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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vlivem toxicity kadmia huréénou respiraci
in vitro. V teoretickécasti je strdné popsana mitochondrie, mitochondrialni komplexy
a jejich inhibitory. Také je zde popsana funkce pmavacich proteitn. Nasleds
jsou v kapitolach popsany moznosticieni buréné respirace, druhy biologickych
materiah a grehled bugcnych linii, které byly v poslednich letech &eggji vyuzivany
ve vysokodinné respirometrii. V druhé polowinteoretickécasti je obsah zaden
na €zké kovy, specificky na kadmium a na jehispbeni na Urovni organismu, iy
a mitochondrii.

Experimentalnicast prace se zabyvéatipravou biologickych material pro
meéteni respirace. Mezi pouZzitymi biologickymi mateyigsou PBMC, bu&né linie
Jurkat, A549, HK-2 a izolované mitochondrie. Prawai PBMC bylo nejprve potba
zavest metodu izolace btknz periferni krve. A optimalizovat parametry metadk,
aby bylo ziskano maximalni mnozstvi PBMC v co a&§icistote.

Pro studium vlivu CdGl na respiraci bylo také paba optimalizovat
koncentraci digitoninu p&tbnou pro permeabilizaci cytoplazmatické membrany
jednotlivych druli burek. Permeabilizované iy a izolované mitochondrie byly poté
vyuzity k testovani respirace poimém gidavku CdC§ do komor respirometru.

Intaktni buiky byly inkubovany s 100 pumol/CdCL po dobu 2 a 4 hodin.
Z vysledka ziskanych i méieni na respirometru Oroboros vyplyva, Ze toxicidCG

stoupa s dobou inkubace kirs CdC}.

KLi COVA SLOVA

Mitochondrie, respiréni komplexy, buicna respirace, bwiné linie, CdCj.



ABSTRACT

The thesis deals with the effects of cadmium taxian cellular respiration
in vitro. The theoretical part briefly describes mitochaamdmitochondrial complexes
and their inhibitors. It also describes the funttod uncoupling proteins. Other chapters
have been focused on the possibilities of cellirapn measurement and the types
of biological materials, including an overview oetllc lines that have been used
in high-resolution respirometry most frequently irecent vyears. Last part
of the Introduction focuses on the heavy metalpeésally on cadmium and its effects
in organism, cells and mitochondria.

The experimental part of the thesis deals with ar&qon of biological materials
for measurement of cell respiration by high-resolutespirometry. We used a variety
of biological material, e.g. PBMCs, Jurkat cell§48, HK-2 and isolated mitochondria.
In order to use PBMC, the method of cell isolativom peripheral blood had to
be introduced and then optimized in order to obtam maximal content of PBMCs
of the highest purity.

In order to study the influence of CdQn respiration, it was also necessary
to optimize the concentration of digitonin requireidr the permeabilization
of the cytoplasmic membrane of individual cell tgpéfterwards, permeabilized cells
and isolated mitochondria were used to evaluatpiregn after acute addition of
CdCl to the respirometer chambers.

Intact cells were incubated with 100 umol/l Cg@Ir 2 and 4 hours. The results
obtained from the Oroboros respirometer show th#EICtoxicity is increasing with

time of cell incubation with CdGl

KEYWORDS

Mitochondria, respiratory complexes, cell respoaticell lines, CdGl
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transient receptor potential channels of the vamill — kanal
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1. UVOD

TéZké kovy, hlava rtut, kadmium a rad’, pati mezi vyznamné pmyslove
odpadni produkty. Tyto prvky v organismu jaswykazuji toxické dinky na
organismus.

Kadmium se doéta dostava po poziti kontaminovanych potravin nebdy, kodenim
cigaret, nebo inhalacitippramyslové vyroks. Jeho hromathi v organismu ma vsak
zdravotni dsledky. Toxicita kadmia byla prokazéna&kalika organech a jeho toxické
pusobeni je velmi Siroké. Kadmium indukuje také pa&w mitochondrialni funkce.
Dochazi k tvorb ROS a néasledirk apoptdze buky.

Vysokoinna respirometrie se vyuziva pro vyzkum mitochdndrburé¢né
respirace. K analyze respirace se pouziva mnohtodioych materidl, nagiklad
tk&hové homogenaty, izolované itky, mitochondrie. Bu&né linie fizného druhu
slouzi jako vhodny model pro studium funkce jedrgth orgari. Proto i tyto modely
ve spojeni s vysok@nnou respirometrii jsoué¢ini vhodnymi pro studium toxicity

kadmia.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 MITOCHONDRIE

Ve c¢tyricatych letech 19. stoleti probihalo mezédei prvni pozorovani
intracelularnich struktur, které &y pravdEpodobré predstavovat mitochondrie.
O padesat let poz{, v roce 1890, Richard Altman, tyto intracelulastruktury zaadil
mezi bur¢né organely a pojmenoval je ,bioblasty” [1]. Termmitochondrie®, ktery
je odvozen zeckého,mitos* (= vlakno) a,chondros“ (= granule), poprvé pouzil
a zavedI Carl Benda v roce 1898 [2].

Podle endosymbiotické teorie maji mitochondrie ¥l pragivod v bakteriich.
Aerofilni heterotrofni prokaryota byla pohlcenankau procesem endocytozyiegZila
obranny mechanismus itky a postup# se stala jeji saiasti. Toto souziti se nakonec
stalo vzajemé# prosgsné. Dikazi pro endosymbiotickou teorii jeékolik. Napriklad
fakt, Ze mitochondrie maji vlastni genom a tato DN cirkularni stejs jako
bakterialni nukleoid. Mitochondrialni DNA se nerekoinuje, ale mini se pouze
procesem mutace. Vlastnéleni mitochondrii ipomina aleni bakterii a neni zavislé
na ctleni buiky. DalSim dikazem je dvojita membrana mitochondrii.&§&1 membrana
mitochondrie ma prawgodobr piavod v buréné membra& hostitelské biky.

A vznikla tedy v disledku fagocytézy. Na vriti membran, ktera vytvéi kristy, se
nachazeji respitai komplexy a probiha zde btimé dychani. Na bwiné membraf
prokaryot také probiha batné dychani [3].

Mitochondrie jsou tedy organely, které se nachazejikaryotickych biikach.
Podobnou historii maji chloroplasty a obe&agplastidy, které také vznikly procesem
endosymbidzy z cyanobakterii [4].

Uvnité  mitochondrie, v mitochondrialni matrix, probihéada zasadnich
metabolickych procés patinaje -oxidaci mastnych kyselin, dekarboxylaci pyruvatu,
skladovanim vapenatych idnt D4le zde probihd Kretv¢ cyklus, rekteré reakce
Ornithinového cyklu, oxidativni fosforylace a taképiklad netesova termoregulace.
Mitochondrie se takeé dastni @i buné¢éné apoptdéze aipudrzovani membranoveho

potencialu.
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2.2 MITOCHONDRIALNI KOMPLEXY A JEJICH INHIBITORY

Na vnitni mitochondrialni membr&nse nachazi 5 kompléx které jsou
kodovany mitochondrialni a jadernou DNA. Jednd seNADH-dehydrogenazu
(komplex 1), sukcinat-dehydrogendzu (komplex Ilytachrom c oxidoreduktazu
(komplex Il), cytochrom c oxidazu (komplex 1V) alR-syntazu (komplex V).

Konecnym produktem glykolyzy je pyruvat, ktery jéemesen do mitochondrie,
dekarboxylovan na acetylkoenzym A a ten je oxidovaitratovém cyklu. Elektrony
odebrané 1 téchto reakcich jsou odevzdany do série oxidorédigkh soustav ve
vnitini - mitochondrialni  membr&n (= mitochondrialni komplexy [-1V) (tab.1)
Prenosem elektrah je pohagn transport protain z matrix na vijSi stranu vnitni
membrany,¢cimz se na této membrérvytvori elektrochemicky protonovy gradient.

Jeho energie je pak vyuZzita v komplexu V na syngmuolréni ATP (obr.1)[5].

Tabulka 1: Respir&ni komplexy a jejich prostetické skupiny (upravete [6])

Respirani komplex Hmotnost Pocet Prosteticka

b b (kDa) podjednotek  skupina
|  NADH-dehydrogenaza 850 43 FMN, Fe-S
Il Sukcinatdehydrogenaza 140 4 FAD, Fe-S
[l Ubichinon cytochrom ¢ 250 11 Hemy, Fe-S

oxidoreduktaza

IV Cytochrom oxidaza 160 13 Hemy, CuA,
CuB

14



COMPLEX | COMPLEX I COMPLEX N COMPLEX IV
MADH dehydrogenase | Succinate dehydregenass Ublguinel-cytechrome ¢ Cytochiome ¢ oxidase ATP 5:\fl'll|'lﬂSE

reductase
RAMNSLCE |
4Ht = 2t A e pessosasess 9 it -
|"|rq_-"jll'|.;'l'l'l s Spac : : 20yt.c~ v .'T
UQH x UQ| .............. e }-‘T*'/. 2 | &
i
uQ - Q Cycle Fe H20 Cu
7 F 5”.' E(Fe 5 |

FF-.D FADH 2H* s 2H* i.II

: FMN FMNH, Eat
.r"' F 2% .
\’j ADP+PI B
NAD NAD ate marat& * ATP

Electron Flow ) from NADH- and SUccinate to Water

drives Translocation of 10 Protons from Mitochongdrial Matrix to Intermembrane Spac

Obr.1: Elektronovy transportniettzec[7]

2.2.1 Komplex |

NADH-dehydrogenazaii NADH-ubichonon-oxidoreduktaza je velky komplex,
ktery se sklada ze 43 podjednotek a obsahuje Fei8rac (2Fe-2S, 4Fe-4S)
a flavinmononukleotid. Komplex | zaji§je penos 4 proton z matrix
do mezimembranového prostoru. Komplex | také katgy pgenos 2 elektrain
z NADH+H" na koenzym Q. Koenzym Q, téZ nazyvany ubichinan,ps gfijmuti
2 elektrori redukuje na ubichinol (Q) a penaSi elektrony ke komplexu lIl.
V komplexu Il je zgt oxidovan na ubichinon [6].

Uginné i girozené inhibitory NADH-dehydrogenazy jsou strukiipodobné
ubichinonu. Inhibice tohoto komplexu je tedy zagflena misto redukce ubichinonu
na ubichinol(obr.2). Mezi inhibitory komplexu lradime nap rotenon, piericidin A
a amytal.

Rotenon je jednim z nejsi$ich inhibitoi NADH-dehydrogenazy. Jedna se
o organickou sloteninu hoj& vyuzivanou jako insekticid a pesticid. Zaluge prenosu
elektroni z Fe-S center v komplexu | na ubichinon pfedhictvim vazby na vazebné
misto ubichinonu [6,8]. Piericidin A je antibiotiku izolované zeStreptomyces
mobaraensivykazujici podobnost s ubichinonovou strukturomaa silny kompetitivni
inhibi¢ni (Cinek na komplex I. Latkou piericidin A je mozné ibbvat oxidaci jak
NADH, tak i sukcindtu na komplexu Il [8]. Amytalrteobarbital) je barbiturat tlumici

15



centrélni nervovy systém a inhibitor komplexu I.[&hibice amytalem je na rozdil
od inhibice rotenonem vratna [9].

mEs - [
==
-
R R e
e L P
. —

FIERD

Obr.2: Vazebné misto na ubichinon (ubiquinone reduc{ib®)

2.2.2 Komplex Il

Sukcinatdehydrogenézagi  sukcinat-ubichonon-oxidoreduktdza je komplex
enzymi lokalizovany ve vniini membras mitochondrii. Je mensi a jednodusSsi
nez komplex | a sklada se ze #&mych podjednotek, které obsahuji hemové skupiny,
Fe-S centra, flavinadenindinukleotid a vazebnéanisb ubichinon a sukcinat. Enzym
piendSi dva elektrony od sukcinatu na koenzym Q weetb vazebného mista pro
sukcinat na FAD. Z FAD potomies Zelezosirna centra na ubichinonové vazebné misto
[6].

Kompetitivnim inhibitorem sukcinatdehydrogenazy jmalonat (kyselina
malonova). Malonét je substrat malonyl-CoA-syntfly

16



2.2.3 Komplex Ill

Cytochrom c oxidoreduktaza, nebo také cytochrom kathplex ¢erpa ctyii
protony z mitochondrialni matrix do mezimembranavéprostoru a také ipnasi
dva elektrony z ubichinolu (Qfina cytochrom c [6].

Cytochrom c je maly protein, ktery obsahuje hemosupinu, a pohybuje
se volrt v mezimembranovém prostoru. Pdijgti jednoho elektronu (elektron je
navazan na hem) se cytochrom iegouva ke komplexu IV, kdeigula elektron
binuklearnimu centru s atomy Cu [6].

Na komplexu Il existuji d& centra(obr.3) Q (= inner) centrum, umishé
ve vnitni membran a orientované sénem do mitochondrialni matrix, a,@= outer)
centrum orientované do mezimembranového prostor@ ¥Wentru probiha redukce
ubichinonu na ubichinol, naopak  Qentru probiha oxidace ubichinolu na ubichinon
[11].

Inhibitory komplexu [l nizeme rozlenit do ti skupin. Prvni skupinou jsou
inhibitory, které se vazi na centrumy @ zabréuji tim vazk ubichinolu a jeho oxidaci
na ubichinon. Do druhé skupiny painhibitory centra Q které zabrauji pirenosu
elektrori na Fe-S centra a tim znemiaf redukci ubichinonu na ubichinol.
Treti skupinou jsou inhibitory, které maji afinittokéma mistim [12].

Myxothiazol je inhibitor komplexu Ill, ktery se vazna @Q centrum blizko
k cytochromu bL a inhibuje tpnos elektrom z QH, na Fe-S Rieskeho protein [8].
Obstrukce centra Qvede k tvorb superoxid [13]. Superoxid mize byt dale feveden
na jiné reaktivni formy kysliku, n#ixlad peroxid vodiku, hydroxylové radikaly
a podobs [13]. Myxothiazol je antimykotikum produkované hbeki Myxobacterium
fulvus

Antimycin A se vaze na {@entrum komplexu lll a inhibujeifenos elektroin
z hemu b na oxidovany ubichinon. Ratedy do tidy inhibitomi centra Q[8]. Vazbou
na Q centrum spusti kaskadu reakci, ktera vede k depatd mitochondrialni
membrany a zjsobuje Unik radik@l superoxidu z mitochondrii [14]. Antimycin A
je toxicka latka produkovandtreptomyces griseus Streptomyces kitasawensis
Pouziva se jako antimykotikum [15].
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Obr.3: Q; a Q vazebné misto komplexu Il a jeho inhibitfitg]

2.2.4 Komplex IV

Cytochrom c¢ oxidaza Kkatalyzujeigmos elektronu z cytochromu c¢ na
molekularni kyslik a tim oxidaci cytochromu c. Mkilgarni kyslik je nasledn
redukovan na d¥molekuly HO. Skrz cytochrom c oxidazu jsaierpany dalSi dva
protony z matrix do mezimembranového prostoru.

Komplex IV obsahuje #kolik binuklearnich centefobr.4), které jsou tvieny
méd’nymi ionty (Cw) v komplexu s —SH skupinami cystéjndale hemovymi
skupinami, a jegtjednimo binuklearnim centrem temym hemena; a Cu; [6].

Prenos elektronu nd@ komplexem IV je veden z cytochromu c naaCu
binuklearni centrum. Z& na hemovou jednotku:, dale pak na centrums-Cus.

Z tohoto binuklarniho centragchazi elektron na kyslik [17].

Funkce cytochrom c oxidazy tbe byt ovliviena mnoha sloteninami
z prostedi, jako jsou kyanid, azid sodny a oxid uheln&§echny tyto toxické latky
reaguji gimo s komplexem IViznymi mechanismy [18].

Kyanid ve forn¢ KCN, ¢i NaCN, je kompetitivni inhibitor cytochrom ¢ oxizia
Inhibice miZze zvracena pyruvatem a vysokymi hladinami kys[u Kyanid se vaze
na binukleéarni centrums-Cug a inhibuje vyuZiti bu&ného kysliku a produkci ATP.
Kaskadou reakci, pokud neni pouzito antidotum, daichk dysfunkcim srd@iho svalu

a nervoveé soustavy [19].
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Oxid uhelnaty se vaze na hemovou slozku cytochmnoxidazy a také
na flavohemoglobin, ktery se nachazi v&imém cytosolu, mezimembranovém

prostoru i v mitochondrialni matrix [20].

P‘
Tl | | L

Obr.4: Cytochrom c oxidaza, jeji podjednotky a transfekieonu[21]

2.2.5 Komplex V

Jako komplex V se oztaje ATP-syntaza, ktera katalyzuje proces oxidativni
fosforylace. Vyuzitim protonového gradientu unigg produkci ATP. Jedna
se 0 komplex protein ktery je slozeny z dkolika podjednotek. Ve vriti membrég
mitochondrie se nachazp East pumpy majici funkci rotoru. Drulkdst, nazyvanaF
odpovida funkci statoru, protoZzedva do matrix a je slozena zédimef of [22].

Protonové Kkationty prochazi vikem ATP-syntdzy z mezimembranového
prostoru do matrix. Pro vznik jedné molekuly ATPpoteba ptichodu ti protoni skrz
¢asti R a K[22].

Cela syntéza ATP probiha veth krocich zngenych O, L, T. O znamerdgpen

Konformace LJoose vaze fosfat a ADP a konformacetight, vaze ATP. JednotkowF
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prochazi po spadu protonového gradientu protoiighjenergie je zachycena a vyuzita
v komplexu k. Dochazi k roztéeni rotoru, ktery hybe statorem. Postupnyntendm
statoru se rni konformace(obr.5). Vazbou ADP a fosfatu seami konformace z O
nal, zatimco sousedni dimer plynuléejde z konformace L do T. Uvalnim

molekuly ATP do matrix flechazi podjednotka ¢pdo konformace O [22].
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Obr.5: O, L, T konformace ATP-syntd23]

Mezi inhibitory komplexu V pd&t antibiotikum oligomycin, které specificky
blokuje genos protofl pies k. Tim znemo#uje produkci energie, a nasledkem toho
i respiraci. Podobh inhibuje kK dicyklohexylkarbodiimid, ktery reaguje
s karboxylovymi skupinami ATP-syntazy. Oligomycia gouziva v analyze oxidativni
fosforylace k vyvolani respitaiho stavu LEAK [8,24].

Inhibitor citreoviridin se vaze na podjednotky ATP-syntazy. Na stejném

principu funguje také inhibitor triethyltin-borom([8].
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2.3 ROZPOJOVACI PROTEINY

Hnédé adipocyty jsou menSi nez bilé adipocyty, obsamdre lipida a jsou
bohaté na mitochondrie [25]. Vhii membrany mitochondrii dych adipocyi
obsahuiji proteiny, které zajiStujtgstup protofi zpst do mitochondrialni matrix, aniz
by protony musely projit ATP-syntazouii Romto gestupu neni spfgba energie, a
proto je gebyt&na energie f@ménéna na teplo. Za takové situace jsou mitochondrie
povazovany za rozpZzenégi rozpojene [26].

NejznangjSim rozpojovacim proteinem je termogenin. Uvolé teplo udrZuje
télesnou teplotu a chranigd chladem. Tento proces se aana terminem néesova
termogeneze [26]. Jedna se o stav fyziologicky dodeazi g ném k produkci
reaktivnich forem kysliku, ani k metabolické a emické dysbalanci. Mezi funkce
rozpojovacich proteinfadime také adaptaci na hladov[27].

Existuji un€lé rozpojovée, uncouplery, které jsou protonofory a difunduji
pies membranu pasivni difuzi a gasreé usnaduji transport protoi (obr.6). Mezi tyto
latky pati FCCP, CCCP a DNP. U vysSich koncentraci uncotiplezorujeme inhibici

respirace indukovanou rozpojenim [28].
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Obr.6: Moznosti transportu iogtpres membran{29]
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2.4 MERENI BUNECNE RESPIRACE

K analyze bui&né respirace se e pouzit mnoho biologickych matefial
(tab.2) Jedna se nailad o tkaw, svalova vlakna, tkajater, nebo izolované kly,
jako jsou napiklad trombocyty nebo PBMCPgripheral Blood Mononuclear Cells
izolované z periferni krve. Mezi bky také mizeme peitat celou Skalu vyuzivanych
burg¢nych linii [30].

Mononuklearni buaky z periferni krve, neboli PBMC, fedstavuji smiSenou
populaci imunitnich butk. Pati sem lymfocyty (T-lymfocyty, B-lymfocyty a NK
buiiky) a monocyty. Izolace PBMC je provfith z nesrazlivé krve pomoci sepgniao
média. Principem metody je centrifugace v hustotrgradientu. Velkou vyhodou
pouziti krevnich bugk je jejich snadné ziskani. Navic postup &dbvzorki neni tolik
invazivni jako nafiklad odkgr tkahovych biopsii. B a po izolaci je dlezité udrZzovat
buiky ve sterilnich podminkéch &ifkonstantni tepl@, aby se zabranilo aktivaci békn
aznmenam jejich fenotypu. Proto jetfeba vSechna izalai média temperovat
na laboratorni teplotu a vSechny postupy preévati laboratorni teplat [31].

DalSi biologické materialy pouzivané proé&ieni burcné respirace jsou
izolované organely, specid@n mitochondrie izolované z bgk, nebo biky
permeabilizované. Tento druh biologickych matériGhopak poZaduje intracelularni
prostedi, a proto se pouzivaji média bohata na drasahiy [30].

K permeabilizaci, tedy rozruSeni, membran se p@jizisaponiny. Saponin
je mirny detergent, ktery selekti¥permeabilizuje plazmatické membrany s vysokym
obsahem cholesterolu, zatimco mitochondrialni mémpr s nizS§im obsahem
cholesterolu jsou ovlivovany pouze # vysSich koncentracich detergentu. Nejvice
pouzivanym saponinem je digitonin. Digitor{mbr.7) je péirodni produkt, a proto musi
byt &inn&d koncentrace stanovena postupnou titraci prddwa sérii zvlas [32].
Digitonin se ziskava z rostliny naprstniderveny, latinsky Digitalis purpurea
Mimo permeabilizaci buitnych membran se také digitonin v biochemii pouziva

pro solubilizaci membranovych protéinebo srazeni cholesterolu [33].
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Obr.7: Strukturni vzorec digitoninis3]

Mezi dalSi biomaterialy pouZivanéi pespirometrii paf tkaiové homogenaty
a submitochondrialndastice. Submitochondrialgéstice jsou membranové fragmenty,
které si uchovaly &Sinu enzymatického aparatu jeiiného pro fenos elektroi
a oxidativni fosforylaci. Po naruSeni struktury achondrii dispergujicimicinidly
(digitoninem), ultrazvukem nebo mechanicky se fragty mitochondrialni membrany
uzawou do véka [34].

Tkanovy homogenat se ziska mechanickym rozrusSewirstve tkaa a burgcne
membrany se mechanicky permeabilizuji. PouZiti hgentzované tk&nhpiinasi fizné
vyhody jako je nafiklad snadn& a rychléiprava vzorku. Také nejsou peba zadné
detergenty. DalSi vyhodou je, Ze zatimco celisk# fe velmi heterogenni, ipact
homogenizace je tato heterogenita snizena. A talp@rovnani s izolovanymi
mitochondriemi je pro respirometrii zapetbi mensiho mnozstvi tk&fB5].

Pro n&feni buréné respirace existuji analyzatory Seahorse a Oosbor
Analyzator Seahorse (Seahorse XF Analyzer; Agilethnologies) @i miru spoteby
kysliku a extracelularni acidifikaci v Zivych ikach v 96jamkovych degkach.
Tyto hodnoty jsou ktiovymi ukazateli mitochondrialni respirace a glykolya tato
mefeni poskytuji systémovy pohled na Bémou metabolickou funkci v kultivovanych
buinkach aex vivovzorcich [36].

Pristroj zn&ky Oroboros (Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakoy
je zadkladnim fistrojem pro respirometrii. Kro#&n respirometrie umaije
také fluorometrickd a spektrofotometrick&ieni a je vhodny pro analyzuiznych
diagnosticky vyznamnych bgénych funkci sotasré s mefenim mitochondrialni
respirace. Analyzator je schopny fluorometrickéeleé reaktivnich forem kysliku
a mitochondrialniho membranového potencialu ponmmiedenych fluoresceénich
barviv [37].
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Tabulka 2: Prehled tkani, buwk a bur¢nych linii mgtenych na vysokafinném respirometru.
Prevzato z [38]

Tkané
Jaterni tka Plicni tka
Srdeni tkai Svalova tka
Tkan genitalu Tukova tkia (bila, hréda i Seda tukova tkd

Tkan nervového systému

Druhy bunék

Lymfocyty Bunky epitelu, endotelu a mezot
Trombocyty Buiky pankreatu a thymu
Kmenové biiky Fibroblasty

Bunééné linie

CHO (ChineseHamstetQvary) HEK (HumanEmbryonicKidney’

HelLa (Henrietta Lacks) SH-SY5Y neuroblastomova linie
Makrofagové bu&né linie HUVEC(Human_Umbilical Vein Endothelial Cells)
HK-2 (Human_Kidney 2) Jurkat linie

A549 (Alveolar epithelial cells) Ostatni biiky a burg¢né linie
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2.5 MEHLED BUNECNYCH LINIi M ERENYCH NA
RESPIROMETRU

2.5.1 CHOlinie

Bunééna linie CHO fivodre pochazi z vajamika ¢inského kecka (Cricaulus
griseus. Tento typ budk byl poprvé izolovan vroce vroce 1958 v ramaids
zabyvajici se stanoveni gia a morfologie chromozoim Autori toto zvice vybrali
z divodu nizkého mnoZzstvi chromozantj. dvacet dva, s naf, Zze bude vyhodné
pouziti takovych buwnych linii jako modelovych systémv kvantitativni analyze
acinku riznychcinidel na buiky kultivovanéin vitro a jejich genom [39].

Péstuji se jako monovrstva a obvyklé kultivé médium — RPMI 1640 vyZzaduje
suplementaci prolinem. Bu#na linie CHO se stala zakladnim zdrojem &un
pro laboratée diky jejich robustnimudstu na plotnach i v suspenzich. Jsou vhodné
pro studium genetickych modifikaci a exprese rekioanitnich proteit. CHO buiky
je mozné také posttranst@ modifikovat, coz je idealni pro terapeutické a
farmaceutické aplikace jako je vyroba proteif0]. V poslednich letech se hejn
vyuZivaji pro studium imunoglobulinu IgG a v modem metodach molekularni
biologie jako nafiklad CRISPR/Cas9 nebo sekvenovani nové generagé24

V souvislosti s mitochondriemi byly CHO tky pouZzity napiklad ve studii
Z roku 2006, ktera se zabyvala rolemi rozpojovaghateinu UCP3 (coz je homolog
thermogeninu) [43]. # pouziti burk CHO, které stabikh exprimovaly
UCP3 nebo UCP1, nebyly nalezeny Zadndady o rozpojeni dychani. Vyseni
spaiivad v absenci vhodného aktivatoru protonoforni fimkUCP. Studie potvrzuje,
Ze UCP3 sam o sebneni schopen #Zgobit rozpojeni, ale nevyiuje moZzZnost,
Ze se UCP3 iize chovat jako rozpojo¥apokud jsou poskytovany vhodné aktivatory.
KdyZz nejsou pitomny vhodné aktivatory protonového transportu, PUGegenaseji
protony, nybrz jiné ionty fyziologického vyznamuteké kontroluji mitochondrialni
aktivitu [43].

Jina studie zroku 2015 se zabyvala oxidaci sulfamsavich buikach
a mitochondriich [44]. Oxid dusnaty (NO), oxid Urety (CO) a sulfan (bB)
jsou malé molekuly schopné prostupovat ¥aimembranou. Souhrirjsou ozn&ovany
jako gasotransmitery, tedy plynné latky, které majiorganismu signalni funkce.
Kdyz koncentraceé¢thto # plyni stoupne nad ditou Urovei, dochazi k toxickému
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acinku zaloZzenému na inhibici mitochondrialniho dyecha\a rozdil od NO nebo CO
vykazuje HS specifickou vlastnost, diky kteréagobi jako donor vodiku
pro mitochondrialni respitai fettzec. Vodikové atomy se extrahuji specifickym
enzymem, sulfid-chinonreduktazou. Pokud je teditopna sulfidchinonreduktaza,
muze byt sulfan zZ@zen mezi substraty. V experimentu bylo vyuzithatik bungénych
linii, burek iizolovanych mitochondrii. KrosmnCHO také Hela hiky, HEK buiky,
T-lymfocyty, mySi makrofagy a jiné. Jako ¢fti systémy byly pouzity fistroje

Oroboros a Seahorse [44].

2.5.2 HEK 293 linie

Napad, Ze by transformace kknmohla byt indukovana fragmentovanou
virovou DNA, byl poprvé zrealizovan v roce 1970 DBr. Grahamem [45]. &Sina
dosavadnich transformaich studii vyuzila biky jiného nez lidského twodu.
Nejcastji pouzivané byly biiky hlodavd@. Pouzitim tohoto fistupu byla indukovana
transformace lidskych bgk fragmentovanou DNA adenoviru 5 a byla vyisoa
transformovana lidska batna linie HEK 293 [45].

HEK 293 je bui¢na linie odvozena od ledvinné tkalidskych embryi. Poziji
bylo dokazano, ze HEK maji neuralnived, a&koli se pivodné myslelo, Ze se jedna
o0 buiky epitelu ledvinné tk&éh To vyswtluje jejich snadnou kultivaci aist. Cislo 293
uvadicislo usgsného pokusu transfekce DNA adenoviru doky46].

HEK buiky jsou Zn¢ vyuzivany pi studiich expresnich protdindiky jejich
snadnémutstu a transfekci [47]. V poslednich letech se &ojyuzivaji @i studovani
nana@astic. Rikladem n@ize byt studie o budné interakci nangastic oxidu
Zeleznatého s lkami HEK [48]. Pozoruje se totiZz, Ze nanotoxikotdg studie
newnuji dostaténou pozornost toxickémuciinku nan@astic oxidu zin&natého v
ledvinach. Proto byla v této studii vybrana dtmé linie HEK 293 jakan vitro model
pro analyzu cytotoxicity a také toxicity na urowa@lého organu. Vysledky z této studie
prokazaly, Ze interakce natéstic s bikami HEK zpisobila produkci ROS, ktera
pusobila jak na mitochondrialni, tak na lysosomalktivitu, a vedla k programované
smrti buiky. Také bylo ovlivieno uspdadani cytoskeletu a nejmenr&istice dokonce
difundovaly do bu&ného jadra [48].

NejwetsSi uplatrni nasla bu&nd linie HEK @i vyrobé virovych vakcin. Ve
studii z roku 2016 [49] byly navrzeny tky HEK-293 gstované na bezsérovém médiu

26



pro produkci velkého mnoZstvi ,virus-like particlededy ¢astic podobnych viru.
Virus-like particles pedstavuji slibnou alternativu jako vakcina protifipbe.
Jsou to nereplikativnéastice, které napodobuji morfologii nativnichiyia to jecini
imunogenijSimi nez klasické vakciny. Za timtéalem byla vyvinuta stabilni bétna
linie 293HA-NA exprimujici hemaglutinin a neuranmddzu (subtyp HI1NL1).
Po gechodné inserci plasmidu obsahujiciho gag doélbu2O3HA-NA se zvysilo
uvolovani hemaglutininu a neuraminidazy sedmkrat. Viikes particles vyldované
dokultivatnino meédia byly ziskany ultracentrifugaci. Tentostpp ma potencial
a mohl by podpiit masovou vyrobu bezpeéjSich a Iépe kontrolovanych vakcin
proti chiipce [49].

Mg¢ftici pristroj Oroboros v souvislosti s btimou linii HEK byl pouzit ve studii
z roku 2015, ve které seciila inhibice mitochondrialnihno komplexu | syntetjcki
isoflavonoidy [50]. K definovani mechanismuigobeni syntetickych isoflavondid
byly pouzity fizné typy bugk, véetrg burntk HEK. Po kultivaciin vitro s kazdym
lécivem byla ngfena spaeba kysliku a aktivita respimiho fettzce.
Analyza mitochondrialni respirace identifikovalankalex | jako gimy molekularni cil
téchto I&iv. Léciva (isoflavonoidy) komplex inhibuji, iéemZ dochazi k okamzité
redukci spateby kysliku a disipaci mitochondrialniho membraruavépotencialu
a Vv jeho dsledku také k buitné apoptdéze. Tudiz inhibici komplexu | tataiivé
znemo#uji proliferaci nadorovych buwk i vznik metastaz [50]. Tento mechanismus
je v poslednich letech Siroce studovan prdj s§yznamny potencial v ¢ i prevenci
rakoviny. Principem je spusti apoptické kaskady pouze u nadorovychékumatimco

zdravé biiky zistanou neddéeny [50].

2.5.3 Helalinie

4. tijna 1951 ticetileta Zena Henrietta Lacks, hospitalizovanakliice John
Hopkins v Baltimore v Marylandu, podlehla naslédk velmi agresivniho karcinomu
déloznihocipku. Jedt pied smrti byla pacientka testovana na sexuglenosné nemaoci
(vysledky byly negativni) a byla u ni provedenapsie dlozniho ¢ipku. Ctyii kusy
tkare z biopsie byly odeslany do ogldni patologie. Tk& z cervikalni biopsie
byla také poskytnuta pro vyzkumnéely laboratéi pro tkaovou kulturu v oddleni
chirurgie v nemocnici Johns Hopkins [51]. iy ziskané z bioptického vzorku
Henrietty Lack byly umisny do kultury, kde rostly a staly se tak prvni kds
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nadorovou bu&nou linii imortalizovanou v tkéové kultue. Buiky byly pojmenovany
"HelLa" po pa&ateinich 2 pismenech jména &jmeni Henrietty Lacks [52].
ve vyzkumu a byly zasadni pro mnoho biomedicinskyiitiomi poslednich padesat
let. HeLa buiky byly pouZity @i vyvoji vakciny proti obrg, nebo také k identifikaci a
izolaci viru HIV. V uplynulych letech byly hiky HelLa uplatovany @i genomické
i proteomické revoluci [53]. Vroce 2008 byla deha polovina Nobelovy ceny
v oblasti mediciny a lékaké fyziologie Haraldovi zur Hausenovi za objevskgch
papilomavifi zpisobujicich rakovinu &ozniho ¢ipku, jehoZz vyzkum zahrnoval tiky
HelLa. O rok pozéi ziskalo studium na HelLa Bkach dalSi Nobelovu cenu. Tentokrat
ji ziskala wdecka skupina Elizabeth H. Blackburn, Carol W. @eeia Jack W. Szostak
za praci ,jak jsou chromozomy cheéry telomerami a enzymem telomerazou” [54,55].
HelLa buiky jsou pro svou vysokou trvanlivost a vsestrannastvyzkumu dodnes
pouzivany pro aplikace, jako je objevovanituggtudie vifi a vyzkum rakoviny [56].

V souvislosti s mfenim respirace v mitochondriich kin HeLa se studie
Zz roku 2013 zabyvala vlivem Ubytku Lon proteazy foakci mitochondrii v HelLa
bunkach. Lon protedza je rozpustnd ATP-dependentnie@za, ktera se nachazi v
matrix savich mitochondrii [57]. Lon proteaza je obzvisEinn4 [ rozpoznavani
a proteolyze chybn slozenych a posSkozenych proteinovych struktur .[58]
SniZena aktivita Lon proteazy byva spojena s natlabu degradaci a akumulaci
oxidovanych proteii, zhorSenymi mitochondridlnimi funkcemi a smrti &kri59].
Bylo prokdzano, Ze protedza Lonube byt poSkozena ip postizeni jater, srdce
a kosterniho svalu wvidledku sté. V zavislosti na nefurkosti a posSkozeni
Lon protedzy dochazi ke vzniku oxioh@ modifikovaného proteinu [60]. Kron
jeji proteolytické aktivity bylo také prokazano, Zsawi Lon proteaza vykazuje
vlastnosti chaperonu a specificky vaze sekvenceamitndrialni DNA [61].

HeLa buky ochuzené o protedzu Lon byly analyzovany respatoem
a nevykazovaly vyznamné 2my mitochondrialni aktivity. OvSem tytéz iiky
vykazovaly zvySenou produkci mitochondridlnich RO®rodukce superoxidu
v mitochondriich byla vizualizovana metodou fluaeni mikroskopie pomoci
MitoSOXred sondy [62]. MitoSOXred sonda pronika feych burgk, kde selektiva
cili do mitochondrii. Rychle se oxiduje superoxidenoxidovany produkt vykazuje

silnou fluorescenci [63].
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Vysledky studie uvadi, Zze nedostatek Lon protedayevke zvySené produkci
ROS a akumulaci oxidaci modifikovaného proteinu. tAké, Ze vyerpéani
mitochondrialni protedzy Lon v Hela itkdch miZze byt alesp caste&né
kompenzovano jinymi ATP-dependentnimi mitochondii&i protedzami [62].

Jina studie zroku 2011 selnuje studiu naruSeni karcinogeneze zvySenim
mitochondrialni biogeneze [64]. UZ desitky let jgamo, Ze nadorové hiky vyrazré
reguluji svoji oxidativni fosforylaci a energii mokuji pevazre z glykolyzy,
piicemz je nasledh akumulovana kyselina migéa v cytosolu [65]. Zavislost
na glykolyze a netinné oxidativni fosforylaci umaitije produkci velkych mnoZstvi
metabolickych meziprodukt které slouzi jako prekurzory biosyntézy tilavnich tid
makromolekul (nukleovych kyselin, lipid a proteiti) v rychle proliferujicich
nadorovych bilkkach [66]. Bugcna respirace pouzitych nadorovych Bemych linii,
mezi nimiz byla i linie HeLa buk, byla ntfena analyzatory Seahorse a Oroboros [64].

2.5.4 SH-SY5Y neuroblastomova linie

Neuroblastomové butiné linie jsou transformované tiky neuralni liSty
schopné neomezené proliferaicevitro. Tyto burg¢né linie si zachovavaji schopnost
diferenciace natzné typy neurdlnich bgk. Diferenciace je zahajena kultivaci s
raznymi ¢inidly. Tato schopnost bi@k neuroblastomu proliferovat a diferencovat se je
vybornymin vitro systémem proizné studie [67].

SH-SY5Y neuroblastomova linie je lidska &ina linie subklonovanatwodns
Z buré¢né linie nazvané SK-N-SH, ktera byla izolovanaapbie kostni tené odebrané
Ctyileté divce s neuroblastomem [67]. Mit vhodné sygtém vivo a in vitro,
které poskytuji dobré modely lidského onem#dn je nedilnou saiésti vyzkumu
neurobiologie a neur@d. Buiky SH-SY5Y maji stabilni karyotyp sestavajici ze
ctyriceti sedmi chromozofn a mohou byt diferencovany préstinictvim fiznych
mechanism od stadia neuroblastu do stadia zralych lidskyetron [68], ¢i dokonce
specifickych neuronovych podt§pjako jsou adrenergni, cholinergni a dopaminergni
neurony [69].

Studie zroku 2009 se zabyvala vznikegramyloidi a jejich vlivem na
bung¢nou respiraci, produkci energie a aktivitu mitoctiealnino respiréniho fetzce
v buikach lidského neuroblastomu [70]. Mitochondridlnéspirgni funkce a
energeticky metabolismus byly analyzovany v komtich lidskych neuroblastomovych
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bunkdch (SH-SY5Y) a bufkné linii ziskané transfekci SH-SY5Y s vektorem
obsahujicim celou kodujici oblast lidského amyldidn prekurzorového proteinu.
Respir&ni kapacita mitochondrialniho elektronového tramspboietzce byla ndiena
respirometrem Oroboros. Dale bylyceny aktivity jednotlivych mitochondrialnich
komplexa [70].

Komplexy | a Il pracovaly stefn u obou ty@ burgk, zatimco aktivita
komplexu IV byla vyrazé snizena v hitkach s amyloidnim prekurzorem. Naproti tomu
aktivita komplexu Il byla u tychz bwk signifikantré zvySena z @vodu kompenzace
nefunkénosti komplexu IV. Tento kompenga mechanismus vSak nemohl zabranit
silnému naruSeni celkového dychani. Vysledekiemi prokazal, Ze respirace
spolu s produkci ATP byla v Blkach s amyloidnim prekurzorem sniZzena v porovnani
s kontrolnimi bukami [70].

2.5.5 HUVEC linie

Lidské endotelové hiky pupenikove Zily (HUVEC, z anglického Human
Umbilical Vein Endothelial Cells) jsou izolovany zaravé lidské umbilické Zily.
PouzZivaji se hlavn ke studiu funkce a patologie endotelovych dun[71].
Monovrstva endotelovych btk tvoii vnitini buréénou vystelku krevnich cév (tepny,
Zily a kapilary) a lymfatického systému a je tedyiimém kontaktu s krvi, lymfou
a cirkulujicimi buikami. Endotel ma hlavni roli v kontrole fluidity & a v dodani
impulzu pro agregaci trombodyt Vrstva endotelu je takéubbZitym endokrinnim
organem. Ovliviuje pfitok krve syntézou a uvisbvanim relaxénich a kontra&nich
fakton. Endotelialni  dysfunkce  iniciuje  kardiovaskularni onemocgni
jako jsou hypertenze nebo ateroskler6za [72]. iRadigi jsou i buky HUVEC,
které jsou pedEzreé testovany na vaskularni endotelialiiétovy faktor, coz je wezity
signaliz&ni  protein, ktery stimuluje angiogenezi a cévni npeabilitu.
In vitro bylo prokazano, Ze vaskularni endotelialidgtovy faktor stimuluje endotelialni
buné¢nou mitogenezi [73].

Burg¢nd linie HUVEC byla pouZita vroce 2016 pro studiuginné latky
karvedilol na biogenezi mitochondrii [74].¢kblik predchozich studii prokéazalo,
Ze karvedilol vykazuje mnohé farmakologické vlastho \etre antioxida&nich,

protizaretlivych, antiapoptotickych a antifibrotickych [75[Také se prokazalo nia
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vitro, ex vivoain vivo modelech, Ze karvedilol chrani mitochondrieditiznymi stresy
a ma pozitivni vliv na srd@i mitochondrie i u srd@ich dysfunkci [76].

Aby bylo mozné zjistit, zda karvedilol obnovuje tathondrialni funkci,
byl pouzit se pro &teni spateby G respirometr Oroboros [74]. Karvedilol inhibuje
mitochondrialni komplex |, ale také inhibuje produROS i poSkozeni komplexu |
v mitochondriich [77]. Sp#éba kysliku byla u karvedilolemdénych bugk HUVEC

zvysena, 2ehoz vyplyva i zvySena mitochondrialni respiriarychlost [74].

2.5.6 Makrofagové bugéné linie

Makrofagova bu&na linie RAW 264.7 odvozena od mysSich monéac jiz
vice nez 40 let jednou z wepgji pouzivanych myeloidnich bgdnych linii. Tyto
buiky jsou popsany jako vhodny model makrafagrotoZze jsou schopné prowéad
pinocytozu a fagocytozu a také jsou schopné zaldijevé buiky cytotoxickymi
mechanismy zavislymi na protilatkach. Byla u nichvit prokdzana schopnost
diferencovat se na osteoklasty [78]. Makrofagy j&tidové v imunitni odpogdi pro
svoji Ulohu produkovat regulai cytokiny, protedzy a koaguidai faktory. Navic
zaji¥uji traveni patogel nekrotickych bu&nych ulomki a dalSich cizich objekt
které se vyskytuji v hostiteli [79]. Dnes jiz vimge makrofagy vykazuji rozdilné
metabolické fenotypy a zpr@stlkovavaji celouradu alternativnich funkci, cetrg
imunosuprese a opravy tkaf80]. Buns¢énarada makrofaly RAW 264.7 je vhodnynm
vitro modelem funkci makroféiga monocyi in vivo. Z tchto divoda burgéna linie
RAW slouzi jako modelovy organismusi gxpozici endotoxiim a cytokimim i pii
piimych parazitarnich infekcich a stavech &kwé reakce [79]. Jinymi slovy je tato
burééna linie BzZn¢ pouzivdna pro studium bétnych reakci na mikroby a jejich
produkty [81].

AMJ2-C11 také pat mezi makrofagove buiné linie. Jedna se o alveolarni
makrofagy, které hraji Ustdni roli v obraa plic. Fi sepsi a jinych patologickych
stavech miZze bakterialni lipopolysacharidovy endotoxin indu&buvolréni cytokini
z alveolarnich makrofdg Mezi cytokiny podporujici z&h pati tumor-nekroticky
faktor alfa, interleukin-1 a interleukin-6. AMJ2-Cllinie je mySi alveolarni
makrofagova buitna linie produkujici interleukin-6 [82].

Studie z roku 2014 [83] se zafila na schopnost imortalizované k&iné linie
(AMJ2-C11) udrzet aerobni b&mé dychani P sniZzujici se koncentraci kyslikitem
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kontinualni expozice sulfidemi@dpokladalo se, Ze metabolismus (a eliminace)dsulfi
by se mdl snizit pi omezené koncentraci kysliku, p#wproto, Ze je spojen
s mitochondrialnim respitaim ftettzcem a probihd za aerobnich podminek.
Pokusy se provaty na g@istroji Oroboros. Biiky byly studovany ve dvouirnych
metabolickych stavech, ato za normalniho fyziatkého dychani a po rozpojeni
mitochondrialni dychani. Vysledky studie nagm@ Ze aerobni dychanitipsnizené
koncentraci kysliku je rychleji inhibovano kontioidn pridavkem sulfidu. Takeé
ukazuji, Ze tento dinek nastava je8tpred tim, nez se aerobni metabolismus snizi
nedostatkem Kkysliku. Tato vlastnost teoretickyedpoklada schopnost sulfidu
piedpowdét hypoxii, nebd reaguje na pokles koncentrace kyslikuggsed tim, nez se

hypoxie stane omezujicim faktorem pro &tmy metabolismus [83].

2.5.7 HK-2 linie

Studie hodnotici mechanismy fyziologie a patofyaipe burk proximalniho
tubulu z&aly stale vice vyuZzivat systéemy kidnych kultur. Z tohoto @vodu vznikla
burééna linie HK-2, imortalizovana epitelialni b&ma linie izolovand z ledvin
dosglého ¢loveka. Primarni kultura butk proximalniho tubulu z dosfe lidské
ledviny byla vystavena {sobeni rekombinantniho retroviru s geny lidského
papilomaviru, coz vedlo ke vzniku btimé linie HK-2, ktera rostla kontinuanv
médiu bez séra azachovavala si fenotyp i &ahkcharakteristiky proximéalniho
tubuléarniho epitelu [84].

Je dilezité si u¢domit, Ze ledviny jsou hlavni cilové organy pro it
vyhodnoceni nefrotoxicity un vitro modelu. S timto za#mem byl vyvinutin vitro
model zalozeny na HK-2 likdch pro hodnoceni nefrotoxicity a umoznil tak
predpowdét nefrotoxicitu i v ranych preklinickych stadiiclyakumu I&€iv [85].

Ledviny, tj. organ, ktery n&klad odstréuje odpad z krve a reguluje rovnovahu
tekutin a elektrolyt, vyZaduje velké mnoZstvi mitochondrii, protoZe adiitondrie
poskytuji energii kiizeni gchto dilezitych funkci. Ledvina ma& hned po srdci druhy
nejvyssi obsah mitochondrii a tim padem i druhoyvy38i spoatebu kysliku.
Pripadna mitochondrialni dysfunkcedasta a objevuje sdipkutnim poskozeni ledvin

a diabetické nefropatii. #P neobnoveni funkce mitochondrii e vést az
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k chronickému onemoeni ledvin. Obnoveni funkce mitochondriiuie vést ke zvratu
bunééného posSkozeni a obnoveni renalnich funkci [86].

Ledviny a ledvinné hiky jsou také vyznamnym zdrojem izolovanych
mitochondrii. Vy€znost izolace je ziaa, vzhledem k pttu mitochondrii a ,nikkosti*
tk&re, kterou ledvina pedstavuje (oproti vidknité tkani, jako je sval) [87

Skupina ¥dci vroce 2012 v Belgii [88] zkoumalaciaky bakterialniho
endotoxinu na bazalni respiraci kknHK-2. Simulovali tak mechanismus regulace
kysliku @i akutnim posSkozeni ledvin indukovaném &&m. Respirace byla ¢fena
piistrojem Oroboros a speba kysliku patnacti milian burntk HK-2 oSetenych
endotoxinem. Tyto hiky vykazovaly sniZzenou spgebu kysliku. Reverzibilita
této snizené spiamby kysliku byla testovana¢kolikanasobnym promytim bgk
inkubovanych s endotoxinem a jejich naslednou iakil§po dobu 24 hodin) v médiu
bez endotoxinu. Stejna btima respirace ietrvavala i po odstréni stresového
faktoru, a tedy snizeni sgeby kysliku u buék je nevratné. Endotoxinem ovlitmé
bunky HK-2 jiz nebyly schopny pouzivat dostupny kyslik udrzeni svych
metabolickych funkci. Tato studie podporuje hypatéze septicky Sok musi byt

povaZovan zaifimy mechanismus akutniho poSkozeni ledvin [88].

2.5.8 Jurkat linie

Buné¢nd linie Jurkat, byla poprvé izolovana z perifeknie 14letého chlapce
s akutni lymfoblastickou leukémiitipprvnim relapsu v roce 197&asto se tato
burg¢na linie nazyva "JM" &oli se spiSe jedna o sestersky klon (Jurkat a sk |
odvozeny od stejného pacienta). JM linidize ale mit pogkud odliSné vlastnosti
[89,90].

Transformované T-bukiné linie (nejznargSi z €chto modelovych systéim
je leukemickda linie T-buwk Jurkat) se pouzivaly ke studiu signatizech receptar
T-lymfocyta (TCR). Burééna linie Jurkat byla jednou zé¢kolika leukemickych
burg¢nych linii, ktera spontarn nebo indukovatekh uvoliovala velké mnoZzstvi
interleukinu-2. Jurkat hiky byly zvlast silnymi producenty interleukinu-2 po
stimulaci fytohemaglutininem. Ve stejném obdobi doybké diky biikam Jurkat
objeveno, Ze ligace TCR spousti intracelularni tiwehni vapenatych ioaf91].

Jurkat linie se vdneSni dbbnejvice pouziva v oborech imunologie,

imunofarmakologie a podobnych oborech a navazujejihazmirgné poznatky.
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Napiklad studium imunostimulancii uvaljicich vapenaté ionty [92], studium sekrece
interleukinu-2 a inhibitar sekrece [93] nebo dalSi signaliné drahy. Také se Jurkat

buiky zataly pouZzivat v technologii editace genomu CRISPRSJ&a4].

34



2.5.9 A549 linie

Bunééna linie A549 byla izolovana v roce 1973 z plicndaenokarcinomu [95]
a postuph se stala zakladnim piéim pro vyzkum funkce plic,i¥pstoze byla jpvodns
vyvinuta pro vyzkum rakoviny. Vysoky pet multilamelarnich disek indikuje,
Ze buika mize byt schopna produkce povrckoaktivnich latek, coz je Klovy znak
fyziologickych pneumocyi Il. typu. Toto je dkaz o schopnosti této linie vykazovat
vlastnosti fenotypu plicnich epitelialnich kn[96]. Také ma tato linie uplaini v
oboru virologie, protoZze butina linie A549 je vhodnym hostitelem pro mnoho
lidskych respiranich viri véetrné adenoviti [97] a napiklad studie z roku 2016 se
zabyvala otazkou, jak ¢éa gimym elektrickym proudem modifikuje mitochondrialni
funkci a obsah lipid v burg¢né linii A549 [98].

Elektrochemicka terapie zahrnujecté pevnych naddr prfimym elektrickym
proudem. Tato studie hodnotila specifickéniy elektrického proudu na biochemické
a metabolické  vlastnosti lidské higné linie  karcinomu plic  A549.
Apoptoza byla hodnocena na zakladktivity kaspazy-3 a na zakladdisipace
mitochondrialniho transmembranového potencialu.fdogie burtk byla analyzovana
pomoci transmisni elektronové mikroskopie a lip@okaptky byly studovany
rentgenovou mikroanalyzou. Pro stanoveni parametitochondrialni respirace
byla pouzita respirometrie s vysokym rozliSenim][98

Respirace A549 byla hodnocena okathpb oSeteni elektrickym proudem
a24 hodin po oS@ni. Kngfeni respirace byl pouzit fistroj Oroboros.
Ke studiu specifickych zém v oxidativni fosforylaci byl pdan oligomycin, inhibitor
ATP-syntazy. Nasledn byla stanovena maximalni respirace postupnou ctitra
rozpojova&e. Maximalni spdtby kysliku bylo dosazeno s koncentracemi v rozmezi
0,2-0,4 umol/l FCCP. Nakonec byla mitochondrialni respirackibovana pidanim
KCN. Neékteré funkni zmeEny v respiraci byly pozorovany po 24 hodinackblé
elektrickym proudem s vyznamnym zvySenifibfizné o 35 %. Tyto biochemicke
zmeény mohou byt vysstleny zvySenim aktivity elektronového transportngystému

nebo dokonce zvySenim mitochondrialni biogenezg [98
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2.6 TOXICKE PUSOBENI KADMIA NA UROVNI BU NKY

Kadmium (Cd) je firozert se vyskytujici kov nachéazejici se v periodické
tabulce prvk mezi zinkem a rtuti. Svou chemickou povahou senv@lodoba zinku.
Nejcastji se vyskytuje ve formy dvojmocného kationtu, n#éjlad chlorid kademnaty.
Jeho zastoupeni v zemskérd nenic¢etné, asi 1:10 miliaim a obvykle jako n&stota
v usazeninach zinku nebo olova [99].

Komekné se kadmium pouziva v televiznich obrazovkach,réase bateriich,
nagrovych barvach a kosmetickych vyrobcich. V Sedetatetech dvacatého stoleti
se kadmium ve s&si se zinkem pouzivalo pro deséni tsréni v olownych
vodovodnich potrubich [100].

Kadmium se do organismu dostava hkavadechovanim nebo pozitim.
Absorpce kontaktem s pokozkou je zanedbatelna. B0a% pozitého Cd je u&bano
ve stevech a absorpce stoupé pedostatku Zeleza, vapniku nebo zinku v organismu
Expozice kadmia nastava tip poziti kontaminovanych potravin nebo vody
a mize zmisobit dlouhodobé zdravotni efekty. Vyznamnym zdroj€d je kodeni
cigaret. Hladiny Cd v krvi a ledvinach jsou uiélli vyznamri vySSi nez u nekaka.
DalSim dilezitym faktorem pro expozici Cd jsou pracovni padky v primyslové
vyrok¢ (nagiklad svaovani nebo pajeni), které mohouagpbit £€Zkou pneumonitidu
[100,101].

Toxicita kadmia byla prokazana vékolika organech, téb.3. Kadmium
indukuje poSkozeni tk&repigenetickymi znami exprese DNA, indukci oxidativniho
stresu, poruSenim transportnich mechafisan dalSimi patologickymi mechanismy
jako je napiklad kompetitivni inhibice enzytnnebo poSkozeni mitochondrialni funkce
[100].

Biologicky polatas kadmia v krvi se odhaduje na 75 az 128 dni,
biologicky pola@as eliminace prvkz orgari a tkani az 25 let [102].
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Tabulka 3: Prehled orgaf a cilovych buik toxicity kadmia s @éisledky. Upraveno dle [100]

Organ / systém

ledviny

kosti

sval

endotel

imunitni
systém

hormony

varlata

CNS

nador

Typ bunék a mechanismus
toxicity Cd

hromadni Cd v buikach proximalniho
tubulu

potlateni produkce erytropoetinu
v juxtaglomerulérnich hikach

naruSeni metabolismu vitaminu D u
burgk ledvin

stimulace osteoklast
poskozeni osteoblast

hromadni Cd v butkach hladké
svaloviny

dopad na transkripci genu &kin
endotelu vaskularniho systému

indukce diferenciace monodéyt
znemozgni diferenciace T-lymfocyit
potladeni aktivity NK burtk [114]
zastaveni busgného cyklu splenocyt
tyreotropni hiky

folikularni buiky Stitné zlazy

Poskozeni funkce/Nalezy

oxidani poSkozeni transportnich
proteini a mitochondrii, apoptoza
bungk [103]

téZké anémie, hemolyza, deficit
Zeleza [104]

po3kozeni absorpce vapniku, narueni
metabolismu kolagenu, osteomalacie
a osteoporodza [105]

osteopor6za [106]
pokles osteokalcinu v séru [107]

apoptoza [108]

hypertenze [109], diabetes [110],
po3kozeni vazokonstrikce [111]

pénoveé buiky [112]

ztrata schopnosti imunizace [113]

apoptédza [115]
potlateni produkce TSH [116]

zvySeni sér. hladin T3 a T4 [116]

po3kozeni schopnosti adheze prekirzorztrata zarodmych burk, snizeni

spermii k Sertoliho htkam

kortikalni buiky

vznik nddorovych bk
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poctu spermii, subfertilita/neplodnost
[117]

snizeni aktivity acetylcholinesterazy,
zvySeni oxidaniho stresu, W§erpani
glutathionu a dalSich antioxiddint
apoptoza [118]

rakovina pankreatu [119], prostaty
[120], plic [121], prsu [122],
non-Hodgkiriiv lymfom [121]



Po absorpci je Cd transportovano po celélm, tobvykle navazano na protein
metalothionein(obr.8). Metalothioneiny (MT) jsou vSudyfitomné proteiny s nizkou
molekulovou hmotnosti bohaté na cystein a kovowvéyioObsahuji kovové klastry
tvorené ionty ZAY, Cd* a Cd*. U savé existuji ctyfi odlisné metalothioneinové
izoformy ozngené MT-1 az MT-4. Prvni objevené MT-1 a MT-2 jsoinoée
exprimovaneé izoformy, jejichZz biosyntéza je indu&mina Sirokou Skalou poéhi,
véetre kowa, léki a zawmtlivych mediatoi. Naproti tomu MT-3 a MT-4
jsou neindukovatelné proteiny, jejichz exprese mmarn® omezena na centralni
nervovy systém agkteré dlazdicové epitely [123].

Metalothioneiny maji dlezitou ochrannou funkci proti poSkozeni mozku
a proti kovem indukovanému neurodegenerativnimummoeeni. Je stale vicergime,
Ze MT pIni mnoho funkci, detre udrzovani homeostazy zinku aédn ochrany

pied toxicitou &Zkych kovi a ochrany fed oxid&nim poSkozenim [123].

Obr.8: Trojrozn¥rna struktura metalothioneinu se sedmi atomy kadi@&MT) [124]
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Kationtové kandly fechodného receptorového potencidlu TRPV5 a TRPV6
(z anglického Transient Receptor Potential channels, of the \aidil subtypg
jsou d hlavni transportni drahy, kterérgmasi vapnik v lidskéméle a udrzuji
tak homeostazu vapenatych ®ntTRPV5 se vyskytuje hlaénv distalnim tubulu
a ma kléovou roli v reabsorpci vapniku. TRPV6 slouZi pridedity transport vapniku
do duodena a placenty [125].

Je také znamo, Ze drdha TRPV6 je schopna doprawdkalik tézkych kowva
véetne kadmia [126]. Kadmium dokaze substituovat vapniirek na mnoha mistech
nebo inhibovat antioxidai enzymy [127].

Vzhledem k lokalizaci TRPV6 v tenkémiet® mize TRPV6 slouZit jako
vstupni brana pro kadmium d&a. Podobg je draha TRPV5 lokalizovana v memb¢an
distalniho tubulu v ledvinach, kdeude zapicinit reabsorpci kadmiaiimz se nasobi
renalni giznaky toxicity kadmia [125].

Cd indukuje bu&nou smrt @znymi mechanismy, které zavisi na dob
expozice, davce a typu fiky. Obec plati, e vystaveni nizkym koncentracim*Cd
chronické expozici Cd vede k apoptéze, zatimco akutni otravy s vysokymi
koncentracemi Cd indukuji nekrézu. K apoptézetthe dojit rkolika cestami. Prvni
z nich je klasickd mitochondridlni draha zavisla eyochromu c. Cd maZe také
indukovat apoptézu nezavislou na kaspazatimz se zvySuje produkce ROS
v mitochondriich, i ¢emz se uvailuji zasobni vapenaté ionty adeypava se glutathion
jakozto vychytava ROS [128]. V biikach HEK293 kadmium indukuje apoptdézu
prostednictvim aktivace kaspazy 3 [129].

Toxické &inky ionti téZkych kowi jsou také dsledkem jejich interakce
s nativnimi bilkovinami. OvSeméiké kovy, mezi které patpraw kadmium, velmi
acinné inhibuji i znovuobnoveni struktury denaturovanygfoteini a to spontanf
pomoci ATPtizeného chaperonového systému a také chaperonemstegkované
opetovné slozZeni tepetndenaturovanych protainKadmium a dalSiceké kovy vytvéi
stabilni komplexy s ligandy (thiolovou, imidazolavoa karboxylovou skupinou)
v proteinech. Tyto komplexy kov-bilkovina mohou Ipjipojeny dokonce vice vazbami
k nékolika vhodré umistnym ligandovym postranniniettzcim denaturovaného
proteinu. Vznik komplexu zajiStuje pré&inhibici opravy denaturace proteinu [130].

V ptipack otravy €zkymi kovy se interference kademnatych tostgirozenymi
formami proteiti miZe projevit jako kvantitativni nedostatek postizgmyproteiri,

nebo jako vznik proteotoxickych agret§t30].
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2.7 TOXICKE PUSOBENI KADMIA NA UROVNI MITOCHONDRIE

Je znamo, Ze ionty kadmia v organismu netajiZadné fyziologické funkce.
A souwasre kadmium jas#é vykazuje toxické &inky na organismus.

Poté, co Ct vstupuje do cytosolu bak, vytvai komplexy aminokyselinami,
nebo peptidy a proteiny, které obsahuji SH skupiAykladem je metalothionein
nebo glutathion. Tyto molekuly ,neutralizuji* tokié vliastnosti &Zkych kowa a chrani
tak intracelularni progedi pged oxid&nim stresem. \Werpani &chto ochrannych
faktoni vede k tvorb reaktivnich forem kysliku (ROS) a naslednému padko organel
[131]. Stejrk tak dochazi k produkci ROS wisledku vytl&eni endogennich redoxnich
kovi (FE€*, CU#") indukovaného kadmiem [132]. Pokud nejsou tytessivé udalosti
dostatén¢ kompenzované opravnymi mechanismy, podstoupkdprogramovanou
buréénou smrt nebo nekrézu [131]. Apoptéza nastdva aktivdvou hlavnich
signaliz&nich cest: 1) aktivaci receptoru smrti (Fas reagpteebo 2) aktivaci
mitochondrialni drahy nezavislé na receptoru [138]slani signalu o buitné smrti
vede k reakci, i které se z mezimembranového prostoru mitochondn®Ini
fada proapoptotickych protéindo cytosolu. Hkladem proteifi, které se norméatn
sekvestruji v mitochondriich, ale jsou ukoVvany i apoptotickych signalech,
je cytochrom c(obr.9) [134], faktor indukujici apoptézu [135] nelfada prokaspaz
[136]. Jakmile se cytochrom c¢ uvolni do cytosolwtveri typicky apoptosom
s dalSimi cytosolovymi slozkami (komplex cytochrartApaf-1/kaspaza 9) a spusti

aktivaci bugcné kaskady proteéz, které nakonec vedou k apopidikey [133,134].

Obr.9: Expozice bugk proximalniho tubulu 10 mol/l H[131]
V kontrolach (vlevo) maji biky kulaté, sstle modré jadro a bodové rodéni cytochromu (jasfsi
castice v cytosolu), coz nazhge, Zze cytochrom c je lokalizovan v mitochondKidyz jsou biky
inkubovany v prosedi s C4" po dobu 24 hodin, vykazuji apoptotickéikyivyznamnou znu distribuce
cytochromu ¢ (vpravo) ve srovnani s kontrolou. R@ddistribuce cytochromu c se amia na diftzni.
Tzn., Ze cytochrom ¢ byl uvéinz mitochondrie do cytosolu.
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V poslednich letech byla aktign studovana Uuloha ioint kadmia pi
nespecifickém zvySeni permeability mitochondridh@mbrany [137].

Propustnost wW)Si mitochondrialni membrany je dana skupinou pmnch
proteini. Mitochondrialni poriny fenasi malé molekuly a spoi€ tvori MPTP,
tedy mitochondrialni po6r fechodné permeability (z anglickéhanitochondrial
permeability transition pong ktery se otevird v reakci na apoptotické signdaly
Mitochondrialni poriny maji vyznamné role viznych bugénych procesech ¢etrg
regulace ATP a toku vapniku [138]. Otemi MPTP je indukovano vapenatymi ionty
a inhibice, tj. zakeni MPTP je indukovana cyklosporinem A [138br.10) V disledku
oteweni MPTP dochazi k nabobtnani mitochondrii a k Mmiu uvohovani C&

Z &chto organel [137].

Cd?* aktivuje otevirani pdr tvorbou koordinanich komplex s —SH skupinami
mitochondrie [140]. Tim ionty Cd indukuji intenzivni bobtnani mitochondrii
zprostedkované nespecifickym zvySenim permeability memprfl41]. Bobtnani
je také spojeno se zvySenym wwmlanim cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru
[131].

Klicovy prvek pro pochopeni toho, jak €dovliviiuje propustnost vriini
mitochondrialni membrény, je uniporter MCUnifochondrial calcium uniportgr
Je-li koncentrace intracelularniho ddostatens vysoka, vstupuji ionty do matrix
skrz uniporter MCU. Po vstupu €ddo matrix aktivuje aquaporiny aifpk H,O
vede k osmotickému otoku a uvein cytochromu c [131].

Blokatory MCU (rutheniova cervei, Ru360, ionty L&) zabréanily
mitochondrialnimu bobtnani a uveli cytochromu c. To potvrzuje, ze €da C&*
jsou transportovany do mitochondrii stejnym mecbraweim, tj. pes MCU.
Prestoze transporét¢hto ionfi je stejny, jejich Gel uvnit mitochondrie se ziaé lisi
[131].

Cyklus draselnych ioit ktery fispiva k udrzeni strukturalni a fusid integrity
mitochondrii, zahrnuje tok K pies K kandly a vymnu K'/H', ktera reguluje
fyziologickou mitochondrialni homeostazu [142]. bhondrie maji ékolik K* kanah
neboli uniportel na vnitni mitochondrialni membré&n Vstup Cd* skrz K kanal
je také mozny a rowi indukuje osmotické bobtnani [131].

Dulezitou slozkou MPTP je adeninnukleotidtranslokdmea vnitni membrag
mitochondrie a nafyoveé tizeny aniontovy kanal na ¥$i membrasa mitochondrie.

PobliZz adeninnukleotidtranslokazy je maly rozpugirgtein cyklofilin D. Tento protein
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na sebe vaze cyklosporin A nebo kyselinu bongkrelipvcoz jsou velmi silné
inhibitory MPTP. Nicmén cinky téchto inhibitofi na zastaveni mitochondrialniho

otoku indukovaného Gtinejsou dostate silné [131].

Obr.10: Ucinky Cd* na propustnost mitochondrialnich membf4na3].
(PTP = mitochondrialni pér pechodné permeability; MCU = uniporter pro vapenaignty;
RR/Ru360 = rutheniovéervei; CsA = cyklosporin A (CsA))

V bunkach proximalniho tubulu se po Cd intoxikaci sni@itet mitochondrii
a objevily se degenerované mitochondrie se snizémstiotou matrix a chyicimi
kristami [144]. Co se te &inka téZkych kowvi na mitochondridlni transportigtzec,
s nejtsSi pravépodobnosti v mitochondriich inhibuji aktivitu koregh Il a 1l
vice nez aktivitu ostatnich komplexStudované byly vSechny komplexy: komplex |
az V. Vysledky ukazuji, Ze komplex Il a komplex [Bou citliwjsi vici Cd nez
komplexy I, IV a V ve ttech testovanych tkanich tj. v mitochondriich jategzku a
srdce maotat. U mitochondrii izolovanych z jaterni tkarbyla maximalni inhibice
komplexi Il a Ill dosazena viftomnosti 20 uM CdGla enzymové aktivity kompleix
I a Il bylyinhibovany o 58 a 75 %. Inhibice emmgvé aktivity komplex
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elektronového transportnihdettzce mitochondrii izolovanych z mozkové tkan
vykazovala podobny profil jako u mitochondrii zgati tkag. Komplexy mitochondrii
izolovanych ze srdmi tkare byly mére citlivé na Cd ve srovnani s mitochondriemi
jaternimi a mozkovymi [145].

Za &elem gezkoumani, zda je inhibice komplexu Ill reverzikilbyla gidana
EDTA k mitochondriim oSéenych kadmiem. idani EDTA zvratilo inhibini (&inek
Cd a vice nez 90 % enzymoveé aktivity bylo obnovgaib].

Pri pouziti substrdt specifickych pro kazdy komplex bylo prokazano, Ge
muze indukovat generaci ROS pouze v komplexu lll.s€d/aze na gmisto komplexu
[l mezi semiubichinonem a hemem b566. TudiZz séaheyimo do vazebného mista
myxothiazolu (obr.11) Tato vazba zabiiaje prenosu elektroln ze semiubichinonu
na hem b566 a semiubichinon se hromadi vé@t Kumulované semiubichinony
jsou nestabilni a snadnaedlaji swj elektron molekularnimu kysliku¢imz vznika

superoxidovy anion [145].
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Obr.11: Draha Q-cyklu145].
Pirenos elektroi z ubichinolu na cytochrom a'gs prostetické skupiny komplexu Il je zobrazemypew
Sipkami. Q predstavuje negativni stranu membrany, kde je ubichimedukovan. Qpiredstavuje pozitivni
stranu membrany, kde je ubichinol oxidovan. Vazehfsto pro Cd se nachazi mezi b566 -a g mist
Q.. Sedé obdélniky ukazuji vazebna mista pro infmjbéntimycin A (AA) a myxothiazol (M)45].
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A protoZze hlavni misto produkce ROS sidli v kompldH, jeho dysfunkce
muze zvySit produkci ROS nad hranici neutratizia schopnosti antioxidaint
které se rovéZ nachazeji v mitochondriich [146]. Po 5 az 10 réoh expozice in vitro
kadmium zj@sobuje lipoperoxidaci mitochondrialni membrany [[L47eroxidy lipich
mohou slouzit jako zdroj reaktivnich forem kysliksniZuji hladiny glutathionu a
hladiny antioxidanich enzyni. Typické pro intoxikaci Cd je také abnormalni zenys
acidifikace v disledku produkce laktatu uvinmnitochondrie. Tvorba laktaturgdstavuje
piekazku pro oxidéni metabolismus [148]. Kadmium &gobuje pokles triacylglycerl
a cholesterolu uvnit mitochondrie a indukuje ndst triacylglyceroh v cytosolu
a také zvySeni hladiny cholesterolu a fosfolipidjade [149].

DalSim dilezitym cilem ROS je mtDNA. Oxidai poSkozeni ¢asto
vede ke smrtelnému poskozeni Bkinprostednictvim inhibice penosu elektroi
disipaci potencidlu mitochondridlni membrany a 8ani vzniku ATP.
MtDNA je obzvla&t citliva k poSkozeni pomoci ROS, protoZze neméa dekta
ochrannych histah a je prostoro¥ velmi blizko elektronovému transportninietézci
jako hlavnimu mistu pro produkci volnych radikdReaktivni formy kysliku mohou
nagiklad vyvolat tvorbu 8-hydroxydeoxyguanosinu. 8-ltyxlydeoxyguanosin jediné
pouzivanym markerem poskozeni DNAwtstedku oxidéniho stresu. Hladina oxida¢
modifikovanych bazi v mtDNA je 10 az 20krat vys&znhladina v jaderné DNA.
Oxidaini poSkozeni indukované ROS je pr&vddobre hlavnim zdrojem

mitochondrialni genomické nestability. Tato neditebmtDNA je povaZzovana za jeden

Mrivrw s
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Obr.12: Obecné schéma biologickéhéstedku intoxikace Cd na mitochondrie &gt burek.

Upraveno dlg151].
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3. CiL PRACE

1) Zavést metodu izolace PBMC z periferni krve.

2) Vyuzit PBMC a bu&né linie k néfeni bugéné respiracén vitro.

3) Zavést metodu izolace mitochondrii z &tmych kultur.

4) Vyuzit mzné typy biologickéhaoin vitro materialu ke sledovani zm buré¢né

respirace po ovlivni kadmiem
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 POMUICKY A PRISTROJE
Analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, ddecko)
Centrifuga Eppendorf 5804 R (Eppendorf AGniecko)
Centrifuga Hettich Mikro 22R (Hettich,dhecko)
Centrifug&ni zkumavky konické (Nunc, Dansko)
Dounce homogenizator Kontes (Kimble Chase, USA)
Hematologicky analyzator Sysmex XS-1000i (Sysmexrope GmbH,
Némecko)
Lednice s mrazdkem (Gorenje, Slovinsko)
Mikrostiikacky Hamilton (Hamilton Company, USA)
Mikrotitracni desttky 96jamkové (Nunc, Dansko)
Mikrozkumavky (Neptune, Mexiko)
Multimodalnicétecka mikrotitrainich destiek Spark (Tecan, Rakousko)
Odbkirové zkumavky Vacuette K3EDTA (Greiner Bio-One, Ragko)
Odsavaci systém ISS (Oroboros Instruments, Rakdpusko
Pipety Finnpipette (Thermo Fisher Scientific, USA)
pH-metr inoLab pH 720 + elektroda SenTix 81 (WTi¢ska republika)
Respirometr Oroboros O2k (Oroboros Intruments, Rako)
Vortex Heidolph Reax Top (Heidolph, USA)

Software
DatLab6 (Oroboros Instruments, Rakousko)
Microsoft Office — Word, Excel (Microsoft, USA)
SparkControl (Tecan, Rakousko)

a7



4.2 SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALII

42.1

4.2.2

4.2.3

Chemikalie pro izolaci PBMC
Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, USA)
Fosfatovy pufr DPBS (GIBCO, USA)
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, USA)

Chemikalie pro izolaci mitochondrii
Sacharéza (Mr 342,3; Sigma-Aldrich, USA)
SEKT médium: 250 mmol/l sachar6za, 40 mmol/l KCO &mol/l Tris-Cl,
2 mmol/l EGTA; pH=7,6
TRIS (Mr = 121,14; Sigma-Aldrich, USA)

Chemikalie pro néreni bunééné respirace

Adenosindifosfat (Mr = 501,32; Sigma-Aldrich, USA)

Antimycin A zeStreptomyces sfMr = 540; Sigma-Aldrich, USA)

Cytochrom ¢ (Mr = 12,384; Sigma-Aldrich, USA)

Digitonin (Mr = 1229,31; Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol 96% (PENTACeska republika)

FCCP (Mr = 254,17; Sigma-Aldrich, USA)

Glutamat (Mr = 169,1; Sigma-Aldrich, USA)

K-médium: 80 mmol/l KCI, 5 mmol/l BHPQ,, 3 mmol/l MgC}, 1 mmol/l
EDTA; pH=7,4

Malat (Mr = 134,1; Sigma-Aldrich, USA)

Médium MIRO5: 0,5 mmol/l EGTA, 3 mmol/l Mggl- 6H,O, 60 mmol/l

kyselina
laktobionova, 20 mmol/l taurin, 10 mmol/l KRG,
20 mmol/ HEPES, 110 mmol/l D-sachar6za, 1 g/l BBA;= 7,1

Oligomycinze Streptomyces diastatochromoge(els = 800, Sigma-Aldrich, USA)

Pyruvat (Mr = 110,0; Sigma-Aldrich, USA)

Rotenon (Mr = 394,42; Sigma-Aldrich, USA)

RPMI 1640 bez L-glutaminu (Sigma-Aldrich, USA)

Sukcinat (Mr = 270,1; Sigma-Aldrich, USA)
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4.3 MRIPRAVA ROZTOK U

Adenosindifosfat

K navazce 501,3 mg ADP bylofigano 1,2 ml deionizované vody. Po
neutralizaci pomoci KOH (5 mol/l) byl roztok byl ploén vodou na kongy objem 2
ml. Vysledna koncentrace roztoku ADP je 500 mmoRoztok byl skladovan
pii -80 °C.

Digitonin

Zasobni roztok digitoninu o koncentraci 10 mg/ml piipraven navazenim
10 mg digitoninu a rozpudtim v 1 ml dimethylsulfoxidu. Roztok byl skladovan
pri teplot -20 °C.

Fosfatovy pufr DPBS
Ke 450 ml deionizované vody bylotfighno 50 ml pufru DPBS. Takto

piipraveny roztok byl okamiit spotebovan nebo uchovavéan v lednicki pt °C

maximalre 2 tydny.

Glutamét

Z&sobni roztok glutamatu (2 mol/l) bytipraven navazenim 1,691 g kyseliny
L-glutamové a rozpu&him v 5 ml deionizované vody. Bylo upraveno pH o&&m
KOH (c =5 mol/l) na hodnotu 7,0. Roztok byl sklada @i teplot -20 °C.

K-médium

Ve 300 ml deionizované vody bylo rozptrsd 1,789 g KCI, 0,086 g Mggl
0,209 g kHPO, a 0,133 g EDTA. Taktofjpraveny pufr byl naslednupraven pomoci
KOH (0,1 mol/l) na pH = 7,2 a skladovan v lednitii$ °C.

Malat

Zasobni roztok malatu o koncentraci 400 mmol/l bkipraven navazenim
268,2 mg kyseliny L-jabtné a rozpughim v 5 ml deionizované vody. Roztok byl
neutralizovan roztokem KOH a uchovavéntpplo -20 °C.
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MiRO5

Dle niZze uvedené tabulkfgab.4) byly navdZzeny chemikdlie a rozpésy v 1 |

deionizované vody. Roztokem KOH bylo upraveno pHhodnotu 7,1. Medium bylo

skladovano $ -20 °C.

Tabulka 4: Mitochondrialni respiréni médium MiRO5

Slowenina Mr
EGTA 380,4
MgCl, - 6 H,O 203,3
Laktobionova k. 358,3
Taurin 125,1
KH,PO, 136,1
HEPES 238,3
D-sachar6za 342,3
BSA
Oligomycin

Navazka
0,190 g
0,620 g

120 ml 0,5 moWil
2,502 g
1,361 g

4,779
37,659

lg

Koncentrace

0,5 mmol/l
3 mmol/l
60 mmol/|
20 mmol/l
10 mmol/l
20 mmol/l
110 mmol/Il

14/

Zasobni roztok oligomycinu o koncentraci 5 mmol/l ptipraven rozpughim

4 mg oligomycinu v 1 ml 100% etanolu. Roztok byhagavam pi teplot -20 °C.

Sachar6za

Roztok sachardézy o koncentraci 1,5 mol/l bylppaven rozpugnim 2,56 g

sachar6zy v 5 ml Tris pufru.
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SEKT médium
Dle tabulky (tab.5) bylo navaZzeno uvedené mnozstvi chemikalii a

deionizovanou vodou dopino na objem 10 ml. Pomoci KOH bylo upraveno pH

roztoku na hodnotu 7,6.

Tabulka 5: SEKT médium

Slowenina Mr Navazka Koncentrace
Sacharéza 3423 0,8557 g 250 mmol/l
KCI 74,55 0,0298 g 40 mmol/Il
TRIS 121,14 0,0316 g 20 mmol/l
EGTA 380,4 0,0076 g 2 mmol/l
Sukcinat

Zasobni roztok sukcinatu o koncentraci 1 mol/l Ipiipraven rozpu$him
1,3505 g sukcinatu v 5 ml deionizované vody. Rotiglkskladovan p teplot -20 °C.

Tris pufr
Tris pufr o koncentraci 10 mmol/l bylfipraven navazenim 0,032 g TRIS

a doplrgnim deionizovanou vodou na objem 20 ml. Pomoci Kigkd upraveno pH

pufru na hodnotu 7,6.
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4.4 |ZOLACE PBMC Z PERIFERNI KRVE

Pro izolaci a separaci b z biologického materidlu je mozné vyuZit
gradientové separace ki Nesrazliva krev navrstvend na sepafamédium
Histopaque nebo Ficoll-Paque Plus se #&izdentrifugaci na hustotnim gradientu.
Dochazi k tvor® vrstev obsahujicichaené typy busk (obr.13) Spodni vrstva
obsahuje erytrocyty a granulocyty, které byly agremy, a proto sedimentuji.i8tni
vrstvu tvai separani médium a bezpragtdre nad vrstvou, na rozhrani mezi plazmou a
vrstvou sepakmiho meédia, jsou mononuklearni ity spol€&né s jinymi pomalu
sedimentujicimi krevnimgasticemi s nizkou hustotou, rfdgad trombocyty. Vrchni

vrstva je krevni plazma [31,152].

y— |

-

Obr.13: Gradientova separace bekina zaklad hustoty buek. Schémaifevzato §152]

Krev byla odebrana do od&tové zkumavky s KEDTA a uchovavana
pii laboratorni teplat (RT). Do centrifugéni zkumavky o objemu 15 ml bylyfidany
3 ml vytemperovaného sep&mého média (Histopaque nebo Ficoll-Paque Plus).
Na separéni médium byla navrstvena krev o objemu 5 ml. Tadkipravené zkumavky
byly poté centrifugovany (RT, 1000g, 10 min). Patehi byla pipetovanim odstrama
vrchni vrstva a poté opatflmdebrana vrstva PBMC a trombaiytzv. ,buffy coat.

Tento buffy coatbyl odebran ze vSech zkumavek #eresen do spaleé
centrifug&ni zkumavky. Ziskany objerbuffy coatze vSech zkumavek bylkiplizné
5ml a k#mu byl gidan pufr DPBS tak, aby celkovy objem byl 25 ml.uAkavka
byla centrifugovana (RT, 120g, 10 min).
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Roztok nad peletou bgk byl odebran, peleta resuspendovana v optimalnim
objemu DPBS. Poté bykigdan DPBS na celkovy objem 25 ml a zkumavkagjgdnou
centrifugovana za stejnych podminek. Po promyti dadtragn supernatant a peleta
burgk byla ot opatrré resuspendovana aiedna v DPBS na celkovy objem 500 pl.
Bunky byly poté speitdny na hematologickém analyzatoru Sysmex XS-{8y8mex
Europe GmbH, Bmecko) a byla ®fena jejich respirace ve vysokiném

respirometru.

4.5 |1ZOLACE MITOCHONDRIi Z BUN ECNYCH KULTUR

Resuspendovana peleta Bkifcca 10020° bb) byla centrifugovana (4 °C, 600g,
10 min). Po centrifugaci byl odtaZzen supernataptleta butk byla resuspendovana
v roztoku 10 mmol/l Tris pufru a inhibitbrproteaz. Poté byly kiky homogenizovany
Dounce homogenizatorem. Naslédhbyl pfidan roztok sachardézy (1,5 mol/l v Tris
pufru) a rozruSené lily byly centrifugovany (4 °C, 600g, 10 min). Potd bdebran
supernatant obsahujici mitochondrie a&topentrifugovan (4 °C, 10000g, 10 min).
Po centrifugaci byl odebran supernatant a k mitadhdinimu peletu bylo fidano
500 uI SEKT média. Peleta byla resuspendovana tifogovana (4 °C, 10000g,
10 min). 300-350 ul supernatantu bylo odebrano zby#m mnozstvi (cca 150-200 pl)
byla peleta mitochondrii resuspendovana. VSechrgtoky, média, homogenizéator
i bunky byly po celou dobu izolace uchovavéany na ledu.
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4.6 MERENI BUNECNE RESPIRACE in vitro

Vysoko&inny respirometr Oroboros O2k (Oroboros IntrumeriRakousko)
je systém pro vyzkum mitochondrii a kiné respirace. Systém kombinujesieni
respirace, tvorby ROS, potencialu mitochondrialrénmbrany, produkce ATP, &a
nebo pH. Principem vysokeinné respirometrie je velmi citlivd a kvantitativiétekce
koncentrace kysliku a sgeby kysliku v uzakené komee respirometru [153].

Polarograficky kyslikovy senzor je zaloZzen na ppaocClarkovy elektrody.
Je tvden zlatou katodou, argentchloridovou anodou a zéke elektrolytu KCI,
ktery je oddleny od vzorku membranou. Ziskany amperometriclghdli se pevadi
na nagti [153].

V uzawené komee respirometru, ktera je maximalizolovana a chrama proti
vymeéné kysliku ze vzduchu, Zisobuji reakce spi#bovavajici kyslik, Ze koncentrace
kysliku klesa s¢asem. Konstantni pokles koncentrace kyslikdasem v uzaené
komae je vysledkem konstantni rychlosti chemické reakeak je mira spégby
kysliku na jednotku objemu (dméa zaporné derivaci zavislosti koncentrace kysfiu
case. Koncentrace kysliku je v grafech na levé ogen¥dra kivka) a mira spageby
kysliku je v grafech na pravé ose &e(vend kivka) (obr.14) Spoteba kysliku zavisi
na mnoha faktorechgetre velikosti burgk, hustot a stavu mitochondrii [37].
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Obr.14: Typicky zdznam beené respirace v kome respirometru. Revzato Z437]. (PGM = pyruvat,
glutamét, malat; D = ADP; c = cytochrom c; S = suk&t; U = rozpojova’; Rot = rotenon; Azd = azid
sodny)
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Oxidativni fosforylaci je mozné analyzovat na intdkh buikdch i v
izolovanych mitochondriich, homogenatech nebo pehitieovanych biikach. OvSem
mitochondrie, homogenaty i permeabilizovanéikyu vyZzaduji sodasnou aplikaci
substral (glutamat, malat, pyruvat, sukcinat). Nutno sédomit, Ze tok elektroin z
komplexu | a komplexu Il se shiha u koenzymu Q atexd aditivni efekt na respiraci.
Proto je vhodné pro &eniex vivozasobovat substratem jak komplex | (pyruvat, maléat
glutamat), tak i komplex Il (sukcinat) [37].

Pri analyze oxidativni fosforylace se pracuje i #d@nim cytochromu c,
ktery tak poskytuje kontrolu kvality izolovanych  te¢hondrii nebo
permeabilizovanych tkadni abtka Uvolréni cytochromu c¢, a to kit za
patofyziologickych podminek lsky nebo v dsledku pipravy vzorku, nize omezit
arovei dychani [37].

Pri analyze mitochondrialni respirace a oxidativnsféwylace mohou byt
pouzity inhibitory jednotlivych komplex které jsou propustné igs buky a
mitochondrialni membrany. Oligomycin, inhibitor AF#ntazy, je v satasné dob
negasgji pouzivanym inhibitorem indukujicim stav LEAK,. tjstav, pi kterém
nedochazi k oxidativni fosforylaci ADP na ATHjgemz protony hnané respirami
komplexy stale prochazeji z matrix do mezimembr&howprostoru [37].

Rozpojeni dychani se indukuje aplikaci zavedengepajovan (FCCP, CCCP)
s cilem vyhodnoceni maximalni resgmé kapacity elektronovym transportnim

systémem [37].

4.6.1 Optimalizace davky digitoninu

Koncentrace digitoninu pfgbnd pro permeabilizaci b&mé membrany
musi byt optimalizovana pro kazdy druh Bkina koncentraci butk v komae
respirometru. Za timto ¢éélem byly do komory zavedeny itky v pozadovanych
denzitdch a byly pouZzity nize uvedené protokoly.

1) Respirometricky test optimalni koncentrace digittu (Fevzato z [154])

Bunky byly inkubovany v uzasené komee v respiranim meédiu K-médium a bylo u
nich zmeéfeno dychani ROUTINE. Po cca 10 minutach byiegno 20 ul sukcinatu a
10 pul ADP. Nasledh byl pridan 1 pl rotenonu. Po inhibici komplexu | byl porho
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mikrostikacky postupw titrovan digitonin (po 0,5 pl) a byla sledovanastupna
stimulace dychani diky zvySeni dostupnosti sukairaatdigitoninu pro mitochondrie.
Titrace byla opakovana, dokud nebylo dosazeno marindrovrg respirace.

2) Optimalizace koncentrace digitoninu pomoci gdi'sa cytochromu ¢

Bunky byly inkubovany v uzasené komoe respirometru v respigaim médiu MiR05
a bylo u nich zrsfeno dychani ROUTINE. Po cca 10 minutach byiimidgno po 10 ul
glutaméatu, malatu a ADP. Poté byl po 0,4 ul titrodgitonin. Poté, co byl pozorovan
narist respirace, byla celistvost §&i mitochondrialni membrany zkontrolovana

piidavkem 5 pl cytochromu c.

4.6.2 Protokol néfeni respirace — mitochondrie a permeabilizované hiky
Tento protokol slouzi ke zji&ti respirace zavislé na komplexu | a pouziva
se (i studiu  respirace izolovanych  mitochondrii, ttk&ych homogenét
a permeabilizovanych bgk. Tyto biologické materialy vyZzaduji intracelulérn
prostedi, a proto jsou do komor respirometru pouzivaralian bohata na draselné
ionty, nagiiklad K-médium nebo MiR05. Do komor jsou postépitrovany substraty,
rozpojova&e a inhibitory a sleduje se zavislogidavka jednotlivych latek na respiraci.
Nami pouzity protoko(tab.6) byl vytvoren s Upravami dle protokolu doktorky
Doerrierové [154].

Tabulka 6: Protokol pro permeabilizované iy

Koncentrace ve 2ml

Pridavek Zkr. Titrace komote respirometru
1. Bunky BB (v zavislosti na druhu bb) 3-10x1C° bb

2. Digitonin Dig 0,3-5ul/%10° bb (v zavislosti na druhu bb)
3.  Glutamét G 10 pl 10 mmol/I

4. Malat M 10 pl 2 mmol/l

5. ADP ADP 10 pl 2,5 mmol/l

6. Cytochrom c Cyt 5 ul 10 pmol/l

7. Rozpojova FCCP AO,3 pl A 0,15 pmol/l

8. Rotenon ROT 1ul 0,5 umol/l

9.  Sukcinat S 20 pl 10 mmol/Il

10. Antimycin A AMA 1pl 2,5 pmol/l
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4.6.3 Protokol pro intaktni buiiky

Respirace intaktnich bgk byla analyzovana pomoci protokolu kontroly
sprazeni (angl.coupling control protocgl[155]. Tento protoko(tab.7)trva @iblizné
30 minut, pdinaje 10minutovou periodou b&tmé respirace ROUTINE, ktera nés
informuje o aerobni metabolické akt&itza Eznych Kkultiv&nich podminek,
tzn. s pitomnymi substraty v kultivamim médiu. Sleduji seittitracni kroky: LEAK,
ETS, a ROX [155]. Protokol slouZi pro zfigt maximalni a minimalni miry respirace.

VSechny inhibitory a rozpojo¥a pouzité v tomto protokolu snadndephazi
pres intaktni plazmatickou membranu a nevyZaduji gorpermeabilizaci buigné
membrany [153].

Tabulka 7: Protokol pro intaktni biky

Koncentrace ve 2ml

Pridavek ZKr. Titrace komofe respirometru
1.  Buiky BB (v zavislosti na druhu bb) 3-10x10° bb

2. Oligomycin oMY 1ul 2,5 umol/l

3. Rozpojov& FCCP AO,3 pl A 0,15 pmol/l

4. Rotenon ROT 1pl 0,5 pmol/l

5. Antimycin A AMA 1ul 2,5 umoll/l
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4.7 MERENI RESPIRACE PO OVLIVN ENi KADMIEM

4.7.1 Buiky inkubovaneé s CdC}

Byly vyuZity bure¢né linie Jurkat a HK-2. Biky byly inkubovany
se 100 pmol/l CdGlpo dobu 2 a 4 hod. Poté byly promyty a dané mrozsinck
bylo nadavkovano do komory B respirometru. Do komér bylo vloZeno stejné
mnozstvi kontrolnich neovliwmych burk. Jurkat béiky byly pfidavany v mnozstvi
5x10 burtk, HK-2 buiky v mnozstvi 10x10 burk. Pro sledovani zém bursiné
respirace u butk ovlivnénych CdC} byl proveden protokol pro permeabilizované
buiky i protokol kontroly spaZzeni. Kivky ze soubzné analyzy kontrol a Cdg&l
ovlivnénych burtk byly vzajemr porovnavany. Také bylatena zavislost zemy

respirace na dakultivace bugk s £Zkym kovem.

4.7.2 Buiky primo ovlivnéné CdCl, v komore respirometru

Pro sledovéni vlivu fimého gidavku CdC4 na burcnou respiraci byl pouzit
protokol pro permeabilizované tky. Jako respirni médium bylo pouzito K-médium.
Buiiky Jurkat (5x10 burtk) a A549 (5x18 burik) byly permeabilizovany optimalinim
piidavkem digitoninu, poté byly do komoryigény substraty glutamat a malat (po 10
ul) a 10 pl ADP. Setrna digitonizace bylastena pidavkem 5 pl cytochromu c.
Nasledi bylo do komory B respirometrutiano 10 pl roztoku Cd@l Vysledna
koncentrace Cdglv komae byla 100 pmol/l. V konie A pidavek Cdd
nebyl proveden. Poté, tj. pdigavku CdC} do komory B, byly ponechany hky
kontrolni i buiky s CdC} aZz po dobu 2 hod bezigavku jakékoliv dalSi chemikalie.
Po dvou hodinach byl dokeéen protokol ve standardnim ijaai: FCCP, rotenon,
sukcinat a antimycin A. Kvky ze soubzné analyzy imého w@inku CdCh

na buiky vs. kontroly byly vzajem®iporovnavany.
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4.7.3 WST-1 test

Méieni viability burgk je jednim z nejzakladysich test, kterym se hodnoti
funkéni stav zdravych buk ve vzorku. Velmicasto jsou pro toto stanoveni vyuzivany
kolorimetrické metody. Jednou z nich je prA¥ST-1 test, jehoZ principem je redukce
WST-1¢inidla burg¢nymi dehydrogenazami na vysoce rozpustny formataé]|

Do 96jamkové mikrotitréni destéky bylo nasazeno po 60 tis. iikach Jurkat
inkubovanych v médiu RPMI. Polovina hiknbyla ovliviena CdC} a druha polovina
slouzila jako kontroly. Koncentrace CdCbyla 50 a 100 pmol/l. Biky byly
proméfovany v ¢ase 1, 2, 3, 4 hod spektrofotometricky nidstpoji Spark (Tecan,
Rakousko) fi vinové délce 440 nm. Ve stanovetss bylo do jamek k bikam gidano
WST-1¢inidlo o objemu 20 pul. Ihned a po 1 hodlibyla métena absorbance ve vSech
pouzitych jamkéch s likami. Vysledné hodnoty byly vyjéeny jako pémér £ SD
a byly porovnany se z&nou absorbance kontrolnich @knvyjadienou jako 100 %.
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5. VYSLEDKY

5.1 HRIPRAVA BIOLOGICKEHO MATERIALU

5.1.1 Izolace PBMC

Priprava izolace PBMC z periferni krve probihala uladu s postupem
popsanym v experimentaldésti. Po separaci krve na hustotnim gradientu dndte
meédia Histopaque byly erytrocyty &tsina neutrofih na dé zkumavky. Buffy coat
obsahujici lymfocyty a monocyty byl sbiran pro dgisuziti. S nim vSak bylo sbirano
i mnozstvi trombocyt obsaZzenych v plazgn kdy cilem bylo sniZit jejich pet
pro meteni respirace na minimum. Po prvnim promyvani v BPB/lo odstraéno
34 % trombocyil. Behem promyvani doSlo také ale ke ztratam leukocytch bylo
Vv supernatantu ip promyvani obsazeno viméru 1 %. Lze ovSem ipdpokladat,
Ze se jednalo hla¥no neutrofilni granulocyty. Po druhém promyvanidgdstrasno
5 % trombocy a ztraty leukocyt nebyly Zadné, nebo byly zanedbatelné. V tabulce 8
jsou uvedeny hodnoty jednotlivych paranieirpribéhu izolace PBMC. Z 12 ml plné
krve bylo typicky ziskdvano 0,5 ml PBMC frakce ofwsigci 44,5x16 bunsk,
neboli vygZek izolace PBMC byl 48 %.

Tabulka 8: Paity PBMC v jednotlivych krocich a jejich izolace

Pln& krev Promyvani PBMC frakce
(pocet bunék) (pocet bunék) (pocet bunék)
ERY 5,93x 167/l 0,00x167I 0,00x167I
LEU 10,24x16/1 0,07x10/I 1,86x10/
%LYMF 27,1 % 71 %
%MONO 9,2 % 24,7 %
%NEU 60,6 % 4,3 %
%EO+BASO 3,1% 0%
PBMC 3,72x10/ 1,78x106/1
PLT 251x16/ 88x10d/ 2x10/1
PLT/PBMC 67,5 1,1
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5.1.2 Izolace mitochondrii

Mitochondrie byly izolovany ze 150 miligrountk A549. Koncentrace proteinu
ziskaného izoladfinila 2,5 mg/ml. Do komor respirometru bylo davam pul izolatu,
vysledné mnoZstvi proteinu v koieo respirometru bylo tedy 50 pg. Pdidani
mitochondrii byly gidany také substraty glutamat, malat a sukcinatPADcytochrom

C.

5.1.3 Optimalizace permeabilizace bufk Jurkat

Nejprve byla sledovana rutinni respirace v intaitinbuikach. V tomto stavu
buiky dychaji endogennimi substraty, protoze médiumkomae (K-médium)
neobsahuje Zadné &8i substraty. Naslednpridany sukcinat a ADP nestimulovaly
dychani intaktnich butk, protoZze cytoplazmaticka membrana nebyla poruSena
Po @idani rotenonu byl inhibovan komplex I. V naslédigh krocich byl v davkach
0,5 ul @idavan digitonin, aby byla postupnpermeabilizovana membrana kn
pro dosazeni maximalni respirace &uftab.9) Tato optimalni koncentrace digitoninu
byla stanovena ipdavce 3,5 ul digitoninu o koncentraci 1 mg/ml, ykgesg

mitochondrialni membranytistavaji neporusené.

Tabulka 9: Zjistni optimalni koncentrace digitoninu. Bky Jurkat (5x18 bb; K-médium).
(BB = buiky; S = sukcinat; ROT = rotenon; Cyt = cytochrom c)

BB S ADP ROT Digitonin (ul) Cyt
05 10 15 20 25 30 35 40

Respirace

154 134 143 36 34 45 75 84 70 6,886 42 45
(pmol/(sxMill))
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Pt pouziti druhé, refera@mi metody pro stanoveni optimalni davky digitoninu
nebyl inhibovan Zadny z kompléxa byla sledovana respirace vSech komplex
V prvnim kroku bylo do komory respirometru s K-mé&uai davkovano 5 miliahbunsk
Jurkat. Naslednbyly pridany substraty glutamat a malat a ADP. Aby bylamgalni
davka utena co nejfesreji, byl pridavan digitonin o koncentraci 1 mg/ml nejprve po
0,8 pl a naslednpo 0,4 pl. Byl sledovan pomaly tidt respirace. Maximalni respirace
bylo dosazeno ip 3,4 ul digitoninu v komie respirometrugraf 1). Oproti rutinni
respiraci intaktnich butk ¢inil narist respirace buik permeabilizovanych o 16 %.
Celistvost mitochondrialni membréany bylaggena pidanim cytochromu c. Timto
experimentem bylo tedy potvrzeno, Zze davka digiton8,5 pul je pro permeabilizaci
buné¢né membrany optimalni, a proto byla vyuzita v adl&@xperimentech studujicich

respiraci.
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Graf 1: Optimalizace koncentrace digitoninu pomoci sutigtedcytochromu c. Biky Jurkat (5x16 bb;
K-médium). (BB = hitky; GM = glutamat a maléat; Dig = digitonin; Cyt =ytochrom c)
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5.2 STUDIUM VLIVU KADMIA NA MITOCHONDRIALNI
RESPIRACI

5.2.1 Toxicita CdC} — buiky Jurkat

Bunky Jurkat byly inkubovany se 100 pmol/l CdGdo dobu 2 a 4 hod.
Byla u nich sledovana rutinni, maximalni a minimalespirace a rezidualni speba
kysliku (graf 2 a 3)v médiu RPMI v komie respirometru Oroboros O2k. Zaznamy
respirace jsou ziskany ze software Datlab a udéssgiraci budk kontrolnich ferven&
kiivka) a burk ovlivnénych CdC} (zelend kivka). Hodnoty na pravé ose Y

jsou vztazeny na milion bgh a jejich jednotka je pmol/(sxMill).
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Graf 2: Vliv kadmia na respiraci butk Jurkat — protokol kontroly $pZeni. Biiky Jurkat (5x16 bb;
RPMI médium); CdGI(100 umol/l, 2 hod). Kontrolni lilky = ¢ervend Kivka; buiky s CdC] = zelena
krivka. (BB = buiky Jurkat; OMY = oligomycin; FCCP = rozpojo#aROT = rotenon; AMA = antimycin
A)
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Graf 3: Vliv kadmia na respiraci butk Jurkat — protokol kontroly $pZeni. Biiky Jurkat (5x16 bb;
RPMI médium); CdGI(100 umol/l, 4 hod). Kontrolni ilky = ¢ervend Kivka; buiky s CdCJ] = zelena
krivka. (BB = buiky Jurkat; OMY = oligomycin; FCCP = rozpojo#aROT = rotenon; AMA = antimycin
A)

Do komory B respirometru bylo davkovano 5%1ursk Jurkat ovlivignych
2 hod 100 pmol/l CdGl Do komory A bylo davkovano stejné mnozstvi kolmich
burgk Jurkat. Respirace u bk ovlivnénych 100 umol/l CdGlbyla po celou dobu
trvani protokolu nizsi v porovnani s kontrolniminkami (graf 4). Respirace buik
ovlivnénych poklesla ve stavech ROUTINE, LEAK a ETS na %7 v porovnani
s kontrolami. K vyrovnaniikvek dochazelo az po inhibici komplexu | a kompldiu
kdy byla nmeétena rezidudlini sptgba kysliku. Rozdil mezi minimélni a maximalni
respiraci kontrolnich bk byl 32 %. U bugk ovlivnénych CdC}, pokud je jejich stav
ETS udan jako 100 %, je rozdil mezi minimalni a im&tni respiraci 42 %.

U Jurkat busk ovlivnénych 100 pumol/l CdGl po dobu 4 hod byl pokles
respirace jest vyrazrejSi (graf 5). Respirace ROUTINE poklesla u kns CdC}
na polovinu ve srovnani s respiraci kontrolnich daurPo gidani rozpojovaée FCCP,
byl rozdil respirace kontrolnich a ovligmych burk 60 %. Rozdil mezi minimalni
a maximalni respiraci u kontrdinil 42 % a u busk s CdC} byl tento rozdil také 42 %
(vztazeno ke stavu ETS ovligmych burk). Po gidani rotenonu a antimycinu A
byla rezidudlni spatba kysliku v komiee respirometru 8 % a doslo také k vyrovnani
hodnot obou kvek.
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Graf 4: Vliv kadmia na respiraci butk Jurkat — protokol kontroly spZeni. Biiky Jurkat (5x16 bb,
RPMI médium), CdGl(100 umol/l, 2 hod). Vysledky jsou vyjédy v procentech jako famer £ SD (n =
3). Hodnota 100 % je vztazena na stav ETS korkdyl,je dosazeno maximalni respirace. (BB #ky
OMY = oligomycin; FCCP = rozpojova ROT = rotenon; AMA = antimycin A)
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Graf 5: Vliv kadmia na respiraci butk Jurkat — protokol kontroly spZeni. Biiky Jurkat (5x16 bb,
RPMI médium), CdGl(100 umol/l, 4 hod). Vysledky jsou vyjédy v procentech jako famer £ SD (n =
3). Hodnota 100 % je vztaZzena na stav ETS korkdyl,je dosazeno maximalni respirace. (BB #ky
OMY = oligomycin; FCCP = rozpojova ROT = rotenon; AMA = antimycin A)
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5.2.2 Toxicita CdCy— PBMC

Stejre jako u burk Jurkat podobny efektiigani CdC} na respiraci byl nalezen
také u PBMC. Ihned po izolaci z krve byla frakceMRBrozdlena na poloviny, z nichz
do jedné zkumavky s likami byl pidan CdC} (vysledna koncentrace 100 pmol/l)
adruhd zkumavka bez tigavku CdC} slouzila jako biiky kontrolni.
Bunky byly ponechany za RT a po dvou hodinach bylamgiena respirace bgh
(graf 6). Respirace buik inkubovanych s Cd@lbyla snizena ve stavech ROUTINE,
LEAK a ETS. Rozdil v maximalni respiraci kiknkontrolnich a bugk ovlivhénych
byl 29 %.
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Graf 6: Vliv kadmia na respiraci PBMC — protokol kontrolyprazeni. PBMC (5x1D bb,
RPMI médium), CdGl (100 umol/l, 2 hod). Hodnota 100 % je vztazenastam ETS kontrol,
kdy je dosazeno maximalni respirace. (BB =nilyy OMY = oligomycin; FCCP = rozpojova
ROT = rotenon; AMA = antimycin A)
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5.2.3 Toxicita CdC} — testovani gfimého pfidavku CdCl, k buiikam

Do komor respirometru bylo davkovano respimia médium  pro
permeabilizované hiky a mitochondrie (MiRO5, K-médium). Pdigani mitochondrii
nebo bugk, perforaci jejich cytoplazmatické membrany optim@avkou digitoninu (v
piipadt burgk) a po pidani substrdt ADP a cytochromu c, byla sledovana respirace
zavisla na komplexu | a potom bylo do jedné z komtérkovano 10 ul roztoku CdCl
(20 mmol/l). Vysledna koncentrace CdGi komae byla tedy 100 pumol/l. Prdsti,
ve kterém se hiky v komade respirometru nachazely nebylo pro jejich existenc
optimalni. Jejich kondice byla navic zhorSena rema& membranou, a proto dochazelo
ke snizovani respirace. Nicmgn za €chto podminek nebyl prokazan vliwimého
pridavku kadmia na hiky i piesto, Ze biiky byly permeabilizovany, a proto se Td
ionty mohly snadno dostat az k respirtan komplexim. Byla sledovana
30-120minutova inkubace u mitochondrii temych druli burgk (tab.10) Za €chto
podminek se vzdy respinai kiivka burek kontrolnich a bugk inkubovanych s Cdgl
piekryvala(graf 7), a to i u izolovanych mitochondrigraf 8), neboli ani u jednoho
experimentalniho uspadani nebyla nalezena Zadnaémm respirace vlivemifmeého
piidavku CdCj.
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Graf 7: Primy pidavek kadmia k permeabilizovanymiikém. Buiky Jurkat (5x16 bb, K-médium).
(BB = buiky; Dig = digitonin; GM = glutamét a malat; Cyt =y¢ochrom c; med = medium; Cd = CdCl
(100 umol/l); FCCP = rozpojowg ROT = rotenon; S = sukcinat; AMA = antimycin A)
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Graf 8: Primy pfdavek kadmia k izolovanym mitochondriim. Mitoch@d50 pg; K-médium).
(MITO = mitochondrie; GM = glutamat a malat; D = AR ¢ = cytochrom c; S = sukcinat; Cd = CdcCl
(200 umol/l); ROT = rotenon; AMA = antimycin A)

Tabulka 10: Respirace permeabilizovanych Blira mitochondrii v okamzikuiglani CdC} a po 30 min.

Material Cas Respirace — kontroly Respirace — CdC}
(min) (pmol/(sxMill)) (pmol/(sxMill))
A549 0 41,0 41,6
30 39,1 38,1
PBMC 0 4,72 4,71
30 2,77 2,78
Jurkat 0 14,5 15,0
30 10,3 10,7
Mitochondrie 0 31,6 315
30 29,8 28,4
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V rdmci testovani vlivu fimého pidavku CdC} na permeabilizované bky
bylo také mnéno pdadi davkovanych roztdkv respir&nim protokolu. Zatimco
v predchozi tabulce 10 bylo 10 pul Cd@20 mmol/l) gidavano po cytochromu c, a po
pulhodinové inkubaci byl k htkam @idan jes¢ rozpojov& FCCP, inhibitor rotenon,
substrat sukcinét a inhibitor antimycin A, v takultl uvedené niZze bylo 10 ul CdCl
pifidano aZ po rozpojeni dychacibetzce. Proto je respirace htknJurkat véase t = 0
min v tabulce 11 vysSi nezvtabulce 10. Ani tatméma vSak neukazala rozdil
v respiraci buik kontrolnich a bugk s Cd*. Neboli ot vliv piimého pidavku

kadmia na respiraci prokazan nebyl.

Tabulka 11: Respirace permeabilizovanych Blrs rozpojenym dychacitiettzcem v okamziku fdani
CdCl, do komory respirometru az po 2 hod.

Material Cas Respirace — kontroly Respirace — CdC}
(min) (pmol/(sxMill)) (pmol/(sxMill))
Jurkat 0 41,0 41,6
30 39,1 38,1
60 8,97 8,17
120 6,75 5,82

5.2.4 WST-1 test buk Jurkat

Toxicky vliv CdChL na buiky Jurkat byl hodnocen také testovanim viability,
tedy mefenim aktivity intracelularnich dehydrogendz pomotdstu WST-1.
Vliv kademnatych iont byl posuzovan v zavislosti na koncentraci Gd€lna dob
inkubace. Biky Jurkat byly inkubovany s Cd€lo koncentraci 50 a 100 pmol/l.
Viabilita burgk byla prongfena po inkubaci s Cdgpo 1, 2, 3 a 4 hod. Po jedné hadin
nedoSlo k zadné vyznamné redukci Zivotaschopnoatimco po delSi d@binkubace
bylo v buikach zjiS&€no postupné snizovani signalu ve srovnani s koritrolbuikami
(graf 9). Po 4 hod inkubace bk se 100 umol/l CdGlse aktivita intracelularnich
dehydrogenaz snizila o 42 % oproti kontrole.
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Graf 9: Testovani viability bugk po ovliveni CdCh. Buiky Jurkat, WST-1 test (440 nm).
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6. DISKUZE

T&zké kovy, jako je kadmium (G9, rtut (Hg®) a med’ (Cu*Y), jsou Siroce
rozSitené a zarove vysoce toxické latky s mutagennimi, karcinogenniai
teratogennimi €inky. Maji vysokou afinitu k thiolovym skupinam ata@ho vyplyva i
jejich tendence hromadit se v organech a tkanietikd kovy také stimuluji tvorbu
ROS, se kterymi je spjato mnoho dopada burc¢nou funkci. Krong toho je
charakteristickym znakem €d jeho schopnost {sobit také jako antagonista Ca
pravdipodobré v disledku extrémni blizkosti polasmi iontd Cd** (0,097 nm) a Ca
(0,099 nm). Akoli je nyni dolle znamo, Ze mitochondrie hrajialdzitou roli
v cytotoxicig€ t¢Zkych kova, mechanismus poruchy mitochondrialni funkce nelogud
zcela objasén [157,158].

Studie z roku 2008 se zabyvala dopadem hepatotypticklastnosti kadmia,
rtuti a médi na mitochondrialni transportiéttzec [159]. Pokusy byly provédy na
buitkach krysiho hepatomu AS-30D. Po oviiwi burik ionty Cd* o koncentraci 100
pumol/l dochézelo poréch hodindch inkubace k poklesu respiracetiblipné 30 %.
Urcity inhibi¢ni &inek byl pozorovan jiz f koncentraci 50umol/l. DalSi zvySeni
koncentrace Cd na 500umol/l inhibieni Gginek jest zvysilo. Tato studie sesmovala
také iontm Hg'* a C#*. Bylo zji&no, Ze toxicitu &chto # kovovych iond Ize seadit
od nejtoxétejsiho (HF") po nejmén toxicky (Cu) [159].

Tataz wdecka skupina dosla ke stejnémué&aw roce 2012, kdy se zabyvala
toxicitou €zkych kowi u mitochondrii bugk nervového systému [158], tj. u kigné
linie PC12. Bylo ndfeno rutinni dychani, stav LEAK a stav ETS#t@mnosti tiznych
koncentraci &kych kowi (10, 50, 100, 500 umol/l) po dékexpozice 3, 5, 24 a 48
hodin. CdC} o koncentraci 10 umol/l jiz po 3 hod inkubace Jgbanhibici burg¢né
respirace. Uplné a nevratné inhibice elektronoviéosportnihdetézce bylo dosazeno
po 3 hodinach inkubace bt s 50 pmol/l HgG, nebo 500 pmol/l Cdeél
a po 24 hodinach ovlivmi 100 pmol/l Cé", zatimco po 48 hodinach inkubace &kin
s 500 pmol/l CuGldoslo ke sniZzeni respirace pouze na 50 %. Teutje jeyswtlovan
tim, Ze Cu pat mezi biogenni prvky, zatimco Cd a Hg jsou prviegsencialni [158].

Pokud bychom rli porovnat naSe ziskané hodnoty s hodnotami zdéidie,
tak naSe vysledky po 2hodinové inkubaci &urse 100 pmol/l CdGl poukazuji
na pokles respirace ve stavu ETS na 66 %, po dholdirespirace klesa az na 40 %.
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Ve studii, se kterou sva data porovhavame [158kati srovnatelné hodnoty po 3 a 5
hodinach inkubace se 100 pmol/l Cd@o tech hodinach poklesla respirace &una
35 % a po 5 hodinach az na 21 %.i#ba ale uvést velmiutezity faktor, a to pouziti
odliSnych bug¢nych linii.

Wang a kol. v roce 2004 zkoumali efekt CA@40 pumol/l) na jednotlivé
komplexy respiréniho rettzce [145]. Ke svému studiu pouZili izolované mitootrie
Z jaterni, srdéni a mozkové tk&h morcete. Aktivita jednotlivych komplek byla
stanovena spektrofotometricky. Bylo z§iSb, Ze komplexy Il a Il jsou citl&Si na
Cd?* ionty nez komplexy | a IV. Maximalni inhibice by&—60 % u komplexu Il a 30—
77 % u komplexu lll, zatimco maximalni inhibice kplexu | byla pouze 22-30 %
a u komplexu IV 16-20 %. Takeé bylo z{igb, Ze inhibice respirace kademnatymi ionty
je reverzibilni a jako antidotum Ize pouzit EDTAHI.

NaSe prace nebyla specificky z&wvana na studium aktivity afipadné
inhibice konkrétniho mitochondridlniho komplexu. |8ysledovana hlawn rutinni
respirace intaktnich bghk v kultivatcnim médiu. Poté stav LEAK indukovany
oligomycinem, ktery inhibuje ATP-syntazu. Po roadj dychacihotetzce byly
ziskany hodnoty maximalni miry respiracail€¥itq informace pro nas je, Ze respirace
ovlivnéna Cd* byla niz&i neZ u kontrol, a je tedy potvrzenokdémium inhibuje
respir&ni komplexy.

DalSi moznosti, jak sledovatigek CdCh na respiraci, bylo idani roztoku
CdChL ptimo k buikdm kEhem n&teni respirace. Tyto liky byly permeabilizovany
optimalni koncentraci digitoninu, byly k nimfigany substraty pro komplex |,
ADP a cytochrom c. i#esto, Ze byla pouzita vySSi koncentrace Gd€f ve studii vySe
arespirace buk s CdC} byla sledovana kontinudnpo dobu 30 minut, nebyl
zde prokazan zadny vlivtipného gidavku CdC4, & bychom @ekavali zngny signalu
u burék inkubovanych s Cd@loproti kontrolam.

Porekud odliSr¢ na problematiku nahlizi studie z roku 2018 [1&08ra zkouma
morfologické a funkni zmeny u mitochondrii bugk INS-1 kEhem maximalni mozné
doby vystaveni fevazm subletalnim koncentracim €d Zda se, e mitochondrie
jsou schopné reagovat na velmi nizké hladiny kadnale@ butky se s nizkymi
koncentracemi dokazi efektigvyrovnavat a funéni disledky Ize pozorovat az tehdy,
kdyZ buiky zathou umirat. Byla proto sledovana viabilita BkriNS-1 v gitomnosti
kadmia. Butky po 72 hodinach expozice CdC(0,125-20 pmol/l) byly r¥eny

pritokovou cytometrii a azipkoncentracich nad 2,5 pmol/l CdGbyla vyznamas
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sniZzena viabilita butk. Ve snaze napodobit dopady chronické expoziceostgrh
davek C4" by bylo vhodné zvazit prétakové koncentrace kadmia, které jsou hluboko
pod stedni letalni davkou. Respirace v kuliwédm médiu byla nejprve zaznamenana
pro intaktni buky a poté v pitomnosti oligomycinu. Hodnoty byly vyjéeny jako
poner LEAK/ROUTINE a vystupem je, Ze respirace ovima stopovym mnoZstvim
kadmia se ne#mi. Paraleld v této studii nebyly pozorovany zadné vyznamuiéky
CdCL pii expozici po dobu 3 nebo 4 dnTato data jsou dalSintigladem toho, jak se
buiky snazi pizptisobit environmentalnimu stresu [160].

Nutno dodat, Zze Zadna zvySe uvedenych studii, &romaSi prace,
nebyla provedena ndiptroji Oroboros. Také nebyla nalezena studie Adbgrpouzivala
buiky Jurkat pro analyzu respirace na Oroborostipgalré sledovani cytotoxicity
kadmia. Jefeba zohlednit nejen vlivienych biologickych materia) ale také vliv
pouzité metody. Je tedygmé, Ze je zapidbi vice studii, aby bylo mozné objasnit
zavislost toxicity &Zkych kowi na viabili€ burgk na jejich respiraci.
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7. ZAVER

Cilem nasi diplomové prace bylo zavést metodu eRBMC z periferni krve.
Tyto izolované PBMC a bwiné linie byly nasledh vyuZzity k méteni burcéné
respiracein vitro a pro charakterizaci toxicity¢ikych kowi, konkrétg CdCh, na
aktivitu mitochondrialniho respi¢aihotetzce.

Zawrem lze shrnout, Ze toxicita kademnatych dordvisi na koncentraci CdCl
a také na dab inkubace bugk s tzkym kovem. Urové respirace byla #fena
vysokoinnou respirometrii na ffstroji Oroboros. CdGI (100 pmol/l) inhiboval
respiraci buscné linie Jurkat jiz po 2hodinové inkubaci, po 4 imdah inkubace
bung¢na respirace poklesla az o 60 %. Po 4 hodinach wgazre poklesla viabilita

bunék métena spektrofotometricky WST-1 testem.
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