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Mitochondridlni onemocnéni jsou skupinou klinicky he-
terogennich poruch, které vznikaji v disledku dysfunkce
elektronového transportniho fetézce a oxidativni fosforylace.
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metody pro sledovani mitogeneze. MnoZstvi mitochondridlni
masy jsem hodnotila jednak pfimo pomoci automatické
mikroskopie a analyzy obrazu, jednak nepifimo sledovdnim
poméru DNA nékolika mitochondridlnich lokust a genomické
DNA pomoci real-time PCR. Déle jsem sledovala aktivacni
fosforylaci AMP-aktivované kindzy spojenou s mitogenezi.
Zjistila jsem, Ze indukce této fosforylace cytokininy je zdvisla

na bunécném typu.
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1 Uvod a cile prace

Vv s

Mitochondridlni onemocnéni patii k nejbéZznéjSim genetickym poruchdm s prevalenci asi
1:5000 u dospélych. Pfic¢inou je obvykle mutace, kterd vede k poskozeni funkce elektro-
nového transportniho fetézce a oxidativni fosforylace. Pro vétSinu mitochondridlnich one-
mocnéni je typické multisystémové postiZeni a Casty vyskyt myopatickych a neurologickych
projevi. Mezi béZzné mitochondridlni poruchy patii napiiklad syndrom MELAS, Leberova
hereditarni optickd neuropatie nebo Leightiv syndrom. Soucasné terapie mitochondridlnich
onemocnéni je zejména symptomaticka. Provéfované terapeutické strategie zahrnuji pouZziti
latek podporujicich funkci elektronového transpotniho retézce (napt. koenzym Q10, ribola-
flavin, dichloracetét), antioxidantt (napt. EPI-743, vitaminy C a E) nebo latek podporujicich
mitochondridlni biogenezi (AICAR, bezafibrat, metformin, resveratrol atd.). Témito latkami
se zabyva se zabyva teoreticka Cast této price.

Experimentalni ¢ast prace je zaméfena na optimalizaci metod pro studium latek, které
moduluji mnoZstvi a aktivitu mitochondrii. MnoZzstvi mitochondridlni masy jsem hodnotila
jednak pifimo pomoci automatické mikroskopie a analyzy obrazu, jednak nepfimo sledova-
nim poméru DNA nékolika mitochondridlnich lokusti a genomické DNA pomoci real-time
PCR. Dile jsem sledovala aktiva¢ni fosforylaci AMP-aktivované kindzy spojenou s mitoge-

nezi.



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Charakteristika mitochondrialnich onemocnéni

Mitochondridlni onemocnéni (MO) jsou klinicky a geneticky heterogenni skupinou poruch.
Primarni pricinou je obvykle mutace vedouci k narusSeni fungovani elektronového transport-
niho fetézce (ETC) a oxidativni fosforylace (OXPHOS). Nékteré MO zasahuji pouze jeden
organ (napf. oko postihuje Leberova hereditarni optickd neuropatie), vétSina ale postihuje
vice organovych systémil s Castym vyskytem ndapadnych neurologickych a myopatickych
znaki. MO se mohou projevit v jakémkoli véku (Chinnery, 2014). Tabulka 1 uvadi nej-
MO nejvice postizeny. Syndromy jsou v ni rozdéleny do skupin podle jejich molekuldrni
etiologie. MELAS, MERF, NARP a LHON jsou zpisobeny bodovymi mutacemi mtDNA.
KSS, PS a PEO jsou zptsobeny delecemi v mtDNA, které jsou bud’ sporadické, nebo se
dédi maternalné. PEO, MDS, MNGIE, MIRAS a AS jsou zplisobeny mutacemi v jadernych
genech. LS je zpisoben mutacemi v jadernych nebo mitochondridlnich genech kédujicich
strukturni proteiny nebo asembla¢ni faktory OXPHOS komplexu.

Mitochondridlni poruchy vznikaji v disledku defektl jak v mitochondridlni DNA, tak
v jaderné. Nejcastéji jsou MO zptusobeny mutacemi v genech kédujicich strukturni pod-
jednotky zapojené v procesu OXPHOS. Tabulka 2 uvadi nékteré geny asociované s MO,
které kdduji proteiny OXPHOS komplexu. Mutace v mitochondridlni DNA jsou pfendSeny
maternalni dédicnosti, v pripad¢ jaderné DNA muze jit jak o autozomalni, tak X-vazanou
dédi¢nost. Mutace v mitochondridlnich genech mohou vyustit v Sirokou Skdlu bunéénych
pertubaci v€etné nedostate¢né tvorby energie, nadmérné produkce reaktivnich forem kysliku
(ROS), poskozeni homeostazy vapniku a dysregulace apoptozy.

Poskozeni procesu OXPHOS vede ke snizené produkci ATP, kterd je povaZzovana za
hlavni pficinu vétSiny mitochondridlnich patologii, které nasledné vedou k multisystémovym
porucham. Klinické ptiznaky proto byvaji nejvice zdvazné u tkani s vysokou energetickou
ndro¢nosti jako jsou kosterni svaly, srdecni sval nebo centralni nervovy systém. Mezi béZné
klinické priznaky MO patii ptéza, kardiomyopatie, hepatopatie, endokrinopatie, myopa-

tie, vnéjsi oftalmoplegie, optickd atropie, senzorineurdlni hluchota, pigmentérni retinopatie
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a diabetes mellitus. Déle dochdzi k rozvoji demence, objevuji se migrény, encefalopatie,

zachvaty, ataxie, epilepsie nebo spasticita. Casto také dochdzi k potratim ve stiedni nebo

pozdni fazi téhotenstvi (Chinnery, 2014; El-Hattab et Scaglia, 2016; Ylikallio e Suomalai-

nen, 2012).

Tab. 1: Béiné mitochondridlni syndromy a hlavni orgdny, které jsou konkrétni poruchou

postiZeny (prevzato a upraveno z Ylikallio et Suomalainen, 2012).

Zkratka Celé jméno Molekularni etiologie Nejvice ovlivnéné organy
MELAS mitochondridlni encefalopatie, mutace v tRNA nebo kosterni svaly, mozek, srdce,
laktatova aciddza, protein-kédujicim genu mtDNA  endokrinni ¢ast pankreasu,
"stroke-like"epizody usi, stfeva
MERRF myoklonick4 epilepsie mutace v tRNA genu mtDNA kosterni svaly, mozek, srdce
a myopatie s "ragged-red fibres"
NARP neuropatie, ataxie mutace v protein-kédujicim mozek, o¢i
a retinitis pigmentosa genu mtDNA
LHON Leberova hereditarni mutace v protein-kédujicim srdce, oci
optickd neuropatie genu mtDNA
KSS Kearns-Sayretiv syndrom jednonukleotidova delece kostern{ svaly, mozek,
v mtDNA srdce, oCi
PS Pearsontiv syndrom jednonukleotidova delece kostni dfen, mozek, exokrinni
v mtDNA Cast pankreasu, kosterni svaly
PEO progresivni externi oftalmoplegie  jednonukleotidova delece kostern{ svaly (zejména
v mtDNA extraokularni), srdce
ad/ar PEO  autozomdlné-dominantni/ mnohondsobné delece v mtDNA  kosterni svaly (zejména
recesivni PEO extraokuldrni), srdce
MDS syndrom deplece mtDNA deplece mtDNA kostern{ svaly, mozek,
jétra, ledviny
MNGIE mitochondridlni neurogastro- deplece mtDNA, stieva, kosterni svaly,
intestindlni encefalomyopatie mnohondsobné delece mtDNA mozek, periferni nervy
a bodové mutace
MIRAS syndrom mitochondrialn{ delece v mtDNA periferni nervy,
recesivni ataxie a mirnd deplece mozek
AS Alpersiv syndrom deplece mtDNA mozek, jatra
LS Leightiv syndrom mutace v protein-kédujicim mozek, oc€i, kostern{

genu mtDNA nebo
jaderné DNA

svaly, periferni nervy
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Tab. 2: Geny asociacované s vybranymi MO, kodujict strukturni a asemblacni faktory

OXPHOS komplexu (prevzato a upraveno z Ylikallio et Suomalainen, 2012).

Postizeny komplex

Geny

Hlavni klinické projevy

komplex 1 strukturni geny NDI1 ND2 ND3 ND4 LHON, MELAS, LS
kédované mtDNA ND4L ND5 ND6
strukturni geny NDUFS1 NDUFS2 LS, encefalopatie
kédované jadernou DNA NDUFS3 NDUFS4 kardiomyopatie
NDUFS6 NDUFS7
NDUFS8 NDUFV1
NDUFV2 NDUFA1
NDUFA2 NDUFA11
asemblacni faktory NDUFAF1 LS, kardioencafalomyopatie
kédované jadernou DNA NDUFAF2 Cé6orf66 laktatova acid6za
C200rf7ACAD9
C8ORF38
komplex II strukturni geny SDH-A SDH-B LS, paragangliom
kédované jadernou DNA SDH-C SDH-D feochromocytom
asemblacni faktory SDHAF1 SDHAF2 infantiln{ leukoencefalopatie
kédované jadernou DNA paragangliom
komplex III strukturn{ geny CYTB LHON, encefalopatie,
kédované mtDNA kardiomyopatie, myopatie
strukturni geny UQCRB UQCRQ hypoglykémie, laktitovd acidéza
kédované jadernou DNA nebo psychomotoricka retardace
s extrapyramidalnimi pfiznaky
asemblacni faktory BCS1L TTC19 encefalopatie, selhani jater,
kédované jadernou DNA tubulopatie, GRACILE syndrom,
Bjornstad syndrom
komplex IV strukturni geny COX1 COX2 COX3 encefalopatie, myopatie,
kédované mtDNA sideroblastickd anémie,
myoglobinurie, MELAS
strukturni geny COX6B1 COX412 infantilni encefalomyopatie
kédované jadernou DNA nebo exokrinni pankreaticka
insuficience a anémie
asemblacni faktory SURF1 SCO1 SCO2 LS, encefalopatie
kédované jadernou DNA COX10 COX15 kardiomyopatie, myopatie,
LRPPRC C2orf64 selhdni jater, tubulopatie
komplex V strukturni geny ATP6 ATP8 LS, NARP, kardiomyopatie
kédované mtDNA
strukturn{ geny ATPSE acidurie, laktitova acidéza,
kédované jadernou DNA mirnd mentalni retardace,
periferni neuropatie
asemblacni faktory ATP12 TMEM70 encefalopatie, laktatova

kédované jadernou DNA

acidéza, kardioencefalomyopatie

12



2.2 Farmakologicka lé¢ba mitochondrialnich onemocnéni

I pfes zna¢né pokroky v porozuméni etiologii a mechanismu MO neni v soucasné dobé
k dispozici uspokojiva 1écba. Terapie je zaméiena predevSim na symptomy onemocnéni,
jen v malé mife ovliviiuje pfi¢iny (El-Hattab et al., 2017). Kapitola se zabyva jak latkami,
které se pro 1éCbu jiz pouZivaji, tak latkami, které by pro tento icel mohly byt potenciondlné

vyuZzity, s hlavnim zaméfenim na latky podporujici biogenezi mitochondrii.

2.2.1 Latky podporujici biogenezi mitochondrii

Nepostradatelnou roli v prezivani bunék hraje mitochondridlni biogeneze (mitogeneze), coz
je rast a déleni jiz existujicich mitochondrii (Ventura-Clapier et al., 2008). Je regulovana
komplexem faktort. Rodina transkripcnich koaktivatori PGC koaktivuje jaderny respiracni
faktor 2 (NRF-2) a jaderny respiracni faktor 1 (NRF-1). NRF-1 a ustfedni reguldtor mi-
tochondridlni biogezene PGC-1«a aktivuji mitochondridlni transkripéni faktor A (TFAM),
zodpovédny za transkripci mitochondridlnich proteinti kédovanych jadernymi geny, které
zahrnuji jak strukturni proteiny, tak proteiny zapojené v transkripci, translaci 1 opraviach
mtDNA (Hock et Kralli, 2009; Scarpulla, 2008).

K aktivaci PGC-1ao miiZe dochazet nékolika zpisoby. AMP-aktivovand proteinova ki-
naza (AMPK) aktivuje PGC-1« fosforylaci. NAD dependentni deacetylaza sirtuin 1 (SIRT1)
aktivuje PGC-1a deacetylaci. Exprese a aktivita PGC-1«a je ddle kontrolovana receptory

aktivovanymi peroxizomovymi proliferatory (PPAR) (El-Hattab ef al., 2017).

2.2.1.1 AICAR

Aktivace AMPK v kosternich svalech zvySuje pfijem glukdzy, oxidaci mastnych kyselin
a mitochondridlni biogenezi. ZvySena aktivita AMPK ma dale za ndsledek fosforylaci a na-
slednou aktivaci PGC-1a (Jager et al., 2007). Jednou z latek schopnych aktivace AMPK je
5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid (AICAR) (Sullivan et al., 1994).

V ramci experimentii na mySich modelech postizenych mitochondridlnimi onemocné-
nimi bylo dokazéano, Ze pisobeni AICAR zvysuje oxidativni fosforylaci a mitochondridlni
biogenezi (Komen et Thorburn, 2014). Naptiklad u mysi s defektni aktivitou cytochrom c

oxiddzy (COX) vede aplikace AICAR k indukci exprese genl oxidace mastnych kyselin

13



a OXPHOS, a fosforylaci AMPK. Kromé toho AICAR koriguje sniZenou aktvitu COX
a aktivitu OXPHOS enzymd, coZ poukazuje na obecny nartst mitochondridlni biogeneze
(Viscomi et al., 2011; Komen et Thorburn, 2014). ZvySena mitochondridlni biogeneze a pro-
dukce ATP je zaznamendna také u fibroblastii odebranych pacientiim s deficienci komplexu

I (Golubitzky et al., 2011).

NH,

Obr. 1: Chemickd struktura AICAR.

2.2.1.2 All-trans-retinova kyselina

Vitamin A a jeho metabolity retinoidy moduluji rist a diferenciaci riiznych druhlG bunék
a tkani. Pozitivni efekt all-trans-retinové kyseliny (ATRA) byl pozorovan na linii mySich
adipocytt. Pisobeni ATRA zvySuje v adipocytech expresi gentli pro transkripcni faktory
ridici replikaci a transkripci mtDNA (napf. Tfam), jadernych koaktivatorti (PGC-1« a PGC-
13) a transkripénich faktord zajist'ujicich kontrolu mitogeneze (napf. Nrf2 nebo Pparc)

(Tourniaire et al., 2015).

Obr. 2: Chemicka struktura kyseliny all-trans-retinoveé.

2.2.1.3 Bezafibrat

Bezafibrat, latka bézné uZivana k 1écbé dislipidémie, ptisobi jako agonista PPAR. Vzorky
fibroblastli odebrané pacientiim s deficiencemi komplexu I, IIT a IV vykazovaly po aplikaci

bezafibratu zvysSenou aktivitu enzymu téchto komplext. ZvySeny byly také hladiny mRNA
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a proteinii podjednotek respiracniho fetézce, a u vice nez poloviny testovanych linii byl
zaznamendn vyrazny narust v aktivité deficientnich komplext (Bastin et al., 2008).

Pozitivni G¢inek bezafibratu byl zaznamenan u pacientl s deficitem karnitinpalmytoyl-
transferdzy II (CPT2). CPT2 je vzicna mitochodridlni porucha -oxidace dlouhych mast-
nych kyselin charakteristickd myalgii a intoleranci fyzické zatéZe. Pod4dvani bezafibratu pa-
cientim s CPT2 ma za ndsledek zvySenou oxidaci mastnych kyselin s dlouhym fetézcem,
zlepSeni fyzické aktivity a také sniZeni svalové bolesti (Bonnefont et al., 2010).

Cl

Q
o OH

Obr. 3: Chemicka struktura bezafibrdtu.

2.2.1.4 Epikatechin

Konzumace kakaa ma prokazatelné pozitivni Gcinky na lidské zdravi. Patii mezi né€ napf.
sniZzené riziko diabetu, hypertenze, infarktu myoakardu nebo ovlivnéni pocitu sytosti, ko-
gnitivnich funkci a ndlady (Katz et al., 2011). Epikatechin, flavonoid nachdzejici se ve vy-
soké koncentraci v kakau, ovliviiuje také mitochondrialni biogenezi. Diisledkem kombinace
cviCeni a podavani epikatechinu po dobu 15 dnl je u mysi vyssi odolnost viuci svalové
tinavé a vysS§i pocet mitochondrii. Nariist mitochondridlni biogeneze se projevuje zvysenou
hladinou proteint jako mitofilin, porin, proteiny ETC nebo mitochondridlni transkripni
faktor A (Nogueira et al., 2011).

Pozitivni efekt na mitochondridlni biogenezi je prokdzén také na endotelidlnich burikdch
skotu. Testovani bylo zaméfeno na méfeni aktivity citrdt syntdzy, jez je béZné pouZzivano
k hodnoceni oxidacni a respiracni kapacity a mitochondridlniho objemu v butikdch a tkdnich.
Stimulace mitochondridlnich funkci po aplikaci epikatechinu se kromé zvySeni aktivity citrat

syntazy o priblizné 30 % projevuje také zvySenou hladinou strukturnich mitochondridlnich

proteind (porin, mitofilin) a OXPHOS proteinid (komplex I a IT) (Moreno-Ulloa et al., 2013).
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V soucasné dobé probiha studie zkoumajici bezpecnost a ticinnost epikatechinu u pacientd

s Friedreichovou ataxii (El-Hattab et al., 2017).

HO I 0

OH

I OH

OH

Obr. 4: Chemickd struktura epikatechinu.

2.2.1.5 Hydroxytyrozol

U diabetickych pacienti a pacient s inzulinovou rezistenci dochazi k redukci klicovych fak-
torti mitochondridlni biogeneze (napf. PGC-1«), s ¢imZ je spojen pokles mitochondridlniho
metabolismu a produkce ATP (Mootha et al., 2003; Hammarstedt et al., 2003).
Stfedomorsky zpiisob stravovani, charakteristicky hojnym vyuZivanim olivového oleje,
je spojen s niz§im vyskytem kardiovaskuldrnich onemocnéni a rakoviny, jeZ patii k nejbéz-
n¢j$Sim komplikacim diabetu (Ortega, 2006). Hydroxytyrozol je fenolicka latka pfirozené
se vyskytujici v olivovém oleji, zndma pro své antioxidacni ucinky. Pisobenim hydroxyty-
rozolu na adipocyty dochdzi ke zvySené expresi centralniho faktoru mitochondrialni bioge-
neze - PGCla, NRF-1 a NRF-2, a TFAM, coZ m4 za ndsledek zvySeni obsahu mitochondri-
alni DNA a poctu mitochondrii. Dochazi k podpore mitochodriédlnich funkci, v€etné zvySeni
aktivity a proteinové exprese mitochondridlnich komplexi I, II, III a V. Spotieba kysliku je
zvySena, zatimco obsah volnych mastnych kyselin v adipocytech je sniZen. Hydroxytyrozol

je tedy schopen stimulaci biogeneze podporovat mitochondridlni funkce (Hao et al., 2010).

OH

HO
OH

Obr. 5: Chemicka struktura hydroxytyrozolu.
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2.2.1.6 Metformin

Metformin je jednou z nejbéZznéjsich latek, které jsou pouzivany k 1é¢bé diabetu. Mechanis-
mus jeho ptsobeni zatim nen{ zcela objasnén. Metformin je znamym aktivatorem AMPK, ale
pusobi také prostiednictvim mechanismi nezavislych na AMPK. Mezi né patii napt. indukce
mitochondridlniho stresu, inhibice mitochondridlnich ¢lunkl, zmény ve stfevni mikrobioté,
aktivace autofagie nebo indukce inkretinovych receptorti (Hur ef Lee, 2015).

Pokusy na krysach ukazuji, Ze poddvani metforminu mé za nésledek zvySeni aktivity
citrdt syntdzy, je zvySen obsah cytochromu c a prostiednictvim fosforylace AMPK i obsah

PGC-1a (Suwa et al., 2006).

NH NH2

A

‘ N NH;

Obr. 6: Chemickd struktura metforminu.

2.2.1.7 Quercetin

Flavonoid quercetin, hojné se vyskytujici v ovoci a zeleniné, m4 Siroké spektrum bioaktiv-
schopnost modulovat mitochondridlni funkce. Experimenty provedené na lidské nddorové
linii HepG2 dokazuji, Ze quercetin indukuje expresi aktivatorti mitochondridlni biogeneze
PGC-1a, NRF-1 a TFAM a zvySuje obsah mtDNA. (Rayamajhi et al., 2013).

Pozitivni vliv quercetinu na mitochondridlni biogenezi byl prokdzan také u krys v rdmci
studie zkoumajici protektivni vliv této latky na oxidativni stres vyvolany hlinikem. Poddvéani
quercetinu ma za nédsledek zvySeni hladin mRNA podjednotek kédovanych mitochondriél-
nimi geny - ND1, ND2, ND3, Cyt b, COX1, COX3, zvySena je i exprese jaderné kdédovanych
podjednotek ETC COX4, COX5A a COX5B. V oblastech hipokampu a corpus striatum je

vV s

pozorovana niZ§i hladina ROS a mitochondridlni oxidace (Sharma et al., 2015).

17



Obr. 7: Chemickd struktura quercetinu.

2.2.1.8 Resveratrol

Resveratrol je pfirodni polyfenolickd latka nachdzejici se v Sirokém spektru rostlinnych
druht, zejména ve slupce Cervenych hroznd, kterd je zndma svymi antioxida¢nimi a fyto-
estrogennimi vlastnostmi (Baur et Sinclair, 2006). Resveratrol je schopen aktivovat enzymy
sirtuiny vCetné sirtuinu 1 (SIRT1), ktery interaguje s PGC-1« a deacetyluje jej na nékolika
lyzinech. To mé za ndsledek aktivaci genii pro mitochondridlni oxidaci mastnych kyselin
(Gerhart-Hines et al., 2007).

Studie na mySich modelech ukazuji pozitivni efekt resveratrolu napt. na prodlouZeni
délky Zivota nebo pii ochrané proti metabolickému stresu (Komen et Thorburn, 2014).

Experimenty byly provedeny také na kulturdch primarnich fibroblastii odebranych paci-
entim s Parkinsonovou chorobou, jejiZ projevy jsou mimo jiné mitochondridlni dysfunknce
a oxidativni stres. Aktivaci SIRT1 a AMPK resveratrol reguluje energetickou homeostazu.
Daile aplikace resveratrolu zvysuje expresi fady PGC-1« cilovych gent, kterd vede ke zvy-
Seni oxidativni funkce mitochondrii, jez pravdépodovbné souvisi se snizenim oxidativniho
stresu a zvySenim mitochondridlni biogeneze. Pisobeni resveratrolu na fibroblasty ma déle
za nasledek zvySeni aktivit komplexu I a citrat syntdzy, spotfeby kysliku a produkce ATP,

zatimco obsah laktétu je snizen (Ferretta et al., 2014).

Obr. 8: Chemickd struktura resveratrolu.
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Obr. 9: Schéma indukce mitochondridlni biogeneze prostrednictvim PGC-1a po ovlivnéni
resveratrolem, bezafibrdatem a AICAR. PGC-l« je pri kalorickém nadbytku v neaktivnim
acetylovaném stavu. Pii omezeném pristupu kalorii nebo po cviceni vyusti nedostatek energie
ke zvysSeni poméru AMP/ATP a NAD+/NADH. Zvyseny pomér AMP/ATP md primy vliv na
aktivaci AMPK, kdy navdzdni AMP (nebo ADP) usnadnuje fosforylaci AMPK prostred-
nicvim nadrazenych kindz. Aktivovand AMPK primo fosforyluje PGC-1a, coZ bud’ primo
aktivuje tento koaktivdtor, nebo dojde k aktivaci prostrednictvim deacetylace za pomoci
SIRTI1. SIRTI vyZaduje pro svou aktivitu zvysenou hladinu NAD+. Jakmile je PGC-1a ve
své aktivni deacetylované formé, je schopen se podilet na aktivaci transkripce jadernych mi-
tochondridlnich genii prostiednictvim transkripcnich faktori véetné NRF1 a NRF2, sirotcich
nukledrnich receptorit ERRa, ERR3, ERR~ (ERRs), a PPAR«, PPAR[3, PPAR~. Ndsledné je
aktivovdna transkripce, translace a replikace DNA, tvorba podjednotek OXPHOS, enzymii
Krebsova cyklu (TCA) a oxidace mastnych kyselin (FAO). To v konecném dusledku vede
k proliferaci mitochondrii a zvétSovdni mitochondridlni hmoty. Resveratrol je aktivdatorem

SIRTI. Presny mechanismus aktivace neni zcela zndm, ale nakonec vede k aktivaci drdhy
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PGC-1a prostiednictvim zvysené deacetylace koaktivdtoru. AICAR je fosforylovian na ZMP
analog, AMP mimetikum, a miiZe primo aktivovat AMPK, prostiednictvim podpory fosfory-
lace za pomoci nadrazenych kindz. Aktivace AMPK zpiisobi fosforylaci PGC-1« a aktivaci
SIRT-1 prostiednictvim AMPK-indukovaného zvyseni poméru NAD+/NADH. Bezafibrdt ja-
koZto agonista PPAR je schopen aktitovat expresi PPAR-regulovanych genii. To zahrnuje
expresi PGC-1a pres PPAR odpovédné elementy v promotorové oblasti (prevzato a upraveno

z Komen et Thorburn, 2014).

2.2.1.9 RTA 408

RTA 408 je synteticky izoprenoid aktivujici NRF2. V mySich modelech postiZenych laterdlni
amyotrofickou skler6zou RTA 408 zvySuje hladinu glutathionu a mitochondridlni biogenezi
(Neymotin et al., 2011). V soucasné dobé probiha studie aplikace RTA 408 u pacientt
s mitochondridlnimi myopatiemi (El-Hattab et al., 2017).

N

C

Obr. 10: Chemickd struktura RTA 408.

2.2.1.10 SRT2104

Podobné jako resveratrol je SRT2140 aktivatorem SIRT1. V predbéZnych testech se star§Simi
(60 - 80 let) dobrovolniky se latka SRT2140 ukézala jako vysoce G¢innd a bezpecnd. U pa-
cientd uzivajicich SRT2140 je patrné zvyseni ADP a rychlejsi obnoveni hladiny kreatinu
po fyzické namaze, coz je v souladu s celkovym zvySenim mitochondridlnich funkci (Libri

etal.,2012).
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Obr. 11: Chemickd struktura SRT2104.

2.2.1.11 Thiazolidindiony

Thiazolidindiony (TZD; napft. ciglitazon, pioglitazon, rosiglitazon), agonisté PPAR~, patii
do rodiny inzulinovych senzitizérti, které se bézné pouzivaji k 16cbé diabetu typu 2 (Saltiel
et Olefsky, 1996).

Aplikace pioglitazonu a ciglitazonu na endotelidlni buriky pupecnikové $itliry sniZuje
hyperglykemii indukovanou produkci ROS. Obé¢ latky také vyrazné zvySuji expresi PGC-
la, zvySeny jsou 1 hladiny mRNA NRF-1 a TFAM. Stejné tak dochdzi ke zvySeni mito-
chondridlni denzity a obsahu mtDNA (Fujisawa et al., 2009). Pfiznivy efekt pioglitazonu
byl prokdzan také u adipocytl diabetickych pacientd. Pisobeni pioglitazonu opét vyrazné
zvySuje pocet mitochondrii a expresi genl zapojenych v mitochondrialni biogenezi véetné
PGC-1a a TFAM (Bogacka et al., 2005). Podobny stimulacni efekt na mitochondridlni
biogenezi byl prokazan také u mys$ich adipocyti pri pouZiti rosiglitazonu (Pardo et al., 2011;

Rong et al., 2011).
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Obr. 12: Chemické struktury ciglitazonu (a), pioglitazonu (b) a rosiglitazonu (c).
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2.2.1.12 Ursolova kyselina

Kyselina ursolova je pfirodni triterpen béZné se nachéazejici v riznych druzich ovoce a zele-
niny. Pisoben{ kyseliny ursolové na linii mysich myoblastd stimuluje aktivitu citrat syntazy,
mitochondridlni produkci ATP, fosforylaci AMPK, déle je zvySena exprese TFAM a COX
(Chen et al., 2017).

Obr. 13: Chemickd struktura kyseliny ursolové.

2.2.2 Latky podporujici funkci elektronového transportniho retézce

Latky, jejichz cilem je zvySeni funkce ETC, miZeme rozdélit do dvou skupin - latky podpo-
rujici prenos elektronti (CoQ10, idebenon, riboflavin) a latky zvySujici dostupnost substratd

ETC (dichloracetat, thiamin).

2.2.2.1 Dichloracetat

Pyruvatdehydrogendza kindzy jsou enzymy, které prostrednictvim reverzibilni fosforylace
inhibuji pyruvatdehydrogendzovy komplex v mitochondriich. Dichloracetat inhibici téchto
enzymi predchazi inaktivaci pyruvatdehydrogenazy (Kato et al., 2007). Diky tomu nasledné
dochdzi ke zvySeni katabolismu pyruvatu, ktery je spojen se zmirnénim laktatové acidozy,
jez doprovazi mnoho MO. Dichloracetét byl pouzit pro 1é€bu laktatové acidozy v nékolika
ptipadech (Parikh et al., 2009).

Studie na détskych pacientech trpicich kongenitdlni laktatovou acidézou ukdzala, Ze
dichloracetat je pacienty dobfe tolerovan a snizuje hladinu laktatu v krvi, avSak jiné pozitivni
uc¢inky, napt. zlepSeni neurologickych funkci, nebyly pozorovany (Stacpoole et al., 2006).
V dalsi studii byl zkouman vliv dichloracetdtu na pacientech rizného véku, ktefi trpéli riz-

nymi MO (Leightiv syndrom, MELAS, Pearsontiv syndrom, encefalomyelopatie a Kearns-
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Sayrtiv syndrom). Opét byla prokdzana snizena hladina laktatu, vySetfeni neurologickych
funkei (napf. zrak, svalovy tonus, funkce hlavovych nervi, hluboké §lachové reflexy atd.)
ukdzalo jejich stabilizaci nebo mirné zlepSeni (Barshop et al., 2004).

Q

o

Obr. 14: Chemickd struktura dichloracetdtu.

2.2.2.2 Idebenon

Leberova hereditarni opticka neuropatie (LHON) je jedna z nejbéZnéjSich mitochondrial-
nich poruch. Zplsobuje nevratnou slepotu a md tak dramaticky dopad na kvalitu Zivota
(Kirkman et al., 2009). V klinickych testech byl pro 1écbu LHON pouZit idebenon, analog
CoQ10. Ackoli primarni vysledky neukazaly staticky vyznamné zlepSeni stavu pacientd,
nasledna post hoc analyza naznacila, Ze idebenon miZe chranit pred dal$im zhorSenim zraku.
Idebenon je bezpecny a pacienty dobfe tolerovany (Klopstock et al., 2011). Dalsi studie
na LHON pacientech dokazuje, Ze idebenon muzZe zabranit ztraté barevného vidéni, a to

zejména u pacientli s bezprostfednim rizikem dalsi ztraty zraku (Rudolph et al., 2013).

HO o

Obr. 15: Chemickd struktura idebenonu.

2.2.2.3 Koenzym Q10

Koenzym Q10 (ubichinon, CoQ10) je lipofilni sloZkou bunécnych membrin, ve kterych
funguje jako prenase¢. DileZitou roli hraje zejména v elektronovém transportnim fetézci,
kde se ucastni prenosu elektronti z komplexi I a II na komplex III. Je to jediny antioxidant

rozpustny v tucich, ktery si Zivo¢isné bunky syntetizuji de novo (Potgieter et al., 2013).
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Primarni deficience CoQ10 je zpisobena mutacemi enzymu ucastnicich se jeho bio-
syntézy (Quinzii et al., 2007). Podavani CoQ10 ma u deficientnich pacientli za néasledek
normalizaci hladiny CoQ10, obnoveni elektronového toku a zvySeni hladiny mitochondri-
dlnich enzymi (Di Giovanni et al., 2001). Mozné priznivé ucinky byly oCekdvany také
u pacienti s dalsimi MO, kdy se predpokladalo, ze podavani CoQ10 by mohlo zlepsit
ucinnost prenosu elektrond transportnim fetézcem. Studie s pacienty trpici mitochondridln{
cytopatif v§ak tyto domnénky zcela nepotvrdila. Podavani CoQ10 v mnozstvi 1200 mg/den
po dobu 60 dni mélo pouze nepatrny, nebo Zadny vliv na méfené parametry jako je aerobni
kapacita, sila nebo koncentrace klidového laktatu (Glover et al., 2010). Lepsiho efektu by
mohlo byt potenciondlné dosaZeno pfi pouZiti redukované formy CoQ10 - ubiquinolu, ktery

se vstiebdva 3 - 5x 1épe nez oxidovany CoQ10 (Parikh ez al., 2009).

0

Obr. 16: Chemickd struktura ubichinonu.

2.2.2.4 Riboflavin

Riboflavin (vitamin B2) slouZi jako prekurzor flavoproteini a je tedy kliCovym stavebnim
prvkem komplext I a II. Mirného zlepSeni stavu bylo po poddvani riboflavinu dosazeno u pa-
cientd s deficiencemi komplexi I a II. U dvou détskych pacientt s deficiencemi komplexu II
1écba riboflavinem mirné zlepsila jejich neurologicky stav, nebo ho minimélné stabilizovala.
Zatimco aplikace riboflavinu na fibroblasty téchto pacienti dvojndsobné zvysovala aktivitu
komplexu II, v kontrolnich bunikach k podobnému efektu nedoslo (Bugiani et al., 2006).
Riboflavin byl dspésné podavan také pacientovi s deficienci komplexu I zplisobenou
mutacemi v ACAD-9 genu, ktery kdduje FAD-obsahujici flavoprotein. Lécba riboflavinem
pomohla zlepsit svalovou silu a redukovat obsah laktitu v plazmé. In vitro experimenty

s fibroblasty pacienta ukdzaly zvySenou aktivitu komplexu I (Garone et al., 2013).
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Obr. 17: Chemickd struktura riboflavinu.

2.2.2.5 Thiamin

Stejn€ jako dichloracetat zvysuje thiamin (vitamin B1) aktivitu pyruvatdehydrogendzy, ¢imz
je zvySena oxidace pyruvdtu a tvorba redukovanych kofaktori (NADH a FADH2). Vitamin
B1 byl poddvan c¢lentim rodiny, ktera trpéla MELAS syndromem a deficienci thiaminu.
Lécba méla za ndsledek sniZzeni koncentrace laktatu a pyruvatu v krvi, a zlepSeni priznakil
myopatie (Sato et al., 2000).

Multiorganové postiZeni charakteristické pro MO zptisobuje u nékterych pacienti vetsi
nichylnost ke spAnkovym poruchdm (Manni et al., 1991). Podani kombinace thiaminu, kar-
nitinu, CoQ10, a vitamind C a E vedlo ke zlepSeni stavu spankové apnoe u pacientd s Lei-

ghovym syndromem (Mermigkis et al., 2013).

D “‘/g,,\/
Obr. 18: Chemickd struktura thiaminu.

2.2.3 Kreatin

Kreatin je v mitochondriich fosforylovdn na fosfokreatin, ktery se v bunikdch vyskytuje
v koncentracich vyznamné ptrevysujicich koncentrace ATP a umoziuje rychlou recyklaci
ATP z ADP. Proto kreatin plsobi jako intracelularni pufr pro ATP a dodava energii pro pohyb

vysokoenergetickych fosfatii z mitochondrii do cytoplazmy, kde je energie vyuZita. Nejvyssi
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koncentrace kreatinu se nachdzeji ve tkdnich s vysokym energetickym poZadavkem, napf. v
mozku a svalech (Parikh et al., 2009).

SniZené hodnoty kreatinu byly pozorovany u pacientli s mitochondridlnimi myopatiemi
a encefalopatiemi (Tarnopolsky et Parise, 1999; Moroni et al., 2002). Ukézalo se, Ze dopliio-
vani kreatinu m4 u pacientli s mitochondridlnimi myopatiemi za nasledek zlepSeni pracovni
kapacity a vétsi fyzickou silu (Tarnopolsky, 2011).

NH

Obr. 19: Chemickd struktura kreatinu.

2.2.4 Antioxidanty

Béhem procesu OXPHOS je mala ¢4ast kysliku ¢aste¢né redukovédna a preménéna na ROS
(superoxid a peroxid vodiku), které mohou byt pro buiiku toxické. Ke zvySeni produkce ROS
dochazi pfi zpomaleni/blokadé pritoku elektrontt ETC. Zvysend produkce ROS v MO miiZe
vyustit v poskozeni DNA, proteinid a lipidi, coZ potenciondlné vede k dal$im poSkozenim
buiiky a bunéénym dysfunkcim (Balaban et al., 2005). Dal§imi z latek, které se pouZzivaji
pro 1écbu MO jsou antioxidanty, které zmiriiuji icinek nadmérné produkce ROS ptitomné

u téchto onemocnéni.

2.24.1 EPI-743

EPI-743 (vatiquinon) je para-benzochinonovy analog s vylepSenymi farmakologickymi vlast-
nostmi, ktery poméaha burky chrénit proti bunéénému stresu a starnuti (Shrader et al., 2011).
Studie s EPI-743, provadénd u pacientl s riznymi MO (napr. Leighv syndrom, MELAS),
prokazala zlepSeni klinickych pfiznakt a modifikaci progrese onemocnéni u vice nez 90 %
pacientd (Enns et al., 2012).

Vliv EPI-743 byl pozorovan také u détskych pacientti s Leighovym syndromem. Terapie
vedla ke zlepSeni neurologickych a neuromuskularnich vlastnosti, a stabilizaci a zvraceni

progrese onemocnéni (Martinelli et al., 2012). V dalsi oteviené studii EPI-743 zastavil pro-
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gresi onemocnéni a zvratil ztratu zraku u vétSiny pacientli s LHON (Sadun et al., 2012).

V soucasné dobé probihd nékolik dalsich studii zkoumajicich vliv EPI-743 na MO.

Obr. 20: Chemickd struktura EPI-743.

2.2.4.2 Donory cysteinu

Na dostupnosti cysteinu zavisi syntéza glutathionu, ktery je jednim z hlavnich intracelular-
nich antioxidantd. SniZend hladina glutathionu, ktera je pfitomna u nékterych MO, muze byt
obnovena po poddvani donort cysteinu. Jednim z takovych je napiiklad na syrovitce zalo-
Zeny doplnék stravy obsahujici glutamylcystein. Poddvani tohoto doplitku zdravym jedincim
mélo za néasledek zvySeni jejich svalového projevu (Lands et al., 1999). Stejny doplnék byl
pouZzit i ve studii s pacienty s MO (napf. s progresivni externi oftalmoplegii), u kterych
vyrazné sniZil droven oxidativniho stresu (Mancuso et al., 2010).

Potenciondlnimi 1éCivy jsou také cystein a N-acetylcystein, které mohou mit prospésné
ucinky u vybrané podskupiny jedinct s defekty v mitochondridlni translaci. Pozitivni i¢inky
cysteinu byly pozorovany u jedincti s mutaci zasahujici mitochondridlni transferové RNA.
U N-acetylcysteinu byl pozorovéan pozitivni efekt na mitochondridlni translaci u fibroblastd
s mutacemi v genech TRMU a MTO1 (Bartsakoulia et al., 2016).

Dalsi z latek, ktera je schopna zvySovat intraceluldrni hladinu glutathionu je cysteamin,

latka, které je vyuzivana k 1é€bé cystindzy (Besouw et al., 2013).

CH
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Obr. 21: Chemické struktury glutamylcysteinu (a), cysteinu (b), N-acetylcysteinu (c)

a cysteaminu (d) .

2.2.4.3 Kyselina lipoova

Kyselina lipoovd funguje jako silny antioxidant sniZujici oxidaci LDL (Marangon et al.,
1999). Pti 1€cbé MO se kyselina lipoova Casto podava spolecné s dal$imi antioxidanty jakymi
jsou vitamin C nebo E (Parikh et al., 2009).

Kombinace kyseliny lipoové, CoQ10 a kreatin monohydratu byla studovdna u pacientli
s riznymi MO (napf. MELAS, Kearns-Sayrav syndrom). Terapie vede ke sniZeni plazmatic-
kého laktatu a markerd oxidativniho stresu, doslo k utlumeni poklesu svalové sily (Rodriguez
et al., 2007).

o]

Obr. 22: Chemickd struktura kyseliny lipoové.

2.24.4 Vitaminy CaE

Kombinace vitamind C a E, a kyseliny lipoové je Casto pouzivana pii terapii MO jako sou-
cast tzv. mitochondridlniho koktejlu. Podobné jako u vySe zminénych latek existuje nékolik

klinickych studii, které zjistily maly pfinos téchto latek v terapii MO (Enns, 2014).

Obr. 23: Chemické struktury vitaminu E (a) a vitaminu C (b).
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2.2.5 Aminokyseliny obnovujici produkci oxidu dusnatého

Kromé sniZzené produkce energie je pro MO charakteristicka deficience oxidu dusnatého
(NO). Ukazuje se, zZe tento nedostatek hraje vyznamnou roli v patogenezi riznych kom-
plikaci spojenych s MO jakymi jsou myopatie, epizody podobné mrtvici, diabetes nebo

laktatova acidéza (El-Hattab et al., 2017).

2.2.5.1 Arginin a citrulin

Aminokyseliny citrulin a arginin funguji jako prekurzory NO a mohou tak byt vyuZity pfi
obnové jeho produkce. NiZsi koncentrace metaboliti NO byly prokdzany zejména béhem
epizod podobnych mrtvici u pacientd s MELAS syndromem (Koga et al., 2007). Intravendzni
podéavani argininu pacientim béhem téchto epizod vede ke zlepSeni klinickych symptomii,
které jsou s nimi spojeny. Ordlni poddvani argininu v interiktalnim obdobi sniZuje frekvenci
a zavaznost epizod Koga et al. (2005, 2007).

Suplementace citrulinu mé za nésledek vyssi produkci NO neZ suplementace argininu.
Citrulin se tak v porovnéni s argininem jevi jako 1écivo s lepSim terapeutickym ucinkem

(El-Hattab et al., 2012).

Obr. 24: Chemické struktury argininu (a) a citrulinu (b).

2.2.6 Latky poskytujici ochranu kardiolipinu

Kardiolipin je unikétni fosfolipid, ktery se vyskytuje vyhradné na vnitini mitochondridlni
membrané. Podili se na tvorbé mitochondridlnich krist a organizaci respira¢nich komplext
do superkomplexii, coZ usnadniuje prenos elektrond a produkci energie. DileZitou roli hraje
také v ukotveni cytochromu c¢ do vnitini membrany usnadiujici prenos elektronil z komplexu
III na komplex IV (Schlame er Ren, 2009). Kardiolipin je velmi ndchylny k oxidativnimu
poskozeni diky jeho vysokému obsahu nenasycenych mastnych kyselin a jejich umisténi

blizko mista produkce ROS. Oxidace kardiolipinu zptisobuje rozruseni kardiolipin bohatych
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domén na vnitini membréané, coz vede ke ztraté zaktiveni membrany a krist. Oxidace kardi-
olipinu také rozrusuje superkomplexy, cytochrom c se oddéli od vnitini membrany a to vede

k poSkozeni OXPHOS a tvorby energie (Paradies et al., 2010).

2.2.6.1 Elamipretid

Elamipretid (SS-31) je tetrapeptid, ktery se selektivné vdZze na kardiolipin prostfednictvim
hydrofobnich a elektrostatickych interakci. Inhibici oxidace kardiolipinu chrani elamipretid
kristy a podporuje OXPHOS (Szeto, 2014). Pozitivni vysledky elamipretidu byly zazname-
nany u pacientd s mitochondridlni myopatii, kdy doslo ke zlepseni vzdélenosti v testu chlize

(El-Hattab et al., 2017).

NH;

Obr. 25: Chemickd struktura elamipretidu.
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3 Materialy a metody

3.1 Seznam pouZzitych pristroju, zarizeni a chemikalii

3.1.1 Kultivacni plasty

kultivacni desticka 96-jamkova
kultivacni desticka 384-jamkova Cellcarrier

kultivaéni misky (primér 10 cm)

3.1.2 Pristroje a zarizeni

analyzér luminiscence FLA-7000

automatické pipety

automaticky mikroskop CellVoyager CV8000
automaticky mikroskop Operetta

Biirkerova komtirka

CO,; inkubdtor MCO-18AIC

destickovy spektrofotometr

dokumentacni systém (CCD kamera)
elektroforetickd sestava Mini-Plus
elektroforeticky zdroj EC 105

elektroforeticky zdroj EC 3000P

flowbox s vertikdlnim proudénim vzduchu TC 48
fluorescencni reader pro mikrotitracni desticky
chlazend centrifuga BR4i

mikroskop IX51

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

PCR cycler CFX96™ Real-Time System
stolni centrifuga Mini Spin

sestava pro elektroforézu a blot Mini-PROTEAN
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TPP
PerkinElmer

TPP

FUJIFILM

Eppendorf

Yokogawa

Perkin Elmer

Marienfeld

SANYO

Sunrise (Tecan)

LAS-4000 (FUJIFILM)
Hoefer

E-C Apparatus Laboratories
E-C Apparatus Laboratories
Gelaire, Flow Laboratories
Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems)
Jouan

Olympus

Thermo Scientific

Bio-Rad

Eppendorf

Tetra System (Bio-Rad)



spektrofotometr EnSpire™ Multimode Plate Reader
systém pro davkovani kapalin Echo 555
termomixér Thermomixer Comfort
trepaci inkubétor Mixing Block MB-102
trepacka KS 260 Basic

ultrazvuk HD 2200

ultrazvukova ldzent RK31

vahy 440-33N

vortex Minishaker MS2

vortex V-1 Plus

vyveéva KIF LAB

zdroj svétla TH4-200

3.1.3 Chemikalie

akrylamid (AA)

acetdt sodny

agaréza

aprotinin

bromfenolovd modf

destilovana voda

Calcein-AM

dimetylsulfoxid (DMSO)

DNA hmotnostni standard 50 bp
dodecylsiran sodny (SDS)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
etylendiamintetraoctové kyselin (EDTA)
etylenglykoltetraoctové kyselina (EGTA)
etanol 70%, 96%, 100%

fetalni sérum
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Perkin Elmer

Labcyte Inc.

Eppendorf

BIOER

IKA

BANDELIN SONOPLUS
BANDELIN SONOREX
Kern

IKA

Biosan

Laboport

Olympus

SERVA Electrophoresis
Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
LRR Olomouc
Sigma
Sigma-Aldrich
BioSystems
Lach Ner s.r.o.
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lach Ner s.r.o.

Sigma-Aldrich



glutamin Sigma

Hoechst 33342 Thermo Fisher Scientific
hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma-Aldrich
chloroform Sigma-Aldrich
izopropanol Sigma

Large DNA ladder BioSystems

luminol Femto Thermo Scientific
2-merkaptoetanol SERVA

N, tekuty dusik Linde

n-butanol Sigma-Aldrich
N,N’-metylenbisakrylamid (MBAA) SERVA Electrophoresis
penicilin-streptomycin roztok Sigma-Aldrich

persiran amonny (APS) SERVA Electrophoresis
Ponceau S Sigma-Aldrich
tetrametyletylenediamin (TEMED) Sigma-Aldrich
tetramethylrhodamin metylester (TMRM) Cayman

TRIS SERVA Electrophoresis
TRITON X-100 Sigma-Aldrich

Trypsin Sigma-Aldrich

Tween 20 MP

3.1.4 Enzymy a soupravy pro praci s nukleovymi kyselinami

E.Z.N.A.(® Tissue DNA Omega Bio-tek
KiCqStart® qPCR ReadyMix™ Sigma-Aldrich

3.1.5 Roztoky

e AA+Bis roztok (200 ml): 58,4 g AA; 1,6 g Bis+AA (rozpusténo v objemu 200 ml
H,0)

e APS 10%: 0,1 g APS; 1 ml H,O
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blotovaci pufr 10x: 30,3 g TRIS + 144 g Glycin + 1 1 H,O

DNA nanéseci pufr 10x: 25 mg bromfenolova modf; 1 ml 10% SDS; 7 ml H,O; 3 ml

glycerol
EDTA 0,5 mM (500 ml): 0,073 g EDTA; 450 ml PBS

EGTA 0,5% (500 ml): 2,5 g EGTA; 500 ml PBS; uprava pH na 7,2; ptefiltrovdno pres
0,22 pm filtr

ELFO pufr 10x (11): 30,24 g TRIS; 144 g glycin; 10 g SDS

kultivacni médium DMEM 10% (500 ml): 440 ml DMEM; 50 ml fetalni sérum; 5 ml

penicilin-streptomycin roztok; 5 ml glutamin

lyzacni pufr: 1 ml RIPA pufr; 1 1 1000 leupeptin; 1 pl 1000 x aprotinin; 10 gl 100x
PMSF; 1 pl IM DDT

PBS (1 1): 3,58 g Na,HPO, . 12 H,0; 0,2 g KH,POy; 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 950 ml
H,O; dprava pH na hodnotu 7,4; doplnéni do 1 1, ptefiltrovani pies 0,22 pm filtr

SDS 10% : 5 g SDS + 50 ml H,O

SDS 5x (10 ml): 3,1 ml IM TRIS pH 6,8 + 1 g SDS + 5 ml Glycerol + 0,5 ml 1% BPB
+ 0,5 ml

TAE pufr 10x (0.5 1): 199,8 ml 1M TRIS pH 8,8; 8 ml koncentrované ledové octové
kyseliny; 10 ml 0.5M EDTA (tprava pH na hodnotu 8 a doplnéni H,O do 0,5 1)

TBS: 4,84 ¢ TRIS; 58,44 g NaCl; 1 1 voda; dprava pH na hodnotu 7,5; doplnéni do 2 1
TRIS pH 6,8: 24,23 g 1M TRIS; 200 ml HCI

TRIS pH 8,8: 48,46 g IM TRIS; 400 ml HCI
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3.1.6 Testované latky

V ramci praktické ¢asti diplomové prace byly testovdny tyto latky:

AICAR 5-amino-1-[(2R,3S,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymetyl)oxolan-2-yl]-
imidazol-4-karboxamid

BAP NS-benzyladenin

kinetin NO-furfuryladenin

kinetin ribosid  N®-furfuryladenosin

iP Né-isopentenyladenin

metformin 3-(diaminometyliden)-1,1-dimetylguanidin

rosiglitazon 5-((4-(2-metyl-2-(pyridinylamino)etoxy)fenyl)metyl)-2,4-thiazo-
lidinedion-2-butenediodt

trans-zeatin 6-(4-hydroxy-3-metylbut-2-enylamino)purin

orto-topolin 6-[(2-hydroxybenzyl)amino]purin

meta-topolin  6-[(3-hydroxybenzyl)amino]purin

para-topolin  6-[(4-hydroxybenzyl)amino]purin

3.1.7 Primery

e B2M_F: 5"-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3"
e B2M_R: 5"-TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT-3"

e CO3_F: 5"-ACCATTTCCGACGGCATCTA-3"

e CO3_R: 5-GTTGGCGGATGAAGCAGATAGT-3"

e CYB_F: 5"-CCCTAGCCAACCCCTTAAACA-3"

e CYB_R: 5-TTAGAATGAGGAGGTCTGCGG-3~

e FRA_F: 5-TCATTCATTCTGCTGGCCCT-3"

e FRA_R: 5"-GGCCGTTTAACTACCTCTTG-3"

e MT-TL1_F: 5-CACCCAAGAACAGGGTTTGT-3"
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e MT-TL1_R: 5"-TGGCCATGGGTATGTTGTTA-3"
e NDI1_F: 5"-ACGGGCTACTACAACCCTTC-3"

e NDI1_R: 5"-GCCTAGGTTGAGGTTGACCA-3"

3.1.8 Protilatky

Byla pouzita souprava AMPK and ACC Antibody Sampler Kit (Cell Signaling Technology).

e 40H9 kralici protilatka proti fosfo-AMPKa (Thr172), fedéni 1:1000

DS5AZ2 kralici protilatka proti AMPKe, fedéni 1:1000

krali¢i protilatka proti fosfo-AMPK/1 (Ser182), fedéni 1:1000

57C12 kralici protilatka proti AMPK51/2, fedéni 1:1000

sekundarni koz{ protilatka rozpozndvajici krali¢i imunoglobulin konjugované s kieno-
vou peroxiddzou
3.1.9 Biologicky material

e ARPE-19 - imortalizované lidské retindlni burnky

e BJ - lidské koZni fibroblasty

e HaCaT - diferencované imortalizované lidské kozni keratinocyty

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Kultivace bunék

Bunécné linie byly kultivovany v kultivacnich miskdch umoZziujicich pfichyceni adherent-
nich linii. Kultivace probihala v médiu DMEM obsahujicim 10 % fetalniho bovinniho séra,
glutamin o findlni koncentraci 3,97 M, antibiotika streptomycin (100 pg/ml) a penicilin
(100 TU/ml). Kultivace probihala v inkubdtoru za téchto podminek: 36,5 - 37,5 °C, podil
CO, v atmosféfe 5,5 % a 100% relativni vlhkost vzduchu. PasdZovéani bunék probihalo
pti asi 80% konfluenci. Manipulace s bunéénymi liniemi probihala ve sterilnim prostiedi

laminarniho boxu.
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3.2.2 Priprava bunék na experimenty

Z kultivacnich misek bylo odsdto médium a bunky byly omyty 2 ml EGTA (0,5 mM). Po
odsati EGTA byl k buiikdm pfiddn 1 ml trypsinu (0,5 g praseci protein/1 1 média) k uvolnéni
bunék. Misky byly po dobu ptisobeni trypsinu umistény do inkubatoru. Po uvolnéni byly
buriky opldchnuty 4 ml média a pfeneseny do zkumavky. Buriky byly stoCeny na centrifuze
pti laboratorni teploté (1 000 g, 5 min). Po odsati supernatantu byl pelet resuspendovdn
v 5 ml média. Na Biirkerovu komiirku bylo naneseno 10 1 bunécné suspenze a buiiky byly
spocitany. Nasledné byla suspenze vhodné nafedéna médiem na pozadovanou koncentraci
a buiikky byly nasazeny do kultivacnich lahvi nebo mikrotitracnich desek. Teplota média
i roztokil byla vzdy asi 37 °C.

Nésledujici den byly k bunikdm v miskach pridany testované latky rozpusténé v DMSO,
jehoZz obsah byl obvykle nizsi nez 0,1 %. Ve stejném objemu jako testované latky bylo ke

kontrolnim buiikdm pfiddano DMSO. Délka inkubace byla volena podle typu experimentu

(imunodetekce 6 h, real-time PCR 48 h, SRB test 3 dny, mikroskopické experimenty 3 dny).

3.2.3 Sklizeni bunék

Z kultivacnich misek bylo odsidto médium a bunky byly oplachnuty 10 ml vychlazeného
1x PBS. Po odsati bylo k buitkdm opét napipetovano 1x PBS v objemu 10 ml a buriky do
néj byly seskrdbany a preneseny do zkumavek. Ty byly stoCeny na centrifuze (1200 g, 5
min, 4 °C), ndsledovalo odsati supernatantu a pelet byl resuspendovén v 5 ml vychlazeného
1x PBS. Bunky byly opét zcentrifugovany (1200 g, 5 min, 4 °C). Po odsati supernatantu
byly vzorky ve zkumavce ponofeny do tekutého dusiku a poté umistény do -80 °C. VeSkera

manipulace se vzorky probihala na ledu.

3.2.4 Priiprava proteinovych lyzatua

Pro lyzovani bunék byl nejprve pfipraven lyzacni roztok dle tabulky (viz tab. 3).

Na zédkladé velikosti peletu byl do zkumavky pfidan lyzacni roztok, ve kterém byl pe-
let resuspendovan. Nésledovala 30 minutovd inkubace na ledu, béhem niZ byl pelet znovu
resuspendovan. Nasledné byla suspenze stoCena na centrifuze (13300g, 30 min, 4 °C). Su-

pernatant byl ptfepipetovdn do nové mikrozkumavky, objem odebraného supernatantu byl
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Tab. 3: SloZeni lyzacniho roztoku.

Objem [ul]
RIPA 984
100 mM PMSF 10
IM DTT 1
1000 aprotinin 1
1000 x leupeptin 1
NaF 2
Na, VO, 1

zaznamenan. Pomoci metody Bradfordové byla stanovena celkovd koncentrace proteint.
Aby bylo docileno stejné koncentrace u vSech vzorkl, bylo k nim pfiddno odpovidajici
mnoZstvi lyzacniho pufru a 4x SDS s merkaptoetanolem. Mikrozkumavky s lyzéty byly
zdenaturovany v termobloku (95 °C, 3 min). Vzorky byly poté uloZeny do mrazaku (- 80
°C).

3.2.5 Elektroforeticka separace a westernovy prenos

Separace probihala pomoci vertikdlni SDS PAGE elektroforézy. Nejprve byly pfipraveny
gely podle tab. 4. Objem vzorku pipetovaného do jamek gelu zélezel na koncentraci pro-
teintl. MnoZstvi proteinu aplikované do jamek bylo v rozmezi 25 - 40 ug. Do prvni jamky
byl napipetovdn hmotnostni proteinovy standard. Separace probihala pfiblizné 2 hodiny pfi
napéti 70 - 120 V v 1x ELFO pufru.

Po dokonceni elektroforézy byly proteiny preneseny na nitrocelul6zovou membréanu za
pomoci western blottingu. Blotovani probihalo po dobu 2 hodin pfi napéti 270 mA v bloto-
vacim apardtu. Ndsledné byla membrana s proteiny barvena v roztoku Ponceau S po dobu

5 minut, oplachnuta destilovanou vodou a ususena.
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Tab. 4: SloZeni déliciho a zaostrovaciho gelu.

Délici 12,5% gel Zaostrovaci 5% gel

Objem [ml] Objem [ml]
H,O 0,97 1,75
AA + MBAA 1,95 0,42
Tris pH 8,8 /6,8 1,75 0,31
TEMED 0,0031 0,0025
10% SDS 0,047 0,025
10% APS 0,0187 0,015

3.2.6 Imunodetekce

Membréana s prenesenymi proteiny byla vhodné nafezdna prouzky podle velikosti cilového
proteinu a poté na tfepacce opldchnuta v PBS do uplného odbarveni. Potom byla membréana
blokovédna na kyvacce v 5% mléku v PBS nebo 5% BSA v TBS s 0,1% Tween 1 hod pfi
laboratorni teploté. Po opldchnuti membrany v PBS na ni byla nanesena primérni protildtka
nafedénd v BSA podle potteby (100 - 2000x). Inkubace s protildtkou probihala pfes noc
v uzaviené vlhké komirce v lednici. Po ukonéeni inkubace byla membrana promyta na
kyvacce 5 minut v PBS, 5 minut v PBS s Tweenem, 5 minut v PBS a 10 minut v PBS.
Membréana byla umisténa na parafilm a byla na ni nanesena sekundéarni protilitka znacena
kfenovou peroxidazou naredénd v PBS s Tweenem (fedéni 1:1000), inkubace probihala
1 hodinu. Nésledné byla membrana promyta stejnym zptsobem jako po aplikaci primédrni
protilatky. Na osuSenou membranu byl poté nanesen roztok luminol/peroxid (1:1). Pomoci

CCD kamery byly v riznych casech (1 s - 1 hod) zachyceny fotografie signalu.

3.2.7 Izolace DNA pomoci soupravy E.Z.N.A.[®) Tissue DNA

Pred samotnou izolaci byly vzorky bunék promyty v PBS. Izolace byla zahdjena pfidanim
protedzového roztoku ke vzorku. K odstranéni RNA bylo ke vzorku pfiddno 4 pl nebo 6 ul
RNAsy v zdvislosti na mnoZstvi vzorku. Nasledné bylo pfiddno 220 pl BL pufru. Po 10
minutové inkubaci pfi 70 °C bylo ke vzorku pfidano stejné mnoZzstvi (220 pl) 100% etanolu.

Vzorek byl pfenesen na kolonku (HiBlind® DNA Mini Column) a stoCen na centrifuze
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(10 000 g, 60 s). Filtrat byl odstranén a na kolonku bylo napipetovano 500 1 HBC pufru,
ktery byl pied pouZzitim zfedén ve 100% izopropanolu. Kolonka byla opét stocena na cent-
rifuze (10 000 g, 30 s). Po odstranéni filtratu byla do minizkumavky vloZena nov4 kolonka,
na kterou bylo napipetovano 700 pl promyvaciho pufru rozpusténého ve 100% etanolu.
Kolonka byla centrifugovdna (10 000 g, 30 s), filtrat byl odstranén, bylo ptfiddno stejné
mnoZstvi promyvaciho pufru a opét nasledovala centrifugace (10 000 g, 30 s). Po odstranéni
filtratu byla kolonka vysuSena za pomoci centrifugace po dobu 2 minut (10 000 g). Kolonka
byla pfemisténa do nové mikrozkumavky a bylo na ni napipetovdno 150 pl eluéniho pufru
zahtatého na 70 °C. Po 2 minut4ch stani byla kolonka stocena na centrifuze (10 000 g, 60 s).
Predchozi krok s elu¢nim pufrem byl za stejnych podminek 1x zopakovan a nasledné byla

eluovand DNA uloZena do mrazédku (-20 °C).

3.2.8 Polymerazova retézova reakce v realném case

Chemikalie potfebné pro polymerazovou fetézovou reakci v redlném Case (real-time PCR)
byly rozmraZeny na ledu, promichdny pomoci vortexu a kratce stoCeny na minicentrifuze.

Podle tabulky 5 byly ndsledné vSechny slozky napipetovany do sterilnich stripti.

Tab. 5: SloZeni real-time PCR smési.

Objem na 1 reakci [ul]

SsoAdvanced”™ Universal SYBR(®) Green Supermix 5

forward primer 0,09
reverse primer 0,09
sterilni voda 2,32
DNA 2,5

Stripy byly kritce stoceny v minicentrifuze a umistény do cykleru, na kterém byly na-
staveny podminky podle tabulky 6. Po ukonceni reakce byly vzorky ihned zpracovény, nebo

umistény do mrazdku (-20 °C).
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Tab. 6: Teplota a doba jednotlivych krokii real-time PCR.

Teplota [°C] Cas [s]
pocatecni denaturace 95 180
denaturace 95 15
annealing podle pouzitych primert 30
extenze 60 30
findlni extenze 72 5

3.2.9 Elektroforeticka separace PCR produktu a jejich detekce

Pro separaci PCR produkti byla pouzita elektroforéza v 1% agar6zovém gelu, v horizontal-
nim usporadéni.

Agaréza v 1 x TAE pufru byla rozpusSténa v mikrovinné troubé. Po zchladnuti pfiblizné
na teplotu 60 °C bylo k rozpuSténé agardze pridano barvivo GelRed v objemu 5 pl na 100
ml. Gel byl nalit do elektroforetické vany. Po dostate¢ném ztuhnuti gelu a vyjmuti hiebink
byla vana naplnéna 1x TAE pufrem, ndsledovalo naneseni vzorkd.

Nejprve bylo do krajni jamky naneseno 3 ul markeru molekulové hmotnosti (S0bp DNA
ladder). Vzorky samotné byly pfed nanesenim do jamek smichany s 1 1 10x DNA nanase-
ciho pufru. Elektroforéza probihala 40 - 70 min pfi napéti asi 100 V.

Po dokoncenti elektroforézy byly vzorky vizualizovany pomoci UV-transiluminatoru FLA-

4000 (Fujifilm). Byly pofizeny snimky gelt se zviditelnénymi produkty.

3.2.10 Hodnoceni vlivu prirozenych cytokinini na viabilitu

Barveni buné¢ného proteinu pomoci SRB (sulforhodamin B) je standartni metoda hodnoceni
toxicity. Pomoci tohoto testu byl sledovan vliv 72-hodinového ptlisobeni vybranych pfiroze-
nych cytokininovych bazi (trans-zeatin, N®-isopentenyladenosin, kinetin, N®-benzylaminopu-
rin, topoliny), které jsme chtéli ndsledné testovat v testech mitogeneze, na viabilitu linif BJ,
HaCaT a ARPE-19. Litky byly testovany v 6 koncentracich (dvoundsobna fedici fada, maxi-
madlni koncentrace 50 M), kazd4 koncentrace byla na desce v triplikatu. Pfiblizné 3000 bu-
nék bylo vyseto do jednotlivych jamek 96-jamkové mikrotitracni destiCky 16 h pred pridanim

testovanych latek. DMSO vehiculum slouZzilo jako netoxicka kontrola. Po tfech dnech bylo
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médium odséto a buiiky byly fixovany 10% (hmotnost/objem) trichlorooctovou kyselinou.
Po dikladném proplachnuti destilovanou vodou byl pridan 0,4% (hmotnost/objem) roztok
SRB v kyseliné octové a buniky byly barveny 30 minut. Nenavdzané barvivo bylo rychle
odmyto destilovanou vodou. SRB navézany na fixované buiky byl rozpus§tén v nepufrované

10 mM Tris bazi. Absorbance byla méfena pii 564 nm.

3.2.11 Automaticka mikroskopie a analyza obrazu

Buniky linii BJ, APRE-19 a HaCaT byly vysety ve 20 ;L média do 384-jamkovych desek
Cellcarrier urenych pro mikroskopii (1000 bunék / jamka). Latky rozpusténé v DMSO
byly pfidany po 16 hodinidch pomoci pfistroje Echo 555 (Labcyte Inc.). Testovany byly
tyto latky - AICAR (62,5 - 1000 M), metformin (62,5 - 1000 M), rosiglitazon (15,6 -
250 M) a resveratrol (6,25 - 100 uM). Testovano bylo 5 koncentraci, ziskanych postupnym
dvojnasobnym fedénim maximalni koncentrace. Kazda koncentrace byla na desce pfitomna
v kvadruplikatu.

Po 3 dnech byly do jamek pfiddny pomoci pristroje Echo tisickrat koncentrované DMSO
roztoky barviv Hoechst 33342 (findlni koncentrace 1 pg/ml, barveni jadra, modry kanal - ex.
445/45 nm) a tetramethylrhodamin metylester (TMRM) (findlni koncentrace 30 nM, barveni
mitochondrii, ¢erveny kandl ex. 595/20 nm), piipadné Calcein-AM (findlni koncentrace 0,1
pg/ml, barveni cytoplazmy, zeleny kanal ex. 525/50 nm). Po 30 minutové inkubaci byly
buriky vyfoceny pomoci automatického mikroskopu Operetta nebo CellVoyager CV8000.
Snimky byly nahrdny na server s programem Columbus a analyzovany pomoci zde do-
stupnych moduld pro identifikaci jadra, cytoplazmy a mensSich struktur (spots), pro vypocet
parametri souvisejicich s morfologickymi a spektrdlnimi vlastnostmi objektli a pro vypocet
parametrd souvisejicich s texturou objektli. Analyzy snimki z mikroskopu Operetta byly
provadény i v softwaru CellProfiler. Numerické hodnoty byly vyexportovany jako textové

soubory a déle analyzovany v programu R.
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Tab. 7: Parametry analyzy obrazu pouZité pro generovdni vystupnich dat programem

Columbus.
Identifikace jadra: Hoechst 33342 - modry kanal
HaCaT, ARPE-19 metoda B: velikost jader > 30 ym  spole¢ny prah = 0.40
BJ metoda A: velikost jader > 40 ym  spole¢ny prah = 0.40

Identifikace cytoplazmy:

Calcein AM - zeleny kanal

HaCaT, ARPE-19
BJ

metoda D: individudlni prah 0

metoda A: individudlni prah 0

Identifikace mitochondrii (spots):

TMRM - cerveny kanal

HaCaT, ARPE-19i BJ
BJ

metoda D: citlivost 0.3, 0.5, 0.6
metoda A: citlivost 0.05
metoda D: citlivost 0.25,0.5, 0.75

rozdélovaci parametr 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8
rozdélovaci parametr 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8
rozdélovaci parametr 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8

3.2.12 Generovani chemickych vzorcu

Vzorce byly tvofeny v programu ChemBioDraw Ultra 13.0 podle databdze Pubchem.

3.2.13 Zpracovani dat

K dpravam dat a jejich statistickému zpracovani a vizualizaci byl vyuZit software OpenOffice

aR.
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3.3 Vysledky

3.3.1 Optimalizace primeru pomoci polymerazové retézové reakce v realném case

Pro optimalizaci primerti byla pouZita polymerazova fetézova reakce v redlném Case, ktera
zaznamenava mnozstvi DNA v pribéhu kazdého cyklu. Detekce produktu je zaloZena na
sledovédni fluorescence substratu (SYBR Green). Ta stoupd po interkalaci latky do DNA.
Intenzita fluorescence je pfimo imérnd mnozstvi produktu PCR. Po probéhnuti reakce byla
velikost a Cistota produktli ovéfena pomoci horizontdlni elektroforézy v agar6zovém gelu
(data neuvedena). Byly pouzity 4 pary primerd pro mitochondrialni geny (NADH dehydro-
genédza 1 - ND1, cytochrom ¢ oxidéza III - CO3, cytochrom b - CYB, MT-tRNA-Leu - MT-
TL1) a 2 pary primerti pro jaderné geny (nekddujici sekvence chr16:78641549+78641668
(GRCh38/hg38) oznacend jako FRA a B2 mikroglobulin - B2M). Primery byly prevzaty
z literatury (Venegas et Halberg, 2012; Cekaite et al., 2007; Cho et al., 2017), FRA poskytl
prof. Jifi Drabek. Nejprve byl pro kazdy par primert vyzkousen gradient 8 teplot, jejichz
rozmezi bylo vybrdno na zakladé doporucované teploty ziskané z programu Primer-BLAST.
Optimalizace teplot probihala na DNA z bunécné linie ARPE-19. Pro potvrzeni linearity
reakce v zdvislosti na koncentraci a zjiSténi efektivity amplifikace byla pro kazdou dvojici
primerti vytvorena kalibracni pfimka o 6 bodech, fedéni 10x. Pro kazdou kombinaci par
primert/koncentrace byla reakce provedena v dvojim opakovani. Pfesnost reakce byla uréena
z hodnoty korelaéniho koeficientu linedrni regrese R? (viz tab. 8). Pocet cykld byl ve viech

ptipadech 40.

Tab. 8: Primery pouZité pro optimalizaci real-time PCR a ziskané hodnoty efektivity

amplifikace a korelacniho koeficientu linedrni regrese R,

Primery Efektivita amplifikace (%) Linearita reakce v zavislosti na koncentraci (R?)

NDI 99,2 0,994
CO3 104,7 0,998
CYB 100 0,997
MT-TLI1 102,6 0,996
FRA 101,6 0,986
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ND1

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

e 5-ACGGGCTACTACAACCCTTC-3"
5"-GCCTAGGTTGAGGTTGACCA-3”

Velikost o¢ekdavaného produktu je 176 bp.
Pro amplifikaci ND1 byly vyzkouSeny teploty v rozmezi 57 - 63 °C. Naslednd gelova
elektroforéza ukdzala, Ze priblizné stejné silny produkt se vytvofil u v8ech pouZitych teplot.

Pro vytvofeni kalibra¢ni piimky byla vybrdna teplota 59 °C. Reakce byla linearni (R? =

0,994) v celém testovaném rozsahu (6 koncentraci, fedéni 10x), efektivita amplifikace byla

99,2 %.
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W)
q‘“"‘:"n-.
O T : : : : :
"y ‘én ......... R SR R S
: el : : :
T 25 1. ... e A A S B 0 S i Tp— e R A A S A e
g : p i : :
; = : :
2ol . .. S et 7 '“.'--,.,é; ........... -
; . i v
T T T T T T =
1 2 3 4 1 5]
Laog Starting Quantity
O  Standard
> Unknown
SYBR E=55,2% R*2=0,554 Slope=-3342 y-int=35, 348

Obr. 26: Kalibracni primka p¥i pouZiti primerii pro NDI.

CO3

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

o 5-ACCATTTCCGACGGCATCTA-3"
5"-GTTGGCGGATGAAGCAGATAGT-3"

Velikost o¢ekdvaného produktu je 109 bp.
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Teploty pouZité u primerti pro CO3 byly v rozmezi 57 - 62 °C. Odpovidajici produkty na
gelu byly stejné intezivni pro vSechny teploty. Teplota pro vytvoreni kalibracni pfimky byla

59 °C. Reakce byla linearni (R? = 0,998), efektivita amplifikace byla 104,7 %.
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Obr. 27: Kalibracni primka pri pouZiti primeru pro CO3.

CYB

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

o 5-CCCTAGCCAACCCCTTAAACA-3"
5S"-TTAGAATGAGGAGGTCTGCGG-3"

Velikost ocekdvaného produktu je 237 bp.

V piipadé pouziti primerti pro CYB bylo vybrano teplotni rozmezi 56 - 62 °C. Produkty
na gelu mély stejné jako v prechozich piipadech spravnou velikost a prouzky byly dosta-
teCné intenzivni pii aplikaci vSech teplot. Pro vytvoreni kalibracni pfimky byla opét vybrana

teplota 59 °C. Efektivita amplifikace byla idedlni - 100 %, R? = 0,997.
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Obr. 28: Kalibracni primka p¥i pouZiti primeru pro CYB.

MT-TL1

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

o 5"-CACCCAAGAACAGGGTTTGT-3"
5"-TGGCCATGGGTATGTTGTTA-3"

Velikost o¢ekdvaného produktu je 108 bp.

Pro amplifikaci MT-TL1 bylo pouZito rozmezi teplot 57 - 62 °C. Produkty na gelu mély
odpovidajici velikost, prouzky byly intenzivni, opét nebyl pozorovan vyrazny rozdil pfi
pouziti riznych teplot. Teplota pro vytvoreni kalibra¢ni pfimky byla teda opét stanovena

na 59 °C. Efektivita amplifikace dosahovala hodnoty 102,6 %, reakce byla opét linedrni (R?

=0,996).
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Obr. 29: Kalibracni primka pri pouZiti primeru pro MT-TLI.

B2M

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

e 5-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3"
5"-TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT-3"

Velikost o¢ekavaného produktu je 86 bp.

Jako prvni z primert pro jaderné geny byl pouZit par pro B2M. Byl vybran teplotni gra-
dient 56 - 62 °C. Teplota pro vytvoreni kalibracni pfimky byla 59 °C. Ziskanymi body se re-
produkovatelné nepodarilo ziskat kvalitni kalibracni pfimku (data neuvedena). Po provedeni
gelové elektroforézy byly nékdy na gelu zretelné 2 produkty. Reakce tedy neni dostate¢né

robustni, rozhodla jsem se proto pouZit jiny jaderny lokus.

FRA

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

o 5-TCATTCATTCTGCTGGCCCT-3"
5"-GGCCGTTTAACTACCTCTTG-3"

Velikost o¢ekdvaného produktu je 120 bp.
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S primery pro FRA byla vytvorena kalibracni pfimka za stejnych podminek jako u pred-
chozich primert (59 °C, fedéni 10x). Z diivodu nedostatecného mnozstvi kopii genomické
sekvence nebyly 2 nejniZsi koncentrace vyneseny na piimce. Proto bylo zvoleno fedéni 3 x.

Efektivita reakce méla poté hodnotu 101,6 %, R? =0,986.

Standard Curve

Log Starting Guantity

) Standard
K. Unknown
—— EYBR E=101,6% R"2=0,926 Slope=-3,284 y-int=42G558

Obr. 31: Kalibracni primka pri pouZiti primeru pro FRA.
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3.3.2 Stanoveni poméru mitochondrialni a genomické DNA pomoci polymerazové re-

tézové reakce v realném case

Pro stanoveni poméru mtDNA/gDNA byly pouzity PCR reakce optimalizované vyse (viz
3.3.1). Genomicky lokus reprezentovala sekvence FRA, mitochondridlni lokusy sekvence
v oblasti gentt ND1, CO3, CYB a MT-TL1. V pilotnim experimentu pouzita liniec ARPE-
19. Pét biologickych replikétii bylo ovlivnéno AICAR (0,5 mM, 48 h) s cilem indukovat
mitogenezi. Pét biologickych replikati ovlivnénych DMSO vehikulem slouZzilo jako kont-
rola. Kazda PCR reakce byla provedena v duplikatu, ve vypoctech se pracovalo s primérem.
Poméry mtDNA/gDNA byly vypocteny podle vzorce 2 x 2CtFRA-Ctmitochondridni sekvence (R ey
et al., 2015). Byly také spoCteny poméry pii zohlednéni efektivity amplifikace. Cely expe-
riment byl jesté jednou opakovan se stejnymi vzorky DNA. Vysledky ukazuji obrazky 32,
33 a tabulky 9, 10, 11, 12. Pro vypocet statistické vyznamnosti byl pouZit jednostranny t-
test pro soubory s nerovnou varianci. Vypoctena byla také korelace mezi mtDNA/gDNA
poméry ziskanymi pro jednotlivé mitochondridlni lokusy (obr. 34 a 35). Vzhledem k malym
rozdilim mezi kontrolnimi bunikami a buiikami ovlivnénymi AICAR bylo vSech 10 vzorki

povazovano za jednu populaci.

Tab. 9: Vypoctené hodnoty pro stanoveni poméru mtDNA/gDNA (prvni opakovdni, bez

korekce).
ND1/FRA CO3/FRA CYB/FRA MT-TL1/FRA

DMSO primér 215,0 480,3 747,5 330,0
DMSO smérodatnd odchylka d 106,8 119,8 155,5 64,7

DMSO median 181,0 519,1 770,7 335,5
AICAR priimér 355,1 877,0 1196,6 499,8
AICAR smérodatnd odchylka 99,2 346,9 394,0 183,0
AICAR medidn 359,5 768,0 1024,0 441,1
rozdil AICAR - DMSO 140,1 396,7 449,1 169,8
p-hodnota (jednostranny t-test) 0,032 0,030 0,031 0,054
pomér primérda AICAR/DMSO 1,652 1,826 1,601 1,514
pomér medidni AICAR/DMSO 1,986 1,479 1,329 1,315
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Obr. 32: Poméry mtDNA/gDNA pozorované v pilotnim experimentu (prvni opakovdni).

Prdzdnd kolecka - buriky ovlivnéné AICAR, plnd kolecka - kontrolni buriky. V pravém

panelu zobrazeny hodnoty po korekci na iicinnost PCR reakce.
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Obr. 33: Poméry mtDNA/gDNA pozorované v pilotnim experimentu (druhé opakovdni).
Prdzdnd kolecka - buriky ovlivnéné AICAR, plnd kolecka - kontrolni buriky. V pravém

panelu zobrazeny hodnoty po korekci na iicinnost PCR reakce.
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Obr. 34: Korelace mezi mtDNA/gDNA poméry ziskanymi pro jednotlivé mitochondridlni

lokusy v prvnim opakovdni experimentu. Cisla v pravém hornim panelu jsou Pearsoniiv

korelacni koeficient.
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Obr. 35: Korelace mezi mtDNA/gDNA poméry ziskanymi pro jednotlivé mitochondridlni
lokusy v druhém opakovdni experimentu. Cisla v pravém hornim panelu jsou Pearsoniiv

korelacni koeficient.

52



Tab. 10: Vypoctené hodnoty pro stanoveni poméru mtDNA/gDNA (prvni opakovdni,

s korekci).

ND1/FRA CO3/FRA CYB/FRA MT-TL1/FRA

DMSO primér 203,5 691,8 747,5 398,9
DMSO smérodatnd odchylka 99,8 183,2 156,0 81,0

DMSO median 171,8 750,3 770,7 405,5
AICAR priimér 3343 1317.5 1196,6 614,3
AICAR smérodatnd odchylka 92,3 560,5 394,0 2339
AICAR medidn 338,5 1139,2 1024,0 538,7
rozdil AICAR - DMSO 130,9 625,7 449,1 2154
p-hodnota (jednostranny t-test) 0,032 0,033 0,031 0,055
pomér praimérd AICAR/DMSO 1,643 1,904 1,601 1,540
pomér medidni AICAR/DMSO 1,970 1,518 1,329 1,328

Tab. 11: Vypoctené hodnoty pro stanoveni poméru mtDNA/gDNA (druhé opakovdni, bez

korekce).
ND1/FRA CO3/FRA CYB/FRA MT-TL1/FRA
DMSO primér 184,3 466,4 932,0 490,3
DMSO smérodatnd odchylka 61,0 133,6 236,0 1434
DMSO median 193,3 429,0 820,3 4442
AICAR prtiimér 272,77 590,8 1214,6 659,0
AICAR smérodatna odchylka 91,4 116,0 240,9 107,1
AICAR medidn 246,4 643,6 1282,7 699.4
rozdil AICAR - DMSO 88,5 1244 282,5 168,7
p-hodnota (jednostranny t-test) 0,057 0,078 0,049 0,035
pomér priméra AICAR/DMSO 1,480 1,267 1,303 1,344
pomér medidni AICAR/DMSO 1,275 1,500 1,564 1,575

Ziskané vysledky naznacuji, Ze AICAR (0,5 mM, 48 h) m4 v linii ARPE-19 maly po-
zitivni vliv na mitogenezi (p-hodnoty < 0.1). Pozorované poméry mezi mtDNA/gDNA pro
jednotlivé lokusy nebyly stejné, rozdily ztstaly i po provedeni korekce na icinnost amplifi-
kace (tab. 10, 12). Vzhledem k tomu, Ze podobn4 situace nastala v obou opakovanich expe-
rimentu, ziskané vysledky pravdépodobné odrdZi koncentraci cilovych sekvenci ve vzorcich
DNA. Neni ale jasné, jestli se 1i$i pocet templatt (napr. v disledku degradace, deleci v ¢asti

populace mitochondrii) nebo PCR reakce probéhly s jinou efektivitou nez byla pozorovéna

béhem reakci optimalizacnich, kde fedénim byla sniZzena koncentrace matrice.
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Tab. 12: Vypoctené hodnoty pro stanoveni poméru mtDNA/gDNA (druhé opakovdni,

s korekci).

ND1/FRA CO3/FRA CYB/FRA MT-TL1/FRA
DMSO primér 174,8 670,8 932,0 601,8
DMSO smérodatnd odchylka 57,2 206,1 236,0 1833
DMSO median 1834 612,3 820,3 542,6
AICAR priimér 257,5 862,3 1214,6 817,1
AICAR smérodatnd odchylka 85,3 179,9 240,9 1374
AICAR medidn 2331 943,6 1282,7 868.,8
rozdil AICAR - DMSO 82,7 191,5 282,5 2153
p-hodnota (jednostranny t-test) 0,057 0,078 0,049 0,036
pomér praimérd AICAR/DMSO 1,473 1,285 1,303 1,358
pomér medidni AICAR/DMSO 1,271 1,541 1,564 1,601

Poméry mezi mtDNA/gDNA pro jednotlivé lokusy byly pozitivné korelovany, cozZ po-
tvrzuje, Ze odrazi mnozstvi mtDNA ve vzorku. Nejvyssi miru shody vykazovaly poméry pro
lokusy CYB a MT-TL1. Naopak pomér pro lokus ND1 poskytoval nejvice odliSné vysledky.
Korela¢ni koeficienty jsou pomérné nizké proto, Ze rozsah hodnot mtDNA/gDNA v ramci
souboru byl pro jednotlivé lokusy velice nizky (maximum/minimum < 3.5 pro CO3, CYB
a MT-TL1). Pokud by byl vyssi, snizil by se vliv chyby pipetovani a ndsledné by korelace
byly lepsi.

3.3.3 Automaticka mikroskopie a analyza obrazu

Pomoci automatické mikroskopie byly pofizeny snimky bunék linii BJ, HaCaT a ARPE-
19 vystavenych tfidennimu ptisobeni znamych induktorG mitogeneze AICAR (62,5 - 1000
uM), metformin (62,5 - 1000 M), rosiglitazon (15,6 - 250 M) a resveratrol (6,25 - 100
1M). Jadro bylo obarveno interkalacnim barvivem Hoechst 33342 (1 pg/ml, modry kandl),
mitochondrie barvivem TMRM (30 nM, Cerveny kanal), které do nich vstupuje na zakladé
jejich elektrického potencidlu.

V prvni fazi byl pouZit automaticky mikroskop Operetta (zvétSeni 20 - 40x). Pro ana-
Iyzu obrazu byl pouZivian program CellProfiler. K definovéni jadra i cytoplazmy pomoci
metody OTSU pro 3 tiidy intenzity (pozadi, cytoplazma, jadro) byl pouZit signdl barviva

Hoechst 33342. Oblast odpovidajici mitochondriim byla identifikovana nékolika metodami
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na zdkladé signdlu TMRM. Bohuzel cilovy parametr plocha mitochondrii/plocha bunky
nevykazoval Zaddnou zavislost na koncentraci testovanych latek. Je mozné, Ze pfi pouZitém
zvétSeni nebylo mozné pomoci analyzy obrazu identifikovat mitochondrie optimalné. Na to
poukazuje i omezeny prekryv mezi mitochondriemi identifikovanymi rdznymi metodami,

jak je mozné vidéet z reprezentativniho obrazku 36.

Obr. 36: Identifikace cytoplazmy, jadra a mitochondrii v linii HaCaT na snimcich z pristroje
Operetta. Ukdzdn je netiplny prekryv mitochondrii identifikovanych dvéma metodami (cer-
vend, zelend). Oblast prekryvu je Zlutd.

Proto jsme presli na piistroj Cell Voyager CV8000, ktery umoziiuje ziskat kvalitnéjsi ob-
rdzky navic pfi vétSim zvétSeni (60 ). Pro kazdou jamku bylo vyfoceno 9 zornych poli (coz
odpovida asi 400 - 600 buiikdm). V pilotnim experimentu se ukdzalo, Ze neni mozné pouZzit
Hoechst 33342 pro definici cytoplazmy - signél pro ARPE-19 a HaCaT byl prili§ slaby (data
neukdzédna). Pro definici cytoplazmy jsme proto pouZzivali Calcein-AM (0,1 pg/ml, zeleny
kandl). Analyza obrazu byla provedena v software Columbus a zahrnovala identifikaci jader
(modry kanél), cytoplazmy (zeleny kandl) a mitochondrii jako “spots” v oblasti cytoplazmy
(¢erveny kandl). Parametry analyzy obrazu jsou uvedeny podrobnéji v Casti metody (viz
3.2.11). Vysledky pro reprezentativni zornd pole ukazuji obrazky 37, 38, 39. Vysledky pro
linii BJ jsou horsi nez pro ostatni linie - problémem je jejich protahly tvar. Zejména pii vyssi

hustoté algoritmus neumi identifikovat buiiky jednozna¢né. Druhym problémem je, Ze jejich
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cytoplazma je pomérné silné barvena barvivem Hoechst 33342. Urcité oblasti cytoplazmy
jsou pak identifikovany jako jadro, kolem kterého je pak “nalezena” cytoplazma. To je patrné
napf. na obrdzku 40. Na druhou stranu barveni cytoplazmy TMRM nepiitomné u ostatnich
testovanych linii umoziiuje pokus o definici cytoplazmy pomoci ¢erveného kandlu. Oblast
cytoplazmy definované pomoci zeleného a cerveného kandlu se ponékud lisi (obr. 40).
Vlastni identifikace mitochondrii byla provedena nékolika zptsoby liSicimi se citlivosti
detekce a rozdélovacim koeficientem (split coefficient). Rozdé€lovaci koeficient urcuje jak
agresivné budou objekty rozdélovany na mensi. Pfi mens$im rozdélovacim koeficientu jsou
objekty organizovany do siti, pfi vyS$Sich hodnotach jsou sité rozdéleny na mensi objekty.
Prvni ptipad 1épe odpovidd morfologii mitochondridlni masy ve studovanych burnikdch. Ne-
vyhodou je, Ze algoritmus ma tendenci vypliovat “oka” v mitochondridlni siti a tak nadhod-
nocovat plochu zaujatou mitochondriemi (obr. 41). Proto bylo testovano vice parametra.
Pro identifikované objekty byly vypocteny morfologické parametry (plocha, velikost
v rdznych rozmérech, cirkularita, ...), spektrdlni parametry (intezita, rozd€leni intenzity)
a parametry souvisejici s texturou. Ddle byly vypocteny vybrané poméry — napft. plocha
mitochondrii na plochu buriky/cytoplazmy. Spolu s pocéty objektii byly tyto parametry ex-
portovany jako textovy soubor a analyzovany v programu R. BohuZel Zadny z parametrt

nevykazoval jasnou zdvislost na ddvce aplikovanych induktori mitogeneze.
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Obr. 37: Analyza obrazu - linie HaCaT. Identifikace jader, barveni Hoechst 33342 (modry
kandl) (a), identifikace cytoplazmy, barveni Calceinem-AM (zeleny kandl) (b), identifikace
mitochondridlni sité, barveni TMRM (cerveny kandl) (c), pro srovndni ukdzdn i signdl

mitochondrii bez preloZent identifikovanymi objekty (d).

Obr. 38: Analyza obrazu - linie ARPE-19. Identifikace jader, barveni Hoechst 33342 (modry
kandl) (a), identifikace cytoplazmy, barveni Calceinem-AM (zeleny kandl) (b), identifikace
mitochondridlni sité, barveni TMRM (cCerveny kandl) (c), pro srovndni ukdzdn i signdl

mitochondrii bez preloZeni identifikovanymi objekty (d).
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Obr. 39: Analyza obrazu - linie BJ. Identifikace jader, barveni Hoechst 33342 (modry
kandl) (a), identifikace cytoplazmy, barveni Calceinem-AM (zeleny kandl) (b), identifikace
mitochondridlni sité, barveni TMRM (cerveny kandl) (c), pro srovndni ukdzdn i signdl

mitochondrii bez preloZeni identifikovanymi objekty (d).
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Obr. 40: Problémy analyzy obrazu v pripadé linie BJ. Analyza reprezentativniho snimku
— Cerveny kandl. Jddra identifikovand na zdkladé signdlu Hoechst 33342 jsou zobrazena
modre. Hvézdicky ukazuji jddra artefakty vzniklé v ditsledku pomérné intenzivniho barveni
cytoplazmy Hoechst 33342. Pro jednotlivé snimky je obvykle moZné snadno nastavit
parametry tak, aby tato “jddra” nebyla rozpozndna. Analyza pak ale ignoruje skutecnd jadra
na jinych snimcich. Kolem jader (vietné artefaktit) je pak definovand cytoplazma (zelend —
identifikace pomoci signdlu Calceinu-AM, Cervend — identifikace pomoci signdlu TMRM).
Problém je také mozné castecné vyresit odfiltrovanim malych jader pred definici cytoplazmy

(zde kviili demonstraci neprovedeno).

Obr. 41: Identifikace mitochondrii — ukdzka vlivu rozdélovaciho koeficientu. Vlevo

rozdélovaci koeficient 0.6, vpravo 0.2.
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3.3.4 Sledovani aktivacni fosforylace AMP-aktivované kinazy pomoci SDS-PAGE a imu-

noblottingu

Jak bylo zminéno vyse, fosforylace AMPK ma piimy vliv na aktivaci hlavniho reguldtoru
mitochondridlni biogeneze PGC-1a (viz obr. 9). Aktivace o podjednotky AMPK zahrnuje
fosforylaci na threoninu 172 (Stein ef al., 2000).

Pro imunodetekci byly pouZzity bunécné linie ARPE-19, BJ i HaCaT, které byly ovlivnény
cytokininy kinetinem (K) a kinetin ribozidem (KR) po dobu 6 hodin. JelikoZ deplece ATP
zpusobuje zvySeni hladin AMP a ADP (vedouci k aktivaci AMPK), je AMPK aktivovdna
latkami, které inhibuji syntézu ATP (Hardie, 2016). Jednou z latek indukujicich depleci ATP
je 1 KR (Cabello et al., 2009). Aktivace AMPK kinetinem byla navrZena jako mechanismus
jeho cytoprotektivniho ptisobeni v C. elegans (Kadlecova et al., 2018). V linii ARPE-19
jsem pozorovala moznou indukci aktivace AMPK po ovlivnéni K (100 M) a KR v koncen-
tracich 1 a 10 uM (viz obr. 42a ). V pripadé dalsich linii, BJ a HaCaT, zptsobuje aplikace
10 M KR spiSe inhibici aktivace AMPK (viz obr. 42b, 42¢). Zda se tedy, ze odpoveéd’ na
cytokininy zprostiedkovand AMPK je zdvisld na pouZitém bunécném typu. Na fosforylaci

£ podjednotky (serin 182) nemély pouzité latky vliv (data neuvedena).

AMPKa “nﬁm-.

AMPKa
(52KD] Wi o, o, i S o o, (62 kDa)

g s, U il T — —  —
PAMPKa pAMPKa

(62 kDa) (62 kDa)

a) c1 3 KI5 K100 KR KRio kmioo D) Cl €2 K25 K100 KR1 KR10 KR100

AMPKa
(62 kDa)

R b —
(62 kDa)

c) €1 c2 K1 K25 KR10 KR100

Obr. 42: Fotografie membrdn s detekovanymi proteiny. Bunécné linie ARPE-19 (a), BJ (b)
a HaCaT (c) po 6-hodinovém ovlivnéni kinetinem (K) a kinetin ribozidem (KR) v riznych

koncentracich (hodnoty uvedeny v uM). Prvni 2 vzorky vZdy kontrola (Cl1, C2).
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3.3.5 Hodnoceni vlivu prirozenych cytokininua na viabilitu

Barveni bunéc¢ného proteinu pomoci SRB (sulforhodamin B) je standartni metoda hodnoceni
toxicity. 72-hodinové pusobeni vybranych prirozenych cytokininovych bazi (trans-zeatin,
NS-isopentenyladenin, kinetin, N°-benzylaminopurin, topoliny), které jsme chté&li ndsledné
testovat v testech mitogeneze, na viabilitu linii BJ, HaCaT a ARPE-19 bylo testovdano pomoci
SRB testu. Latky nemély vliv na viabilitu ani v nejvyssi testované koncentraci 50 uM.

Hodnoty signédlu bun€k ovlivnénych latkami se pohybovaly mezi 95 - 105 % kontroly (data

neuvedena).
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4 Diskuze

Cilem prace bylo optimalizovat vybrané metody pro hodnoceni mitogeneze. Prace byla
motivovdna pozorovanim, Ze nékteré cytokininy zvySuji signdl v resazurinovém testu, aniz
by zvysovaly proliferaci. ProtoZe za redukci resazurinu jsou podle literatury zodpovédné
mitochondrie (De Fries e Mitsuhashi, 1995), zajimalo nds, jestli ptisobenim cytokinint
dochézi k indukci biogeneze mitochondrii. Alternativnim vysvétlenim by mohla byt indukce
mitochondridlni aktivity bez zvyseni jejich poctu. Nelze ale také vyloucit, Ze latky indukuji
jeste jiny systém schopny redukovat resazurin.

Piimé sledovéani mitochondrii pomoci mikroskopu umoziiuje zaroven studovat pocet mi-
tochondrif i jejich morfologii. Ve spojeni s analyzou obrazu je mozné ziskat kvantitativni
data. Vzhledem k dynamické povaze mitochondridlni sité (fiize, Stépeni) je ale vhodné&jsi
mluvit o mnoZstvi mitochondridlni masy nez o poctu jednotlivych mitochondrii. Nepfimo je
moZné ziskat informaci o mitochondridlni mase kvantifikaci mitochondridlni DNA (mtDNA)
pomoci PCR (Rooney et al., 2015) a novéji 1 sekvenacnich metod nové generace (Weissen-
steiner et al., 2016). Obvykle se nesleduje absolutni mnozstvi mtDNA, ale pomér mnoZstvi
mtDNA a genomické DNA (gDNA). Informace o mnozstvi mitochondridlni masy miize
poskytnout i sledovani genové exprese (mMRNA, proteinu) mitochondridlnich gent a také
sledovani metabolické aktivity mitochondrii (méfeni respirace, sledovani aktivity mitochon-
dridlnich enzymil). Tyto parametry ale mohou byt zvySeny i nezavisle na mnoZstvi mito-
chondrialni masy. Konecné, aktivaci mitogeneze jde sledovat stanovenim mnozstvi zndmych
reguldtorti jakymi jsou AMPK, SIRT1 nebo trankripénimi faktory regulujici expresi (jader-
nych) mitochondridlnich genti. (Medeiros, 2008).

V této préci jsem se pokusila optimalizovat jak pfimé (mikroskopie a analyza obrazu), tak
nepiimé metody (méfeni poméru mtDNA/gDNA, aktivace AMPK). PouZivala jsem buriky
studované v nasi laboratofi - fibroblasty BJ, keratinocyty HaCaT a retindln{ linii ARPE-
19. Jako pozitivni kontroly jsem pouZzivala znamé aktivatory mitogeneze - AICAR (ak-
tivaitor AMPK), metformin (aktivitor AMPK), rosiglitazon (agonista PPAR~). Informace
o dynamice mitogeneze po aplikaci induktorti v té€chto liniich bohuzel neni moZzné ziskat
z literatury. Jako logickd strategie se proto jevilo nejprve pomoci automatické mikroskopie

v 384-jamkovém formatu a analyzy obrazu zjistit vhodné Casy a koncentrace a ty ndsledné
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pouzit k pripravé vzorkd pro optimalizaci PCR. Buiiky byly barveny Hoechst 33342 (ja-
dro, modry kandl, findlni koncentrace 1 pg/ml) a TMRM (tetrametylrhodamin metylester)
(mitochondrie, Cerveny kanal, finalni koncentrace 30 nM). TMRM bylo voleno kvili velice
nizké cené ve srovndni s komerénim barvivy typu MitoTrackeru. Obé barviva barvi mito-
chondrie na zdkladé mitochondridlniho potencidlu. Zatimco MitoTracker barvi mitochondrie
ireverzibiln€, protoZe reaguje se sulfhydrylovymi skupinami, TMRM miiZe organelu opét
opustit v piipad¢€ poklesu potencidlu. Ovéfila jsem proto, Ze kombinace barviv nema na
potencidl vyznamny negativni vliv v dobé nutné pro vyfoceni celé desky. Vzhledem k tomu,
Ze cilovym parametrem je plocha zaujatd mitochondriemi na buiiku, malé poklesy v intenzité
nejsou kritické. Parametry pristroje Operetta ale neumoZznily ziskat snimky s dostate¢nym
zvétSenim, které by umoznily optimalizovat analyzu obrazu. Mezi mitochondridlni masou
identifkovanou nékolika algoritmy implementovanymi v software CellProfiler byl jen ¢as-
teCny prekryv a zadny ze sledovanych parametrd nebyl jednoznaéné korelovan s davkou
aplikovaného induktoru.

Témér na konci projektu jsme ziskali pfistup k pfistroji CellVoyager CV8000, ktery
umoznil ziskat kvalitni snimky ve vétSim rozlisni (60x) a analytickému software Colum-
bus. Zatimco pfi menSim zvétSeni na piistroji Operetta bylo mozné k definici cytoplazmy
pouZzit slaby signdl Hoechstu 33342, zde bylo nutné hledat ndhradni feSeni, protoZze ARPE-
19 ani HaCaT barvivo v cytoplazmé témef nekumuluji. V literatufe je popsdno barveni
jadra/cytoskeletu/mitochondrii pomoci kombinace Hoechst 33342/znaCeny falloidin/Mito-
Tracker (Cataldo et al., 2010), ta ale vyzaduje fixaci s nékolika promyvacimi kroky. To
komplikuje skrinovédni ve vysokém formatu a navic by byl vyZadovan ireverzibilné barvici,
ale drahy MitoTracker. Zvolili jsme nakonec barveni Calceinem-AM (finalni koncentrace 0, 1
pg/ml). Ten je bunéénymi esterdzami hydrolyzovan na zelené fluorescentni Calcein, ktery
diky ndboji nemiiZze butiku snadno opustit. V piipadé fibroblastové linie dostatecné pozadi
pro definici cytoplazmy poskytuje barveni TMRM, je ale nutné médium s barvivem nahradit
novym médiem. Pro linie ARPE-19 a HaCaT se podafilo zoptimalizovat analyzu obrazu tak,
Ze bylo moZno dostatecné presné identifikovat jddro a cytoplazmu na jednotlivych snimcich.
O néco horsich vysledkt bylo dosazeno pro fibroblasty BJ - problémem je jejich protahly
tvar. Zejména pti vySsi hustoté algoritmus neumi identifikovat buriky jednoznacné. Analyza

téchto bunék je dale komplikovdna tim, Ze u nich dochazi k pomérné intenzivnimu, ale
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nepravidelnému barveni cytoplazmy barvivem Hoechst 33342, coz vede k tomu, Ze algo-
ritmus v nékterych bunkach detekuje dalsi “jadra”. Po odfiltrovani ¢asti artefaktli na zdkladé
ocekdvané plochy jddra je postiZena sice jen mald €ast bunék, ale prostor pro zlepSeni analyzy
BJ barvenim niZ§imi koncentracemi Hoechst 33342 jisté existuje.

Identifikace mitochondrii byla provedena nékolika zpiisoby lisicimi se citlivosti detekce
a rozdélovacim koeficientem (split coefficient). Rozdé€lovaci koeficient urcuje jak agresivné
budou objekty rozdélovdany na menS$i. Pfi mens$im rozdélovacim koeficientu jsou objekty
organizovany do siti, pfi vysSich hodnotiach jsou sité¢ rozdéleny na mensi objekty. Prvni
ptipad 1épe odpovidd morfologii mitochondridlni masy ve studovanych buiikdch. Nevyhodou
je ale, Ze algoritmus m4 tendenci vypliovat “oka” v mitochondridlni siti a tak nadhodnoco-
vat plochu zaujatou mitochondriemi. Analyza a export dat byl proto proveden pro vicero
nastaveni.

Pro identifikované objekty byly vypocteny morfologické parametry (plocha, velikost
v riznych rozmérech, cirkularita, ....), spektralni parametry (intezita, rozd€leni intenzity)
a parametry souvisejici s texturou. Ddle byly vypocteny vybrané poméry — napft. plocha
mitochondrii na plochu buniky/cytoplazmu. Spolu s pocty objektii byly tyto parametry ana-
lyzovény v programu R. BohuzZel i1 pres zjevnou schopnost algoritmu detekovat pomérné
presné cilové struktury, Zddny z parametrii nevykazoval jasnou zavislost na ddvce aplikova-
nych induktord mitogeneze. Dlivod je nejasny. Je mozné, Ze za danych podminek nedoslo
k indukci mitogeneze, pripadn€ byla expanze mitochondridlni masy mald a bylo by nutné
analyzovat vétsi populace bunék. MozZnosti je také pokusit se analyzovat sit’” v 3D pomoci
"z-stacku", pfistroj to umoZziiuje. Je mozné, Ze v prostém fezu je nirust masy podhodnocen.

Pro testovani PCR stanoveni poméru mtDNA/gDNA jsem tedy neméla k dispozici in-
formaci o vhodnych latkdch/koncentracich a ¢asech pro indukci. Omezila jsme se proto
jen na optimalizaci samotné PCR (teplotni gradient, potvrzeni linearity reakce v zavislosti
na koncentraci v fedici fadé, zjiSténi efektivity amplifikace) a pilotni experiment. Primery
byly prevzaty z literatury, primer FRA amplifikujici neexprimovany lokus na chromozomu
16 byl doporuéen prof. J. Drabkem z UMTM LF Olomouc. Optimalizace se zdafila pro
vSechny 4 mitochondridlni lokusy (ND1, CO3, CYB, MT-TL1). Nepodafila se pro v litera-
tufe pouZivany jaderny lokus v genu B2M - v reakci nékdy vznikalo vice produkti. Zvolila

jsem proto primery pro FRA, ktery poskytoval robustni reakci. V pilotnim experimentu jsem
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buriky ARPE-19 ovlivnila AICAR (0,5 mM, 48 h) nebo DMSO vehikulem (pét vzorkii na
podminku).

Pro vSechny 4 poméry mitochondridlni sekvence/genomickd sekvence byl pozorovin
maly pozitivni efekt aplikované liatky — p-hodnota jednostranného t-testu byla vzdy nizsi
nez 0,1. Prekvapivé bylo, ze mtDNA/gDNA poméry se pro jednotlivé mitochondridlni sek-
vence dosti liSily a rozdil nebyl zcela odstranén ani korekci na efektivitu reakce. Podobné
vysledky byly ziskany i pii opakovani celého experimentu s stejnou DNA. Diivod je nejasny.
Malé rozdily v technickych replikdtech poukazuji na to, Ze se nejednd o chybu v PCR.
Nepijde ani o pfiznak degradace DNA, velikost poméru mtDNA/gDNA nesouvisi s délkou
amplikonu. Moznym vysvétlenim by mohlo byt to, Ze udaje o efektivité¢ reakce ziskané
béhem optimalizaci (fedici fada v lyza¢nim pufru, DNA matrice se vyied uje) neodpovidaji
efektivité ve vzorcich s matrici tvofenou koncentrovanéj$i DNA. Nelze také vyloucit, Ze
v Casti populace mitochondrii této linie je néktery z lokust deletovan ¢i amplifikovan.
Poméry mtDNA/gDNA pro jednotlivé mitochondridlni lokusy jsou pozitivné korelovany,
coZ svéd<i o tom, Ze odrazeji mnoZstvi mitochondridlni DNA ve vzorku.

Pro posouzeni uZzite¢nosti optimalizovanych reakci bude nutné opakovani expe- rimentu
a také studium chovéni v dalSich liniich. Idealné v takovych, pro které jsou zndmy podminky
indukce mitogeneze. Kupodivu studium pomérid mtDNA/gDNA se v literatufe omezuje na
pouziti jednoho paru mitochondridlnich a jednoho paru genomickych primerd, neni proto
mozné srovnani.

Dale jsem pomoci imunoblotingu po SDS-PAGE sledovala vliv cytokinind kinetinu (K)
a kinetin ribozidu (KR) na aktivacni fosforylaci o podjednotky AMPK na threoninu 172,
ktera je spojena s mitogenezi. KR byl vybran, protoZe indukuje ATP depleci v fadé bu-
nécnych typt (Cabello et al., 2009), ktera aktivuje AMPK. Aktivace AMPK kinetinem byla
navrzena jako mechanismus jeho cytoprotektivniho pisobeni v C. elegans (Kadlecovd et al.,
2018). Pilotni experiment ukazal, Zze K (100 uM) a KR (1 a 10 uM) by mohl indukovat
aktivaci AMPK v linii ARPE-19. V liniich BJ a HaCaT aplikace 10 uM KR naopak aktivaci
AMPK spiSe inhibuje. Zda se tedy, Ze odpovéd na cytokininy zprostfedkovanda AMPK je
zavisla na pouzitém bunécnem typu. Latky nemély vliv na fosforylaci 5 podjednotky (data
neuvedena). Opakovani experimentu bude nutné pro ovéfeni t€chto pozorovani.

Kromé uvedenych experimenti jsem jeSté studovala vliv pfirozenych cytokininovych
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bazi na viabilitu linii ARPE-19, BJ a HaCaT pomoci SRB testu. 3 dennni expozice Zddné
z testovanych latek (50 M) neméla vyznamny toxicky efekt - viabilita odpovidajici 95 -
105 % kontroly. K testovédni vlivu téchto latek na mitogenezi jsem se vzhledem k Casové

narocnym optimalizacim zminénym vyse nedostala.

5 Zaver

Podafrilo se optimalizovat PCR metodu pro sledovdni poméru mtDNA/gDNA a zavést proto-
kol pro mikroskopickou vizualizaci mitochondrii a naslednou analyzu obrazu. O vhodnosti
metody svédc¢i technické parametry (linearita odpovédi v zavislosti na koncentraci analytu,
efektivita amplifikace) i korelace mezi poméry mtDNA/gDNA pro nékolik lokust v pripadé
PCR, arobustni identifikace mitochodrialni sit€ napfi¢ snimky v pripadé mikroskopie a ana-
lyzy obrazu. Pro findlni posouzeni uziteCnosti metod bude ale tfeba pouZit biologického
materidlu, kde je prokdzdna indukce mitogeneze. Experimenty potvrdily, Ze cytokininové
baze jsou netoxické pro nenddorové linie a naznacuji, Ze kinetin a kinetin ribozid jsou sto

aktivovat AMPK kindzu v nékterych z nich.
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6 Seznam zKkratek

AICAR 5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid
AMP adenosinmonofosfat

AMPK AMP-aktivovana proteinova kindza

COX cytochrom c oxidaza

ERR sirot¢i nuklearni receptory

ETC elektronovy transportni fetézec

MO mitochondridlni onemocnéni

gDNA genomickd DNA

K kinetin

KR kinetin ribozid

mtDNA mitochondridlni DNA

ND NADH dehydrogenéza

NRF jaderny respiracni faktor

OXPHOS oxidativni fosforylace

PGC PPAR gamma koaktivator

PPAR receptor stimulujici proliferaci peroxizoma
ROS reaktivni formy kysliku

SIRT1 sirtuin 1

TFAM mitochondridln{ transkripcni faktor A
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