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ANOTACE

Vypracovana diplomova prace spociva v testovani bunécné viability a mitochondrialni
bioenergetiky v zavislosti na rozdilné koncentraci glukézy pouzitych kultivacnich médii.
Glukéza a s ni spojovana hyperglykémie ¢i diabetes mellitus je v dneSni dobé stéle
neprobadanou oblasti. Prace se snazila pochopit vzijemny vztah mezi glukézou
a metabolickymi procesy uplatiujicimi se v buiice. VE&time, ze by tato studie mohla vést
k celkovému pochopeni pozménéné mitochondridlni bioenergetiky, ovlivnéné zvysenou
koncentraci glukozy. Piedpokladame, Ze mitochondrie jsou nedilnou soucasti buiky
ajejich porucha vede ktad¢ jiz definovanych, ale zejména jesté i neprobadanych
komplikovanych stavii a nemoci. Snazime se zjistit, zda je mezi mitochondrialni dysfunkci
a hyperglykemii pfimy mechanismus U¢inku. Energeticky metabolismus je ovliviiovan
fadou impulzi z vnéjSiho a vnitiniho prostredi. Je tedy tézké aplikovat metodu, ktera by

byla schopna akceptovat i tyto rusivé elementy.

Teoreticka Cast prace je zaméfena na biosyntetickou organelu, kterd je hlavnim
intracelularnim producentem energie, zvanou mitochondrie. Jelikoz je zdkladem prace
posuzovani, zda rozdilnd koncentrace glukozy ovliviiuje urcitym zpisobem energeticky
metabolismus, je v teoretické Casti prace vénovana kapitola i glukéze a metabolickym
draham, ve kterych se glukoza uplatiuje. V neposledni tadé je popisovana i HepG2
bunécné linie, kterd byla dilezitym predmétem zkoumani. Prakticka ¢ast prace je zaméfena
na testovani bunééné viability a mitochondrialniho metabolismu imortilizované lidské
bunécné linie HepG2. Buiky byly rozdéleny na dva fenotypy, které byly péstovany
na zakladé¢ raznych kultivaénich podminek. Prvni fenotyp bunék byl vystaven
dlouhodobym expozi¢nim podminkdm normoglykemického prostfedi, kde koncentrace
glukézy byla 1 g/L. Druhy fenotyp bunék byl vystaven dlouhodobym expozi¢nim
podminkam hyperglykemického prostiedi, kde koncentrace glukézy byla 5 g/L.

KLICOVA SLOVA:

Mitochondrie, bioenergetika, glukdza, hyperglykémie, normoglykémie, hepatocyty,
HepG2



ANNOTATION

This work focuses on testing cellular viability and mitochondrial bioenergetics in relation
to two different glucose concentrations used in the culture media. The effect of glucose
level and its contribution to hyperglycemia or diabetes mellitus on cellular energy
metabolism is still not fully understood. The study aimed to clarify the relationship
between glucose and the metabolic processes that occur in the cell in order to obtain
a better overall understanding of the altered mitochondrial bioenergetics influenced
by increased glucose concentration. Mitochondria are an integral part of the cell, and their
dysfunction leads to a range of well-defined, but especially understudied complicated
conditions and diseases. The goal is to determine whether there is a direct mechanism
of action between mitochondrial dysfunction and hyperglycemia. Since energy metabolism
is influenced by various signals from the external and internal environment, therefore,

applying a method that can also accept these interfering elements is challenging.

The theoretical part of the thesis is focused on the biosynthetic organelle, mitochondria,
which is the main intracellular energy producer. Since the basis of the work is to assess
whether different glucose concentrations affect energy metabolism in a certain way,
a chapter on glucose and metabolic pathways in which glucose is involved is included
in the theoretical part. Finally, the HepG2 cell line, which was an important topic
of investigation, is described. The practical part of the thesis focuses on testing the cellular
viability and mitochondrial metabolism of the immortalised human cell line HepG2.
The cells were divided into two phenotypes grown under different culture conditions.
The first phenotype was exposed to a long-term normoglycemic condition, where
the glucose concentration was 1 g/L. The second phenotype was exposed to a long-term

hyperglycemic condition, where the glucose concentration was 5 g/L.

KEYWORDS:

Mitochondria, bioenergetics, glucose, hyperglycemia, normoglycemia, hepatocytes,
HepG2
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UvVOD

Bunécna elektrarna, tak je opravnéné prezdivana bunétna organela zvana mitochondrie,
ktera je nedilnou soucasti eukaryotnich bunék. Jeji zasadni role spociva v intracelularni
syntéze ATP. Je hlavni spojnici mnohych metabolickych drah a to pfedevsim Citratového
cyklu a dychaciho fetézce. Dalsi neméné dileZitou schopnosti je iniciace vnitini cesty
apoptozy, jakozto zakladniho elimina¢niho mechanismu poskozenych ¢i nepotifebnych
bunck. Bohuzel nékteré buiiky, jako jsou naptiklad buiiky nadorové, jsou i vici témto
eliminacnim bunéénym mechanismiim rezistentni. Mitochondrie jsou tedy dulezitymi
aspekty nejen bunék fyziologickych, ale i téch nadorovych. V nadorovych butikach byva
jejich mnozstvi oproti bunkam fyziologickym polovi¢ni. Nicméné iV téchto buikach
se mitochondrie zasadné uplatiuji pii procesu bunétné signalizace. Pravé dysregulace
bioenergetického mitochondrialniho metabolismu hraje diilezitou roli pti predikci a detekci

onkologickych stavi.

V dnes$ni dob¢ existuje fada testll zabyvajici se bunéfnou viabilitou, mitochondridlni
aktivitou ¢i bioenergetickym profilem mitochondrii. VyuZzivaji se analyzy zaloZené
zejména na detekci mitochondridlniho metabolismu, mitochondridlni respirace
a metaboliti glykolyzy. Pfi aktudlné zvySujici se incidenci karcinomil, by mély byt
mitochondrie bezprostiednim pfedmétem zkoumani a tyto testy by mély slouzit,

jako zakladni material pro pochopeni mechanismu onkogeneze.

V tadé téchto procest se jako hlavni energeticky substrat uplatiuje glukéza. Béhem celé
fady let, byly postupnymi vyzkumy nalezeny rizné metabolické drahy, pfi jejichz
disonanci neni mozné, aby byl organismus schopny udrzovat koncentraci glukézy
v optimalnim a uzkém rozmezi. Glukoza je pro organismus hlavnim a nejrychlej$im
zdrojem energie a jeji zvySena koncentrace ma na celkovy stav organismus neblahy vliv.
Je tedy dilezité hledat nové moznosti a zptisoby, jak hyperglykémii a s ni Casto spojovany
diabetes mellitus predikovat jest¢ diive, nez budou patrné komplikace poskozujici
bunécnou funkcnost. Zatim, ale nebylo objeveno Siroké spektrum skuteéné
reprezentativnich studii, které¢ by byly zamétené pravé na 1€¢bu pacienti mladého véku

S teprve rozvijejici se glykemickou poruchou.

18



Diabetes mellitus je rovnéz velice komplikovanym stavem, ktery postihuje obyvatelstvo
napii¢ celym svétem. Ma stale zvySujici se incidenci. Stale ocekédvame, ze ptijde doba,
kdy nebude diabetes mellitus mozné jen kompenzovat, ale bude jej mozné také vylécit.
Prace je tedy zaméfena na to, jak se vzajemné bude liSit bunécny metabolismus béhem

normoglykemickych a hyperglykemickych podminek.

K tomuto experimentu jsem pouzivala bunéénou linii HepG2, ktera je vybornou
alternativou primarnich lidskych hepatocyti in vitro. Bunky jsem péstovala
v normoglykemickém a hyperglykemickém prostiedi. Nésledné jsem zjistovala,
prostiednictvim testli zamétujicich se na jiz vySe zminéné mitochondridlni procesy,

zda je mezi rozdilnymi kultiva¢nimi prostfedimi ptitomna korelace ¢i nikoliv.
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1 MITOCHONDRIE

Mitochondrie je bioenergetickd semiautonomni bunécna organela. Pravdépodobné
pivodné vznikla z bakterii, které prostoupily skrze membranu do jinych bunék. Timto
zpusobem mitochondrie ziskaly svoji charakteristickou strukturu tvofenou dvojitou
fosfolipidovou membranou. Za semiautonomni organelu je oznaCovana z duvodu
pfitomnosti vlastniho genomu v podobé MtDNA (mitochondridlni DNA). Mitochondridlni

DNA koéduje celkem 13 proteint, jez hraji dilezitou roli v procesu oxidacni fosforylace. [1,
2,3]

Vyskytuji se prakticky ve vSech ecukaryotnich bunkach. Nejsou vSak piitomny
Vv erytrocytech a ve zrohovatélych bunikéach. Jejich pocet se odviji na zdklad¢ energetické
potfeby. Je to organela proménliva, liSici se tvarem a velikosti (od lpum do 10um).

Morfologie mitochondrii se rovnéz odviji dle typu tkang, ve které se nachazi. [3]

Mitochondrie jsou spojnici mnoha dulezitych metabolickych drah. Probiha zde oxidacni
dekarboxylace pyruvatu, B-oxidace mastnych kyselin, Citratovy cyklus, dychaci fetézec,
syntéza ATP (adenosintrifosfat) a ¢asteéné i mocovinovy cyklus. Diky syntéze ATP

je ozna¢ovana jako bunécna elektrarna. [2, 4]

1.1 Struktura mitochondrii

Zapamatovatelnd je diky své charakteristické struktute, kterou predstavuji dve
fosfolipidové membrany, definované jako vnéj$i a vnitini mitochondridlni membréana.
Tato fosfolipidova dvojvrstva hraje dileZitou roli pfi tvorbé elektrochemického gradientu,
ktery se wuplathuje pii syntéze ATP. Ob&€ membrany jsou od sebe oddéleny
mezimembranovym  prostorem. Vzijemné se liSi obsahem lipidi, obsahem

transmembranovych proteint a permeabilitou. [5, 6, 7]
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Mezibunécny
Matrix prostor Ribosomy

Vnitini membrana

Kristy Vnéjsi membrana

Obrazek 1 — Morfologicka struktura mitochondrii [8]

Vnéj§i membrana je obdobnd membrané eukaryotnich bunék. Chrani a ohranicuje
mitochondrii od okolniho prostfedi. Ma hladkou strukturu a je permeabilni pro produkty
metabolismu, jako jsou ionty a rtuzné typy molekul do hmotnosti 10 kDa. Na rozdil
od vnitini mitochondrialni membrany je zde pomérné maly pocéet enzymatickych systémd.
(6, 9]

Vnéj$i membranu od vnitini oddéluje mezimembranovy prostor. Zde byva hladina pH
(potencial vodiku) niz§i z divodu uvoliovani vodikovych protonti, které vznikaji
v dychacim fetézci. Probiha zde pfeména nukleotidfosfatli. Adenylatkinaza je nasledné

piesouvana do matrix mitochondrii, jakozto substrat k probihajici fosforylaci. [6]

Vnitini membrana je velice daleZitou souéasti mitochondrii. Jedna se o ¢ast velice
metabolicky aktivni. Permeabilni je pouze pro mensi typy molekul, jako je voda, kyslik
a CO; (oxid uhli¢ity), pohybujici se hmotnosti od 100 kDa do 150 kDa. Ve vnitini
membrane se nachdzi mensi mnozstvi cholesterolu nezli u membrany vnéj$i. Soucasti
membrany jsou zejména enzymy a pienaSece, diky nimz se do matrix piesouvaji pouze

urcité meziprodukty. [6, 9]
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Jak lze vidét na obrazku c¢islo 1, tak vnitfni mitochondridlni membrana tvori zfaseni,
které oznaCujeme jako Kristy. Diky zfaseni se povrch mitochondrii nékolikrat navysi,
a tudiz se zvetsi 1 prostorova kapacita pro probihajici metabolické déje. Nicméné existuji
Ijiné typy mitochondrii, které maji kristy napfiklad Vv podobé tubuli. Tento typ
mitochondrii syntetizuje steroidy. Hormony kiiry nadledvin a hormony pohlavnich organt.
[5, 6, 9]

Cést vnitini mitochondridlni membrany, ktera nepodléhd ztaseni, ale je ulozena soub&zné

s vnéj$i mitochondrialni membranou, se oznacuje jako membrana hrani¢ni. [9]

Uvniti vnitini mitochondrialni membrany se nachazi husta buné¢na hmota zvana matrix.
Mitochondrialni matrix je centrem jiz vySe zminénych metabolickych drah, které jsou tuzce
spjaty s aerobni fosforylaci. Probiha zde zejména B-oxidace mastnych kyselin a Citratovy
cyklus. Soucasné zde z ¢asti probihaji 1 dvé vysoce energeticky narocné syntetické drahy.
Matrix mitochondrii je mistem, kde probiha zacatek a konec syntézy hemu a zasahuje zde

I ¢ast syntetické drahy mocoviny. [2, 5, 6, 9]

1.2 Mitochondrialni funkce

Lokalizace mitochondrii podmiiiuje jejich funkci. Jejich funkce souvisi 1 se stafim
organismu. Cim je organismus star§i, tim se funkéni schopnost mitochondrii sniZuje.

Se zvySujicim se stafim se zvySuje 1 poCet moznych mtDNA mutaci. [5, 10]

Mitochondrie jsou dileZitou organelou, jenz plni fadu vyznamnych a nezbytnych funkeci.
Nejdilezitéjsi je tvorba energie v podobé ATP prostiednictvim procesu oxidacni
fosforylace. Probihda zde i oxidace mastnych kyselin a Citratovy cyklus. Mitochondrie
se znacné podileji na syntéze biomakromolekularnich latek, jako jsou aminokyseliny,

lipidy a nukleotidy. [4, 7]

Dale zde probihd syntéza hemu a NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat).

Mitochondrie jsou zodpovédné i za regulaci hladiny vapenatych iontd uvnitt buiiky. [4, 10]
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Naprogramovana buné&cna smrt, neboli apoptoéza zastava u mitochondrii zna¢n¢ duilezitou
roli v pfenosu a ve zpracovani signali bunééné smrti. Tento proces se uplatiuje,
jako elimina¢ni mechanismus poSkozenych ¢i nepotiebnych bunék. Jedna se o proces
vysoce energeticky naro¢ny, proto je vyzadovan dostateCny piisun energie v podobé ATP.
Obecné ma proces apoptézy dvé mozné zahajovaci faze, které oznacujeme jako vngjsi

a vnitini. [4, 11, 12,13]

mitochondrialni struktury. Na vné&j$i mitochondrialni membrané jsou piitomny faktory,

které prabeh bunécné smrti reguluji. [12,13]

Tyto faktory se rozdé€luji na pro-apotické (Bax, Bak), jez jsou iniciatory bunééné smrti
a na faktory proti-apoptické (Bcl-2, Bcl-X), jez jsou naopak inhibitory bunééné smrti.
Prvni zminéné tedy podporuji formaci porG ve vnéj§i mitochondrialni membrang,

druhé¢é zminéné této formaci brani. [14]

Rovnovaha téchto faktortu je pro fyziologicky stav bunky velice dulezita. Proti-apoptické
faktory mohou byt inaktivovany, ¢imZ vznikd naslednda nerovnovdha a zvySenym

pusobenim pro-apotickych faktorii je poté zahajena apoptédza. [12,13,14]

Dochazi k perforaci vnéjsi mitochondridlni membrany. Zacinaji se tvofit kanaly,
kterymi se do cytoplazmy mitochondrii uvoliuji proteiny dilezité pro signaliza¢ni kaskadu

vvvvvv

na APAFL (Faktor 1 aktivujici apoptickou peptidazu). Ke vzniklému komplexu se dale

vaze i prokaspaza 9. Kone¢ny komplex oznacujeme jako apoptozom. [4, 15]

Apoptozom je dulezity pro aktivaci kaspazy 9, kterd hraje zasadni roli pifi zahajeni

spolecné efektorové faze mezi vnéjsi a vnitini iniciacni cestou. [15]
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1.3 Mitochondrie a regulace bunééného metabolismu

Zakladni zdroj intraceluldrni energie je ziskavan prostfednictvim dvou metabolickych déjt.
Prvnim déjem syntézy ATP je Citratovy cyklus. Druhym déjem syntézy ATP je glykolyza.
Druhy zminény déj neprobiha v souvislosti s mitochondriemi, proto je rozepsan az v dalsi
kapitole zamétujici se na zdkladni energeticky substrat glukdzu. Zde je popsan jen strucny

ptehled obou reakci pro komplexnost informaci. [7,16]

Glykolyza a Citratovy cyklus jsou vziajemné¢ propojenymi dé&ji. Béhem procesu
Citratového cyklu dochézi ke kone¢né oxidaci metabolickych substratli, jako jsou AMK
(aminokyseliny), lipidy a sacharidy. Principem glykolyzy je transformace glukozy
pres nékolik riznych metabolitli az na kone¢ny produkt pyruvat, ktery néasledn¢ podléha
anaerobnim ¢i aerobnim podminkam. V Citratovém cyklu je koneénym produktem

pyruvatu COz. [7,17,18]

Dychaci cyklus probihajici v mitochondriich, je hlavnim zdrojem energie
v diferenciovanych bunkéch. Oproti tomu hlavnim zdrojem energie v kmenovych buiikach

je pravé jedna z nejvyznamnéjSich metabolickych drah glukozy a to glykelyza. [17,18]

Pro syntézu ATP je dlleZity dostatecny pfivod kysliku a také dostatecny piivod
redukovanych koenzymu. Jelikoz pro fyziologicky stav organismu je dilezitd nepfetrzita
dodavka energie, je nutné, aby dochéazelo i1 k neustalé tvorbé redukovanych koenzymu
jakoje  NADH+H" (redukovand forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotidu).
Tento redukovany koenzym je vyslednou fazi riiznych reakci. Je kone¢nym vysledkem

napiiklad i u Citratového cyklu. [17,19,20]
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Obrazek 2 — Sprazeni Citratového cyklu a dychaciho Fetézce v mitochondrii [21]

Mitochondrie maji pfi syntéze ATP vyznamnou roli. Jejich struktura byla popséana jiz vyse
Vv podkapitole ¢islo 1.1. Nicméné pro ustileni informaci je zde pfiloZzen obrazek cislo 2,
na kterém je struktura mitochondrii schematicky popsana. Na tomto obrazku je patrné

I sprazeni Citratového cyklu a dychaciho fetézce. [4, 6]

Vime tedy, Ze mitochondrie jsou sloZeny z vnitini a vnéj§i membrany, mezimembranového
prostoru a vnitini hmoty oznafované jako matrix. Hlavnim zdrojem redukovanych

koenzym je Citratovy cyklus probihajici pravé v mitochondrialnim matrix. [4, 6]
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1.3.1 Citratovy cyklus

Citratovy cyklus je rovnéz znamy také jako Krebsuv cyklus ¢i cyklus kyseliny citronové.
Jelikoz se jedna o drahu intermedialni, byva Casto oznacovana i za srdce energetického
metabolismu. Probiha zde syntéza substratt, jezjsou nasledné¢ vyuzivany V dalSich

metabolickych procesech, jako je napiiklad glukoneogeneze ¢i syntéza AMK. [16, 22]

Citratovy cyklus je cyklickou metabolickou drahou lokalizovanou Vv mitochondridlnim
matrix, jejimz principem je sled nékolika enzymatickych reakci, které probihaji
kontinudln¢ za sebou. Béhem cyklu dohazi k tvorbé redukovanych koenzymti degradaci
acetyl-CoA (acetylkoenzym A). Tento koenzym je transformovan na 2 molekuly CO..
Principem transformace je oxidace aktivované formy kyseliny octové. Béhem této
konverze se uvoliiuje i energie v podobé GTP (guanosintrifosfat). Vyslednym produktem
kazdého cyklu jsou respektive 1 molekula FADH; (flavinadenindinukleotid), 3 molekuly
NADH+H", 1 molekula energie a2 molekuly CO,. Béhem Citratového cyklu dochazi
i k regeneraci CoA (koenzym A). [ 17, 18, 20, 22, 23]

ZIVINY ::> Acetyl-CoA

OXALACETAT

NADH +H
CITRAT

- NAD
MALAT
IZOCITRAT

NAD+
H20
NADH + H+
FUMARAT

NAD+ OXALSUKCINAT

FAD NADH + H+

SUKCINAT SUKCINYL Co-A

TP P

ADP ATP

Obrazek 3 — Pribéh Citratového cyklu [24]
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Pro kontinudlni prubéh je dulezitd dostatecna aktivita enzymdi, které se béhem cyklu
uplatnuji. Dulezity je i dostateCny privod substrati. Palivem Krebsova cyklu mohou byt
témet veskeré ziviny, které jsou riznymi mezikroky konvertovany na vstupni substrat
acetyl-CoA. Hlavnim zdrojem acetyl-CoA muze byt oxidace mastnych kyselin, glykolyza
¢i metabolické procesy AMK. Béhem obdobi lacnéni je zdrojem acetyl-CoA zejména

glykogen a triacylglyceroly. Dalsim dulezitym vstupnim substratem je oxalacetat. [17, 18,
20, 22]

Na obrazku ¢islo 3, 1ze vidét prubéh Citratového cyklu. V prvnim kroku reakci zahajuje
acetyl-CoA, jehoz acetylova skupina se spojuje s oxalacetatem. Prvni krok je katalyzovan
prostiednictvim citratsyntazy. Béhem reakce se odstépi CoA, uvolni se teplo a nasledné
vznika citrat. V druhém kroku je citrdt transformovan na izocitrat. Tuto pfeménu
katalyzuje enzym akonitathydratdza. Izocitrat je v tfetim kroku prostfednictvim enzymu
izocitratdehydrogenazy dekarboxylovan na oxalsukecinat, oznacovany také v nckterych
publikacich jako a-ketoglutarat. Nasledné¢ ve ¢tvrtém kroku oxidativni dekarboxylaci
vznika sukcinyl-CoA (sukcinylkoenzym A). Tuto pfeménu katalyzuje enzym
oxoglutaratdehydrogenaza.  Ze sukcinyl-CoA  vznika v patém  kroku sukcinat
prostiednictvim enzymu sukcinyl-CoA-syntazy. Béhem této pfemény se substratovou
fosforylaci uvolfiuje energie, ktera konvertuje GDP (guanosindifosfat) na GTP a nasledné
se GTP konvertuje na ATP. Béhem Sestého kroku se sukcinat transformuje na fumarat
za katalyzy enzymem sukcinatdehydrogenazy. K fumaratu je vsedmém kroku,
jak lze vidét na obrazku &islo 3 pfidana voda. Adici vody vznika malat. Tato reakce je
katalyzovana prostfednictvim enzymu fumardthydratdzy. Bé&hem osmého kroku
se uplatiiuje enzym malatdehydrogenaza, ktery zajistuje prostiednictvim NAD®
(oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidu) transformaci malidtu na oxalacetat,
¢imz se celd reakce dostdva opét na zacatek a cely cyklus je regenerovan pro dalsi

kontinudlni prabeh. [17, 18, 20, 22]

Jak jiz bylo zminéno vySe, dostatecna nabidka substrati ovliviiuje pribéh reakce. Nabidka
substratl mize mimo jiné ovliviiovat i rychlost probihajici reakce. Reak¢ni rychlost miize
byt na druhou stranu i zpomalena a to zejména zvySenim poméru NADH/NAD™ a rovnéz

I navySenim poméru ATP/ADP. [17, 18, 20, 22]
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1.3.2 Dychaci retézec

Dychaci fetézec je velmi sloZzitym mechanismem. Jeho ucelem je snaha syntetizovat ATP.
K tomu jsou vyuzivany redukované koenzymy a elektronovy transport. Dychaci fetézec
je narozdil od Citratového cyklu lokalizovan na vnitini mitochondridlni membrang.
V mitochondriich probiha i oxidace mastnych kyselin a jiz nékolikrat zminovany Citratovy
cyklus. Diky témto dé&jim je do dychaciho fetézce zajiStovana neustalda dodavka

redukovanych koenzymi. [17, 18, 25]

Dychaci fetézec je podminén pocétem zahybii (krist). Kristy nékolikanasobné zvétsuji
mitochondriadlni plochu, s ¢imz koreluje 1 zvySena intenzita probihajiciho bunééného

dychani. [5]

Na membrané¢ mitochondrii detekujeme ¢&tyFi rozdilné komplexy. Jsou jimi
dehydrogenéza, sukcinatdehydrogenaza, cytochrom c-reduktaza a cytochrom c-oxidaza.
Kazdy z téchto komplext oplyva rozdilnym oxidoredukénim potencialem a enzymatickou
aktivitou. Komplexy jsou schopné pies sebe transportovat elektrony. Béhem elektronového
transportu je uvolnéna energie, ktera se dale uplatituje pii nasledném ptenosu vodikovych

protontll. Protony jsou transportovany pies membranu Oproti koncentracnimu spadu. [17, 18,
23]

Mimo téchto zakotvenych komplexti se ETC (elektronovy transportni fetézec) ucastni
I hydrofobni koenzym Q10 a hydrofilni cytochrom C, ktery je rovnéz uplatiiovan béhem
procesu apoptozy. [23]

Na obrazku ¢islo 4 je schematicky popsan mechanismus dychaciho fetézce. Elektrony
se mohou zaclenit do dychaciho fetézce bud’'to napojenim na komplex I (prostfednictvim

NADH+H"), nebo napojenim na komplex II (prostiednictvim FADH,). [23]
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Po nasledném napojeni elektroni na komplex | dochazi k jejich transportu na koenzym
Q10, pticemz se uvolni energie, kterd zajistuje pienos Ctyf vodikovych protoni
do mezimembranového prostoru oproti koncentraénimu gradientu. Elektrony jsou dale
transportovany na komplex Ill. Pies tento komplex je umoznéno dal§i uvolnovani
vodikovych protoni do mezimembranového prostoru. Poté jsou elektrony transportovany
pres cytochrom C az na komplex 1V. Zkomplexu IV jsou nasledné elektrony
transportovany zpét do mitochondridlniho matrix, kde jsou pfeneseny na kyslik. Vznikly
aniont kysliku reaguje s vodikovymi protony za vzniku molekuly vody. Sou€asné¢ béhem
této konverze dochazi i k pfenosu dalSich vodikovych protonti z komplexu IV
do mitochondrialniho matrix. Komplex 11 je schopen reoxidace FADH,. Béhem této
reoxidace nedochazi k uvoliiovani vodikovych protonti do mezimembranového prostoru.

Nasledné dochazi k transportu elektronii na koenzym Q10, odkud se poté elektrony

ey ee

+++ bt
QQQtimQ
(1} { | |

r Y

Vysoké pH

Obrazek 4 — Mechanismus tvorby ATP prosti‘ednictvim dychaciho Fetézce [26]
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Celkovym vysledkem, jak naznacuje obrazek Cislo 4, je navzdory koncentracnimu spadu
transport 10 vodikovych iontd z mitochondridlniho matrix do mezimembranového
prostoru. Timto procesem vznikd v mezimembranovém mitochondridlnim prostoru
protonovy gradient, ktery svou energii umoznuje zahédjeni syntézy ATP. Behem reakce

dochazi také Kk redukci kysliku za vzniku vody. [17, 18, 23]

Na obrazku cislo 4 je rovnéz patrné, ze zasadni roli hraje rozdilnd hodnota pH,
pfi¢emz V matrix mitochondrii je hodnota pH vyS§i, nezli v mezimembranovém
mitochondridlnim prostoru. Tento fakt je zapfi¢inén zvySenou koncentraci vodikovych

protonti v mezimembranovém prostoru. [17, 25]

Mitochondrie reguluji syntézu ATP prostfednictvim své vnitini mitochondrialni
membrany. V membrané je zabudovan enzym ATP-syntdza, jenz je schopen ovliviiovat
membranovou permeabilitu, ¢imZz je umoznén transport vodikovych protonil

z mezimembranového prostoru zpétné do mitochondrialniho matrix. [17, 18, 25]

ATP
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Obrazek 5 — Struktura ATP-syntazy zabudované v mitochondrialni membrané [27]

Na obrazku ¢islo 5 je patrné, Ze ATP-syntaza se sklada ze dvou zakladnich podjednotek

oznacovanych jako FO a F1. Obé podjednotky zaujimaji rozdilnou lokalizaci a funkci. [27]
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Z obrazku je také patrné, ze hlavni ¢asti FO podjednotky je c-kruh. Na FO podjednotce je
ptitomen i OSCP (protein mitochondrialni citlivosti na oligomycin). Hlavni ¢asti F1
podjednotky jsou 3 struktury a, 3 struktury B, 1 struktura vy, 1 struktura € a 1 struktura o.
Tak zvana katalyticka hlava ATP-syntazy je tvofena 3 strukturami a a 3 strukturami f.
Spojnici FO a F1 podjednotky je centralni stopka tvoiena zbylymi strukturami F1
podjednotky (struktury vy, ¢ a €). [27, 28]

Podjednotka F1 je situovana na rozhrani membrany a mitochondridlniho matrix. Funkci je
aktivace ATP-syntazy. Podjednotka FO je situovana na rozhrani vnitini mitochondrialni

membrany. Jeji funkci je zpétny pienos vodikovych protonti. [27, 28]

Mechanismem antiportu je do mezimembranového prostoru pienaseno ATP a opacnym
smérem je pifes vnitfni mitochondridlni membranu piendseno ADP. Mechanismem
symportu jsou do mitochondrialniho matrix pienaseny vodikové protony a fosfatové

anionty. [17, 18]

ATP-syntaza je schopna katalyzovat pfeménu ADP a fosfatovych aniontd na ATP.
vaze pouze 1 vodikovy proton. Néslednou vazbou protonového vodiku se c-kruh roztaci
atim je zajiStén transport vodikovych protonti pfes vnitini mitochondrialni membranu.

Nasledn¢ za ucelem syntézy ATP je umoznéna fuze ADP a fosfatu. [3, 7, 27, 28]

Dlouhodobé existovaly piedpoklady, ze ATP-syntaza je vyhradné soucasti vnitini
mitochondridlni membrany. Novodobé experimenty vSak poukazuji na to, Ze ATP-syntaza
je rovnéz pfitomna na vnéjSim povrchu plazmatickych membran mnohych bunéénych linii.
Ptredpoklada se, ze by ATP-syntdza mohla byt souc¢asti plazmatické membrany hepatocytt,

adipocytt ¢i endotelidlnich bunék. [27]
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2 MITOCHONDRIALNI METABOLISMUS PRI ONKOGENEZI

V soucasné dobé se pii rozvoji onkologickych onemocnéni mitochondridlnimu
metabolismu pfipisuje znacné dulezita role. Mitochondrie hraji zasadni roli u veskerych
kroki podminujici onkogenezi. Zejména z diivodu toho, Ze jsou hlavnim a zasadnim
zdrojem energie ve formé ATP. Také maji zasadni vliv pfi produkci ROS (reaktivni formy
kysliku), jakozto vedlejSich produkti bunécné respirace. Rovnéz jsou i poskytovateli

ruznych makromolekul, které jsou zasadni pro dalsi metabolické procesy. [3,4, 29, 30, 31]

V nadorovych buiikdch byva Casto mitochondridlni aktivita utlumena. Pfesto v téchto
bunikach probihaji specifické enzymatické reakce, jejichz signalizaci mitochondrie
podminuji. Nadorové bunky jsou zcela odlisné povahy. Vykazuji hned nékolik
charakteristickych zmén oproti fyziologickym buiikdm. Je u nich pfitomna mutace
v mtDNA a zvySena tvorba ROS. Miuze byt i1 strukturni porucha komplexii dychaciho
fetézce, ¢imz dochazi ik naruSeni syntéze ATP. Naslednou zménou metabolismu,
jsou nadorové buiky schopné oplyvat ziskanou rezistenci vic¢i apoptdze a jsou schopné
jesté vice preprogramovat sviij metabolismus na zakladé svych aktualnich potieb. K tomu
jim dopomahd aktivace onkogenll. RovnéZ jsou schopné nekontrolovatelné se délit
atoiza nepfiznivych podminek kultivacniho prostiedi, jako je naptiklad nizka

koncentrace zivin ¢i ristovych faktori. [29, 32, 33, 34]

Nicmén¢ aby byla proliferace nadorovych bunék rychlejsi, je potieba vyssi koncentrace
substratli. Moznosti, jak naroky téchto bunc¢k pokryt a soucasné¢ zachovat pribeh
Citratového cyklu, je glutamin. Glutamin je zékladni latkou pro tvorbu vyznamnych
biomakromolekul. Podili se na regula¢nich mechanismech a nadorové transformovanymi
buiikami je vyuzivdn ve vysokém meéfitku. Zejména diky své zvySené koncentraci
V krevnim obc€hu. Prvni moznosti, jak muize byt glutamin vyuzit, je jeho pfeména
pfes glutamat na antioxidant glutathion. Druhou moznosti je odstranéni dusiku za vzniku

oxalsukcinatu, ktery mize nasledné vstupovat do Citratového cyklu. [30, 35]
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Bunky transformované onkogenezi potfebuji pro aktivitu svého metabolismu vyssi
koncentraci glukézy. Tento fakt je vyuzivan pii diagnostice onkologickych onemocnéni
prostiednictvim techniky zvané PET (pozitronovd emisni tomografie). Principem
je radioaktivni znaceni FDG (18-fluorodeoxyglukoza), jakozto analoga glukozy. FDG

je nasledné vychytavan nadorovymi buiikami, ¢imz je umoznéna lokalizace nadoru. [34]

2.1 Warburguv a Crabtree efekt

Pro nadorové bunky je typicky Warburgiiv efekt. Poprvé byl popsan svym jmenovatelem
Ottem Warburgem ve 20. letech 20. stoleti. Na zaklad¢ tohoto d&je dochazi k tomu,
ze nddorové bunky ziskdvaji energii spiSe prostfednictvim anaerobni glykolyzy.
Namisto toho, aby za klasickych aerobnich podminek vyuzivaly energii ziskanou

prostiednictvim oxidaéni fosforylace. [4, 34, 36]

Vysledkem glykolyzy je pfeména glukozy na pyruvat. Jestlize je glykolyza masivni,
koreluje to i s masivni tvorbou pyruvatu. Vzniklé nadmérné mnozstvi pyruvatu neni mozné
v Krebsové cyklu tak rychle zoxidovat a dochazi tedy k podminéné fermentaci pyruvatu

na laktat. [4, 31, 37]

Vyhodou tohoto fenoménu je, ze prostiednictvim glykolyzy je mozné syntetizovat energii

v podob& ATP rychleji, nez je tomu v pfipadé oxidacni fosforylace. [4, 37]

S obdobnym efektem pftisel 1 Herbert Crabtree. Ten piiSel s tvrzenim, Ze mitochondridlni
respirace je prechodné inhibovana prostfednictvim zvySené glykolyzy. Tento jev nazval

jako Crabtree efekt. [38]
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Obrazek 6 — Metabolismus v normalni burice [39]

Obrazek cislo 6 predstavuje klasickou cestu zisku energie, kdy je pyruvat ziskany béhem

glykolyzy transportovan do Citratového cyklu, ktery se odehrava v mitochondrii.

GLUKOZA
Extracelulirni
prostor
Glukoza
Pyruvat
/ N Nadorova buika
~
Laktat @
Mitochondrie

Obrazek 7 — Metabolismus v nadorové buiice [39]

Obrazek cislo 7 predstavuje Warburgiv efekt, jenz je typickym znakem nadorovych
bun¢k. Pfitomto d&ji je prostfednictvim glykolyzy ziskdvan pyruvat. Pyruvat vsak
nasledné neni zpracovan v Citratovém cyklu, jak je tomu ve zdravych bunkach. V tomto

ptipadé dochazi k fermentaci pyruvatu na laktat.
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3 MITOCHONDRIALNI BIOENERGETICKY PROFIL

Bioenergeticky profil pfedstavuje soubor parametri oznacovanych jako BHI (index
bioenergetického zdravi). Tyto parametry indukuji, zda mitochondrie zastavaji své funkce

v organismu ve fyziologickych rozmezich. [40]

Mezi dva nejvyznamnéjsi méfitelné bioenergetické parametry, které zastupuji
vV mitochondrialnim metabolismu nenahraditelnou roli, patii OCR (rychlost spoticby

kysliku) a ECAR (rychlost extracelularni acidifikace). [31, 41]

Mnohé z chorob jsou propojovany S problematikou pravé mitochondrialni funkénosti.
Index bioenergetického zdravi by se mohl stat potencidlné dulezitym parametrem, jenz
by mohl vést k ¢asné a u¢inné predikci rizné zavaznych chorob ¢i zatézovych stavi, které

maji neblahy vliv na fyziologii buiiky a sou¢asné i ohrozuji celkovy stav organismu. [40]

3.1 Zakladni respiracni parametry BHI

Mezi zékladni respirani parametry bioenergetického profilu spadd bazéalni respirace,
rezervni respiraéni kapacita, respirace souvisejici se syntézou ATP, maximalni rychlost

respirace, nemitochondrialni spotieba kysliku a Gnik protond. [41]

- Antimycin A
360 Oligomycin FCCP nebo rotenon

Rezervni
respiracni
kapacita

OCR (pmolmin)

Cas (min)

Obriazek 8 — Cell Stress Mito Test [40]
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Na obrazku ¢islo 8 je patrny obecny protokol zatézového Cell Mito Stress Testu.
Tento test slouzi ke komplexnimu porozuméni mitochondridlni funkce, respektive
interpretuje mozné mitochondridlni dysfunkce. Na obrazku jsou patrné zakladni parametry
OCR. Oligomycin, FCCP (karbonylkyanid-p-trifluormethoxyfenylhydrazon) a antimycin

A/rotenon jsou zakladnimi inhibitory respiracniho bioenergetického profilu. [40]

Pro zdravy organismus jsou typické zvySené hodnoty parametrti rezervni respiracni
kapacity a respirace souvisejici se syntézou ATP. U zdravého organismu je patrna sniZzena
hodnota protonového Uniku. Jestlize je pfitomen néjaky defekt ¢i stresovy faktor,
dochazi k postupné  dysregulaci bioenergetického metabolismu a k naslednému
mitochondridlnimu elimina¢nimu mechanismu. Snizenym mitochondridlnim pocétem
se vyrazné snizuji i parametry bioenergetického zdravi, které by byly za fyziologickych
podminek v normé&. Dochazi ke snizovani hodnoty parametru rezervni respiracni kapacity
ataké respirace souvisejici se syntézou ATP. ZvySuje se hodnota parametru
nemitochondrialni spotfeby kysliku. Poskozené mitochondrie dale vykazuji i zvySeny Gnik

protontl. [42]

3.1.1 Bazalni respirace

Bazalni respirace je minimalni mnoZstvi energie, které je zapotfebi Kk normalni bunécéné
funkci. Je definovana na zakladé¢ respirace souvisejici se syntézou ATP a unikem protont.
[31, 43]

Hodnota parametru se 1isi, dle pfitomnosti riiznych suplementli obsazenych v kultivaénim
médiu. Mezi suplementy, které se v médiu mohou vyskytovat, patii pyruvat, mastné
kyseliny a laktat. Pfitomny mohou byt i nékteré hormony jako je naptiklad adrenalin.

Tyto suplementy jsou rovnéz pouzivany k navyseni bazalni respirace u HepG2 bungk. [29,
39,40]
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3.1.2 Rezervni respiracni kapacita

Rezervni respiracni kapacita je schopnost buinky kontinualné odpovidat na zvySenou
poptavku energie. Udava, jak procentudlné¢ mitochondridlni respirace odpovida syntéze

ATP za urcitého membranového potencialu. [31, 43]

Jestlize detekujeme snizenou hodnotu tohoto parametru, signalizuje to, ze je ziejmé
pfitomna néktera Zz mitochondrialnich dysfunkci. Dysfunkce se projevuje pouze
u zatézovych stavi, u kterych je vyzadovana spotfeba ATP. Za fyziologickych podminek
jsou tyto dysfunkce nepatrné. Hodnota parametru se detekuje na zaklad¢é rozdilu

mezi maximalni respira¢ni kapacitou a bazalni respiraci. [35, 43, 44]

3.1.3 Respirace souvisejici s produkei ATP

Respirace souvisejici se syntézou ATP je parametrem, ktery definuje rychlost syntézy ATP
V bazalnim stavu. Stejné jako u parametru definujici unik protont i tady je vyuZzivan
inhibitor ATP syntazy zvany oligomycin. Aplikaci oligomycinu se sniZi mira respirace

a zdrojem ATP se stava pouze aktivovana glykolyza. [44, 45]

Jelikoz je nutné, aby se proces glykolyzy zrychlit natolik, aby obrat ATP byl i za téchto
podminek dostate¢ny. Dochazi u nékterych bun€k k rozvoji patologického stavu
vyvrcholeného aZz naslednym selhanim glykolyzy. Selhdva imetabolismus ostatnich
substratti pottebnych pro spravny priubéh oxidacni fosforylace. Vysledkem je sniZena

respirace. [44, 45]
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3.14 Maximalni rychlost respirace

Maximalni rychlost respirace je schopnost buiiky odpovidat na zvySenou potiebu syntézy
ATP. Zjistovani parametru se provadi za aplikace silnych protonofort, které jsou schopné
rozpojit d&j oxidacni fosforylace ve fazi syntézy ATP tim, Ze se zvysi permeabilita vnitini

mitochondrialni membrany. [31, 46, 47]

Zvysenou permeabilitou vnitini mitochondrialni membrany dochazi k pronikani protont
do matrix mitochondrii. Nejcastéji pouzivanymi protonofory jsou FCCP a DNP
(dinitrofenol). [31, 46, 47]

3.1.5 Nemitochondrialni spotieba kysliku

Nemitochondrialni spotfeba kysliku je detekovatelna v konecné fazi experimentu.
Jelikoz je nezavisla na ECT (elektronovy transportni fetézec), dochazi piijeji detekci
K aplné mitochondrialni inhibici. Pouzivaji se specifické inhibitory jako je rotenon
(pro komplex 1) a antimycin A (pro komlex Il). Hodnota nemitochondrialni spotieby

kysliku se 1i8i dle pouzité bunécné linie. [43, 44, 46]

Mitochondridlni respirani kapacita se zjiStuje na zakladé rozdilu mezi hodnotami

nemitochondrialni spotfeby kysliku a hodnotami mitochondrilni spotieby kysliku. [44, 46]

3.1.6 Protonovy unik

Vnitini mitochondridlni membrana je permeabilni pouze pro urcité molekuly malé
velikosti. Protony membranou za normalnich okolnosti témét neprochazeji, tento stav vSak
Ize za uréitych podminek pozménit. Unik protont se zjiit'uje na zaklads rozdilu mezi OCR
a hodnotou nemitochondrialni respirace kysliku. OCR se méfi az po piidani oligomycinu,

jenz je typickym inhibitorem syntézy ATP. [43, 47]

Vysledkem je vyssi protonovy gradient, ktery znemoziiuje piechod protonti pres komplexy
vnitini mitochondridlni membrany (komplex I az IV.). Tim je sniZena i nasledna spotieba
kysliku. Unikem protond pfes vnitini mitochondridlni membranu je umoZnéna

mitochondrialni respirace. [39, 44]
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3.2 Zakladni glykolytické parametry BHI

Mezi zékladni glykolytické parametry bioenergetického profilu spadd bazalni PER
(rychlost protonového uniku z buiiky), bazalni glykolyza, kompenzacni glykolyza

arezidualni acidifikace. [41]

Rotenon / antimycin A 2-DG

®—® Celkovy unik protoni

300 u 4 — @ Glykolyticky tnik protomi

Protonovy tmik (pmol'min)

Obrazek 9 — Glycolytic Rate Assay [40]

Na obrazku ¢islo 9 je patrny obecny protokol Glycolytic Rate Assay. Tento test slouzi
k ptesnému popisu glykolyzy a to diky kvantifikaci rychlosti protonového tiniku. Poskytuje
informace o bazalni a kompenzaéni glykolyze. Detekuje i rychla ¢i pfechodna metabolicka
piepnuti, jako je napiiklad jiz vySe popsany Warburgliv efekt. Na obrazku jsou patrné
zakladni parametry ECAR. Rotenon/antimycin A a 2-DG (2-deoxyglukdza) jsou
zakladnimi inhibitory glykolytického bioenergetického profilu. [40]

3.2.1 Bazalni PER

Bazalni PER znaci rychlost protonového tniku skrz bunku béhem bazalniho stavu,
kdy je spotieba kysliku minimalni. Béhem bazalni PER jsou veskeré procesy udrzovany
na bazalni trovni, kterd zajiStuje fyziologicky pribéh zivotné dulezitych funkci,

jako je udrzovani srde¢ni ¢innosti, télesné teploty a dychani. [48, 49, 50]
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3.2.2 Bazalni glykolyza

Bazalni glykolyza je parametrem, jehoz principem je Stépeni glukézy na dvé molekuly
pyruvatu, z n¢hoz redukci vznika nasledné laktat. Bazalni glykolyza probihd v bunécném
cytosolu a neni zavisla na pfitomnosti kysliku. Cim rychleji je spotiebovana glukoza,
tim rychleji dochézi k syntéze laktatu, coz koreluje 1 se zvySenou aktivitou glykolyzy

a se zvysenym bioenergetickym metabolismem. [48, 49, 50]

3.2.3 Kompenzacni glykolyza

Kompenzaéni glykolyza je procesem, ktery je uplatiiovan v buiikach pfi snizené spotiebe
kysliku a zvySené potiebé ATP. Builky se béhem tohoto stavu mohou spoléhat pouze
na aktivovanou anaerobni glykolyzu. Principem anaerobni glykolyzy je Stépeni glukézy

na dvé molekuly pyruvatu, ze kterého nasledné vznika laktat. [48, 49, 50]

3.24 Rezidualni acidifikace

Rezidualni acidifikace je poslednim méfitelnym parametrem Glycolytic Rate Assay,
jak Ize vidét i na schematickém obrazku ¢islo 8. Jedna se o zbytkovou miru okyseleni,
jez je ptitomna v extracelularnim prostoru po ukonceni procesu glykolyzy. Béhem procesu
glykolyzy je v extracelularnim bunééném prostoru pfitomno zvySené mnoZstvi

protonovych iontt, které 1ze detekovat zapomoci pH senzoru. [48, 49, 50]
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4 MITOCHONDRIALNI ANALYZY

Védci zjistuji prostfednictvim riznych experimentii, jak funguje lidsky organismus

a jakou roli hraji konkrétni 1éky pii 1é¢be urcitého typu onemocnéni.

Zkoumaji se 1 testy, které se soustfedi na méfeni metabolismu Zzivych bungk,
jelikoz chorobné stavy jsou do jisté miry podminovany pravé dysfunkénim metabolismem.
Na zaklad¢ zjisténych informaci jsme poté schopni lepsiho a hlubsiho porozuméni mozné

prevence, diagnostiky a terapie.

U nékterych z nejvyznamnéjSich objevli desetileti byly podkladem pravé principy

popisujici, jak se energeticky metabolismus v bunécnych procesech uplatiiuje. [40]
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Obriazek 10 — Schéma mitochondriilni respirace a glykolyzy [40]
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4.1 Testovani mitochondrialni aktivity

Mitochondrie je pro buiiku velice diilezitou organelou. Studium mitochondridlni aktivity
by mohlo odhalit fadu onemocnéni ¢i poruch. K méfeni mitochondriadlni aktivity nam

slouzi testy, jako jsou WST-1, XTT a MTT.

411 WST-1 assay

Tecan-1-control slouzi k analyze WST-1 assay, coz je rychla a jednoducha metoda slouzici
ke stanoveni klicovych parametrii z oblasti bunécné biologie. Prostfednictvim WST-1

assay stanovujeme bunéénou proliferaci, viabilitu a bunéénou cytotoxicitu. [51, 52]

Zakladem je WST-1 reagencie, ktera disponuje schopnosti spektrofotometrické detekce
bunééného ristu a soucasné¢ 1 schopnosti chemosenzitivity v bunéénych kulturach.
Princip metody spociva v mirném $tépeni, jiz vySe zminéné nacervenalé tetrazoliové soli
WST-1 (WST-1 reagencie), za vzniku formazanového barviva tmaveé Cervené barvy. [52,
53]
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Obrazek 11 — Princip $tépeni WST-1 reagencie u WST-1 assay [53]
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Formazanové tmavé cervené barvivo vznikd pouze u zivotaschopnych metabolicky
aktivnich bun€k a to prostiednictvim bunécnych mitochondrialnich dehydrogenaz.
Cim vys3i je ptitomnost Zivych bunék, tim vyssi je i celkova aktivita tdchto dehydrogenaz,

coz koreluje s tvorbou vétsiho mnozstvi formazanového barviva. [51, 52, 53]

Kvantifikace je nasledné provadéna prostiednictvim ELISA ¢tecky jamkového
spektrofotometru, zajistujici rychlejsi a snadn€j$i manipulaci vétStho mnozstvi vzorkd.
Ke méfeni absorbance vzniklého formazanového produktu se pouziva vlnova délka

Vv rozmezi 420 az 480 nm. [51, 52, 53]

Metoda je vyhradné pouzivana za Gcelem zjistovani bunééné proliferace v souvislosti
s zivinami, cytokiny, fyziologickymi mediatory, ristovymi faktory ¢i také v souvislosti
s protilatkami, které jsou naopak schopné rast bunck inhibovat. Soucasné se analyza

provadi i za ucelem testovani vlivu cytostatickych a cytotoxickych 1é¢iv. [51, 52, 53]
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4.2 Testovani mitochondrialni bioenergetiky

Kazda bunka vyzaduje schopnost piepinat své anabolické a katabolické procesy dle svych
aktualnich metabolickych potieb. Proto existuji rtizné metody, jak aktivitu metabolickych

drah sledovat a upravovat tak, aby bylo fyziologickym pozadavkim bunék vyhovéno. [40]

4.2.1 Cell Mito Stress Test a Glycolytic Rate Assay

Analyzator Agilent Seahorse XFe 96 slouzi k méfeni bioenergetického metabolismu
v zivych bunikach. Respektive slouzi k méfeni klicovych parametri glykolyzy

a mitochondridlni respirace.

Zaméfuje se na méfeni OCR a také na méfeni ECAR vV kultivovanych zivych buiikéch
usidlenych v jamkach mikrotitraéni desticky. OCR je indikatorem mitochondrialni

respirace a ECAR je indikatorem zejména glykolyzy. [40, 54, 55]

Na 96 jamkové desticce dochazi v redlném case pii teploté 37 °C k monitorovani
bioenergetiky Zivych bunék. Analyzator se soustfedi zejména na dvé hlavni metabolické
energetické drahy, pfikterych dochazi k nadmérné produkci energie. Obé drahy jsou

analyzovany soucasné s vysokou piesnosti a rychlosti. [40, 54, 55]

Zakladem testu je nasazeni bunck do testovacich jamek mikrotitracni desticky XF 96.
Nasazeni bunék je nejlepsi provadét pii konfluenci 60 az 90 %. Pii méfeni se vyuZivaji
senzory, které detekuji extracelularni zmény probihajici v nasazenych bunkach
mikrotitracni desticky XF 96. Detekuji se odpovédi bun€k vic¢i riznym inhibitortim

¢i substratim. [40, 54]

Analyzator Agilent Seahorse tak umoziiuje zjistit, jak rychle probihaji metabolické drahy
jako je bunécna respirace, glykolyza a S nimi spojena syntéza ATP. Tyto parametry
se analyzuji testy Cell Mito Stress Test a Glycolytic Rate Assay. [40]
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5 GLUKOZA

vvvvvv

se vyskytuje i1 pfirozené. Patfi do skupiny jednoduchych sacharidi. Pro organismus
ma vSak nezastupitelnou Ulohu a diky své komplexnosti s ostatnimi metabolickymi

dradhami byva nazyvana jako univerzalni energeticka ména. [17, 18, 56, 57]

Mechanismus ucinku glukézy je rozdilny u zdravych a nadorovych bunék.
U fyziologickych bunék za icelem zisku energie, podléhd glukéza glykolyze a oxidativni
fosforylaci. Rakovinné bunky vyzaduji zvySené mnozstvi glukézy na zéklad¢ probihajiciho

Warburgova efektu. [58]

Je povazovana za vyjimeény energeticky substrat diky nékolika vlastnostem. Je z ni
mozné ziskavat energii 1 bez ohledu na dostupnosti kysliku. Jeji metabolismus neni
podminén piitomnosti mitochondrii. V nékterych tkénich plni roli nenahraditelného
zdrojového substratu pro acetyl-CoA. Dilezitou vlastnosti také je, Ze v nadbyte¢ném
mnozstvi je vychozim substratem syntézy mastnych kyselin a znich nasledné

syntetizovanych triacylglyceroltl. [17]

Hladina glukézy v krvi je oznacovana terminem glykémie. Nalacno by se tato koncentrace
za podminek in vivo méla pohybovat mezi 3,3 az 5,6 mmol/l. Za podminek in vitro
se bézn¢ pro vyzkumné ulely pouzivd jako referencni hodnota normoglykemického

prostiedi koncentrace 1 g/L. [59]

Do cirkulace se dostava prostiednictvim tfi zdkladnich mechanismd. Prvnim moZnym
mechanismem je transport glukézy ze stfeva, kde dochazi k natraveni sacharidd
pfitomnych v potravé. Druhym mechanismem, jak Ize glukézu do krevniho obéhu ziskat,
je glykogenolyza. Principem je rozklad jaterniho glykogenu. Tento mechanismus
je schopny pokryt naroky na glukézu na 24 az 48 hodin, nejcastéji je vSak vyuzivan
jako zdroj energie mezi jidly. Stépeni glykogenu je mozné i v kosternim svalstvu. Zde je
bohuzel tento proces méné efektivni. Zdrojem energie kosterniho svalu je v tomto piipadé

glukéza-6-fosfat. [17, 18, 60]
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Tretim mechanismem, jak lze glukézu do krevniho ob¢hu ziskat, je glukoneogeneze.
Principem je tvorba glukdzy prostiednictvim nesacharidovych slozek. Tento mechanismus
pokryva dlouhodobé naroky na glukézu zptisobené napiiklad lacnénim ¢i hladovénim.

Principy glykogenolyzy a glukoneogeneze jsou podrobnéji sepsany nize. [17, 18, 60]

Koncentrace glukdzy vkrvi je sniZovana rovnéZ na zakladé¢ riznych mechanismu.
Mezi tyto mechanismy patii tvorba glykogenu v jatrech a svalech. Dale Spotiebni
mechanismus u tkani, které jsou na glukoze zavislé a spotiebni mechanismus u tkani,
které na glukoze zavislé nejsou. V neposledni fadé¢ je koncentrace glukozy v Krvi

snizovana pireménou glukézy na mastné kyseliny respektive na triacylglyceroly. [17]

5.1 Transport glukdézy pres bunéénou membranu

Glukoza je fyziologicky nejvyznamnéjSim a nejrozsifenéjSim sacharidem polarniho
charakteru. Zasadni roli pii transportu glukdzy pfes bunéénou membranu ma mimo
polarity i fakt, Ze ma pomérné vysokou molekulovou hmotnost. Diky témto vlastnostem
je znemoznén jeji transport pfes bunénou membranu prostiednictvim prosté difuze.
Glukéza je tudiz transportovdna mechanismy jako je aktivni transport a facilitovana

difuze. [17, 18, 61]

Transport gluk6zy hraje pro metabolismus sacharidtl zasadni roli. Dulezita je nejen exprese
jednotlivych typti pfenasecl v buiikdch, ale také jejich vzdjemnd kombinace.
Nebot’ transmembranovy pienos glukdzy je regulovanym, ale zejména komplexnim déjem.
(18]

Aktivni transport je vyuzivan jen u urcitych typii bun€k, jako jsou builky proximalnich
tubulll ledvin a enterocytii. Mezi mechanismy aktivniho transportu glukdzy pres bunéénou
membranu patii transportéry oznacované jako SGLT1-3 (sodikové zavislé kotransportéry

glukozy). [18, 62]

Nicméné cCastéjSim mechanismem je facilitovana difuze, kterou zajistuje 13 odlisSnych
pfenasecli oznacovanych jako GLUT (glukézové transportéry). U tohoto typu difuze

se k ur¢eni sméru transportu vyuziva koncentracni gradient. [18, 63]
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Transportér GLUT2 je transportnim mechanismem glukézy pfes bunéénou membranu

U bungk jater, ledvin, stiev a B-bunck pankreatu. [63]

Jatra disponuji schopnosti kumulovat glukézu, diky pfitomnosti pravé GLUT2 pienasect.
Jakmile je glukdza transportovana do prostiedi hepatocytu, dochazi k co nejrychlejsimu
zpusobu jeji utilizace. Kdyby tomu tak nebylo, gluk6za by se zde hromadila a nezbyl by
dalSi prostor pro vstup i1 ostatnich latek. Tento mechanismu je uplatiovan zejména
po pfijmu potravy bohaté na sacharidy. Opaénym mechanismem je hladovéni. V tomto
ptipadé je dulezity vzestup koncentrace glukézy v intracelularnim prostoru hepatocytu
nad koncentraci glukézy v prostoru extracelularnim. Timto zplUsobem je usnadnén

transport glukozy do krevniho obéhu. [17, 18, 64]

Hladina gluk6ézy v hepatocytech je podminiovana na zdkladé dvou mechanismd.
Jednak se jedna o rekce, které zajistuji snizovani hladiny glukozy v buiice. Mezi tyto
reakce patii syntéza glykogenu, glykolyza a také aktivita hexokindz. A na druhé strané
se jedna o reakce, které zajistuji zvySovani hladiny glukoézy v buiice. Mezi tyto reakce

patii glykogenolyza, glukoneogeneze a také aktivita glukozy-6-fosfat. [17, 18]

Nékteré prenaSece jsou ovliviiovany prostfednictvim inzulinu. Inzulin je schopen nejen
regulovat pocet takovychto pienaSecl, ale umoznuje ovliviiovat také jejich afinitu
a kapacitu. Takovym regulovanym ptenaSeCem je napiiklad GLUT4, jenz je typickym
prenasecem glukozy v tukové a svalové tkani. Tento fakt se ale netyka prenase¢e GLUT?2.
[17, 18, 63]

SGLT transportni systémy umoziuji transportovat glukdézu pies bunéénou membranu
navzdory jejimu koncentracnimu gradientu, ¢imZ se na jedné strané muze vytvorit
az nulova hodnota koncentra¢niho gradientu. K tomuto pfenosu je vyuzivan koncentracni
gradient sodiku vytvofeny mezi intracelularni a extraceluldrni tekutinou. Na tvorbé

gradientu se mimo sodiku podili i draslik a adenosintrifosfataza. [17, 18, 62]
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5.2 Vliv glykémie na mitochondrialni metabolismus

Vétsina metabolickych nemoci a komplikace s nimi spojenymi, vznikaji na podkladé

hyperglykémie a zvysené koncentrace nenasycenych mastnych kyselin. [65]

Centrem pro fizeni syntézy energie a metabolické homeostdzy jsou mitochondrie.
Mitochondrialni dysfunkce vznikaji na zakladé posSkozeni hepatocyti a ovliviiuji

naslednou buné¢énou viabilitu.

Zvysena koncentrace energetickych substrati jako je pravé glukdza ¢i nenasycené mastné
kyseliny maji na mitochondridlni metabolismus neblahy vliv. Nasledkem je aktivace
metabolického, mitochondrialniho a oxida¢niho stresu. Tyto stavy mohou byt jesté navic

doprovazeny zanétlivymi zménami. [37, 65]

ZvysSena koncentrace glukézy a ostatnich vysokoenergetickych metabolitd podnécuje
syntézu ROS a bunéfnou apoptézu. Na druhou stranu dochazi k inhibici proliferace
a procesu bunééné mitofagie, ktery obdobné jako apoptdza zajist'uje odstranéni defektnich
mitochondrii. Nizka koncentrace glukozy indukuje syntézu ROS a proces bunécné
mitofagie. Na druhou stranu 1 zde dochazi k utlumu bunétné apoptoézy a proliferace.
Nésledkem téchto mechanismi dochazi kvaznému naruSeni mitochondridlniho

metabolismu a bunécné signalizace. [37, 65]

Rovnéz i nékteré izoformy cytochromu P450 maji omezenou funk¢énost nasledkem

hypoglykemického €1 hyperglykemického prostiedi. [65]
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5.3 Metabolické drahy glukozy

Koncentrace glukdzy je prostfednictvim riznych mechanismi neustale udrzovéana v uzkém

rozmezi hodnot. Jeji regulace podléha nejpiisnéjSim podminkam. [58]

Béhem téchto mechanisml se uplatiiuji jako vychozi substraty riizné slouceniny. Miize
to byt samotna glukdza v podobé glukdzy-6-fosfatu ¢i jeji polymer glykogen. Glukéza je
nejdiive fosforylovana na podobu gluk6za-6-fosfatu, jenz je spojnici mnohych
metabolickych cest. Je to ustfedni latka pro glykolyzu, syntézu glykogenu, pro pentdézovy
cyklus a je meziproduktem u glykogenolyzy a glukoneogeneze. Glukoza-6-fosfat je rovnéz
dalezitd pro syntézu proteoglykanii, kyseliny glukuronové, glykoproteinti a mnohych

dalsich. [66, 67, 68]

Polymerem glukézy je glykogen. Prekurzorem pro jeho syntézu je proglykogen.
V organismu se glykogen nachazi v tésném kontaktu s enzymy, které reguluji jeho syntézu
¢i degradaci. Skladovdn je v bunice ve form¢ granuli. Hlavnimi zasobnimi organy
glykogenu jsou jatra a kosterni svalstvo. U jater ovliviiuje koncentraci glykogenu zejména
ptijem potravy. Glykogen je vyznamnym zejména z diivodu rychlého glukézového zdroje.
[18, 68]

Sttevo ———» G]‘[_TK()ZA Glykogen

L

Pyruvat

l

Acetylkoenzym A
Energie Mastné kyseliny —® Triacylglyceroly
Obrazek 12 — Zakladni mechanismy glukézy [17]

Vzniklé triacylglyceroly jsou bohatym zdrojem energie. Nicméné je tato pieména
substratli, jak naznacuji i Sipky na obrazku cislo 12, ireverzibilni. Neni tedy mozné,
aby se triacylglyceroly staly zpétnym zdrojem glukézy. Tento problém je vyfeSen
reverzibilni syntézou glykogenu. [17, 66, 68]
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53.1 Fosforylace glukézy

Fosforylace glukozy je zahajovacim mechanismem mnohych glukézovych metabolickych
cest. Jakmile je gluko6za transportovana do bunééného cytosolu, dochazi k jeji fosforylaci.
Do molekuly glukozy je vstépena fosfatova skupina. Béhem této reakce dochazi

ke spotiebé 1 molekuly ATP. [67, 68]

Vyslednym produktem je glukéza-6-fosfat. Reakce muze byt katalyzovana za ti¢asti dvou
enzymi a to prosttednictvim hexokinazy ¢i glukokinazy. V jaternich buikéch

se uplatiiuje ucinek glukokinazy. [66, 67, 68]

5.3.2 Glykolyza

Glykolyza je zadkladnim metabolickym dé&em, pii kterém dochdzi k syntéze
triacylglycerolii a ATP. Principem je transformace glukézy ptes fadu metabolith
az na pyruvat, ktery je ustfednim substratem syntézy acetyl-COA V mitochondriich.
Glykolyza se naopak odehrava v cytosolu bunék a je tvofena prostiednictvim deseti

kroki, kter¢ katalyzuje rovnéz deset riznych enzymd. [68, 69]
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Obrazek 13 — Schematicky popis glykolyzy probihajici v cytosolu bunék [70]
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Jak 1ze vidét na schematickém obrazku ¢islo 13, nejprve dochézi k transformaci glukézy
na glukoza-6-fosfat. Tuto reakci katalyzuje v jaternich buiikdch enzym hexokinaza.

V tomto prvnim kroku dochézi i ke spotiebé prvni molekuly ATP. [68]

Druhym krokem je prostfednictvim enzymu fosfoglukoizomerdzy katalyzovéana
transformace glukézy-6-fosfat na fruktéza-6-fosfat. V nasledném tretim kroku je opét
spotiebovana jiz druha molekula ATP. Pii tomto kroku dochazi k transformaci frukt6zo-6-
fosfatu na fruktéza-1,6-bifosfat. Tato pfeména je katalyzovéna prostiednictvim enzymu
fosfofruktokinazy. Nasledné je v dalSim kroku prostfednictvim aldolazy vznikla fruktoza-
1,6-bifosfat roz¢lenéna na dvé molekuly a to dihydroxyacetonfosfat a glyceralaldehyd-3-
fosfat. Prvni zminénd molekula je prostiednictvim enzymu triézofosfatizomerazy
transformovana rovnéz na glyceralaldehyd-3-fosfat. V dalsim kroku se uplatiiuje enzym
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza, ktery transformuje vySe zminéné molekuly na 1,3-
bifosfoglycerat. Pti této transformaci se uvoliiuji dvé molekuly NADH. Dalsim krokem
je transformace  1,3-bifosfoglyceratu  prostfednictvim enzymu fosfoglyceratkinazy
zavzniku 3-fosfoglyceratu. 1 pii tomto kroku dochazi k produkci 2 molekul ATP.
Vysledny 3-fosfoglycerat je nasledné prostfednictvim enzymu fosfoglyceratmutazy
transformovan na 2-fosfoglycerat z n¢hoz naslednou katalyzou enzymu enolazy vznika

fosfoenolpyruvat. [68]

Béhem posledniho kroku je uplatiovan enzym pyruvatkinaza, diky némuz je
fosfoenolpyruvat transformovdn na koneény produkt pyruvat. Béhem posledni

transformace jsou uvolnény 2 molekuly ATP. [68]

A7z na zaklad¢é aktualnich moznostech organismu se rozhodne, zda bude probihat reakce
katabolicka (syntéza ATP) ¢i reakce anabolicka (syntéza acetyl-CoA a nasledny vznik
triacylglyceroltl). Ptikladem spusSténi anabolického procesu muze byt pfijem potravy.
Glykolyza pak vede k tomu, Ze uvolnéna glukoza se v jatrech a tukové tkani vyuZije
pro syntézu triacylglycerolti. Co se tyce procesu katabolického, zde hraje spoustéci roli
napiiklad fyzicka zatéz. Glykolyza zde vede k tomu, Ze je ziskdvan hlavni zdroj energie

pro kosterni svalstvo, mozek a erytrocyty. [17, 18]
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Vyslednym ziskem katabolického procesu glykolyzy jsou 2 molekuly ATP a 2 molekuly
NADH+H". Zisk energie je nizsi nez by se dalo odekavat. Dusledkem je spotfeba dvou
molekul ATP, jiz béhem prvniho a tietiho kroku. I kdyZ je zisk energie prostfednictvim
glykolyzy niz$i, 1 tak zastupuje glykolyza jakozto zdroj energie nenahraditelnou roli.
Zisk energie je mnohonasobné rychlejsi, nez je tomu béhem Citratového cyklu. Dalsi

zasadni roli glykolyzy je to, ze je zcela nezavisla na piitomnosti kysliku. [68, 69, 71, 72]

5.3.2.1 Anaerobni glykolyza

Béhem anaerobni glykolyzy hraje zésadni roli vznikly NADH, jenz se neni schopen
konvertovat na NAD+. Ten za normalnich okolnosti zajistuje kontinualni prubéh reakce
na zakladé¢ anaerobnich podminek. ZvySena kumulace NADH zabranuje tomu,
aby vysledny pyruvat mohl vstupovat do Citratového cyklu. Rovnéz zvySena kumulace

inhibuje i proces glykolyzy. [18, 73]

Moznosti jak vznikly pyruvat vyuzit, je jeho reverzibilni transformace na laktat
prostiednictvim enzymu laktatdehydrogenazy. Vysledny laktat mutize byt utilizovan v fade
tkani. Mtze byt nasledné i zpétné krvi transportovan do jater, kde probéhne jeho oxidace
za vzniku pyruvatu. Timto reverzibilnim mechanismem za spotieby energie vznikd opé&t

zakladni substrat metabolickych déji zvany glukéza. [18, 73]

Bé&hem anaerobni glykolyzy vznikaji z 1 molekuly glukézy 2 molekuly ATP. Typickymi
organy, ve kterych se anaerobni glykolyza uplatiiuje, jsou nadorové tkané ¢i kosterni
svalova tkan zatizend fyzickou zatézi. RovnéZz je dilezitd 1 pro erytrocyty. Obecné
se anaerobni glykolyza uplatiluje v prostiedi bun¢k, kde nejsou pfitomny mitochondrie

a tam, kde neni zajisténa dodavka kysliku. [18, 73]
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5.3.2.2 Aerobni glykolyza

Jestlize ma buinka dostateCny piijem kysliku, je schopna prostfednictvim aktivniho
transportu prenaset pyruvat vznikly v bunééném cytosolu. Transport pies mitochondrialni
membranu probiha za spotieby energie. Béhem aerobni glykolyzy je vysledny pyruvat
presunuty do mitochondrialniho matrix, kde je oxidovan na acetyl-Co A. Prostfednictvim
néj dochazi k spiazeni aerobni glykolyzy s mechanismy Citratového cyklu. V cyklu
dochazi mimo jiné i k tvorbé NADH. [68, 72]

Tento NADH a rovnéz i NADH, jenz vznika pii oxidaci glyceraldehydu-3-fosfatu béhem
procesu glykolyzy, jsou pouzity jako zdkladni substraty pro syntézu ATP v dychacim
fetézci. [18, 68]

Béhem anaerobni glykolyzy vznika z 1 molekuly glukézy 38 molekul ATP. Jedna se tedy
o nejvyznamnéjsi reakcei, jez zprostredkovava zisk energie ve form¢ ATP. Dulezitou roli

hraje zejména pro nervovy systém. [68, 72]

533 Glukoneogeneze

Glukoneogeneze je na pohled opaénym metabolickym d&jem glykolyzy, jejimZ vysledkem
je uplné nova syntéza glukézy. Nicméné, nékteré kroky uplatnéné béhem glukoneogeneze

se u glykolyzy nevyskytuji. [68]

Ptikladem rozdilného mechanismu muze byt transformace pyruvatu na fosfoenolpyruvat.
Reakce neprobiha kontinualné jako je tomu u glykolyzy, ale je zde pfitomen mezikrok
v podobé¢ tvorby oxalacetatu. Rovnéz i pfi transformaci frukt6za-1,6-bifosfatu na fruktdza-
6-fosfat je pfitomna zména. Zde neni reakce katalyzovana prostfednictvim enzymu
fosfofruktokindzy, nybrz je reakce modulovéana za ptitomnosti vody a na zékladé plisobeni
enzymu fruktoza-1,6-bifosfatazy.Posledni zménou je pusobeni enzymu glukoza-6-
fosfatazy, ktery nahrazuje hexoxinazu, jenz se béhem glykolyzy uplatiiuje pii transformaci

glukoézy na glukoza-6-fosfat. I zde je dilezita pritomnost vody. [68]

Vychozi latkou jsou pii glukoneogenezi nesacharidové slozky, jako je glycerol, laktat
¢i témér vétSina AMK. Tato reakce je uplatiovana pouze v organech, jako jsou jatra

a ledviny. [18, 73]
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534 Glykogeneze

Glykogeneze je metabolickym déjem, pii kterém se syntetizuje glykogen. Vychozi latkou
pro syntézu je glukéza-6-fosfat. Zdrojem této vychozi latky je bud’to samotna glukdza,
jezje transportovana do jater z krevniho feCisté a nasledné je na glukoza-6-fosfat
konvertovdna prostiednictvim hexokindzy. Nebo muze byt vychozi latka ziskdvana

z laktatu, AMK ¢i glycerolu prostiednictvim procesu glukoneogeneze. [18, 68]

5.35 Glykogenolyza

Glykogenolyza je oproti glykogenezi metabolickym dé&jem, pii kterém se glykogen

nesyntetizuje, ba naopak se odbourava. [18, 68]

Glykogen je $tépen prostiednictvim glykogenfosforylazy za vzniku glukéza-1-fosfat.
Principem glykogenolyzy je Stépeni 1,4-glykosidické vazby glykogenu. Nasledné je
glukéza-1-fostat prostfednictvim fosfoglukomutdzy preménéna na glukoéza-6-fosfat. [18,

68]

Glukoéza-6-fosfat je vychozi latkou mnohych reakei. Pii glykogenolyze je nasledné vyuZita
jako substrat pro dalsi reakce nebo je prostfednictvim glukdza-6-fosfatazy preménéna
na zédkladni monosacharid glukézu, kterd je schopnad pirechazet do krevniho ob¢hu.
Tato metabolicka draha se uplatiiuje zejména v jatrech a ledvinach. Jatra maji lepsi
schopnost, diky zvySené koncentraci glukozy-6-fosfat, uvoliovat vzniklou glukézu
do krevniho ob&hu. Pfi tomto mechanismu se uplatiiuji i uréité hormony jako je inzulin,

glukagon ¢i adrenalin. [68]
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5.3.6 Pentozova fosfatova draha

Pentozova fosfatova draha je metabolickym déjem, ktery probiha jako cyklus. Principem
je cyklické odbouravani glukozy, jejimz piinosnym vysledkem je NADPH, CO,
a pentéza. Naslednou interakei s riznymi monosacharidy vznikaji fosfatové hexozy, které
op¢t vstupuji do cyklu. Reakce je regulovana prostfednictvim enzymt, jenz jsou pfitomny

Vv cytosolu bunky. [17, 18, 68, 71, 74]

Vyslednou pentdzou je ribéza-5-fosfat, ktera je podstatnou sacharidovou slozkou syntézy
nukleovych kyselin a nukleotidd. Pentézovy cyklus probihd zejména v jatrech, tukové
tkani, kaie nadledvin a obecné vorganech, kde dochazi ke zvySené spotiebé

NADPH+H". [17, 18, 68, 71, 74]

GLYKOGENOLYZA GLYKOLYZA
9"’5”"" —_— PENTOZOVA FOSFATOVA
glukéza-1-fosfat gﬁ = DRAHA

glukéza-6-fosfat s glukéza-6-fosfat s glukéza-6-fosfat

f { <

fruktéza-6-fosfat

<.

fruktéza-1,6-bisfosfat

ribuléza-5-fosfat
Ti
v

riboza-5-fosfat + xyluléza-5-fosfat

/ \h
dihydroxyaceton-fosfat g—= glyceraldehyd-3-fosfat

toH fruktéza-6-fosfat + glyceraldehyd-3-fosfat
1,3-bisfosfoglycerat ruktéza-6-fosfat + glyceraldehy

=

3-fosfoglycerat

i

2-fosfoglycerat

fosfoenolpyruvat

=

pyruvat

Obrazek 14 — Propojeni glykogenolyzy, glykolyzy a pentozové fosfatové drahy [75]
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6 REGULACE METABOLISMU SACHARIDU

Hormony jsou latky syntetizované v endokrinnich zldzach, odtud jsou secernované
do krevniho ob&hu. Krevni ob¢h je unasi k mistu cilovych bunék, kde se navazou
na specificky receptor. Pravé piitomnost ¢i nepiitomnost tohoto receptoru zodpovida za to,

ktera tkan bude ¢i nebude danym hormonem ovlivnéna. [18]

6.1 Inzulin

Inzulin je hormon syntetizovany Vv p-bunkach Langerhansovych ostrivkd pankreatu.

Vznika na zéklad¢ §tépeni svych prekurzord preproinzulinu a proinzulinu. [18]

Inzulin ovliviiuje vstup glukézy do bunék svalové ¢i tukové tkané. Stimuluje glykolyzu
na riznych trovnich. Stimuluje zvyseni glykogenu stimulaci glykogenogeneze a inhibici
glykogenolyzy. V jatrech podminuje inhibici glukoneogeneze a zprosttedkovava pieménu

glukdzy na mastné kyseliny. [18, 76]

6.2 Ristovy hormon

Rustovy hormon neboli somatotropin je hormonem adenohypofyzy, jehoz syntéza je
regulovana na zakladé mechanismi vychazejicich z hypotalamu. Ristovy hormon

ovliviiyje riist a vyvoj témeét veskeré dilezité tkané. [18]

Svym pisobenim stimuluje G¢inky glukoneogeneze a glykogenolyzy. Nicméné¢ je schopen
ovliviiovat metabolismus glukézy i v negativnim smyslu. Je schopen inhibovat vyuziti
glukozy v dilezitych tkanich jako je tukova ¢i svalova tkan. Nasledkem je hyperglykémie,

zvysSena syntéza inzulinu, inzulinova rezistenci ¢i diabetes mellitus. [77, 78]
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6.3 Glukagon

Glukagon je hormon vznikajici v a-bunkach pankreatu. Rovnéz jako inzulin vznika

Stépenim svého prekurzoru zvaného proglukagon. Jedna se o antagonistu inzulinu. [18]

Syntetizovan je v souvislosti s poklesem glykémie. Pii stresovych stavech organismu,
jako je hladovéni ¢i fyzicka zatéz, produkce glukagonu stoupa. Pfimo reguluje jatra

ke zvysené syntéze glukozy de novo. [18, 79]

6.4 Trijédtyronin a tyroxin

Trijodtyronin (T3) a tyroxin (T,) jsou hormony §titné zlazy. Vznikaji ve folikularnich
bunikach prostfednictvim jodace tyrozinu zabudovaného v glykoproteinu tyreoglobulinu.

Hormony §titné zlazy vstupuji do cilovych bunék prostiednictvim jadernych receptort. [18]

Pisobenim T3 a T4 je iniciovan transport glukézy pies bunéénou membranu. Hormony
§titné Zlazy zvysuji resorpci glukozy v tenkém stfevé. Rovnéz ovliviiuji i glykolyzu

a glukoneogenezi. Nadmérné aktivace téchto hormont vede k hyperglykémii. [80]

6.5 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy jsou skupinou hormont vznikajici ve vnitini a stfedni ¢asti kiry
nadledvin. Nejznaméj$im a nejvyznamnéjSim zastupcem je kortizol, jehoz tvorba

je stimulovana prostiednictvim ACTH (adrenokortikotropni hormon). [18]

Prostfednictvim glukokortikoidii je ovliviiovana nejen glukoéza, ale také glykogen.
Glukéza muze byt regulovana hned nékolika zpisoby. Glukokortikoidy stimuluji
glukoneogenezi v jatrech a naopak v tukové tkani a svalech snizuji vyuziti glukozy.
Vysledkem tohoto mechanismu je hyperglykémie a inzulinova rezistence. Glykogen
je v jatrech vlivem glukokortikoidt utilizovan ve vét$i mife a naopak ve svalech dochazi
K inhibici syntézy glykogenu prostfednictvim potlaceni funkce inzulinu. Hlavni ukolem
glukokortikoidi je tedy zachovat homeostazu glukézy, nebot’ i kratkodoba expozice

vysokym hladinam glukézy mize mit na bunécny metabolismus nepiiznivy vliv. [81, 82]

57



7 BUNECNA LINIE HEPG2

Bunécné linie jsou revoluéni metodou, jak se co nejvice pfiblizit skutecnym vlastnostem
lidskych tkani in vivo. Jsou vybornymi in vitro alternativami primarnich lidskych bunék
diky své vysoké dostupnosti, snadné manipulaci, neomezené viabilit¢ a stabilnimu
fenotypu. Nachazeji své uplatnéni pti vyrobé vakcin, pii identifikaci metabolickych drah

1é¢iv, pii testovani cytotoxicity, U studia funkce genti ¢i pfi vytvaieni umeélych tkani. [83]

Dlouhou dobu byla HepG2 bunéénd linie pouzivana jako model pro buiky
hepatoblastomu, hepatocelularniho karcinomu a primérnich hepatocytli. Nicméné studie
HepG2 bunék, zaloZené na vyzkumech molekularni struktury, prokazaly ze HepG2 bunky
jsou podobné karcinogennim buiikam a primarnim hepatocytim pouze z ¢asteéného

hlediska. [84]

HepG2 je casto pouzivana jaterni linie nddorového plvodu disponujici podobnym
metabolismem, jako maji primarni lidské hepatocyty za podminek in vivo. Jejich hlavnim
rozdilem a omezenim je snizena €i chybéjici exprese nékterych metabolickych enzymu

jako je cytochrom P450, jehoz funkce hraje zakladni roli v prvni fazi oxidace xenobiotik.
85, 86]

Byla ptivodné objevena jiz v roce 1979. Zdrojem této linie byl hepatoceluldrni karcinom
ziskany z jater mladého chlapce. PouZzivad se v celé fadé¢ vyznamnych studii od in vitro
testovani mitochondrialni aktivity, toxicity kovi, onkogeneze ¢i jaterni cytotoxicity

zpusobené I¢ky. [87]
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7.1 Morfologické a biochemické vlastnosti

HepG2 bunky jsou dle zjisténych cytologickych charakteristik stfednikem mezi primarnimi
lidskymi hepatocyty in vivo a nadorovymi buiikami. Obecné jsou primarni hepatocyty
relativné bohaté na organely, jako jsou mitochondrie a endoplazmatické retikulum.
Tyto organely odrdzeji schopnost bunky vykondvat energeticky metabolismus
a proteinovou syntézu. HepG2 bunky maji tuto organelovou vybavu, jakozto nadorova
bunika polovi¢ni. Typicka je i abnormalni struktura téchto organel odrazejici podminky

stresového prostfedi. Maji nestabilni genom obsahujici pfiblizné¢ 50 az 60 chromozomi.

(88]
Vykazuji Sirokou S$kalu specifickych jaternich funkei, jako je napftiklad inzulinova

signalizace, syntéza a sekrece plazmatickych proteint, syntéza zluCovych kyselin, syntéza

glykogenu, metabolismus cholesterolu ¢i metabolismus a transport lipoproteind. [89]

Jsou to buiiky adherentni povahy s vysokou schopnosti proliferace tvofici charakteristické
ostriivky a shluky. HepG2 buiiky maji primér okolo 10 az 20 um. V buiikach se nachazi
jedno jadro a priblizné 3 az 7 jadérek, které jsou vyrazné vetSi velikosti nez je tomu

u in vivo primarnich hepatocytu. [88, 90]

Obrazek 15 — HepG2 buiiky tvorici kolonie
Inverzni mikroskop; zvétseni 400x

(vlastni zdroj pofizeny na LF v HK)
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7.2 Kultivace HepG2 bunék

Nejcastéji se ke kultivaci HepG2 bunck pouzivaji komeréné dostupnd média. Tyto média
obsahuji zejména anorganické soli, pufry, glukézu, AMK a vitaminy. Soucasti jsou

| bioaktivni slou¢eniny, jejichZ koncentrace se 1isi na zakladé prislusného typu média. [91]

Nejcastéjsim typem média, jenz se pro kultivaci HepG2 bun¢k pouziva je MEM
(minimalni esencialni médium), které je obecné vhodnym médiem pro rdst Sirokého
spektra savéich bun¢k. Médium MEM postrada ristové faktory, lipidy a proteiny. Bézné
je suplementovano pomoci FBS (fetalni bovinni sérum), které by mélo zastupovat 10 %
z celkového objemu. Toto médium se jesté bézné suplementuje o0 neesencialni AMK, ATB

(antibiotika) a pyruvat. [92, 93]

Dalsim médiem, jez se pro kultivaci HepG2 bunék pouziva ve velké mife, je DMEM
(Dulbeccovo modifikované médium). DMEM, obsahuje oproti MEM c¢tytikrat vyssi
koncentraci AMK a vitaminti. Rovnéz jako u MEM 1 toto médium vyzaduje suplementaci

pomoci FBS. [94, 95]

Jakmile jsou HepG2 builky nasazeny do kultivacni 1dhve o nizké denzitné,
tvoifi podlouhlou nediferenciovanou strukturu. Nésledné¢ se buiky aktivné déli

a pti dosazeni konfluence 70 % se vytvareji typické HepG2 kolonie. [90]

HepG2 bunky se inkubuji pFi teploté 37 °C ve vlhké atmosfére 5 % CO,. Inkubacni
doba je zavisla na mife konfluence. Obvykle se doba duplikace bun€k pohybuje
mezi 24 az 48 hodinami, kdy mira konfluence poté ¢ini 70 az 80 %. V tomto rozmezi

je pasazovani bunék nejidealngjsi. [96]
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Obrazek 16 — Buiikky HepG2 pfi riizném stupni konfluence

Inverzni mikroskop; zvétseni 100x

(vlastni zdroj potizeny na LF v HK)

Na obrazcich ¢islo 16 vidime pod inverznim mikroskopem rtzné stupné konfluence
HepG2 bun¢k v kultivacni nadobce. Obrazek na levé stran¢ vykazuje nejniz$i mi

konfluence, ktera by se mohla pohybovat mezi 50 az 60 %. Obrazek uprostied vykazuje
sttedni miru konfluence a pro nés tedy nejidedlnéjsi mnozstvi bunék v kultivacni nadobce.
Zde by se konfluence mohla pohybovat mezi 70 az 80 %. A co se tyCe obrazku na pravé
stran¢, tam je mira konfluence nejvyssi. Konfluence by v tomto piipadé presahovala

iiz 80 %.

Toto hodnoceni je vSak velice subjektivni a odrazi se na pozorovacich schopnostech

vyzkumného pracovnika.
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8 PRAKTICKA CAST

V praktické ¢asti jsem pracovala s imortilizovanou lidskou buné¢nou linii HepG2. Snazila
jsem se zjistit, jak je proménliva mitochondrialni aktivita a mitochondrialni bioenergeticky

profil v zavislosti na koncentraci glukozy obsazené v kultivaénim médiu.

Experimentalni cast prace zahrnovala kroky, jako je pfiprava kultivatniho média,
rozmrazeni bungk, pasazovani bunék a s nim spojené pocitani bun€k, nasazeni bunék
do novych kultivaénich lahvi a v neposledni fadé i nejdilezitéjsi ¢ast prace analyzu bunék.

Cely pracovni postup lze vidét na schematickém obrazku c¢islo 17.

Péstovaly se dva fenotypy bunck, které pivodné pochazely z jednoho organismu.
Prvni fenotyp bunck byl péstovan Vv normoglykemickém prostiedi, kde koncentrace
glukozy byla 1g/L. Druhy fenotyp bun€k byl péstovan v hyperglykemickém prostiedi,
kde koncentrace glukozy byla 5g/L.

Pro zjisténi vzajemné korelace normoglykemického a hyperglykemického prostiedi byly
pouzity WST-1 assay, Cell Mito Stress Test a Glycolytic Rate Assay. U téchto testi byla
pouzita riizna metodika, tykajici se aplikace HepG2 bunck do testovacich mikrotitra¢nich
jamek. Na nékteré jamky byl aplikovan kolagen. U ostatnich jamek k aplikaci kolagenu

nedoslo.

Vyslednym pfedmétem zkoumani byly tedy Ctyfi rizné skupiny, které jsou v préaci
popisovany zkratkami NG+Col (normoglykemické HepG2 buiky s kolagenem), NG-Col
(normoglykemické HepG2 bunky bez kolagenu), HG+Col (hyperglykemické HepG2
bunky s kolagenem) a HG-Col (hyperglykemické HepG2 bez kolagenu).
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8.1 Priprava kultiva¢niho média

V experimentu bylo, jako zakladni médium pouzito komeréné¢ dodavané DMEM,
které¢ bylo nasledné oSetfeno dle potfeb normoglykemického ¢i hyperglykemického
prostiedi. Oba typy médii byly skladovany Vv lednici pii teploté 4 °C. Az pted naslednym

pouzitim, byla média v termostatu vytemperovana na teplotu 37 °C.

Zakladnim kultivaénim médiem normoglykemického prostfedi bylo komercéné dodavané
DMEM. Soucasti média je jiz glutamin a glukéza v koncentraci 1g/L. Médium obsahuje
rovnéz slozky, jako jsou neesencialni AMK, pyruvat a ATB. Kazda ztéchto slozek
zaujima v médiu 1 % z celkového objemu. Déle bylo k tomuto médiu suplementovano

FBS, jez tvotilo 10 % z celkového objemu piipraveného média.

Zékladnim kultivaénim médiem hyperglykemického prostfedi bylo, rovnéz komeréné
dodavan¢ DMEM, které bylo jiz Vv pfedeslém kroku pro potfeby normoglykemického
prostfedi suplementované FBS. Toto zasobni médium bylo potieba upravit pro potieby
hyperglykemického prosttedi. DopInéno bylo o 4 g/L glukézy. Konecna koncentrace
glukozy v hyperglykemickém prostiedi byla nasledné 5 g/L.
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8.2 Rozmrazovani bunék HepG?2

Bunééna linie HepG2 byla skladovéna v odstfedivych zkumavkéch v prostiedi tekutého
dusiku pii teploté¢ -196 °C. Uchovavana byla v Dewarovych nadobach v prostiedi
obsahujici DMSO (dimethylsulfoxid). Po rozmrazeni je DMSO pro buiniky znacné toxicky,

je tedy nutné nasledné zajistit, co nejrychlejsi pracovni postup.

Z Dewarovy nadoby byla opatrné¢ vytdhnuta bunééna linii HepG2 izolovana
z hepatocelularniho karcinomu roku 2018. Izolované HepG2 bunky byly rozmrazeny
prostfednictvim termostatu vyhiatého na 37 °C. Jesté predtim byla vytemperovana média

obsahujici urcité koncentrace glukozy.

Mezitim, co se izolované buiiky v termostatu rozmrazovaly, bylo nutné pfipravit si dvé
kultiva¢ni lahve o velikosti plochy 25 cm?. Dulezité je, aby byly kultivagni lahve Fadng
oznaceny (typ bunék, datum a inicialy experimentatora). Poté bylo do téchto lahvi piidano

6 ml pfedem vytemperovaného média o urcité koncentraci glukozy.

Jakmile se HepG2 bunky rozmrazily, byly pieneseny do predem ptipravenych oznacenych
kultivaénich lahvi. Nasledné byly kultivacni ldhve s HepG2 bunikami zkontrolovany
pod inverznim mikroskopem a vlozeny do inkubatoru. Zde byly buniky inkubovany

pfi teploté 37 °C ve zvlhéeném prostiedi pomoci 5 % CO..

Veskera prace, co se tyce aplikace média ¢i samotna aplikace HepG2 bunck

do kultivacnich lahvi probihala za podminek sterilniho prostiedi laminarniho boxu.
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8.3 Pasazovani a pocitani HepG2 bunék

Pti kazdé navstéve laboratoie bylo jako prvni nutné si kultivacni ldhve s vypéstovanymi
bunkami zkontrolovat pod inverznim mikroskopem. Kontrola vedla ke zjisténi, zda buiky
neutrp€ly béhem inkubace Sok a zda jsou stale ve viabilnim stavu. Ohodnoceno bylo
i okolni prostfedi bun¢k, zda v ldhvi neni pfitomna kontaminace. Nasledné byla
subjektivné dle experimentatora zhodnocena i mira konfluence. Jakmile byla mira

konfluence zhruba 70 az 80 %, bylo mozné zacit s pasazovanim.

vvvvv

a kultivacni pomiicky. Vzdy pted pasazovanim ¢i pred vyménou média, byly v termostatu
vytemperovany veskeré roztoky na teplotu 37 °C (obé pouzivana média DMEM, trypsin
a PBS).

V laminarnim boxu byla pfipravena odsavaci pipeta, pomoci které bylo z kultiva¢ni lahve
odsato staré médium. Poté byl k buinkam na promyti pfidan roztok sterilniho PBS
(fosfatovy pufr), diky cemuz se od sebe vzajemné oddélily zivé a nezivé bunky. Mrtvé
buniky se odlepily ode dna kultiva¢ni lahve a nasledné bylo mozné je jako soucast
roztoku PBS odsat. Tento promyvaci postup byl aplikovan celkem tiikrat. Po poslednim
odsati PBS byl do kultiva¢ni lahve napipetovan trypsin, jehoz mnozstvi zavisi na velikosti

pouzité kultivaéni lahve.

Pro b&zné pasazovani byly pouzivany kultivacni lahev o velikosti 75 cm?. Pro tuto velikost
byly potieba 2 ml trypsinu. Ze zacatku experimentu, kdyz se bunky HepG2 teprve
rozmrazovaly, byly pouzivany kultivacni ldhve velikosti 25 cm?. Pro tuto velikost bylo

potieba 0,666 ml trypsinu.

Jakmile byl do kultivaénich lahvi napipetovan trypsin, byly kultivaéni lahve na dobu
7 minut vlozeny nazpét do inkubatoru. PO uplynuti 7 minut byly bunky zkontrolovany
pod mikroskopem. Tim se ovéfilo, zda se bunky jiz odlepily ode dna kultivacni lahve.
V co nejrychlejsim a nejkratsSim kroku bylo nutné do kultivac¢nich lahvi pridat 8 ml

vytemperovaného média, coz vedlo k neutralizaci G¢inka trypsinu.
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Zapomoci automatické pipety byly ldhve nékolikrdt médiem proplachnuty, aby byla
vytéznost bun€k co nejvyssi. Nasledné byly bunécné suspenze pomoci automatické pipety

pfeneseny do piedem pfipravenych sterilnich zkumavek Falcon.

Pokud hodnota konfluence byla z n¢jakého diuvodu nizsi, bylo nutné buiikky pomoci
roztoku PBS proplachnout. Tento promyvaci postup byl aplikovan celkem tiikrat.
Po odsati PBS, byla do kultiva¢nich lahvi napipetovana nova pfedem vytemperovana

média.

Béhem nasledného pocitdni HepG2 bun¢k byly pouzity materidly a pracovni pomdicky,
jako jsou pocitaci komurky zvané C-chip, odstfedivé zkumavky, inverzni mikroskop,
automatické pocitadlo a pomoci PBS nafedény roztok trypanové modie. Pocitani bun¢k
nasleduje po trypsinizaci bunétné suspenze. Respektive po neutralizaci trypsinu
vytemperovanymi médii a naslednym prenesenim HepG2 bunck z kultivacnich lahvi

do sterilnich zkumavek Falcon. Jak bylo podrobné popsano jiz o néco diive.

Pfedem byly pfipraveny centrifugacni zkumavky, do kterych se pipetovalo 20 pl roztoku
trypanové modie. Do centrifuga¢nich zkumavek s modii se nasledné piidavalo i 20 pl
ziskanych bunécnych suspenzi. Celkovy objem centrifuga¢nich zkumavek bylo nutné
fadné promichat. Z takto pfipravené suspenze bylo do pocitacich komirek (C-Chip)

pteneseno 20 pl.

Trypanova modi je vyuzivana z divodu oddéleni zivych a nezivych bunék, diky cemuz
se usnadni i nasledné pocitani. Bunky se pocitaly celkem ve ¢tyfech ¢tvercich. Vzdy dva
¢tverce z levé poloviny komiirky (¢ast A) a dva Ctverce z pravé poloviny komurky (¢ast B).

Zakladem pro pocitani bylo pravidlo dvou stran.

Dle zjisténého poctu HepG2 bunék v 1 ml, byl definovan pocet bunék, ktery byl zapotiebi
Kk novému pasazovani. Nasledné bylo toto pozadované mnozstvi bunck V zavislosti
na zjisténém poétu bunék prepo¢itino na objem. Cimz se zjistilo, kolik ml bun&éné

suspenze je zapotiebi pienést ze zkumavek Falcon do novych sterilnich kultiva¢nich lahvi.
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Vypocet byl proveden dle toho, kolik bunék bylo zrovna do novych kultiva¢nich lahvi
potfeba nasadit. V&tsinou byly bufiky nasazovany na plochu 75 cm? v poctu 1x10°
az 2x10°. Buniky se nasazovaly do kultivacnich lahvi, ve kterych bylo jiz pfedem
pfipraveno 13 ml vytemperovaného média. Nové nasazeni bunck probihalo za tcelem

péstovani a testovani dalSich HepG2 generaci.

Nakonec bylo nutné si kultivacni lahve, v nichz uz byly pfitomny buiky, zkontrolovat
I pod inverznim mikroskopem. Ovéfilo se tak, zda byla kultivace provedena spravné a zda
jsou bunky v ldhvi pfitomny. Oznacené ldhev s bunikami HepG2 byly nasledné vloZeny

do inkubatoru. Tento pracovni postup byl za dobu 48 hodin opét opakovan.

Zbylé bunécné suspenze piitomné ve zkumavkich Falcon, byly vyuzity na dalsi
experimenty potiebné k porovnani mitochondrialni bioenergetiky u HepG2 bunck

normoglykemického a hyperglykemického prostiedi.

8.3.1 HepG2 v normoglykemickém prostredi

Normoglykemické HepG2 builkky byly péstovany v kultiva¢nich lahvich v prosttedi
suplementovaného média DMEM o koncentraci glukézy 1g/L. Na pohled byly HepG2
buiikky péstované v normoglykemickém prostiedi mnohem mensi, nezli HepG2 buiky

péstované v hyperglykemickém prostredi.

Béhem procesu trypsinizace jsem meéla pocit, ze tento fenotyp bunck byl vici trypsinu
mén¢ odolny. Bylo tedy opravdu dilezité pohlidat si dobu po pfidani trypsinu, aby nedoslo
k nezddoucimu usmrceni bunék. Jak jiz bylo popsédno V ptfedchozim kroku,
tak se k neutralizaci trypsinu nasledné pipetuje i 8 ml piislusného vytemperovaného média.
Cas ptidani média po pfidani trypsinu by mél byt mezi 6 az 7 minutami. Buiiky péstované
v normoglykemickém prostfedi jsem si rad€ji pod inverznim mikroskopem kontrolovala
jizpo 6 minutich. Po této dob& bylo uz patrné, Ze se buiiky ode dna kultivacni lahve
snadno odlepily a bylo tak mozné s nimi nadale pracovat. Pracovni postup musel byt

opravdu rychly.
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Pocitani, nasazeni bun€k do novych kultivaénich lahvi a inkubace probihaly,

jiz za stejnych podminek u obou fenotypit HepG2 bun¢k.

Nasledna kontrola za 24 hodin (popfipadé 48 hodin) poukazala na to, Ze buiky
pii normalni koncentraci glukézy rostou pomaleji a jejich denzita je v kultiva¢ni lahvi
tomu, ze bunky HepG2 jsou v hyperglykemickém prostiedi vétsi velikosti, coZ jejich

denzitu i opticky zvysuje.

8.3.2 HepG2 v hyperglykemickém prostiedi

Hyperglykemické HepG2 bunky byly péstovany v kultivanich lahvich v prostfedi
suplementovaného média DMEM o koncentraci glukozy 5g/L. Na pohled byly HepG2
buiky péstované v hyperglykemickém prosttedi mnohem vetsi, nezli HepG2 buiky

pestované v normoglykemickém prostiedi.

Bé&hem procesu trypsinizace, jsem méla pocit, ze tento fenotyp bunék byl vaéi trypsinu
vice odolny. Cas pfidani média po pfidani trypsinu, by mé&l byt i v tomto piipadé mezi
6 az 7 minutami. Bunky péstované v hypeglykemickém prostiedi jsem si pod inverznim
mikroskopem kontrolovala néco malo pfed ukon€enou 7 minutou. Tyto HepG2 bunky
se ode dna kultivaéni ldhve odlepovaly hiife, nezli to bylo u normoglykemickych HepG2
bunék. Ve vétsiné piipadii bylo potfeba provést i mirny poklep o bo¢ni hranu kultivaéni
lahve, aby se buiiky ode dna lahve vibec odlepily. Poté¢ bylo moZzné s bunkami nadéle
pracovat. Bylo potieba, co nejrychleji do kultiva¢ni lahve Kk neutralizaci trypsinu pridat

I 8 ml vytemperovaného média DMEM s koncentraci glukozy 5g/L.

Pocitani, nasazeni bunék do novych kultivacnich lahvi a inkubace probihaly jiz za stejnych

podminek u obou fenotypi HepG2 bunék.

Nasledna kontrola za 24 hodin (poptipadé 48 hodin) poukazala na to, ze buiiky pii zvySené
koncentraci glukézy rostou do vétsi velikosti. Piedpokladala jsem, ze se i rychleji déli

a jejich mnozstvi bude rovnéz zvysené.
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Nicméné na zaklade faktu zjisténého béhem pocitani HepG2 bunék, jsem dosla k jinému
zavéru. Pocet HepG2 bunék byl v 1 ml u obou typtu téméi obdobny, respektive se jednalo
orozdil zcela zanedbatelny. Piedpokladam, Zze vysS$i denzita bunck je zkreslovana

zvétsenou velikosti HepG2 bun¢k v hyperglykemickém prostiedi.

Co se ty¢e naroku na ziviny, tak hyperglykemické HepG2 bunky byly na spotiebu zivin

naroén&jii. Ziviny obsazené v médiu spotiebovaly rychleji, nezli normoglykemické HepG2

burky.

8.4 PouZité testovaci metody a analyzy

Bunécnd a mitochondrialni funkénost byla u normoglykemickych a hyperglykemickych
HepG2 bunék testovana prostiednictvim nékolika metod. Prvni metodou byl WST-1 assay,
provadény na analyzatoru Tecan-l-control. Prostfednictvim tohoto testu, byly ziskany
informace tykajici se viability HepG2 bun&k péstovanych za rozdilnych podminek.
Dalsimi metodami byly Cell Mito Stress Test a Glycolitic Rate Assay,
provadéné na pristroji Agilent Seahorse XFe 96. Prosttednictvim téchto testl, byly ziskany
informace tykajici se parametri OCR a ECAR.

8.4.1 Statisticka analyza

U WST-1 assay byla ziskand data z analyzatoru Tecan-I-control automaticky pfenesena
do programu Microsoft Office Excel (pfilohy 1 az 3). Data byla nasledné zpracovana
do podoby jednoduchych XY bodovych grafi (pfilohy 4 az 9). U téchto jednoduchych
grafli byla pfiddna linedrni spojnice trendu, byla vytvofena rovnice regrese a rovnéz byla
i definovana hodnota spolehlivosti R. Hodnota R se muize pohybovat v intervalu od 0 do 1.
Popisuje, jak ptesné odpovidaji skutecné namétené hodnoty hodnotam piedpokladanym.
Na zaklad¢ definované hodnoty R je poté mozné urcit, zda naméfend data byla
signifikantni. Cim blize je hodnota spolehlivosti R &islu 1, tim vy$§i vyznamnost byla
nalezena. Diky tomu bylo mozné data jiz jednoduse na pohled zhodnotit. Nasledné byla

ziskana data zpracovana i prostfednictvim programu GraphPad Prism 9.
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Jedna se o program, jenz je specidlné¢ vytvoren pro védecké experimenty. Respektive je
vyuzivan za Géelem tvorby analyz naméfenych dat a K naslednému pieneseni vysledka
do podoby graft. Je to jednoduchy zpusob, jak se daji elegantné a vystizné interpretovat
naméfend data. V tomto programu byl k interpretaci analyzovanych dat zvolen XY bodovy
graf s vyznaCenymi spojnicemi a znatkami. Rovnéz byly u grafi vyznaceny i chybové
usecky popisujici povolené chyby a smérodatné odchylky. K analyze naméienych dat byla
pouzita nelinearni regresivni analyza, jejimz principem je spojeni obou proménnych

(X a'Y hodnot) za pouziti nelinearniho vztahu.

U Cell Mito Stress Test a Glycolityc Rate Assay byla data z analyzatoru Agilent
Seahorse XFe 96 pfenesena do softwarového programu Seahorse Wave Desktop Software
(ptilohy 10 az 16). Data byla nasledné prostfednictvim tohoto programu zpracovana do
podoby, jiz publikovatelnych grafii (ptilohy ¢islo 18 a 19). Nasledné byla ziskana data
zpracovana 1 prostfednictvim programu GraphPad Prism 9. Prostiednictvim tohoto
programu byla provedena statistickd analyza jednosméma ANOVA. Pomoci niz byla
automaticky vypocétena hladina signifikace (p-hodnota), ktera je pouzivana za Gcelem

statistického testovani hypotéz.

P-hodnota je nésledné porovnavana se stanovenou hladinou vyznamnosti. Hladina
vyznamnosti byla pro tyto experimenty stanovena na hodnotu 0,05. K interpretaci
analyzovanych dat byl zvolen sloupcovy graf, u kter¢ho byly pro vyssi ptehlednost
propojeny vzajemné vztahy testovacich skupin. RovnéZ byly pro lepsi piehlednost pouzity
hvézdic¢ky vyjadiujici miru signifikace. Jedna hvézdicka je typickd pro p-hodnotu niZzsi
nez 0,05. Dvé hvézdicky jsou typické pro p-hodnotu nizsi nez 0,01 a tfi hvézdicky jsou
typické pro p-hodnotu nizsi nezli 0,001. Nesignifikantni vysledek je detekovan pii hladiné
p-hodnoty vyssi nezli 0,05.
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8.4.2 WST-1 assay

Béhem experimenti byl k analyze normoglykemickych a hyperglykemickych HepG2
bunék pouzit WST-1 assay. Principem analyz bylo zjistit, jak pfipravena média obsahujici
jednotlivé koncentrace glukozy (1g/L aS5g/L) ovliviuji bunéfnou viabilitu u vyse

zminované bunécné linie.

Pouzivany byly dva fenotypy bunék. Prvni fenotyp bunék byl po celou dobu péstovany
v médiu, jehoz koncentrace glukézy byla 1g/L. Druhy fenotyp bunék byl po celou dobu

péstovany v médiu, jehoz koncentrace glukézy byla 5g/L.

Rozhodla jsem se, ze béhem WST-1 experimentt se budu pohybovat ve tiech pocetnich
skupinach. Testovala jsem HepG2 bunky, které byly v mikrotitracni desti¢ce zastoupeny
v poc¢tu 3 000 az 33 000 bb/jamku, v poctu 4 000 az 44 000 bb/jamku a nakonec v poc¢tu
5000 az 55 000 bb/jjamku. Clenéni bylo provedeno z davodu optimalizace
experimentalnich podminek, pfi¢emz pii vyss§i bunééné hustoté¢ muize byt metabolicka
aktivita ovlivnéna na zdkladé¢ hypoxie, coz by mélo za nasledek nevalidni vysledky.
Naopak niz§i bunééné hustota miize podminovat niz§i metabolickou aktivitu, coz by vedlo
ke snizené schopnosti ziskat dostatecné mnozstvi signalu. Déle z divodu sniZeni
variability, ptficemz pouziti mensiho poétu bunék v ur€itém rozmezi mize vést k lepsi
presnosti naméfenych dat. Poslednim divodem je minimalizace nasledné spotieby
bunék. Pouziti mensiho rozmezi bunék pro kazdou skupinu umoznovalo minimalizovat
spotiebu bunék, coz bylo vyhodné, jelikoz pii jednom pasazovani bylo k dispozici

jen ur¢ité omezené mnozstvi HepG2 bunék.

K analyze bunééné viability Dbyl pouzit analyzator Tecan-l-control. Pouzivaly
se mikrotitraéni desticky urcené pro tkanovou kulturu, tvofené 96 jamkami s plochym
dnem. Rozhodla jsem se, ze nékteré jamky mikrotitraénich desticek budou potazeny
vrstvou kolagenu anékteré jamky vrstvou kolagenu potazeny nebudou. Zajimalo mé,

zda i tato rozdilna metodika bude mit na jednotliva méfeni vliv.
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Nejprve byly jamky nékterych mikrotitracnich desticek potazeny 55 pl kolagenového
roztoku. Nakolagenovana desti¢ka se poté ponechala v laminarnim boxu ptiblizn¢ na dobu
15 minut inkubovat, aby se vytvofila vrstva kolagenu, ktera by nasledn¢ HepG2 bunkam
poskytla lepsi podporu pro adhezi a bunéény rist. Nasledné byl odsavaci pipetou zbytek
kolagenu z jamek odstranén. Poté bylo jiz mozné zalit s pipetovanim pfedem oSetiené
bunééné suspenze. U mikrotitraénich desti¢ek, u kterych jsem se pro kolagenaci jamek
nerozhodla, bylo jiz prvnim krokem pipetovani predem oSetfené bunécné suspenze. Dané
buné&né suspenze byly pifedem jednotlivé oSetfeny dle potiebného poétu bunék na jednu

jamku prislusnym kultivaénim médiem.

Kazda mikrotitracni desticka byla rozdélena na dvé stejné Casti. Jedna ¢ast desticky byla
urCena pro buiiky HepG2, jenz byly péstované v normoglykemickém prostiedi (1g/L),
druha ¢ast desticky byla uréena pro buiky HepG2, jenz byly péstované
v hyperglykemickém prostiedi (5g/L). Jako blank bylo pouzito ¢isté médium obsahujici
prislusnou koncentraci gluk6zy. Kone¢ny objem piipravené bunécné suspenze s médiem

byl 100 ul na jamku.

Takto pripravena desticka byla ponechana v inkubatoru na dobu 24 hodin p¥i teploté
37°C vezvlhéené atmosfére 5% CO,. Jakmile byla inkuba¢ni doba u konce,
z ptislusnych jamek se prostifednictvim odsavaci pipety odstranilo vodné prostiedi tvofené

suplementovanym médiem DMEM.

Odsaté jamky byly dvakrat proplachnuty pomoci multikanalové pipety roztokem PBS.
Opét se pro proplach jamek pouzil objem 100 ul. Nasledné bylo z jamek odsato vodné
prostiedi v tomto pripadé tvofené jiz PBS. Po nasledném odsati PBS bylo k HepG2
bunkam pfilnutym ke dnu jamek, aplikovano i pfedem pfipravené médium zkombinované
s WST reagencii v poméru 10:1. Nakonec byla mikrotitracni desticka inkubovana po dobu
4 hodin pri teploté 37°C a5% CO,. Po uplynuti inkubac¢ni doby byla desti¢ka
spektrofotometricky zméfena pomoci piistroje  Tecan-I-control. Absorbance se

v jednotlivych jamkach méfila pti vinové délce 440 nm.
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8.4.3 Cell Mito Stress Test a Glycolytic Rate Assay

Béhem experimentli byly k analyze normoglykemickych a hyperglykemickych HepG2
buné¢k pouzity testy Cell Mito Stress Test a Glycolytit Rate Asaay. Principem analyz bylo
zjistit, jak pfipravend média obsahujici jednotlivé koncentrace glukézy (1g/L a 5g/L)
ovlivituji mitochondrialni  bioenergeticky profil. Analyzovany byly parametry

mitochondrialni respirace a glykolyzy.

Pouzivany byly dva fenotypy bunék. Prvni fenotyp bunék byl po celou dobu péstovany
v médiu, jehoz koncentrace glukézy byla 1g/L. Druhy fenotyp bunék byl po celou dobu

péstovany v médiu, jehoZ koncentrace glukézy byla Sg/L.

K analyzdm mitochondrialni bioenergetiky byl pouZit analyzator Agilent Seahorse XF 96.
Pouzivaly se mikrotitra¢ni desticky Seahorse XFe, tvofené 96 jamkami s kulatym dnem.
I zde jsem se rozhodla, ze nékteré jamky mikrotitracnich desti¢ek budou potazeny vrstvou
kolagenu a nékteré jamky vrstvou kolagenu potazeny nebudou. Zajimalo mé, zda tato

rozdilna metodika bude mit na jednotliva méfeni bioenergetickych parametri vliv.

Kazda mikrotitra¢ni desticka byla rozdélena na Ctyfi stejné ¢asti. Jedna polovina desticky
byla ur¢ena pro bunky HepG2, jenz byly péstované Vv normoglykemickém prostiedi
(1g/L), druha cast desticky byla uréena pro bunky HepG2, jenz byly péstované
v hyperglykemickém prostiedi (5g/L). Tyto dvé poloviny byly nasledné také rozdéleny
na dvé¢ stejné Casti. Pfi¢emz v jedné ¢asti byla provedena kolagenace jamek a v druhé ¢asti

kolagenace jamek provedena nebyla.

Nejprve byly jamky nékterych mikrotitracnich desticek potazeny 30 pl kolagenu.
Nakolagenovana desticka se poté ponechala inkubovat v laminarnim boxu pfiblizné
na dobu 15 minut. Nasledné byl odsavaci pipetou zbytek kolagenu z jamek odstranén.
Poté bylo jiz mozné zacit s pipetovanim piedem oSetiené bunécné suspenze. Dané bunétné
suspenze byly pfedem jednotlivé oSetieny dle potfebného poc¢tu bunék na jednu jamku
ptislusnym kultivaénim médiem, tak aby byly vzdy nasazeny v koncentraci 20 000 bunék

na jamku. Kone¢ny objem pfipravené bunécné suspenze s médiem byl 30 ul na jamku.
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Takto pripravend desticka byla ponechana v inkubatoru na dobu 24 hodin pfi teploté
37°C ve zvlhéené atmosféie 5% CO,. Jakmile byla inkuba¢ni doba u konce,
z prislusnych jamek se prostiednictvim odsavaci pipety odstranilo vodné prostiedi tvorené

suplementovanym médiem DMEM.

Odsaté jamky byly dvakrat proplachnuty pomoci multikanalové pipety testovacim médiem
Seahorse XF DMEM Medium. Opét se pro proplach jamek pouzil objem 30 ul. Testovaci
médium spH 7,4 obsahuje 5 mmol HEPES, 1 mmol pyruvatu, 4 mmol glutamaxu,
neobsahuje bikarbonat a bylo doplnéno na koncentraci glukozy 1 g/L. Nasledné bylo
testovaci médium do jamek aplikovano jesté naposledy. Tak to pifipravena mikrotitracni
desticka byla inkubovana po dobu 1 hodiny piiteplot¢ 37°C bez piitomnosti CO,.
Po uplynuti inkubacni doby byla desticka zméfena pomoci pfistroje Agilent Seahorse

XFe 96.

HEPES je zésadity pufr, ktery se vyuziva k udrzeni fyziologické hladiny pH. V bunkach
a tkanich by méla byt hodnota pH udrZzovana v rozmezi 6,8 az §,2. DMEM neobsahujici
bikarbonat je aplikovan z diivodu toho, Ze by v prostiedi Seahorse reagoval s kyselinou
chlorovodikovou, kterd se pouZiva ke kalibraci senzord, jenZ se pouZivaji pro méfeni
hladiny pH. Tato reakce by mohla ovlivnit nasledné méteni. Desticka je inkubovana
v prostifedi bez CO; kvilli tomu, aby nedochazelo k nezadouci reakci v podobé tvorby

kyseliny uhlic¢ité, coz by mélo rovnéZz na méfeni interferujici vliv. [97, 98]

Piiprava desti¢ek pro Cell Mito Stess Test a Glycolytic Rate Assay se liSila pouze
na zakladé pouzitych inhibitora. U Cell Mito stress Test se pouzily inhibitory blokujici
dilezité enzymy dychaciho fetézce. Témito inhibitory byly oligomycin, FCCP
a rotenon/antimycin A. Oligomycin inhibuje ATP-syntazu a zpusobuje tak zpomaleni
oxidacni fosforylace. FCCP umoziiuje navySeni protonového gradientu, coz podmiiiuje
maximalni respirani rychlost. Rotenon a antimycin A inhibuji komplexy dychaciho
fetézce Cislo 1 a III, nasledkem toho je blokace elektronového transportniho fetézce
asoucasn¢ stimto d&€jem dochazi i ke sniZeni rychlosti probihajici bunécné respirace.
Vsechny inhibitory byly aplikovany v koncentraci 1 pumol. U Glycolytic Rate Assay
se pouzily inhibitory, jako jsou rotenon a 2-DG. Rotetnon byl aplikovan v koncentraci 1

umol a 2-DG byla aplikovana v koncentraci 20 mmol. [97, 98]
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8.5 Kolagenace a nekolagenace testovacich jamek

Jak bylo jiz popsano u konkrétnich metod. Pfedmétem zijmu bylo také zjistit,
zda i ptipadna kolagenace ¢i nekolagenace jamek pouzitych mikrotitra¢nich desti¢ek, bude
mit na analyzované parametry, zjiStované u normoglykemickych a hyperglykemickych
HepG2 bunék, n¢jaky vliv. Kolagenace jamek by méla vést ke zvysenti citlivosti a pfesnosti

pouzivanych analyz. [99]

Aplikace kolagenu se zaclefiuje do pracovnich postupti z divodu zajisténi lepsi adheze
bunc¢k k plose jamek, zajiStuje také rovnomérny rast pfilnutych bunck a soucasné
se vlivem kolagenace pozméfuje 1morfologické struktura bunék, jak lze vidét

na nasledujicich obrazcich ¢islo 18. [99]

Obriazek 18 — HepG2 buiiky neoSetiené (A a B) a oSeti‘ené (C a D) vrstvou kolagenu
Svételny mikroskop s fazovym kontrastem; zvétSeni 100x
Nekolagenaci jamek byl zachovan ptvodni tvar HepG2 bungk, jejichz typickou vlastnosti

je tvorba agregati. Nekolagenace jamek mikrotiranich desti¢ek je patrna na obrazcich

AaB.

Kolagenaci jamek byl zajistén plosny hvézdicovity tvar HepG2 bunék. Naslednou
zménou tvaru doSlo 1 ke zhorSeni moznosti pfistupnosti kysliku k HepG2 buikém.

Kolagenace jamek mikrotitra¢nich desti¢ek je patrna na obrazcich C a D.
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9 VYSLEDKY

Béhem testovani se porovnavaly vzajemné vztahy mezi normoglykemickymi
a hyperglykemickymi HepG2 buiikami. Porovnéavalo se také, zda rtiznoroda pfiprava

mikrotitra¢nich desti¢ek bude mit na nasledna méteni néjaky vliv.

9.1 Stanoveni viability HepG2 bunék

Ke stanoveni bunécné viability HepG2 bunck byl pouzit WST-1 assay, jehoZ principem
byla spektrofotometricka detekce absorbance pii vinové délce 440 nm. Viabilita bunck
byla testovana na rozhrani dvou riznych prostfedi (normoglykemické a hyperglykemické
prostiedi), ve kterych byly HepG2 buiky vystaveny dlouhodobé expozici riznym
koncentracim glukozy (1g/L a 5g/L).

Testovaly se tfi rizné pocetni skupiny. Prvni analyzovana skupina byla v rozmezi 3 000
az 33 000 bun¢k na jamku. Druha analyzovana skupina byla v rozmezi 4 000 az 44 000
bun¢k na jamku. Tieti analyzovana skupina byla v rozmezi 5 000 az 55 000 bunék

na jamku.

9.1.1 Pocet 3 000 az 33 000 bunék na jamku

Nejdiive byly testovany HepG2 buiiky v poétu od 3 000 do 33 000 bun€k na jamku.
Z legendy grafu ¢islo 1 je patrné, Ze bunécna linie HepG2 byla rozd¢€lena na dva fenotypy.
Prvnim fenotypem byly buiky piizptsobené dlouhodobym expoziénim podminkam
normoglykemického prostiedi, kde koncentrace glukozy byla 1 g/L. Druhym fenotypem
byly buiiky pfizpasobené dlouhodobym expoziénim podminkdm hyperglykemického
prostiedi, kde koncentrace glukézy byla 5 g/L. Soucasn¢ byly navoleny i desticky,
u kterych byl na povrch jamek aplikovan kolagen. U zbyvajicich desticek aplikace
kolagenu provedena nebyla. Zjistovalo se, zda i tato rozdilna metodika bude mit

na vysledna méteni vliv.
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Korelace HepG2 bunék péstovanych v normoglykemickém

a hyperglykemickém prostiedi

@ Normoglykemické Hyperglykemické prostiedi g Normoglykemicke Hyperglykemicke
prostiedi (bez kolageace) & (bez kolagenace) prostredi (s kolagenaci) prostiedi (s kolagenact)
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Graf 1 — Odlisna viabilita bunécné linie ndsledkem dlouhodobé expozice riiznym koncentracim glukozy

Bunécna linie HepG2 Vv poctu 3 000 az 33 000 bb/jamku: NG = Col (1 g/L); HG £ Col (5 g/L); WST-1 assay (450 nm);
skupiny HG+Col a NG+Col byly tvoreny kazda 24 jamkami; pocet testovanych desticek byl u téchto parametrii 6,
skupiny HG-Col a NG-Col byly tvoreny kazda 16 jamkami; pocet testovanych desticek byl u téchto parametrii 4

HG-Col x HG+Col (¢ = 0,1485; SD = 0,164); NG+Co x NG-Col (& = 0,226; SD = 0,193);
NG+Col x HG+Col (g = 0,248; SD = 0,199); NG-Col x HG-Col (& = 0,235; SD = 0,256)

Informace Kk jednotlivym namérenym hodnotdm:

NG-Col (@ = 0,128; SD = 0,089); HG-Col (@ = 0,103; SD = 0,076); NG+Col (& = 0,291; SD = 0,214);
HG+Col (2 = 0,204; SD = 0,169)
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Na grafu ¢islo 1 miizeme pozorovat, jak riznoroda hladina glukézy ovliviiovala bunécnou
viabilitu HepG2 bunék po 24 hodinové inkubaci S reagencii pii teploté¢ 37 °C a 5 % CO,.
Buné¢na viabilita je zde interpretovana v podobé absorbance méfené pii vinové délce

440 nm.

Uz na pohled je z grafu ¢islo 1 patrné, Ze nejnizsi stupen viability byl detekovany u HepG2
bunék péstovanych v HG-Col. O néco vyssi stupen viability byl detekovany u HepG2
bun¢k péstovanych v NG-Col. Stredni stupeni viability byl detekovany u HepG2 bunék
péstovanych v HG+Col. Nejvyssi stupen viability je dle grafu ¢islo 1 detekovany u HepG2
bunék péstovanych v NG+Col.

v

korelace namétenych hodnoty byla dle uvedenych SD pod grafem ¢islo 3 mezi NG-Col
a HG-Col.

9.1.2 Pocet 4 000 az 44 000 bunék na jamku

Nasledné byly testovany HepG2 bunky v poctu od 4 000 do 44 000 bun€k na jamku.
Z legendy grafu Cislo 2 je patrné, Ze bunécna linie HepG2 byla rozdé€lena na dva fenotypy.
Prvnim fenotypem byly builky pfizpisobené dlouhodobym expozi¢nim podminkam
normoglykemického prostiedi, kde koncentrace glukézy byla 1 g/L. Druhym fenotypem
byly bunky pfizplsobené dlouhodobym expoziénim podminkdm hyperglykemického
prostiedi, kde koncentrace glukozy byla 5 g/L. Soucasné byly navoleny i desticky,
u kterych byl na povrch jamek aplikovan kolagen. U zbyvajicich desticek aplikace
kolagenu provedena nebyla. Zjistovalo se, zda 1 tato rozdilnda metodika bude mit

na vysledna méteni vliv.
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Korelace HepG2 bunék péstovanych v normoglykemickém
a hyperglykemickém prostiedi

® Normoglvkenucke A Hvperglykemické prostied ® Normoglvkenucke Hyperglvkenucké
prostiedi (bez kolageace) (bez kolagenace) prostiedi (s kolagenaci) prostiedi (s kolagenaci)
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Graf 2 — Odli$na viabilita bunééné linie ndsledkem dlouhodobé expozice riiznym koncentracim glukozy

Bunécna linie HepG2 v poctu 4 000 az 44 000 bb/jamku: NG + Col (1 g/L); HG £ Col (5 g/L); WST-1 assay (450 nm);
kazda skupina byla tvorena 24 jamkami; pocet testovanych desticek byl u kazdého z parametrii 6
HG-Col x HG+Col (g = 0,115; SD = 0,079); NG+Co x NG-Col (g = 0,293; SD = 0,213);
NG+Col x HG+Col (g = 0,183; SD = 0,130); NG-Col x HG-Col (& = 0,119; SD = 0,083)

Informace k jednotlivym namérenym hodnotam:

NG-Col (@ = 0,141; SD = 0,093); HG-Col (& = 0,098; SD = 0,066); NG+Col (& = 226; SD = 0,147);
HG+Col (@ = 0,;133; SD = 0,086)

80



Na grafu ¢islo 2 miizeme pozorovat, jak riznoroda hladina glukézy ovliviiovala bunéénou
viabilitu HepG2 bun¢k po 24 hodinové inkubaci s WST-1 reagencii pfi teploté 37 °C a5 %
CO,. Buné¢na viabilita je zde interpretovana v podob¢ absorbance méfené pii vinové délce

440 nm.

v

bunék péstovanych v HG-Col. O néco vyssi stupen viability byl detekovany u HepG2
buné¢k péstovanych v NG-Col a rovnéz i u HepG2 bunék péstovanych v HG+Col. Nejvyssi
stupen viability je dle grafu ¢islo 2 detekovany u HepG2 bun¢k péstovanych v NG+Col.
Nejvyssi korelace analyzovanych hodnot byla patrna mezi HG+Col a HG-Col. Nejnizsi
korelace naméfenych hodnot byla dle uvedenych SD pod grafem ¢islo 2 mezi NG-Col
a NG+Col.

9.1.3 Pocet 5 000 az 55 000 bunék na jamku

Nasledné byly testovany i HepG2 bunky v poctu od 5 000 do 55 000 bun€k na jamku.
Z legendy grafu cCislo 3 je patrné, ze buné¢na linie HepG2 byla rozdélena na dva fenotypy.
Prvnim fenotypem byly builky pfizpisobené dlouhodobym expozi¢nim podminkdm
normoglykemického prostiedi, kde koncentrace glukozy byla 1 g/L. Druhym fenotypem
byly bunky pfizplsobené dlouhodobym expozi¢nim podminkdm hyperglykemického
prostfedi, kde koncentrace glukoézy byla 5 g/L. Sou€asné¢ byly navoleny i desticky,
u kterych byl na povrch jamek aplikovan kolagen. U zbyvajicich desticek aplikace
kolagenu provedena nebyla. ZjiStovalo se, zda 1 tato rozdilna metodika bude mit

na vysledna méteni vliv.
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Korelace HepG2 bunék péstovanych v normoglykemickém
a hyperglykemickém prostiedi

PY Normoglykemicke A Hyperglykemicke prostiedi A Normoglykemicke Hyperglykemicke
prostiedi (bez kolageace) (bez kolagenace) prostiedi (s kolagenaci) prostiedi (s kolagenaci)
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Graf 3 — Odli$na viabilita bunécné linie ndsledkem dlouhodobé expozice riiznym koncentracim glukozy

Bunécna linie HepG2 v poctu 5000-55000 bb/jamku: NG + Col (1 g/L); HG + Col (5 g/L); WST-1 assay (450 nm);

kazda skupina byla tvorena 20 jamkami,; pocet testovanych desticek byl u kazdého z parametrii 5

HG-Col x HG+Col (g = 0,294; SD = 0,267); NG+Col x NG-Col (& = 0,357; SD = 0,388);
NG+Col x HG+Col (g = 0,183; SD = 0,130); NG-Col x HG-Col (g = 0,235; SD = 0,256)

Informace Kk jednotlivym namérenym hodnotam:

NG-Col (@ = 0,263; SD = 0,288); HG-Col (& = 0,208; SD = 0,216); NG+Col (& = 0,451; SD = 0,449);
HG+Col (0 = 0;381; SD = 0,284)
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Na grafu ¢islo 3 mizeme pozorovat, jak riznoroda hladina glukézy ovliviiovala bunéénou
viabilitu HepG2 buné¢k po 24 hodinové inkubaci s WST-1 reagencii pfi teploté¢ 37 °C a 5 %
CO,. Buné¢na viabilita je zde interpretovana v podob¢ absorbance métené pii vinové délce

440 nm.

v

bunék péstovanych v HG-Col. O néco vyssi stupen viability byl detekovany u HepG2
bunék péstovanych v NG-Col. Stfedni stupent viability byl detekovany u HepG2 buné&k
péstovanych v HG+Col. Nejvyssi stupen viability je dle grafu ¢islo 3 detekovany u HepG2
bunék péstovanych v NG+Col.

Nejvyssi korelace analyzovanych hodnot byla patrna mezi NG+Col a HG+Col. Nejnizsi
korelace namétenych hodnoty byla dle uvedenych SD pod grafem ¢islo 3 mezi NG-Col
a NG+Col.

9.2 Stanoveni bioenergetického profilu HepG2 bunék

Ke stanoveni mitochondrialni bioenergetiky u HepG2 bunék byly pouzity testy Cell Mito
Stress Test a Glycolytic Rate Assay, jejichz principem je detekce zakladnich parametrti
z oblasti OCR a ECAR. Mitochondrialni bioenergeticky profil HepG2 bungk byl testovan
na rozhrani dvou riznych prostfedi (normoglykemické a hyperglykemické prostiedi),
ve kterych byly HepG2 buiiky vystaveny dlouhodobé expozici riznym koncentracim
glukézy (1g/L a 5g/L). Bunky byly do jamek mikrotitracnich desticek nasazeny
v koncentraci 20 000 bb/jamku.

Prostfednictvim Cell Mito Stress Testu byly analyzovany parametry, jako jsou bazalni
respirace, respirace souvisejici s produkci ATP, maximalni respirace, rezervni respiracni

kapacita, unik protond a nemitochondrialni spotieba kysliku.

Prostfednictvim Glycolytic Rate Assay byly analyzovany parametry, jako jsou bazalni

PER, bazalni glykolyza, kompenzac¢ni glykolyzy a rezidualni acidifikace.
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9.2.1 Respiracni parametry

Imortalizovana lidska bunécna linie HepG2 byla rozd€lena na dva fenotypy. Prvnim
fenotypem byly bunky pfizpisobené dlouhodobym expoziénim podminkdm
normoglykemického prostredi, kde koncentrace glukozy byla 1 g/L. Druhym fenotypem
byly buiiky pfizptisobené dlouhodobym expozicnim podminkdm hyperglykemického
prostiedi, kde koncentrace glukézy byla 5 g/L.

Hlavnim pfedmétem zkouméani bylo v této ¢asti posouzeni vzajemného vztahu zjisténych
respiracnich parametri OCR mezi normoglykemickymi a hyperglykemickymi HepG2
buitkami, u kterych nebyl aplikovéan kolagen. Rovnéz se posuzoval 1 vzijemny vztah téchto
parametr mezi normoglykemickymi a hyperglykemickymi HepG2 builkami, u kterych

kolagen aplikovan byl.

Grafy ¢islo 4 aZ 6 znazornuji zékladni respiracni parametry analyzované u HepG2 bungk,
jenz byly vystaveny dlouhodobym expozi¢nim podminkdm normoglykemického (1 g/L)
a hyperglykemického prostiedi (5 g/L). U parametri byly mezi jednotlivymi testovacimi

skupinami vyznaeny 1 vzajemné vztahy.

A. Bazalni respirace B. Respirace souvisejici s produkei ATP

1507
* *k *x
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OCR (pmol/min)
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NG - Col HG - Col NG +Col  HG+ Col NG-Col HG-Col  NG+Col  HG+Col

PouZzivané fenotypy HepG2 bunék Pouzivané fenotypy HepG2 bunék

Graf 4 — Bazdlni respirace a respirace souvisejici s produkci ATP po dlouhodobé expozici glukozy

Bunécnd linie HepG2 v poctu 20 000 bb/jamku: NG + Col (1 g/L); HG + Col (5 g/L), kazda skupina byla

tvorena 23 jamkami, pocet testovanych desticek byl 3; zndzornény zdkladni respiracni parametry

Bazalni respirace (A): NG-Col (@ = 89,27; SD = 17,09); HG-Col (@ = 46,22; SD = 18,08); NG+Col (&
=90,49; SD = 16,65); HG+Col (g = 57,09; SD = 13,45); respirace souvisejici s produkci ATP (B): NG-Col
(9 = 66,04; SD = 11,57); HG-Col (& = 30,06; SD = 9,45); NG+Col (& = 67,62; SD = 10,99); HG+Col (¥
=39,21; SD =9,29)
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U parametru bazalni respirace (graf ¢. 4A) byla u obou porovnavanych fenotypu nalezena
statisticky vyznamna zména. Mezi HepG2 bufikami NG-Col a HepG2 bunikami HG-Col
byla zjisténa statickd vyznamnost hodnocena na dvé hvézdicky. P-hodnota byla vypoctena
na 0,0066. Mezi HepG2 bunkami NG+Col a HepG2 bunkami HG+Col byla rovnéz
zjisténa statistickd vyznamnost hodnocena na dvé hvézdicky. P-hodnota byla v tomto

piipadé vypoctena na 0,0250.

Z grafu cislo 4A je parné, Ze bazalni respirace byla efektivnéjsi u HepG2 bunék
péstovanych v nomoglykemickém prosttedi. Zde se vysledky v zdvislosti na provedené
kolagenaci ¢i nekolagenaci liSily minimalné¢ (NG-Col 89,27 pmol/min; NG+Col 90,49
pmol/min). Nejhtie si vedly HepG2 bunky péstované Vv hyperglykemickém prostiedi
(HG+Col 57,09 pmol/min; HG-Col 46,22 pmol/min). Rozdil mezi kolagenovanymi
a nekolagenovanymi hyperglykemickymi HepG2 buiikami byl témét 10 jednotek. Dalo by
se tedy fici, ze zde aplikace kolagenu na jamky mikrotitraénich desti¢ek méla na bazalni

respiraci mitochondrii lepsi vliv.

U parametru respirace souvisejici s produkci ATP (graf ¢. 4B) byla u obou
porovnavanych fenotypll nalezena statisticky vyznamna zmeéna. Mezi HepG2 bunikami
NG-Col a HepG2 bunkami HG-Col byla zjisténa statickd vyznamnost hodnocena na dvé
hvézdicky. P-hodnota byla vypoctena na 0,0025. Mezi HepG2 bunikami NG+Col a HepG2
bunkami HG+Col byla rovnéZ zjiSténa statistickd vyznamnost hodnocend na dvé

hvézdicky. P-hodnota byla v tomto ptipadé vypocétena na 0,0099.

Zgrafu ¢cislo 4B je patrné, ze u obou typi HepG2 bunék péstovanych
v normoglykemickém prostiedi byla prokazana zvySena syntéza ATP (NG-Col 66,04
pmol/min; NG+Col 67,62 pmol/min). Rozdil se objevil az na rozhrani hypeglykemickych
bunck. Obecné byla u hyperglykemickych bun€k snizend produkce ATP. Nicméné i zde
se uplatnila efektivita kolagenace (HG+Col 39,21 pmol/min; HG-Col 30,6 pmol/min).
Tyto vysledky poukazuji na to, Ze u normoglykemickych bunék byla zvySend funkcnost

mitochondrii a naopak u hyperglykemickych bun¢k byla tato funk¢nost znatelné snizena.
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Graf 5 — Maximalni respirace a rezervni respiracni kapacita po dlouhodobé expozici glukozy

Bunécéna linie HepG2 v poctu 20 000 bb/jamku: NG + Col (1 g/L); HG + Col (5 g/L); kaZda skupina byla tvorena

23 jamkami; pocet testovanych desticek byl 3; znazornény zakladni respiracni parametry

Maximadlni respirace (A): NG-Col (@ =151,50; SD = 37,78); HG-Col (0 = 72,49; SD = 18,42); NG+Col (&
=159,04; SD = 32,21); HG+Col (@ = 99,41; SD = 22,18); Rezervni respiracéni kapacita (B): NG-Col (0 =
62,22; SD = 22,93); HG-Col (g = 72,49; SD = 18,42); NG+Col (g = 159,04; SD = 32,21); HG+Col (g =

99,41; SD = 22,18)

U parametru maximalni respirace (graf ¢. 5A) byla u obou porovnavanych fenotypt
nalezena statisticky vyznamnéd zména. Mezi HepG2 buiikami NG-Col a HepG2 bunikami
HG-Col byla zjisténa staticka vyznamnost hodnocena na dvé hvézdicky. P-hodnota byla
vypoctena na 0,0019. Mezi HepG2 bunkami NG+Col a HepG2 buitkami HG+Col byla

rovnéz zjisténa statistickd vyznamnost hodnocena na dvé hvézdicky. P-hodnota byla

V tomto piipadé€ vypoctena na 0,0098.

Zgrafu cislo 5A je patrné, Zze u obou typit HepG2 bunék péstovanych
za podminek normoglykemického prostiedi byla detekovana nejvys$si hodnota maximalni
respirace (NG-Col 151,50 pmol/min; NG+Col 159,04 pmol/min). Rozdil se rovnéz objevil
azna rozhrani hypeglykemickych bun¢k (HG+Col 99,41 pmol/min; HG-Col
72,49 pmol/min). Rozdil mezi kolagenovanymi a nekolagenovanymi hyperglykemickymi
HepG2 bunkami byl témét 30 jednotek. Dalo by se tedy fici, ze i zde aplikace kolagenu

na jamky mikrotitraénich desticek méla na maximalni mitochondrialni respiraci zna¢né
lepsi vliv.
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U parametru rezervni respiraéni kapacita (graf ¢. 5B) byla u obou porovnavanych
fenotypt nalezena statisticky vyznamna zména. Mezi HepG2 buiikami NG-Col a HepG2
bunikami HG-Col byla zjiSténa staticka vyznamnost hodnocena na tfi hvézdic¢ky. P-hodnota
byla vypoctena na 0,0003. Mezi HepG2 bunkami NG+Col a HepG2 buitkami HG+Col
byla rovnéz zjisténa statistickd vyznamnost hodnocena na dvé hvézdicky. P-hodnota byla

V tomto ptipad¢ vypoctena na 0,0025.

Z grafu cislo 5B je patrné, ze u obou HepG2 bunck péstovanych za podminek
normoglykemikého prostfedi byla detekovana nejvyssi hodnota rezervni respiracni
kapacity (NG-Col 62,22 pmol/min; NG+Col 68,55 pmol/min). Zde vznikl na zakladé
rozdilné metodiky (kolagenace a nekolagenace) jiz patrnéjsi rozdil mezi naméfenymi
hodnotami normoglykemickych HepG2 bunék. Rovnéz i zde stfedni hodnotu rezervni
respiracni kapacity vykazovaly HepG2 buiiky péstované v hyperglykemickém prostiedi,
u kterych kolagenace pfislusnych jamek provedena byla (HG+Col 42,32 pmol/min).
Nejhorsi rezervni respiracni kapacitu vykazovaly buiiky podrobené dlouhodobé expozici
podminkam hyperglykemického prostiedi, u kterych kolagenace jamek provedena nebyla
(HG-Col 26,28 pmol/min). Rozdil mezi HepG2 burikami u kterych byla rezervni respiracni
kapacita hodnocena nejlépe a nejhtite (NG+Col:HG-Col), byl téméi 40 jednotek. Tyto
vysledky poukazuji na to, Ze u normoglykemickych bun¢k byla zvySena funk¢nost

mitochondrii a naopak u hyperglykemickych bun¢k byla tato funk&nost znatelné sniZena.
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Graf 6 — Unik protonii a nemitochondridlni spotieba kysliku po dlouhodobé expozici glukézy

Bunécna linie HepG2 v poctu 20 000 bb/jamku: NG + Col (1 g/L); HG + Col (5 g/L), kazda skupina byla

tvorena 23 jamkami,; pocet testovanych desticek byl 3; znazornény zdkladni respiracni parametry

Unik protonii (A): NG-Col (@ = 23,23; SD = 6,71); HG-Col (& = 16,16; SD = 4,34); NG+Col (¢ =22,87;
SD = 7,9); HG+Col (g = 17,88; SD = 4,69); nemitochondridlni spotieba kysliku (B): NG-Col (0 = 33,55;
SD = 7,20); HG-Col (& = 24,84; SD = 6,14); NG+Col (& = 33,58; SD = 6,31); HG+Col (& = 26,39; SD =
6,42)

U parametru unik protonu (graf ¢. 6A) nebyly ani u jednoho z porovnavanych fenotypt

nalezeny statisticky vyznamné zmény. P-hodnota piesahovala hladinu vyznamnosti 0,05.

Z grafu cislo 6A je patrné, ze u obou HepG2 bunék péstovanych za podminek
normoglykemikého prostiedi byly detekovany zvysené hodnoty uniku protoni (NG-Col
23,23 pmol/min; NG+Col 22,87 pmol/min). U obou typi HepG2 bunék péstovanych za
podminek hyperglykemického prostiedi byly detekovany niz§i hodnoty uniku protonii
(HG-Col 16,16 pmol/min; HG+Col 17,88 pmol/min). Rozdil namétenych hodnot

Vv zéavislosti na kolagenaci ¢i nekolagenaci byly u obou fenotypti HepG2 bunék minimalni.

U parametru nemitochondridlni spotieby kysliku (graf ¢. 6B) byla u jednoho
Z porovnavanych fenotypl nalezena statisticky vyznamnd zména. Mezi HepG2 bunkami
NG-Col a HepG2 bunikami HG-Col byla zjisténa statickd vyznamnost hodnocena na jednu
hvézdic¢ku. P-hodnota byla vypoctena na 0,0333. Mezi HepG2 bunikami NG+Col a HepG2

bunkami HG+Col nebyla nalezena statistickd vyznamna zmeéna.
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Z grafu cislo 6B je patrné, ze u vSech ctyt fenotypi HepG2 bunék byly detekované
hodnoty nemitochondrialni spotieby kysliku téméf obdobné (NG-Col 33,55 pmol/min;
HG-Col 24,84 pmol/min; NG+Col 33,58; HG+Col 26,39 pmol/min).

9.2.2 Glykolytické parametry

Imortalizovana lidska bunécnd linie HepG2 byla rozdélena na dva fenotypy. Prvnim
fenotypem byly bunky pfizpisobené dlouhodobym expoziénim podminkdm
normoglykemického prostfedi, kde koncentrace glukézy byla 1 g/L. Druhym fenotypem
byly bunky pfizptisobené¢ dlouhodobym expoziénim podminkdm hyperglykemického
prostfedi, kde koncentrace glukézy byla 5 g/L. 1 zde byla zjiStovdna korelace mezi

nakolagenovanym a nenakolagenovanym testovacim prostfedim.

Hlavnim pfedmétem zkouméani bylo v této ¢asti posouzeni vzajemného vztahu zjisténych
glykolytickych parametri ECAR mezi normoglykemickymi a hyperglykemickymi HepG2
bunkami, u kterych nebyl aplikovan kolagen. RovnéZ se posuzoval i vzdjemny vztah téchto
parametr mezi normoglykemickymi a hyperglykemickymi HepG2 buitkami, u kterych
kolagen aplikovan byl.

89



Bazalni glykolyza

Bazalni PER
A. B.
ok * % *
400 Kok 300=
. 3004 —_
£ =
£ £
° )
£ 2004 £
& &
=4 =4
5 5
1004
['-
NG - Col HG - Col NG + Col HG + Col NG - Col HG - Col NG + Col HG + Col
Pouzivané fenotypy HepG2 bunik PouZivané fenotypy HepG2 bunék
Kompenzacéni glykolyza Sl
C. p glykoly D. Rezidualni acidifikace
600 *kokk *kk ok 200
’—\ %ok ok k
kkkk
_ 1504
£ 4004 )
£ £
: ~
E )
100
& £
e
= 2004 s
B [
50+
0 0
NG - Col HG - Ceol NG + Col HG + Col

NG - Col HG - Col NG + Col HG + Col

Pouzivané fenotypy HepG2 bunék Pouzivané fenotypy HepG2 bunék

Graf 7 — Zakladni glykolytické parametry mitochondridlni bioenergetiky po dlouhodobé expozici glukozy

Bunécnd linie HepG2 v poctu 20 000 bb/jamku: NG + Col (1 g/L); HG £ Col (5 g/L), kazdd skupina byla tvofena
23 jamkami; pocet testovanych desticek byl 3; znazorneny zakladni glykolytické parametry

Informace Kk jednotlivym namérenym hodnotdam:

Bazalni PER (A): NG-Col (g = 247,8; SD = 71,7); HG-Col (& = 185,5; SD = 27,6); NG+Col (g =243,2; SD = 55,4);
HG+Col (@ = 195,6; SD = 32,3); bazdlni glykolyza (B): NG-Col (& = 197,9; SD = 71,4); HG-Col (¥ = 150,2; SD =
23,8); NG+Col (g = 186,4; SD = 55,7); HG+Col (g = 153,1, SD = 26,4); kompenzacni glykolyza (C): NG-Col (0 =
396,0; SD = 90,0); HG-Col (& = 287,0; SD = 42,1); NG+Col (& = 416,7; SD = 74,0); HG+Col (g = 319,8; SD =
52,9); rezidudlni acidifikace (D): NG-Col (& = 120,7; SD = 33,8); HG-Col (@ = 69,0; SD = 13,1); NG+Col (g =

111,4; SD = 32,0); HG+Col (& = 72,1; SD = 17,2)
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Graf ¢islo 7 znazoriiuje zakladni glykolytické parametry analyzované u HepG2 bunck,
jenz byly vystaveny dlouhodobym expozi¢nim podminkdm normoglykemického (1 g/L)
a hyperglykemického prostiedi (5 g/L). U parametrit byly mezi jednotlivymi testovacimi

skupinami vyznaceny i vzdjemné vztahy.

U parametru bazalni PER = rychlost protonového uniku z buiiky (graf ¢. 7A) byla
uobou porovnavanych fenotypi nalezena statisticky vyznamnd zména. Mezi HepG2
buitkami NG-Col a HepG2 buiikami HG-Col byla zjisténa statickd vyznamnost hodnocena
na tfi hvézdicky. P-hodnota byla vypoctena na 0,0001. SD mezi t€émito dvéma fenotypy
¢inila 61,6. Mezi HepG2 buitkami NG+Col a HepG2 buitkami HG+Col byla rovnéz
zjisténa statistickd vyznamnost hodnocena na dvé hvézdicky. P-hodnota byla v tomto

ptipadé vypoctena na 0,0035. SD mezi témito dvéma fenotypy ¢inila 50,3.

Dle grafu ¢islo 7A je patrné, ze nejvyssi mira bazalniho PER byla naméfena u HepG2
bunck normoglykemického prostfedi. Lehce vysSi byla u téch, jejichz jamky nebyly
oSetieny vrstvou kolagenu (247,8 pmol/min). O néco malo nizsi bazalni PER vykazovaly
HepG2 bunky, jejichz jamky byly vrstvou kolagenu osetieny (243,2 pmol/min). Ostatni
HepG2 bunky péstované v hyperglykemickém prostiedi vykazovaly témét obdobné
vysledky (HG-Col 185,55 pmol/min a HG+Col 1956 pmol/min). Rozdil mezi
nakolagenovanymi a nenakolagenovanymi jamkami mikrotitratnich desti¢ek byl patrny

pouze u hyperglykemickych bunék.

U parametru bazalni glykolyza (graf ¢. 7B) byla u obou porovnévanych fenotypli nalezena
statisticky vyznamna zména. Mezi HepG2 bunikami NG-Col a HepG2 bunikami HG-Col
byla zjiSténa staticka vyznamnost hodnocena na dvé hvézdicky. P-hodnota byla vypoctena
na 0,0026. SD mezi témito dvéma fenotypy ¢inila 57,2. Mezi HepG2 buitkami NG+Col a
HepG2 buitkami HG+Col byla rovnéz zjisténa statisticka vyznamnost hodnocena na jednu
hvézdi¢ku. P-hodnota byla v tomto pfipadé vypoctena na 0,0446. SD mezi t€émito dvéma

fenotypy ¢inila 45,8.
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Dle grafu cislo 7B je patrné, ze nejvyssi mira bazalni glykolyzy byla namétena u HepG2
bunék normoglykemického prostiedi. Lehce vyssi byla u téch, jejichz jamky nebyly
oSetfeny vrstvou kolagenu (197,9 pmol/min). O néco malo nizsi bazélni glykolyzu
vykazovaly HepG2 bunky, jejichzjamky byly vrstvou kolagenu oSetieny
(186,4 pmol/min). Ostatni HepG2 bunky péstované v hyperglykemickém prostiedi
vykazovaly témé&f obdobné vysledky (HG-Col 150,2 pmol/min a HG+Col
153,1 pmol/min). Rozdil mezi nakolagenovanymi a nenakolagenovanymi jamkami

mikrotitracnich desti¢ek byl patrny pouze u normoglykemickych bunék.

U parametru kompenzacni glykolyza (graf ¢. 7C) byla u obou porovnavanych fenotypt
nalezena statisticky vyznamna zména. Mezi HepG2 bunikami NG-Col a HepG2 buiitkami
HG-Col byla zjisténa staticka vyznamnost hodnocena na ¢tyfi hvézdicky. P-hodnota byla
vypoctena na < 0,0001. SD mezi témito dvéma fenotypy Cinila 87,4. Mezi HepG2 buiikami
NG+Col a HepG2 bunkami HG+Col byla rovnéz zjiSténa statistickd vyznamnost
hodnocena na ¢tyii hvézdicky. P-hodnota byla v tomto pfipadé vypoctena na < 0,0001.

SD mezi témito dvéma fenotypy Cinila 79,6.

Dle grafu c¢islo 7C je patrné, Ze nejvyssi mira kompenzacni glykolyzy byla namétena
u HepG2 bun¢k normoglykemického prostiedi. Zde dominovaly ty, u jejichZ jamek byla
provedena kolagenace (416,7 pmol/min). Druhé nejvyssi naméfené hodnoty byly patrné
u normoglykemickych HepG2 bunék, u nichz kolagen aplikovan nebyl (396,0 pmol/min).
u kterych byl aplikovan kolagen, mély o néco vyS$i naméfenou hodnotu kompenzacni
glykolyzy (319, 8 pmol/min). U jamek, u kterych kolagenace provedena nebyla, naméfena
hodnota kompenza¢ni glykolyzy byla upln€ nejnizsi. (287,7 pmol/min). Rozdil
kompenzacni glykolyzy mezi HepG2 buinikami hyperglykemického prostiedi s kolagenem
a HepG2 bun¢k hyperglykemického prostfedi bez kolagenu byl témét 30 jednotek.
Miuzeme tedy prohlésit, ze 1 pfi tomto méfeni se aplikace kolagenu osvédcila. Tento rozdil

byl patrny 1 mezi normoglykemickymi bunikami, u kterych byla provedena rovnéz rozdilna

metodika pfipravy mikrotitracnich desticek.
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U parametru rezidualni acidifikace (graf ¢. 7D) byla u obou porovnavanych fenotypt
nalezena statisticky vyznamna zména. Mezi HepG2 bunkami NG-Col a HepG2 bunikami
HG-Col byla zjisténa staticka vyznamnost hodnocena na ¢tyti hvézdicky. P-hodnota byla
vypoctena na < 0,0001. SD mezi témito dvéma fenotypy Cinila 36,0. Mezi HepG2 bunikami
NG+Col a HepG2 bunkami HG+Col byla rovnéz zjiSténa statistickd vyznamnost
hodnocena na ¢tyii hvézdicky. P-hodnota byla v tomto pfipadé vypocétena na < 0,0001.

SD mezi témito dvéma fenotypy ¢inila 32,0.

Dle grafu ¢islo 7D je patrné, Ze nejvyssi mira rezidudlni acidifikace byla naméfena
u HepG2 buné&k normoglykemického prostfedi. Vyssi byla u téch, jejichz jamky nebyly
osetfeny vrstvou kolagenu (120,7 pmol/min). O néco malo nizsi bazalni PER vykazovaly
HepG2 bunky, jejichz jamky byly vrstvou kolagenu oSetfeny (111,4 pmol/min). Ostatni
HepG2 bunky péstované v hyperglykemickém prostiedi vykazovaly témét obdobné
vysledky (HG-Col 69,1 pmol/min a HG+Col 72,1 pmol/min). Rozdil mezi
nakolagenovanymi a nenakolagenovanymi jamkami mikrotitra¢nich desticek byl patrny

pouze u hyperglykemickych bun¢k.
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DISKUZE

Principem prace bylo zjisténi, zda rozdilna koncentrace glukézy obsazené v kultivacnich
médiich, ovliviuje bunéCnou viabilititu a mitochondridlni bioenergeticky profil.
Piedmétem zkoumani byla imortilizovana bunééna linie HepG2  ziskana
Z hepatocelularniho karcinomu. HepG2 bunéc¢na linie byla béhem experimentu vystavena
dlouhodobym expozi¢nim podminkdm normoglykemického a hyperglykemického
prostiedi. V normoglykemickém prostiedi byla koncentrace glukézy 1 g/L.
V hyperglykemickém prostiedi byla koncentrace glukdzy 5 g/L. Jako prvni byla testovana
bunécna viabilita HepG2 bunck v po¢tu 3 000 az 33 000 bunck na jamku. Nasledné byla
testovana bunécnd viabilita HepG2 bunék v poctu 4 000 az 44 000 bunc¢k na jamku.
Jako posledni byla testovana bunécna viabilita HepG2 bunék v poctu 5 000 az 55 000
bunc¢k na jamku. Nasledné se u téchto bunck testoval i mitochondridlni bioenergeticky

profil, zaloZeny na analyze parametrd z oblasti OCR a ECAR.

HepG2 bunky jsou nejpouzivangjsi bunécnou linii, jenZ se vyuzivd za Ucelem analyzy
metabolického profilu v hepatocytech. Na rozdil od primarnich mysich hepatocytli maji
nékolikanasobné rychlej§i schopnost inkorporovat glukézu, jak poukazala studie

publikovana v ¢asopise Endokrinology and Metabolism. [100]

Hyperglykémie a s ni spojené komplikace jsou zavaznymi problémy postihujici jakoukoliv
vékovou generaci. V dneSni dobé se stdle zvySuje incidence civiliza¢nich chorob,
do kterych spada pravé i diabetes mellitus. V potravinovych fetézcich se stale objevuji
nové variace slazenych pokrmi a napoji. Pravé konzumace vysokého mnozstvi téchto
potravin pfispiva ke zvySené incidenci obezity a diabetu mellitu. Takto rychle rostouci
incidence ma neblahy vliv na celosvétovou ekonomiku a je zna¢né velkou financni zatézi
pro zdravotnické organizace. Mély by se tedy vyvijet riizné metody a postupy,

jak hyperglykemické stavy modulovat, poptipadé vyuZzivat v nas prospéch.
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Studie zroku 2021 zkoumala hypoglykemické a hypolipidemické ucinky bortvek.
Popisovala, Ze bortvky, respektive malvidin obsazeny v nich, oplyva antioxida¢nimi
vlastnostmi. Pfedpoklada se, Ze antioxida¢ni vlastnosti malvidinu by mohly mit na diabetes
mellitus prospésny vliv. Béhem této studie byla po dobu 24 hodin HepG2 bunééna linie
vystavena podminkam normoglykemického (5,5 mM) a hyperglykemického prostiedi
(30 mM), ¢imz byl navozen fyziologicky a diabeticky buné¢ny stav. Nasledné byla
bunécna viabilita testovana prostfednictvim MTT testu. Hyperglykemické HepG2 bunky
vykazovaly, oproti normoglykemickym HepG2 bunkam, znamky glykooxidaéniho stresu.
Nasledna bunécna cytotoxicita vedla ke snizeni viability hyperglykemickych HepG2 bun¢k
na 35,67 %. Nejsme si jisti, zda je transformace bunck v zavislosti na hyperglykemickém
prostiedi reverzibilni ¢iireverzibilni. Studie téchto skute¢nosti by rovnéz mohly
poskytnout pfinosné informace o tom, jak by bylo vhodné pfi terapiich hyperglykemickych

stavi postupovat. [101]

Podobna myslenka byla pouzita jiz v roce 1998, kdy se Victor Nacher spolu se svymi
kolegy zminuje v Casopise American Diabetes Association, ze chronicky postizené
hyperglykemické bunécné prostiedi, mize byt ¢astecné obnoveno na ptivodni bunécnou
hmotu. Studie se zabyvala transplantaci pankreatickych ostriivkl. Postizené ostrivky byly
vystaveny chronickym podminkam hyperglykemického prostfedi, ¢imz byla nasledné
pozménéna 1replikaéni schopnost B-bunék. Transplantaci téchto bunck a navozenim

normoglykemického prostiedi byla obnovena replikacni odpovéd’. [102]

Arwa Alnahdi, Annie John a Haider Raza publikovali v roce 2019 studii, ktera poukazuje
na to, ze zvySena dostupnost energetickych substratii jako je napiiklad gluk6za, podnécuje
vznik metabolického, oxidacniho a mitochondrialniho stresu. Veskeré tyto stavy mohou
byt doprovazeny zanéty asnimi spojenymi chronickymi komplikacemi. Pfedmétem
vyzkumu byly HepG2 bunky, které byly vystaveny zvySenym koncentracim glukozy
(25 mmol/l) azvysenym koncentracim kyseliny palmitové (0,3 mmol/l). ZvySena
hyperglykémie a sni spojena glukotoxicita méla na bunéénou funkénost neblahy vliv.
Glukotoxixita vedla ke zvySené tvorbé ROS, poruse mitochondridlni membrany a naruseni
mitochondrialni bioenergetiky. Studie poukazuje také na to, Ze zvySend dostupnost

energetickych substratd iniciuje apoptdzu a inhibuje autofagii. [103]
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Studie zroku 2022 zkoumala vzajemny vztah mezi protirakovinnymi 1é¢ivy
a hyperglykemickym prostfedim. Popisovala, Ze hyperglykemické prostiedi muze
u HepG2 bunék iniciovat navozeni hyperosmolarniho stresu. Bunécna viabilita byla
v tomto ptipadé testovana rovnéz prostiednictvim MTT testu. Ziskané vysledky poukézaly
na to, ze HepG2 bunky v hyperglykemické prostifedi nasledkem metabolické a osmotické

dysregulace, snizuji svoji Zivotaschopnost na 83,13 %. [104]

Béhem naSich studii se rovnéz potvrdilo, ze aplikaci zvySené hladiny glukozy (5 g/L)
dochazi k postupnému snizovani viability mezi jednotlivymi testovanymi fenotypy HepG2
bunék (NG-Col x HG-Col; NG+Col x HG+Col). Rozdilem vSak bylo, ze béhem nasich
experimentd byly HepG2 bunky vystaveny dlouhodobé expozici podminkdm
normoglykemického a hyperglykemického prostiedi. Zjisténé vysledky vSak vzijemné
koreluji a poukazuji na to, Ze zvySend hladina glukézy narusuje hepatocytarni bunécnou
homeostdzu, coz vede k nasledné bunééné apoptdze. V nasi studii se testovaly i G€inky
kolagenu. Dle vysledku jsme zjistili, ze kolagenace pouzitych jamek méla na jednotliva
méteni rovnéz vliv. Prekvapenim vSak bylo, Ze aplikace kolagenu méla za nasledek
zvySenou  viabilitu U hyperglykemickych HepG2 bunék 1 oproti bunkam
normoglykemickym, u kterych kolagen aplikovan nebyl. Predpokladali jsme, ze zvySena

viabilita HepG2 bunék u HG+Col bude patrna pouze nad HG-Col.

Upravami kultivaénich systém in vitro je mozné regulovat aktivaci specifickych jaternich
funkci. Aplikaci kolagenniho gelu je moZné ovliviiovat aktivitu transkripcnich jaternich
faktord u HepG2 bunék. Se zjisténymi vysledky koreluje i fakt, ze jednovrstvé HepG2
bunky, které jsou kultivované v jamkach, u nichZz nebyla provedena kolagenace,

nevykazuji téméf zadnou aktivitu CYP3A4. [105, 106]

Studie zroku 2001 zkoumala roli  superoxidovych anionti VvV souvislosti
s normoglykemickym (5,5 mmol/l) a hyperglykemickym prosttedim (28 mmol/l).
Sledovalo se, jak je ovlivnéna proliferace endotelidlnich bunék. Po 48 hodinach doslo
K nartstu hladiny superoxidovych anionti a soucasn¢ byla snizena i syntéza DNA.
Nasledné po 7 denni kontrole byla v hyperglykemickém kultivacnim prostiedi detekovana

i snizena hladina endotelialnich bunék. [107]
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V provadénych experimentech jsme vyuzivali jako normoglykemické prostiedi koncentraci
glukozy 1 g/L. Jako hyperglykemické prostiedi jsme vyuzivali koncentraci glukézy 5 g/L.
Pouzivané koncentrace v in vitro modelech se bézn¢ liSi od optimalnich fyziologickych
hodnot v lidském organismu. Optimalni koncentrace glukézy pouzivana pii in vitro
experimentech je doporucena na 1 g/L. Bylo by pfinosné také zjistit, zda by tato vychozi
hodnota normoglykemického prostfedi, mohla byt rovnéZ jesté o néco snizena za ucelem

A%

kompenzace t¢zsich hyperglykemickych stavi.

Nejen hyperglykemické stavy jsou celosvétovou problematikou. Nekteré studie, se rovnéz
zabyvaji vzajemnou korelaci mezi hyperglykemickymi stavy a onkogenezi. Je prokazano,
ze naptiklad rakovina jater Ci tlustého stfeva, mize vzniknout i na zakladé chronické
glukotoxicity. V nékterych publikacich se rovnéz uvadi, ze zvySena hladina glukézy ma
na nadorové bunky proliferativni vliv. Nadorové buiiky jsou vicéi hyperglykemickému
prostfedi senzitivnéj$i. Bohuzel pfesny mechanismus mezi hyperglykemickym stavem

a onkogenezi jesté stale neni zcela znadm.

Otto Warburg ve svych publikacich popisuje, Ze nadorové builkky maji pfi dostatecném
mnozstvi glukozy, schopnost upfednostnit jakozto zdroj energie glykolyzu pied aerobni
oxidaci. Vysledkem je zvySend syntéza laktatu a snizend syntéza ATP nez je tomu u bunck

fyziologickych. [108]

Parlo a Coleman ptedpokladali, ze u zvySené glykolytické aktivity hraje zasadni roli
porucha citratového cyklu, ¢imz by dochdzelo i ke sniZzené oxidativni fosforylaci. Nasledné
vSak byly publikovany studie, vyvracejici tato tvrzeni. V roce 1978 byla Pedersnem
publikovand studie zastdvajici nazor, Ze mitochondridlni respiracni kapacita je u
fyziologickych a nadorovych buné¢k stejné funkéni. Pedersen poukazoval na to, Ze problém
neni v kvalité, ale v kvantité. Do popfedi se dostala mySlenka, ze sniZzena oxidativni
fosforylace je nasledkem snizen¢ho mitochondridlniho poctu, ktery je pro nadorové buiky
typickym. Na zakladé této teorie se zrodily mysSlenky, ze zvySend glykolyticka aktivita

vznika v souvislosti s poskozenim dychaciho fetézce. [109]
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Zvyseni glykolytické kapacity i v pfitomnosti dostatecného mnozstvi O,, je rovnéz
typickou vlastnosti nddorovych bunék, jak interpretuji publikace zvetejnéné v roce 2007.
[109]

V nas$i studii prokazovaly HepG2 bunky, u kterych byly méfeny zakladni parametry
z oblasti OCR a ECAR obdobné mechanismy uc¢inku. Hyperglykémie méla na veskeré
naméiené respiracni parametry neblahy vliv. Vyjimkou byly parametry prezentujici tnik
protonit @ nemitochondridlni spotiebu kysliku. Respiracni porucha hyperglykemickych
HepG2 bunék byla nejvice patrna u parametrd bazalni respirace, respirace souvisejici
se syntézou ATP, maximalni respiraci a rezervni respirani kapacitou. U namétfenych
glykolytickych parametri je patrné, Ze nadorovy metabolismus mél jak na
normoglykemickém, tak hyperglykemické bunky urcity vliv. U obou typti nadorovych
bunéénych linii byla zvySenad glykolytickd aktivita. Nicméné hyperglykemické HepG2

bunky vykazovaly o néco nizsi funkénost.

Aplikaci kolagenu byla zajisténa zvySena funkcénost hyperglykemickych HepG2 bunék
oproti tém, u kterych kolagen aplikovan nebyl. Otdzkou by mohlo byt, zda by aplikace
kolagenu mohla zajistit to, Ze by hyperglykemické bunky byly schopné obdobné

zastupovat role normoglykemickych bunék.

Na zéklad¢ komplexnosti té€chto chorob by bylo vhodné, veskeré tyto zjisténé skutecnosti
provéfit jesté vice do hloubky. Jelikoz je tato prace zaméfena pouze na energeticky
mitochondrialni metabolismus a bun&tnou viabilitu HepG2 bunék. Bylo by také vhodné
provéfit vzajemnou korelaci mezi t€émito vysledky a metabolickymi drahami glukozy a to
nejen v zavislosti na normoglykemickém, ale také v zavislosti na hyperglykemickém
prostiedi. Otazkou také je, zda by aplikace inzulinu ¢i jinych interferujicich latek
do prostiedi in vitro mohla ovlivnit snizenou hepatocytarni funkci, ktera vznikla na zakladé
zvySené koncentrace glukdzy v kultivaénim médiu. Provéfeni téchto skute¢nosti by mohlo
vést k poznatkiim, jenZ by umoznily rychlejsi a ucinnéjsi predikci mitochondridlnich

bioenergetickych poruch.
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ZAVER

Diplomova prace se zabyva reakci HepG2 bunék na rozdilné vlastnosti kultiva¢niho
prostfedi. Byla pouzita dva rizna kultivaéni média, pficemz jedno z nich obsahovalo
koncentraci glukézy 1g/L a druhé obsahovalo koncentraci glukozy 5g/L. Timto zptisobem

se transformovaly bioenergetické vlastnosti testovanych bun¢k.

Cilem bylo zjistit, jakym zplGsobem se 1iSi bunécna viabilita, mitochondrialni aktivita
a bioenergeticky profil HepG2 bunék v zavislosti na typu pouzitého kultivaéniho média.
Béhem analyz byla pouzita i rozdilna ptiprava jamek mikrotitra¢nich desticek. Na nékteré
jamky byl aplikovan kolagen. U ostatnich jamek kolagen aplikovan nebyl. Zajimalo nas,

zda tato rozdilné metodika poskytne i rozdilné vysledky mezi analyzovanymi fenotypy.

Viabilita HepG2 bunck byla testovana prostfednictvim WST-1 assay. Kvili velikosti
souboru byla analyza rozdélena na celkem tfi pocetni skupiny. U vSech tii skupin bylo
patrné, Zze byla bunéénd viabilita ovlivnéna podminkami normoglykemického
a hyperglykemického prostiedi zejména v zavislosti na aplikaci kolagenu. Nejnizsi
viabilita byla u vSech tii ptipadi patrna u HG-Col. O néco vyssi viabilita byla u dvou ze tii
ptipadi patrna u NG-Col. V jednom ze tii pfipadi se na tomto rozhrani viability
pohybovaly spolu s NG-Col i HG+Col. V ostatnich ptipadech vykazovaly HG+Col druhy
nejvyssi stupen viability. U vSech tfi pfipadii byla nejvySe naméfend viabilita patrnd u NG-
Col. Rovnéz bylo potvrzeno, Ze kolagenace jamek méla na jednotliva méfeni ptiznivy vliv.
Diky této metodice byla pozménéna morfologicka struktura ptilnutych HepG2 bunék a tim

byla zajisténa i zvySend pristupnost kysliku k buiikdm.

Mitochondrialni bioenergeticky profil byl testovan prostfednictvim analyz zamétenych
narespiratni a glykolytické parametry. U veSkerych analyzovanych parametri doslo
vlivem hyperglykemického prostiedi ke zmén€ mitochondridlni bioenergetiky. Rovnéz
I zde aplikace kolagenu méla na jednotliva méfeni specificky vliv. Nicméné v porovnani

S testy bunécné viability, to nebyly zmény az tak vyznamné.
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SUMMARY

Two different culture media were used, one containing a glucose concentration of 1 g/L
and the other containing a glucose concentration of 5g/L. In this way, the bioenergetic
properties of the tested cells were transformed.

The aim was to determine how cell viability, mitochondrial activity, and the bioenergetic
profile of HepG2 cells differ depending on the type of culture medium used. Different
preparations of microtiter plate wells were also used during the analysis. Collagen was
applied to some wells, while others were not treated with collagen. We were interested
in whether this different methodology would provide different results between the analysed

phenotypes.

The viability of hepg?2 cells was tested using the wst-1 assay. Due to the size of the sample,
the analysis was divided into three groups. In all three groups, it was evident that cell
viability was influenced by normoglycemic and hyperglycaemic conditions, particularly
depending on collagen application. The lowest viability was observed in all three cases
with HG-Col. Slightly higher viability was observed in two out of three cases with NG-
Col. In one out of three cases, the viability levels were similar between NG-Col
and HG+Col. In other cases, HG+Col exhibited the second-highest level of viability. In all
three cases, the highest viability was observed with NG-Col. It has also been confirmed
that the collagen coating of the wells had a beneficial effect on individual measurements.
Thanks to this methodology, the morphological structure of adherent HepG2 cells was

altered, thereby ensuring increased oxygen accessibility to the cells.

The mitochondrial bioenergetic profile was tested by analysis focussing on respiratory
and glycolytic parameters. Hyperglycemic conditions caused a change in mitochondrial
bioenergetics in all parameters analysed. Similarly, the application of collagen had
a specific effect on individual measurements. However, compared to cell viability,

the changes were not as significant.
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Piiloha 1 — WST-1 assay; poc¢et bunék 3 000 az 33 000 bunék na jamku

NG+COL

Desticka| 3000 | 6000 | 9000 | 12000 | 15000 | 18 000 | 21 000 | 24 000 | 27 000 | 30 000 | 33 000 0

1 0,017 | 0,074 | 0,137 | 0,143 | 0,213 | 0,264 | 0,371 | 0,303 | 0,451 | 0,440 | 0,484 0

2 0,030 | 0,062 | 0,099 | 0,126 | 0,243 | 0,176 | 0,223 | 0,275 | 0,308 | 0,379 | 0,367 0

3 0,014 | 0,051 | 0,094 | 0,115 | 0,159 | 0,220 | 0,283 | 0,348 | 0,419 | 0,442 | 0,517 0

4 0,026 | 0,060 | 0,088 | 0,126 | 0,162 | 0,208 | 0,271 | 0,333 | 0,365 | 0,499 | 0,522 0

5 0,023 | 0,077 | 0,135 | 0,199 | 0,242 | 0,487 | 0,458 | 0,652 | 0,637 | 0,821 | 0,933 0

6 0,038 | 0,088 | 0,141 | 0,174 | 0,260 | 0,437 | 0,416 | 0,518 | 0,600 | 0,640 | 0,833 0
NG-COL

Desticka | 3000 | 6000 | 9000 | 12 000 | 15000 | 18 000 | 21 000 | 24 000 | 27 000 | 30 000 | 33 000 0

1 0,011 | 0,028 | 0,059 | 0,079 | 0,118 | 0,146 | 0,172 | 0,210 | 0,215 | 0,262 | 0,295 0

2 0,002 | 0,022 | 0,033 | 0,059 | 0,090 | 0,101 | 0,144 | 0,205 | 0,257 | 0,265 | 0,286 0

3 0,009 | 0,027 | 0,041 | 0,077 | 0,092 | 0,117 | 0,144 | 0,189 | 0,235 | 0,265 | 0,289 0

4 0,007 | 0,019 | 0,038 | 0,055 | 0,069 | 0,094 | 0,108 | 0,129 | 0,165 | 0,185 | 0,202 0
HG+COL

Desticka | 3000 | 6000 | 9000 | 12 000 | 15000 | 18 000 | 21 000 | 24 000 | 27 000 | 30 000 | 33 000 0

1 0,046 | 0,078 | 0,081 | 0,122 | 0,206 | 0,213 | 0,259 | 0,315 | 0,360 | 0,560 | 0,284 0

2 0,000 | 0,033 | 0,050 | 0,084 | 0,092 | 0,134 | 0,159 | 0,199 | 0,222 | 0,325 | 0,255 0

3 0,000 | 0,027 | 0,046 | 0,055 | 0,086 | 0,112 | 0,129 | 0,155 | 0,227 | 0,248 | 0,227 0

4 0,010 | 0,032 | 0,045 | 0,075 | 0,082 | 0,130 | 0,157 | 0,145 | 0,222 | 0,291 | 0,255 0

5 0,018 | 0,037 | 0,117 | 0,121 | 0,202 | 0,303 | 0,357 | 0,460 | 0,551 | 0,714 | 0,643 0

6 0,013 | 0,045 | 0,123 | 0,142 | 0,185 | 0,253 | 0,346 | 0,417 | 0,475 | 0,586 | 0,538 0
HG-COL

Desticka| 3000 | 6000 | 9000 | 12000 | 15000 | 18 000 | 21 000 | 24 000 | 27 000 | 30 000 | 33 000 0

1 0,001 | 0,026 | 0,040 | 0,053 | 0,074 | 0,098 | 0,140 | 0,163 | 0,184 | 0,216 | 0,187 0

2 0,003 | 0,020 | 0,026 | 0,036 | 0,063 | 0,083 | 0,107 | 0,134 | 0,186 | 0,168 | 0,207 0

3 0,001 | 0,014 | 0,042 | 0,052 | 0,080 | 0,105 | 0,112 | 0,155 | 0,199 | 0,260 | 0,312 0

4 0,012 | 0,013 | 0,050 | 0,042 | 0,064 | 0,087 | 0,092 | 0,136 | 0,142 | 0,205 | 0,160 0
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Piiloha 2 — WST-1 assay; pocet bunék 4 000 az 44 000 bunék na jamku

NG+COL

Desticka| 4000 | 8000 | 12 000 | 16 000 | 20 000 | 24 000 | 28 000 | 32 000 | 36 000 | 40 000 | 44 000 0

1 0,010 | 0,064 | 0,056 | 0,099 | 0,146 | 0,200 | 0,210 | 0,282 | 0,291 | 0,334 | 0,446 0

2 0,010 | 0,063 | 0,075 | 0,153 | 0,145 | 0,228 | 0,258 | 0,332 | 0,349 | 0,422 | 0,417 0

3 0,013 | 0,061 | 0,101 | 0,142 | 0,145 | 0,245 | 0,312 | 0,318 | 0,386 | 0,441 | 0,435 0

4 0,012 | 0,061 | 0,101 | 0,142 | 0,143 | 0,243 | 0,310 | 0,315 | 0,382 | 0,431 | 0,434 0

5 0,013 | 0,048 | 0,100 | 0,131 | 0,156 | 0,186 | 0,289 | 0,272 | 0,365 | 0,484 | 0,508 0

6 0,010 | 0,046 | 0,072 | 0,117 | 0,272 | 0,228 | 0,336 | 0,291 | 0,411 | 0,450 | 0,480 0
NG-COL

Desticka | 4000 | 8000 | 12000 | 16 000 | 20 000 | 24 000 | 28 000 | 32 000 | 36 000 | 40 000 | 44 000 0

1 0,004 | 0,027 | 0,063 | 0,108 | 0,125 | 0,156 | 0,187 | 0,221 | 0,230 | 0,252 | 0,291 0

2 0,016 | 0,020 | 0,047 | 0,074 | 0,098 | 0,118 | 0,200 | 0,161 | 0,200 | 0,286 | 0,265 0

3 0,004 | 0,027 | 0,063 | 0,108 | 0,125 | 0,156 | 0,187 | 0,221 | 0,230 | 0,252 | 0,291 0

4 0,007 | 0,024 | 0,023 | 0,077 | 0,061 | 0,107 | 0,137 | 0,134 | 0,174 | 0,202 | 0,198 0

5 0,005 | 0,017 | 0,036 | 0,073 | 0,120 | 0,123 | 0,158 | 0,146 | 0,189 | 0,204 | 0,274 0

6 0,016 | 0,038 | 0,068 | 0,100 | 0,241 | 0,169 | 0,243 | 0,229 | 0,268 | 0,354 | 0,358 0
HG+COL

Desticka| 4000 | 8000 | 12 000 | 16 000 | 20 000 | 24 000 | 28 000 | 32 000 | 36 000 | 40 000 | 44 000 0

1 0,001 | 0,030 | 0,049 | 0,085 | 0,100 | 0,133 | 0,134 | 0,199 | 0,183 | 0,295 | 0,257 0

2 0,010 | 0,028 | 0,032 | 0,081 | 0,090 | 0,102 | 0,107 | 0,139 | 0,157 | 0,210 | 0,179 0

3 0,021 | 0,043 | 0,072 | 0,083 | 0,113 | 0,144 | 0,168 | 0,178 | 0,199 | 0,279 | 0,242 0

4 0,021 | 0,043 | 0,073 | 0,084 | 0,115 | 0,132 | 0,165 | 0,167 | 0,183 | 0,287 | 0,239 0

5 0,011 | 0,045 | 0,059 | 0,090 | 0,094 | 0,147 | 0,271 | 0,258 | 0,241 | 0,312 | 0,354 0

6 0,004 | 0,024 | 0,055 | 0,068 | 0,089 | 0,107 | 0,124 | 0,157 | 0,193 | 0,263 | 0,257 0
HG-COL

Desticka| 4000 | 8000 | 12 000 | 16 000 | 20 000 | 24 000 | 28 000 | 32 000 | 36 000 | 40 000 | 44 000 0

1 0,015 | 0,025 | 0,042 | 0,065 | 0,087 | 0,109 | 0,130 | 0,154 | 0,162 | 0,201 | 0,165 0

2 0,023 | 0,013 | 0,037 | 0,034 | 0,057 | 0,069 | 0,089 | 0,097 | 0,107 | 0,244 | 0,119 0

3 0,008 | 0,019 | 0,029 | 0,044 | 0,078 | 0,081 | 0,099 | 0,113 | 0,134 | 0,202 | 0,172 0

4 0,009 | 0,016 | 0,036 | 0,047 | 0,068 | 0,081 | 0,084 | 0,104 | 0,123 | 0,149 | 0,130 0

5 0,004 | 0,024 | 0,052 | 0,071 | 0,093 | 0,113 | 0,143 | 0,164 | 0,192 | 0,243 | 0,236 0

6 0,007 | 0,020 | 0,045 | 0,067 | 0,088 | 0,121 | 0,148 | 0,169 | 0,202 | 0,248 | 0,244 0
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Piiloha 3 — WST-1 assay; pocet bunék 5 000 az 55000 bunék na jamku

NG+COL

Desticka | 5000 | 10000 | 15 000 | 20 000 | 25 000 | 30 000 | 35 000 | 40 000 | 45 000 | 50 000 | 55 000 0

1 0,019 | 0,051 | 0,089 | 0,140 | 0,160 | 0,209 | 0,227 | 0,260 | 0,323 | 0,357 | 0,511 0

2 0,038 | 0,070 | 0,118 | 0,137 | 0,162 | 0,222 | 0,229 | 0,266 | 0,332 | 0,260 | 0,416 0

3 0,022 | 0,082 | 0,206 | 0,409 | 0,517 | 0,648 | 0,738 | 1,289 | 1,633 | 1,846 | 2,093 0

4 0,026 | 0,088 | 0,154 | 0,264 | 0,349 | 0,485 | 0,532 | 0,541 | 0,737 | 0,909 | 0,944 0

5 0,058 | 0,142 | 0,206 | 0,371 | 0,416 | 0,427 | 0,559 | 0,651 | 0,898 | 0,859 | 1,137 0

6 0,019 | 0,051 | 0,089 | 0,140 | 0,160 | 0,209 | 0,227 | 0,260 | 0,323 | 0,357 | 0,511 0
NG-COL

Desticka | 5000 | 10 000 | 15000 | 20 000 | 25 000 | 30 000 | 35 000 | 40 000 | 45 000 | 50 000 | 55 000 0

1 0,001 | 0,021 | 0,038 | 0,054 | 0,060 | 0,085 | 0,119 | 0,145 | 0,137 | 0,182 | 0,274 0

2 0,002 | 0,025 | 0,041 | 0,062 | 0,074 | 0,105 | 0,123 | 0,151 | 0,173 | 0,212 | 0,255 0

3 0,029 | 0,058 | 0,124 | 0,237 | 0,289 | 0,439 | 0,479 | 0,614 | 0,931 | 1,148 | 1,474 0

4 0,008 | 0,052 | 0,089 | 0,145 | 0,191 | 0,247 | 0,342 | 0,370 | 0,555 | 0,516 | 0,586 0

5 0,026 | 0,068 | 0,111 | 0,168 | 0,205 | 0,278 | 0,310 | 0,375 | 0,474 | 0,522 | 0,687 0

6 0,001 | 0,021 | 0,038 | 0,054 | 0,060 | 0,085 | 0,119 | 0,145 | 0,137 | 0,182 | 0,274 0
HG+COL

Desticka | 5000 | 10000 | 15000 | 20 000 | 25 000 | 30 000 | 35 000 | 40 000 | 45 000 | 50 000 | 55 000 0

1 0,044 | 0,080 | 0,107 | 0,179 | 0,257 | 0,228 | 0,424 | 0,568 | 0,591 | 0,473 | 0,635 0

2 0,033 | 0,078 | 0,104 | 0,171 | 0,260 | 0,284 | 0,445 | 0,482 | 0,516 | 0,422 | 0,687 0

3 0,028 | 0,073 | 0,121 | 0,199 | 0,221 | 0,287 | 0,380 | 0,591 | 0,548 | 0,624 | 0,970 0

4 0,031 | 0,077 | 0,140 | 0,222 | 0,327 | 0,344 | 0,546 | 0,622 | 0,808 | 1,158 | 1,020 0

5 0,029 | 0,075 | 0,100 | 0,226 | 0,263 | 0,410 | 0,440 | 0,526 | 0,643 | 0,789 | 1,033 0

6 0,044 | 0,080 | 0,107 | 0,179 | 0,257 | 0,228 | 0,424 | 0,568 | 0,591 | 0,473 | 0,635 0
HG-COL

Desticka | 5000 | 10000 | 15000 | 20 000 | 25 000 | 30 000 | 35 000 | 40 000 | 45 000 | 50 000 | 55 000 0

1 0,008 | 0,026 | 0,029 | 0,034 | 0,065 | 0,082 | 0,090 | 0,121 | 0,132 | 0,159 | 0,156 0

2 0,001 | 0,035 | 0,034 | 0,061 | 0,086 | 0,094 | 0,123 | 0,125 | 0,159 | 0,181 | 0,152 0

3 0,017 | 0,051 | 0,077 | 0,194 | 0,172 | 0,196 | 0,309 | 0,441 | 0,477 | 0,549 | 0,690 0

4 0,015 | 0,035 | 0,067 | 0,105 | 0,134 | 0,163 | 0,291 | 0,354 | 0,404 | 0,566 | 1,021 0

5 0,013 | 0,046 | 0,082 | 0,122 | 0,170 | 0,200 | 0,318 | 0,361 | 0,437 | 0,613 | 0,771 0

6 0,008 | 0,026 | 0,029 | 0,034 | 0,065 | 0,082 | 0,090 | 0,121 | 0,132 | 0,159 | 0,156 0
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Piiloha 4 — Pocet bunék 3 000 aZ 33 000 na jamku; nenakolagenovana desticka; WST-1 assay
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Priloha 5 — Pocet bunék 3 000 az 33 000 na jamku; nakolagenovana desticka; WST-1 assay
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Ptiloha 6 — Pocet bunék 4 000 aZ 44 000 na jamku; nenakolagenovana desticka; WST-1 assay

Korelace HepG2 bunék péstovanych v médiu s nizkou
avysokoun koncentraci glukozy

O HepG2 v nomoglykemickém prostiedi @HepG2 v hyperglykem ickém prostfedi
035

03
0,25 +———— ¥=TE0x - 00134
R = 0,993

;: oﬂjs n/g/:/p/.//‘-%
0 ”4,4/“ . . ,

1] 10000 20000 EILLLT) EILLL] S0000
Podet bunék

Korelace HepG2 buntk pé&stovanych v médiu s nizkou
a vyvsokon koncentraci glukizy

©HepG2 v nomoglykemickém prostiedi @ Hep(G2 v hyperghkemickém prosthedi
0,35

0,3 5
025 | v -~
202 o &
Sous = o
0.1 e
0 1M T T 1
0 TOHHY 20HHH) EiLULI HHHH) SO

Korelace HepG2 bunék péstovanych v médiu s
nizkou a vysokou koncentraci glukdzy

© Hep(i2 v normoglykemickém prostiodi @ Hep(G2 v hyperglykem ickém prostiedi
0,25

0.2
y=SED6x - 00155
RE= 09657

0,05
f
0e T

] 10000 20000 30000
Polet bunt k

40000 SO000

Korelace HepG2 bunék péstovanych v médiu s
nizkou a vysokou koncentraci glukozy

©HepG2 v nomoglykemickém prosticdi @ HepG2 v hyperglykemickém prosttedi

0.3 °
0,25 L]
L 02 -—y=m‘;&g?ml 74
E 015
Tal T
0,05 _A/s/'
]

20000 30000 SO000
Podct buntk

0 10000 40000

Korelace HepG2 bunék péstovany ch v médiu s
nizkou a vysokou koncentraci glikizy

© HepG2 v normoglykemickém prostiedi @ Hepdi2 v hyperglykemické prosticdi
0,35
0,3 o

Korelace HepG2 bunék péstovanych v médiu s
nizkou a vysokou koncentraci glukdzy

©Hep(id v normoglykemickém prosticdi @ Hepli2 v hyperglybemické prostredi

0,35

118



Piiloha 7 — Pocet bunék 4 000 az 44 000 na jamku; nakolagenovana desticka; WST-1 assay
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Ptiloha 8 — Pocet bunék 5 000 aZ 55 000 na jamku; nenakolagenovana desticka; WST-1 assay
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Ptiloha 9 — Pocet bunék 5 000 aZ 55 000 na jamku; nakolagenovana desticka; WST-1 assay

Korelace HepG2 bunék péstovanych v médiu s nizkou
a vysokou koncentraci glukdzy
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Piiloha 10 — Informace 0 NG-Col ziskané prostirednictvim Glycolytic Rate Assay

Basal Glycolysis Basal Proton Efflux Compensatory Post 2-DG Acidification
(pmol/min) Rate (pmol/min) Glycolysis (pmol/min) (pmol/min)
251,265 297,826 454,980 140,037
251,333 295,906 443,733 135,551
263,697 310,112 457,864 159,919
287,292 335,215 492,800 161,022
207,737 265,267 420,098 127,642
110,595 159,274 271,261 81,550
230,454 277,741 429,885 126,356
325,405 373,965 531,149 178,252
270,157 316,659 471,357 148,833
227,165 272,805 415,814 126,703
190,784 243,328 396,327 111,436
114,501 160,578 280,824 79,699
280,170 333,474 523,117 172,479
193,752 248,017 418,432 114,093
262,000 312,659 494,475 159,343
231,130 291,180 461,875 144,039
168,165 226,362 398,779 109,135
93,853 138,831 245,135 66,458
131,191 184,135 333,588 97,391
118,473 171,297 306,827 78,575
132,438 185,387 324,533 93,822
110,223 155,345 277,539 82,247
100,557 144,889 257,633 81,213
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Piiloha 11 — Informace 0 HG-Col ziskané prostiednictvim Glycolytic Rate Assay

Basal Glycolysis Basal Proton Efflux Compensatory Post 2-DG Acidification
(pmol/min) Rate (pmol/min) Glycolysis (pmol/min) (pmol/min)
137,869 172,398 274,663 57,897
146,082 186,064 298,306 63,863
178,263 218,918 340,181 80,545
150,074 186,075 273,088 59,926
167,856 205,576 314,039 71,121
141,131 178,620 271,426 56,057
123,607 147,605 224,723 54,862
131,730 169,718 267,552 58,382
187,833 227,559 350,476 93,758
198,368 236,844 351,589 89,161
176,480 215,946 337,075 89,778
172,104 208,355 330,707 77,857
95,582 117,379 177,754 44,738
129,999 163,773 255,482 56,379
156,447 196,173 304,917 68,472
152,583 186,237 289,222 68,084
162,562 199,835 312,638 84,351
145,821 181,528 285,590 63,240
118,388 147,001 231,373 57,456
159,044 196,055 305,068 79,588
149,068 182,059 276,746 73,079
141,781 176,955 276,727 78,277
131,366 166,063 267,752 61,945
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Piiloha 12 — Informace 0 NG+Col ziskané prostiednictvim Glycolytic Rate Assay

Basal Glycolysis Basal Proton Efflux Compensatory Post 2-DG Acidification
(pmol/min) Rate (pmol/min) Glycolysis (pmol/min) (pmol/min)
123,328 180,326 334,955 67,928
106,834 156,467 297,031 57,246
116,479 166,882 295,782 62,600
122,133 177,885 330,003 69,427
126,086 182,070 337,621 76,093
203,478 265,177 458,939 121,237
205,362 261,387 441,967 104,323
199,602 263,494 466,086 126,648
210,153 275,237 481,303 118,903
172,581 233,269 423,022 110,907
118,334 171,749 314,194 76,191
211,553 271,113 463,497 126,681
227,434 288,421 478,740 133,211
217,120 275,235 468,274 133,932
214,567 278,968 473,183 131,495
187,901 253,085 452,716 124,694
124,258 183,830 332,990 79,678
257,966 305,918 481,242 150,292
238,839 284,131 441,356 138,603
275,749 324,995 497,428 163,137
273,053 325,918 508,886 153,838
238,486 292,017 481,071 142,223
115,420 176,693 323,926 92,029
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Ptiloha 13 — Informace 0 HG+Col ziskané prostirednictvim Glycolytic Rate Assay

Basal Glycolysis Basal Proton Efflux Compensatory Post 2-DG Acidification
(pmol/min) Rate (pmol/min) Glycolysis (pmol/min) (pmol/min)
112,758 146,429 240,120 49,809
134,209 173,052 277,431 53,110
112,646 146,723 237,414 40,497
138,903 179,297 300,535 62,632
141,944 183,008 307,672 65,087
144,171 183,452 298,233 68,600
138,896 179,265 299,157 55,342
213,513 270,073 441,447 101,396
116,674 150,657 238,424 41,962
172,595 227,459 381,998 81,353
152,197 192,494 318,155 61,859
132,555 168,289 277,996 78,023
153,569 202,688 341,010 74,819
176,484 227,433 372,993 87,654
178,177 230,353 366,397 84,569
164,372 213,704 362,944 92,127
159,437 203,869 333,617 70,196
142,743 181,329 297,358 79,128
134,311 172,230 293,193 68,716
175,808 221,161 355,646 84,382
141,975 176,756 269,520 65,270
191,728 232,707 362,916 99,280
190,561 235,611 381,914 92,071
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Piiloha 14 — Informace 0 NG-Col ziskané prostfednictvim Mito Cell Test

Nemitochondr s N Respirace Rezervni
Ry . Bazalni Maximalni - . o an o NN
ialni spotreba respirace respirace Unik protonu | souvisejici se respiracni
kyshkl_n (pmol/min) (pmol/min) (pmol/min) | syntézou ATP kapamtg
(pmol/min) (pmol/min) (pmol/min)
20,67 60,06 103,15 14,07 45,99 43,09
32,31 133,69 302,81 52,64 81,05 169,12
23,92 73,38 129,08 19,05 54,33 55,70
21,71 60,28 107,52 15,31 44,97 47,24
24,57 72,20 133,56 17,61 54,58 61,36
19,67 48,64 82,51 13,64 35,00 33,87
29,62 78,25 108,33 19,24 59,01 30,08
32,18 78,11 124,01 18,74 59,37 45,90
31,50 85,49 139,96 22,86 62,63 54,47
30,42 83,40 136,97 21,50 61,90 53,57
30,88 82,53 135,61 20,74 61,80 53,08
23,76 59,50 111,01 15,75 43,75 51,51
35,59 97,80 164,95 23,24 74,55 67,15
35,10 81,68 153,32 20,51 61,18 71,63
37,27 88,42 155,42 23,03 65,39 67,00
36,28 95,35 157,53 24,69 70,66 62,18
40,57 89,90 153,25 21,94 67,96 63,35
23,81 60,78 112,50 15,54 45,24 51,72
35,89 67,06 117,03 16,95 50,11 49,97
37,45 67,29 131,22 16,91 50,38 63,93
38,24 83,10 140,54 19,50 63,60 57,44
37,94 86,82 146,10 20,76 66,05 59,29
34,98 79,41 126,54 26,72 52,69 47,13
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20,68
28,17
30,84
26,69
28,21
23,73
32,78
33,26
38,34
38,23
37,27
27,90
36,10
38,13
41,57
45,04
51,35
19,70
35,31
38,74
39,11
39,55
41,38

66,41
78,58
90,75
80,73
77,42
80,73
97,75
95,12
102,28
93,58
90,15
80,54
102,55
98,08
101,24
108,76
138,82
68,94
104,59
98,11
97,19
84,01
90,66

104,10
125,71
146,70
122,90
128,39
125,61
160,49
154,37
162,41
144,10
144,48
114,66
170,43
171,84
159,16
193,38
290,43
118,16
174,12
181,63
157,04
139,99
138,83

15,21
19,26
21,28
19,53
19,64
20,48
23,97
21,76
25,17
23,73
23,31
20,49
23,55
24,18
24,60
30,89
47,93
16,48
28,10
25,00
24,00
21,86
23,87

51,20
59,32
69,48
61,20
57,78
60,24
73,79
73,36
77,11
69,85
66,85
60,05
78,99
73,90
76,64
77,87
90,89
52,46
76,50
73,11
73,19
62,14
66,79

37,69
47,13
55,95
42,16
50,97
44,89
62,74
59,25
60,13
50,52
54,32
34,12
67,89
73,76
57,92
84,62
151,61
49,22
69,53
83,52
59,84
55,98
48,17
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25,97
23,87
28,40
20,49
25,99
27,53
34,59
38,34
40,27
38,63
37,27
30,76
38,94
41,20
41,41
41,39
40,82
26,64
44,76
40,95
39,77
41,20
39,24

77,48
76,31
75,55
86,31
81,34
76,01
111,86
106,54
98,51
106,13
101,11
83,54
108,22
105,32
105,43
112,26
111,04
82,34
123,85
93,23
99,86
105,46
92,14

121,52
118,19
116,43
134,07
134,43
123,27
181,38
173,28
152,69
161,93
164,58
144,85
181,91
194,26
175,95
191,68
184,78
137,87
251,01
181,23
181,21
183,80
161,24

19,41
20,33
19,24
22,26
20,32
19,79
29,42
27,55
24,52
25,30
25,26
21,20
26,50
25,08
26,35
28,80
26,39
20,68
47,01
25,34
26,80
25,85
24,61

58,07
55,97
56,31
64,05
61,02
56,23
82,44
78,99
73,99
80,83
75,84
62,34
81,73
80,25
79,07
83,46
84,66
61,66
76,84
67,89
73,06
79,61
67,54

44,04
41,88
40,88
47,76
53,09
47,26
69,52
66,74
54,18
55,81
63,47
61,31
73,69
88,94
70,52
79,42
73,73
55,53
127,16
88,00
81,35
78,34
69,10
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Priloha 15 — Informace 0 NG+Col ziskané prostfednictvim Mito Cell Test

NEREREIEE | 7 Maximélni | - . || IR Rezervni

ialni sp?treba respirace respirace Unik prot_onu souvisejici se respiracni

(plr(rzlgll/lrﬁliln) (pmol/min) | (pmol/min) | (PmOYMI) sy(gtrzf;lj/um?r;l;l) (;(r?]g?/cmltﬁm)
28,07 79,35 139,74 18,08 61,26 60,40
38,59 77,86 155,64 17,99 59,87 77,78
33,51 72,69 140,67 18,83 53,86 67,99
32,73 76,84 139,74 24,74 52,10 62,90
37,53 100,72 162,37 26,30 74,42 61,64
37,06 90,02 144,55 20,09 69,93 54,53
24,06 65,15 117,48 15,18 49,97 52,33
33,22 82,59 145,07 19,28 63,31 62,49
35,23 78,18 154,22 19,89 58,29 76,04
33,92 78,08 138,55 20,21 57,87 60,47
34,76 83,41 148,62 21,26 62,15 65,21
34,90 86,41 155,88 20,50 65,92 69,46
11,75 46,65 78,21 11,18 35,47 31,56
27,73 75,95 130,48 17,51 58,43 54,54
31,99 85,80 154,58 20,49 65,31 68,77
31,86 77,44 136,96 17,50 59,94 59,52
28,33 72,38 121,47 17,76 54,62 49,09
30,89 79,17 141,78 18,19 60,98 62,61
20,72 51,56 90,80 11,54 40,02 39,24
24,78 65,79 115,44 13,58 52,21 49,65
25,93 59,33 108,84 13,61 45,72 49,51
24,46 63,76 114,63 14,80 48,96 50,87
24,88 65,86 117,85 15,38 50,48 51,99
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27,89
38,34
40,94
42,03
39,84
43,66
27,46
35,00
35,92
39,31
39,09
41,55
24,35
43,50
37,88
35,89
39,30
42,38
28,38
30,23
28,99
30,99
32,27

89,93
108,77
102,07
109,82

96,11
104,52

85,44

96,83

90,73

98,04

84,86

90,49

79,00
146,20
100,85

90,53

97,48
106,69

93,96

85,74

84,45

92,74

90,27

156,28
186,42
178,58
184,46
165,39
179,29
148,12
177,09
166,67
175,08
157,68
160,48
135,93
308,79
174,99
160,48
160,37
192,49
158,08
143,61
134,89
160,32
157,51

19,66
24,84
25,15
25,52
23,38
25,42
19,08
23,13
23,13
23,00
21,14
23,64
17,85
74,69
24,87
22,16
25,03
28,34
19,82
20,53
18,91
22,18
20,04

70,26
83,93
76,92
84,30
72,73
79,09
66,36
73,70
67,60
75,04
63,72
66,84
61,15
71,51
75,98
68,37
72,45
78,35
74,14
65,21
65,55
70,56
70,24

66,36
77,65
76,51
74,64
69,28
74,78
62,68
80,25
75,94
77,04
72,82
70,00
56,92
162,59
74,14
69,96
62,89
85,81
64,12
57,87
50,43
67,59
67,24
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30,98
38,42
41,31
39,73
41,01
39,86
32,28
35,29
38,56
38,49
38,60
45,06
24,61
32,13
37,10
36,48
36,88
34,52
26,57
29,37
30,55
27,38
29,42

99,31
108,18
114,09
104,55
114,67

96,35

99,93
109,61
103,72
101,48
105,71
113,39

82,92
108,83
109,33
101,75
107,56
105,00

75,39

86,28

83,03

87,30

84,63

175,67
183,67
204,79
169,06
189,30
165,22
171,58
192,91
192,27
183,36
193,24
215,12
141,35
183,34
194,30
173,17
185,87
184,04
124,59
146,34
133,75
149,12
145,08

23,87
27,91
29,50
28,25
27,74
25,95
24,34
28,24
28,38
25,82
27,41
38,41
19,88
26,50
28,82
25,50
26,62
27,23
19,18
21,39
21,79
19,90
20,00

75,44
80,27
84,59
76,30
86,93
70,40
75,59
81,37
75,33
75,66
78,30
74,97
63,04
82,33
80,51
76,25
80,94
71,77
56,21
64,90
61,24
67,41
64,64

76,37
75,49
90,69
64,51
74,63
68,88
71,65
83,30
88,56
81,87
87,54
101,73
58,43
74,51
84,97
71,42
78,31
79,03
49,19
60,06
50,72
61,82
60,45
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Priloha 16 — Informace 0 HG-Col ziskané prosti‘ednictvim Mito Cell Test

NEREREIEE | 7 Maximélni | - . || IR Rezervni

ialni sp?treba respirace respirace Unik prot_onu souvisejici se respiracni

(plr(rzlgll/lrﬁliln) (pmol/min) | (pmol/min) | (PmOYMI) sy(gtrzf;lj/um?r;l;l) (;(r?]g?/cmltﬁm)
15,71 33,46 55,41 14,27 19,20 21,95
16,36 29,86 55,16 9,30 20,56 25,30
13,17 30,24 52,97 9,88 20,36 22,72
14,67 25,84 42,92 7,98 17,87 17,08
15,24 18,96 36,60 6,41 12,55 17,63
20,71 34,00 57,36 12,60 21,40 23,36
21,28 33,14 49,68 13,74 19,41 16,53
18,24 28,84 44,41 20,98 7,85 15,57
24,52 30,29 56,97 10,83 19,46 26,68
14,53 26,38 35,75 15,49 10,89 9,37
13,14 23,22 41,67 9,02 14,20 18,45
25,28 40,52 75,35 15,39 25,13 34,84
27,59 42,99 76,22 16,06 26,92 33,23
24,97 29,73 54,75 11,08 18,66 25,01
23,41 37,36 73,60 15,13 22,23 36,24
21,10 26,05 50,47 8,73 17,31 24,42
13,64 29,34 54,85 10,25 19,09 25,51
25,95 31,40 54,83 10,96 20,44 23,43
28,00 30,97 65,77 12,36 18,61 34,80
24,09 32,08 46,29 9,61 22,48 14,21
27,60 26,01 47,02 13,95 12,06 21,01
22,11 34,45 56,58 11,54 22,91 22,14
16,56 31,16 49,98 8,70 22,46 18,82
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22,08
24,17
23,07
20,65
17,72
27,25
28,35
25,77
26,01
22,86
15,76
32,65
34,83
31,02
29,35
27,00
17,63
32,21
31,92
31,36
29,74
26,33
18,89

48,53
45,12
51,30
47,32
43,72
58,11
48,87
54,10
50,90
49,83
32,63
56,88
63,12
55,39
56,41
55,09
43,13
54,81
59,13
52,53
51,84
47,17
44,79

78,84
74,01
82,10
73,86
64,73
89,09
69,07
87,81
72,46
66,67
48,36
83,77
95,52
90,36
84,11
78,08
61,94
83,19
78,59
76,46
81,27
68,66
69,86

16,31
13,19
17,13
14,21
14,21
20,69
16,24
18,60
19,76
12,57
11,33
18,74
19,22
19,50
18,58
18,29
14,84
18,58
18,08
18,16
17,20
15,63
14,09

32,23
31,92
34,17
33,10
29,51
37,42
32,63
35,50
31,14
37,26
21,30
38,13
43,90
35,89
37,83
36,81
28,29
36,24
41,04
34,37
34,64
31,54
30,70

30,31
28,90
30,80
26,54
21,01
30,99
20,20
33,71
21,56
16,85
15,73
26,89
32,40
34,97
27,69
22,99
18,80
28,37
19,47
23,93
29,43
21,49
25,07
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21,45
26,85
21,07
21,64
19,82
29,51
29,36
29,17
31,10
27,98
20,06
31,13
34,28
35,23
35,27
30,21
21,20
32,97
33,07
32,60
32,08
31,35
22,20

49,10
53,65
52,37
50,98
51,08
53,05
61,48
57,31
61,17
62,73
34,92
58,49
64,74
63,08
65,19
62,53
46,73
66,05
63,02
62,93
58,88
68,44
43,94

66,00
95,95
82,62
85,66
75,95
84,81
94,88
83,16
92,39
97,28
49,36
81,69
106,91
106,04
99,43
95,92
72,27
102,62
87,89
99,09
84,91
100,54
63,09

17,63
16,45
20,16
16,35
18,73
19,80
21,53
21,17
20,82
21,65
12,21
18,41
22,17
23,61
22,02
21,69
16,30
21,22
22,02
22,22
21,13
22,92
15,29

31,48
37,20
32,22
34,63
32,35
33,25
39,95
36,14
40,36
41,07
22,71
40,08
42,57
39,47
43,17
40,84
30,43
44,83
41,00
40,71
37,74
45,52
28,65

16,90
42,30
30,25
34,68
24,87
31,77
33,40
25,85
31,21
34,55
14,44
23,21
42,18
42,96
34,24
33,39
25,54
36,57
24,87
36,15
26,03
32,10
19,15
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Piiloha 17 — Informace o HG+Col ziskané prostiednictvim Mito Cell Test

Nemitochondr s N Respirace Rezervni
iy > Bazalni Maximalni - . & am N
ialni spotreba respirace respirace Unik prot_onu souvisejici se respiracni
kyshkl_n (pmol/min) (pmol/min) (pmol/min) | syntézou ATP kapamtg
(pmol/min) (pmol/min) (pmol/min)
31,61 48,75 76,77 12,22 36,54 28,02
28,35 50,90 91,79 16,35 34,55 40,89
26,37 39,16 68,63 12,68 26,48 29,47
27,11 56,85 85,74 16,78 40,07 28,89
24,74 41,81 68,81 13,04 28,77 27,00
19,95 46,51 88,48 13,91 32,60 41,97
20,02 42,03 72,86 13,89 28,14 30,83
26,57 47,83 86,64 15,10 32,74 38,81
26,40 48,25 86,35 16,08 32,17 38,09
24,79 43,19 83,44 14,47 28,72 40,25
21,18 45,18 82,71 14,49 30,69 37,54
18,60 32,24 64,38 9,06 23,18 32,15
22,35 43,51 83,59 13,77 29,75 40,08
22,25 39,40 65,28 13,47 25,93 25,88
19,40 32,02 61,55 9,94 22,09 29,52
10,97 31,74 51,47 13,13 18,62 19,73
19,49 37,60 64,78 14,01 23,59 27,18
13,07 35,82 67,21 10,91 24,91 31,39
20,09 37,36 71,69 11,55 25,81 34,33
16,63 38,54 67,80 11,96 26,58 29,26
19,89 38,57 76,09 12,49 26,08 37,52
17,18 42,03 85,22 11,26 30,77 43,19
16,52 41,67 84,19 11,38 30,30 42,52
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35,86
37,88
33,33
32,03
29,74
21,65
34,19
32,86
31,98
36,76
28,32
18,54
31,38
32,37
30,36
28,55
29,82
14,57
24,15
23,90
21,33
21,95
21,37

72,40
81,18
63,84
66,29
64,49
53,04
62,18
67,98
58,07
72,32
53,29
46,93
58,42
71,57
59,43
65,41
69,96
45,46
61,42
66,01
50,12
56,56
55,07

117,61
123,22
102,67
107,08
105,57
93,07
103,11
107,48
96,25
129,60
95,72
81,23
99,83
115,76
102,62
117,74
131,34
79,40
110,27
115,30
89,65
92,98
104,68

26,68
21,07
17,81
20,19
20,17
15,41
19,81
18,80
18,32
28,46
17,12
14,34
19,23
20,08
16,61
20,89
26,77
13,46
21,13
18,93
14,71
14,19
15,91

45,72
60,11
46,03
46,10
44,31
37,63
42,37
49,19
39,75
43,86
36,17
32,59
39,19
51,49
42,82
44,52
43,19
32,00
40,29
47,08
35,41
42,37
39,17

45,21
42,04
38,83
40,79
41,08
40,03
40,93
39,50
38,19
57,28
42,43
34,29
41,41
44,19
43,20
52,33
61,38
33,94
48,85
49,29
39,53
36,42
49,61
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32,95
35,27
33,54
34,57
32,83
23,91
35,19
33,36
33,88
32,10
30,58
24,62
31,69
31,03
29,06
36,85
26,20
21,37
24,37
23,28
23,37
23,14
21,06

62,52
69,78
77,13
71,44
74,49
51,88
72,65
73,45
68,74
71,05
71,38
58,25
79,15
74,79
75,56
69,21
76,39
54,87
66,40
57,51
55,75
61,40
62,81

91,84
115,33
126,06
119,32
123,88

87,59
129,00
124,99
119,69
116,10
139,37
103,91
144,86
138,60
130,73
120,19
140,24
93,86
118,21
102,93
98,66
114,36
101,58

20,26
21,32
25,57
24,32
25,29
16,33
26,26
22,75
21,15
24,97
23,20
16,49
25,41
23,33
22,64
19,80
23,62
15,74
21,49
18,48
17,75
17,52
17,69

42,26
48,47
51,55
47,12
49,20
35,55
46,39
50,70
47,59
46,08
48,18
41,76
53,74
51,46
52,92
49,40
52,77
39,13
44,92
39,03
38,00
43,88
45,12

29,32
45,55
48,93
47,88
49,39
35,70
56,35
51,54
50,95
45,04
67,99
45,66
65,71
63,81
55,17
50,98
63,85
38,99
51,81
45,41
42,91
52,96
38,77
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Piiloha 18 — Obecny protokol Cell Mito Stress Test
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Piiloha 19 — Obecny protokol Glycolytic Rate Assay
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