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2. Seznam pouzitych zkratek

Acetyl-CoA
ADP
ATP
AP-2
BAT
BMCP
cAMP
CRE-2
DIO-2
DNA
FADH,
GDP
GSIS
GTP
IL-1P
LPS
MACP
MK
mRNA
mtDNA
MyoD
NADH
obR
pCREB
PGC-1
PPAR
PUMP
ROS
rRNA
RT-PCR
RXR
Sp-1
STAT
TIM
TNF-a
TOM
TR-B
tRNA
ucCp

Acetylkoenzym A

Adenozindifosfit

Adenozintrifosfat

Transkripéni faktor

Hnéda tukova tkan

Mozkovy mitochondridlni pfenaseCovy protein
Cyklicky adenozinmonofosfat

cAMP response element

Dejodindza typu 2

Deoxiribonukloeva kyselina
Flavinadenindinukleotid (redukovana forma)
Guanozindifosfat

Glukézou stimulovand inzulinova sekrece
Guanozintrifosfat

Interleukin-1

Lipopolysacharid

Proteinova rodina mitochondridlnich pfenaSect
Mastna kyselina

Mediatorova ribonukleova kyselina
Mitochondridlni DNA

Myoblast determination protein
Nikotinamidadenindinukleotid

Leptinové receptory

cAMP response element binding proteins
PPAR gamma koaktivétor 1

Receptor stimulujici proliferaci peroxizomi
Rostlinny odptahujici mitochondridlni protein
Reaktivni kyslikové radikaly

Ribozomdlni ribonukleova kyselina

Reverzni transkripce — polymerazova fetézova reakce
Receptor 9-cis-retinové kyseliny

Transkripéni faktor

Signal Transducers and Activator of Transcription
Translokdza vnitini mitochondridlni membrany
Tumor nekrotizujici faktor a

Translokaza vnéjs$i mitochondridlni membrany
Receptor thyroidnich hormont

Transferova ribonukleova kyselina
Odpftahujici protein



3. Abstrakt

Mitochondrialni odptahujici proteiny (UCP) patii do proteinové rodiny mitochondridlnich
aniontovych prenasect. Nejdéle je znam UCP1 vyskytujici se dominantné v hnédé tukové tkani, kde
se ucastni netfesové termogeneze. V druhé poloviné 90. let 20. stoleti byly postupné objeveny dalsi
¢tyfi sekvencni homology tohoto proteinu s tkdiiove specifickou distribuci. Funkce téchto ,,novych*
odptahujicich proteinii nenf stile Gplné jasnd. Predpoklada se, Ze pro kazdou tkan ma jednotliva
izoforma specifickou funkci.

UCP2 je nejvice exprimovan v makrofdzich, mozku, slezin€ a bilé tukové tkani. V buiikidch
syntetizujicich tento protein by mélo dochdzet k mirnému snizovani mitochondridlniho
membranového potencidlu a tedy i ke sniZovani tvorby reaktivnich radikala , regulaci vapnikové
homeostézy a ovlivnéni sekrece inzulinu v pankreatickych B-buitkich. UCP3 lze nalézt v savéim
kosternim svalu, srdci a v hnédé tukové tkdni. Hypotetickou funkcf tfettho odptahujictho proteinu by
mélo byt rovnéZ snizovdni ROS produkce, a mirném ovliviiovani celkového té€lesného energetického
metabolismu.

UCP4 a UCPS5 jsou nejvice exprimovéany v mozku, UCP5 byla nalezena v jeSté dalSich tkédnich.
Tyto dva proteiny by mohly hrat roli v ochrané nervovych bunék snizovanim ROS a docasnou

ochranou pfed nizkymi teplotami.

Klicova slova:
Odpftahujici protein, UCP1, UCP2, UCP3, UCP4, UCPS, mitochondrie, ROS, tkdniova distribuce,

netfesovd termoregulace



Abstract

Mitochondrial uncoupling proteins (UCPs) belong to the superfamily of mitochondrial anion-
carrier proteins. The longest known is UCP1, predominantly expressed in a brown adipose tissue,
where it takes part in nonshivering thermogenesis. In the late 1990s were discovered other sequence
homologs of UCP1 with tissue specific distribution. The Function of these ,,new* uncoupling proteins
is still unclear. It is assumed that each of isoforms have specific function depending on type of tissue.

UCP2 is mostly expresses in macrophages, brain, spleen and white adipose tissue. The cells
synthesizing this protein should have lower mitochondrial membrane potencial, which induce
decreased production of reactive oxygen species and thanks these protein they could regulate calcium
homeostasis and pancreatic B-cells has impaired insulin secretion. UCP3 is highly expressed in a
skeletal muscle and, to a lesser extent, in a brown adipose tissue and heart. Hypotesized functions of
the third uncupling protein should be again mitigation ROS production and influence of whole body
energy balance.

UCP4 and UCP5 were found predominantly in a brain but UCP5 occurs in other tissues. These
two proteins could play an important role in protection of nerve cells. The UCP4 and UCP5 should

decrease ROS production and protect aganinst temporary low temperatures.

Key words:
Uncoupling protein, UCP1, UCP2, UCP3, UCP4, UCPS5, mitochondria, ROS, tissue distribution,

nonshivering termoregulation



4. Uvod

Vsechny Zivé organizmy a buniky vyZaduji nepfetrzity pfisun vné&jsi energie, kterou vyuzivaji
k rtistu, délenf a ochrané pied nepfiznivymi vnéjsimi vlivy. Eukaryotické buiiky jsou k této ¢innosti
vybaveny specidlni nepostradatelnou organelou nazvanou mitochondrie. A€koliv jsou mitochondrie
témét vyhradnim producentem ATP, nejrozsitenéjsi formy bunécné energie, hraji také roli v jinych
fyziologicky neméné vyznamnych procesech. Uastni se napiiklad bunééné signalizace a s ni spojenou
pro buiku velmi daleZitou programovanou smrti, neboli apoptézou. Defekty mitochondridlni DNA se
mohou podilet na nékterych degenerativnich chorobach, procesu starnuti a vzniku nddorového bujeni.
Tim, Ze jsou centrem energetického metabolismu je také dédna jejich role v regulaci télesné vahy a
v termogenezi. Neni tedy pochyb, Ze mitochondrie hraji hlavni roli v molekuldrn{ fyziologii buniky a
jejich dysfunkce zptsobuji mnozstvi patofyziologickych stavi, ke kterym se fadi ateroskleréza,
vysoky krevni tlak, ischemické poruchy, zanéty, cysticka fibréza, nadory, diabetes melitus druhého
typu, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba a dal$i neurodegradativni poruchy.

Sekvenaci genomt riznych organizmu byla umozZnéna analyza otevienych ¢tecich ramct, diky
kterym bylo nalezeno mnoho novych proteinti s nezndmou funkci. Byly analyzovany proteinové
rodiny na zakladé sekvencni homologie, mezi jinymi i rodina mitochondridlnich aniontovych
prenasecti (MACP), kterd se u clovéka sklada ze 47 rtiznych proteind. Touto cesto byly postupné
identifikovany Ctyfi ,,nové* odptahujici proteiny, sekvencni homology k do té doby jedinému
zndmému odptahujicimu proteinu - termogeninu (dnes odptahujici protein 1 — UCP1). UCP1 je
protein exprimovany nejvice v hnédé tukové tkani, kde odptahuje oxidativni fosforylaci a vytvaii teplo
cestou netfesové termogeneze. Bohuzel fyziologicka funkce nové objevenych proteind neni ani po
deseti letech zndma. Bylo vSak vysloveno nékolik hypotéz nastifiujicich jejich mozZné role v bunécné
fyziologii. Napfiklad sniZovani produkce reaktivnich radikall, ucast na netfesové termoregulaci,
regulace télesné vdhy, regulace inzulinové sekrece atd.

Spolecné s odhalovanim funkce odptahujicich proteinti probihaji studie tkanové distribuce a
porovnavani{ hladin téchto proteint v jednotlivych tkanich. Bylo napsano mnozstvi informaci o
vyskytu mRNA a proteinu jednotlivych izoforem odptahujicich proteint v riznych tkanich. Chybi
vSak shrnuti téchto studif a také kvantitavni porovnani hladin odptrahujicich proteinti mezi sebou.

O shrnuti poznatki tkanové distribuce mitochondridlnich odptahujicich proteint jsem se pokusil
v zaveru prace. Kvantitativni porovnani odpfahujicich proteint by bylo moZzné provést metodou
kvantitavni RT-PCR, pomoci které miZeme zjistit koncentraci ur¢ité mRNA vzhledem k celkové

mRNA vyizolované z dané tkané.



5. Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomni organely, vyskytujici se u eukaryotickych organismu. Jejich
puvod neni zcela zndm, ale podle endosymbiotické teorie se odhaduje, Ze vznikly fagocytézou
bakteridlni buiiky. Hlavni funkci mitochondrie je zajiStovat energeticky metabolismus buiiky, dile se
ucastni mnoha dalSich bunéénych procest, napt. signalnich kaskad, bunééného cyklu a bunééného
rustu. Jako semiautonomni organely si mitochondrie ponechaly ¢ast DNA. U ¢lovéka jsou
v mitochondrii kédovany dveé rRNA, 22 tRNA a 13 proteint dychaciho fetézce, celkova velikost
mtDNA je 16,6kbp. Obecné je vSak velikost mitochondridlniho genomu riiznd a nemusi nutné
korespondovat s poctem geni kédovanych mtDNA.U rostlin miiZe dosahovat velikost mtDNA aZ
366,9kbp, zatimco nekteré houby maji pouze 20kbp. Pocet kopii mtDNA mtiZe dosahovat aZ n¢kolika

tisic molekul na bunku.

5.1. Mitochondrialni anatomie

Velikost a tvar mitochondrii je znacn€ proménlivy v zdvislosti na jejich ptivodu a metabolickém
stavu. Mitochondrie vétSinou tvoi{ kontinudlni retikulum, tvofené jednim ¢ vice ¢astmi, které je
znacn€ dynamickym utvarem, méni svij tvar a dokonce miiZe fizovat i s jinou mitochondrif. Jeji
pohyb je spojen s pohybem mikrotubulil a urCuje tak orientaci a distribuci v zavislosti na bunécném
typu. Organela je sloZena z kompartmentl, majicich specidlni funkce. Jsou to vnéj$i membrana,
mezimembranovy prostor, vnitini membrana, kristy a matrix. Vnéjs$i mitochondridlni membrana
obklopuje celou organelu a mé stejny pomér proteiny — fosfolipidy jako eukaryticka plazmaticka
membrana. Obsahuje velké mnozstvi integralnich proteint, tzv. porind, které umoziuji pruchod
molekuldm do 10000 Daltonii. Vétsi proteiny prochdzeji pomoci multipodjednotkovych proteint typu
TOM (translocase of outer membrane) a jejich signdlni sekvence. Mezimembranovy prostor mé diky
vysoké permeabilité vné€jsi membrany podobné sloZeni jako cytosol. Vnitfni mitochondridlni
membrana obsahuje proteiny 4 funkénich typt. Jsou to proteiny respira¢niho fetézce, ATP syntaza,
specifické transportni proteiny regulujici vyménu metabolit s matrix a translokacni komplex (TIM)
pro import nascentnich proteint. Vnitini mitochondridlni membréna je obvykle hodn€ svinutd, tvotici
mnoZstvi vchlipenin, zvanych kristy. Tyto vchlipeniny zvySuji 3-5ndsobné povrch vnitini membriny a
vnitini membrany je glykolipid kardiolipin, ktery md 4 mastné kyseliny (MK) a pomédhd zvySovat
nepropustnost membrany. Vznikd tak regulovatelné propustna bariéra pro vétSinu iontti, metabolitli a
nizkomolekuldrnich sloucenin. Vysledkem této bariéry je prostorové oddéleni metabolickych déju
mezi cytosolem a mitochondriemi. Vnitfni membrana také udrZuje gradienty téchto litek, pfedevSim
vSak protonovy, ktery je esencidlni pro tvorbu ATP v procesu oxidativni fosforylace. Matrix je prostor

uzavieny vnitini membranou obsahujici asi 2/3 mitochondridlnich proteinti. Nalezneme zde napiiklad



enzymy Krebsova cyklu, enzymy zpracovavajici pyruvdt a aktivované mastné kyseliny, specidlni

mitochodridlni ribozomy, t-RNA a mitochondridlni DNA.

5.2. Krebsiv cyklus

Krebsiv cyklus je centrem vétSiny metabolickych drah. Odpovida za oxidaci vétSiny cukri,
mastnych kyselin i aminokyselin a vytvéii cetné metabolické prekurzory. Do Krebsova cyklu mohou
vstupovat tyto latky po degradaci na acetyl-CoA, ktery je za pifitomnosti citratsyntdzy schopen
reagovat s oxalacetdtem za vzniku kyseliny citronové. Ta je soucasti dalSich reakci Krebsova cyklu.
Stechiometrie odbourdvani acetylové skupiny v KC:
3NAD" + FAD + GDP + Acetyl-CoA + Pi — 3NADH + FADH, + GTP + CoA + 2CO,

Jedna acetylova skupina je tedy oxidovana na dvé molekuly CO,, pfi¢emzZ vznika energeticky bohata
molekula GTP a 4 pary elektront, tii pary elektronti v NADH a jeden par v FADH,. Tato reduk¢ni

¢inidla pfenaseji energeticky bohaté elektrony do dychaciho fetézce.

5.3. Dychaci (elektrontransportni) Fetézec

V dychacim fetézci dochdzi k prenosu elektronti z NADH na komplex I (NADH dehydrogendza) a
z FADH,; na komplex II (sukcindt — ubichinon oxidoreduktaza). Z téchto komplexi jsou elektrony
pfeneseny koenzymem Q na koplex III (koenzym Q — cytochrom c oxidoreduktdza) a déle
cytochromem c na komplex IV(cytochrom c oxidaza), kde jsou 4 elektrony pouZity k redukci O, na
dve molekuly vody.

Zatimco elektrony prochézeji redoxné aktivnimi jednotkami jednotlivych komplexti, dochazi
k transportu H" z mitochondridlni matrix do mezimembranového prostoru. Vznika tak protonovy
gradient na vnitfni mitochondridlni membrané, tzv. protonmotivni sila. Ta je podle Mitchellovi
chemiosmotické teorie spfazena se syntézou ATP. Fy podjednotka mitochondridlni ATPazy vyuZziva
zpétny tok protont, ktery je pfeveden na rotaci podjednotky y F; komplexu coz zpiisobi konformacni

zmény dalSich podjednotek. Tyto zmény potom zajist'uji tvorbu ATP.

Elektrochemicky gradient (A,u . ) je obvykle vyjadfovéan v jednotkdch mV a jeji hodnoty se
obecné pohybuji mezi 150 a 200 mV. Z n&¢j miZzeme vypocitat také protonmotivni silu Ap :

A,

Ap= =AY, —59ApH, [mV],

kde F je Faradayova konstanta, A¥, elektricky potencidl membrany a ApH , chemicky potenciél

membrany. Maximalni protonmotivni sily je dosazeno v tzv. stavu 4 za absence syntézy ATP a

zpétného toku H'. Ke sniZeni protonmotivni sily dochézi ve stavu 3, kdy je v mitochondrii spfaZena



oxidace s fosforylaci. V tomto stavu, kdy probiha oxidativni fosforylace, je ¢4st Ap vyuZivana pro
syntézu ATP. Respira¢ni kontrolou je nazyvdn mechanismus, kdy vyS$i Ap zabranuje dal§imu
pumpovéni H'. Tim je zp&tnovazebné sniZena respirace. Naopak odpfaZenim nazyvdme umélé zvyseni
toku H" pfes vnitini membrénu, kterd ma za nésledek zvyseni respirace. Podminkou spfaZeni mezi
transportem elektronti a syntézou ATP je nepropustnost vnitini mitochondridlni membrany pro H'.
Existuji vSak latky s protonoforickou aktivitou, odpfahovace, které zvySuji propustnost membrany pro
H" ionty. Zptsobi tim odpfaZeni bez nédsledné syntézy ATP, a tim disipaci energie na teplo, protoZe
zpétny tok H' se neuskute¢iiuje ATP-syntédzou, ale probihd mimo ni. Klasickymi odpfahovadi jsou
napft. 2,4-dinitrofenol a karbonylkyanid-p-trifluoromethoxyfenylhydrazon. Odptahovace narusenim
ustalené respiracni kontroly urychluji respiraci a prenos elektrond a tim indukuji tvorbu tepla, protoze
energie elektrochemického gradientu, kterd méla byt ptivodné pouzita k syntéze ATP, je pouZzita k
pienosu H" zpét do matrix. V pribéhu fylogeneze se vyvinuly odpfahujici proteiny, které slouZ{ jako
regulovatelné odptahovace a mohou za jistych podminek fyziologicky odptahovat mitochondrie in
vivo a tim disipovat energii. Nicméné jejich malé mnoZstvi ¢i inhibujici regulace znemoZni podstatnou

disipaci.
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Obr. 1. Oxidativni fosforylace (Upraveno z Krauss et al., 2005)

Béhem oxidativni fosforylace nevznikd pouze ATP a voda, ale uvoliluje se i tzv. superoxidovy
aniont O,", coZ je radikal - 1dtka obsahujici neparovy elektron. Tento superoxidovy aniont vytvaii
konjugovanou kyselinu HO,' (hydroperoxylovy radikal), jejiZ nebezpeénost tkvi v jeji schopnosti
prochazet membranou a unikat z mitochondrie. Zlstava-li v mitochondrii, kontinudln¢ poskozuje
mtDNA a dostava-li se mimo ni, tak se pfi stresovych situacich podili na vzniku dalSich radikalt a

peroxida (hydroxylovy radikal *OH, uhli¢itanovy aniont HCOs™ atd.). O," vznikd napf. autooxidaci



ubisemichinonového radikdlu na komplexu III. S vySS§im potencidlem na membréané se vytvari vice
superoxidu. Je to ddno tim, Ze pomalejsi tok elektronti umozni vyssi polocas Zivota pfechodnych
radikdll a tim umoZni jejich reakci s kyslikem. Proto pfi syntéze ATP i odptaZeni je tvorba superoxidu
sniZena. Ve stavu 4, kdy je AY vysoky, respirace limitovdna nedostatkem ADP, je tvorba superoxidu
maximdlni. Superoxid je dismutovan matrixovou MnSOD a CuZnSOD v mezimembrianovém prostoru

na H,0,. H,0, volné difunduje pfes membrany a miZze byt zdrojem vzniku dalSich a reaktivnéjsich

intermediétd, napt. hydroxylovych radikalia OH'. (Jezek a Hlavata, 2005).

6. Odprahujici proteiny

Mitochondrialni odptahujici proteiny patii do skupiny MACF (mitochondrial anion carrier protein
superfamily), kterd ma ptiblizn€ 35 ¢lent. Nejdéle znadm je odptahujici protein 1 (UCP1), kterému se
diky jeho schopnosti generovat teplo v hnédé tukové tkani diive fikalo thermogenin. S postupnou
sekvenaci lidského genomu se nasli sekvenéni homology k UCP1 a to UCP2, UCP3, UCP4 a UCP5
(také zvany BMCP1 — brain mitochondrial carrier protein). Pfi srovnavani sekven¢ni podobnosti maji
nejveétsi piibuznost s UCP1 proteiny UCP2 (59%) a UCP3 (57%). UCP4 a UCP5 maji sekvencni
podobnost s UCP1 mnohem nizsi a to 30% respektive 33% (Krauss et al., 2005). Hlavni
charakteristikou téchto proteind vSak zlstava, Ze vSechny maji tfi blizce homologni ¢4sti, které tvoii 6
a-helixt prochdzejicich membréanou, které jsou spojeny Ctyimi cytosolickymi a tfemi matrixovymi
segmenty. C a N konec proteinu sméfuje na cytosolickou stranu membriny. VSechny proteiny MACF
maji domény se specifickou sekvenci pro pfenos energie; P-x-[DE]-x-[LIVAT]-[RK]-x-[LRH]-
[LIVMFY], kde x je jakdkoliv aminokyselina (Borecky et al., 2001).

Tabulka 1: Chromosomovd lokalizace, pocet aminokyselin a homologie (vztaZend k UCPI)

Jednotlivych odprahujicich proteinii.

Chromosomova
lokalizace Pocet aminokyselin /)
Clovék | myS | krysa clovék mysS | krysa | homologie

UCP1 4 8 19 307 307 307 100%
UCP2 11 7 1 309 309 309 59%
UCP3 11 7 1 275 (UCP3S) | 308 308 57%

312 (UCP3L)
UCP5 (BMCP1) X X X 322 (UCP5S) | 322 325 33%

325 (UCPSL)
UCP4 6 17 9 134 322 322 30%




Proteiny z rodiny UCP, na rozdil od nékterych jinych jaderné kédovanych mitochondridlnich
proteintl, postradaji odstépitelny mitochondridlni importni signdl. Informace o jejich ur€ent je v prvni
smycce vy€nivajici do matrix. Ta pfi vstupu do mitochondrie interaguje s Tom 20 (translocase of the
outer mitochondrial membrane),coZ je receptor importniho komplexu vnéjsi mitochondridlni
membréany. Druhd mitochondridlni smycka také disponuje vazebnym mistem pro Tom 20 a je
nepostradatelna i pro inzerci proteinu do vnitfni mitochondridlni membrany (Schleiff a McBride,
2000).

Odprahujici proteiny se pravdépodobné vyvinuly z anion/anionovych nebo anion/nukletidovych
prenasect jeste pied divergenci eukaryot na zvitata, rostliny a houby. Jako vyvojové nejstarsi se jevi
sav¢i izoforma UCPA4, jelikoz je velmi piibuzny rostlinnému UCP3 Arabidopsis thaliana stejné jako
odptahujici proteiny nalezené u Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster a hlenky
Dictyostelium discoideum. Fylogenetické analyzy naznacuji, Ze se rodina odptahujicich proteinti
sklada z péti podrodin. Jsou to savci podrodiny I (UCP1, UCP2, UCP3) a IV (UCPY), rostlinné
podrodiny UCP/PUMP podrodiny Il a V, a pravdépodobné ptivodni podrodina III (UCP4) (Nogueira
et al., 2005).

6.1. UCP1

6.1.1. Struktura

Pochopeni netfesové termoregulace, probihajici v savei hnédé tukové tkani (BAT) vedlo
k potvrzeni Mitchellovi chemiosmotické teorie a k objeveni nového proteinu s odptahujici funkei,
odptahujiciho proteinu 1. Jeho gen je lokalizovan na lidském chromozomu ¢tyfi a v genomu mysi se
nachdzi na osmém chormozomu. V aktivni formé& se pravdépodobné vyskytuje jako dimer.
Molekulova hmotnost monomeru je 33 kDa. UCP1 se exprimuje exkluzivné v BAT, kde predstavuje

az 14% mnoZstvi proteinl vnitfni mitochondridlni{ membrany.
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Obr.2. Sekunddrni struktura UCP1 z hnédé tukové tkdné kirecka (Klingenberg, 1999)

6.1.2. Aktivita

Aktivita UCPI je regulovdna sympatickym nervovym systémem. Stimulace -andrenergnich
receptord katecholaminovymi spoustéci koordinuji bunéénou odpovéd’, kterd ma dveé Casti. V prvni
Casti je pres receptor asociovany s G-proteinem aktivovand adenylatcykldza, kterd produkuje cAMP.
cAMP dile aktivuje hormon-senzitivni fosfolipazu, ktera uvoliiuje mastné kyseliny z cytoplazmatické
membrany. Mastné kyseliny mohou slouZit jako substrat nebo jako kofaktor (viz dile). Druha cast
spociva ve zvySeném transportu a oxidaci energetickych zdroju, které vedou k tvorbé NADH a
FADH,, reduk¢nich agens dtleZitych pro tvorbu protonového gradientu. Inhibitory jsou purinové
nukleosid di- a trifosfaty (ADP, GDP, ATP, GTP), které se vazi s vysokou afinitou na nukleotid-
vazebné misto UCP1 na cytosolické stran€ vnitini mitochondridlni membrany. Teoreticky by mély
inhibovat UCP1 jiZ milimolarni koncentrace volného ATP a ADP (nevizané s Mg>*). Problémem viak
je, Ze in vivo jsou jejich koncentrace mnohem niZsi nez pii pokusech a tak se stile nevi, zda UCP1 a

jeho homology mohou byt inhibovany témito volnymi purinovymi nukleotidy (Krauss et al., 2005)

6.1.3. Mechanismus odpiaZeni

Mastné kyseliny (MK) tedy hraji pti odptaZeni hlavni roli, kterou se pokouseji vysvétlit dva

rozdilné modely. Jedna z hypotéz, protony-pufrujici model, povazuje MK za prostetické skupiny pro
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UCP1. Pfedpokladem je, Ze UCP proteiny maji translokacni kanal, skrz ktery protony vstupuji zpét do
mitochondridlni matrix. Protony se pohybuji kandlem pteskoky pies zaporn€ nabité aminokyseliny,
které se nachazeji v kritickych mistech kanélu. Funkci MK by mélo byt importovat protony

k transloka¢nimu kandlu a pfedavat je aminokyselindm (Klingenberg, 1999). Pfesny mechanismus
vsak ziistdva nezndmy. Nicméné hlavni myslenkou zlstava prechod protont skrz kanél odptahujictho
proteinu.

Druha hypotéza (model cirkulace mastnych kyselin) je zaloZena na schopnosti protonovanych MK
prochdzet membranou a vstupovat do matrix, kde se deprotonuje a vraci se ptes UCP1 zpét do
mezimembranového prostoru. Deprotonované MK se hromadi v matrix, jelikoZ nemohou diky svému
zapornému ndboji projit pfes membranu a jejich jedinou moZnosti je navrat zpét do mezimebranového

prostoru skrz UCP1. UCP1 zde ptisobi jako flipdza a spole¢né s mastnymi kyselinami vytvari cyklus,

ktery sniZuje protonovy gradient na vnitini membrané mitochondrie (Skulachev, 1999).
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kyseliny

H+
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Obrdzek 3. Dva modely translokace H" pomoci volnych mastnych kyselin a UCP1. a — protony
pufrujici model, b — model cirkulace mastnych kyselin (Krauss et al., 2005)

6.1.4. Regulace transkripce

V mys$im genu se nachazi asi 200 bp dlouhy ,,enhancer element* 2,3 - 2,5 kb pted transkripénim
pocatkem. Podobny element se nachazi také u potkana a ¢lovéka. V tomto misté se vaZou rizni
¢lenové jaderné-receptorové rodiny transkripcnich faktorti, zahrnujicich receptor 7y stimulujici
proliferaci peroxizomi (PPARY), retinoidni X receptor (RXR) a thyroidni receptor (Lengacher et al.,
2004). Jejich ligandy jsou syntetické thiazoledinediony, retinoidy a trijodthyronin. V souc¢asné dobé
jsou znamy 4 mechanismy prokazujici noradrenergni stimulaci transkripéni aktivity UCP1 enhanceru
v diferenciované buiice hnédé tukové tkané. Po noradrendlni stimulaci nastava odpovéd’ v podobé

rychlého vzristu fosforylovanych pCREB (cAMP response element binding proteins) (Thonberg et
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al., 2002). Rim a Kozak, objevili, Ze se pCREB véze jako homodimer na CRE2 misto v UCP1
enhancerové sekvenci a aktivuje tak transkripci (Rim a Kozak, 2002). Jako druhy mechanismus
noradrendlni transkripéni aktivace je vazba jaderného faktoru (NFE212) na NF-E2 misto v enhanceru.
NFE212 je také aktivovan cAMP-zdvislou cestou. Dalsi dva mechanismy opét vychazeji z cAMP a
jejich transkripéni faktory jsou dejodindza typu 2 (DIO-2) a PPARY koaktivator (PGC-1). Vystaveni
chladu zptisobi noradrendlni stimulaci DIO-2 aktivity a vzrist syntézy trijodthyroninu, ktery stimuluje
aktivitu thyroidnich receptorti § (TRPB) v UCP1 enhanceru. Soucasné se zvySuje hladina PGC-1
mRNA, jejiZ produkt se t€astni iniciace pii PPAR Y/RXRa a TRB/RXRa transkripéni aktivaci
(Klingenspor, 2003).

6.1.5. Funkce UCP1 a fyziologie buiiky a organismu

UCP1 je tedy vyhradné exprimovédn v BAT, kde ma nezastupitelnou tilohu v netfesové
termogenezi. Tento fakt byl dokdzan na transgennich Ucpl -/- mySich, které po vystaveni teploté 4° C
utrpély tézkou hypotermii. (Enerback et al., 1997). Kromé toho vede fenotyp Ucp1 -/- k rozvoji
obezity (Lowell et al., 1993).

UCPI je v BAT exprimovan v obrovském mnozstvi. Zadny jiny odpfahujici protein ani z daleka
nedosahuje takovych koncentraci. Napt. mnoZstvi UCP3 je ve svalu (tkail s jednozna¢né nejvyssi
expresi ucp3 u mysi) asi 200x az 700x niZ8i nez mnozstvi UCP1 v BAT (Mattiasson a Sullivan, 2006 ).
Také pomér mnozstvi UCP1 k mnoZstvi ATPazy je v BAT posunut silné ve prospéch UCP1. V jinych
tkanich jsou odptahujici proteiny aZ v stondsobné minorité¢ a nemohou tak ic¢inné ovliviiovat
termoregulaci. Vyskyt UCP1 v jinych tkdnich bude pravdépodobné spojen pouze se sniZovanim

membranového potencidlu a ne s termogenezi.

6.2. UCP2

V roce 1997 byl objeven UCP1 homolog nazvany UCP2 (Fleury et al., 1997). S UCP1 a UCP3
sdili 59 respektive 73% aminokyselinové homologie. UCP2 je exprimovan v rozliénych mnoZstvich
v mnoha tkanich a bunéénych typech. Mnozstvi mRNA vSak vZdy nekoreluje s mnoZstvim proteinu,
déje se tak pravdépodobné vlivem trasnlaéni down-regulace (Pecqueur et al., 2001 ). Odhaduje se, Ze
ve tkanich je UCP2 pfitomen v mnoZstvich o 1 ¢i 2 fady nizsich nez UCP1 (Zackova et al., 2003).

Gen mysi ucp2 ma ma piiblizné 6,3 kb a obsahuje osm exonil a sedm intront. Promotor se nachazi

Y

///////

Spl, AP-2, AP-1, CREB, MyoD a glukokortikodni elementy — GRE.Sekven¢ni analyza 3 konce
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potom odhalila polyadenila¢ni signdl (ATAAA) ve vzdélenosti 257 bp za stop kodénem (Yamada et
al., 1998).

6.2.1. Regulace transkripce

UCP2 mRNA byla nalezena v riiznych koncentracich ve vétSin€ studovanych tkanich. Hladina
mRNA vZdy nekoreluje s koncentraci proteinu, ale mtize byt dileZitym spojovnikem pfi hledani
fyziologické funkce UCP2.

Jednim z regulatori transkripce druhého odptahujiciho proteinu je leptin. Je to 16 kDa velky
proteinovy hormon, ktery hraje klicovou tlohu v energetickém metabolismu celého organismu. Je
syntetizovany a sekretovany adipocyty, placentou, travicim traktem a kosternim svalstvem. MnoZstvi
leptinu v krevni plazmé je zavislé na télesné hmotnosti a mnozstvi tuku, pohlavi (u Zen je syntetizovan
dvakrat vic nezZ u muzli) a vydeji energie. Ve vétSiné ptipadll obezity je hladina leptinu vysoka.
Pusobeni leptinu na buiiku je zprostfedkovéano transmembranovymi receptory (obR) rodiny
cytokinovych receptorti. Leptinové receptory jsou produkty diabetes gend. Alternativnim sestiihem
mize vzniknout nejméné 6 izoforem leptinovych receptori. Leptinovy receptor prostfednictvim Janus
kinazy, ktera fosforyluje Tyr obR umoZni asociaci a ndslednou fosforylaci STAT (druzi posli), ktefi v
jadre reguluji genovouexpresi vybranych genti. Bylo objeveno, Ze leptin pozitivné reguluje transkripci
ucp2 a v tukové tkani zvysuje koncentraci UCP2 mRNA az 10 krat. V pankreatickych ostrtivcich
zvySuje 6krat koncentraci UCP2 mRNA a také zvySuje mitochondridlni a peroxizomdln{ oxida¢ni
enzymy, zatimco snizuje mRNA esterifikacnich enzymii. V hnédé tukové tkani zvySuje leptin hladiny
mRNA UCP1 a UCP3 (Jezek, 2002).

Druhym reguldtorem jsou thyroidni hormony. Tyto malé hormony, odvozené od tyroxinu,
vystupuji v Siroké Skale biologickych procesi. U savct ovlivituji pfedevSim vyvoj a energeticky
metabolismus. Na mitochondridln{ drovni stimuluje respiraci zvySenim aktivity dychaciho fetézce a
oxidativni fosforylace. Thyroidni hormony T3 a T4 reaguji se specifickymi receptory thyroidnich
hormonti (TRa a TRP). Mezi T3 responzivni elementy patii i ucp, av§ak pfesny mechanismus
regulace je$té neni zndmy. Thyroidni hormony maji pravdépodobné dve funkce, jednou je iniciace
transkripce a druhou by méla byt indukce odpfahujici aktivity. Tyto hormony by méli byt agonisty
dalsich UCPs aktivatort, napt. v indukci uvoliiovani volnych MK apod. Na zkoumanych krysach mél
T3 nejveétsi efekt na expresi ucp2 v srdci, svalu a bilé tukové tkdni, zatimco v ledvin€ a jatrech byl
efekt nulovy (Lanni et al., 1997; Lanni et al., 2003).

Dalsim zptisobem regulace transkripce jsou mastné kyseliny, polynenasycené mastné kyseliny a
eikosanoidy pomoci jadernych receptorti. Tyto receptory jsou nazvany PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor) a v buiice funguji jako transkripéni faktory. PPAR hraji dulezitou roli
v regulaci bunécného vyvoje, diferenciace a metabolismu vyssich organismil. Zatim byly nalezeny tfi

typy téchto receptorti, typ alfa exprimovany v jatrech, ledvinach, srdci, svalu a tukové tkani, typ beta
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je exprimovén piedev§im v mozku, tukové tkani a pokoZce a kone¢né typ gamma, ktery ma dalsi tfi
podtypy 7V (srdce, sval, tlusté stievo, ledviny, slinivka a slezina), y, (tukova tkan), y; (makrofagy,
tlusté stfevo a bild tukova tkéan). VSechny typy PPAR tvoif heterodimery s retinoidnim X receptorem
(RXR) a vazi se specificky na DNA. Vazebna doména téchto jadernych receptord typu zinc-fingers se
vaze na konzervovanou sekvenci AGGTCAXAGGTCA, kde X je ndhodny nukleotid. Oblast
promotoru ucp obsahuje elementy typické pro aktivni promotory genu energetického metabolismu,
jako S1 element, sterol responsivni element a dvojity E-BOX motiv, ktery je pravdépodobné kli¢ovy
pro funkci promotoru (Medvedev et al., 2001). UCP2 gen je regulovan pomoci PPARo a PPARY, a to
ve vsech tkdnich, ve kterych se vyskytuje (kosterni sval, srde¢ni sval, bila tukova tkan, slezina, jatra,
atd.).

Dal$im reguldtorem transkripce druhého odptahujiciho proteinu jsou cytokiny. Cytokiny jsou
signdlni proteiny a glykoproteiny, které pisobi jako hormony a neurotransmitery. Cytokinova
proteinova rodina je sloZena hlavné z malych, solubilnich proteind s velikosti mezi 8 a 30 kDa.
Cytokiny jsou kritické pro plisobeni vrozené a ziskané imunitni odpovédi. Jsou Casto sekretovany
butikami imunitniho systému, které se jiZ v minulosti setkaly s patogenem. V regulaci transkripce
UCP2 se uplatiuji pyrogenni cytokiny, napt. TNFo a IL-1f. Touto cestou bakteridlni lipolysacharid
(LPS, stimulator infekce) zvySuje hladinu UCP2 mRNA 28kréat v jatrech a Skrat ve svalu a tuku
(Faggioni et al., 1998). Tento efekt se nevyskytuje v jaternich makrofazich, ale byl prokazin
v izolovanych hepatocytech (Cortez-Pinto et al., 1998). Po stimulaci LPS se hladina mRNA i proteinu
UCP2 snizuje u makrofagl (Kizaki et al., 2002) a analogicky se zvySuje hladina ROS. ZvySend
hladina ROS indukuje expresi NO-syntdzy a ndsledné NO, ktery, jak zndmo, je medidtorem

mikrobicidn{ a tumorocidni imunitni odpovédi makrofagu.

h
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Obrdzek ¢.4. Regulace transkripce UCP2 mRNA
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6.2.2. Funkce UCP2 a fyziologie buiiky

Do dnes$niho dne bylo vysloveno mnoho hypotéz o funkci novych odptahujicich proteint a zvIaste
o UCP2. Tyto hypotézy zahrnuji jak tcast na energetické rovnovéze a kontrole metabolismu, ktery
muZe byt dileZity pro metabolické poruchy jako jsou obezita a diabetes tak i ti¢ast na ochrané bun¢k
pred oxidativnim stresem. Primarni fyziologick4 a patofyziologicka funkce UCP2 bude
pravdépodobnéji spojena s regulaci syntézy ATP, ATP/ADP poméru, regulaci metabolismu glukézy a
mastnych kyselin a s produkei volnych radikalt (Boss et al., 1997).

Hlavnim mechanismem, kterym miZze UCP2 promlouvat do fyziologie buiiky, je vzhledem k jeho
nizkému mnoZstvi velmi mirné odpfaZeni oxidacnich procest od fosforylacnich a nepatrna disipace
energie ve formé tepla. Timto zpisobem odptahujici proteiny mirn€ sniZuji membranovy potencial na
vnitini mitochondridlni membrané a produkci mitochondridlnitho ATP, ktera dale ovliviiuje buriku a
v piipadé pankreatickych B-bunék i cely organismus.

JelikoZ UCP2 ovliviiuje mitochondridlni membranovy potencidl, mohl by touto cestou ovliviiovat
dynamiku Ca* iontii a jejich vtok do mitochondrie. Vapnik je kli¢ovym prvkem bun&nych signalnich
kaskad a podili se i na indukci buné€né smrti. Mitochondridlni pf{jem vdpniku je fizen Nernstovou
rovnici. SniZen{ potencidlu o 30 mV by mélo sniZit mnoZstvi mitochondridlniho vépniku 10krat.
Problémem vSak zlstavd, zda dokdze UCP2 za fyziologickych podminek depolarizovat membranu
v takovém rozsahu. UCP2 by mohl spiSe redukovat rychlost pifjmu Ca** (Nicholls, 2002).

Mitochondrialni produkce ROS je pfimo spjata s membranovym potencidlem a hyperpolarizace
(vysoké Ay ) zvySuje a podporuje tvorbu ROS. Pti vysokém A¥ nejsou protony delsi dobu
pumpovany z matrix elektrontransportnim fetézcem (proti elektrochemickému gradientu), tak Ze je
elektronovy transport zpomalen nebo zastaven. Vysledkem je hromadéni intermediati, které zistavaji
delsi dobu v redukovaném stavu a zvysuje se tak prilezZitost iniku elektronii z téchto meziproduktd,
redukujicich O, a zvySujicich produkci ROS. Profesor Skulachev prvni navrhl, Ze by jemné odptaZeni
mohlo byt prospésné pii snizovani tvorby radikald. (Skulachev, 1991).

Generovani radikalt z dychaciho fetézce vede k oxidativnim zméndm a peroxidaci lipidi.
Hydroperoxidy mastnych kyselin jsou uvolnéné fosfolipazou A a aktivuji jemné odpfaZeni zplisobené
UCP2. Sniz{ se tak membranovy potencial, tvorba radikéld a oxidativni ni¢eni bunky (Mattiasson a
Sullivan, 2000).

Dalsim dilezitym fyziologickym jevem, ve kterém vystupuje druhy odpfahujici protein, je
gluk6zou stimulovand sekrece inzulinu (GSIS) v pankreatickych B-buiikdch. Proces za¢ind absorpci
gluk6zy v tenkém stievé. Gluk6zovou homeostdzu udrzuji piedevsim pankreatické B-buriky sekretujici
inzulin v poméru k rostouci koncentraci glukézy v krvi. B-butiky vnimaji hladinu glukézy na zdkladé
rostouciho poméru ATP/ADP. To vede k uzavirani K" ATP dependentnich kandli plasmatické
membrany a také k depolarizaci aktivujici vapnikové kanaly. Tento indukovany vtok Ca** ionti

aktivuje inzulinovou sekreci. Inzulin snizuje produkci v jatrech a stimuluje glukézovy piijem ve svalu
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a v bilé tukové tkani. Uméle zvySend exprese UCP2 potvrdila, Ze sniZi-li se koncentrace ATP v -
bufikdch sniZi se také intenzita uzavirani K* ATP dependentnich kandl, které snizuje GSIS. To je
zpusobeno pravdépodobné inhibici ATP dependentniho uvoliiovani inzulinovych granuli a exocytézy
(Chan et al., 2001). UCP2 by tedy v tomto procesu mohl vystupovat jako negativni regulator.

Z dalsich moZnych fyziologickych funkci by mohlo byt UCP2 zapojeno v neuroprotekci
(mozkovy infarkt, traumatickd mozkova poranéni, parkinsonova choroba a epileptické zachvaty) a

kardiovaskuldrnich chorobach (aterosklerdza a srde¢ni infarkt) (Mattiasson a Sullivan, 20006).

6.3. UCP3

Tteti odptahujici protein byl objeven v roce 1997 (Boss et al., 1997), sekven¢né odpovida
charakteristikim MACP rodiny (obsahuje sekvence odpovidajici transmembranovym helixim,
nukleotid-vazebnou doménu apod.). Aminokyselinové sekvenéni podobnost s UCP1 je 57% a s UCP2
je 73%. Mysi UCP3 cDNA ma 308 aminokyselin, celkovou velikost 34 kDa a s lidskou formou UCP3
sdili 85,6% aminokyselinové sekvenéni podobnosti.

UCP3 gen se u mysi naléza na 7 chromozému, u lidi na 11 chromozému a u potkana na prvnim
chromozému. Mysi gen md 7 exont, z nichz je prvni nekddujici. Klonovani cDNA UCP3 odhalilo, Ze
lidsky gen je exprimovén ve dvou alternativnich sestfihovych variantich, které vznikaji odliSnym
sestiihem posledniho intronu. Predpokladd se vznik dvou proteintt UCP3;, dlouhého 312 aminokyselin
a UCP3; s 275 aminokyselinami postradajici posledni doménu. Obé dv€ mRNA jsou exprimovéany

v podobnych mnozstvich v lidském kosternim svalu (Ricquier a Bouillaud, 2000).
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Obrdzek ¢.5. Exony a introny UCPI, UCP2 a UCP3 genii (Ricquier a Bouillaud, 2000)
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Mysi UCP3,. cDNA ma 5 nepiekladanou oblast dlouhou 197 bp, otevieny Eteci ramec dlouhy 927
bp a 3" nepteklddanou oblast velkou 1323 bp s polyadenyla¢nim signdlem AATAAA a poly A
koncem. Promotor transkripce se nachazi 6,7 kbp pred zaCatkem transkripce. Pozice mist pro
transkripéni reguldtory jsou od promotoru UCP1 odliSné rozmisténé. Pfedpoklada se, Ze ucp3
promotor nemd klasicky TATA-box, ale méd E-box, vazebnd mista pro myocyte enhouncer faktor 2,
PPAR receptory, thyroidni hormony a dv€ mista pro vazbu MyoD (Yoshitomi et al., 1998).

Regulace transkripce probihd obdobné jako u UCP2, a to ptes PPAR receptory (kosterni sval),
leptinem (hnéda tukova tkai), cytokiny (kosterni sval), thyroidnimi hormony (T3 regulaci u kosterniho

svalu a hnédé tukové tkané a po vystaveni chladu pouze v hnédé tukové tkani).

6.3.1. Funkce UCP3 a fyziologie buiiky

Stejné jako u druhého odptahujiciho proteinu, neni u UCP3 dodnes presn€ zndm4 jeho funkce.
Prvni hypoteticka funkce vyplynula z jeho homologie k UCP1. UCP3 by tedy m¢l zptsobovat sniZen{
membréanového potencidlu a odptazeni dychaciho fetézce od ATP-syntdzy. Nékolik studif v§ak
prokazalo, Ze UCP3 nezplsobuje bazdlni protonové odptazeni (samovolny pfechod protont ptes
membranu, zpisobeny vysokym membranovym potencidlem) ale funguje pouze na zdklad¢
intraceluildrni signalizace (Bezaire et al., 2007). Otazkou také zlistavd, jakym mechanismem je
odptaZeni dosaZeno (viz vySe — protony pufrujici model nebo model cirkulace mastnych kyselin).

Mnoho studif ukazuje na roli UCP3 v metabolismu mastnych kyselin. Prvni hypotéza byla
popsédna Hagenem a Harperem v roce 2001. Ti se domnivaji, Ze UPC3 poskytuje cestu pro nabyte¢né
MK za podminek nadbyte¢ného zasobeni mitochondrii mastnymi kyselinami. KdyZ jsou mitochondrie
vystaveny vysokému pii{jmu MK, LCFA-koenzym A (long chain fatty acid anion-koenzym A) se
hromadi v matrix a blokuje tak omezené zasoby koenzymu A (Himms-Hagen a Harper, 2001).
Predpoklada se tedy, Ze by mohl UCP3 ve spoluprici s mitochondridlni thioesterdzou uvoliiovat
koenzym A a exportovat MK anionty z matrix. Export MK pomoci UCP3 by tedy nedovoloval vétsi
rychlost oxidace mastnych kyselin, ale mohl by tak sniZovat membranovy potencial a také produkci
kyslikovych radikali.

Druhou moZnou funkci tfetiho odpiahujiciho proteinu by mohla byt ochrana pted reaktivnimi
kyslikovymi radikaly, vznikajicimi v elektrontransportnim fetézci (viz vyse). Tvorba superoxidi je
podporovéana vysokou bunécnou koncentraci kysliku nebo vysoce redukovanymi intermedidty
v dychacim fetézci. Proto mechanismus, ktery redukuje membranovy potencidl, také sniZuje tvorbu
radikdld vzniklych v elektrontransportnim fetézci (Boveris a Chance, 1973). SniZeni potencidlu na
vnitini mitochondridlni membrané, zptisobené odptazenim UCP3 by tedy mohlo snizovat aktudlni
tvorbu ROS (Bezaire et al., 2007).

Pii absenci aktivétori protonového transportu, by mohly byt odptahujici proteiny propustné pro

ne¢které jiné ionty. V ptipadé UCP3, exprimovaného ve svalovych glykolytickych vldknech miiZe byt
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tento protein pasivnim pyruvatovym transportérem a zajist'ovat rovnovahu mezi glykolyzou a
oxidativni fosforylaci. Pyruvét je tedy pomoci UCP3 transportovan do cytosolu, kde je pfeménén na
laktat. K tomuto zavéru prispél fakt, Ze je zde UCP3 exprimovano ve vysokém poctu a Ze nékteré
zndmky funkce UCP3 zmizely po odebrani glukézy z média (Jezek a Borecky, 1998; Mozo et al.,
2006). Mitochondrie v glykolytickych burnikdch by mohly byt vybaveny samoinhibujicim
mechanismem, ktery odstrafiuje mitochondridln{ substrat spolecné se zvySovanim polarizace a mohly
by tak mirnit Pasteurtv efekt, kterym mitochondrie inhibuji glykolyzu.

V souvislosti s metabolismem gluk6zy je mozné, Ze UCP3 miiZe zlepSovat inzulinovou citlivost
v buiikdch kosterniho svalu (Costford et al., 2006).

Diky svym vlastnostem by mohl byt tfeti odptahujici protein zapojen v procesech starnuti (tvorba
ROS), nettesové termoregulaci (podobnost s UCP1) a gluk6zovém metabolismu (transport pyruvatu,

senzitivizace bunék kosterniho svalu).

6.4. UCP4

Cteci ramec pro lidsky gen ucp4 definuje mitochondrialni membranovy protein o 323
aminokyselindch s pfedpokladanou molekulovou hmotnosti 36,06 kDa a pI v hodnoté 9,28. Sekven¢ni
podobnost s ucpl je 29%, s UCP2 33% a s UCP3 34%. Jako jiné odptahujici proteiny ma i UCP4 Sest
transmembranovych domén, tfi proteinové motivy typické pro mitochondridlni pfenaSece a doménu
véazajici nukleotidy. V potkanim mozku jsou exprimovany tfi rizné izoformy, které se od sebe odlisuji
na karboxylovém konci. U ¢lovéka se lokus tohoto genu nachazi na 4. chromozomu, u myS$ina 17. au

krys na 9. chromozomu (Mao et al., 1999).

6.4.1. Regulace exprese a odprahujici aktivity

Pti chladové expozici roste hladina UCP4 mRNA jiZ po prvni hoding a zistava zvySena po dalsich
24 hodin, zatimco UCP5 mRNA se v my$im mozku a jatrech zvedne po jedné hodin€ a vydrzi ve
zvySené koncentraci pouze Sest hodin (Yu et al., 2000).

Tepelna aklimatizace nebo dlouhodobé hladovéni nevede k Zidnym zménam v hladindch UCP4
mRNA. In vitro, UCP4 transfekované buiiky maji sniZeny mitochondridlni membrinovy potencidl. Je
tedy mozné, Ze je UCP4 odpovédné za mitochondridlni odpfazeni v mozkovych buiikdch a mize byt

zapojeno v adaptivni termoregulaci a produkci tepla v mozku.
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6.5. UCPS

Mezi savci je proteinem s velmi konzervovanou sekvenci. Krysi UCP5 ma vysokou homologii
(pfes 95%) s mySimi a savéimi proteiny. Pro lidsky gen byly nalezeny 3 proteinové izoformy, L pro
dlouhou verzi proteinu, S pro kratky protein a SI, coZ je kritka verze s vloZenou sekvenci. V mySich
tkanich byly nalezeny pouze 2 izoformy, L a S. L forma je tvofena 325 aminokyselinami a je nejvice
piibuzna s ostatnimi odpfahujicimi proteiny. S UCP3 a UCP4 mé 39% aminokyselinovou identitu a
m4 vSechny domény jako zbylé odpiahujici proteiny. Navic ma unikatni hydrofébni sekvenci 22
aminokyselin, kterd nebyla nalezena u jinych UCP. Jeji funkce neni zndm4, ale pravdépodobné bude
slouzit k ukotveni v membrané. UCPSS je krat${ o tfi aminokyseliny (23 aZ 25 aminokysleina — valin,
serin, glycin - jsou deletovany). UCPSSI (353 AA) md mezi tieti a ¢tvrtou transmembrénovou
doménou vloZeny inzert o velikosti 31 AA a navic postradd stejné tii AA jako jako UCPS5S.
Inzertovana sekvence obsahuje hydrofébni AA a mize byt zapojena v interakcich s mitochondridlni
membranou.

U c¢loveka, potkana i mys$i se nachdzi na chromozomu X. U ¢lovéka se nachdzi v blizkosti genu
ant2, coZz je také gen pro protein mitochondridlni ptenasecové rodiny. Je mozné, Ze jeden z téchto genti
vzniknul duplikaci druhého. Exprese UCP5L v riznych tkanich zna¢né kolisa, zatimco v ledviné
zaujima 12% veskeré UCP5 mRNA, tak v mozku je exprimovana pouze tato izoforma. Lidsky
kosterni sval ma pfiblizn€ stejné mnoZzstvi S a L formy. V lidském mozku je dominantni dlouhd L
forma, ale v mozku mysi je z 98% exprimovdana kratka forma S (Yu et al., 2000).

Pti zkoumani schopnosti redukovat mitochondridlni membranovy potencial byly mezi témito
dvéma formami nalezeny rozdily. Ac¢koliv buiiky transfekované lidskym UCPS vykazovaly zietelny
pokles membranového potencidlu, velikost zmén vSak byla mensi neZ u stejného pokusu s UCPSL.
Stejné€ dopadl pokus i pro mysi izoformy. Tento nalez naznacuje, Ze UCPSS sice sniZuje membranovy
potencial, ale tffaminokyselinovd (VSG) delece bude ovliviiovat kvalitu jeji odpfahujici aktivity (Yu et

al., 2000).

6.5.1. Regulace exprese, fyziologicka funkce

Hladovéni sniZuje metabolickou rychlost a mélo by tedy sniZovat i mnoZstvi exprimovanych
odpfahujicich proteini. Po 24 hodinach hladovéni mély mysi prikazné nizsi hladinu UCP5 mRNA. Po
podani stravy se hladina opét vratila do normalu.

Tuc¢na dieta jasné zvySuje hladinu UCP5 mRNA v jatrech u mysi rezistentnich k obezité. V mozku
nebyly nalezeny Zadné zmény.

Chlad zveda hladinu UCP5 mRNA po jedné hodiné€ v mozku i v jatrech a zlstava ve zvySeném
stavu jeSt¢ 6 hodin po plsobeni tohoto vnéjsiho Cinitele. UCPS5 je ve zvySeném mnoZstvi exprimovan

také v lidskych varlatech, kde pravdépodobné pomaha udrzovat tepelnou homeostdzu diileZitou pro

spermatogenezi. Na rozdil od UCP2 stimulace LPS nezvySuje hladinu mRNA UCPS5 (Yu et al., 2000).
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6.6. Biodistribuce UCPn

6.6.1. Distribuce UCP1

Prvni odptahujici protein se exprimuje pfedev§im v hnédé tukové tkéni, kde plni svou hlavni
funkci a to tvorbu tepla pfi netfesové termogenezi. Neddvno byl tento protein objeven i v buiikdch
lidské pokozky a jejich bunéénych derivétech. (Mori et al., 2008) a v bunikach brzliku (Adams et al.,
2008). Ucpl mRNA byla v malém mnoZstvi nalezena také v lidském mozku a v kosternim svalu
(Lengacher et al., 2004). Pfedpoklada se, Ze funkce v téchto tkdnich slouzi obdobné& jako u UCP2

k ochrané pfed masivni produkci ROS.

6.6.2. Distribuce UCP2

UCP2 mRNA byla nalezna v mnoha riznych tkanich. Relativné velké mnozstvi UCP2 mRNA
bylo nalezeno v slezing, brzliku, pankreatickych B-burikéch, srdci, plicich, bilé tukové tkéani, Zaludku,
varlatech a v men$im mnoZstvi v mozku, ledvindch, jatrech a svalu. Exprimovany protein byl
detekovan v mozku, slezing, bilé tukové tkani a v makrofazich, diky kterym miZe byt tento protein
ptitomen v jatrech, mozku a v plicich (Fleury a Sanchis, 1999). Je v§ak nutné podotknout, ze kvili
vysoké homologii nebyly nalezeny dostatecné specifické protilatky, které by dokonale rozliSily UCPI,
UCP2 a UCP3. UCP2 je totiz detekovatelnd neékterymi protilatkami proti UCP1a protilatky proti
UCP2 mohou reagovat s ostatnimi ¢leny UCP skupiny (Fleury a Sanchis 1999).
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Obrdzek ¢.6. Schematicky ndkres distribuce UCP2 mRNA a proteinové exprese (Mattiasson &
Sullivan, 2006)
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6.6.3. Distribuce UCP3

UCP3 je vysoce exprimovan v kosternim svalu, mén¢ v hnédé tukové tkani a v srdci (Bezaire et
al., 2001) a v ptipad¢ kosterniho svalu je exprese UCP3 srovnatelnd s hladinami jinych béZnych
proteint této tkan€. Avsak i mezi jednotlivymi druhy svall se najdou rozdily v hladinach UCP3. Vice
je UCP3 exprimovan v glykolytickych (Iytkovy sval, tibialis anterior a fascia latae) neZ v oxidativnich
svalech (plochy sval lytkovy). UCP3 byla v malém mnoZstvi také detekovédna v potkanim srdci,

ledvin€ a bilé tukové tkani (Boss et al., 1997).

6.6.4. Distribuce UCP4

Transkripty UCP4 byly nalezeny pouze v mozku. Vysoké koncentrace UCP4 mRNA byly
nalezeny ve vétSin€ ¢asti mozku, pouze v miSe, prodlouZené, kal6znim télesu a ¢erné hmoté se UCP4
mRNA neobjevila. Zajimavé je, ze UCP2 transkripty jsou nejvice zastoupeny pravé v té€chto tkdnich
mozku. V oblastech kde byly hladiny UCP2 mRNA nejvys§i se UCP4 mRNA transkribovala
v nejméné a naopak (Mao et al., 1999).

6.6.5. Distribuce UCP5

Lidsky UCPS5 se vyskytuje ve vétsing tkdnich mozku, nejméné vSak v miSe a kal6znim télese.
Relativné vysoké hladiny UCP5 mRNA byly detekovany v mozkové kiife, mozecku a v oblastech
frontdlniho a temporélniho laloku. Z dalSich tkani lidského téla byl nalezen ve varlatech, ledvinéch,
déloze, srdci, plicich, zaludku, jatrech a kosternim svalu. NejvySsi exprese vSak dosahuje v mozku a
ve varlatech. V mysich tkani byla UCP5 mRNA detekovana v mozku, varlatech, bilé tukové tkani,
ledvindch, hnédé tukové tkani, kosternim svalu, jatrech a v srdci. Ve vSech téchto mysich tkanich byla
dominantni S forma UCPS5, zatimco v lidskych tkanich je pfednostné transkribovana delsi forma
UCPSL. UCPS5SI byla detekovana pouze v ¢erné hmoté lidského mozku a u mysi nebyla nalezena
v zadné tkani (Yu et al., 2000).
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7. Diskuze

Ackoliv jiZ bylo o téchto proteinech napsano mnoho publikaci, tak spousta problémi zistava
nevyfesena nebo rozpracovana a nebo existuje nekolik nezdvislych teorii. Tyto n€kdy navzijem se
vylucujici teorie provazi vétsinu odveétvi vyzkumu mitochondridlnich proteind, at’ uz se jedna o jejich
zakladni funkci (napf. zda tyto proteiny opravdu odpiahuji mitochondridlni protonovy gradient) nebo
také o jejich tkanovou distribuci. DalSimi zdkladnimi méfenimi by se mélo pokraovat v pozndvani
téchto proteini, jak z funkéniho hlediska tak i ze strany jejich tkanové distribuce. Zkoumani tkdnové
distribuce a regulace exprese by mélo pfinést informace, které pomohou odhalit pravou funkci
odptahujicich proteini. Do dne$niho dne nebyla vydana publikace, kterd by souhrnné stanovovala
hladiny mRNA nebo proteint v jednotlivych tkdnich. Vyjimkou snad ztstava prace S. Lengachera,
ktery kvantifikoval mRNA izoformy odpfahujicich proteint v mozku, hnédé tukové tkani a
v kosternim svalu.

Problémy se stanovenim proteintl jsou zptuisobeny piedevsim nevhodnymi protilatkami, které
zatim nemaji potiebnou specifitu, aby rozlisily tak homologni proteiny. Hladiny mRNA jednotlivych
izoforem byly sice zkoumdny, ale vZdy pouze pomérove a ne vZdy zcela exaktné. Uréity pritlom by
mohlo pfinést métfeni metodou kvantitativni RT-PCR (pouZzita také Lengacherem). Tato metoda
umoziuje urcit mnoZstvi mRNA dané izoformy ve vztahu k objemu celého transkriptu, tzn.
procentudlni mnoZstvi izoformy vzhledem k mnozstvi celkové mRNA. K hledani funkci odptahujicich
proteintl by také mohla pomoci kvantifikace mRNA v knock-outovych mysich. Je ov§em nutné
ptihlédnout k faktu, Ze hladiny mRNA téchto gend nemusi vZdy korespondovat s hladinami proteint
jednotlivych izoforem.

Toto téma se tak stalo ndvrhem pro mou budouci diplomovou préci, ve které by byly exaktné
zméteny koncentrace mRNA jednotlivych izoforem v knock-outovych a piivodnich kmenech mysi a

potkand.
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8. Zavér

V soucasné dob¢ je popisovano nékolik typt mitochondridlnich odpfahujici proteinti nalezenych
jak u rostlin a savcd, tak i u ryb, ptdka, hub a prvokl. Tato prace se zabyva savéimi mitochondridlnimi
odptahujicimi proteiny. Shrnuje soucasné znalosti regulace transkripce jednotlivych proteint, jejich
tkanovou distribuci a pfedpoklddané funkce v rznych tkanich. V sav¢ich genomech bylo
identifikovano 5 mitochondridlnich odptahujicich proteint.

Prvni z nich byl popsan v 70. letech 20.stoleti. Jeho funkce je t€sné spjata s funkci hnédé tukové
tkang, kde disipuje protonovy gradient na vnitini mitochondridlni membréné a vytvaii tak teplo
vyuzivané savci v netfesové termogenezi. V pribéhu sekvenace lidského genomu byly nalezeny dalsi
Ctyfi proteiny odvozené na zdkladé sekvencni homologie k prvnimu odpfahujicimu proteinu. Tyto
homology nejsou v Zddné tkdni exprimovany v takovém mnoZstvi jako UCP1 v hnédé tukové tkani a
tedy nestaci pro termogenni funkci. Pfedpoklada se tedy Ze by méli mit v riiznych tkanich odli§né
funkce.

Druhy odptahujici protein byl nalezen ve vétsi koncetraci v makrofdzich, mozku, sleziné a bilé
tukové tkani. V téchto tkdnich mtize hrat roli v pfi sniZovani tvorby reaktivnich radikald, regulovani
véapnikové homeostdzy a regulace sekrece inzulinu v pankreatickych B-buikdach.UCP3 je nejvice
exprimovan v kosternim svalstvu, srdci a hnédé tukové tkani, kde by se mél tc€astnit snizZovani
prodikce ROS a celkové energetické homeostdzy. UCP4 a UCPS5 jsou nejvice exprimovéany v mozku,
UCPS byla nalezena jesté v dalSich tkanich, jako jsou varlata, ledviny, déloha, srdce a dalsi. Tyto dva
proteiny by mohly hrét roli v ochran€ nervovych bunék snizovanim ROS.

Diky svym vlastnostem byly odptahujici proteiny zkoumdny i z hlediska terapeutického vyuZiti.
Nabizi se diabetes mellitus druhého typu, kdy UCP2 v pankreatickych B-bufikdch sniZzuje inzulinovou
sekreci, zvySend exprese odptahujicich proteini v endotelidlnich butikdch by mohla poméahat
pfedchézet aterosklerdze, v mozku a srdci by zvySena exprese téchto proteini méla predchazet
ischemické bunééné smrti. Samoziejmé se hleda vyuziti odprahujicich proteinii pfi regulaci télesné

véhy.
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