihala za laboratorni teploty za pouziti katodového a anodového

»SDS-PAGE* pufru pti 40 V cca 20 mina 100 V 2,5 h.

3.2.2.5 Modra nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (,,BN-PAGE*) [114]

Mezi skla sestavené aparatury Mini Protean 3 Cell (BioRad) byl pfipraven separa¢ni
linedrn¢ gradientovy polyakrylamidovy gel (od 6% do 15%) pomoci dvoukomurkového
pfistroje na ptipravu gelového gradientu s pumpu P-1 (Pharmacia Biotech). Polymerace
gradientového separacniho gelu probihala pii laboratorni teploté pod pievrstvenim
destilovanou vodou 1. Nasledné byla ze separa¢niho gelu odsata voda a byl pfipraven
zaostiovaci gel (4%), do kterého byl vlozen hiebinek o 10 zubech, ktery polymeroval 0,5 h

také pti laboratorni teploté. Slozeni geli je uvedeno v tabulce 3.4.

Tabulka 3.4.: SloZeni gelu pouZitého pro modrou nativni elektroforézu Vv
polyakrylamidovém gelu.

Mnozstvi [ml]

Slozka Separaéni gel Zaosttovaci gel
6% gel 15% gel 4% gel
Zasobni roztok akrylamidu a 1,2 3 0,4

bisakrylamidu (48% akrylamid;
1,5% bisakrylamid)

Gelovy pufr (3 x koncentrovany) 3,33 3,33 1,66

Destilovana voda 54 1,64 2,87
Glycerol 75% 0 2 0

APS 10% 0,06 0,03 0,06

TEMED 0,006 0,003 0,006
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Po promyti jamek pomoci injekéni stiikacky bylo do prvni jamky aplikovano 5 pl
standardu s riznymi molekulovymi hmotnosti Protein Mixture (GE healthcare). Do zbylych
jamek byly aplikovany pfipravené vzorky, mnozstvi proteinu v kazdé jamce bylo 30 pg.
Elektroforéza byla spusténa s ,,modrym,, katodovym a anodovym pufrem pii 40 V a 4°C po
dobu 3 h. Poté byl ,,modry*“ katodovy pufr nahrazen bezbarvym ,katodovym* pufrem a
elektroforéza dale probihala 16 h pfi 40 V a 4°C.

3.2.2.6 Pienos proteini na PVDF membranu (,,Semi-dry western blot*)

Po ukonceni elektroforézy byla aparatura Mini Protean 3 Cell (BioRad) rozebrana,
odstranéna vrstva zaostiovaciho gelu a vrstva separacniho gelu byla inkubovédna v
transferovém pufru 0,5 h na 3D tiepacce. Polyvinylidendifluoridova (PVDF) membrana
(Immobilon-P, Milipore) 0 rozmérech gelu byla aktivovana 15 s v methanolu, poté 5 min

hydratovana v destilované vodé a nakonec 15 min ekvilibrovadna v transferovém pufru.

Na anod¢ blotovaci aparatury TE77X Semidry blotter (Hoefer) byl pfipraven ,,sendvi¢®,
tak ze na sebe byly naskladany v daném potadi: 3 kusy papira Whatman o rozmérech gelu,
PVDF membrana, gel a 3 kusy papirt Whatman. VSechny slozky byly pii skladani
dostatecné navlhCeny transférovym pufrem. Z tohoto ,,sendvice” byly pomoci sklenéné
ty€inky vytlateny vzduchové bubliny. Na ,,Sendvi¢* byla poloZena katoda oplachnuta

destilovanou vodou. Ptenos probihal 1 h pfi napéti: [(plocha gelu) x 0,6] mA.

Po ukonceni pfenosu byl ,,sendvi¢* rozebran a PVDF membrana usuSena za laboratorni
teploty volné€ na vzduchu. Pro vizualni kontrolu kvality pfenosu byl gel inkubovan v
barvicim roztoku ptfes noc na 3D tfepacce a nadsledné odbarven odbarvovacim roztokem.
Nasledné byl gel vlozen na cca 1 min do destilované vody (kvili omyti odbarvovaciho

roztoku) a ususen na suSicce gelt (Biometra) 1,5 h pii 90°C.

3.2.2.7 Imunodetekce

Ususena PVDF membrana byla za laboratorni teploty aktivovana 15 s v methanolu, poté
byla premisténa do destilované vody, kde byla ponechana 5 min, a nasledné do pufru TBS,
kde byla ponechdna 10 min. Mezitim byl pfipraven blokovaci roztok suspendovanim
1,25 g suseného mléka ve 25 ml pufru TBS [5% (w/v) roztok mléka]. Poté byl odstranén
pufr TBS a bylo pfidano 25 ml pfipraveného blokovaciho roztoku, membrana byla takto

blokovana za laboratorni teploty 2 h na 3D tiepacce.

39



Vsechny nasledujici inkubace a omyvani byly provadény na 3D tiepacce pii laboratorni
teploté. Blokovani bylo ukonceno odstranénim blokovaciho roztoku a omytim membrany
pufrem TBS 3 x za sebou po dobu 10 min. Nasledn¢ byla membrana inkubovana 2 h v
roztoku primarni protilatky. Roztok primarni protilatky byl pfipraven ptfidanim protilatky
do 2% (w/v) roztoku mléka (0,4 g suseného mléka suspendovaného ve 20 ml pufru TBST).
Po inkubaci v roztoku primarni protilatky byla membrana oplachnuta 3 x pufrem TBST po
dobu 10 min. Nasledn¢ byla membrana inkubovana 1 h v roztoku sekundarni protilatky,

ktery byl pfipraven piidanim protilatky do 20 ml 2% (w/v) roztoku mléka v pufru TBST.

Nasledovalo oplachnuti membrany 3 x pufrem TBST a 1 x pufrem TBS vzdy po dobu 10

min.

Detekce proteinti byla provedena chemiluminiscenci, kdy na membranu polozenou na
transparentni folii byla nanesena smés substratu pro peroxidazu (SuperSignal WestFemto
Sensitivity Substrate, od spolecnosti ThermoScientific). Nasledné¢ byla membrana
detekovana CCD kamerou pomoci piistroje VersaDoc 4000 (BioRad) nebo DigiGenius
(Syngene). Vyhodnoceni intenzity signalu, bylo provedeno pomoci programu Quantity
One (BioRad).
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4 Vysledky

Experimenty byly provadény za pouziti primarnich koznich fibroblastl, které byly
dlouhodob¢ péstovany do pozadovaného mnozstvi v médiu Quantum 333. Nasledné byly
buiiky po 6 h hladovéni (v médiu DMEM neobsahujicim L-glutamin, sacharidy a sérum),
které zpusobilo rychlejsi reakci bunék na zménu média [112], pfemistény do média

urceného ke kratkodobé kultivaci. Buniky nikdy nebyly ,,pasdzovany* vice jak 12 x.

4.1 Charakterizace rustu a stanoveni vlivu délky kultivace na

rovnovazné mnozstvi vybranvch podjednotek komplexi oxidaéni

fosforylace, fumarazy a porinu u primarnich koZznich fibroblasta

s primiarnim _deficittm F;Fo-ATPsyntidzy Vv médiu Leibovitz

obsahujicim a neobsahujicim L-glutamin

V experimentech byla stanovena rastova kiivka kratkodobé kultivace v médiu Leibovitz
bez glutaminu, obsahujicim jako zdroj sacharidi 2 mM galaktézu, do kterého byl nebo
nebyl pfidan L-glutamin (v mnozstvi 2 mM) u dvou bunéénych linii S primarnim deficitem
FiFo-ATPsyntazy (jedné s mutaci v genu TMEM70 a jedné s mutaci v genu MTATPS6) a
jedné kontrolni linii. V médiu obsahujicim L-glutamin byla navic méfena rtstova kiivka i
linie primarnich kozZnich fibroblasti s mutaci ve faktoru biogeneze komplexu IV

dychaciho fetézce (pouzité jako pozitivni kontrola). Viz obrazky 4.1-4.2.
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Obrazek 4.1: Rustova kiivka kontrolnich primdrnich koZnich fibroblastii v médiu
Leibovitz obsahujicim (znaceno M ) a neobsahujicim (znacéeno ® ) L-glutamin a
primdrnich koZnich fibroblastii pacienta s mutaci ve faktoru biogeneze komplexu IV
dychaciho ¥etézce v médiu Leibovitz obsahujicim L-glutamin (znaceno *). Hodnoty byly
ziskany jako prumeér ze dvou meéreni a chybové usecky maji hodnotu rozdilu mezi
prumérem a zjistenymi hodnotami.
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Obrazek 4.2: Rustovd kiivka primdrnich koZnich fibroblastii pacienta s mutaci v
genu MTATP6 (A) a vgenu TMEM70 (B) v médiu Leibovitz obsahujicim (znaceno W )
a neobsahujicim (znaceno * ) L-glutamin. Hodnoty byly ziskdny jako primér ze dvou
meéreni a chybové usecky maji hodnotu rozdilu mezi primérem a zjistenymi hodnotami.

Rozdil v ristu u kontrolni linie v téchto vybranych médii patrny nebyl a linie vykazovala
po celou dobu méteni schopnost ristu. U linie s mutaci ve faktoru biogeneze komplexu 1V
dychaciho fetézce dochazelo k poklesu mnozstvi bunék jiz v prvnich dnech kultivace a 3.
den byl jejich pocet jiz minimalni, buniky tedy nevykazovaly schopnost ristu ani pieziti

Vv téchto podminkéch.
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U linie s mutaci v genu MTATP6 bylo pozorovano zastaveni ristu této linie okolo 4. a 5.
dne kultivace v obou vybranych médii. U linie smutavi v genu TMEM70 nebyla
pozorovana vyrazna schopnost rastu a k vysokému poklesu mnozstvi bunék (nejméné o
40%) dochazi v kultufe v médiu neobsahujicim L-glutamin 4. den a v médiu obsahujicim

L-glutamin 7. den.

Déle bylo stanovovano mnozstvi vybranych podjednotek komplexti dychaciho fetézce
véetné F1Fo-ATPsyntazy, fumardzy (jako ukazatele mnozstvi enzymi citratového cyklu) a
porinu (jako ukazatele mnozstvi mitochondrii) v téchto bunécnych liniich. Primarni kozni
fibroblasty, byly pomoci dlouhodobé kultivace v médiu Quantum 333 ,,namnozeny* do
pozadovaného mnozstvi (viz kapitola 3.2.2.1), ¢ast bunék byla izolovana (znaceno jako 0.
den) a zbytek bun€k byl po 6 h hladovéni pfemistén do média Leibovitz obsahujiciho a
neobsahujiciho L-glutamin. Bunky byly sklizeny po 3. a 5. dnech kultivace v téchto

médiich. Viz kapitola 3.2.1. Prace s tkanovymi kulturami.

15 pg bunééného lyzatu takto kultivovanych primarnich kozZnich fibroblasti bylo
separovano pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE), vybrané proteiny byly detekovany pomoci ,,Western blotu® s
naslednou imunodetekci. Jako 0. den na obou sériich ,,blota“ byl pouzit stejny bunécny
lyzat ptipraveny z bunék pted kultivaci v obou médiich Leibovitz. Jako kontrola mnozstvi
nanaseného proteinu na gel byl pouzit protein B-aktin (viz obrazky 4.3 a 4.4). Pro
vyhodnoceni intenzity signalu byl pouzit program Qantity one (Alpha Innotech). Intenzita
signalu jednotlivych proteinti byla vztazena na intenzitu signalu B-aktinu. Nasledné byly
jednotlivé hodnoty signalll vztazeny na hodnoty signalli pfed zac¢atkem kultivace v médiu

Leibovitz, tzv. 0. den. (graficky znazornéno na obrazku 4.5).
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Obrazek 4.3. Stanoveni mnoZstvi vybranych proteinit pomoci ,,SDS-PAGE “ elektroforézy
a “Western blotu“ s ndslednou imunodetekci v primdrnich koZnich fibroblastech po 3 a
5 dnech kultivace v médiu Leibovitz neobsahujicim L-glutamin. Na obrdzcich jsou vzorky
pacienta s mutaci v MTATPG6 znaceny jako Pl a pacienta s mutaci v TMEM70 znaceny
jako P2. Kontrolni linie je na obrazcich vyznacena jako K. Jako 0. den jsou znaceny buriky
pred kultivaci v médiu Leibovitz bez glutaminu ddle 3. den jsou burniky kultivované 3 dny a
5 dni v tomto médiu. Detekovanymi podjednotkami komplexii dychaciho retézce byly jedna
podjednotka komplexu I (Ndufa9), komplexu Il (SDH70), komplexu 111 (Core2), komplexu
1V (Cox2) a ctyri podjednotky FiFo-ATPsyntazy (OSCP, ATPalfa, ATPbeta, ATPd). Dale
byla sledovina hladina fumardzy a porinu. Jako kontrola mnoZstvi nandaseného vzorku na
gel byl pouzit p-aktin.
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Obrazek 4.4. Stanoveni mnoZstvi vybranych proteinii pomoci ,,SDS-PAGE “ elektroforézy
a “Western blotu“ s ndslednou imunodetekci v primdrnich koZnich fibroblastech po 3 a
5 dnech kultivace v médiu Leibovitz obsahujicim 2 mM L-glutaminu. Na obrdzcich je
kontrolni linie znacena jako K, linie s mutaci v MTATP6 jako Pl a linie s mutaci
v TMEM70 jako P2. Jako 0. den jsou znaceny burniky pred kultivaci v médiu Leibovitz bez
glutaminu dale 3. den jsou bunky kultivované 3 dny a 5 dni v tomto médiu. Detekovanymi
podjednotkami komplexii dychaciho retézce byly jedna podjednotka komplexu I (Ndufa9),
komplexu Il (SDH70), komplexu III (Core2), komplexu IV (Cox2) a ctyri podjednotky
FiFo-ATPsyntizy (OSCP, ATPalfa, ATPbeta, ATPd). Ddle byla sledovina hladina
fumardzy a porinu. Jako kontrola mnozstvi nanaseného vzorku na gel byl pouzit f-aktin.
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Obrazek 4.5: Kvantifikace rovnovainych hladin sledovanych proteinii 0., 3. a 5. den
kultivace v médiu Leibovitz obsahujicim a neobsahujicim L-glutamin u kontrolni linie
(A) a liniich s mutaci v genu MTATP6 (B) a genu TMEM70 (C). Intenzita signdlu
proteinu byla vztazena na intenzitu signalu f-aktinu a jednotlivé hodnoty jsou uvadény
relativné v procentech signdlu proteinii pred zacatkem kultivace v médiu Leibovitz, tzv.
0.den (znaceno M). Hodnoty po 3 dnech kultivace v médiu Leibovitz neobsahujicim
L-glutamin jsou znaceny a po 5 dnech kultivace B Hodnoty po 3 dnech kultivace
v médiu Leibovitz obsahujicim 2 mM L-glutamin jsou znaceny = a po 5 dnech kultivace
B | Grafy obsahuji chybové usecky denzitometrického vyhodnoceni shodnotou 5%.
Ndufa9 je podjednotkou komplexu I dychaciho retézce, SDH70 podjednotkou komplexu I,
Core2 podjednotkou komplexu I, Cox2 podjednotkou komplexu IV a OSCP, ATPbeta a
ATPd jsou podjednotkami F1Fo-ATPsyntdzy.

U kontrolni linie primarnich koznich fibroblasti v médiu Leibovitz bez L-glutaminu byl
pozorovan narltst jednotlivych podjednotek komplexi dychaciho fetézce vcetné
FiFo-ATPsyntazy, fumarazy a porinu jiz 3. den a 5. den byl tento nartst jest¢ vyssi
(obrazek 4.5A). V médiu obsahujicim L-glutamin bylo 3. den také pozorovano zvyseni
mnozstvi téchto proteind, ovSem 5. den se tento narGst castecné snizuje, kromé

podjednotky komplexu III dychaciho fetézce, jejiz mnozstvi se jesté zvySovalo.
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U linie s mutaci v genu MTATP6 bylo v médiu Leibovitz bez L-glutaminu pozorovano
zvySeni mnozstvi jednotlivych proteini az den 5. V médiu obsahujicim L-glutamin byl
pozorovan nartst proteinu jiz 3. den a u podjednotky komplexti dychaciho fetézce I a III
byl tento nardst 5. den je$té vys$i. Mnozstvi ostatnich proteinti bylo bud’ srovnatelné

S mnozstvim pozorovanym den 3., nebo se snizovalo (viz obrazek 4.5B).

U linie s mutaci v genu TMEM70 byl v médiu Leibovitz bez L-glutaminu 3. den pozorovan
narust vybranych proteinti a tento nardst byl den 5. jesté vyssi u vétSiny proteind, kromeé
podjednotky komplexu II dychaciho fetézce a fumarazy (viz obrazek 4.5C). V médiu
obsahujicim L-glutamin bylo také pozorovano zvy$eni mnozstvi jednotlivych proteini jiz
den 3. a den 5. bylo toto zvyseni jesté vyssi, kromé podjednotky komplexu II dychaciho
fetézce a fumarazy. Navic byl v obou médiich s délkou kultivace pozorovany nartst

mnozstvi podjednotek F1Fo-ATPsyntazy.

Nartsty mnozstvi vétSiny stanovovanych proteinii byly obecné u pacienta s mutaci v

genu MTATPG nizsi, nez u pacienta s mutaci v genu TMEM70 a kontroly.

4.2 Stanoveni rovnovazného mnozstvi vvbranvch podjednotek

komplexi oxidacéni fosforylace, fumarazy, porinu a podjednotek

komplexu pyruviatdehydrogenazy ve 2 liniich primarnich koZnich

fibroblasti s deficitem FFo-ATPsyntazy ve 4 vybranvch

Kkultiva¢nich médiich

V dalSich experimentech bylo stanovovdno mnozstvi vybranych podjednotek komplexii
dychaciho fetézce vcetné FiFo-ATPsyntazy, fumarazy (jako ukazatele mnoZstvi enzymu
citratového cyklu) a porinu (jako ukazatele mnozstvi mitochondrii) u primarnich koznich
fibroblastii. Primarni kozni fibroblasty, byly pomoci dlouhodobé kultivace v médiu
Quantum 333 ,,namnozeny* do pozadovaného mnozstvi bun¢k (viz kapitola 3.2.2.1) a
nasledné byly bunky po 6 h hladovéni pfemistény do 4 vybranych médiich: DMEM
obsahujici 5 mM glukézu, DMEM obsahujici 5 mM galaktézu, Leibovitz obsahujici 5 mM
galaktozu a ,,Quantum 333 for fibroblasts* obsahujici 18,8 mM glukdzu. VSechna média
obsahovala 2 mM L-glutamin. Kompletni slozeni jednotlivych médii je uvedeno v tabulce
3.3. Bunky byly sklizeny po 3 a 5 dnech kultivace v téchto médiich (viz kapitola 3.2.1.). Po
5 dnech kultivace bylo stanovovano  jeSt€  mnozstvi  podjednotek

pyruvatdehydrogenazového komplexu.
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15 pg celobunééného lyzatu primarnich koznich fibroblastd bylo separovano pomoci
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfaitu sodného (,,SDS-
PAGE®), vybrané proteiny byly detekovany pomoci ,,Western blotu“ s naslednou
imunodetekci. Jako kontrola mnozstvi nanaSené¢ho proteinu na gel byl pouzit protein
B-aktin (viz obrazek 4.6 a 4.7). Pro vyhodnoceni intenzity signalu byl pouzit program
Qantity one (Bio-Rad). Intenzita signalu jednotlivych proteinti byla vztazena na intenzitu
signalu B-aktinu. Nasledné byly jednotlivé hodnoty signalt vztazeny na hodnoty signali po
kultivaci v médiu DMEM obsahujicim 5 mM glukézu. (graficky znazornéno na obrazcich
4.8-4.10), nebo na hodnoty signalti u kontrolni linie (graficky znazornéno na obrazku
4.11).

K Pl P2| K PI P2| K Pl P2 | K Pl P2
DMEMglc Quantum 333 DMEMgal Leibovitz

— — — T — — — e e | Ndufa9

T —— — —— A — — e e e | Corc2

A — A A — L a—— e a—_— | (Cox2

—— — —— — — ATPalfa

D S— — . —— — — — i awmem» |Porin

— — o G— . G— — — o — — — Fumaraza

S S G S S S e e e e e e | Beta-aktin

Obrazek 4.6. Stanoveni mnoZzstvi vybranych mitochondridalnich proteinit pomoci ,,SDS-
PAGE“ elektroforézy a “Western blotu“ s ndaslednou imunodetekci v primdrnich koZnich
fibroblastech po 3 dnech kultivace ve vybranych médiich. Vybrand kultivacni média byla:
DMEM obsahujicim 5 mM glukozu (znaceno DMEMglc), DMEM obsahujicim 5 mM
galaktozu (znaceno DMEMgal), Leibovitz (znaceno Leibovitz) a ,, Quantum 333 for
fibroblasts “(znaceno: Quantum 333).Vsechna média obsahovala 2 mM L-glutamin. Na
obrazcich je kontrolni linie znacena jako K, linie s mutaci v MTATP6 jako P1 a linie
s mutaci v TMEMT70 jako P2. Detekovanymi podjednotkami komplexii dychaciho retézce
byly jedna podjednotka komplexu I (Ndufa9), komplexu Il (SDH70), komplexu 111 (Core2),
komplexu IV (Cox2) a ctyri podjednotky FiFo-ATPsyntazy (OSCP, ATPalfa, ATPbeta,
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ATPd). Ddle byla sledovina hladina fumardzy a porinu. Jako kontrola mnoZstvi

nandseného vzorku na gel byl pouzit f-aktin.

K PI P2| K Pl P2| K Pl P2 | K PI P2
Quantum 333 DMEMglc Leibovitz DMEMgal
——— S S w—— — — v w— | Ndufa9
T ———————— — — — | SDH70
— — — CoreZ
— Cox2
—— T — TN ——— v —
- — o w—— — e G a— ATPalfa
— E— — - -— OSCP
T ——— — — — — — — — e e | POTIN
T S — — —— — — — — — — | Eardsa
S S S S e e w— ¥ | Beta-aktin

K Pl P2| K Pl P2|] K Pl P2| K Pl P2
DMEMgIc Quantum 333 DMEMga] Leibovitz
SR R S R e R G S R s e s | B2
S B B S G S e S e e e @ | PDHElalfa
T G GHIND GHEED G w—— — — — e o | 13c(0-aklin

Obrdazek 4.7. Stanoveni mnoZstvi vybranych mitochondridlnich proteinii pomoci ,,SDS-
PAGE* elektroforézy a “Western blotu“ s ndslednou imunodetekci v primarnich koZnich
fibroblastech po 5 dnech kultivace ve vybranych médiich. Vybrana kultivacni média byla:
DMEM obsahujicim 5 mM glukézu (znaceno DMEMglc) DMEM obsahujicim 5 mM
glaktozu (znaceno DMEMgal), Leibovitz (znaceno Leibovitz) a ,, Quantum 333 for
fibroblasts “(znaceno: Quantum 333). Vsechna média obsahovala 2 mM L-glutamin.
Kontrolni linie je na obrazcich znacena jako K, linie s mutaci v MTATP6 jako P1 a linie
s mutaci v TMEM70 jako P2. Detekovanymi podjednotkami komplexii dychaciho retézce
byly jedna podjednotka komplexu I (Ndufa9), komplexu Il (SDH70), komplexu Ill (Core2),
komplexu 1V (Cox2) a c¢tyri podjednotky FiFo-ATPsyntazy (OSCP, ATPalfa, ATPbeta,
ATPd). Ddle byla sledovina hladina dvou podjednotek pyruvatdehydrogendzového
komplexu (E2 a PDHElalfa), fumardzy a porinu. Jako kontrola mnoZstvi nandseného
vzorku na gel byl pouzit f-aktin.
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Obrazek 4.8: Kvantifikace rovnovaZnych hladin sledovanych mitochondridalnich proteinii
po 3(A) a 5(B) dnech kultivace ve vybranych médiich u kontrolni linie primdrnich
koZnich fibroblastii. Intenzita signdlu proteinit byla vztazena na intenzitu signdlu f-aktinu
a jednotlivé hodnoty jsou uvadeny relativné v procentech signalu proteinii po kultivaci
v médiu DMEM obsahujicim 5 mM glukozu (znaceno ™, DMEMglc). Dalsimi kultivacnimi
médii byly: DMEM obsahujici 5 mM galaktozu (znaceno @, DMEMgal), Leibovitz
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(znaceno ¥, Leibovitz) a ,,Quantum 333 for fibroblasts‘(znaceno M, Quantum 333).
Vsechna média obsahovala 2 mM L-glutamin. Kompletni slozeni médii je uvedeno
v tabulce 3.3. Grafy obsahuji chybové usecky denzitometrického vyhodnoceni s hodnotou
5%. Ndufa9 je podjednotkou komplexu I dychaciho retézce, SDH70 podjednotkou
komplexu Il, Core2 podjednotkou komplexu 111, Cox2 podjednotkou komplexu IV, OSCP a
ATPalfa jsou podjednotkami F;Fo-4TPsyntizy a E2 a PDHElalfa jsou podjednotkami
pyruvatdehydrogenazového komplexu.
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Obrazek 4.9: Kvantifikace rovnovaZnych hladin sledovanych mitochondridalnich proteinii
po 3(A) a 5(B) dnech kultivace ve vybranych médiich u linie primdrnich koZnich
fibroblastit s mutaci v MTATPG. Intenzita signdlu proteinit byla vztaZena na intenzitu
signalu [-aktinu a jednotlivé hodnoty jsou uvadeny relativné v procentech signadlu proteinii
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po kultivaci v médiu DMEM obsahujicim 5 mM glukézu (znaceno =, DMEMglc). Dalsimi
kultivacnimi médii byly: DMEM obsahujici 5 mM galaktozu (znaceno B, DMEMgal),
Leibovitz (znaceno ¥, Leibovitz) a ,,Quantum 333 for fibroblasts “(znaceno M,Quantum
333). Vsechna média obsahovala 2 mM L-glutamin. Kompletni slozeni médii je uvedeno
v tabulce 3.3. Grafy obsahuji chybové usecky denzitometrického vyhodnoceni s hodnotou
5%. Ndufa9 je podjednotkou komplexu [ dychaciho retézce, SDH70 podjednotkou
komplexu 11, Core2 podjednotkou komplexu 111, Cox2 podjednotkou komplexu 1V, OSCP a
ATPalfa jsou podjednotkami F;Fo-4TPsyntizy a E2 a PDHElalfa jsou podjednotkami
pyruvatdehydrogenazového komplexu.
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Obrazek 4.10: Kvantifikace rovnovainych hladin sledovanych mitochondridlnich
proteinii po 3(A) a 5(B) dnech kultivace ve vybranych médiich u linie primdrnich
koZnich fibroblastit s mutaci v TMEMT70. Intenzita signalu proteinit byla vztazena na
intenzitu signalu f-aktinu a jednotlivé hodnoty jsou uvadeny relativné v procentech signalu
proteini po kultivaci v médiu DMEM obsahujicim 5 mM glukozu (znaceno =, DMEMgIc).
Dalsimi  kultivacnimi médii byly: DMEM obsahujici 5 mM galaktozu (znaceno M,
DMEMgal), Leibovitz (znaceno ¥, Leibovitz) a ,, Quantum 333 for fibroblasts “(znaceno m
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,Quantum 333). Vsechna média obsahovala 2 mM L-glutamin. Kompletni slozeni médii je
uvedeno v tabulce 3.3. Grafy obsahuji chybové usecky denzitometrického vyhodnoceni
s hodnotou 5%. Ndufa9 je podjednotkou komplexu I dychaciho retézce, SDH70
podjednotkou komplexu 11, Core2 podjednotkou komplexu I1l, Cox2 podjednotkou
komplexu 1V, OSCP a ATPalfa jsou podjednotkami F1Fo-4TPsyntdizy a E2 a PDHE1alfa
jsou podjednotkami pyruvatdehydrogendazového komplexu.
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Obrazek 4.11: Kvantifikace rovnovainych hladin sledovanych proteinii po 5 dnech
kultivace ve vybranych médiich u kontrolni linie (znaceno W) a liniich s mutaci
Vv MTATP6 (znacenom ) a TMEMT70 (znaceno™ ). Na obrizku A jsou zndzornény
hladiny sledovanych proteinii v koznich fibroblastech po kultivaci v médiu "quantum 333
for fibroblasts” (vlevo, , zraceno Quantum 333) a Leibovitz (vpravo, znaceno Leibovitz).
Na obrazku B jsou zndzorneny hladiny sledovanych proteinut v koznich fibroblastech po
kultivaci v médiu DMEM obsahujicim 5 mM glukozu (vlevo, znaceno DMEMygc) nebo
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galaktozu (vpravo, znaceno DMEMgy). Intenzita signalu proteint byla vztazena na
intenzitu signalu -aktinu a jednotlivé hodnoty jsou uvadeny relativné v procentech signalu
proteinit u kontrolni linie. Kompletni sloZeni médii je uvedeno v tabulce 3.3. Grafy
obsahuji chybové usecky denzitometrického vyhodnoceni shodnotou 5%. Ndufa9 je
podjednotkou komplexu I dychaciho retézce, SDH70 podjednotkou komplexu II, Core2
podjednotkou komplexu 111, Cox2 podjednotkou komplexu IV a OSCP a ATPalfa jsou
podjednotkami F1Fo-AT Psyntdazy.

U kontrolni linie primarnich koznich fibroblastii bylo v médiu DMEM obsahujicim jako
zdroj sacharida galaktézu oproti médiu DMEM obsahujici jako zdroj sacharidi glukézu po
3 dnech kultivace pozorovano zvySené mnozstvi vétsiny vybranych proteint (podjednotek
vSech komplexii dychaciho fetézce a fumardzy), kromé porinu. Po kultivaci v médiu
Leibovitz, které také obsahuje galaktozu, bylo oproti kultivaci v médiu DMEM
obsahujicim gluk6ézu pozorovano zvySené mnozstvi vSech vybranych proteinil, vetné
porinu. V médiu Quantum 333 bylo mnozstvi vy$si nez v médiu DMEM obsahujicim
glukézu u podjednotky komplexu I a jedné z podjednotek komplexu V (OSCP), mnoZzstvi

ostatnich proteint bylo nizsi, nebo srovnatelné (viz obrazek 4.8A).

U kontrolni linie bylo po 5. dnech kultivace v médiu DMEM obsahujicim galaktoézu oproti
médiu DMEM obsahujici glukézu pozorované vyssi mnozstvi vybranych podjednotech
vSech komplext dychaciho fetézce, kromé podjednotky komplexu III. Bylo pozorovano
zvySeni podjednotky E2 pyruvatdehydrogendazového komplexu, ale ne podjednotky
PDHE/alfa. Dale bylo pozorovano vétsi mnozstvi fumarazy a porinu. Kromé podjednotky
komplexu 1l bylo mnozstvi vybranych proteini v médiu Leibovitz nizsi, nez v médiu
DMEM obsahujicim galaktozu. V médiu ,,Quantum 333 for fibroblast bylo mnozstvi

vybranych proteinti nejnizsi ze vSech médii (viz obrazek 4.8B).

U linie s mutaci v genu MTATP6 bylo v médiu DMEM obsahujicim galaktézu oproti
médiu DMEM obsahujici glukézu po 3 dnech kultivace pozorované zvysené mnozstvi
vétsiny podjednotek komplext dychaciho fetézce, kromé podjednotky komplexu IV a dale
bylo pozorovano zvysené mnozstvi porinu. Po kultivaci v médiu Leibovitz, které také
obsahuje galaktozu, bylo oproti kultivaci v médiu DMEM obsahujicim glukézu
pozorovano zvysené mnozstvi vsech vybranych proteini a jejich mnozstvi bylo v tomto
médiu nejvyssi ze vSech kultivaénich médii. V médiu Quantum 333 bylo mnozstvi
podjednotek komplexu I, I a IV vyssi, podjednotek 111 a V nizsi a fumarazy a porinu stejné
jako po kultivaci v médiu DMEM obsahujicim glukézu (viz obrazek 4.9A).
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U této linie byla po 5. dnech kultivace v médiu DMEM obsahujicim galaktéozu oproti
médiu DMEM obsahujici glukézu pozorovano vétsi mnozstvi podjednotek komplexu IV a
V, a dale obou podjednotek (E2 a PDHElalfa) pyruvatdehydrogendzového komplexu,
fumarazy a porinu. V médiu Leibovitz bylo mnozstvi vétSiny proteint vyssi, nez v médiu
DMEM obsahujicim galaktozu, kromé podjednotky komplexu IV, podjednotky OSCP
komplexu Va obou podjednotek pyruvatdehydrogenazového komplexu. V médiu

Quantum 333 bylo mnozstvi vybranych proteini, krom¢ podjednotky E2

cwwr

U linie s mutaci v genu TMEM70 bylo po 3 dnech kultivace v médiu DMEM obsahujicim
galaktozu oproti médiu DMEM obsahujici glukézu pozorovéano zvysené mnozstvi vSech
vybranych proteinti (podjednotek komplexii dychaciho fetézce I-IV, fumarazy a porinu).
Po kultivaci v médiu Leibovitz také obsahujicim jako zdroj sacharidi galaktozu, bylo
oproti kultivaci v médiu DMEM obsahujicim glukézu také pozorovano zvySené mnozstvi
vSech vybranych proteint a jejich mnozstvi bylo v tomto médiu vyssi nez v médiu DMEM

obsahujicim galaktozu (viz obrazek 4.10A).

Po 5. dnech kultivace byl v médiu DMEM obsahujicim galaktézu oproti médiu DMEM
obsahujici glukézu pozorovan narGst pouze podjednotky komplexu IV. Dale bylo
pozorovano  zvySené  mnozstvi obou  podjednotek (E2 a PDHElalfa)
pyruvatdehydrogenazového komplexu, fumarazy a porinu. V médiu Leibovitz bylo
mnozstvi vétSiny proteinli vys$i, nez v médiu DMEM obsahujicim galaktézu, kromé

podjednotek pyruvatdehydrogenazového komplexu (viz obrazek 4.10B).

Po péti dnech kultivaci v médiu Leibovitz bylo mnozstvi podjednotek komplextu I-1V
dychaciho fetézce u pacientskych liniich vy$s$i, nez u kontroly. Podobny trend nebyl
pozorovan V médiu DMEM obsahujicim galaktozu nebo glukézu. V médiu Quantum 333
bylo mnozstvi podjednotek komplexti I-IV dychaciho fetézce u linie s mutaci v
genu TMEM70 vys$i, nez u kontroly a u linie s mutaci v genu MTATP6 bylo vyssi
mnozstvi, nez u kontroly, pouze podjednotky komplexu I dychaciho fetézce, mnozstvi

ostatnich podjednotek bylo srovnatelné nebo nizsi (viz obrazek 4.11).
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4.3 Analyza mitochondrialni sité ve 2 liniich primarnich koznich

fibroblasti s deficitem F.Fo-ATPsyntazy ve 4 vybranych

kultivacnich médiich

V experimentech byla sledovana mitochondrialni sit’ primarnich koznich fibroblasti, které
byly po kultivaci v médiu Quantum 333 a nasledném 6 h hladovéni pifemistény do 4
vybranych médiich. DMEM obsahujici 5 mM glukozu, DMEM obsahujici 5 mM
galaktozu, Leibovitz obsahujici 5 mM galaktéozu a ,,Quantum 333 for fibroblasts*
obsahujici 18,8 mM glukézu. VSechna média obsahovala 2 mM L-glutamin. Kompletni
slozeni jednotlivych médii je uvedeno v tabulce 3.3. Mitochondrialni sit' kultivovanych
buné¢k byla barvena flourescen¢ni sondou MitoTracker Red. Bunky byly nasledné
pozorovany flourescencnim mikroskopem (Nikon Diaphot 200) pod UV svétlem za pouziti
filtru UV-2A 330-380 pii zvétseni 600x a obraz byl sniman CCD kamerou DP50
(Olympus). Viz kapitola 3.2.1. Prace s tkanovymi kulturami.

V kazdém meéfeni bylo snimano nejméné 15 obrazl, z nichz dvé reprezentativni ukdzky

jsou uvedeny na obrazcich 4.12-4.14.
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0.den

3. den

5. den

Leibovitz DMEMgal DMEMglc Quantum 333

Obrazek 4.12: Mitochondridalni sit’ kontrolnich primdrnich koZnich fibroblastii po
krdatkodobé kultivaci ve étyiech vybranych médiich. Mitochondrialni sit’ byla barvena
florescencni sondou MitoTracker Red. Nybrana kultivacni média byla: DMEM
obsahujicim 5 mM glukozu (znaceno DMEMglc) DMEM obsahjici 5 mM glaktozu
(znaceno DMEMgal), Leibovitz (znaceno Leibovitz) a ,,Quantum 333 for
fibroblasts “(znaceno.: Quantum 333). Jako 0. den jsou znaceny bunky pred kultivaci ve
zvolenych — médiich, tedy po dlouhodobé  kultivaci Vv meédiu Quantum  333.
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0.den

3.den

5. den

Leibovitz DMEMgal = DMEMglc Quantum 333

Obrdazek 4.13: Mitochondridlni sit’ primdrnich koZnich fibroblastii od pacienta s mutaci
vV MTATPG po krdtkodobé kultivaci ve étyfech vybranych médiich. Mitochondridlni sit
byla barvena florescencni sondou MitoTracker Red. Vybrand kultivacni média byla:
DMEM obsahujicim 5 mM glukozu (znaceno DMEMglc) DMEM obsahjici 5 mM glaktozu
(znaceno DMEMgal), Leibovitz (znaceno Leibovitz) a ,,Quantum 333 for
fibroblasts “(znaceno: Quantum 333). Jako 0. den jsou znaceny buniky pred kultivaci ve
zvolenych  médiich, tedy po dlouhodobé  kultivaci Vv médiu Quantum  333.
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0.den

3. den

5. den

Leibovitz DMEMgal DMEMglc Quantum 333

Obrazek 4.14: Mitochondrialni sit’ primdrnich koZnich fibroblastii 0od pacienta s mutaci
v TMEMYO0 po krdtkodobé kultivaci ve ¢tyFech vybranych médiich. Mitochondridlni sit
byla barvena florescencni sondou MitoTracker Red. Vybrand kultivacni média byla:
DMEM obsahujicim 5 mM glukozu (znaceno DMEMglc) DMEM obsahjici 5 mM glaktozu
(znaceno DMEMgal), Leibovitz (znaceno Leibovitz) a ,,Quantum 333 for
fibroblasts “(znaceno.: Quantum 333). Jako 0. den jsou znaceny bunky pred kultivaci ve
zvolenych — médiich, tedy po dlouhodobé  kultivaci Vv meédiu Quantum  333.
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U kontrolni linie nebyly patrné zadné vyznamné rozdily v tvaru mnozstvi ¢i umisténi

mitochondrii v buiice ve vybranych kultivacnich médiich (viz obrazek 4.12).

U linie smutaci v MTATP6 bylo pozorovano po 3 dnech kultivace v médiu DMEM
obsahujicim glukézu nebo galaktozu zvySené mnozstvi bunék s mitochondridlni siti
zhus§ténou v okoli jadra. Po 5 denni kultivaci v tomto médiu bylo pozorované mnozstvi

takovychto bun¢k vyrazné mensi (viz obrazek 4.13).

U kontrolni linie a linie s mutaci v genu TMEM70 bylo pozorovano ve vSech médiich
rozmisténi mitochondrialni sité¢ po celém obsahu bunky. U linie s mutaci v genu TMEM70
bylo pozorovano po 5 dnech kultivace zvySené mnozstvi mitochondrii v obou médiich
obsahujicich jako zdroj sacharidi galaktozu oproti médiim obsahujicich jako zdroj

sacharidt glukézu (viz obrazek 4.14).

4.4 Stanoveni rovnovazného mnozstvi komplexu oxidac¢ni fosforvlace v

linii koZnich fibroblastii s izolovanym deficitem F.Fo-ATPsyntazy

zpusobenym mutaci v TMEM70 po 5 dnech kultivace ve 4

vybranych médiich

V dalSich experimentech bylo stanovovano mnozstvi slozenych komplexti oxidacni
fosforylace v kontrolni linii a linii s mutaci v genu TMEM70. Primarni kozni fibroblasty
byly pomoci dlouhodobé kultivace v médiu Quantum 333 ,,namnozeny* do pozadovaného
mnozstvi (viz kapitola 3.2.2.2) ¢ast bunék byla izolovana (znaceno jako 0. den) a zbylé
bunky byly po 6 h hladovéni pfemistény do média uréen¢ho ke kratkodobé kultivaci:
DMEM obsahujici 5 mM gluk6zu, nebo galaktozu. Nasledné byly izolovany po 5. dnech
kultivace v téchto médiich. V dalsi ¢asti experimentu byly buriky obdobné ,,namnozeny*
v médiu Quantum 333, ¢ast bun€k byla izolovana (znaceno jako 0.den) a zbylé buiiky byly
po 6 h hladovéni premistény do média ur¢eného ke kratkodobé kultivaci: ,,Quantum 333

for fibroblasts* a Leibovitz.

30 pg bunécného lyzatu primarnich koznich fibroblasti bylo separovano pomoci modré
nativni elektroforézy (,,BN-PAGE®), komplexy oxida¢ni fosforylace byly detekovany
pomoci ,,Western blotu“ s naslednou imunodetekci. (viz obrazcich 4.14 a 4.15). Jako O.

den na obou sériich blotli byl pouzit jiny bunécny lyzat ptipraveny z bunck ptred kultivaci
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v danych dvou médiich. Pro vyhodnoceni intenzity signalu byl pouzit program Qantity one

(Bio-Rad). (graficky znazornéno na obrazku 4.16).

0.den DMEMglc DMEMgal
Ko K P | Ky K P Ko Ko P
- - e W W " | KomplexI

D e Komplex III

-
. . . . F F_-ATPsyntiza (OSCP), 250 s
. ' e . . . ‘ . , | FF,-ATPsyntaza (ATPbeta), 150 s

- - I -ATPsyntaza (ATPbeta), 150 s

ba bd . F F.-ATPsyntaza (OSCP), 4 s

; ; F F_-ATPsyntaza (ATPbeta), 6 s
L] . ' iForATPeyntiza (ATPbeta)

F -ATPsyntaza (ATPbeta), 6 s

g - ‘ . _— ‘ . Komplex IV

-.---“ﬂ“ Komplex I1

Obrazek 4.14. Stanoveni mnoZstvi komplexii dychaciho ietézce pomoci ,,BN-PAGE*
elektroforézy a “Western blotu® s ndslednou imunodetekci v primdrnich koZnich
fibroblastech po 5 dnech kultivace v médiu DMEM obsahujicim 5 mM glukozu (znaceno
DMEMglc), DMEM obsahujici 5 mM galaktozu (znaceno DMEMgal). Jako 0.den jsou
znaceny bunky po dlouhodobé kultivaci v médiu Quantum 333, pred kultivaci ve zvolenych
médiich. VSechna média obsahovala 2 mM L-glutamin. Kontrolni linie je na obrazcich
znacena jako Kso (15 ug bunécného lyzatu), Kioo (30 ug bunécného lyzatu) a linie s mutaci
v genu TMEM70 jako P (30 ug bunécného lyzatu). Obrdazky membrany znacené protilatkou
proti ATPbeta a OSCP jsou detekoviny pri nizkych expozicich (1-10 s), které umoznuji
zachytit signal u kontrolni linie, ale signal u linie s mutaci v genu TMEM70 je pod hranici
detekce. Dale byly proteiny detekovany pri vysokém expozicnim case (150-200 s), ktery je
prilis vysoky na spravné zachyceni prilis vysokého signalu u kontroly, ktery je za hranici
detekce, ale umoznuje zachyceni slabého signdlu u linie s mutaci v genu TMEM70.
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0.den Leibovitz Quantum 333
Ko Ko P | KKy P | Ky Ky P
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i . F,F,-ATPsyntiza (ATPbeta), 10 s

A Komplex IV
L aulBE N

“"-.- - Komplex I

Obrazek 4.15. Stanoveni mnoZstvi komplexii dychaciho ietézce pomoci ,,BN-PAGE*
elektroforézy a “Western blotu® s ndslednou imunodetekci v primdrnich koZnich
fibroblastech po 5 dnech kultivace v médiu Leibovitz (znaceno Leibovitz) a ,,Quantum
333 for fibroblasts“ (znaceno: Quantum 333). Jako (.den jsou znaceny buiiky po
dlouhodobé kultivaci v médiu Quantum 333, pred kultivaci ve zvolenych médiich. Vsechna
média obsahovala 2 mM L-glutamin. Kontrolni linie je na obrazcich znacena jako Ksy (15
ug bunecného lyzatu,), Kigo (30 ug bunécného lyzatu) a linie s mutaci v genu TMEM70 jako
P (30 ug bunécného lyzatu). Obrazky membrany znacené protilatkou proti ATPbeta a
OSCP jsou detekovany pri nizkych expozicich (1-10 S), které umoznuji zachytit signdal u
kontrolni linie, ale signal u linie s mutaci v genu TMEMTY0 je pod hranici detekce. Ddle
jsou detekovany pri vysokém expozicnim case (150-200 s), ktery je prilis vysoky na spravné
zachyceni prilis vysokého signdlu u kontroly, ktery je za hranici detekce, ale umoziuje
zachyceni slabého signdlu u linie s mutaci v genu TMEM70.
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Obrazek 4.16: Kvantifikace rovnovainych hladin sledovanych komplexii dychaciho
Fetézce po 5 dnech kultivace ve vybranych médiich u kontrolni linie (A) a linie s mutaci
v genu TMEM70 (B). Hodnoty jsou uvdadény relativné, v procentech signalu proteinii pred
zacdtkem kultivace vV danych médiich, tzv. 0. den (znaceno B). Vybrand kultivacni média
byla: DMEM obsahujicim 5 mM glukozu (znaceno =), DMEM obsahujici 5 mM galaktozu
(znaceno W), Grafy obsahuji chybové usecky denzitometrického vyhodnoceni s hodnotou
5%.
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U kontrolni linie bylo pozorovano vV médiu DMEM obsahujicim jako zdroj sacharidi
galaktézu oproti médiu DMEM obsahujici glukézu zvySené mnozstvi komplexii dychaciho
fetézce, kromé& komplexu III. U linie s mutaci v genu TMEM70 bylo pozorovano v médiu
DMEM obsahujicim galaktozu oproti médiu obsahujici glukoézu snizené mnoZzstvi

komplexu I a II a relativné srovnatelné mnozstvi komplext III a IV (viz obrazek 4.16).

Dale bylo pozorovano, ze u linie s mutaci v genu TMEM70 dochazi k ¢aste¢nému narustu
celého slozeného komplexu FiFo-ATPsyntazy a slozené casti F; ATPsyntazy (kterd u
kontrolni linie nebyla pozorovana viibec) v médiu Leibovitz. Zadné dalsi komplexy
obsahujici podjednotky ATPbeta nebo OSCP vétsi nez 140 kDa nebyly pozorovany (viz
obrazek 4.16).
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5 Diskuze

Pfi studiu mitochondrialnich onemocnéni jsou Casto vyuzivany primarni kozni fibroblasty
od pacienti a standardné jsou tyto bunky kultivovany ve vysoko-glukézovych médiich
(>15mM glukéza), z divodu vyssi viability a rychlej$iho rastu kultivovanych bunék.
Ovsem v disledku vysoké koncentrace glukézy dochéazi ke snizeni mnozstvi komplext
dychaciho fetézce a k syntéze ATP je vice vyuzivana glykolyza. [115] Naopak pfi kultivaci
raznych typu bun¢k (napi. HeLa bunék, primarnich koznich fibroblastii), v médiu DMEM,
v némz je glukoza nahrazena galaktézou, dochdzi k vyznamnému zvySeni spotieby
kysliku, a tim i mnozstvi a aktivity komplexti dychaciho fetézce (kromé komplexu III),

z diivodu zvyseni produkce ATP systémem oxidaéni fosforylace. [116-118]

Kultivace bunék v médiu obsahujicim jako zdroj sacharidu galaktozu se tedy zda byt
dobrou metodou za Géelem studia poruch oxida¢ni fosforylace, jelikoz se nékteré defekty
mohou V téchto kultiva¢nich podminkach manifestovat odliSnym zplsobem nez ve
vysokogluk6zovych médiich. Dfive byla tato metoda pouzivana i Vv diagnostice
mitochondrialnich onemocnéni, zaloZené na nizké viabilité primarnich kozZnich fibroblastt
od nékterych pacientl (napi. s deficitem komplexu I a IV dychaciho fetézce ¢i
pyruvatdehydrogenazového komplexu) v médiu obsahujicim jako zdroj sacharidl
galaktozu. [119] Neschopnost pieziti bunééné linie s poruchou komplexu IV dychaciho

fetézce, byla pozorovana i v této praci (viz obrazek 4.1.).

Cilem prace bylo studium dopadu izolovaného deficitu FiFo-ATPsyntazy zptisobeného
mutacemi v genech MTATP6 a TMEM70 na ostatni komplexy dychaciho fetézce a dalsi
mitochondrialni proteiny. Obdobné studie byly jiz provedeny u koznich fibroblasti
Smutaci v genu TMEM70 kultivovanych ve vysokogluk6zovych médiich DMEM a
»Quantum 333 for fibroblast”. Pozorovano bylo zvySené mnozstvi nékterych komplext
dychaciho fetézce. Zjistény kompenzacni efekt je na postranskripéni urovni. [99-100] V
této praci byl studovan dopad mutace v genech TMEM70 a MTATP6 na komplexy
dychaciho fetézce v kultiva¢nich podminkach, kdy je buiika nucena vice vyuZzivat systém

oxidacni fosforylace - v médiu obsahujicim jako zdroj sacharidii galaktozu.

Pro prvni pilotni pokus bylo vybrano komecné dostupné médium obsahujici jako zdroj
sacharidti galaktézu: Leibovitz neobsahujici L-glutamin. Protoze bylo pozorovano, Ze

pravé aminokyselina L-glutamin je pro kozni fibroblasty vyznamnym zdrojem energie
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zejména V prostiedi, kde je zdrojem sacharidii galaktoza [48], byl pokus proveden s nim i

bez n¢j.

Nejprve byl charakterizivan rust bunék pomoci rastové kiivky primarnich koznich
fibroblasti s mutaci ¢.317-2A>G v genu TMEM70 (linie TMEM70) a s mutaci m.8851T>C
v genu MTATP6 (linie MTATP6) v prvnich dnech kultivace Vv takovémto médiu. Ze
ziskanych vysledki vyplyvd, Ze rozdil ve schopnosti ristu v médiu Leibovitz
s L-glutaminem a bez L-glutaminu u kontrolni linie primarnich koznich fibroblast patrny
nebyl. Bunétna kultura nevykazovala problém s zivotaschopnosti a rustem. Zatimco u
bunécnych linii Sizolovanym deficitem FiFo-ATPsyntdzy byla pozorovana snizena
schopnost ristu. U linie MTATP6 bylo pozorovano zastaveni ristu této linie okolo 4. a 5.
dne kultivace a u linie TMEM70 nebyla pozorovana vyrazna schopnost rstu viubec. (viz
obrazky 4.1-4.2). Linie TMEM70 vykazovala i snizenou Zivotaschopnost kultury v téchto
podminkach. K vyraznému poklesu mnozstvi bunék v kultufe (nejméné o 40%) dochazi
v médiu neobsahujicim L-glutamin jiz 4. den, zatimco v médiu obsahujicim L-glutamin az
6. den (viz obrazek 4.2). Navic bylo u téchto linii sizolovanym deficitem
FiFo-ATPsyntazy pozorovano Vys§i zastoupeni mrtvych bun€k v kultuie péstované
vmédiu bez glutaminu, nez v kultute péstované s L-glutaminem (neuvadéna data).
Médium obsahujici L-glutamin je tedy vhodnéjsim médiem pro kultivaci téchto bungk. Je
nutné mit na paméti, Ze médium obshujici jako zdroj sacharidii galaktézu neni vhodné pro
dlouhodobou kultivaci linie  MTATP6 a linie  TMEM70, protoze nejsou schopny
dlouhodobého preziti a rustu v téchto podminkach a navic by u linie MTATP6 mohlo
dochazet k selekci bun¢k s vy$s§im zastoupenim nemutované (,,wild type®) mtDNA. [108]
Podobné bylo 1 u dalSich bunéénych linii sizolovanym deficitem FiFo-ATPsyntazy
zpusobenym mutacemi v genech MTATP6 a TMEM70 pozorovano, pii dlouhodobé
kultivaci v médiu obsahujicim jako zdroj sacharidd galaktézu, snizeni zivotaschopnosti a
rastu bunék [96, 99]. Nizsi schopnost pieziti a rustu v téchto podminkach linie TMEM70

nez linie MTATPG je ziejm¢e zplsobena niz§im mnozstvi funkéni F1Fo-ATPsyntazy nez u

wevr

Déle bylo sledovano mnozstvi vybranych podjednotek komplexti dychaciho fetézce,
fumarazy (jako ukazatele mnoZzstvi enzymu citratového cyklu) a porinu (jako ukazatele
mnozstvi mitochondrii) po 3 a 5 dnech kultivace v téchto kultivaénich podminkach. U

vSech linii byl skute¢né pozorovan nartst mnozstvi vybranych podjednotek komplext
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dychaciho fetézce a bunky ke svému energetickému metabolismu vyuzivaji systém

oxidac¢ni fosforylace vice.

U kontrolni linie primarnich koznich fibroblastii v médiu Leibovitz s L-glutaminem bylo
treti den pozorovano zvySeni mnozstvi téchto proteinti, ovSem 5. den se narust ¢astecné
snizuje (krom¢ podjednotky komplexu III dychaciho fetézce, jejiz mnozstvi se jesté
zvysuje, viz obrazek 4.5). Pfedpokladame, Ze v prvnich dnech kultivace dochazi ke vzniku
silného signalu zpasobujiciho narist mnozstvi podjednotek komplext dychaciho fetézce,
ktery se sdalsi kultivaci snizuje a dochazi k ustdleni metabolismu bunék s niz$im
mnozstvim komplexi dychaciho fetézce, nez v prvnich dnech. U linie MTATP6 byl
obdobn¢ jako u kontroly pozorovan 3. den narust jednotlivych proteini a K dalsimu
zvySovani dochazi pouze u podjednotek komplexu I a III dychaciho fetézce, mnozstvi
ostatnich proteini bylo bud’ srovnatelné s mnozstvim pozorovanym 3. den nebo se
snizovalo. Narusty mnozstvi proteinu byly obecné u linie MTATP6 nizs$i nez u linie
TMEM?70 a kontroly (viz obrazek 4.5). U linie TMEM70 byl pozorovan narust vybranych
proteinti 3. den a tento nartst byl 5. den jesté vyssi u vétSiny proteinti, kromé podjednotky

komplexu II dychaciho fetézce a fumarazy (viz obrazek 4.5).

V médiu Leibovitz pravdépodobné dochazi u linie TMEM70 ke vzniku silngjsiho signalu,
Vv porovnani s linii MTATP6 a kontrolou. Tento signal spolu s dobou kultivace mize vést
kK narustu komplext oxidac¢ni fosforylace, coz by mohlo souviset s niz§i viabilitou a
schopnosti rustu této linie. ZvySeni mnozstvi podjednotek komplexti dychaciho fetézce
muze byt u linie TMEM70 c¢astecné zpusobeno i pouzitou metodou. Pfi zméné média
uréeného k dlouhodobé kultivaci za médium urcené ke kratkodobé kultivaci (Leibovitz)
byly buniky nechany 6 h hladovét v médiu neobsahujicim Zzadny sacharid, L-glutamin ani
sérum. Hladovéni u linie TMEM70 zpusobuje casteény narust podjednotek komplexi

dychaciho fetézce (viz obrazek 4.15).

Navic byl u linie TMEM70, nesouci poruchu biogeneze komplexu FiFo-ATPsyntazy
v disledku ztraty proteinu Tmem70, jehoz funkce neni doposud znama, pozorovan narust
podjednotek F;1Fo-ATPsyntazy s dobou kultivace, jejichz mnozstvi bylo 0. den touto
metodou nedetekovatelné (viz obrazky 4.3 a 4.4). Pomoci modré nativni elektroférézy bylo
zjisténo, ze dochazi k ¢asteénému narastu i celého slozeného komplexu FiFo-ATPsyntazy
a slozené Gasti F; ATPsyntazy (kterd u kontrolni linie nebyla pozorovana viibec). Zadné

dalsi komplexy obsahujici podjednotky ATPbeta nebo OSCP vétsi nez 140 kDa nebyly
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pozorovany (viz obrazek 4.13). Zda se tedy, ze Kk biogenezi nizkého mnozstvi plné
sestaveného komplexu F;iFo-ATPsyntazy mize dochazet i bez piitomnosti proteinu
Tmem70, a ze Tmem70 nehraje roli v tvorbé Casti F; ATPsyntazy, jelikoz k jejimu
sestaveni dochazi i v bunikach, které Tmem70 neobsahuji. SloZend postranni stopka
ATPsyntazy obsahujici protein OSCP nebyla pozorovédna, coz ale nemusi znamenat, Ze
K jeji tvorbé nedochdzi, mize byt pouze degradovana mitochondrialnim systémem proteaz.
[99]

Déle byl porovnavan rozdil v mnozstvi vybranych podjednotek komplexti dychaciho
fetézce, fumarazy (jako ukazatele mnozstvi enzymu citratového cyklu), porinu (jako
ukazatele mnozstvi mitochondrii) a podjednotek komplexu pyruvatdehydrogenazy po
kultivaci bunéénych linii ve dvou médiich lisicich se pouze zdrojem sacharidu: v médiu
DMEM obsahujicim jako zdroj sacharidi 5 mM glukézu, nebo 5 mM galaktozu.
Pozorovana mnozstvi proteini byla dale srovnavana s kultivaci v médiu Leibovitz, které
obsahuje jako zdroj sacharidii 5 mM galakt6zu. VSechna média obsahovala stejné mnoZzstvi

aminokyseliny L-glutamin (2 mM).

U kontrolni linie primarnich koznich fibroblastd kultivovanych v médiu DMEM
obsahujicim galaktézu oproti kultivaci v médiu DMEM obsahujicim glukozu byl
pozorovany stejny rozdil pfi nami pouzité kratkodobé kultivaci jako u dlouhodobé
kultivace [117] az po 5 dnech kultivace (viz obrazek 4.8). K ustaleni metabolismu bunky
dochazi tedy ziejmé az 5. den kultivace, kdy bylo pozorovano zvySené mnozstvi
vybranych podjednotek 1 celych komplexi dychaciho fetézce véetné FiFo-ATPsyntazy,
krom& celého komplexu III a jeho studované podjednotky. Pro¢ nedochéazi také ke
zvySovani komplexu III dychaciho fetézce, souvisi pravdépodobné s tvorbou
superkomplext dychaciho fetézce. [6] Dale jsme po 5 dnech kultivace stanovili zvySené
mnozstvi porinu, ale ne podjednotky PDHElalfa pyruvatdehydrogenazového komplexu,
podobn¢ jako bylo stanoveno u dlouhodobé kultivace. [117] Nicméné mnozstvi
podjednotky E2 pyruvatdehydrogenazového komplexu bylo detekovano zvysené. Také
bylo nalezeno zvysené mnozstvi fumarazy, jako ukazatele mnozstvi proteint citratového
cyklu, pfestoze u dlouhodobé kultivace nebylo pozorovano zvySené mnozstvi citratsyntazy
[117]. To mize byt zpusobeno zvySenym mnozstvim cytosolarni fumarazy Gcastnici se

metabolismu aminokyselin. VVzhledem k tomuto faktu a vzhledem k tomu, ze fumaraza
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neni regulacnim enzymem citratového cyklu, zfejmé neni fumaraza vhodnym ukazatelem

obecného mnozstvi enzymi citratového cyklu v burice.

U obou linii Sizolovanym deficitem F;Fo-ATPsyntazy nebylo pozorovano zvysené
mnozstvi podjednotek komplexu I a 1l v médiu obsahujicim misto glukézy galaktozu, jako
u kontroly (viz obrazky 4.9 a 4.10). To muze byt zpisobeno tim, ze 5 mM mnoZstvi
glukoézy neni pro tyto builky dostacujici a i v téchto kultiva¢nich podminkach jsou nuceny
vyuzivat systém oxidacni fosforylace v podobné mife jako v prostfedi 5 mM galaktozy.
Ale bylo pozorovano zvysené mnozstvi podjednotky komplexu IV dychaciho fetézce a
obou méfenych podjednotek (E2 a PDHElalfa) pyruvatdehydrogenazového komplexu. U
vSech linii dale bylo pozorovano zvySené mnozstvi porinu, coz zfejmé naznacuje zvysené

mnozstvi mitochondrii.

U kontrolni linie bylo zjisténo mnozstvi podjednotek komplexti dychaciho fetézce po péti
dnech kultivace ve dvou vybranych médiich obsahujicich jako zdroj sacharidi 5 mM
galaktozu: DMEM a Leibovitz, vyssi v médiu DMEM, krom¢ podjednotky komplexu III
dychaciho fetézce (viz obrazek 4.8). ZvySené mnozstvi podjednotky komplexu III
dychaciho fetézce pouze v médiu Leibovitz naznacuje odlisnou tvorbou superkomplexii
dychaciho fetézce Vv téchto médiich. V médiu DMEM ziejmé dochdzi ke zvySené tvorbé
respirazomu obsahujiciho komplex I a III dychaciho fetézce, ale dochazi ke snizeni
mnozstvi volného komplexu III. Zatimco v médiu Leibovitz dochazi ke zvySeni
respirazému obsahujici komplex I a III i volného komplexu III dychaciho fetézce. [6] U
linii sizolovanym deficitem F;Fo-ATPsyntazy bylo mnozZstvi vétSiny podjednotek
komplext dychaciho fetézce vyssi v médiu Leibovitz, nez v médiu DMEM (viz obrazky
4.9 a 4.10). Mnozstvi podjednotek pyruvatdehydrogenazového komplexu bylo u vsech linii
vys$si v médiu DMEM, kromé podjednotky PDHE 1alfa u linie s mutaci v TMEM70.

Na pozorovany rozdil Vv mnozstvi proteinii u bunécnych linii po kultivaci za zvolenych
podminek by mohlo mit vliv zejména mnozstvi aminokyselin v médiu, kdy médium
Leibovitz obsahuje vétsi mnozstvi vétSiny aminokyselin. Predpokladame, ze metabolismus
aminokyselin je v téchto kultiva¢nich podminkach vyznamnym zdrojem energie pro
bunku. Navic médium Leibovitz obsahuje, na rozdil od média DMEM, pyruvat, ktery by
jakozto dulezity intermediat energetického metabolismu také mohl mit vliv na rozdilné

chovani metabolismu buné€k v t€chto médiich.
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Vzhledem k pozorovanému odlisnému chovanim kontrolni linie bunék a linii s izolovanym
deficitem F;Fo-ATPsyntazy ve dvou vybranych kultiva¢nich médiich obsahujicich jako
zdroj sacharidii galaktézu dostaneme odlisné vysledky dopadu izolovaného deficitu
F1Fo-ATPsyntazy na ostatni komplexy dychaciho fetézce v médiu obsahujicim jako zdroj
sacharidi galaktézu v zavislosti na pouzitém kultivacnim médiu. U obou linii s
izolovanym deficitem FiFo-ATPsyntazy bylo v médiu Leibovitz vys§i mnozstvi
podjednotek komplexii dychaciho fetézce, nez u kontroly, a naopak v médiu DMEM nizsi

(kromé podjednotky komplexu III dychaciho fetézce, viz obrazek 4.11.)

V priibéhu vypracovavani diplomové prace byla také sledovana struktura mitochondrialni
sit¢ v jednotlivych bunéénych liniich pomoci vitalniho barveni bunék a fluorescencni
mikroskopie. U linie MTATP6 bylo pozorovano po 3 dnech kultivace v médiu DMEM
obsahujicim glukézu nebo galaktozu zvySené mnozstvi bun€k s mitochondridlni siti
zhus$ténou v okoli jadra, naznacujici energetické stradani bunky v médiu DMEM vedouci
Po 5 dnech kultivace v tomto médiu se mnozstvi takovychto bunék vyrazné snizuje. U linie
TMEM70 takovéto chovani pozorovano nebylo, mitochondrialni sit’ byla ve vS§ech médiich
rozmisténa po celém obsahu buiky (stejné jako u kontroly, viz obrazky 4.12-1.14).
Nicméné v médiich obsahujicich jako zdroj sacharidu galaktozu u linie TMEM70 byly
pozorovany zmény tvaru buiky a zvySeni hustoty mitochondrialni sité¢ rozmisténé po
celém obsahu builky. Mitochondridlni sit” bunék se morfologicky podoba mitochondrialni
siti bunék v replikacni senescenci (viz obrazek 4.13). [102] Replikacni senescence byla
zfejm¢ zpusobena subletalnim oxidacnim stresem bunék linie TMEM70 v médiich
obsahujicich jako zdroj sacharidi galaktozu. [120] U linie MTATP6 pravdépodobné
nedochazelo ke vzniku oxida¢niho stresu v takovéto mife, aby zpusoboval replikacni

senescenci bunék.

ZvySend mnozstvi proteini komplexti dychaciho fetézce ¢i pyruvatdehydrogenazového
komplexu, pfipadné celych komplexti, nemusi nutné¢ znamenat vys$$i mnozstvi enzymoveé
aktivnich komplexti. Analyza aktivity téchto komplexti, pomoci funkénich studii,
provadéna nebyla. Aktivita komplexti dychaciho fetézce je mimo jiné ovlivnéna i
glykosylaci proteinii dychaciho fetézce. V ptipadé pyruvatdehydrogenazového komplexu
je jeho aktivita regulovana fosforylaci. DalSim pokracovanim této studie tedy je stanoveni

aktivit komplext dychaciho fetézce, pyruvatdehydrogendzového komplexu ¢i citratsyntazy
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(jakozto regulacniho enzymu citratového cyklu), pfipadné analyza posttranslacnich

modifikacich studovanych enzymt.

Data nalezena Vv pribéhu vypracovani diplomové prace nelze zatim zevSeobecnit na
vSechny linie s mutaci v MTATP6 nebo TMEM?70, jelikoz vSechna méfeni byla provadéna
pouze na jedné linii primarnich koznich fibroblastii s danou mutaci. Chovani bunécnych
linii koznich fibroblastl se stejnou patogenni mutaci V riznych kultivacnich podminkéch
muze byt do jist¢ miry ovlivnéno riznym genetickym pozadim konkrétni bunécné linie.
[99] Proto by bylo vhodné ziskana data potvrdit i v dalSich liniich primarnich koznich
fibroblastt se zde studovanymi mutacemi v genech TMEM70 a MTATP6.
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6 Souhrn

V diplomové praci byl ve dvou liniich primarnich koznich fibroblasti s izolovanym
deficitem FiFo-ATPsyntazy (mutace v genech MTATP6 a TMEM70) studovan dopad
tohoto deficitu na systém oxidac¢ni fosforylace, vybrané mitochondrialni proteiny a
mitochondrialni sit’ ve srovnani s kontrolni linii primarnich koZznich fibroblasti v prvnich

dnech kultivace v médiu obsahujicim jako zdroj sacharidt galaktézu nebo glukdzu.
Ziskané vysledky Ize shrnout nasledovné:

e Kontrolni linie primarnich koznich fibroblasti nevykazovala problém s ristem
v médiu Leibovitz, které obsahuje jako zdroj sacharidi 5 mM galaktézu. U linii S
izolovanym deficitem F1Fo-ATPsyntazy byla pozorovana snizena schopnost ristu.
Schopnost ristu téchto linii byla v médiu obsahujicim L-glutamin veétsi, nez

v médiu bez L-glutaminu.

e U kontrolni linie bylo detekovano v médiu DMEM obsahujicim jako zdroj
sacharidii galaktéozu vyS$$i mnozstvi komplexti dychaciho fetézce vcetné
FiFo-ATPsyntazy, kromé& komplexu III, nez v médiu DMEM obsahujicim jako
zdroj sacharidi glukozu. U linii sizolovanym deficitem FiFo-ATPsyntazy bylo

pozorovano vys$i mnozstvi pouze komplexu IV dychaciho fetézce.

e V kultivatnim médiu Leibovitz dochdzi pravdépodobné u linie s mutaci v
genu MTATP6 ke vzniku slabsiho signalu vedouciho pouze Kk mirnému zvySeni

tvorby komplexi dychaciho fetézce, nez u linie s mutaci v genu TMEM?70.

e Zjisténo bylo, Ze dopad izolovaného deficitu FiFo-ATPsyntazy na mnozstvi
ostatnich komplexta dychaciho fetézce v médiu obsahujicim jako zdroj sacharidu
galaktézu je odlisny v zavislosti na pouzitém kultivacnim médiu. U obou linii s
izolovanym deficitem FiFo-ATPsyntazy bylo v médiu Leibovitz vyssi mnozstvi
podjednotek komplexti dychaciho fetézce, nez u kontroly, a naopak v médiu

DMEM nizsi (kromé podjednotky komplexu III dychaciho fetézce).

e Analyza mitochondrialnich siti ukazala, Ze u linie s mutaci v genu MTATP6 po 3
dnech kultivace v médiu DMEM obsahujicim glukézu nebo galaktozu v dusledku

energetického stradani bunky zvySené mnozstvi bunék s mitochondrialni siti
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o 24

smutaci v genu TMEM70 bylo pozorovano po 5 dnech kultivace v médiich
obsahujicich jako zdroj sacharidti galaktézu zvySené mnozstvi mitochondrii

morfologicky podobnych mitochondrialni siti bun€k v replikacni senescenci.

U linie s mutaci v genu TMEM70 byl pozorovan v médiu Leibovitz ¢astecny narast

celého slozeného komplexu FiFo-ATPsyntazy a slozené casti F1 ATPsyntazy.

78



10.

11.

12.

13.

14.

Seznam pouzité literatury

Bellance N., Lestienne P.Rossignol R., Mitochondria: from bioenergetics to the
metabolic regulation of carcinogenesis, Front Biosci (Landmark Ed), 14: s. 4015-34
(2009).

Wallace D.C., A mitochondrial paradigm of metabolic and degenerative diseases,
aging, and cancer: a dawn for evolutionary medicine, Annu Rev Genet, 39: s. 359-
407 (2005).

Lenaz G.Genova M.L., Structural and functional organization of the mitochondrial
respiratory chain: a dynamic super-assembly, Int J Biochem Cell Biol, 41(10): s.
1750-1772 (2009).

Lehninger A.L.N., D.; Cox, M. M., Lehninger Principles of Biochemistry, 3
vydani: W. H. Freeman & Co (2000).

Schagger H., Pfeiffer K., The ratio of oxidative phosphorylation complexes I-V in
bovine heart mitochondria and the composition of respiratory chain
supercomplexes, J Biol Chem, 276(41): s. 37861-7 (2001).

Lapuente-Brun E., Moreno-Loshuertos R., Acin-Perez R., Latorre-Pellicer A.,
Colas C., Balsa E., Perales-Clemente E., Quiros P.M., Calvo E., Rodriguez-
Hernandez M.A., Navas P., Cruz R., Carracedo A., Lopez-Otin C., Perez-Martos
A., Fernandez-Silva P., Fernandez-Vizarra E.Enriquez J.A., Supercomplex
assembly determines electron flux in the mitochondrial electron transport chain,
Science, 340(6140): s. 1567-70 (2013).

Okuno D., lino R.Noji H., Rotation and structure of FoF1-ATP synthase, J
Biochem, 149(6): s. 655-64 (2011).

Watt I.N., Montgomery M.G., Runswick M.J., Leslie A.G.Walker J.E.,
Bioenergetic cost of making an adenosine triphosphate molecule in animal
mitochondria, Proc Natl Acad Sci U S A, 107(39): s. 16823-7 (2010).

Jonckheere A.l., Smeitink J.A.Rodenburg R.J., Mitochondrial ATP synthase:
architecture, function and pathology, J Inherit Metab Dis, 35(2): s. 211-25 (2012).
Vives-Bauza C., Magrane J., Andreu A.L.Manfredi G., Novel role of ATPase
subunit C targeting peptides beyond mitochondrial protein import, Mol Biol Cell,
21(1): s. 131-9 (2010).

Kucharczyk R., Zick M., Bietenhader M., Rak M., Couplan E., Blondel M., Caubet
S.D.di Rago J.P., Mitochondrial ATP synthase disorders: molecular mechanisms
and the quest for curative therapeutic approaches, Biochim Biophys Acta, 1793(1):
s. 186-99 (2009).

Cabezon E., Butler P.J., Runswick M.J.Walker J.E., Modulation of the
oligomerization state of the bovine F1-ATPase inhibitor protein, IF1, by pH, J Biol
Chem, 275(33): s. 25460-4 (2000).

Van Heeke G., Deforce L., Schnizer R.A., Shaw R., Couton J.M., Shaw G., Song
P.S.Schuster S.M., Recombinant bovine heart mitochondrial F1-ATPase inhibitor
protein: overproduction in Escherichia coli, purification, and structural studies,
Biochemistry, 32(38): s. 10140-9 (1993).

Sanchez-Cenizo L., Formentini L., Aldea M., Ortega A.D., Garcia-Huerta P.,
Sanchez-Arago M.Cuezva J.M., Up-regulation of the ATPase inhibitory factor 1
(IF1) of the mitochondrial H+-ATP synthase in human tumors mediates the
metabolic shift of cancer cells to a Warburg phenotype, J Biol Chem, 285(33): s.
25308-13 (2010).

79



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

Wittig 1., Meyer B., Heide H., Steger M., Bleier L., Wumaier Z., Karas M.Schagger
H., Assembly and oligomerization of human ATP synthase lacking mitochondrial
subunits a and A6L, Biochim Biophys Acta, 1797(6-7): s. 1004-11 (2010).
Belogrudov G.I., Recent advances in structure-functional studies of mitochondrial
factor B, J Bioenerg Biomembr, 41(2): s. 137-43 (2009).

Meyer B., Wittig ., Trifilieff E., Karas M.Schagger H., Identification of two
proteins associated with mammalian ATP synthase, Mol Cell Proteomics, 6(10): s.
1690-9 (2007).

Neupert W.Herrmann J.M., Translocation of proteins into mitochondria, Annu Rev
Biochem, 76: s. 723-49 (2007).

Hinton A., Gatti D.L.Ackerman S.H., The molecular chaperone, Atpl2p, from
Homo sapiens. In vitro studies with purified wild type and mutant (E240K)
proteins, J Biol Chem, 279(10): s. 9016-22 (2004).

Ackerman S.H., Atpl1lp and Atp12p are chaperones for F(1)-ATPase biogenesis in
mitochondria, Biochim Biophys Acta, 1555(1-3): s. 101-5 (2002).

Ludlam A., Brunzelle J., Pribyl T., Xu X., Gatti D.L.Ackerman S.H., Chaperones
of F1-ATPase, J Biol Chem, 284(25): s. 17138-46 (2009).

Cizkova A., Stranecky V., Mayr J.A., Tesarova M., Havlickova V., Paul J., lvanek
R., Kuss A.W., Hansikova H., Kaplanova V., Vrbacky M., Hartmannova H.,
Noskova L., Honzik T., Drahota Z., Magner M., Hejzlarova K., Sperl W., Zeman
J., Houstek J.Kmoch S., TMEM70 mutations cause isolated ATP synthase
deficiency and neonatal mitochondrial encephalocardiomyopathy, Nat Genet,
40(11): s. 1288-90 (2008).

Schagger H.Pfeiffer K., Supercomplexes in the respiratory chains of yeast and
mammalian mitochondria, EMBO J, 19(8): s. 1777-83 (2000).

Wittig 1.Schagger H., Advantages and limitations of clear-native PAGE,
Proteomics, 5(17): s. 4338-46 (2005).

Bisetto E., Picotti P., Giorgio V., Alverdi V., Mavelli I.Lippe G., Functional and
stoichiometric analysis of subunit e in bovine heart mitochondrial F(O)F(1)ATP
synthase, J Bioenerg Biomembr, 40(4): s. 257-67 (2008).

Wittig 1.Schagger H., Structural organization of mitochondrial ATP synthase,
Biochim Biophys Acta, 1777(7-8): s. 592-8 (2008).

Spannagel C., Vaillier J., Arselin G., Graves P.V., Grandier-Vazeille X.Velours J.,
Evidence of a subunit 4 (subunit b) dimer in favor of the proximity of ATP
synthase complexes in yeast inner mitochondrial membrane, Biochim Biophys
Acta, 1414(1-2): s. 260-4 (1998).

Arnold 1., Pfeiffer K., Neupert W., Stuart R.A.Schagger H., Yeast mitochondrial
F1FO-ATP synthase exists as a dimer: identification of three dimer-specific
subunits, EMBO J, 17(24): s. 7170-8 (1998).

Strauss M., Hofhaus G., Schroder R.R.Kuhlbrandt W., Dimer ribbons of ATP
synthase shape the inner mitochondrial membrane, EMBO J, 27(7): s. 1154-60
(2008).

Paumard P., Vaillier J., Coulary B., Schaeffer J., Soubannier V., Mueller D.M.,
Brethes D., di Rago J.P.Velours J., The ATP synthase is involved in generating
mitochondrial cristae morphology, EMBO J, 21(3): s. 221-30 (2002).

Vaillier J., Arselin G., Graves P.V., Camougrand N.Velours J., Isolation of
supernumerary yeast ATP synthase subunits e and i. Characterization of subunit i
and disruption of its structural gene ATP18, J Biol Chem, 274(1): s. 543-8 (1999).

80



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Chen C., Ko Y., Delannoy M., Ludtke S.J., Chiu W.Pedersen P.L., Mitochondrial
ATP synthasome: three-dimensional structure by electron microscopy of the ATP
synthase in complex formation with carriers for Pi and ADP/ATP, J Biol Chem,
279(30): s. 31761-8 (2004).

Vik S.B.Antonio B.J., A mechanism of proton translocation by F1FO ATP
synthases suggested by double mutants of the a subunit, J Biol Chem, 269(48): s.
30364-9 (1994).

Mitome N., Ono S., Sato H., Suzuki T., Sone N.Yoshida M., Essential arginine
residue of the F(0)-a subunit in F(0)F(1)-ATP synthase has a role to prevent the
proton shortcut without c-ring rotation in the F(0) proton channel, Biochem J,
430(1): s. 171-7 (2010).

Menz R.1., Walker J.E.Leslie A.G., Structure of bovine mitochondrial F(1)-ATPase
with nucleotide bound to all three catalytic sites: implications for the mechanism of
rotary catalysis, Cell, 106(3): s. 331-41 (2001).

Noji H., Yasuda R., Yoshida M.Kinosita K., Jr., Direct observation of the rotation
of F1-ATPase, Nature, 386(6622): s. 299-302 (1997).

Abrahams J.P., Leslie A.G., Lutter R.Walker J.E., Structure at 2.8 A resolution of
F1-ATPase from bovine heart mitochondria, Nature, 370(6491): s. 621-8 (1994).
Oster G.Wang H., ATP Synthase: Two rotary molecular motors working together,
v knize Encyclopedia of Molecular Biology, T. Creighton, Editor, Wiley, New
York (1999).

Gao Y.Q., Yang W.Karplus M., A structure-based model for the synthesis and
hydrolysis of ATP by F1-ATPase, Cell, 123(2): s. 195-205 (2005).

Yasuda R., Noji H., Kinosita K., Jr.Yoshida M., F1-ATPase is a highly efficient
molecular motor that rotates with discrete 120 degree steps, Cell, 93(7): s. 1117-24
(1998).

Watanabe R., lino R.Noji H., Phosphate release in F1-ATPase catalytic cycle
follows ADP release, Nat Chem Biol, 6(11): s. 814-20 (2010).

Ariga T., The concerted nature between three catalytic subunits driving the F1
rotary motor, Biosystems, 93(1-2): s. 68-77 (2008).

Ariga T., Muneyuki E.Yoshida M., F1-ATPase rotates by an asymmetric,
sequential mechanism using all three catalytic subunits, Nat Struct Mol Biol, 14(9):
s. 841-6 (2007).

Okuno D., Ikeguchi M.Noji H., Measurement of the conformational state of F(1)-
ATPase by single-molecule rotation, Methods Enzymol, 475: s. 279-96 (2010).
Sielaff H., Rennekamp H., Engelbrecht S.Junge W., Functional halt positions of
rotary FOF1-ATPase correlated with crystal structures, Biophys J, 95(10): s. 4979-
87 (2008).

Masaike T., Koyama-Horibe F., Oiwa K., Yoshida M.Nishizaka T., Cooperative
three-step motions in catalytic subunits of F(1)-ATPase correlate with 80 degrees
and 40 degrees substep rotations, Nat Struct Mol Biol, 15(12): s. 1326-33 (2008).
D'Alessandro M., Turina P.Melandri B.A., Intrinsic uncoupling in the ATP
synthase of Escherichia coli, Biochim Biophys Acta, 1777(12): s. 1518-27 (2008).
Sumbilla C.M., Zielke C.L., Reed W.D., Ozand P.T.Zielke H.R., Comparison of
the oxidation of glutamine, glucose, ketone bodies and fatty acids by human diploid
fibroblasts, Biochim Biophys Acta, 675(2): s. 301-4 (1981).

Reitzer L.J., Wice B.M.Kennell D., Evidence that glutamine, not sugar, is the major
energy source for cultured HeLa cells, J Biol Chem, 254(8): s. 2669-76 (1979).

81



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Zielke H.R., Zielke C.L.Ozand P.T., Glutamine: a major energy source for cultured
mammalian cells, Fed Proc, 43(1): s. 121-5 (1984).

Ernster L., lkkos D.Luft R., Enzymic activities of human skeletal muscle
mitochondria: a tool in clinical metabolic research, Nature, 184: s. 1851-4 (1959).
Skladal D., Halliday J.Thorburn D.R., Minimum birth prevalence of mitochondrial
respiratory chain disorders in children, Brain, 126(Pt 8): s. 1905-12 (2003).

Vafai S.B.Mootha V.K., Mitochondrial disorders as windows into an ancient
organelle, Nature, 491(7424): s. 374-83 (2012).

Schwartz M.Vissing J., Paternal inheritance of mitochondrial DNA, N Engl J Med,
347(8): s. 576-80 (2002).

Houstek J., Pickova A., Vojtiskova A., Mracek T., Pecina P., Jesina P.,
Mitochondrial diseases and genetic defects of ATP synthase, Biochim Biophys
Acta, 1757(9-10): s. 1400-5 (2006).

Baracca A., Sgarbi G., Mattiazzi M., Casalena G., Pagnotta E., Valentino M.L.,
Moggio M., Lenaz G., Carelli V.Solaini G., Biochemical phenotypes associated
with the mitochondrial ATP6 gene mutations at nt8993, Biochim Biophys Acta,
1767(7): s. 913-9 (2007).

Santorelli F.M., Shanske S., Jain K.D., Tick D., Schon E.A., DiMauro S., A T-->C
mutation at nt 8993 of mitochondrial DNA in a child with Leigh syndrome,
Neurology, 44(5): s. 972-4 (1994).

Baracca A., Barogi S., Carelli V., Lenaz G.Solaini G., Catalytic activities of
mitochondrial ATP synthase in patients with mitochondrial DNA T8993G mutation
in the ATPase 6 gene encoding subunit a, J Biol Chem, 275(6): s. 4177-82 (2000).
Tatuch Y.Robinson B.H., The mitochondrial DNA mutation at 8993 associated
with NARP slows the rate of ATP synthesis in isolated lymphoblast mitochondria,
Biochem Biophys Res Commun, 192(1): s. 124-8 (1993).

Sgarbi G., Baracca A., Lenaz G., Valentino L.M., Carelli V.Solaini G., Inefficient
coupling between proton transport and ATP synthesis may be the pathogenic
mechanism for NARP and Leigh syndrome resulting from the T8993G mutation in
mtDNA, Biochem J, 395(3): s. 493-500 (2006).

Dionisi-Vici C., Seneca S., Zeviani M., Fariello G., Rimoldi M., Bertini E.De
Meirleir L., Fulminant Leigh syndrome and sudden unexpected death in a family
with the T9176C mutation of the mitochondrial ATPase 6 gene, J Inherit Metab
Dis, 21(1): s. 2-8 (1998).

Jesina P., Tesarova M., Fornuskova D., Vojtiskova A., Pecina P., Kaplanova V.,
Hansikova H., Zeman J.Houstek J., Diminished synthesis of subunit a (ATP6) and
altered function of ATP synthase and cytochrome c oxidase due to the mtDNA 2 bp
microdeletion of TA at positions 9205 and 9206, Biochem J, 383(Pt. 3): s. 561-71
(2004).

Castagna A.E., Addis J., Mclnnes R.R., Clarke J.T., Ashby P., Blaser S.Robinson
B.H., Late onset Leigh syndrome and ataxia due to a T to C mutation at bp 9,185 of
mitochondrial DNA, Am J Med Genet A, 143A(8): s. 808-16 (2007).

De Meirleir L., Seneca S., Lissens W., Schoentjes E.Desprechins B., Bilateral
striatal necrosis with a novel point mutation in the mitochondrial ATPase 6 gene,
Pediatr Neurol, 13(3): s. 242-6 (1995).

Moslemi A.R., Darin N., Tulinius M., Oldfors A.Holme E., Two new mutations in
the MTATP6 gene associated with Leigh syndrome, Neuropediatrics, 36(5): s. 314-
8 (2005).

82



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Seneca S., Abramowicz M., Lissens W., Muller M.F., Vamos E.de Meirleir L., A
mitochondrial DNA microdeletion in a newborn girl with transient lactic acidosis, J
Inherit Metab Dis, 19(2): s. 115-8 (1996).

Lamminen T., Majander A., Juvonen V., Wikstrom M., Aula P., Nikoskelainen
E.Savontous M.L., A mitochondrial mutation at nt 9101 in the ATP synthase 6
gene associated with deficient oxidative phosphorylation in a family with Leber
hereditary optic neuroretinopathy, Am J Hum Genet, 56(5): s. 1238-40 (1995).
Campos Y., Martin M.A., Rubio J.C., Solana L.G., Garcia-Benayas C., Terradas
J.L.Arenas J., Leigh syndrome associated with the T9176C mutation in the ATPase
6 gene of mitochondrial DNA, Neurology, 49(2): s. 595-7 (1997).

Wilson C.J., Wood N.W., Leonard J.V., Surtees R.Rahman S., Mitochondrial DNA
point mutation T9176C in Leigh syndrome, J Child Neurol, 15(12): s. 830-3
(2000).

Holt 1.J., Harding A.E., Petty R.K.Morgan-Hughes J.A., A new mitochondrial
disease associated with mitochondrial DNA heteroplasmy, Am J Hum Genet,
46(3): s. 428-33 (1990).

Thyagarajan D., Shanske S., Vazquez-Memije M., De Vivo D.DiMauro S., A novel
mitochondrial ATPase 6 point mutation in familial bilateral striatal necrosis, Ann
Neurol, 38(3): s. 468-72 (1995).

Makela-Bengs P., Suomalainen A., Majander A., Rapola J., Kalimo H., Nuutila
A.Pihko H., Correlation between the clinical symptoms and the proportion of
mitochondrial DNA carrying the 8993 point mutation in the NARP syndrome,
Pediatr Res, 37(5): s. 634-9 (1995).

Houstek J., Klement P., Hermanska J., Houstkova H., Hansikova H., Van den
Bogert C.Zeman J., Altered properties of mitochondrial ATP-synthase in patients
with a T-->G mutation in the ATPase 6 (subunit a) gene at position 8993 of
mtDNA, Biochim Biophys Acta, 1271(2-3): s. 349-57 (1995).

Carrozzo R., Tessa A., Vazquez-Memije M.E., Piemonte F., Patrono C., Malandrini
A., Dionisi-Vici C., Vilarinho L., Villanova M., Schagger H., Federico A., Bertini
E.Santorelli F.M., The T9176G mtDNA mutation severely affects ATP production
and results in Leigh syndrome, Neurology, 56(5): s. 687-90 (2001).
Cortes-Hernandez P., Vazquez-Memije M.E.Garcia J.J., ATP6 homoplasmic
mutations inhibit and destabilize the human F1FO-ATP synthase without preventing
enzyme assembly and oligomerization, J Biol Chem, 282(2): s. 1051-8 (2007).

de Vries D.D., van Engelen B.G., Gabreels F.J., Ruitenbeek W.van Oost B.A., A
second missense mutation in the mitochondrial ATPase 6 gene in Leigh's
syndrome, Ann Neurol, 34(3): s. 410-2 (1993).

Morava E., Rodenburg R.J., Hol F., de Vries M., Janssen A., van den Heuvel L.,
Nijtmans L.Smeitink J., Clinical and biochemical characteristics in patients with a
high mutant load of the mitochondrial T8993G/C mutations, Am J Med Genet A,
140(8): s. 863-8 (2006).

Tort F., Del Toro M., Lissens W., Montoya J., Fernandez-Burriel M., Font A.,
Bujan N., Navarro-Sastre A., Lopez-Gallardo E., Arranz J.A., Riudor E., Briones
P.Ribes A., Screening for nuclear genetic defects in the ATP synthase-associated
genes TMEM70, ATP12 and ATP5E in patients with 3-methylglutaconic aciduria,
Clin Genet, 80(3): s. 297-300 (2011).

Shchelochkov O.A., Li F.Y., Wang J., Zhan H., Towbin J.A., Jefferies J.L., Wong
L.J., Scaglia F., Milder clinical course of Type IV 3-methylglutaconic aciduria due
to a novel mutation in TMEM70, Mol Genet Metab, 101(2-3): s. 282-5 (2010).

83



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Honzik T., Tesarova M., Mayr J.A., Hansikova H., Jesina P., Bodamer O., Koch J.,
Magner M., Freisinger P., Huemer M., Kostkova O., van Coster R., Kmoch S.,
Houstek J., Sperl W.Zeman J., Mitochondrial encephalocardio-myopathy with early
neonatal onset due to TMEM70 mutation, Arch Dis Child, 95(4): s. 296-301
(2010).

Cameron J.M., Levandovskiy V., Mackay N., Ackerley C., Chitayat D., Raiman J.,
Halliday W.H., Schulze A.Robinson B.H., Complex V TMEM?70 deficiency results
in mitochondrial nucleoid disorganization, Mitochondrion, 11(1): s. 191-9 (2011).
Spiegel R., Khayat M., Shalev S.A., Horovitz Y., Mandel H., Hershkovitz E.,
Barghuti F., Shaag A., Saada A., Korman S.H., Elpeleg O.Yatsiv I., TMEM70
mutations are a common cause of nuclear encoded ATP synthase assembly defect:
further delineation of a new syndrome, J Med Genet, 48(3): s. 177-82 (2011).
Jonckheere A.l., Huigsloot M., Lammens M., Jansen J., van den Heuvel L.P.,
Spiekerkoetter U., von Kleist-Retzow J.C., Forkink M., Koopman W.J., Szklarczyk
R., Huynen M.A., Fransen J.A., Smeitink J.A.Rodenburg R.J., Restoration of
complex V deficiency caused by a novel deletion in the human TMEM70 gene
normalizes mitochondrial morphology, Mitochondrion, 11(6): s. 954-63 (2011).
Atay Z., Bereket A., Turan S., Haliloglu B., Memisoglu A., Khayat M., Shalev
S.A.Spiegel R., A novel homozygous TMEM70 mutation results in congenital
cataract and neonatal mitochondrial encephalo-cardiomyopathy, Gene, 515(1): s.
197-9 (2013).

Torraco A., Verrigni D., Rizza T., Meschini M.C., Vazquez-Memije M.E.,
Martinelli D., Bianchi M., Piemonte F., Dionisi-Vici C., Santorelli F.M., Bertini
E.Carrozzo R., TMEM70: a mutational hot spot in nuclear ATP synthase deficiency
with a pivotal role in complex V biogenesis, Neurogenetics, 13(4): s. 375-86
(2012).

Mracek T., Pecina P., Vojtiskova A., Kalous M., Sebesta O.Houstek J., Two
components in pathogenic mechanism of mitochondrial ATPase deficiency: energy
deprivation and ROS production, Exp Gerontol, 41(7): s. 683-7 (2006).

Mayr J.A., Havlickova V., Zimmermann F., Magler I., Kaplanova V., Jesina P.,
Pecinova A., Nuskova H., Koch J., Sperl W.Houstek J., Mitochondrial ATP
synthase deficiency due to a mutation in the ATP5E gene for the F1 epsilon
subunit, Hum Mol Genet, 19(17): s. 3430-9 (2010).

Jonckheere A.l.,, Renkema G.H., Bras M., van den Heuvel L.P., Hoischen A.,
Gilissen C., Nabuurs S.B., Huynen M.A., de Vries M.C., Smeitink J.A.Rodenburg
RJ., A complex V ATP5A1 defect causes fatal neonatal mitochondrial
encephalopathy, Brain, 136(Pt 5): s. 1544-54 (2013).

De Meirleir L., Seneca S., Lissens W., De Clercq I., Eyskens F., Gerlo E., Smet
J.Van Coster R., Respiratory chain complex V deficiency due to a mutation in the
assembly gene ATP12, J Med Genet, 41(2): s. 120-4 (2004).

Jonckheere A.l., Hogeveen M., Nijtmans L., van den Brand M., Janssen A.,
Diepstra H., van den Brandt F., van den Heuvel B., Hol F., Hofste T., Kapusta L.,
Dillmann U., Shamdeen M., Smeitink J.Rodenburg R., A novel mitochondrial
ATP8 gene mutation in a patient with apical hypertrophic cardiomyopathy and
neuropathy, BMJ Case Rep, 2009 (2009).

Ware S.M., El-Hassan N., Kahler S.G., Zhang Q., Ma Y.W., Miller E., Wong B.,
Spicer R.L., Craigen W.J., Kozel B.A., Grange D.K.Wong L.J., Infantile
cardiomyopathy caused by a mutation in the overlapping region of mitochondrial
ATPase 6 and 8 genes, J Med Genet, 46(5): s. 308-14 (2009).

84



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Vazquez-Memije M.E., Shanske S., Santorelli F.M., Kranz-Eble P., Davidson E.,
DeVivo D.C.DiMauro S., Comparative biochemical studies in fibroblasts from
patients with different forms of Leigh syndrome, J Inherit Metab Dis, 19(1): s. 43-
50 (1996).

Fujii T., Hattori H., Higuchi Y., Tsuji M.Mitsuyoshi 1., Phenotypic differences
between T-->C and T-->G mutations at nt 8993 of mitochondrial DNA in Leigh
syndrome, Pediatr Neurol, 18(3): s. 275-7 (1998).

Kucharczyk R., Ezkurdia N., Couplan E., Procaccio V., Ackerman S.H., Blondel
M.di Rago J.P., Consequences of the pathogenic T9176C mutation of human
mitochondrial DNA on yeast mitochondrial ATP synthase, Biochim Biophys Acta,
1797(6-7): s. 1105-12 (2010).

D'Aurelio M., Vives-Bauza C., Davidson M.M.Manfredi G., Mitochondrial DNA
background modifies the bioenergetics of NARP/MILS ATP6 mutant cells, Hum
Mol Genet, 19(2): s. 374-86 (2010).

Mattiazzi M., Vijayvergiya C., Gajewski C.D., DeVivo D.C., Lenaz G., Wiedmann
M.Manfredi G., The mtDNA T8993G (NARP) mutation results in an impairment of
oxidative phosphorylation that can be improved by antioxidants, Hum Mol Genet,
13(8): s. 869-79 (2004).

Wortmann S.B., Rodenburg R.J., Jonckheere A., de Vries M.C., Huizing M., Heldt
K., van den Heuvel L.P., Wendel U., Kluijtmans L.A., Engelke U.F., Wevers R.A.,
Smeitink J.A.Morava E., Biochemical and genetic analysis of 3-methylglutaconic
aciduria type 1V: a diagnostic strategy, Brain, 132(Pt 1): s. 136-46 (2009).

Houstek J., Klement P., Floryk D., Antonicka H., Hermanska J., Kalous M.,
Hansikova H., Hout'kova H., Chowdhury S.K., Rosipal T., Kmoch S., Stratilova
L.Zeman J., A novel deficiency of mitochondrial ATPase of nuclear origin, Hum
Mol Genet, 8(11): s. 1967-74 (1999).

Havlickova Karbanova V., Cizkova Vrbacka A., Hejzlarova K., Nuskova H.,
Stranecky V., Potocka A., Kmoch S., Houstek J., Compensatory upregulation of
respiratory chain complexes Ill and IV in isolated deficiency of ATP synthase due
to TMEM70 mutation, Biochim Biophys Acta, 1817(7): s. 1037-43 (2012).
Suldovskd S., dilomova prace: Studium deficitu lidské F1FO-ATPsyntazy,
Univerzita Karlova v Praze (2010).

Kratochvilova H T.M., Honzik T, Hajkova Z, Hansikova H, Sladkova J, Hulkova
H, Elleder M, Zeman J, Impact of mutation in TMEM70 gene on respiratory chain
complexes and mitochondrial ultrastructure, 17th European Bioenergetics
Conference EBEC, Freiburg Nemecko ( 2012, POSTER).

Sladkova J., Laboratot pro studium mitochondrialnich poruch (Klinika détského a
dorostového 1ékarstvi 1.LF UK a VFN), 2014.

Rodinova M., Diplomova prace: Studium poruch NADH:ubichinon oxidoreduktazy
u ¢loveka, Univerzita Karlova v Praze (2012).

Hejzlarova K., Tesarova M., Vrbacka-Cizkova A., Vrbacky M., Hartmannova H.,
Kaplanova V., Noskova L., Kratochvilova H., Buzkova J., Havlickova V., Zeman
J., Kmoch S.Houstek J., Expression and processing of the TMEM70 protein,
Biochim Biophys Acta, 1807(1): s. 144-9 (2011).

Calvo S., Jain M., Xie X., Sheth S.A., Chang B., Goldberger O.A., Spinazzola A.,
Zeviani M., Carr S.A.Mootha V.K., Systematic identification of human
mitochondrial disease genes through integrative genomics, Nat Genet, 38(5): s.
576-82 (2006).

85



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Houstek J., Kmoch S., Zeman J., TMEMT70 protein - a novel ancillary factor of
mammalian ATP synthase, Biochim Biophys Acta, 1787(5): s. 529-32 (2009).
Sgarbi G., Casalena G.A., Baracca A., Lenaz G., DiMauro S.Solaini G., Human
NARP  mitochondrial mutation  metabolism  corrected with  alpha-
ketoglutarate/aspartate: a potential new therapy, Arch Neurol, 66(8): s. 951-7
(2009).

Manfredi G., Gupta N., Vazquez-Memije M.E., Sadlock J.E., Spinazzola A., De
Vivo D.C.Schon E.A., Oligomycin induces a decrease in the cellular content of a
pathogenic mutation in the human mitochondrial ATPase 6 gene, J Biol Chem,
274(14): s. 9386-91 (1999).

Manfredi G., Fu J., Ojaimi J., Sadlock J.E., Kwong J.Q., Guy J.Schon E.A., Rescue
of a deficiency in ATP synthesis by transfer of MTATP6, a mitochondrial DNA-
encoded gene, to the nucleus, Nat Genet, 30(4): s. 394-9 (2002).

Ojaimi J., Pan J., Santra S., Snell W.J.Schon E.A., An algal nucleus-encoded
subunit of mitochondrial ATP synthase rescues a defect in the analogous human
mitochondrial-encoded subunit, Mol Biol Cell, 13(11): s. 3836-44 (2002).

Craven L., Tuppen H.A., Greggains G.D., Harbottle S.J., Murphy J.L., Cree L.M.,
Murdoch A.P., Chinnery P.F., Taylor R.W., Lightowlers R.N., Herbert M.Turnbull
D.M., Pronuclear transfer in human embryos to prevent transmission of
mitochondrial DNA disease, Nature, 465(7294): s. 82-5 (2010).

Martineau R., Kohlbacher M., Shaw S.N.Amos H., Enhancement of hexose entry
into chick fibroblasts by starvation: differential effect on galactose and glucose,
Proc Natl Acad Sci U S A, 69(11): s. 3407-11 (1972).

Lowry O.H., Rosebrough N.J., Farr A.L.Randall R.J., Protein measurement with
the folin phenol reagent, Journal of Biological Chemistry, 193(1): s. 265-275
(1951).

Wittig 1., Braun H.P.Schagger H., Blue native PAGE, Nat Protoc, 1(1): s. 418-28
(2006).

Wojtczak L., The Crabtree effect: a new look at the old problem, Acta Biochim Pol,
43(2): s. 361-8 (1996).

Marroquin L.D., Hynes J., Dykens J.A., Jamieson J.D.Will Y., Circumventing the
Crabtree effect: replacing media glucose with galactose increases susceptibility of
HepG2 cells to mitochondrial toxicants, Toxicol Sci, 97(2): s. 539-47 (2007).
Rossignol R., Gilkerson R., Aggeler R., Yamagata K., Remington S.J.Capaldi R.A.,
Energy substrate modulates mitochondrial structure and oxidative capacity in
cancer cells, Cancer Res, 64(3): s. 985-93 (2004).

Aguer C., Gambarotta D., Mailloux R.J., Moffat C., Dent R., McPherson R.Harper
M.E., Galactose enhances oxidative metabolism and reveals mitochondrial
dysfunction in human primary muscle cells, PLoS One, 6(12): s. e28536 (2011).
Robinson B.H., Petrova-Benedict R., Buncic J.R.Wallace D.C., Nonviability of
cells with oxidative defects in galactose medium: a screening test for affected
patient fibroblasts, Biochem Med Metab Biol, 48(2): s. 122-6 (1992).

Dumont P., Burton M., Chen Q.M., Gonos E.S., Frippiat C., Mazarati J.B., Eliaers
F., Remacle J.Toussaint O., Induction of replicative senescence biomarkers by
sublethal oxidative stresses in normal human fibroblast, Free Radic Biol Med,
28(3): s. 361-73 (2000).

86



Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni Gcely a prosim, aby byla fadné vedena evidence

vypujcovateli.

Jméno a pfijmeni S

adresou

Cislo OP

Datum vypujceni

Poznamka

87



