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1. Seznam pouzitych zkratek
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2. Souhrn

Uvod

Odprahujici (uncoupling) protein 2, objeveny v roce 1997, je prvnim popsanym homologem
odptahujiciho proteinu 1. Odptahujici proteiny (UCP) zvySuji permeabilitu vnitini
mitochondridlni membrany pro protony, snizuji u¢innost energetické pfemény, inhibuji syntézu
ATP a stimuluji uvolnéni energie ve formé tepla. UCP také zvySuji oxidaci substrati a redukuji
produkeci reaktivnich kyslikovych radikalti v mitochondriich.

Cile

Hlavnim cilem projektu bylo zavést a optimalizovat kvantitativni real-time PCR pro detekci
kinetiky exprese mRNA UCP2 u vzorkl jaterni tkané potkana. Prezentovana studie zjiStovala
ucinek akutniho a chronického piisobeni trijodtyroninu a efekt parcialni hepatektomie na mnozstvi
mRNA odptahujiciho proteinu 2 u potkani kmene Wistar.

Vysledky

Intraperitonedlni injekce jedné davky trijodtyroninu (200 pg/kg télesné hmotnosti potkani)
zvysila témef dvakrat mRNA expresi odptahujiciho proteinu 2 (p < 0,01 vs. kontrolni skupina)
v jaterni tkani po 12 hodinéch po aplikaci. Koncentrace trijodtyroninu a volného trijodtyroninu se
v séru zvysila 122-krat, respektive 77-krat (p < 0,001). Statisticky nevyznamna indukce exprese
mRNA UCP2 byla pozorovana po aplikaci tii davek trijodtyroninu (3x 200 pg/kg télesné
hmotnosti potkantl). Maximalni hodnota celkového T3 byla oproti kontrolni skupiné 33-ndsobna a
u volného T3 47-ndsobnd (p < 0,001). Navic maximum bylo zjiS§téno az 6 hodin po aplikaci
posledni davky, coz je o tfi hodiny pozdé&ji nez pii podani jedné davky hormonu. Exprese mRNA
UCP2 byla zvySena témét 4-ndsobné 3 hodiny po provedeni parcialni hepatektomie.

Zavery

Tyto vysledky naznacuji, Ze uncoupling protein 2 je gen indukovatelny v jatrech kréatce po
aplikaci jedné davky trijodtyroninu. Data ohledné kinetiky trijodtyroninem zprostfedkované
indukce mRNA UCP2 béhem prvnich 24 hodin po aplikaci nejsou doposud v literatuie dostupna,
proto patii mezi nase prioritni poznatky.

Parcialni hepatektomie, ale i trijjodtyronin zvySuji mitochondridlni produkci kyslikovych
radikalt. To podporuje predpoklad, Ze indukce UCP2 v jatrech je fyziologickym antioxida¢nim
ochrannym mechanizmem proti zvySené produkci ROS.

Klicova slova: uncoupling protein 2, exprese mRNA UCP2, trijodtyronin, parcialni hepatektomie



3. Summary

Possibilities of UCP2 (uncoupling protein 2) induction in rat hepatocytes in in vivo
conditions

Introduction

Uncoupling protein 2, discovered in 1997, is the first described homologue of uncoupling
protein 1. Uncoupling proteins increase the permeability of inner mitochondrial membrane for
protons, decrease the efficiency of energy conversion, inhibit the ATP synthesis and stimulate
energy release in form of heat. Uncoupling proteins also increase the substrate oxidation and
reduce production of reactive oxygen species in mitochondria.

Objective, material and method

The aim of this study was to establish and optimised the quntitative real-time PCR for
detection of UCP2 mRNA expression kinetics in rat liver tissue. The present study was conducted
to assess the effects of acute and chronic treatment with triiodothyronine and the effect of partial
hepatectomy on liver uncoupling protein 2 mRNA levels in male Wistar rats.

Results

Intraperitoneal injection of one dose of triiodothyronine (200 pg/kg rat body weight)
increased mRNA expression of uncoupling protein 2 in liver tissue almost 2-fold (P < 0.01 vs.
control group) in rats 12 hours after T3 administration. Concentrations of total triiodothyronine
and free triiodothyronine in serum were increased 122-fold and 77-fold (p < 0.001), respectively.
Induction of UCP2 mRNA expression was observed also after the administration of three doses of
200 pg Ts/kg rat body weight; nevertheless, this change was not statistically significant. Maximal
values of serum concentration of total T3 were 33-fold and of free T3 47-fold increased in
comparison with control groups (p < 0.001). The maximal concentrations were detected 6 hours
after application of the last dose of Ts, instead of after single administration of T; the highest
values were found 3 hours after the hormone injection. Expression of UCP2 mRNA was increased
almost 4-fold 3 hours after partial hepatectomy.

Conclusion

Results of our work suggest that gene coding UCP2 is a gene inducible in the liver shortly
after single administration of triiodothyronine or partial hepatectomy. The data concerning
kinetics of triiodothyronine mediated induction of UCP2 mRNA during the first 24 hours after
treatment were not available in literature so far and therefore represent our priority findings.

Triiodothyronine and partial hepatectomy increased the production of reactive oxygen species
in mitochondria. This supports the idea that induction of UCP2 in the liver is physiological
antioxidant protection against enhanced production of ROS.

Key words: uncoupling protein 2, expression of UCP2 mRNA, triiodothyronine, partial
hepatectomy



4. Uvod do problematiky

U vétSiny bun€k a tkani mitochondrie pfedstavuji hlavni zdroj adenosintrifosfati (ATP),
univerzalni energeticky pfenaSe¢ uvniti builky. Proces energetického pienosu z zivin do ATP se
obecné rozdéluje do dvou krokid. V prvnim kroku - dychacim fetézci - je energie uskladnéna
v chemickych vazbach pifeménéna v elektrochemicky gradient protonii pifes vnitini
mitochondridlni membranu. V druhém - oxidac¢ni fosforylaci - je energie gradientu vyuZita pro
syntézu ATP.

Permeabilita vnitini mitochondridlni membrany pro protony je zvySena uncoupling proteiny
(UCPs). Ty snizuji G€innost energetické pfemény a snizuji potencial pro tvorbu ATP, nebot
odptrahuji oxidac¢ni fosforylaci od dychaciho fetézce. Protony ptfenesené komplexy dychaciho
fetézce ven z mitochondrie jsou UCPs transportovany zpét do matrix mitochondrii. Tim protony
obchazeji drahu ATP syntézy a energie nevyuzitd pro tvorbu ATP se nevratné uvoliluje ve forme
tepla. UCPs také zvySuji oxidaci substratl a snizuji tvorbu reaktivnich kyslikovych radikala
(ROS) v mitochondriich, protoZe jiz nepatrny vzestup zpétného toku protoni do matrix, ktery
zmenSuje protonmotivni silu, znaéné snizi tvorbu ROS (1, 2).

V soucasné dobé je zndmo pét homologhi UCPs (3). Jako prvni byl objeven uncoupling
protein 1 (UCPI1), zpo€atku nazyvany thermogenin. Nachdzi se vyhradn€ na wvnitini
mitochondridlni membrané hnédé tukové tkané savci. Jeho hlavni funkci je termogeneze, kterd je
aktivovana sympatickym neurotransmiterem noradrenalinem prostiednictvim B-receptort. U lidi
ma vyznam jen vnovorozeneckém a kojeneckém obdobi, ale u hlodavci a piedevSim
hibernujicich zivoc¢ichl se uplatiiuje po cely zivot.

Mezi dal$i uncoupling proteiny patii UCP2 identifikovany vroce 1997, lokalizovany
v mitochondriich vétSiny tkani savelti, UCP3 exprimovany v hnédé tukové tkani a kosternim
svalstvu, UCP4 a UCPS, téz nazyvany BMCP1, které byly zatim izolovany z mozki savci.

Potkani UCP2 vykazuje 59% homologii v aminokyselinové sekvenci s potkani UCP1 a 95%
homologii s lidskym UCP2 (4). UCP2 se nachéazi ve velkém mnozstvi v plicich, stfevé, slezingé
(5), bilé tukové tkani a thymu (6). Hepatocyty jater dospélych potkanti neexprimuji UCP2, na
rozdil od fetalnich hepatocytt (6) a neparenchymovych bunék jater, zejména Kupfferovych bunck
(7). Tento stav je ovSem reverzibilni a exprese genu pro UCP2 se muze v kratké dobé
mnohonéasobné zvysit.

Velkou neznamou zastava funkce UCP2. Neéktefi autofi ho davaji do souvislosti
s udrzovanim bazéalniho metabolizmu a udrZovanim stalé t€lesné hmotnosti (8), jini s termogenni
odpovédi organizmu na zanétlivé stimuly (9), s obrannymi mechanizmy proti tvorbé reaktivnich
kyslikovych radikala (1, 10, 11), s mirnou adaptivni termogenezi (9), s regulaci stupné oxidace
volnych mastnych kyselin (2), pfipadné s diferenciaci a funkci myelopoetické fady (6). Byla také
zjiSténa regulacni funkce u diabetu 2. typu, podil na prevenci aterosklerozy a starnuti,
neuroprotektivni efekt, navic je diskutovana potencidlné ochrannd role UCP2 v rozvoji rakoviny
(12, 13).

Expresi UCP2 v hepatocytech lze indukovat stavy, které vedou k dediferenciaci hepatocytd,
napf. regenerace jater navozend parcialni hepatektomii (14), podéni endotoxinu resp. TNFa (15,
16), k expresi dochazi rovnéz u n€kterych typl hepatomi (17).

Moznost indukce UCP2 pomoci trijodtyroninu byla jiz také popséana, ale malé pozornost byla
dosud vénovana kinetice exprese UCP2 v jatrech po aplikaci hormonil §titné Zlazy. Vzhledem
k vyznamné roli hormont §titné Zlazy v regulaci energetického metabolizmu jsme se rozhodli
zjistit, jakd je indukce exprese RNA UCP2 v jaterni tkani potkanli béhem prvnich 24 hodin po
aplikaci trijodtyroninu a po parcialni hepatektomii.



5. Cile dizertacni prace

Hlavnim cilem naSi prace bylo studium indukce exprese mRNA uncoupling proteinu 2
v jaterni tkani potkana. S ohledem na skutecnost, Ze hormony S§titné Zlazy vykazuji vyznamny
ucinek na energeticky metabolizmus, ktery mize byt zprostiedkovan kromé pfimého efektu také
indukci genové exprese proteinti U€astnicich se metabolickych pochodt, soustiedili jsme se na
sledovani kinetiky exprese mRNA UCP2 v ¢asnych hodindch po aplikaci trijodtyroninu. Pro
optimalizaci experimentalnich podminek jsme nejprve pouZzili jako modelovy systém genové
indukce hormony §titné Zlazy mitochondrialni glycerofosfatdehydrogenazu, u které lze na rozdil
od UCP2 hodnotit nejen expresi mRNA, ale také mnoZstvi proteinu i jeho enzymovou aktivitu. Za
takto definovanych podminek jsme hodnotili kinetiku exprese mRNA UCP2.

V dalsi ¢asti prace jsme ovétrovali expresi mRNA UCP2 v jaterni tkdni potkana po parcialni
(2/3) hepatektomii. Jedna se o prolifera¢ni déj vyzadujici znacné mnoZzstvi energie, zaroven je
vSak provazen zvySenou tvorbou ROS. Ptipadnd zvySend tvorba UCP2 by mohla byt vyznamnym
ochrannym mechanizmem proti oxida¢nimu stresu.

V jednotlivych etapdach nasi prdce jsme provedli:

1. studium vlivu jednordzového a opakovaného podani trijodtyroninu na biogenezi
mitochondridlni glycerofosfatdehydrogenazy
2. optimalizace metody pro stanoveni exprese RNA UCP2

3. sledovani exprese mRNA UCP2 v intervalech 1, 3, 6, 12 a 24 hodiny po i. p. aplikaci
jedné resp. tii davek trijodtyroninu
4. studium exprese mRNA UCP2 za 1, 3, 6, 12 a 24 hodiny po parcialni hepatektomii.

6. Material a metody

Vsechny pokusy jsme provadéli na dospélych potkanech, samcich kmene Wistar (BioTest,
Ceska republika) o po&ate¢ni hmotnosti 200 az 250 g. Zvifata byla chovéna v klecich pii 23 +
1 °C, relativni vlhkosti 55 = 10 %, vyméné vzduchu 12 az 14x za hodinu a svételném rezimu 12
hodin svétla a 12 hodin tmy s volnym piistupem ke standardni laboratorni krmné smési (ST-1,
Velaz) a vodé. O vSechna zvirata bylo pecovano podle metodickych pokyni Odborné komise pro
ochranu zvitat Lékarské fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze. Protokoly pokust
in vivo byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani podle zdkona ¢. 246/92
Sb. v platném znéni, §17, 3c. pti Lékatské fakulté v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.

V prvni ¢asti nasi prace jsme se zaméfili na zjisténi vlivu aplikace trijodtyroninu na biogenezi
mitochondridlni glycerofosfatdehydrogendzy (mGPDH) jako modelového systému, ktery nam
umozni 1épe navrhnout schéma pokusti pro nasledné studium exprese UCP2. Nejprve jsme
provadéli analyzy mGPDH u potkani, kterym byla aplikovéna jedna davka trijodtyroninu (200
ng/kg télesné hmotnosti), schéma pokusu je uvedeno v tabulce €. 1.

Tab. €. 1: Schéma jednotlivych skupin potkanii pfi sledovani kinetiky mRNA mGPDH po

aplikaci jedné davky trijodtyroninu (T3).

Skupina | n Charakteristika skupiny

kontrolni | 4 | potkani usmrceni 3 hodiny po aplikaci jedné davky fyziologického roztoku
T; 3h 4 | potkani usmrceni 3 hodiny po aplikaci jedné davky Ts
T; 6h 4 | potkani usmrceni 6 hodin po aplikaci jedné davky T;
T; 12h | 4 | potkani usmrceni 12 hodin po aplikaci jedné davky T
T; 24h | 4 | potkani usmrceni 24 hodin po aplikaci jedné davky T
T; 72h | 4 | potkani usmrceni 72 hodin po aplikaci jedné davky T




V dalsi ¢asti prace jsme potkanim podévali tfi davky trijodtyroninu (3x 200 pg/kg télesné
hmotnosti). V tomto ptipad¢ jsme potkany rozdélili pouze do tii skupin. Prvni skupiné (KO) byl
po tii dny podavan fyziologicky roztok a druhé skupiné trijodtyronin (3Ts_24h). Obé& tyto skupiny
byly po 24 hodinach od posledni aplikace usmrceny. Tteti skupin€ (3T;_72h) byl rovnéz tii dny
aplikovan roztok trijodtyroninu, ale potkani byli usmrceni az po 72 hodinach od aplikace posledni
davky.

Schémata pokust pro studium exprese UCP2 v jatrech po aplikaci jedné a tii davek
trijodtyroninu a po parcidlni hepatektomii byla navrzena az na zékladé¢ vysledkii modelového
systému.

6.1. Stanoveni enzymové aktivity mGPDH

Izolace jaternich mitochondrii byla provadéna metodou frakéni centrifugace podle Schneidera
a Hogebooma (18).

Koncentrace bilkovin byla stanovena metodou podle Lowryho a spol. (19), kde jako standard
byl pouzit bovinni sérum albumin (BSA, 0,1% roztok). Podstatou detekce je barevnd reakce
tyrozinovych zbytki proteinu s Folinovym reagens v alkalickém prostfedi. Méfeni bylo
provadéno na spektrofotometru UV — 1601 (Shimadzu, Japonsko).

GPDH po pieméné glycerofosfatu na dihydroxyacetonfosfat predava redukéni ekvivalenty na
dichlorfenolindofenol (DCPIP), ktery slouzi jako umély akceptor elektronti. DCPIP je schopen
odebirat dva elektrony, ma spiSe hydrofobni charakter a pronikd membranou mitochondrii. Jeho
redukce je spojena se ztradtou charakteristického modrého zbarveni. Me¢feni absorbance bylo
provadéno na spektrofotometru UV — 1601 Shimadzu pfi vinové délce 610 nm. Pro vypocet
specifické aktivity je proto nutné odecist endogenni aktivitu od celkové aktivity enzymu a vse
pfepocitat na koncentraci proteinu daného vzorku. Vysledna aktivita je vyjadiena v nmol/min/mg
proteinu s pouzitim molarniho absorpéniho koeficientu (g;) DCPIP 19,1.10° cm’/mol, tj. aktivita
mGPDH [mmol/l] = [A/min.:(g;.d)], kde A/min. je absorbance v case a d je tloustka kyvety
(1 cm). Aktivita mGPDH [nmol/min./mg mitochondridlniho proteinu] = aktivita mGPDH
[nmol/1]: (koncentrace mitochondridlniho proteinu:fedéni vzorku do kyvety).

6.2. Stanoveni mnoZstvi mGPDH pomoci western blotu

Stanoveni mnozstvi mGPDH pomoci western blotu bylo provadéno pracovniky oddéleni
Bioenergetiky Fyziologického tistavu Akademie véd. Pro analyzu se pouzily vzorky proteinovych
alikvoti mitochondrii (10 pg/jamku) solubilizovanych v dodecylsulfatu sodném (SDS). V prvni
¢asti se nejprve provede diskontinuélni gelova elektroforéza v SDS-10% polyakrylamidovém gelu
s vyuzitim tricinu jako tdhnouciho iontu, ktery umoziuje rozliSeni malych proteint pfi nizsich
koncentracich akrylamidu. Separace v elektrickém poli se provadi v Mini Protean II
elektroforetickych celach (Bio-Rad, USA). Doporucené podminky pro optimalni rozliSeni jsou
konstantni napéti 200 V, obvykla doba elektroforézy 45 minut.

Proteiny z gelu se nasledné blotuji na nitrocelul6zové membrany (HybondTM C-Extra,
Amersham Biosciences, Velka Britanie) pfiloZzenim gelu k membrané¢ a pomoci blotovaciho
zatizeni, ktery umoziuje polosuchy elektropienos pii 0,7 mA/cm” po dobu 1 hodiny. Pro detekci
mGPDH je nutné zablokovat povrch membrany, kterd vdze proteiny, tj. antigen, ale i pfidané
protilatky. Blokace nespecifickych mist (resp. volnych mist) se provadi umisténim membrany
ptes noc do roztoku 3% odtucnéného mléka s 0,3% Tritonem X-100 v 0,15 mol/l NaCl a 0,02
mol/l Na,HPO,. Poté je membrana inkubovdna 3 hodiny s krali¢i polyklondlni anti-mGPDH
protilatkou (fedéni 1:5000) zvétSenou o C-termindlni peptid LDR RVP IPV DRS CGG mysiho
enzymu podle publikace Ueda et al. (20). Membrany byly déale inkubovany 1,5 hodiny za pouziti
bud’ kozi anti-mysi IgG (1:1000, A8924 Sigma, USA), nebo kozi anti-kralici IgG (1:1000, FO382
Sigma, USA) jako sekundarni protilatky, kterd byla konjugovana s kifenovou peroxiddzou.
Detekce vzniklého imunokomplexu chemiluminiscenéni reakci probihala za pouziti ECL kitu



(Amersham Biosciences, Velka Britdnie) na pfistroji LAS 1000 (Fujifilm, Japonsko) a signal se
kvantifikoval pomoci Aida 3.21 Image Analyser software (Raytest, Némecko).

6.3. Izolace RNA

Zaklad izola¢ni metody popsali ve své publikaci Chromczynski a Sacchi (21). Tkan, resp.
buiiky jsou nejprve lyzovany a zhomogenizovany v chemikalii RNA Blue, kterd obsahuje fenol a
dalsi komponenty potiebné k lyze vzorku tkané, tj. k rozvolnéni nukleoproteinového komplexu.
Ke vzniklému lyzatu se pfidava chloroform a provede se extrakce. Pomoci kratké centrifugace se
vzorek rozdéeli do tiech fazi. Prvni vodnd faze obsahuje RNA, druhd tzv. interfaze obsahuje DNA
a spodni, modie zbarvend organickd faze obsahuje odpadni slozky jako proteiny, resp. peptidy,
lipidy a dal$i. Pro dalsi krok izolace se pouzije horni vodna faze, ke které se ptida
izopropylalkohol pro precipitaci RNA. Po centrifugaci a odsati supernatantu se peleta promyje
etanolem pro odstranéni pfitomnych soli. Po dalsi centrifugaci se opatrné odsaje veskery etanol,
vznikla peleta RNA se vysusi a rozpusti se v aqua pro injectione.

6.4. Stanoveni RNA mGPDH pomoci northern blotu

Northern blot analyjzu RNA mGPDH provadéli pracovnici oddéleni Bioenergetiky
Fyziologického tstavu Akademie véd. Postup analyzy zacind elektroforetickou separaci RNA
v 1,25% agar6zovém gelu obsahujicim 20 mmol/l MOPS (4-morfolinpropansulfonova kyselina,
pH 7,0), 6,7% formaldehyd, 50 mmol/l acetidt sodny a 10 mmol/l EDTA. Poté byla rozdélena
RNA ptendSena pfes noc na nylonovou Hybond-N-membranu (Amersham Biosciences, Velka
Britdnie) pomoci kapildrniho blotovani. Membrana se pro potlaceni nespecifickych vazeb
prehybridizuje pti 42 °C po dobu 2 hodin v 10 ml prehybridiza¢niho roztoku (5x SSC o pH 7,0,
5x Denhardtovo ¢inidlo, 0,5% SDS, 50 mmol/l fosfat sodny o pH 6,5, 50% formamid a 100 pg/ml
DNA ze slediho sperma). Nasledné¢ se membrana hybridizuje ve stejném roztoku s ptidavkem
[**P]dATP-znagené cDNA, znaéené pomoci nahodného primingu pomoci DECAprime II kitu
(Ambion, USA). Bloty se hybridizuji na DNA sondu korespondujici s 396 bp fragmentem potkani
mGPDH. Pro normalizaci se pouziva sonda korespondujici s mysi 18S rRNA (22). Radioaktivni
signal je exponovan pomoci Phosphor Storage Screen a kvantifikovan pomoci BAS-5000 systému
(Fuji, Japonsko).

6.5. Stanoveni RNA UCP2

Pro prepis RNA jsme uspésné zavedli reverzni transkripci (RT) pomoci rekombinantni
reverzni transkriptdzy mysiho leukemického viru (M-MLV RT). Jako primer jsme vyuzili
oligo(dT)15VN (Generi-Biotech, Ceska Republika), ostatni chemikalie véetné M-MLV RT byli
od firmy Top-Bio (Ceska Republika). Vysledek piepisu RNA na copy DNA (cDNA) byl
srovnatelny s komerénim systémem ,,SuperScript’ " First Strand Synthesis System* (Invitrogen,
USA), ktery je finan¢n¢ velmi naro¢ny.

Pro testovani ucinnosti RT jsme zavedli a optimalizovali PCR s primery pro
housekeepingovy gen glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendzu (23) s naslednou -elektroforézou
na 2% agar6zovém gelu. U vSech vzorkll jsme touto metodou ovéfili i€innost reverzni transkripce

Real-time PCR specifickou pro potkani UCP2 jsme museli nejprve zavést. Primery a
hydrolytickou sondu jsme si nechali navrhnout a nasyntetizovat firmou Generi-Biotech (Ceska
republika) tak, aby nebyla amplifikovdna genomickd DNA. To znamena, Ze zvolené primery pro
PCR maji exon-exonové uspofadani. Pro sledovani exprese UCP2 genu je nutné vSechny
vysledky PCR reakci normalizovat k né¢jakému housekeepingovému genu (HG), ktery vykazuje
v pokusech minimalni zmény exprese. Pro vytvofeni real-time PCR jsme vybirali ze ctyrech
potkanich HG — B2M (B-2-microglobulin), HPRT1 (hypoxantine phosphoribosyl-transferase 1),
SURF1 (surfeit 1) a TBP (TATA box binding protein). Real-time PCR reakci specifickou pro
UCP2 a pro HG jsme u vSech experimentalnich vzorkd provadéli v dubletu. Odecet vysledka Ct
hodnot PCR reakci pro UCP2 a HG byl vzdy za stejnych podminek, tj. pfi nastaveni manualniho
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thresholdu na 0,05 a pozadi mezi 3. a 15. cyklem. Vyhodnoceni ziskanych vysledki jsme
provadéli pomoci relativni kvantifikace vyuzivajici 2 metodu s korekei Gi¢innosti amplifikace.
Vysledky exprese UCP2 jsou tedy vyjadieny jako pomér relativni exprese UCP2 ovlivnéného
vzorku vic¢i neovlivnénym kontrolnim vzorkim (100% exprese). VSechny vysledky exprese RNA
UCP2 byly normalizovéany na expresi housekeepingového genu.

6.6. Stanoveni koncentrace celkového a volného trijodtyroninu
Stanoveni koncentrace celkového a volného trijodtyroninu v séru se provadélo na Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec Kralové na analyzatoru DPC IMMULITE 2000

(DPC, USA) pomoci komer¢nich souprav IMMULITE 2000 Total T3 a IMMULITE 2000 Free
T3.

6.7. Statistické vyhodnoceni vysledku

Testovani statistické vyznamnosti (p) bylo provedeno pomoci jednofaktorového ANOVA
testu, pro porovnani rozdilit mezi jednotlivymi skupinami byl pouzit Tukey-Krammeriv test. Pro
statistick¢é vyhodnoceni byl pouzit statisticky program Graph-Pad Prism 4.03 (GraphPad
Software, USA). Vysledky jsou vyjadieny jako aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou.
Hodnoty p nizsi nez 0,05 (,,*) byly stanoveny jako statisticky vyznamné na hladiné vyznamnosti

95 %, p < 0,01 (,,**%) na hladin¢ 99 % a hodnoty p < 0,001 (,,***“) na hladin¢ vyznamnosti
99,9 %.

7. Vysledky
7.1. Vysledky stanoveni mGPDH

mGPDH po jednordazovém podani trijodtyroninu

Jak vyplyva zgrafu ¢. 1, jiz po 3 hodindch dochéazi k signifikantnimu zvySeni mRNA
mGPDH, kdezto v pfipadé aktivity mGPDH aZ po 6 hodindch. Vyrazné zvySeni mnozstvi mRNA
mGPDH probihalo mezi 3 a 6 hodinou a maximalni vzestup byl zjiStén u potkant, ktefi byli
usmrceni 12 hodin po aplikaci Ts. Poté dochéazelo k poklesu obsahu mRNA, pfesto jesté¢ 72 hodin
od podani T3 je detekovéno signifikantni 20% zvySeni.

2,6
—@®— mRNA mGPDH

24 —{}— aktivita mGPDH
2,2
2,0
1.8

1,6

relativni zvyseni [nasobek]

14 F

1.2

1,0

0 12 24 36 48 60 72 84
¢as [hodiny]
Graf ¢. 1: Zmény enzymové aktivity mGPDH v mitochondriich izolovanych z jater potkanii a
mnozstvi mRNA mGPDH v jatrech potkanii po aplikaci jedné davky trijodtyroninu. RNA
mGPDH byla normalizovéana k referencnimu genu 18S rRNA a enzymova aktivita je vyjadiena
jako relativni mnozstvi vii€i aktivité kontrolniho vzorku.
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V ptipadé enzymové aktivity mGPDH v izolovanych mitochondriich bylo maximalni zvyseni
pozorovano az o 12 hodin pozdéji nez u mnozstvi mRNA, tj. 24 hodin po hormonalni aplikaci.
Poté nasledoval pozvolny pokles, kdy mezi 24 a 72 hodinami byl zji$tén signifikantni 30% pokles.
To lze pravdépodobné vysvétlit jiz redukovanou mRNA syntézou. ZvySend enzymova aktivita po
24 hodinach dobfe korelovala se zvySenym obsahem proteinu méfenym ve stejném case (skoro
2,3x indukce enzymové aktivity vs. 2,7x indukce mnoZstvi proteinu). To miiZze vylou¢it moZnou
kinetickou aktivaci mGPDH a naznacit tak, Ze de novo syntéza enzymu je zodpovédna za indukci
biogeneze mGPDH.

mGPDH opakovaném podani trijodtyroninu

Z vysledki vtabulce ¢. 2 vyplyva, ze se aktivita mGPDH v homogenatech statisticky
vyznamné zvySuje po aplikaci trijodtyroninu. Rozdil aktivity mGPDH u vzorkl ziskanych po 24
hodinach od posledni aplikace Tz a kontrolnich vzorkl je trojnasobny. Pro zjiSténi chovani
aktivity mGPDH po aplikaci T; byla nechdna jedna skupina potkanti nazivu po 72 hodin od
posledni aplikace. Stanovenim aktivity mGPDH u téchto vzorki se zjistilo, Ze dochazi k jejimu
pozvolnému sniZzovani, nebot’ pomér ku kontrolnim vzorktim byl pouze 2,8.

Tab. & 2: Spektrofotometrické stanoveni aktivity mitochondrialni glycerofosfatdehydrogenazy
(mGPDH) pomoci akceptoru elektronit DCPIP v homogenétech jaterni tkdné potkana.

skupina aktivita mGPDH pomér vuci statisticka
potkanda | " [nmol/min./mg proteinu] KO vyznamnost
KO 9 1,85+ 0,76 --- ---
3T; 24h 9 5,61 1,02 3,0 ok
3T; 72h 9 5,26 £0,96 2,8 ook

Tab. ¢. 3: Spektrofotometrické stanoveni aktivity mitochondrialni glycerofosfatdehydrogenazy
(mGPDH) pomoci akceptoru elektront DCPIP v mitochondriich jaterni tkané potkana.

skupina aktivita mGPDH pomér vuci statisticka
potkanda | " [nmol/min./mg proteinu] KO vyznamnost
KO 9 499 £ 225
3T;_24h 9 18,28 + 8,52 3,7 ko
3Ts _72h 9 17,53 +£5,53 3,5 kk

Tabulka €. 3 ukazuje opét statisticky vyznamnou indukci aktivity mGPDH po pfidani
trijodtyroninu jako je tomu u homogenati. U mitochondrii vSak byla pozorovana o trochu vétsi
indukce aktivity mGPDH, kdy po 24 hodinach dochézi k vyraznému vzestupu aktivity enzymu po
aplikaci Ts. Poté nasleduje pozvolny pokles, coz dokazuje vysledek aktivity mGPDH u potkant,
kteti se byli usmrceni az po 72 hodinach od posledni aplikace Ts.

Zvyseni hodnot u vzorki mitochondrii a homogenati po indukci T3 neni z diivodu zmény
aktivity enzymu, ale nybrz zménou mnoZzstvi enzymu, ktery je vysvétlovan syntézou mRNA
mGPDH a syntézou enzymu de novo.

Pfi detekci mnoZzstvi proteinu jsme pozorovali selektivni vzrist mGPDH pomoci western
blotu s vyuzitim specifickych polyklonalnich protilatek proti mGPDH mezi kontrolnimi vzorky
mitochondrii a vzorky po ovlivnéni ttemi ddvkami T3 (obr. €. 1). Stejnou detekci jsme provedli i
u mitochondrii potkant, kterym byla poddna pouze jedna davka hormonu. Po aplikaci jedné
davky T3 dochazi v mitochondriich potkanii ke 2,7x zvySeni mGPDH. V porovnani s potkany,
kteti dostali tfi davky hormonu, byl tento vzestup o vice nez 50 % nizsi (2,7x zvySeni u jedné
davky vs. 6,8x zvyseni u tfi dadvek T;). Zvyseni mGPDH proteinu koreluje se zvySenou
enzymovou aktivitou, kde byl rozdil mezi aktivitou mGPDH u jedné davky a tii davek necelych

12



50 % (2,3x zvySeni u jedné davky vs. 3,7x zvySeni u tfi davek trijodtyroninu). Tato data tak
potvrzuji specifickou indukci mGPDH tyroidnimi hormony v jaternich mitochondriich potkand.

kontrola 3x T3

Obr. ¢&. 1: Obsah mGPDH v mitochondriich izolovanych z jater kontrolnich potkanti a potkani po
stimulaci tfemi dévkami trijodtyroninu (usmrceni 24 hodin po posledni aplikaci) detekovany
pomoci western blotu.

7.2. Vysledky stanoveni mRNA UCP2

Schémata pokusi

Zejména na zakladé vysledkli northern blotu pro mGPDH jsme se rozhodli rozd¢lit potkany
v jednotlivych experimentech do 6 skupin, oproti pfedeslym pokusim jsme zatfadili ¢asovy
interval 1 hodiny a interval 72 hodin jsme naopak vynechali. Kazd4 experimentdlni skupina
obsahovala celkem 12 potkanid. Pro ptehlednost je schéma pokusu po aplikaci T3 uvedeno
v tabulce €. 4. Stejné schéma jsme pouzili i pfi aplikaci tii davek trijodtyroninu.

Tab. €. 4: Schéma jednotlivych skupin potkanti pfi sledovani kinetiky exprese mRNA UCP2 po
aplikaci jedné davky trijodtyroninu (T3).

Skupina | n Charakteristika skupiny

kontrolni | 12 | potkani usmrceni 3 hodiny po aplikaci jedné davky fyziologického roztoku
T; 1h 12 | potkani usmrceni 1 hodinu po aplikaci jedné davky T;

T; 3h 12 | potkani usmrceni 3 hodiny po aplikaci jedné davky T;

T; 6h 12 | potkani usmrceni 6 hodin po aplikaci jedné davky T;

T; 12h 12 | potkani usmrceni 12 hodin po aplikaci jedné davky T;

T; 24h 12 | potkani usmrceni 24 hodin po aplikaci jedné davky T;

Zaroven jsme se rozhodli zjistit, jak je to s kinetikou exprese mRNA UCP2 po parcidlni
hepatektomii, kdy byly chirurgicky pod narkézou odstranény 2/3 jater. Casové intervaly,
ve kterych jsme analyzovali mRNA UCP2, ziistaly nezménéné (tab. €. 5). Potkani byli usmrceni
stejnym zpisobem jako v ptedchozich pokusech.

Tab. €. 5: Schéma jednotlivych skupin potkanti pti sledovani kinetiky exprese mRNA UCP2 po
parcidlni hepatektomii.

Skupina | n Charakteristika skupiny

kontrolni | 5 jaterni tkan z hepatektomovanych laloki

PH 1h 5 potkani usmrceni 1 hodinu po parcialni hepatektomii
PH 3h 5 potkani usmrceni 3 hodiny po parcialni hepatektomii
PH 6h 5 potkani usmrceni 6 hodin po parcialni hepatektomii
PH 12h |5 potkani usmrceni 12 hodin po parcialni hepatektomii
PH 24h |5 potkani usmrceni 24 hodin po parcialni hepatektomii

Vysledky optimalizace reverzni transkripce a jeji kontroly

V ramci optimalizace reverzni transkripce jsme zkouSeli dva postupy, prvnim byl piepis
pomoci M-MLV reverzni transkriptdzy a oligo(dT);sVN primeru a druhym komplexni systém
,SuperScript'™ First Strand Synthesis System“. Vysledek reverzni transkripce, resp. vyt&znost
byla u obou postupil naprosto srovnatelna (obr. €. 2). Vzhledem k finan¢ni a pracovni naroc¢nosti
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druhého postupu jsme se rozhodli v naSich dal§ich pokusech pouZivat piepis RNA na cDNA
pomoci enzymu M-MLV firmy Top-Bio.

@ i R
Obr. &. 2: Optimalizace reverzni transkripce. Reverzni transkripce provedend u vzorku 1, 3
pomoci SuperScriptTM First Strand Synthesis System (Invitrogen), u vzorku 2, 4 pomoci M-

MLV reverzni transkriptazy (Top-Bio), marker — velikostni marker s rozliSenim 100 bp, NK —
negativni kontrola.

V nasich experimentech jsme potiebovali porovndvat vysledky exprese UCP2 v jednotlivych
vzorcich. Bylo tedy nutné, aby vstupni koncentrace mRNA byla vzdy stejnd. Z tohoto divodu
jsme optimalizovali rovnéZ vstupni koncentraci RNA, kdy jsme testovali tyto koncentrace — 250,
500, 750, 1000 a 1500 pg/ml. Nejoptimaln€jsi byla koncentrace 1000 pg/ml, kdy jsme
pozorovali nejintenzivnéj$i band (obr. ¢. 3). Pfi izolaci RNA mély vSechny jaterni vzorky
koncentraci okolo 1000 pg/ml nebo vyssi. V téchto ptipadech byla RNA tésné pred reverzni
transkripci nafedéna na potifebnou koncentraci. Kone¢né slozeni reakéni smési pro jeden vzorek
pro reverzni transkripci je nasledujici — 12 pl vody, 6 pl 5x koncentrovaného pufru (250 mmol/l
Tris-HCL, 375 mmol/l KCl, 15 mmol/l MgCl,), 1,5 pl dNTPs (2,5 mmol/l), 1,5 pl oligo
(dT);5VN primer (50 pmol/l), 3 pul M-MLV reverzni transkriptazy (200 U/ul) a 3 pul RNA
(o koncentraci 1000 pg/ml).

1000)

—

Obr. €. 3: Optimalizace vstupni koncentrace RNA po reverzni transkripci. V prvni jamce zleva je
velikostni marker s rozliSenim 50 bp, NK — negativni kontrola, nasledujici jamky obsahovaly
vzrustajici koncentraci RNA.

Pro kontrolu G¢innosti jsme uspésné zavedli PCR reakci pro housekeepingovy gen GAPDH
s primery prevzatymi z literatury (23). Tuto reakci jsme pouzivali zejména pro rychlé zjisténi, zda
reverzni transkripce probé¢hla ¢i ne, proto jsme ji dikladnéji neoptimalizovali a pfi zavadéni
reakce (slozeni PCR smési, teplotni profil) jsme vychazeli z uvedené publikace. Na obrazku ¢. 4
je vysledek elektroforézy produkti PCR pro GAPDH ze vzork jaterni tkané a sleziny. cDNA
sleziny jsme nasledné vyuzili pfi zavedeni real-time PCR specifické pro UCP2.
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Obr. ¢ 4: Kontrola ucinnosti reverzni transkripce pomoci PCR pro GAPDH. Délka
pozadovaného produktu je 489 bp. A: 1,2,3,4,5 — kontrolni vzorky sleziny, B: 1 - kontrolni vzorek
jaterni tkdn€, 2 - vzorek jaterni tkané potkana usmrceného po 1 hod. od aplikace trijodtyroninu
(T3), 3 - vzorek jaterni tkané potkana usmrcené¢ho po 3 hod. od aplikace T;, 4 - vzorek jaterni
tkan¢ potkana usmrceného po 6 hod. od aplikace Ts, 5 - vzorek jaterni tkdn€ potkana usmrceného
po 12 hod. od aplikace T3, 6 - vzorek jaterni tkané potkana usmrceného po 24 hod. od aplikace T;,
marker — velikostni marker (rozliSeni 50 bp, Roche), NK — negativni kontrola.

Vysledky optimalizace real-time PCR specifické pro UCP2

Vzhledem k pouziti komeréniho mixu bylo nutné optimalizovat pouze koncentraci primerti a
sondy, nebot’ vSechny ostatni slozky reakéni smeési jsou v pouzivaném mixu v optimalnich
koncentracich. Rovnéz vyuziti hydrolytickych sond ndm umoznilo pouZzit univerzalni teplotni
profil, ktery neni nutné optimalizovat. Primérné hodnoty Ct cykli u kontrolnich vzorki sleziny
pro jednotlivé koncentrace primerti a sondy pouzité pti optimalizaci jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Tab. €. 6: Testované koncentrace primert a sondy s vysledky real-time PCR specifické pro UCP2
u vzorkt sleziny.

Koncentrace (v umol/l) Vysledek real-time PCR
forward, reverse primer | hydrolyticka sonda | (pritmérné hodnoty Ct)

0,4 0,1 24,42

0,4 0,2 23,59

0,4 0,3 23,83

0,4 0,4 23,89

0,2 0,2 24,63

0,3 0,2 23,84

0,4 0,2 23,46

0,5 0,2 23,73

0,6 0,2 23,61

Vsechny vysledky optimalizace byly velmi srovnatelné, pfesto jsme jako nejvhodnéjsi
koncentraci obou primerd vybrali 0,4 pmol/l a koncentraci sondy 0,2 pmol/l. Kone¢né sloZeni
reakéni smési, které jsme pouzivali v naSich experimentech, je 4 pl vody, 10 pl 2x
koncentrovaného TagMan Universal Master Mixu, 0,8 pl forward a reverse primeru (10 pmol/pl),
0,4 pl sondy (10 pmol/ul) a 4 ul cDNA. Celkovy objem reakéni smési byl 20 pl.
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Ukéazka amplifikacnich kiivek real-time PCR specifické pro UCP2 je na obrazku ¢. 5.
Vzhledem k pouziti kvantifikovanych standardii jsme mohli urcit pro kazdou PCR pro UCP2 také
éinnost reakce (E) podle vztahu E = 1(!/smeémice kalibracni kiivky PCR reakee) “py o pohybovala vzdy
mezi 90 az 100 % (primérné 93,5 % =£ 3,05 %).

Amplification Plak

1.000 Amplification Plot

1.000 E-1
&
|

1.000 B2

1.000 B3

o i0 20 30 a0 o
Cytle

Detector:|FAM-BHQ = | Plat:aRn vs. Cycle | Threshoid:| 0,050

Obr. ¢. 5: Amplifikacni kiivky real-time PCR pro UCP2 plazmidovych standardi a vzork.

Vybér housekeepingového genu pro real-time PCR

Pro real-time PCR pro referenéni gen pro normalizaci jsme méli na vybér ze Ctyr
housekeepingovych genit — B2M (B-2-microglobulin), HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyl-
transferase 1), SURF1 (surfeit 1) a TBP (TATA box binding protein). Na zdkladé PCR reakci
téchto genli u vzorkd jaterni tkdné a sleziny, které byly analyzovédny v riiznych cEasovych
intervalech v dubletu, jsme vybrali jako nejvhodnéj$i a nejstabilnéjs$i housekeepingovy gen
SURF1 (tab. ¢. 7). Tento gen totiz vykazoval minimélni rozdily tzv. threshold cykli
u jednotlivych tkani.

Pro kvantitativni analyzu tohoto genu byla také vytvorena kalibra¢ni kiivka desitkovym
fedénim plazmidu o piivodni koncentraci 1,0.10'* kopii/ml, ktera nam umoznila vypoéitat
ucinnost real-time PCR specifické pro SURF1. Ta se pohybovala u vSech reakci mezi 90 az 100
%, s primérem 94,5 % (+ 2,85 %).

Tab. &. 7: Vysledky real-time PCR analyzy pro jednotlivé housekeepingové geny v jaterni tkani.

Vzorek jaterni tkang Prumérné vysledky tl3resh0,ld cykli (Ct) pro
potkanii housekeepingové geny

HPRTI B2M SURF1 TBP
kontrolni tkan 17,00 12,72 20,95 20,00
tkan T; 1h 18,71 15,50 21,68 23,82
tkan T; 3h 18,64 18,00 21,00 25,00
tkan T; 6h 21,00 19,17 21,32 23,00
tkan T; 12h 18,69 12,00 20,72 25,36
tkan T; 24h 18,33 13,66 21,53 23,00
Pramér —a  smérodatnd | 4o 534 1 09 | 15,18 +2,97 | 21,20 + 0,39 | 23,36 % 1,10
odchylka
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Vysledky exprese UCP2 v jaterni tkani po aplikaci jedné davky trijodtyroninu

Vjaterni tkani jsme u kontrolni skupiny detekovali nizké mnozstvi mRNA UCP2.
V porovnani se vzorky sleziny, které jsme analyzovali v ramci zavedeni a optimalizace real-time
PCR pro UCP2 a SURF1, jsme zjistili, Ze se jedna o pfiblizné¢ 65x nizs§i expresi UCP2. Ta byla
nasledné jednu hodinu po aplikaci jedné davky T3 sniZzena o 22 % oproti kontrolni skupiné, avsak
tento pokles nebyl signifikantni. Pozdéji exprese mRNA UCP2 doséhla irovné kontrolnich
vzorkil a teprve 12 hodin po aplikaci T3 jsme stanovili maximum exprese. Jednalo se o témét 2-
nasobné zvyseni, které bylo statisticky signifikantni na hladin€¢ vyznamnosti 99 %. Po dalSich 12
hodinach doslo k poklesu hladiny na 1,63-nasobek proti kontrole (p < 0,01 vs. kontrolni skupina).
To znamend, ze mezi 12 a 24 hodinou od aplikace T3 doslo pouze k pozvolnému poklesu a Ize se
tedy domnivat, Ze sniZzeni exprese na ptivodni hodnoty bude velice pomalé. Vysledky sledovani
kinetiky exprese mRNA UCP2 jsou shrnuty v tabulce €. 8.

Tab. €. 8: Zmény v expresi mRNA UCP2 a koncentraci celkového trijodtyroninu (tT3) a volného
trijodtyroninu (fT3) po i.p. aplikaci jedné davky trijodtyroninu.

Skupina n UCP2 mRNA tT3 (nmol/l) fT; (pmol/l)
kontrolni 12 1,00 1,62+0,13 8,24 £ 0,32
T; 1h 12 0,78 £ 0,44 133,00 £ 9,90 *** | 496,00 £ 8,49 ***
T; 3h 12 0,95+ 0,49 " 198,00 + 26,87 *** | 631,00 + 16,97 ***
T; _6h 12 0,97 +0,44 " 126,00 £ 19,80 *** | 460,00 £+ 57,98 ***
T; 12h 12 1,94 £ 0,50 ** 57,95 £ 1,06 *** 163,50 £ 14,85 ***
T; 24h 12 1,63 £ 0,36 ** 18,60 £ 1,70 *** 65,93 £ 0,04 ***

Ve stejnych Casovych intervalech jsme sledovali rovnéz koncentrace celkového a volného
trijodtyroninu, abychom si mohli udélat obraz kinetiky zmény koncentrace trijodtyroninu v séru
po jeho aplikaci. Jak ukazuje tabulka ¢. 8, sérové koncentrace tTs a T3 stoupaji velmi rychle jiz
béhem prvnich tfech hodin, kdy jsme zjistili maximalni hodnoty. V ptipadé celkového
trijodtyroninu jsme zjistili signifikantni 122-nésobek koncentrace oproti kontrolni skupiné (p <
0,001) a pro volny T3 77-nasobek (p < 0,001). Oba parametry poté postupné klesaji, presto po 24
hodinach od aplikace hormonu jsou koncentrace oproti kontrolam stale signifikantn€ zvySené (11-
nasobek koncentrace tT; a 8-nasobek u fT3). Kinetika koncentraci celkového i volného T; ma
shodny pribéh se zvySenim béhem prvnich hodin, maximem ve tieti hodin€, a nasledné relativné
rychlym poklesem.

Celkové lze fici, ze maximum koncentraci T; a fTs je ve tfeti hoding, oproti tomu exprese
UCP2 dosahuje svého maxima az o 9 hodin pozdé&ji, tj. ve 12. hodin€ po aplikaci hormonu.
Hodina, kdy hodnota mRNA UCP2 byla maximalni, je shodné jako u modelového systému, tedy
u mRNA mGPDH.

Vysledky exprese UCP2 v jaterni tkani po aplikaci tii davek trijodtyroninu

Stejné pokusy jsme provedli jesté jednou, ale tentokrat jsme potkanim podavali tfi davky
trijodtyroninu. V ¢asovych intervalech 1, 3 a 6 hodin jsme zjistili statisticky nevyznamné sniZeni a
ve 12 hodiné statisticky nevyznamné 0,15-nasobné zvySeni. Pouze 24 hodin po posledni aplikaci
hormonu jsme pozorovali 0,33-nasobné snizeni mRNA UCP2 (p < 0,01) oproti kontrolni skupiné
(tabulka €. 9).

Opét jsme sledovali i koncentrace celkového i volného trijodtyroninu (tabulka ¢. 9). Oproti
pokustim s jednou davkou Ts jsme pozorovali méné vyrazné zvySeni koncentraci. Maximalni
hodnota tT; byla v ptipadé¢ tii davek 33-nasobna oproti 122-ndsobku u jedné davky a u T3 47-
nasobek vs. 77-nasobek. Navic maximum bylo zjisténo az 6 hodin po aplikaci posledni davky, coz
je o tfi hodiny pozd€ji nez ptfi podani jedné davky hormonu. Tyto rozdily mohou byt
pravdépodobné divodem nevyznamné zmény mRNA UCP2 v prvnich 12 hodinach. Po 24
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hodinach dosahuji hodnoty tT; a fT5 pouze pfiblizn€ 1,7-nasobku, resp. 1,3-nasobku hodnot u
kontrolni skupiny.

Tab. €. 9: Zmény v expresi mRNA UCP2 a koncentraci celkového trijodtyroninu (tT3) a volného
trijodtyroninu (fT3) po i.p. aplikaci tii davek trijodtyroninu.

Skupina n UCP2 mRNA tT3 (nmol/l) fT; (pmol/l)
kontrolni 12 1,00 1,93 + 0,04 5,40 £ 0,14
3T; 1h 12 0,96 + 0,37 N 34,05 + 14,08 *** 61,88 + 0,86 ***
3Ts; 3h 12 0,87 0,31 N 46,42 £ 32,05 *** | 207,90 £ 71,71 ***
3 T; 6h 12 0,88+ 0,37 N 64,02 £ 1,87 *** | 25433 £ 10,28 ***
3Ts; 12h 12 1,15+0,73 N 17,74 £ 11,79 *** | 54,79 £ 24,73 ***
3 Ts_24h 12 0,67 £ 0,20 ** 3,30 + 1,84 ** 7,25+ 0,92 **

Vysledky exprese UCP2 v jaterni tkani po parcidlni hepatektomii

V posledni ¢asti prace jsme ovéfovali expresi mRNA UCP2 v jaterni tkani potkana po
parcidlni (2/3) hepatektomii. Protoze se jedna o proliferaéni d&j vyZadujici znacné mnoZzstvi
energie, coz vede ke zvySené tvorbé reaktivni kyslikovych radikéald, zajimalo nas, jak vypada
exprese UCP2, kterd by mohla byt vyznamnym ochrannym mechanizmem.

Jak ukazuje tabulka ¢. 10, jiz v prvni hodin¢ dochazi ke zvySeni exprese, kterd je prozatim
statisticky nevyznamna. Ale jiz 3 hodiny po parcidlni hepatektomii jsme pozorovali maximalni
zvySeni (4,71-nasobny vzrist mRNA UCP2 oproti kontrolni skuping). Poté dochazi k pozvolnému
poklesu exprese UCP2 na 3,40x a 3,09x vs. kontroly po 6 a 12 hodinach. V dalsich 12 hodinach
pak mRNA UCP2 kles4d témét o dvojnasobek na 1,59-nasobek vici kontrole, coz uz je opét
statisticky nevyznamny rozdil.

Tab. €. 10: Zmény v expresi mRNA UCP2 po parcialni hepatektomii.
Skupina n UCP2 mRNA Statisticka vyznamnost

kontrolni 5 1,00 ---

PH 1h 5 1,21 £ 0,26 nevyznamné
PH 3h 5 4,71 £ 1,01 ok p < 0,001
PH 6h 5 3,40 £ 0,82 *x% 5 <(,001
PH 12h 5 3,09 £0,91 %k p <0,001
PH 24h 5 1,59 + 0,85 nevyznamneé

8. Diskuze

Jatra jsou multifunkénim orgénem, ktery hraje klicovou roli v intermediarnim a energetickém
metabolizmu, biotransformaci, sekreci a exkreci. Tyto procesy jsou energeticky velmi ndro¢né,
proto se jedna o tkan vysoce zavislou na obsahu kysliku a metabolicky velmi aktivni (24). Jatra
maji tedy dualezitou roli vregulaci metabolizmu riznych energetickych substratd, rychle se
prizptisobuji nadmérnému ptisunu substrati snizenim u¢innosti mitochondridlni ATP produkce.

Jatra jsou také organem Casto pouZivanym pro studium Uc¢inki tyroidnich hormond, které se
uplatnuji v Siroké fadé biologickych procest. Hormony $§titné zldzy maji dulezitou roli v regulaci
savCiho energetického metabolizmu a ristu a ve farmakologickych koncentracich indukuji
odptazeni oxidacni fosforylace. Efekt pfisuzovany trijodtyroninu se déje na trovni transkripéni a
post-transkripéni  regulace cilovych genti kodujicich komponenty mitochondridlniho
energetického aparatu. Trijodtyronin tedy ovliviiuje i expresi UCP2 v metabolicky aktivnich
tkanich jako naptiklad v srdci, ledvinach, kosternich svalech a jatrech (25). Ptestoze byl vliv
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trijodtyroninu na expresi UCP2 popsan jiz pted fadou let, stale existuje malo informaci o zméné
mRNA UCP2 béhem prvnich hodin po aplikaci tohoto hormonu.

Mitochondrialni glycerofosfatdehydrogendza je flavoprotein dependentni enzym, ktery je
vazén na povrchu vnitini mitochondridlni membrany a je soucasti glycerofosfatového cyklu (26).
Aktivita tohoto cyklu zavisi pfedev§im na mnozstvi mGPDH v mitochondriich jednotlivych tkéni,
které se znacné 1i8i (27). Neni stale vyjasnéna otdzka, proc je exprese tohoto enzymu ve vétSing
tkani v organizmu potlatena a pro¢ pouze v n€kterych tkanich je aktivita mGPDH vysoka.
Exprese mGPDH je siln€ potlacena ve vétSing€ savcich tkani (28). Vysoky obsah se nachazi pouze
v hnéd¢ tukové tkani (29) a mnohem méné, ale stale signifikantni aktivity se nalézaji v placenté
(30), varlatech, pankreatickych B-bunikdch (31) a kultivovanych fibroblastech (32). Naopak nizky
obsah mGPDH se nachazi v jaterni tkani, kde vSak byla popsana indukce enzymu plsobenim
tyroidnich hormonti (33). Detailni mechanizmus jejich plsobeni neni stile dobie pochopen
vzhledem slozitosti této regulace.

Riizné aspekty indukce mGPDH pomoci trijodtyroninu byly jiz rozséhle studovany (34, 35,
36). Nicméné nase vysledky komplexné srovnavaji obsah mRNA mGPDH a mnoZzstvi proteinu
s enzymovou aktivitou mGPDH. Potvrdili jsme pfedchozi nalezy, které ukazuji specifické
pusobeni tyroidnich hormonti na mGPDH. Pouzitim specifickych protilatek jsme také mohli
popsat proporciondlni vzrist obsahu mGPDH proteinu, a to po jedné i tfech davkach
trijodtyroninu.

V naSich experimentech jsme pouzivali model indukce biogeneze mGPDH po jedné davce
trijodtyroninu eutyroidnim potkantim. Kvili jednoduchosti tohoto systému jsme mohli sledovat
kinetiku enzymové biogeneze. Ackoliv indukce enzymové aktivity mGPDH po jedné davce
trijodtyroninu jiz byla studovdna Oppenheimerem a spol. (34), ktefi zjiStovali kinetiku zmény
enzymoveé aktivity. Pro zajiSténi plného obsazeni tyroidnich receptorti pouzivali vysoké davky
trijodtyroninu (200 nebo 5000 pg/100 g télesné hmotnosti). Enzymova aktivita v jejich pokusech
zacinala stoupat 13 hodin po aplikaci hormonu a rostla, dokud bylo vice nez 95 % tyroidnich
receptorl obsazeno trijodtyroninem. Dale také studovali ubytek aktivity mGPDH a spocitali tak
poloc¢as degradace enzymu na 2,8 dne. Tato data celkové koresponduji s nasimi ndlezy. Na rozdil
od Oppenheimera jsme vSak pouzili o 1 az 2 fady nizsi koncentrace trijodtyroninu (20 pg/100 g
télesné hmotnosti), kterd by se mohla 1épe podobat situaci pti hypertyre6ze. Z tohoto diivodu je
mira indukce mGPDH v naSich experimentech niz§i. Pfi porovnani nasich dat po jedné nebo tfech
davkach je evidentni, Ze nepracujeme v koncentracich trijodtyroninu, kdy jsou jejich tyroidni
receptory plné saturované.

Pii opakované aplikaci trijodtyroninu jsme stanovili, ze hormonélni indukce mGPDH
zpuisobuje tfi- az Ctyf-nasobné zvySeni aktivity tohoto enzymu v jaternich homogenatech i
mitochondriich. Miiller a Seitz (37) zjistili pomoci kvantitativni PCR reakce mRNA daného
enzymu, ze trijodtyronin zvySuje syntézu této nukleové kyseliny. Ta poté putuje k ribozomiim,
kde dochazi k translaci a vzniku zvySeného mnozstvi specifického proteinu. Vzestup aktivity
mGPDH je tedy vysvétlovan syntézou de novo.

Dale jsme zjistili, Ze mGPDH transkript je indukovan jiz 3 az 6 hodin po aplikaci jedné davky
trijodtyroninu (maximum indukce je ve 12 hoding). Tento nalez je podobny vysledkiim Diimmlera
a spol. (33), ktefi objevili zvySeni po 4 aZ 6 hodinach. Transkript mGPDH je proto nej¢asnéjsi ze
vSech mitochondrialnich proteinii, kter¢ jsou kddovany bunéénym jadrem a které jsou indukovany
trijodtyroninem. Navic se tato rychlost vice podobd cytosolovym proteinim regulovanym
trijodtyroninem (napf. maldtdehydrogenaza, glukokinaza) (33). Transkripce mGPDH genu je
aktivovana pomoci TR/RXR vazby k sekvenci responsivniho elementu pro tyroidni hormony
(TRE) v promotorové oblasti genu (38, 39). Casny charakter zmény exprese mRNA mGPDH
naznacuje, ze patii do rodiny na trijodtyronin rychle odpovidajicich transkriptli indukovanych
pfimo pomoci vazanych tyroidnich receptorii. DalS$i mechanizmus pisobeni trijodtyroninu je
prostiednictvim indukce transkripce a nasledné syntézy jinych transkripénich faktori nebo
koaktivatorti zapojenych v mitochondrialni biogenezi (napf. NRF-1 nebo PGC-1) (40, 41). Geny
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regulované timto zplsobem reaguji na trijodtyronin po mnohem del$i dobé (48 hodin) potiebné
pro uskuteénéni viech pomocnych procest (40). Casna indukce mGPDH transkriptu proto mluvi
proti zapojeni takovéto drahy v regulaci biogeneze mGPDH.

Dalsi dilezité hledisko nasi studie je hodnoceni zmény mGPDH proteinu. Az dosud bylo
publikovano malo studii pojednédvajicich o zmén€ mitochondridlnich proteind (42, 43). Ve
skutecnosti detailni analyza polocasu rozpadu mitochondialnich OXPHOS enzymii a dalSich
proteinli z riznych mitochondridlnich ¢asti, stejn¢ jako Udaje o tkanové specifité, stale chybi.
Nekteré studie dokladuji, Ze za degradaci mitochondrii je zodpovédny proces makroautofagie (44,
45). Kvantitativni studie v jaternich bunkach naznauji, ze makroautofagie by mohla byt
zodpovédna za degradaci ne vice nez poloviny mitochondridlnich proteind (44). Studie na jaterni
tkani, kultivovanych hepatocytech nebo buitkkdch nddoru jater uvadeji, ze polocas rozpadu
mitochondridlnich proteini je velmi variabilni vrozmezi od 1,2 hodiny do 185 hodin pro
matrixové proteiny a v rozmezi 35 az 156 hodin pro membranové proteiny. (43, 46). To sveéd¢i
o selektivni degradaci bilkovin, které jiz nejsou déle potiebné pro mitochondridlni funkei,
pravdépodobné pomoci pftislusniki AAA-protedzové rodiny (47). Z naSich pokusii méfeni
enzymové aktivity miizeme odhadnout, Ze polo¢as rozpadu mGPDH muze byt ptiblizné 60 hodin.
Tento relativné rychly obrat naznacuje mozZnou existenci drahy selektivni degradace, ktera by
mohla fungovat k zajisténi rychlej$iho rozpadu mGPDH v porovnani s jinymi proteiny vnitini
mitochondridlni membrany.

Pro optimalizaci real-time PCR specifické pro UCP2 jsme vyuzili vzorky sleziny
z kontrolnich neovlivnénych potkant, kde byla popsana vyrazna exprese UCP2 (7, 48). Diky
tomu jsme mohli porovnat miru exprese ve vzorcich sleziny a jaterni tkdné a zjistili jsme, Ze
hladina mRNA UCP2 je vyrazné vyssi ve slezin€ nezZ v jatrech. VEt§i mnozstvi UCP2 transkriptu
ve slezin¢ je mozné vysvétlit vysokym obsahem makrofagti, v pfipadé jater se popisuje vyskyt
zejména v Kupfferovych buiikdch (4, 7). Rozdilnost exprese v jatrech a slezin¢ jsme ovéfili
vysledky studie, kterou provedli Alan a spol. Ti sledovali mnozstvi mRNA UCP2 v osmi tkdnich
u potkant a zjistili, ze obsah UCP2 se sniZuje v nasledujicim potadi - slezina, srdce, plice, bila
tukova tkan, mozek, kosterni svalstvo, ledvina a jatra, v obsahu UCP2 transkriptu navic
pozorovali 30-nasobny rozdil v obsahu (49).

Pti sledovani exprese RNA UCP2 po ovlivnéni jednou davkou trijodtyroninu (20 pg/100 g
télesné hmotnosti) jsme zjistili, Ze nejprve dochazi k mirnému nesignifikantnimu poklesu, ktery je
nasledovan vyraznym vzestupem. Po 12 hodinach od podéani trijodtyroninu dochazi
k maximalnimu téméf k dvojnasobnému zvyseni exprese RNA UCP2. Za dalSich 12 hodin vSak
dochazi pouze k malému poklesu exprese. Lze tedy fici, ze po dosaZzeni maximalni exprese
dochazi k jejimu velmi pozvolnému névratu na pivodni hodnoty. NaSe vysledky jsou podobné
vysledkiim studie, kterou provedli Voci a spol. (50). Na Kupfferovych bunkach izolovanych
z jater eutyroidnich a hypertyredznich potkanii zjistili, Ze hladiny mRNA UCP2 zavisi na délce
trvani plisobeni trijodtyroninu. Ve svych pokusech pouzili rovnéZ intraperitonealni jednorazovou
aplikaci trijodtyroninu v davce 25 pg/100 g télesné hmotnosti a potkany usmrtili 48 hodin po
podani. U kontrolnich vzorkii pomoci northern blotu jasné detekovali mRNA UCP2, ktera byla po
ovlivnéni trijodtyroninem u experimentalnich vzorkii vice nez dvojnasobna. Rychld zména
exprese mMRNA UCP2 opét naznacuje, Ze patii do rodiny na trijodtyronin rychle odpovidajicich
transkriptd, které jsou indukovany piimo pomoci vazanych tyroidnich receptort. Rychlost exprese
UCP2 v8ak souvisi i s jeho stabilitou. Rousset a spol. (51) studovali na riznych bunéénych liniich
polocas rozpadu UCP2 proteinu a zjistili, Zze je velmi nestabilni. K rozpadu UCP2 totiz dochézi
pfiblizné po 30 minutich oproti UCP1, kde to je az po 30 hodinach. Takto vyrazny rozdil
vysvétlili tim, ze teplo tvofené UCP1 v v hnédé tukové tkéni je zpravidla dlouhodoby a adaptivni
jev, zatimco fizeni tvorby kyslikovych radikalti v mitochondriich pomoci UCP2 vyzZaduje spiSe
jemnou regulaci (51).

Voci a spol. (50) v dalsi ¢asti svych pokusii aplikovali potkantim trijodtyronin i.p. v davce 15
ng/100 g télesné hmotnosti kazdy den po dobu 3 tydnd, ¢imz navodili chronicky hypertyre6zni
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stav. U téchto potkanti ale zjistili pouze 30% nesignifikantni vzrist exprese UCP2. Tento vzrist
byl ve srovnani se vzorky po akutnim ovlivnéni signifikantné niz§i. Také Lanni a spol. (25)
provadéli studii, ve které i.p. aplikovali potkantim trijodtyronin v davce 15 pg/100 g télesné
hmotnosti po dobu 7 dni a usmrtili je 24 hodin po posledni davce, a zjistili, Ze trijodtyronin
vyrazné ovlivituje expresi mRNA UCP2 v srdci, mensi efekt pozorovali u kosterniho svalstva.
V piipadé ledvin a jater vSak zjistili, Ze trijodtyronin zde témet nepisobi. Podobné vysledky jsme
pozorovali i my u vzorki po aplikaci 3 dévek trijodtyroninu (20 ng/100 g télesné hmotnosti), kdy
jsme v prvnich 12 hodinach po podani zjistili nesignifikantni zmény exprese. Pouze 24 hodin po
aplikaci jsme sledovali signifikantni pokles mRNA UCP2 na 67 % oproti kontrole. Voci a spol.
(50) sledovali kromé vlivu trijodtyroninu na expresi RNA UCP2 také respira¢ni parametry
mitochondrii (napt. celkovy respiraéni pomér, ATP syntézu, unik protonl atd.) a zjistili, ze u
akutniho podani trijodtyroninu dochéazi k velmi patrnému zvySeni ptispévku zpiisobeného unikem
protont k celkové bunécné respiraci. Nicméné u chronicky hypertyredznich potkand, ktefi méli
oproti akutnim hypertyre6znim potkanim niz8i expresi mRNA UCP2, pozorovali signifikantné
vyssi prispévek vytvoreny Unikem protonti na celkové respiraci. Pravdépodobnym vysvétlenim
miZze byt, ze pfi akutnim pusobeni trijodtyroninu zvySeni UCP2 transkriptu nevede k obdobnému
zvySeni koncentrace UCP2 proteinu v mitochondriich. Naopak pifi chronickém ovlivnéni se
zvySuje 1 exprese UCP2 proteinu. Tyto vysledky mohou byt ve shod¢ s pravdépodobnym efektem
UCP2 v odprazeni oxidacni fosforylace a mohou tak naznacit roli Kupfferovych bunék v jaterni
termogenezi (50).

Z vysledkt exprese mRNA mGPDH a mRNA UCP2 je rovnéz patrné, Ze v obou piipadech
dochazi ke zvySeni exprese ve stejném cCasovém intervalu — tedy 12 hodin po aplikaci
trijodtyroninu (20 pg/100 g telesné hmotnosti), a poté dochazi v obou piipadech k pozvolnému
poklesu. Zménu exprese RNA UCP2 v ¢ase v hepatocytech potkanti sledovali také Cortez-Pinto a
spol. (52) po inkubaci s 6% Intralipidem (emulze sojového oleje, kde se nachazi v poméru 2:1
kyselina linolovd a olejova). U kontrolnich hepatocytli pozorovali malou expresi UCP2, u
hepatocytli po ovlivnéni Intralipidem dochézelo k bifazickému zvySeni hladiny mRNA UCP2.
Nejprve po 0,5 hodin€ pozorovali mirné zvyseni nasledované poklesem k bazalnim hodnotam ve
3 a 6 hodiné. Dalsi ¢asovy interval byl az 24 hodin po ovlivnéni, kdy doslo témét az k 3,5-
nasobnému zvyseni. Jisté zajimavé by proto bylo porovnani exprese UCP2 po 12 hodinach, ptesto
lze predpokladat, ze Casovy priibéh exprese byl velmi podobny nasim vysledkim pro mGPDH i
UCP2.

Zvyseni UCP2 transkriptu v jaterni tkani by mohlo byt vysvétleno zvySenim energetického
vydeje a metabolizmu, ktery muize byt indukovan a regulovan tyroidnimi proteiny b&hem
odptazeni oxidacni fosforylace. ZvySeny energeticky vydej a metabolizmus rovnéz indukuje
zvySeni produkce reaktivnich kyslikovych radikali, jez jsou signalem pro up-regulaci UCP2
transkriptu a proteinu v hepatocytech. Dilkaz, Ze trijodtyronin zvySuje mitochondridlni produkci
kyslikovych radikalt (53), podporuje predpoklad, ze indukce UCP2 v jatrech je fyziologicky
antioxida¢nim mechanizmem ochrany proti zvysené produkci ROS.

V nasi studii jsme kromé sledovani zmény exprese UCP2 po aplikaci trijodtyroninu
stanovovali rovnéz koncentrace celkového a volného trijodtyroninu v séru. Po aplikaci jedné
davky jsme u tT3 1 fT3 zjistili maximélni hodnoty jiz po 3 hodindch, kdy u celkového
trijodtyroninu doslo kel22-ndsobnému zvySeni a u volného trijodtyroninu k 77-ndsobnému
vzrustu. Pfi opakovaném podéni trijodtyroninu jsme pozorovali posun maxima az na 6 hodin po
aplikaci a hodnoty obou trijodtyroninti byly niz§i (tT; 33-nasobek a fT3 47-nasobek oproti
kontrolni skupiné potkantl). Pfi¢inou niz$i hladiny trijodtyroninu po opakovanych aplikacich
hormonu je pravdépodobné jeho degradace. Ta spociva v uplné dejodaci trijodtyroninu a
v inaktivaci deaminaci a dekarboxylaci. Poté jaterni glukuronidace a sulfatace davd vznik
hydrofiln€j§im molekuldm, které se vylucuji do zluce, reabsorbuji ve stfevé a vylucuji moci jako
konjugaty s kyselinou glukuronovou (54). V séru tedy dochazi k rychlé degradaci hormonu,
ackoliv tcinek trijodtyroninu na expresi mGPDH a UCP2 nevymizel. To je dano pravdépodobné
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prodlevou, béhem niz dochdzi k vazbé hormonu a specifického receptoru, nasledn¢ vazbé
vzniklého komplexu na specifickou oblast DNA a aktivaci transkripce mRNA (55). Ta ma za
nasledek zvySeni mGPDH a UCP2 transkriptu.

V posledni f4zi na$i studie jsme zkoumali zménu exprese mRNA UCP2 po parcialni 2/3
hepatektomii v rliznych casovych intervalech. Pfi parcidlni hepatektomii u potkanli je pomér
maximalni DNA syntézy v hepatocytech 24 hodin po operaci a pocateni velikost organu je
obnovena po 7 az 10 dnech (56). Proliferace hepatocyti po parcidlni hepatektomii zacina
pfechodem zralych, plné diferencovanych hepatocytti z klidového Gy stavu do prereplikativni G
faze bunécného cyklu, coz trva 12 az 24 hodin. Po této fazi nasleduje DNA syntéza, kterd vrcholi
22 az 24 hodin po hepatektomii, a mitéza o dalSich 6 az 8 hodin pozdgji. Béhem prereplikativni
faze jaterni regenerace je mitochondridlni funkce a struktura jater zménéna (57).

Exprese genil pii regeneraci jater se muze rozd¢lit do n¢kolika fazi, béhem prvnich 4 hodin
dochazi k expresi bezprostfednich casnych gend jako c-fos, c-jun atd., dochdzi také k aktivaci
JNK kindz, TNF. Béhem této faze klidové hepatocyty vstupuji do bunééného cyklu, resp. do G;
faze, ktera je u potkant krats$i neZ u mysi. Mezi 4 a 8 hodinou nasleduje exprese tzv. zpozdénych
genl (bclx), mezi 8 a 20 hodinou exprese geni bunécného cyklu (p53, p21, mdm?2) a od 20
hodiny po parcidlni hepatektomii dochéazi k expresi gent dilezitych pro DNA replikaci a mitozu
(cyclin D1, cyclin E, C, B, ras) (58).

Pti naSich pokusech jsme zjistili, Ze jiz 3 hodiny po provedeni parcidlni hepatektomie dochazi
k maximalni (témét 5-nasobné) indukci UCP2 transkriptu, coz znamena, ze UCP2 gen se bude
fadit spiSe mezi bezprostfedni ¢asné geny. Béhem dalSich 9 hodin dochazelo k mirnému poklesu
UCP2 transkriptu az na 3-nasobek hladiny mRNA UCP2 u kontrolnich potkand. Poté jsme vSak
pozorovali béhem nésledujicich 12 hodin vyraznéjsi pokles na 1,59-ndsobek oproti kontrole.
Podobné pokusy provadeli také Lee a spol. (14), kteti u kontrolnich mysi pozorovali stejné jako
my u potkanli nizké hladiny mRNA UCP2. Po vice neZ tfech hodindch po hepatektomii
pozorovali vzestup hladiny mRNA UCP2 aZ na témét 3-nasobek ptivodni hodnoty 6 hodin po
operaci. Poté sledovali pokles, kdy ve 12 hodin€ byla exprese UCP2 pfiiblizné¢ 2,5-nésobné a ve
24. hodin¢ vice nez 2-nasobnd. Béhem dalsich 12 hodin doslo k poklesu UCP2 transkriptu témét
az na puvodni hodnoty, aby poté opét stoupala na vice nez 2-nasobek mezi 48 az 96 hodinou po
parcidlni hepatektomii. Lee a spol. (14) tedy prokazali, ze parcidlni hepatektomie zpisobuje
pfechodnou bifazickou indukci exprese UCP2. Pocate¢ni velmi vyrazna indukce UCP2
transkriptu zacind kratce po casném zvySeni produkce mitochondridlnich oxidantl v jatrech a
shoduje se s poklesem tvorby oxidantl. Poté, 36 hodin po parcidlni hepatektomii, se exprese
snizuje témef az na bazalni hodnoty. Rozdil mezi maximem exprese UCP2 v naSich pokusech (3.
hodina) a pokusech, které provedli Lee a spol. (6. hodina), mize byt zplisoben pravé rozdilnou
dobou G, faze, kterd je u mysi del§i. Lee a spol. (14) ve své studii také zjistili, ze produkce
oxidantd a exprese UCP2 jsou signifikantné inhibovany injekci protilatek proti TNF mySim pied
parcidlni hepatektomii. UCP2 je mitochondridlnim membranovym proteinem, ktery snizuje
produkci oxidantl. V regenerujicich jatrech se vyskytuje zvySena produkce ROS diky TNF, ktera
je béhem nékolika hodin blokovana diky UCP2 (14). UCP2 je proto dilezity pro udrzeni
rovnovahy mezi syntézou ATP potiebnou pii regeneraci jater a mnozstvim vznikajicich
reaktivnich kyslikovych radikall, nebot’ v ptipadé nedostatku UCP2 dochazi ke snizeni bunécné
proliferace a ke zpomaleni az zastaveni regenerace jater (59). Indukce exprese UCP2 je
v hepatocytech potfebna zejména v podminkéch jejich dediferenciace.

9. Zavér
Hormony §titné zlazy, zejména trijodtyronin zvySuje mitochondridlni respiraci a podporuje

odptazeni oxidacni fosforylace v mitochondriich. Efekt trijodtyroninu se uskuteciiuje pfimo nebo
prostiednictvim ovlivnéni transkripce gent kodujicich mitochondrialni proteiny.
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z nich se nezabyvala kinetikou této exprese. Proto jsme se rozhodli zjistit zmény exprese mRNA
UCP2 zejména v Casnych intervalech po aplikaci hormonu. V naSich pokusech jsme nejprve
sledovali indukci mitochondrialni glycerofosfatdehydrogenazy (mGPDH) pomoci trijodtyroninu.
Aktivace mGPDH v jatrech pomoci tyroidnich hormonil pfedstavuje uzitecny modelovy systém
pro studium mechanizmu zapojeného v hormonalni regulaci biogeneze mitochondridlnich enzymu
a proteind. Sledovali jsme aktivitu mGPDH, mnoZstvi tohoto proteinu a mRNA béhem prvnich 72
hodin po aplikaci jedné nebo tii davek trijodtyroninu. Na zdklad¢ vysledkt tohoto modelového
systému jsme poté vytvofili schéma experimentalnich podminek pro sledovani kinetiky exprese
mRNA UCP2 po indukci pomoci trijodtyroninu.

Pro zjisténi exprese RNA UCP2 jsme uspéSné zavedli metodu reverzni transkripce a nasledné
real-time polymerdzové fetézové reakce s nové navrzenymi primery a hydrolytickou sondou. Tato
metoda ndm umoznila dobfe sledovat zmény exprese UCP2 v prvnich 24 hodindch po aplikaci
jedné nebo tii davek trijodtyroninu. Zjistili jsme, Ze po aplikaci jedné davky dochazi k témef
dvojnasobnému zvySeni mRNA UCP2, ale po aplikaci tfi davek hormonu jsme indukci exprese
UCP2 nepozorovali. Ve stejnych casovych intervalech jsme rovnéZz stanovovali koncentrace
volného a celkového trijodtyroninu v séru. Po aplikaci jedné davky hormonu jsme pozorovali
vyrazné€j$i zmény koncentrace volného i celkového trijodtyroninu oproti vysledklim po podani tii
davek. Ziskané vysledky naznacuji, Ze vysoké koncentrace hormonu v séru jsou nezbytné pro
moznost stimulace genové exprese UCP2 u potkantl.

V dalsi ¢asti prace jsme ovétrovali expresi mRNA UCP2 v jaterni tkdni potkana po parcialni
(2/3) hepatektomii v asovych intervalech 1, 3, 6, 12 a 24 hodin. U potkanii po provedeni
hepatektomie jsme pozorovali jiz po 3 hodindch témét 4-nasobné zvySeni exprese RNA UCP2,
které bylo vyrazngjsi nez po aplikaci trijodtyroninu.

Zavérem lze fici, Ze zvySeni mRNA UCP2 v jaterni tkani miZe byt vysvétleno zvySenim
energetické spotieby a metabolizmu, které jsou indukovany a regulovany tyroidnimi hormony
prostiednictvim odptfazeni oxidacni fosforylace. ZvySeny metabolizmus a spotieba energie vedou
ke zvyseni produkce reaktivnich kyslikovych radikali (ROS), které mohou byt signdlem pro up-
regulaci RNA UCP2 a proteinu v hepatocytech. Parcidlni hepatektomie je proliferacni d¢j, ktery
spotfebovava znacné mnozstvi energie, ale na druhou stranu je provazen zvysenou tvorbou ROS.
Rovnéz trijodtyronin zvySuje mitochondridlni produkci kyslikovych radikald. To podporuje
pfedpoklad, Ze indukce UCP2 v jatrech je fyziologickym antioxidacnim ochrannym
mechanizmem proti zvySené produkci ROS.
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