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ANOTACE

Tato diplomovéa prace s nazvem Optimalizace kultivacnich podminek pro zvyseni
mitochondridlni respirace ve své teoretické ¢asti shrnuje zakladni informace o mitochondriich,
vCetné jejich struktury a funkce. Dale popisuje jednotlivé parametry mitochondrialni
bioenergetiky. Cast této prace je také vénovana metabolismu nadorovych bundk, Crabtree
efektu a zdsadam kultivace bunék in vitro. V této praci je také zahrnuta podkapitola o mastnych
kyselindch s kratkym tetézcem (SCFA, Short Chain Fatty Acid), jejichz uc¢inek na
metabolismus nadorovych bunécnych linii HepG2 a A549 byl testovan na analyzatoru Seahorse
XFe96. Vysledky ukézaly vliv SCFA na metabolismus pouzitych bunéénych linii hlavné pfi

dlouhodobé expozici, akutni expozice SCFA nezpusobila signifikantni zmény.

KLICOVA SLOVA

Bioenergeticky profil; mastné kyseliny s kratkym fetézcem; mitochondrie; HepG2; A549;

nadorovy metabolismus.



TITLE

Optimalization of culture conditions to increase mitochondrial respiration

ANOTATION

Theoretical part of this theses entitled Optimalization of culture conditions to increase
mitochondrial respiration summarizes basic information about mitochondrial structure and
energy production process. It also describes the different parameters of mitochondrial
bioenergetic profile. Part of this work is devoted to the metabolism of tumor cells, the Crabtree
effect and the principles of cell culture in vitro. This thesis includes a subchapter about short-
chain fatty acids (SCFA) and their influence on the metabolism of tumor cell lines HepG2 and
A549, which was tested with Seahorse XFe96 analyser. The results showed a significant
changes of cell lines metabolism after long exposure to SCFA. Acute exposure did not cause

significant changes in cellular metabolism.

KEY WORDS

Bioenergetic profile; short chain fatty acids; mitochondria; HepG2; A549; cancer metabolism.
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UVOD

Mitochondrie jsou v dnesni dobé velmi Castym piredmétem nejriiznéjSich védeckych
publikaci. Dysfunkce mitochondrii je kromé genetickych poruch spojovéna i
s neurodegenerativnimi onemocnénimi, obezitou ¢i rakovinou. Rozvoj efektivni 1éCby na tyto
patologické stavy je zalozen na pochopeni fyziologie mitochondrii — jejich morfologii,

dynamice a mitofagii a patogenezi dané choroby.

Studium (ne)toxicity a G€inku lé¢iv ¢i tézkych kovi je casto provadéno na bunééné linii
HepG2. V prvni fazi je dilezité otestovat viabilitu bun€k po expozici dané latky a nasledné je
mozné posoudit funkce mitochondrii a piipadné defekty v respiraci stanovenim
bioenergetického profilu bunck, ktery zahrnuje hned nékolik parametrid. Indikatorem
mitochondridlni respirace je mitochondridlni spotieba kysliku, kterd je mimo jiné méfena po
injekci specifickych inhibitorit mitochondrialnich komplexti a uncoupleru. Tento test se nazyva

Cell mito stress test a je provadén na analyzatoru Seahorse XF.

Je popsano mnoho funkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA, Short Chain
Fatty Acid) souvisejicich s lidskym zdravim, vcetné regulace imunitniho systému, stfevni

integrity, metabolismu lipidl ¢i gluk6zy. Velmi diskutovanou vlastnosti je taky jejich schopnost

vvvvv

metabolismu nddorovych linii.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Mitochondrie

Mitochondrie vznikly pfiblizné pted dvéma miliardami let pohlcenim a-proteobakterie
prekurzorem eukaryotické buiiky (Friedman a Nunnari, 2014). Jsou to organely, které jsou
zkoumany jiz vice nez 100 let (Owens, Modica-Napolitano a Singh, 2009). V druhé poloviné
20. stoleti byly oznaceny za ,elektrarny builky, protoze produkuji vétSinu ATP
(adenosintrifosfat), ktery bunka potiebuje (Annesley a Fisher, 2019; Nolfi-Donegan a
Braganza, 2020). Pozdé¢ji védci zjistili, Ze mitochondrie jsou zdrojem reaktivnich forem kysliku
(ROS, Reactive Oxygen Species) tvofici se jako vedlej§i produkt bunééného dychani.
Mitochondrie jsou dynamické organely pfispivajici k homeostaze buiiky a udrzovanim hladiny
ATP. (Nolfi- Donegan, Braganza a Shiva, 2020) Mitochondrie maji sviij genom (mtDNA
mitochondridlni DNA), ktery se replikuje nezavisle na genomu hostitele. mtDNA kdduje 13
proteint dilezitych pro oxidacni fosforylaci (OXPHOS, Oxidative Phosphorylation) a v§echny
ostatni mitochondridlni proteiny jsou kdédovany jadernou DNA. Pro uspéSnou biogenezi
mitochondrii musi byt exprese mitochondridlnich a jadernych proteinii koordinovana
(prostfednictvim obousmérné komunikace). (Annesley a Fisher, 2019) Geny jadra reguluji
mitochondrialni biogenezi a pfi zvySenych pozadavcich na energii jsou zodpovédné za vyssi
tvorbu mitochondrii. Pokud jsou mitochondrie defektni, k jejich odstranéni slouzi proces

mitofagie. (Zong, Rabinowitz a White, 2016)

1.1.1 Struktura mitochondrii

Mitochondrie jsou zhruba 2 um velké organely a maji 2 fosfolipidové membrany, vnéjsi
a vnitfni. Vnitini membrana vytvafi zahyby neboli kristy. Diky kristdm ma vnitini membréana
vetsi povreh a tim padem 1 vétsi kapacitu pro déje, které se zde odehravaji. Mezi membranami
se nachazi mezimembranovy prostor. Matrix je ¢ast mitochondrie, kterou obklopuje vnitini
membrana (obrazek 1). (Owens, Modica-Napolitano a Singh, 2009) OdliSnost vnitini a vn&jsi
mitochondridlni membrany spocivd v obsahu kardiolipinu a v jejich propustnosti. Vnéjsi
membrana je svym sloZzenim vice podobnd membrandm eukaryotickych bun¢k a je propustna
pro ionty a malé molekuly. Vnitini membrana obsahuje kardiolipin, podobné jako membrany
bakterii a je propustna pouze pro vodu, kyslik a oxid uhli¢ity. Diky fosfolipidové dvojvrstvé a
omezené propustnosti vnitini membrany se vytvoii elektrochemicky gradient, ktery je dilezity

pro tvorbu ATP. (Protasoni a Zeviani, 2021)
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Obrazek 1 Struktura mitochondrii (Bartolak-Suki a kol., 2017)

Struktura mitochondrii se mizZe lisit podle toho, v jaké tkani jsou. Mitochondrie jsou
velmi dynamickym systémem, coz znamend, ze jsou schopné prodluzovat se, smrStovat se,

fragmentovat ¢i spolu fuzovat. (Owens, Modica-Napolitano a Singh, 2009)

Pti mitochondridlni fizy dojde ke spojeni dvou mitochondrii v jednu. Fazi vné&jsi
mitochondridlni membrany zprosttedkovavaji proteiny mitofusiny 1 a 2 (Mfn1/2). Fazi vnitini
membrany fidi protein OPA1 (opticka atrofie 1, Optic Atrophy 1) (obrazek 2A). Opaénym
procesem, Stépenim mitochondrii, dojde k rozd¢€leni jedné mitochondrie na dvé. Tento proces
umozni protein Drpl (protein podobny dynaminu 1, Dynamin-Related Protein 1), Mff (faktor
mitochondridlniho $tépeni, Mitochondrial Fission Factor), MiD49 a MiD51 (mitochondrialni
dynamické proteiny 49 a 51 kéadr) (Obrazek 2B). (Chandhok, Lazarou a Neumann, 2017)

(A)Mitochondriialni fuze (B) Mitochondridlni Stépeni

I fiize OM D konsirikee

Drpl
e iy
~ - - ' uvolnéni Drpl a
’ - . 32

Obrazek 2 Mitochondridlni dynamika (Chandhok, Lazarou a Neumann, 2017)

Mitochondridlni fuze (2A) — Mfn2 (mitofusin2), OPA1 (opticka atrofie 1, Optic Atrophy 1), fuize OM
(faze vné€jsi membrany), fize IM (fize vnitini membrany); mitochondrialni stépeni (2B) — Mff (faktor
mitochondridlniho $tépeni, Mitochondrial Fission Factor), MiD 49/51 (mitochondrialni dynamické
proteiny 49 a 51 kDa), Drpl (protein podobny dynaminu 1, Dynamin-Related Protein 1).
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Fuze a Stépeni jsou velmi dulezité procesy, které musi byt v dynamické rovnovaze.
Stépenim mitochondrii a naslednou mitofagii je mozna likvidace poskozenych mitochondrii.
(Annesley a Fisher, 2019) Diky fuzi je mozna komunikace mezi organelami a ztrata této funkce
by vedla ke vzniku malych mitochondrii a ztrat¢ mtDNA, vedouci k poruse OXPHOS. Ke
stejnému problému by vedlo i1 nedostate¢né mitochondridlni §té€peni, pii kterém by vznikaly

vzajemné propojené mitochondrie s prodlouzenym tvarem. (Friedman a Nunnari, 2014)

1.1.2 Funkce mitochondrii

Stejné tak jako struktura mitochondrii i funkce se 1i8i v zavislosti na tom, v jaké tkani
jsou mitochondrie lokalizovany (Owens, Modica-Napolitano a Singh, 2009). Naptiklad pro
kardiomyocyty jsou hlavnim zdrojem ATP mitochondrie, naopak pro butiky endotelialni je vice
dilezitd glykolyza (Nolfi- Donegan, Braganza a Shiva, 2020). S nariistajicim vékem funkce

mitochondrii samoziejmé klesa a pocet mutaci mtDNA nariistad (Hara, Kuwano a Araya, 2018).

Mitochondrie plni fadu nezbytnych funkci, avsak tvorba ATP oxidacni fosforylaci je ta
v mitochondriich odehrava oxidace mastnych kyselin a Krebstiv neboli citratovy cyklus.
Podileji se také na syntéze aminokyselin, lipidl, nukleotidd, hemu, FeS klastrt a NADPH.
NADPH je dilezity pro antioxida¢ni ochranu a pro redoxni syntézy. Tvorba ROS jiz byla
zminéna. (Zong, Rabinowitz a White, 2016) Mitochondrie reguluji mnozstvi vapenatych ionti
v bunice (Hara, Kuwano a Araya, 2018). Vyznam maji i v regulaci programované bunécné
smrti, které se ucastni Bcl-2 proteiny nachdzejici se na vnéjSi mitochondridlni membrané.
Mitochondrie maji tedy spoustu zasadnich funkci pro metabolismus a pteziti bunck. (Zong,

Rabinowitz a White, 2016)

1.1.3 Tvorba ATP

I ptes to, ze glykolyza neprobihd v mitochondriich, je zde pro uplnost informaci kratce
popsana. Aby mohlo dojit k vytvofeni energie ve formé molekul ATP, nejprve musi dojit
k pfemén¢ Zivin, v tomto ptipadé k preméné glukézy na pyruvat. Glukoéza je hlavni molekulou
pottebnou pro tvorbu energie. Proces konverze glukozy na pyruvat se nazyva glykolyza a
probiha v cytoplazmé bunék. Glykolyzy se ucastni 10 enzymu katalyzujicich 10 reakci.
Nejdfive je pfeménéna glukoza na glukozu-6-fosfat za katalyzy enzymu hexokinazy (HK) a
zaroven dojde ke spotiebé 1 molekuly ATP, poté enzym fosfoglukoizomeraza (PGI) dava

vzniku frukt6zo-6-fosfatu. Dalsi molekula ATP je spottebovana pii preméné fruktdzo-6-fostatu
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fosfofruktokindzou (PFK) na fruktézu 1,6,- bifosfat, kterd je rozlozena pomoci aldoldzy na

glyceralaldehyd-3-fosfat a dihydroxyacetonfosfat, ktery je preménén triézofosfatizomerazou

(TPI) na glyceralaldehyd-3-fosfat. Z glyceralaldehyd-3-fosfatu diky enzymu glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenaze (GAPDH) vznika dalsi produkt a zaroven 2 molekuly NADH

(nikotinamidadenindinukleotid). V nasledujici reakci katalyzovanou fosfoglyceratkindzou

(PGK) vznikaji 2 molekuly ATP. Glykolyzu ukoncuji enzymy fosfoglyceratmutaza (PGM),

enoldza a finalni pyruvatkinaza (PK), kterd pfeméni fosfoenolpyruvat na pyruvat za vzniku 2

molekul ATP. Pti glykolyze je tedy zisk celkem 2 molekul ATP (obrazek 3). (Li, Gu a Zhou,

2015)

glukoza
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Obrazek 3 Schématické znazornéni glykolyzy (Li, Gu a Zhou, 2015)

HK (hexokinaza), PGI (fosfoglukoizomeraza),

PFK  (fosfofruktokinaza), TP

1zomeraza

(triozofostatizomerdza), GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza), PGK (fosfoglyceratkindza),
PGM (fosfoglyceratmutaza), PK (pyruvatkinaza).
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1.1.3.1 Krebsiv cyklus

Krebstiv, téz citratovy nebo TCA cyklus (cyklus trikarboxylovych kyselin,
Tricarboxylic Acid Cycle) byl popsan v roce 1937 Hansem Adolfem Krebsem (Akram, 2014).
TCA cyklus je posledni metabolickou drdhou spole¢nou pro oxidaci sacharidd, lipida a
aminokyselin (Akram, 2014), jehoz reakce probihaji v uzaviené smycce (Martinez-Reyes a
Chandel, 2020) v matrix mitochondrii (Akram, 2014). Zjednodusen¢ feceno dochézi k cyklické
oxidaci acetyl-CoA na oxid uhli¢ity, regeneraci oxalacetatu a vzniku redukovanych kofaktort
NADH a FADH: (flavinadenindinukleotid), které poskytuji elektrony elektronovému
transportnimu fetézci (ETC, Electron Transport Chain) (Raimundo, Baysal a Shadel, 2011). V
Krebsove cyklu nedochédzi nejen ke katabolickému rozkladu acetyl-CoA, ale meziprodukty
slouzi také jako prekurzory anabolickych reakci — syntéza neesencidlnich aminokyselin,
porfyrint ¢i bazi nukleotidii (Ryan, Frezza a O’Neill, 2021). Pro pribéh Krebsova cyklu jsou
tedy diilezité anaplerotické reakce, které naopak od¢erpané meziprodukty dopliuji (Martinez-

Reyes a Chandel, 2020).

Acetyl-CoA je vychozi molekulou pro Krebstv cyklus a vzniké napt. dekaroboxylaci
pyruvatu, ktery je produktem jiz zminéné glykolyzy. DalSimi zdroji acetyl-CoA jsou mastné
kyseliny nebo aminokyseliny. Krebsova cyklu se Gcastni 8 enzymi katalyzujicich 8 reakci.
Prvnim krokem je kondenzace dvouuhlikového acetyl-CoA s oxalacetatem za vzniku citratu,
tato reakce je katalyzovana citratsyntdzou. Citrat je poté izomerovan pies cis-akonitat
akonitdzou na isocitrat. V dal§i reakci dochéazi k tvorbé oxidu uhli¢ittho a NADH pfi
dekaroboxylaci isocitratu isocitratdehydrogenazou na a-ketoglutarat. a-ketoglutarat je za
ucinku a-ketoglutardtoveho dehydrogenazového komplexu preménén na sukcinyl-CoA a stejné
jako v predeslé reakci za uvolnéni CO2a NADH. Sukcinyl-CoA je konvertovan sukcinyl-CoA
syntetazou na sukcinat a prob&hne také substratova fosforylace, pti které dojde k pfeméné GDP
(guanosintrifosfat) na GTP (guanosindifosfat) a pak tvorbé ATP. Produktem reakce sukcinatu
a sukcindtdehydrogenazy je fumarat, pficemz z FAD (flavinadenindinukleotid) vznikaji 2
molekuly FADH,. Sukcinatdehydrogenaza je také soucasti ETC, ktery bude popsan poté.
Nasledna hydratace fumaratu dava vzniku malatu (enzym fumaraza). Cely cyklus uzavie enzym
malatdehydrogendza za vzniku oxalacetatu a NADH. Oxalacetat pak reaguje s dal§im acetyl-
CoA a tim se zahaji dals$i cyklus. (Akram, 2014; Martinez-Reyes a Chandel, 2020) Viz

schématické zndzornéni Krebsova cyklu na obrazku 4.
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Obrazek 4 Schéma Krebsova cyklu (Ryan, Frezza, O’Neill, 2021)

Cely cyklus se sklada z 8 enzymi: citratsyntaza (CS), akonitaza (ACQO?2), isocitratdehydrogendza (IDH),
oxoglutaradt (a-ketoglutarat) dehydrogenazovy komplex (OGDH), sukcinyl-CoA syntetaza,
sukcinatdehydrogenaza (SDH), fumardza neboli fumarathydratdza (FH), malatdehydrogenaza (MDH).

1.1.3.2 Elektronovy transportni fetézec a oxidativni fosforylace

Elektronovy transportni fetézec je souhrn reakci probihajicich v péti proteinovych
komplexech nachézejicich se ve vnitini mitochondridlni membrané. ETC a OXPHOS jsou
napojeny na Krebstv cyklus, jehoZz produkty, NADH a FADH; ptedavaji fetézci elektrony
nezbytné pro tvorbu ATP. Zprostfedkovatelem pienosu elektront je hydrofobni ubichinon
(koenzym Q, CoQ) a hydrofilni cytochrom c. (Pefia a kol., 2021; Nolfi-Donegan, Braganza a
Shiva, 2020; Chaban, Boekema a Dudkina, 2014)

Donorem elektronli pro komplex I (NADH: ubichinon oxidoreduktdza) je NADH.
Elektrony jsou ptedany kofaktoru flavinmononukleotidu (FMN) a nasledné Fe-S klastrim,
jejichz prostiednictvim se elektron dostane na ubichinon, ktery se v pfitomnosti elektronu
redukuje na ubichinol. Energie z ptenosu 2 elektronli vyvola pumpovani 4 protontt komplexem
I (tedy z vnitini mitochondridlni membrany) do mezimembranového prostoru. (Pefia a kol.,

2021; Nolfi-Donegan, Braganza a Shiva, 2020; Chaban, Boekema a Dudkina, 2014)

Zdrojem elektronll pfenaSenych na komplex II (sukcinatdehydrogenaza) je FADH; (jak
Jiz bylo zminéno, sukcinatdehydrogenéza je soucasti také TCA). Elektrony jsou pfenaSeny na
CoQ, podobné jako v komplexu I (misto FMN je tam vSak FAD). Transport protoni do

mezimembranového komplexu se zde vSak nedéje. Nasleduje pienos elektronti z komplexu I a
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IT ubichinolem na komplex III. (Pefia a kol., 2021; Nolfi-Donegan, Braganza a Shiva, 2020;
Chaban, Boekema a Dudkina, 2014)

Na komplexu III (koenzym Q: cytochrom c oxidoreduktdza) je jeden elektron
ubichinolu translokovan na FeS klastr Rieskeho komplexu a druhy elektron je pfenesen na
cytotochrom b a poté na chinon za vzniku volného radikalu ubisemichinoninu. Zaroven je
elektron z FeS klastru pfenesen na cytochrom ci, ze kterého je transportovan na cytochrom c,
ktery je redukovén. Stejn¢ jako na komplexu II dochdzi k cerpani protontt do
mezimembranového prostoru, tentokrat vSak dvou. (Pefia a kol.,, 2021; Nolfi-Donegan,

Braganza a Shiva, 2020; Chaban, Boekema a Dudkina, 2014)

Molekula kysliku vazana na komplex IV (cytochrom c¢ oxidaza) pfijima elektrony od
redukovaného cytochromu ¢ za vzniku dvou molekul vody. Dochazi ke spotiebé kysliku, tedy
k mitochondridlnimu dychani. Béhem této reakce jsou pumpovany 4 protony do
mezimembranového prostoru. (Pefa a kol., 2021; Nolfi-Donegan, Braganza a Shiva, 2020;

Chaban, Boekema a Dudkina, 2014)

Jak jiz bylo zminéno, vnitini membrana mitochondrii neni propustna pro protony.
Pumpovéni protonil je vSak mozné, a to diky energii, kterd je ziskdna z transportu elektrond.
Proteinové transportéry potiebné k pumpovéani protont jsou soucasti komplexu I, II a IV.
(Protasoni a Zeviani, 2021) V mezimembranovém prostoru se tedy béhem ETC nahromadi
celkem 10 protont, které tvoii protonovy gradient. Protonovy gradient tvoii protonmotivni silu
(Ap), jejiz soucasti je membranovy potencial (AW) a chemicky potencial (ApH). Diky
protonmotivni sile (Ap), je mozné vraceni protonli z mezimembranového prostoru zpét do
matrix mitochondrie. Tyto protony projdou komplexem V (ATP syntaza) a diky energii ulozené
v protonovém gradientu probiha syntéza ATP. Jedna se o komplex o velikosti 600 kDa slozeny
az z 18 podjednotek a domén F; a Fo. (Pena a kol., 2021; Nolfi-Donegan, Braganza a Shiva,
2020; Chaban, Boekema a Dudkina, 2014) Doména F; (extramembranovd) smeéiuje
k mitochondridlni matrix a Fo (transmembranovd) doména je lokalizovdna ve vnitini
mitochondrialni membrang. Fo doména se sklada z kruhu ¢ podjednotek. Kazda ¢ podjednotka
je schopna navézat jeden proton pochdzejici z mezimembranového prostoru. Po navazani
protonu nasleduje rotace ¢ kruhu Fo domény, ktera je pfenesena do katalytické ¢asti a umozni
syntézu a uvolnéni ATP z F; domény. (Protasoni a Zeviani, 2021) Obrazek 5 zobrazuje schéma

ETC.
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Obrazek 5 Elektronovy transportni fetézec (Aerts a Morais, 2017)

Elektronovy transportni fetézec ptrenasi elektrony ve vnitfni mitochondrialni membrané pomoci 2
prenasect — Q (koenzym Q, ubichinon) a cyt ¢ (cytochrom c) a skrz 4 komplexy - komplex I (NADH
dehydrogenaza, také =znamy jako NADH: wubichinon oxidoreduktaza); komplex II
(sukcinatdehydrogenaza), komplex III (cytochrom bc-1 oxidaza, také znamy jako koenzym Q:
cytochrom c oxidoreduktaza); komplex IV (cytochrom c oxidaza), na kterém vznikaji 2 molekuly vody;
a na komplexu V (ATP syntaza) dochézi k fosforylaci ADP za vzniku ATP. Zaroven na komplexu I, III
a IV dochazi kpumpovani celkem 10 protoni do mezimembranového prostoru vytvaiejici
elektrochemicky potencial, diky jehoZz energii je mozna tvorba ATP.

1.1.4 Parametry méfeni mitochondrialni bioenergetiky

Energie transformovand mitochondriemi muze kvantifikovdna pomoci souboru
parametrl, které byly nazvany jako index bioenergetické zdravi (BHI, Bioenergetic Health
Index). Parametry bioenergetiky jsou citlivymi ukazateli, které¢ slouzi k posouzeni spravné
funkce mitochondrii. Predikce vzniku chorob, jejich diagnéza a odpovéd’ na 1écbu by mohla
byt ur€ovana na zékladé BHI intaktnich bun¢k jedince (napt. v cirkulujicich leukocytech ¢i
trombocytech). BHI by se mohl povazovat za biomarker chorob, protoze riizné specifické
choroby jsou spojovany se zhorSenim mitochondrialnich parametri u riznych typt bunék,
véetné leukocytl a krevnich desticek. Stanoveni bioenergetickych parametri je mozné diky
analyzatorim méfici respiraci (analyzator Seahorse XF96) a dostupnosti specifickych
mitochondridlnich inhibitori. Mezi métfené parametry BHI patfi bazalni respirace, unik
protond, Gc¢innost spfazeni, rezervni respiracni kapacita, nemitochondrialni spotieba kysliku,
maximalni respiracni kapacita a respirace souvisejici s produkei ATP. (Chelimski a kol., 2021;

Das, Ray a Raunt, 2020; Chacko a kol., 2014) Tyto parametry jsou popsany nize.
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1.1.4.1 Bazalni respirace

Bazalni respirace neboli bazalni mira spotfeby kysliku je minimalni mnozstvi energie
potiebné k udrzeni fyziologické funkce bunék. Méteni spotieby kysliku se provadi bez piidani
mitochondrialnich inhibitort a hodnoceni probiha po odecteni nemitochondridlni spotieby
kysliku. Bazalni respirace je fizena respiraci souvisejici s produkci ATP a tinikem protoni.
Hodnota bazalni respirace je proménliva na zdklad¢ (ne)ptritomnosti riznych substratl v médiu
(napf. mastné kyseliny, pyruvat, laktat nebo adrenalin mohou zvysit bazalni respiraci
hepatocytll). Zména v bazalni respiraci bunék muize byt interpretovana az po zmeéteni vSech
parametrd bioenergetického profilu. (Das, Ray a Raunt, 2020; Chacko a kol., 2014; Brand a
Nicholls, 2011)

1.1.4.2 Maximalni respiracni kapacita

Ke zjisténi hodnoty maximalni respiracni kapacity se vyuziva protonoford, neboli
uncouplert (rozpojovact), které umozni vraceni protoni do matrix mitochondrie, odpojeni
dychaciho fetézce od syntézy ATP a maximalné zvysi kapacitu ETC. OdraZzi tedy schopnost
mitochondrii reagovat na zvySenou potiebu tvorby ATP. Mezi pouzivané uncouplery patii DNP
(dinitrofenol) a FCCP (karbonylkyanid-p-trifluormethoxyfenylhydrazon). Pokles maximalni
respirani kapacity vyrazn¢ naznacuje mitochondridlni dysfunkci. (Chacko a kol., 2014;

Divakaruni a kol., 2014; Brand a Nicholls, 2011)

1.1.4.3 Unik protonii

Pfi méfeni toho parametru je pouzivan oligomycin, ktery je specifickym inhibitorem
ATP syntdzy. Nedochazi tedy k toku protonti timto enzymem, coZ ma za nasledek vysoky
protonovy gradient napfi¢ vnitini mitochondridlni membranou, ktery inhibuje tok protoni pies
komplexy I — IV. Spotieba kysliku tedy klesd a zbyvajici mira respirace mitochondrii je
umoznéna Unikem protonti vnitini mitochondridlni membranou. K syntéze ATP vSak
nedochéazi. Unik protonii ve vysoké mife miize naznadovat poruchu mitochondrii. (vlivem

uncoupleril; Das, Ray a Raunt, 2020; Chacko a kol., 2014; Brand a Nicholls, 2011)

1.1.4.4 Ucinnost spraZeni a rezervni respiracni kapacita

U¢innost spfaZeni udava, kolik procent mitochondridlni respirace odpovida produkci
ATP pfii ur€itém membranovém potencidlu. U€innost spfazeni lze urcit ze zmény v bazalni
respiraci po pfidani oligomycinu. Jedna se o zlomek bazalni mitochondridlni spotfeby kysliku

potiebny pro syntézu ATP. Tento parametr je zavisly na poptavce tvorby ATP, vétsSinou je jeho
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hodnota pomérné vysokd, napf. u hepatocyti Splhd az k 70 %. Naproti tomu builky se
specializovanou funkei (B-buiiky pankreatu) maji ucinnost sptazeni vyrazné niz$i, a to okolo
30 %. Hnéda tukova tkan vzhledem k jeji funkei ma G€innost spfazeni nulovou. Vyhodou tohoto
parametru je interni normalizace, protoze se jedna o pomér. (Das a kol., 2020; Brand a Nicholls,

2011)

Rezervni respiracni kapacita je mitochondriemi vyuZzivana, pokud jsou vyssi naroky na
ATP pfi stresovych podminkéch. Piedstavuje rozdil mezi bazalni a maximalni respiraci. Jeji
hodnota je nizsi pti ptisobeni oxidac¢niho stresu a pii vyCerpani této ,,rezervy* je zdrojem ATP
glykolyza. Jako piiklad je mozno uvést mitochondrie bunék srdec¢ni tkan€, které maji
fyziologicky pfi zvysené fyzické zatézi dostateCnou rezervni respiracni kapacitu, ktera je pak
vyuzita béhem stresovych podminek (pf. ischemie). Snizena rezervni respiracni kapacita sama
o sob¢ se vSak nerovna dysfunkci. (Das, Ray a Raunt, 2020; Chacko a kol., 2014; Divakaruni a
kol., 2014)

1.1.4.5 Respirace souvisejici s produkci ATP

Miru syntézy ATP v bazalnim stavu Ize odhadnout pfi snizené respiraci, ktera byla
navozena inhibici ATP syntdzy oligomycinem. SniZzena mitochondridlni tvorba ATP navozena
oligomycinem aktivuje glykolyzu, ktera je pak hlavnim zdrojem ATP. I pfesto, Ze vétSina bun€k
je vybavena dostatecnou glykolytickou kapacitou, u nékterych bunék je po ptidani oligomycinu
pozorovan kriticky nedostatek ATP. Tato krize nasledné€ vede az ke selhani glykolyzy (kterd ve
dvou svych reakci ATP vyZaduje) a selhani aktivace a katabolismu mastnych kyselin, vedouci
k nedostate¢nému dodavani substratu pro OXPHOS a poklesu v respiraci. (Chacko a kol., 2014;

Brand a Nicholls, 2011) Zminéné parametry jsou zndzorn€ny na obrazku 6.

1.1.4.6 Nemitochondrialni spotieba Kkysliku

Pii méfeni nemitochondridlni spotieby kysliku je inhibovan cely ETC. Respiracni
komplex I je inhibovan rotenonem a komplex II antimycinem A. Kyanid se pro inhibici
komplexu IV nevyuziva, protoze by inhiboval 1 ostatni enzymy obsahujici hem.
Nemitochondrialni konzumpce kysliku ve vétSiné bunck predstavuje zhruba 10 % spotieby
kysliku. V makrofézich je nemitochondridlni spotieba kysliku pfipisovana nemitochondrialnim
NADPH oxiddzam. K posouzeni piesné mitochondridlni respiracni kapacity se hodnota

nemitochondridlni spotfeby kysliku odecita od mitochondridlni spotteby kysliku. (Das a kol.,
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2020; Divakaruni a kol., 2014; Brand a Nicholls, 2011) Zminéné parametry jsou znazornény na

obrazku 6.
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Obrazek 6 Schématické znazornéni bioenergetickych parametri hodnocenych na zékladé méteni miry
spotieby kysliku (OCR, Oxygen Consumption Rate; Das, Ray a Raunt, 2020)

Na grafu A je zobrazeno bioenergetické zdravi — vysoka rezervni kapacita, vysoka respirace souvisejici
s produkci ATP (AL, ATP-linked respiration), nizky unik protonii (PL, proton leak) a nizka
nemitochondrialni spotieba kysliku. Schéma B zobrazuje bioenergetickou dysfunkci - nizka rezervni
kapacita, nizka respirace souvisejici s produkci ATP (AL, ATP-linked respiration), vysoky tnik protont
(PL, proton leak) a vysoka nemitochondrialni spotieba kysliku.

1.2 Metabolismus nadorovych bunék

S metabolismem nadorovych bunék je spojovan Warburglv efekt, ktery byl popsan
Ottem Warburgem ve 20. letech 20. stoleti. Principem tohoto fenoménu je pfednostni ziskavani
energie nadorovych bun€k anaerobni glykolyzou misto OXPHOS i za aerobnich podminek. Pii
masivni glykolyze je glukdza konvertovana na velké mnozstvi pyruvatu, ktery neni z ditvodu
ptekro€eni kapacity Krebsova cyklu rychle oxidovan. Pyruvat je proto fermentovan na laktat
za katalyzy enzymu laktatdehydrogenazy. Fyziologicky je glykolyza hlavnim zdrojem energie
pouze v prostiedi se snizenym mnozstvim kysliku. Warburg se tedy domnival, Ze nadorové
bunky vyuzivaji k zisku energie pouze aerobni glykolyzu, protoze maji zcela dysfunk¢ni proces
oxidac¢ni fosforylace. Tyto informace vedly k domnénce, Ze hlavni pfic¢inou vzniku nddorového
procesu jsou dysfunkéni mitochondrie, a tudiz nemoznost mitochondrii produkovat ATP
efektivnéji OXPHOS. S dal§im vyzkumem se ale zjistilo, ze vét§ina nadorovych bun€k ma
funkéni OXPHOS, proto je tieba divat se na tento efekt v SirSim kontextu s ohledem na vSechny
zmény metabolismu nadorovych bunék. I ptesto je vSak aerobni glykolyza u nddorovych bunék

typickym znakem, proto preparaty, které by specificky cilily na enzymy glykolyzy, mohly
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piedstavovat nadéji v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. (Zong, Rabinowitz a White, 2016;
Krejcit, Valik a Vojtések, 2018) Jak jiz bylo zminéno v podkapitole glykolyza, nenddorové
bunky ziskaji glykolyzou 2 molekuly ATP, vznikly pyruvat je oxidovan v Krebsové cyklu za
vzniku 36 molekul ATP. Celkem je zisk zjedné molekuly glukézy 38 molekul ATP. U
nadorové zvrhlych bun¢k pyruvat z velké casti nepodléha oxidaci v Krebsové cyklu, tudiz
celkovym ziskem jsou 2 molekuly ATP glykolyzou. (Li, Gu a Zhou, 2015) Pro¢ nadorové
buiiky pfechazeji na tento mén¢ efektivni zisk energie neni pfesné¢ znamo. Je vSak popsano
nekolik onkogent (c-myc a HIFI neboli hypoxii indukovatelny faktor 1, Hypoxia Inducible
Factor 1) nebo tumor supresorovych genti (7P53), které reguluji enzymy glykolyzy a tim padem

energeticky metabolismus nadorovych bunék. (Chen a Russo 2012)

Onkogen c-myc koduje protein c-Myec. Tento protein ma funkci transkripniho faktoru
a podili se na proliferaci, diferenciaci, regulaci bunécného cyklu, angiogenezi aj. HIF-1 se
skladd z podjednotky HIF-1a a HIF-1B. Uz zndzvu vypovida, Ze tento transkripcni faktor
(hlavné podjednotka HIF-1a) je vysoce exprimovan za hypoxickych podminek, tedy i v solidni
nadorové tkani. Podili se na fizeni exprese geni GLUT, glykolyzy, Krebsova cyklu ¢i
glutaminolyzy. Bylo dokézano, Ze HIF-1a vyvolany hypoxii zvysi expresi GLUT-1. Onkogenni
mutace specifickych drah zpisobi zvySeni aktivity c-Myc a HIF-1a, coz zajisti dostatecné
mnozstvi glykolytickych enzymi. Dal§im dasledkem onkogenni mutace je dostatecna syntéza
glukézovych transportért (GLUT-1), které dopravi glukéozu do bunék. Dysfunkce
protoonkogenu c-myc je velmi ¢astou pfi¢inou vzniku maligniho procesu, proto by mohl byt c-
myc ter¢em ve vyvoji protinadorovych lé€iv. Kromé téchto funkci studie objevili jeho vyznam

pfi stimulaci rozkladu glutaminu, viz niZe. (Chen a Russo 2012)

Tumorovy supresor 7P53 je znamy v regulaci apoptozy ¢i bunééného cyklu. V posledni
dob& védci zjistili, Ze také hraje vyznamnou roli v regulaci metabolismu glukézy. Za
fyziologickych podminek se podili na snizovani aktivity gent gluk6zovych transportérd.
Mutace DNA vazebné domény genu 7P53 ma opacny efekt, zvySuje se aktivita genll pro
GLUT-1 a GLUT-4 vedouci ke zvySenému vyuzivani glukézy. Exprese GLUT-1 a GLUT-3 je
také ovliviiovéana prostiednictvim HIF-1a, a to tak, ze HIF-1a aktivuje transkripci genti kodujici
GLUT a glykolytické enzymy. Obecné vyssi exprese GLUT-1 je spojovana s nepfiznivym
vyvojem solidnich tumorti, proto by tyto transportéry mohly spolu s enzymy glykolyzy
piedstavovat cil protinddorové terapie. (Chen a Russo 2012) Zmény metabolismu a funkce

mitochondrii jsou pozorovany nejen u solidnich nadord, ale 1 u krevnich malignit. Mitochondrie
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tedy hraji hlavni roli v nddorovém procesu, at’ uz v ptitomnosti kysliku, ¢i bez. (Solaini, Sgarbi

a Baracca, 2011)

Vlastnosti nadorovych bun¢k ve vyssi mite vyuzivat glukézu se vyuzivéa v onkologické
diagnostice pomoci metody pozitronové emisni tomografie (PET). Tato technika vyuziva
analog glukozy-radioaktivné znagenou '®-fluorodeoxyglukozu (FDG), kterd je vychytdvana
buitkami nadorové tkané. ZvySend exprese GLUT-1 tedy koreluje se zvySenym vychytavanim
FDG u nékterych onkologickych chorob. Timto zpisobem je tedy mozné urcit lokaci nadoru

pacienta. (Ristow a Schulz, 2009; Chen a Russo 2012)

Pfi¢inou vzniku malignit také muize byt mutace genli kodujici enzymy TCA cyklu
véetn¢  isocitratdehydrogendzy (IDH), sukcinatdehyrogendzy a  fumarathydratazy.
Cytoplazmaticky izoenzym IDH1 za normalnich okolnosti katalyzuje pfeménu isocitratu na
a-ketoglutarat. Pokud je gen pro IDH mutovany, konecnym produktem enzymu IDH neni
a-ketoglutarat, ale onkometabolit 2-hydroxyglutarat. Mutace gent kédujici IDH je pozorovéana
u akutni myeloidni leukemie nebo gliomi. Sukcinatdehydrogenaza (SDH) je soucasti TCA
cyklu i ETC a mutace jeho podjednotek B, C, nebo D se nachazi napt. u feochromocytomu a
papilarniho karcinomu §titné zlazy. Diisledkem mutace genu pro SDH je hromadéni sukcinatu,
ktery je nedostatecné preméinovan, coz zplsobi inhibici enzymu HIF-1a prolylhydroxylazy
vedouci k indukci hypoxie za normoxickych podminek. HIF-la je v béZném aerobnim
prostiedi nestabilni a je degradovan proteazomem, pfed samotnou degradaci ale musi dojit
k hydroxylaci dvou prolinovych zbytkii HIF-1a prolylhydroxyldazou. Po inhibici toho enzymu
nahromadénym sukcinidtem nedojde k hydroxylaci, a tim padem ani k degradaci. Podjednotka
o a B se spoji za vzniku aktivniho komplexu, ktery zvySuje expresi gentt glykolyzy a
angiogeneze. Nahromadény sukcinat se tedy podili na zvysSeni exprese gend regulujici
glykolyzu. (Bardella, Pollard, Tomlinson, 2011; Chen a Russo, 2012; Krej¢it, Valik a Vojtések,
2018) Dalsim metabolitem, ktery se muize akumulovat pfi jeho nedostatecné konverzi, je
fumarat. Mutace genu fumarathydratazy je pfitomna u kozniho a délozniho leiomyomu a podili
se na hypermetylaci genomu (stejn¢ tak 1 velké mnozstvi sukcinatu). (Chen a Russo, 2012;
Krejcit, Valik a Vojtések, 2018) Akumulace sukcinatu i fumaratu tedy stabilizuje HIF-1a
inhibici prolylhydroxyldzy, a tim dochazi k posileni Warburgova efektu (Vyas, Zaganjor a
Haigis, 2016).

Nadorové builkky ke svému nekontrolovatelnému ristu potiebuji velké mnozstvi

vychozich latek ke stavbé biomakromolekul, které ziskavaji z meziprodukti TCA cyklu.
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Nadorové bunky by vsak téchto meziproduktti spottebovali hodné, proto jako nadhradni zdroj
vyuzivaji glutamin, aby byl udrzen funkéni chod TCA cyklu. Glutamin je metabolismem
nadorové transformovanych bunék vyuzivan hojn€, protoze jeho koncentrace v krvi jsou
nejvyssi ze vSech volnych aminokyselin. Glutamin je vychozi latkou pro syntézu aminokyselin,
proteinii a nukleotidi, ucastni se 1 riznych regulacnich mechanismt a je zékladni zivinou pro
rust rakovinnych bunék. Aby mohl byt glutamin vyuzit, podléha rozpadu na glutamat, aspartat,
COz, pyruvat, laktat, alanin a citrat souborem biochemickych reakci zvanych glutaminolyza.
Glutamin se z krevniho obéhu do intracelularniho prostiedi dostane pomoci alanin, serin,
cysteinovych transportérit 2 (ASCT2, Alanine, Serine, Cysteine Transporter 2), v buiice je
deaminovan glutaminazami na glutamat. Glutamat je bud’ pfeménén na antioxidant glutathion
nebo po odstranéni dusiku glutamatdehydrogendazami vznika a-ketoglutarat, ktery tak doplni
TCA cyklus. Jiz zminény c-Myc podporuje glutaminolyzu, a to tak, Ze zvySuje expresi
specifickych transportérli a glutamindzy. Glutaminéza, glutamatdehydrogendza a glutaminové
transportéry by mohly opét predstavovat cil terapie nadort. (Chen a Russo, 2012; Krejcit, Valik
a Vojtések, 2018)

Mezi dal§i zmény v projevu metabolismu nadorovych bunék patfi naptf. zvySend
produkce ROS, mutace mtDNA, zmény v regulaci apoptdzy, narusena struktura komplext

dychaciho fetézce a ATP syntdzy (Solaini, Sgarbi a Baracca, 2011).

1.3 Crabtree efekt a jeho obchazeni v bunéénych kulturach

Jev pozorovany u buné€k kultivovanych in vitro je podle Herberta Crabtreeho pojmenovan jako
Crabtree efekt. Dalo by se fici, Ze Crabtree efekt je opakem Pasteurova efektu, protoZe
Pasteuriiv efekt popisuje tlumeni glykolyzy mitochondridlni respiraci a Crabtree efekt je
charakterizovan inhibici mitochondrialni respirace diky zvysené glykolyze. Warburgiv jev je
selhanim Pasteurova efektu. Crabtree a Warburgliv efekt tak maji spolecné rysy, a to zvySenou
konsumpci glukézy a produkci laktatu. Crabtree efekt je tedy jev, pfi kterém buriky kultivované
v médiu obohaceném gluk6zou za¢nou vyuZivat se vysoké mife glykolyzu ke tvorbé ATP 1 za
ptitomnosti kysliku a funkénim dychacim fetézci mitochondrii. K tomuto jevu nedochéazi pouze
pokud je koncentrace glukozy v médiu vysoka, ale dochdzi k nému i pfi niz§ich koncentraci.
Pfesny mechanismu tohoto fenoménu neni zcela vysvétlen, ale na jeho vzniku se podili vnéjsi
1 vnitini faktory. (Barros a kol., 2021; de Kok a kol., 2021; Mot a kol., 2016) Schématické

znazornéni téchto tii jevill je zobrazeno na obrazku 7.
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Obrazek 7 Warburgtliv, Crabtree a Pasteurtiv efekt (Barros a kol.,2021)

Warburgtiv efekt (7A) predstavuje inhibici Pasteurova efektu, tzn. stimulaci glykolyzy a produkci
laktatu i v pfitomnosti kysliku. Crabtree efekt (7B) je inhibici mitochondridlni respirace z divodu
zvySené glykolyzy. Pasteurtiv efekt (7C) reprezentuje inhibici glykolyzy mitochondridlnim dychanim.

Takova zména metabolismu mitochondrii pak ovlivni vyzkumy mitochondrialnich
procest, mitochondridlnich chorob ¢i mitochondrialnich toxind, pifi kterych se vyuzivaji
bunééné kultury. Z tohoto diivodu je nutné k ziskani validnich vysledkii experimentt Crabtree
efekt obejit a odvratit metabolismus od glykolyzy zpét k OXPHOS. Je zndmo nékolik pristup,
jak toho dosahnout. (Barros a kol., 2021; de Kok a kol., 2021; Mot a kol., 2016)

Prvni mozZnosti, kterd zasahuje do vlivli vngjSich, je Gprava pouzitého kultiva¢niho
média, a to napf. snizenim mnozstvi glukdzy, nez je obvyklé (pod 10-25 mM glukdzy). Bylo
prokédzano, ze az koncentrace 0,1- 5 mM glukézy dokdze posunout metabolismus smérem
k OXPHOS. Uplnou inhibici Crabtree efektu viak autofi popisuji az p¥i uplné absenci glukézy
v médiu. Dal$im zplsobem je substituce glukézy jinymi slozkami, napt. galaktézou nebo
latkami metabolizovanymi Krebsovym cyklem-glutaminem, pyruvatem, mastnymi kyselinami

¢1 acetoacetatem. Nejcastéji byla hodnocena nahrada gluk6zy galakt6zou v koncentraci 5-10
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mM, protozZe jeji pfeména na pyruvat probihd z divodu méné aktivni galaktokindzy pomalu,
coz nuti buniky vyuzivat OXPHOS k pokryti jejich narokti na energii (de Kok a kol., 2021).
Strategii s galaktokinazou vsak Ize aplikovat pouze na bunky schopné metabolizovat galaktozu.
Dalsim omezenim je zvySeny metabolicky stres bun¢k a zrychlené starnuti. (de Kok a kol.,
2021; Mot a kol., 2016) Experiment na mikroglialnich bunikach dokézal, ze pti kultivaci téchto
bun¢k v bezgluk6zovém médiu s pridavkem pyruvatu doslo ke zvyseni aktivity mitochondridlni
respirace. Kultivace za pouziti bezglukdézového média s obsahem mastnych kyselin u
kardiomyocyti pochazejicich s lidskych pluripotentnich kmenovych bunék potlacuje
glykolyzu, a naopak stimuluje OXPHOS. Podobny efekt mélo médium s obsahem 5 mM
glukdzy a acetoacetatu na bunéénou linii LLC-PK;. (de Kok a kol., 2021)

Druhou strategii, jak zabranit Crabtree efektu je pouziti inhibitora glykolyzy. Mezi tyto
inhibitory se fadi 2-deoxyglukédza v koncentraci 20-50 mM, ktera inhibuje u¢inek enzymu
hexokindzy. Glyceralaldehyd-3-fosfatdegydrogendzu je mozno inhibovat 0,03 -1 mM
kyselinou jodooctovou nebo 5 uM kyselinou koningovou. (de Kok a kol., 2021)

Tteti moznosti je pouziti uncouplertl, jako je karbonylkyanid-p-chlorfenylhydrazon (4
uM), ktery posunul tvorbu energie od glykolyzy k OXPHOS v buiikach ledvin potkana. Jiné
studie zkoumaly efekt DNP (0,025-0,25 mM) na buniky plic a srdce potkana a jejich zavéer byl
podobny jako pti pouziti karbonylkyanid-p-chlorfenylhydrazonu. (de Kok a kol., 2021)

Do posledni kategorie se fadi rtizné piistupy ¢i ostatni latky, které nespadaji do vyse
zminénych. 2-fosfat kyseliny L-askorbové inhiboval glykolyzu u krali¢ich rendlnich
proximdlnich tubuldrnich bunék. Stejné buniky stejni autofi oSettili anti-TGF-p protilatkami,
které opét snizili aktivitu glykolyzy. V neposledni fad¢ je tfeba pfipomenout inhibici HIF-1a.
(de Kok a kol., 2021)
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1.4 Mastné Kkyseliny s kratkym retézcem

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA, Short Chain Fatty Acid) jsou tvofeny v
tlustém stfevé anaerobnimi bakteriemi fermentaci nestravitelné vldkniny a sacharidd (Skrob,
celuloza, xylany, pektiny, arabinogalaktany). Mohou byt formovany i z proteinti, peptidu ¢i
glykoproteinli, avSak polysacharidové a oligosacharidové zdroje jsou u lidi a savci témi
acetat, propionat a butyrat, kter¢ jsou ve stieve tvofeny v poméru 3:1:1 (Schonfeld a Wojtczak,
2016). Tento pomeér je vétSinou staly, ale zmeny stravovacich nadvykt mohou zptisobit odchylky
v produkci a absorpci SCFA (Wong a kol., 2006). Za jeden den stfevni bakterie vyprodukuji
zhruba 500-600 mM SCFA (He a kol.,2020). Acetat vznika procesem redukéni methylace CO»,
propionat muze vznikat z laktatu a kondenzaci 2 molekul acetyl-CoA vznika acetoacetyl-CoA,
ktery se poté konvertuje na butyryl-CoA (butyrat; Schonfeld a Wojtczak, 2016). Bakterie
Akkermansia municiphilla dominuji v produkci propionétu. Ze Skrobu je tvofen butyrat hlavné
diky mikroorganismiim Ruminococcus bromii, Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium
hallii a Eubacterium rectale. (Morrison a Preston, 2016) Nejvyssi koncentrace (70-140 mM)
SCFA nalezneme v proximalnim tra¢niku (Schonfeld a Wojtczak, 2016). V periferni krvi jsou
koncentrace velmi nizké — butyrat a propiondt (4-10 pM) a acetat (zhruba 100 uM), coz
indikuje, Ze pisobi pifimo na stfevni epitel a imunitni bunky (Sivaprakasam, Prasad a Singh,
2016). SCFA jsou obsazeny ve formé¢ triglycerida a fosfolipidii v matefském mléce a mohou se

tvotit v jatrech (Schonfeld a Wojtczak, 2016).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem jsou monokarboxylové kyseliny majici maximalné
6 atoml uhliku. V rostlindch a ZivociSich se vyskytuji v mensi mife neZ mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem (LCFA, Long Chain Fatty Acid). SCFA maji zlukly nebo Stiplavy zépach.
nejsou soucasti bunéénych membran. Jedna se o slabé kyseliny (pKa ~ 3,8 - 4,9; viz tabulka).

(Schonfeld a Wojtczak, 2016).
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Tabulka 1 Nomenklatura a zakladni fyzikalni vlastnosti SCFA

Pocet Systematicky | BéZny Vzorec Teplota | Teplota | pKa

atomu nazev nazev tani varu

uhliku ©0O) °C)

1 Kyselina Kyselina HCOOH 8,6 100,8 3,75
methanova mravenci

2 Kyselina Kyselina CH3COOH 16,5 118,1 4,75
ethanova octova

3 Kyselina Kyselina CH3;CH,COOH -22,0 140,9 4,88
propanova propionova

4 Kyselina Kyselina CH3(CH2).COOH | -7.,9 162,5 4,81
butanova maselna

5 Kyselina Kyselina CH3(CH2);COOH | -34,5 186,4 4,80
pentanova valerova

6 Kyselina Kyselina CH3(CH2)4COOH | -3,9 205 4,84
hexanova kapronova

Mastné kyseliny dodéavaji redukované kotfaktory (NADH, FADH>) dychacimu fetézci
mitochondrii a tim padem zvySuji spotfebu kysliku (Schonfeld a Wojtczak, 2016). SCFA na
rozdil od LCFA aktivuji ATPazu pouze v omezené mife (Wojtczak a Schonfeld 1993).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem maji klicovou funkci v rdmeci lidského zdravi. Bylo
prokazano, ze dieta chuda na jiz zminénou vlakninu, je spojovana se zvySenym rizikem vzniku
onemocnéni traviciho traktu, vcetn€ ulcerozni kolitidy, Crohnovi choroby ¢i kolorektadlnimu
ktery je schopen indukovat apoptdézu nebo zastavit bunéény cyklus nadorovych bunék.
(Sivaprakasam, Prasad a Singh, 2016) Butyrat tedy ovlivituje proliferaci a diferenciaci bun¢k a
epitelidlni bunky tlustého stfeva ho uptednostiiuji pied ostatnimi zdroji energie (Wong a kol.,
2006). SCFA se dale podileji na regulaci metabolismu lipidd, gluk6zy, imunitnich funkci a na

udrzovani integrity stfev. Ovliviiuji také chut’ k jidlu, a tim padem i télesnou hmotnost.
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(Wojtczak a Schonfeld 1993; Schonfeld a Wojtczak, 2016; Morrison a Preston, 2016)
Konkrétné propionat reguluje glukoneogenezi a inhibuje syntézu cholesterolu a acetat je
vychozi latkou pro tvorbu cholesterolu. Pfemnozeni patogennich bakterii je znemoznéno nizs§im
pH, které vytvaieji pravé SCFA. Dale snizuji rozpustnost zluCovych soli a nepiimo zvysSuji
absorpci mineralt. (Wong a kol., 2006) SCFA vytvoiené ve stfevé slouzi jako zdroj energie, a
pro cloveka predstavuji 10 % denni potieby kalorii. Jejich G¢inek také ovlivituje spanek. (He a

kol., 2020)

1.5 Zasady kultivace bunék in vitro

Vyroba vakcin, testovani cytotoxicity, studie funkce gentl, vyroba biologickych 1é¢iv ¢i
vytvofeni umélé tkané€ je v dnesni dobé mozné diky imortalizovanym bunécnym liniim, které
jsou vice etickym nastrojem vyzkumu nezli buniky primarni, ziskané z tkdni pokusnych zvifat
nebo tkani lidskych. Jejich dalSim benefitem kromé podobnosti s primarnimi bunéénymi
liniemi je jejich finan¢ni dostupnost a snadnd kultivace. (Arzumanian, Kiseleva a Poverennaya,
2021) Maji ale i své nevyhody. Imortalizace bunécnych linii ma vliv na jejich geneticky
material, coz mize vést ke zméné fenotypu nebo jejich béznych funkci, proto za nékterych
okolnosti nemusi poskytovat stejné vysledky jako primarni bunky. DalSi potizi
imortalizovanych bunéénych linii byva kontaminace jinymi bunéénymi liniemi nebo
mykoplazmaty. (Kaur a Dufour, 2012) Mykoplazmata jsou intracelularni parazité, kteti nejsou
pii kultivaci snadno vizualné detekovatelné, protoze neméni pH média. Zdrojem kontaminace
mohou byt ¢inidla, infikované buniky nebo aerosol vznikajici béhem pipetovani infikovanych

kultur. (Phelan a May, 2015)

Pti praci s buitkami je nutné pracovat za aseptickych podminek, aby nedoslo ke kontaminaci
pouzivanych bunéénych linii a k pfenosu infekce na laboratorniho pracovnika. To umozni nejen
pouziti jednorazovych sterilnich pipet, kultiva¢nich lahvi a dal§ich pomtcek, ale také laminarni
box. Lamindrni box umoziuje lamindrni (nesméSovaci) proudéni vzduchu, které chrani
pracovni plochu pfed riznymi kontaminanty a taktéz chrani daného pracovnik. (Phelan a May,
2015) Laminarni boxy jsou opatieny vysoce ucinnymi filtry Castic vzduchu (HEPA, High
Efficiency Particulate Air), které zachycuji ¢astice necistot vzduchu (Coté, 1998). Po kazdém
pouziti laminarniho boxu by mély byt jeho povrchy zbaveny bakterii, virti a plisni 70 %
alkoholem a UV zafenim, kterym jsou nékteré boxy opatrené. Kontaminujici mikroorganismy
vycerpavaji ziviny v médiu a mohou produkovat nebezpecné metabolity, inhibovat bunécny
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rust ¢i kultivované buiiky zabit. Z téchto divodl se kultivacni media mohou suplementovat
antibiotiky (napf. penicilin, streptomycin, gentamycin). Nejcasteji vyuzivanou kombinaci je

penicilin a streptomycin. (Phelan a May, 2015)

Kultiva¢ni média, kultivacni nadoby a inkubator vytvaieji prostiedi in vitro, které by
mélo co nejlépe imitovat ptirozené in vivo prostiedi bunck. Inkubator poskytuje vhodnou
teplotu pro kultivaci kultur (37 °C), vlhkost a také dostatecné mnozstvi CO2 (5 %). Kultivacni
nadoby poskytuji patficny povrch k uchyceni bun€k. Dostatek zivin, vitamind, hormoni,
rustovych faktorti a optimalni pH zajist'uji kultivaéni média. (Mather a Roberts, 1998; Phelan
a May, 2015) Mezi zakladni média patiti MEM (Minimum Essential Medium Eagle), jeho
modifikovana verze DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) a RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) (Phelan a May, 2015; Jedrzejczak-Silicka, 2017), ktera obsahuji
aminokyseliny, glukézu, soli a vitaminy. Tato zdkladni média jsou navic obohacovéna jiz
zminénymi antibiotiky, L-glutaminem a séry. Nejvice pouzivanym sérem je fetdlni bovinni
sérum (FBS), moznosti je vSak i kultivace bez séra. Alternativou FBS je teleci, konské ¢i lidské
sérum. (Phelan a May, 2015) Séra jsou zdrojem lipidd, proteinti, minerald, hormont, rastovych
a adheznich faktord. Do bezsérovych médii jsou proto Casto pfiddvany hormony (nejcastéji
inzulin) a rGstové faktory - fibroblastovy ristovy faktor (FGF, Fibroblastic Growth Factor) a
rastovy faktor podobny inzulinu (IGF, Inzulin-like Growth Factor), aj. (Jedrzejczak-Silicka,
2017) FBS je skladovdno v mrazu a kultivatni média jsou uchovavany v lednickovych

teplotach, okolo 4 °C. Optimalni pH média je v rozmezi 7,2 - 7,4. (Phelan a May, 2015)

Ke zjisténi poctu bunc¢k dané kultury a naslednému pasazovani je v pfipadé bunck
adherentnich tfeba pouZit trypsin, ktery rozvolni pfisedlé buiiky z povrchu kultivacni nadoby.
Dlouha expozice trypsinem by mohla buniky poskodit, proto je nutné piidat k vytvorené
suspenzi bunck médium obsahujici sérum ¢i samotné sérum, které zastavi aktivitu tohoto
enzymu. Suspenzi buniky jsou rozptylené v médiu, proto je neni nutné oSetfit trypsinem. Po
obarveni bun¢k 0,4 % trypanovou modii je mozné je spocitat v pocitaci komtrce. Buiky se

pasazuji pii dosaZeni konfluence zhruba 75-100 %. (Phelan a May, 2015)

Bunky v kultufe prochazeji ¢tyfmi ristovymi fdzemi. V prvni lag fazi se bunky adaptu;ji
na in vitro prostfedi. V nasledujici log fazi bunky exponencialné rostou, a to po dobu tficeti
pasazi. (Phelan a May, 2015) Pro experimenty je vhodné pouziti bunék pravé v této fazi (Ravi
a kol., 2015). Ve tfeti stacionarni fazi se rychlost ristu bunék zpomaluje a po 40 az 50 pasazi

buniky stdrnou a umiraji (Phelan a May, 2015).
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Uchovani bunécnych linii pro ptipadny dalsi vyzkum je mozné jejich zamrazenim. Aby
pfi procesu zmrazovani nedoSlo k poskozeni bunék krystalkami ledu, je nutné pouzit
kryoprotektivum, napt. dimethylsulfoxid. Kryoprotektiva snizuji bod tuhnuti a tim zpomalu;ji
proces zmrazovani, coz snizuje riziko vzniku ledovych krystalkii. Snizovani teploty musi
probihat velmi pomalu, zhruba o 1°C za minutu. Bunky pted kryokonzervaci by nemély byt
kontaminované a mély by se nachéazet v log fazi. Dalsi ochranou pfed vznikem krystalki je
naopak rychlé rozmrazovani. (Phelan a May, 2015) Béznym postupem pfi rozmrazovani je
vyjmuti vialky z mrazaku ¢i Dewarovy nddoby a nasledné vlozeni do vodni 1azn¢, ve které se
s vialkou lehce pohybuje az do GpIného rozmrazeni. Cely proces trva zhruba 3-5 minut. (Baust,
Campbell a Harbell,2017) Kratkodobé skladovani zmrazenych bun¢k po dobu nékolika mésict
je mozné pii -80°C. Ke skladovani bunék dlouhodobé je vsak zapotiebi zafizeni s tekutym
dusikem. (Mather a Roberts, 1998) Pokud byly butiky pted zamrazenim vystaveny stresovym
podminkdm (nedostatek zivin, vysokd konfluence), ovlivni to jejich kvalitu po rozmrazeni
(Baust a kol., 2017). Mnozstvi zamrazenych bunék by mélo byt 10° bunék/ml (Phelan a May,
2015).

Za urcitych okolnosti je vhodné ovéfit identitu bunéCnych linii. Ovéfeni neboli
autentizace pfedstavuje jistotu, ze dana bunécnd linie je stejného ZzivocisSného druhu a
bunécného typu jako buiiky z ptivodniho organismu ¢i bunécné sbirky. Metodami slouzici
ovéteni identity je pozorovani morfologie buné€k, kterd by se neméla ménit po celou dobu
kultivace za danych podminek. Pokud je zaznamenéna zména morfologie bunék, je nutné oveftit
jejich piivod. Zmény v morfologii bunék mohou naznacovat nespravné piipravené kultivacni
médium nebo mikrobidlni ¢i kfiZovou kontaminaci. Identita bunéénych linii se v minulosti
zjiStovala stanovenim karyotypu, izoenzymovou analyzou nebo HLA (lidské lymfocytarni
antigeny, Human Lymphocyte Antigen) typizaci. V dneSni dobé jsou jiz vyvinuté
sofistikovangj$i molekularni metody, které jsou navic cenové dostupné a snadno proveditelné.
(Nims a Reid, 2017) U bunék lidského piivodu se provadi profilovani DNA metodou kratkych
tandemovych repetic (STR, Short Tandem Repeats), identita bun¢k zvifeciho piivodu je
urCovana metodou DNA barcoding. Dal§im divodem k ovéfeni identity je kromé
morfologickych zmén také pokud bunééné linie piijaté laboratofi nepochazi ze sbirek, které

zarucuji dodani certifikovanych bunécnych linii. (Baust a kol., 2017; Nims a Reid, 2017)

Bunécné linie je mozné zakoupit u raznych organizaci, ve Spojenych statech je to
American Type Culture Collection (ATCC, Americka sbirka tkanovych a bunéénych kultur)
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nebo Corriell Cell Repository (CCR). Pro Evropu existuje sbirka s nazvem European Collection

of Cell Cultures (ECACC). (Phelan a May, 2015)

1.5.1 Bunééna linie HepG2

Bunécna linie HepG2 patii spolu s HepaRG, Huh7, SK-Hep-1 a Hep3B mezi nejcasté;ji
pozivané nadorové bunécné linie jater rdzného pivodu. Bunécné linie HepG2 a Huh7
v minulosti slouzily napf. k objasnéni replikace virového plivodce hepatitidy B a D. Buné¢na
linie HepG2 byla izolovana vroce 1975 zjater patnactilet¢tho chlapce, ktery m¢él
diagnostikovany dobfe diferencovany hepatocelularni karcinom (HCC, Hepatocellular
Carcinoma). Na jiz zminéné sbirce ATCC je k dostani od roku 1980 pod ndzvem HB 8065.
(Arzumanian, Kiseleva a Poverennaya, 2021) V roce 2009 vsak Lopez-Terrada a kol. zjistili,
7e tato bunécnd linie pochazi z epitelidlniho hepatoblastomu. Hepatoblastom je nejCastéjsi
nador jater vyskytujici se u déti a je méné agresivni nezli vzacnéjsi détsky hepatocelularni
karcinom. RozliSeni téchto dvou nadorti neni snadné, proto autofi vyviji metody slouzici
k jejich identifikaci. Molekularné genetickou metodou — komparativni genomovou hybridizaci
odhalili ztraty chromozomu v oblasti 4q3, které byly spojovany s translokaci t (1;4) ¢astou
pravé u hepatoblastomu. Detekovali navic trizomie 2 a 20, které jsou také vlastnosti
hepatoblastomu. U vice nez 85 % hepatoblastomt je pfitomna delece exonu 3 genu CTNNBI
kodujici B-katenin Wnt signaliza¢ni drahy, kterd byla pozorovéana 1 u HepG2. (Lopez-Terrada
a kol., 2009) Bunécna linie SK-Hep-1 pochdzi z adenokarcinomu a ostatni zminéné jsou
pivodem bunky hepatocelularniho karcinomu. Bunééna linie HepG2 je védci vyuZivana ke
studiu toxicity tézkych kovii, nanocastic a léCiv, protoze disponuji skoro stejnym metabolismem
jako fyziologické hepatocyty. Nadorova linie HepG2 vSak na rozdil od normalnich hepatocyti
vykazuje niZsi az nulovou expresi cytochromu P450, ktery se ucastni metabolismu xenobiotik.
Ke zvySeni aktivity cytochromi je moZzné vyuzit 3D kultivaéni systémy za vzniku sferoidd,
které vice ptipominaji in vivo prostiedi. Pi1 3D kultivaci HepG2 tedy vykazuji vyssi aktivitu

daného enzymu neZ pii 2D kultivaci. (Arzumanian, Kiseleva a Poverennaya, 2021)

Bunky HepG2 jsou velké zhruba 10-20 uM, maji jedno jadro a vétSinou obsahuyji tii az
sedm velkych jadérek. Hladké plazmatické retikulum nemaji dostatecné vyvinuté a pocet
mitochondrii oproti normdlnim hepatocytim maji pouze polovi¢ni. Obsahuji 50 az 60
chromozomu a vykazuji nestabilni genom. (Arzumanian, Kiseleva a Poverennaya, 2021)

Obrazek 9 ukazuje morfologii linie HepG2.
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Obrazek 8 Bunécna linie HepG2 (invertovany mikroskop, zvétSeni 100x)
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1.5.2 Bunéc¢na linie A549

Adhezni bunécnd linie A549 pochazi z plicniho karcinomu 58-let¢ho muze (Giard a
kol., 1973; Foster a kol., 1998), kterd byla zaloZena v roce 1972 a charakterizovana jako
bunécna linie majici charakteristické vlastnosti jako buiiky plicniho epitelu typu II (Foster a
kol., 1998). Proto byla tato bunécna linie povazovana za model pneumocyti II. typu. Podobnost
spociva v pfitomnosti lameldrnich télisek u bunécné linie A549 i pneumocytt II. typu (Shapiro
a kol., 1978). Buiiky syntetizuji lecitin s velkym mnozstvim nenasycenych mastnych kyselin,
coz indikuje skute¢nost, Ze se podileji na syntéze plicnich surfaktantii. Buné¢na linie A549 by
méla slouzit ke studiu syntézy lidskych surfaktanti a ptipadné slouzit jako zdroj téchto
surfaktanti pro terapii patologickych stavii zptisobenych jejich nedostatkem. (Lieber a kol.,
1976). Pozd¢ji vSak bylo zjiSténo, Ze architektura a bariérové vlastnosti bun¢k A549 se 1isi od
pneumocytd I1. typu, proto je tedy tieba zvazit pouziti A549 jako model pneumocyti II. typu
(Swain a kol., 2010). Tato linie byla védci také pouzita pfi studiu tvorby chemokint po infekci
bunék Mycobacterium tuberculosis (Lin, Zhang a Barnes, 1998). Obrazek 9 ukazuje morfologii

linie A549.

Obrazek 9 Bunécna linie A549 (invertovany mikroskop, zvétSeni 100x)
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2 CILE PRACE

e Otestovat vliv acetatu sodného a propionatu sodného na metabolismus nadorové
bunécné linie A549.
e Otestovat vliv acetatu sodného a propionatu sodného na metabolismus nadorové

bunééné linie HepG2.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

3.2

Pristroje a pomucky

Automatické pipety Finnpipette® (ThermoFisher Scientific, Némecko)
Automaticky pipetor aaccujet pro® (Brand,Némecko)

CO; inkubator (Schoeller instruments s.r.0., Japonsko)

Dewarova nadoba LS 750 (Worthington industries)

Invertovany mikroskop Leica Dmil (Leica microsystems, Némecko)
Kryci sklicka (Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG)

Kultivaéni lahve a dalsi plastové pomicky (SARSTEDT AG & Co. KG, Némecko)
Laboratorni odsavaci stanice (Gilson,USA)

Laminarni box (Schoeller instruments s.r.o., Japonsko)

Lednice s mrazakem (Liebherr)

Manualni pocitadlo (Carl Roth, Némecko)

Mikrotitracni desticky 96 jamkové (ThermoFisher Scientific, Némecko)
Pocitaci komirka Neubauer (Assistent, Némecko)

Seahorse XFe96 analyzator

Tecan Infinite M200

Vodni lazen Julabo TW 12 (Némecko)

Chemikalie

Acetat sodny (Sigma Aldrich, USA)

Cell Proliferation reagent WST-1 (Roche, Némecko)

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco|ThermoFisher Scientific)
DPBS - Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Gibco|ThermoFisher Scientific)
FBS (fetalni bovinni sérum; Sigma Aldrich, USA)

L-Glutamin (PAN-Biotech, Némecko)

MEM - Minimum Essential Medium Eagle (Sigma Aldrich, USA)

MEM roztok neesencialnich aminokyselin (Sigma Aldrich, USA)
Penicillin-Strepromycin (PAN-Biotech, Némecko)

Propionat sodny > 99% (Sigma Aldrich, USA)

Roztok D-(+)-glukézy (Sigma Aldrich, USA)
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e Roztok pyruvatu sodného (Sigma Aldrich, USA)
e Trypanova modf (Sigma Aldrich, USA)

e Trypsin
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3.3 Podminky kultivace bunécné linie HepG2 a A549

Pro potteby experimentll byly bunétné linie rozmrazeny, protoze byly skladovany
v tekutém dusiku v Dewarovych nadobach. Ke kultivaci bylo pouzivano médium MEM, které
bylo obohaceno nize zminénymi suplementy. Pro WST-1 test bylo pouzivano médium DMEM
bez fenolové Cervené, slozeni je opét zminéno nize. Buiiky byly kultivovany v kultivacnich
lahvi s plochou dna 75 cm? & 25 cm?. Inkubace vzdy probihala pii 37°C a 5% CO,. Vyména
média ¢i pasazovani (po piedchozim uvolnéni bunék ze dna kultivacni lahve trypsinem) bylo
provadéno 3x tydné. Pokud bylo provddéno pasdzovani, buiikky byly pocitany manuélné

v pocitaci komiirce pod svételnym mikroskopem pfi celkovém zvétseni 100x.

SloZeni kultiva¢niho média: MEM obohacené 10 % FBS, 1 % penicillin-strepromycin,

1% MEM roztok neesencidlnich aminokyselin a 1% roztok pyruvatu sodného.

SloZeni kultivaéniho média bez fenolové cervené: DMEM bez fenolové cCervené
obohacené 45 % roztokem glukézy, glutaminem o koncentraci 0,292 g/l, 1 % MEM roztok

neesencialnich aminokyselin a 1 % roztok pyruvatu sodného.

3.4 Priprava roztokii mastnych kyselin s kratkym retézcem

Acetat sodny (AS)

Bylo navédzeno 8,203 g acetitu sodného (molarni hmotnost 82,03 g/mol), ktery byl

rozpus§tén ve 100 ml vody za vzniku 1 M roztoku acetatu sodného.
Propionat sodny (PS)

Bylo navazeno 9,606 g propionatu sodného (molarni hmotnost 96,06 g/mol), ktery byl

rozpus§tén ve 100 ml vody za vzniku 1 M roztoku propionétu sodného.

pH vSech roztokli byla upravena na 7,4. VSechny takto pfipravené roztoky SCFA byly

v laminarnim boxu ptefiltrovany, rozdéleny do 5 ml zkumavek a skladovany v mrazaku.
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3.5 Testovani viability bunék metodou WST-1 po jejich oSetieni SCFA

Utinek SCFA na bun&énou linii HepG2 byl nejprve testovan metodou WST-1, ktera

méfi viabilitu bunék.

Metoda WST-1 slouzi ktestovani viability bunék, ale také k méfeni bunécné
proliferace, a to pomoci tetrazoliové soli WST-1. Bunécna proliferace mtize byt hodnocena po
pfidani napf. ristovych faktorti, cytokini ¢i zivin. Tato metoda umoziiuje hodnoceni
cytotoxicity protirakovinnych ¢i jinych 1é€iv. Principem testu je St€peni stabilni tetrazoliové
soli metabolicky aktivnimi buiikami na oranzovy formazan (obrazek 10). Cim je ve vzorku vice
viabilnich bunégk, tim je pfitomno vice aktivnich dehydrogenaz mitochondrii, coz zpiisobuje
masivngj§i tvorbu formazanového barviva. Absorbance vzniklého formazanu je meéfena
spektrofotometricky. Vyhodou testu WST-1 oproti ostatnim formazanovym testii (XTT, MTS)

je vyssi rozpustnost WST-1 reagentu, coz poskytuje vyssi citlivost metody.

I NO: I /@/ NO:
p @/ dehvdorgenazy N

~N > oo
N /-\‘
S0:MNa mPMS-H mPhS SO:Na
NAD 'Mam
S0:Na S0:Na
WST-1 FORMAZANOVE BARVIVO

Obrazek 10 Schématické zndzornéni premény WST-1 na formazanové barvivo (Yin a kol.,
2013).

Reagencie WST-1 je mitochondrialnimi dehydrogendzy redukovana na formazan, pficemz akceptorem
elektronti je mPMS (1-methoxy-5-methyl-fenazinium-methyl sulfat).

Ptipravené roztoky SCFA byly natfedény kultivacnim médiem na pozadované
koncentrace (1uM, 10 uM, 100 puM, 1 mM a 10 mM) a k takto pfipravenému médiu byla
napipetovana bunécna linie HepG2. 100 pl suspenze bunék v kultivaénim médiu s ptidavkem
dané koncentrace SCFA byla vzdy pipetovana do jamek 96 jamkové mikrotitracni desticky o
koncentraci = 5 000 bun¢k/jamku. Takto pfipravend desticka byla inkubovana 24 hodin pfi
37 °C a5 % COx. Po inkubaci bylo plivodni médium nahrazeno médiem bez fenolové ¢ervené,

aby nedoslo k ovlivnéni naméfené absorbance a na zavér bylo pfipipetovano 10 pl reagencie
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WST-1. Nésledovala 4-hodinové inkubace za stejnych podminek. Na pftistroji Tecan Infinite
M200 byla spektrofotometricky métena absorbance vzniklého formazanu pii 450 nm. Navic

byla pouzita referen¢ni vinova délka 600 nm. Kontrolou byly butiky neosetfené SCFA.

3.6 Cell mito stress test

Analyzator Seahorse XF umoznuje kinetické méfeni mitochondridlni respirace métenim
miry spotieby kysliku (OCR, Oxygen Consumption Rate) z kultivaéniho média. Dale kineticky
méti miru okyselovani extracelularniho prostiedi (ECAR, Extracellular Acidification Rate),
které koreluje s koncentraci protonli pii procesu glykolyzy. Primarnim zdrojem proton
v kultivaénim médiu je laktat, ktery vznika pfi tvorbé ATP z glukoézy bez pritomnosti kysliku.
Me¢fteni zaroven respirace 1 glykolyzy v redlném case umoZznuje analyzu metabolického
fenotypu bunék. Analyza extracelularniho toku kysliku a protoni umozni uréeni

bioenergetického profilu buniky bez pouziti znacek, které mizou pozménit chovani bunék.

Piimym méfenim OCR poskytuje cell mito stress komplexni metodu pro stanoveni
dilezitych parametri, diky kterym je mozné hodnotit funkci mitochondrii v zivych
neporusenych buiikach i v izolovanych mitochondriich. Metoda vyuziva postupné ptidavani

specifickych inhibitort a uncoupleru.

Nejprve je analyzatorem zmeétena bazalni spotieba kysliku. Poté je pfidan specificky
inhibitor ATP syntdzy oligomycin, ktery zptsobi pokles OCR. Dal§im krokem je aplikace
uncoupleru FCCP, po které dojde ihned ke zvySeni OCR. Diky uncoupleru se vnitini
mitochondridlni membréana stavd propustnou pro protonu a pienos elektronil jiZz neni fizen
protonovym gradientem. Rezervni respiracni aktivitu je pak mozné vypocitat odec¢tenim bazalni
OCR od hodnoty spotieby kysliku po stimulaci uncouplerem. V posledni fazi je pfidan rotenon
a antimycin A, které inhibuji vétSinu spotieby kysliku v buiice a zbyvajici spotteba kysliku je
pfisuzovana nemitochondridlnim oxiddzam bunky. Hodnota nemitochondridlni spotieby
kysliku je odecitana od nejvyssi hodnoty OCR a timto vypoctem je mozné ziskat maximalni
respiracni kapacitu. Hodnota nemitochondrialni spotieby kysliku je také odecitana od hodnot
OCR po ptidavku oligomycinu za ucelem vypoctu Uniku protoni. Parametr respirace
souvisejici s produkci ATP je vypocitan jako rozdil mezi bazalni OCR a OCR po piidani
oligomycinu. Jednotlivé parametry byly podrobné&ji popsany v kapitole 1.1.4. Schéma cell mito

stress testu je zndzornéno na obrazku 11.
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oligomycin FCCP rotenon a antimycin

- max.
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kapacita

L‘:-t*eze rvoi resp.
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Obrazek 11 Cell mito stress test (www.agilent.com)

Cell mito stress test umoziuje méfit ukazatele mitochondrialni funkce v neporusenych bunkach
v redlném Case. Nejprve je méfena bazalni spotieba kysliku, poté je postupné pfidavan oligomycin,
uncoupler FCCP a na zavér je aplikovan antimycin A a rotenon. Mezi parametry ziskané z tohoto méfeni
patfi nemitochondrialni spotieba kysliku, maximalni respiracni kapacita, respirace souvisejici s
produkci ATP, rezervni respiracni kapacita a bazalni OCR.

Bunééné linie HepG2 a A549 byly podrobeny dlouhodobé, kratkodobé a akutni expozici

mastnymi kyselinami s kratkym fetézcem (acetat a propionat sodny).

Pti kratkodobé expozici byly k buitkdm nasazenym do 96 jamkové mikrotitracni
desticky ptfidany SCFA v koncentracich 1uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM a 10 mM. Nasledovala
24-hodinové inkubace a poté byl u takto oSetfenych bunék proveden cell mito stress test na

analyzatoru Seahorse XFe96.

Pti dlouhodobé expozici byly SCFA o koncentraci 1 mM piidany ptimo do kultivac¢nich
lahvi. Pasazovani oSetfenych bunék prob&hlo ttikrat, pfi kazdé kultivaci bylo vzdy ke
kultivacnimu meédiu pfiddno vypocitané mnozstvi dan¢ SCFA o koncentraci 1 mM.

Dlouhodobé expozice tedy trvala tyden.

Akutni expozice spocivala v oSetfeni bun€k 1mM SCFA tésné€ pied samotnym cell mito

stress testem.

Bunky byly pro experimenty méfené na pftistroji Seahorse XFe96 nasazovany na 96
jamkové mikrotitracni desticky, s mnozstvim = 20 000 bun¢k/jamku. Kazda jamka obsahovala

objem 100 pl.
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4 VYSLEDKY
Vsechny vysledky byly hodnoceny statisticky testem jednosmérna ANOVA.

4.1 Testovani viability bunék metodou WST-1 po jejich oSetieni SCFA

Metodou WST-1 byla stanovena viabilita bunécné linie HepG2 po oSetfeni mastnymi
kyselinami s kratkym fetézcem —acetatem a propionatem sodnym ve vybranych koncentracich

1uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM a 10 mM.

Grafy 1(A) — 1 (B) zobrazuji pusobeni jednotlivych SCFA na bunécnou linii HepG2. Ze
vSech grafii je patrné, ze koncentrace 10 uM obou SCFA zptisobila pokles ve viabilité bunék.
Acetat sodny ve zminéné koncentraci zpusobil snizeni ve viabilit¢ bunék o 32,67 + 36,06 %,

propionat sodny o 42,17 + 22,32 %.

(A) ACETAT SODNY (B) PROPIONAT SODNY
200 200
3 150- S 150-
: L 1 |m E LT
5 100+ T S 1007 T
S 50 > 50
0 | 1 1 | 1 1 0 | 1 | 1 1 |
D S D S S
@@’ W eT S @Qy SECICICIS
& &
] ]

Graf 1 Viabilita bunééné linie HepG2 — po oSetieni (A) acetatem sodnym, (B) propionatem sodnym.

Kontrolou (CTRL) byly bunky osetfené pufrem (PBS)=100 %. Metoda WST-1 (450 nm), primér + SD.
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4.2 Cell mito stress test — dlouhodoba expozice, bunécna linie A549

Grafy 2 (A) — 2 (D) znazornuji parametry mitochondrialni bioenergetiky bunééné linie
A549 po dlouhodobém (tydennim) piisobeni acetatu a propionatu sodného. Graf2 (A) —nedoslo
k statisticky vyznamné zméné parametru respirace souvisejici s produkci ATP. Signifikantni
zmény taktéZ nenastaly v uniku protoni — graf 2 (C). K modulaci vSak doSlo u maximalni
respiracni kapacity a rezervni respiracni kapacity. Maximalni respiracni kapacita — graf 2 (B) -
byla navySena po expozici acetaitem sodnym o 29,22 + 0,72 % a propionatem sodnym o 19,42
+ 0,61 %. Zvyseni rezervni respiracni kapacity 1ze pozorovat u acetatu sodného o 29 + 3,81 %

a propiondtu sodného o 18,6 = 4,38 % - graf 2 (D).
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Graf 2 Parametry mitochondrialni bioenergetiky bunécné linie A549, dlouhodobé expozice SCFA.

(A) respirace souvisejici s produkei ATP (%), (B) maximalni respiracni kapacita (%), (C) unik protont
(%), (D) rezervni respiracni kapacita (%). Cell mito stress test. Kontrolou (CTRL) byly buiiky ni¢im
neosetfené, prumer + SD.
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4.3 Cell mito stress test — kratkodoba expozice, buné¢na linie A549

Pti kratkodobé expozici bunék A549 se SCFA nedoslo ke statisticky vyznamné zmeéné
v respiraci souvisejici s tvorbou ATP - graf 3 (A). Maximalni respiracni kapacita byla ovlivnéna
vSemi koncentracemi SCFA. Pokles maximalni respiracni kapacity nastal diky 1 uM, 10 uM a
1 mM acetatu a propionatu sodnému. Naopak k navySeni maximalni respiracni kapacity doslo
diky 10 mM propionatu sodnému. Maximalni respiracni kapacita vSak nikdy nebyla zménéna

vicenez o 17 % — graf 3 (B).

Rezervni respiracni kapacita je snizena vlivem 1 pM,10 uM a 1mM propionatu sodného
— graf 4 (A). SniZeni tohoto parametru nikdy neptesdhlo 13 %. Naopak k navyseni rezervni

respiracni kapacity nedoslo. Signifikantni zména v uniku protonil nenastala - graf 4 (B).
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Graf 3 Respirace souvisejici s produkci ATP (%) a maximalni respiracni kapacita (%) bunécné linie A549, kratkodoba expozice SCFA.

(A) respirace souvisejici s produkci ATP po oSetfeni bun¢k acetatem (AS) a propionatem sodnym (PS) (%), (B) maximalni respiracni kapacita po oSetieni bunék
acetatem (PS) a propionatem sodnym (PS) (%). Cell mito stress test. Kontrolou (CTRL) byly buiky ni¢im neosetfené, prumér £ SD.
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Graf 4 Rezervni respiracni kapacita (%) a tnik protont (%) bunécné linie A549, kratkodoba expozice SCFA.

(A) rezervni respiracni kapacita po oSetfeni bun¢k acetatem (AS) a propionatem sodnym (PS) (%), (B) unik protonl po oSetfeni bun¢k acetatem (AS) a
propionatem sodnym (PS) (%). Cell mito stress test. Kontrolou (CTRL) byly bunky ni¢im neoSetfené, prumér £ SD.
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4.4 Cell mito stress test — akutni expozice, bunééna linie A549

Akutni oSetfeni linie A549 acetidtem a propionitem sodnym nezpisobilo vyznamné
zmeény v respiraci souvisejici s ATP — graf' 5 (A) a tniku protonti — graf 5 (C), podobné jako u
dlouhodobé¢ expozice. Graf 5 (B) zobrazuje zvyseni maximalni respira¢ni kapacity po oSetieni
bun¢k acetatem sodnym o 14,24 + 1%, propionatem sodnym o 12,56 £+ 0,98 %. Rezervni
respiracni kapacita v grafu 5 (D) poukazuje na zvyseni tohoto parametru diky acetatu sodnému

011,32 £4,62 % a propionatu sodnému o0 9,37 = 5 %.
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Graf 5 Parametry mitochondrialni bioenergetiky bunécné linie A549, akutni expozice SCFA.

(A) respirace souvisejici s produkei ATP (%), (B) maximalni respiracni kapacita (%), (C) unik protont
(%), (D) rezervni respiracni kapacita (%). Cell mito stress test. Kontrolou (CTRL) byly buiiky ni¢im
neosetfené, prumer + SD.
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4.5 Cell mito stress test — dlouhodoba expozice, bunécna linie HepG2

Dlouhodobéd expozice bunééné linie HepG2 acetitem a propionatem sodnym
nezpusobila statisticky vyznamné zmény v respiraci souvisejici s tvorbou ATP a Uniku protond.
Markantni zmény nastaly hlavné u maximalni respiracni kapacity, konkrétn¢ doslo k navyseni
tohoto parametru po oSetteni acetatem sodnym o 110,1 = 0,94 % a propiondtem sodnym o 35,61
+2,29 % - graf 6 (B). Stejné SCFA zpusobily navyseni rezervni respiracni kapacity, ve stejném
poradi o 112,1 + 4,82 % a 35,59 + 8,51 % — graf 6(D).
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Graf 6 Parametry mitochondrialni bioenergetiky bunééné linie HepG2, dlouhodoba expozice
SCFA.

(A) respirace souvisejici s produkci ATP (%), (B) maximalni respiracni kapacita (%), (C) unik protonti

(%), (D) rezervni respiracni kapacita (%). Cell mito stress test. Kontrolou (CTRL) byly buiiky ni¢im
neosetfené, prumeér £ SD.
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4.6 Cell mito stress test — kratkodoba expozice, bunéc¢na linie HepG2

Pti kratkodobé expozici bunék HepG2 nedoslo k vyrazné zmeéné v respiraci souvisejici
s produkci ATP - graf 7 (A). Maximdlni respiracni kapacita byla ovlivnéna vSemi
koncentracemi SCFA. Pokles maximalni respiracni kapacity nastal diky 10 uM a 1 mM acetatu
sodnému. Pokles maximalni respira¢ni kapacity nastal také diky 1 uM, 100 uM a 1 mM
propiondtu sodnému. Maximalni respiracni kapacita vSak nejvice klesla diky 1 mM propionéatu
sodnému, a to 0 46,29 + 0,47 %. Naopak k navySeni maximalni respira¢ni kapacity doslo diky

10 mM propionatu, a to 0 48,61 + 0,69 % - graf 7 (B).

Rezervni respiracni kapacitu signifikantné snizil 1 mM propionat sodny o 34,06 = 3,28
%. 10 mM propionat sodny zpiisobil zvyseni tohoto parametru o 51,08 £ 16,74 % — graf § (A).
Vyznamné snizeni uniku protonil nastalo po osetfeni 10 pM acetatem sodnym. Naopak zvyseni
v tomto parametru nastalo po oSetieni 100 uM a 10 mM acetatem a propionatem sodnym - graf

8 (B). Tyto zmény nebyly vyssi nezli 14 %.
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Graf 7 Respirace souvisejici s produkci ATP (%) a maximalni respira¢ni kapacita (%) bunécné linie HepG2, kratkodoba expozice SCFA.

(A) respirace souvisejici s produkci ATP po oSetieni bunék acetatem (AS) a propionatem sodnym (PS) (%), (B) maximalni respiracni kapacita po oSetfeni
bunék acetatem (AS) a propionatem sodnym (PS) (%). Cell mito stress test. Kontrolou (CTRL) byly butiky ni¢im neoSetfené, primér + SD.
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Graf 8 Rezervni respiracni aktivita (%) a unik protonil (%) bunécné linie HepG2, kratkodoba expozice SCFA.

(A) rezervni respiracni kapacita po oSetfeni bunck acetatem (AS) a propiondtem sodnym (PS) (%), (B) tnik po osetfeni bun¢k acetdtem (AS) a propionatem
sodnym (PS) (%). Cell mito stress test. Kontrolou (CTRL) byly buiiky ni¢im neoSetiené, prumeér = SD.
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4.7 Cell mito stress test — akutni expozice, bunéc¢na linie HepG2

Akutni expozice propiondtem a acetitem sodnym bunécné linie HepG2 zpuUsobila
signifikantni zmény pouze u maximalni respiracni kapacity — graf 9 (B). Doslo k poklesu tohoto

parametru diky acetdtu sodnému o 9,34 + 1,39 % a propionatu sodnému o 8,74 +1,67 % .
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Graf 9 Parametry mitochondrialni bioenergetiky bunécné linie HepG2, akutni expozice
SCFA.

A) respirace souvisejici s produkci ATP (%), (B) maximalni respirac¢ni kapacita (%), (C) unik protonu
(A) resp jici s p (%), (B) p p (%), (C) p

(%), (D) rezervni respiracni kapacita (%). Cell mito stress test. Kontrolou (CTRL) byly buiiky ni¢im
neosetfené, prumeér £ SD.
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5 DISKUZE

V experimentalni casti této diplomové praci byl testovan vliv vybranych mastnych
kyselin s kratkym fetézcem (acetdtu a propiondtu sodného) v riiznych koncentracich na
metabolismus nadorovych bunécnych linii HepG2 a A549. Nejprve byla otestovana viabilita
HepG2 bunék po osetieni jednotlivych SCFA v koncentracich 1uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM a
10 mM. Poté byly bunécné linie vystaveny pusobeni zminénych SCFA dlouhodobé
(koncentrace 1 mM, po dobu 3 pasazi — 1 tyden), kratkodobé¢ (koncentrace 1uM, 10 uM, 100
uM, 1 mM a 10 mM, po dobu 24 hodin) a akutné (koncentrace 1 mM, SCFA byly pfidany tésn¢

pied méfenim).

Studie provedena na nadorové bunécné linii HepG2 potvrdila cytotoxicky ucinek
butyratu v koncentraci 1 — 10 mM. Inkubaci butyratu sodného s bunikami provadéli 24 hodin a
48 hodin. Viabilitu bunék zjistovali testem vylu€ovani trypanové modfi a zaveérem jejich studie
je fakt, Ze viabilita vySetfovanych buné¢k klesala se zvySujici se inkubacni dobou a koncentraci
butyratu sodného. (Joachimiak a kol., 2007) Test viability jsme na rozdil od této studie
provadéli pouze 24 hodin a nase vysledky naznacuji nizsi viabilitu linie HepG2 po oSetieni
acetatem a propionatem v koncentraci 10 uM. Ke zjisténi viability plicni nddorové bunécné
linie A549 a nadorové bunécné linie HCT116 pochazejici z kolorektalniho karcinomu po
oSetfeni butyratem sodnym v koncentracich 0-16 mM védci pouzily MTT test. Stejné jako
v ptedchozi publikaci inkubaci zvolili 24 a 48 hodin a viabilita obou typt nadorovych bun¢k
klesala se zvySujici se inkuba¢ni dobou a koncentraci butyratu sodného. (Shi a kol., 2020) Efekt
acetatu, butyratu a propionatu na schopnost proliferace a Zivotaschopnosti byl testovan na
bunécné linii HCT116. Opét byl zvolen test vylucovani trypanové modii. Autofi zvolili 80 mM
acetat, 8 mM propiondt a 4 mM butyrat a v 24- a 48-hodinovém intervalu naméfili jejich
inhibi¢ni koncentrace (ICso). Dosli k zavéru, ze ICso (mM) acetatu byla vySsi v porovnani

s propionatem a butyratem. (Zeng a kol., 2020)

V nékolika studiich byla prokdzana schopnost butyratu sodného, jakoZto inhibitoru
histonovych deacetyldz, plisobit protinadorové, inhibovat rist bunék a indukovat apoptdzu
v raznych nddorovych bunéénych linii pochazejicich napt. z tlustého stfeva, prsu a jater (Archer
a kol., 1998; Davie, 2003; Ogawa a kol., 2004; Fung a kol., 2011, Sun a kol., 2012). Butyrat
sodny by tedy mohl piedstavovat budoucnost v 1é¢bé nddorovych onemocnéni (Marks a kol.,

2011). Avsak nejvice diskutovanym nadorovym onemocnénim spojovanym s u¢inky butyratu
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sodného je hepatocelularni karcinom, ktery se v populaci vyskytuje velmi frekventované (Jiang
a kol., 2012; Wang a kol., 2013; Yu a kol., 2022). Jin4 publikace poukazuje na vlastnost
propionatu sodného potlacovat proliferaci a indukovat apoptdzu bunek rakoviny prsou (Park a
kol., 2020). Schopnost kyseliny valerové potlacit rozvoj rakoviny jater byl poprvé prokazan
studii Han a kol., 2020. Buné¢nou proliferaci po osSetfeni 0,5; 1; 2; 4 a 8 mM kyselinou
valerovou otestovali MTS testem u 14 bunécnych linii, véetné HepG2, v ¢asovych intervalech
24, 48, 72 a 96 hodin. Buné¢na linie HepG2 patiila do skupiny s nejnizsi ICso. Zaveérem studie
je fakt, ze kyselina valerova piisobi jako inhibitor histonovych deacetylaz. (Han a kol., 2020)

Dalsi védeckd skupina testovala vliv 100 uM, 500 uM a 1 mM propionatu na
lymfoblastoidni bunécnou linii. Zvolili 24- a 48- hodinovou inkubaci pfed méfenim na
analyzatoru Seahorse. Zavérem studie je fakt, Ze propionat v koncentraci 100 uM zvySuje
maximalni respirani kapacitu, respiraci souvisejici s produkci ATP a rezervni respiracni
kapacitu. Tento efekt byl pozorovatelny nejvice po 24 hodinové inkubaci. Delsi expozice a
vys$si koncentrace propiondtu zvysila Gnik protond. (Frye a kol., 2016) Nase vysledky na
bunééné linii HepG2 po oSetfeni 100 pM propionatem sodnym a 24 hodinové inkubaci

naznacuji pokles maximalni respiracni kapacity a zvySeny unik protond.

Experiment na mitochondriich izolovanych z krysich ledvin prokézal schopnost SCFA
a mastnych kyselin se stfednim fetézcem (MCFA, Medium Chain Fatty Acid) zvysit
mitochondridlni respiraci, avSak efekt se zvySoval se zvétSujici se délkou fetézce mastnych
kyselin. Mastné kyseliny s krat§im fetézcem dokazaly zvysit spotfebu kysliku, ale aZ pti vysSich
koncentracich (butyrat — 5 mM, hexanoat — 2,5 mM). Efektivnégji tedy zvysil spotiebu kysliku
0,5 mM oktanoat (Schonfeld a kol., 1998).

Dalsi publikace sledovala efekt butyratu a acetatu na bunikach lidskych ostrivkid a mysi
B-buné&cné linii MING6. Autofi prokazali schopnost téchto SCFA v koncentraci 1 mM podpofit
viabilitu a bunécny metabolismus zminénych bunék, pfi¢emZ u acetatu prokéazali vyssi
ucinnost. Butyrat a acetat v koncentraci 4 mM naopak zplsobili pokles viability. Z této studie
vyplyva, ze SCFA vznikajici stfevni mikrobiotou, hraji roli v prevenci ¢i 1écbé onemocnéni
diabetes mellitus, protoZze diky nim jsou [B-buiiky vice odolné vici oxida¢nimu stresu.
K priikazu téchto SCFA na bunéény metabolismus urcili miru spotieby kysliku (OCR, Oxygen
Consumption Rate), kterd slouzi jako indikator mitochondridlni respirace. Test kviili
dostupnosti provadeli pouze na bunécné linii MIN6 a kvili zjisténému pozitivnimu G¢inku

pouzili pouze 1 mM SCFA. Prokézali zvySenou bazalni spotiebu kysliku, respirace souvisejici
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s produkci ATP a rezervni respiracni kapacitu. U butyratu nepozorovali zvySenou
mitochondridlni respiraci (Hu a kol., 2020). Onemocnénim diabetes mellitus se zabyvala i dalsi
studie, ve které vyuzivali bunécnou linii HepG2, kterou inkubovaly s vysokymi koncentracemi
inzulinu k navozeni inzulinové rezistence. Tyto buniky oSetfili butyratem sodnym, ktery dokazal

navys$it membranovy potencial a mnozstvi DNA (Zhao a kol., 2020).
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo otestovat vliv vybranych mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (acetatu a propionatu sodného) v riznych koncentracich na metabolismus nadorovych
bunécnych linii HepG2 a A549. Mnoho publikaci v dne$ni dob¢ popisuje vliv SCFA na lidské

zdravi a Casto je diskutovéan jejich slibny ucinek na nejriiznéjsi nadorova onemocnéni.

Nejprve byla otestovdna viabilita HepG2 bun¢k po oSetfeni jednotlivych SCFA
v koncentracich 1uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM a 10 mM. Viabilita bunék byla testovana WST- 1
testem a bylo prokazano, ze doslo k poklesu viability bunééné linie HepG2 po oSetieni vSemi

SCFA v koncentraci 10 pM.

Bunécné linie byly poté vystaveny pusobeni zminénych SCFA dlouhodobé
(koncentrace 1 mM, po dobu 3 pasazi — 1 tyden), kratkodobé¢ (koncentrace 1uM, 10 uM, 100
puM, 1 mM a 10 mM, po dobu 24 hodin) a akutné (koncentrace 1 mM, SCFA byly pfidany tésné
pfed méfenim). Z vysledkl lze usoudit, ze SCFA vyrazn¢ ovlivni respiraéni metabolismus
nadorovych bunécnych linii pti dlouhodobéjsi expozici 1 mM SCFA. Acetat i propionat sodny
po dlouhodobé expozici u obou bunéénych linii zplsobil navySeni maximalni a rezervni
respiracni kapacity. Akutni expozice 1 mM SCFA nezpusobila signifikantni zmény
v metabolismu nddorovych bunéénych linii. Po kratkodobé expozici doSlo ke zvySeni
maximalni respiracni aktivity u obou bunéénych linii hlavné po oSetfeni 10 mM propionatem

sodnym.
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