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ABSTRAKT

Mitochondrie jsou semiautonomni organely obsahujici vlastni DNA. Lidska
mitochondridlni DNA (mtDNA) kéduje celkem 37 genti: 13 podjednotek komplexti
systému oxidacni fosforylace (OXPHOS), 22 molekul transferovych RNA (tRNA) a 2
molekuly ribosomalni RNA (rRNA). Patogenni mutace v genech spojenych s
mitochondrialni translaci jsou Castou pfi¢inou vzniku mitochondridlnich onemocnéni.
Tyto mutace mohou byt nalezeny v mtDNA, nebo v jadernych genech kodujicich
mitochondridlni tRNA a aminoacyl-tRNAsynthetasy. Mitochondridlni aminoacyl-
tRNAsynthetasy (mt-aaRS) jsou enzymy katalyzujici pfipojeni jednotlivych
aminokyselin ke specifickym tRNA.

Cilem bakalafské prace bylo sezndmeni se s praci v laboratofi tkanovych kultur.
Vramci piipravy vzorkd pro nasledujici experimenty byly kultivovany kozni
fibroblasty od péti pacientti s poruchou mt-aaRS (44RS2, DARS2, NARS2, SARS2) a
kontrolnich linii v glukosovém a galaktosovém médiu. Nésledné byl optimalizovan
postup pro stanoveni rovnovazného mnozstvi vybranych podjednotek komplext
systtmu OXPHOS, ktery byl aplikovan pfi analyze fibroblastl od péti pacientd
s poruchou mt-aaRS. Pii kultivaci bun¢k v glukosovém mediu bylo u ¢tyt pacientd
pozorovano sniZzeni hladin nékterych podjednotek komplexu I, komplexu III a
komplexu IV systému OXPHOS. Pokud byla v médiu, jako zdroj sacharidl, pouZzita
galaktosa bylo patrno, Ze nedochdzi ve fibroblastech pacientii k redukci podjednotek
komplexii syst¢ému OXPHOS. Dale byla prokdzana nutnost pouZiti vékoveé kompatibilni
kontroly se skupinou pacientii. V rdmci bakalatské prace bylo potvrzeno, Ze fibroblasty
od dosp¢lé kontroly nejsou vhodné ke srovnani s fibroblasty pediatrickych pacientii od

pul roku do ttech let veéku.

KLICOVA SLOVA

mitochondrie, mitochondridlni translace, mitochondridlni aminoacyl-tRNAsynthetasy,

kultivované kozni fibroblasty



ABSTRACT

Mitochondria are semi-autonomous organelles that contain their own DNA.
Human mitochondrial DNA (mtDNA) encodes a total of 37 genes: 13 subunits of
oxidative phosphorylation complexes (OXPHOS), 22 transfer RNA (tRNA) molecules
and 2 ribosomal RNA (rRNA) molecules. Pathogenic mutations in genes associated
with mitochondrial translation are a common cause of mitochondrial disease. These
mutations can be found in mtDNA or in nuclear genes encoding ribosomal proteins,
initiation, elongation and termination factors, mitochondrial tRNA-modifying enzymes
and aminoacyl-tRNA synthetases. Mitochondrial aminoacyl-tRNA synthetases (mt-
aaRS) are enzymes that catalyse the addition of single amino acids to specific tRNAs.

The aim of the bachelor thesis was an introduction to the work in the tissue
culture laboratory. To prepare samples for the following experiments, skin fibroblasts
from five patients with mt-aaRS disorders (44RS2, DARS2, NARS2, SARS?2) and control
lines were cultured in glucose and galactose media. Subsequently, the procedure for
determining the equilibrium amount of selected subunits of the OXPHOS complexes
was optimized and applied to the analysis of fibroblasts from five patients with mt-aaR'S
disorder. When the cells were cultured in glucose medium, decreased levels of some
subunits of complex I, complex III and complex IV of the OXPHOS system were
observed in four patients. When galactose was used as a carbohydrate source in the
medium, it was evident that there was no reduction of OXPHOS system complex
subunits in the fibroblasts of the patients. Furthermore, the necessity of using an age-
matched control group of patients was demonstrated. The thesis confirmed that
fibroblasts from adult control is not suitable for comparison with fibroblasts from

paediatric patients aged half to three years.

KEYWORDS
mitochondria, mitochondrial translation, mitochondrial aminoacyl-tRNA synthetases,

cultured skin fibroblasts
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 MITOCHONDRIE

Mitochondrie jsou semiautonomni organely, ve kterych se odehrdvd mnoho
bunécnych procesti (Picard akol., 2016). Jsou hlavnim mistem syntézy ATP (Gray
1992; Margulis 1996). Mitochondrie obsahuji sviij vlastni genom a neustale prochazeji
procesem fragmentace a fuze (Chen a Chan, 2005). Podle endosymbiotické teorie jsou
mitochondrie pfimym potomkem eubakteridlniho endosymbionta. Protoeukaryoticka
hostitelska buiika s anaerobnim heterotrofnim metabolismem pohltila aerobni bakterii
a-proteobakterii v procesu endocytozy. VEtsi ¢ast ptivodniho bakterialniho genomu byla
prenesena do jadra, ¢imz se bakterie stala plné zavislou na hostitelské bunce. Nékolik
proteinii vSak unikatné¢ zlstalo kédovano mitochondridlni DNA (mtDNA) (Sagan
1967). Mitochondrie je rozdélena pomoci dvou membran na nékolik kompartmentt.
Vnéjs$i mitochondridlni membrana odd€luje mitochondrii od cytosolu a wvnitini
mitochondrialni membrana rozd¢€luje vnitfek mitochondrie na mezimembranovy prostor
a mitochondridlni matrix. Vnitini membrana je uspotfadana do krist (Chan 2006).
Mitochondrie maji Gstfedni roli v energetickém metabolismu buiiky. Cast energie
pochézejici z oxidace zivin je uvnitf mitochondrii pfeménéna na ATP. Tento proces je
zavisly na pfisunu kysliku. Produkce mitochondridlniho ATP probihd pomoci systému
oxida¢ni fosforylace (OXPHOS, z angl. oxidative phosphorylation system)

lokalizovaném na vnitini mitochondridlni membrané (Chan 2006).

1.2 SYSTEM OXIDACNIi FOSFORYLACE

Systétm OXPHOS (obrazek 1, str. 13) je sloZen ze ¢tyf komplext dychaciho
fetézce (KI-1V), ATP syntasy (KV) a dvou elektronovych ptenasect (ubichinon,
cytochrom c) (Garone a kol. 2018). Redukované formy NADH a FADH2 vzniklé pii
glykolyze, oxidaci mastnych kyselin a v Krebsové cyklu jsou energeticky bohaté
molekuly, které poskytuji elektrony do dychaciho fetézce. Komplexy dychaciho fetézce
pfenaseji elektrony postupné, az nakonec redukuji kyslik na vodu. Elektrony pfi migraci
skrze komplexy dychaciho fetézce konaji elektrickou praci a postupné uvoliovani

energiec b&hem pienosu elektrond se vyuzivda k pumpovani protontt (H') do
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mezimembranového prostoru (Reid a kol. 1966). Vznikly protonovy gradient je poté
vyuzit ATP syntasou k syntéze ATP z ADP a volného fosfatu (Pi) (Boyer 1997).

Komplex I (KI) je multiproteinovy komplex s celkovou hmotnosti piiblizné 1
MDa. U clovéka je slozen ze 44 podjednotek, z nichz je 7 kddovano mtDNA (Zhu a kol.
2016). Komplex I ptispiva k produkci bunééné energie pienosem elektronii z NADH na
ubichinon spojeny s translokaci protonti pfes membranu (Letts a Sazanov 2015).

Komplex II (KII) je pfiblizné 140 kDa velky proteinovy komplex (Whitehouse a
Moore 2013), ktery je soucasti Krebsova cyklu 1 respiracniho fetézce. V ramci
Krebsova cyklu oxiduje sukcindt na fumarat. KII pienasi elektrony na ubichinon. Je
jediny respiracni komplex, ktery neCerpa protony pies vnitini mitochondridlni
membranu (Hégerhdll 1997). VSechny 4 podjednotky KII jsou jaderné kodované
(Rasheed a Tarjan 2018).

Komplex III (KIII) pfedstavuje 240 kDa velky enzymovy komplex slozeny z 11
podjednotek (Lee a kol. 1995) z nichz pouze jedna je kdédovana mtDNA (Vercellino a
Sazanov 2022). KIII ptijima elektrony z ubichinolu generovanych na KI a KIII a dale je
pfedava na cytochrom c, dal§imu elektronovému pienaseci v ramci systému OXPHOS,
ktery ptivadi elektrony na komplex IV (Lee a kol. 1995).

Komplex IV (KIV) piijima elektrony dodané cytochromem c (a tim jej oxiduje),
aby redukoval kyslik na vodu, navic prenasi H™ do mezimembranového prostoru za
kaZzdou molekulu cytochromu ¢ (Yoshikawa a Shimada 2015). KIV piestavuje posledni
komplex dychaciho fetézce. U c¢loveka je piiblizné 200 kDa velky a slozen ze 14
ruznych podjednotek (Zong a kol. 2018). Ti1 mitochondrialné kédované podjednotky
jsou soucasti katalytického jadra enzymového komplexu (Vercellino a Sazanov 2022).

Komplex V (KV), neboli ATP syntasa vyuZiva protonovy gradient tvofeny
komplexy I - IV na vnitini mitochondrialni membrané k tvorbé ATP z ADP a Pi (Stock
a kol 2000). Lidska ATP syntasa je ptiblizn€ 650 kDa velky komplex tvoten 18 riznymi
podjednotkami, kdy mitochondridlné€ jsou kodovany dvé z nich a ostatni podjednotky

jsou kodovany jadernymi geny (von Ballmoos a kol. 2008).
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Elektronovy transportni fetézec ATP synthasa
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Komplex | Komplex|l Komplexil  Komplex IV Komplexy

Obrazek 1: Schematické znazornéni systému OXPHOS v mitochondriich. Elektrony z NADH
a FADH2 putuji elektronovym transportnim fetézcem, ¢imz tvofi protonovy gradient na vnitini
mitochondrialni membran€, ¢ehoz vyuziva ATP syntasa pro tvorbu ATP z ADP a Pi (Stock a kol. 2000),
upraveno (Szabo a kol. 2020). Q-10 (ubichinon/ubichinol) je elektronovy prenase¢ mezi KI a KIII a mezi
KII a KIII. Cyt ¢ — cytochrom c slouzi jako elektronovy pfenase¢ mezi KIII a KIV. Zkratky: MMP:
mezimembranovy prostor, VMM: vnitini mitochondrialni membrana.

1.3 GALAKTOSA JAKO ZDROJ ENERGIE

Galaktosa je jednim z monosacharidii, které jsou soucasti sacharidii v potrave.
Metabolismus galaktosy v lidskych bunkéch je slozity proces, ktery se sklada ze tri
hlavnich krokti. Prvnim krokem je vstup galaktosy do bunky, pomoci specifickych
galaktosovych transportéri (Novotny a kol. 2016). Tyto transportéry se nachazeji na
povrchu bunék a ptrenasSeji galaktosu z vnéjsiho prostfedi do nitra buniky. Nasledné
dochazi k pfeméné galaktosy na glukosu. K této pfeméné dochazi v nékolika krocich a
14). Glukosa, ktera vznikla z galaktosy, se dale metabolizuje buiikou jako bézny zdroj
energie. Vyuziti glukosy zahrnuje glykolyzu, Krebstv cyklus a oxidacni fosforylaci
(Holden a kol. 2003).
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Obrazek 2: Schéma metabolismu galaktosy. Galaktosa je nedfive, pomoci (1), fosforylovana na
galaktosa-1-P. Nasledné dochdzi ke dvéma moznostem. Prvni moznosti je vznik UDP-galaktosy pomoci
(2). UDP-galaktosa je nasledné¢ izomerovana pomoci (4) na UDP-glukosu. Druhou moznosti je pomoci
(3) za ptitomnosti UDP-glukosy vznik opét UDP-galaktosy, kterd je opét izomerovana pomoci (4) na
UDP-glukosu. UDP-glukosa pfedava UDP skupinu na galatosu-1-P za vzniku glukosy-1-P a UDP-
galaktosy. Glukosa-1-P je pomoci (5) pfeménéna na glukosu-6-P, ktera nasledné sméfuje do anaerobni
glykolyzy (Holden a kol. 2003). Vytvofeno v programu biorender.com.

1.4 LIDSKA MITOCHONDRIALNI DNA

Mitochondrie jsou jediné organely, které obsahuji vlastni genom. Lidska mtDNA
(obrazek 3, str. 15) je kruhova molekula s délkou 16,5 kbp, kterd se sklada z lehkého a
tézkého vldkna. mtDNA se nachdzi v mitochondridlni matrix, kde je lokalizovana
spolecné s replikacnim DNA aparatem. Apardt genové exprese syntetizuje zakladni
slozky dychaciho fetézce kddované mtDNA (Nicholls a Fergusson 2013). Lidska
mtDNA koduje 37 genli: 2 ribosomalni ribnonukleotidové kyseliny (rRNA), 22
transférovych RNA (tRNA) a 11 mediatorovych RNA (mRNA) kodujicich 13
polypeptidii (Crews a kol. 1979). U savct je mtDNA jednozna¢né dédéna od matky
(Giles a kol. 1980). Kvtli absenci histont a dalSich strukturnich proteinli je mtDNA
nachylnéjsi k poskozeni ve srovnéni s jadernou DNA (Yakes a Van Houten 1997). D
smycka prestavuje nekddujici oblast mtDNA a je regulaénim elementem pro replikaci a
transkripci (Chang a Clayton 1985). Kazdé buiika obsahuje az stovky mitochondrii, kdy
kazda mitochondrie obsahuje 2-10 molekul mtDNA. Z toho vyplyva, Ze kazda bunka
muze obsahovat deset az n€kolik tisic kopii mtDNA, zélezi na typu bunky (Burger a

kol. 2004).
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Obrazek 3: Schématické znazornéni lidské mitochondridlni DNA. Mitochondridlni DNA kéduje 37
genl pro 2 rRNA, 22 tRNA a 11 mRNA koédujicich 13 polypeptid. Pfevzato a upraveno (Rackham a
Filipovska 2022).

1.5 MITOCHONDRIALNI REPLIKACE, TRANSKRIPCE A
TRANSLACE

I kdyzZ mtDNA koéduje jen 13 podjednotek komplexi OXPHOS obsahuje
mitochondrie svilj vlastni replikacni a proteosynteticky aparat, jehoz vSechny slozky
jsou kédovany jadernou DNA (Anderson a kol. 1981).

Replikace mtDNA probiha nezavisle na bunééném cyklu. Nejznadméjsi proteiny,
které tidi proces replikace jsou mitochondridlni DNA polymerasa y (Hance a kol. 2005),
twinkle DNA helikasa (Tyynismaa a kol. 2004), mitochondridlni RNA polymerasa,
protein vazajici jednovlaknovou DNA, RNAsa H1(Cerritelli a kol. 2003) a DNA ligasa
IIT (Simsek a kol. 2011).

Transkripéni apardt mitochondrii je viceslozkovy systém skladajici se z
katalytické podjednotky mt-RNA polymerasy a nékolika pfidatnych transkripénich
faktorti. Tento aparat katalyzuje vSechny hlavni transkripcni stupné, véetn€ rozpoznani
promotoru, iniciace promotorove specifické transkripce, elongace a terminace. VSechny
proteiny transkripéniho mechanismu jsou jaderné kédované. Uspésna transkripce
produkuje polycistronni RNA transkript, zpracovany tak, aby produkoval zralé RNA
(Borst 1972).
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Zatimco komponenty a mechanismy translace jsou dobie charakterizovany pro
bakteridlni a eukaryotické cytoplazmatické systémy, o syntéze mitochondridlnich
proteinti je toho zndmo mnohem mén¢ (Smits a kol. 2010). Zakladni mitochondrialni
elongacni a termina¢ni translaéni faktory, mitochondridlni ribosomdlni proteiny,
mitochondridlni ~ aminoacyl-tRNAsynthetasy = a  methionyl-tRNAtransformylasy
(Spremulli a kol. 2004).

Mitoribosomy jsou slozeny z velké a malé podjednotky (O’Brien 1971). Dosud se
predpoklada, ze savci mala podjednotka se sklada z 12 S mt-rRNA a 30 proteint. Savci
velkéd podjednotka se sklada z 16 S mt-rRNA a 53 proteinti (Greber a kol. 2015). Prvni

krok syntézy proteinu, iniciace, zahrnuje zapojeni mitochondridlni mRNA, selekci

.....
.....

.....

mtlIF3. Nedostatek mtIF1 v mitochondriich je kompenzovan inzerci domény specifické
pro mitochondrie do mtIF2, ktera zabraiiuje pfed¢asnému akomodaci tRNA v misté¢ A
mitoribosom piemisti podél transkriptu mRNA a pfeméni genetickou informaci na
aminokyselinovou sekvenci polypeptidu. Proces probihéd ve tiech cyklech: dekodovani
kodonu mRNA pomoci specifické tRNA, tvorba peptidové vazby a translokace modulu
mRNA—RNA. Zikladni mechanismus elongace zistava zachovan u vsech ribosomu
(Ott a kol. 2016).

do mitoribosomalniho aminoacyla¢niho mista komplexem elongacniho termo
nestabilniho faktoru (mtEFTu, z angl. mitochondrial elongation factor thermo unstable)
(Larsen a kol. 2005). Spravna akomodace aminoacyl-tRNA v aminoacylovém misté
umoziiuje druhy krok prodluzovani reakci peptidyltransferasy, pro kterou jsou
substratem tRNA nesouci rostouci polypetidovy fetézec a aminoacyl-tRNA (Zeviani a
Di Donato 2004). Posledni krok procesu prodluzovéni, jmenovité translokace, zahrnuje
vysoce presny pohyb mRNA s navazanou tRNA piesné o tfi nukleotidy v ramci. Béhem
tohoto procesu se tRNA deacetylovaného peptidylového mista a tRNA aminoacylového
mista nesouci polypeptidovy fetézec posunou do exitového mista a peptidylového mista
v daném potadi. Transferova RNA je z exitového mista nasledné vytlatena. V

mitochondriich se vyvinuly dva homology bakterialniho prodluzujiciho faktoru
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mtEFGI1 (z angl. mitochondrial elongation factor G1) a mtEFG2 (z angl. mitochondrial
elongation factor G2). Zatimco mtEFGI1 je nutny pro transla¢ni elongaci, mtEFG2
iniciuje Stépeni mitoribosomalnich podjednotek na konci translacniho cyklu (Bonawitz

a kol. 2006).

1.5.1 MITOCHONDRIALNiI AMINOACYL-tRNASYNTHETASY

Mitochondrialni aminoacyl-tRNAsynthetasy (mt-aaRS) jsou skupinou jaderné
kodovanych enzymu, které katalyzuji konjugaci kazdé z 20 aminokyselin k jejich
specifické molekule tRNA prostiednictvim dvoufazové reakce (Delarue 1995). Dvé
lidské mitochondridlni aaRS jsou kodovany stejnymi geny jako jejich cytosolické
analogy (glycyl-tRNAsynthetasa, lysyl-tRNAsynthetasa). Ostatni mitochondridlni aaRS
maji vlastni gen (Garin a kol. 2020). U lidi existuji aaRS specifické pro mitochondrie
pro 17 z 20 proteinogennich aminokyselin (Bonnefond a kol. 2005). Geny pro tyto
proteiny jsou obecné oznacovany jako ARS2. Vyjimkou je gen glycyl-tRNAsynthetasy
(GARS), ktery pouziva alternativni startovaci sekvenci ke kodovani jak cytosolarnich,
tak mitochondridlnich enzymi (Shiba a kol. 1994), a gen lysyl-tRNAsynthetasy
(KARS), ktery vyuziva alternativni sestiih k vytvoreni odliSnych mRNA (Tolkunova a
kol. 2000). V obou ptipadech se cytosolarni a mitochondridlni enzymy li§i pfedevSim
pfitomnosti, nebo nepfitomnosti N-terminalni mitochondridlni cilici sekvence.
Mitochondriadlni  glutamin-tRNA  vznikd transamidaci glutamyl-tRNA pomoci
glutamidtRNA-dependentniamidotransferasy (Echevarria a kol. 2014). Po Uplné
translaci jsou jadern¢ kodované mt-aaRS udrzovany v inaktivni formé prostrednictvim
asociace s riznymi chaperony a nasledné translokovany do mitochondrie. Signal pro
transport drtivé vEétSiny proteinli matrix a vnitfni membrany zahrnuje N-termindlni
presekvenci, kterd slouzi jako mitochondrialni cilici sekvence (MTS, z angl.
mitochondrial target sequence). MTS se bézn¢ sklada z 20—60 aminokyselin, které tvoii
kladné nabitou amfifilni strukturu a-helix s nabojem +3 az +6 (Vogtle a kol. 2009) Tato
presekvence je rozpoznana translokasami na vnéjsi mitochondridlni membrané (TOM, z
angl. translocase of outer membrane) (Bausewein a kol. 2017). Translokasa vnitini
mitochondrialni membrany (TIM z angl. translocase of inner membrane) tvoti kanal do

matrix, kterym prochazi prekurzorovy protein. Pomoci specifické mitochondridlni
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procesni peptidasy nachdzejicich se v matrici se je odStépena MTS, ¢imz se vytvaii
zraly funk¢ni protein (Mossmann a kol. 2012).

U nc¢kolika mt-aaRS byly popsany i alternativni funkce. Mitochondrialni
tryptophanyl-tRNAsynthetasa reguluje hustotu sit¢ kapilar v srdci potkana. Inhibici
tohoto enzymu dochdzi k snizeni tvorby vaskularniho endotelialniho riistového faktoru
(Wang a kol. 2016). Mitochondridlni cysteinyl-tRNAsynthetasa u mySich a lidskych
bunék se kriticky podili na mitochondrialni biogenezi a energetickém metabolismu tim,

ze jeji funkce souvisi s tvorbou persirani (Akaike a kol. 2017).

1.5.1.1 MECHANISMUS AMINOACYLACE tRNA

Transferovda RNA (tRNA) je adaptorova molekula slozend z RNA (obrazek 4A,
str. 19), typicky o délce 76 az 90 nukleotidl (u eukaryot) (Sharp a kol. 1985), ktera
slouzi jako fyzické spojeni mezi mRNA a aminokyselinovou sekvenci proteini. CCA
konec je konzervovand sekvence na 3' konci molekuly tRNA. Aminokyselina se
pfipojuje k tRNA pomoci aaRS za vzniku aminoacyl-tRNA kovalentni vazbou k 3'-
hydroxylovou skupinu na CCA konci (Ibba a S611 2000). Tato sekvence je dilezita pro
rozpoznani tRNA enzymy a pii prekladu zsekvence mRNA do sekvence proteinti
(Sprinzl a Cramer 1979).

Aminoacylace tRNA je dvoukrokou reakci, jejiz pribéh znazoriuje obrazek 5 (str.
20). V prvnim kroku, se tvoii 5'-aminoacyladenylat. Ve druhém kroku se tvofi ,,nabita“
aminoacyl-tRNA. Enzymy aaRS tfidy II (pf. threonyl-tRNAsynthetasa, fenylalanyl-
tRNAsynthetasa a alanyl-tRNAsynthetasa) katalyzuji nukleofilni pfenos na adenylat
pomoci 3'-hydroxylu. Enzymy tfidy 1 (pf. leucyl-tRNAsynthetasa, isoleucyl-
tRNAsynthetasa a valyl-tRNAsynthetasa) pouzivaji 2'-OH pro pocatecni reakci pred
transesterifikaci do polohy 3'- (L1 a kol. 2015).
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Obrazek 4.: A) Zobrazeni molekuly tRNA. Transferova RNA slouzi jako fyzické spojeni mezi mRNA a
aminokyselinovou sekvenci proteinti. Na 3' konci tRNA se nachazi konzervovana sekvence CCA, pomoci
niz se aminokyselina prostfednictvim aaRS ptipojuje k tRNA za vzniku aminoacyl-tRNA (Ibba a Soll
2000). Pfevzato a upraveno z (Hardin 2012). B) Znazornéni vazebnych mist na aaRS. V prvnim kroku
se na aminokyselinové vazebné misto navazuje specifickd aminokyselina a ATP, nasledné se odstépi
pyrofosfat (PPi). Ve druhém kroku se na druhé vazebné misto navazuje specificka tRNA, a odstépi se
AMP, upraveno (Ganesh a Maerkl 2022).

Aminokyseliny maji mnohem mensi velikost, nez tRNA a tak je obecné pro
vSechny aaRS k dispozici méné chemickych skupin, které¢ by odliSily specifické
aminokyseliny od ostatnich. Obecné jsou aminokyseliny rozpoznavany na zéaklad¢
jejich velikosti, funkéni skupiny a schopnosti vazat se s kovovymi ionty pfitomnymi v
aktivnim misté enzymu (Banerjee a kol. 2010).

Kazda aaRS ma specifické vazebné misto pro tRNA (obrazek 4B, str. 19). Vybér
specifické tRNA je zasadni pro zajiSténi funkEnosti translace. Pocatecni vazba tRNA na
aaRS je rychla a nespecifickd a fidi se elektrostatickou interakci. Pfi pocatecni vazbé
zajist'uji specifické interakce mezi tRNA a aaRS rozpoznani spravné tRNA. Specifické
interakce se tvofi pomaleji, doprovazené konformac¢nimi zménami v aktivnim misté
aaRS. Interakce jsou zprostfedkovany prvky identity, jako jsou modifikované
nukleotidy, konzervované zbytky, vrstveni bazi a rtizné délky ramen tRNA (McClain a

Foss 1988).

19



NHz"

aminokyselina

aminoacyl-tRNA

Obrazek 5: Mechanismus aminoacylace tRNA. V prvnim kroku, se tvoii 5'-aminoacyladenylat. Ve
druhém kroku se tvofi ,,nabitd“ aminoacyl-tRNA. AARS tfidy II katalyzuji nukleofilni atak na adenylat
pomoci 3'-hydroxylu. Enzymy tfidy I pouzivaji 2'-OH pro pocatecni reakci pted transesterifikaci do
polohy 3'-. Pfevzato a pielozeno (Li a kol. 2015).

1.5.1.2 PATOGENNI MUTACE MITOCHONDRIALNICH AMINOACYL-
tRNASYNTHETAS

Prvni souvislost mezi mutacemi postihujici mt-aaRS a lidskym onemocnénim se
datuje do roku 2007, kdy byla mutace v genu DARS2, kdédujici mitochondridlni
aspartyl-tRNAsynthetasu spojeny s leukoencefalopatii s postiZzenim mozkového kmene,
michy a zvysSenou hladinou laktatu (Scheper a kol. 2007). Od té doby bylo objeveno
mnoho dalSich patogennich mutaci a k dneSku bylo identifikovano v 17 z 19 gent
kodujicich mt-aaRS. VSechny dosud popsané mutace vedou k autosomalnim recesivnim
porucham. NejcastéjSimi chorobami jsou hluchota, epilepsie, hypotonie, a retinopatie
spojena se slepotou. Pacienti jsou bud’ slozenymi heterozygoty (s obéma recesivnimi
alelami pro stejny gen mutovanymi na rizném mist€) nebo homozygoty (s ob&éma
recesivnimi alelami pro stejny gen identicky mutovanymi na stejném misté) (Moulinier

a kol. 2017).
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Mutace ve vazebnych mistech pro aminokyselinu, ATP, nebo konzervované¢ho
konce CCA na tRNA vede k absenci katalyzy, nebo zhorSené katalyze v zavislosti na
urovni konzervace a strukturalni roli. Pro specificitu a pevnou vazbu se dostupné oblasti
aaRS vazou na specifickou tRNA na vice mistech na jejim povrchu. Mutace na
vazebnych rozhranich mohou zménit dynamiku a sklddani proteinovych zbytki, coz
vede ke ztraté specifiCnosti vazby. Navic aaRS casto tvoii oligomery a mutace mohou
ovlivnit oligomerizaci, coz vede k neaktivnim formam, Spatné¢ slozenym, nebo
agregovanym proteiniim. Mutace na pozicich daleko od znamé klicové funkéni oblasti
mohou stale vést ke Skodlivym G€inklim. Mutaci zakryté aminokyseliny se miize zménit
komunikace mezi jednotlivymi doménami (napt. mezi vazbou prvku identity tRNA a
mistem katalyzy). Podobn€ mutace vyskytujici se v oblasti, kde se nevaze zddny znamy
substrat, mutze stale zasahovat prostiednictvim molekuldrniho pieuspofadani a

dynamiky, do vazby k substratu (Sissler a kol. 2017).
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2 CiL PRACE

Cilem bakalaiské prace bylo v liniich koznich fibroblasti s poruchou
mitochondrialnich aminoacyl-tRNAsynthetas (A44RS2, DARS2, NARS2, SARS?2)
studovat dopad tohoto defektu na komplexy sytému oxidacni fosforylace ve srovnani s
kontrolnimi liniemi pti kultivaci za riznych podminek.

Specifickymi cili prace bylo:

1) Osvojeni si prace v laboratofi tkanovych kultur;

2) Optimalizace podminek analyzy rovnovazného mnozstvi vybranych podjednotek
komplexti systému oxidacni fosforylace;

3) Stanoveni rovnovazného mnoZstvi vybranych podjednotek komplexd systému
oxidatni  fosforylace v  péti liniich koznich fibroblasti s poruchou
mitochondrialnich aminoacyl-tRNAsynthetas (44RS2, DARS2, NARS2, SARS2) v

médiich obsahujici jako zdroj sacharidi galaktosu, nebo glukosu.
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3 MATERIAL

3.1 BIOLOGICKY MATERIAL

Biologickym materidlem pro bakalaiskou praci bylo 5 linii koznich fibroblastt od
pacientll s poruchou v aminoacyl-tRNAsynthetasach (tabulka 1) a 3 kontrolni linie
koznich fibroblasti. Tato studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci
Svétové 1ékarské asociace a byla schvalena Etickou komisi pro Iékaiskou etiku
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze a 1. l1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy. Pro

vSechny koZni biopsie byl ziskan informovany souhlas rodict.

Tabulka 1: Buné¢né linie koZnich fibroblastii péti pacientii s poruchou v genech pro mitochondrialni
aminoacyl-tRNAsynthetasy. Tabulka znazorfiuje rok narozeni, vék v dobé odbéru materiadlu v mésicich,
postizeny gen a popis jeho mutace u jednotlivych pacientti. Pacient P1 je homozygot, ostatni pacienti P2 —
P4 jsou sloZeni heterozygoti.

veék v dobé
rok odbéru postizeny

pacient | narozeni | materidlu | gen varianty

P1 2011 6m AARS2 c.[1774C>TT;c.[1774C>T],(p-Arg592Trp)
c.[228-10C>A];[1894C>T],

P2 2006 26 m DARS?2 (p-Arg76Serfs*5);(p.Arg632%*)
c.[523T>A];[749G>A],

P3 2020 9m NARS?2 (p-Phel75Ile);(p.Arg250GlIn)
c.[83 84del];[1339A>G],

P4 2016 13m NARS? (p-Leu28GInfs*17);(p.Met447Val)
c.[1204 _1204delC];[1292G>A],(p.Arg402Alafs*4

P5 2011 39m SARS?2 9); (p.Arg431His)

m:meésice
kontrolni linie koznich fibroblastu:

e K1: neonatalni kontrola ATCC® PCS-201-010™
e K2: komerc¢ni kontrola ATCC® CRL-2450™

e K3 zdrava dospéla kontrola (zena, narozena v roce 1986, rok odbéru 2014)
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3.2 CHEMIKALIE

-mercaptoethanol
Aminopersiran (APS)
Akrylamid

Antibiotikum + Antimikotikum (ATB)
BCA Protein Assay Kit
Bisakrylamid

Bromethanol

Bromfenolovd modf

Hovézi sérovy albumin (BSA)
Coomassie briliant Blue R-250
CuSOq4

Deoxycholat sodny

Denaturovany ethanol

Dialyzované fetalni hovézi sérum (FBS)

Dodecylsiran sodny
Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Fetalni hovézi sérum (FBS)
Galaktosa

Glutamin

Glycin

HCI 35%

Kyselina octova

Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA)

Methanol
N’N’-Methylen-bis-Akrylamid
NaCl

Pierce™ BCA Protein Assay

Priméarni protilatky: myssi

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
BIOSERA, Francie

Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA

Fagron, CR

PAN™ BIOTECH Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

PAN™ BIOTECH Némecko
Sigma-Aldrich, USA

PAN™ BIOTECH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

Penta, CR

Penta, CR

Sigma-Aldrich, USA

Penta, CR

Sigma-Aldrich , USA
Sigma-Aldrich USA

Thermo scientific, USA

anti-NDUFA9, anti-MTNDS, anti-SDHA, anti-UQCRC2, anti-MTCYB, anti-MTCO?2,

anti-COX5a, anti-ATPB, anti-MTATP6

Abcam, UK

Primarni protilatky: kréali¢i. anti-MTNDS, anti-a tubulin, anti-f aktin Abcam, UK

Primarni protilatky: krali¢i (anti-p-aktin, anti-a-tubulin)

Cell Signaling, USA



Protease inhibitor cocktail

See blue Prestained protein marker

Super Signal West Femto Maximum sensitivity substrate
Susené mléko Laktino

Temed

Tricin

Trisma base (Tris-HCI)

Triton X-100

Trypsin-EDTA

Tween20

3.3. KULTIVACNI MEDIA

Galaktosové médium:

Glukosové médium:

Medium pro hladovéni bunék:

200 mmol/l Pyruvat sodny, 3,7 g/l NaHCO3

3.4 PUFRY A ZASOBNIi ROZTOKY

APS 10% (v/v)

Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Thermo Scientific, USA
Promil, CR

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Biosera, Francie

Sigma-Aldrich, USA

PAN™ BIOTECH, Némecko
4,5 g/1 galaktosa, 200 mmol/l pyruvat sodny, 3,7g/1 NaHCO3

PAN™ BIOTECH, Némecko
4,5 g/l glukosa, 200 mmol/l pyruvat sodny, 3,7g/l NaHCO3

PAN™BIOTECH, Némecko

Akrylamid 49,5% [48% (v/v) akrylamid; 1,5% (v/v) bisakrylamid]

Anodovy pufr [100 mM Tris-HCI; pH = 8,9]

Barvici roztok [0,25 % (w/v) Coomassie Briliant Blue R 250; 45 % (v/v) methanol; 10

% (v/v) kyselina octova]

Barvici roztok [0,25% (w/v) Coomasie briliant Blue R-250; 45% (v/v) Methanol; 10%

(v/v) kyselina octova]

BCA (kyselina bicinchoninova) standard [4% BSA — 40 mg rozpusténo v 1 ml

lyzaéniho pufru (RIPA+PIC)]

Blokovaci roztok [2,5 g suseného mléka Laktino; 50 ml TBS]
Blotovaci roztok [0,4 g suSeného mléka Laktino; 20 ml TBS]

CuS04 4% [4g rozpustény ve 100ml dH»0]
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EDTA [100 mM; 5 M NaOH; pH = 7,4]

Gelovy pufr [3 x koncentrovany: 3 M Tris-HCI; pH = 8,45; 0,3% (w/v) dodecylsiran
sodny]

Katodovy pufr [100 mM Tris-HCI; 100mM Tricin; pH = 8,25]

Odbarvovaci roztok [25% (v/v) methanol; 10% (v/v) kyselina octova]

Odbarvovaci roztok [25,5 % (v/v) denaturovand ethanol; 8 % (v/v) kyselina octova]
Fosfatovy pufr (PBS) [1,37 M NaCl; 43 mM Na;HPOg4; 27 mM KCI; 15mM KH>PO4]
RIPA [50 mM Tris-HCI; pH=7,4; 150 mM NaCl; 1 mM fenylmethylsulfonyl fluorid; 1
mM kyselina ethylendiamintetraoctova; 1% (v/v) Triton X100; 1% (w/v) deoxycholat
sodny; 0,1% (w/v) dodecylsiran sodny; 1% (v/v) PIC]

TBS [20 mM Tris-HCI; 137 mM NaCl; pH = 7,5]

TBST [20 mM Tris-HCI; 137 mM NaCl; pH = 7,5; 0,1% (v/v) Tween]

Transferovy pufr [25 mM Tris-HCI; 192 mM glycin; 10% (v/v) metanol; 0,02% (w/v)
dodecylsiran sodny]

Vzorkovy pufr [4 x koncentrovany: 50 mM Tris-Cl; pH = 6,8; 12% (v/v) glycerol; 4%
(w/v) dodecylsiran sodny; 2% (v/v) B-merkaptoetanol; 0,01% (w/v) bromfenolova
modi; 1% PIC]

3.5 PRISTROJE A POMUCKY

3D michacka Heidoloph, Némecko
Analytické vahy ABT 220-50M Kern, Némecko
Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN 3 Cell Bio-Rad, USA
Automatické pipety Eppendorf, Némecko
Centrifuga Biofuge 28RS Heraeus Sepatech, Némecko
Centrifuga Mikro 200 Hettich Zentrifugen, Némecko
Centrifuga Universal 32R Hettich Zentrifugen, Némecko
Elektroforeticky zdroj PowerPac Basic, Bio-Rad, USA
ELISA reader Scepter PowerWave Agilent Technologies, USA
Inkubator MCO-18 AIC Sanyo, Japonsko
Laminarni box Clean Air Schoeller, Nizozemsko
Mikroskop Eclipse Ti2 Nikon, Japonsko
Kahan Fuego SCS pro WLD-TEC, Némecko
Odséavacka VHC pro vacuubrand, Némecko
PVDF membrany Millipore, USA
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Spotiebni material: kultivaéni lahve 25 cm? a 75 cm?, serologické pipety 10 ml, $picky,

plastové zkumavky, stiikacky, jehly, 96 jamkové desticky, 0,22 um filtry

pH metr 774 Metrohm, Svycarsko
Predvazky KERN, Némecko
Quantity One Bio-Rad, USA
Susicka geli Biometra, Némecko
Systém gelové dokumentace DigiGenius Syngene, USA
Termoblok Labnet, USA
Termostat AccuBlock Digital Dry Bath Labnet, USA
Trans-Blot Turbo Bio-Rad, USA
Vortex-Genie 2 Scientific Industries, USA
Whattmantv papir Millipore, USA
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4 METODY A POSTUPY

4.1 POSTUP PRO KULTIVACI FIBROBLASTU

4.1.1 PRIPRAVA MEDIA

Pted kultivaci bun¢k byla média upravena.

K 500 ml glukosovému médiu bylo pfidano 5 ml ATB a 50 ml FBS (z angl. fetal bovine
serum).

K 500 ml galaktosového média bylo ptidano 5 ml ATB a 50 ml FBS a 2,25 g galaktdzy.
K 500 ml média pro hladovéni byly ptidany 2 mM glutaminu, 5 ml ATB a 50 ml FBS.

4.1.2 KULTIVACE V GLUKOSOVEM MEDIU

Fibroblasty pacientl a kontrol byly rozmrazeny a piidany do 5 ml glukosového
média. Nasledn& byly kultivovany v 25 ¢cm? kultivaéni lahvi. Po 1 dni bylo médium
odsato a buiky byly promyty od zbylého DMSO. Nasledné bylo pridano 5 ml nového
glukosového média a kultivace bunék probihala 6 dni. Poté doslo k pasaZzovani z 25 cm?
do 75 cm? kultiva¢ni lahve tak, Ze bylo odsito médium, buiiky byly promyty PBS a
nasledné byl pfidan 1 ml trypsinu, aby se buniky uvolnily od dna lahve. Buiky byly
v trypsinu inkubovéany pii 37 °C 10 minut. Nasledn¢ bylo do lahve ptfiddano 10 ml
média, v némz byly buiiky rozsuspendovany a cely objem byl pienesen do 75 cm?
baiiky. Dalsi kultivace probihaly stejnym zplsobem. Bunky byly sklizeny pii 80 %
konfluenci tak, Ze bylo odsadto médium, buiiky byly omyty 5 ml PBS a nasledné byl
pfidan 1 ml trypsinu. Buiiky v trypsinu byly inkubovéany pii 37 °C 10 minut. Nasledné
bylo pfiddino médium, jimz byly vSechny kultivacni lahve s trypsinem promyty a
médium s buikami bylo pfiddno do plastové zkumavky. Poté byly
bunky centrifugovany po dobu 5 minut pti 500 g pti laboratorni teploté. Supernatant byl
odsan. Peleta bun¢k v 15 ml plastové zkumavce byla resuspendovana v 3 ml PBS a
buiikky znovu centrifugovany. Nasledné byla peleta bunék pienesena do 1,5 ml
mikrozkumavky, znovu zcentrifugovana a byl odsan vSechen supernatant a peleta bunék

zamrazena do - 80 °C.

28



4.1.3 KULTIVACE V GALAKTOSOVEM MEDIU

Ve chvili, kdy byl nakultivovano od kazdého pacienta i kontroly dvé kultivacni
lahve 75 cm? fibroblastll, bylo odsato glukosové médium, fibroblasty byly omyty 2x 5
ml PBS a nasledné bylo pfiddino médium pro hladovéni. V tomto médiu byly bunky
ponechany 6 hodin. Po 6 hodindch bylo médium pro hladovéni odsato a nasledn¢ bylo
pridano galaktosové médium. Bunky byly v tomto médiu ponechany 5 dni. Po 5 dnech

byly bunky sklizeny a peleta bunék byla zamrazena do - 80 °C.

4.2 PRIPRAVA VZORKU NA ELEKTROFOREZU V
POLYAKRYLAMIDOVEM GELU V PRITOMNOSTI
DODECYLSIRANU SODNEHO

K peleté bun&k z2x 75 cm? kultiva¢nich lahvi fibroblastli bylo ptidano 150 pl
smési lyzaéniho roztoku (RIPA, z angl. radioimmunoprecipitation assay) pufru s 1%
inhibitorem proteas (PIC, z angl. protease inhibitor cocktail) a diakladné
zhomogenizovano. Nasledné byl vzorek inkubovan 20 minut na ledu a kazdych 5 minut
intenzivné michan. Po skonceni inkubace byla smés stocena 20 minut pii 50 000 g a
4°C. Supernatant byl pfenesen do CcCist¢ a nachlazené 1,5 ml mikrozkumavky a

skladovan v - 80 °C.

4.3 STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU A OPTIMALIZACE
NANASKY VZORKU

Koncentrace proteini byla stanovena pomoci metody kyseliny bicinchoninové
(BCA, z angl. bicinchonic acid) na spektrofotometru ELISA reader Scepter pfi vlnové
délce 562 nm. Pro sestrojeni kalibra¢ni ptimky byla pfipravena kalibra¢ni fada roztokt
hovéziho sérového albuminu (BSA, z angl. bovine serum albumin) podle

tabulky 2 (str. 30).
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Tabulka 2: Kalibra¢ni Fada roztoku BSA.

Koncentrace BSA | objem(ul) Standardu o | Objem roztoku

(ng/ml) koncentraci (4000 | RIPA+PIC
pg/ml) oy

0 0 1600

125 50 1550

250 100 1500

500 200 1400

1000 400 1200

2000 800 800

4000 1600 0

Ve vzorcich kontrol a pacientli byla stanovena koncentrace proteini metodou
BCA. Byl smichan BCA standard s 4% CuSO4 v poméru 50:1. Do 96 jamkové desticky
byly pfidany 2 pl vzorku v tripletu, nebo 2 pl standardu v doubletu a 200 pl roztoku
BCA s 4% CuSOs. Nasledné byla provedena spektrofotometrickd analyza pii vinové
délce 562 nm. Z predpisu funkce kalibracni zavislosti byla vypocitdna koncentrace
proteinll. Podle namétené koncentrace byl pfipraven vzorek na elektroforézu v prostiedi
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE, z angl. sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide
gel electrophoresis) pro nanasky: 2,5 pug; 5 ug; 7,5 pg proteinu na gel. Takto ptipraveny
vzorek byl uloZen do -20 °C. Bezprostiedné pred nanesenim na gel byl inkubovan 30

minut v 37 °C s 4x vzorkovym pufrem.

4.4 POSTUP PRO PROVEDENI ELEKTROFOREZY

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE, z angl. sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis) byla
provadéna za ucelem rozdéleni proteinli podle jejich molekulové hmotnosti. Byl
pfipraven stojan na nalévani gelu. Na ledu v kddince byla pfipravena smés na 12%
separacni gel (tabulka 3, str. 31) a nalita pomoci pipety mezi skla. Nasledné byla vrstva
separa¢niho gelu pfevrstvena destilovanou vodou. Gel byl ponechén 1 hodinu ztuhnout
pfi laboratorni teploté. Na ztuhly separacni gel byl nanesen 4% zaostfovaci gel (tabulka

4, str. 31) a vloZen hieben a ponechan 30 minut ztuhnout.
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Tabulka 3: SloZeni 12% separacniho gelu.

12% separaéni gel, mnozstvi pro | Objem
2 gely

ddH2O 4,215 ml
Gelovy pufr 3,3ml
49,5% Akrylamid 2,4 ml
10% APS 50 pl
Temed S5ul

Tabulka 4: SloZeni 4% zaostirovaciho gelu.

4% separani gel, mnozstvi pro 2 | Objem
gely

ddH>O 5,8 ml
Gelovy pufr 3,3 ml
49,5% Akrylamid 0,8 ml
10% APS 120 pl
Temed 12 pul

Byla sestavena aparatura pro vertikalni elektroforézu se zatuhnutymi gely a
hfebenem. Do aparatury byl nalit katodovy pufr mezi skla a anodovy pufr do
elektroforetické vany. Hieben byl opatrn€ odstranén, jamky pod proudem promyty
katodovym pufrem pomoci stfikacky a jehly. Do jamek bylo naneseno 5 pl standardu
molekulovych hmotnosti (See blue Prestained protein marker). Nasledné¢ byly do
dalSich jamek naneseny pfipravené vzorky. MnozZstvi proteinu v kazdé jamce bylo 2,5
ng, S ug, nebo 7,5 pug. Aparatura byla uzaviena vikem a ptipojena ke zdroji. Zdroj byl
po dobu 30 minut nastaven na 40 V. Po zaostfeni vzorkill na hrané separacniho gelu bylo
napéti zvyseno na 90 V a ponechdno separaci po dobu 1,5 hodiny. Po vyjeti modrého

¢ela byl zdroj vypnut a elektroforéza rozebrana. Pomoci paky byl vyjmut gel ze skel a
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oznacena orientace na levém dolnim rohu. Nasledné byla provedena metoda western

blotu.

4.5 WESTERN BLOT

Po dokonceni separace pomoci SDS-PAGE byl gel vyjmut, uvolnéno kryci sklo,
odstranén 4% zaostfovaci gel a v levém dolnim rohu byl ofiznut kousek gelu, kvuli
orientaci. Gel byl ekvilibrovan v transferovém pufru po dobu 30 minut na 3D michacce.
Podle velikosti gelu byla nastiihana polyvinylidendifluoridova (PVDF) membréna a 6x
Whatmaniv papir. PVDF membréna byla aktivovana po dobu 15 sekund ve 100 %
methanolu, nasledné byla inkubovéna 5 minut v destilované vodé a poté ekvilibrovana
15 minut v transferovém pufru.

Nésledné na katodé blotu byl sendvi¢ sestaven tak, Zze (od spoda nahoru) byl
navrstven 3x Whatmantiv papir, membrana, gel a opét 3x Whatmantv papir. Kazda
vrstva sendvi¢e (mimo gel) byla uvélena, tak aby mezi jednotlivymi vrstvami neztstaly
vzduchové bubliny, a po uvéleni sendvice, byl sendvi¢ pokapan cca 5 ml transferového
pufru. Ptebyte¢ny transferovy pufr byl odsan kapatkem. Elektrody byly zamdeny,
vloZeny do pfistroje a 7 minut blotovany pomoci semi-dry western blot — trans turbo
blot, 1,3 A. Po skonceni programu byla aparatura a blotovaci sendvi¢ rozebrany. Byla
oznacena orientace PVDF membrany ustfizenim levého horniho rohu a ponechdna
dikladné vyschnout stranou s proteiny orientované nahoru (pfes noc pii laboratorni
teploté). Pro kontrolu kvality ptenosu byl gel inkubovan v barvicim roztoku pfes noc na
3D tiepacce a nasledné odbarven odbarvovacim roztokem. Po dostatecném odbarveni
byl gel oplachnut 10 minut v destilované vod¢ a susen na susicce geld 1,5 hodiny pii 90

°C.

4.6 IMUNODETEKCE

Ususena PVDF membrana s proteiny byla po dobu 15 sekund aktivovana
v methanolu. Membrana byla poté ponofena do destilované vody. Destilovand voda
byla odlita a k membrané byl pfidan roztok 1x trisma fosfatovém pufru (TBS, z angl.
trisma base buffer) a ponechan inkubovat 10 minut. Smichdnim odtu¢néného mléka s

1x TBS byl ptipraven 5% blokovaci roztok mléka v TBS. Membrana byla blokovana na
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michacce 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Smichanim odtu¢néného mléka s 1x trisma
fosfatovym pufrem tween (TBST, z angl. trisma base buffer) byl ptipraven 2% roztok
mléka s TBST. V tomto roztoku byly fedény priméarni protilatky podle tabulky 5.
Membrana po blokovani byla oplachnuta 3x 10 min v 1x TBS. Po oplachnuti byla
membrana ponechéna inkubovat v roztoku s primarni protilatkou po dobu 2 hodin na
3D michacce pfti laboratorni teploté. Byl ptipraven 2% roztok mléka v TBST sekundérni

protilatky odpovidajici fedéni sekundarni protilatky podle tabulky 5.

Tabulka 5: Redéni primarni a sekundarni protilatky jednotlivych znaenych podjednotek
komplexi systému OXPHOS.

komplex/protilatka | fedéni primdrni protilatky [fedéni sekundarni protilatky P
protilatky

KI/anti-NDUFA9 7 :20000 1:2500 mysi
KI/anti-MTND5 1:2500 1:2500 kralici
KIl/anti-SDHA 1 :20000 1:2500 mysi
KlIII/anti-UQCRC2 1:20000 1:2500 mysi
KIIl/anti-MTCYB 7 : 20000 1:2500 mysi
KIV/anti-MTCO2 1 :4000 1:2500 mysi
KIV/anti-COX5a 1 : 4000 1:2500 mysi
KV/anti-ATPB 7 : 20000 1:2500 mysi
KV/anti-MTATP6 1 : 4000 1:2500 mysi
anti-pB-aktin 1:2500 1:2500 kralici
anti-o-tubulin 1 : 4000 1:2500 krali¢i

Membrana po skoneni inkubace s primarni protilatkou byla opladchnuta 3x 10
min v 1x TBST pufru. Nésledné¢ byla membrana inkubovéana v roztoku se sekundarni
protilatkou po dobu 1 hod na 3D michacce pii laboratorni teploté. Po skonceni inkubace
se sekundarni protilatkou byla membréana oplachnuta 3x 10 min v 1x TBST a 1x 10 min
v TBS pufru. Na membranu byl nanesen vyvolavaci roztok west femto a bylo
provedeno vyvoldavani na pfistroji Syngene. Vyhodnoceni intenzity signdlu, bylo

provedeno pomoci programu Quantity One (BioRad).
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5 VYSLEDKY

5.1 SEZNAMENI SE S PRACI V LABORATORI TKANOVYCH
KULTUR

Prvnim cilem bakalarské prace bylo seznameni se s praci v laboratofi tkanovych
kultur. V rdmci ptipravy vzorkl pro nésledujici experimenty byly péstovany fibroblasty
péti pacientd a kontrolnich linii v glukosovém a galaktosovém médiu. Builky byly
sklizeny pfi konfluenci pfiblizné 80 %. Pted sklizenim byla kultura bunék vyfocena na
svételném mikroskopu. Pro zobrazeni morfologickych odliSnosti byla vybrana kontrolni
bunécna linie fibroblastii K1 a fibroblasty pacienta P4 (obrazek 6, str. 35). Fibroblasty
pacienta P4 ve srovnani s kontrolou K1 byly vice protahlé. Ostatnich linii pacientskych
fibroblasti vykazovaly podobnou strukturu. Bunky pacientli i kontrol se zmnozovaly
v galaktosovém médiu, v porovnani s ristem v glukosovém médiu pomaleji. Nejvetsi
casova narocnost kultivace fibroblasti byla pozorovana u pacienta P4 v glukosovém i
galaktosovém médiu. Celkem bylo pro potieby bakalarské prace napéstovano tficet dva
75 c¢cm? kultivaénich lahvi, které byly sklizeny do pelet a pouzity pro nésledné

experimenty.
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Zvétseno 10x

zvétéeno 10x = 5 zvétseno 10x

Obrazek 6: Zobrazeni kultivovanych koZnich fibroblastii od pacienta P4 a kontroly K1 ve fazovém
rozhrani (Mikroskop Eclipse Ti2). Fotografie znazoriiuje tvar a mnozstvi kultivovanych koznich
fibroblast kontroly K1 a pacienta P4 v glukosovém (glc) a galaktosovém (gal) médiu pied sklizenim.
Fibroblasty P4 ve srovnani s K1 byly vice protahlé.

5.2 OPTIMALIZACE PODMINEK ANALYZY ROVNOVAZNEHO
MNOZSTVi PODJEDNOTEK KOMPLEXU SYSTEMU OXIDACNI
FOSFORYLACE

V ramci druhého cile bakaldiské prace byly optimalizovany podminky SDS-
PAGE elektroforézy, western blotu a imunodetekce pro stanoveni rovnovazného
mnozstvi vybranych podjednotek komplexti systému OXPHOS. Bylo analyzovano
mnozstvi podjednotek komplexu KI (NDUFA9, MTNDS5), KII (SDHA), KIII
(UQCRC2, MTCYB), KIV (COX5a, MTCO2) a KV (ATPB, MTATP6). Jako kontrola
spravné nanasky byly znaeny [-aktin a a-tubulin (cytoskeletarni proteiny). Pomoci
metody BCA byla stanovena kalibra¢ni piimka (obrazek 7, str. 36). Z rovnice piedpisu
regresni pifimky (obrazek 7, str 36) byla pak vypoctena koncentrace proteinii ve
vzorcich lyzéatlh koznich fibroblastli kontroly K1 a K2 péstovanych v glukosovém

mediu.
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Obrazek 7: Kalibra¢ni primka stanoveni koncentrace proteini metodou BCA. Graf zavislosti
absorbance na koncentraci BSA. Rovnice znazorfiuje predpis regresni pfimky. Hodnota R2 zna¢i miru
spolehlivosti vysledku.

Podle koncentrace byl vypocitan objem naneseny na gel, aby mnozZstvi
nanesené¢ho proteinu odpovidalo 2,5 pg, 5 ug a 7,5 pg. Kzaostfeni jednotlivych
nanaSek byl zvolen 4% zaostfovaci gel. Separace proteinli metodou SDS-PAGE byla
provedena v 12 % separa¢nim gelu. Elektroforéza probihala pfi napéti 40 V 30 minut a
90 V 90 minut. Pro pfenos proteinli z gelu na PVDF membranu byl pouzit semidry
western blot pomoci pfistroje Transturbo blot. Cas pienosu byl 7 minut a velikost
elektrického proudu byla zvolena 1,3 A/ecm? Pro imunodetekci jednotlivych
podjednotek komplextit OXPHOS a kontrolnich proteint bylo pouzito fedéni protilatek
popsané v tabulce 5 na strané¢ 33. Obrazek 8 predstavuje detekci rovnovazného
mnozstvi vybranych podjednotek komplexi syst¢ému OXPHOS v kontrolnich
fibroblastech K1 a K2 kultivovanych v glukosovém médiu pfi riznych mnozstvich
proteinu nanesen¢ho na gel (2,5 pug, 5 ug a 7 pug). Jako optimalni mnozstvi nanasky bylo
pro dalsi experimenty zvoleno mnoZzstvi 7,5 pg proteinu. Linearita signalu jednotlivych
protilatek byla splnéna v dostatecném dobré kvalité. ProtoZe obé kontroly K1 i K2 byly

neonatalniho ptivodu pro nésledujici analyzy byla zvolena jen kontrola K1.
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Obrazek 8: Analyza rovnovazného mnozstvi vybranych podjednotek komplexi systému OXPHOS v
kontrolnich fibroblastech K1 a K2 kultivovanych v glukosovém médiu. Separace proteini byla
provedena metodou SDS-PAGE v 12 % gelu nasledovana western blotem a imunodetekeci se specifickymi
protilatkami. Vizualizace byla provedena viz. metodika kapitola 4.6.

5.3 STANOVENI ROVNOVAZNEHO MNOZSTVi VYBRANYCH
PODJEDNOTEK KOMPLEXU OXPHOS U PACIENTU
S PORUCHOU AMINOACYL-tRNASYNTHETAS

Tretim cilem bakalaiské prace bylo stanoveni rovnovazného mnoZstvi
vybranych podjednotek komplexii syst¢tmu OXPHOS pomoci metody SDS-PAGE
(obrazek 9, 38)
mitochondrialnich aminoacyl-tRNAsynthetas (44RS2,

str. u péti  linii koZznich fibroblasti s poruchou
DARS2, NARS2, SARS2)
kultivovanych v médiich obsahujici jako zdroj sacharidii galaktosu nebo glukosu. Ve
vzorcich lyzath fibroblasti pacienti P(1-5) a kontrol K1 a K3 v kultivovanych v

glukosovém a galaktosovém mediu byla z rovnice regresni pfimky (obrazek 7, str. 36)
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vypocteny koncentrace proteinti. Mnozstvi proteinu nanesené¢ho na gel bylo u vsech
vzorkid 7,5 pg.

V ptedeslém cili bakalaiské prace byl optimalizovan postup SDS-PAGE, ktery
byl pouzit 1 vtomto experimentu. Jako kontroly byly zvoleny linie fibroblasti od
komeréné dostupné zdravé neonatalni kontroly (K1) a linie fibroblastii ziskand od
dospélé zdravé zeny (K3). Jako kontrolni proteiny byly vyuzity B-aktin a o-tubulin
(obrazek 9, str. 38).

Glukosa Galaktosa

T ——— —— D D . w— — oy, ni-NOUFAY

Komplex |

anti-MTND5S
S S G e S S se— - - SRUZSDHA Komplex Il
-—-"-“--h—-- anti-UQCRC2

Komplex 111

anti-MTCYB

anti-COX5a

Komplex IV

—— -n- --..---- anti-MTCO2

_--—---------- ant=ATEB

g Komplex V

— A — . — — - .w anti-MTATP6

-------------- $atl-pAktin

A S S S S S G ont-a Tubulin

Obrazek 9: Analyza rovnovazného mnoZstvi vybranych podjednotek komplexu systému OXPHOS
u péti linii  koznich  fibroblasti  pacienti s poruchou  mitochondridlnich aminoacyl-
tRNAsynthetas (AARS2, DARS2, NARS2, SARS2) kultivovanych v médiich obsahujici jako zdroj
sacharidii galaktosu nebo glukosu. Separace proteinti byla provedena metodou SDS-PAGE v 12 % gelu
nasledovana western blotem a imunodetekci. Vizualizace byla provedena viz. metodika kapitola 4.6.

Pro vyhodnoceni intenzity signalu jednotlivych protildtek byl pouZit program
Qantity One (Bio-Rad). Intenzita signalu byla vztaZzena na intenzitu signdlu anti-a-
tubulinu. Tato hodnota pak byla vyjadfena jako procento ve vztahu k 100 % kontroly
K1 péstované v glukose nebo galaktose (tabulka 6 str. 40). Data byla vynesena do

tabulky a vizualizovdna v podminéném formatovani.
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Z hodnot z tabulky 6 vyplyva, Ze pii kultivaci v glukosovém mediu dochazi u
pacienti P3, P4 a P5 k redukci mnozstvi podjednotky komplexu I (NDUFA9) a u
pacienta P5 1 podjednotky MTNDS. U pacient P1, P2 a P3 pak bylo pozorovano mirné
snizeni mnozstvi podjednotky komplexu III (UQCRC?2). U pacienta P3 byla detekovéana
mirna redukce mnozstvi podjednotek komplexu IV (MTCO2) a komplexu V
(MTATP6). Mnozstvi ostatnich podjednotek u pacientd pii kultivaci v glukosovém
mediu bylo v norm¢, nebo naopak navyseno. Z kvantifikace také vyplyva, ze dochazi ke
snizeni mnozstvi podjednotek komplexu I (NDUFA9, MTNDS5) a komplexu III
(UQCRC2) u kontroly K3 ve srovnani s kontrolou K1 pfi péstovani v glukosovém
mediu.

Pokud byla v médiu, jako zdroj sacharidd, pouzita galaktosa je patrné, Ze
nedochdzi k takové redukci podjednotek komplexii syst¢ému OXPHOS u pacientl
s poruchou mitochondridlnich aminoacyl-tRNAsynthetas, jako jsme pozorovali pfi
pestovani v glukosovém mediu. Pfi srovnani s kontrolou K1 bylo detekovéno pouze
mirné snizeni mnozstvi podjednoteky komplexu V (ATPB) u pacienta P3 a podjednotky
komplexu I (NDUFA9) a komplexu III (MTCYB) u pacienta P5. Trend upregulace
mnozstvi témet vSech sledovanych podjednotek komplextit OXPHOS byl pozorovan u
pacienta P1. Je patrné, Ze pti kultivaci v tomto mediu uz neni rozdil mezi kontrolou K1
a K3 tak vyrazny a dochazi pouze k mirné redukci mnozstvi podjednotek komplexu II

(SDHA) a podjednotky komplexu III (MTCYTB).

39



Tabulka 6: Relativni intenzita signalu jednotlivych protilatek vztaZena na intenzitu signalu anti-o-tubulinu vyjadiena jako 100% kontroly K1 v glukesovém nebo
galaktosovém mediu. Linie koZnich fibroblastli pacientl (P1-5) s poruchou mitochondrialnich aminoacyl-tRNAsynthetas (44RS2, DARS2, NARS2, SARS?2) a kontrol K1 a
K3 kultivovanych v médiich obsahujici jako zdroj sacharidii galaktosu nebo glukosu byly analyzovany metodou SDS-PAGE v 12 % gelu nasledovana western blotem a

imunodetekeci.

glukosové médium

galaktosové médium

K1 P1 P2 P3 P4 P5 K3 K1 P1 P2 P3 P4 P5 K3
anti-NDUFA9/anti-a tubulin (%) | 100,0 99,6 90,6 47,4 65,6 19,0 73,7| 100,0| 137,0| 119,5 95,1 81,5 75,9 85,0
anti-MTND5/anti-a-tubulin (%) | 100,0| 103,7| 112,4| 103,1 95,9 70,6 40,0 100,0 92,1 94,1 109,3| 121,9| 139,9 137,7
anti-SDHA/anti-a tubulin (%) 100,0| 120,2 89,9 88,2 | 134,7 95,2 80,6| 100,0| 122,6| 102,6 97,2| 103,4 93,3 73,3
anti-UQCRC2/anti-a tubulin (%) | 100,0 78,2 63,8 74,4 123,0 90,0 72,7| 100,0| 1459| 120,6| 114,2| 135,1| 152,6 178,9
anti-MTCYB/anti-a tubulin (%) 100,0| 134,4| 108,4 83,8| 127,6| 117,5 87,0/ 100,0| 111,2 98,3 90,2 85,0 77,7 72,2
anti-COX5a/anti-a tubulin (%) 100,0 138,0| 113,2 84,4| 146,7| 104,0| 109,7| 100,0| 153,8| 112,7| 110,8| 136,7| 125,6 112,3
anti-MTCO2/anti-a tubulin (%) 100,0| 121,6 91,8 61,8 106,2| 122,9| 114,0| 100,0| 1459 | 124,9| 108,2| 125,5| 121,1 115,6
anti-ATPB/anti-a tubulin (%) 100,0 97,1 79,2 72,2| 110,3| 103,7 85,0 100,0| 125,7 82,9 74,0 89,1 82,7 86,5
anti-MTATP6/anti-a tubulin (%) | 100,0[ 141,8| 116,8 86,0| 155,6( 107,1| 116,9| 100,0| 149,4| 124,0| 116,4| 139,3| 1434 163,7
anti-B-aktin/anti-a tubulin (%) 100,0 | 144,0| 134,6| 1450| 178,2| 132,4| 148,5| 100,0| 125,1| 100,6| 100,4 90,6 89,1 79,9
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Nasledn¢ bylo srovndno mnozstvi vybranych podjednotek komplexit OXPHOS
u kontrol K1 a K3 pii kultivaci v glukosovém a galaktosovém mediu. Intenzita signalu
jednotlivych protilatek byla vztaZzena na intenzitu signalu anti-a-tubulinu. Tato hodnota
pak byla vyjadfena jako procento ve vztahu k 100 % pftislusné kontroly péstované
v glukose (tabulka 7). Data byla vynesena do tabulky a vizualizovana v podminéném
formatovani (tabulka 7). Z analyzy vyplyva, ze krom¢ podjednotky komplexu I
(MTNDS5) doslo knavySeni mnozstvi vSech ostatnich sledovanych podjednotek
v galaktosovém pii1 srovnani s glukosovym médiem. U kontroly K3 je toto navySeni
jesté patrnéj$i zejména pak u podjednotky komplexu I (MTNDS5), komplexu III
(UQCRC2) a komplexu V (MTATP6).

Tabulka 7: Relativni intenzita signalu jednotlivych protilatek vztaZena na intenzitu signalu anti-a-
tubulinu vyjadiena jako 100% kontroly K1 v glukosovém nebo galaktosovém mediu. Linie koZnich
fibroblasti kontrol K1 a K3 kultivovanych v médiich obsahujici jako zdroj sacharidd galaktosu (gal)
nebo glukosu (glc) byly analyzovany metodou SDS-PAGE v 12 % gelu nésledovana western blotem a
imunodetekci.

K1 (glc) | K1 (gal) | K3 (glc) | K3 (gal)

anti-NDUFA9 / anti-a tubulin (%) | 100,0| 125,5| 100,0|144,6855
anti-MTNDS5 / anti-a-tubulin (%) | 100,0 73,2| 100,0| 251,935
anti-SDHA / anti-a tubulin (%) 100,0| 128,4| 100,0|97,41293
anti-UQCRC2 / anti-a tubulin (%) | 100,0| 109,5| 100,0|269,4233
anti-MTCYB / anti-a tubulin (%) 100,0| 173,7| 100,0|144,0994
anti-COX5a / anti-a tubulin (%) 100,0| 121,8| 100,0|124,7104
anti-MTCO2 / anti-a tubulin (%) 100,0| 110,1| 100,0| 111,711
anti-ATPB / anti-a tubulin (%) 100,0| 119,6| 100,0|121,8107
anti-MTATP6 / anti-a tubulin (%) | 100,0| 150,4| 100,0|210,5832
anti-B-aktin / anti-a tubulin (%) 100,0| 134,8| 100,0|72,57362




6 DISKUZE

V ramci bakalatské prace byly kultivovany kozni fibroblasty kontrol a pacient
s poruchou aminoacyl-tRNAsynthetas v glukosovém a galaktosovém médiu.
V piredchozi studentské praci z Laboratofe pro studium mitochondrialnich poruch byl
optimalizovan postup pro péstovani bun€k v galaktosovém médiu (Kedrova 2014).
Tento postup byl aplikovan i pfi kultivaci fibroblastii nasich pacient. V minulosti byla
metoda pestovani pacientskych bunék v galaktosové médiu vyuzivana pii diagnostice
mitochondrialnich onemocneni. Pacientskeé bunky s poruchou
pyruvatdehydrogenasového komplexu, komplexu I a komplexu IV pii kultivaci v
galaktosovém mediu ztraci viabilni schopnosti (Robinson a kol. 1992). V ptipad¢ nasSich
kultivaci nebyl tento jev pozorovan.

Druhy cil bakalaiské prace byl zaméfen na optimalizaci podminek pro analyzu
rovnovazného mnozstvi vybranych podjednotek komplexti systému OXPHOS. V ramci
bakalaiské prace byla sledovana vzdy jedna podjednotka z komplexu OXPHOS
kédovana jaderné a jedna podjednotka kodovana mtDNA. U komplexu I byly
analyzovany podjednotky NDUFA9 a MTNDS. NDUFA9 je jaderné¢ kodovana
podjednotka se strukturni a stabiliza¢ni funkci pro komplex I (Guerrero-Castillo a kol.
2017). Mitochondrialné¢ koédovana podjednotka MTNDS je soucasti kanalu, kterym
prochazeji H™ z matrix do mezimembranového prostoru (Kampjut a Sazanov 2020).
Z divodu toho, Ze zadna z podjednotek komplexu II neni kédovana mtDNA, byla
znacena pouze jedna podjednotka SDHA, ktera spole¢né s podjednotkou SDHB
kovalentn¢ vaze FAD, které je akceptorem elektront. Jaderné kédovand podjednotka
UQCRC2 ma strukturni funkci a hraje roli pfi sestaveni komplexu III do svého
nativniho uspofadani (Vercellino a Sazanov 2022). Mitochondridlné kodovany
cytochrom b (MTCYB) (Xia a kol. 2013) je prostetickou skupinou komplexu III a
pienasi elektrony zubichinolu na cytochrom c¢ (Trumpower a Gennis 1994).
Mitochondrialné kédovana podjednotka komplexu IV, MTCO2 obsahuje v centru méd’
slouZzici jako akceptor elektront z cytochromu c (Shinzawa-Itoh a kol. 2007). Jaderné
koédovana podjednotka COXS5A ma strukturni funkei a hraje roli pfi biogenezi komplexu
IV (Vercellino a Sazanov 2022). Jaderné koédovand podjednotka ATPB a
mitochondrialné kodovana podjednotka MTATP6 (Anderson a kol. 1981), jsou soucasti
katalytické ¢asti komplexu V, ktera slouzi pro fosforylaci ADP za vzniku ATP (Abbas a
kol. 2020).
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Tietim cilem bakalaiské prace bylo stanoveni rovnovdzného mnozstvi
vybranych podjednotek komplext systému OXPHOS v péti liniich koznich fibroblasta
s poruchou mitochondrialnich aminoacyl-tRNAsynthetas (AARS2, DARS2, NARS2,
SARS2) v médiich obsahujici jako zdroj sacharidii galaktosu, nebo glukosu. Mutace
mitochondrialnich aaRS mohou vést k celkovému zhorSeni rozpoznavani své specifické
aminokyseliny, ATP nebo své tRNA, v disledku toho miize dochéazet k promiskuité
tohoto enzymu, nebo k Gplné ztraté katalytické funkce jako takové (Sissler a kol. 2017).
Z toho davodu podjednotky syntetizované mitochondridlnim proteosyntetickym
aparatem mohou mit narusenou strukturu. Z kvantifikace signalu jednotlivych protilatek
lze pozorovat u naSich pacientli jak navySeni, tak i ubytek mnozstvi podjednotek
komplexii syst¢ému OXPHOS v glukosovém médiu ve srovnani s kontrolou péstované
v glukosovém mediu. Pfi péstovani v galaktosovém medium se ocekéavalo prohloubeni
deficiti vybranych podjednotek komplexi syst¢tmu OXPHOS, z toho divodu, Ze
energeticky vytézek galaktosy je niz8i, neZ u glukosy (Holden a kol. 2003). OvSem
naopak bylo detekovdno vyrazngj$i navySeni a do urité miry i vymizeni deficitt
jednotlivych podjednotek komplext systému OXPHOS vzhledem ke kontrole
kultivované v galaktosovem mediu. Toto zji$téni je naptiklad v rozporu s praci autorti
zroku 2013, kdy pacient s poruchou threonyl-tRNAsynthetasy mél pii péstovani
v galaktose sniZzenou respiraci, zatimco pii péstovani v glukosovém médiu byla
respirace srovnatelna s kontrolou (Diodato a kol. 2014). Snizeni mnozstvi podjednotek
ve fibroblastech kultivovanych v glukosovém médiu Ize vysvétlit tim, Ze ptestoZe buiika
ma defekt v energetickém metabolismu, je jeji pfijem energie dostatecny, tudiZ nemusi
byt nutné zvyseni exprese podjednotek. Jakmile ma buiika jako zdroj energie galaktosu,
dochazi k prohloubeni energetické nedostateCnosti a navySeni exprese podjednotek.
Dal$im moznym vysvétlenim je celkové zmnoZeni mitochondridlni masy pii péstovani
v galaktosovém médiu a tudiZ i navySeni mnozstvi jednotlivych podjednotek, aby byly
kompenzovany energetické ztraty, které mohou byt disledkem sniZzené afinity a
funk¢nosti enzymu.

Z naSich zjisténi vyplyva, Ze pravdépodobné u naSich pacientd neni defekt
aminoacyl-tRNAsynthetas pozorovatelny na urovni koznich fibroblasti. Pro ovéteni
dopadu jednotlivych variant je potteba doplnit funk¢ni analyzy jako je naptiklad

spektrofotometrické stanoveni aktivit komplexi dychaciho fetézce nebo analyzy
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nativniho mnozstvi jednotlivych komplexi OXPHOS metodou modré nativni
elektroforézy.

Jako kontrolni material byly zvoleny fibroblasty od jedincu rtizného véku. Jedna
kontrola pfedstavovala neonatalni linii koZznich fibroblastl a druhd byla linie fibroblasta
od zdravé dospélé zeny. Bohuzel je velmi obtizné ziskat zdravou détskou kontrolu
batoleciho, nebo ptedskolniho véku, kterd by nejlépe vyhovovala jako vékove
kompatibilni k nasim pacientim. Proto jsme zvolili danou kombinaci. Z vysledka
vyplyva, zZe pro nasi pacientskou skupinu je lepsi pouziti neonatalni kontroly. Z analyzy
je patrno, ze dochdzi ke snizeni mnozstvi podjednotek komplexti systému OXPHOS
(NDUFA9, MTNDS5, UQCRC2) u kontroly K3 ve srovnani s kontrolou K1 pfi
péstovani v glukosovém mediu. To miize poukazovat na rozdilnou expresi podjednotek
komplext I, IT a IV dychaciho fetézce béhem Zivota. Podle studie z roku 2020 dochézi k
nariistu proteinové exprese jednotlivych podjednotek OXPHOS systému od détstvi do
20. az 59. roku Zivota, pfiemz nasledné dochézi k postupnému ubytku (Ozsoy a kol.

2020). Proto je nutné ke v§em analyzadm vzdy zvolit vékové vhodnou kontrolu.
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ZAVER

Fibroblasty pacientl i kontrolnich bunéénych linii byly Gspé$né kultivovany
v glukosovém 1 galaktosovém médiu. Podle ocekavani byla kultivace
stresu ve fibroblastech a zpomalenému ristu.

Byly optimalizovany podminky pro stanoveni rovnovazného mnoZstvi
vybranych podjednotek komplexii systétmu OXPHOS pomoci SDS-PAGE,
western blotu a nasledné imunodetekce se specifickymi protilatkami.
Kultivované kozni fibroblasty pacientli s poruchou mt-aaRS vykazovaly snizeni
hladin vybranych podjednotek komplexti systétmu OXPHOS pii kultivaci
v glukosovém médiu. V galaktosovém médiu tato redukce nebyla pozorovana.
Hladina jednotlivych podjednotek byla vzdy vztazena ke kontrole kultivované
v prislusném médiu.

Byla prokdzana nutnost pouziti vékové kompatibilni kontroly se skupinou
pacienttl.

Vsechny vytycené cile bakalaiské prace byly splnény.
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