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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva zménami energetického metabolismu buriky
po pusobeni modelovych toxickych latek. Teoreticka Cast se vénuje popisu
mitochondrii, podrobnému popisu dychaciho fetézce, zejména syntéze ATP,
a metodam detekce koncentrace ATP. Dale je zde popsan mozny vztah proteinQ
teplotniho Soku (= HSP) a apoptdzy. V zavéru jsou uvedeny metody pro detekci HSP
proteinu.

Experimentalni Cast se vénuje optimalizaci pfipravy bunéfného materialu
a luminiscenéni metody pro detekci intracelularni koncentrace ATP po pulsobeni
modelovych toxickych slou¢enin na bunéénych liniich SH-SY5Y a A549.
Jako modelové jsme zvolili cisplatinu, CdClz, acetaminofen a straurosporin. Pro popis
zmén energetického metabolismu u testovanych bunék jsme pouzili WST-1 test,
fluorescenéni sondu monochlorobiman, stanoveni koncentrace ATP a metodu Simple
Western. Morfologii bunék inkubovanych s toxickymi latkami jsme pozorovali
pod mikroskopem ve fazovém kontrastu, pro vizualizaci cytoskeletu jsme zvolili
fluorescenéné znaceny faloidin a pro pozorovani jader sondu Hoechst 33258. V zavéru

prace jsou vysledky diskutovany.

KLICOVA SLOVA

Adenosintrifosfat, cytotoxicita, bunééna linie SH-SY5Y, buné&cna linie A549, proteiny

teplotniho Soku, Simple Western.



ANNOTATION

The diploma thesis deals with changes in the energy metabolism of the cell
after treatment with toxic substances. First, the theoretical part of the thesis describes
the mitochodria, a detailed description of the respiratory chain, especially the synthesis
of ATP, and methods detecting ATP concentration. Then, a possible relationship
between Heat Shock Proteins (HSP) and apoptosis is described. Finally, the methods
used for detection of HSP proteins are described.

The experimental part is devoted to the optimization of cell material preparation
and luminescence method for the detection of intracellular ATP concentration
after treatment with model toxic compounds in SH SY5Y and A549 cell lines. We chose
cisplatin, CdCl2, acetaminophen and staurosporine as model compounds. To complete
the description of changes of energy metabolism in tested cells, we used the WST-1
test, fluorescence probe monochlorobimane and the Simple Western method. We
observed the morphology of cells incubated with toxic substances using phase contrast
and fluorescence microscopy for cytoskeletal visualization and nuclear observation.

At the end of the thesis, the results are discussed.

KEYWORDS

Adenosine Triphosphate, Cytotoxicity, SH-SY5Y cell line, A549 cell line, Heat Shock

Proteins, Simple Western.
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Uvod

uvoD

Ke spravnému fungovani bunék, resp. celého organismu, je zapotiebi energie.
Vyroba energie je slozity proces slozeny z mnoha dil€ich reakci. Prvni fazi je
glykolyza, ktera probiha v cytosolu, je anaerobni a nezavisla na mitochondriich.
Druhou fazi je Krebsuv cyklus, ktery uz probiha v mitochondriich a je aerobni.
Chemicka energie ulozena v sacharidech a tucich se pfeménuje na elektrochemicky
gradient pfes vnitfni mitochondrialni membranu pomoci komplext elektronového
transportniho fetézce. Tento elektrochemicky gradient funguje jako zasobarna
energie, kterou ATP-syntaza vyuziva k pfeméné adenosindifosfatu na ATP. Kromé své
hlavni role v bioenergetice se ATP podili na regulaci bunééného metabolismu
a biochemicky procesu. Dale je ATP potfebny pro stavbu protein, aminokyselin
a aktivni transport iontd. Pfi oxida¢nim stresu buriky dochazi ke zménam koncentrace
ATP, proto se ATP pouziva jako indikator bunécného poskozeni.

Proteiny HSP jsou pfitomné ve vSech zZivych organismech. Proteiny HSP pUsobi
jako molekularni chaperony a podili se na skladani a rozbalovani proteina.
Tim zajiStuji udrzovani bunééné homeostazy. Proteiny HSP jsou exprimovany
pfi bunécném stresu vyvolaném plsobenim toxickych latek a téZzkych kovl, zménam
pH nebo tepelnym stresem. Proteiny HSP hraji dilezitou roli pfi imunologické odpovédi
organismu, mohou se také ucastnit apoptotické bunécné smrti a podili se na ochrané

pred cytotoxickym poskozenim.
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Teoreticka éast

1. MITOCHONDRIE

Mitochondrie jsou organely vyskytujici se v eukaryotickych bunkach a maji dvé
membrany (vnitfni a wvnéjSi). Jednou z hlavnich roli mitochondrii je syntéza
adenosintrifosfatu (ATP) a regulace bunéfného metabolismu. Také pfispivaji
k bunéCnym stresovym reakcim, jako je apoptdza a autofagie a plni celou fadu dalSich
funkci. Jejich ultrastruktura se znacné liSi mezi tkdnémi a organismy. Zmény
a remodelace vnitfnich membranovych struktur mitochondrii jsou zifejmé béhem
apoptoézy, autofagie, nekrézy a u mnoha lidskych poruch (Zick et al., 2009; Green et
al.,2011). Mezi takovéto poruchy patfi napf. mitochondrialni myopatie, mitochondrialni
encefalomyopatie, laktatova acidéza a pfihody podobné mrtvici, Kearnlv—Sayrav
syndrom, Leighuv syndrom nebo chronicka progresivni externi oftalmoplegie (Ng et
al., 2016-a).

Mitochondrie  pravdépodobné vznikly z alfa-proteobakterie  pohlcené
eukaryotickym progenitorem. Stejné jako jejich bakterialni predchudce maji
mitochondrie dvé samostatné a funkéné odliSné membrany. Jedna se
0 semiautonomni organely, které maiji vlastni genetickou informaci. Mitochondrialni
deoxyribonukleova kyselina (mtDNA) je kruhova, organizovana do oddélenych
nukleoidd v matrix a béhem evoluce byla redukovana pfenesenim genu do jadra.
Nejbliz8imi pfibuznymi enzymi modifikujicich mtDNA, jako je mtDNA polymeraza,
jsou bakteriofagové proteiny (Nunnari et al., 2012).

V mitochondriich mize dochazet ke vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS)
v dusledku transportu elektronl, ktery Fidi oxidativni syntézu ATP. PFi nizkych
hladinach ROS dochazi k regulaci Cetnych bunécnych reakci, ale pfi vysokych
koncentracich ROS se pfimo poskozuji makromolekuly (proteiny, lipidy, sacharidy).
Vlivem poskozeni téchto makromolekul dochazi k naruseni mitochondrialnich funkci.
Narusené mitochondrialni funkce v dasledku plasobeni ROS mohou byt reparovany
dvéma mechanismy, jejich redistribuci afedénim procesem $tépeni a fuze,
ktery distribuuje nové syntetizované slozky, nebo selektivni eliminaci poskozenych
mitochondrii makroautofagickym procesem, znamym jako mitofagie. Zivotaschopnost
mitochondrii je tedy udrzovana provazanymi procesy biogeneze, dynamického Stépeni
a fuze a mitofagie. Poskozeni nékterého z nich je spojeno se Spatnou funkci
a zivotaschopnosti bunék. Mitochondrialni funkce s vékem klesa, coz se da pozorovat

v rlznych parametrech, v€etné poklesu ATP, zmén v aktivité transportu elektron
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Teoreticka éast

a mitochondrialnich enzym, snizené respiracni kapacité, zvysené akumulaci mutaci
v mtDNA a ztraté celkové mitochondrialni hmoty (Webb et al., 2020).

1.1 Struktura mitochondrii

Mitochondrie maji dvé membrany, které rozdéluji organelu do ¢&tyf rozdilnych
kompartmentl — vnéjs§i membrany (OMM), mezimembranového prostoru (IMS), vnitini
membrany (IMM) a matrix, z nichZz kazdy plny svou funkci. Kromé typického
usporadani membran se morfologie a distribuce organel vyrazné liSi mezi rGznymi typy
bunék, ale i mezi jednotlivymi bufikami daného typu. Konvencéni popis mitochondrialni
struktury, znazornény na obrazku 1, je odvozeny z velké Casti ze studii elektronové
mikroskopie a charakterizuje mitochondrie jako kulovité nebo kratké tyCinkové
struktury umisténé v raznych Castech cytoplazmy. Napfiklad mitochondrie
ve fibroblastech jsou struktury dlouhé 1-10 ym s pomérné stalym pramérem ~700 nm,
zatimco v hepatocytech jsou spiSe kulovité nebo vejcité. V hladkém svalu cév jsou
mitochondrie vejCitého nebo ty€inkovitého tvaru, ale v endotelu je tubularni

mitochondrialni sit’ (McCarron et al., 2013).

vnitfni mitochondrialni
membrana l vnéj§i mitochondrialni

/membra’na
deoxyribonukleova e
kyselina M S

cristae junctions

mezimembranovy
prostor

kristy
vnitfni hrani€éni membrana
granula

¢asti ATP syntazy

Obrazek 1: Struktura mitochondrie. ATP (adenosintrifosfat) (upraveno dle Protasoni et al.,
2021).
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Teoreticka éast

Membrany mitochondrii se vyrazné li§i slozenim lipidl, proteinl, permeabilité
a tvaru a jsou vysledkem endosymbiotického puvodu organely. OMM je svym sloZzenim
lipidi vice podobna membranam eukaryotickych bunék, zatimco IMM se podoba
bakterialnim membranam obsahujicim kardiolipin. IMM ma vy3Si pomér proteina
a lipidu a tvofi v matrix vysoce nahusténé invaginace zvané kristy. Spolu s proteiny se
v kristach nachazi imechanismus oxidativni fosforylace. Jednim z ddvodu
pro skladani IMM je zvétSeni plochy pro vyrobu energie. Céast IMM, ktera probiha
soucasné s OMM, se nazyva vnitfni hraniéni membrana (IBM) a s kristy je propojena
uzkymi trubkovymi nebo Stérbinovitymi strukturami cristae junctions. Membrany se
také liSi svoji permeabilitou. Zatimco OMM umoznuje prichod iontd a malych molekul
pres iontové napétové fizené kanaly, pfes IMM mohou volné prochazet pouze voda,
kyslik a oxid uhlicity. Tato selektivita umozriuje vytvofeni elektrochemického gradientu,
ktery tvofi zaklad pro produkci ATP a pfisnou regulaci koncentraci dalSich iontd, jako je
vapnik, pfevazné vyuzivany v bunécné signalizaci (Protasoni et al., 2021).

Kristy jsou velmi variabilni. Mohou byt rzného tvaru v zavislosti na typu bunky,
tkané, bioenergetickém stavu organely, osmotickém prostfedi nebo patologickém
stavu bunky. Morfologii krist urCuji i proteiny, napf. prohibitiny nebo mitofilin, a byly
pozorovany tubularni, lamelarni, a dokonce trojuhelnikové struktury krist (Rabl et al.,
2009). Tubularni tvar tvofi kratké trubkovité invaginace vycCnivajici dovnitf
z mitochondrialni IBM. V jinych burikach tyto tubuly pfesahuji Sifku matrix, a tim se
dvakrat spojuji s IBM. Kristy bunék nadledvin jsou €asto ve tvaru barkovitych pupent
na vnitfni strané IBM. Pupeny se mohou rozSifit a stanou se tubulovezikularnimi
kristami. Nékdy se mohou jevit jako oddélené od IBM a vytvaret vezikuly v matrix
(Griparic et al., 2001).

V mitochondriich vSech organismu je mitochondrialni kontaktni misto a systém
organizujici kristy (MICOS). Jedna se komplex slozeny ze dvou sub komplexu, jeden
obsahuje podjednotky MIC10, MIC26, MIC27 a MIC13. Druhy obsahuje podjednotky
MIC60, MIC19 a MIC25. Systém MICOS je hlavnim prvkem morfogeneze IMM.
Podjednotka obsahujici MIC10 stabilizuje a tvaruje crista junctions. Podjednotka
s MICG60 se rozprostira pfes IMS a spolupracuje se slozkami OMM, jako je translokaza

vnéjSi membrany (Callegari et al., 2019).
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1.2 Dychaci retézec

Mitochondrialni dychaci fetézec na obrazku 2, znamy také jako elektronovy
transportni fetézec (ETC), sesklada ze ¢ty proteinovych komplexd a dvou
elektronovych transportérd, ubichinonu (CoQ) acytochromu c. Komplexy
| transportéry jsou integrovany do IMM v tésné blizkosti matrix, ve které je umistény
Krebsuv cyklus, jehoz vstupnim bodem je acetyl-koenzym A produkovany glykolyzou
nebo B-oxidaci. Produkty Krebsova cyklu jsou nikotinamidadenindinukleotid (NADH)
a flavinadenindinukleotid (FADH2). Oba koenzymy jsou donory elektront pro ETC.
Tok elektronl je spojen s tvorbou protonového gradientu prfes IMM a energie
akumulovana v protonovém gradientu je vyuzivana ATP-syntazou (komplex V)
k produkci ATP. Spojeni produkce ATP s dychanim je znamé jako oxidativni
fosforylace (OXPHOS) (Nolfi-Donegan et al., 2020).

Intermembrane space

Inner mitochondrial membrane

Mitochondrial FADH, FAD*+2H*
matrix

NADH NAD* + H*

Obrazek 2: Dychaci rfetézec. NADH (redukovany nikotinamidadenindinukleotid), NAD*
(oxidovany nikotinamidadenindinukleotid), H* (proton), CI — CIV (komplex | — IV), CV
(ATP-syntaza, komplex V), CoQ (koenzym Q, ubichinon), CytC (cytochrom c), ADP
(adenosindifosfat), ATP (adenosintrifosfat), FADH: (redukovany flavinadenindinukleotid),
FAD* (oxidovany flavinadenindinukleotid), O, (Superoxid), UCP (uncoupling proteiny) (Bratic
et al., 2013).
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1.2.1 Komplex |

Komplex |, také nazyvany NADH-ubichinon oxidoreduktaza nebo NADH
komplexu je pfiblizné 1 MDa. Hlavni roli komplexu | je pfenos elektroni z NADH
na CoQ na IMM. Vyznamné prispiva k tvorbé ROS a podili se na patogenezi rady
dédi¢nych a degenerativnich poruch. Eukaryoticky komplex | je ve tvaru L a obsahuje
dvé ¢asti, membranovou doménu zanofenou do IMM a hydrofilni doménu vycCnivajici
do matrix. U lidi a savcl se komplex |, znazornény na obrazku 3, sklada ze 14
centralnich podjednotek, které jsou stfedem enzymatické reakce a 31 vedlejSich
podjednotek, které jsou zapojeny do sestaveni komplexu, jeho regulace a ochrany.
Centralni podjednotky Ize rozdélit do skupiny sedmi hydrofilnich polypeptidd,
které jsou kédovany jadernou DNA, a sedmi hydrofobnich polypeptidu kédovanych
MtDNA. Hydrofilni centralni podjednotky zahrnuji vSechny redoxné aktivni protetické
skupiny, jeden flavinmononukleoktid (FMN) a osm klastrt Zeleza a siry (Fe-S) (Wirth
et al., 2016).

Substrat NADH se vaze na podjednotku blizko skupiny FMN. Z jednoho NADH
jsou pfedany komplexu | dva elektrony a pfeneseny do molekuly FMN, ktera slouzi
jako prvni akceptor elektroni z NADH. Klastry Fe-S, které nesou oznaceni N3, N1b,
N4, N5, N6a a N6b, slouzi jako cesta pro transport elektronu. Klastr N2 slouzi
jako kone¢ny akceptor elektront a katalyzuje prenos elektront na molekulu CoQ.
Pfenosem elektrond na CoQ =zarovenn dochazi kjeho redukci na ubichinol.
Pfedpoklada se, Zze osmy klastr N1a lokalizovany blizko FMN slouzi jako ulozisté
elektron(, které ma zabranit nadmeérné produkci ROS (Larosa et al., 2018).

Komplex | je protonova pumpa, ktera vyuziva prenosu elektron k pumpovani ctyr
protont pfes membranovou doménu do IMS. Vznikla protonova hybna sila je dale
vyuzivana k syntéze ATP pomoci ATP-syntazy a k aktivnimu transportu rozpusténych
latek proti jejich koncentraénim gradientim. Proces translokace protond je katalyzovan
antiporterovymi podjednotkami v membranové doméné, které tvofi protonové kanaly
kolem skrytych nabitych zbytk(l v mistech souvisejicich se symetrii. Pfenosu protonu
v savCim komplexu | je zajiStén antiporterovymi podjednotkami ND2, ND4 a ND5
a ND1, ND4L, ND6, ND3, které spole¢né tvofi jednu protonovou drahu (Ropke et al.,
2020).
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0A

Obrazek 3: Struktura komplexu I. Centralni podjednotky jsou zobrazeny plnymi barvami,
vedlejsi podjednotky jsou pruhlednymi barvami. NADH (redukovany
nikotinamidadenindinukleotid), NAD* (oxidovany nikotinamidadenindinukleotid), e (elektron),
Q (koenzym Q, ubichinon), QH> (ubichinol) (upraveno dle (Répke et al., 2020).

1.2.2 Komplex Il

Komplex I, také nazyvany sukcinatdehydrogenaza (SDH)
nebo sukcinat-ubichinon-oxidoreduktaza, katalyzuje oxidaci sukcinatu na fumarat
a prenasi dva elektrony. Je to jediny membranové vazany enzym Krebsova cyklu
a nepfispiva k tvorbé protonového gradientu. Komplex Il je druhym vstupnim bodem
pro elektrony. Oxidovany flavinadenindinukleotid (FAD) se po pfijeti elektrond
ze sukcinatu redukuje na FADH2, poté jsou elektrony pfeneseny pres tfi Fe-S klastry
na CoQ. Pfenosem elektrontd na CoQ dochazi k jeho redukci na ubichinol (Sun et al.,
2005).

Sav¢i komplex Il se sklada ze &ty podjednotek, SDHA, SDHB, SDHC a SDHD,
s pfibliznou molekulovou hmotnosti 70, 30, 18 a 17 kDa. Jedna se tak o nejmensi
komplex ETC. Hydrofilni hlavu SDH, vy€nivajici do mitochondrialni matrix, tvofi
podjednotka SDHA s kovalentné vazanym FAD a podjednotka SDHB, ktera obsahuje
tfi klastry Fe—S. Podjednotka SDHC, velky protein vazajici cytochrom b, a podjednotka
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SDHD, maly protein vazajici cytochrom b, tvofi hydrofobni membranovou kotvu a jsou

mistem vazby cytochromu b (Kovarova et al., 2013).
1.2.3 Komplex llI

Komplex Ill, také nazyvany cytochrom bci komplex nebo ubichinol-cytochrom
c-oxidoreduktaza, katalyzuje pfenos dvou elektront z ubichinolu na cytochrom c
mechanismem protonmotivhiho Q cyklu, ktery je spojeny s translokaci protonu
pfes IMM. Komplex cytochromu bc: je homodimerni. U lidi je kazdy monomer tvofen
11 podjednotkami, tfemi zakladnimi a osmi jaderné kdédovanymi nadpocCetnymi
podjednotkami, které zajistuji stabilitu komplexu. Mezi zakladni podjednotky patfi
cytochrom b, obsahujici vysokopotencialni hem (b562) a nizkopotencialni hem (b565)
typu b, ktery je jako jediny kédovany mtDNA, a cytochrom ci1, obsahujici jeden hem
typu ¢, a Rieskeho protein, obsahujici klastr [2Fe—2S]. Cytochrom c1 a Rieskeho
protein jsou jaderné kédovany. Na obou koncich cytochromu b jsou dvé vazebna mista
pro CoQ zapusténa do IMM, z nichZ jedno je hydrochinonové oxidacni centrum (Qo)
umisténé na cytoplazmatické strané. Na strané k mitochondrialni matrix je umisténé
chinonové redukéni centrum (Qi) (Ndi et al., 2018).

Protonmotivni Q cyklus zac€ina oxidaci ubichinolu v misté Qo a uvolnénim dvou
protont do IMS. Jeden elektron je postupné prfenesen do Fe—S klastru v Rieskeho
proteinu, na cytochrom c1 a poté na cytochrom c, ktery se redukuje. Druhy elektron
redukuje hem b565. Tento elektron je pfenesen pfes hem b562 na CoQ v misté Qi
a dochazi k redukci CoQ na stabilni semichinon. Ve druhém kole cyklu elektron
vstupujici do Fe—S klastru Rieskeho proteinu redukuje druhy cytochrom ¢ a cytochrom
c1. To je doprovazeno uvolnénym dalSich dvou protonu do IMS. Elektron vstupujici
do nizkopotencialniho hemu redukuje semichinon na ubichinol v misté Qi. To je
doprovazeno vychytavanim dvou protonl ze strany negativni matrix. B€hem Q cyklu
dochazi tedy k translokaci dvou protond a dvou elektront do IMS (Guillaud et al.,
2014).

Komplex I, stejné jako komplex |, pfispiva v mensi mife k tvorbé ROS. Superoxid
se tvofi v centru oxidace ubichinolu v misté Qo. ZvySenou produkci ROS muze zpUsobit
inhibice komplexu Il antimycinem A. Stejnou meérou mulze pfispét i vysoky
membranovy potencial, ktery zpomaluje pfenos elektrond z b565 na b562,
tim napomaha k vétSimu mnozstvi redukovaného b565, ktery pak zvySuje tvorbu

superoxidu (Rottenberg et al., 2009).
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Koenzym Q neboli ubichinon, je lipofilni molekula pfitomna ve vSech tkanich
a bunkach, kterd se nachazi hlavné v IMM. Skladd se z redoxné aktivniho
benzochinonového kruhu a hydrofobniho polyisoprenického fetézce ruzné délky
u rbznych druhu. U lidi se nachazi deset jednotek. CoQ je mobilni pfenasec elektronda,
ale ma i dalSi funkce. Ma antiapoptotickou funkci, je zapojen do biosyntézy pyrimidind,
buné&ného rlastu a diferenciace, funkéni modifikace mitochondrialnich uncoupling
proteind a regulace metabolismu sulfidd. Navic je ve své redukované formé jedinym

endogenné syntetizovanym antioxidantem rozpustnym v tucich (Cerqua et al., 2019).
1.2.4 Komplex IV

Komplex IV, znamy také jako cytochrom c¢ oxidaza (COX), je terminalnim
komplexem ETC a katalyzuje pfenos elektronu z cytochromu ¢ na kyslik, ktery se
redukuje na vodu. Tato reakce je spojena s prenosem Ctyf protonu pres IMM,
coz pfispiva k elektrochemickému gradientu pouzivanému pro syntézu ATP. Lidsky
COX je multimerni enzym slozeny ze 14 podjednotek. Podjednotky COX1, COX2
a COX3 na obrazku 4 tvofi katalytické jadro enzymu a jsou kodovany geny mtDNA.
Zbyvajicich 11 podjednotek je kddovano jadernou DNA. Béhem biogeneze komplexu
IV se do COX1 a COX2 zabudovaly dva redoxné aktivni hemy a (a, as) a 2 centra
obsahujici atomy médi (Cua, Cus) (Hock et al., 2020). Podjednotka COX1 je slozena
z dvanacti transmembranovych a-helixd a tfi katalytickych center enzymu, hemu
a binuklearniho centra slozeného z atomu hemu asz a Cus (BNC). Podjednotka COX2
se sklada ze dvou transmembranovych a-helixi a bimetalického katalytického centra
Cua (Cu' /Cu"), které se nachazi v oblasti smycky ve spodni ¢asti extramembranové
domény COX2, na rozhrani COX1 a COX2. Podjednotka COX3 se sklada ze sedmi
transmembranovych a-helixu a stabilizuje katalytické centrum COX (Timén-Gomez et
al., 2018).

Hydrofilni doména COX2 zasahuje do IMS a vaze rozpustny cytochrom c. Cua
pfijima elektrony z rozpustného cytochromu c diky elektrostatickym interakcim
uchovanych lysinovych zbytkd s karboxylovymi skupinami hydrofilni ¢asti COX2. Z Cua
proudi elektrony do hemu a v COX1, ktery prenasi elektrony do BNC, kde se O:
redukuje na vodu. Nepolarni kanal umoznuje difuzi kysliku do katalytického centra
enzymu COX. Adukt hem-kyslik vznika vazbou O2 do BNC a kyslikova vazba je
okamzité naruSena. Soucasny pfenos Ctyf elektronu je zasadni jako preventivni

opatifeni proti produkci ROS. Poté se BNC regeneruje &tyfmi reduk&énimi kroky
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katalytického cyklu. V kazdém kroku jsou jeden elektron z hemu a, a jeden proton
z matrix translokovany do BNC, zatimco jeden proton je ¢erpan do IMS protonovym
kanalem. Vazebna kinetika cytochromu ¢ a O: je vyrazné ovlivnéna velikosti
mitochondrialniho membranového potencialu a rozprazeni zvySuje obrat enzymu.
Komplexem |V je tedy Cerpano z matrix celkem osm protonl, Ctyfi jsou pouzity
k vytvofeni dvou molekul vody a dalSi ¢tyfi protony jsou pfeneseny do IMS k vytvoreni
protonového gradientu. Tento proces spotfeby Oz je znamy jako mitochondrialni
dychani (Cunatova et al., 2020).

Cytc
=~ COX2
e
A 4 H*
CUA$
IMS -
|
- :
Heffe Hgme a3
a o MB L i
|
Matrix l
coxq ! ; COX3
! i
\ 4
2H,0 | 4 H*
4

Obrazek 4: Katalytické jadro cytochrom c¢ oxidazy. Cyt c¢ (cytochrom c¢), IMS
(mezimembranovy prostor), COX1-3 (podjednotky cytochrom c oxidazy 1-3), Cuas (médnata
centra A,B), O (kyslik), H.O (voda), H* (proton), e (elektron) (upraveno dle(Cunatova et al.,
2020).

Cytochrom c je ve vodé rozpustny hemoprotein nachazejici se v IMS navazany
na IMM. To umozniuje pfenos elektront z komplexu Il na komplex IV. Podili se
také na biosyntéze kofaktoru a lipidovych signalnich molekul a vaze plyny, jako je oxid
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uhelnaty, oxid dusnaty nebo kyslik. Jeho uvolnéni z mitochondrii je signal pro zahajeni
apoptézy (Babbitt et al., 2015). Cytochrom ¢ obsahuje protoporfyrin IX a kovalentné
vazany hem. Béhem biosyntézy cytochromu c se tvofi thioetherové vazby reakci
mezi vinylovymi skupinami hemu b a redukovanymi cysteinovymi zbytky v polypeptidu
apocytochromu. Pfipojeni kovalentniho hemu zajistuje stabilitu cytochromu c, bez niz
je apocytochrom c v burice rychle degradovan. Pfenos elektronu je zajistén reverzibilni

redukci a oxidaci iontl Zeleza v cytochromu c (Chertkova et al., 2017).
1.2.5 Komplex V

Komplex V, FiFo ATP-syntaza, je membranové vazany multipodjednotkovy
enzym, ktery vyuziva energii vytvofenou elektrochemickym gradientem k fosforylaci
adenosindifosfatu (ADP) na ATP. Monomerni sav€i ATP-syntaza je slozena z 18
rliznych proteinovych podjednotek. V mitochondriich tvofi monomerni komplexy
dimery prostfednictvim interakci mezi jejich membranovymi doménami a dimery se
sdruzuji v fadach na okrajich krist. ATP-syntaza se sklada ze dvou funk&nich domén.
Doména F1 je umisténa v mitochondrialni matrix a doména Fo je ukotvena v IMM.
Doména F: se sklada ze tfi kopii podjednotek a a B, podjednotek y, d a €, které tvofi
centralni stopku komplexu a spojuji hlavu domény F1 s c-kruhem domény Fo. Na tfech
rozhrani podjednotek a a 3 se nachazeji katalytickd mista enzymu, kde vznika ATP
z ADP a anorganického fosfatu. Membranova doména Fo se sklada z podjednotky
c-kruhu, ktery pravdépodobné obsahuje osm kopii, a je v kontaktu s podjednotkou
ATP6. Béhem syntézy ATP se c-kruh otaci odhadovanou frekvenci az 300 Hz. Rota¢ni
energie je pfenasena do domény F1 centralni stopkou. Podjednotky b, d, F6 a protein
udélujici citlivost na oligomycin tvofi periferni stopku na jedné strané komplexu,
ktera spojuje a a [ podjednotky s ATP6. Podjednotky e, f, g, protein spojeny
s diabetem v tkanich citlivych na inzulin, 6,8 kDa lipoprotein a ATP8 (nebo A6L) jsou
nadpocetné podjednotky (He et al., 2017).

Mitochondrialni membranovy potencial, vznikly transportem elektrond,
a koncentrace protonud v IMS generuji protonmotivni silu, ktera je zasadni pro syntézu
ATP. Kazda podjednotka c-kruhu je schopna vazat jeden proton v IMS, ktery interaguje
s karboxylovou skupinou postranniho fetézce glutamatu nebo kyseliny asparagové.
Protonace podjednotek vyvolava rotaci c-kruhu, dokud nedojde ke konecné disociaci
protonu na strané matrix. Rotace c-kruhu je podporena kladnym nabojem argininového

zbytku v podjednotce a. Rotace c-kruhu vyvolava rotaci podjednotek y a € uvnitf
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hexameru asBs domény F1. Na vnéjsi strané a333 hexameru brani v rotaci periferni
stopka. Vysledkem rotace y podjednotky jsou tfi rizné konformace podjednotek f3,
coz zajistuje syntézu ATP. Podjednotka v tésné konformaci vaze ATP velmi silné a jeji
afinita k molekule je tak vysoka, Ze indukuje konverzi ADP a anorganického fosfatu
na ATP. Podjednotka ve volné konformaci je schopna vazat ADP a anorganicky fosfat,
ale nemuze uvolnit nukleotidy. Podjednotka v oteviené konformaci umoznuje uvolnéni

syntetizovaného ATP (Protasoni et al., 2021).
1.2.6 Superkomplexy dychaciho retézce

Vyvoj nativni gelové elektroforézy vedl k identifikaci mnoha obrovskych
(1,5-2 MDa) struktur obsahujicich rizné konfigurace komplexu I, Il a IV nazyvanych
superkomplexy, které pravdépodobné umoziuji efektivnéjsi transport elektrond,
zvyS8uji stabilitu komplext a zmirfiuji produkci ROS. Funkce superkomplext je stale
pfedmétem Fady studii. Slozeni a mnozstvi superkomplexi se muze liSit
mezi organismy a tkanémi v zavislosti na metabolickych a fyziologickych podminkach
a také na obsahu lipidu v IMM. Superkomplex obsahuijici jedinou jednotku komplexu I,
dimer komplexu Il a jednu jednotku komplexu IV se nazyva respirasom a je nejCastéjsi
pozorovanou strukturou v savCich mitochondriich. Respirasom obsahuje vSechny
struktury potiebné k pfenosu elektrond z NADH na Oz, a proto je povazovan
za zakladni funkéni jednotku superkomplexu. VSechny respirasomy maji membranové
rameno komplexu | zakfivené kolem dimeru komplexu Ill s monomerem komplexu IV

na Spi¢ce komplexu | (Caruana et al., 2020).
1.3 Dalsi ulohy mitochondrii v organismu

1.3.1 Apoptoza

Mitochondrie maiji zasadni roli pfi apoptoze, coz je typ programované bunécné
smrti. Na rozdil od nekrdzy je apoptoza pfisné regulovana a zavisla na energii ve formé
ATP. Apoptdza ma dvé mozné cesty aktivace — vnitini a vnéjsi drahy aktivace. Rodina
proteind lymfomu B-bunék 2 (Bcl-2), ktera je vazana na membranu mitochondrii,
pevné reguluje aktivaci vnitfni drahy. Antiapoptotickymi €leny jsou Bcl-2 a protein
myeloidni bunécné linie-1, proapoptotickymi €leny jsou Bcl-2 asociovany agonista
bunécné smrti a Bcl-2 asociovany X. Aktivace proapoptotickych proteintd Bcl-2 mize

vést k aktivaci kaspazy 9, jejiz aktivace je dullezita pro zahajeni efektorové faze
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apoptozy. Ve vnéjSi draze je prenos signalu zahajen vazbou tumor nekrotizujiciho
faktoru a, hlavniho mediatoru ve vnéjSi draze, na jeho receptory. To vede aktivaci
naslednych faktorl véetné kaspazy 8, ktera aktivuje kaspazu 3. Rychlé a zavazné
posSkozeni mitochondrii mize vyCerpat bunéény ATP a blokovat aktivaci kaspaz (Ren
et al., 2020).

1.3.2 Homeostaza vapniku

Mitochondrialni regulace vapenatych iontd (Ca?*) je klicova pro bioenergetiku
a bunécnou signalizaci. Import Ca?* pfes OMM probiha prostfednictvim napétové
fizenych iontovych kanalu. Permeabilita IMM je pfisné&jsi, proto je pfenos pres IMM
do matrix zprostfedkovan pomoci vysoce selektivniho kanalu pro Ca?* zvaného
mitochondrialni Ca?* uniporter. Jedna se o multimolekularni komplex skladajici se
z mitochondrialnich proteind pro pFijem vapniku. Extruze Ca?* je zprostfedkovana

sodno-vapenato-lithnym transportérem (Pathak et al., 2018).
1.3.3 Syntéza hemu

Hem je porfyrin obsahujici zelezo, nezbytny v fadé biologickych procesu, jako je
transport a skladovani kysliku, metabolismus |éCiv a steroidi nebo pfenos signalu.
Také je soucasti nékterych podjednotek elektronového transportniho fetézce a je
nezbytny pro bunécné dychani. Ksyntéze hemu dochazi jak v mitochondriich,
tak v cytosolu. Kyselina 5-aminolevulova vznika v mitochondriich kondenzaci glycinu
se sukcinylkoenzymem A za katalyzy 5-aminolevulinat syntazy. Kyselina
5-aminolevulova je exportovana z mitochondrii do cytosolu, kde je pomoci ¢tyf enzym
pfeménéna na koproporfyrinogen lll. Ten je transportovan zpét do mitochondrii, kde je
za katalyzy koproporfyrinogenoxidazy, protoporfyrinogenoxidazy a ferrochelatazy
pfeménén na protoporfyrin IX. Nakonec je do protoporfyrinu IX inkorporovan iont

Zeleza za vzniku hemu (Medlock et al., 2015).
1.3.4 Syntéza klastri Fe-S

Klastry Fe-S jsou modularni kofaktory obsahujici Zelezo a anorganickou siru. Jsou
ukotveny v polypeptidovych skeletech proteint, nejCastéji navazanim na atom siry
cysteinu. V burfikach jsou potfebné pro mnoho procesu, jako je pfenos elektrond,
katalyza, regulace zeleza, oprava DNA nebo biogeneze ribozomu. Eukaryotni

mitochondrie obsahuji nékolik proteind Fe-S, napfiklad akonitaza nebo ferredoxin.
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Akonitaza vyzaduje pro aktivitu [4Fe-4S] kofaktor a je kli€¢ovym enzymem v Krebsové
cyklu v mitochondriich, kde reverzibilné pfeménuje citrat na isocitrat. Ferredoxiny
obsahuji [2Fe-2S] klastry, které ziskavaji uvnitf mitochondrii a hraji zasadni roli
v biogenezi Fe-S klastru. Respiracni proteinové komplexy I, Il a lll koordinuji pocetné
klastry Fe-S. Obé slozky jsou vSak toxické, kdyz nejsou usporfadané nebo jsou
v nadbytku. Porucha syntézy klastriT vede krfadé onemocnéni vcetné

neurodegenerativnich poruch (Pandey et al., 2015).
1.3.5 B-oxidace mastnych kyselin

Mastné kyseliny jsou metabolizovany v mitochondriich pomoci [-oxidace,
ktera poskytuje burikam velké mnozstvi energie. Mastné kyseliny jsou transportovany
krvi jako neesterifikované mastné kyseliny vazané na lipoproteiny nebo sérovy
albumin. Do bunky se dostanou pasivni difuzi nebo prostfednictvim transportéra
mastnych kyselin. Do mitochondrie se dostavaji jako acyl-koenzym A ester pomoci
karnitinového transportniho systému. p-oxidace probiha d&tyfmi enzymatickymi
reakcemi, dehydrogenaci, hydrataci, druhou dehydrogenaci a thiolyzou. KoneCnymi
produkty jsou acetyl-koenzym A, dva elektrony, které vstupuji do OXPHOS
a acyl-koenzym A ester zkraceny o dva atomy uhliku. Vysledny zkraceny ester mastné
kyseliny se vraci na zaCatek drahy a je znovu oxidovan, dokud nezustanou pouze dvé

molekuly acetyl-koenzymu A (Nsiah-Sefaa et al., 2016).
1.4 Adenosintrifosfat

Adenosintrifosfat je dulezitou biologickou molekulou ve viech Zivych organismech.
V zivych  organismech je ATP produkovan za  pfitomnosti enzymd,
predevsim v mitochondriich. Jedna se o nukleotid, ktery se sklada ze tfi podjednotek,
adeninové baze, 5 uhlikatého rib6zového cukru a trifosfatu (obrazek 5). Kombinace
ribdzy a adeninu tvofi adenosinovou slozku ATP, zatimco trifosfatovy konec tvori
reaktivni misto ATP. Diky tomu se maze ucastnit riznych bunéénych reakci. Hlavni
funkci ATP je wvyuziti energie, ktera vznika pfi hydrolyze ATP na ADP
a anorganicky fosfat. Tento cyklus ATP-ADP se nepfetrzité regeneruje a hraje zasadni
roli v regulaci bunétného metabolismu a biochemickych procesu. Dale je ATP
potfebny pro stavbu protein, aminokyselin, aktivni transport iontl a jako elektricky
signal synaptickém prenosu nervoveho systému. Kromé toho je ATP povazovan

za indikator zivotaschopnosti bunék a pritomnosti bunécného poskozeni. Protoze se
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vyskytuje ve vSech Zivych bunkach, jeho koncentrace se rychle snizi, jakmile dojde

k poSkozeni buriky nebo k jeji smrti (Ng et al., 2016-b).
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Obrazek 5: Chemicka struktura adenosintrifosfatu.

1.4.1 Role ATP pii apoptoze

Apoptdza je vysoce regulovany proces, ktery vyZaduje energii, protoZze zahrnuje
fadu krokl zavislych na intracelularnim ATP, jako je aktivace kaspaz, enzymaticka
hydrolyza makromolekul, kondenzace chromatinu, blebbing membrany bunék a tvorba
apoptotickych télisek. VyCerpani bunécného ATP chemickymi latkami nebo jeho
spotifebovani pfi apoptdze zpusobuje pfepnuti mechanismu bunécéné smrti z apoptoézy
na nekrozu. Také snizeni intracelularni koncentrace ATP vyvolané inhibici
ATP-syntazy oligomycinem, glykolyzy nebo mitochondrialnich respiraCnich aktivit,
vede k potlaCeni aktivity kaspazy 3 a zvySeni nekrozy bunék (Miyoshi et al., 2066).
Stejné tak je ATP nutny pro tvorbu apoptozomu, komplexu cytochromu c,
apoptotického aktivacniho faktoru-1 a prokaspazy 9. Pfiapoptdéze je nakonec
intracelularni ATP vyC€erpan, proto je udrzovani, i snizovani intracelularni hladiny ATP
systematicky regulovano béhem progrese apoptézy. Progrese apoptozy se mezi
jednotlivymi burikami liSi, dokonce i ve stejném typu bunék pfi pouziti identickych
podminek. Proto je obtizné pochopit, jak se hladiny intracelularnino ATP v konkrétni
bunice méni béhem apoptdzy pomoci konvenénich biochemickych analyz (Imamura et
al., 2020).
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Syntéza mitochondrialniho ATP vyzaduje transport ADP do mitochondrii, ktery je
zprostfedkovan pomoci adeninnukleotidtranslokazy (ANT), ktera reguluje vyménu
ADP a ATP a uvolfiovani cytochromu ¢ z mitochondrii. Vyména ADP a ATP je zavisla
na pfrechodu ANT mezi dvéma konformaénimi stavy. PFi c-stavu je hydrofilni smycka
vazebného mista ANT obracena k cytosolu, zatimco v m-stavu je toto vazebné misto
obraceno k matrix. Pfechodem ANT do konformacniho c-stavu dochazi k uvolnéni
cytochromu c¢ a apoptotické bunééné smrti. Naopak pfi pfechodu do m-stavu dochazi
k zastaveni transportu ADP, snizeni hladiny ATP a nasledné k nekrotické bunécné
smrti (Temkin et al., 2006). VyCerpanim bunéfného ATP dojde k zastaveni
nebo preruseni apoptotického procesu. Pokud dojde k obnoveni dostateénych hladin
ATP, je bunka schopna obnovit pozastaveny proces apoptézy. Ve studii Tetsuya
Tatsumi, et al. (2003) navrhli, Ze za pfitomnosti adekvatniho mnozstvi glukézy muaze
byt produkce ATP udrzovana i béhem hypoxie nebo v pfitomnosti mitochondrialniho
inhibitoru oligomycinu. PFi hypoxii jsou buriky nuceny spoléhat na syntézu ATP pomoci
glykolyzy, coz zpusobi zvySeni mitochondrialni permeability a otevieni pérl zavislych
na vapniku v IMS. Spoustéfem zvySeni mitochondrialni permeability je translokace
proapoptotického X proteinu asociovaného s Bcl-2, ktery tvofi selektivni kanaly
pro uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii do cytosolu, tim dojde k rozpojeni ETC,

zastavé syntézy ATP a apoptéze (Tatsumi et al., 2003).
1.5 Detekce koncentrace ATP

Obsah intracelularni ATP je hlavnim indikatorem zivotaschopnosti bunék. Po smrti
bunky je jako prvni zastavena syntéza ATP, pfiCemz jeho hydrolyza muze pokracovat
v fadech min, a proto intracelularni koncentrace ATP prudce klesne na nulovou
hodnotu. Pro stanoveni intracelularni koncentrace ATP existuji rlzné metody,
napfiklad enzymatické metody se spektrofotometrickou detekci, radioaktivni
nebo chromatografické metody. Jednim z nejpouzivangjSich testl pro kvantitativni
stanoveni obsahu ATP je bioluminiscenéni analyza, ktera se vyznacuje svoji vysokou
rychlosti, citlivosti a specifitou. Molekula ATP je soucasti reakce katalyzované
enzymem luciferazou svétluSek. Organicky substrat D-luciferin je rychle oxidovan
v pfitomnosti ATP a hofeCnatych iontd molekularnim kyslikem na oxyluciferin,
adenosinmonofosfat a oxid uhliCity (obrazek 6). Zpocatku vznika oxyluciferin
v elektronicky excitovaném stavu a béhem jeho navratu do zakladniho stavu je

emitovano  Zlutozelené zafeni. Reakce zahrnuje tvorbu meziproduktu
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luciferyladenylatu a uvolnéni pyrofosfatu. Luciferyladenylat midze byt oxidovan nejen
na oxyluciferin, ale také na dehydroluciferyladenylat, ktery je vedlejSim produktem
bioluminiscenéni reakce. Dehydroluciferyladenylat byl identifikovan jako silny inhibitor
luciferazy a vyznamné ovliviiuje rychlost reakce zejména pfi vysokych koncentracich
ATP (Wang et al., 2019; Lomakina et al., 2015).

ATP, Mg”* PP

vt Mook M gever

0, AMP,CO,

luciferaza

D-luciferin luciferyladenylat oxyluciferin

Obrazek 6: Bioluminiscenc¢ni reakce. ATP (adenosintrifosfat), Mg?* (hofe¢naté ionty), PPi
(pyrofosfat), Oz (kyslik), AMP (adenosinmonofosfat), CO. (oxid uhligity).

K mérfeni bioluminiscence se vyuzivaji luminometry, které se zacCaly pouzivat
v 70. letech minulého stoleti. Signal zaznamenany luminometrem se udava
v relativnich jednotkach luminiscence a je umérny poctu fotonl emitovanych vzorkem.
Intenzita svétla je pfimo umérna koncentraci ATP ve vzorku. Pro kvantitativni
stanoveni intracelularnino ATP se bunky lyzuji, aby doslo k uvolnéni ATP, lyzat se
zavede do meéfici cely, poté se pfida Cinidlo ATP a zméfi se intenzita luminiscence.
Pro vypocet koncentrace ATP v analyzovaném vzorku se vyuZziva kalibraCni kfivka
(Lomakina et al, 2015). Vysledky bioluminiscenéni analyzy =zavisi nejen
na intracelularnich hladinach ATP, ale také na koncentraci substrat(, jako je D-luciferin
a kyslik, nebo na koncentraci luciferazy, ktera je navic ovlivnéna pH. DalSi nevyhodou
metody je, Zze hladina intracelularniho ATP by mohla byt naruSsena v dusledku spotfeby
ATP. Pozorovani vrealném Case je problematické, protoZe slaba luminiscence
luciferazy vyzaduje delSi expozi¢ni ¢as (Imamura et al., 2009).

V roce 2009 vynalezl Hiromi Imamura a jeho tym metodu, kterou Ize detekovat
hladinu ATP uvnitf jednotlivych Zivych bunék. Metoda je zalozena na pouZziti geneticky
kédovaného indikatoru ATP na bazi fluorescencniho rezonanéniho prenosu energie
(FRET) nazyvaném ATP indikator zaloZzeny na epsilonové podjednotce pro analyticka
méfeni (ATeam). Indikatory ATeam vyuzivaji ¢ bakterialni podjednotku
FoF1-ATP-syntazy, ktera je obklopena azurovymi a Zlutymi fluorescenénimi proteiny.
Tyto proteiny jsou navazané bud na N-konec nebo C-konec podjednotky E.
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Bez navazani ATP je ucinnost FRET nizka. Naopak pfi navazani ATP prochazi
podjednotka € velkou konformacni zménou, dojde Kk pfiblizeni fluorescencnich
proteint, coz zvySuje ucinnost FRET. Podjednotka € poskytuje senzoru ATP na bazi
FRET nékolik vyhod. Podjednotka € se vaze na ATP, ale nehydrolyzuje jej. Také ma
vysokou specifitu pro ATP na rozdil od ostatnich nukleotidl, jako je ADP,
guanosintrifosfat, cytidintrifosfat nebo uridintrifosfat. Pomoci téchto indikatord je
mozné detekovat koncentrace ATP v ruznych buné&nych kompartmentech zménou
aminokyselinovych zbytkl na rozhrani domény nebo nahrazenim podjednotky
€ podjednotkou jiného druhu. Lze také pozorovat dynamiku ATP v realném case
v jednotlivych burnikach. Touto metodou bylo zjisténo, Ze koncentrace ATP
v mitochondrialni matrix jsou nizsi nez v cytoplazmé a jadfe (Imamura et al., 2009).
Dal8i vyvinutou metodou je fluorescenéni biosenzor pro detekci intracelularni
koncentrace ATP na bazi malonyl-koenzym A syntetazy z Rhodopseudomonas
palustris, ktera slouzi jako proteinovy scaffold a rozpoznavaci prvek. K tomuto proteinu
jsou kovalentné navazany dva 5-jodacetamidotetramethylrhodaminy, po navazani
ATP dojde ke konformacni zméné, Cimz dojde kemisi zafeni (fluorescenci).
Malonyl-koenzym A syntetdza katalyzuje pfeménu malonatu a koenzymu A
na adenosinmonofosfat, pyrofosfat a malonyl-koenzym A. Pfi vazbé ATP na rozhrani
dvou domén dochazi k vyznamné konformacni zméné. C-koncova doména se otaci
smérem k N-koncové doméné a uzavira $térbinu aktivniho mista. Zaroven dochazi
k tvorbé dimeru mezi dvéma tetramethylrhodaminy, které jsou navazany
na malonyl-koenzym A syntetazu pomoci dvou cysteinovych bodovych mutaci. PouZiti
malonyl-koenzym A syntetazy je vhodné kvuli jeji vysoké selektivité a afinité k ATP,
dobré stabilité a vysoké mife exprese. Tato finalni forma biosenzoru ATP zvySuje
az 3,7nasobné intenzitu fluorescence s excitaci pfi 5563 nm a emisi pfi 575 nm.
Lze tak detekovat mikromolarni koncentrace ATP. Tento fluorescenéni biosenzor ma
67krat vySsi afinitu k ATP nez k ADP. Schopnost biosenzoru monitorovat
enzymatickou produkci nebo koncentraci ATP byla prokdzana pomoci kinetickych
testu v ustaleném stavu, ve kterych je ATP produktem nebo substratem. Metoda je
vhodna pro fadu kinetickych testd v realném Case, které Ize provadét za podminek
blizkych fyziologickému pH a iontové sile. Hlavni vyhodou biosenzorl na bazi
malonyl-koenzym A syntetazy je pfidani pouze jednoho druhu ¢&inidla k monitorovani
analytu. Tim se minimalizuje moznost interference s dalSimi pfidanymi Cinidly. Pouziti

vice Cinidel mUze byt nevyhodou pfi pouziti enzymaticky testl, v€etné velmi vyuzivané
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bioluminiscenéni analyzy s pouzitim luciferazy a luciferinu, nebo u metod zaloZenych
na aptamerech v kombinaci s nanomaterialy nebo ribozymy (Vancraenenbroeck et al.,
2015).

Jednou z hlavnich detekénich technologii je elektrochemické biologické snimani,
které je preferovano diky svému jednoduchému vybaveni, vysoké selektivité, rychlé
odezvé, nizké cené a Sirokym aplikacim. Pro detekci koncentrace ATP byla vyvinuta
trojrozmérna metalicko-organicka ramova struktura z aminofunkcionalizovaného
ligandu a iontd ceru (Ce-MOF) prostiednictvim rychlé jednokrokové syntézy. Proces
konstrukce elektrochemického senzoru Ce-MOF zahrnuje tfi kroky znazornéné
na obrazku 7. Prvnim krokem je modifikace holé zlaté elektrody pomoci Ce-MOF
slabou kovalentni vazbou a elektrostatickymi interakcemi. Poté je aptamer
imobilizovan na Ce-MOF  prostfednictvim vodikové vazby, stohovani -1
a elektrostatickych interakci. Tretim krokem je specificka vazebna afinita mezi ATP
a jeho aptamerem, ktera vede ke konformacni zméné aptamerovych fetézcu a silné

elektrochemické impedanci v pfitomnosti cilového ATP (Shi et al., 2017).

imobilizace

—_—
aptamer
(ww)

Obrazek 7: Proces konstrukce trojrozmérné metalicko-organické ramové struktury
z aminofunkcionalizovaného ligandu a iontd ceru. ATP (adenosintrifosfat) (upraveno dle
Shietal., 2017).
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S rostouci koncentraci ATP se signal elektrochemické impedancni spektroskopie
postupné zvySuje. Biosenzor Ce-MOF vykazuje vysokou citlivost, selektivitu pro ATP,
dobrou stabilitu a reprodukovatelnost. Tato metoda byla uspésné pouZzita pfi detekci
ATP v lidském séru pacientl s rakovinou a ma vysoky potencial pro aplikaci v klinické
diagnostice (Shi et al., 2017).

1.6 Respirometrie

Respirometrie je citliva kvantitativni metoda pro méfeni mitochondrialni funkce,
v€etné OXPHOS, respirace a elektronového pfenosu, v izolovanych mitochondrii,
buné&nych kulturach nebo ve vzorcich lidské tkané. Respirometrie umozniuje méfené
desitek oxidacnich cest v zivych burikach v realném c¢ase. PFi pouziti inhibitorQ
specifickych pro danou drahu nebo pouziti redukCnich systému, jako jsou
napf. izolované mitochondrie nebo permeabilizované bunky, umozni identifikaci
pfesnych mist dysfunkce (Hutter et al., 2006). Respirometrie vyuziva oxygraf k méreni
rychlosti spotfeby nebo toku Oz mitochondriemi. Oxygraf se sklada z uzaviené komory
a kyslikové elektrody Clarkova typu, ktera neustale monitoruje koncentraci Oz v médiu.
Elektroda se sklada ze zlaté nebo platinové katody a argentochloridové anody. Katoda
a anoda jsou oddéleny koncentrovanym vodnym roztokem chloridu draselného. Tento
elektrolyt je od analyzovaného vzorku oddélen polymerni membranou, ktera je
propustna pouze pro O2. Kdyz je mezi elektrody pfivedeno napéti, Oz difunduje
z roztoku pres membranu ke katodé, kde se redukuje za vzniku hydroxidového iontu.
Stiibro se oxiduje a na anodé se vysrazi jako chlorid stfibrny. Proud produkovany
témito reakcemi je umérny koncentraci Oz ve vzorku. Koncentrace Oz, ktera klesa
s tim, jak biologicky vzorek spotfebovava Oz, je vynesena do grafu v prubéhu Casu.
Hlavnimi nevyhodami kyslikové elektrody je nestabilni signal a relativné vysoka
hladina Sumu pfistroje. Presto je stale levnym a uziteCnym nastrojem pro hodnoceni
mitochondrialni respirace (Ojuka et al., 2016).

Jednim z pfistroju, které umozriuji méfeni mitochondrialni spotfeby O s vysokou
presnosti, rozliSenim a citlivosti, je oxygraf firmy Oroboros s vysokym rozliSenim.
Oxygraf Oroboros je stolni respirometr, ktery obsahuje dvé samostatné sklenéné
komuUrky s injekénimi porty. Injek&nimi porty lze pfidavat substraty a inhibitory.
Komdurky, obsahujici vzorek (bunky, izolované mitochondrie), jsou vlozené
do izolovaného médéného bloku. Ten je udrzovan pfi konstantni teploté za pomoci

elektronické regulace. Pro diagnostiku je zapotfebi pouze 200 aZz 2 miliony bunék.
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Bunécné nebo izolované mitochondrialni suspenze se kontinualné michaji
v respirometru. Koncentrace O: je neustdle zaznamenavana polarografickymi
kyslikovymi senzory v kazdé komurce, které umoznuji paralelni méfeni. Rychlost
spotfeby O:2 je vypoltena pomoci softwaru a vyjadiena jako v pikomolech za sekundu
(pM/s) na pocet bunék. Koncentrace O: je uvadéna v mikromolech. Vyhodou oxygrafu
s vysokym rozliSenim je snizeny uniku Oz z komor pfistroje ve srovnani s tradiCnimi
polarografickymi zafizenimi s kyslikovymi elektrodami. TakZe ubytek Oz v komofe
pfimo souvisi se skuteCnou biologickou spotfebou O2. DalSi vyhodou je moznost
meéfeni v malém mnozstvi tkani, vysoka citlivost, nizka hladina Sumu pfistroje, pfesna
teplota a kontrola michani a moznost provadét experimenty pfi vysokém ziedéni.
Pomoci vhodného respiracniho pufru je mozné provadét sekvenéni méfeni zahrnuijici
titraci substratd, inhibitort a uncoupling proteind v realném Case (Djafarzadeh et al.,
2017; Lanza et al., 2010). Uncoupling proteiny jsou transmembranové proteiny v IMM,
které katalyzuji transport protont z IMS do mitochondrialni matrix. To zapficini snizeni
elektrochemické gradientu a syntézy ATP. Misto ATP vznika teplo (Woyda-Ploszczyca
et al., 2017).

Mitochondrialni respirace je hodnocena sledovanim nékolika respiracnich stavi:
ROUTINE, LEAK, OXPHOS a aktivita elektronového transportniho systému.
Respiracni stav ROUTINE odpovida klidové respiraci intaktnich bunék v méficim
médiu v komurce oxygrafu. Respirace LEAK se obvykle méfi na zaCatku experimentu
po pfidani substratu v nepfitomnosti ADP. LEAK je stav, pfi kterém nedochazi
k OXPHOS, ale protony pumpované pies respiracni komplexy stale prochazeji
z matrix do IMS. ProtoZe ATP-syntaza neni béhem tohoto respiracniho stavu aktivni,
je tok Oz minimalni. LEAK vyjadfuje stav nejvy$Siho mitochondrialniho membranového
potencialu na IMM pfi spotfebé Oz a transportu protont kvili kompenzaci unikajicich
protonu z IMS do matrix nezavisle na ATP-syntaze. Respiracni stav OXPHOS se méfi
po pfidani ADP. Tim dojde k aktivaci ATP-syntazy a ke zvySeni spotieby kysliku.
OXPHOS probiha soucasné s transportem protond do IMS. Dochazi ke snizeni
mitochodrialniho membranového potencialu, zrychli se transport protont jednotlivymi
respiraCnimi komplexy a zrychli se tok elektrond v ETC. Respirace OXPHOS
predstavuje maximalni kapacitu mitochondrii slouzici ke spotifebé O, kdyz je oxidace
substratu spojena se syntézou ATP. Titraci inhibitoru ATP-syntazy dojde k navozeni
dal$iho stavu LEAK. Pfidani nefyziologickych uncoupling proteind, jako je dinitrofenol,

vyvolava maximalni spotfebu O2 nazyvanou kapacita elektrontransportniho systému.
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Uncoupling proteiny jsou protonofory. Snadno pfijimaji protony a prfenaseji je z IMS
do matrix. Tim dojde ke snizeni membranové potencialu. V tomto respiraénim stavu je
mozné zjistit maximalni kapacitu komplext -1V pro transport protond. Celkova
kapacita toku elektronl respiraCnim systémem je vyjadiena spotfebou Oz (Ojuka et
al., 2016; Gnaiger et al., 2009).

1.6.1 Inhibitory dychaciho retézce

Inhibitory jsou znamé pro v8echny komplexy dychaciho fetézce se specifitou
na konkrétni mista vdaném komplexu (tabulka 1). Pocet inhibitord
NADH-dehydrogenazy stale narlUsta a je mozné je rozdélit na pfirodni a syntetické
inhibitory. Rotenon, piericidin A, amytal nebo meperidin jsou nepostradatelnymi
pomocniky v experimentalnich studiich. Rotenon je lipofilni pfirozené se vyskytujici
slou¢enina. V minulosti byl Siroce pouzivan jako pesticid a piscicid. Mechanismus
ucinku spociva v inhibici pfenosu elektrond z Fe-S center komplexu | na ubichinon
pomoci vazby navazebné misto ubichinonu. To vede k zastaveni OXPHOS
s omezenou syntézou ATP. Neuplny pfenos elektronu na kyslik pfispiva k tvorbé ROS.
Rotenonem indukovana produkce ROS s poskozenim mitochondrialnich slozek muze
vést k apoptdze (Heinz et al., 2017). Piericidin A je antibiotikum, které bylo poprvé
izolovano z bakterie Streptomyces mobaraensis tvofici spory. Nyni ho Ize syntetizovat
chemicky. Struktura piericidinu A je podobna ubichinonu s kratkym fetézcem, proto se
predpoklada, Zze se vaze v misté redukce ubichinonu na ubichinon. Brani jak
NADH-ubichinon oxidoreduktazové reakci, tak i reverznimu pfenos elektront (Bridges
et al., 2020).

Specifické inhibitory komplexu Il Ize rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou
inhibitory, které se strukturné podobaji sukcinatu a vazou na jeho vazebné misto.
Tato kovalentni vazba blokuje oxidaci sukcinatu na fumarat, dojde k pferu$eni pfenosu
elektronl v IMM a zastavé syntézy ATP. Inhibice komplexu Il pfispiva k tvorbé ROS.
Do této skupiny patfi napfiklad malonat nebo kyselina 3-nitropropionova. Druhou
skupinou jsou inhibitory, které se vazou na vazebné misto ubininonu, ¢imz se blokuje
pfenos elektrond. To zplsobuje elektronovy skluz a produkci superoxidu.
Do této skupiny se Fadi thenoyltrifluoraceton, atpeniny nebo analogy vitaminu E
(a-tokoferylsukcinat) (Drose, 2013).

Inhibitory komplexu Il jsou rozdéleny do celkem tfi tfid na zakladé jejich specifity

v jednotlivych mistech komplexu IlI. Inhibitory |. tfidy se vazou na Qo centrum
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a zamezuji tak vazbé ubichinolu a jeho oxidaci na ubichinon. Do této tfidy se fadi
myxothiazol, stigmatellin nebo famoxadon. Inhibitory Il. tfidy se vazou na Qi centrum.
Nedochazi k pfenosu elektronl na Fe-S klastry, ani k redukci ubichinonu na ubichinol.
Do této skupiny patfi antimycin A nebo diuron. Inhibitory lll. tfidy se vazou na obé
centra. Pfikladem je 2-nonyl-4-hydroxychinolin-N-oxid. Myxothiazol je antimykotikum
produkované myxobakterii Myxococcus fulvus a sklada se z aktivni
methoxyakrylamidové skupiny a charakteristické dithiazolové skupiny. Myxothiazol se
vaze v Qo centru a blokuje pfenos elektronli na Rieske protein. Stigmatellin je dalSi
pfirodni antimykotikum produkované myxobakterii Stigmatella aurantica. Jeho vazba
v Qo centru je zavisla na pfitomosti Fe-S proteinu (Esser et al., 2004). Antimycin A je
jeden z prvnich znamych a nejucinnéjSich inhibitord mitochondrialniho dychaciho
fetézce. Antimycin je chemicka slouenina produkovana bakterii Streptomyces
Kitazawensis. Vaze se na Qi centrum komplexu lll, ¢im dojde k inhibici oxidace
ubichinolu a elektrony se nepfenaseji mezi cytochromem b a c. DUsledkem inhibice
komplexu Il je zvySeni produkce ROS a sniZeni hladin ATP (Ma et al., 2011).
Znamymi inhibitory cytochrom c oxidazy jsou kyanid, oxid dusnaty, oxid uhelnaty
a sirovodik. Oxid dusnaty je u€innym ireverzibilnim inhibitorem komplexu IV. Po jeho
odstranéni se mitochondrialni funkce vrati do pivodniho stavu. Oxid dusnaty se vaze
v binuklearnim centru enzymu, kde se za fyziologickych podminek vaze a zpracovava
O2. Inhibice mlze probihat dvéma cestami. Vazbou na Cus centrum vznika dusitanovy
derivat oxidovaného enzymu. Vazbou na hemas vznika stabilni nitrosylovy derivat
redukovaného enzymu. Cesta, ktera prevlada, zavisi na reakénich podminkach,
koncentraci inhibitoru a fyziologickych substratd, cytochromu ¢ a O2. Reverze inhibice
je zvySena v pfitomnosti myoglobinu, hemoglobinu nebo redukovaného glutathionu
(Sarti et al., 2012). Kyanid inhibuje aerobni metabolismus vazbou na binuklearni
hemové centrum cytochrom c¢ oxidazy. Toxicita kyanidu je charakterizovana
histotoxickou hypoxii, pfi které jsou hladiny kysliku normalni, ale nelze ho vyuzit
k OXPHOS. Tim dojde k rychlému vyCerpani ATP (Leavesley et al., 2010).
Oligomycin je nejznaméjSim inhibitorem ATP-syntazy. Je produkovany bakterii
Streptomyces a bézné se pouziva jako antibiotikum. Oligomycin se vaze na c kruh
Fo domény, blokuje translokaci protont a inhibuje syntézu ATP a OXPHOS (Patel et
al., 2020). N,N-dicyklohexylkarbodiimid je bézné pouzivanym inhibitorem
ATP-syntazy, ktery se kovalentné vaze na karboxylovou kyselinu ¢ kruhu domény Fo

a tvofi stabilni N-acyl mocovinu. Tim zabrariuje otoCeni Fo domény (Toei et al., 2013).
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Tabulka 1: Prehled inhibitorti dychaciho fetézce. TTFA (thenoyltrifluoraceton), DCCD
(N,N-dicyklohexylkarbodiimid) (Heinz, et al., 2017; Bridges et al., 2020; Drose,2013; Esser et
al., 2004; Ma et al., 2011; Sarti et al., 2012; Leavesley et al., 2010; Patel et al., 2020; Toei et
al., 2013)

Cil - Molekulova . o .
ptisobeni Inhibitor hmotnost Zpusob pusobeni
Rotenon 394,4 g/mol
. inhibice prfenosu elektron
Komplex | Piericidin A 415,6 g/mol 7 Ee-S center na ubichinon
Amytal 226,3 g/mol
vazba na vazebné misto
Malonat 102,1 g/mol sukcinatu blokuje oxidaci
na fumarat
Komplex Il
TTFA 222,2 g/mol inhibice prenosu elektrond
Atpenin A5 366,2 g/mol z Fe-S center na ubichinon
Myxothiazol 487,7 g/mol inhibice prenosu elektrond
Komplex I Stigmatellin 514,6 g/mol z Fe-S center na ubichinon
. , inhibice prenosu elektronu
Antimycin A 548,6 g/mol mezi cytochromem b a c
Komblex IV Kyanid 26,0 g/mol | \/azba na binuklearni centrum
P Oxid uhelnaty 28,0 g/mol zpusobuje kompletni inhibici
Oligomycin 791,1 g/mol
Komplex V inhibice Fo domény
DCCD 206,3 g/mol

1.7 Proteiny teplotniho Soku

Proteiny teplotniho Soku (HSP) jsou fylogeneticky vysoce konzervované molekuly

pfitomné ve vSech zivych organismech. Mnoho &lent HSP pUsobi jako molekularni

chaperony, jejichz hlavni funkci je udrzovani buné€né homeostazy a fizeni procesu

skladani a rozbalovani proteini. Rovnéz se podileji na ur€ovani osudu chybné

slozenich proteinu. Takto chybné slozené proteiny jsou nasledné pomoci chaperonu

znovu rozbaleny a slozeny, popfipadé v procesu ubiquitinace oznaceny ubiquitinem

a nasledné rozkladany v proteazomu ¢€i lyzozomu. Timto mechanismem udrzuji

spravnou proteinovou strukturu a funkci. Také se podili na regulaci genové exprese,

replikaci DNA, transdukci bunéénych signall, diferenciaci, apoptéze a bunétném

pfeziti. Proteiny teplotniho Soku byly poprvé objeveny jako skupina proteinu
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indukovanych tepelnym stresem. Nyni je znamo, zZe jsou rychle exprimovany v reakci
nejen na vysoké teploty, ale i UV zareni, tézké kovy, ischémii, hypoxii, oxidacni stres,
remodelaci tkani, infekci, zanét nebo rakovinu (Mittal et al., 2020; Thakur et al., 2018).
Poskytuji tak ochranu bunkam pfed jejich poSkozenim. ZvySena exprese HSP je
zavisla na nékolika po sobé jdoucich reakci zahrnujicich aktivaci faktoru tepelného
Soku 1 (HSF1) indukovaného stresem. Signalni drahy aktivované v reakci na tepelny
Sok vedou k aktivaci specifickych proteinkinaz, které fosforyluji HSF1. Aktivovany
HSF1 se vaze na 5' promotorové sekvence genu HSP a iniciuje jejich transkripci
za vzniku mediatorové ribonukleové kyseliny. Pfesny mechanismus aktivaci vSak neni
dosud znam (Mittal et al., 2020).

VétSina HSP je exprimovana intracelularné. Nékteré HSP jsou vSak uvolhovany
do extracelularniho prostfedi burky, zejména v reakci na stres. Z toho duvodu jsou
povazovany za biomarkery signalizujici nebezpeci. Podnécuji imunitni systém k reakci
na prevladajici Skodlivé podminky v bufice. Napfiklad zvySena sekrece HSP
rakovinnymi burikami usnadnuje jejich zacileni NK burikami. Proteiny teplotniho Soku
se podileji na prozanétlivych i protizanétlivych reakcich. Jejich u€inky na imunitni
bunky zavisi na druhu HSP a jejich koncentracich. Vzhledem k tomu, Ze jsou HSP
vysoce konzervované, podileji se nejen na imunitni modulaci, alei na vyvoji
autoimunitnich onemocnéni. Nékteré HSP se podileji na zpracovani a prezentaci
antigenu (Zininga et al., 2018). Sav¢i HSP jsou rozdéleny do Sesti rGznych rodin
podle molekulové hmotnosti: vysokomolekularni HSP (=100 kDa), HSP90 (81-99 kDa),
HSP70 (65-80 kDa), HSP60 (55-65 kDa), HSP40 (35-54 kDa), nizkomolekularni HSP
(<34 kDa). Kazda rodina HSP ma vzhledem ke své velikosti specifickou fyziologickou

funkci a umisténi uvnitf buiky (Thakur et al.,2018).
1.7.1 Rodina HSP70

Hlavnimi molekularni chaperony jsou proteiny rodiny HSP70, které se vyskytuji
ve vSech organismech. Mezi funkce HSP70 souvisejici se stresem patfi skladani
proteini, zabranéni agregaci proteinu, degradace proteinu, transport proteinu
pfes membrany, sestaveni a rozlozeni proteinovych komplexu. Protein HSP70 aktivuje
jak vrozenou, tak adaptivni imunitu a pasobi jako silny imunomodulator. Mnoho
védeckych experimentll naznaCuje zasadni roli HSP70 u rakoviny. Je vysoce
exprimovan v malignich nadorech a slouzi jako biomarker Spatné prognézy. Proteiny

HSP70 nikdy nefunguji samostatné, ale ve spolupraci s fadou kochaperond,
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napr. s J-proteinem (HSP40) a proteiny nukleotidového vyménného faktoru.
Tyto kofaktory jsou kliCove, protoZze reguluji vazbu HSP70 na proteiny ovlivnénim
interakce HSP70 s nukleotidy. Kochaperony, které jsou zapojeny do funkéniho cyklu
HSP70, tvofi vnitfni sit HSP70. B&éhem svého funk&niho cyklu a v ramci své vnitini sité
HSP70 pfimo interaguje s proteiny a vykonava svou chaperonovou funkci (Albakova
et al., 2020; Kumar et al., 2016).

U lidi se vyskytuje 13 homologd HSP70 nachazejicich se v cytosolu, jadre,
lysozomech, endoplazmatickém retikulu a mitochondriich. Jsou jimi napfiklad HSP72,
HSP70-5, HSP70-9, HSPA5 nebo HSPAS8. Lidsky HSP70 ma dvé hlavni domény.
N-terminalni nukleotidova vazebna doména (NBD) vaze ATP. Doména NBD se sklada
ze Ctyf subdomén, které jsou umistény ve dvou lalocich. C-terminalni substratova
vazebna doména (SBD) je potfebna pro vazbu peptidu. Sklada se z 3-sendviCové
subdomény s kanonickou drazkou vazajici substrat, a-helikalni subdomény
a neusporadané terminalni oblasti. Spojeni dvou hlavnich domén zajiStuje kratka
hydrofobni sekvence (Fernandez- Fernandez et al., 2017). Proteiny HSP70 prochazi
nékolika konformacnimi zménami béhem svého ATPazového cyklu (obrazek 8). Vazba
ATP na NBD indukuje otevienou konformaci  subdomény a a subdomény SBD.
V této konformaci je SBD v kontaktu s NBD a ma nizkou afinitu k substratu. Protein
HSP40 vaze substrat adopravuie ho kHSP70. Vznikda  komplex
HSP70-HSP40-substrat a dochazi prenosu substratu na SBD. SoucCasné dochazi
k hydrolyze ATP, kterd je dllezitd pro chaperonovou aktivitu HSP70. Rychlost
hydrolyzy je limitujicim krokem v ATPazovém cyklu. V prubéhu hydrolyzy dochazi
k rozsahlym konformacnim zménam. Ve stavu s vysokou afinitou k substratu je ADP
navazan na NBD, a subdoména SBD vytvofi vicko nad 3 subdoménou a substrat je
pevné uzavien uvnitf SBD. V dalSim kroku dochazi k vytésnéni ADP z NBD pomoci
proteint nukleotidového vyménného faktoru. Coz umozni navazani nové molekuly
ATP. Vazbou ATP dojde ke konformacéni zménam, vytvori se oteviena konformace,

dojde k uvolnéni sbaleného proteinu a cely cyklus se opakuje (Albakova et al., 2020).
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Obrazek 8: Funkéni cyklus HSP70. ATP (adenosintrifosfat), NBD (nukleotidova vazebna
doména), SBD (substratova vazebna doména), HSP (protein teplotniho Soku), ADP
(adenosindifosfat), Pi (anorganicky fosfat), CTD (karboxylova terminalni doména), J (J
doména), NEF (proteiny nukleotidového vyménného faktoru) (upraveno dle Albakova et al.,
2020).

1.7.2 Rodina HSP60

Protein HSP60, znamy také jako chaperonin, je jednim z hojné se vyskytujicich
proteind v mitochondriich bunék. Protein HSP60 se za fyziologickych podminek
vyskytuje také v cytosolu. Exprese HSP60 se zvysuje u raznych typl rakoviny a vySsi
hladiny jsou spojeny s progresi nadoru. Proto je vhodny jako biomarker pro rust
a progresi nadoru. Kromé své hlavni biologické funkce chaperonu, je schopen
regulovat apoptézu prostfednictvim interakce s antiapoptotickymi a proapoptotickymi
regulatory, jako je Bax, Bak, protein p21, protein p53 nebo survivin. Protein HSP60
také usnadriuje aktivaci prokaspazy-3 zpusobem zavislym na ATP. Mitochondrialni
HSP60 ma antiapoptotické funkce. Nadmérné exprimovany HSP60 je schopen potlacit
apoptézu v kardiomyocytech zvySenim antiapoptotického Bcl-2 a Bcl-xL, snizenim
Bax a inhibici prokazpazy-3. Potlaceni exprese HSP60 vede k mitochondrialni
dysfunkci a nasledné apoptéoze. Tento proces zahrnuje narusSeni komplexu
HSP60-p53 v mitochondriich a dochazi ke stabilizaci p53. Tim se zvySuje exprese Bax

a apoptéza zavisla na Bax. V nadorovych burikach pusobi HSP60 jako regulator
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pfechodu mitochondrialni permeability asociaci s cyklofilinem D. Deplece HSP60
indukuje pfechod mitochondrialni permeability, coz vede k apoptéze. V cytosolu mlize
mit HSPG60 i proapoptotickou funkci. Prokaspaza-3 tvofi komplex s HSP60 a HSP10
v mitochondriich. Po indukci apoptézy staurosporinem se HSP uvolfuji z mitochondrii
do cytosolu. Cytosolicky HSP60 stimuluje aktivaci prokazpazy-3 prostifednictvim
cytochromu ¢ a ATP (Huang et al., 2020).

Funk&éni HSP60 vyZaduje kochaperon HSP10, ktery slouZi jako kofaktor pro jeho
vazbu na substrat a katalytickou aktivitu. Pfesna struktura lidského HSP60 zlstava
zatim nejasna. Po transportu do mitochondrii je HSP60 pfeménén na zralou formu
s niz§i molekulovou hmotnosti. Ve studii Ryuichi Ishida et al. (2018) zjistili, Zze HSP60
existuje jako stabilni heptamerovy jednoduchy kruh v nepfitomnosti ATP. Po navazani
ATP se HSP60 spoji s HSP10. Dojde ke spojeni dvou jednoduchych kruh( komplexu
HSP60-HSP10 a vznika dvoukruhova struktura ve tvaru kosocCtverce. Dochazi
k hydrolyze ATP, uvolni se HSP10 a ADP. To vede kdisociaci dvojiho kruhu
na jednoduchy kruh HSP60 a cely cyklus se opakuje (Ishida et al., 2018).

1.7.3 Rodina HSP27

Protein HSP27, také znamy jako HSPB1, je molekularni chaperon patfici do rodiny
nizkomolekularnich HSP. Protein HSP27 je nezavisly na ATP. Jeho hlavni ulohou je
zachytit a ulozit stresem vyvolané chybné sloZené polypeptidy, aby se zabranilo jejich
agregaci a nepfimo podpofilo jejich opétovné sbaleni nebo proteolyticka degradace.
Kromé své chaperonové funkce se podili natermotoleranci, inhibici apoptozy,
na bunééném ristu a diferenciaci nebo pfenosu signalu. Také je znamy pro své
antioxidacni vlastnosti. Zajem o HSP27 se v poslednich letech zved|, protoze jeho
zvySena exprese se vyskytuje u fady onemocnéni, v€etné rakoviny
a neurodegenerativnich onemocnéni (Arrigo, 2017). Monomer HSP27 se sklada ze tfi
domén: vysoce konzervované C-terminalni domény (a-krystalinova doména)
obsahujici sedm B-fetézct uspofadanych do dvou listd, N-terminalni domény
a nekonzervované flexibilni domény, ktera tvofi C-terminalni ¢ast proteinl. Proteiny
HSP27 jsou schopné tvofit oligomery s vysokou molekulovou hmotnosti sloZzené z vice
nez 20 podjednotek. Tyto oligomery jsou velmi nestabilni a snadno podléhaji
reverzibilni asociaci a disociaci. Protein HSP27 vykazuje intenzivni fosforylaci,
ktera moduluje jeho aktivitu vreakci na ruzné podnéty. Fosforylace probiha

na serinovych mistech N-terminalni domény pomoci proteinkinazy 2 aktivované
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proteinkinazou  aktivovanou mitogenem. Fosforylace téchto mist vede
ke konformaénim zménam, které indukuji disociaci oligomert HSPB1.
Kromé schopnosti tvofit homooligomery, muize HSP27 interagovat s jinymi
nizkomolekularnimi HSP a vytvaret heterooligomery s odliSnymi vlastnostmi
(Muranova et al., 2020).

Zajimavou funkci HSP27 je schopnost zvySit odolnost bunék proti oxidaénimu
stresu. Exprese HSP27 souvisi s hladinami ROS a oxidu dusnatého. V bunkach
vystavenych oxidaénimu stresu snizuje HSP27 peroxidaci lipidl, oxidaci proteint
a naruseni struktury F-aktinu. Také pomaha udrzet mitochondrialni membranovy
potencial, coz umoznuje stresovym burikam syntézu ATP. Antioxidaéni aktivita HSP27
zavisi na intracelularnich koncentracich redukovaného glutathionu. Zvysena exprese
HSP27 snizuje intracelularni koncentrace zeleza a inhibuje tak Fentonovu reakci,
a tedy vznik toxického hydroxylového radikalu. Antiapoptoticka aktivita HSP27 vyplyva
Z jeho schopnosti molekularniho chaperonu. Je schopny vazat proapotické molekuly,
jako je Smac (Second mitochondria-derived activator of caspase), kaspazu-3, 9
nebo cytochrom c, ¢imz dochazi k inaktivaci téchto molekul. Potlacené translokace Bid
do mitochondrii souvisi s inhibici uvolfiovani cytochromu c¢ z mitochondrii.
Fosforylovany HSP27 je schopen se navazat na adaptorovy protein souvisejici

se smrti 6. Tim dochazi k inhibici vnéjSi drahy apoptozy (Arrigo et al., 2007).
1.7.4 Vazba HSP na apoptoticky aktivac¢ni faktor-1

Tvorba apoptozomu, ktery je dulezitym krokem ve vnitini draze apoptozy, je
modulovana mnoha buné&nymi proteiny. Proteiny tepelného Soku maiji antiapoptotické
funkce. Jsou schopni pfimo interferovat s apoptotickym aktivaénim faktorem-1
(Apaf-1), a tim regulovat tvorbu apoptozomu. Chrani tedy buriky pfed apoptézou.
Protein HSP90 se mlze pfimo vazat na C-terminalni doménu Apaf-1. Tim inhibuje
oligomeraci Apaf-1 zprostfedkovanou cytochromem c. Interakce s Apaf-1 je
regulovana fosforylaci Hsp90 zavislou na leukemogennich kinazach. Oproti tomu
HSP70 pfimo interaguje s N-terminalni kaspazovou aktivacni doménou Apaf-1
a inhibuje vazbu prokaspazy-9 a tvorbu apoptozomu. Molekularni mechanismy
antiapoptotickych funkci HSP nejsou omezeny na pfimé interakce s Apaf-1. Napfiklad
HSP27 se nevaze na Apaf-1 pfimo, ale soutézi s nim o vazbu na cytochrom c
uvolnény z mitochondrie. Coz vede k inhibici tvorby apoptozomu a aktivaci kaspaz
(Shakeri et al., 2017).
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1.7.5 Detekce HSP proteint
1.7.5.1 Western blot

Western blot (WB), nebo také nazyvany imunoblot, je kvantitativni analyticka
metoda pouzivana k detekci specifického proteinu v komplexni smési proteinu
izolovanych z bunék. Smés proteinl0 se separuje pomoci gelové elektroforézy
na zakladé molekulové hmotnosti, izoelektrického bodu nebo elektrického naboje.
Nasledné jsou proteiny preneseny z gelu na povrch membrany. Membrana je
poté inkubovana s primarnimi protilatkami specifickymi pro dany protein a nasledné se
sekundarnimi protilatkami. Postup metody WB je znazornén na obrazku 9. Pfiprava
vzorku pfed zahajenim samotné WB analyzy je velmi dulezita pro pfesnou interpretaci
vysledku. Smés proteind je nutné izolovat z bunék nebo tkani pfi nizké teploté (4 °C)
s vyuzitim sonikace nebo dalSich metod v zavislosti na typu bunék. Také musi byt
zvolen optimalni lyzaéni pufr, ktery usnadni spravnou solubilizaci proteini a zabrani
jejich denaturaci. Nejbéznéjsim typem elektroforézy, ktery se pouziva ve spojeni s WB,
je elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym, ktery je silny
aniontovy detergent. Protoze proteiny ve vzorku nemaji stejny elektricky naboj, je smés
oSetfena dodecylsulfatem sodnym, tak se proteiny denaturuji a negativné nabijeji,
coz umoznuje separaci proteint na zakladé jejich molekulové hmotnosti. Po pfipojeni
napéti se pohybuiji proteiny riznymi rychlostmi ke kladné nabité elektrodé. Ve vysledku
jsou proteiny na gelu rozdéleny do pasu. Soucasti kazdého testu by mély byt markery
molekulové hmotnosti, které se pouZzivaji ke stanoveni molekulové hmotnosti cilového
proteinu. Po elektroforéze jsou proteiny pfeneseny na membranu vyrobenou
z nitrocelulézy,  polyvinylidendifluoridu,  aktivovaného papiru nebo nylonu.
NejbéznéjSim postupem pro pfenos proteinu je elektroblotting, jehoz hlavni prednosti
je rychlost a uplnost pfenosu (Jensen, 2012). Pfed pfidanim protilatek je potfeba
blokovat povrch membrany. Tim se zabrani nespecifické vazbé protilatek na povrch
membrany. Pro blokovani téchto nespecifickych mist se membrana umisti do roztoku,
ktery obsahuje hovézi albumin nebo odtu¢néné suSené mléko. Blokovani vyrazné
shizuje Sum pozadi a odstranuje faleSné pozitivity. Pro zviditelInéni daného proteinu je
nutné pouzit specifické protilatky. Po navazani primarni protilatky a promyti se pfidava
sekundarni protilatka znaCena enzymem, napf. kfenovou peroxidazou nebo alkalickou
fosfatazou. Lze také pouzit sekundarni protilatku znaenou radioizotopem

nebo fluoroforem. NejpouzivanéjSi detekci je kolorimetricka, chemiluminiscencni
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a fluorescencni detekce. Pro kvantifikaci vyslednych pruhl se pouziva denzitometricky

software (Bass et al., 2017).

lyza buriky

neporusena %7 denaturace
burika Qd"? proteinu - -

A SUNLE
' ‘// == ==

— A

#

priprava vzorku mmm)  gelovid elektroforéza - membranovy pienos, — inkubace s primarni

blokovani protilatkou
e
71K
HRP HRP
inkubace se sekundarni — detekce ) ysledek analyz
protilatkou v W

Obrazek 9: Postup metody Western blot. HRP (kfenova peroxidaza) (upraveno dle Bass et
al., 2017).

1.7.5.2 Simple Western

Ackoliv je WB nejrozsifenéjSi metodou pro detekci proteint, mize mit ve srovnani
s jinymi metodami fadu problémU. Mezi né patfi Spatna reprodukovatelnost, nepresna
kvantifikace, nespolehlivost a dlouha doba trvani analyzy. Pfi pouziti metody Simple
Western (SW) dochazi k eliminaci téchto problému. Simple Western je piné
automatizovana metoda od nanaSeni vzorku, pfes separaci proteint, zavadéni
detekCnich sond, promyvani, detekci a kvantitativni analyzu dat. Pfi analyze SW neni
potfeba pouziti gelu pro separaci proteini a nasledného pfenosu proteint z gelu
na membranu. Proteiny se oddéluji v kapilarach, kdyz migruji prfes stohovaci
a separaCni matrici (obrazek 10). Separované proteiny jsou imobilizovany na kapilarni
sténu prostiednictvim patentované fotoaktivované zachytné chemie. Cilové proteiny
jsou poté identifikovany primarni protilatkou a naslednou imunodetekci pomoci
sekundarni protilatky konjugované s kifenovou peroxidazou a chemiluminiscencniho
substratu. V ramci jednoho experimentu Ize provést zarover analyzu nékolika vzorki

béhem 3-5 hod. Data z analyzy se zpracovavaji automaticky pomoci softwaru. Data
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jsou zobrazena pomoci pruhl, které jsou podobné tradicnim vysledkim WB.
Kvantitativni vysledky, jako je molekulova hmotnost, plocha intenzity signalu, % plochy
intenzity signalu a signal Sumu pro kazdy detekovany protein, jsou uvedeny v tabulce
vysledkd. Analyza pomoci SW zna¢né sniZuje variabilitu zpusobenou manualnimi
procesy ve WB. Data jsou semikvantitativni s dobrou reprodukovatelnosti. Protoze
neni vyzadovan prenos protein z gelu na membranu, eliminuji se nesrovnalosti
zpusobené prfenosem proteinl a vyrazné se zlepSila celkova kvantifikace (Nguyen et
al., 201; Chen et al., 2013).

kapilara kapilara se
s matrici  vzorkem

- e

separace imobilizace imunosonda

kvantitativni signal

A

B stohovaci matrice e vysokomolekularni proteiny 4 primarni protilatka
separaCni matrice o nizkomolekularni proteiny * sekundarni protilatka znatena HRP

Obrazek 10: Prubéh analyzy Simple Western. HRP (kfenova peroxidaza) (upraveno dle
Harris et al., 2015)).

1.7.5.3 ELISA

Enzymova imunosorb¢ni analyza (ELISA) je velmi pouzivana analyticka metoda
pro stanoveni specifickych proteini v daném vzorku. Vyuziva specifické vazby
proteinu (antigenu) a protilatky. Nej¢astéji pouzivanymi enzymy jsou alkalicka
fosfataza, glukézaoxidaza, kfenova peroxidaza nebo [3-galaktosidaza. Analyza se
bézné provadi v mikrotitracnich destickach. Po vazbé protilatky na antigen se vytvofri
imunokomplex, ktery je kvantifikovan konjugatem (enzymaticky znacena protilatka).
Konjugat katalyzuje pfeménu pfidaného substratu na barevny nebo fluorescencni
produkt. Stanoveni je bud spektrofotometricky nebo fluorimetricky podle pouZzitého
substratu. Koncentrace produktu je umérna koncentraci proteinu ve vzorku. Klicovym
krokem metody ELISA je pfima nebo nepfima detekce antigenu pfilnutim specifické
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protilatky nebo imobilizaci antigenu na sténu jamky (Gan et al., 2013). Metoda ma fadu
variant, kazda ma své vyhody i omezeni. Pfi pfimé metodé ELISA je primarni protilatka
pfimo konjugovana s enzymem. Tato varianta je vhodna pro stanoveni mnoZstvi
antigenu s vysokou molekulovou hmotnosti. Druhou variantou je nepfima ELISA,
pfi které se na antigen navazou specifické protilatky a nasledné se vazou sekundarni
protilatky konjugované s enzymem. Pfi sendvicové metodé ELISA jsou jamky
potazeny protilatkou k vazbé pozadovaného antigenu. Po blokovani nespecifickych
vazebnych mist pomoci hovéziho sérového albuminu se vzorek obsahujici antigen
nanese na destiCku. Po inkubaci a promyti dochazi k odstranéni nenavazanych
antigenl. Po pfidani sekundarni protilatky s navazanym enzymem, které se vazou
na vznikly imunokomplex, se pfida substrat a méfi zabarveni. Metoda ELISA
pfi kompetitivnim uspofadani probiha tak, Ze je protilatka navazana na sténu desticky
a antigen ze vzorku soutézi s antigenem znaCenym enzymem o vazebna mista
protilatky. Po promyti jamek a pfidani substratu umoznuje vysledné zbarveni
kvantifikovat koncentraci. Mezi koncentraci analytu a intenzitou vysledného zbarveni
je nepfimy pomér. Diky vyuziti mikrotitraCnich desticek ma ELISA vySSi kapacitu
vzorkl a da se snadno automatizovat. Na rozdil od WB muze byt pouzita pro stanoveni

proteinu s nativni strukturou (Aydin, 2015).
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Cile prace

CIiLE PRACE

Optimalizovat pfipravu biologického materialu a luminiscencni metody pro detekci

koncentrace ATP v bunkach.

Zavedené metody vyuzit k detekci intracelularni koncentrace ATP po pusobeni

modelovych slouc¢enin na bunkach.
K popisu zmén energetického metabolismu u testovanych bunék po inkubaci

s modelovymi toxickymi latkami vyuZzit nékterou z nasledujicich metod (WST-1,

metoda MCB, Simple Western)
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pomucky a pristroje

e Analytické vahy (Mettler Toledo, Némecko)

e Automatické pipety Finnpipette (ThermoFisher Scientific Inc., USA)

¢ Automaticky pipetor Accujet-Pro (BrandTech Scientific, Némecko)

e Biohazard box SafeFAST Elite (Faster, Italie)

e Centrifuga Mikro 22 R (Hettich, Némecko)

e Centrifuga Rotina 420 R (Hettich, Némecko)

e COzinkubator (PHCDbi, Japonsko)

¢ Desticky pro konfokalni mikroskopii, 8jamkové (SPL Life Sciences, Jizni Korea)
o Filtry (pory 2,7 ym; Whatman, UK)

¢ Invertovany mikroskop Nikon Eclipse Ts2 (Nikon, Japonsko)

e Kultivacni lahve NUNC T75 s filtrem (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
e Lednice s mrazakem -20 °C (Liebherr, Ceska republika)

e Mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, Japonsko)

e Mikrotitracni desticky, 6 a 96jamkové, (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
e Mikrozkumavky, objem 0,5; 1,5; 2,5 a 5 mL (Eppendorf, Némecko)

e Multisizer 4e Coulter Cell Analyzer (Beckman Coulter, USA).

e Protein Simple Wes (Biotechne, USA)

e Spektrofotometr a spektrofluorimetr Spark (Tecan, Rakousko)

o Trepacky, vortexy (Reax top Heidolph, Némecko, IKA Svédsko)

e Vodni lazen Isotemp GPD10 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

e Vyrobnik ledu (EVERmed, ltalie)

Software

e Compass Software (Biotechne, USA)

e Microsoft Office — Word, Excel (Microsoft, USA)
¢ Nikon NIS-Elements (Nikon, Japonsko)

e OriginPro 9.0.0. (OriginLab, USA)

e i-control 1.6 (Tecan, Rakousko)
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3.2 Seznam pouzitych chemikalii

e Anti-HSP90, anti-HSP70, anti-HSP60, anti-HSP27 (Novus Biological, USA)
e Anti-B-aktin protilatky (Sigma-Aldrich, USA)

e ATP Determination Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

e Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, USA)

e Cell proliferation reagent WST-1 (Roche, Némecko)

e Cisplatina, CisPt (Pt(NHz)2Cl2; Mr = 300,1 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
e Deionizovana voda (Lonza, Belgie)

e Dulbecco’s Modified Eagle's Medium F-12 (1:1) (Sigma Aldrich, USA)
¢ Minimalni esencialni médium, MEM (Sigma-Aldrich, USA)

e Faloidin znaceny fluorochromem FITC (Mr = 1252,44; Sigma Aldrich, USA)
e Fluorescencni sonda Hoechst 33258 (Mr = 623,96; Sigma Aldrich, USA)
¢ Fluorescencni sonda monochlorobiman, MCB (Sigma Aldrich, USA)

o Fosfatovy pufr, DPBS 10x (pH 7,4; GIBCO, USA)

e Hovézi sérovy albumin, BSA (Sigma-Aldrich, USA)

e Chlorid kademnaty, CdClz, (Mr = 183,3 g/mol; Sigma Aldrich, USA)

¢ Inhibitor proteaz a fosfataz MS-SAFE (Sigma-Aldrich, USA)

e Acetaminofen, APAP (Mr = 151,16 g/mol; Sigma Aldrich, USA)

e Pierce IP Lysis pufr (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

e Staurosporin, STA (Mr = 466,53 g/mol; Sigma-Aldrich, USA)

e Triton X-100 (Mr = 647 g/mol; Sigma Aldrich, USA)

e Penicilin/streptomycin, P/S (Gibco, USA)

e HEPES pufr (Gibco, USA)

e Pyruvat sodny, PYR (Gibco, USA)

e L-glutamin (Gibco, USA)

¢ Neesencialni aminokyseliny, NAA (Gibco, USA)

e 1 4-dithiothreitol, DTT (Biotechne, USA)

e 10x vzorkovy pufr (Biotechne, USA)

¢ Biotinylovany marker (Biotechne, USA)

e Fluorescencni Master Mix (Biotechne, USA)

e Luminol-S (Biotechne, USA)

e Peroxid (Biotechne, USA)
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e Promyvaci pufr (Biotechne, USA)

e Redici pufr protilatky (Biotechne, USA)

e Sekundarni protilatka znacena kifenovou peroxidazou krali¢i, mysi (Biotechne,
USA)

e Streptavidin-kfenova peroxidaza, streptavidin-HRP (Biotechne, USA)

e Formaldehyd, CH20 (Mr = 30,03 g/mol; Erba Lachema, Ceska republika)

Biologicky material

e Bunéc¢na linie lidského adenokarcinomu, A549 (ATCC, USA)
e Bunéc¢na linie lidského neuroblastomu, SH-SY5Y (ATCC, USA)

3.3 Priprava roztoku

Kultivaéni médium pro bunéénou linii SH-SYS5Y — Kultivacni médium DMEM/F12 (1:1)

s fenolovou cCerveni jsme obohatili 15% (v/v) fetalnim bovinnim sérem, 2 mM

glutaminem, 50 pyg/mL penicilinu, 50g/mL streptomycinu a 1% neesencialnimi

aminokyselinami.

Kultivaéni médium pro bunécénou linii A549 — Kultivaéni médium MEM s fenolovou

Cerveni jsme obohatili 10% (v/v) fetalnim bovinnim sérem, 1 mM pyruvatem, 50 pg/mL

penicilinu, 50 pyg/mL streptomycinu a 10 mM HEPES pufrem.

Zasobni roztok CisPt (1 mM) — Navazku 0,0015 g CisPt jsme rozpustili v 5 mL

deionizované vody. Roztok jsme skladovali v lednici pfi 4 °C

Zasobni roztok CdClz (20 mM) — Navazku 0,0183 g CdClz jsme rozpustili v 5 mL

deionizované vody. Roztok jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.

Pracovni roztok APAP (10 mM) — Navazku 0,0048 g APAP jsme rozpustili ve 2 mL

kultivaCniho média. Pracovni roztok byl pfipravovan vzdy Cerstvy.

Zasobni roztok STA (10 mM) — Navazku 0,04665 g staurosporinu jsme rozpustili

v 10 mL deionizované vody. Roztok jsme skladovali v mrazaku pfi -20 °C.

Fosfatovy pufr (DPBS, 1x) — Ke 45 mL deionizované vody jsme pfidali 5 mL zasobniho

fosfatového pufru (DPBS, 10x). Takto pfipraveny pufr jsme uchovavali v lednici pfi 4 °C

maximalné 14 dni.
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Zasobni roztok monochlorobimanu (MCB) — Navazku 5 mg monochlorobimanu jsme

rozpustili v 2,206 mL dimethylsulfoxidu.

Pracovni roztok monochlorobimanu — Pro pFipravu pracovniho roztoku jsme k 2440 mL

DPBS 1x pfidali 60 yL zasobniho roztoku fluorescen¢ni sondy MCB o koncentraci

10 mM. Pracovni roztok MCB jsme pfipravovali vzdy Cerstvy.

Standardni reakéni roztok pro detekci ATP — Pro pfipravu 10 mL reakéniho roztoku

jsme pouzili 8,9 mL deionizované vody, 0,5 mL 20X reak¢niho pufru, 0,1 mL 0,1M DTT,
0,5 mL 10 mM D-luciferinu a 2,5 uL zasobniho roztoku luciferazy (5 mg/mL). Objemy
reagencii jsme si upravili podle pozadovaného mnozstvi reakéniho roztoku v zavislosti

na poctu vzork(. Reakéni roztok byl vzdy pfipravovan tésné pfed méfenim a ve tmé.

Zasobni roztok Faloidin-FITC - Zasobni roztok jsme pfipravili rozpusténim
Faloidinu-FITC v DPBS 1x. Roztok byl uchovavan v mrazaku pfi -20 °C.

Pracovni roztok Hoechst 33258 (2 umol/L) — K 95,8 L DPBS 1x jsme pfidali 4,2 pL

zasobniho roztoku Hoechst 33258 (c = 1000 umol/L). Pracovni roztok se pfipravoval

vzdy Cerstvy tésné pred méfenim.

Pracovni roztok formaldehydu (3,7 %) — K 1800 yL DPBS 1x jsme pfidali 200 L

zasobniho roztoku formaldehydu (37 %). Pracovni roztok se pfipravoval vzdy Cerstvy

tésné pfed mérenim.

Pfiprava roztoku triton X-100 (0,1 %) — K 1998 uL DPBS 1x jsme pfidali 2 yL zasobniho

roztoku tritonu X-100 (100 %). Pracovni roztok se pfipravoval vzdy Cerstvy tésné

pred méfenim.

Pracovni Pierce IP lyzaéni roztok — Pfidali jsme 10 yL zasobniho roztoku MS-SAFE

inhibitor( proteaz a fosfataz do 390 pL Pierce IP lyza&niho pufru.

Cinidlo dle Bradfordové — Navazili jsme 50 mg Brilliant Blue G-250 a rozpustili v 25 mL

95% ethanolu a 50 mL 85% HsPO4. Roztok jsme nasledné doplnili na celkovy objem
500 mL deionizovanou vodou a 2x prefiltrovali. Roztok jsme skladovali pfi 4 °C

v temnu.

Zasobni roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) (10 mg/mL) —V 1 mL deionizované

vody jsme rozpustili 10 mg BSA.
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3.4 Kultivace bunék SH-SY5Y

Bunécénou linii SH-SY5Y jsme kultivovali v kultivaénim médiu DMEM/F-12 (1:1).
Do kultivacnich lahvi jsme nasazovali 350 tisic bunék do 10 mL kultivacniho média,
a poté jsme buriky kultivovali v inkubatoru pfi 37 °C a 5 % CO2. Kazdé 3 az 4 dny jsme
ménili kultivaCni médiu za Cerstvé. Po dosazeni konfluence 75-85 % jsme provedli
pasazovani bunék. Celkové mnozstvi bunék jsme pocitali pomoci analyzatoru
Multisizer 4e Coulter Cell Analyzer (Beckman Coulter, USA). Buné&nou suspenzi jsme
nasledné Fedili kultivatnim médiem podle potfeby pouziti pfi experimentech a bunky
nasadili do 6jamkovych, 96jamkovych destiCek nebo do 8jamkové destiCky

pro konfokalni mikroskopii.
3.5 Kultivace bunék A549

Bunécnou linii A549 jsme kultivovali v minimalnim esencialnim médiu MEM.
Do kultivacnich lahvi jsme nasazovali 100 tisic bunék do 10 mL kultivacniho média.
Poté jsme buriky kultivovali v inkubatoru pfi 37 °C a 5 % CO2. Kazdé 3 az 4 dny jsme
ménili kultivaéni médiu za Cerstvé. Po dosazeni konfluence 70-90 % jsme provedli
pasazovani bunék. Celkové mnozstvi bunék jsme pocitali pomoci analyzatoru
Multisizer 4e Coulter Cell Analyzer (Beckman Coulter, USA). Buné&Cnou suspenzi jsme
nasledné Fedili kultivacnim médiem podle potfeby pouziti pfi experimentech a bunky

nasadili do 96jamkovych desticek.
3.6 Testovani cytotoxicity pomoci bioanalytickych metod

K testovani cytotoxicity u bunécnych linii SH-SY5Y a A549 jsme pouzili vybrané
toxické slouc€eniny jako cisplatinu (CisPt; 5 a 50 uM), chlorid kademnaty (CdClz; 25
a 100 uM), acetaminofen (APAP; 1 a 10 mM) a staurosporin (STA; 0,1 a 1 uM). Bunky
SH-SY5Y a A549 jsme do 96jamkové mikrotitracni desticky nasadili v poctu 2x10*
a 5x10° najamku. Vliv toxickych sloucenin byl sledovan s vyuzitim riznych
bioanalytickych metod v Casovém intervalu 24 a 48 hod. Pro detekci koncentrace ATP
jsme pouzili bioluminiscen¢ni analyzu, pfi které je reakce katalyzovana luciferazou
svétlusek za pfitomnosti D-luciferinu. Buné&cnou viabilitu neboli Zivotaschopnost jsme
hodnotili WST-1 testem. Intracelularni koncentraci glutathionu jsme méfili pomoci

fluorimetrické detekce monochlorobimanu.
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3.6.1 Bioluminiscené€ni analyza intracelularni koncentrace ATP

Bioluminiscenéni analyza je diky své vysoké citlivosti, specifité a rychlosti jednou
z nejpouzivangjSich metod pro kvantitativni stanoveni celkové koncentrace ATP.
Pfireakci se organicky substrat D-luciferin rychle oxiduje v pfitomnosti ATP
a hofe¢natych iontd molekularnim kyslikem na oxyluciferin, adenosinmonofosfat
a oxid uhli¢ity. Reakce je katalyzovana enzymem luciferazou svétlusek. Zpocatku se
oxyluciferin tvofi v elektronicky excitovaném stavu a béhem jeho pfenosu
do zakladniho stavu je emitovano svételné kvantum (Lomakina et al., 2015).

Z jednotlivych jamek jsme odsali médium a pfidali 100 uL ledové deionizované
vody. Tim doslo k lyze bunék, ktera probihala na ledu 5 min. Od tohoto kroku cela
prace probihala na ledu, aby nedochazelo k degradaci izolovanych proteint. Poté jsme
desticku centrifugovali 5 min pfi 4800 rpm a teploté 4 °C. Dale jsme si pfipravili
kalibracni fadu o koncentracich 100 000 nM, 50 000 nM, 5 000 nM, 1 000 nM, 500 nM,
100 nM a 10 nM. Pro kalibra¢ni fadu jsme zvolili zasobni roztok ATP o koncentraci
5 mM. Do 96jamkové desticky jsme pipetovali vzdy 10 pL kalibraéniho standardu
nebo vzorku a na zavér pridali 90 pL standardniho reak&éniho pufru, ktery jsme
pfipravovali tésné pfed méfenim v souladu s komercnim navodem. Poté jsme méfili
intenzitu luminiscence pfi vinové délce 550 nm pomoci spektrofluorimetru SPARK
(Tecan, Rakousko). Z naméfenych dat v ¢ase 0 jsme vyhodnocovali koncentrace ATP

v jednotlivych vzorcich.
3.6.2 Fluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu

Pro zjisténi intracelularni koncetrace glutathionu (GSH) se vyuzivaji metody
zalozené na principu fluorimetrie, které se vyznacuji svou vysokou senzitivitou
a specifitou. Do skupiny fluorescenénich sond pro detekci glutathionu patfi
monochlorobimany (MCB), které snadno pronikaji bunéénou membranou do bunék.
Navazanim MCB na glutathion vznika fluorescenéni produkt (MCB-glutathionovy
komplex), ktery lze méfit fluorimetricky (obrazek 11). Tato reakce je katalyzovana

glutathion-S-transferazou (Kamencic et al., 2000; Capek et al., 2017).
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Obrazek 11: Reakce monochlorobimanu s glutathionem. MCB (monochlorobiman),
GSH (glutathion), GST (glutathion-S-transferaza).

Do kazdé jamky jsme pfidali 20 uL pracovniho roztoku MCB na jamku. Poté jsme
méfili intenzitu fluorescence pomoci spektrofluorimetru SPARK (Tecan, Rakousko)
pfi 37 °C. Excitacni vinova délka byla 394 nm a emisni vinova délka 490 nm.
Intracelularni koncentraci glutathionu jsme nasledné vyjadfili v procentech vztazenych

ke kontrolnim burikam (kontrolni bufiky = 100 %).
3.6.3 Detekce intracelularni dehydrogenazové aktivity

K hodnoceni bunécné viability, proliferace a cytotoxicity se Siroce vyuziva WST-1
test. Principem méfeni je redukce rGzové tetrazoliové soli WST-1
(2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium, monosodna sul
na zluty formazan, ktery je rozpustny ve vodé (obrazek 12). Reakce je katalyzovana
mitochondrialnimi dehydrogenazami. Mnozstvi vzniklého formazanu je pfimo umérné
poCtu metabolicky aktivnich latek. Absorbance formazanu je méfena

spektrofotometricky pfi 440 nm (Yin et al., 2013).
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Obrazek 12: Princip WST-1 testu.

Do kazdé jamky jsme pfidali 10 yL WST-1 Cinidla. Po pfidani Cinidla jsme méfili
absorbanci v ¢ase 0 a 60 min pfi vinové délce 440 nm pomoci spektrofluorimetru
SPARK (Tecan, Rakousko) pfi 37 °C. P¥i vyhodnoceni jsme odecitali absorbanci
v Case 0 od absorbance v 60 min. Zménu absorbance jsme vyjadrili v procentech

vztazenych ke kontrolnim burikam (kontrolni bunky = 100 %).
3.7 Detekce cytotoxicity s vyuzitim fluorescenéni mikroskopie

K mikroskopické detekci cytotoxicity bunécné linie SH-SY5Y v ¢asovém intervalu
24 hod jsme pouZzili vybrané toxické slouceniny jako CisPt (5 uM), CdCl2 (25 a 100 uM),
APAP (1 mM) a STA (0,1 uM). Buriky jsme nasadili do 8jamkové destiCky
pro konfokalni mikroskopii v po¢tu 25x10° na jamku. Pro hodnoceni cytotoxicity jsme
pouzili fluorescenéni sondu Hoechst 33258, pomoci které vizualizujeme jadro diky jeji
preferen¢ni vazbé na oblasti v bunécné DNA bohaté na adenin a thymin. Dale jsme
pouzili fluorescencné znaceny faloidin (faloidin-FITC), ktery nam umozfiuje pozorovat

zmeény bunécného cytoskeletu svou vazbou na na aktinova vlakna.
3.7.1 Vizualizace aktinovych vlaken

Faloidin je toxin izolovany z jedovatych hub Amanita phalloides, ktery se s vysokou
specifitou vaze na F-aktin a zabranuje depolymerizaci filamentu. Pfima konjugace

fluoroford na faloidin z né&j Cini vhodny nastroj pro vizualizaci aktinovych vlaken.
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Vyuziva se na znaceni fixovanych bunék, protoze toxin ma nizkou permeabilitu
pro bunééné membrany zivych bunék (Mazloom-Farsibaf et al., 2021).

Pred fixaci jsme bunky promyli roztokem DPBS 1x a poté bunky jsme fixovali
pomoci 200 uL 3,7% formaldehydu. Poté jsme formaldehyd odtahli a k burikam jsme
pridali roztok tritonu X-100. Po 15min inkubaci pfi 37 °C jsme buriky promyli roztokem
DPBS vytemperovanym na 37 °C. P¥idali jsme 200 uL pracovniho roztoku faloidinu
a nechali jsme buriky inkubovat po dobu 40 min pfi laboratorni teploté ve tmé. Nakonec
jsme pfidali kryci sklicko. Zelené obarvena aktinova vlakna jsme pozorovali
fluorescenénim mikroskopem Eclipse 80i (Nikon, Japonsko). Excitacni vinova délka

byla 485 nm a emisni vinova délka 518 nm.
3.7.2 Vizualizace bunééného jadra

Sonda Hoechst 33258 je jednim z nejpouzivanéjSich barviv specifickych pro DNA,
které pfi navazani na DNA emituji pod ultrafialovym svétlem modrou fluorescenci.
Hoechst 33258 vykazuje specifickou vazbu na sekvence DNA bohaté na adenin
athymin. Jednou z hlavnich vyhod sondy je snadna kombinace s dalSimi

fluorescenénimi barvivy (Martin et al., 2005).

K burikam jsme do 200 puL média pfidali 10 yL pracovniho roztoku Hoechst 33258
vytemperovaného na 37 °C. Poinkubaci jsme buriky promyli roztokem DPBS,
a nakonec prekryli krycim sklickem. Modfe obarvena bunécna jadra jsme pozorovali
fluorescenénim mikroskopem Eclipse 80i (Nikon, Japonsko). Excitacni vinova délka

byla 352 nm a emisni vinova délka 461 nm.
3.8 Proteinova exprese HSP

K testovani zmén proteinové exprese bunécné linie SH-SY5Y jsme pouZili vybrané
toxické slouceniny jako CisPt (5 yM), CdCl2 (25 a 100 uM), APAP (1 mM) a STA
(0,1 uM). Buriky pro analyzu jsme nasadili do 6jamkové desticky v poctu 1,5x106

na jamku. Bunky jsme inkubovali 24 hod s pfisluSnymi toxickymi slou¢eninami.
3.8.1 Priprava proteinového lyzatu bunék

Aby bylo mozné analyzovat expresi proteind, je nutné nejdfiv proteiny izolovat
z buriky. Velmi oblibenou metodou pro izolaci proteinu je lyza bunék pomoci pufra,
které obsahuji rizné detergenty Kk naruSeni integrity bunénych membran.

Do lyza¢nich pufri se obvykle pfidavaji inhibitory proteaz a fosfataz, které by jinak
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mohli degradovat izolované proteiny. Pfi praci s proteiny je potfeba pracovat pfi nizké
teploté (4 °C), aby nedochazelo k jejich denaturaci (Tan et al., 2009).

Bunky jsme lyzovali za pouziti komeréné dostupného Pierce IP lyza¢niho pufru
a cela prace probihala na ledu. Z jednotlivych jamek jsme odsali supernatant do 2 mL
mikrozkumavek a centrifugovali pfi 4 °C, 5000g, 5 min. Po stoCeni vzorku jsme
z mikrozkumavek odstranili supernatant. Bunky pfisedlé v jamkach destiCky jsme
omyli 500 pL sterilnim DPBS 1x a opét prepipetovali do pfFislusné mikrozkumavky
na jiz stocené bunky. Centrifugovali jsme pfi 4 °C, 5 000g, 5 min. K oplachnutym
bufikam jsme pfidali 390 pL Pierce IP pufru s 10 pL inhibitord a buriky roztokem omyli.
Roztok jsme opét prepipetovali do pfislusné mikrozkumavky a promichali na vortexu.
Nakonec jsme vzorky centrifugovali pfi 4 °C, 13 000g, 10 min a odsali supernatant,

ktery obsahoval nami izolované proteiny, do nové mikrozkumavky.
3.8.2 Stanoveni koncentrace proteinti metodou dle Bradfordové

Metoda stanoveni koncentrace proteind dle Bradfordové je zalozena
na kolorimetrickém stanoveni celkového obsahu proteini ve vzorku. Principem je
vazba barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na bazické aminokyseliny (arginin, lysin
a histidin) v kyselém prostfedi, coz vede ke zméné barvy z hnédé na modrou (Valipour
et al., 2015).

Zasobniho roztoku BSA o koncentraci i 10 mg/mL jsme si naredili na roztok
o koncentraci 1 mg/mL, ze kterého jsme si pfipravili kalibraéni fadu standardu
o koncentracich 100, 250, 500 pg/mL. Z roztoku o koncentraci 100 pg/mL jsme
si pfipravili zbytek kalibrac¢ni fady o koncentracich 10, 50, 70 ug/mL. Proteinové lyzaty
z SH-SY5Y bunék jsme si nafedili 25x, 50x a 100x. Do 96jamkové mikrotitraéni
destiCky jsme pipetovali v tripletu 10 yL kalibracniho standardu nebo vzorku a na zavér
jsme pfidali 300 pL Ccinidla dle Bradfordové, které jsme prfedem vytemperovali
na laboratorni teplotu a uchovavali ve tmé. Nasledné jsme méfili absorbanci v Case
10 min pfi vinové délce 595 nm pomoci spektrofluorimetru SPARK (Tecan, Rakousko)
pfi 37 °C. Koncentraci jednotlivych proteinovych lyzatu jsme vypodcitali z rovnice

ziskané ze zmérenych hodnot kalibracnich standardu.
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3.8.3 Stanoveni vybranych proteinii metodou Simple Western

Metoda SW kombinuje kapilarni elektroforézu a WB k identifikaci a kvantifikaci
proteintd. Proteiny se oddéluji v kapilarach na zakladé molekulové hmotnosti
a nasledné imobilizuji UV zafenim. Poté se navazi primarni protilatky a nasledné
sekundarni protilatky konjugované s kfenovou peroxidazou. Chemiluminiscencéni
substrat je za katalyzy kfenovou peroxidazou pfeménén na detekovatelny produkt.
Vysledky jsou prezentovany ve formé grafu i ve formé virtualniho gelu (Harris et al.,
2015).

Na stanoveni exprese proteinli metodou SW jsme pouzili proteinové lyzaty bunék
SH-SY5Y, ve kterych byla pfedem zméfena koncentrace proteini dle Bradfordové
(viz kapitoly 3.8.1 a 3.8.2). Pro analyzu jsme pouZzivali komeréné dostupny 12-230 kDa
Wes Separation Modul. Metodu SW jsme provadéli podle pokynu vyrobce a prace
probihala na ledu. V prvnim kroku jsme si nafedili deionizovanou vodou vzorkovy pufr
(10x) na pracovni roztok (1x). Vzorky jsme si pomoci tohoto pracovniho roztoku
nafedili na vyslednou koncentraci 0,4 g/mL. K takto nafedénym vzorkim jsme pfidali
10 yL Master Mixu a promichali na vortexu. Vzorky spolu s biotinylovanym markerem
jsme inkubovali v termobloku pfedehiatém na 95 °C po dobu 5 min. V dalSim kroku
jsme si naredili primarni protilatky. Pouzili jsme primarni protilatky anti-HSP90 (1:200;
mysSi), anti-HSP70 (1:50; krali¢i), anti-HSP60 (1:500; krali¢i), anti-HSP27 (1:10;
krali¢i), a anti-B-aktin (1:500; krali€i). B-aktin nam poslouzil jako referencni gen.
VSechny vzorky, primarni a sekundarni protilatky a reagencie jsme napipetovali
do destiCky, kterou jsme nasledné centrifugovali (2500g, 5 min), abychom odstranili
pfipadné bubliny. Nasledné jsme vlozili desti¢ku do pfistroje Protein Simple Wes
(Biotechne, USA), vloZili kapilary a nastavili analyzu v Compass software (Biotechne,
USA), kterou jsme hned spustili. Vysledky jsme vyjadrili jako pomér plochy pika

stanovovanych proteint a plochy piku B-aktinu.
3.9 Statisticka analyza namérenych dat

Analyzu rozdilnosti naméfenych hodnot jsme provedliv ramci viceCetného
porovnani pomoci statistického testu ANOVA (1-W) a post-testu Tukey. VSechna data
VvV praci jsou uvedena jako pramér £ SD nebo prumér + SEM. Hladina vyznamnosti
p =0,05 (*, p <0,05; **, p<0,01; *** p < 0,001).
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4. VYSLEDKY

4.1 Testovani cytotoxicity pomoci bioanalytickych metod

4.1.1 Bioluminiscen€ni analyza intracelularni koncentrace ATP

Ke stanoveni intracelularni koncentrace ATP po expozici bunék SH-SY5Y a A549
modelovymi toxickymi slou¢eninami v ¢asovych intervalech 24 a 48 hod jsme pouzili
bioluminiscenéni analyzu. V porovnani s kontrolnimi burikami pozorujeme po 48 hod
inkubace s5puM CisPt uobou bunéénych linii vyrazné snizeni intracelularni
koncentrace ATP (graf 1A, B). U bunék SH-SY5Y inkubovanych s 50 uM CisPt,
100 uM CdCl2 a1 uM STA detekujeme po 24 hod signifikantni pokles intracelularni
koncentrace ATP, ktery se v Case prohlubuje. U bunék SH-SY5Y inkubovanych
s 0,1 yM STA po dobu 24 a 48 hod pozorujeme taktéz vyznamné snizeni intracelularni
koncentrace ATP.

Ve srovnani s kontrolnimi bufikami pozorujeme po 48 hod inkubace bunék A549
s 50 yM CisPt Sestinasobné snizeni intracelularni koncentrace ATP. Po inkubaci
bunék A549 se 100 uM CdClz detekujeme témér Ctyfnasobné zvySeni intracelularni
koncentrace ATP po 24 hod, naopak po 48 hod detekujeme sniZeni intracelularni
koncentrace ATP. U bunék A549 inkubovanych 48 hod s 10 mM APAP a 0,1 uM STA
pozorujeme vyrazny pokles intracelularni koncentrace ATP. Po 24 hod inkubace
bunék A549 s 1 yM STA pozorujeme dvojnasobné zvySeni intracelularni koncentrace

ATP v porovnani s kontrolnimi bufkami.
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Graf 1: Vliv testovanych latek na koncentraci adenosintrifosfatu. A) SH-SY5Y buriky,
B) A549 buriky. CTRL (= kontrolni buriky); CisPt (= cisplatina; 5 a 50 uyM); CdCl
(25 a 100 uM); APAP (= acetaminofen; 1 a 10 mM); STA (= staurosporin; 0,1 a 1 yM);
24 a 48 hod. Primér + SEM (n = 7-9; *, p < 0,05; **, p < 0,01; *** p < 0,001, vs. CTRL v dany
Casovy interval).
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4.1.2 Fluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu

Ke fluorimetrickému stanoveni intracelularni koncentrace GSH u bunék SH-SY5Y
a A549 v Casovych intervalech 24 a 48 hod jsme pouzili fluorescen¢ni sondu MCB.
Po inkubaci bunék SH-SY5Y s 50 uM CisPt pozorujeme v porovnani s kontrolnimi
bunikami signifikantni snizeni koncentrace GSH o 96 % jiz po 24 hod inkubace,
a po 48 hod inkubace bunék s testovanou latkou jsme jiz intracelularni GSH
nedetekujeme (graf 2A). U bunék SH-SY5Y inkubovanych s 25 uM CdCl2 pozorujeme
v porovnani s kontrolnimi burikami signifikantni zvySeni koncentrace GSH o 55 %
po 24 hod a 0 35 % po 48 hod. Po 24 hod inkubace bunék SH-SY5Y se 100 uM CdClz,
10 MM APAP a 1 yM STA detekujeme taktéz vyraznou depleci koncentrace GSH,
ktera se v Case prohlubuije.

U bunék A549 inkubovanych s 50 uM CisPt, 100 uM CdClz a 10 mM APAP 24 hod
pozorujeme signifikantni depleci intracelularni koncentrace GSH, ktera se v Case
zvySuje (graf 2B). Po 24 hod inkubace bunék A549 s 25 puM CdCl. detekujeme
v porovnani s kontrolnimi burfikami snizeni intracelularni koncentrace GSH, nicméné
po 48 hod inkubace v porovnani s 24hod inkubaci bunék s 25uM CdClz pozorujeme
vySSi intracelularni koncentraci GSH o 25 %. U bunék A549 inkubovanych s 5 uM
CisPt a 1 uM STA taktéz detekujeme pokles intracelularni koncentrace GSH v obou

Casovych intervalech.
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Graf 2: Vliv testovanych latek na koncentraci glutathionu. A) SH-SY5Y bunky, B) A549
bunky. CTRL (= kontrolni buriky); CisPt (= cisplatina; 5 a 50 uM); CdCl; (25 a 100 uM); APAP
(= acetaminofen; 1 a 10 mM); STA (= staurosporin; 0,1 a 1 yM); 24 a 48 hod. Intracelularni
koncentrace glutathionu vyjadfena jako % kontrolnich bunék (= 100%); primér + SD
(n =10-18; *, p <0,05; *** p < 0,001, vs. CTRL v dany €asovy interval).
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4.1.3 Detekce intracelularni dehydrogenazové aktivity

S pouzitim WST-1 testu jsme detekovali intracelularni dehydrogenazovou aktivitu
bunék SH-SY5Y a A549 v ¢asovych intervalech 24 a 48 hod WST-1 testem. Detekovali
jsme viabilitu bunék po expozici bunék modelovym toxickym latkam a hodnotili jsme
jejich vliv v zavislosti na jejich koncentraci a dobé inkubace. Z grafu 3A je patrné,
Ze po 24 hod inkubace bunék SH-SY5Y s 50 uM CisPt a 100 CdClz doSlo k vyrazné
redukci dehydrogenazové aktivity, a po 48 hod inkubace bunék s testovanou latkou
jsme jiz dehydrogenazovou aktivitu nedetekovali. Po inkubaci bunék SH-SY5Y
s 25 yM CdClz pozorujeme v porovnani s kontrolnimi bufikami signifikantni zvy3eni
dehydrogenazové aktivity o 21 % po 24 hod a 0 23 % po 48 hod. U bunék SH-SY5Y
inkubovanych s 1 yM STA jsme nedetekovali dehydrogenazovou aktivitu v Zzadném
Casovém intervalu. Po inkubaci bunék SH-SY5Y s 5 uyM CisPt, 10 mM APAP a 0,1 uM
STA pozorujeme také pokles dehydrogenazoveé aktivity v obou €asovych intervalech.

Po inkubaci bunék A549 s 50 uM CisPt, 100 yM CdCl2 a 1 yM STA pozorujeme
signifikantni pokles dehydrogenazové aktivity ovice nez 50 % v porovnani
s kontrolnimi bufkami v obou c¢asovych intervalech (graf3B). U bunék A549
inkubovanych s 1 mM APAP detekujeme v porovnani s kontrolnimi burnkami
signifikantni narist dehydrogenazové aktivity 0 22 % po 24hod inkubaci a 0 21 %
po 48hod inkubaci. Po 24 hod inkubace bunék A549 s 10 mM APAP a 0,1 uM STA
zaznamenavame pokles intracelularni dehydrogenazové aktivity, ktery se po 48 hod

inkubace s toxickymi latkami dale prohlubuje.
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Graf 3: Vliv testovanych latek na dehydrogenazovou aktivitu. A) SH-SY5Y bunky, B) A549
bunky. CTRL (= kontrolni buriky); CisPt (= cisplatina; 5 a 50 uM); CdCl; (25 a 100 uM); APAP
(= acetaminofen; 1 a 10 mM); STA (= staurosporin; 0,1 a 1 uM); 24 a 48 hod. Intracelularni
dehydrogenazova aktivita vyjadfena jako % kontrolnich bunék (= 100%); prdmér + SD
(n =10-18; *, p <0,05; *** p < 0,001, vs. CTRL v dany €asovy interval).

65



Vysledky

4.2 Detekce cytotoxicity s vyuzitim fluorescenéni mikroskopie

Pro posouzeni morfologickych zmén bunék po 24hod inkubaci s testovanymi
latkami jsme zvolili buriky SH-SY5Y. Pro mikroskopickou analyzu jsme pouzili
fluorescenéni sondu Hoechst 33258, diky které jsme vizualizovali bunééna jadra,
a fluorescencné znaceny faloidin (faloidin-FITC), ktery nam umoznil vizualizovat
aktinova vlakna.

Zmény v morfologii bunék muzeme pozorovat po inkubaci bunék s 100 uM CdCl:
(obrazek 13). U bunék se snizil jejich poCet ve srovnani s kontrolnimi burikami.
Dochazi ke zmenSeni jader a kondenzaci chromatinu. Pomoci vizualizace bunécného
cytoskeletu vidime zménu tvaru bunék a ve fazovém kontrastu tzv. blebbing
membrany bunék. U bunék inkubovanych s 25 uM CdClz pozorujeme zmenSeni
bunék, zménu bunécného cytoskeletu, kondenzaci chromatinu a zvySeni poctu bunék.
Toto zjisténi koreluje s nasSimi vysledky WST-1 testu, kde jsme detekovali zvySenou
dehydrogenazovou aktivitu (graf 3A). U bunék inkubovanych s1mM APAP
pozorujeme vyrazné snizeni jejich pocCtu, zmenseni jader a zménu tvaru bunék.
Po inkubaci bunék s 0,1 yM STA dochazi k vyraznému snizeni po¢tu bunék, zmenseni

jader a vzniku apoptotickych télisek.
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Fazovy kontrast Faloidin-FITC Hoechst 33258

o

Obrazek 13: Mikroskopicka detekce vlivu vybranych latek na bunky SH-SY5Y. Inkubace
24 hod. Prvni sloupec: fazovy kontrast; druhy sloupec: sonda faloidin-FITC; tfeti sloupec:
sonda Hoechst 33258. A) kontrolni buriky; B) cisplatina (5 uM); C) CdCl. (25 uM); D) CdCl,
(100 pM); E) acetaminofen (1 mM); F) staurosporin (0,1 uM). Zvétseni 200x. MéFitko 100 pm.
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4.3 Proteinova exprese HSP

Expresi proteini jsme analyzovali pomoci metody Simple Western. K testovani
zmén proteinové exprese jsme pouzili bunky SH-SY5Y inkubované 24 hod
s vybranymi toxickymi slou¢eninami. Po lyzi bunék jsme stanovili koncentraci proteint
metodou dle Bradfordové a pro analyzu metodou SW jsme lyzaty bunék SH-SY5Y
nafedili na vyslednou koncentraci 0,4 mg/mL proteind ve vzorku. Hodnotili jsme
expresi proteini HSP90, HSP70, HSP60, HSP27 a naméfené hodnoty jsme vztahovali
k referenénimu proteinu B-aktinu. Vysledky uvedené v tabulce 2 jsou prezentovany
jako podil plochy piku proteinu zajmu ku ploSe piku referen¢niho proteinu -aktinu.

V porovnani s kontrolnimi bunkami pozorujeme snizeni exprese HSP90
po inkubaci bunék se vSemi testovanymi latkami. U bunék inkubovanych s 5 uM CisPt
a 100 yM CdCl. detekujeme zvySeni exprese HSP70 a u bunék inkubovanych s 25 yM
CdCl2 snizeni exprese HSP70. Po inkubaci bunék s 5 uM CisPt, 1 mM APAP, 100 uM
CdCl2 a 0,1 yM STA pozorujeme zvySeni exprese HSP60 a sniZeni exprese HSP60
u bunék inkubovanych s 25 yM CdClz. U bunék inkubovanych s 5 uM CisPt, 1 mM
APAP, 100 pM CdClz a 0,1 uM STA detekujeme snizeni exprese HSP27 a u bunék
inkubovanych s 25 uM CdClz zvySeni exprese HSP27.

Tabulka 2: Vliv vybranych latek na exprese proteint bunék SH-SY5Y. CTRL (= kontrolni
burky); CisPt (= cisplatina); APAP (= acetaminofen); STA (= staurosporin); 24 hod. Vysledky
prezentované jako podil plochy piku proteinu ku ploSe piku B-aktinu; LOD (= pod limitem
detekce, vyska piku mensi nez 1000 chemiluminiscenénich jednotek).

Toxické latky HSP90 HSP70 HSP60 HSP27
CTRL 23,05 0,98 6,45 87,89

5 uM CisPt 11,21 1,47 6,51 87,70
1 mM APAP 10,88 <LOD 9,54 82,28
25 yM CdCl2 7,58 0,41 6,37 93,49
100 uM CdCl2 5,53 2,26 7,91 71,12
0,1 uM STA 4,18 <LOD 6,87 79,47
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5. DISKUZE

Metabolismus bunék muze byt ovlivnén riznymi latkami, napf. CisPt, CdClz2, APAP
nebo STA, které jsme vyuzili v nasi praci jako modelové toxické latky. Pro stanoveni
bunéc&né toxicity jsme zvolili buné€nou linii lidského neuroblastomu SH-SYS5Y, ktera je
Siroce pouzivanou linii  ve studiich cytotoxicity, oxidacniho stresu
a neurodegenerativnich onemocnéni (Krishna et al., 2014; Arciello et al., 2005; Lee et
al., 2007). Jako druhou bunéc¢nou linii jsme pouzili bunky lidského adenokarcinomu
plic A549, které se hojné vyuzivaji pfi studiich 1&Eby rakoviny plic (Yin et al., 2004;
Seong et al.,2014).

Prvni testovanou toxickou latkou byla CisPt, ktera je jednim z nejpouzivanéjSich
chemoterapeutik. Atom Pt se kovalentné vaze na sedmy dusik purinl a vznikaji DNA
adukty. Nejprve dochazi ke zvysSené expresi proteinu p53, a poté k inhibici replikace
a transkripce, zastavé bunéfného cyklu a k aktivaci reparacnich drah. To, jak buriky
reaguji na poSkozeni DNA vyvolané CisPt, hraje hlavni roli v koneéném rozhodnuti,
jestli dojde k indukci apoptozy nebo preziti buriky (Yimit et al., 2019).

Druhou testovanou toxickou latkou byl CdCl.. Po expozici kadmia dochazi
ke zvySené produkci ROS, coz zpusobuje oxidacni stres, ktery ma za nasledek
posSkozeni DNA, proteint nebo fosfolipidil bunéénych membran. Oxidacni stres dale
zpusobuje mitochondrialni dysfunkci, naruduje oxidativni fosforylaci, snizuje syntézu
ATP a mitochondrialni membranovy potencial. Tento toxicky kov nepfiznivé ovlivhuje
proliferaci a diferenciaci bunék, ¢&imz pfispiva k jejich apoptéze a nekroze
(Genchi et al., 2020; Xu et al., 2021).

Treti testovanou toxickou latkou byl APAP. Acetaminofen je jednim z nejCastéji
pouzivanych analgetik a antipyretik. Vyuziva se jako modelovy hepatotoxin ke studiu
mechanismu chemického poskozené bunék. Vysoké davky APAP mohou zpuUsobit
depleci GSH, ktera mlze byt spojena se zvySujicim se oxidaénim stresem, ktery vede
k mitochondridlni dysfunkci, poruse syntézy ATP, a nakonec kbunéfné smrti
(Yoon et al., 2016; Moyer et al., 2011).

Posledni testovanou toxickou latkou byl STA. Staurosporin, bakterialni alkaloid, je
povazovan za silny inhibitor proteinkinaz v burikach. Pouziva se jako induktor
apoptozy v riznych bunécnych liniich. Staurosporin indukuje uvolnéni cytochromu ¢

z mitochondrii, ztratu mitochondrialniho membranové potencialu, aktivaci kaspaz
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a akumulaci ROS, coz v kone¢ném dusledku mUze vést k apoptotické smrti (Gil et al.,
2003; Feng et al., 2002).

Adenosintrifosfat je zakladnim zdrojem energie ve vSech Zivych organismech.
Vedle jeho hlavni role v bioenergetice buriky se podili na regulaci bunééné smrti
a prfenosu nervovych vzruchu v synapsi. Stanoveni koncentrace ATP se mimo jiné
pouziva k hodnoceni miry proliferace bunék a cytotoxicity. Koncentrace ATP se rychle
shizuje pfi poSkozeni buriky nebo jeji smrti (Yang et al., 2002). Mezi programované
typy bunécné smrti patfi napf. apoptdéza. Jedna se o vysoce regulovany proces
zahrnujici fadu krokl zavislych na ATP, napf. aktivaci kaspaz, enzymatickou hydrolyzu
makromolekul, kondenzaci chromatinu, blebbing membrany bunék a tvorbu
apoptotickych télisek. Intracelularni koncentrace ATP urCuje, zda burka vstoupi
do apoptotické nebo nekrotické smrti (Zamaraeva et al., 2005). Vzhledem ke zménam
koncentrace ATP pfi oxidaCnim stresu jsme se rozhodli detekovat koncentrace ATP
po vystaveni bunék toxickym slouceninam.

V nasi diplomové praci jsme se zaméfili na optimalizaci pfipravy biologického
materialu a bioluminiscen¢ni analyzy pro detekci intracelularni koncentrace ATP
v burikach po plsobeni modelovych toxickych slou€enin. Bioluminisce€ni analyza,
pfi které dochazi k redukci substratu D-luciferinu na oxyluciferin za katalyzy luciferazy
svétlusek, je nejpouzivanéjsi metodou diky své vysoké senzitivité a specifité (Yang et
al., 2002).

U bunék SH-SYS5Y a A549 jsme pozorovali jiz u koncentrace 5 pM CisPt snizeni
intracelularni koncentrace ATP po 48hod inkubaci. Koncentrace ATP nadale klesala
v Case po inkubaci bunék s 50 uM CisPt. Buriky SH-SY5Y byly citlivéjSi na zvySujici
se koncentraci CisPt nez bunky A549. Toto zjiSténi se shoduje s vysledky studie
(An et al. 2016), kde autofi prokazali snizeni koncentrace ATP pomoci luminiscencni
metody po inkubaci trojrozmérnych sféroidnich bunéénych linii SH-SY5Y a A549
s 50-250 uM CisPt po dobu 24, 96 a 168 hod. Dale naSe vysledky koreluji se studii
Huang et al. (2003), ve které autofi detekovali snizeni koncentrace ATP v Case pomoci
fosfor-31 nuklearni magnetické rezonance u bunék A549 inkubovanych s 30 uM CisPt
24 a 48 hod.

U bunék SH-SY5Y jsme po inkubaci s 25 yM CdCl2 nezaznamenali vyrazné
rozdily v koncentraci ATP v zadném Casovém intervalu. AvSak po inkubaci bunék
SH-SY5Y se 100 uM CdCl2 jsme detekovali signifikantni pokles intracelularni

koncentrace ATP v obou €asovych intervalech. Nase vysledky nekoreluji s vysledky
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studie Lopez et al. (2006), ve které autofi pouzili krysi kortikalni neurony inkubované
24 hod s 100 nM-100 uM CdCl2. Pomoci bioluminiscenéni analyzy zaznamenali
vyrazné snizeni intracelularni koncentrace ATP jiz pfi 10 yM CdCl.. Rozdily mohou byt
zpusobeny pouzitim jinych typd bunék. U bunék A549 inkubovanych se 100 uM CdCl:
jsme zaznamenali signifikantni narist koncentrace ATP po 24 hod, ale po 48hod
inkubaci se koncentrace ATP vyrazné snizila. NaSe vysledky nekoreluji s vysledky
studie Kimura et al. (2019), kde autofi detekovali s vyuzitim bioluminiscencni analyzy
snizeni koncentrace ATP zavislé na rizné koncentraci CdCl2 (10-80 uM) u bunék
Ab549.

Po inkubaci bunék SH-SY5Y s 1a 10 mM APAP jsme nezaznamenali vyrazny
ucinek latky na zménu koncentrace ATP v zadném z €asovych intervald. U bunééné
linie A549 jsme pozorovali snizeni koncentrace ATP az u 10 mM APAP po 48hod
inkubaci. Ve studii Mannerstrom et al. (2006) sledovali vliv riznych koncentraci APAP
(1-10 mM) na buriky SH-SY5Y a HepG2. S vyuzitim bioluminiscenéni analyzy
detekovali zvySenou koncentraci ATP po 24hod inkubaci bunék SH-SY5Y s 1 mM
APAP, ostatni koncentrace neméli Zzadny ucinek. Naopak u bunék HepG2 se
koncentrace ATP snizila po 24hod inkubaci s 10 mM APAP.

U bunék SH-SY5Y inkubovanych s 0,1 a 1 yM STA jsme detekovali signifikantni
pokles intracelularni koncentrace ATP v zavislosti na davce a Casovém intervalu.
Toto zjisténi koreluje s vysledky studie Yuste et al. (2002), kde s vyuzitim
bioluminiscen¢ni analyzy zaznamenali stejné klesajici trend koncentrace ATP u bunék
SH-SY5Y inkubovanych s 100 a 500 nM STA 24 hod. Snizena koncentrace ATP
indukuje zvySenou cytotoxicitu. U bunék A549 jsme po 48hod inkubaci s 0,1 uM STA
pozorovali pokles intracelularni koncentrace ATP. Po 24hod inkubaci bunék A549
s 1 uM STA jsme zaznamenali narust koncentrace ATP, ktera v Case zacala klesat.

Pro popis zmén metabolismu bunék jsme zvolili dalSi metody, napf. stanoveni
GSH, WST-1 test, fluorescencni mikroskopii a metodu Simple Western pro analyzu
proteinové exprese.

V nas$i diplomové praci jsme koncentraci GSH stanovovali fluorimetricky s vyuZitim
optimalizovaného MCB testu (Capek et al., 2017). Deplece GSH je &asnym
charakteristickym znakem progrese bunéCné smrti v reakci na rizné apoptotické
stimuly v mnoha typech bunék (Franco et al., 2009).

U obou bunéénych linii inkubovanych s5 a 50 uM CisPt 24 a 48 hod jsme

detekovali signifikantni depleci intracelularni koncentrace GSH v zavislosti na davce
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testované latky a Case inkubace. Bunky SH-SY5Y vykazovaly vysSi citlivost
na pusobeni toxické latky nez buriky A549. Nase vysledky koreluji se studii (Altun et
al., 2010), ve které autofi detekovali s pouZzitim kolorimetrické analyzy depleci
koncentrace GSH u bunék SH-SY5Y inkubovanych s 7,5 uM CisPt 24 hod. V souladu
s nasimi vysledky je také studie Lan et al., 2018), kde autofi pouzili bunky A549
inkubované s 10 ug/mL CisPt 48 hod a imunohistochemickou analyzu.

Bunky SH-SY5Y jsme inkubovali s 25 a 100 yM CdCl2 po dobu 24 a 48 hod.
Zatimco po inkubaci bunék s 25 yM CdClz doSlo k vyraznému zvySeni koncentrace
GSH v obou ¢€asovych intervalech, u 100 uM CdClz jsme detekovali signifikantni
depleci. NaSe vysledky nekoreluji se studii Bovio et al. (2021), ve které autofi pouZzili
bufky SH-SY5Y inkubované s 10 a 20 uM CdClz 24 hod. Pokles koncentrace GSH
detekovali spektrofotometricky pomoci Ellmanova cCinidla jiz pfi 10 uM CdClz, zatimco
v nasich experimentech jsme koncentrace GSH detekovali pomoci MCB testu.
U bunék A549 inkubovanych s 25 uM CdCl2 24 hod jsme zaznamenali snizeni
koncentrace GSH v porovnani s kontrolnimi burfikami, nicméné po 48hod inkubaci
v porovnani s 24hod inkubaci bunék s 25uM CdClz jsme pozorovali vy$Si intracelularni
koncentraci GSH 025 %. A poinkubaci bunék A549 s 100puM CdCl2 jsme
zaznamenali pokles koncentrace GSH v zavislosti ¢ase inkubace. Toto zjisténi
koreluje svysledky studie Sauvageau et al. (2013), ve které autofi
spektrofluorimetricky s vyuZitim o-ftalaldehydu detekovali snizeni koncentrace GSH
u bunék A549 inkubovanych s 20 uM CdCl2 v ¢asovém intervalu 24 hod.

Po 24 a 48 hod inkubace obou bunécnych liniich s1 a10 mM APAP jsme
pozorovali snizeni intracelularni koncentrace GSH v zavislosti na davce testované
latky a Case inkubace. NaSe vysledky se shoduji se studii Gai et al. (2020), kde autofi
s vyuzitim spektrofotometrie detekovali pokles intracelularni koncentrace GSH
u bunék A549 inkubovanych s 160 yM APAP v ¢asoveém intervalu 24 hod.

U obou bunéc¢nych linii inkubovanych s 0,1 a 1 uM STA jsme taktéz zaznamenali
depleci koncentrace GSH v zavislosti na davce testované latky a Case inkubace.
Buriky SH-SY5Y vykazovaly vyssi citlivost na pasobeni toxicke latky nez buriky A549.
Toto zjisténi koreluje s vysledky studie Posadas et al. (2007), kde autofi zaznamenali
spektrofotometricky pomoci Ellmanova €inidla snizeni koncentrace GSH po inkubaci
bunék SH-SY5Y s 500 nM STA v ¢asovém intervalul8 hod.

K hodnoceni buné¢né viability bunék SH-SY5Y a A549 po pusobeni modelovych
toxickych latek jsme pouzili WST-1 test, ktery je rychlejSi a citlivéjSi nez MTT test.
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Pouziti MTT testu pfevazuje ve studiich nad WST-1 testem (Bovio et al., 2021;
Scarcello et al., 2020; Donzelli et al., 2004).

Obé bunécné linie SH-SY5Y a A549 jsme inkubovali s 5 a 50 yM CisPt v Casovém
intervalu 24 a 48 hod. Pozorovali jsme snizeni bunécné viability zpisobem zavislym
na davce testované latky a Casovém intervalu. Bunky SH-SY5Y vykazovali vyraznéjsi
citlivost na pasobeni CisPt nez buriky A549. Stejné klesajici trend bunécné viability
zaznamenali pomoci MTT testu ve studii Donzelli et al. (2004), kde inkubovali bufiky
SH-SY5Y s 10-200 pM CisPt po dobu 24 hod. A taktéz ve studii Horibe et al. (2015)
pomoci WST-1 testu u bunék A549 inkubovanych s 0,06, 1, 4, 16, 64 a 256 uM CisPt
po 72 hod.

Buriky SH-SY5Y jsme inkubovali s 25 a 100 yM CdCl> po dobu 24 a 48 hod.
Zatimco po inkubaci bunék s 25 yM CdClz doSlo ke zvySeni bunécné viability bunék
v obou Casovych intervalech, u 100 uM CdClz jsme detekovali vyrazné snizeni viability
bunék. Nase vysledky jsou v rozporu se studii Bovio et al. (2021), ve které autofi
u bunék SH-SY5Y inkubovanych s 1-200 yM CdClz> zaznamenali MTT testem snizZeni
bunécné viability v zavislosti na koncentraci CdClz po 24 hod inkubace. SnizZeni
viability bunék zaznamenali pomoci MTT testu, zatimco my jsme pro stanoveni pouzili
WST-1 test. Po inkubaci bunék A549 s 25 a 100 uM CdCl:z jsme zaznamenali snizeni
viability bunék v zavislosti na davce a Case inkubace. Toto zjisténi koreluje s vysledky
studie Kimura et al. (2019), kde detekovali testem WST-8 taktéZz sniZeni viability
v zavislosti na koncentraci CdCl2 u bunék A549 inkubovanych s 10-80 uM CdClz
v Casovem intervalu 24 hod.

Buriky SH-SY5Y jsme inkubovalis 1 a 10 mM APAP po dobu 24 a 48 hod. Snizeni
viability bunék jsme pozorovali az po inkubaci s 10 mM APAP. Nase vysledky jsou
podpofeny studii Posadas et al. (2012), ve které autofi inkubovali bunky SH-SY5Y
sla2mM APAP 24, 48 a 72 hod. Snizeni buné&né viability zaznamenali pomoci
MTT testu az po inkubaci bunék s 2 mM APAP ve vSech €asovych intervalech. V obou
Casovych intervalech jsme u bunék A549 inkubovanych s 1 mM APAP pozorovali
signifikantni zvySeni buné&cné viability, ale pfi koncentraci 10 mM APAP doslo k jejimu
vyraznému snizeni. Ve studii Lee et al. (2019) detekovali snizeni buné&cné viability
v zavislosti na ¢ase inkubace a koncentraci APAP, i prestoZze autofi pouzili stejné
bunky, test, koncentrace APAP a Casové intervaly.

Obé bunécéné linie jsme inkubovali s 0,1 aluyM STA po dobu 24 a 48 hod.

Zaznamenali jsme sniZeni bunécné viability v zavislosti na davce STA a Casovém
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intervalu. Buriky SH-SY5Y byly vyrazné citlivéjSi na plsobeni STA nez bunky A549.
Nase vysledky koreluji s vysledky studie Lépez et al. (2000), ve které zaznamenali
pokles bunécné viability v Case s vyuzitim MTT testu u bunék SH-SY5Y inkubovanych
s 100 mM STA v 3-12 hod. Dale jsou naSe vysledky v souladu se studii Wang et al.
(2009), kde se snizila viabilita bunék zpusobem zavislym na koncentraci STA a Case
inkubace. Autofi pouzili také MTT test a inkubovali buriky A549 s 1-10 nM STA
v Casovém intervalu 6,12 a 24 hod.

K posouzeni morfologickych zmén bunék SH-SY5Y po pusobeni modelovych
toxickych latek 24 hod pomoci fluorescenéni mikroskopie jsme pouzili sondu Hoechst
33258 pro Vvizualizaci jader a fluorescenéné znacCeny faloidin pro vizualizaci
cytoskeletonu.

Pfi pozorovani bunék SH-SY5Y inkubovanych s 5 uM CisPt jsme nezaznamenali
vyznamné zmény ve tvaru bunky, jen u nékterych jader byla vidét mirna kondenzace
chromatinu. NaSe vysledky koreluji se studii Rathinam et al. (2015), ve které autofi
pouzili fluorescenéné znacCeny faloidin a sondu DAPI, kterou pouzili k vizualizaci
bunécného cytoskeletu a jader bunék SH-SYS5Y inkubovanych 24 hod s 5 uM CisPt.

U bunék SH-SY5Y inkubovanych s 25 yM CdCl2 jsme pozorovali zvySeni poctu
bunék, zménu bunéfného cytoskeletu a kondenzaci chromatinu. AvSak po inkubaci
s 100 uM CdClz se vyrazné snizil jejich poCet. U bunék jsme pozorovali zmenSeni
jader, kondenzaci chromatinu a blebbing membrany bunék. NaSe vysledky se shoduji
se studii Zhang et al. (2017), kde autofi pouzili bunky SH-SY5Y inkubované 24 hod
s10 a20puM CdClz. S vyuzitim barveni DAPI pozorovali vyraznou kondenzaci
chromatinu. Dale naSe vysledky koreluji se studii Kim et al. (2013), ve které autofi
s vyuzitim barveni DAPI detekovali fragmentaci a kondenzaci jader u bunék SH-SY5Y
inkubovanych s 25 yM CdCl2 v ¢asovém intervalul2 hod.

U bunék SH-SY5Y inkubovanych s 1 mM APAP doslo k vyraznému snizeni jejich
poCtu, zmenSeni jader a zménam tvaru bunky. Nase vysledky koreluji se studii
Bharathi et al. (2020), kde autofi pouzili barveni DAPI k vizualizaci buné&ného jadra
u bunék HepG2 inkubovanych s 20 mM APAP v ¢asovém intervalu 24 hod.

Po inkubaci bunék SH-SY5Y s 0,1 yM STA jsme pozorovali signifikantni snizeni
jejich poctu, zmenseni jader a vznik apoptotickych télisek. Toto zjisténi koreluje
s vysledky studie Pregi et al. (2006), ve které autofi pouzili sondu Hoechst 33258
a buriky SH-SY5Y inkubované s 25 nM STA po dobu 12 hod. Ve studii Kitamura et al.
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(2003) pozorovali zmény buné&ného cytoskeletu pomoci faloidinu u bunék SH-SY5Y
inkubovanych s 1 uM STA po 1 hod.

V naSi diplomové praci jsme se rozhodli sledovat zménu exprese proteind HSP90,
HSP70, HSP60 a HSP27, které se mohou u€astnit apoptézy a podilet se na ochrané
pred cytotoxickym poskozenim (Qu et al., 2015). K analyze proteinové exprese jsme
pouzili metodu Simple Western, ktera nam umoznila semikvantitativni hodnoceni
exprese proteinu. Bunky SH-SY5Y jsme inkubovali 24 hod s 5 uM CisPt, 25 a 100 uM
CdClz, 1mM APAP a0,1 yM STA. Vzhledem ktomu, Ze existuje malo studii
zabyvajicich se expresi HSP proteind na bunikach SH-SY5Y po pulsobeni nami
pouzitych toxickych latek, jsou dale diskutovany studie i na jinych buné&nych liniich.

Protein HSP90 je nadmérné exprimovan v rakovinnych bufikach a podporuje
progresi nadoru stabilizaci onkogennich proteinti. Po inkubaci bunék SH-SY5Y se
vSemi modelovymi toxickymi latkami jsme detekovali snizeni exprese HSP90.
Nase vysledky koreluji se studii Yang et al. (2021), ve které autofi pouzili buriky
lidského osteosarkomu HSO a U20S, které inkubovali s 12 uM CisPt po dobu 24 hod
a k analyze proteinové exprese pouzili metodu Western blot.

Protein HSP70 inhibuje mitochondrialni uvolfiovani cytochromu c a potlacuje
tak apopt6zu vyvolanou plsobenim toxickych latek. U bunék SH-SY5Y inkubovanych
s 5 uM CisPt jsme detekovali zvySeni exprese HSP70. NaSe vysledky koreluji se studii
Yang et al. (2012), kde autofi s vyuzitim metody Western blot detekovali mirné
zvysSenou expresi HSP70 u bunék rakoviny vajeCniku OV2008 inkubovanych s 10 uM
CisPt v asovém intervalu 24 hod. Stejné vysledky popsali také ve studii Tang et al.
(2018), ve které autofi inkubovali buné&nou linii osteosarkomu MG63 s 5-50 uM CisPt
po dobu 48 hod. U bunék SH-SY5Y inkubovanych s 100 uM CdClz jsme detekovali
zvySeni exprese HSP70 a u bunék inkubovanych s 25 yM CdClz sniZeni exprese
HSP70. Toto zjiSténi nekoreluje se studii Forcella et al. (2020), ve které u bunék
SH-SYS5Y inkubovanych s 10 a 20 yM CdCl2 po dobu 48 hod detekovali zvySenou
expresi HSP70 v zavislosti na davce testované latky pomoci metody Western blot.

ZvySena exprese HSP60 mulze nejen podporovat ucinné skladani proteint
pfi stresu bunky, ale také vykazovat antiapoptotické ucinky. Po inkubaci bunék
SH-SY5Y s 5 uM CisPt, 1 mM APAP a 0,1 uM STA jsme zaznamenali zvySeni exprese
HSP60. NaSe vysledky koreluji se studii Chen et al. (2021), kde autofi s vyuzitim
metody Western blot zaznamenali zvySeni exprese HSP60 po inkubaci bunécéné linie
rakoviny prsu MCF7 s 10-80 uM CisPt po dobu 48 hod. Po inkubaci bunék SH-SY5Y
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s 100 uM CdCl2z jsme pozorovali zvySeni exprese HSP60 a sniZzeni exprese HSP60
u bunék inkubovanych s 25 yM CdCl.. Ve studii Cannino et al. (2008) s vyuzitim
Western blot analyzy detekovali snizeni exprese HSP60 po inkubaci bunécné linie
rakoviny prsu MDA-MB231 s 5 yM CdCl2 24 hod, zatimco po inkubaci s 50 yuM CdCl:
zaznamenali zvySeni exprese HSP60. Toto zjisténi potvrzuje nase vysledky,
Ze az pfi vysSich koncentracich CdCl2 dochazi k zvySeni exprese HSPGO.

Protein HSP27 chrani buriku pfed oxidacnim poSkozenim, agregaci protein(
a apoptozou. Antiapoptotické ucinky HSP27 mohou zvySit odolnost rakovinovych
bunék. U bunék SH-SY5Y inkubovanych s 100 uM CdClz jsme zaznamenali snizeni
exprese HSP27, naopak u bunék inkubovanych s 25 uM CdCl. zvySeni exprese
HSP27. Snizeni exprese HSP27 zaznamenali s vyuzitim Western blotu i ve studii
Alvarez-Olmedo et al. (2017). Bunky HelLa inkubovali s 100 yM CdCl2 po dobu
3-24 hod. U bunék SH-SYSY inkubovanych s 5 yM CisPt, 1 mM APAP a 0,1 yM STA
jsme detekovali snizeni exprese HSP27. Vysledky nekoreluji se studii Lu et al. (2016),
pfi které autofi detekovali zvySené hladiny HSP27 pomoci Western blot analyzy
u bunék rakoviny vajeCniku OV2008 inkubovanych s 5-40 yM CisPt v ¢asovém
intervalu 48 hod.
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Cilem diplomové prace byla optimalizace pfipravy bunécného materialu
a luminiscen¢ni metody pro detekci koncentrace ATP a zavedené metody pouzit
k detekci intracelularni koncentrace ATP po pusobeni modelovych toxickych latek
v bunikach. K doplnéni popisu zmén energetického metabolismu u testovanych bunék
po inkubaci s modelovymi latkami jsme pouzili bioanalytické a mikroskopické metody.
Dale jsme s vyuzitim metody Simple Western stanovovali zménu exprese HSP
proteinl. K testovani jsme pouzili bunécnou linii lidského neuroblastomu SH-SY5Y
a bunécénou linii lidského adenokarcinomu A549, které jsme inkubovali s 5 a 50 yM
CisPt, 25 a 100 uM CdClz, 1 a 10 mM APAP a 0,1 a 1 yM STA ve dvou Casovych
intervalech.

U bunék SH-SY5Y jsme zaznamenali nejvétSi cytotoxicitu u 50 uM CisPt,
100 CdCl2 a1l pM STA. U bunék A549 jsme detekovali nejvétSi cytotoxicitu také
u50 uM CisPt, 100 CdCl. a1 yM STA. Ale i 10 mM APAP vykazoval vyraznou
cytotoxicitu. Bunky SH-SY5Y vykazovaly oproti bufikam A549 vySsSi citlivost
na testovane latky.

V posledni ¢asti prace jsme stanovovali zménu exprese proteini HSP90, HSP70
HSP60 a HSP27 po plsobeni modelovych toxickych latek u bunék SH-SY5Y
v inkubaénim intervalu 24 hod. Zadné vyznamné zmény v expresi HSP protein( nebyly
detekovany.

Zavérem lze shrnout, Ze poklesu intracelularni koncentrace ATP pfedchazi snizeni
dehydrogenazové aktivity a snizeni intracelularni koncentrace GSH. Sledovani

exprese HSP proteind se nepotvrdilo jako vhodny marker bunééného poskozeni.

77



Literatura

7. POUZITA LITERATURA

10.

11.

ALBAKOVA, Z., G. A. ARMEEV, L. M. KANEVSKIY, et al. HSP70
Multi-Functionality in Cancer. Cells. 2020, 9, 1-26.

ALTUN, Z. S., D. GUNES, S. AKTAS, et al. Protective Effects
of Acetyl-I-Carnitine  on Cisplatin  Cytotoxicity and Oxidative  Stress
in Neuroblastoma. Neurochemical Research. 2010, 35, 437-443.
ALVAREZ-OLMEDO, D. G., V. S. BIAGGIO, G. A. KOUMBADINGA, et al.
Recombinant heat shock protein 27 (HSP27/HSPB1) protects against
cadmium-induced oxidative stress and toxicity in human cervical cancer cells.
Cell Stress and Chaperones. 2017, 22, 357-369.

AN, Seong S. A., O. W. SEO, J. LEE, et al. Real-time monitoring of cisplatin
cytotoxicity on three-dimensional spheroid tumor cells. Drug Design,
Development and Therapy. 2016, 10, 2155-2165.

ARCIELLO, M., G. ROTILIO a L. ROSSI. Copper-dependent toxicity
in SH-SY5Y neuroblastoma cells involves mitochondrial damage. Biochemical
and Biophysical Research Communications. 2005, 327, 454-459.

ARRIGO, A. Mammalian HspB1 (Hsp27) is a molecular sensor linked
to the physiology and environment of the cell. Cell Stress and Chaperones.
2017, 22, 517-529.

ARRIGO, A., S. SIMON, B. GIBERT, et al. Hsp27 (HspB1) and aB-crystallin
(HspB5) as therapeutic targets. FEBS Letters. 2007, 581, 3665-3674.

AYDIN, S. A short history, principles, and types of ELISA, and our laboratory
experience with peptide/protein analyses using ELISA. Peptides. 2015, 72,
4-15.

BABBITT, S. E., M. C. SUTHERLAND, B. S. FRANCISCO, et al. Mitochondrial
cytochrome c¢ biogenesis: no longer an enigma. Trends in Biochemical
Sciences. 2015, 40, 446-455.

BASS, J. J., D. J. WILKINSON, D. RANKIN, et al. An overview of technical
considerations for Western blotting applications to physiological research.
Scandinavian Journal of Medicine & Science in Sports. 2017, 27(1), 4-25.
BHARATHI, M. J. a P. ARULSELVAN. Protective effects of NAT-CLWTM
on acetaminophen-induced oxidative stress-mediated apoptosis in hepatic

HepG2 cells. Australian Journal of Science and Technology. 2020, 4, 207-214.

78



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Literatura

BOVIO, F., P. MELCHIORETTO, M. FORCELLA, et al. Cadmium promotes
glycolysis upregulation and glutamine dependency in human neuronal cells.
Neurochemistry International. 2021, 149, 1-11.

BRATIC, A. a N. LARSSON. The role of mitochondria in aging. Journal
of Clinical Investigation. 2013, 123, 951-957.

BRIDGES, H. R., J. G. FEDOR, J. N. BLAZA, et al. Structure of inhibitor-bound
mammalian complex I. Nature Communications. 2020, 11, 1-11.

CALLEGARI, S., T. MULLER, C. SCHULZ, et al. A MICOS-TIM22 Association
Promotes Carrier Import into Human Mitochondria. Journal of Molecular
Biology. 2019, 431, 2835-2851.

CANNINO, G., E. FERRUGGIA, C. LUPARELLO, et al. Effects of cadmium
chloride on some mitochondria-related activity and gene expression of human
MDA-MB231 breast tumor cells. Journal of Inorganic Biochemistry. 2008, 102,
1668-1676.

CARUANA, N. J. a D. A. STROUD. The road to the structure
of the mitochondrial respiratory chain supercomplex. Biochemical Society
Transactions. 2020, 48, 621-629.

CERQUA, C., A. CASARIN, F. PIERREL, et al. Vitamin K2 cannot substitute
Coenzyme Q10 as electron carrier in the mitochondrial respiratory chain
of mammalian cells. Scientific Reports. 2019, 9, 1-7.

CAPEK, J., M. HAUSCHKE, L. BRUCKOVA, et al. Comparison of glutathione
levels measured using optimized monochlorobimane assay with those
from ortho-phthalaldehyde assay in intact cells. Journal of Pharmacological
and Toxicological Methods. 2017, 88, 40-45.

CUNATOVA, K., D. PAJUELO REGUERA, J. HOUSTEK, et al. Role
of cytochrome c¢ oxidase nuclear-encoded subunits in health and disease.
Physiological Research. 2020, 69, 947-965.

DJAFARZADEH, S. a S. M. J. High-resolution Respirometry to Assess
Mitochondrial Function in Permeabilized and Intact Cells. Journal of Visualized
Experiments. 2017, 120, 1-11.

DONZELLI, E., M. CARFI, M. MILOSO, et al. Neurotoxicity of Platinum
Compounds: Comparison of the Effects of Cisplatin and Oxaliplatin on)
the Human Neuroblastoma Cell Line SH-SY5Y. Journal of Neuro-Oncology.
2004, 67, 65-73.

79



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Literatura

DROSE, S. Differential effects of complex Il on mitochondrial ROS production
and their relation to cardioprotective pre- and postconditioning. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics. 2013, 1827, 578-587.

ESSER, L., B. QUINN, Y. LI, et al. Crystallographic Studies of Quinol Oxidation
Site Inhibitors: A Modified Classification of Inhibitors for the Cytochrome bc 1
Complex. Journal of Molecular Biology. 2004, 341, 281-302.

FENG, G. a N. KAPLOWITZ. Mechanism of staurosporine-induced apoptosis
in murine hepatocytes. American Journal of Physiology-Gastrointestinal
and Liver Physiology. 2002, 282, G825-G834.

FERNANDEZ-FERNANDEZ, M. R., M. GRAGERA, L. OCHOA-IBARROLA, et
al. Hsp70 — a master regulator in protein degradation. FEBS Letters. 2017, 591,
2648-2660.

FORCELLA, M., P. LAU, M. OLDANI, et al. Neuronal specific and non-specific
responses to cadmium  possibly involved in neurodegeneration:
A toxicogenomics study in a human neuronal cell model. NeuroToxicology.
2020, 76, 162-173.

FRANCO, R. a J. A. CIDLOWSKI. Apoptosis and glutathione: beyond
an antioxidant. Cell Death & Differentiation. 2009, 16, 1303-1314.

GAI, C., M. YU, Z. LI, et al. Acetaminophen sensitizing erastin-induced
ferroptosis via modulation of Nrf2/lheme oxygenase-1 signaling pathway
in non-small-cell lung cancer. Journal of Cellular Physiology. 2020, 235,
3329-3339.

GAN, S. D. a K. R. PATEL. Enzyme Immunoassay and Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay. Journal of Investigative Dermatology. 2013, 133, 1-3.
GENCHI, G., M. S. SINICROPI, G. LAURIA, et al. The Effects of Cadmium
Toxicity. International Journal of Environmental Research and Public Health.
2020, 17, 1-24.

GIL, J., S. ALMEIDA, C. R. OLIVEIRA, et al. Cytosolic and mitochondrial ROS
in staurosporine-induced retinal cell apoptosis. Free Radical Biology
and Medicine. 2003, 35, 1500-1514.

GNAIGER, E. Capacity of oxidative phosphorylation in human skeletal muscle.
The International Journal of Biochemistry & Cell Biology. 2009, 41, 1837-1845.

80



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Literatura

GREEN, D. R., L. GALLUZZI a G. KROEMER. Mitochondria
and the Autophagy-Inflammation—Cell Death Axis in Organismal Aging.
Science. 2011, 333, 1109-1112.

GRIPARIC, L. a A. M. VAN DER BLIEK. The Many Shapes of Mitochondrial
Membranes. Traffic. 2001, 2, 235-244.

GUILLAUD, F., S. DROSE, A. KOWALD, et al. Superoxide production
by cytochrome bcl complex: A mathematical model. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Bioenergetics. 2014, 1837, 1643-1652.

HARRIS, V. M. Protein Detection by Simple Western™ Analysis. KURIEN, Biji
T.aR. Hal SCOFIELD, ed. Western Blotting. New York, NY: Springer New York,
2015, s. 465-468. Methods in Molecular Biology. ISBN 978-1-4939-2693-0.
HE, J., H. C. FORD, J. CARROLL, et al. Persistence of the mitochondrial
permeability transition in the absence of subunit ¢ of human ATP synthase.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 2017, 114, 3409-3414.
HEINZ, S., A. FREYBERGER, B. LAWRENZ, et al. Mechanistic Investigations
of the Mitochondrial Complex | Inhibitor Rotenone in the Context
of Pharmacological and Safety Evaluation. Scientific Reports. 2017, 7, 1-13.
HOCK, D. H., B. RELJIC, C. ANG, et al. HIGD2A is Required for Assembly
of the COX3 Module of Human Mitochondrial Complex IV. Molecular & Cellular
Proteomics. 2020, 19, 1145-1160.

HORIBE, S., A. MATSUDA, T. TANAHASHI, et al. Cisplatin resistance
in human lung cancer cells is linked with dysregulation of cell cycle associated
proteins. Life Sciences. 2015, 124, 31-40.

HUANG, Y. a C. YEH. Functional Compartmentalization of HSP60-Survivin
Interaction between Mitochondria and Cytosol in Cancer Cells. Cells. 2020, 9,
1-12.

HUANG, Z., Y. TONG, J. WANG, et al. NMR studies of the relationship between
the changes of membrane lipids and the cisplatin-resistance of A549/DDP cells.
Cancer Cell International. 2003, 3, 1-8.

HUTTER, E., H. UNTERLUGGAUER, A. GAREDEW, et al. High-resolution
respirometry—a modern tool in aging research. Experimental Gerontology.
2006, 41(1), 103-1009.

81



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Literatura

CHEN, H., D. ZHANG, Z. ZHANG, et al. SIRT3-mediated mitochondrial
unfolded protein response weakens breast cancer sensitivity to cisplatin. Genes
& Genomics. 2021, 43, 1433-1444.

CHEN, J., M. R. HELDMAN, M. A. HERRMANN, et al. Absolute gquantitation
of endogenous proteins with precision and accuracy using a capillary Western
system. Analytical Biochemistry. 2013, 442, 97-103.

CHERTKOVA, R. V., N. A. BRAZHE, T. V. BRYANTSEVA, et al. New insight
into the mechanism of mitochondrial cytochrome ¢ function. PLOS ONE. 2017,
12, 1-20.

IMAMURA, H., K. P. HUYNH NHAT, H. TOGAWA, et al. Visualization of ATP
levels inside single living cells with fluorescence resonance energy
transfer-based genetically encoded indicators. Proceedings of the National
Academy of Sciences. 2009, 106, 15651-15656.

IMAMURA, H., S. SAKAMOTO, T. YOSHIDA, et al. Single-cell dynamics
of pannexin-1-facilitated programmed ATP loss during apoptosis. ELife.
2020, 9, 1-20.

ISHIDA, R., T. OKAMOTO, F. MOTOJIMA, et al. Physicochemical Properties
of the Mammalian Molecular Chaperone HSP60. International Journal
of Molecular Sciences. 2018, 19, 1-16.

JENSEN, E. C. The Basics of Western Blotting. The Anatomical Record:
Advances in Integrative Anatomy and Evolutionary Biology. 2012, 295, 369-371.
KAMENCIC, H., A. LYON, P. G. PATERSON, et al. Monochlorobimane
Fluorometric Method to Measure Tissue Glutathione. Analytical Biochemistry.
2000, 286, 35-37.

KIM, S., H. CHEON, S. KIM, et al. Cadmium induces neuronal cell death through
reactive oxygen species activated by GADD153. BMC Cell Biology. 2013, 14,
1-9.

KIMURA, K., Y. NAKANO, T. SUGIZAKI, et al. Protective effect of polaprezinc
on cadmium-induced injury of lung epithelium. Metallomics. 2019, 11,
1310-1320.

KITAMURA, Y., D. TSUCHIYA, K. TAKATA, et al. Possible involvement
of Wiskott—Aldrich syndrome protein family in aberrant neuronal sprouting

in Alzheimer's disease. Neuroscience Letters. 2003, 346, 149-152.

82



56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Literatura

KOVAROVA, N., T. MRACEK, H. NUSKOVA, et al. High Molecular Weight
Forms of Mammalian Respiratory Chain Complex II. PLoS ONE. 2013, 8, 1-13.
KRISHNA, A., M. BIRYUKQV, C. TREFOIS, et al. Systems genomics evaluation
of the SH-SY5Y neuroblastoma cell line as a model for Parkinson’s disease.
BMC Genomics. 2014, 15, 1-21.

KUMAR, S., J. STOKES, U. P. SINGH, et al. Targeting Hsp70: A possible
therapy for cancer. Cancer Letters. 2016, 374, 156-166.

LAN, D., L. WANG, R. HE, et al. Exogenous glutathione contributes to cisplatin
resistance in lung cancer A549 cells. American journal of translational research.
2018, 10, 1295-1309.

LANZA, I. R. a K. S. NAIR. Mitochondrial metabolic function assessed in vivo
and in vitro. Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care. 2010, 13,
511-517.

LAROSA, V. a C. REMACLE. Insights into the respiratory chain and oxidative
stress. Bioscience Reports. 2018, 38, 1-14.

LEAVESLEY, H. B., L. LI, S. MUKHOPADHYAY, et al. Nitrite-Mediated
Antagonism of Cyanide Inhibition of Cytochrome c¢ Oxidase in Dopamine
Neurons. Toxicological Sciences. 2010, 115, 569-576.

LEE, M. K., S. J. KANG, M. PONCZ, et al. Resveratrol protects SH-SY5Y
neuroblastoma cells from apoptosis induced by dopamine. Experimental
& Molecular Medicine. 2007, 39, 376-384.

LEE, S., J. S. PARK a K. KIM. Improving Combination Cancer Therapy
by Acetaminophen and Romidepsin in Non-small Cell Lung Cancer
Cells. Biomedical Science Letters. 2019, 25, 293-301.

LOMAKINA, G. Y., Y. A. MODESTOVA a N. N. UGAROVA. Bioluminescence
assay for cell viability. Biochemistry (Moscow). 2015, 80, 701-713.

LOPEZ, E. a |. FERRER. Staurosporine-and H-7-induced cell death
in-SH-SY5Y neuroblastoma cells is associated with caspase-2 and caspase-3
activation, but not with activation of the FAS/FAS-L-caspase-8 signaling
pathway. Molecular Brain Research. 2000, 85, 61-67.

LOPEZ, E., C. ARCE, M.J. OSET-GASQUE, et al. Cadmium induces reactive
oxygen species generation and lipid peroxidation in cortical neurons in culture.
Free Radical Biology and Medicine. 2006, 40, 940-951.

83



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

Literatura

LU, H., C. SUN, T. ZHOU, et al. HSP27 Knockdown Increases Cytoplasmic p21
and Cisplatin Sensitivity in Ovarian Carcinoma Cells. Oncology Research
Featuring Preclinical and Clinical Cancer Therapeutics. 2016, 23, 119-128.
MA, X., M. JIN, Y. CAl, et al. Mitochondrial Electron Transport Chain Complex
Il Is Required for Antimycin A to Inhibit Autophagy. Chemistry & Biology.
2011, 18, 1474-1481.

MANNERSTROM, M., T. TOIMELA, T. YLIKOMI, et al. The combined use
of human neural and liver cell lines and mouse hepatocytes improves
the predictability of the neurotoxicity of selected drugs. Toxicology Letters.
2006, 165, 195-202.

MARTIN, R. M., H. LEONHARDT a M. C. CARDOSO. DNA labeling in living
cells. Cytometry Part A. 2005, 67A, 45-52.

MAZLOOM-FARSIBAF, H., F. FARZAM, M. FAZEL, et al. Comparing lifeact
and phalloidin for super-resolution imaging of actin in fixed cells. PLOS ONE.
2021, 16, 1-13.

MCCARRON, J. G., C. WILSON, M. E. SANDISON, et al. From Structure
to Function: Mitochondrial Morphology, Motion and Shaping in Vascular
Smooth Muscle. Journal of Vascular Research. 2013, 50, 357-371.
MEDLOCK, A. E., M. T. SHIFERAW, J. R. MARCERO, et al. Identification
of the Mitochondrial Heme Metabolism Complex. PLOS ONE. 2015, 10, 1-20.
MITTAL, S. a M. S. RAJALA. Heat shock proteins as biomarkers of lung
cancer. Cancer Biology & Therapy. 2020, 21, 477-485.

MIYOSHI, N., H. OUBRAHIM a B. P. CHOCK, et al. Age-dependent cell death
and the role of ATP in hydrogen peroxide-induced apoptosis and necrosis.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 2006, 103, 1727-1731.
MOYER, A. M., B. L. FRIDLEY, G. D. JENKINS, et al. Acetaminophen-NAPQI
Hepatotoxicity: A Cell Line Model System Genome-Wide Association Study.
Toxicological Sciences. 2011, 120, 33-41.

MURANOVA, L. K., M. V. SUDNITSYNA, S. V. STRELKOV, et al. Mutations
in HspB1 and hereditary neuropathies. Cell Stress and Chaperones. 2020, 25,
655-665.

NDI, M., L. MARIN-BUERA, R. SALVATORI, et al. Biogenesis of the bcl
Complex of the Mitochondrial Respiratory Chain. Journal of Molecular Biology.
2018, 430, 3892-3905.

84



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Literatura

NG, S., H. S. LIM, Q. MA, et al. Optical Aptasensors for Adenosine
Triphosphate. Theranostics. 2016-b, 6, 1683-1702.

NG, Y. S. a D. M. TURNBULL. Mitochondrial disease: genetics
and management. Journal of Neurology. 2016-a, 263, 179-191.

NGUYEN, U., N. SQUAGLIA, A. BOGE, et al. The Simple Western™:
a gel-free, blot-free, hands-free Western blotting reinvention. Nature Methods.
2011, 8, 1-2.

NOLFI-DONEGAN, D., A. BRAGANZA a S. SHIVA. Mitochondrial electron
transport chain: Oxidative phosphorylation, oxidant production, and methods
of measurement. Redox Biology. 2020, 37, 1-9.

NSIAH-SEFAA, A. a M. MCKENZIE. Combined defects in oxidative
phosphorylation and fatty acid -oxidation in mitochondrial disease. Bioscience
Reports. 2016, 36, 1-19.

NUNNARI, J. a A. SUOMALAINEN. Mitochondria: In Sickness and in Health.
Cell. 2012, 148, 1145-1159.

OJUKA, E., B. ANDREW, N. BEZUIDENHOUT, et al. Measurement
of B-oxidation capacity of biological samples by respirometry: a review
of principles and substrates. American Journal of Physiology-Endocrinology
and Metabolism. 2016, 310, E715-E723.

PANDEY, A., J. PAIN, A. K. GHOSH, et al. Fe-S Cluster Biogenesis in Isolated
Mammalian Mitochondria. Journal of Biological Chemistry. 2015, 290, 640-657.
PATEL, B. A., T. L. DAMICO a B. S.J. BLAGG. Natural products and other
inhibitors of FiFo ATP synthase. European Journal of Medicinal Chemistry.
2020, 207, 1-42.

PATHAK, T. a M. TREBAK. Mitochondrial Ca?* signaling. Pharmacology
& Therapeutics. 2018, 192, 112-123.

POSADAS, I., P. SANTOS, V. CENA, et al. Acetaminophen Induces Human
Neuroblastoma Cell Death through NFKB Activation. PLoS ONE. 2012, 7, 1-13.
POSADAS, I., V. VELLECCO, P. SANTOS, et al. Acetaminophen potentiates
staurosporine-induced death in a human neuroblastoma cell line. British Journal
of Pharmacology. 2007, 150, 577-585.

PREGI, N., D. VITTORI, G. PEREZ, et al. Effect of erythropoietin

on staurosporine-induced  apoptosis and  differentiation  of SH-SY5Y

85



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Literatura

neuroblastoma cells. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell
Research. 2006, 1763, 238-246.

PROTASONI, M. a M. ZEVIANI. Mitochondrial Structure and Bioenergetics
in Normal and Disease Conditions. International Journal of Molecular Sciences.
2021, 22, 1-53.

QU, B., Y. JIA, Y. LIU, et al. The detection and role of heat shock protein 70
in various nondisease conditions and disease conditions: a literature review.
Cell Stress and Chaperones. 2015, 20, 885-892.

RABL, R., V. SOUBANNIER, R. SCHOLZ, et al. Formation of cristae and crista
junctions in mitochondria depends on antagonism between Fcjl and Su
e/g. Journal of Cell Biology. 2009, 185, 1047-1063.

RATHINAM, R., S. GHOSH, WL. NEUMANN, et al. Cisplatin-induced apoptosis
in auditory, renal, and neuronal cells is associated with nitration
and downregulation of LMO4. Cell Death Discovery. 2015, 1, 1-8.

REN, Z., S. CHEN, J. SEO, et al. Mitochondrial dysfunction and apoptosis
underlie the hepatotoxicity of perhexiline. Toxicology in Vitro. 2020, 69, 1-27.
ROPKE, M., P. SAURA, D. RIEPL, et al. Functional Water Wires Catalyze
Long-Range Proton Pumping in the Mammalian Respiratory Complex I. Journal
of the American Chemical Society. 2020, 142, 21758-21766.

ROTTENBERG, H., R. COVIAN a B. L. TRUMPOWER. Membrane Potential
Greatly Enhances Superoxide Generation by the Cytochrome bcl Complex
Reconstituted into Phospholipid Vesicles. Journal of Biological Chemistry.
2009, 284, 19203-19210.

SARTI, P. E. FORTE, D. MASTRONICOLA, et al. Cytochrome c oxidase
and nitric oxide in action: Molecular mechanisms and pathophysiological
implications. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics. 2012, 1817,
610-619.

SAUVAGEAU, J. a C. JUMARIE. Different mechanisms for metal-induced
adaptation to cadmium in the human lung cell lines A549 and H441. Cell Biology
and Toxicology. 2013, 29, 159-173.

SCARCELLO, E., A. LAMBREMONT, R. VANBEVER, et al. Mind your assays:
Misleading cytotoxicity with the WST-1 assay in the presence of manganese.
PLOS ONE. 2020, 15, 1-14.

86



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Literatura

SEONG, Y., P. SHIN, J. YOON, et al. Induction of the Endoplasmic Reticulum
Stress and Autophagy in Human Lung Carcinoma A549 Cells by Anacardic
Acid. Cell Biochemistry and Biophysics. 2014, 68, 369-377.

SHAKERI, R., A. KHEIROLLAHI aj. DAVOODI. Apaf 1: Regulation and function
in cell death. Biochimie. 2017, 135, 111-125.

SHI, P., Y. ZHANG, Z. YU, et al. Label-free Electrochemical Detection of ATP
Based on Amino-functionalized Metal-organic Framework. Scientific Reports.
2017, 7, 1-7.

SUN, F., X. HUO, Y. ZHAlI, et al. Crystal Structure of Mitochondrial Respiratory
Membrane Protein Complex Il. Cell. 2005, 121, 1043-1057.

TAN, S. C. a B. C. YIAP. DNA, RNA, and Protein Extraction: The Past
and The Present. Journal of Biomedicine and Biotechnology. 2009, 2009, 1-10.
TANG, Q., Q. YUAN, H. LI, et al. MiR-223/Hsp70/INK/JUN/mIR-223 feedback
loop modulates the chemoresistance of osteosarcoma to cisplatin. Biochemical
and Biophysical Research Communications. 2018, 497, 827-834.

TATSUMI, T., J. SHIRAISHI, N. KEIRA, et al. Intracellular ATP is required
for mitochondrial apoptotic pathways in isolated hypoxic rat cardiac myocytes.
Cardiovascular Research. 2003, 59, 428-440.

TEMKIN, V., Q. HUANG, H. LIU, et al. Inhibition of ADP/ATP Exchange
in Receptor-Interacting Protein-Mediated Necrosis. Molecular and Cellular
Biology. 2006, 26, 2215-2225.

THAKUR, S. S., K. SWIDERSKI, J. G. RYALL, et al. Therapeutic potential
of heat shock protein induction for muscular dystrophy and other muscle
wasting conditions. Philosophical Transactions of the Royal Society B:
Biological Sciences. 2018, 373, 1-11.

TIMON-GOMEZ, A., E. NYVLTOVA, L. A. ABRIATA, et al. Mitochondrial
cytochrome c oxidase biogenesis: Recent developments. Seminars in Cell
& Developmental Biology. 2018, 76, 163-178.

TOEI, M. a H. NOJI. Single-molecule Analysis of FoF1-ATP Synthase Inhibited
by N,N-Dicyclohexylcarbodiimide. Journal of Biological Chemistry. 2013, 288,
25717-25726.

VALIPOUR, N. R., N. M. VALIPOUR a M. AHMADIZADEH. Determination
of Protein Concentration Using Bradford Microplate Protein Quantification

Assay. International Electronic Journal of Medicine. 2015, 4, 11-17.

87



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

Literatura

VANCRAENENBROECK, R. a M. R. WEBB. A Fluorescent, Reagentless
Biosensor for ATP, Based on Malonyl-Coenzyme A Synthetase. ACS Chemical
Biology. 2015, 10, 2650-2657.

WANG, L., Y. LI, R. GUO, et al. Optimized bioluminescence analysis
of adenosine triphosphate (ATP) released by platelets and its application
in the high throughput screening of platelet inhibitors. PLOS ONE. 2019, 14,
1-16.

WANG, Y., H. YANG, H. LIU, et al. Effect of staurosporine on the mobility
and invasiveness of lung adenocarcinoma A549 cells: an in vitro study. BMC
Cancer. 2009, 9, 1-12.

WEBB, M. a D. P. SIDERIS. Intimate Relations—Mitochondria
and Ageing. International Journal of Molecular Sciences. 2020, 21, 1-49.
WIRTH, C., U. BRANDT, C. HUNTE, et al. Structure and function
of mitochondrial complex l. Biochimica et Biophysica  Acta
(BBA) - Bioenergetics. 2016, 1857, 902-914.

WOYDA-PLOSZCZYCA, A. M. a W. JARMUSZKIEWICZ. The conserved
regulation of mitochondrial uncoupling proteins: From unicellular eukaryotes
to mammals. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics. 2017, 1858,
21-33.

XU, G., S. LIU, M. HUANG, et al. Cadmium induces apoptosis of human
granulosa cell line KGN via mitochondrial dysfunction-mediated pathways.
Ecotoxicology and Environmental Safety. 2021, 220, 1-9.

YANG, N., W. HO, Y. CHEN, et al. A Convenient One-Step Extraction
of Cellular ATP Using Boiling Water for the Luciferin-Luciferase Assay of ATP.
Analytical Biochemistry. 2002, 306, 323-327.

YANG, S., H. XIAO, Y. SUN, et al. Zeylenone synergizes with cisplatin
in osteosarcoma by enhancing DNA damage, apoptosis, and necrosis via
the Hsp90/ AKT / GSK3B and Fanconi anaemia pathway. Phytotherapy
Research. 2021, 35, 5899-5918.

YANG, X., J. WANG, Y. ZHOU, et al. Hsp70 promotes chemoresistance
by blocking Bax mitochondrial translocation in ovarian cancer cells. Cancer
Letters. 2012, 321, 137-143.

88



125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

Prace vznikla za podpory projektu OP VVV " IT4Neuro(degeneration)

Literatura

YIMIT, A., O. ADEBALI, A. SANCAR, et al. Differential damage and repair
of DNA-adducts induced by anti-cancer drug cisplatin across mouse
organs. Nature Communications. 2019, 10, 1-11.

YIN, L., Y. WEI, Y. WANG, et al. Long Term and Standard Incubations of WST-1
Reagent Reflect the Same Inhibitory Trend of Cell Viability in Rat Airway
Smooth Muscle Cells. International Journal of Medical Sciences. 2013, 10,
68-72.

YIN, X., J. ZHOU, C. JIE, et al. Anticancer activity and mechanism of Scutellaria
barbata extract on human lung cancer cell line A549. Life Sciences. 2004, 75,
2233-2244.

YOON, E., A. BABAR, M. CHOUDHARY, et al. Acetaminophen-Induced
Hepatotoxicity: a Comprehensive Update. Journal of Clinical and Translational
Hepatology. 2016, 4, 131-142.

YUSTE, V. J., I. SANCHEZ-LOPEZ, C. SOLE, et al. The prevention
of the staurosporine-induced apoptosis by Bcl-XL, but not by Bcl-2 or caspase
inhibitors, allows the extensive differentiation of human neuroblastoma cells.
Journal of Neurochemistry. 2002, 80, 126-139.

ZAMARAEVA, M. V., R. Z. SABIROV, E. MAENO, et al. Cells die with increased
cytosolic ATP during apoptosis: a bioluminescence study with intracellular
luciferase. Cell Death & Differentiation. 2005, 12, 1390-1397.

ZHANG, R., N. ZHANG, H. ZHANG, et al. Celastrol prevents cadmium-induced
neuronal cell death by blocking reactive oxygen species-mediated mammalian
target of rapamycin pathway. British Journal of Pharmacology. 2017, 174,
82-100.

ZICK, M., R. RABL a A. S. REICHERT. Cristae formation—Ilinking ultrastructure
and function of mitochondria. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular
Cell Research. 2009, 1793, 5-19.

ZININGA, T., L. RAMATSUI a A. SHONHAI. Heat Shock Proteins
as Immunomodulants. Molecules. 2018, 23, 1-17.

reg. C.

CZ.02.1.01/0.0/0.0/18_069/0010054.

89



