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Anotace

Tato diplomova prace pojednava o modulaci mitochondrialni bioenergetiky
pomoci vlivu mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA). V teoretické Casti je
stru¢né popsana struktura mitochondrii a jejich funkce v burikach. Nasledné jsou
vysvétleny parametry mitochondridlniho bioenergetického profilu a dale vliv
SCFA na metabolismus nadorovych bunék. Konec teoretické ¢asti je vénovan
spravnym zasadam in vitro kultivace bunécénych linii. Experimentalni ¢ast prace
se zabyva postupy praci s bunéénymi kulturami a analyzou bunék po expozicich
SCFA s rliznymi koncentracemi. Pro tyto ucely byly pouzity nadorové bunééné
linie HepG2 a A549. K nejvétSimu ovlivnéni mitochondrialni respirace doslo po
dlouhodobé expozici SCFA.

Klicova slova

Bioenergetika, Bunéc¢na linie, Mastné kyseliny s kratkym fetézcem, Mitochondrie,
In vitro kultivace.



Annotation

The main objective of this work is to analyze the effect of short chain fatty
acids (SCFA) on modulating mitochondrial bioenergetics. The theoretical part
describes the structure of mitochondria, steps of energy production, the
parameters of mitochondrial bioenergetic profile, SCFA metabolism and their
effect on tumor cells. The last part is devoted to the principles of in vitro cultivation
and the used cell lines. The experimental part of this work explains the
procedures of cell culture and analysis of cellular metabolism after treatment with
different concentrations of SCFA. The main finding of this work is that long time

exposure SCFA has the biggest effect on the mitochondrial respiration.
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Bioenergetics, Cell line, Short chain fatty acid, Mitochondria. In vitro cultivation.
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Uvod

Mitochondrie  jsou hlavnimi intracelularnimi  producenty ATP
prostfednictvim OXPHOS. Kromé energetického metabolismu se tyto organely
podileji i na dalSich biologickych procesech, jako je napf. apoptéza. Dysregulace
energetického metabolismu patfi mezi dobfe znamé znaky kancerogeneze
v riznych fazich vyvoje a progrese. Mitochondrie proto vzdy pfitahovaly
pozornost jako cile pro vyvoj novych protirakovinnych latek.

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) vznikaji predevsim
bakterialnim metabolismem v tlustém stfevé po pfijmu potravy s obsahem
vlakniny. Mezi hlavni SCFA patfi acetat (C2), propionat (C3) a butyrat (C4). Tyto
mastné kyseliny hraji dulezitou roli v metabolismu lipid(, sacharid a v udrzovani
homeostdzy organismu. Existuje mnoho dukaztu, ze SCFA maji také
protizanétlivé ucinky, které reguluji migraci imunitnich bunék, adhezi a expresi
cytokinl, buné&nou proliferaci a apoptozu.

Pro kvantifikaci energetického metabolismu bunék jsou vyuzivany analyzy
glykolyzy a mitochondrialniho metabolismu. Mezi tyto metody patfi i méfeni
bioenergetickych parametrd OCR (rychlost spotfeby kysliku) a ECAR (rychlost
extracelularni acidifikace). K témto ucellm se vyuziva analyzator Agilent

Seahorse XFe 96, ktery umoziuje monitoring bunék v realném Case.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou bioenergetické a biosyntetické organely, které pfijimaji
substraty z bunécCné cytoplazmy a probiha vnich fada esencialnich
metabolickych reakci v€etné oxidace mastnych kyselin, citratového cyklu, ETC,
syntézy aminokyselin, lipidd, nukleotidi a hemu (Zong et al., 2016). Kromé
metabolickych pochodld maji mitochondrie zasadni Ulohu v procesu apoptozy.
Zmény ve fungovani mitochondrialnich procesti mohou mit velky vliv na chovani
bunék a jejich zivotaschopnost a jsou typické pro nadorové buriky (Krejéir et al.,
2018).

Dvoumembranova struktura  mitochondrii  vytvafi  specializované
kompartmenty, které jsou velmi dulezité pro funkci organely, a rozdéluje tak
mitochondrii na dva prostory, matrix a mezimembranovy prostor. Vnéjsi
membrana (OMM) oddéluje organelu od cytosolu buriky. Vnitfni membrana
které zvétSuji povrch této membrany a tim zvysuji kapacitu pro OXPHOS (lovine
etal. 2021). Cast IMM, ktera nevybiha v kristy ale leZi paraleln& s OMM, je vnitfni
hrani¢ni membrana (IBM) a je s kristami spojena uUzkymi trubkovitymi nebo
Stérbinovitymi strukturami, tzv. cristae junctions (CJs).

Tyto dvé membrany se vyznamné liSi ve sloZeni lipidl, charakteristice,
permeabilit¢ a obsahu transmembranovych proteind. OMM je slozenim lipidu
podobna membranam eukaryotickych buné&k a umozriuje prichod iontl a malych
molekul pfes napétové fizené aniontové kanaly. IMM ma naopak vysSi pomér
lipidd ku proteinim a je volné propustna pro vodu, kyslik a oxid uhliity. Tyto
vlastnosti umoznuji vznik elektrochemického gradientu, ktery tvofi zaklad pro
syntézu ATP a regulaci dalSich iontu, jako je napf. vapnik, ktery je z velké Casti
vyuzivan v bunécné signalizaci (Protasoni et al., 2021).

Oblast mezi vnéjSi a vnitfni membranou se nazyva mezimembranovy
prostor (IMS). Uvnitf organely je mitochondrialni matrix, kterd je tvofena hustou

hmotou s obsahem proteini a enzymu (Bottje, 2019).
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Obr. 1: Mitochondrialni struktura (Protasoni et al., 2021).

1.1.1 Syntéza ATP

Hlavnim zdrojem energie v burikach je defosforylace ATP na ADP, ale aby
byl tento proces udrzitelny, musi dochazet k regeneraci molekul ATP. Tato ATP
potfebna pro reprodukci a preziti bunék pochazi ze dvou zdrojl. Prvnim je
glykolyza a druhym zdrojem je cyklus TCA neboli citratovy cyklus (Gasmi et al.,
2021).

Molekula glukozy se béhem chemickych reakci metabolizuje na pyruvat a
nasledné v TCA az na CO2. Atomy vodiku uvolnéné béhem oxidacnich reakci
jsou prostfednictvim dychaciho fetézce pfenaseny na kyslik za vzniku vody.
Prvni faze tohoto mechanismu je anaerobni a probih4d nezavisle na
mitochondriich v cytosolu bunék. Béhem téchto reakci jsou z jedné molekuly
glukdzy produkovany dvé molekuly ATP a vznikaji dvé molekuly pyruvatu.
Anaerobni glykolyza je preferovanda v burikach, které jsou anoxické, embryonalni

nebo silné proliferujici.
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Pro optimalizaci syntézy ATP je glykolyza spojena s dalSim metabolickym
déjem TCA, ktery probihd v matrixu mitochondrii za aerobnich podminek
(Protasoni et al., 2021). Jedna se o kone¢nou drahu oxidace lipidd, sacharidd a
vSechny ostatni drahy metabolismu (Gasmi et al., 2021). Dochazi také k syntéze
meziproduktli, které jsou dullezité pfi glukoneogenezi, lipolyze, tvorbé
neurotransmiterd atd.

TCA se sklada z deviti enzymatickych reakci a kazdy cyklus jsou tvorfeny ffi
molekuly NADH (nikotinamid adenin dinukleotid), jedna molekula FADH: (flavin
adenin dinukleotid) a jeden GTP (guanosin trifosfat). Substratem je acetyl-CoA,
ktery vznika pfi oxidaci mastnych kyselin, glukézy, aminokyselin, acetatu a
ketolatek. V prvnim kroku dochazi kfuzi acetylové skupiny acetyl-CoA
s oxaloacetatem katalyzovanou citratsyntazou, uvolriuje se CoA-SH, teplo a citrat
(Kumari, 2018).

Citrat je poté transformovan enzymem akonitdzou na isocitrat, ktery se
nasledné béhem dekarboxyla¢ni reakce pomoci isocitratdehydrogenazy méni na
a-ketoglutarat (Gasmi et al.,, 2021). Oxidativni dekarboxylaci enzymovym
komplexem a-ketoglutaratdehydrogenazou vznika sukcinyl-CoA, ze kterého se
dale tvofi sukcinat, pficemz se fosforylaci generuje GTP/ATP. Pomoci enzymu
sukcinatdehydrogenaza dochazi k pfeméné sukcinatu na fumarat, ke kterému
fumaraza pfidava vodu a vznika malat. Plsobenim NAD* dependentni
malatdehdyogenazy vznikA oxaloacetat a dochazi tak kregeneraci cyklu
(Kumari, 2018).
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Obr. 2: Schématické znazornéni TCA (Protasoni et al., 2021).

1.1.2 Elektronovy transportni retézec (ETC)

ETC je slozen z fady komplexa, které jsou v membrané fazeny s postupné
se zvySujicim redoxnim potencialem. Tyto komplexy pfenaseji redoxnimi
reakcemi elektrony z donord na akceptory a zaroven také dochazi k prenosu H*
iontd prfes IMM. Mitochondridlni ETC tak vytvafi elektrochemicky potencial
protont, ktery je nasledné vyuzit k syntéze bunécného ATP prostfednictvim
OXPHOS (Bhatti et al., 2021).

Tvorba tohoto elektrochemického gradientu je mozna diky povaze
fosfolipidové dvojvrstvy, ktera tvofi IMM. Gradient tvofi tzv. protonmotivni silu
(PMF), kterou mUzeme popsat jako miru potencialni energie ulozené v IMM
(Protasoni et al., 2021). Za fyziologickych podminek se hodnota PMF pohybuje
kolem -220 mV. (Lodish et al., 2000).

Dusledkem pfenosu elektront je také syntéza reaktivnich forem kysliku
(ROS), které fyziologicky slouzi k bunécné signalizaci ale i k oxidanimu stresu
béhem patologickych stavl. Tento mechanismus se sklada ze 4
transmembranovych proteinovych komplext (I — IV) ulozenych v IMM a volné

pohyblivych nosi¢l pro pfenos elektronl ubichinonu a cytochromu c.
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Davodem umisténi ETC v tésné blizkosti mitochondrialni matrix je vyuziti
substrati NADH a FADH: produkovanych v TCA (Nolfi-Donegan et al., 2020).
Uvolnéna energie pfi prachodu elektronl fetézcem redoxnich reakci vede ke
vzniku elektrochemického protonového gradientu napfi¢ IMM, ktery je vyuzit
k syntéze ATP (Protasoni et al., 2021).

Komplex | neboli NADH-ubichinonoxidoreduktazy, je nejvétSi enzymovy
komplex ECT slozeny z vice podjednotek a jeho kliCovou ulohou je pfenos
elektron z NADH z matrix na ubichinon (Q) (Zhao et al., 2019). Elektrony jsou
v komplexu | transportovany pomoci fetézce  kofaktord  véetné
flavinmononukleotidu (FMN) a FeS klastry v komplexu |. Energie uvolnéna pfi
prichodu elektronl je vyuzita k Cerpani protond z matrix do IMS, pficemz
transport dvou elektront méa za nasledek Cerpani &tyf protond (Nolfi-Donegan et
al., 2020).

Elektrony ale mohou do ECT vstupovat také pres komplex I
(sukcinatdehydrogenaza), ktery oxiduje sukcinat na fumarat v TCA za vzniku
FADH:. Elektrony z FADH: jsou tedy pfenaseny na ubichinon pfes klastr FeS
komplexu Il. Na rozdil od komplexu | neni transport elektrond komplexem I
doprovazen translokaci protond z matrix do IMM, jelikoz komplex Il neni
protonova pumpa.

Ubichinon je po navazani elektront redukovan na ubichinol (QHz), nasledné
je tato sloucenina oxidovana komplexem lll, zndmym jako ubichinol:cytochrom c
oxidoreduktdza (Protasoni et al, 2021). Komplex Il je symetricky dimer,
pficemz kazdy monomer se sklada z 11 podjednotek. Katalyticky aktivni
podjednotky jsou cytochrom b, cytochrom c1 a FeS klastr (Zhao et al, 2019).

Nejdfive se QH2 vaze na cytoplazmatickou stranu komplexu Il a uvolni se
2 protony do IMS. Jeden elektron je pfenesen z QH2 na FeS klastr a druhy
elektron je pfenesen na cytochrom b. Tento elektron je pozdéji transportovan
z cytochromu b na druhou molekulu ubichinonu, ktera je vazana na matrixové
strané komplexu, za vzniku ubisemichinonu.

Soucasné je elektron na FeS klastru pfesunut na cytochrom c1 a poté na
cytochrom c. Poté se dalSi molekula QH2 opét navaze na cytoplazmatickou
stranu komplexu Il a probéhne stejny oxida¢ni proces, aby byl zredukovan

ubisemichinon zpét na QH2 a doslo k napumpovani dvou protont do IMS (Nolfi-
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Donegan et al., 2020). Elektrony z ubichinolu jsou tedy jeden po druhém
pfeneseny procesem tzv. Q cyklu (Mourokh et al., 2020).

Jakmile je mobilni nosi¢ elektront cytochrom c redukovan, pfenasi
jednotlivé elektrony z komplexu Il na komplex IV neboli cytochrom c¢ oxidaza.
Tento komplex transportuje elektrony z cytochromu c¢ na koncovy akceptor
elektron Oz za vzniku vody. Sklada se ze 14 podjednotek a obsahuje 3
prostetické skupiny: cytochrom a, cytochrom as a Cus, ktera ma binuklearni
centrum (Protasoni et al., 2021).

Redukovany cytochrom ¢ se pohybuje po povrchu membrany a interaguje
s podjednotkou Il komplexu IV elektrostatickymi interakcemi a sou¢asné prenasi
elektrony. V binuklearnim centru projednotky | je poté Oz redukovan na vodu.
Proto je v komplexu IV €erpano z matrix celkem 8 protonl, 4 jsou vyuZity ke
tvorbé dvou molekul vody a zbylé 4 jsou pfeneseny do IMS. Tento proces je
znamy jako mitochondrialni dychani.

V zavislosti na transport elektront je dohromady 10 protonu (2 z komplexu
lll, 4 z komplexu | a 4 z komplexu IV) pumpovano z matrix do IMS, kde dochazi
ke kumulaci, a tvofi tzv. protonovy elektrochemicky gradient neboli
mitochondrialni membranovy potencidl. Tento gradient spolu s pH generuji
protonmotivni silu, ktera je zasadni slozkou v procesu ukladani energie béhem
OXPHOS, jelikoz spojuje transport elektronu (komplexy | — V) s aktivitou
komplexu V (Nolfi-Donegan et al., 2020).

Komplex V, téz ATP syntaza, je enzym katalyzujici syntézu ATP z ADP a
fosfatu. Je sloZzen ze dvou odliSnych domén: doména Fi, sméfujici
k mitochondrialni matrix, a doména Fo, ktera se nachazi v IMM. Fo je slozena
z c-kruhu a jedné kopie z kazdé podjednotky a, b, d, F6 a OSCP neboli
oligomycin sensitivity-coferring protein (Protasoni et al., 2021). F1 se sklada
z rozpustnych podjednotek, 3 podjednotky a a 3 podjednotky B a jedna z kazdé
podjednotky v, 6, €. 3 podjednotky a a 3 podjednotky B tvofi katalytickou hlavu F1
domény a zbylé podjednotky tvofi centralni stopku, ktera spojuje hlavu F1 s c-
kruhem F1 (Zhao et al., 2019).
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Kazdy c-kruh je schopen vézat jeden proton zIMS, ktery reaguje
s karboxylatovou skupinou postranniho fetézce glutamatu nebo aspartatu.
Protonace vyvola rotaci c-kruhu, ktera je spojena s pfenosem protonu pres IMM
a vede je spojeni fosfatu k ADP za u€elem syntézy ATP v misté F1domény (Nolfi-
Donegan et al., 2020).
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2020).
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1.1.3 Mitochondrialni metabolismus a rakovina

Rakovinné bunky vykazuji nékolik odliSnych biologickych znaku, které
vyplyvaji z genetickych a epigenetickych zmén. Transformuji fyziologické buriky
na nadorové s neomezenymi rlstovymi a pohybovymi vlastnostmi. Jednim
z charakteristickych  kliCovych znakd je tendence rakovinnych bunék
pfeprogramovat svij metabolismus. Pfeprogramovani metabolismu je pfimym
ucinkem aktivace onkogenu a inhibice nadorovych supresort (Kalyanaraman et
al., 2018).

Mitochondrie hraji v onkologickych onemocnénich dulezitou roli, a to
prostfednictvim syntézy energie a produkce makromolekul. U benignich nadoru
se vyskytuji patogenni mutace mitochondrialni DNA, zatimco u malignich nadoru
je mitochondrialni genom a funkce ETC striktné zachovana, coz poukazuje na
dulezitost mitochondrialniho metabolismu pro progres rakoviny. Naproti tomu
mutantni enzymy TCA cyklu produkuji onkometabolity, které podporuji
tumorogenezi (Zong et al., 2016).

Historicky byl mitochondrialni metabolismus povazovan za nepodstatny pro
metabolické potfeby rychle proliferujicich rakovinnych bunék. AvSak
dlouhotrvajici pfesvédcCeni, ze mitochondrialni metabolismus je postradatelny pro
rust nador(, bylo zpochybnéno (Vasan et al.,2020).

S pfichodem 21. stoleti byl vymyceny dvé hlavni mylné pfedstavy: rakovina
je Cisté bunéfna porucha, kter4d prameni z epigenetickych nebo genetickych
zmén a nazor, Zze maligni buriky plni své bioenergetické a anabolické funkce
prostfednictvim aerobni glykolyzy.

Nyni je zastdvan nazor, Ze mitochondrialni metabolismus ma zasadni vliv
na vSechny kroky onkogeneze, tj. maligni transformace, progrese nadoru a
odpovéd na IéCbu. Mitochondrie jsou dulezité pro vSechny aspekty progrese
nadoru. Jsou hlavnim zdrojem ATP, poskytuji metabolity pro anabolické procesy
a maji schopnost produkovat ROS (Porporato et al., 2018).

Mitochondrie jsou momentalné ustfednim bodem mnoha cilenych terapii.
Napf. ve studiich, které vyuzivaji bunécné kultury a preklinické modely
xenoimplantatl rdznych druhG rakoviny pro vyuziti novych mitochondrialné
specifickych cila k u¢inné 1éEbé nadorovych onemocnéni (Kalyanaraman et al.,
2018).
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1.1.3.1 Warburguv efekt

Nadorové bunky vykazuji charakteristickou formu bunééného metabolismu,
kdy i pfed dostatecné mnozstvi kysliku dochazi ke zvySené preméné glukézy na
laktézu prostfednictvim glykolytické drahy. Tento déj se nazyva tzv. Warburglv
efekt a je spojen se zvySenym pfijmem glukdézy témito bunkami a poté
nadmérnou produkci laktatu. Nadorové burnky tedy misto pfemény glukdzy
pomoci OXPHOS a pfevedenim produktt glykolyzy do TCA transformuji gluk6zu
na laktat za aerobnich podminek (Kumar et al., 2021).

Studie na izolovanych nadorovych mitochondriich ukazuji, Zze celkovy
mitochondrialni metabolismus je v rakovinnych burkach potlacen, takze
glykolyza odpovida za polovinu a vice veSkeré produkce ATP. Vyhody
Warburgova efektu pro rast a proliferaci bunék jsou Cetné. Glykolyza muaze
syntetizovat ATP rychleji nez OXPHOS a to bez mitochondrii. Glykolyza také
poskytuje prekurzorové molekuly, které jsou dullezité pro proliferaci bunék. Rist
nadoru obvykle pfevySuje jejich zasobovani krvi a glykolyza se tak stava
uziteCnou adaptaci na vyslednou hypoxii (Lemasters, 2021).

Warburguv efekt je ale také alespori ¢astec¢né zplUsoben tim, Ze rakovinné
bunky nevyuZzivaji mitochondrie v takové mife jako bunky nenadorove.
Mitochondrialni respirace je spojena s produkci ROS, které maji v organismu
svou fyziologickou funkci, ale pouze v nizkych koncentracich. PFi vysokych
koncentracich ROS poSkozuji biomolekuly, inhibuji rist a zpusobuji bunéénou
smrt. V nadorech je Casto prostredi s nizkym obsahem kysliku, které podporuje
tvorbu ROS prostfednictvim mitochondrii.

Zvysena kapacita pro glykolyzu a snizena zavislost na mitochondrialnim
metabolismu chrani nadorové burky pfed negativnimi vlivy vysokych hladin ROS
(Harris et al., 2019). Udrzovat vhodnou koncentraci ROS je tedy pro nadorové
bunky zcela zasadni. Nedostatek ROS totiz zpusobuje poruchu signalizacnich
procesu, které jsou potiebné pro proliferaci bunék (Liberti et al., 2016).

Klinicky se tento jev vyuziva béhem PET (pozitronova emisni tomografie)
pro vizualizaci nadortl. Pacientim je injekén& podan 8F-fluorrdeoxyglukdza,
nemetabolizovatelny derivat glukdzy, ktery je pfednostné vychytavan nadorovymi
burikami. VétSina nadorq, které jsou PET pozitivni, jsou rychle rostouci (Kumar
et al., 2021).
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1.2 Mitochondrialni bioenergeticky profil

Nadorové burnky se méni a pfizpusobuji v zavislosti na metabolickych nebo
bioenergetickych pozadavcich, které jsou potfebné pro udrzeni jejich
neomezeného rlstu a kazda rakovinna tkan ma své vlastni individualni
metabolické vlastnosti. Pro naplnéni potfeb rychlé proliferace buriky pozménuji
preferenci substratu, v€etné zvySeného metabolismu glukézy, glutaminu a lipidd.
Metabolické fenotypy rakovinovych bunék se tedy li§i a méfeni Ci sledovani
parametrd, které souviseji s charakteristickymi znaky rakoviny, poskytuje lepsi
pochopeni metabolickych procest nadorovych bunék.

Dva kliCové a snadno méfitelné bioenergetické parametry, které spojuji
pfeprogramovani metabolismu, metabolicky fenotyp a preferenci substratu, jsou
glykolytickd funkce neboli rychlost extracelularni acidifikace (ECAR) a
mitochondrialni dychani, tzv. OCR, coz je rychlost spotfeby kysliku. Tyto hodnoty
poskytuji pfimou kvantifikaci mitochondrialnino dychani a glykolyzy
(Kalyanaraman et al., 2018).

Bioenergeticky profil bunék je sloZzen z analyz mitochondrialniho dychani
pomoci rliznych respiracnich parametri. Méfeni mitochondrialniho dychani je
spolehlivy a citlivy test pro hodnoceni mitochondrialnich funkci. V burkach, které
maji dostate¢né aktivni glykolyzu, Ize vSechny hlavni aspekty mitochondrialniho
dychani méfit v jednom experimentu. Jednd se o bazalni respiraci, respiraci
souvisejici s tvorbou ATP, unik protonll, maximalni rychlost respirace, rezervni
respiracni kapacita a non-mitochondriélni spotfeba kysliku.

Tyto parametry lze urCit pfidani inhibitoru ATP-syntazy oligomycinu,
protonoforového rozprahovace, jako je FCCP a ETC, napf. rotenonu nebo
antimycinu A. Zmeény v glykolytické i mitochondrialni aktivité nadorovych bunék
Ize méfit v realném Case. Pokud je glykolyza v burikach omezena a bioenergetika
bufky se stane nestabilni, mizeme provést samostatné paralelni experimenty
s oligomycinem a FCCP (Brand et al., 2011).

Analyza mitochondrialniho profilu je vyuzivana k hodnoceni bunécné
bioenergetiky, identifikaci mitochondrialni dysfunkce a predikci reakce bunék na

stresové podminky (Nicholls et al., 2010).
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Obr. 4: Modulatory uzivané béhem analyzy mitochondrialni respirace (Agilent

Seahorse User Guide).

1.2.1 Bazalni respirace

Bazalni respirace predstavuje energetickou naro€nost buriky za bazalnich
podminek. Je definovana jako mitochondrialni OCR, které je ziskano odectenim
rezidualniho OCR po podani ETC inhibitord od celkové spotieby bunééného
kysliku pfed podanim modulatord mitochondrialni funkce (Kalyanaraman et al.,
2018).

Je fizena respiraci souvisejici s tvorbou ATP, ale jen Caste¢né ovlivnéna
oxidaci substratu a unikem protond. Hodnoty bazalni respirace se mohou velmi
liSit v zavislosti na obsahu substratd nebo hormonl v médiu. Ke zméné hodnot
respirace mize dochazet bud fyziologickou adaptaci bunék nebo reakci na stres.

ZvySeni bazélniho dychani muize byt zplsobeno zvySenou respiraci
souvisejici s tvorbou ATP, zvySenym unikem protond nebo zvySenim non-
mitochondrialni spotfeby kysliku, jako je napf. produkce ROS (Hill et al., 2012).
U hepatocytd muze dojit k navySeni bazalni respirace pomoci mastnych kyselin,

pyruvatu, laktatu nebo adrenalinu (Brand et al., 2011).
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1.2.2 Respirace souvisejici s tvorbou ATP

Jedna se o rychlost mitochondrialni syntézy ATP v ur€itém definovaném
bazalnim stavu. Tuto hodnotu mizeme ziskat pomoci oligomycinu, ktery inhibuje
ATP syntdzu v Fo podjednotce. Inhibice ATP syntazy vede k mirné
hyperpolarizaci mitochondrii, zaroven unik protont je zavisly na napéti
membrany. Proto mizZe dochazet k podhodnoceni syntézy ATP, a naopak
nadhodnoceni Uniku protonl. Tato chyba je obvykle pomérné mala, dochazi
k podhodnoceni syntézy ATP o maximalné 10 % a nadhodnoceni rychlosti Uniku
protond o 15-20 %.

Po pfidani oligomycinu k bunkam dochazi ke zméné jejich metabolismu a
produkce ATP je zavisla na glykolyze. Pro udrzeni produkce ATP je proto
zapotfebi, aby se glykolyza zrychlila asi 10krat. VétSina bunék ma dostateCnou
glykolytickou aktivitu, ale v nékterych burikach muze dojit po pfidani oligomycinu
ke vzniku krize spojené s nedostatkem ATP, coz zpusobuje selhani glykolyzy,
ktera vyzaduje pro svUj prabéh ATP, a selhani aktivace a katabolismu mastnych
kyselin. Tyto zmény poté vedou k pferuseni dodavani substrati pro OXPHOS a

progresivnimu poklesu dychani (Brand et al., 2011).

1.2.3 Maximalni rychlost respirace

Tento stav se méfi po podani FCCP, silného protonoforu, ktery rozpojuje
OXPHOS prostfednictvim zvySeni propustnosti IMM pro protony a stimuluje tak
mitochondrialni dychani, a oddéluje tedy tvorbu mitochondrialniho ATP od
spotieby kysliku (Kalyanaraman et al., 2018). Po podani FCCP je umoznén na
ATP-syntaze nezavisly tok protond pfes IMM a je ucinné sniZzovan potencial
mitochondrialni membrany. Pfidanim tohoto protonoforu je tedy umoznén odhad
hodnoty OCR bez zavislosti na transportu ATP/ADP a aktivité ATP syntazy
(Dranka et al., 2011).

Experimentalné mulze mit pouziti FCCP nékolik omezeni, pokud je
koncentrace protonoforu pfili§ vysoka, muze byt inhibi¢ni. Tyto latky také mohou
pusobit jako protonofory napfi¢ vSemi membranami, okyseluji cytosol a narusuji

funkci endozom( a dalSich kompartmentl. Dohromady mohou tyto faktory
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inhibovat dodavku substratu a zpuUsobit, Ze je hodnota nizSi nez skute€na
maximalni respiracni kapacita (Brand et al., 2011).

Niz§i maximalni rychlost respirace tedy mize naznacovat, Ze je snizena
dostupnost substratd nebo narusenou mitochondrialni integritu. Naopak vysoké
hodnoty maximalni respirace ve srovnani s bazalnim stavem signalizuje, Zze ma

bunka podstatnou mitochondrialni rezervni kapacitu (Hill et al., 2012).

1.2.4 Rezervni respiraéni kapacita

Rezervni respiraéni kapacita vyjadfuje schopnost buriky reagovat dodavkou
substratu a transportu elektront na zvySeni poptavky po energii. Tato hodnota
Ize zjistit rozdilem mezi maximalni respiracni kapacitou a bazalni respiraci.
Nedostatek volné respiracni kapacity muaze signalizovat mitochondrialni
dysfunkci, ktera neni patrna za bazalniho stavu, kdy je rychlost respirace fizena
respiraci souvisejici s tvorbou ATP, ale projevuje se pouze u zatéze, pfi které
dochazi ke zvySovani spotfeby ATP a oxidace substratu vyraznéji ovliviiuje

respiraci (Brand et al., 2011).

1.2.5 Unik protont

IMM je pro protony témér nepropustna, ale propustnost se mize ménit, coz
muze vést k tomu, Ze nékteré protony generované béhem oxidacnich reakci
uniknou bez syntézy ATP. Rychlost uniku protond pfi daném membranovém
potencialu je tedy testovana jako mitochondrialni spotfeba kysliku bez
pritomnosti OXPHOS (Ainscow et al., 2001).

Vypocet Uniku protonu je zaloZzen na rozdilu mezi OCR naméfenym po
oSetfeni bunék oligomycinem a non-mitochondrialni OCR (Kalyanaraman et al.,
2018). Vétsi narust téchto hodnot mize byt zplsobeno té€zSim poskozenim
mitochondrii, mirna odchylka v rychlosti Uniku protont by mohla indukovat zménu
v nepropustnosti protont nebo zménu v membranovém potencialu mitochondrii
zpusobenou odliSnou oxidaci substratu (Brand et al.,, 2011). Déle se také na
zvySeni rychlosti uniku muze podilet zvySena aktivita uncoupling proteins nebo

poskozeni ETC komplexu, coz vede k uniku protonu do matrix (Hill et al., 2012).
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1.2.6 Non-mitochondrialni spotireba kysliku

Non-mitochondriélni spotfeba kysliku neboli zbytkova OCR, nezavisla na
ETC, je analyzovana na konci experimentu Uplnou inhibici mitochondrialniho
ETC pomaoci specifickych inhibitort jako je rotenon, antimycin nebo myxothiazol.
VétSina bunék ma non-mitochondrialni spotfebu kysliku nizkou, ale prFesto
vyznamnou (Brand et al., 2011). MiZze dosahovat okolo 10 % z celkové spotfeby
kysliku, ale tato hodnota se liSi dle typu bunécéné linie, napfiklad v hepatocytech
a kardiomyocytech tato hodnot mize dosahovat az 40 %, ale v endotelialnich
bunkach pfiblizné 15 % (Hill et al., 2012).
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Obr. 5: Parametry mitochondrialniho energetického profilu (Agilent Seahorse
User Guide).
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1.3 Metabolismus SCFA

Mastné kyseliny jsou dalezitym zdrojem energie ve stavech, kdy je dodani
glukdzy omezené, avSak i kdyz je glukdza dobfe dostupna, jsou mastné kyseliny
hlavnim zdrojem energie pro srdce, kosterni svalovinu a ledviny. Hlavni cesta
jejich metabolismu je mitochondrialni B-oxidace, ktera je nezbytna pro udrzeni
energetické homeostazy v lidském téle (Houten S. M. et al., 2016). Fyziologické
funkce SCFA souvisi s délkou alifatického fetézce a jsou zavislé na aktivaci
specifickych membranovych receptord (Gonzales-Bosch et al., 2021).

SCFA je skupina dvou az Sesti uhlikatych slou€enin a fadi se sem: acetat
(C2), propionat (C3), butyrat (C4), valerat (C5) a kaproat (C6), ale 95 % SCFA
produkovanych v lidském téle tvofi acetat, propionat a butyrat. Jsou
syntetizovany pfedevsim bakterialni fermentaci nestravenych sacharidu, véetné
vlakniny. Tvorba téchto latek probiha vtlustém stfevé dvéma hlavnimi
bakterialnimi skupinami: propionat a acetat tvofi kmen Bacteroidetes, zatimco
butyrat je produkovan kmenem Firmicutes (Mirzaei et al., 2021).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem jsou vychytavany v tlustém strevé
pomoci ruznych transportnich systémua. Apikalni vstfebavani probiha
jednoduchou pasivni difuzi, ale nejvétsi ¢ast SCFA je vychytavana nékolika
aktivnimi transportnimi mechanismy (Beek et al., 2017).

SCFA jakozto metabolity stfevnich bakterii, jsou vyuzivany epitelialnimi
burikami jako jejich primarni zdroj energie, kromé toho maji SCFA také zasadni
roli pfi udrzovani funkce stfevni bariéry zlepSenim exprese protein(, které spojuji
epitelidlni bunky (Chambers et al., 2018). Acetat je tvofen z pyruvatu pres
meziprodukt acetyl-CoA, butyrat vznika konverzi acetyl-CoA na butyryl-CoA
pomoci enzymu butyryl-CoA transferazy a butyratkinazy. Propionat je kone¢nym

produktem laktatové a sukcinatové drahy (Fattahi et al., 2020).
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Obr. 6: Metabolické drahy mikrobiomu tlustého stfeva, kterymi jsou
syntetizovany SCFA (Fattahi et al., 2020).

SCFA jsou pfevazné metabolizovany v enterocytech a jatrech, maji vliv na
pfijem potravy, ¢imz se podileji na regulaci energetické homeostazy a télesné
hmotnosti. Déle jsou také schopny za urcitych podminek indukovat apoptozu a
tim Fidit bunécnou proliferaci. Hraji dulezitou roli v intracelularni signalizaci a
pfispivaji k regulaci buné€ného metabolismu (Schonfeld et al., 2016).

SCFA mohou také puUsobit jako modulatory pH tlustého stfeva a
intracelularniho pH, objemu bunék a dalSich funkci spojenych s transportem
iontl. ZvySeni koncentrace SCFA vede ke snizeni pH, které nepfimo ovliviiuje
slozeni mikrofléry tlustého stfeva napfiklad tim, ze kyselejSi pH snizuje pocet
potencionalné patologickych klostridii, sniZuje rozpustnost Zlu€ovych kyselin,
nepfimo zvySuje absorpci minerall a snizuje absorpci amoniaku (Wong et al.,
2006).

Z tlustého stfeva, kde jejich celkova koncentrace presahuje 100mM
vpomeéru asi 3:1:1 pro acetat, propionat a butyrat (Mirzaei et al., 2021,

Sivaprakasam et al., 2016), jsou SCFA z velké ¢asti absorbovany do kolonocytu,
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kde je Cast vyuzita jako zdroj energie a je okamzité oxidovana. Zbyvajici SCFA
jsou transportovany portalnim obéhem do jater odkud se dostavaji do periferniho
obéhu.

V dusledku toho jsou koncentrace SCFA v plazmé a séru podstatné nizsi
nez v lumen tlustého stfeva (Deroover et al., 2017). Hladina acetatu v plazmé se
pohybuje mezi 50 — 100 pmol/l, koncentrace propionatu a butyratu jsou v rozmezi
0,5 — 10 pmol/l (Priyadarshini et al., 2014, Fernandes et al., 2011). Jen malé
mnozstvi butyratu se za fyziologickych podminek nachéazi v systémovém obéhu,
jelikoz butyrat slouzi jako zdroj energie pro kolonocyty. Acetat je jediny ze skupiny
SCFA, ktery se ve znatném mnozstvi za normalnich podminek mize vyskytovat
v periferni krvi u lidi (Beek et al., 2017).

Lumen |~ Penkne

Cirkulace
Sfevo Pordini 3z Jaemizia  Systmovid Perfemi Mozkomiéni mok

Obr. 7: Schéma jednotlivych koncentraci SCFA a jejich gradient mezi lumen

stfeva a periferii (Gonzales-Bosch et al., 2021).

1.4 Vliv SCFA na karcinogenezi

Je znamo, ze SCFA jsou spojovany s pfiznivymi ucinky na lidské zdravi
pro jejich metabolické a signaliza¢ni vlastnosti, reguluji bunéény rust a
diferenciaci, pUsobi protizanétlivé, inhibuji bunéCnou proliferaci a indukuji
apoptdzu karcinogennich bunék (McBrearty et al., 2021). Proto mohou SCFA

ovliviiovat progresi riznych onemocnéni, jako je zanétlivé onemocnéni stfev
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(IBD, napf. Crohnova choroba, ulcerdozni kolitida), diabetes, alergie,
ateroskler6za a CRC (kolorektalni karcinom) (Mirzaei et al., 2021).

Byly prokdzany mnohé pfinosy stfevniho mikrobiomu na lidské zdravi,
jako jsou protizanétlivé ucinky a protinadorové ucinky. Dle epidemiologickych
studii suplementace vlakniny spolu s prospéSnymi stfevnimi bakteriemi snizuje
rozvoj CRC. Tyto informace poukazuji na vztah mezi SCFA a CRC, SCFA
zabranuji vzniku rakoviny tlustého stfeva prostfednictvim indukce apoptozy

specifické pro rakovinu a autofagie (Fattahi et al., 2020).

1.4.1 Receptory HDAC

Zakladem ucCinku SCFA na tlusté stfevo je slozity molekularni
mechanismus, kdy dochazi kinterakci svice signalnimi molekulami
exprimovanymi epitelem stfeva a burfikami imunitniho systému (Sivaprakasam et
al., 2016). Nejvice studovanym cilem pro butyrat a propionat jsou HDAC neboli
histondeacetylazy, které brani genové expresi remodelaci chromatinu a
epigeneticky reguluji transkripci (Fattahi et al., 2020). Jedna se o rodinu proteind,
ktera se déli do dvou skupin (Sivaprakasam et al., 2016). Butyrat a propionat
specificky inhibuji aktivitu HDAC-1 a HDAC-3, které patfi do prvni skupiny, coz
vede ke zvySeni acetylace specifickych lysinovych zbytk( v histonech a ke
snizeni kladného naboje histonu.

Dochazi k inhibici vazby DNA na histony, kter4d ma za nasledek otevienou
strukturu DNA a chromatinu, a stava se tak dostupnou pro transkripéni aparat.
Zamezeni acetylace histont by tedy mélo vést ke zvySeni transkripce gendu.
Mnoho studii prokazalo pozitivni korelaci mezi u€inkem butyratu inhibovat HDAC
a indukovat apoptdzu v bufikach CRC (Thangaraju et al., 2009).

Inhibice HDAC tedy meéni aktivitu buné&ného proteazomu a systém
replikace €i opravy DNA, ¢imzZ ovliviuji expresni vzorce bunécné proliferace,
diferenciace a genu pro regulaci apoptézy. To znamena, Zze SCFA maji
schopnost potlacovat karcinogenezi a mohou ovliviiovat imunitni systém. DalSi
funkci, ktera je dosazena pomoci inhibice HDAC, je modulace oxidaéniho stresu

a snizeni posSkozeni DNA epitelialnich bunék (Fattahi et al., 2020).
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1.4.2 Receptory GPR41, GPR43, GPR109A

Jako mediatory biologickych uc€inkid SCFA jsou zkoumany receptory
volnych mastnych kyselin GPR41 (FFA3), GPR43 (FFA2), GPR109A (receptor
hydroxykarboxylové kyseliny 2, HCA2) a cichovy receptor 78, které jsou
exprimovany na povrchu bunék. Jednd se o GPCR neboli rodiny receptort
sprazenych s G-proteinem, na které se kyseliny vazi a dochazi k aktivaci.

Signélni mechanismy pouzivané témito receptory mohou byt specifické
pro bunécény typ a ligand (Sivaprakasam et al., 2016). Po navazani SCFA na
CPR41 a GPR43 se aktivuji signalni drahy, jako je mitogenem aktivovana
proteinkinazova signalizace (MAPK), coz vede napfiklad k produkci chemokinu,
cytokinG a k regulaci bunééné proliferace (Beek et al., 2017).

Receptor FFA2 je vétSinou popisovan jako bunécny povrchovy receptor
pro acetat a je husté exprimovan v neutrofilech, monocytech a dalSich burikach
imunitniho systému a také v gastrointestinalnim epitelu, kde dokaze regulovat
zanétlivé procesy (Moniri et al.,, 2021). Bylo zjisténo, ze u lidského
adenokarcinomu tlustého stfeva a také u adenokarcinomu lymfatickych uzlin je
exprese receptoru FFA2 snizena nebo Uuplné omezena ve srovnani
s fyziologickou tkani tlustého stfeva (Tang et al., 2011).

Receptor FFA3 vétSinou preferuje vazbu na butyrat nebo propionat a je
Siroce exprimovan v rtznych tkanich, véetné tkané tukoveé, slinivky bfidni, sleziny,
bunék imunitniho systému a tlustém stfevu. Exprese tohoto receptoru snizuje
butyratem indukovanou acetylaci histon( a antiproliferativni a apoptotické ucinky
(Wu et al., 2012).

Dale také dochéazi k regulaci bunék ve fazi G1 bunécného cyklu, zvyseni
poctu bunék v S fazi buné&ného cyklu a snizeni exprese p21. Toto zjisténi vede
k nazoru, Ze FFA3 negativné ovliviiuje uc€inky butyratu (Ang et al., 2016). Existuje
i konfliktni literatura a vzhledem k tomu je zfejmé, Ze je zapotiebi dalSi vyzkum
k objasnéni, jakou roli mize mit FFA3 u kancerogeneze.

GPR109A je vysoce exprimovan na burikach imunitniho systému, sitnici,
burnikach tlustého stfeva a adipocytech. Na rozdil od ostatnich SCFA GPCR mé&
tento receptor Spatnou afinitu k propionatu a acetatu (Moniri et al., 2021). Butyrat
slouzi jako ligand pro GPR109A, ktery je receptorem pro niacin. Pokud je

GPR109A exprimovan v apikalni membrané kolonocytl sméfujici do lumen
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stfeva, muaze butyrat ovlivnit vznik rakoviny a zanétu tlustého stfeva

extracelularné aniz by vstupoval do bunék (Thangaraju et al., 2009).

1.4.3 Uginky butyratu

Butyrat je netoxicka a potencialni protirakovinna latka, ktera ma schopnost
ménit acetylaci histont expresi velkého poc¢tu genl. Jedna se o pfirozené se
vyskytujici inhibitor HDAC a vykazuje vyznamny ucinek na nadorové bunky
s minimalni toxicitou na buriky fyziologické. Mezi u€inky butyratu patfi inhibice
ristu nadorovych bunék, indukce diferenciace nadorovych bunék nebo také
eliminace téchto bunék navozenim apoptézy. Ve fyziologickych burikach tlustého
stfeva je ovSem butyrat ristovym faktorem a zivinou (Scharlau et al., 2009).

Butyrat hraje dulezitou roli v regulaci zanétu, a to zejména ve stfevech. Ve
studii na mysich bylo prokazano, ze ovliviiuje zanétlivé procesy pomoci posileni
stfevni bariéry (Xu et al., 2018). DalSi protizanétlivé ucinky byly objeveny u
mySich jater nebo pfi modulaci interakce mezi adipocyty a makrofagy
prostfednictvim sniZeni lipolyzy a produkce protizanétlivych markert (Zhang et
al., 2021).

Bylo také zjisténo, ze butyrat dokaze inhibovat CRC prostfednictvim
regulace signalni drahy Wnt, ktera souvisi s vyskytem rakoviny tlustého stfeva, a
pomoci protizanétlivych a imunomodulacnich u€inku, které inhibuji proliferaci a
migraci nadorovych bunék, inhibuji nadorovou angiogenezi, indukuji apoptozu
rakovinnych bunék a podporuji diferenciaci neoplastickych kolonocyta. Butyrat by
tedy potencionalné mohl byt vyuzivan jako ucinny prostfedek pro prevenci a
lé¢bu CRC (Liu et al., 2021).

Uginky butyratu byly zkoumany také na rakoviné prsu. Bylo dokazano, ze
butyrat snizuje Zivotaschopnost bunék, vykazuje protirakovinné a genotoxické
ucinky, a to zejména prostrednictvim antioxidacnich enzymu. Avsak tento efekt

se méni v zavislosti na davce a Case (Yuksel et al., 2022).
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1.4.4 Uginky kyseliny valerové

Kyselina valerova neboli pentanova (CsH1002) patfi mezi hlavni aktivni
latky kozliku Iékafského a je pouzivana jako bylinny doplnék pro své terapeutické
ucinky predevsim proti nespavosti a zachvatliim (Torres-Hernandez et al., 2015).
Bylo v8ak zjisténo, Ze kozlik |ékafsky je také schopen ovliviiovat imunitni systém
a tim pusobit proti vzniku rakoviny (Scott et al., 2012). Kyselina valerova jakoZzto
organicka latka je velmi strukturné podobna s inhibitorem HDAC kyselinou
valproovou (CsH1602), ktera je uzivana k 1éEbé zachvatovych poruch, a kyselinou
suberoyalnilid hydroxamovou (SAHA, C14H20N203), pomoci které se I&éCi lymfomy
T-bunék (Duvic et al., 2007).

Vysledky studii ukazuji, Zze kyselina valerovd ma Siroké spektrum
protirakovinného plsobeni. Hodnoty IC50 ziskané ze série koncentraci pfi
testovani bunécné proliferace u rakoviny jater odhalily silné potlaceni rustu
nadorovych bunék (Han et al., 2020). Mezi mozné molekularni mechanismy
protinadorového pusobeni kyseliny valerové patfi inhibice HDAC, ktery je
charakteristickym znakem rakovinového bujeni a hraje kliCovou roli v genové
transkripci, fizeni proliferace, preziti bunék, diferenciaci a genetické stabilité.
Proto HDAC patfi mezi nejslibnéjsi terapeutické cile pro Ié€bu onkologickych
onemocnéni (Buurman et al., 2016).

Protinadorovy ucinek kyseliny valerove byl zjistén také u bunék rakoviny
prsu. Kyselina inhibovala proliferaci, migraci a tvorbu kolonii nadorovych bunék
rakoviny prsu zplisobem zavislym na davce a Casu. Bylo zjisténo, ze kyselina
valerova vyznamné snizuje aktivitu HDAC v oSetfovanych rakovinnych burnkach
(Fengqgin S. et al., 2021). Inhibi¢ni ucinek kyseliny byl vyznamné snizen u
zdravych epitelialnich bunék prsu a jater, coz naznacuje specificky ucinek na
nadorové buriky s nizkymi vedlejSimi ucinky na fyziologické okoli nadoru. Tyto
vysledky jasné naznacuji, kyselina valerova by mohla byt slibnym prostfedkem
pro IéEbu rakoviny jater i rakoviny prsu a je zapotfebi dalSi zkoumani jejich

terapeutickych u€inkd (Buurman et al., 2016, Fenggin S. et al., 2021).
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1.5 Zasady kultivace bunék in vitro

In vitro kultivace bunék je velmi Siroce pouzivana metoda napfi¢ rdznymi
védnimi obory, jelikoz bunécné kultury maji mnoho vyuziti predevsim v medicing,
mikrobiologii, genetice nebo imunologii a ve vyzkumu. Preklad latinského
slovniho spojeni ,in vitro“ znamena ,ve skle” a jedna se o takové metody, jejichz
cilem je simulovat pro buriky podminky velmi podobné tém v organismu (Kachan,
2017). Bunécna linie tedy oznacuje odstranéni bunék z organismu a jejich
nasledny rlst v pfiznivém umélém prostredi.

Buriky mohou pochazet pfimo z pfimo a disagregovany enzymatickymi
nebo mechanickymi prostfedky, nebo mohou byt odvozeny z bunécné linie Ci
kmene, které jiz byly zalozeny. Fyziologicky jsou buriky schopny délit se pouze
omezeny pocet Casu. Nékteré bunécné linie se viak stavaji nesmrtelnymi pomoci
procesu transformace, ktery muze nastat spontanné nebo virovou i chemickou
indukci. Tyto kultury jsou pak oznacovany jako kontinualni (Cell Culture Basics —
Handbook).

Kultivace bunécénych linii ma jako experimentéalni model nenahraditelné
postaveni, jejich vyuziti v experimentech ma mnoho zasadnich vyhod, pfedevsim
ve srovnani s jinymi typy biologickych modelu, jako jsou napf. laboratorni zvifata.
Je dUllezité, ze pokus probiha na jediném, dobfe charakterizovaném bunééném
typu a vysledky tak nejsou ovlivnény dal8imi vlivy, jako tfeba jinymi organy,
tkdnémi nebo populacemi bunék. Dalsi vyhodou je také snadna kultivace bunék.

Je zapotrebi takeé zvazit nékteré nevyhody téchto metod. Tyto bunécné linie
rostou za nefyziologickych podminek. Kultivace probiha v kultivaCnim médiu.
Burnikam chybi normalni tkanové prostfedi neboli pfitomnost dalSich typa bunék,
ve kterém se za béznych podminek nachazeji. Proto v disledku téchto podminek
dochazi ¢asto ke zméné fenotypu kultivované bunécéné linie, a tim muze dojiti ke
zméné nékterych vlastnosti jako je morfologie bunék nebo genova exprese

(Vejrazka).

37



1.5.1 Vybaveni laboratore

Prostory a vybaveni laboratofe musi byt udrzovany vhodnym zpusobem,
aby se co nejvice zabranilo vzniku chybné manipulace. VSechny kroky prace
s bunécnymi kulturami se provadéji vyhradné v prostorach a zafizenich, které se
snadno udrzuji a Cisti. Jejich kvalita a uspofadani musi, pokud mozno co nejvice
zabranovat vniku necistot a kfizové kontaminace. Vybaveni laboratofe by tedy
mélo byt navrZzeno, umisténo a udrzovano tak, aby vyhovovalo zamySlenému
ucelu (Rémhild, 2016).

Z&kladnim cilem bezpecnosti v laboratofi pro kultivaci bunék je snizit nebo
uplné odstranit expozici laboratornich pracovniki a vnéjSiho prostiedi
bezpeclnosti je pfisné dodrzovani standardnich mikrobiologickych technik a
postupu.

Hlavnim pozadavkem laboratofe pro kultivaci bunék je nutnost dodrzovat
asepticky provoz. Zdrojem kontaminace bakterii, viri nebo plisni jsou nesterilni
média a Cinidla, ¢astice ze vzduchu a nedostateCné oclisténé pracovni plochy.
Asepticka prace poskytuje bariéru mezi mikroorganismy v prostfedi a sterilni
bunécnou kulturou. Prvky aseptického provozu jsou sterilni pracovni plocha,
dostateCna osobni hygiena pracovnikl, sterilni Cinidla a média a sterilni
manipulace, jelikoz i nizka uroveri kontaminace mulze vést k abnormalnim
vysledkim a nespravnym védeckym interpretacim (Segeritz et al., 2017).

Proto je pfi praci s bunécnymi kulturami je dilezité dodrzovat urcita pravidla
sterilni manipulace, coz je napfiklad pouziti laminarnich boxd. Tyto boxy jsou
velmi dulezité pro kultivaci bunék, jelikoz umoznuiji sterilni praci. Pfi spravném
provozu chrani produkt pfed kontaminaci a zaroven zamezuje pfistup aerosolu
k obsluze boxu pomoci HEPA filtru. Stupen zabezpeceni se liSi dle tfidy boxu
(Fundamental Techniques in Cell Culture Laboratory Handbook).

Laminarni box by mél byt dostate¢né velky, snadno Cistitelny uvnitf i venku
a meél by mit dostateCné osvétleni. Pracovni prostor by mél byt prehledny a Cisty.
Nez vlozime pracovni pomucky do boxu, je dulezité je Fadné vydesinfikovat 70 %
ethanolem a otfit doCista (Cell Culture Basics — Handbook).

DalSim nutnym zafizenim v bunécné laboratofi je inkubator s fizenym

obohacovanim atmosféry oxidem uhliCitym, jelikoz bunécné kultury vyzaduji
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pfisné kontrolované prostfedi, ve kterém mohou rast. Jsou tak zajiStény
podminky pro spravnou kultivaci jako je teplota, stupen vlhkosti a hladina CO:2
nebo O2. Inkubéatory z nerezové oceli jsou snadno Cistitelné a chranéné pred
korozi, zejména u inkubaci ve vihku.

Kromé téchto zafizeni by v laboratofi nemél chybét ani inverzni mikroskop
vybaveny fazovym kontrastem a obvyklé laboratorni pomdcky jako je centrifuga,
vodni lazen, chladniCka a mrazak (Fundamental Techniques in Cell Culture

Laboratory Handbook).
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Obr. 8: Zakladni usporadani laminarniho boxu pro kultivaci bunék (Cell Culture

Basics — Handbook).

1.5.2 Kultivacéni média

Kultivované bunécné linie vyzaduji sterilni prostfedi a pfisun Zivin.
Kultivaéni prostfedi by mélo splhovat nékolik podminek: stabilita pH a teploty,
vhodné koncentrace latek. Plati, Ze kultivaéni médium do znacné miry

napodobuje extracelularni tekutinu a méni se zpravidla dvakrat az tfikrat tydné.
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Mezi nejzakladnéjsi slozky kultivacnich médii patfi: anorganické soli, sacharidy,
aminokyseliny, vitaminy, mastné kyseliny, lipidy, proteiny, peptidy, sérum,
stopové prvky.

Anorganické soli pomahaji udrzovat v kultivatnim médiu osmotickou
rovnovahu bunék a reguluji membranovy potencial pomoci sodiku, drasliku a
vapniku. Maji také zasadni vyznam na udrzovani stalého pH, predevSim
uhli¢itany a fosfaty.

Vétsina bunécnych linii vyzaduje pH vrozmezi 7,2 — 7,4. Kromé
anorganickych pufrii se pro udrzeni stalého pH pfidavaji organické pufry HEPES
a TES, které maji vynikajici pufrovaci kapacitu, ale jsou relativné drahé. Déle
muzeme zvolit ,pfirozeny” pufrovaci systém, kdy se plynny CO:2 vyrovnava
s obsahem CO2/HCOs v kultivacnim médiu. Tyto systémy musi byt udrzovany
v plynné atmosféfe 5-10 % CO2. Vyhodou je netoxicita a nizk&4 cena oxidu
uhli¢itého. Do vétSiny kultivacnich médii se také pfidava fenolova Cerven, ktera
signalizuje pomoci zabarveni média zménu sloZeni. Pokud dojde ke zeZloutnuti,
pH je snizeno, pokud médium Zfialovi, pH je zasadité.

Obecné jsou hlavnim zdrojem energie sacharidy ve formé cukri. Mezi
nejpouzivanéjSi patfi glukdza a galakt6za, v nékterych médiich najdeme i
fruktézu €i maltézu. Dle daného média se méni jejich koncentrace a plati, ze vysSi
koncentrace cukru podporuiji rust SirSiho spektra bunéénych typld. Kromé cukru
vyuzivaji buiky jako zdroj energie také L-glutamin. DalSi sloZkou kultivacniho
média jsou aminokyseliny. Esencialni aminokyseliny musi byt pfidany do média,
jelikoz bunky nejsou schopny jejich syntézy.

Nezbytnou Casti kultivaCniho média je sérum, coz je komplexni smés
biologicky vyznamnych organickych latek, jako jsou albuminy, rustové faktory,
inhibitory rustu nebo latky pro adhezi bunék. Sérum také reguluje propustnost
bunécné membrany. NejCastéji pouzivanym sérem je fetalni bovinni sérum
(FBS), jelikoz fetalni sérum ma nejvyssi koncentraci rastovych faktort. Kromé
tohoto typu existuji séra z dalSich zivoc€ichu, napf. z koné nebo kralika. Pouziti
séra ale predstavuje riziko kontaminace i pfesto, Ze se séra sterilizuji filtraci a
néktefi dodavatelé provadéji fadu testu kontroly kvality.

Sérum je také dulezitym zdrojem vitamind, které jsou prekurzory mnoha
kofaktor(. Zejména vitaminy skupiny B jsou nezbytné pro rist a proliferaci bunék.

Néktera média mohou obsahovat i zvySené hladiny vitaminG A nebo E, bézné
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jsou vSak pouzivany riboflavin, thiamin a biotin. V séru jsou také pfitomny
stopové prvky jako je mangan, selen, méd nebo zinek a dalsi.

Existuji i bezsérova média, ktera zlepSuji definovanost kultivacnich médii
a eliminuji problémy s pouzitim séra tim, ze nahrazuji sérum vhodnymi nutriénimi
a hormonalnimi pfipravky. VSechny potifebné rustové faktory a dalSi latky se
drazsi.

Do médii se také Casto pfidavaji antibiotika, aby se prfedeslo kontaminaci
bunécnych kultur bakteriemi. NejCastéji se pfidava penicilin a streptomycin.
Néktera antibiotika vSak mohou mit vyznamny vliv na chovani buné&nych linii a
jejich proliferaci (Vejrazka, Fundamental Techniques in Cell Culture Laboratory
Handbook).

1.5.3 Podminky kultivace

U kazdého typu bunécnych linii se podminky kultivace znac¢né lisi, ale
prostfedi, ve kterém Kkultivace probiha by se vzdy mélo skladat z vhodné
kultivaéni nadoby s obsahem substratu Ci média, které jsou zdrojem Zzivin
(aminokyseliny, sacharidy, vitaminy, mineraly), hormont a rustovych faktoru.
Médium také reguluje fyzikalné chemické prostredi (pH, osmoticky tlak).

Plati, Ze pro vétsinu savCich bunécnych linii je idealni hodnota pH 7,4 a
mezi rdznymi bunéénymi typy je variabilita velmi mala. Teplotni optimum pro
bunécnou kulturu zavisi do urcité miry na télesné teploté hostitele, ze kterého
byly linie izolovany. Pfevazna ¢ast lidskych a savcich bunék je pro optimalni rist
udrzovana pfi teploté 36 °C az 37 °C.

K pasazovani adherentnich bunék by mélo dojit, kdyZ jsou buriky
v logaritmické fazi rust. Fyziologické buriky pfestanou rast, pokud doséhnou
konfluence (kontaktni inhibice), transformované buriky mohou pokraCovat
v proliferaci i po dosazeni konfluence, ale dochazi ke zhor$eni asi po dvou

zdvojnasobeni poctu (Cell Culture Basics — Handbook).
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1.5.4 Bunécna linie HepG2

Bunécna linie HepG2 puvodné pochazi zroku 1979 a byla zaloZzena
Barbarou Knowlesovou a jejimi kolegy. Tato linie v§ak byla mylné oznacovana
za hepatocelularni karcinom (Aden et al., 1979). V repozitafi ATCC (American
Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) je vedena jako lidska buné&céna linie
pochéazejici z jaterni tkané 15letého bilého muze s dobfe diferencovanym
hepatocelularnim karcinomem. HepG2 je dle histopatologického zhodnoceni
klasickym pfikladem epitelialniho hepatoblastomu, buriky nadoru jsou malé a
Spatné diferencované hepatoblasty, které tvofi malé tubuly a maji tak podobu

embryonalnich jater (Lopez-Terrada et al., 2009).

Obr. 9: Puvodni resekéni vzorek nadoru bunék HepG2 — hematoxylin-eosin,
zvétSeni 250x, (Lopez-Terrada et al., 2009).

Bunécna linie HepG2 se nejCastéji pouziva jako in vitro alternativa
k primarnim lidskym hepatocytim ke studiu metabolismu IéCiv a hepatotoxicity.
Tato bunécna linie se vyznacuje témeéFf neomezenou zivotaschopnosti, stabilnim
fenotypem, snadnou manipulaci a vysokou dostupnosti. Nedostatkem je ale

snizeni nékterych metabolickych aktivit ve srovnani s fyziologickymi hepatocyty.
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Jedné se o adherentni linii s vysokou rychlosti proliferace a tvofi charakteristické
shluky nebo ostrlvky a lze je stimulovat ristovym hormonem (Donato et al.,
2014).

Tyto non-tumorogenni buriky maji vysokou rychlost proliferace, epitelu
podobnou morfologii a jsou schopny konat mnoho diferencovanych jaternich
funkci, jako je napf. metabolismus lipoproteinl, syntéza Zlu€ovych kyselin a
glykogenu, inzulinova signalizace nebo syntéza a sekrece plazmatickych
proteinu jako je napt. transferin, fibrinogen, plazminogen nebo albumin (Knowles
et al.,, 1980). Nevyhodou ale je, ze exprese enzymu a transportérd, které
metabolizuji I€ky je omezena.

Bunky HepG2 také exprimuiji Sirokou Skalu enzym jako je P450 (CYP),
katalazu, peroxidazu, cytochrom P450 reduktazu, glutathion-S-transferazu (GST)
nebo N-acetyl transferazu (Donato et al., 2014).

Obr. 10: Bunécna linie HepG2, zvétSeni 100x (vlastni zdroj).

1.5.5 Bunécna linie A549

Bunécna kultura A549 je oznaceni pro hypotriploidni alveolarni bazalni
epitelialni bunky a patfi mezi nejbéznéji pouzivané bunécné linie lidského

nemalobunééného karcinomu plic pro vyzkum (Jiang et al., 2010). Bunky byly
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izolovany z lidského karcinomu alveolarnich bunék 58letého muze v roce 1972
(Giard et al., 1973), Uzce se shodovaly s fenotypem alveolarnich bunék Il typu a
také maji spoleCnych mnoho vlastnosti a charakteristik s alveolarnimi
epitelialnimi burikami v€etné lamelarnich télisek (Lieber et al., 1976).

Buriky A549 rostou konfluentné v jedné vrstvé pfilnuté ke dnu kultivacni
nadoby s charakteristickou morfologii (Heijink et al., 2010). Jsou také schopny
produkovat lecitin a obsahuji nenasycené mastné kyseliny, které jsou dulezité
pro udrzovani fosfolipidd membrany (Giard et al., 1973).

Jednou z kli¢ovych vlastnosti bunék in vivo je produkce povrchové aktivni
latky, tedy povrchové aktivnich lipidd neboli plicniho surfaktantu (Lieber et al.,
1976), ktery hraje roli v imunitni obrané a produkci komplementu (Strunk et al.,
1988). Proto je tato bunécna linie vyuzivana ke studiu rakoviny a respira¢niho
vyzkumu nebo také k vyvoiji IéCiv (Cooper et al., 2016).

Generacni doba téchto bunék je pfiblizné 22 hodin (Changa et al., 2011)
a ke kultivaci Ize pouzit zékladni kultivaéni médium s pfidavkem fetalniho
bovinniho séra a dalSich suplementl v prostfedi s 5 % CO: pfi 37 °C (Foster et
al., 1998).

Obr. 11: Bunéc¢na linie A549, zvétSeni 100x (vlastni zdroj).
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1)
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3)

4)

CILE PRACE

Analyzovat viabilitu bunécéné linie HepG2 pomoci WST-1 assay po expozici
SCFA rGiznych koncentraci.

Detekovat zmény mitochondrialni respirace nadorové bunécné linie HepG2
po expozici SCFA riznych koncentraci.

Detekovat zmény mitochondrialni respirace nadorové bunécné linie A549 po
expozici SCFA rliznych koncentraci.

Porovnat zmény a rozdily v metabolismu mitochondrii nddorovych linii.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pouzité pomucky

e Automatické pipety Finnpipette® (Thermo Fisher Scientific)

e Automaticky pipetor accu-jet® pro (BRAND, Némecko)

e COg2 inkubétor (Panasonic, Schoeller Instruments s.r.o0., Japonsko)

¢ Dewarova nadoba na tekuty dusik LS750 (Worthington Industries)

¢ Invertovany mikroskop Leica DMI1 (Leica Microsystems, Némecko)

e Kryci sklicka (Hirschmann Laborgerate, Némecko)

e Kultivaéni lahve a dalsi plastové poml(cky pro kultivaci buné&nych linii
(SARSTEDT AG & Co KG, Némecko)

e Laminarni box (Schoeller Instruments s.r.o0.)

e Lednice s mrazakem (Liebherr, Némecko)

¢ Manualni pocitadlo bunék (Carl Roth, Némecko)

e Mikrotitracni destiCka pro bunééné kultury Seahorse XF96 (Agilent
Technologies, USA)

e Mikrotitracni desticka Nunclon (Thermo Fisher Scientific, Némecko)

e Pocitaci komurka Neubauer (Assistent, Némecko)

e Vodni lazen Julabo TW12

e Laboratorni odsavaci pfistroj (Gilson, USA)

¢ Magnetické michadlo s ohfevem RH basic 2 (IKA, Némecko)

e Laboratorni vaha

e Multifunkéni modularni reader INFINITE M200 (TECAN, Svycarsko)

e pH metr (inoLab)

e Seahorse analyzator SFe 96 (Agilent Technologies, USA)
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3.2 Chemikalie

e Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, Némecko)
e D-(+)-Glucose solution (Sigma-Aldrich, USA)
e DMEM - Dulbecco‘'s Modified Eagle Medium (Gibco|Thermo Fisher
Scientific)
e DPBS — Dulbecco’s Phosphate Buffered Salin (Gibco|Thermo Fisher
Scientific)
e Ethanol 70%
e FBS — fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, USA)
e L-glutamin (PAN-Biotech, Némecko)
e MEM Non-essential Amino Acid Solution (Sigma-Aldrich, USA)
- L-alanin (0,89 g/l)
- L-asparagin (1,5 g/l)
- kyselina L-asparagova (1,33 g/l)
- kyselina L-glutamova (1,47 g/l)
- glycin (0,75 g/l), L-prolin (1,15 g/l)
- L-serin (1,05 g/l)
e Minimum Essential Medium Eagle (Sigma-Aldrich, USA)
Slozeni: Earlova sl, L-glutamin, NaHCOgs, fenolova Cerven
e Penicillin-Streptomycin (PAN-Biotech, Némecko)
- Penicilin 10 000 jednotek
- Streptomycin 10 mg/ml
e Savo
e Butyrat sodny 98 % (Sigma-Aldrich, USA)
e Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, USA)
e Trypanova modr (Sigma-Aldrich, USA)
e Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)
e Kyselina valerova = 99,0 % (Sigma-Aldrich, USA)
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3.3 Priprava kultivaénich médii

3.3.1 Priprava zakladniho kultivacniho média

Pro kultivaci bunécnych linii HepG2 a A549 jsme pouzili stejné kultivaéni

médium MEM (Minimum Essential Medium Eagle) s pfisluSsnymi suplementy.

Postup:

Pro kultivaci bunék jsme dle potfeby pfipravovali 600 ml kultivaéniho
média dle Tab. | do zasobni sterilni lahve. Takto pfipravené médium bylo
rozpipetovano do 50 ml oznacenych sterilnich tub, dale uchovavano v lednici pfi
teploté 4 °C a pouzivano dle potreby, vzdy vytemperované ve vodni lazni na
teplotu 37 °C.

Tab. I: SloZky a jejich koncentrace v kultivacnim médiu.

Slozka Mnozstvi Koncentrace
Minimum Essential Medium Eagle 522 ml -
Fetalni bovinni sérum 60 ml 10 %
Penicillin-Streptomycin 6 ml 1%
Non-essential Amino Acid Solution 6 mi 1%
Pyruvét sodny 6 ml 1%

3.3.2 Priprava kultivaéniho média pro WST-1 assay

Pro WST-1 assay jsme vzdy pfipravovali médium Cerstvé dle Tab Il. Bylo
pouzivano DMEM (Dulbecco‘s Modified Eagle Medium) bez glukézy, glutaminu,
fenolové Cervené a pyruvatu. Ze zasobnich roztok( glutaminu (200 mM), glukézy
(450 g/l), aminokyselin (200 mM) a pyruvatu (200 mM) jsme pfidali pfislusné
mnozstvi K DMEM. Pro jedno méfeni WST-1 assay bylo vzdy potfeba 27 ml
média, které jsme poté napipetovali do mikrotitracni desticky.
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Tab. Il: SloZky a koncentrace média pro WST-1 assay.

Slozka Mnozstvi Koncentrace
Dulbecco‘s Modified Eagle Medium 26 130 pl -
D-(+)-Glucose solution 60 i 19/l
Non-essential Amino Acid Solution 270 pl 1%
Pyruvat sodny 270 pl 1%
L-Glutamin 270 pl 1%

3.4 Rozmrazeni bunék

Bunécné linie jsou uchovavany v prostfedi kapalného dusiku pfi -196 °C
v Dewarovych nadobéach, ze kterych se v pfipadé potifeby mohou vyjmout a
rozmrazit. Bunky jsou zmrazeny v médiu obsahujici DMSO (dimethylsulfoxid),

ktery je pro bufky toxicky. Proto je tfeba po rozmrazeni postupovat velmi rychle.

Postup:

Médium pro kultivaci bunék vytemperujeme ve vodni lazni na 37 °C a
pfipravime si sterilni kultivaéni lahev o velikosti 75 cm?. Do lahve napipetujeme
15 ml teplého média a nechame ji pfipravenou v laminarnim boxu. Poté vyjmeme
bunky z tekutého dusiku a rozmrazujeme ve vodni lazni pfiblizné 3 minuty. Pro
urychleni Ize mikrozkumavku pribézné promichavat. Rozpusténou suspenzi
bunék co nejrychleji pfeneseme do vytemperovaného média v lahvi a jemné
promichdme. Médium s bufikami mizeme zkontrolovat pod mikroskopem a poté
vloZime do termostatu (37 °C, 5 % CO2). Nasledujici den vyménime meédium

v lahvich za Cerstvé a po dosazeni konfluence Ize buriky dale pasazovat.

3.5 Pasazovani bunéénych linii

Buriky pasazujeme po dosaZeni konfluence a dle potfeby. Pouzivame
vytemperovana média a dalSi roztoky na 37 °C, vzdy pasazujeme za sterilnich

podminek v laminarnim boxu.
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Postup:

Po zapnuti vodni lazné nechame vytemperovat dostateCné mnoZstvi
kultivaniho média, PBS a trypsinu. Kultiva¢ni lahev s burikami zkontrolujeme
pod mikroskopem a po zhodnoceni konfluence mizeme pasazovat. Odsajeme
staré médium a kbunkam pfidame PBS, poté odsajeme. Tento postup
zopakujeme celkem tfikrat. Po promyti bunék pomoci PBS napipetujeme trypsin,
mnozstvi odpovida velikosti lahve, a promichame. Do lahve o velikosti 75 cm?
pfidavame 2 ml trypsinu, do lahve o velikosti 25 cm? pipetujeme 666 pl trypsinu.
Opatrné buriky s trypsinem promyvame, pro urychleni lze buné&nou vrstvu
trypsinem polévat pomoci pipety. Zkontrolujeme v mikroskopu, zda se vétSina
bunék oddélila ode dna lahve.

Poté pfidame do lahve dostateCné mnozstvi média, aby se zastavila
enzymaticka aktivita trypsinu. Opét zalezi na velikosti lahve, do 75 cm? velké
lahve pfidame 8 ml kultivacniho média a do 25 cm? velké lahve pipetujeme 3 ml
média. Bunécnou suspenzi z lahve pfeneseme do pfedem pfichystané sterilni

falkony.

3.5.1 Pocitani bunék a nasazeni

Bunky pocCitame pfi jejich pasazovani ze vzniklé bunéfné suspenze.

Pouzivame Neubauerovu pocitaci komuarku a trypanovou modf.

Postup:

Z bunécné suspenze odebereme 50 pl do mikrozkumavky a pfidame 50 pl
trypanové modfi. Z tohoto roztoku odpipetujeme 20 yl do Neubauerovy komurky
a pocitame buriky ve Ctyfech velkych Ctvercich (znaCenych L), na kazdé strané
komurky dva ¢tverce, dle pravidla dvou stran. Pocet bunék poté dosazujeme do
vzorce.

Vyslednou koncentraci bunék poté prepoCitame na pozZadovany objem
bunécné suspenze podle toho, kolik bunék potfebujeme nasadit. Do malé lahve
0 objemu 25 cm? jsme nasazovali dle potfeby 500 000 — 800 000 bunék/ml, do
velkych o objemu 75 cm? 108 — 2,5 x 10° bunék.

Poté do novych kultivacnich lahvi napipetujeme dany objem Ccistého

kultivaéniho média tak, aby vysledny objem i s buné€nou suspenzi tvofil v lahvi
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velikosti 75 cm? 13 ml a v mensi lahvi o velikosti 25 cm? 5 ml. Popsanou a
oznacenou lahev s novou suspenzi zkontrolujeme pod mikroskopem a vilozime

do termostatu. Zbylou buné&nou suspenzi muzeme vyuZzit na experimenty.

——
|
—
|

l__
|

L J 0,25

7l
1 mm

Obr. 12: Nakres struktury Neubauerovy komdarky (firma Brand).

3.6 Priprava zasobnich roztoki SCFA

Pozadovana koncentrace vyslednych zasobnich roztoku je 1 M. Po pfipravé
bylo upraveno pH roztok( na 7,4. Dale byly roztoky sterilné prefiltrovany a
rozpipetovany na mensi objemy. Poté byly roztoky skladovany v mrazaku a dle

potifeby byly rozmrazeny a pouZity.

a) Butyrat sodny
Navazka butyratu sodného byla 11,009 g (M = 110,09 g/mol). Toto
mnozstvi bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Vysledna

koncentrace roztoku byla 1 M.
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b) Valerat sodny
Objem 0,239 ml kyseliny valerové o koncentraci 9,102 M (p = 0,939 g/ml;
M = 102,13 ml) bylo doplnéno destilovanou vodou do 20 ml. Vysledna
koncentrace roztoku byla 1 M.

3.7 WST-1 assay

Jednd se o rychly a jednoduchy test bunécné proliferace, bunééné
zivotaschopnosti a cytotoxicity. Tato metoda vyuziva WST-1 reagencii, ktera je
vhodna ke spektrofotometrické detekci rdstu a chemosenzitivity v bunécnych
kulturach. Obecné lze tato metoda aplikovat na méfeni bunééné proliferace
v reakci na ziviny, cytokiny ¢i ristové faktory, stanoveni fyziologickych mediatoru
a protilatek, které inhibuji rst a k analyze cytotoxickych a cytostatickych
sloucenin.

K analyze WST-1 byla pouzita bunécna linie HepG2 a byl sledovan ucinek

riznych koncentraci SCFA na tyto buriky.
Princip:

Princip tohoto testu je zalozen na Stépeni tetrazoliové soli (WST-1
reagencie) na tmavé Cerveny formazan pomoci bunéénych mitochondrialnich
dehydrogenaz. Plati, Ze ¢im vySsi je expanze poctu Zivotaschopnost bunék, vyssi
je také aktivita téchto enzymd a mize se tvofi vice formazanového barviva.
Kvantifikace formazanu produkovaného metabolicky aktivnimi burikami je poté

provedena pomoci jamkového spektrofotometru.

Postup:

Do 96jamkové mikrotitraCni destiCky napipetujeme bunéfnou suspenzi
oSetfenou zakladnim kultivacnim médiem MEM tak, aby byl po€et bunék =5000
na jamku. Ze zasobnich roztoki SCFA pfipravime roztoky acetatu sodného,
propionatu sodného, butyratu sodného a kyseliny valerové a tyto roztoky pfidame
do mikrotitraéni destiCky k burikam dle pfedem pfipraveného planku. Vysledna
koncentrace roztoki SCFA v jednotlivych jamkach je 1 uM, 10 uyM, 100 pM, 1

mM a 10 mM. Jako kontrolni jamky pouzijeme bunky oSetfené kultivacnim
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médiem s PBS. Konecny objem v jedné jamce je 100 ul. Takto pfipravenou
destiCku nechame inkubovat 24 hod pfi 37 °C a 5 % CO..

Po uplynuti inkubacni doby odsajeme médium MEM se SCFA z jamek a
pfidame k bufkam pfipravené bezbarvé médium pro WST-1 assay, do kazdé
jamky pipetujeme 100 pl a pfidame jesté 10 ul reagencie WST-1 do kazdé jamky.
Pro kontrolu absorbance pozadi pouzijeme Cisté médium s reagencii WST-1.
Desti¢ku nechame 4 hodiny inkubovat pfi 37 °C a 5 % CO..

Poté muzeme  pomoci  spektrofotometru INFINITE M200
vytemperovaného na 37 °C méfit absorbanci v kazdé jamce desticky pfi 450 nm,
pficemz referencni vinova délka je 600 nm. Po ukonCeni méfeni mizeme

destiCky zlikvidovat.

NO, NO;
l\©\ I\Q
NAD* n NADH N—H
N D N
I N |
N/ EC-H EC I /N
SO3N8 » SO;Na
SO;Na S0;Na
WST1 Formazan

Obr. 13: Princip reakce pfi WST-1 analyze: pfeména WST-1 reagencie na
formazan (Protocol Guide: WST-1 Assay for Cell Proliferation and Viability).
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3.8 Analyza mitochondrialniho metabolismu

K méfeni parametrll mitochondrialni metabolismu jsme pouzili analyzator
Agilent Seahorse XFe 96, ktery méfi klicové indikatory mitochondrialni respirace
a glykolyzy, jako je ECAR a OCR zivych bunék v 96jamkovych desti¢kach. OCR
je ukazatelem mitochondridlniho dychani a ECAR je z velké Casti vysledkem
glykolyzy. Tyto analyzy poskytuji pohled na metabolickou buné&&nou funkci
v kultivovanych burikach a ex vivo vzorcich na systémové arovni.

Analyzator je schopen detekovat odpovédi bunék na substraty, inhibitory a
ostatni latky v realném Case pomoci Ctyfkanalového injekéniho systému a

udrzuje teplotu prostfedi na 37 °C.

3.8.1 Analyza u€inku SCFA na bunééné linie HepG2 a A549

Bunéc&na kultura HepG2 byla pro tyto experimenty oSetfovana kultivacnim

médiem MEM s danymi suplementy a kultivovana v prostfedi 5 % COz pfi 37 °C.

Bunécna kultura A549 byla pro tyto experimenty oSetfovana kultivaénim

médiem MEM s danymi suplementy a kultivovana v prostfedi 5 % COz pfi 37 °C.

3.8.1.1 Akutniexpozice SCFA

Pro tento experiment byly bunky nasazeny do mikrotitracni desticky pro
bunécné kultury Seahorse XF96 vzdy v koncentraci =20 000 bunék na jamku, a
to bez predchoziho oSetfeni SCFA. Bylo pouzito pfipravené kultivaéni médium
MEM se suplementy. Buriky byly v mikrotitraéni desticce inkubovany 24 hod pfi
37 °C a 5 % CO:2 a poté probéhla analyza. Kinjekci danych SCFA o
koncentracich 1 mM doSlo az tésné pred méfenim mitochondrialniho

metabolismu na pfistroji Agilent Seahorse XFe 96.
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3.8.1.2 Kratkodoba expozice SCFA

K tomuto experimentu byly bufiky nasazeny do mikrotitraCni destiCky pro
bunééné kultury Seahorse XF96 v koncentraci =20 000 bunék na jamku.
K burikdm byly pfidany roztoky SFCA tak, aby jejich vysledna koncentrace byla:
1 pM, 10 uM, 100 puM, 1 mM a 10 mM. Takto byly buriky inkubovany 24 hodin pfi
37 °C a 5 % CO:2 a poté probéhla analyza mitochondrialniho metabolismu na

pristroji pFistroji Agilent Seahorse XFe 96.

3.8.1.3 Dlouhodobé expozice SCFA

K tomuto experimentu byly buriky kultivovany v prostfedi jednotlivych SCFA
(butyrat, valerat) v samostatnych kultivacnich lahvich. Bunky byly kultivovany
v kultivaénim médiu MEM se suplementy a SCFA o vyslednych koncentracich 1
mM. Dlouhodoba expozice probihala 7 dnu, pfiéemz byly burnky celou dobu
kultivovany v médiu s pfidavkem SCFA. Poté jsme bunky prenesli do
mikrotitracnich destiCek pro bunééné kultury Seahorse XF96 v koncentraci
=20 000 bunék na jamku. Buriky v mikrotiraCnich destickach byly opét
uchovavany v prostfedi kultivacniho média MEM a 1 mM SCFA. Nasledovala
analyza mitochondrialniho metabolismu na pfistroji pfistroji Agilent Seahorse
XFe 96.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni viability bunék po expozici SCFA

Pouzili jsme WST-1 assay se spektrofotometrickym vyhodnocenim ke
stanoveni bunécné viability. Test byl proveden na bunécné linii HepG2 po
24hodinové expozici SCFA. Byly pouzity roztoky butyratu a valeratu o
koncentracich 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM a 10 mM.
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Graf 1: Odlisnosti v bunécéné viabilité po expozici SCFA, bunécéna linie HepG2,

kontrola = 100; kontrola osetfena PBS; primér + SD; WST-1 assay (450 nm).

V grafu 1 mizeme vidét pasobeni butyratu a valeratu na bunécnou linii
HepG2 po 24hodinové inkubaci pfi 37 °C a 5 % CO.. Z grafu je patrné zejména
pusobeni koncentrace 10 uM obou uvedenych SCFA, u této koncentrace je
viabilita bunék oproti kontrole vyraznéji snizena. U bunék oSetfenych butyratem
doslo k poklesu 0 35,83 % + 27,8 a u valeratu o0 43,33 % = 20.
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4.2 Stanoveni mitochondrialni respirace po expozici
SCFA

4.2.1 Akutni expozice

Bunécné linie HepG2 a A549 byly inkubovany bez jakéhokoliv oSetfeni
SCFA v kultivacnim médiu MEM se suplementy. Po nasazeni bunék do
mikrotitracni destiCky pro bunécné kultury Seahorse XF96 a po 24hodinové
inkubaci pfi 37 °C a 5 % CO2 byla sledovana mitochondrialni respirace po injekci

SCFA v koncentraci 1 mM k burikam v analyzatoru Agilent Seahorse XFe 96.
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Graf 2: Akutni expozice SCFA (koncentrace 1 mM), kontrolni buriky ni¢im
neosetreny; u druhé kontroly buriky oSetreny pfidavkem PBS; priumér £ SD;

bunécna linie HepG2.

V grafu 2 mizeme vidét mitochondrialni respiraci u bunééné linie HepG2
po akutni expozici jednotlivymi SCFA. Signifikantni vysledky vykazuje parametr
maximalni respirace. U bunék oSetfenych valeratem dochazi ke snizeni hodnot
oproti kontrole, a to 0 10,69 % + 1,9. DalSi parametry nevykazuji signifikantni
vysledky.
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Graf 3: Akutni expozice SCFA (koncentrace 1 mM), kontrolni buriky
ni¢im neoS8etreny; u druhé kontroly buriky oSetfeny pfidavkem PBS; primér +
SD; bunécna linie A549.

Analyza mitochondrialni respirace bunécné linie A549 po akutni expozici
SCFA ukazala (Graf 3) signifikantni vysledky parametru maximalni respirace u
obou pouzitych SCFA. Ke zvySeni maximalni respirace oproti kontrole doslo u

bunék oSetfenych butyratem o0 21,42 % + 1,3 a valeratem o 3,59 % * 1,2.

Porovnani analyzy obou bunéénych linii HepG2 a A549 ukazuje, Zze obé
bunécéné linie maji signifikantni vysledky parametru maximalni respirace. U
bunék A549 doslo k vyraznéjSimu vzrustu téchto hodnot, naopak u bunék HepG2

doslo ke snizeni parametru u bunék oSetfenych valeratem.

4.2.2 Kratkodoba expozice

Bunécné kultury HepG2 a A549 byly ke kratkodobé expozici nasazeny do
mikrotitracnich destiCek pro bunécné kultury Seahorse XF96 a inkubovany
v prostiedi 5 % CO2 a 37 °C po dobu 24 hodin. Inkubace probihala v kultivacnim
médiu MEM se suplementy a pfidanymi SCFA o koncentracich 1 uM, 10 uM, 100
MM, 1 mM a 10 mM.
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4.2.2.1 Bunécna linie HepG2
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Graf 4: Kratkodobéa expozice SCFA o koncentraci 1 uM, kontrolni buriky ni¢im
neoSetreny; u druhé kontroly buriky oSetreny pfidavkem PBS; priumér + SD,;

bunécéna linie HepG2.

V grafu 4 muzeme vidét mitochondrialni respiraci u bunék HepG2 po

kratkodobé expozici 1 pM SCFA. Tato expozice nevykazuje zadné signifikantni

vysledky.
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Graf 5: Kratkodoba expozice SCFA o koncentraci 10 uM, kontrolni buriky ni¢im
neoSetfeny; u druhé kontroly buriky oSetreny pfidavkem PBS; primér + SD;

bunécéna linie HepG2.

U této koncentrace SCFA (Graf 5) byl zjistén signifikantni rozdil hodnot u
parametru maximalni respirace. U bunék oSetfenych butyratem doslo ke snizeni

maximalni respirace o0 15,72 % + 3,4 oproti kontrole.
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Graf 6: Kratkodoba expozice SCFA o koncentraci 100 uM, kontrolni buriky
ni¢im neoS8etreny; u druhé kontroly buriky oSetfeny pridavkem PBS; primér +

SD; bunécna linie HepG2.

V grafu 6 muZeme vidét pusobeni koncentrace SCFA 100 pM na
bunécnou linii HepG2. Signifikantni vysledky byly zjistény u parametru maximalni
respirace, u bunék osetfenych butyratem doSlo k poklesu hodnot oproti kontrole
0 43,88 % + 8,5. Dale jsou snizeny hodnoty u rezervni respirani kapacity opét u

bunék oSetfenych butyratem o 31,18 % + 8,3.
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Graf 7: Kratkodoba expozice SCFA o koncentraci 1 mM, kontrolni buriky ni¢im
neoSetfeny; u druhé kontroly buriky oSetreny pfidavkem PBS; primér + SD;

bunécna linie HepG2.

Pasobeni 1 mM koncentrace SCFA na bunécénou linii HepG2 neprokazalo

zadné signifikantni vysledky.
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Graf 8: Kratkodoba expozice SCFA o koncentraci 10 mM, kontrolni buriky ni¢im
neosetreny; u druhé kontroly buriky oSetfeny pfidavkem PBS; primér + SD;

bunééna linie HepG2.

V Grafu 8 muzeme vidét signifikantni rozdily v respiraci souvisejici s ATP
u butyratu, doS$lo ke sniZzeni oproti kontrole o 30,8 % £ 10,9. Dale u maximalni
respirace doslo ke zvy$eni hodnot u butyratu o 10,44 % + 0,9 a valeratu o 16,46
% + 0,7. U parametru unik protont doslo ke signifikantnimu zvy$eni hodnot u
butyratu 0 19,7 % =+ 3.

U kratkodobé expozice bunék HepG2 je nejvice ovlivnénym parametrem
maximalni respirace. U koncentraci 10 pM, 100 pM dochazi k signifikantnimu
snizeni maximalni respirace u bunék oSetfenych butyratem. Naopak u
koncentrace 10 mM dochazi ke zvySeni hodnot maximalni respirace, ale také

rezervni respiracni kapacity i uniku protona.
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4.2.2.2 Bunééna linie A549
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Graf 9: Kratkodoba expozice SCFA o koncentraci 1 uM, kontrolni buriky ni¢im
neoSetfeny; u druhé kontroly buriky oSetreny pfidavkem PBS; primér + SD;

bunecna linie A549.

V Grafu 9 lze vidét signifikantni rozdily oproti kontrole u parametru
maximalni respirace u obou SCFA. Doslo ke snizeni hodnot u bunék oSetfenych
butyratem o 17,16 % * 0,5 a valeratem o 14,71 % * 0,5 oproti kontrole. Dale
doslo k signifikantnimu sniZzeni hodnot u rezervni respiraéni kapacity u bunék
oSetfenych butyratem o0 18,04 % + 5,6 a valeratem o 14,08 % + 3,4.
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Graf 10: Kratkodobéa expozice SCFA o koncentraci 10 uM, kontrolni buriky
ni¢im neoS8etreny; u druhé kontroly buriky oSetfeny pfidavkem PBS; primér +
SD; bunécna linie A549.

U této koncentrace SCFA (Graf 10) bylo naméfeno signifikantni snizeni
hodnot parametru maximalni respiracni kapacita u bunék o$etfenych butyratem
0 5,87 % % 0,6 a valeratem 0 6,93 + 0,8.
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Graf 11: Kratkodoba expozice SCFA o koncentraci 100 uM, kontrolni buriky
ni¢im neo8etreny; u druhé kontroly buriky oSetfeny pfidavkem PBS; primér +
SD; bunécna linie A549.

V Grafu 11 muzZeme vidét signifikantni pokles hodnot parametru
maximalni respirace u bunék oSetfenych butyratem o 9,97 % + 0,35 oproti

kontrole.
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Graf 12: Kratkodoba expozice SCFA o koncentraci 1 mM, kontrolni buriky ni¢im
neosetreny; u druhé kontroly buriky oSetfeny pfidavkem PBS; primér + SD;

bunécéna linie A549.

U této koncentrace (Graf 12) SCFA nebyly naméfené zadné signifikantni

zmény hodnot mitochondrialni respirace.
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Graf 13: Kratkodobé& expozice SCFA o koncentraci 10 mM, kontrolni buriky
ni¢im neoS8etreny; u druhé kontroly buriky oSetfeny pfidavkem PBS; primér +
SD; bunécna linie A549.

V grafu 13 lze pozorovat signifikantni sniZeni respirace souvisejici
s tvorbou ATP oproti kontrole u bunék oSetfenych butyratem o 29,26 % + 10,9.

Dale byly naméfeny signifikantni rozdily oproti kontrole u maximalni respirace.
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DoSlo ke zvySeni u butyratu o 18,22 % + 0,6. U butyratu doSlo ke zvySeni také

rezervni respiracni kapacity o 17,51 % + 6 a uniku protont o 25,22 % + 5,88.

U bunécné linie A549 dochazi predevSim ke zménam parametru
maximalni respirace. U koncentraci 1 uM, 10 uM, 100 uM dochazi ke snizeni
tohoto parametru. Naopak u koncentrace 10 mM se hodnoty maximalni respirace
oproti kontrole zvysily. Ke zvySeni hodnot u této koncentrace doslo také u
parametru unik protont a rezervni respiraCni kapacita u bunék oSetfenych

butyratem.

4.2.3 Dlouhodobé expozice

Pro dlouhodobou kultivaci byly buriky HepG2 a A549 kultivovany 7 dn( pfi
37 °C a5 % CO:2 v kultivaénim médiu MEM se suplementy a jednotlivymi SCFA
o koncentraci 1 mM. Poté probéhla analyza mitochondrialni respirace

v analyzatoru Agilent Seahorse XFe 96.
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Graf 14: Dlouhodobé expozice SCFA (koncentrace 1 mM), kontrolni buriky
ni¢im neo8etreny; u druhé kontroly buriky oSetfeny pfidavkem PBS; primér +

SD; bunécna linie HepG2.

U bunék HepG2 byly naméfeny signifikantni rozdily maximalni respirace
oproti kontrole. DoSlo ke zvySeni parametru u bunék oSetfenych butyratem o
20,44 % £ 2,8 a valeratem 0 55,88 % + 2,21. Déle jsou zvySeny hodnoty rezervni

respirani kapacity opét u bunék oSetfenych butyratem o 20,31 % + 7,64 a
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valeratem o 54,84 % + 8,1. DalSi signifikantni zmény byly naméfeny u parametru
unik protont, u bunék osetfenych butyratem doslo ke snizeni hodnot oproti
kontrole o0 6,53 % * 0,65.
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Graf 15: Dlouhodoba expozice SCFA (koncentrace 1 mM), kontrolni buriky
ni¢im neo8etreny; u druhé kontroly buriky oSetfeny pfidavkem PBS; primér +
SD; bunécna linie A549.

U bunécné linie A549 po dlouhodobé expozici (Graf 15) Ize pozorovat
signifikantni zmény oproti kontrole v hodnotach maximalni respirace, kdy doslo u
bunék oSetfenych butyratem ke snizeni o 6,67 % + 1,5 a u bunék oSetfenych
valeratem ke snizeni o 4,71 % + 1,3. Dale vykazuje signifikantni zmény oproti
kontrole parametr respirace souvisejici s tvorbou ATP, kdy doSlo u bunék

oSetfenych valeratem ke snizeni hodnot oproti kontrole o 8,04 % + 10,6.

Dlouhodoba expozice SCFA vykazuje nejvice signifikantnich vysledkd u
obou bunécénych linii. U bunék A549 doslo ke snizeni maximalni respirace u obou
SCFA. Také respirace souvisejici s tvorbou ATP se u valeratu snizila. Buriky
HepG2 vykazuji nejvice markantni rozdily oproti kontrole u parametru maximalni
respirace a rezervni respiracni kapacity u obou SCFA. Naopak ke snizeni hodnot

doslo u parametru unik protond u butyratu.

Statistické vyhodnoceni vysledkl bylo provedeno pomoci testu jednosmeérna
ANOVA.
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5 DISKUZE

V ramci této diplomové prace byl testovan vliv butyratu a valeratu na
viabilitu nadorové bunécné linie HepG2 a dale ovlivnéni mitochondrialni
respirace nadorovych bunécnych linii HepG2 a A549. SCFA jsou v posledni dobé
vnimany jako pfiznivé pro lidské zdravi diky svym metabolickym a signalizacnim
vlastnostem (Miyamoto et al., 2016).

Slibné uc€inky na terapii rznych onemocnéni, v€etné diabetu, obezity,
zanétlivych stfevnich onemocnéni a kolorektalnino karcinomu nebo i
neurologickych poruch jsou prokazané u acetatu, propionatu i butyratu (Canani
et al.,, 2011). V mnoha studiich jsou proto testovany ucinky SCFA na burky
tlustého stfeva Ci na bunky kolorektalniho karcinomu (Tian et al., 2018; Lee et al.,
2017; Liu et al., 2021).

V lidské periferni krvi se SCFA obvykle vyskytuji jen ve velmi nizkych
hladinach. Koncentrace acetatu v plazmé se pohybuje v rozmezi 50 — 100 uymol/I,
zatimco koncentrace propionatu a butyratu je pfiblizné 0,5 — 10 pmolll
(Fernandes et al., 2011; Privadarshini et al., 2014). K experimentim, které
zkoumaji ucinky SCFA, jsou vSak pouzivany predevSim vySSi koncentrace,
nejCastéji mezi 0,1 — 10 mM (Kim et al., 2019; Tayyeb et al., 2020; Rose et al.,
2018). K nasim analyzdm byly pouzity koncentrace SCFA: 1 uM, 10 uM, 100 uM,
1 mMa 10 mM.

Nejprve byla provedena WST-1 assay s bunécnou linii HepG2 ke zjisténi
viability bunék po expozici SCFA. Ktomuto ucelu jsme nasadili bufky do
96jamkové mikrotitracni destiCky v denzité =5 000 bunék na jamku, dle protokolu
k metodé WST-1 assay. V ostatnich studiich byla WST-1 assay s bunéénou linii
HepG2 nejCastéji provadéna pfi bunécné denzité =5 000 — 10 000 bunék na
jamku (Rodenak-Kladniew et al., 2018; Al-Malki et al., 2018; Gok et al., 2016).

Nase vysledky bunécné viability po oSetfeni bunék HepG2 obéma SCFA
o riznych koncentracich ukazuji, ze plsobeni koncentraci 1 yM mirné zvySuje
bunécnou viabilitu oproti kontrole. K nejvy$Simu zvySeni dochazi u bunék
oSetfenych butyratem. Naopak k vyraznému snizeni viability o 30 — 45 % doslo
pfi pouziti koncentrace 10 uyM a to u obou pouzitych SCFA. K méné

signifikantnimu sniZeni do$lo i u ostatnich koncentraci (100 yM, 1 mM, 10 mM).

67



Ve studii v buiikami HTC, coz jsou bunky hepatocelularniho karcinomu
potkana, oSetfenych 1 — 7 mM butyratem bylo uvedeno, Ze pfi koncentraci 5 mM
doslo k inhibici rastu bunék. Pfi nizSich koncentracich butyratu nedoslo k zadné
zméné viability, avSak vySSi koncentrace mély za nasledek buné¢nou toxicitu
zpUsobenou butyratem (Gupta et al., 1994).

V dalSi studii bylo prokazano, ze butyrat vyznamné inhibuje bunécnou
proliferaci buné&nych linii SMMC-7721, HepG2, MHCC97H and MHCC97L ve
vySSich koncentracich. NizSi koncentrace butyratu (0,5 mM a 1 mM) nemély na
buriky inhibi¢ni efekt (Wang et al., 2013).
viabilita byla dosahnuta pfi koncentraci 10 yM. Pfi hodnotach koncentraci 100
MM ;1 mM a 10 mM byla viabilita oproti kontrole snizena. Naopak u koncentrace
1 UM byla viabilita oproti kontrole mirné zvySena.

Protirakovinné ucinky byly také pozorovany u valeratu, ktery byl testovan
v 5 koncentracich (0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM, 8 mM). U bunécné linie HepG2
a dalSich nadorovych linii doSlo ke snizeni viability (Han et al., 2020). NaSe
vysledky ukazuji snizeni viability bunék HepG2 po oSetfeni valeratem
u koncentrace 10 uM.

Dale jsme analyzovali mitochondridlni respiraci dvou nadorovych
bunécénych linii HepG2 a A549 po expozici SCFA v ruzné dlouhych €asovych
rozmezich. Byly pouzity SCFA v koncentraci 1 mM, kter& je vyuzivana i v jinych
studiich se SCFA (Hu et al., 2020). Po akutni expozici nadorovych bunék SCFA
nebylo zjiSténo zadné vyraznéjSi ovlivnéni mitochondrialni respirace.

Béhem kratkodobé expozice nadorovych bunék byly pouzity rizné
koncentrace SCFA (1 yM, 10 uM, 100 yM, 1 mM a 10 mM), inkubace probihala
24 hodin v prostiedi 5 % CO2 a 37 °C. Poté byla méfena mitochondrialni
respirace pomoci analyzatoru Agilent Seahorse XFe 96

Butyrat je velmi Casto studovan pro své ucinky na metabolismus
nadorovych bunék. NaSe vysledky kratkodobé expozice ukazaly ovlivnéni
mitochondrialni respirace obou bunécénych linii HepG2 i A549. U bunécné linie
HepG2 butyrat o koncentraci 10 mM zvySil maximalni respiraci, naopak doslo ke
snizeni tohoto parametru u koncentraci 10 yM a vyrazné u 100 uM. U

koncentrace 10 mM také doslo ke zvySeni hodnot uniku protona.
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U bunécné linie A549 doSlo vlivem butyratu ke sniZzeni maximalni
respirace u koncentraci 1 yM, 10 yuM a 100 uM. Ke zvySeni maximalni respirace,
rezervni respirani kapacity a uniku protonu doslo u koncentrace 10 mM, naopak
tato koncentrace ukazala sniZeni respirace souvisejici s tvorbou ATP.

Dle studie vlivu 0,5 mM butyratu na bunécnou linii HepG2 dochazi ke
zlepSeni funkce téchto bunék ovlivnénim mitochondrii. Tato modulace
mitochondrialniho metabolismu je nejvyraznéjsi po 24hodinové inkubaci (Zhao et
al.2020). Jin& studie provedena na LCL burikach prokazala, Ze butyrat je schopen
modulovat mitochondrialni funkci po expozici 24 a 48 hodin, pficemz mezi témito
Casy nebyl rozdil v u€inku butyratu na buriky. Pfi koncentraci butyratu 100 yM
doSlo ke zvySeni parametrl mitochondrialni respirace, pfiéemz pfi koncentraci
butyratu 1 mM doSlo ke snizeni danych parametra (Rose et al., 2018).

Dlouhodoba expozice nadorovych bunék HepG2 a A549 mastnymi
kyselinami prokazala nejvice signifikantni vysledky. Byla pouZzita koncentrace
SCFA 1 mM, pfiCemz obé& bunééné linie byly inkubovany s danymi SCFA
v prostiedi 37 °C a 5 % CO:2 po dobu 7 dnd. Vysledky této expozice u bunécné
linie HepG2 prokazaly vyznamnou modulaci mitochondriélni respirace obéma
testovanymi SCFA. V porovnani s kontrolou doSlo ke zvySeni maximalni
respirace a rezervni respiracni kapacity u obou pouzitych SCFA. Naopak ke
snizeni doslo u parametru unik protonu u bunék oSetfenych butyratem.

Pfi porovnani bunécnych linii HepG2 a A549 Ize vidét, ze vétsi vliv na
mitochondrialni metabolismus maji SCFA pravé u bunécné linie HepG2, a to
nejvice na parametry maximalni respirace, rezervni respiracni kapacita a unik
protond. U bunék A549 doslo naopak ke snizeni parametru maximalni respirace

u obou pouzitych SCFA.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo zkoumat vlivy butyratu a valeratu v rlznych
koncentracich na nadorové linie HepG2 a A549. PfestozZe zatim neexistuji zadné
presvédcivé dikazy, klinické vyzkumy naznaduji, Ze SCFA by mohly slouzit jako
slibné farmakologické latky pro prevenci ¢i [é€bu raznych zdravotnich problému.

K témto ucellim jsme vyuzili metodu WST-1 assay ke stanoveni viability
bunék HepG2 po expozici SCFA a také metodu Cell Mito Stress Test, kde jsme
pomoci analyzatoru Agilent Seahorse XFe 96. P¥i studiu viability bunék HepG2
bylo zjisténo pusobeni SCFA na bunky ve smyslu snizeni jejich viability, a to
nejvice pfi koncentraci 10 uM. Vyjimkou je koncentrace SCFA 1 uM, ktera jejich
viabilitu zvySuje.

Déle z nasich vysledku vyplyva, ze plsobenim SCFA dochazi k modulaci
mitochondrialni respirace a vlivu na metabolismus nadorovych bunék pfedevsim
z hlediska dlouhodobého pusobeni. U kratkodobé expozice jsme zjistili plsobeni
predevsim butyratu v koncentraci 10 mM. Zavérem lze fici, Zze SCFA v zavislosti
na koncentraci ovliviuji uritym zpUsobem mitochondrialni respiraci a

metabolismus, vysledky se vSak liSi dle pouzitych buné&énych linii.
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