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Pouzité zkratky
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A/l kmen inbredni my$i A/J rezistentni k obezité

A/min. absorbance v Case

ADP adenosindifosfat

Ala55Val zaména alaninu za valin v pozici 55
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AMV reverzni transkriptdza z ptaciho myeloblastického viru
ATP adenosintrifosfat
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B6 kmen inbredni mys$i C57BL/6J nachylné k obezité
BAT hnéda tukova tkan

BHQ nefluorescencni zhasec€ (z angl. Black Hole Quencher)
BMCP1 mozkovy mitochondrialni pfenaSecovy protein 1 (z angl. brain

mitochondrial carrier protein 1) nebo-li uncoupling protein 5

BMI index télesné hmotnosti

bp pocet pari bazi

BSA hovézi sérum albumin

CCCP karbonyl-kyanid-m-chlorofenylhydrazon

cDNA copy DNA (komplementarni DNA) vznikla piepisem in vitro ze
sekvence RNA

cM centiMorgan

CoA koenzym A

CoQ koenzym Q

Ct threshold cyklus

dATP deoxyadenosintrifosfat

DCPIP dichlorfenolindofenol

dCTP deoxycytidintrifosfat

DEPC diethylpyrokarbonat

dGTP deoxyguanosintrifosfat

DIT dijodtyrozinu

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNP 2,4-dinitrofenol



dNTPs smés nukleotidl (deoxyribonukleosidtrifostatit)
DTT dithiotreitol

dTTP deoxytymidintrifosfat
E ucinnost real-time polymerazové fetézové reakce
EDTA etylendiamintetraoctova kyselina
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H vodikovy kation, proton

HG housekeepingovy gen

HPRTI1 hypoxantin-fosforibosyl-transferaza 1

HRE hormon responsivni element

IgG imunoglobulin G

kDa zkratka jednotky tisic Daltonti (kilo Dalton)

KsJ kmen inbredni mysi C57BL/KsJ rezistentni k obezité
LF Lékarska fakulta

LMF lipidy mobilizujici faktor

LPS lipopolysacharid

MACP metabolické pfenasece vnitini mitochondridlni membrany (z angl.

Mitochondrial Anion Carrier Proteins)

MAPK mitogenem aktivované proteinkinazy

mGPDH mitochondridlni glycerofosfatdehydrogenaza

MIT monojodtyrozin

M-MLV reverzni transkriptdza z Moloney mysiho leukemického viru
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proces oxidac¢ni fosforylace
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statistickd vyznamnost

polymerazova fetézova reakce
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anorganicky fosfor

receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory
responsivni elementy pro peroxizomové proliferatory
dlouhé raménko chromozomu

zhasec (z angl. quencher)

Zafi¢ (z angl. reporter)

pomér relativni exprese

ribonukleova kyselina

reaktivni kyslikové radikaly

ribozomalni ribonukleova kyselina
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dodecylsulfat sodny

steroly regulovany element

protein vazajici steroly regulovany element
fyziologicky roztok citratu sodného

surfeit 1



T; 3,5,3 -trijodtyronin

T4 tyroxin

TBE elektroforeticky pufr slozeny z TRIS, EDTA a kyseliny borité
TBG globulin vazajici tyroxin

TBP TATA box vazajici protein

TIM translokaza vnitini mitochondridlni membrany
TNF tumor nekrotizujici faktor

TOM translokaza vnéjsi mitochondridlni membrany
TR trijodtyroninovy receptor

TRE responsivni element pro tyroidni hormony

TRIS Trizma base (Tris(hydroxymethyl)-aminometan)
tRNA transferova ribonukleova kyselina

tT3 celkovy trijodtyronin

U mezinarodni jednotka (unit)

uUCP uncoupling protein (odpfahujici protein)

UCPs uncoupling proteiny (odpfahujici proteiny)
UNG uracil-N-glykosylaza

\Y volt

€1 molarni absorpéni koeficient

Zkratky dusikatych bazi

A adenin

C cytosin

G guanin

T thymin

Zkratky aminokyselin

D kyselina asparagova
E kyselina glutamova
H histidin

I isoleucin

N asparagin

Q glutamin

R arginin

T threonin
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1. Uvod

Jednim z nejvyznamnéjSich procestt probihajicich v mitochondriich vSech
eukaryotickych bun€k je tvorba adenosintrifosfaitu (ATP), ktery je hlavnim
energetickym donorem endergonickych reakci v buitkkach. Tvorba ATP vyZzaduje tésné
spfazeni dvou procesi probihajicich v mitochondriich - oxidace substratl
mitochondridlnimi dehydrogendzami a fosforylace ADP na ATP s vyuzitim energie
membranového potencidlu vytvofeného dychacim fetézcem, tj. elektronovym
transportnim systémem. Ten se sklddd ze 4 komplexii — komplex I (NADH-
dehydrogendza), komplex II (sukcindtdehydrogenaza), komplex III (ubichinon-
cytochrom c-oxidoreduktiza), komplex IV (cytochromoxiddza). Oxidace zivin
(sacharidd, lipidé, proteintl) vede aZ k tvorbé redukovanych kofaktori (NADH + H' a
FADH). Ty nasledné piedavaji elektrony komplextim I a II, odkud jsou pfedavany na
kyslik dal§imi komplexy III a IV. Protony uvolnéné oxidaci vodiku jsou transportovany
komplexy I, III a IV pfes vnitini mitochondrialni membranu a vytvari tak membranovy
elektrochemicky potencidl. Nasledn€ je energie protonového gradientu vnitini
mitochondridlni membrany vyuZzita komplexem V k syntéze ATP z ADP a Pi a protony
jsou tak transportovany zpét do matrix. Transport kazdych dvou elektronii vede
k vytvoreni takového protonového gradientu, ktery postacuje k syntéze tfi molekul ATP
(Echtay, 2007).

Cast energie elektrochemického gradientu vsak nemusi byt vyuzita pro tvorbu ATP.
Protony pfenesené¢ komplexy dychaciho fetézce ven z mitochondrie jsou v tomto
pfipad¢ transportovany zpét do matrix pory ve vnitini mitochondridlni membrané.
Protony tim obchazeji drahu ATP syntézy a energie nevyuzitd pro tvorbu ATP se
nevratné uvoliiuje ve formé tepla. Tento proces mize predstavovat az 20 % bazalniho
metabolizmu, ma svoji fyziologickou roli a patii mezi vyznamné mechanizmy tepelné
homeostazy.

Odptazeni respirace od fosforylace miize byt zplisobeno toxickymi lipofilnimi
ionofory, nékterymi endogennimi faktory nebo rlznymi mitochondridlnimi
pfenaSeCovymi proteiny jako napiiklad adeninnukleotidtranslokdzou a zejména
uncoupling proteiny (UCPs, odpfahujici proteiny), které tak mohou regulovat
membranovy potencial (Ricquier a Bouillaud, 2000 A; Niibel a Ricquier, 2006; Echtay,

2007), a tim 1 podil energie uvoliiované ve formé tepla.
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Uncoupling proteiny patii tedy do skupiny aniontovych prenasecl, které zvySuji
permeabilitu vnitini mitochondridlni membrany pro protony, ¢imZ snizuji ucinnost
energetické pfemény a snizuji potencial pro tvorbu ATP. Odptazeni oxidacni
fosforylace v mitochondriich hnédé tukové tkan¢ (BAT) bylo poprvé popsano v roce
1967 Smithem a Lindbergem. Vroce 1976 Nicholls a spol. identifikovali
v mitochondriich BATu 32-kDa protein, nazvany thermogenin (dnes uncoupling protein
1, UCPI) (Ricquier a Bouillaud, 2000 B; Mikulova a Hainer, 2001). V roce 1997 byl
poté objeven uncoupling protein 2 a 3, doposud jiz bylo popsano pé homolognich
proteinli oznacovanych jako UCP1 az UCPS5. Kromé téchto sav¢ich odptahujicich
proteind byly také popsany rostlinné UCP jako napt. StUCP v Solanum tuberosum a
AtUCP v Arabidopsis thaliana (Ricquier a Bouillaud, 2000 A).

Nase prace je zaméiena na studium uncoupling proteinu 2. Tento protein je
exprimovan ve vSech organech, tedy 1 v jatrech, které jsou hlavnim z&djmem skupiny
pracovnikl Ustavu fyziologie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
Toto pracovisté se jiz po fadu let vénuje experimentalni hepatologii, pfedevs§im studiu
regenerace jater a mechanizml hepatotoxického ucinku riznych latek. VSechny tyto
energeticky naro¢né déje vyznamnym zplsobem ovliviiuje také UCP2 nejenom
vzhledem k dostupnosti potfebné energie, ale také se podili na vyznamnych
fyziologickych procesech souvisejicich napt. s proliferaci bun¢k nebo bunécnou smrti
(apoptozou).

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti mé prace bylo zavést na pracovisti molekularné
biologické metody pro sledovani exprese mRNA UCP2, pomoci které jsme nasledné
kvantitativné zjiStovali miru exprese v jaterni tkdni potkana po aplikaci jedné nebo tii
davek trijodtyroninu v riznych casovych intervalech. V neposledni fad¢ jsme také

studovali kinetiku exprese mRNA UCP2 po parcidlni hepatektomii.
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2. Literarni prehled

2.1. Mitochondrie a bunécna respirace

Pro pochopeni vyznamu a funkce uncoupling proteinli je nejprve nutné znat
strukturu mitochondrii a zejména jejich funkci, tj. buné¢énou respiraci.

Mitochondrie, objevené v 19. stoleti, jsou semiautonomni cytoplazmatické organely
vSech eukaryotickych bun¢k, nebot” obsahuji vlastni DNA a kompletni proteosynteticky
aparat. Jejich strukturu detailngji popsali George Paladeus a Fritjof Sjostrand na zakladé
studii pomoci elektronové mikroskopie (Voet D. a Voet J.G., 1995). Pocet, velikost i
tvar mitochondrii se méni v zavislosti na aktuadlnim stavu bunky (Bereiter-Hahn, 1990).
Obvykle se ale vyobrazuji jako podlouhlé valecky o priméru 0,5 az 1 um a délce 1 az 2
um. Mnozstvi mitochondrii a jejich €lenitost zavisi na metabolické aktivité a oxidacni
kapacité buiiky (Housték, 2001). Umisténi mitochondrii v cytoplazmé bunék se méni na
zakladé jejich funkce. Bud’ jsou lokalizovany rovnomérné, nebo jsou nahromadény
v jednom miste bunky, kde je vysoka spotieba ATP. Napiiklad ve svalovych bunkach a
kardiocytech jsou mitochondrie umistény mezi myofibrilami, v pfipadé spermii jsou
tésné ovinuty okolo biciku, ale jejich pocet je velmi maly (Barnova et al., 1990; Alberts
et al, 1998). Nové mitochondrie nevznikaji de mnovo, ale vytvaii se rlstem
nasledovanym piehrddecnym délenim. To je dikazem jejich bakteridlniho pivodu,
nebot” mitochondrie vznikly endosymbidézou aerobni bakterie s primitivni anaerobni
eukaryotickou bunikou pted vice nez miliardou let (Alberts et al., 1998).

VSechny mitochondrie maji vnéj§i a vnitini membranu, které se liSi nejenom
slozenim, ale pfedevSim funkci. Tyto membrany vytvaii v mitochodrii dva oddélené
prostory, vnitini membrana ohranicuje vnitini prostor tzv. matrix a mezi vnittni a vngj$i
membranou je Uzky mezimembranovy prostor (Barnové et al., 1990; Voet D. a Voet
J.G., 1995; Alberts et al., 1998; Houstek, 2001).

Vnéj$i membrana ohraniCuje organelu od cytoplazmy a je vUzkém kontaktu
s endoplazmatickym retikulem. Membrana obsahuje transportni protein, nazyvany
porin, ktery umoziuje vytvareni kanald, které jsou propustné pro molekuly do velikosti
5 kDa. To znamena, Ze vnéj$i membrana neni propustna pro bilkoviny, které se jsou
transportovany z cytoplazmy do mezimembranového prostoru pomoci pfenaSecového

aparatu, tzv. TOM (translokdza vnéjsi membrany) komplexu. Ve vnéj$i membran¢ se
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dale nachazi enzymy pro syntézu lipidi a fosfolipidl, enzymy aktivace a elongace
mastnych kyselin, ale také aminooxidaza (Barnova et al., 1990; Alberts et al., 1998;

Houstek, 2001).

“ fx. AR Ll i b L

Obr. ¢. 1: Struktura mitochondrii. Prevzato z Alberts et al., 1998.

Mezimembranovy prostor obsahuje nékteré rozpustné proteiny, kinidzy (napf.
adenylatkinaza, nukleosiddifosfatkinaza), ale zejména cytochrom c. Vnitini mito-
chondridlni membrédna je invaginovana, tj. vchlipena do vnitiniho prostoru matrix a
tvofi tzv. kristy, diky kterym je povrch membrany znacné zvétSen. Pocet a tvar krist
zavisi na typu a funkci buniky a také na jeji metabolické aktivité. Tato membrana je
zasadni pro funkcénost mitochondrie, je tvofena specidlni fosfolipidovou dvouvrstvou a
obsahuje specificky fosfolipid kardiolipin. Membrana je proto propustnd pouze pro
vodu a mensi neionizované molekuly (zejména plyny jako O,, CO;). Pro pfenos iontt,
nukleotidli, substratd, metabolitli, prekurzorti mitochondridlnich proteinti (ATP, ADP,
pyruvat, Ca®", fosfat apod.) je tedy nutna pritomnost selektivnich transportnich proteint,
tzv. TIM komplex (translokdza vnitini membrany), zajiStujicich komunikaci matrix a
cytoplazmy. Ve vnitini membrané jsou také lokalizovany enzymové komplexy
respiracniho fetézce (NADH-dehydrogendza, sukcinatdehydrogenaza, bcl komplex,
cytochrom c-oxid4za), mitochondrialni ATPaza a specifické H' transportni proteiny
(uncoupling proteiny) (Barnova et al., 1990; Voet D. a Voet J.G., 1995; Alberts et al.,
1998; Houstek, 2001).
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Vnitini prostor mitochondrie, matrix, je relativné husty, nebot’ obsahuje méné nez
50 % vody a vice nez dvé tfetiny mitochondridlnich proteinii a enzymt. Patii k nim
enzymy citratového cyklu, B-oxidace mastnych kyselin, nékteré enzymy syntézy
porfyrinii a v hepatocytech jest¢ enzymy pro syntézu mocoviny. Matrix muze také
slouzit jako zasobarna vapniku (Barnova et al., 1990; Housték, 2001). Mitochondrie
maji v matrix uloZenu mimojadernou genetickou informaci, cirkularni mitochondridlni
DNA (mtDNA), ktera byla objevena vroce 1963. Lidska dvoufetézcovd mtDNA
obsahuje 16569 part bazi a jeji sekvence byla urCena vroce 1981. Tato DNA ale
neobsahuje introny a nese pouze minimalni mnoZzstvi genetické informace (37 genit) —
22 genl koéduje tRNA, 2 ribozomdlni RNA (12S a 16S) a pouhych 13 genii koduje
proteiny, které jsou nejenom strukturné, ale i funkéné odlisné od proteinli kddovanych
jadernou DNA (Leonard a Schapira, 2000; Schon, 2000; Gao et al., 2008). Pfimo
v mitochondriich tak vznikaji proteiny podjednotek komplexii respiraéniho fetézce a
podjednotek ATPazy, proto jsou v matrix pfitomny i ribozomy, aminokyseliny, tRNA a
mRNA potiebné k proteosyntéze. Ostatni bilkoviny mitochondrii jsou ale syntetizovany
v cytoplazmé a do mitochondrie jsou piendSeny pomoci TOM a TIM komplext
(Barnova et al., 1990; Houstek, 2001).

Nezastupitelnou lohou mitochondrii je bunééna respirace. Ta se skladd ze dvou
navazujicich déjl, a to dychaciho fetézce a oxidacni fosforylace, kterd vede ke vzniku
az 95 % bunééného ATP (Houstek; 2001). Dychaci fetézec navazuje na citratovy
(Krebstiv) cyklus, probihajici také v matrix mitochondrii, ktery je konecnou
metabolickou drahou pro oxidaci sacharidd, lipidd a proteinti, nebot’ jsou vesmés
metabolizovany na acetyl-CoA nebo jiné meziprodukty tohoto cyklu. Ten je zahdjen
reakci oxalacetatu a acetyl-CoA za katalyzy enzymem citratsyntdzou za vzniku citratu,
ktery je ve sledu nckolika nasledujicich reakci regenerovan zp&t na oxalacetat.
V priibéhu cyklu tak dochazi ke vzniku dvou molekul CO,, tif molekul NADH + H™ a
jedné molekuly FADH,, které nesou redukcni ekvivalenty. Ty poté vstupuji do
dychaciho fetézce.

Dychaci fetézec savcl je tvofen Ctyfmi multipodjednotkovymi enzymovymi
komplexy (oxidoreduktdzami), a to NADH-dehydrogendzou (komplex I), sukcinat-
dehydrogenédzou (komplex II), bel komplexem (komplex III) a cytochrom c-oxiddzou
(komplex IV), které jsou ukotveny ve vnitini mitochondridlni membrang. Vstup vétSiny
reduk¢nich ekvivalentli do respiraniho fetézce probiha prostfednictvim komplexu I a

NADH + H" (resp. pfemény NADH + H' na NAD"). Komplex I uvolnéné protony
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vodiku pfenese do mezimembranového prostoru a elektrony pienese za uCasti
flavinmononukleotidu (FMN) a Sesti az sedmi Fe-S proteini na mobilni rozpustny
pfenaSe¢ ubichinon nebo-li koenzym Q (CoQ). Ten je zaroven akceptorem elektronil
z komplexu II — sukcinatdehydrogenazy, kam jsou elektrony pireddvany prostrednictvim
FADH,; (resp. ptemény FADH, na FAD) vzniklého pfi oxidaci sukcindtu na fumarat
béhem citratového cyklu. CoQ miiZze vazat jeden proton H+ na kazdy pfijimany elektron
a celkové tedy mize pienaSet az dva elektrony jako soucést vodikového atomu, kdy pfi
ptijeti dvou vodikil je CoQ redukovéan az na ubichinol nebo-li hydrochinon (NADH +
H' nebo FADH; + CoQ — NAD" nebo FAD + CoQH,). Redukovany CoQH, predava
vodiky komplexu III dychaciho fetézce. V rdmci tohoto komplexu jsou elektrony
nasledné pfeddny na Fe-S protein, a poté na cytochrom c), ktery pfenese elektrony na
cytochrom ¢ a protony jsou transportovany do mezimembranového prostoru.
Cytochrom c je lokalizovan na vnéjsi strané vnitini mitochondrialni membrany a diky
volné vazbé se muze stfidavé vazat na cytochrom c¢; komplexu III a cytochrom c-
oxidazu (komplex IV) a fungovat tak jako pfenase¢ elektronl. Posledni komplex
dychaciho fetézce se sklada z nékolika podjednotek, kdy cytochrom a pfijima dva
elektrony od cytochromu c¢ a pfenaSi je na cytochrom as, ktery pravdépodobné
katalyzuje ptenos elektrontl na kyslik. Kyslik, ktery difunduje do matrix mitochondrii
z cytoplazmy, se vaze k tomuto komplexu a je redukovan na vodu (Barnova et al., 1990;
Voet D. a Voet J.G., 1995; Alberts et al., 1998).

Cely tento proces transportu elektronll je umoznén funkénim sefazenim jednotlivych
komponent dle redoxnich potenciali, tj. od elektronegativnich komponent (-0,32 V pro
NADH + H'/NAD") k elektropozitivngjsim (0,82 V pro cytochrom a3/O). Energie
jednotlivych oxidoredukénich reakei probihajicich na komplexech I, III a IV je vyuZita
k transportu protoni vodiku proti koncentratnimu spidu z matrix do
mezimembranového prostoru. Tim se vytvaii na membran¢ protonovy gradient, ktery je
nasledné vyuzit k syntéze ATP. Kromé uvedenych komplext je dalsi slozkou, ktera
napoméaha vytvafet protonovy gradient, také koenzym Q (Voet D., Voet J.G., 1995;
Barnova et al., 1990; Alberts et al., 1998).
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Obr. ¢. 2: Mitochondridlni energeticky metabolizmus. Napojeni dychaciho fetézce
s oxidacni fosforylaci, event. uncoupling proteiny (UCP) na ptfedchozi metabolické
dréhy. FFA, volné mastné kyseliny, PiC fosfdatovy prenasec; ANT, adeninnukleotid-
translokaza; CC, prenasec karnitinu, PyC, prenasec pyruvatu. Prevzato a upraveno dle

Boss et al., 2000 a Lowell a Bachman, 2003.

Syntéza ATP z ADP a Pi probiha v mitochondriich v procesu nazyvaném oxida¢ni
fosforylace a je katalyzovdna ATP-syntdzou (komplexem V), ktera je odd¢lena od
dychaciho fetézce. Pro syntézu ATP je tak nutné, aby oba tyto procesy byly tésné
sptfazeny. Proces spfazeni (coupling) je od r. 1961 vysvétlovan zejména tzv.
Mitchellovou teorii, kdy volna energie transportu elektroni je uchovdna ve formé
vzniklého protonového gradientu na wvnitini mitochondrialni membrané, jehoz
elektrochemicky potencial je nasledné vyuZzit ATP-syntdzou translokujici protony
k syntéze ATP. Podminkou tohoto procesu je neporusenost vnitini mitochondrialni
membrany a jeji nepropustnost pro nékteré ionty (H, OH", K, CI). ATP-syntaza je
enzymovy komplex tvofeny z hlavice F; (katalytické slozky), kterd je umisténa na
vnitini strané vnitini mitochondridlni membrany a je tvofena podjednotkami 5 typt,
o3P3yde, a Fy podjednotky umisténé transmembranoveé. Ta plni funkci protonového

kanalu pro transport H' zpét do matrix po gradientu svého elektrochemického
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potencidlu, kdy je tento tok vyuZzit k pohonu energeticky neptiznivé reakce ADP s Pi za
vzniku ATP (Barnova et al., 1990; Voet D. a Voet J.G., 1995; Alberts et al., 1998).

V klidovém stavu, kdy se vytvaii ATP minimalné, se tvorba protonového gradientu
od urcité¢ho stupné zpomaluje az zastavuje, ¢imz dochdzi ke zpomaleni transportu
elektront. Naopak v ptipad¢, kdy jsou elektrony transportovany zpét do matrix, tak Ze
obchazeji drahu ATP syntézy, dochdzi k inhibici této ATP syntézy a disipaci energie
vzniklého elektrochemického potencidlu protoni ve formé tepla. Tento jev se nazyva
odptazeni oxidacéni fosforylace, tzv. uncoupling (Voet D. a Voet J.G., 1995; Jezek et al.,
2004). Za fyziologickych podminek neni veSkera energie protonového gradientu vyuZita
ATP syntdzou, ale Cast energie je spotfebovdvana prostifednictvim tzv. mirného,
casteCného odprazeni (,,mild uncoupling). Tento proces predstavuje okolo 20 %
bazéalniho metabolizmu a jeho fyziologickd funkce spocivd v termogenezi, zejména
v hnéd¢ tukové tkani novorozencii nebo hibernujicich zvitat, v Gtlumu produkce a
akumulace reaktivnich kyslikovych radikali a v regulaci energetického metabolizmu,
télesné hmotnosti (Skulachev, 1998; Ricquier a Bouillaud, 2000 A; Ricquier a
Bouillaud, 2000 B; Jezek, 2002; Niibel a Ricquier 2006; Echtay, 2007). Uncoupling
umoziuje kontrolovat pomér NAD'/NADH + H' a regulovat tak metabolické drahy
(ketogenezi, lipogenezi a syntézu aminokyselin), které jsou zavislé na hladiné téchto
koenzymii (Ricquier a Bouillaud, 2000 B), a zaroven zvysuje rychlost oxidace substratii
(Brauner et al., 2002). Uncoupling v mitochondriich tedy neni pouhd nedokonalost, ale
slouzi na pokryti naléhavych narokt organizmu.

V mitochondriich existuji dva druhy odpfaZeni: prvnim je bazalni odptazeni, které
neni akutné regulovdno a je pfitomno ve vSech mitochondriich. Jednd se o pasivni
transport protonii do matrix membranovymi otvory, Stérbinami nebo protein/lipidovym
rozhranim membrany. Druhym je indukovatelné proteinové spojeni pro ptesun protontl,
které je té€sné regulovatelné a ptitomné v urcitych bunéénych typech (Lanni et al., 2003;
Jezek et al., 2004). Prinik protonii pfes vnitini mitochondridlni membranu po sméru
elektrochemického gradientu muze byt také zplisoben toxickymi lipofilnimi ionofory
jako 2,4-dinitrofenol (DNP), karbonylkyanid-p-trifluoromethoxyfenylhydrazon (FCCP)
nebo karbonyl-kyanid-m-chlorofenylhydrazon (CCCP), né¢kterymi endogennimi faktory
(vapenaté ionty, neesterifikované mastné kyseliny, tyroidni hormony) nebo riznymi
mitochondridlnimi pfenaSecovymi proteiny jako napiiklad adeninnukleotidtranslokdzou

a zejména uncoupling proteiny (UCPs, odptahujici proteiny), které tak mohou regulovat
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membranovy potencial (Skulachev, 1998; Ricquier a Bouillaud, 2000 A; Jezek et al.,
2004; Niibel a Ricquier, 2006; Echtay, 2007).

2.2. Uncoupling proteiny

2.2.1. Historie uncoupling proteinii a jejich charakteristika

Jiz vroce 1939 rusti biochemici Belitser a Tsibakova pfedstavili ,,uncoupling®,
nebot’ zjistili, ze pfidavek arzeni¢nanu ke kosternimu svalstvu mys$i vyvolava respiraci
bez tvorby ATP. Arzeni¢nany jsou tedy chronologicky prvnimi popsanymi odpiahovaci
dychaciho fetézce a oxidacni fosforylace. Odptahujici efekt byl vroce 1948 popsan
Lomisem a Lipmannem u 2,4-p-dinitrofenolu (DNP) a vroce 1956 Pressmanem a
Lardym u neesterifikovanych mastnych kyselin. AZ v roce 1961 vysvétlil tento efekt P.
Mitchell na zadklad¢ predpokladu, Ze DNP zvySuje protonovou vodivost membrany a
odvadi tak gradient protont, vytvoieny béhem respirace (Skulachev, 1998). Objev
uncoupling proteinu, resp. uncoupling proteinu 1, byl mozny jen diky studiim
mechanizmu termogeneze v hnédé tukové tkani (BAT), které probihaly v Sedesatych
letech minulého stoleti. V roce 1967 R. Smith, O. Lindberg a jejich spolupracovnici
nezdvisle na sob& pozorovali v mitochondriich izolovanych zBAT odpfazeni
fosforylace od respirace. Dalsi védci v nasledujicich letech demonstrovali, Ze odptazeni
v mitochondriich BAT je aktivovano mastnymi kyselinami a inhibovdno purinovymi
nukleotidy (GTP, GDP, ATP nebo ADP). VSechny tyto objevy tak nasvédcovaly
existenci regulovatelného odpiahovace ve vnitini mitochondridlni membrané (Ricquier
a Bouillaud, 2000 B; Mikulova a Hainer, 2001).

Nejvétsi prilom v objevu uncoupling proteinii piredstavuji ndlezy D. G. Nichollse a
spolupracovniki. Ti nejprve zjistili vysokou protonovou vodivost u mitochondrii BAT a
nasledné¢ pomoci fotoafinitniho znaceni identifikovali vroce 1976 dva hlavni
radioaktivni pasy. Jeden o molekulové hmotnosti 30 kDa ptedstavoval pfiblizné 6 % ze
vSech proteinlt vnitini mitochondridlni membrany a byl identifikovan jako
karboxyatraktylat vézajici komponenta adeninnukleotidtranslokdzy. V rdmci druhého
pasu byl identifikovan 32 kDa protein se zastoupenim 10 %, ktery byl oznacen jako
regulani misto ztraty energie pomoci iontového uniportu. Mnozstvi tohoto proteinu

v BAT mitochondriich morcat navic korelovalo se stupném termogenni adaptace téchto
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zvitat (Heaton et al., 1978; Ricquier a Bouillaud, 2000 B). V roce 1976 také Ricquier a
Kader popsali mitochondridlni protein o stejné molekulové hmotnosti, ale nezndmé
funkci, jehoz koncentrace se signifikantné zvySovala v mitochondriich hnédé tukové
tkané potkanli po adaptaci na chlad (Heaton et al., 1978; Nicholls a Rial, 1999). Prvni
purifikace tohoto proteinu byla provedena vroce 1982 a jeho DNA byla klonovéana
vroce 1984 (Ricquier a Bouillaud, 2000 A). Tento protein byl pojmenovan jako
thermogenin.

Toto oznaceni platilo az do roku 1997, kdy byl Fleurym a spol. (1997) a Gimenem a
spol. (1997) objeven UCP homolog exprimovany v n¢kolika tkanich myS$i a lidi
v riznych hladinach. Tento protein byl nazvan uncoupling protein 2 (UCP2) a
thermogenin byl nové oznacen jako uncoupling protein 1 (UCP1) (Skulachev, 1999;
Boss et al.,, 2000; Ricquier a Bouillaud, 2000 B; Schrauwen a Hesselink, 2002).
O n¢kolik mésict pozdéji, na konci roku 1997 byl popsan Bossem a spol. (1997 B) treti
uncoupling protein (UCP3). Ve stejném roce klonoval Laloi a spol. (1997) také prvni
rostlinny uncoupling protein pfitomny v bramborech Solanum tuberosum (StUCP).
V nésledujicim roce 1998 byl identifikovan Sanchisem a spol. (1998) dalsi homolog,
ktery je prevazné exprimovan v mozkové tkani, tzv. mozkovy mitochondridlni
pfenaSecovy protein 1 (brain mitochondrial carrier protein 1, BMCP1), nebo-li UCPS.
Nakonec Mao a spol. vroce 1999 popsali dalsi mitochondridlni pfenase¢ s odptahujici
aktivitou v sav€ich mozkovych bunkach, UCP4 (Mao et al., 1999). Doposud bylo tedy
popséano pét homolognich uncoupling proteinii (UCP1 az UCPS5) (Erlanson-Albertsson,
2002).

Jednotlivé uncoupling proteiny se mezi sebou 1i§i napiiklad v molekulové
hmotnosti, poctu aminokyselin, distribuci a vzdjemné procentudlni identité
aminokyselinovych sekvenci mezi UCP1 az UCP3. Rozdily proto nazorné¢ shrnuje
tabulka €. 1, v€etn€ odliSnosti mezi UCP lidi, mysi a potkanit UCP. Procentudlni shoda
sekvenci uncoupling proteini mezi lidmi a hlodavci (mysi, potkani) je u UCP1 79 %,
v piipadé¢ UCP3 85 % a nejvyssi podobnost je u UCP2, a to 95 % (Bouillaud et al.,
2001; Mattiasson a Sullivan, 2006), mezi sav¢i, resp. lidskou a rybi sekvenci UCP2 je
sekvenéni aminokyselinovd podobnost okolo 82 % (Stuart et al., 2001; Saleh et al.,
2002). Sekvencni identita mezi UCP4, BMCP1 a UCP1 az UCP3 je mezi 29 az 34 %,
resp. 34 az 39 % (Boss et al., 2000). UCP4 a BMCP1 jsou tedy nejvice odlisné, a to i po
strance fylogenetické (Ledesma et al., 2002; Coulibaly et al., 2006).
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Tab. €. 1: Charakteristika uncoupling proteint 1 az 3 (UCP1 az UCP3).

Procentualni
Uncoupling Molekulova Pocet Distribuce identita
protein (UCP) | hmotnost (kDa) | aminokyselin sUCP1 | sUCP2
mUCPI 33,117 306 zejména 100 56
rUCP1 33,080 306 hnéda tukova - 57
hUCP1 32,873 306 tkan --- 57
mUCP2 33,342 308 59 100
vSechny
rUCP2 33,245 308 57 -
tkan¢
hUCP2 33,098 308 59 -
mUCP3 33,779 307 kosterni 54 73
rUCP3 33,384 307 svalstvo, 54 72
hUCP3. 34,084 312 srdce, hnéda 57 72
hUCP3g 29,651 275 tukova tkan

Pozn.: m - mysi, r - potkani, h - lidsky uncoupling protein; prevzato a upraveno

dle Ricquier a Bouillaud, 2000 B a Brauner et al., 2002.

Funkce a vliv téchto proteini vnitini mitochondrialni membrany na bunéény a
celkovy metabolizmus zavisi zejména na typu tkanég, ve které exprimuji v rizné mife.
UCP1 je za fyziologickych podminek pfitomny zejména v adipocytech hnédé tukové
tkan¢, kde se podili na termogenezi, UCP2 se nachazi v mnoha typech bunék a tkani
(napt. v makrofazich, pankreatickych B-bunikach, fetalnich hepatocytech apod.). UCP3
exprimuje v hnédém tuku a kosternim svalstvu, kde hraje roli pfi oxidaci mastnych
kyselin, uplatiiuje se v inzulinové citlivosti bun€k a antioxida¢ni ochrané (Brauner et al.,
2002; Mattson a Liu, 2003; Wolkow a Iser, 2006). Lidsky UCP3 existuje ve dvou
forméach — dlouhé L formé, ktera ptedstavuje celou délku proteinu, a kratké S formé,
které na C konci chybi 37 aminokyselin (Solanes et al., 1997; Porter, 2001). UCP4 je
exprimovan vyhradné v centralnim nervovém systému a UCPS je exprimovéan hlavné
v mozku a v 7- az 30-nasobn¢ niz$ich hladinach i v jinych tkanich, jejich funkce je stale
diskutovéna, ale pravdépodobné ptispivaji také k antioxidacni ochran¢ bunék (Boss et
al., 2000; Wolkow a Iser, 2006).

Mechanizmus odpiazeni, redukce protonového gradientu, pomoci uncoupling
proteinli neni kompletné objasnén, ale je vysvétlovan na zdkladé dvou hypotéz (obr. €.

3). Prvni hypotéza ptedpoklada, ze UCP transportuji protony piimo (Borecky et al.,
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2001; Mattiasson a Sullivan, 2006). Druhd hypotéza je zalozena na aktivaci transportu
protont anionty neesterifikovanych mastnych kyselin a je vysvétlovana na zdklad€ dvou
modeli (Boss et al., 2000; Mattiasson a Sullivan, 2006). Podle prvniho modelu,
popsaného Klingenbergem a spol., volné mastné kyseliny (FFA) funguji jako pufrovaci
kofaktory poskytujici proton pifimo UCP proteinu, resp. jeho transportnimu kanalu,
ktery piemistuje proton zpét do matrix. Pfedani H' probihd nasledujicim zpGsobem:
volné protony se navazi na karboxylové skupiny mastnych kyselin, které se tak stanou
elektroneutralni. Ty nasledné preddvaji navazany proton uncoupling proteinu bud’
pfimou interakci, nebo za pomoci koenzymu Q, kdy FFA v interakci s koenzymem
pfeddvaji H™ uncoupling proteinu. Ten poté transportuje protony skrz vnitini
mitochondridlni membranu a anionty mastnych kyselin se vraceji zpét do
mezimembranového prostoru, tim se cely proces miize znovu opakovat (Boss et al.,
2000; Ricquier a Bouillaud, 2000 B; Klingenberg a Echtay, 2001; Mattiasson a
Sullivan, 2006).

uncoupling protein protony z dychyciho
fetézce R‘m\\
\ H* —— mezimenthrinovy prostor
Ht VWA CODH "L‘JW\-CUU‘
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Obr. €. 3: Mechanizmus transportu protonii pies vnitini mitochondridlni membranu

pomoci uncoupling proteinil. Prrevzato a upraveno dle Krauss et al., 2005.

Druhy model, navrzeny Garlidem a spol. (1998) a n¢kdy nazyvany jako ,,fatty acid
protonophore model®, naznacuje, ze UCP spi§ transportuji anionty mastnych kyselin
nez protony. Odpfazeni respirace tedy nastdva prostiednictvim cirkulace mastnych
kyselin, tzv. pteklapéni (,,flip-flop*) skrz vnitini mitochondridlni membranu. Béhem
tohoto d¢je se volné protony navazi na karboxylové skupiny mastnych kyselin, které

jako elektroneutralni projdou skrz membranu a v matrix uvolni proton. Monovalentni,
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negativné nabité FFA jsou poté uncoupling proteiny transportovany zpét z matrix, kde
cely kolobé¢h mize opét zacit. Transport aniontd FFA je pohanén pomoci vnitiniho
negativniho membranového potencidlu mitochondrii (Garlid et al., 1998; Boss et al.,
2000; Ricquier a Bouillaud, 2000 B; Mattiasson a Sullivan, 2006).

Do dnesni doby neni vSak zndmo, ktery ze dvou modell je spravnéjsi, a to 1 pies
mnoho argumentid pro a proti (Garlid et al., 1998; Klingenberg a Echtay, 2001).
Naptiklad u druhého modelu je silnym argumentem proti pozorovani, ze derivaty
mastnych kyselin (w-karboxylpalmitat, mastné kyseliny substituované fenylem apod.)
neschopné cirkulace pfes mitochondridlni membranu aktivuji protonovy transport
pomoci UCP1. Opacnym argumentem je skutecnost, Ze alkylsulfonaty, jako silné
kyseliny neschopné cirkulace ptes lipidovou dvojvrstvu, jsou transportovany pomoci
UCP1 (Boss et al., 2000; Mattiasson a Sullivan, 2006). Transport protoni pomoci
uncoupling proteinli miiZze byt do znacné miry ovliviiovan, nebot’ mastné kyseliny ho
aktivuji a naopak purinové nukleotidy hraji roli inhibitort (Boss et al., 2000; Ricquier a

Bouillaud, 2000 B).

2.2.2. Struktura UCP proteinii a genii

UCP patii do velké superrodiny metabolickych pfenaSect vnitini mitochondrialni
membrany (tzv. Mitochondrial Anion Carrier Proteins, MACP, obr. €. 4), kterd obsahuje
okolo 17 skupin nebo podrodin jako napi. ADP/ATP pienaSe¢, pienaSe¢ karnitinu,
fosfatu, citratu, ornitinu, 2-oxoglutardt/maldtovy pienase¢ a dalsi (Boss et al., 2000).
Jedna se o proteiny dlouhé okolo 300 aminokyselin, jejichz molekulova hmotnost je ve
velmi uzkém rozmezi mezi 28 az 34 kDa. Strukturalné si jsou proteiny velmi podobné,
nebot’ obsahuji tii sekvencni repetice (domény), z nichz kazda obsahuje ptiblizné 100
aminokyselin (Borecky et al, 2001; Jezek P., Jezek J., 2003). Mitochondridlni
pfenaSeCe se pravdépodobné vyvinuly zpravékych proteinii obsahujicich dva
transmembranové helixy, které byly poté ztrojndsobeny. Funkéni pfenaSecové proteiny
jsou homodimery, to znamend, ze obsahuji celkem 12 téchto helixt (Boss et al., 2000;
Ledesma et al., 2002).

Fylogeneticka analyza (obr. €. 5) ukazuje, ze sav¢i a rostlinné UCP se soustiedi do
dvou skupin, prvni se sklada z UCP1, UCP2, UCP3 a rostlinnych UCP, zatimco UCP4 a
BMCP1 tvofi rozdilnou skupinu. Nejmensi fylogeneticky rozdil je mezi UCP2 a UCP3,
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UCPI1 je vice vzdalen a vSe nasvédCuje tomu, ze puivodni UCP gen je blize (vice

podobny) k UCP2/UCP3 nez UCP1 (Fleury a Sanchis, 1999; Borecky et al., 2001).

Unecoupling proteins

Dicarboxylate carrier

Oxoglutarate/malate carrier

ADP/ATP carrier

Carnitine carier

Orritine carrier

Citrate carrier

Phosphate carrier

Obr. ¢. 4: Fylogeneticky strom typickych pfedstavitelii superrodiny mitochondrialnich

ptenasect véetné UCP. Prevzato z Ledesma et al., 2002.

UCP2 ryby Danio rerio
UCP2 kapia

uckza pstiuha duhoveého
UCPz B

UCP? drapatky vodni
UCP2 lidi

UCP2 psi

UCP2 prasat

UCPI mysi

UCP2

UCP2 potlant
UCP3 diiibeize
UCP3 mysi
UCP3 potkani
UCP3 lidi
UCP3 psi
TUCP3 prasat
UCP1 kapri —
UCP1 psi

UCP3

0o UCP] Lii T

4[ UCP1 my3si

10 MUCPL potkand|
100 [ UCPS Lidi ]

00 UCPS mysi

UCPS ryby Dando rerio

UCPS

Drosophila UCPS __|
Drosophila UCP4

% 1 TCP4 drapatly vodni
1o UCP4

00 I_— UCP4 lidi
100°% UCP4 mysi

Obr. €. 5: Evoluéni strom pfibuznosti uncoupling proteinii. Prevzato z Coulibaly et al.,

2006.

UCP maji hlavni vlastnosti popisované u pienasecti vcetné vysoké specifity pro

pfenasené substraty a malé moznosti pfemény. Piesto delece deviti aminokyselin (261
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az 269) na konci tieti matrixové smycky v UCP1 vede k uspotddani podobnému
péru/kandlu, kterym mohou pronikat molekuly az do 1000 Da (Ricquier a Bouillaud,
2000 B; Argyropoulos a Harper, 2002; Ledesma et al., 2002). To ukazuje na skutecnost,
ze UCP proteiny maji dva transportni rezimy — aktivitu substratové specifického
pfenasece a chovani méné specifického kanalu. Tato vlastnost je vyjadiena funkéni a
strukturalni organizaci ve dvou oblastech — v kanalové a prenasecové oblasti. U UCP1
bylo zjisténo, Ze matrixové smycky piispivaji k tvorbé uzké brany, kterd je
rozhodujicim €initelem kontroly transportni aktivity. Smérem do mezimembranového
prostoru se vyskytuje Siroky hydrofilni por/kanal, ktery je tvofen transmembranovymi
a-helixy (Fleury a Sanchis, 1999; Klingenberg, 1999; Ledesma et al., 2002).

mezimembrinovy
prostor

matrix
Obr. ¢&. 6: Usporadani dvou transportnich rezimli uncoupling proteint. Prevzato a

upraveno z Klingenberg, 1999.

Strukturu uncoupling proteint je mozné rozd¢lit do tfi podobnych domén (obr. €. 7),
které vzdy obsahuji okolo 100 aminokyselin a dva transmembranové helixy. Ty jsou od
sebe oddéleny na matrixové strané vnitini mitochondridlni membrany v priméru 40
aminokyselinami s vysoce hydrofilni sekvenci, tzv. hydrofilni (polarni) matrixovou
smyckou, a na strané¢ mezimembranového prostoru smyckou vytvorenou piiblizné z 18
aminokyselin (Klingenberg, 1999). Polypeptidovy fetézec tedy 6x kiizi mitochondrialni
membranu a dusikaty i uhlikaty konec aminokyselinové sekvence je vzdy orientovan do
mezimembranového prostoru. Funkéni uncoupling protein je vzdy ve formé
homodimeru tvofeného dvémi kovalentné vazanymi identickymi podjednotkami

(Ledesma et al., 2002).
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Obr. & 7: Strukturdlni uspofddani monomeru uncoupling proteinit ve vnitini
mitochondridlni membrané. Kazdd z domén obsahuje pfiblizn€¢ 100 aminokyselin,
jednotlivé transmembranové helixy jsou znazornény v ramecku oznac¢eném cislem. N —
dusikaty konec, C — uhlikaty konec aminokyselinové sekvence. Prevzato a upraveno dle

Fleury a Sanchis, 1999 a Krauss et al., 2005.

VSechny mitochondrialni pfenasee obsahuji fylogeneticky vysoce konzervovany
motiv tzv. ,,signaturu proteind piendsejicich energii* casto nazyvany jako PAXX + X +
motiv  (P-x-[DE]-x-[LIVAT]-[RK]-x-[LRH]-[LIVMFY]-[QGAIVM] nebo MACP
signatura) (Klingenberg, 1999; Borecky et al., 2001; Ledesma et al., 2002). U UCP
proteinli se vyskytuji celkem 3 motivy, tj. v kazdé sekvencni repetici (doméng) se
nachazi jedna MACP signatura (Borecky et al., 2001), kterad pravdépodobné predurcuje
vytvareni matrixového segmentu (Jezek P. a Jezek J., 2003). Jezek a spol. identifikovali
uncoupling proteinlim spole¢né sekvencni motivy aminokyselin, tzv. UCP signatury, ve
druhém matrixovém segmentu (s vyjimkou BMCPI1) a v prvnim, druhém, ¢tvrtém a
Sestém a-helixu, které se ale nevyskytuji u jinych pfenaseci MACP rodiny. V patém
helixu se jesté¢ vyskytuje UCP-specifickd dvojice aminokyselin, cystein nebo threonin
spolu s histidinem. Sesty helix je téméf kompletné specificky pro UCPs a obsahuje
pfedpokladanou doménu pro vazbu purinovych nukleotid (Jezek a Urbankovéa, 2000).
V aminokyselinové sekvenci je také nckolik rozhodujicich konzervativnich rezidui,
které jsou asociovany se specifickymi funkcemi UCP. Mezi tato rezidua patii
nasledujici aminokyseliny — kyselina asparagovéa na pozici 27 (D27) v prvnim helixu,
arginin (R91) ve druhém helixu, glutamova kyselina (E190) a histidin (H214) tésné na
zacatku patého helixu (Klingenberg, 1999). Mutageneze prvniho helixu a druhého
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matrixového segmentu vede ke sniZeni transportu protonli indukovaného mastnymi
kyselinami, coz nasvédcuje tomu, ze odpovidajici UCP signatury jsou nezbytnou
podminkou pro piedpoklddana vazebnd/transloka¢ni mista mastnych kyselin, resp.
transport H'. Matrixové signatury by proto mohly byt podobné signaturdm v prvnim,
druhém a Ctvrtém o-helixu a spolecné tak mohou vytvaret funkéni uncouplingovou

jednotku (Jezek a Urbankova, 2000).
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Obr. ¢. 8: Uspotadani sekvence aminokyselin lidskych uncoupling proteinti 1 az 3.
V Cernych rameccich jsou uvedeny sekvence tfi aminokyselinovych motivil
mitochondridlnich pfenaseci tzv. signatur proteinl piendsejicich energii. V cervenych
rdmeccich jsou oznaceny aminokyselinové motivy specifické pouze pro UCP. Potrzené
a oCislované sekvence vyjadiuji transmembranové helixy, modré tecky oznacuji 4
dilezité aminokyseliny pro specifické funkce UCP, ,*“ znaci identitu sekvence, ,,:*
podobnost a ,..“ aminokyselinové zbytky pattici do stejné skupiny. Prevzato a upraveno

dle Fleury a Sanchis, 1999 a Jezek a Urbankovda, 2000.

Bienengraeber a spol. identifikovali u UCP1 dva histidiny (v pozici 145 a 147) ve
druhé mitochondrialni smydéce, jejichz mutace vedou ke sniZeni transportu H". U UCP2

tyto histidiny chybi (v pozici 145 je misto histidinu arginin) a UCP3 obsahuje pouze
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His145 (Jaburek et al., 1999). Tyto rozdily podporovaly myslenku, ze UCP2 a UCP3
nemaji protonovou transportni aktivitu nebo Ze je tato aktivita redukovana, eventuelné
proteiny vyuzivaji jiny mechanizmus protonového transportu zavislého na mastnych
kyselinach. Zhang a spol. ale zjistili, Ze tyto histidiny nejsou pro uncouplingovou
aktivitu UCP1 nezbytné, proto ani u UCP2 a UCP3 nehraji roli (Boss et al., 2000;
Klingenberg a Echtay, 2001). Rada aminokyselin v jednotlivjch helixech (arginin
v pozici 83, 91, 182 a 276, glutamova kyselina v pozici 190 a histidin v pozici 214
u lidi, u potkanti jsou tyto aminokyseliny posunuty o jednu pozici dale) je dulezita pro
regulaci odptahujici aktivity UCP proteinti. Napiiklad mutace v argininech R83I,
R182Q a R276Q vede ke ztrat¢ moznosti vazby purinovych nukleotidli a v argininu
v pozici 91 (R91T) ke snizeni afinity jejich vazby v zavislosti na pH, aniz by byl
ovlivnén transport protond. Mutace v histidinu v pozici 214 (H214N) snizuje
v zavislosti na pH pouze vazbu nukleotidtrifosfatu (NTP) k UCP proteiniim, ale nikoliv
nukleotiddifosfatu (NDP) (Boss et al., 2000; Klingenberg a Echtay, 2001; Porter, 2001).
Kyselina asparagova v pozici 27 se vyskytuje pouze u UCP a jeji zdména na asparagin
(D27N) vede k ¢aste¢né inhibici protonového transportu prostiednictvim UCP, ale
jejich regulace pomoci purinovych nukleotidi neni ovlivnéna (Klingenberg a Echtay,
2001).

Dal$i zajimavosti je, ze v prvnim matrixovém segmentu po MACP signatufe
nasleduje aminokyselinovy triplet glutamin-n-glutamin striktné¢ konzervativni pro UCP
(n znaci libovolnou aminokyselinu), a poté dvojice glycin-glutamova kyselina, ktera je
také pfitomnd u vSech UCP s vyjimkou rostlinnych UCP a BMCP1. Glutamovou
kyselinou této dvojice (pozice 45) rovnéz zacina rizné dlouhd nehomologni oblast, na
zakladé které se lisi velikost jednotlivych UCP proteint. Tteti matrixovy segment ma
stejnou velikost u UCP1 az UCP3, UCP4 obsahuje navic jest¢ 6 a BMCP1 5
aminokyselin (Jezek a Urbankova, 2000).

Vsechny UCP maji kazdy z transmembrdnovych helixi kodovan jednim exonem,
UCP1 gen tedy obsahuje 6 exoni. Oproti tomu gen pro UCP2 mé 8 exont a 7 intrond,
ale na 5'-koncich byly nalezeny dva exony, které vSak nejsou translatovany (Ricquier a
Bouillaud, 2000 B). Inicia¢ni kodén ATG pro translaci se tedy nachdzi az na tfetim
exonu. Exon 8 obsahuje termina¢ni kodon TGA nasledovany polyadenylaénim mistem.
Promotorovéa oblast neobsahuje TATA box nebo CAAT box, ale na rozdil od UCP1 je
bohatd na GC baze (Pecqueur et al., 1999). Zajimavy je vSak exon 2, ktery obsahuje

111 bp dlouhy otevieny c¢teci ramec (uORF, z angl. upstream open reading frame) se
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ttemi ATGs kodujici predpokladany nezndmy peptid o 36 aminokyselinach. Sekvence
nukleotidli okolo tfi ATGs je v pomérné dobré shodé s obvyklymi strukturdlnimi
peptidu by mohla inhibovat translaci UCP2 proteinu (Pecqueur et al., 1999; Pecqueur et
al., 2001). UCP2 gen ma u lidi délku 8 kb u lidi a 6,3 kb u mysi (Fleury a Sanchis,
1999; Pecqueur et al., 1999). V piipadé¢ UCP3 genu, ktery ma 7 exont, se iniciacni
kodoén nachéazi na druhém exonu (Solanes et al., 1997). Tento gen obsahuje stejné jako
UCP1 TATA box (Ricquier a Bouillaud, 2000 B). UCP3 gen vytvari dva mRNA
transkripty, UCP3;. a UCP3g, resp. dlouhé a kratké UCP3 proteiny, které lisi pouze
ptitomnosti/absenci 37 aminokyselin na C-konci. Tyto aminokyseliny jsou kodovany
exonem 7, ktery vSak chybi u UCP3s. Sesty intron UCP3 genu obsahuje §tépny a
polyadenyla¢ni signal (AATAAAs), jenz ukoncuje transkripéni, resp. translacni signal,

tj. dochazi ke vzniku krat§iho proteinu UCP3g (Solanes et al., 1997).
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— 1 kb
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Obr. €. 9: A Srovnani genli uncoupling proteinu 1, 2 a 3 s jednotlivymi exony. Iniciacni
kodén ATG je vyobrazen tuéné, vyznacen je i terminacni kodén TGA (u lidského UCP3
existuji dvé formy proteinti — kratkd s TGAg a dlouha s TGAL). Exony, které podléhaji
translaci jsou oznaceny rtizove. Prevzato z Ricquier a Bouillaud, 2000 B.

B Ideogram potkaniho chromozomu 1. V jednotce q je cervené oznaceno misto, kde se
vyskytuji geny pro UCP2 a UCP3. Prevzato z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
mapview/maps.cgi?taxid=10116&chr=1.
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Gen pro UCP1 se nachdzi na lidském chromozomu 4 v pozici ~ 157 ¢cM, myS$im
chromozomu 8 a na potkanim chromozomu 19. Gen pro UCP2 je lokalizovan na
lidském chromozomu 11 voblasti 11q13 mezi DS11S916 a DSI11S911 spojené
s inzulin-dependentnim diabetem a v blizkosti lokusu (15 ¢cM od 11q21-q22) spojeného
s obezitou u Pima indidnd, na myS$im chromozomu 7 a na potkanim chromozomu 1
v regionu 1q33-q34 spojeném s gluk6zovou intoleranci a tloustkou u potkanich modelt
diabetu 2. typu (Fleury a Sanchis, 1999; Schrauwen et al., 1999; Borecky et al., 2001;
Jia et al., 2009). Gen pro UCP3 je také na lidském chromozomu 11 (11q13) v pozici 81
az 82 ¢cM, na my$im chromozomu 7 a na potkanim chromozomu 1. Geny pro UCP2 a
UCP3 spolu tésn¢ sousedi, kdy UCP2 gen se nachazi o 7 az 8 kb niz od stop kodonu
UCP3 genu, coz naznacuje genovou duplikaci. Oblast UCP2/UCP3 se podili na
hyperinzulinémii a obezit¢ (Fleury a Sanchis, 1999; Borecky et al., 2001; Jia et al,
2009). Gen UCP4 je na lidském chromozomu v oblasti 6p11.2-q12, u potkanti na 9.
chromozomu. BMCP1 (UCP5) gen byl nalezen na chromozomu X u mysi a Xq24 u lidi
(Borecky et al., 2001; Bouillaud et al., 2001).

Vsechny UCP jsou kodovany jadernou DNA a pravdépodobné vyuzivaji TIM a
zejména TOM systém k transportu UCP proteinli do mitochondrie, resp. jeji membrany.
Cesta  transportu ~ UCPl  pravdépodobné¢  zahrnuje  menS$i  komponenty
mezimembranového prostoru mitochondrii pro pfimé vsunuti proteinu do vnitini
mitochondridlni membrany, kde se piedpoklada, ze dojde k dimerizaci. Ukazuje se, Ze
v transportu proteinu do vnitini mitochondridlni membrany hraje diileZitou roli centralni
matrixova smycka a receptorovy protein TOM komplexu, tzv. hTom20 (Argyropoulos a
Harper, 2002; Ledesma et al., 2002). Velmi malo informaci je vSak znamo o transportu
ostatnich UCP proteinti. Ale je pravdépodobné, ze by matrixové smycky mohly hrat
vyznamnou roli v rozpoznani a vsunuti proteinu do vnitini membrany mitochondrii

(Argyropoulos a Harper, 2002).

2.2.3. Lokalizace UCP2

Mediatorovda RNA UCP2 je rozsifena ve vétSin€ organt jak u lidi, tak u hlodavct,
coz mize odrazet vyznamné funkce UCP2 v metabolizmu (Nedergaard a Cannon, 2003;
Pecqueur et al., 2001). V jednotlivych organech se vSak vyskytuje nerovnomérnég, Casto

pouze v urcitych typech bunék ¢i buné¢énych linii, poptipadé za urcitych podminek.
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Urceni distribuce v tkanich je zaloZeno zejména na stanoveni mRNA UCP2, nebot’
zjisténi lokalizace UCP2 proteinu je velmi problematické vzhledem k nedostatku
verifikovanych a dostatené citlivych protilatek pro detekci proteinu (Pecqueur et al.,
2001; Gnanalingham et al., 2006). Vzhledem k tomu, Ze exprese mRNA UCP2 je
vysoka v makrofazich, lymfocytech a Kupfferovych buikach, je tato exprese vysoka i
v tkanich bohatych na tyto burnky (slezina, brzlik, kostni dfen) (Larrouy et al., 1997,
Négre-Salvayre et al., 1997; Ricquier et al., 1999). Exprese mRNA UCP2 byla zjisténa i
v hnédé a bilé tukové tkani (Matsuda et al.,, 1997; Carmona et al., 1998). V hnédé
tukové tkani se mRNA UCP2 objevuje jesté pred narozenim a maxima dosahuje ve 48.
hoding zivota v souladu genezi mitochondrii a reakci na tepelny stres souvisejici
s narozenim. Nasledné dochazi k poklesu hladiny az na bazalni uroven (Fleury a
Sanchis, 1999). RNA UCP2 byla také objevena v srdci a kosterni svaloving, zaludku,
stteve, plicich, placenté, slinivce, resp. pankreatickych B-butikach a bunikdch imunitniho
systému (Fleury et al., 1997; Vidal-Puig et al., 1997; Skulachev, 1998; Pecqueur et al.,
2001; Nedergaard et al., 2005). V neposledni fadé byla mRNA UCP2 také prokazana
v mozku (Richard et al., 1998; Horvath et al., 2003). V mozku je UCP2 exprimovan
v rizné mife, nejvice vSak v hypotalamu, resp. v n€kterych jadrech hypotalamu (nucleus
suprachiasmaticus, paraventricularis, dorsomedialis, ventromedialis a arcuatus),
vtalamu (nucleus submedius), v mozkovém kmeni (dorzalni motorické jadro
bloudivého nervu) a v limbickém systému (Richard et al., 1998; Richard et al., 2001;
Horvath et al., 2003). Exprese UCP2 byla také zjiSténa v mikrogliich, tedy makrofagiim
podobnych bunkdch pfitomnych v centrdlnim nervovém systému (Nedergaard a
Cannon, 2003). Pfitomnost mRNA UCP2 v neuronech exprimujicich kortikotropin-
uvolnujici faktor a arginin-vasopresin poukazuji na roli UCP2 v fizeni
neuroendokrinnich funkcich a chovani (Richard et al., 2001; Horvath et al., 2003).

Alan a spol. se ve své praci pokusili zjistit absolutni hladiny mRNA uncoupling
proteinli u potkand a mysi. Obsah mRNA UCP2 byl relativné vysoky od 0,4 do 0,8
pg/10 ng celkové mRNA ve slezing, srdci potkant a plicich potkanti a my$i. Zjistili
také, Zze absolutni mnozstvi UCP2 transkriptl se snizuje v tomto potadi: slezina > srdce
plice > bila tukové tkan > mozek > kosterni svalstvo > ledviny > jatra, v rozsahu 30-
nasobnych rozdila (obr. ¢. 10). Mediatorovd RNA UCP2 je v srdci a plicich potkant
v ekvivalentnich hladindch, ale u mySi jsou v srdci transkripty az 40x niz§i nez
v plicich. Vysoky vyskyt ve sleziné¢ a plicich mize odrazet ptevladajici expresi

v pritomnych makrofazich (Alan et al., 2009). Vysoka exprese UCP2 v plicich mtize
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mit podil na rozvoji plicnich nemoci, nicméné ptesna role zistdva dosud neobjasnéna
(Mattiasson a Sullivan, 2006). Vysokd exprese UCP2 v makrofazich ztézuje ptresné
uréeni pfitomnosti mRNA ¢i proteinu v riiznych organech. Navic pfirozenou povahou
makrofagl je jejich hromadéni v riiznych oblastech organti za urcitych podminek. To
znamena, Ze invaze makrofaglh mize mit vyrazny vliv na hladiny mRNA UCP2 a UCP2
proteinli, aniz by odrézela expresi bun¢k jednotlivych organii. Naptiklad v plicich se
makrofagy hromadi béhem horecky, v mozku bé¢hem horecky, ale i pfi ischemickém
poskozeni. Také stres, kterym je nepochybné napt. hladovéni, zptisobuje akumulaci

makrofagl v gastrointestinalnim traktu (Nedergaard a Cannon, 2003).
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Obr. ¢ 10: Absolutni mnozstvi mRNA UCP2 ve vybranych tkanich potkanii.

Prevzato z Alan et al., 2009.

Ptestoze v nékterych tkdnich (napt. v srde¢ni tkdni, kosternim svalstvu apod.) je
mRNA UCP2 dobfe exprimovéna a snadno zjistitelnd, UCP2 protein neni patrné
detekovatelny. To znamend, Ze exprese mRNA UCP2 nemusi vést k proporcionalnimu
vzniku UCP2 proteinu (Cannon et al., 2006; Echtay, 2007). Vyrazné diskrepance mezi
mRNA UCP2 a UCP2 proteinem pravdépodobné odrazi translacni regulaci mRNA
UCP2 pomoci pfedniho otevien¢ho ctecitho ramce (uORF, zangl. upstream open
reading frame) lokalizovaného na 2. exonu UCP2 genu, ktery siln¢ inhibuje expresi
proteinu  (Gnanalingham et al., 2006; Hurtaud et al, 2006). Tento uORF
v 5'netranslatované oblasti teoreticky koresponduje s 36 aminokyselinovym peptidem,
u n¢hoz nebylo doposud popsano, zda se vytvaii za vSech okolnosti. Delece v uORF
(A21-36) ale vzdy vede ke zvysSeni translace proteinu (Cannon et al., 2006; Hurtaud et
al., 2006). Také nékteré mutace (ATG3/stop, ATG1-2) vuORF vedou ke zvyseni

translace proteinu (Hurtaud et al., 2006). UCP2 protein se hlavné vyskytuje ve slezing,
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zaludku, plicich, stfevech a bil¢ tukové tkani (Nedergaard a Cannon, 2003;
Gnanalingham et al., 2006). Protein byl také objeven v mitochondriich izolovanych
z tymocytl (Krauss et al., 2002) a v pankreatickych ostrtiveich (Zhang et al., 2001).
Rousset a spol. ve své praci popisuji, Ze polocas rozpadu UCP2 proteinu je okolo 30
minut. Ve srovnani s polocasem pro UCP1 (okolo 30 hodin) Ize tedy fici, ze UCP2 je
velmi nestabilnim proteinem a pravdépodobné souvisi s rozdilnymi fyziologickymi
funkcemi. V ptipadé mutace D212N byla zjisténa 60% redukce polocasu rozpadu, ktera
se vysvétluje vysSsi nestabilitou mutovaného UCP2 proteinu. Degradace proteinti ve
vnitini mitochondridlni membrané je zajiStovana AAA protedzami (z angl. ATPase
Associated with a variety of cellular Activities), ale to neplati pro UCP proteiny.
Na jejich proteolyze se pravdépodobné podili Omal, Mopll2 nebo jiné¢ doposud

neznamé protedzy (Rousset et al., 2007).

2.24. UCP2 a jatra

RNA UCP2 v jatrech byla poprvé popsana Fleurym a spol. (Fleury et al., 1997).
Vysoké hladiny mRNA jsou exprimovany u fetalnich jater hlodavci vyhradné
v monocytech a makrofazich. Za normalnich podminek je pfitomnost ve zralych jatrech
zpuisobend hlavné expresi v Kupfferovych bunikach (Fleury a Sanchis, 1999). Exprese
v hepatocytech je nizkd (Mattiasson a Sullivan, 2006), ale miZe byt zvySena vlivem
oxidacniho stresu, steatozy (Cortez-Pinto et al., 1999) nebo systematické reakce na
bakteridlni infekci (Cortez-Pinto et al., 1998).

Mnozstvi UCP2 transkriptd ve fetdlnich jatrech potkanl je vyznamné vyS$$i nez
u dospélych a navic tato hladina je srovnatelnd s hladinou transkripti ve slezing, ktera
vykazuje nejvyssi expresi u dospélych lidi a hlodavci, ale i plodi. Tyto poznatky
naznacuji, ze existuje specificky vyvojovy zpiisob exprese UCP2 v jatrech. UCP2 je
u plodu exprimovéana v fadé tkani daleko diive nez UCP1 v hnédé tukové tkdni. To
znamend, ze hlavni role UCP2 béhem intrauterinniho vyvoje nemé vztah k termogenezi.
Béhem perinatalniho obdobi byla pozorovéana v tkanich s vysokym obsahem makrofagt
rozdilnd exprese — v jatrech se vyskytovala vysoka exprese UCP2, ktera po narozeni
klesala, zatimco ve slezin€é a plicich nebyly zjiStény zadné zmény. Tento rozdil je
vysvétlovan pravdépodobnym vztahem fetdlnich jater k hematopoéze a pfesunu této

aktivity pred narozenim do kostni dfené. Vyvoj monocyti/makrofagii ve fetalnich
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jatrech pfedstavuje hlavni misto exprese UCP2. To naznacuje, Ze hlavni role UCP2 je
v diferenciaci a/nebo funkci leukocytl myelopoetické fady, a tak ve vyvoji imunitniho
systému, nikoliv v fizeni mitochondridlni energetiky v jatrech bchem perinatalniho
obdobi (Hodny et al., 1998).

UCP2 neni za normdalnich podminek vyznamné exprimovan v hepatocytech. Za
ur¢itych okolnosti (cirhdza, endotoxinem zprostfedkované poSkozeni jater) se vSak
zvySuje jaterni exprese UCP2 primarné v samotnych hepatocytech. Obdobna situace
nastavad také v ptipadé parcidlni hepatektomie. Horimoto a spol. také detekovali
signifikantni pocet UCP2 pozitivnich hepatocytli v jatrech mysi pred parcialni
hepatektomii, coz ukazuje, Ze Kupfferovy buiky nejsou exkluzivnim mistem exprese
UCP2 v jatrech. Tato detekce byla rovnéz podlozena néalezem UCP2 proteinu
v hepatocytech a zlucovych epitelidlnich bunikdch. Absence nebo nedostatecna funkce
UCP2 v regenerujicich se jatrech ma za nasledek zvySeni produkce reaktivnich
kyslikovych radikalti (ROS) a negativné moduluje kontrolu bunécného cyklu. V procesu
regenerace se tedy funkce UCP2 jevi jako klicova (Horimoto et al., 2004). Na rozdil od
Horimota a spol., ktery stanovoval expresi UCP2 proteinu pomoci imunoblotu u mysi
nejdiive 8 hodin po parcidlni hepatektomii, jsme se rozhodli zjistit, jakd je exprese
mRNA UCP2 u potkant v prvnich 24 hodinach, tj. jizv 1., 3. a 6. hodin¢, ale i ve 12. a
24. hodiné po parcialni hepatektomii.

Vyskyt byl potvrzen rovnéz u transformovanych hepatocytt, napi. nékteré lidské
linie hepatokarcinomu (H4IIE) exprimuji UCP2 mechanizmem hypometylace DNA.
Tyto buiiky predstavuji typické embryondlni a fetdlni stddium vyvoje a exprese UCP2
by mohla byt povazovéana za dikaz navratu k fetadlnimu fenotypu (Carretero et al., 1998;

Fleury a Sanchis, 1999; Kimura et al., 1999).

2.2.5. Mozné funkce UCP2

Uncoupling protein 2 je zapojen do mnoha fyziologickych a patologickych procest
(obr. ¢. 11) jako naptiklad adaptivni termogeneze, regulace oxidace mastnych kyselin,
podil na zanétu, prevence tvorby reaktivnich kyslikovych radikald, regulacni funkce
u diabetu 2. typu, regulace télesné hmotnosti, prevence aterosklerdzy a starnuti,

neuroprotektivni efekt, navic je diskutovana potencidlné ochranna role UCP2 v rozvoji
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rakoviny (Mattiasson a Sullivan, 2006; Niibel a Ricquier, 2006). VSechny mozné

fyziologické funkce uncoupling proteinu 2 jsou ale stale pfedmétem debat.
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Obr. ¢&. 11: Mozné fyziologické a patologické funkce uncoupling proteinu. Prevzato

z Niibel a Ricquier, 2006.

2.2.5.1. Adaptivni netiesova termogeneze

Po objeveni UCP2 se ptedpokladalo, ze jeho funkce bude velmi podobnd UCPI, t;.
regulace tvorby tepla. V pribchu let se ale vétSina autort pfiklani k ndzoru, ze UCP2
ma na regulaci télesné teploty maly nebo dokonce Zadny podil. Jednim z dikazl je
skutecnost, ze UCP2 byl detekovan v tkénich ryb a rostlin, u kterych se adaptivni
termogeneze nevyskytuje (Brand a Esteves, 2005). Navic mysi s knock-outem UCPI
genu (UCP1 -/-) jsou velmi citlivé na chlad, pfestoze je u nich zvySena exprese UCP2.
Oproti tomu UCP2 -/- mysi nejsou citlivé na chlad (Saleh et al., 2002). Vysvétlenim,
pro¢ se UCP2 nepodili na netfesové termogenezi, muze byt skuteCnost, ze i pies
zvySenou expresi je koncentrace UCP2 proteinu nizka (1000krat mensi nez UCPI
proteinu) (Echtay, 2007).

Nicméné existuje moznost, Ze se podileji na tvorbé bazalniho tepla. Genetické studie
u lidi ukazuji, Ze mikrosatelitni markery (zejména D11S916) vytvarejici 5 cM region
v sousedstvi 11q13, tj. v oblasti obklopujici UCP2 gen, jsou geneticky siln¢ spojeny

s urovni klidového metabolizmu (Bouchard et al., 1997). Také polymorfizmy v kédujici
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oblasti UCP2 genu (substituce Ala55Val na 4. exonu a 45 bp velkd inserce/delece na
exonu 8 UCP2 genu) jsou spojeny s urovni energetického vydeje béhem spanku
(Walder et al., 1998). Tyto tdaje mohou souviset s faktem, ze bazalni protonovy Unik
pfes vnitini mitochondridlni membranu je ve vétSin€ tkani asociovan s klidovou
metabolickou urovni (Rousset et al., 2004).

UCP?2 se tedy vyznamné nepodili na vytvateni celkové télesné teploty, ale uplatituje
se pifi termogenni funkci v mozku, kde ma vztah kudrzeni teplotni stdlosti
mikroprostfedi synapsi. UCP2 je exprimovan v mitochondriich neuronti, ¢asto v tésné
blizkosti synaptickych vackl a synaptickych membran axont, kde jeho aktivace vede
k tvorbé tepla. Tato mirnd zména presynaptické teploty miiZze byt prospéSna pro
plasticitu synapse a funkénost synaptického ptenosu (Horvath et al., 2003), zvySena
exprese UCP2 byla také zjisténa v miSe po chladové expozici. Vyznamny vliv teploty je
také pii rozvoji poSkozeni mozku, kdy pifi hypotermii dochazi k jeho zpomaleni a pfi
hypertermii k jeho zrychleni. To naznacuje, Ze vyrazné zvySeni teploty v neuronech
spolu s vysokou expresi UCP2 miize zpusobovat jejich vys§i nachylnost k rozvoji

akutniho poSkozeni mozku (Mattiasson a Sullivan, 2006).

2.2.5.2. Regulace oxidace mastnych kyselin

UCP2 a UCP3 jsou exprimovany v n¢kolika typech bun¢k (adipocytech, kosternim
svalstvu a makroféazich), které se pfedevSim podileji na metabolizmu mastnych kyselin.
Rada publikaci popisuje signifikantni zmény exprese UCP2 a UCP3 v situacich jako
napiiklad hladovéni, vysokotukova dieta, kratko- nebo dlouhodobé cviceni, kdy dochazi
ke zvySeni hladiny volnych mastnych kyselin v krvi nebo intenzity oxidace mastnych
kyselin (Brand a Esteves, 2005; Echtay, 2007).

Vztah mezi mastnymi kyselinami a UCP2 expresi byl prvné zjistén pii pokusech,
kdy se hlodavcim podavala vysokotukova dieta. Bylo zjisténo, ze v tukové tkani
potkand a kment inbrednich mysi A/J a C57BL/KsJ (KsJ) rezistentnich k obezité byla
pozorovana zvySena exprese mRNA UCP2, zatimco u kmenil inbrednich mysi
C57BL/6J (B6) nachylnych k obezité nikoliv (Fleury a Sanchis, 1999; Schrauwen a
Hesselink, 2002). Vyssi pfitomnost mastnych kyselin v dieté¢ zvySovala mRNA UCP2
pouze v bilé tukové tkani, ale ve svalech a hnédé tukové tkani nebyla exprese
ovlivnéna. Pfi hladovéni vysSi sérové hladiny volnych mastnych kyselin a ketont

zpusobuji vzrist mRNA UCP2 v kosternim svalstvu hlodavcii (Fleury a Sanchis, 1999).
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Zvysena exprese UCP2 byla také zjisténa v hepatocytech ob/ob mysi, u kterych se
rozvijela jaterni steatdza (Boss et al., 2000).

Zvysené mnozstvi tuku miZze indukovat expresi UCP2 a UCP3, a proto se
pfedpokladd, Ze funkci téchto proteini je export aniontd mastnych kyselin
z mitochondridlni matrix do cytosolu v pfipadé velkého nadbytku mastnych kyselin
uvnitt mitochondrii. Diivodem je, Ze zvySena koncentrace neesterifikovanych mastnych
kyselin mize v mitochondriich ptsobit toxicky (Rousset et al., 2004; Echtay, 2007),
nebot’ oxidace mastnych kyselin vede k vys$s§imu ptisunu elektrontt do dychaciho
fetézce, a tim 1 k nadprodukci ROS. Indukce exprese UCP2, zprostiedkovand vysokym
mnozstvim mastnych kyselin, limituje toxicitu ROS redukci elektrochemického
gradientu dychaciho fetézce a snizenim zpétného toku protond. Po oxidaci
nadbyteCnych mastnych kyselin se mnozstvi UCP2 poté vraci zpét k normalnim
hladindm. V pankreatickych B-buitkdch akumulace lipidQ vytvari tzv. lipotoxicitu, ktera
tak vysvétluje poskozeni funkce B-bunék pii obezit¢ (Wang et al., 1999; Boss et al.,
2000). Bylo také prokazano, ze adenoviroveé zprostfedkovana exprese UCP2 zlepSuje
glukézou indukovanou sekreci inzulinu pankreatickymi ostrivky s vysokym obsahem
lipidG u diabetickych (fa/fa) ZDF potkant (z angl. Zucker diabetic fatty), ktefi tuto
funkci maji potlacenou (Wang et al., 1999).

Retézce polynenasycenych mastnych kyselin membranovych fosfolipidi jsou velmi
senzitivni k oxidaci, kdy mohou vytvafet agresivni oxidanty jako 4-hydroxynonenal.
UCP2 a UCP3 proteiny mohou transportovat anionty peroxidi mastnych kyselin ven
z mitochondridlni matrix néasledné po jejich uvolnéni z fosfolipidii pomoci fosfolipaz
jako ochranny mechanizmus proti poSkozeni mitochondrialnich proteini a DNA (Brand
a Esteves, 2005; Echtay, 2007).

Mastné kyseliny a UCP2 hraji dalezitou roli i po narozeni, kdy dochazi diky ptijmu
matefského mléka s vysokym obsahem tukii ke zvySeni hladiny volnych mastnych
kyselin. Ty nésledné indukuji expresi UCP2 v plicich a mozku. V mozku poté¢ UCP2
pravdépodobné participuje na antioxidacni ochrané a miiZze mit neuroprotektivni funkci
v ptipad¢ poskozeni mozku. Epidemiologické studie také ukazaly, ze kojenci s nizkou
porodni hmotnosti vykazuji nedostateCny rast a navic se unich zvySuje vnimavost
k diabetu a plicnim onemocnénim, v jejichZ rozvoji hraji roli UCP2 a UCP3 (Mattiasson
a Sullivan, 2006). Mostyn a spol. zjistili, Ze nizka porodni vaha je asociovana s tkanove-

specifickou expresi UCP, nebot’ exprese UCP2 a UCP3 v tukové tkani byla u prasat
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s niz§i porodni hmotnosti mensi, ale exprese UCP2 v plicich a UCP3 v kosternim

svalstvu nebyla ovlivnéna (Mostyn et al., 2005).

2.2.5.3. Regulace produkce reaktivnich kyslikovych radikalu

Nadprodukce ROS v mitochondriich ¢asto vede k peroxidaci membranovych
fosfolipidli a produkci reaktivnich aldehydt. Cely tento proces vede k oxidacnimu
stresu a mitochondridlni dysfunkci, a tak se podili na patogenezi fady onemocnéni,
bunécném starnuti a apoptoze (Niibel a Ricquier, 2006). V mitochondriich je asi 1 az 2
% kysliku konvertovano prostiednictvim komplexu I a III na superoxidovy anion, ktery
nasledné¢ umozni vznik dal§ich ROS (Jezek et al.,, 2004). Jiz nepatrné¢ zvySena
permeabilita pro protony (sniZzeni protonového elektrochemického gradientu) pies
vnitini mitochondridlni membrénu stimuluje respiraci, tj. zvySuje transportni rychlost
elektront, a vede ke sniZeni tvorby ROS. UCP2 je proto v literatufe popisovan jako
ucinny moduldtor mitochondridlni tvorby ROS, nebot’ stimuluje spotfebu kysliku a
tvorbu ROS (Jezek et al., 2004; Rousset et al., 2004; Niibel a Ricquier, 2006). Dikazem
o této funkci UCP2 je jeho inhibice pomoci purinového nukleotidu GDP, ktera zvysuje
membranovy potencidl a produkci ROS v mitochondriich (Echtay et al., 2002; Echtay,
2007).

Dalsi moznou funkci je zapojeni uncoupling proteind v procesu apoptozy a starnuti,
avSak UCPs nemohou samostatné vyvolat apoptézu. Panuje také shoda, Ze existuji
UCP-typové specifické rozdily v piisobeni UCP vedouci bud’ k ochrannym efektim,
nebo naopak ke smrti. Naptiklad neurony a jejich synaptické konce jsou chranény proti
dysfunkci a apoptické smrti pomoci neuron-specifického UCP4, stejné jako pomoci
UCP2 exprimované¢ho v neuronech pomoci mechanizmii vedoucich k potlaceni
produkce ROS a ke stabilizaci homeostazy intracelularniho vapniku. Oproti tomu jiné
publikace popisuji UCP3 jako komponentu zvysSujici citlivost buné¢k na stimuly
apoptézy (napt. TNFoa, volné radikaly, virové a bakteridlni infekce, toxiny,
chemoterapeutika apod.) (Niibel a Ricquier, 2006). Navic builky se zvySenou expresi
UCP3 maji vys8i mitochondridlni pomér vyznamného apoptického markeru Bax/Bcl-2
diky zvySené translokaci Bax z cytosolu do mitochondrii.

Byly také popsany tkanové specifické zmény v expresi UCP2 zpisobené vékem.

Pozorované zvysSeni UCP2 exprese v jatrech béhem starnuti vede k omezeni produkce
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ATP a navic souvisi se zménami v expresi mitochondridlnich genli u starSich zvifat
(Niibel a Ricquier, 2006).
Zavérem lze tici, ze UCP proteiny hraji potencialni roli jako tkanové specifické

modulatory produkce ROS, ATP produkce béhem apoptdzy a bunécného starnuti.

2.2.5.4. Zapojeni UCP2 do imunitni odpovédi — zanétu

vvvvvv

kterého mitochondrie vytvéreji volné kyslikové radikaly jako superoxidovy anion, ktery
je konvertovan na peroxid vodiku nebo hydroxylové radikaly. Mitochondrialni tvorbu
ROS je schopen modulovat UCP2 protein (Négre-Salvayre et al., 1997), ktery se hojné
vyskytuje ve sleziné, plicich a izolovanych makrofazich, coz nasvédcuje jeho roli
v imunitni nebo zanétlivé odpovédi. Vyzkum imunitni odpovédi na infekci Toxoplasma
gondii u mysi s knock-outem UCP2 genu (UCP2 -/-) ukdzal uplnou rezistenci vici
patogenu na rozdil od letality u ,,wild-type® myS$i. Diivodem bylo, Ze makrofagy UCP2
-/- mys$i vytvarely vice ROS, ¢imz dochézelo k lepsi odpovédi imunitniho systému na
infekci. Molekularni mechanizmus této zvysSené imunitni odpovédi UCP2 -/- mysi je
zalozen na pozoruhodném zvySeni klicovych krokil v aktivaci kaskady jaderného
faktoru kB (NFkB) vcetné narlstu kinazové aktivity IxkB a jaderné translokace
podjednotky NFkB. To poté vede k vyssi expresi indukovatelné NO-syntazy a
zanétlivych cytokinii (Niibel a Ricquier, 2006). UCP2 deficientni makrofagy také 1épe
eliminovaly bakterii Salmonella typhimurium in vitro oproti normalnim makrofagtim.
V ptipad¢ bakterie Listeria monocytogenes vsak byla eliminace mezi témito obéma typy
makrofagli podobna (Emre a Niibel, 2010).

UCP2 se podili na imunitni odpovédi pomoci regulace produkce ROS. V ¢asnych
stadiich odpovédi na bakterialni lipopolysacharidy byla popsana down-regulace UCP2
v imunitnich bufikdch béhem jejich aktivace. Snizeni UCP2 proteinu umozni vznik
potiebnych ROS, které aktivuji makrofagy (obr. ¢. 12) a dal$i imunitni buiiky, které
eliminuji patogen. Produkce ROS ale musi byt nakonec zregulovdna, aby nedoslo
k poskozeni infikované tkané. Proto v pozdnich stadiich dochazi k up-regulaci UCP2
exprese, kterd potlaci tvorbu ROS, coz umozni ochranu vSech bunék proti oxidacnimu
stresu. Regulace hladiny ROS vSak musi byt jemnd, a proto UCP2 proteiny rychle
vznikaji, ale jsou 1 velmi rychle degradovany (polocas rozpadu UCP2 proteinu je okolo

30 minut) (Niibel a Ricquier, 2006; Rousset et al., 2007). Lipopolysacharidy vSak
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signifikantné zvySuji mRNA UCP2 v jatrech, svalech a tukové tkani, coZ naznacuje
jeho roli v produkci tepla a zvySeného energetického vydeje behem infekce (Faggioni et

al., 1998).

A B LPS
TLR4 l l TLR4 l
, Y mastné l mastné
glukéza glutamin -y oeliny glukéza glutamin  kyseliny
MAPK '

UCP2

SLIPUOYO0} I
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dychaci fetézec A
transkripce

Obr. €. 12: UCP2 béhem aktivace makrofagi. A — V klidovych makrofazich je UCP2
siln¢ exprimovan. Mitochondrie oxiduje glukézu, glutamin a mastné kyseliny stejnou
mérou. B — Po stimulaci lipopolysacharidy (LPS) je exprese UCP2 inhibovéana pomoci
p38 a c-Jun NH2-terminalnich kinaz (JNK), ¢imZz vyrazné stoupa oxidace glukozy
oproti oxidaci glutaminu a mastnych kyselin. Nasledkem toho dochézi k ovlivnéni toku
elektroni dychacim fetézcem, coz vede k vySsi produkci mitochondridlnich ROS a

aktivaci mitogenem aktivovanych proteinkindz (MAPK). Prevzato z Emre a Niibel,

2010.

Snizeni UCP2 bylo pozorovano rovnéz u ovaridlni bun¢k béhen folikularniho rtstu,
ale naopak béhem preovulacniho obdobi dochdzi ke zvysené expresi (Niibel a Ricquier,
2006). Béhem orgazmu u zen dochézi k rychlému snizeni UCP2 a tedy produkci ROS,
ktera je potfebna pro uvolnéni oocytu. Tento stav vSak musi byt velmi G¢inné regulovan
prostiednictvim UCP2, aby nedoslo k destrukci oocyttl (Rousset et al., 2007). Zanétlivé
procesy hraji dilezitou roli i pti rozvoji kardiovaskularnich nemoci a poskozeni mozku,
u kterych maji protizanétlivé vlastnosti UCP2 prospé$ny efekt na progresi onemocnéni
(Mattiasson a Sullivan, 2006). U autoimunitniho diabetu u UCP2 -/- mysi dochézi
k vyznamnéjsi akumulaci makrofagh v pankreatickych ostriivcich, coz ukazuje na roli
UCP2 v adaptivni imunitni odpovédi. Masivni pfirtistek vysoce zanétlivych makrofagh
v ostriveich UCP2 -/- diabetickych mysi vede k akutnimu zénétu , ktery je zodpoveédny

za destrukci - bun¢k (Emre a Niibel, 2010).
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Pii studiich —866G/A polymorfizmu v promotorové oblasti UCP2 u lidi bylo
zjiSténo, ze G alela je asociovana s niz§i expresi UCP2 v lymfocytech a makrofazich
oproti A alele. Tento polymorfizmus moduluje rozvoj diabetické neuropatie u pacientt
s diabetem 1. typu. G alela je také spojena s nachylnosti ke sclerosis multiplex,
asymptomatické aterosklerdze krkavice, ale také k n¢kolika zanétlivym onemocnénim
jako revmaticka artritida, systémovy lupus erythematosus, Wegenerova granulomatdza,
Churg-Strauss syndrom, Crohnova choroba a ulcerativni kolitida (Emre a Niibel, 2010).

Studie tedy ukazuji, ze UCP2 tidi produkci mitochondridlnich ROS a aktivaci
imunitnich buné¢k modulaci MAP kindz. Regula¢ni schopnost UCP2 pomoci piimého
zapojeni do produkce cytokinl a oxidu dusnatého, ale také do bunétné migrace, byla

ovefena na mnoha modelech infekce, zanétu a autoimunity (Emre a Niibel, 2010).

2.2.5.5. UCP?2 a diabetes mellitus typ 2

Mediatorovd RNA UCP2 je exprimovana v Langerhansovych ostriiveich pankreatu
a v mitochondriich B-bun€k bylo prokazano detekovatelné mnozstvi UCP2 proteinu,
ktery hraje roli v regulaci sekrece inzulinu (Chan et al., 2001; Chan et al., 2004). Navic
lokalizace UCP2 genu na 11. chromozomu v oblasti 11q13 u lidi je spojena
s hyperinzulinémii a obezitou (Fleury et al., 1997).

Sekrece inzulinu je fizena mnozstvim glukozy vstupujici do B-bunck usnadnénou
diftizi prostednictvim GLUT-2 ptenaSece, jehoZ aktivace nezavisi na inzulinu. Gluk6za
se poté metabolizuje za vzniku ATP a zvySuje se tak pomér ATP/ADP, ¢imz se
uzaviraji ATP-senzitivni draslikové kanaly. To m4 za nasledek omezené vytékani K™ a
depolarizaci bunééné membrany, coz vede k otevieni napétoveé fizenych vapnikovych
kanald, kdy extracelulirni Ca®* vstupuje do bundk a aktivuje Ca** dependentni
proteinkindzy. Ty pak spoustéji sekreci inzulinu exocytézou (Zhang et al., 2001;
Echtay, 2007).

Vzhledem k tomu, Ze UCP2 zvySuji permeabilitu vnitini mitochondridlni membrany
pro protony a snizuji tak syntézu ATP, snizuji také tvorbu ATP v ramci glukézového
metabolizmu v buiikdch pankreatu. Nésledkem toho dochazi k zhorSeni glukézou
stimulované sekrece inzulinu, tzn. UCP2 je tedy jejim negativnim regulatorem (Brand a
Esteves, 2005; Echtay, 2007). ZvySeni UCP2 exprese proto vede k potlaceni glukézou-

stimulované sekrece inzulinu a mize se tak podilet na nedostatku inzulinu u diabetu
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typu 2, zatimco absence UCP2 sekreci inzulinu zvySuje (Chan et al., 2004; Affourtit a
Brand, 2008).
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Obr. ¢. 13: Vliv UCP2 na glukézovy metabolizmus. UCP2 inhibuje gluk6zovou
oxidaci, naopak glutamin a mastné kyseliny indukuji expresi UCP2. Tento protein je
nezbytny pro oxidaci glutaminu a mastnych kyselin pfi snizené oxidaci glukézy, coz
naznacuje, ze se UCP2 podili na vybéru substratt, které jsou v mitochondriich
utilizovéany. Prevzato z Emre a Niibel, 2010.
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Obr. €. 14: Schéma role UCP2 v protekci bun€k a rozvoji diabetu. PoSkozeni burky,
vysoko-tukové dieta, obezita a hyperglykémie vedou ke zvySeni hladin superoxidii a
volnych mastnych kyselin (FFA), které stimuluji expresi a aktivitu UCP2. Vysoké

hladiny FFA také vedou k akumulaci tuku v jatrech a svalech, kterd podporuje
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inzulinovou rezistenci a rozvoj diabetu 2. typu. Mnozstvi UCP2 proteinu muze byt také
zvyseno subletadlnim stresem (ischemicka prekondice) a PPAR agonisty. Vyssi UCP2
aktivita zplsobuje mirnou mitochondrialni depolarizaci, kterd snizuje tvorbu ATP a
kyslikovych radikald, ale také indukci mitochondrialni permeability (mPT) a aktivaci
mitochondriemi zprostfedkované¢ bunécné smrti. V pankreatickych [-buitkach vede
redukce ATP hladiny ke snizeni inzulinové sekrece, kterd tak podporuje rozvoj diabetu
2. typu. V bunikéach vystavenych stresu se zd4, Ze redukce tvorby ROS a bunééné smrti

umoznuje pieziti a snizeni zanétlivé odpovédi. Prrevzato z Mattiasson a Sullivan, 2006.

Zhang a spol. zjistili, ze mysi s knock-outem UCP2 m¢ly vysoké hladiny ATP a
zvySenou glukdézou stimulovanou sekreci inzulinu, coz ukazuje na nepfitomnost
odptazeni respirace (Zhang et al., 2001; Rousset et al., 2004). Transkripce UCP2 v -
bunkach se zvySuje také plisobenim mastnych kyselin. Byla proto vyslovena hypotéza,
Ze obezita, jez je povazovana za hlavni rizikovy faktor v patogenezi diabetu 2. typu,
navozuje diabetes nadmérnou aktivaci UCP2. Tato hypotéza je téZ siln€ podpofena
poznatkem, Ze vystaveni bunck ostrivkil oledtu vede nejen k nartistu mnozstvi mRNA
UCP2 a snizené sekreci inzulinu po glukézovych podnétech, ale také k odprazeni
s naslednym snizenim mitochondrialniho membranového potencidlu (Lameloise et al.,
2001).

Polymorfizmus —-866G/A v promotorové oblasti UCP2 genu zvySuje jeho
transkripéni aktivitu a je asociovan se zvySenym rizikem diabetes mellitus 2. typu
u obéznich lidi. Navic UCP2 exprese signifikantné¢ koreluje s inzulinovou rezistenci
(Jezek, 2002; Niibel a Ricquier, 2006). Nediabetici s —866A alelou méli snizenou
inzulinovou odpovéd’ na intravendzni a peroralni aplikaci glukozy, to znamena, Ze maji
vyssi riziko vzniku diabetu. Podobné méli také diabetici 2. typu s touto alelou nizsi
sekreci inzulinu béhem glukézového toleran¢niho testu, a proto je u nich Zzadouci
Cast¢jsi aplikace inzulinu v rdmci terapie. Navic bylo zjiSténo, Ze si tito nositelé musi
diive od diagnostiky onemocnéni aplikovat inzulin. —866A alela se vSak zda, Ze snizuje
riziko vzniku diabetické neuropatie, onemocnéni véncitych tepen a mize prispivat
k biologické wvariabilité¢ inzulinové sekrece a citlivosti. Naopak ale zvySuje riziko
metabolického syndromu a vys$sich plazmatickych markerti oxida¢niho stresu. G alela je
poté asociovana s redukovanou expresi mRNA v tukové tkéani a transkripéni aktivitou,
vysokym BMI, zvySenym rizikem obezity, inzulinové odpovédi na glukézu a snizenym

rizikem diabetu 2. typu. Pacienti s —866G alelou maji niz§i hladiny krevnich
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triacylglycerolii, ale vy$$i mnozstvi LDL cholesterolu a vyssi inzulinovou citlivost.
Snizené riziko vzniku diabetu 2. typu maji tedy nositelé —-866G/A a —866A alel oproti
osobam s G alelami, ktefi maji zvySené riziko vzniku diabetu a obezity (Chan a
Kashemsant, 2006; Jia et al., 2009).

Lze tedy fici, Ze snizeni exprese UCP2 by bylo pfi 1écbé diabetu velmi prospésné.
Na druhou stranu UCP2 reguluje tvorbu ROS, a tak by mohla nizkd aroveil exprese

UCP2 v B-buiikach vést ke zvySeni tvorby ROS.

2.2.5.6. Regulace télesné hmotnosti

Energetickd balance u zvifat je metabolicky stav, ktery existuje, kdyz celkovy
energeticky vydaj je v rovnovaze s pfijmem. Precizni regulace energetické homeostazy
je velmi komplexni a zahrnuje fadu systému. Jestlize energeticky pfijem prevySuje
vydej, poté¢ se prebytek ukldda ve formé tuku v adipocytech. Vysledkem je zvySeni
télesné hmotnosti az obezita (BMI vyssi nez 30). Adipocyty jsou schopny pojmout
pouze urcité mnozstvi tuku a pfi pfekroceni nasledné tuk zaplavuje ostatni tkan¢, coz
vede k ektopické akumulaci triacylglycerolii ve svalech a jatrech a rovnéz ke zvySeni
hladiny volnych mastnych kyselin v plazmé&. Akumulace tuku tak pfispiva k rozvoji
jaterni a svalové inzulinové rezistenci, glukdzové intoleranci a diabetu a volné mastné
kyseliny v plazmé krozvoji kardiovaskularnich chorob. Aktivace fyziologického
mechanizmu odpfaZeni, naptiklad uc¢inkem uncoupling proteinli, upoutala neddvno
znaény zdjem jako terapeuticky prostfedek pro 1é€bu obezity (Mattiasson a Sullivan,
2006).

Exprese mRNA UCP2 v bilé tukové tkdni mysi rezistentnich k obezité (A/J) je vyssi
nez u mysi nachylnych k obezité¢ (B6). Kromé toho, pfi vysokém podilu tuku v potravé
doslo u druhu A/J ke zvySeni exprese mRNA UCP2, zatimco u druhu B6 ne. Chybéjici
zvySeni UCP2 u druhu B6 svéd¢i o prispivani UCP2 v jejich vnimavosti k obezité
(Fleury et al., 1997; Schrauwen et al., 1999). Schopnost n¢kterych jedinc odolavat
ptirtstku hmotnosti tedy souvisi s moznosti zvysené regulace UCP2 (Saleh et al., 2002).
U mysi krmenych rybim olejem na rozdil od mysi krmenych pievdzné sacharidy doslo
ke zvySeni mRNA UCP2 v jatrech a mRNA UCP3 v kosterni svaloviné (Tsuboyama-
Kasaoka et al., 1999). Zda se, ze u lidi je -866G/A polymorfizmus v UCP2 promotorové
oblasti (minoritni A-alela) signifikantn¢ asociovéan se zvySenou expresi mRNA v tukové

tkani a tim se sniZzenym rizikem obezity u lidi stfedniho véku (Esterbauer et al., 2001;
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Niibel a Ricquier, 2006; Jia et al., 2009). UCP2 se tedy mize podilet na regulaci rozvoje
obezity.

Byl objeven také polymorfizmus ve 4. exonu UCP2 genu, kde miize dojit k zdméné
alaninu za valin v pozici 55 (Ala55Val). Lidé s VV genotypem, v porovnani s A/V a
A/A genotypem, maji niz§i stupeil odpfaZzeni oxidacni fosforylace a energetického
vydeje, vyssi metabolicky pomér a riziko obezity stejn€ jako vyssi incidenci diabetu
(Chan a Kashemsant, 2006; Jia et al, 2009). Jiné studie vSak ukazuji, Ze tento
polymorfizmus neni asociovdn s metabolickym syndromem, BMI, obezitou,
inzulinovou sekreci a diabetem. V UCP2 genu byla také nalezena 45 bp inzerce v 8.
exonu (inzerce/delece, tzv. I/D polymorfizmus). Doposud vsak byly publikovany
rozporuplné studie. V nékterych studiich neni pozorovana asociace s obezitou, BMI,
inzulinovou sekreci apod., v jinych je popisovano, ze osoby s I-alelou maji signifikantné
vy$s§i BMI a riziko vzniku obezity (Jia et al., 2009).

UCP2 se tedy podili na energetickém metabolizmu a rozvoji obezity u hlodavcii a
lidi, pfesto potencidlni role tohoto proteinu jako farmakologického cile pro 1écbu

obezity je stale nejasna (Mattiasson a Sullivan, 2006).

2.2.5.7. UCP2 a prevence aterosklerozy, starnuti

UCP2 je také piitomny v makrofazich, které se vyznamné podileji na rozvoji
ateroskler6zy, a navic je vyznamnym regulatorem produkce ROS, jez se podili na
tvorbé aterosklerotického platu a arteridlnim zanétu. Na rozvoji aterosklerozy se také
podili hypertenze a vysoka hladina glukézy v krvi. Vzhledem k témto skutecnostem
byla zkoumana moZznost zapojeni UCP2 v prevenci rozvoje ateroskler6zy. Blanc a spol.
(2003) pozorovali, ze UCP2 -/- mysi oproti UCP2 +/+ mySim mély vyrazné zvySenou
velikost a sniZenou stabilitu aterosklerotické 1éze v hrudni aorté¢ a aortdlnim sinu
z ditvodu zvySeného oxidacniho stresu (Niibel a Ricquier, 2006; Emre a Niibel, 2010).
Zvysend exprese UCP2 v cévnich buiikdch je potencidlné preventivnim nastrojem
pusobicim proti rozvoji a progresi aterosklerdzy u pacientii s diabetem a hypertenzi
zejména diky sniZeni produkce ROS v bunkach, resp. mitochondriich (Rousset et al.,
2004; Niibel a Ricquier, 2006).

Exprese UCP2 v mozku a prodlouzené¢ miSe byla zvySena u starnoucich potkant
(Mattiasson a Sullivan, 2006), ale také v jatrech, naopak nezménéna zustala v srdecni

svaloviné (Barazzoni a Nair, 2001). To naznacuje, ze UCP2 se podili na starnuti tkani,
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ale presna role musi byt jesté objasnéna. Pfesto neni piekvapujici, Ze zvySena exprese
UCP2 se svoji antioxidacni roli byla nalezena v tkanich s vysokou metabolickou
aktivitou. Je ale otazkou, zda indukci zvySené exprese UCP2 by se mohlo zpomalit

starnuti v riznych tkanich (Mattiasson a Sullivan, 2006).

2.2.5.8. UCP?2 a rakovina

Preziti maligné transformovanych bunék zdvisi na adaptivnich mechanizmech
véetné modulace odpovédi na oxidacni stres a ziskani 1ékové rezistence. Lékova
rezistence tumorovych bunék je hlavnim problémem v dosaZeni sp&$né protinadorové
lécby. Navic bunky rezistentni na lécbu exprimuji vysoké hladiny mitochondridlniho
UCP2. Zvysena exprese UCP2 se nachazi u vétSiny nadort tlustého stfeva a mira
exprese se zda, ze koreluje se stupném neoplastickych zmén. ZvySend exprese byla také
prokdzana v buiikdch hepatokarcinomu, v aktivovanych mySich bunikdch myeloidni
leukémie apod. Tyto nélezy mohou podporovat tivahu o roli UCP2 jako negativniho
regulatoru produkce ROS, kterd je soucasti nové adaptivni odpovédi, pomoci které
je modulovéan oxidac¢ni stres v nddorovych butikach. U skupiny vzacnych nadort $titné
zlazy byla popsana up-regulace mRNA UCP2 a signifikantné nizs$i syntéza ATP
zdlvodu defektu spfazeni oxidacni fosforylace pravdépodobné zplisobeném
mitochondridlni hyperplazii (Niibel a Ricquier, 2006).

Projevem nerovnovdhy mezi energetickym pifijmem a vydejem je kachexie
u nadorii, kterd je zplsobena zvySenym mitochondridlnim odpfazenim. U riznych
zvitecich modell kachexie byla pozorovana zvySend hladina mRNA UCP2 i UCP3.
Mechanizmus tohoto zvySeni vSak neni doposud plné zndmy. VétSina studii vSak
ukazuje na efekt lipidy mobilizujicitho faktoru (LMF), tzv. zinek-a2-glykoproteinu.
Tento 4 kDa veliky protein je hojné pfitomny v nadorech s kachexii a je spojovan
s indukei lipolyzy, kterd miize zajiStovat mechanizmus pro up-regulaci uncoupling
proteintl. Lipolyza u téchto nadort je spojena se snizenou hladinou malonyl-CoA, ktery
inhibuje limitujici kroky v P-oxidaci mastnych kyselin. UCP2 podporuje oxidaci
mastnych kyselin, a tak spoluplisobi s LMF a vede k agresivnimu vyuziti lipida pfi
kachexii. Nicméné kachexie je komplexni proces a neexistuje piimy dikaz, zda vyssi
exprese UCP2 piispiva ke tkanovému katabolizmu u naddort (Baffy, 2010).

UCP2 exprese je také zvySena u nddort tlustého stieva u lidi, kde mnozstvi UCP2

koreluje se stupném neoplastickych zmén v tlustém stfevé (Baffy, 2010). Mira exprese
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byla také signifikantné vysSi u pacientd s rakovinou tlustého stfeva v klinickém stadiu
IIT a IV nez u staddia 1 a II (Kuai et al, 2010). UCP2 se ziidka detekuje
v hyperplastickych polypech (11,1 %), naopak stile vice je pfitomen v tubularnich
adenomech (58,8 %) a adenokarcinomech tlustého stfeva (86,0 %) (Baffy, 2010).
Signifikantné vys$si UCP2 exprese se vyskytuje v nadorové tkani tlustého stfeva nez
v okolni tkdni a UCP2 tak miiZze hrat roli v transformaci intestinalnich epitelialnich
bun¢k zbenignich na maligni (Kuai et al, 2010). Zatimco je UCP2 protein
v normalnich jatrech nedetekovatelny nebo pouze mirné (14,3 %), oproti tomu je stale
vice pfitomny v hepatocelularnim karcinomu (33,3 %) a vysoce, ale rovnomérné
exprimovan v cholangiokarcinomu. Obzvlasté vysoka exprese UCP2 byla zjiSténa také

u oxyfilnich nadori §titné zlazy (Bafty, 2010).
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Obr. ¢. 15: Hypoteticky model vztahu mezi UCP2 a karcinogenezi. Bunétna smrt je
asociovana s produkci kyslikovych radikali (ROS) a zahrnuje takové extrémy jako
autonomni proliferaci a destrukci bunék. Tvorba nddoru se normalné¢ kompenzuje
apoptézou, ve které permeabilita vnéjSi mitochondridlni membrany (MOMP)
zprostiedkovanad ROS je Casto otdzkou nezvratnosti, vedouci k uvolnéni cytochromu ¢
do cytosolu a aktivaci kaskady kaspaz. Mitochondrie vytvaii mnoho intracelularniho
ROS, kdy je tento proces velmi citlivy ke zmé&nam mitochondridlniho membranového
potencidlu. Apoptdza se Casto iniciuje ndrazovym piisunem ROS, ktery vychazi
z Casného zvySeni potencialu. UCP2 mize vzdsadé zmirnit tuto kratkou
mitochondridlni hyperpolarizaci. Proto dokonce mirnd zmeéna potencidlu by mohla
modulovat apoptézu a vychylit tak rovnovahu u¢inktt ROS smérem k tvorbé nadori.

Tento model miize byt platny také u nealkoholické steatézy (NAFLD, z angl. non-
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alcoholic fatty liver disease), kde dlouhodobé zvyseni exprese UCP2 v hepatocytech by

mohlo pfispivat k rozvoji nadoru jater. Prrevzato z Baffy, 2005.

2.2.5.9. UCP2 a neuroprotekce

UCP2 mlze hrat dulezitou roli pifi poranéni mozku diky regulaci
mitochondridlniho potencidlu a energetické rovnovahy, neuroendokrinnich a
autonomnich funkci, produkce ROS a transportu mastnych kyselin, bunécné smrti a
zanétu. V mozku je UCP2 dominantné¢ exprimovan v mikrogliich, neutrofilech,
monocytech, buinikdch choriodniho plexu a epitelidlnich bunikach v nékterych ¢astech
predniho, stfedniho a zadniho mozku. Z toho vyplyva, ze mitochondrie jsou rozhodujici
organely vregulaci bunééné¢ smrti béhem mozkové ischemie, béhem niz vznikaji
superoxidové radikdly a peroxid vodiku (Mehta a Li, 2009). Stile vice dukazl
naznacuje, ze UCP2 by mohl byt zapojen do procest neuroprotekce, nebot’ UCP2 muize
zabranit bunécné smrti u ischemie mozku, akutniho mozkového poSkozeni. Tyto stavy
vedou k nedostatku glukozy a kysliku, coz rychle redukuje mnozstvi syntetizované¢ho
ATP v dychacim fetézci, a tak vede k vyCerpani zasaZzené neuronalni populace. Hlavnim
nasledkem tohoto energetického deficitu je depolarizace neuront spojend s masivnim
uvolnénim drazdivych aminokyselin, obzvlasté glutamatu z presynaptickych vezikull
do extracelularniho prostoru. To pfispiva k excitotoxické neurondlni bunécné smrti
prostiednictvim zvySené stimulace glutamatového receptoru jako naptiklad N-metyl-D-
aspartatového receptoru (NMDA). Aktivace tohoto receptoru zptisobuje masivni vstup
vapenatych iontd, ale i sodnych iontti do buiiky. To je také spojeno s ptitokem vody a
chloridovych iontl a odtokem draselnych iontl, ¢imz dochazi k poruseni iontové
homeostdzy. Vapenaté ionty patii mezi nejobecnéjsi signalni elementy v neuronech a
jsou dilezité pro jejich zivot a fungovani. Paradoxné ale dlouhodobé zvysené hladiny
intracelularnich Ca®" iontdi vedou k bundné smrti, nebot’ spousti signaliza¢ni kaskadu
v buiice a spolu s vyssi produkci ROS vést az k neurondlni bunééné smrti. ZvySeni
téchto iontl je tedy kliCovou udalosti pfi akutnim mozkovém poSkozeni a miiZe
pretrvavat az nékolik dni. Excitotoxickd bunééna smrt je zdkladnim procesem
odpovédnym za mnoho neurodegenerativnich chorob u lidi (Mattiasson et al., 2003;

Paradis et al., 2003; Mattiasson a Sullivan, 2006).
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Obr. ¢ 16: Mozna role UCP2 v neuroprotekci. Aktivace N-metyl-D-aspartatového
receptoru (NMDA) vede k rychlému piisunu Ca®’. ZvySena exprese UCP2 limituje
Ca*"-pufrovaci kapacitu mitochondrie redukci mitochondridlniho membranového
potencidlu (AW,,) a zasahuje také do procesu presunu ROS ven z mitochondrialniho
matrix, coz modifikuje bunéény redoxni stav a aktivuje cytosolové neuroprotektivni
geny. Odpfahujici aktivita UCP2 miZze rovnéz zrychlovat pribéh elektronového
transportu respiratnim fetézcem, redukovat ROS produkci a ATP syntézu. Redukce
mitochondrialni koncentrace Ca**, ROS a ATP snizuje mitochondridlni permeabilitu,
umoznujici tok cytochromu ¢ ven z mitochondrie prostfednictvim mitochondridlniho
poru prechodné permeability (MPTP, z angl. mitochondrial permeability transition
pore), kde aktivuje kaspazy a vSe vede az k aktivaci apoptézy. Naopak nedostatek

UCP2 usnadiiuje produkci ROS a ATP syntézu. Prevzato z Paradis et al., 2003.

Mattiasson a spol. identifikovali mezi geny, které se indukuji béhem ischemie také
UCP2, nebot zjistili, Ze prezivani neuronii koreluje sjeho zvySenou expresi.
U transgennich mysi s vyssi expresi UCP2 pozorovali po experimentdlnim navozeni
cévni mozkové piihody a traumatického mozkového zranéni mensi posSkozeni mozku a
vy$$i regeneraci. Navic zjistili, Ze u téchto mysi byla o jednu tfetinu niz8i velikost

ptipadného poskozeni. Také u kultivovanych neuronti zjistili, ze UCP2 protein redukuje
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bunéénou smrt a inhibuje aktivaci kaspazy-3 indukovanou nedostatkem kysliku a
glukdzy (Mattiasson et al., 2003).

Po akutnim mozkovém poskozeni dochazi ke zvySeni hladin volnych mastnych
kyselin, které zvySuji expresi UCP2. Tento protein depolarizuje mitochondridlni
membranu, coz vede ke snizeni piisunu Ca®* a produkce ROS, sniZeni
pravdépodobnosti mitochondrialni propustnosti, aktivace kaspdzy-3 a bunétné smrti.
UCP2 navic aktivuje transkripéni faktory (napt. NF-xB, AP1) a tim neuroprotektivni
geny jako MnSOD a Bcl-2 (Mattiasson a Sullivan, 2006).

2.2.6. Moznosti ovlivnéni exprese UCP2

2.2.6.1. Hladovéni a obezita

Pti energetickém deficitu, tedy hladovéni, se pravdépodobné diky omezené tvorbé
tepla snizuje aktivita sympatického nervového systému, a tim i klidovy energeticky
vydej. Nedostatek energie se tak omezuje potlacenim termogennich mechanizmil, coz
vede ke zvyseni energetické ucinnosti (Mikulova a Hainer, 2001). Z tohoto diivodu byla
u hlodavcti zjisténa snizend exprese UCP1 v hnédé tukové tkani (64% inhibice), ale
v piipadé¢ UCP2 nebyla ani po 48-hodinovém hladovéni zjiSténa zména exprese v BAT
a srdecni tkani. Naopak vyrazné zvyseni exprese UCP2 probihd pti hladovéni v kosterni
svaloviné (Boss et al., 1997 A) a po realimentaci se nadmérné exprese UCP2 snizuje az
pod normdlni hodnoty (Schrauwen et al., 1999; Mikulové a Hainer, 2001). Také Millet a
spol. pozorovali u lidi po pétidenni hypokalorické dieté (1045 kJ/den) 2 az 2,5-ndsobné
zvySeni mRNA UCP2 v abdominalni bilé tukové tkani a kosterni svaloving. Navic také
zjistili pozitivni korelaci mezi hladinou mRNA UCP2 v tukové tkani a BMI (Millet et
al., 1997).

Tento prekvapujici jev I1ze vysvétlit na molekularni rovni zménami v koncentraci
volnych mastnych kyselin, které jsou hlavnimi induktory UCP prostfednictvim
receptorli aktivovanych peroxizomovymi proliferatory (PPAR). Hladovéni snizuje
aktivitu sympatiku, coz v BAT vede ke sniZeni aktivity lipolytickych enzymd, a tedy ke
snizeni hladiny intracelularnich mastnych kyselin. Exprese UCP (zejména UCP3) se
proto snizuje. Naopak v bunikdch kosterni svaloviny koncentrace volnych mastnych

kyselin zavisi na jejich koncentraci v plazmé. Béhem hladovéni dochdzi ke snizeni
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koncentrace inzulinu v plazmé, zvySuje se rychlost lipolyzy a oxidace mastnych kyselin,
vzrista 1 koncentrace volnych mastnych kyselin v plazmé (Fleury a Sanchis, 1999;
Schrauwen et al., 1999; Mikulova a Hainer, 2001).

Hladina mRNA UCP2 v bilé tukové tkani u mysi rezistentnich k obezité je vyssi nez
u myS$i nachylnych k obezité. Kromé toho, pti vysokém podilu tuku v potravé doslo
u prvniho druhu mysi ke zvyseni exprese UCP2, zatimco u druhého nikoliv (Fleury et
al., 1997). Také u mysi krmenych rybim olejem oproti mySim krmenych pievazné
sacharidy dochazi ke zvySeni hladiny mRNA UCP2 v jatrech. VSechna tato zjiSténi
naznacuji, Zze se UCP2 miZe podilet na vyvoji obezity (Tsuboyama-Kasaoka et al.,

1999).

2.2.6.2. Chlad

Vystaveni chladu zplisobuje zvySeni energetického vydeje, za coz je odpovédny
UCP1 protein. Jeho zvySeni vede k vétSimu uvolnéni energie ve formé tepla, ¢imz
dochézi k regulaci télesné teploty (hlavni funkce UCP1). Proto se piedpokladalo, ze
chlad reguluje také expresi dalSich uncoupling proteind (Schrauwen et al., 1999).

Fleury a spol. ve své studii pozorovali, Ze u mysi vystavenych 4 °C po dobu 10 dnii
nedochazi ke zvyseni exprese UCP2 v hnéd¢ a bilé tukové tkani, kosterni svaloving, ani
v jatrech (Fleury et al., 1997). Naopak Boss a spol. zjistili, Ze mRNA UCP1 a UCP2 je
up-regulovéna v hnédé tukové tkani (2,5x), kosterni svaloving a srdci (4,3x) potkanii po
48-hodinové expozici chladu pti 6 °C (Boss et al. 1997 A).

Mysi s knock-outem UCPI1 jsou citlivé na chlad. Po vystaveni nizkym teplotam
(5 °C) nejsou schopné udrzet télesnou teplotu a hynou, piestoze v hnédé tukové tkani
téchto mysi dochdzi k mimofadné vysoké 5-nasobné expresi UCP2 (Enerbéck et al.,
1997). To naznacuje, Ze se zfejmé jedna o urcity mechanizmus kompenzace, ktery vSak
nesta¢i v nahrazeni funkce UCPI1, a tim udrZeni télesné teploty. UCP2 v chladném
prostiedi nijak vyznamné nepftispiva k tvorb¢ tepla (Enerbéck et al., 1997; Matthias et
al., 1999). Vétsina autort se tedy piiklani k nazoru, Ze UCP2 se regulace télesné teploty

neucastni (Mikulova a Hainer, 2001).
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2.2.6.3. Nukleotidy

Transport protonit pomoci uncoupling proteini mize byt inhibovan purinovymi
nukleotidy (Sluse et al., 2006). Tri- a di-fosfaty purinovych nukleotidd (GTP, GDP,
ATP a ADP) se vazi na UCP na cytosolové stran€ vnitini mitochondrialni membrany
s vysokou afinitou a indukuji tak konformacni zmény proteinu, ktery neni schopen
transportu protontl. V cytosolu se pohybuje ATP a ADP v milimolarnich koncentracich,
které by teoreticky mohly dostate¢né inhibovat UCP. Nicméné vétSina cytosolového
ATP a ADP je ve form& hofecnatého komplexu a pouze velmi mald ¢ast volnych
nukleotid se miize vazat na UCP. Navic moznost vazby je siln¢€ zavisla na pH, kdy se
afinita snizuje se zvySujicim se pH (Boss et al., 2000; Ricquier a Bouillaud, 2000 B).

Jabirek a spol. ve svych experimentech zjistili prekvapivé rozdily v inhibici
jednotlivych UCP pomoci purinovych nukleotidi ATP, GTP a GDP o koncentraci
1 mmol/l a pH 7,2 (obr. €. 17). Nejvyssi miru inhibice aktivity UCP2 zpiisobuje ATP,
zatimco GTP a GDP jsou vyznamné¢ slab§imi inhibitory. V ptipadé UCP1 jsou GTP a
GDP o néco silngj§imi inhibitory nez ATP (Jabirek et al., 1999). Monofosfaty GMP a

AMP jsou slabymi ligandy, které se vazi s vice nez 50x nizsi afinitou (Klingenberg a

Echtay, 2001).

UCP1 UCP2 UCP3
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100+ 1004 -I— 100+ l
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Obr. €. 17: Aktivita jednotlivych uncoupling proteini (UCP1 az UCP3) po ovlivnéni
nukleotidy ATP, GTP a GDP pti pH 7,2. Prevzato z Jabuirek et al., 1999.

2.2.6.4. Inzulin

Sekrece inzulinu je fizena mnozstvim glukézy vstupujici do B-bunék

Langerhansovych ostriivkd pankreatu. Zvysena exprese mRNA UCP2 v pankreatickych
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ostriiveich potkant nebo klonovanych B-bunék tlumi gluk6zou stimulovanou sekreci
inzulinu a snizuje mnozstvi bunééného ATP (Chan et al., 2001). UCP2 deficientni mysi
maji vyssi hladiny ATP v ostriiveich a zvySenou sekreci inzulinu navozenou glukézou,
coz ukazuje, ze neni pfitomno odpfaZeni respirace. Toto zjisténi potvrzuje hypotézu, ze
UCP?2 je negativnim regulatorem inzulinové sekrece, tj. (Zhang et al., 2001).

Také obsah lipidl v pankreatickych B-bunikach musi byt opatrné regulovan tak, aby
dochazelo k optimalni sekreci inzulinu. Glukézou stimulovand sekrece inzulinu
neprobiha v pankreatickych ostriiveich, které nemaji pfisun triacylglycerolt, zatimco
toxickd akumulace lipidi je predpoklddanym mechanizmem poskozeni B-bunék
u Zucker diabetickych tukovych, tzv. ZDF potkani (Saleh et al.,, 2002). Také
dlouhodobé ptisobeni volnych mastnych kyselin na B-buniky in vitro sice zvysuje
bazalni hladinu inzulinu uvoliiovaného B-buitkami, ptesto ale jejich sekre¢ni odpoveéd
na okamzité pusobeni glukoézy je siln€ utlumena (Prentki a Corkey, 1996). U bunék
vystavenych dlouhodobému ptlisobeni volnych mastnych kyselin byl redukovan
mitochondridlni membranovy potencidl a také amplituda glukézou-indukované
hyperpolarizace, coz odpovida Caste¢né odpfazené respiraci zpiisobené piitomnosti
a/nebo aktivaci UCP2 (Chan et al., 2001; Lameloise et al., 2001).

V ramci 1éc¢by diabetu je Zadouci snizeni UCP2 proteinu v pankreatu, ale v jinych
tkanich jako kosterni svalovina a bil4 tukova tkai je sniZzeni nezadouci, nebot’ mize byt
spojeno s rizikem obezity. Proto byla vyslovena hypotéza, ze obezita je povazovana za
hlavni rizikovy faktor pro vznik diabetes mellitus 2. typu, a to diky nadmérné aktivaci
UCP2 volnymi mastnymi kyselinami (Schrauwen a Hesselink, 2002). Tuto hypotézu
potvrzuje 1 zjisténi, zZe po expozici oledtu v B-bunikdch vzristd mnozstvi mRNA UCP2,
tj. zvySuje se odpfaZzeni, snizuje se glukézou stimulovanid sekrece inzulinu a
mitochondridlni membranovy potencial (Lameloise et al., 2001). Vzhledem k tomu, Ze
UCP2 reguluje tvorbu ROS, proto nadmémé sniZeni tohoto proteinu muize vést ke
zvySené produkci ROS, kterd je pii diabetu velmi nebezpecna (Schrauwen a Hesselink,

2002).

2.2.6.5. Mastné kyseliny a PPAR

Regulace UCP2 exprese mastnymi kyselinami (FFA, z angl. free fatty acid) nastava
prostiednictvim piimé interakce mastnych kyselin s UCP2 promotorovou oblasti, kde se

nachazi v 50-upstream regulacni oblasti (50-USR) UCP2 genu nékolik regiond, které
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poskytuji FFA citlivost. Jestlize mastné kyseliny plsobi prostfednictvim PPAR nebo
SREBP-1c (z angl. sterol regulatory element binding protein), poté vazebné misto pro
tyto faktory lze ocekdvat pravé v této oblasti. Bylo zjiSténo, Ze se tato vazebna mista
skladaji z jednoho Spl mista (pfedpokladaného SRE motivu) a dvou E-box motivi.
Mutace v SRE misté nebo také v E-box motivech eliminuje odpovéd” UCP2 promotoru
k FFA. ZvySena exprese SREBP-1c v pankreatickych B-buiikdch vede k vyssi expresi
UCP2 (Mattiasson a Sullivan, 2006).

Mastné kyseliny také indukuji transkripci skupiny genii zapojenych do oxidace
lipidQ v jatrech a tukové tkani tim, Ze plisobi jako ligandy pro PPAR. Mezi takovéto
geny patii i UCP2, to znamena, Ze zvySena exprese UCP2 mize potencialné zvySovat
oxidaci FFA. Nenasycené mastné kyseliny indukujici UCP2 mohou ptsobit jako
ligandy, ale také jako aktivatory PPAR (Mattiasson a Sullivan, 2006). PPAR jsou
transkripcni faktory patfici do rodiny nukledrnich receptort. K jejich aktivaci dochéazi
navazanim latek s transkripénim ¢inkem, tzv. PPAR agonistii, mezi které patii n¢které
typy mastnych kyselin, fibraty, thiazolidindiony. Aktivovany PPAR vytvéii heterodimer
s retinoidnim nukledrnim receptorem X (RXR), ktery se navaze na specifické useky
DNA, tzv. responsivni elementy pro peroxizomové proliferatory (PPRE). Tato vazba
pak vede k aktivaci transkripce specifickych genl s néslednou syntézou piislusnych
proteint (Strakova et al., 2005; Anderlova et al., 2006). PPAR se vyskytuje ve tfech
izoformach — PPAR-a, -B (nékdy oznacovan PPAR-0) a -y. Jednotlivé PPAR jsou
kédovéany riznymi geny a vyznacuji se tkanovou specifitou (Strakova et al., 2005).
PPAR-o se nachazi predevSim v jaterni a svalové tkani, kde se podili na regulaci
oxidace FFA, resp. na jejich katabolizmu. PPAR-y se vyskytuji v tukové tkéani a jsou
vyznamnym regulatorem jeji diferenciace, kapacity k ukladani triacylglycerolti (reguluji
anabolizmus lipidll) a nepfimo i1 endokrinni funkce (Schoonjans et al., 1996; Strakova et
al., 2005). PPAR-y se v8ak nachazi i ve svalové a jaterni tkani (Anderlova et al., 2006).
PPAR-P se nachazi ve svalech (Chevillotte et al., 2001; Mattiasson a Sullivan, 2006).

Pfirozenymi ligandy PPAR-o jsou esencidlni mastné kyseliny (arachidonova,
linoleova, linolova kyselina) a kyseliny palmitova, stearova, olejova, také nékteré
eikosanoidy (prostaglandin A,, leukotrien B4 a dalsi). Mezi ligandy pro PPAR-y patii
polynenasycené mastné kyseliny a jejich derivaty (napi. 13-hydroxyoktadekadenova

kyselina, 15-hydroxyeikosatetraenova kyselina a dal$i) a pro PPAR-B prostacykliny
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(Strakova et al., 2005). Mastné kyseliny mohou pisobit ptimo na PPAR nebo mohou
slouzit jako prekurzory pro biosyntézu PPAR ligandii s vétsi afinitou (Jezek, 2002).

V bilé tukové tkani a v buiikdch kosterni svaloviny zvySuje kyselina linoleova
transkripci UCP2 (Camirand et al, 1998). U mysi krmenych rybim tukem, ktery
obsahuje ®-3 polynenasycené¢ mastné kyseliny, se zvySila prostfednictvim PPAR-a
mRNA UCP2 v jatrech (Tsuboyama-Kasaoka et al., 1999) a prostfednictvim PPAR-y
v tenkém stievé (Murase et al., 2001) a v bilé tukové tkani (Hun et al., 1999).

glukoza
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Obr. €. 18: Schéma aktivace PPAR signaliza¢ni drahy na lipidovy a glukézovy podnét.
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Prevzato z Schoonjans et al., 1996.

Alternativni cestou regulace exprese UCP2 pomoci mastnych kyselin je SREBP
patfici mezi transkripéni faktory zndmé svou roli v regulaci lipidového metabolizmu
(Horton et al., 2002). SREBPI indukuje expresi genli zahrnutych v syntéze lipidi
v jatrech a tukové tkani. Polynenasycené mastné kyseliny (-3 i ®-6) snizuji expresi
mRNA SREBP1 a snizuji hladinu proteolytického fragmentu SREBPI, ktery vstupuje
do jadra jako aktivni transkripéni faktor, a tak snizuje schopnost SREBP1 aktivovat
transkripci SREBP1-responsivnich lipogennich genid v jatrech, tzn. inhibuji de novo

lipogenezi v jatrech (Mater et al., 1999).

2.2.6.6. Leptin

Peptidovy hormon leptin se tvoii prevazné adipocyty, ale také placentou, buiikami
zaludecni sliznice, makrofagy, buitkami pankreatickych ostrivki atd. (Lee et al., 1999
A; Mikulova a Hainer, 2001; Jezek, 2002). Jeho plazmaticka koncentrace koreluje

s celkovym mnozstvim tuku v organizmu, to znamena, ze je vyssi u obéznich osob, kde
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je vyssi podil volného leptinu a leptinova rezistence. Leptin hraje diilezitou funkci
v regulaci metabolizmu lipidd, nebot’ se pfenasi krvi do hypotalamu, kde se vaZe na
specificky Ob-receptor b (Ob-Rb), ktery umoziuje aktivaci bunéénych signalii a snizuje
tak chut’ k jidlu (pfijem potravy) a zaroven zvysuje energeticky vydej (Cusin et al.,
1998; Shimizu et al., 2007; Li, 2011).

Leptin zvySuje transkripci jednotlivych UCP. Zhou a spol. ve svych pokusech
zjistili, ze 7-denni hyperleptinémie vede ke zvySeni exprese UCP2 v pankreatu a bilé
tukové tkani hlodavci, tedy v tkanich, které exprimuji leptinovy receptor Ob-R. Plna
funkcnost tohoto receptoru je nezbytnd, protoze hyperleptinémie nezvySuje mRNA
UCP2 v bilé tukové tkani u leptin-rezistentnich obéznich ZDF (fa/fa) potkant (Zhou et
al., 1997). Hyperleptinémie vSak nema zadny efekt na jiné tkdn¢ jako jatra, kosterni
svalstvo a hnédou tukovou tkan (Cusin et al., 1998). Snizena urovei exprese UCP2 byla
pozorovana v makrofdzich mysi s mutovanym genem pro leptin (tzv. ob gen), nebot’
vznikly protein je poSkozeny a neni rozpoznavan leptinovymi receptory. Diky tomu
dochazi k hyperfagii, navozeni nizké urovné metabolizmu a ukladani tuku, tedy
k rozvoji obezity, kterd byva €asto spojena i s inzulinovou rezistenci (Zhou et al., 1997;

Lee etal., 1999 A).

2.2.6.7. Hormony Stitné Zlazy

Stitna 7laza piedstavuje v organizmu endokrinni Zldzu, ktera produkuje predevsim
L-tyroxin (T4). Jednotlivé etapy jeho biosyntézy je mozné stru¢né shrnout nasledovné:
1. vychytdvani jodidu z krve aktivnim transportnim systémem, tzv. jodidovou pumpou,
2. oxidace jodidu na molekuldrni jo6d, plsobenim systému peroxiddz, 3. vazba
molekularniho jodu na aminokyselinu tyrozin, 4. vzijemna kondenzace jodovanych
aminokyselin, dvou molekul dijodtyrozinu (DIT) na tyroxin, resp. monojodtyrozinu
(MIT) a DIT na 3,5,3-trijodtyronin (T3). Jodované slouceniny jsou v §titné zlaze
vazény na tyreoglobulin — protein pfitomny v koloidu folikularnich acint. Poslednim
stupném biosyntézy je proteolytické odstépeni hormonti §titné zlazy od tyreoglobulinu a
jejich uvolnéni do krevniho obéhu, kde se T4 vaze na specifické (globulin vazici
tyroxin, TBG) a nespecifické¢ (albumin) plazmatické transportni proteiny (Ganong,
1995; Murray et al., 1998).

Tyroxin je hlavni cirkulujici produkt této zlazy, ale aktivn&j$im hormonem

v buiikach je trijodtyronin (Murray et al., 1998). V lidském krevnim séru se celkovy T4
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nachazi v koncentracich 55-160 nmol/l, volny T4 je v koncentracich 10-26 pmol/l.
Trijodtyronin se nachédzi koncentraci 1,5-3,0 nmol/l a volny T; v koncentraci 3,8-9,2
pmol/l (Schéffler, 1993).

Hormony S§titné zlazy jsou lipofilni molekuly, které difunduji plazmatickou
membranou vSech bunék, ale své vysoko afinitni specifické receptory nachazeji jenom
v jadre cilovych bun¢k. Vétsina T4 je po vstupu do cilovych bunék dejodovana na Ts a
reverzni T3 (r Ts, 3,37,5 -trijodtyronin). T3 se vaze asi s desetkrat vyssi afinitou nez T4 a
ma tomu imérné vyssi biologickou aktivitu (Murray et al., 1998; Kelly, 2000).

Tyroidni hormony se projevuji dikladnym efektem na energeticky metabolizmus,
ale mechanizmus jejich piisobeni neni upln€ znam (Goglia et al., 1999). Dalsi Gcinek je
na spotfebu kysliku (Miiller a Seitz, 1994), nebot’ je zndmo, Ze hepatocyty izolované
z potkanil s hypotyre6zou dychaji pomaleji nez hepatocyty kontrolnich zvifat a naopak
hepatocyty z potkani, u kterych se je navozena hypertyredza, dychaji rychleji (Harper a
Brand, 1993).

Plsobeni tyroidnich hormonti indukuje in vivo sniZeni cytosolarniho redoxniho
potencidlu v jatrech se souCasnym zvySenim jaterni oxida¢ni kapacity. SniZeni
redoxniho potencialu je jest¢ doprovdzeno snizenim mitochondridlniho fosfatového
potencidlu (Kalderon et al., 1992).

Mnoho fyziologickych uc¢inkii trijodtyroninu se v buiikdch uplatiiuje na urovni
transkripce, kdy se T3 vaze na specifické jaderné receptory uréené pro hormony Stitné
zlazy (Nedergaard et al, 2001). Tim dochazi ke stimulaci nebo inhibici exprese
specifickych genil, coz vede ke zvySeni katabolickych nebo snizeni anabolickych
enzymu (Kadenbach, 2003). Geny pro uncoupling proteiny patii mezi omezeny pocet
gentl regulovanych pfimo hormony §titné zlazy.

T3 stimuluyje mRNA UCP2 v riznych tkanich a zplsobuje orgdnové specificka
zvySeni exprese UCP2 u potkanti (Lanni et al., 1997; Masaki et al., 1997). Masaki a
spol. podavali potkanim 7 dni infuzi T3, ¢imz navodili u potkanli hypertyredzu, a
pozorovali, Ze potkani oproti kontrolnim ztraceli vahu (Masaki et al. 1997). Stimula¢ni
efekt na mRNA UCP2 se zjistil také po tydenni aplikaci T3 u srde¢ni tkané a kosterni
svaloviny potkani, ale ne u ledvin a jater (Lanni, et al., 1997). ZvySenou expresi UCP2
a mRNA UCP3 po stimulaci T3 pozorovali také Barbe a spol. v kosterni svalovin¢ a
tukové tkani u lidi (Barbe et al., 2001). Voci a spol. ve svych pokusech zjistili, Ze
uroven exprese UCP2 v Kupfferovych butikach byla plisobenim T; zfetelné ovlivnéna.

Konec¢ny ucinek vSak zavisel na délce doby aplikace T3 eutyroidnim potkantim (Voci et
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al., 2001). Pfestoze je vliv trijodtyroninu na expresi UCP2 znam, doposud se Zadné
studie nezabyvaly zjiSténim kinetiky exprese mRNA UCP2 v ¢asnych hodinach po
aplikaci hormonu. Proto jsme se v nasi praci rozhodli pomoci real-time PCR zjistit
mnozstvi mRNA UCP2 v prvnich 24 hodinach, tj. 1, 3, 6, 12 a 24 po aplikaci
trijodtyroninu.

Hyperfunkce $§titné Zlazy se tedy projevuje nartstem exprese UCP2 ve svalu, hnédé
a bilé tukové tkani a v srdci. ZvySend exprese UCPs by tak mohla na molekuldrni
urovni vysvétlit charakteristicky privodni znak nadprodukce téchto hormont —
nadmérnou tvorbu tepla (Mikulovd a Hainer, 2001). Pfesny U¢inek Ts na hladiny
mRNA UCP2 vriznych tkanich zatim stdle neni vyfeSen a je predmétem dalSiho

zkoumani.

2.2.6.7.1. Jaderné receptory pro trijodtyronin

Efekty T; jsou na genomové Urovni zprostiedkovany jadernym trijodtyroninovym
receptorem (TR), ktery je transkripénim faktorem (Filipcik et al., 1998; Goglia et al.,
1999). Tento receptor je soucasti euchromatinu a je lokalizovan v intranukleozémové
oblasti chromozomu (Glass a Holloway, 1990). TR ma povahu kyselych nehistonovych
proteinii 0 molekulové hmotnosti v rozmezi od 47 do 57 kDa (Casanova et al., 1984),
které jsou lehce extrahovatelné z jader bunék v prostiedi o vyssi iontové sile (Ichikawa
et al., 1989).

TR je kodovan c-erbA protoonkogenem (opacnd ¢ast virového v-erbA onkogenu),
ktery zajistuje vysokou afinitu TR k T3 (Goglia et al., 1999). V soucasné dob¢ jsou
znamy dva geny, c-erbAa (TRa) a c-erbAB (TRP), kodujici n€kolik izoforem tyroidniho
receptoru. Gen TRa koduje al formu receptoru pro Ts (TRal) a jeho receptorové
varianty — TRa2, TRa3 a reverzni formu receptoru a (Rev-erbAa) a je lokalizovan na
lidském chromozomu 17 (Thompson et al, 1987). Pouze TRal je skutecnym
predstavitelem receptoru pro Ts. Ostatni TR se vyznacuji tim, Ze nejsou schopny
specificky vazat T; (Goglia et al., 1999).

Druhym typem plné¢ funk¢nich receptorti pro T3 jsou B-receptory - TRB1 a TRB2,
které jsou kédovany genem lokalizovanym na lidském chromozomu 3 (Weinberger et
al., 1986).

Jaderné receptory TRal a TRB1 byly identifikovany ve vSech tkanich (Lazar, 1993),
avSak ptitomnost TRB2 byla dokdzéna pouze v pfedni hypofyze (Hodin et al., 1989) a
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v nekterych strukturach hypotalamu (Cook et al., 1992). Jaka je uloha TRa2, ktery neni
schopny vazat Tj, a pfesto se nachdzi v relativné vysoké koncentraci v mozku, neni
dodnes vyjasnéné (Muiioz a Bernal, 1997; Kumar a Thompson, 1999).

Spole¢nym strukturnim znakem jadrovych receptort pro Ts je existence Ctyfech
funkénich domén na molekule receptoru. Ve sméru od N-konce polypeptidu maji tyto
domény oznaceni A/B, C, D, E/F (Evans, 1988).

Doména A/B piedstavuje velmi variabilni oblast molekuly TR z hlediska délky a
sekvence aminokyselin. Pfedpokladd se, Ze tato doména ma vyznam pii aktivaci
procesu transkripce. Je taky pravdépodobné, ze je funkéné zodpovédnd za interakce
typu protein-protein mezi molekulou receptoru a jinymi regulacnimi proteiny, které
tvoii vazbu s DNA (Apriletti et al., 1998).

Doména C obsahuje 10 az 11 molekul cysteinu, které v pfitomnosti iontl zinku
umoznuji vytvoreni koordina¢niho komplexu useku molekuly receptoru, pti¢emz dojde
k vytvoteni dvou tzv. zinkovych prstll, dilezitych pro vazbu molekuly receptoru na
DNA. Na prvnim zinkovém prst¢ se nachdzi tzv. P-box, ktery je tvofen tfemi
aminokyselinami, a na druhém je tzv. D-box, ktery ma pét aminokyselin. Oba uvedené
boxy maji vyznam pro specifické rozpoznani primarni sekvence nukleotidl a struktury
HRE (hormon responsivni element) cilovych genii (Umesono a Evans, 1989; Glass a
Holloway, 1990).

Doména D je funkéné zodpovédnd za realizaci sekundarni a tercidrni struktury
molekuly receptoru. Sekundarni struktura této domény je velmi flexibilni a v konec¢ném
disledku tvofi pasivni spojeni domény C a E (Ichikawa a Hashizume, 1995).

Doménu E/F ptedstavuje usek molekuly TR, ktery je zodpoveédny za specifickou

vazbu hormonu §titné zldzy na receptor.

2.2.6.7.2.  Mitochondriadlni vazebna mista pro trijodtyronin

Vysoce afinitni vazebna mista pro Tz byla identifikovana ve vnitini mitochondridlni
membrané v roce 1975 Sterlingem a spolupracovniky. Nedavné studie Cabella a spol.
ukdzaly existenci dvou T3 vazajicich proteini v mitochondridlnich extraktech jater krys.
Prvni protein (43 kDa) byl lokalizovan v matrix a dalsi (28 kDa) ve wvnitini
mitochondridlni membrané (Goglia et al., 1999).

Mitochondrie mohou byt dilezitym pifimym cilem pro Ts, tfebaze mozné zapojeni

proteinu o velikosti 43 kDa v G¢inku na energeticky metabolizmus nebylo dikladné
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prozkoumano. To nevylucuje moznost, Ze mitochondrialni vazebna mista pro T3 mohou
hrat dilezitou fyziologickou roli v regulaci mitochondridlniho transkripéniho aparatu.
To je ptijatelné ze dvou divodl: 1. T; ovliviluje mitochondrialni biogenezi a pfeménu,
2. mitochondrialni biogeneze a pieména potiebuji koordinované zapojeni jaderného a

mitochondridlniho genetického aparatu (Goglia et al., 1999).

2.2.6.7.3. Stimulace transkripce tyroidnimi hormony

Hormony Stitné zldzy nejprve proniknou do buniky, kde se navaZou na své
intracelularni receptory. Komplex hormon-receptor pak prochéazi ,aktiva¢ni® reakci
zavisejici na teploté a pfitomnosti soli. Aktivacni reakce vede ke zménam velikosti,
konformace a povrchového napéti, které komplex hormon-receptor ¢ini schopnym
navazat se na chromatin. Komplex hormon-receptor se vaze na specifickou oblast DNA,
zvanou vseobecné HRE, hormon responsivni element (Murray et al., 1998). Stimulace
UCP genu hormony §titné Zlazy probiha u potkanl prostfednictvim dvou TRE (z angl.
thyroid hormone response element), které jsou od sebe oddéleny pouze 27 bp (Rabelo et
al., 1996). V kazdém ptipadé vazba komplexu hormon-receptor na DNA zvysuje
transkripci mRNA kodovanou genem, na ktery se komplex vaze. Mediatorovd RNA je
pak na ribozomech pieklddana s naslednou produkci zvySeného mnozstvi proteinu,
ktery ovliviiuje bunécnou funkci (Ganong, 1995).

Geny ovlivitované tyroidnimi hormony musi byt v oblastech chromatinu, které jsou
transkripéné aktivni. To je definovéno jejich citlivosti vii¢i digesci enzymem, ktery $tépi
DNA.

Aktivace nebo inhibice transkripce jaderného genu pomoci Tz miize byt vyznamna
pro nékteré efekty, které T; vykondva na mitochondrialni Urovni. Regulace funkce
mitochondridlni respirace pomoci T3 muze také vyplyvat ze zmén v expresi genl
koédujicich komponenty respiraéniho aparatu (respiracni geny) nebo slozky, které
aktivuji nebo inhibuji mitochondridlni genomovy aparat. U savct je asi 100 genovych
produktii, které jsou hlavné kodovany v mitochondridlnim genomu, nezbytnych pro

biogenezi respiracniho aparatu (Goglia et al., 1999).
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Obr. €. 19: Mechanizmus pisobeni hormonti §titné zlazy. Hormony se véazou na
intracelularni receptory a to zptisobuje zménu konformace receptoru. Komplex hormon-
receptor se pak vaze na specifickou oblast DNA, zvanou HRE (hormon responsivni
element), a tato interakce vyvola aktivaci nebo represi urcit¢ho poctu gentl. Prevzato

z Murray et al., 1998.

2.3. Regenerace jater

Jatra jsou orgdnem s unikatni schopnosti regulovat svijj riist a hmotnost jak u lidi,
tak u zvitat. Tato vlastnost je obzvlast pozoruhodnd, protoze hepatocyty jsou burky,
které se za normalniho stavu déli vyjimecné. Ptfesto jejich prolifera¢ni kapacita a
schopnost pfizplisobit se variabilnim metabolickym pozadavkim zGstava zachovana po
celou dobu zivota. Tyto vlastnosti se velmi rychle projevi, kdyz dojde k deficitu ¢i
nadbytku jaterni hmoty. Redukce jaterni tkdné¢ miiZze byt zplsobena chirurgickym
odstranénim Casti jater (napf. parcidlni hepatektomie u pacientli s loZiskovym
postizenim jater nebo pfi transplantaci jater, kdy $t€p poskytuje zivy darce), bunéénou
ztratou (napt. funkénim deficitem bez ztraty hmoty, jaterni nekrézou) zptisobenou
xenobiotiky s hepatotoxickym ucinkem (napf. acetaminofen, tetrachlormetan,

thioacetamid) nebo viry (napi. virus hepatitidy B a C) (Fausto, 2000). Parcidlni
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hepatektomie vedouci k odstranéni az 70 % jater se Siroce pouZziva pro studium jaterni
regenerace u experimentalnich zvifat jiz od roku 1931, kdy Higgins a Anderson popsali
tuto metodu (Higgins a Anderson, 1931).

Proces regenerace jater probihad ve tfech zakladnich fazich. Prvni je iniciace, kdy
hepatocyty nachazejici se v klidové Gy fazi bunécného cyklu vstupuji opakované do
mitotického déleni. Rizeni prvni faze regenerace jater je vétinou piisuzovano
cytokinim-dependentni  signalizaéni drdze. Poté nasleduje proliferacni faze
charakterizovand mitotickym délenim jaternich bunék, béhem niz se obnovuje jaterni
parenchym prakticky do pivodni velikosti pfed poskozenim. Hepatocyty dosahuji S-
faze se zacatkem zvySeni DNA syntézy 12 hodin po poskozeni a maximem okolo 24.
hodiny. S-fdze v neparenchymovych buiikach zacina pozdéji, u Kupfferovych bun¢k a
zlu€ovych bun¢k 48 hodin po inzultu a u endotelidlnich bunék dokonce az po 96
hodinach. Vse je ukoneno terminaci rlstu a precizni regulaci vysledné velikosti jater,
ktera plné odpovida funkénim pozadavkiim organizmu (Fausto, 2000; Taub, 2004;
Fausto a Riehle, 2005). Pavodni velikost jater po 2/3 hepatektomii u potkana je
obnovena po 7 az 14 dnech v zavislosti na v€ku a stavu pokusnych zvitat.

Genovou expresi v regenerujicich se jatrech je mozné rozd¢lit také do nekolika fazi.
Kratce po chirurgickém zékroku dochazi kexpresi velkého mnozstvi tzv.
bezprostfednich ¢asnych genil (0 az 4 hodiny po parcialni hepatektomii). Bezprostfedné
po PH (30 — 60 minut) dochdzi ke stimulaci neparenchymovych bun¢k v jatrech a ty
produkuji cytokiny, pfedevs§im tumor nekrotizujici faktor alfa (TNFa) a interleukin 6
(IL6). Tyto cytokiny jsou odpovédné za aktivaci transkripCnich faktort, které se
uplatiiuji pfi fizeni regenerace jater. Jsou to transkripéni faktory NFxB, STAT3, AP-1 a
C/EBPp. Mnozstvi reaktivnich kyslikovych radikalli a glutathionu mize urcovat, zda
efekt TNF na hepatocyty bude proliferativni nebo apoptoticky. Dal§i vyznamnou
zménou po PH je rozsahla pfeména extracelularni matrix v jatrech, kterd souvisi mimo
jiné s aktivaci urokindzového aktivatoru plasminogenu s ndslednou aktivaci
specifického rhstového faktoru pro jatra — HGF (z angl. hepatocyte growth factor).
Ptitomnost ristovych faktorii je podminkou progrese proliferacniho déje. Exprese
cyklinu D1 pravdépodobné nastoli stadium, ve kterém se replikace stane autonomni,

tedy nezavislou na dal$i pfitomnosti ristovych faktorti (Fausto, 2000).
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3. Cile prace

Hlavnim cilem na$i 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 mulze byt
zprosttedkovan kromé ptimého efektu také indukci genové exprese proteintl ucastnicich
se metabolickych pochodii, soustiedili jsme se na sledovani kinetiky exprese mRNA
UCP2 v ¢asnych hodinach po aplikaci trijodtyroninu. Pro optimalizaci experimentalnich
podminek jsme nejprve pouzili jako modelovy systém genové indukce hormony Stitné
zlazy mitochondridlni 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 ovefovali expresi mRNA UCP2 v jaterni tkani potkana po
parcidlni (2/3) hepatektomii. Jedna se o proliferacni déj vyzadujici znacné mnozstvi
energie, zarovenl je vSak provdzen zvySenou tvorbou ROS. Piipadna zvySena tvorba

UCP2 by mohla byt vyznamnym ochrannym mechanizmem proti oxida¢nimu stresu.

V jednotlivych etapdch 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 1. p.
aplikaci jedné resp. tii davek trijodtyroninu

4. studium exprese mRNA UCP2 za 1, 3, 6, 12 a 24 hodiny po parcialni

hepatektomii.
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4. Experimentalni c¢ast

4.1. Material a metody

4.1.1. Pokusna zvirata, schémata experimentii a odbér vzorki

Vsechny pokusy jsme provadéli na dospélych samcich laboratorniho bilého potkana
kmene Wistar (BioTest, Ceska republika) o po¢ateéni hmotnosti 200 az 250 g. Zvifata
byla chovéna v klecich pfi 23 + 1 °C, relativni vlhkosti 55 + 10 %, vyméné vzduchu 12
az 14x za hodinu a svételném rezimu 12 hodin svétla (6 az 18 hodin) a 12 hodin tmy
s volnym pfistupem ke standardni laboratorni krmné smési (ST-1, Velaz) a vode.
O vSechna zvifata bylo pecovano podle metodickych pokynli Odborné komise pro
ochranu zvitat Lékarské fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze. Pokusy
byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani podle zdkona €. 246/92
Sb. v platném znéni, §17, 3c. pii LF v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.

V prvni ¢asti nasi prace jsme se zam¢fili na zjisténi vlivu aplikace trijodtyroninu na
biogenezi mitochondridlni glycerofosfatdehydrogendzy (mGPDH) jako modelového
systému, ktery nam umozni 1épe navrhnout schéma pokusii pro nasledné studium
exprese UCP2. Nejprve jsme provadéli analyzy mGPDH u potkanti, kterym byla

aplikovéana jedna déavka trijodtyroninu, schéma pokusu je uvedeno v tabulce ¢. 2.

Tab. €. 2: Schéma jednotlivych skupin potkant pii 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 T;

T; 6h 4 | potkani usmrceni 6 hodin po aplikaci jedné davky Ts

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;

Pozn.: n — celkovy pocet potkanii v jednotlivych skupindch.
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V téchto pokusech jsme se zaméfili na stanoveni enzymové aktivity mGPDH a ve
spolupraci s oddélenim Bioenergetiky Fyziologického tstavu Akademie véd také na
analyzu exprese mRNA mGPDH pomoci northern blotu a mnozstvi proteinu pomoci
western blotu.

V dalsi casti prace jsme potkanlim podévali tfi davky trijodtyroninu (3x 200 pg/kg
télesné hmotnosti). V tomto piipad¢ jsme potkany rozdélili pouze do tfi skupin. Prvni
skupiné (KO) byl po tfi dny podavan fyziologicky roztok a druhé skupiné trijodtyronin
(3T;5_24h). Obé tyto skupiny byly po 24 hodinach od posledni aplikace usmrceny. Tteti
skupiné (3Ts_72h) byl rovnéz tii dny aplikovéan roztok trijodtyroninu, ale potkani byli
usmrceni az po 72 hodinach od aplikace posledni davky.

Schémata pokusti pro studium exprese UCP2 v jatrech po aplikaci jedné a tfi davek
trijodtyroninu a po parcidlni hepatektomii byla navrzena az na zdklad¢ vysledkl
modelového systému. Pfi sledovani genové exprese je nutné, aby vSechny vzorky byly
odebirany ze stejného mista a zpracovany za stejnych podminek. Provadéli jsme proto
stejny zplisob izolace RNA, reverzni transkripce a real-time PCR se stejnymi primery a
sondami, také mnoZzstvi vstupujici RNA do reverzni transkripce a cDNA do real-time
PCR musi byt vzdy stejné (Huggett et al,, 2005). Souhrnné schéma metodického

postupu je uvedeno na obrazku €. 20.

reverzni
izolace RNA transkripce

> RNA —» DNA — vysledky

real-time PCR

Obr. €. 20: Metodicky postup kvantifikace exprese mRNA UCP2.

Prvni skupiny potkanti byly vzdy kontrolni, nebot' jim byl podavan pouze
fyziologicky roztok, dalsim skupinam potkanii byl aplikovan intraperitonealné (i. p.)
trijodtyronin, a to v jedné¢ davce (1x 200 pg/kg télesné hmotnosti) nebo ve tfech
davkach (3x 200 pg/kg télesné hmotnosti). V piipadé€ tii davek probihala aplikace 1x
denné vzdy ve stejnou dobu. Pfiprava trijodtyroninu probihala nésledujicim zptisobem:
2 mg T3 se rozpustily ve 2 ml 1 mol/l NaOH, pftidalo se pfiblizné¢ 30 ml aqua pro
injectione (Braun, Némecko) a pH se upravilo pomoci 1 mol/l HCI na hodnotu 7,4. Na
zaveér se objem doplnil na 50 ml rovnéZ pomoci aqua pro injectione. Potkanim bylo

poté podavano 0,5 ml Cerstvé pripravené¢ho T3/100 g télesné hmotnosti. Jednotlivé
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experimentalni skupiny potkant se mezi sebou lisily pouze ¢asem usmrceni od aplikace
T;. Zvitata byla usmrcena v éterové narkdze exsanquinaci z bifurkace bfisni aorty.
Ziskana krev byla pouzita pro stanoveni sérové koncentrace celkového a volného
trijodtyroninu. Potkanim byla po usmrceni chirurgicky vyjmuta jatra (prumérna
hmotnost 9,40 + 1,23 g), z nichZ byly odebrany vzorky (pfiblizné 100 mg), které byly
vloZeny do oznacenych zkumavek a ihned zmraZeny v tekutém dusiku. Kromé vzorkt
jaterni tkané jsme stejnym zptisobem odebrali nékolik vzorkl sleziny z kontrolnich
potkanti, které jsme pouzili pro zavedeni a optimalizaci vSech metodickych postupt pro
studium exprese UCP2. Vybér této tkané byl na zaklad¢ dikladné literarni reSerSe,
nebot’ ve slezin€ byla popsdna vysokd exprese mRNA UCP2 (Larrouy et al., 1997,
Négre-Salvayre et al, 1997; Alan et al, 2009). VSechny vzorky byly nasledné
uchovavany do doby zpracovani pii —70 °C v hlubokomrazicim boxu MDF U2086S
(SANYO, Japonsko).

Vsechny pouzité chemické latky, pokud neni uvedeno jinak, byly nejvyssi dostupné

Cistoty a byly ziskany od firmy Sigma (Sigma Aldrich Co., Némecko).

4.1.2. Stanoveni enzymové aktivity mGPDH

4.1.2.1. Izolace jaternich mitochondrii

Izolace jaternich mitochondrii byla provadéna metodou frakéni centrifugace podle
Schneidera a Hogebooma (1950). Pti izolaci byl pouzit izolaéni roztok o pH 7.4, jehoz
slozeni je nasledujici - 0,25 mol/l sachar6za, 20 mmol/l Tris-HCl a 1 mmol/l
etylendiamintetraoctova kyselina (EDTA). Zachovéani funkce jaternich mitochondrii
béhem izolace zdvisi pfedevSsim na teploté prostiedi, ve kterém se mitochondrie
zpracovavaji. Proto se vSechny operace provadéji pti teploté 0 - 4 °C.

Vlastni izolace mitochondrii se provadi nasledujicim zplsobem. Z resekované
jaterni tkdné se odvazi 3 gramy. Jaterni tkdn se pfenese do kadinky s chlazenym
izolaénim roztokem, kde se rozstithd na malé kousky. Izolacni roztok se slije a
fragmenty tkané se v ném jest¢ jednou proplachnou. Tkan se poté homogenizuje ve
sklenéném homogenizatoru s teflonovym pistem za neustalého chlazeni. Homogenat se

doplni izola¢nim roztokem do 30 ml (vysledna koncentrace 10 g/ml). Z homogenatu se
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odebere 10 ml pro analyzu enzyml a proteinli a zbyld Cast se pouzije pro izolaci
mitochondrii.

Homogenat (20 ml) se centrifuguje nejprve 5 minut pfi 3000 otackach za minutu.
Tim se mitochondrie dostanou do supernatantu, ktery se nasledné pielije pfes jedenkrat
pteloZenou gazu do nové centrifugacni zkumavky a doplni se izola¢nim roztokem opét
na 20 ml. Sediment obsahujici zbytky bunéénych membran a ostatnich organel se dale
nepouziva.

Supernatant se poté centrifuguje 10 minut pfi 10 000 otd€kach za minutu, ¢imZ se
mitochondrie dostanou do sedimentu. Supernatant se slije, sediment se suspenduje
v izolaénim roztoku. Tento postup se jesté¢ dvakrat zopakuje (ziskaji se 2x promyté
mitochondrie), aby se odstranily zbytky rozpustnych cytoplazmatickych bilkovin.

Vysledny sediment mitochondrii se suspenduje v izola¢nim roztoku tak, aby
vysledny objem byl 2 ml. Tento vzorek mitochondrii se pifenese do predem
pfipravenych a oznafenych mikrozkumavek Eppendorf, které se ulozi do mraznicky.
Tam se vzorky s izolovanymi mitochondriemi uchovéavaji pti teploté —20 °C.

Z kazdého vzorku jater (3 g) se ziskd 10 ml homogenatu a 2 ml mitochondrialni

suspenze.

4.1.2.2. Stanoveni koncentrace bilkovin

Koncentrace bilkovin byla stanovena metodou podle Lowryho a spol. (1951), kde
jako standard byl pouzit bovinni sérum albumin (BSA, 0,1% roztok). Podstatou detekce
je barevna reakce tyrozinovych zbytkd proteinu s Folinovym reagens v alkalickém
prostfedi. Méfeni bylo provadéno na spektrofotometru UV — 1601 (Shimadzu,
Japonsko).

Postup stanoveni je nasledujici. Nejprve se ptipravi 1% roztok vinanu sodného,
0,5% roztok CuSQO4. 5 H,0, 2% roztok Na,CO; v 0,1 mol/l NaOH, které smichaji
vpoméru 0,2:0,2:9,6 (nutné dodrzet potradi roztokl). Folinovo reagens se ziedi
destilovanou vodou v pomé&ru 1:1.

Vzorek (10 pl) se zfedi 300x, z tohoto objemu se odebere 200 pl, ke kterym se ptida
1 ml smési roztokil, promichd se a neché se stat 15 minut pti pokojové teploté. Poté se
ptida 0,1 ml zfedéného Folinova reagens a ihned se v§e promicha. Po 30 minutach stani
pii pokojové teploté se vzorek spektrofotometricky zméfi pfi vinové délce 700 nm

v kyveté proti slepému vzorku.
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4.1.2.3. Spektrofotometrické stanoveni enzgymové aktivity mGPDH

GPDH po pfeméné glycerofosfatu na dihydroxyacetonfosfat predava redukéni
ekvivalenty na dichlorfenolindofenol (DCPIP), ktery slouzi jako umély akceptor
elektront. DCPIP je schopen odebirat dva elektrony, ma spiSe hydrofobni charakter a
pronikd membranou mitochondrii. Jeho redukce je spojena se ztratou charakteristického
modrého zbarveni. Méfeni absorbance bylo provadéno na spektrofotometru UV — 1601
Shimadzu pii vlnové délce 610 nm.

Vlastni stanoveni aktivity mGPDH se provadi nasledujicim zplisobem. Do kyvety se
ptipravi 940 ul pufru o slozeni KCI (vychozi koncentrace 50 mmol/l), TRIS (vychozi
koncentrace 10 mmol/l) a EDTA (vychozi koncentrace 1 mmol/l). Pfid4 se 10 ul BSA
(vychozim koncentrace 100 mg/ml), ktery vaze mastné kyseliny blokujici mGPDH, a
10 ul KCN (vychozi koncentrace 100 mmol/l), jenz blokuje cytochrom c-oxiddzu.
Kyveta se vlozi do spektrofotometru a nastavi se nulova hodnota absorbance. Do kyvety
se napipetuje 10 ul DCPIP (vychozi koncentrace 10 mmol/l) a 10 pl mitochondrialni
suspenze nebo homogendtu (vychozi koncentrace zavisi na mnozstvi proteinu ve
vzorku). Poté se méfi zména absorbance v pribéhu dvou minut. Behem prvni minuty se
zjiStuje endogenni aktivita enzymu. Po prvni minuté se jeSté¢ prida glycerofosfat
(vychozi koncentrace 1 mol/l), ktery startuje celou reakci a vyjadiuje celkovou aktivitu
enzymu. Celkovy objem reakéni smési je 1 ml.

Pro vypocet specifické aktivity je proto nutné odecist endogenni aktivitu od celkové
aktivity enzymu a vSe prepocitat na koncentraci proteinu dané¢ho vzorku. Vysledna
aktivita je vyjadfena 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/l]:

(koncentrace mitochondridlniho proteinu:fedéni vzorku do kyvety).

4.1.3. Stanoveni mnoZstvi mGPDH pomoci western blotu

Western blot je imunochemicka metoda pro detekci specifické bilkoviny ve smési
dalSich bilkovin (napf. v biologickém vzorku, homogenétu tkan¢ apod.). Principem

metody je separace bilkovin (antigen) podle jejich struktury (resp. molekulové
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hmotnosti) gelovou elektroforézou s naslednym prenosem (blotem) na nitrocelulézovou
membranu prostfednictvim pfimého styku gelu s membranou. Proteiny se vazi na
membranu nespecificky a zbyld vazebna mista membrany jsou blokovana vhodnymi
proteiny (napfi. laktoglobuliny z odtu¢néného mléka, BSA). Na detekovany protein se
poté navaze bud’ znaCend protildtka a detekce se provadi pfimo, nebo neznacena
primarni protilatka. Detekce vzniklého imunokomplexu se proto provadi v prvnim
piipad¢ pfimo, v druhém piidavkem sekundarni znacené protilatky. Ty jsou obvykle
znaCeny enzymy jako alkalickd fosfataza nebo kienova peroxiddza. Konecna detekce
vyuziva reakce reporterového enzymu s chromogennim substratem za vzniku barevného
produktu nebo chemiluminiscenénim substratem za vzniku nestabilniho produktu. Ten
se stabilizuje vyzafenim kvanta svétla, které je méteno (Kfemen et al., 1998).

Stanoveni mnozstvi mGPDH pomoci western blotu bylo provadéno pracovniky
oddéleni Bioenergetiky Fyziologického tstavu Akademie véd. Pro analyzu se pouZily
vzorky proteinovych alikvotd mitochondrii (10 pg/jamku) solubilizovanych
v dodecylsulfatu sodném (SDS). V prvni ¢asti se nejprve provede diskontinualni gelova
elektroforéza v SDS-10% polyakrylamidovém gelu s vyuzitim tricinu jako tdhnouciho
iontu (Schagger a von Jagow, 1987), ktery umoznuje rozliSeni malych proteinii pfi
niz§ich 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 (obr. ¢. 21) na nitroceluldzové membrany
(Hybond™ C-Extra, Amersham Biosciences, Velkd Britanie) pfilozenim gelu
k membrané a pomoci blotovaciho zafizeni, ktery umoziiuje polosuchy elektropienos
pti 0,7 mA/cm® po dobu 1 hodiny. Pro detekci mGPDH je nutné zablokovat povrch
membrany, kterd véaze proteiny, tj. antigen, ale 1 pfidané protilatky. Blokace
nespecifickych mist (resp. volnych mist) se provadi umisténim membrany pfes noc do
roztoku 3% odtu¢néného mléka s 0,3% Tritonem X-100 v 0,15 mol/l NaCl a 0,02 mol/l
Na,HPOj4. Poté je membrana inkubovana 3 hodiny s krali¢i polyklonalni anti-mGPDH
protilatkou (fedéni 1:5000) zvétsenou o C-termindlni peptid LDR RVP IPV DRS CGG
myS$iho enzymu podle publikace Ueda et al. (1998). Membrany byly déle inkubovany
1,5 hodiny za pouziti bud’ kozi anti-mysi IgG (1:1000, A8924 Sigma, USA), nebo kozi
anti-krali¢i I1gG (1:1000, F0382 Sigma, USA) jako sekundarni protilatky, ktera byla
konjugovdna s kfenovou peroxidazou. Detekce vzniklého imunokomplexu

chemiluminiscenéni reakci probihala za pouziti ECL kitu (Amersham Biosciences,
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Velka Britanie; obr. €. 22) na pfistroji LAS 1000 (Fujifilm, Japonsko) a signal se
kvantifikoval pomoci Aida 3.21 Image Analyser software (Raytest, Némecko).

Smeér
prenosu

Obr. ¢ 21: Schéma polosuchého elektropfenosu pii blotovani. Prevzato

z http://'www.komabiotech.co.kr/www/techniques/proteinSandT/transferSystem.gif.
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Obr. ¢. 22: Schéma detekce vzniklého imunokomplexu pomoci ECL kitu. Prevzato
z http://’www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2003/WoodC/wester

n.html

4.1.4. Izolace RNA

Pro northern blot analyzu RNA mGPDH a polymerazovou fetézovou reakci (PCR)
specifickou pro UCP2 je nejprve nutné provést izolaci RNA. Tu je mozné provadét
riznymi metodami, které je mozné rozdélit na fenolové extrakéni metody a metody
bezfenolové, které vyuzivaji vétSinou iontoméniCové kolonky nebo magnetické
partikule. Pro nase pokusy jsme se rozhodli pouZzivat prvni zptisob, u kterého byva vyssi

vytéznost RNA. Pro izolaci jsme vyuzili komeréni reagencii RNA Blue (Top-Bio, Ceska
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republika) pro rychlou pfipravu Cisté a nedegradované RNA. Problémem jakékoliv
izolace RNA je pfitomnost enzymi RNaz. Tato chemikalie proto obsahuje silné
inhibitory RNdaz, které zajisti intaktnost vyizolované RNA, pfesto je nutné pfi préci
pouzivat rukavice, sterilni zkumavky a podobné.

Zaklad této izolaéni metody popsali ve své publikaci Chromczynski a Sacchi
(1987). Tkan, resp. bunky jsou nejprve lyzovany a zhomogenizovany v chemikalii RNA
Blue, ktera obsahuje fenol a dal§i komponenty potifebné k lyze vzorku tkané, tj.
k rozvolnéni nukleoproteinového komplexu. Ke vzniklému lyzatu se ptidava
chloroform a provede se extrakce. Pomoci kratké centrifugace se vzorek rozdéli do
ttech fazi. Prvni vodna faze obsahuje RNA, druhd tzv. interfize obsahuje DNA a
spodni, modfe zbarvena 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
pfida 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, vznikld peleta RNA se vysusi a rozpusti se ve vodé
o molekularné-biologické Cistote (napt. aqua pro injectione).

Postup izolace byl nasledujici. Do uzkych plastovych zkumavek se vlozi ptiblizn€ 100
mg jaterni tkang, pfida se 1 ml RNA Blue (Top-Bio, Ceska republika) a provede se
homogenizace tkané¢ pomoci homogenizatoru ULTRA-TURRAX T8 (IKA
Labortechnik, Némecko). Vznikly homogenat se ptelije do 1,5 ml zkumavek a inkubuje
se 5 az 10 minut pfi pokojové teploté. Ptfida se 200 pl chloroformu (molekuldrné
biologicka cistota, tj. > 99,8 %; Amresco, Ceska republika), vSe se diikladné promicha
po dobu 20 sekund na laboratorni tiepaéce REAX control (Heidolph, Némecko)
(provedeni extrakce). Provede se inkubace minimaln€ 5 minut pfi pokojové teploté, a
poté centrifugace 15 minut pii 15000 g a teploté 4 °C (centrifuga MIKRO 200R,
Hettich, Némecko). Opatrn¢€ se odsaje horni vodna faze do nové 1,5 ml zkumavky
umisténé v ledu, pfida se 500 ul izopropylalkoholu (molekularné biologické istota, tj.
>99,0 %; Sigma, Ceska republika) a vie se promicha. Opét se provede inkubace 10
minut pii 4 °C (na ledu) a centrifugace 15 minut pii 15000 g a teploté 4 °C. Opatrné se
odsaje supernatant, k peleté¢ se pfida 1 ml 75% etanolu (ptfipraven z 96% etanolu; P-
LAB, Ceska republika), vie se diikladné promich4 a centrifuguje pii 8000 g, 4 °C po
dobu 5 minut. Opatrn¢ se odsaje veskery supernatant (pozor neodstranit peletu), peleta

se vysusi pti 37 °C v Dri Block BBA2 (GRANT BOEKEL, Velka Britanie) od zbytkl
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etanolu (pozor neptesusit). Vyizolovand RNA se poté rozpusti v 50 pl vody (Aqua pro
injectione, Braun, Némecko) a neché se rozpoustét tak, aby RNA byla v celém objemu
homogenni. Mozné urychlit zahfatim na 55 az 60 °C. RNA se uchovava pii —70 °C do
dal$iho zpracovani nebo pro ptipadnou archivaci po dobu i vice nez 6 mésici.

Pfed uchovanim je vhodné provést spektrofotometrické méteni Cistoty a koncentrace
vyizolované RNA. Vzorek RNA natedit 200x destilovanou vodou (Aqua pro injectione,
Braun, Némecko) a na spektrofotometru (UV 1601, Shimadzu, Japonsko) zméfit
absorbanci pti 260 nm (A6, absorpcni maximum nukleovych kyselin) a 280 nm (Axso,
absorpéni maximum proteintl). Z naméfenych udajli je mozné vypocitat Cistotu
vyizolované RNA jako pomér Axso/Azs0 a koncentraci RNA podle nasledujiciho vzorce:
koncentrace RNA [pg/ml] = 40*Axgo*fedici faktor, tedy 200). Cistota vyizolované RNA

se v naSich pokusech pohybovala v rozmezi 1,9 az 2,1.

4.1.5. Stanoveni RNA mGPDH pomoci northern blotu

Northern blot je technika pouzivand v molekuldrni biologii ke studiu genové
exprese, resp. transkripce urcitych genti detekci RNA (event. mRNA) ve vzorku. Lze
tak zjistit informace o identit¢ RNA, jeji velikosti a mnozstvi. Béhem procesu se
nejprve elektroforeticky separuje RNA podle velikosti, ta se poté piendsi (blotuje)
z gelu na membranu (nylonovou membranu nebo nitrocelulézovy filtr). K detekci
specifické RNA na membrané se vyuzivd hybridizace znacenych sond
komplementarnich k ¢asti cilové sekvence nebo k celé sekvenci. Sondy jsou obvykle
syntetické jednofetézcové DNA oligonukleotidy znacené bud’ pouzitim radioizotopt
(**P, *S) nebo vazbou k enzymtim, které mohou vytvéiet barevny produkt. Jestlize je na
membrané pfitomna RNA naSeho zajmu, znacena sonda se hybridizuje a vytvaii tak na
membrané duplex. Znacka na navazané sond¢ je pak vizualizovana autoradiograficky
nebo pfidanim vhodného enzymového substratu za vzniku barevného produktu, ktery je
detekovan.

Northern blot analyzu RNA mGPDH provadéli pracovnici oddéleni Bioenergetiky
Fyziologického Ustavu Akademie vé&d, kde se toto stanoveni dlouhodobé provadi.
Postup analyzy (obr. €. 23) zaCiné elektroforetickou separaci RNA v 1,25% agar6zovém
gelu obsahujicim 20 mmol/l MOPS (4-morfolinpropansulfonovd kyselina, pH 7,0),
6,7% formaldehyd, 50 mmol/l acetit sodny a 10 mmol/l EDTA. Poté byla rozdélena
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RNA pfenasena pfes noc na nylonovou Hybond-N-membranu (Amersham Biosciences,
Velka Britdnie) pomoci kapilarniho blotovani. Membrdna se pro potlaceni
nespecifickych vazeb prehybridizuje pii 42 °C po dobu 2 hodin v 10 ml
prehybridiza¢niho roztoku (5x SSC o pH 7,0, 5x Denhardtovo c¢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-znacené
cDNA, znacené pomoci ndhodného primingu pomoci DECAprime II kitu (Ambion,
USA). Bloty se hybridizuji na DNA sondu korespondujici s 396 bp fragmentem potkani
mGPDH (béaze 306 az 701 otevien¢ho Cteciho ramce, ORF). Pro normalizaci se pouziva
sonda korespondujici s mysi 18S rRNA (Hwang et al., 1996). Radioaktivni signél je
exponovan pomoci Phosphor Storage Screen a kvantifikovan pomoci BAS-5000

systému (Fuji, Japonsko).
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Obr. €. 23: Schéma northern blotu. Prrevzato z http://open.jorum.ac.uk/xmlui/bitstream/
handle/123456789/956/Items/S377 1 section7.html.
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4.1.6. Stanoveni RNA UCP2

4.1.6.1. Reverzni transkripce

Polymerazovou fetézovou reakci (PCR) neni mozné analyzovat pfimo RNA, proto
je nutné nejprve provést reverzni transkripci (RT). Jedna se o proces, kdy dochazi
k pfepisu RNA do podoby tzv. copy DNA (komplementarni DNA, cDNA), kterou je
mozné déle analyzovat. Tato cDNA je komplementarni kopii RNA s jedinym rozdilem,
ze neobsahuje introny. Prepis katalyzuje enzym RNA-dependentni DNA polymeraza,
nebo-li reverzni transkriptdza. Tento enzym se evolu¢né vyvinul u RNA virt (retroviri),
kteti potiebuji zabudovat RNA do DNA hostitelské buiiky.

Principem reverzni transkripce je syntéza cDNA, kterou provadi reverzni
transkriptaza, oznaCovana také jako 5°'—3" DNA polymeraza, jez katalyzuje polymeraci
polydeoxyribonukleotidu z deoxyribonukleosidtrifosfatu na RNA-matrici. Zdrojem
enzymu je ptaci myeloblasticky virus (AMV) nebo Moloney mysi leukemicky virus (M-
MLYV), ktery mé slab§i RNazovou aktivitu. To znamend, ze pii syntéze dlouhych
fetézcli cDNA nedochazi k degradaci matricové RNA. Pro zahdjeni syntézy cDNA,
resp. fungovani enzymu je vSak nutnd piitomnost oligonukleotidového primeru,
napiiklad oligo(dT) nebo oligo(dT)VN o délce 12 az 18 nukleotidl. Ten se na zékladé¢
komplementarity vaze na polyadenyla¢ni misto (polyA) na 3’-konci mRNA. Syntéza
cDNA tedy za¢ind od 3’konce primeru a zatazovani nukleotidi v cDNA je fizeno
sekvenci mRNA, vysledkem je vznik hybridni molekuly mRNA-cDNA.

Pti reverzni transkripci se v dne$ni dobé vyuzivaji dalSi enzymy, ribonukledza H,
DNA-polymerdza a DNA-ligdza, které jsou potifebné pro vytvofeni druhého vlakna
cDNA. Po vytvofeni prvniho vlakna cDNA vznikaji pisobenim ribonukleazy H zlomy a
mezery vietézci mRNA hybridu mRNA-cDNA, ¢imZz vznikaji primery, na nichz
zac¢ind DNA-polymeraza syntézu druhého vlakna cDNA. Na zavér poté posledni enzym
DNA-ligaza kovalentné spoji nasyntetizované fetézce do souvislého vldkna, které svoji
délkou odpovida délce mRNA. Takto vytvorena cDNA jizZ miiZze vstupovat jako templat

do polymerazové fetézové reakce (Kiemen et al., 1998).
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Obr. €. 24: Reverzni transkripce. A — RNA templat s polyadenylacnim mistem (polyA);
B — ptisednuti oligo(dT) primeru k polyA mistu mRNA; C — syntéza tzv. prvniho vldkna
cDNA od 3’konce primeru pomoci reverzni transkriptdzy, ktera zafazuje
komplementarné baze nukleotidd, na konci tohoto kroku vznikd hybridni molekula

mRNA-cDNA; D — odstranéni RNA pomoci ribonukledzy H za vzniku cDNA.

Optimalizace a postup reverzni transkripce

Pro ptepis RNA jsme zvolili dva postupy, mezi kterymi jsme v ramci optimalizace
reverzni transkripce vybirali. Prvni postup vyuZival reverzni transkriptdzu mysiho
leukemického viru (M-MLV) od firmy Top-Bio spolu s oligo(dT);sVN primerem
o sekvenci 5'-TTT TTT TTT TTT TTT VN3’ a druhy komplexni systém SuperScript"™
First Strand Synthesis System for RT-PCR od firmy Invitrogen. Optimalizaci reverzni

transkripce jsme provadé€li na kontrolnich vzorcich jaterni tkané a sleziny.

Prvni postup s vyuzitim M-MLYV reverzni transkriptdzy

Piiprava reak¢éni smési probihala v laminarnim boxu Mini V/PCR (TELSTAR,
Spanélsko) podle tabulky ¢&. 3, kde je uvedeno sloZeni pro jeden vzorek. Pro vice vzork
je poté nutné tento uvedeny objem vyndsobit poctem vzorkd. VSechny chemikalie se
smichaji v 1,5 ml zkumavce, dikladné se promichaji, zcentrifuguji (Mikrocentrifuga
100 VAC, ROTH, Taiwan) a rozpipetuji se po 27 ul do pfedem piipravenych PCR
mikrozkumavek. Nésledn¢ se ptidaji do kazdé¢ zkumavky 3 pl vzorku, resp. RNA, to
znamena, 7ze celkovy objem reakéni smési pro RT byl 30 pl. Takto ptipravené

mikrozkumavky se ndsledné vlozi do termocykléru FT GRAD 2D (Techne, Velka

Britanie) a spusti se pozadovany, pfedem naprogramovany, teplotni profil, ktery byl:
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37 °C 60 minut, 94 °C 5 minut a 4 °C po dobu 2 minut. Pfipravend cDNA se v pfipadé

potieby uchovévala pti -20 °C do dal$iho zpracovani.

Tab. €. 3: SloZeni reakéni smési pro reverzni transkripci pro jeden vzorek.

Chemikalie a vychozi koncentrace Objem (v ul)
voda 12,0 ul
5x koncentrovany pufr 6,0 ul
deoxyribonukleosidtrifosfaty (2,5 mmol/l) 1,5 ul
dithiotreitol (DTT, 100 mmol/l) 3,0 ul
oligo (dT);sVN primer (50 pumol/l) 1,5 pl
M-MLYV reverzni transkriptaza (200 U/ul) 3,0 ul

27 ul ptipravené smési + 3,0 ul RNA (o koncentraci 1000 ug/ml)

Pozn.: pouzité chemikalie a jejich vyrobci -

5x koncentrovany pufr pro reverzni transkripci (RT pufr, ktery obsahuje 250
mmol/l Tris-HCI o pH 8,3, 375 mmol/l KCI, 15 mmol/l MgCl,), Top-Bio,
Ceska republika

M-MLYV reverzni transkriptiza (200 U/ul), Top-Bio, Ceska republika

smés nukleotidii = deoxyribonukleosidtrifosfaty (dANTPs; 2,5 mmol/l dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), TaKaRa, Japonsko

dithiotreitol (DTT, 100 mmol/l), Top-Bio, Ceskd republika

primer oligo(dT);sVN, Generi-Biotech, Ceska republika

voda - Aqua pro injectione, B-Braun, Nemecko

Druhy postup s vyuzitim SuperScript™ First Strand Synthesis System for RT-PCR
SuperScript'™ First Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) je
komplexni systém, ktery obsahuje vSechny potfebné komponenty pro provedeni

reverzni transkripce.

Ptiprava reakéni smési zacind smichanim 4,0 pl ,random hexamert“ se 2,0 pl
dNTPs a 2,0 pl diethylpyrokarbonatem (DEPC) oSetiené vody v 1,5 ml zkumavce.
Nasledné se smés rozpipetuje do PCR mikrozkumavek po 8 pl, ke kterym se ptida 10 pl
RNA vzorku. VSe se inkubuje 5 minut pii 65 °C (Dri Block BBA2, GRANT BOEKEL,
Velka Britdnie) a nésledn¢ se vSe umisti na 1 minutu na led. Béhem inkubace se

pfipravi smés o slozeni 8,0 pl 5x koncentrovaného RT pufru s MgClh, 4,0 ul
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dithiotreitolu, 2,0 ul RNase OUT ribonuclease Inhibitoru a 4,0 pl vody. Tato smés se po
inkubaci pfidd do zkumavky, zlehka se vSe promichd a kratce zcentrifuguje
(Mikrocentrifuga 100 VAC, ROTH, Taiwan). Provede se 2-minutova inkubace pfi
25 °C, prida se reverzni transkriptdza (2 pl). Opét se provede inkubace 10 minut pfi
25 °C, 50 minut pfi 42 °C a 15 minut pii 70 °C (termocyklér FT GRAD 2D, Techne,
Velka Britanie). Poté se vSe ihned zchladi na ledu, pfid4a se RNase H (2 pl) a nakonec se
vse inkubuje pii 37 °C po dobu 20 minut. Pfipravend cDNA se v ptfipadé potieby

uchovava pii -20 °C do dalsiho zpracovani.

Po zvoleni vhodného postupu reverzni transkripce jsme optimalizovali rovnéz
vstupni koncentraci RNA, nebot’ jsme v naSich pokusech potiebovali porovnéavat
vysledky exprese UCP2 v jednotlivych vzorcich. Bylo tedy nutné, aby vstupni
koncentrace mRNA byla vzdy stejna. Z tohoto diivodu testovali tyto koncentrace RNA
— 250, 500, 750, 1000 a 1500 pg/ml.

4.1.6.2. Kontrola ucinnosti reverzni transkripce pomoci polymerdzové retézové

reakce

Pro testovani Uspésného prubéhu, tj. ucinnosti reverzni transkripce jsme zavedli
standardni polymerdzovou fetézovou reakci s primery pro tzv. housekeepingovy gen
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu (GAPDH) s néslednou elektroforézou na 1,5%
agarozovém gelu. cDNA vSech testovanych vzork byla touto metodou vzdy ovétena.

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je in vitro metoda pro enzymatickou syntézu,
nebo-li amplifikaci definované sekvence DNA v cyklické reakci. Ta vyuzivd dvou
oligonukleotidovych primert, které hybridizuji s protichidnymi vldkny denaturované
DNA a od 3’-koncli primerti je zahdjena amplifikace komplementarnich fetézct.
Syntézu nové DNA katalyzuje termostabilni DNA polymeraza, v reakénim prostiedi
jsou ptitomny deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTPs), které predstavuji stavebni kameny
pro noveé syntetizovanou DNA.

Reakce vzdy zacina iivodni denaturaci pti 94 az 95 °C po dobu 2 — 10 minut, kdy
dochazi k oddéleni komplementarnich fetézct dvouvlaknové DNA. Tento krok je velmi
dilezity, nebot’ nekompletni denaturace templdtu mlze vést krychlé renaturaci

templatové DNA, coz mulzZe zpusobit nespecifickou vazbu primerit a vznik
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nespecifickych produkti (faleSnych vysledkll). Nasleduje vlastni polymerazova
fetézova reakce, kterad se sklada z opakovanych reakénich cykli. Jednotlivé cykly tvoii
tf1 teplotni kroky. Prvni je denaturace pro oddéleni dvousroubovicovych fetézci DNA
pii 94 az 95 °C po dobu 25 — 60 s, n¢kdy i vice. Nasleduje tzv. annealing, kdy dochazi
k hybridizaci specifickych primerti na obé¢ komplementarni vldkna DNA. Teplota se
pohybuje v rozmezi 50 — 65 °C a je nutné ji experimentalné optimalizovat, ¢asovy
interval tohoto kroku se pohybuje mezi 30 az 120 sekund. Posledni je extenze pfi
72 °C, po dobu 45 az 90 sekund, kdy dochézi k syntéze novych komplementarnich
fetézci DNA pomoci DNA polymerdzy a vSech ctyf deoxyribonukleosidtrifosfati.
Vzniklé fetézce poté slouzi jako templaty pro dalsi cyklus. Obvykle se vyuziva 20 az 35
cykli, pficemz vkazdém cyklu se mnozstvi molekul oproti pfredchazejicimu
zdvojnasobi. Béhem pozd¢jsich cyklti zacnou v roztoku pievazovat naamplifikované
molekuly o urcité velikosti ohrani¢ené z obou stran primery, které tak zpomaluji a
zastavuji samotnou reakci. Tomu napomdha i1 vycerpani samotného enzymu a
stavebnich kamentli (ANTPs). Kone¢nym krokem celého procesu je zavérecnd extenze
(72 °C po dobu 5 az 15 minut), kterd slouzi k dokonceni syntézy vSech nedokoncenych
fetézcu a renaturaci jednotetézcovych produktl (Kfemen et al., 1998).

Reak¢ni smés o objemu mezi 20 az 100 pl (u nas obvykle 25 pl) vzdy obsahuje
templatovou nukleovou kyselinu (DNA nebo cDNA), specifické primery,
deoxyribonukleosidtrifosfaty, hofecnaté ionty, termostabilni Taq DNA polymerazu a
reakéni puft, ktery udrzuje pH obvykle v rozmezi 8,3 — 9,0. Primery jsou syntetické
oligonukleotidy o velikosti 10 az 30 nukleotidl, jejichz sekvence a koncentrace
vyznamné ovliviiuje vysledek PCR. Deoxynukleotidy se pouzivaji ve formé& Na" nebo
Li" soli a jejich koncentrace je nejéast&ji 0,2 mmol/l. Hofeénaté ionty vytvaii s dNTPs
rozpustny komplex, ktery rozpozndva DNA polymeraza. Navic je potieba, aby v reakci
byli také volné Mg”" ionty, které jsou kofaktory Taq DNA polymerazy. Pro dosaZeni
nejlepiho vysledku se proto koncentrace Mg’ stanovuje experimentilng, nebot
optimdlni koncentrace mize kolisat od 1 mmol/l do 5 mmol/l1. Dalsi slozkou je
termostabilni Taq DNA polymeraza, kterd se izoluje ztermofilni bakterie Thermus
aquaticus Z7ijici v horkych pramenech. Enzym se vyznacuje 5'- 3’exonukledzovou
aktivitou a jeho teplotni optimum je okolo 75 °C, ale vydrzi i teploty nad 90 °C. Pouziti

termostabilnich polymeraz umoznilo zautomatizovani celého procesu v pfistrojich, tzv.
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termocyklérech, které automaticky meéni teplotu vétSinou pomoci Peltierovych ¢lankt

v kovovém bloku podle pfedem zadaného programu (Kiemen et al., 1998).

I |' 'l | i | |l| templatova
W |\,4|4|| || DNA Taq DNA _
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Obr. €. 25: Princip polymerazové fetézové reakce.

Vzniklé produkty se analyzuji pomoci elektroforézy, béhem které nukleové
kyseliny (DNA) migruji v gelu (napf. agar6zovém) vlivem plisobeni stejnosmérného
elektrického pole a rychlost této migrace je nepfimo imérnad dekadickému logaritmu
poctu part bazi (bp). Pii neutralnim pH je DNA negativné nabita (v disledku ionizace
fosfatovych skupin), a proto migruje od katody smérem k anodé. Pficinou
rovnomérného rozlozeni negativnich ndboji v molekulach DNA a RNA je sacharido-
fosfatova patet nukleovych kyselin.

Elektroforéza se provadi v horizontdlni poloze submerzni formou. K jejimu
provedeni se pouzivaji elektroforetické vany a hiebeny riznych rozmért. Agardzové
gely byvaji 3-6 mm silné a jejich rozliSovaci schopnost zavisi zejména na koncentraci
agardzy, kterd se voli podle velikosti separovanych molekul. Do gelu se pomoci
hiebene se vytvaii jamky pro nanaSeni produktu PCR, ktery je pfed nanesenim do
jamky smichan s nanaSecim roztokem (tzv. loading buffer, n¢kdy oznacovan také jako
vkladaci pufr). Ten je tézky a viskézni, coz umozituje napipetovani vzorku do jamky
v gelu pod pufrem. NanaSeci roztok obsahuje také barvy (pf. bromfenolovou modf),
které tidi délku dé€leni, a proto 1ze sledovat, v jaké ¢asti gelu se fragmenty nachdzeji.

Elektroforéza probiha pti pokojové teploté, nejcastéji pouzivané napéti je okolo 100 V.
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Pro vizualizaci DNA fragmentl se z fluorescencnich latek pouziva nejcastéji
ethidium bromid, ktery vytvaii komplex s DNA (tzv. interkala¢ni barvivo). Tento
komplex absorbuje UV svétlo o vlnové délce 260 - 300 nm.

Postup polymerazové retézové reakce a elektroforézy

Sekvence pouzivanych primeri pro housekeepingovy gen GAPDH byla: forward
primer 5’-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3" a reverse primer 5'-ACC ACA GTC
CAT GCC ATC AC-3" (Saito et al., 2000). GAPDH je glykolyticky enzym, ktery
katalyzuje syntézu 1,3-bisfosfoglyceratu. V tabulce ¢. 4 je uvedeno slozeni reakéni
smési pro jeden vzorek, jejiz ptiprava probihd v lamindrnim boxu V/PCR (TELSTAR,
Spanélsko). Vsechny chemikéalie se smichaji v 1,5 ml zkumavce, dikladné se
promichaji (Laboratorni tfepacka REAX control, Heidolph, Né&mecko), kratce
zcentrifuguji (Mikrocentrifuga 100 VAC, ROTH, Taiwan) a rozpipetuji se po 20 ul do
PCR mikrozkumavek. Nasledné se piida do kazdé zkumavky 5 pl cDNA vzorku, to
znamend, Ze celkovy objem reakéni smési pro kontrolni PCR byl 25 pl. Takto
pfipravené mikrozkumavky se nasledné vlozi do termocykléru FT GRAD 2D (Techne,
Velka Britanie ) a spusti se poZzadovany, pfedem naprogramovany, teplotni profil, ktery
byl: tvodni denaturace 5 minut pii 94 °C, PCR o 28 cyklech s denaturaci 1 minutu pfi
94 °C, annealingem pii 57 °C po dobu 1 minuty a extenzi 1,5 minuty pii 72 °C.

Zavére€na extenze probihala 7 minut pii 72 °C.

Tab. €. 4: Slozeni reakéni smési pro jeden vzorek pfi kontrolni PCR.

Chemikalie a vychozi koncentrace Objem
voda 10,4 pl
10x koncentrovany PCR pufr TaKaRa 2,5 ul
dNTPs (2,5 mmol/l) 2,0 ul
MgCl, (25 mmol/l) 2,5ul
forward primer (10 pmol/ul) 1,25 ul
reverse primer (10 pmol/ul) 1,25 ul
Taq DNA polymeraza TaKaRa (5 U/pd) 0,1 pl

20 ul ptipravené smési + 5,0 ul cDNA

Pozn.: pouzité chemikalie a jejich vyrobci -

rekombinantni Taq DNA polymerdza (5 U/ul), TaKaRa, Japonsko
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smes nukleotidit (ANTPs, 2,5 mmol/l dATP, dTTP, dCTP, dGTP), TaKaRa,
Japonsko

10x koncentrovany PCR pufr (100 mmol/l Tris-HCIl o pH 8,3, 500 mmol/l KCI),
TaKaRa, Japonsko

MgCl; (25 mmol/l), TaKaRa, Japonsko

primery GAPDH forward, GAPDH reverse (10 pmol/ul), Generi-Biotech, Ceska
republika

voda - Aqua pro injectione, B-Braun, Némecko

Vzniklé produkty jsme dale analyzovali pomoci elektroforézy v 1,5% agardézovém
gelu, kterou jsme provadéli nasledujicim zptisobem. Nejprve se piipravi zdsobni 10x
koncentrovany pufr TBE tak, ze se navazi 53,9 g Trizma base (Tris(hydroxymethyl)-
aminometan, molekularné biologicka cistota, tj. 99,9 %, Sigma, Ceska republika),
27,6 g kyseliny borité (molekularné biologicka &istota, tj. 99,0 %, Sigma, Ceské
republika) a 3,72 g EDTA (molekularné biologické &istota, tj. > 99,0 %, Sigma, Ceské
republika). VSe se smichd a rozpusti v 950 ml destilované vody, poté se pomoci 1 mol/l
HCl upravi pH na 8,0 a nakonec se doplni objem na 1000 ml. 1,2 g agaré6zového prasku
(Agaroza, Invitrogen, USA) se smicha s 80 ml 1x koncentrovaného TBE puftru, ktery se
pfipravuje Cerstvy nafedénim z 10x koncentrovaného pufru. Smes rozvaii v mikrovinné
troubé (Mikrovlnnd trouba LCE 2031M, Le cygne electronics, Francie), a poté se
ochladi pfiblizn¢ na 50 °C. Ptida se 2 az 3 ul PCR ethidium bromidu (10 mg/ml, Top-
Bio, Ceska republika), opatrné se vie promicha a nalije do formy elektroforetické vany.
Do drazek se zasune hieben a vSe se necha diikladné ztuhnout. Po ztuhnuti se nalije na
gel potfebné mnoZzstvi 1x koncentrovaného TBE pufru a opatrné se vyjme hieben
z gelu. Déle se pfipravi vzorek pro elektroforézu — smicha se vzorek (produkt PCR)
nebo velikostni marker (DNA Molecular Weight Marker XIII s rozliSeni 50 bp (250
pg/ml, Roche, Némecko) nebo DNA marker 200 - 1500 s rozlisenim 100 bp (100
ug/ml, Top-Bio, Ceska republika) s PCR vkladacim pufrem (Top-Bio, Ceské republika)
v poméru 5:1 (tzn. 15 pl produktu a 3 pl pufru). Poté se nanesou opatrné vzorky do
jamek a ihned se elektroforetickd vana (OWL, USA) piipoji ke zdroji stejnosmérného
napéti E132 (Consort, Belgie). Podminky elektroforézy — 100 az 140 V po dobu

ptiblizné 50 az 60 minut. Po dokonceni elektroforézy se provede fotodokumentace
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pomoci UV transiluminatoru UVT 20 S/W (Herolab, Némecko) a fotodokumentac¢niho

systému Serial N (Vilbert Lourmat, Francie).

4.1.6.3. Real-time PCR

Pro zjisténi exprese UCP2 mRNA jsme zvolili metodu PCR v redlném case (real-
time PCR), kterd oproti standardni PCR umoZnuje i pfesnou kvantifikaci mRNA, resp.
cDNA, ¢imZ ndm umozni 1épe a piesnéji vystihnout zmény v expresi UCP2 v jaterni
tkani po ovlivnéni trijodtyroninem a po parcialni hepatektomii. Tato kvantitativni PCR
se provadi prostfednictvim detekce a kvantifikace fluorescencniho signalu ve
specidlnim pfistroji, ktery umoziuje cyklické stiidani teplot, detekci fluorescence a
monitorovani pribéhu PCR vredlném c¢ase bez potieby detekovat produkty
elektroforeticky. Vznik fluorescencniho signdlu umoziuji sondy, které se pridavaji do
reakénich smési. Sondy miizeme rozdélit na nespecifické (napi. SYBR Green), které se
interkaluji nespecificky do kratkych dvousroubovicovych produktd, nebo specifické
(napf. hybridizacni a hydrolytické sondy), které jsou znaceny fluorofory a specificky se
vazi na templatové vlakno jako primery.

Némi pouzivand real-time PCR vyuZzivd pro detekci narlstajictho mnoZzstvi
amplikont specifické sondy, a to hydrolytické sondy, které jsou v soucasnosti jedny
z nejpouzivanéjSich. Tato PCR kromé primert a vSech ostatnich slozek reakéni smési
pouziva také jednu oligonukleotidovou sondu (tzv. TagMan sondu), ktera je znacend na
obou koncich. Prvni fluorofor na 5’konci sondy plni funkci zafice (reporter, R) a druhy
na 3’konci ma funkci zhésece (quencher, Q). Tato hydrolytickd sonda se specificky
vaze na templatové vlakno DNA béhem annealingu stejné jako primery.

Béhem denaturace (94 az 95 °C) dochdzi k oddé€leni vlaken dvouSroubovice DNA.
Po poklesu teploty na annealingovou teplotu (vétSinou na 60 °C) hybridizuji primery a
sonda komplementarn¢ k templatovému vldknu. Béhem téchto dvou fazi je sonda ve
vychozim stavu, kdy zhase¢ potlacuje zafeni emitované blizkym zaficem, a to procesem
fluorescencné rezonancniho pienosu energie (FRET). Pfi tomto procesu se zari¢
excituje na vys$si energetickou hladinu energii svételného zdroje pfistroje, pfi zpétném
pfechodu emituje fluorescencni zéafeni o vySS$i vlnové délce. Zareni vSak neni

pozorovano, protoze jeho energie je ihned pohlcena zhaSeCem, ktery je tim excitovan.
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Zhasec pfi zpétném piechodu do zakladniho energetického stavu uvoliiuje nadbyte¢nou
energii ve form¢ fluorescence o vyssi vlnové délce (fluorescencni zhaSe¢) nebo ve

formé tepla (nefluorescencni zhasec).

AR, :{ & (F) = ZAli€ (reporter)
.\TITTITIJ.“ o RS
priibéh extenze @ = zhaset (quencher)
T T
denaturace ( 5 @ @%*
¥ &
LU L R LRI & 3
5
fluorescenini
ZAFE zhaged vytésiovani Fetézce
AR e @
T, z
TTITITTT o T

. 5
annealing &

B
5 3
5

5
a

§tépeni (G
! - @
extenze

&
g 3
5

dokonéena polymerace

AR s Q
e -, fet
&
&

5

Obr. &. 26: Princip real-time polymerazové fetézové reakce pii vyuziti hydrolytické

sondy.

Teprve pii vytvafeni nového fetézce béhem extenze Taq polymerdza svoji
5’—3 exonukleazovou aktivitou nejdiive rozrusi komplex sondy s cilovou sekvenci
DNA. Poté dojde k exonukledzovému rozstépeni TagMan sondy a oddéleni zhaSece.
Zafic, ktery se tak vymanil z tlumivého vlivu zhasece, emituje fluorescenci dané vinové
délky. Méfeni vznikajici a nartstajici fluorescence pfimo v reakéni zkumavce probiha
az na konci elongace (extenze). Intenzita fluorescence je imérnd mnozstvi vzniklého

PCR produktu.

4.1.6.3.1. Real-time PCR pro UCP2

Real-time PCR specifickou pro potkani UCP2 (RefSeq NM 019354) jsme museli
nejprve zavést. Primery a hydrolytickou sondu jsme si nechali navrhnout a
nasyntetizovat firmou Generi-Biotech (Ceska republika) tak, aby nebyla amplifikovana
genomickd DNA. To znamend, Ze zvolené primery pro PCR maji exon-exonové
uspotadani. Forward primer (UCP2 forward) 5’AAG ACC ATT GCA CGA GAG GA3’
se nachazi na 5. exonu, reverse primer (UCP2 reverse) 5’GCA AGG GAG GTC GTC

TGT C3’ zacina na 6. exonu a kon¢i na 7. exonu. Hydrolyticka sonda o sekvenci 5’CCC
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AAT GTT GCC CGA AAT GCC3’ se nachazi na 6. exonu a je znacena na 5’konci
fluorescencnim barvivem FAM (6-karboxyfluorescein) a na 3’konci zhaSeCem BHQ
(z angl. Black Hole Quencher). BHQ je nefluorescencni zhdse¢, ktery potlacuje zafeni
FAM absorpci energie, kterou nasledné uvolituje ve formé tepla. Délka vzniklého

produktu (amplikonu) je 159 bp.

Obr. €. 27: Usporadani primert a hydrolytické sondy. SENSE PRM (rtUCP2 ps#l) —
forward primer, ANTISENSE PRM (rUCP2 ps#2) — reverse primer, tUCP2 ps#P —

hydrolytickd sonda, ex — exon.

Jako zéklad reakéni smési pro real-time PCR jsme vybrali komeréné dodavany
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x koncentrovany, Applied Biosystems, USA).
Jde o ,ready-to-use” systém, ktery obsahuje reakcéni pufr, dNTPs, hofecnaté ionty,
uracil-N-glykosylazu (UNG) pro zabranéni kontaminace PCR reakce produktem a
v neposledni fadé tzv. HotStart DNA polymerdzu. Jednd se o enzym, jenZ ma
v aktivnim misté navazanou protilatku, kterd je znicena béhem denaturace a polymeraza
miZze tak plnit svoji funkci. VSechny slozky komeréniho mixu jsou jiz optimalizovany
vyrobcem, proto je nutné experimentdlné zjistit pouze koncentrace primert a sondy,
resp. jejich pomér.

Real-time PCR jsme provadéli na pfistroji ABI-PRISM 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems, USA), ve kterém jsou zmény teplot
jednotlivych teplotnich krokit PCR dosahovany diky peltierovym ¢lankim.
Amplifikac¢ni reakce probihd ve specielnich 96-jamkovych optickych mikrodestickach
ptekrytych optickou adhezivni folii, které se umistuji do unikatniho nositka. Ten
pfesune desticky do 96-jamkového bloku z hliniku, jenz umoZziuje optimalni pfenos
tepla mezi blokem a mikrodestickou. Pfistroj ma vyhiivané viko pro optimalni pfenos
tepla a rovnomérny ohiev béhem teplotniho cyklovani, které tlaci vahou 31,8 kg na
mikrodesticku a jeho teplota 105 °C (£ 3 °C) je béhem PCR konstantni. Excitace
fluoroforti je zajiSténa argon-laserovym zdrojem (488 nm, resp. 488 az 514 nm) a

emitovand fluorescence je zaméfovana pomoci systému cocek, filtri a dichroického
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zrcadla na mfizku, kterd rozdéluje signal do obrazce na CCD kamefe (detekce vinovych
délek mezi 500 az 660 nm). Vyslednd emitované fluorescence je méfena a ¢teni udaju
z celé desticky trva 7 az 10 vtefin. SDS program snimd signdly ze CCD kamery a dale
je zpracovava pomoci matematickych algoritmi.

Odecet PCR reakce se provadi pomoci threshold cyklu (Ct) a thresholdu. Ten
vyjadiuje obvykle 10x standardni odchylky signilu pro ¢asné PCR cykly, nebo-li
baseline (vétSinou 3. — 15. cyklus), a je stanoven pro kazdy beh. To umozinuje zjisténi
hodnot threshold cyklu (Ct), ktery vyjadiuje cyklus, ve kterém fluorescence vytvotrena
béhem reakce protne threshold (tj. prvni detekce signifikantniho vzristu fluorescence).
Takto zjiStény threshold cyklus je nepfimo umérny logaritmu mnoZstvi vstupniho

templatu (poctu kopii DNA).

Optimalizace real-time PCR

Vsechny kroky optimalizace byly provedeny na vzorcich RNA izolovanych ze sleziny
kontrolnich potkani, protoze literarni tdaje popisuji piitomnost RNA UCP2 pravé ve
slezin€. Dvodem tohoto postupu byla skutecnost, Ze jsme neméli k dispozici kontrolni
vzorek UCP2 RNA, popt. cDNA, pomoci kterého by bylo mozno provadét optimalizaci.
V ramci experimentll jsme zjiStovali optimalni koncentrace primerit a sondy, resp.
jejich pomértl, slozeni reakénich smési pfi optimalizaci jsou uvedena v tabulce €. 5,
pfiprava probihala stejnym zpiisobem jako pii PCR pro GAPDH. Pied vloZenim
desticky do real-time pfistroje ABI-PRISM 7900HT Sequence Detection System je
nutné provést kratkou centrifugaci (Centrifuga Multifuge 3S s rotorem pro mikrotitracni
desticky, Heraeus, Némecko), aby doslo k odstranéni pfipadnych bublin v jednotlivych
jamkach.

Real-time PCR pro jednotlivé poméry koncentraci jsme provedli vzdy v dubletu a
jednotlivé reakce jsme vyhodnotili pomoci Ct hodnot, které jsme odecitali pfti
thresholdu 0,05 a pfi pozadi (baselin€) nastavené mezi 3. az 15. cyklem.

Pti pouziti hydrolytickych sond je moZné pouzit univerzalni teplotni profil pro real-
time PCR reakce, ktery byl néasledujici: 2 minuty pii 50 °C, kdy uracil-N-glykosylaza
(UNG) likviduje piipadnou kontaminaci produktem ptedchozich PCR reakci, uvodni
denaturace pti 95 °C po dobu 10 minut a 55 cykli, pti kterych se opakuje denaturace 15
sekund pti 95 °C a annealing spojeny s extenzi pti 60 °C po dobu 1 minuty, kdy dochézi

k odectu fluorescence zafice.
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Tab. ¢&. 5: SloZeni reakéni smési pro jeden vzorek pfi optimalizaci real-time PCR pro

UCP2.

Chemikdlie a vychozi

Objem (v pl) pii uvedenych pomérech koncentrace primerii a

sondy v umol/l
koncentrace
0,4:0,1 | 0,4:0,2 | 0,4:0,3 | 0,4:0,4 | 0,2:0,2 | 0,3:0,2 | 0,4:0,2 | 0,5:0,2 | 0,6:0,2

voda 4,2 4,0 3.8 3,6 4,8 4.4 4,0 3,6 3,2
TagMan Universal Master
Mix (2x konc.) 100
primer UCP2 forward
(10 pmol/u) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
primer UCP2 reverse
(10 pmol/ul) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
sonda (10 pmol/ul) 02 | 04 | 0,6 | 08 04 | 04 | 04 | 04 | 04
cDNA 4,0
Celkovy objem reakéni

20,0 pl

smeési

Pozn.: pouzité chemikdlie a jejich vyrobci -

TagMan® Universal PCR Master Mix (2x koncentrovany), Applied Biosystems, USA

primery UCP2 forward, UCP2 reverse (10 pmol/ul), Generi-Biotech, Ceskd republika
sonda UCP2 (10 pmol/ul), Generi-Biotech, Ceskd republika

voda - Aqua pro injectione, B-Braun, Nemecko

Pro moznost kvantifikace RNA UCP2, resp. cDNA, bylo nutné vytvofit externi

kalibra¢ni kiivku pomoci plazmidovych standardd. Z tohoto diivodu nam firma Generi-

Biotech provedla zaklonovani PCR produktu do plazmidu pCR®4Blunt-TOPO®.

Pfitomnost inzertu ovétili pomoci PCR, restrikei, ale také sekvenaci, kdy zjistili, Ze

sekvence klonovana do plazmidu zcela odpovidala referencni sekvenci NM_019354. Ze

ziskaného plazmidu o &istoté 1,9, velikosti 4113 bp a koncentraci 2,03.10' kopii/ml

jsme vytvofili fedici fadu a kalibra¢ni kfivku jsme vytvofili pomoci 7 standardl

o koncentraci 2,03.10' a7 2,03.10" kopii/ml.

4.1.6.3.2. Vyber housekeepingového genu a jeho real-time PCR
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Pro sledovani exprese UCP2 genu je nutné vSechny vysledky PCR reakci tzv.
normalizovat k n€jakému housekeepingovému genu, ktery vykazuje v pokusech
minimalni zmény exprese, to znamend, Ze v experimentech musi vykazovat stabilitu.
Tento vybrany gen se také oznacuje jako referenni gen nebo interni kontrola. Pfi
vybéru housekeepingového genu jsme méli dle aktualnich literarnich zdroji na vybér ze
dvou mozZnosti. Prvni moznosti bylo pouziti 3 riznych housekeepingovych genti, vici
kterym by byla data pro UCP2 normalizovdna. Tuto moznost jsme ihned zamitli,
protoZe by obnésela znacné financni a ¢asové zatizeni, nebot’ by bylo nutné analyzovat
vSechny vzorky pro vybrané tfi geny. Druhou moZnosti byla analyza né&kolika
housekeepingovych gentl, z nichZ bychom vybrali optimalni gen (Vandesompele et al.,
2002; Radoni¢ et al., 2004; Dheda et al, 2004; Huggett et al., 2005). Proto jsme u firmy
Generi-Biotech (Ceska republika) objednali ,,RC-GUEST assays®, tj. optimalizované
kvantitativni PCR systémy pro kvantifikaci exprese housekeepingovych genil u potkanii
za vyuziti hydrolytickych sond znadenych FAM a BHQ. Z nabidky této firmy jsme
vybrali Ctyfi potkani housekeepingové geny — B2M (B-2-microglobulin), HPRTI
(hypoxantine phosphoribosyl-transferase 1), SURF1 (surfeit 1) a TBP (TATA box
binding protein). Reakéni smés téchto analyz obsahovala 10 pl 2x koncentrovaného
komeréniho TaqMan® Universal PCR Master Mixu (Applied Biosystems), 2 ul 10x
koncentrované smési primerti a sondy pro jednotlivé housekeepingové geny, 4 ul vody a
cDNA jako templat. Celkovy objem byl 20 pl, kde cDNA piedstavovala 20 % objemu,
tj. 4 ul. Teplotni profil téchto analyz byl standardni pro real-time PCR s vyuZitim
hydrolytické sondy, tedy 50 °C 2 minuty, 95 °C 10 minut, 55 cykli s denaturaci 95 °C
15 sekund a annealingem s extenzi 60 °C po dobu 1 minuty, na jejichZz konci byla
snimana fluorescence. Real-time PCR reakce pro vSechny geny jsme provadéli se
vzorky jaterni tkané a sleziny, které byly odebrany ve stejnych ¢asovych intervalech
jako pro sledovani exprese UCP2. To znamena kontrolni vzorky a vzorky po aplikaci T3
nebo parcidlni hepatektomii, které byly odebrany po 1, 3, 6, 12 a 24 hodinach po
ovlivnéni. Analyzy jednotlivych gent jsme udélali vzdy v dubletu. Sekvence primerii a
sondy vSech genll je nam vSak nezndmd, nebot’ to je firemni tajemstvi. Referencni
sekvence (RefSeq) pro B2M je NM_012512, pro HPRT1 NM 012583, pro SURFI je
NM 172068.1 a pro TBP NM_001004198.1. Odecet PCR reakce se provadél stejnym
zpiisobem jako u real-time PCR pro UCP2.
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Pro kvantitativni analyzu vybraného housekeepingového genu byla také vytvorena
kalibraéni kiivka z plazmidu o pavodni koncentraci 1,0.10'* kopii/ml, kdy jednotlivé
body byly o koncentraci 1,0.10'° kopii/ml, 1,0.10° kopii/ml, 1,0.10% kopii/ml, 1,0.10’
kopii/ml, 1,0.10° kopii/ml, 1,0.10° kopii/ml a 1,0.10" kopii/ml.

4.1.6.3.3.  Vyhodnoceni vysledkii real-time PCR pro UCP2 a housekeepingovy

gen

Real-time PCR reakci specifickou pro UCP2 a pro housekeepingovy gen (HG) jsme
u vSech experimentalnich vzorki provadéli v dubletu. Odecet vysledkit Ct hodnot PCR
reakci pro UCP2 a HG byl vzdy za stejnych podminek, tj. pfi nastaveni manualniho
thresholdu na 0,05 a pozadi mezi 3. a 15. cyklem. Vyhodnoceni ziskanych vysledkt

-AACt v
2 metodu s korekci

jsme provadéli pomoci relativni kvantifikace vyuzivajici
ucinnosti amplifikace (Livak a Schmittgen, 2001; Pfaffl et al., 2009). Vypocet podle
vztahu na obrdzku ¢. 30 (Pfaffl et al., 2009) jsme provadéli manualné pomoci programu
Microsoft Excel. Vysledky exprese UCP2 jsou tedy vyjadfeny jako pomér relativni
exprese UCP2 ovlivnéného vzorku vi¢i neovlivnénym kontrolnim vzorkt (100%

exprese, tj. 1,0). VSechny vysledky exprese RNA UCP2 byly normalizovany na expresi

housekeepingového genu.

ACtycp,
(E ucp2)
ACt G

(E ge)

ACtyepy = @ Ctgepy Kontroly - & Ctyep, vZorku

RE =

ACtgygy) = 10 Ctyg kontroly - & Ctye vzorku

Obr. & 28: Vypocet pro zjisténi exprese sledovaného genu pomoci relativni
kvantifikace. RE — pomér relativni exprese, E — G¢innost real-time PCR, UCP2 —
uncoupling protein 2, HG — housekeepingovy gen, Ct — threshold cyklus, & - primér Ct

hodnot vzorku analyzovaného v dubletu. Prevzato a upraveno dle Pfaffl et al., 2009.

4.1.7. 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
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IMMULITE 2000 (DPC, USA) pomoci komer¢nich souprav IMMULITE 2000 Total
T3 a IMMULITE 2000 Free T3.

Stanoveni koncentrace celkového Ts (tT3) je zaloZeno na kompetitivni chemilumi-
niscencni enzymové imunoanalyze na pevné fazi, tj. na rovnovazné konkurenéni reakci
nasledované chemiluminiscen¢ni reakci. Analyza se provadi v reakéni zkumavce, kde je
na polystyrenové kuli¢ce navazana mysi monoklondlni protilatka proti trijodtyroninu.
Kulicka se smiché se vzorkem séra a trijodtyroninem zna¢enym alkalickou fosfatdzou, a
poté se inkubuje 30 minut, béhem nichz dochazi ke konkuren¢ni reakci. Nenavazany
materidl se odstrani odstfedivym promyvanim. Pfidd se substrat (fosforecny ester
adamantyl dioxetanu), ktery hydrolyzuje pii styku s alkalickou fosfatdzou za vzniku
nestabilniho meziproduktu. Ten se ihned rozpada za produkce zatfeni, které se detekuje
luminometrem. Intenzita vzniklého zafeni je nepiimo iimérna koncentraci celkového T;
ve vySetfovaném vzorku. Analyticka citlivost metody je 0,29 nmol/l a mez
stanovitelnosti 9,2 nmol/l.

Principem stanoveni volného Ts (fT3) v séru je kompetitivni analogové zalozZena
imunoanalyza s chemiluminiscen¢ni detekci. Na polystyrenové kulicce v reakéni
zkumavce je navazana mySi monoklondlni protilatka proti trijodtyroninu. Kuli¢ka se
inkubuje 30 minut se vzorkem biotinem znafenym analogem trijodtyroninu, kdy
probiha konkurencni reakce s omezenym poctem vazebnych mist. Nenavdzany material
se odstrani odstfedivym promyvanim. Kulicka se opét inkubuje 30 minut s alkalickou
fosfatdzou konjugovanou s avidinem, a poté se nenavazand fosfatdza odstrani
odstfedivym promyvanim. Ptid4d se substrat (fosfore¢ny ester adamantyl dioxetanu),
ktery hydrolyzuje stykem s alkalickou fosfatazou za vzniku nestabilniho meziproduktu.
Ten se ihned rozpadéd za produkce zareni, které se detekuje luminometrem. Intenzita
vzniklého zafeni je nepiimo imérna koncentraci fT3 ve vySetfovaném vzorku. Souprava
je optimalizovana tak, Ze znaceny analog T3 ma neméfitelnou afinitu k TBG (globulin
vazajici tyroxin). Vazbé na albumin se zabranuje tzv. blokujici reagencii v takové
koncentraci, aby naopak nedochédzelo k uvoliiovani jiz navazaného Tj. Analyticka

citlivost metody je 1,5 pmol/l a mez stanovitelnosti 61 pmol/L.

4.1.8. Provedeni parcialni hepatektomie
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Potkani byli podrobeni parcidlni hepatektomii v mirné éterové narkdze podle
metody Higginse a Andersona (1931), kdy je 65 az 70 % jaterni tkan¢ odstranéno.
Béhem operace se nejprve provede horni stiedni laparotomie, po podvazani se vyjme
stiedni a levy lateralni lalok jater a bfis$ni sténa se po vrstvach zasije. Zakrok se provadi
vzdy mezi 8. a 10. hodinou dopoledne, aby se zabranilo vlivu diurnalnich zmén, a poté
jsou potkani chovéni za standardnich podminek aZ do doby usmrceni, tedy 1, 3, 6, 12 a
24 hodin po provedeni parcialni hepatektomie. Zvifata byla usmrcena v éterové narkoze
exsanquinaci z bifurkace bfi$ni aorty, poté byla potkanim chirurgicky vyjmuta jatra,
znichz byly odebrany vzorky (pfiblizné¢ 100 mg). Ty byly vloZzeny do ptredem
oznaCenych zkumavek, ihned zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné¢ uchovavany
v hlubokomrazicim boxu MDF U2086S (SANYO, Japonsko) pii -70 °C do doby

zpracovani (izolace RNA).

4.1.9. Statistické vyhodnoceni vysledku

Testovani statistické vyznamnosti (p) bylo provedeno pomoci jednofaktorového
ANOVA testu, pro porovnani rozdili mezi jednotlivymi skupinami byl pouzit Tukey-
Krammeriyv test. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit statisticky program Graph-Pad
Prism 4.03 (GraphPad Software, USA), grafy byly vytvofeny pomoci MSExcel
(Microsoft). 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 %.

90



4.2. Vysledky

4.2.1. Vysledky stanoveni mGPDH

4.2.1.1. mGPDH po jednordazovém podani trijodtyroninu

Ke studiu aktivace kinetiky mGPDH jsme pouzili jednu dévku trijodtyroninu a
sledovali jsme Casovy prib¢h zmény aktivity mGPDH v izolovanych mitochondriich
jater a mnozstvi mRNA kodujici mGPDH v jatrech. Enzymova aktivita mGPDH byla
sledovana spektrofotometrickou metodou pomoci umélého akceptoru elektronti
dichlorfenolindofenolu (DCPIP), a to v mitochondriich izolovanych z jater
laboratorniho potkana. Spektrofotometrickou metodou hodnotime dehydrogenazovou
aktivitu enzymit v podminkach, kdy se dosahuje jeji maximdlni hodnoty, tedy
v podminkach, které v buiice neexistuji. Mnozstvi mRNA bylo stanoveno pomoci
northern blotu. Potkany jsme rozdélili do Sesti skupin, prvni skupina byla kontrolni,
dalSich pét skupin bylo experimentdlnich, kdy potkaniim byl jednorazové aplikovan
trijodtyronin a jejich usmrceni bylo po 3, 6, 12, 24 a 72 hodinach od aplikace. Obsah
mGPDH proteinu pomoci western blotu byl analyzovan pouze u potkanti usmrcenych
24 hodin po podéni hormonu (Mrécek et al., 2005).

Jak vyplyva z grafu €. 1, jiz po 3 hodinach dochézi k signifikantnimu zvyseni
mRNA mGPDH, kdeZto v ptipad¢ aktivity mGPDH aZz po 6 hodindch. Vyrazné zvySeni
mnozstvi mRNA mGPDH probihalo mezi 3 a 6 hodinou a maximalni vzestup byl
zji$tén u potkand, ktefi byli usmrceni 12 hodin po aplikaci Ts. Poté dochézelo k poklesu
obsahu mRNA, pfesto jest¢ 72 hodin od podani Ts je detekovéano signifikantni 20%
zvySeni. V piipadé¢ 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 zjistén signifikantni 30% pokles. To lze pravdépodobné vysvétlit jiz
redukovanou mRNA syntézou. ZvySend enzymova aktivita po 24 hodinach dobie

korelovala se zvySenym obsahem proteinu méfenym ve stejném case (skoro 2,3x
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indukce enzymové aktivity vs. 2,7x indukce mnozstvi proteinu, graf ¢. 1 a obr. ¢. 30).
To mize vylou¢it moznou kinetickou aktivaci mGPDH a naznacit tak, ze de novo

syntéza enzymu je zodpoveédna za indukci biogeneze mGPDH.

2,6
—&— mRNA mGPDH

24 F —{ }— aktivita mGPDH

relativni zvyieni [nasobek]

0 12 24 36 48 60 72 84
cas [hodiny]
Graf ¢ 1: Zmény enzymové aktivity mGPDH v mitochondriich izolovanych z jater
potkanli a mnozstvi mRNA mGPDH v jatrech potkanti po aplikaci jedné davky
trijodtyroninu. RNA mGPDH byla normalizovana k referencnimu genu 18S rRNA a

enzymova aktivita je vyjadfena jako relativni mnozstvi viici aktivité kontrolniho vzorku.

4.2.1.2. mGPDH opakovaném podani trijodtyroninu

U laboratornich potkanii, kterym byl opakované aplikovan trijodtyronin, byla
sledovéna enzymova aktivita mGPDH v homogenatech a mitochondriich izolovanych
z jater. Potkani byli rozdéleni do tii skupin vzdy po deviti. Prvni byla skupina
kontrolnich potkand, druha skupina potkanii usmrcenych po 24 hodinach od treti
aplikace trijodtyroninu a tfeti byla skupina potkani, ktefi byli usmrceni az po 72
hodinach od posledni aplikace Ts;. Obsah mGPDH proteinu pomoci western blotu byl
analyzovan pouze u potkanli usmrcenych 24 hodin od posledni aplikace tieti davky
hormonu.

Z vysledki v tabulce €. 6 vyplyva, Ze se aktivita mGPDH v homogenatech statisticky

vyznamné zvySuje po aplikaci trijodtyroninu. Rozdil aktivity mGPDH u vzorkl
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ziskanych po 24 hodinach od posledni aplikace T3 a kontrolnich vzorkt je trojnasobny.
Pro zjisténi chovani aktivity mGPDH po aplikaci T; byla nechana jedna skupina
potkanli nazivu po 72 hodin od posledni aplikace. Stanovenim aktivity mGPDH u téchto
vzorkll se zjistilo, ze dochédzi k jejimu pozvolnému snizovéani, nebot’ pomér ku

kontrolnim vzorkiim byl pouze 2,8.

Tab. €. 6: Spektrofotometrické stanoveni aktivity mitochondridlni glycerofosfat-
dehydrogenazy (mGPDH) pomoci akceptoru elektrontt DCPIP v homogenatech jaterni

tkan¢ potkana.

skupina aktivita mGPDH pomér vuci statisticka

potkani : [nmol/min./mg proteinu] KO vyznamnost
KO 9 1,85+0,76 - —

3T; 24h 9 5,61 +1,02 3,0 * ok

3T5_72h 9 5,26 £ 0,96 2,8 * ok

Pozn.: KO - kontrolni vzorky
3T; 24h - vzorky po 24 hodinach od treti aplikace T3
375 _72h - vzorky po 72 hodinach od treti aplikace T3
n — celkovy pocet potkanii v jednotlivych skupindch
¥k _p <0,001.

Tab. €. 7: Spektrofotometrické stanoveni aktivity mitochondridlni glycerofosfat-
dehydrogenazy (mGPDH) pomoci akceptoru elektront DCPIP v mitochondriich jaterni

tkan¢ potkana.

skupina aktivita mGPDH pomér vuci statisticka

potkani : [nmol/min./mg proteinu] KO vyznamnost
KO 9 4,99 £2,25 - —

3T; 24h 9 18,28 + 8,52 3,7 * ok

3T; 72h 9 17,53 £ 5,53 3,5 ok

Pozn.: KO - kontrolni vzorky
3715 24h - vzorky po 24 hodinach od treti aplikace T3
3T; 72h - vzorky po 72 hodinach od treti aplikace T3
n — celkovy pocet potkanii v jednotlivych skupindch
¥k _p <0,001.
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Tabulka ¢. 7 ukazuje opét statisticky vyznamnou indukci aktivity mGPDH po podani
trijodtyroninu jako je tomu u homogenatli. U mitochondrii vSak byla pozorovana
o trochu vétsi indukce aktivity mGPDH, kdy po 24 hodindch dochéazi k vyraznému
vzestupu aktivity enzymu po aplikaci T3. Poté nasleduje pozvolny pokles, coz dokazuje
vysledek aktivity mGPDH u potkand, ktefi byli usmrceni az po 72 hodinach od posledni
aplikace Ts.

ZvySeni hodnot u vzorkli mitochondrii a homogenatii (graf ¢. 2) po indukci
trijodtyroninem neni z divodu zmény aktivity enzymu, ale nybrZz zménou mnoZzstvi

enzymu, ktery je vysvétlovan syntézou mRNA mGPDH a syntézou enzymu de novo.
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Graf ¢. 2: Aktivita mGPDH v homogenatech a izolovanych mitochondriich jater

u jednotlivych skupin potkanii po aplikaci ti davek trijodtyroninu.

Ptfi detekci mnoZstvi proteinu jsme pozorovali selektivni vzrist mGPDH pomoci
western blotu s vyuzitim specifickych polyklondlnich protilatek proti mGPDH mezi
kontrolnimi vzorky mitochondrii a vzorky po ovlivnéni tfemi ddvkami T3 (obr. €. 29).
Stejnou detekci jsme provedli i u mitochondrii potkant, kterym byla podana pouze
jedna davka hormonu. Jak ukazuje obrazek ¢. 30, po aplikaci jedné davky trijodtyroninu
dochazi v mitochondriich potkanli ke 2,7x zvySeni mGPDH. V porovnani s potkany,

kteti dostali tfi ddvky hormonu, byl tento vzestup o vice nez 50 % nizsi (2,7x zvySeni
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u jedné davky vs. 6,8x zvySeni u tii davek trijodtyroninu). ZvySeni mGPDH proteinu
koreluje se zvySenou enzymovou aktivitou, kde byl rozdil mezi aktivitou mGPDH
u jedné davky a tii davek necelych 50 % (2,3x zvySeni u jedné davky vs. 3,7x zvySeni
utfi davek trijodtyroninu). Tato data tak potvrzuji specifickou indukci mGPDH

tyroidnimi hormony v jaternich mitochondriich potkant.

kontrola 3x T3

Obr. €. 29: Obsah mGPDH v mitochondriich izolovanych z jater kontrolnich potkant a
potkanli po stimulaci tfemi davkami trijodtyroninu (usmrceni 24 hodin po posledni

aplikaci) detekovany pomoci western blotu.
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Obr. & 30: A Detekce mnozstvi mGPDH v mitochondriich kontrolnich potkani a

potkanid po ovlivnéni trijodtyroninem pomoci western blotu. B Kvantitativni vyjadieni

western blotu.
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4.2.2. Vysledky stanoveni mRNA UCP2

4.2.2.1. Schémata pokusi

Cilem dalSich pokusti bylo sledovani kinetiky exprese UCP2 po indukci
trijodtyroninem (200 pg/kg télesné hmotnosti). Zejména na zakladé vysledkii northern
blotu pro mGPDH jsme se rozhodli rozdélit potkany v jednotlivych experimentech do 6
skupin, oproti predeslym pokustim jsme zaradili ¢asovy interval 1 hodiny a interval 72
hodin jsme naopak vynechali. Kazd4d experimentdlni skupina obsahovala celkem 12

potkant. Pro piehlednost jsou schémata pokust uvedena v tabulce ¢. 8 a 9.

Tab. €. 8: Schéma jednotlivych skupin potkanl 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 Ts

Pozn.: n — celkovy pocet potkanii v jednotlivych skupindch.

Tab. €. 9: Schéma jednotlivych skupin potkanl pfi sledovani kinetiky exprese mRNA
UCP2 po aplikaci tfi davek trijodtyroninu (T3).

Skupina | n Charakteristika skupiny

kontrolni | 12 | potkani usmrceni 3 hodiny po aplikaci tii davek fyziologického roztoku

3T;_1h | 12 | potkani usmrceni 1 hodinu po aplikaci tii davek Ts

3T;_3h | 12 | potkani usmrceni 3 hodiny po aplikaci tii ddvek Ts

3T;_6h | 12 | potkani usmrceni 6 hodin po aplikaci tfi davek T;
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3T, 12h | 12

potkani usmrceni 12 hodin po aplikaci tii davek Ts

3T; 24h | 12

potkani usmrceni 24 hodin po aplikaci tii ddvek Ts

Pozn.: n — celkovy pocet potkanui v jednotlivych skupinach.

Zaroven jsme se rozhodli zjistit, jak je to s kinetikou exprese mRNA UCP2 po
parcialni hepatektomii, kdy byly chirurgicky pod narkézou odstranény 2/3 jater. Casové
intervaly, ve kterych jsme analyzovali mRNA UCP2, zistaly nezménéné (tab. ¢. 10).

Potkani byli usmrceni stejnym zplisobem jako v pfedchozich pokusech.

Tab. €. 10: Schéma jednotlivych skupin potkanii pfi sledovani kinetiky exprese mRNA

UCP2 po parcidlni hepatektomii.

Skupina | n Charakteristika skupiny
kontrolni | 5 | jaterni tkan z hepatektomovanych lalokt
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 parcidlni hepatektomii
PH 12h | 5 | potkani usmrceni 12 hodin po parcialni hepatektomii
PH 24h | 5 | potkani usmrceni 24 hodin po parcialni hepatektomii

Pozn.: n — celkovy pocet potkanit v jednotlivych skupindach.

4.2.2.2. Vysledky optimalizace reverzni transkripce a jeji kontroly

V ramci optimalizace reverzni transkripce jsme zkouseli dva postupy, prvnim byl
pfepis pomoci M-MLV reverzni transkriptazy a oligo(dT);sVN primeru a druhym
komplexni systém ,,SuperScript'™ First Strand Synthesis System®“. Vysledek reverzni
transkripce, resp. vytéZnost byla u obou postupll naprosto srovnatelnd (obr. ¢. 31).
Vzhledem k finanéni a pracovni naro¢nosti druhého postupu jsme se rozhodli v nasich

dalSich pokusech pouzivat ptepis RNA na cDNA pomoci enzymu M-MLV firmy Top-

Bio.
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marker 1 2 NK 3 4

Obr. €. 31: 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 transkriptdzy (Top-Bio), marker — velikostni marker

s rozliSenim 100 bp, NK — negativni kontrola.

V nasich experimentech jsme potfebovali porovndvat vysledky exprese UCP2
v jednotlivych vzorcich. Bylo tedy nutné, aby vstupni koncentrace mRNA byla vzdy
stejnd. Z tohoto ditvodu jsme optimalizovali rovnéZ vstupni koncentraci RNA, kdy jsme
testovali tyto koncentrace — 250, 500, 750, 1000 a 1500 pg/ml. Optimalni byla
koncentrace 1000 pg/ml, kdy jsme pozorovali nejintenzivnéjsi band (obr. €. 32). Pti
izolaci RNA mély vSechny jaterni vzorky koncentraci okolo 1000 pg/ml nebo vyssi.
V téchto ptipadech byla RNA tésné pied reverzni transkripci nafedéna na potiebnou

koncentraci. Konecné slozeni reakéni smési pro reverzni transkripci je v tabulce €. 11.

koncentrace mRINA (v gg/ml)
1000

(—

Obr. ¢&. 32: Optimalizace vstupni koncentrace RNA pro reverzni transkripci. V prvni
jamce zleva je velikostni marker srozliSenim 50 bp, NK — negativni kontrola,

nasledujici jamky obsahovaly vzriistajici koncentraci RNA.
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Tab. €. 11: Slozeni reakéni smési pro reverzni transkripei pro jeden vzorek.

Chemikalie a vychozi koncentrace Objem (v ul)
voda 12,0 ul
5x koncentrovany pufr (250 mmol/l Tris-HCI, 375 mmol/l KCI, 6.0l
15 mmol/l MgCl,)
dNTPs (2,5 mmol/l) 1,5 ul
oligo (dT);sVN primer (50 umol/l) 1,5 ul
M-MLV reverzni transkriptaza (200 U/ul) 3,0 ul

27 ul ptipravené smési + 3,0 ul RNA (o koncentraci 1000 ug/ml)

Pro kontrolu u¢innosti jsme uspéSné zavedli PCR reakci pro housekeepingovy gen
GAPDH s primery pifevzatymi z literatury (Saito et al., 2000). Tuto reakci jsme
pouzivali zejména pro rychlé zjisténi zda reverzni transkripce probéhla ¢i ne, proto jsme
ji dikladnéji neoptimalizovali a pfi zavadéni reakce (sloZeni PCR smési, teplotni profil)
jsme vychdzeli zuvedené publikace. Na obrazku ¢. 33 je vysledek elektroforézy
produktii PCR pro GAPDH ze vzorkl jaterni tkdn€ a sleziny. cDNA sleziny jsme
nasledn¢ vyuzili pfi zavedeni real-time PCR specifické pro UCP2.

B
Obr. ¢. 33: Kontrola Uc¢innosti 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 tkané, 2 - vzorek jaterni tkané potkana usmrceného po 1 hod. od
aplikace trijodtyroninu (T3), 3 - vzorek jaterni tkan¢ potkana usmrceného po 3 hod. od
aplikace Ts, 4 - vzorek jaterni tkané potkana usmrceného po 6 hod. od aplikace Ts, 5 -

vzorek jaterni tkané potkana usmrceného po 12 hod. od aplikace Ts, 6 - vzorek jaterni
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tkan¢ potkana usmrcené¢ho po 24 hod. od aplikace T3, marker — velikostni marker

(rozliSeni 50 bp, Roche), NK — negativni kontrola.

4.2.2.3. Vysledky optimalizace real-time PCR specifické pro UCP2

Vzhledem k pouziti komeré¢niho mixu bylo nutné optimalizovat pouze koncentraci
primerti a sondy, nebot’ vS§echny ostatni slozky reakéni smési jsou v pouzivaném mixu
v optimalnich koncentracich. Rovnéz vyuziti hydrolytickych sond ndm umoznilo pouzit
univerzalni teplotni profil, ktery neni nutné optimalizovat.

Primérné hodnoty Ct cykl u kontrolnich vzorkt sleziny pro jednotlivé koncentrace
primeri a sondy pouzité pifi optimalizaci jsou uvedeny v tabulce ¢. 12. VSechny
vysledky optimalizace byly velmi srovnatelné, piesto jsme jako nejvhodn&jsi
koncentraci obou primert vybrali 0,4 umol/l a koncentraci sondy 0,2 pmol/l. Kone¢né

sloZeni reak¢éni smési, které jsme pouzivali v nasich experimentech, je v tabulce €. 13.

Tab. ¢ 12: Testované koncentrace primerd a sondy s vysledky real-time PCR

specifické pro UCP2 u vzorki sleziny.

Koncentrace (v umol/l) Vysledek real-time PCR
forward, reverse primer | hydrolyticka sonda (priimérné 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
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Tab. €. 13: Konetné slozeni reakéni smési pro jeden vzorek pii real-time PCR

specifické pro UCP2.

Chemikalie a vychozi koncentrace Objem
voda 4,0 pl
TagMan Universal Master Mix (2x konc.) 10,0 ul
forward primer (10 pmol/pl) 0,8 ul
reverse primer (10 pmol/ul) 0,8 ul
sonda (10 pmol/ul) 0,4 ul
cDNA 4,0 ul

Celkovy objem reakéni smési 20,0 ul

Ukéazka amplifikac¢nich kiivek real-time PCR specifické pro UCP2 a kalibracni
kiivky vytvorené pomoci fedici fady plazmidil je na obrazku ¢. 34. Vzhledem k pouziti
kvantifikovanych standardl jsme mohli urcit pro kazdou PCR pro UCP2 také uc¢innost

reakce (E) podle vztahu E = 1(-V/smémice kalibracni kfivky PCR reakee) ‘g oo pohybovala vzdy

mezi 90 az 100 % (primérné 93,5 % £ 3,05 %).

arnplification Plak

1.000 Amplification Plot

1.000 E-1
&
=l

1.000 B2

1.000 B3

o 10 20 a0 ai 2
Cycle

Detector:[FAM-BHG | Plot:|ARn vs. Cycle ~]  Threshold:[ 0050

101



Standard Curve Plot

Detector: |FAM-BHG ~

Standard Plot LEoend
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s Unknowns

Hide Unknowuns

Standard Curwe

Slope: -3.33898
- Inter: 48 75202
RZ: 08923270

1.0 B+ 1.0 B+ 1.0 B+ 1.0 E+7 1.0 B+ 1.0 B4 1.0 E+10 1.0 E+11
B Quantity

Obr. &. 34: A — amplifikacni kiivky real-time PCR pro UCP2 plazmidovych standarda
a vzorkl.. B — Kalibra¢ni kfivka pro UCP2 vytvofena pomoci plazmidu. Modré body —
kalibra¢ni standardy o koncentraci jednotlivych bodii 2,03.10" kopii/ml; 2,03.10°
kopii/ml; 2,03.10° kopii/ml; 2,03.10" kopii/ml; 2,03.10° kopii/ml; 2,03.10° kopii/ml;

2,03.10" kopii/ml, Gervené body — jednotlivé analyzované vzorky.
4.2.2.4. Vybér housekeepingového genu pro real-time PCR

Pro real-time PCR referen¢niho genu pro normalizaci jsme méli na vybér ze Ctyt
housekeepingovych geni — B2M (B-2-microglobulin), HPRTI1 (hypoxanthine
phosphoribosyl-transferase 1), SURF1 (surfeit 1) a TBP (TATA box binding protein).
Na zéklad¢ PCR reakci téchto gen u vzorkd jaterni tkané a sleziny, které byly
analyzovéany v riznych ¢asovych intervalech v dubletu, jsme vybrali jako nejvhodné;jsi
a nejstabilnéjsi housekeepingovy gen surfeit 1 (tab. ¢. 14 a graf ¢. 3). Tento gen totiz
vykazoval minimalni rozdily tzv. threshold cykld u jednotlivych tkani.

Pro kvantitativni analyzu tohoto genu byla také vytvorena kalibracni kiivka
z plazmidu o ptivodni koncentraci 1,0.10'* kopii/ml. Kalibra¢ni standardy o koncentraci
jednotlivych bodi 1,0.10' kopii/ml, 1,0.10° kopii/ml, 1,0.10° kopii/ml, 1,0.10’
kopii/ml, 1,0.10° kopii/ml, 1,0.10° kopii/ml a 1,0.10* kopii/ml nam umoznili vypo¢itat
ucinnost real-time PCR specifické pro surfeit 1. Ta se pohybovala u vSech reakci mezi
90 az 100 %, spramérem 94,5 % (+ 2,85 %). Na obrazku ¢. 35 je ukdzka
amplifikacnich kiivek a kalibra¢ni kiivky pro surfeit 1.
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Tab. €. 14: Vysledky real-time PCR analyzy pro jednotlivé housekeepingové geny

v jaterni tkani.

Prumérné vysledky threshold cyklia (Ct) pro
Vzorek jaterni tkané
housekeepingové geny
potkani

HPRTI B2M SURF1 TBP
kontrolni tkafi 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
Primér a smérodatna
odchylka 18,73 £ 1,09 | 15,18 £2,97 | 21,20+ 0,39 | 23,36 + 1,10

Pozn.: kontrolni tkan - jaterni tkan potkana, kterému byl aplikovan fyziologicky roztok;
tkan T; _Ih - jaterni tkan potkana usmrceného 1 hod. po aplikaci trijodtyroninu
atd.;, HPRT1 — hypoxantin-fosforibosyl-transferaza 1; B2M - 3-2-mikroglobulin;
SURFI - surfeit 1; TBP - TATA box vdzajici protein.

28,00
==t==HPRT1

——8—pB2M
26,00 ====SURF1
=——TBP

24,00 -

22,00

20,00

18,00 -

housekeepnigové geny

16,00 -

14,00 -

Vysledky Ct hodnot PCR real-time PCR pro jednotlivé

12,00 -

10,00

kontrolni tkan tkan T3_1h tkan T3_3h tkan T3_6h tkan T3_12h tkan T3_24h
vzorky jaterni tkané potkant

Graf ¢. 3: Rozdily v Ct hodnotach jednotlivych housekeepingovych genli u kontrolnich

vzorkl jaterni tkdn€ a vzorki po ovlivnéni trijodtyroninem.
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Obr. ¢ 35: A — Amplifika¢ni kiivky real-time PCR pro surfeit 1 plazmidovych
standardii a vzorki. B — Kalibracni kiivka pro surfeit 1 vytvoiend pomoci plazmidu.
Modré body — kalibra¢ni standardy o koncentraci jednotlivych bodii: 1,0.10' kopii/ml;
1,0.10° kopii/ml; 1,0.10° kopii/ml; 1,0.107 kopii/ml; 1,0.10° kopii/ml; 1,0.10° kopii/ml;

1,0.10* kopii/ml, &ervené body — jednotlivé analyzované vzorky.
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4.2.2.5. Vysledky exprese UCP2 v jaterni tkani po aplikaci jedné davky

trijodtyroninu

Po dokonceni optimalizace metody jsme provedli pokusy zaméfené na indukci
exprese UCP2 v jatrech v €asovych intervalech 1, 3, 6, 12 a 24 hodin po aplikaci jedné
davky trijodtyroninu. V jaterni tkdni jsme u kontrolni skupiny detekovali nizké
mnozstvi mRNA UCP2. V porovnani se vzorky sleziny, které jsme analyzovali v rdmci
zavedeni a optimalizace real-time PCR specifické pro UCP2 a surfeit 1, jsme zjistili, Ze
se jedna o pfiblizn¢ 65x nizsi expresi UCP2. Ta byla nasledné jednu hodinu po aplikaci
jedné davky T3 sniZzena o 22 % oproti kontrolni skuping, avSak tento pokles nebyl
signifikantni. Pozd¢ji exprese mRNA UCP2 dosahla Grovné kontrolnich vzorkt a teprve
12 hodin po aplikaci T3 jsme stanovili maximum exprese. Jednalo se o témé&f 2-ndsobné
zvySeni, které bylo statisticky signifikantni na hladiné¢ vyznamnosti 99 %. Po dalSich 12
hodinach doslo k poklesu hladiny na 1,63-nasobek proti kontrole (p < 0,01 vs. kontrolni
skupina). To znamend, zZe mezi 12 a 24 hodinou od aplikace T; dosSlo pouze
k pozvolnému poklesu a Ize se tedy domnivat, ze snizeni exprese na pivodni hodnoty
bude velice pomalé. Vysledky sledovani kinetiky exprese mRNA UCP2 jsou zobrazeny

na grafu €. 4 a shrnuty v tabulce ¢. 15.

Tab. €. 15: Zmény v expresi mRNA UCP2 a koncentraci celkového trijodtyroninu (tT3)
a volného trijodtyroninu (fT5) 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 N 198,00 £ 26,87 *** | 631,00 £ 16,97 ***

T; 6h 12 0,97 0,44 126,00 + 19,80 *** | 460,00 £ 57,98 ***

Ts; 12h 12 1,94 £ 0,50 ** 57,95 + 1,06 *** 163,50 £ 14,85 ***

T3 24h 12 1,63 £ 0,36 ** 18,60 £ 1,70 *** 65,93 £ 0,04 ***
Pozn.: 'Hodnoty relativni kvantifikace exprese UCP2 (priimér + smérodatnd odchylka).

’Hodnoty koncentrace tTs a fTs jsou vypocitiny jako primér + smérodatnd
odchylka. N — statisticky nevyznamné; ** p < 0,01 vs. kontrolni skupina; *** p < 0,001

vs. kontrolni skupina.
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Graf ¢. 4: Efekt jedné davky trijodtyroninu na expresi mRNA UCP2 v jaterni tkani
potkand. Vysledky byly vyhodnoceny metodou relativni kvantifikace a mRNA UCP2

byla normalizovéana k referenénimu genu surfeit 1. ** p < 0,01 vs. kontrolni skupina.

Ve stejnych casovych intervalech jsme sledovali rovnéz koncentrace celkového a
volného trijodtyroninu, abychom si mohli udé€lat obraz kinetiky zmény koncentrace
trijodtyroninu v séru po jeho aplikaci. Jak ukazuje graf ¢. 5 a 6 a tabulka €. 15, sérové
koncentrace tT; a fT3 stoupaji velmi rychle jiz béhem prvnich tfech hodin, kdy jsme
zjistili maximalni hodnoty. V ptipadé celkového trijodtyroninu jsme zjistili signifikantni
122-nasobek koncentrace oproti kontrolni skupiné (p < 0,001) a pro volny Ts 77-
nasobek (p < 0,001). Oba parametry poté postupné klesaji, presto po 24 hodinach od
aplikace hormonu jsou koncentrace oproti kontroldm stale signifikantné zvysené (11-
nasobek koncentrace tT; a 8-nasobek u fT3). Na grafech ¢. 5 a 6 je vidét také shodny
pribéh kinetiky koncentraci celkového 1 volného Ts se zvySenim béhem prvnich hodin,
maximem ve tfeti hoding, a nasledné relativné rychlym poklesem.

Celkové lze fici, ze maximum koncentraci Tz a fT3 je ve tfeti hoding, oproti tomu
exprese UCP2 dosahuje svého maxima az o 9 hodin pozd¢ji, tj. ve 12. hodin€ po
aplikaci hormonu. Hodina, kdy hodnota mRNA UCP2 byla maximalni, je shodna jako
u modelového systému, tedy u mRNA mGPDH.
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Graf ¢&. 5: Sérové koncentrace celkového trijodtyroninu (T3) u kontrolni skupiny a

skupin potkanti po aplikaci jedné davky T; béhem 24 hodin. *** p < 0,001 vs. kontrolni
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Graf &. 6: Sérové koncentrace volného trijodtyroninu (fT3) u kontrolni skupiny a skupin
potkanli po aplikaci jedné davky trijodtyroninu béhem 24 hodin. *** p < 0,001 vs.
kontrolni skupina.
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4.2.2.6. Vysledky exprese UCP2 v jaterni tkani po aplikaci tii davek

trijodtyroninu

Stejné pokusy jsme provedli jesté jednou, ale tentokrat jsme potkanim podavali tii
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-ndsobné snizeni

mRNA UCP2 (p <0,01) oproti kontrolni skupiné (tabulka ¢. 16 a graf ¢. 7).

Tab. €. 16: Zmény v expresi mRNA UCP2 a koncentraci celkového trijodtyroninu (tT3)

a volného trijodtyroninu (fT3) po i. p. aplikaci tfi 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 ***

3T; 3h 12 0,87 +0,31 N 46,42 + 32,05 *** | 207,90 £ 71,71 ***

3T; 6h 12 0,88 £0,37N 64,02 £ 1,87 *** | 254,33 £ 10,28 ***

3T; 12h 12 1,15+0,73N 17,74 £ 11,79 *** | 5479 + 24,73 ***

3T; 24h | 12 0,67 £0,20 ** 3,30 £ 1,84 ** 7,25 £ 0,92 **
Pozn.: 'Hodnoty relativni kvantifikace exprese UCP2 (priimér + smérodatnd odchylka).

’Hodnoty koncentrace tTs a fTs jsou vypocitiny jako primér + smérodatnd
odchylka. ™ — statisticky nevyznamné; ** p < 0,01 vs. kontrolni skupina; *** p < 0,001

vs. kontrolni skupina.

Opét jsme sledovali i koncentrace celkového i1 volného trijodtyroninu (tabulka ¢. 16
a grafy €. 8 a 9). Oproti pokustim s jednou davkou T3 jsme pozorovali méné vyrazné
zvySeni koncentraci. Maximalni hodnota tTs byla v pfipad¢ tfi davek 33-ndsobné oproti
122-nasobku u jedné davky a u fT3 47-nasobek vs. 77-ndsobek. Navic maximum bylo
zjiSténo az 6 hodin po aplikaci posledni davky, coz je o tfi hodiny pozd&ji nez pfi
podani jedné davky hormonu. Tyto rozdily mohou byt pravdépodobné divodem
nevyznamné zmény mRNA UCP2 v prvnich 12 hodindch. Po 24 hodinidch dosahuji
hodnoty tT; a fT5 pouze pfiblizn¢ 1,7-nasobku, resp. 1,3-ndsobku hodnot u kontrolni

skupiny.
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Graf ¢. 7: Efekt tifi davek trijodtyroninu na expresi mRNA UCP2 v jaterni tkani
potkant. Vysledky byly vyhodnoceny metodou relativni kvantifikace a mRNA UCP2

byla normalizovéana k referenénimu genu surfeit 1. ** p < 0,01 vs. kontrolni skupina.
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Graf ¢. 8: Sérové koncentrace celkového trijodtyroninu (tT3) u kontrolni skupiny a
skupin potkanii po aplikaci tfi davek T; beéhem 24 hodin. ** p < 0,01 vs. kontrolni

skupina, *** p <0,001 vs. kontrolni skupina.
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Graf €. 9: Sérové koncentrace celkového trijodtyroninu (tT3) u kontrolni skupiny a
skupin potkanii po aplikaci tfi davek T3 beéhem 24 hodin. ** p < 0,01 vs. kontrolni

skupina, *** p < 0,001 vs. kontrolni skupina.

4.2.2.7. Vysledky exprese UCP2 v jaterni tkani po parcidalni hepatektomii

V posledni ¢asti prace jsme ovétovali expresi mRNA UCP2 v jaterni tkani potkana
po parcidlni (2/3) hepatektomii. Protoze se jedna o proliferacni d¢j vyZadujici zna¢né
mnozstvi energie, coz vede ke zvySené tvorbé reaktivni kyslikovych radikalt, zajimalo
nas, jak vypadd exprese UCP2, kterd by mohla byt vyznamnym ochrannym
mechanizmem. Jako v pfedesSlych pokusech jsme sledovali kinetiku exprese UCP2
v ¢asovych intervalech 1, 3, 6, 12 a 24 hodin po provedeni parcialni hepatektomie.

Jak ukazuje tabulka ¢. 17 a graf €. 10, jiz v prvni hodiné dochdzi ke zvyseni exprese,
kterd je prozatim statisticky nevyznamna. Ale jiz 3 hodiny po parcidlni hepatektomii
jsme pozorovali maximalni zvySeni (4,71-ndsobny vzrast mRNA UCP2 oproti kontrolni
skupin€). Poté dochdzi k pozvolnému poklesu exprese UCP2 na 3,40x a 3,09x vs.
kontrolni skupina po 6 a 12 hodinach. V dalSich 12 hodinach pak mRNA UCP2 klesa
téméf o dvojnasobek na 1,59-ndsobek vic¢i kontrole, coz uz je opét statisticky

nevyznamny rozdil.
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Tab. €. 17: 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 **% p <0,001
PH 6h 5 3,40 £ 0,82 **% p <0,001
PH 12h 5 3,09 £0,91 *#% p <0,001
PH 24h 5 1,59 £ 0,85 nevyznamné

Pozn.: “Hodnoty relativni kvantifikace exprese UCP2 (priimer = smérodatna odchylka).
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Graf ¢. 10: Efekt parcialni hepatektomie na expresi mRNA UCP2 v jaterni tkani

potkand. Vysledky byly vyhodnoceny metodou relativni kvantifikace a mRNA UCP2

byla normalizovéana k referen¢nimu genu surfeit 1. *** p < 0,001 vs. kontrolni skupina.
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5. Diskuze

Jatra jsou multifunkénim organem, ktery hraje klicovou roli v intermedidrnim a
energetickém metabolizmu, biotransformaci, sekreci a exkreci. Tyto procesy jsou
energeticky velmi naro¢né, proto se jednd o tkan vysoce zavislou na obsahu kysliku a
metabolicky velmi aktivni (Cervinkova et al., 2007). Jatra maji tedy dilezitou roli
vregulaci metabolizmu riznych energetickych substratt, rychle se pfizptisobuji
nadmérmému piisunu substratd snizenim ucinnosti mitochondridlni ATP produkce.
Nekteré studie rovnéz ukazuji, ze hepatocyty se adaptuji na zvySeny ptisun substratd
(napt. lipidii) indukci exprese proteinti, ale i mRNA UCP2 (Cortez-Pinto et al., 1999).

Jatra jsou také orgdnem cCasto pouzivanym pro studium uc€inkt tyroidnich hormon,
které se uplatiuji v Siroké fadé biologickych procesti. Hormony Stitné zlazy maji
dilezitou roli vregulaci savciho energetického metabolizmu a rlstu a ve
farmakologickych koncentracich indukuji odptfazeni oxidac¢ni fosforylace. Efekt
pfisuzovany trijodtyroninu se déje na urovni transkripéni a post-transkripcni regulace
cilovych genii kédujicich komponenty mitochondridlniho energetického aparatu.
Trijodtyronin tedy ovliviiuje 1 expresi UCP2 v metabolicky aktivnich tkanich jako
napiiklad v srdci, ledvinach, kosternich svalech a jatrech (Lanni et al., 1997). Ptestoze
byl vliv trijodtyroninu na expresi UCP2 popsén jiz pfed fadou let, stale existuje malo
informaci o zméné mRNA UCP2 béhem prvnich hodin po aplikaci tohoto hormonu.

Hlavnim cilem této prace proto bylo studium vlivu jednorazového a opakovaného
podani trijodtyroninu na indukci mRNA UCP2 v jaterni tkani béhem prvnich 24 hodin
po aplikaci hormonu. V prvni fazi nasi prace bylo nutné zjistit, jaké casové intervaly by
bylo vhodné sledovat. Proto jsme se rozhodli vyuZzit jako modelovy systém
mitochondridlni glycerofosfatdehydrogenazu (mGPDH), u které jsme sledovali jeji
biogenezi az do 72 hodin po aplikaci jedné davky a tfi davek trijodtyroninu (200 pg/kg
télesné  hmotnosti). Provedli jsme stanoveni aktivity mGPDH pomoci
spektrofotometrické metody, obsahu mRNA mGPDHP pomoci northern blotu a také
stanoveni obsahu samotného proteinu western blotem. V dalSi ¢asti jsme se soustiedili
na zavedeni a optimalizaci metody pro zjisténi exprese UCP2 v jaterni tkéni (izolaci
RNA, reverzni transkripci a real-time PCR pro relativni kvantifikaci RNA UCP2). Po
zavedeni metody jsme ndsledné sledovali mRNA UCP2 v intervalech 1, 3, 6, 12 a 24

hodiny po i. p. aplikaci jedné resp. tii davek trijodtyroninu, coZ ndm umoznilo popsat
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zménu exprese UCP2 v ¢ase. Nakonec jsme se rozhodli jesté zjistit expresi UCP2 po

parcialni (2/3) hepatektomii v intervalech 1, 3, 6, 12 a 24 hodiny po provedeni zakroku.

Mitochondridlni glycerofosfatdehydrogenaza je flavoprotein dependentni enzym,
ktery je véazan na povrchu vnitini mitochondridlni membriny a je soucasti
glycerofosfatového cyklu (Brown et al., 1994). Aktivita tohoto cyklu zavisi predevsim
na mnozstvi mGPDH v mitochondriich jednotlivych tkéani, které se zna¢né lisi (Koza et
al., 1996). Neni stale vyjasnéna otazka, proC je exprese tohoto enzymu ve vétSin¢ tkani
v organizmu potlacena a pro¢ pouze v nékterych tkanich je aktivita mGPDH vysoka.
Exprese mGPDH je siln¢ potlacena ve vétSin¢ savcich tkani (Weitzel et al., 2000).
Vysoky obsah se nachdzi pouze v hnédé tukové tkani (Houstek et al., 1975) a mnohem
méné, ale stale signifikantni aktivity se nalézaji v placenté (Swierczynski et al., 1976),
varlatech, pankreatickych B-buiikdch (MacDonald a Brown, 1996) a kultivovanych
fibroblastech (Chowdhury et al., 2000). Naopak nizky obsah mGPDH se nachazi
v jaterni tkani, kde vSak byla popsana indukce enzymu plsobenim tyroidnich hormont
(Diimmler et al, 1996). Detailni mechanizmus jejich plUsobeni neni stile dobfte
pochopen vzhledem slozitosti této regulace.

Riizné aspekty indukce mGPDH pomoci trijodtyroninu byly jiz rozséhle studovéany
(Oppenheimer et al., 1977; Garrib a McMurray, 1988; Clay a Ragan, 1989; Lanni et al.,
1995; Weitzel et al, 2000). Nicméné naSe vysledky komplexné srovnavaji obsah
mRNA mGPDH a mnozstvi proteinu s enzymovou aktivitou mGPDH. Potvrdili jsme
ptedchozi nalezy, které ukazuji specifické plsobeni tyroidnich hormoni na mGPDH.
Pouzitim specifickych protilatek jsme také mohli popsat proporcionalni 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.
(1977), kteti zjistovali kinetiku zmény enzymové aktivity. Pro zajisténi plného obsazeni
tyroidnich receptort 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 receptorti obsazeno
trijodtyroninem. Dale také studovali ubytek aktivity mGPDH a spocitali tak polocas

degradace enzymu na 2,8 dne. Tato data celkové koresponduji s nasimi néalezy. Na
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rozdil od Oppenheimera jsme vSak pouzili o 1 az 2 fady niZsi koncentrace trijodtyroninu
(20 pg/100 g telesné hmotnosti), kterd by se mohla Iépe podobat situaci pfi
hypertyredze. Z tohoto diivodu je mira indukce mGPDH v naSich experimentech niZzsi.
Pfi porovnani naSich dat po jedné nebo tfech davkéach je evidentni, ze nepracujeme
v koncentracich trijodtyroninu, kdy jsou jejich tyroidni receptory plné saturované.

Pii opakované aplikaci trijodtyroninu jsme stanovili, Ze hormonalni indukce
mGPDH zptsobuje tfi- az Ctyf-nasobné zvySeni aktivity tohoto enzymu v jaternich
homogenatech i mitochondriich. Miiller a Seitz (1994) zjistili pomoci kvantitativni PCR
reakce mRNA daného enzymu, Ze trijodtyronin zvySuje syntézu této nukleové kyseliny.
Ta poté putuje k ribozomim, 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 indukovéan jiz 3 az 6 hodin po aplikaci
jedné davky trijodtyroninu (maximum indukce je ve 12 hodin€). Tento nalez je podobny
vysledkim Diimmlera a spol. (1996), ktefi objevili zvySeni po 4 az 6 hodinach.
Transkript mGPDH je proto nejcasnéjsi ze vSech mitochondridlnich proteind, které jsou
kédovany bunéénym jadrem a které jsou indukovany trijodtyroninem. Navic se tato
rychlost vice podobd cytosolovym proteinim regulovanym trijodtyroninem (napf.
malatdehydrogenaza, glukokinaza) (Petty et al, 1990; Diimmler et al, 1996).
Transkripce mGPDH genu je aktivovana pomoci TR/RXR vazby k sekvenci
responsivniho elementu pro tyroidni hormony (TRE) v promotorové oblasti genu (Yen a
Chin, 1994; Weitzel et al., 2001 A). Casny charakter zmény exprese mRNA mGPDH
naznacuje, ze patii do rodiny na trijodtyronin rychle odpovidajicich transkript
indukovanych pifimo pomoci vazanych tyroidnich receptorti. Dal§i mechanizmus
pusobeni trijodtyroninu je prostfednictvim indukce transkripce a nésledné syntézy
jinych transkripénich faktori nebo koaktivatori zapojenych v mitochondridlni
biogenezi (napi. NRF-1 nebo PGC-1) (Weitzel et al., 2003; Lanni et al., 2003). Geny
regulované timto zptisobem reaguji na trijodtyronin po mnohem delsi dob¢ (48 hodin)
pottebné pro uskuteénéni vSech pomocnych procest (Weitzel et al., 2001 B; Weitzel et
al., 2003). Casna indukce mGPDH transkriptu proto mluvi proti zapojeni takovéto
drahy v regulaci biogeneze mGPDH.

Dalsi dulezité hledisko nasi studie je hodnoceni zmény mGPDH proteinu. Az dosud
bylo publikovdno malo studii pojednédvajicich o zméné mitochondridlnich proteinti
(Costantino a Attardi, 1975; Lipsky a Pedersen, 1981; Hare a Hodges, 1982). Ve

skutecnosti detailni analyza polo€asu rozpadu mitochondidlnich OXPHOS enzymu a
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dalSich proteinii zrGznych mitochondridlnich ¢asti, stejné¢ jako udaje o tkanové
specifité, stale chybi. Nekteré studie dokladuji, Ze za degradaci mitochondrii je
zodpovédny proces makroautofagie (Grisolia et al., 1985; Hare, 1990). Kvantitativni
studie v jaternich bunikdch naznacuji, Ze makroautofagie by mohla byt zodpovédna za
degradaci ne vice nez poloviny mitochondridlnich proteini (Grisolia et al., 1985).
Studie na jaterni tkani, kultivovanych hepatocytech nebo buiikéch nadoru jater uvadeéji,
ze polocas rozpadu mitochondridlnich proteind je velmi variabilni v rozmezi od 1,2
hodiny do 185 hodin pro matrixové proteiny a vrozmezi 35 az 156 hodin pro
membranové proteiny (Hare a Hodges, 1982; Russell a Mayer, 1983; Tanner a Dice,
1996). To svédci o selektivni degradaci bilkovin, které jiz nejsou déle potfebné pro
mitochondridlni funkci, pravdépodobné pomoci pfisluSniki AAA-proteazové rodiny
(Kaser a Langer, 2000). Z naSich pokusti méfeni enzymové aktivity miizeme odhadnout,
ze polocas rozpadu mGPDH muze byt piiblizné 60 hodin. Tento relativn€ rychly obrat
naznaCuje moznou existenci drahy selektivni degradace, kterd by mohla fungovat
k zajisténi rychlejSsiho rozpadu mGPDH v porovndni s jinymi proteiny vnitini
mitochondridlni membrany.

V daldi fazi nasi prace jsme zavedli a optimalizovali metody pro studium exprese
UCP2. Rozhodli jsme se vyuzit metodu reverzni transkripce s naslednou real-time PCR,
které nam umoznily kvantitativné sledovat zmény exprese mRNA UCP2. Vyhodou této
metody je vyrazna selektivita a rozliSeni, které neni mozné dosdhnout pomoci northern
blotu (Alan et al., 2009). Navic mizeme stanovovat expresi UCP2 v rozmezi nékolika
radii. Podminkou vsak je nutnost diikladného navrhu primert a sondy. V nasem piipadé
jsme primery navrhli tak, aby mély exon-exonové uspofaddani. To znamend, Ze jeden
primer se nachazi na 5. exonu UCP2 genu a druhy primer za¢ina na 6. exonu a kon¢i na
7. exonu. Toto uspotadani tak zabrani detekovat misto RNA (resp. cDNA) genomickou
DNA. Specifitu real-time PCR navic zvySuje i vyuziti hydrolytické sondy, ktera
hybridizuje v urcitém misté¢ mezi prvnim a druhym primerem. Produkt vznikly béhem
PCR byl jesté navic ovéfen pomoci sekvenace s vysledkem, ze plné odpovida UCP2.
Pro kvantifikaci RNA UCP2 jsme vyuzili metodu relativni kvantifikace. Nejprve jsme
vSak museli zjistit optimalni referenni gen tak, aby vykazoval minimalni zmény
exprese mezi kontrolni skupinou a jednotlivymi experimentdlnimi skupinami a jeho
primérna Ct hodnota by méla byt co nejblize Ct hodnoté sledovaného genu. V nasem
pfipad¢ se jednalo o housekeepingovy gen surfeit 1. Dalsi podminkou uspéSného

sledovani exprese RNA UCP2 je pouziti stejného metodického postupu, tj. odbéru
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vzorkll vZzdy ze stejného mista a jejich dalsi zpracovani za stejnych podminek u vSech
vzorkll. Z tohoto diivodu jsme vypracovali pro naSe experimenty dikladné metodické
postupy. Piesto je nutné ale mit na paméti, Ze uroven exprese RNA UCP2 nemusi byt
pfimo imérna expresi UCP2 proteinu.

Pro optimalizaci real-time PCR specifické pro UCP2 jsme vyuzili vzorky sleziny
z kontrolnich neovlivnénych potkanii, kde byla popsdna vyrazna exprese UCP2
(Larrouy et al., 1997; Négre-Salvayre et al., 1997). Diky tomu jsme mohli porovnat
miru exprese ve vzorcich sleziny a jaterni tkané a zjistili jsme, ze hladina mRNA UCP2
je vyrazné vyssi ve slezin€ nez v jatrech. VEt§i mnozstvi UCP2 transkriptu ve slezing je
mozné vysvétlit vysokym obsahem makrofagl, v ptfipadé jater se popisuje vyskyt
zejména v Kupfferovych bunikach (Larrouy et al., 1997; Fleury a Sanchis, 1999).
Rozdilnost exprese v jatrech a sleziné jsme ovéfili vysledky studie, kterou provedli Alan
a spol. Ti sledovali mnoZzstvi mRNA UCP2 v osmi tkanich u potkanti 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 (Alan et al., 2009).

Pti sledovani exprese RNA UCP2 po ovlivnéni jednou davkou trijodtyroninu (20
ng/100 g télesné hmotnosti) jsme zjistili, Ze nejprve dochazi k mirnému
nesignifikantnimu poklesu, ktery je nasledovan vyraznym vzestupem. Po 12 hodinach
od podani trijodtyroninu dochdzi k maximalnimu témét k dvojnasobnému zvyseni
exprese mMRNA UCP2. Za dalSich 12 hodin vSak dochazi pouze k malému poklesu
exprese. Lze tedy fici, Ze po dosaZeni maximalni exprese dochazi k jejimu velmi
pozvolnému navratu na ptivodni hodnoty. Nase vysledky jsou podobné vysledkiim
studie, kterou provedli Voci a spol. (2001). Na Kupfterovych buiikach izolovanych
z jater eutyroidnich a hypertyre6znich potkani zjistili, ze hladiny mRNA UCP2 zavisi
na délce trvani piasobeni trijodtyroninu. Ve svych pokusech pouzili rovnéz
intraperitonedlni jednorazovou aplikaci trijodtyroninu v davce 25 pg/100 g télesné
hmotnosti a potkany usmrtili 48 hodin po podani. U kontrolnich vzorkli pomoci
northern blotu jasn€ detekovali mRNA UCP2, kterd byla po ovlivnéni trijodtyroninem
u experimentalnich vzorki vice nez dvojnasobnd. Rychld zména exprese mRNA UCP2
op¢t naznacuje, Ze patii do rodiny na trijodtyronin rychle odpovidajicich transkriptd,
které jsou indukovany piimo pomoci vazanych tyroidnich receptorti. Rychlost exprese
UCP2 vsak souvisi i s jeho stabilitou. Rousset a spol. (2007) studovali na rtznych

bunécnych liniich polocas rozpadu UCP2 proteinu a zjistili, Ze je velmi nestabilni.
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K rozpadu UCP2 totiz dochazi ptiblizné¢ po 30 minutach oproti UCP1, kde to je aZ po
30 hodinach. Takto vyrazny rozdil vysvétlili tim, Ze teplo tvofené UCPI1 v v hnédé
tukové tkéni je zpravidla dlouhodoby a adaptivni jev, zatimco fizeni tvorby kyslikovych
radikali v mitochondriich pomoci UCP2 vyzaduje spise jemnou regulaci (Rousset et al.,
2007).

Voci a spol. (2001) wvdalsi casti svych pokusti aplikovali potkanim
intraperitonedlné trijodtyronin v davce 15 pg/100 g télesné hmotnosti kazdy den po
dobu 3 tydntl, ¢imZ navodili chronicky hypertyre6zni stav. U téchto potkant ale zjistili
pouze 30% nesignifikantni vzrist exprese UCP2. Tento vzriist byl ve srovnani se
vzorky po akutnim ovlivnéni signifikantn¢€ nizsi. Také Lanni a spol. (1997) provadéli
studii, ve které i. p. aplikovali potkanim 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 ovliviiuje expresi mRNA UCP2 v srdci, mensi efekt pozorovali u
kosterniho svalstva. V ptipad¢ ledvin a jater vSak zjistili, ze trijodtyronin zde témét
nepusobi. Podobné vysledky jsme pozorovali i my u vzorkli po aplikaci 3 davek
trijodtyroninu (20 pg/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. (2001)
sledovali krom¢ vlivu trijodtyroninu na expresi RNA UCP2 také respiracni parametry
mitochondrii (napft. celkovy respiraéni pomér, ATP syntézu, tinik protont atd.) a zjistili,
ze u akutniho podéani trijodtyroninu dochdzi k velmi patrnému zvySeni piispévku
zptisobeného tUnikem protonli k celkové bunécéné respiraci. Nicméné u chronicky
hypertyredznich potkanti, ktefi méli oproti akutnim hypertyre6znim potkanim niz§i
expresi mRNA UCP2, pozorovali signifikantné vyssi piispévek vytvoreny unikem
protont na celkové respiraci. Pravdépodobnym vysvétlenim muize byt, Ze pifi akutnim
pusobeni trijodtyroninu zvySeni UCP2 transkriptu nevede k obdobnému zvySeni
koncentrace UCP2 proteinu v mitochondriich. Naopak pfi chronickém ovlivnéni se
zvySuje 1 exprese UCP2 proteinu. Tyto vysledky mohou byt ve shodé
s pravdépodobnym efektem UCP2 v odptazeni oxidacni fosforylace a mohou tak
naznacit roli Kupfferovych bunék v jaterni termogenezi (Voci et al., 2001).

Z vysledki exprese mRNA mGPDH a UCP2 je rovnéz patrné, Ze v obou piipadech
dochazi ke zvySeni exprese ve stejném Casovém intervalu — tedy 12 hodin po aplikaci

trijodtyroninu (20 pg/100 g télesné hmotnosti), a poté dochazi v obou piipadech
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k pozvolnému poklesu. Zménu exprese RNA UCP2 v ¢ase v hepatocytech potkant
sledovali také Cortez-Pinto a spol. (1999) po inkubaci s 6% Intralipidem (emulze
sojového oleje, kde se nachazi v poméru 2:1 kyselina linolova a olejova). U kontrolnich
hepatocytii pozorovali malou expresi UCP2, u hepatocytli po ovlivnéni Intralipidem
dochazelo k bifazickému zvySeni hladiny mRNA UCP2. Nejprve po 0,5 hoding
pozorovali mirné zvyseni nasledované poklesem k bazadlnim hodnotdm ve 3 a 6 hodiné.
Dalsi casovy 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 hodinéach, piesto
lze ptedpokladat, Ze Casovy pribéh exprese byl velmi podobny na$im vysledkiim pro
mGPDH 1 UCP2.

Zvyseni UCP2 transkriptu v jaterni tkani by mohlo byt vysvétleno zvySenim
energetického vydeje a metabolizmu, ktery mize byt indukovan a regulovan tyroidnimi
proteiny bchem odptfazeni oxidacni fosforylace. ZvySeny energeticky vydej a
metabolizmus rovnéZ indukuje zvySeni produkce reaktivnich kyslikovych radikald, jez
jsou signdlem pro up-regulaci UCP2 transkriptu a proteinu v hepatocytech. Dlkaz, ze
trijodtyronin zvySuje mitochondridlni produkci kyslikovych radikali (Barbe et al.,
2001), podporuje piedpoklad, Ze indukce UCP2 v jatrech je fyziologicky antioxidacnim
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 tTs 1 fT3 zjistili maximalni hodnoty jiz po 3 hodindch, kdy
u celkového trijodtyroninu doslo kel22-nasobnému zvySeni a u volného trijodtyroninu
k 77-nasobnému vzristu. Pfi opakovaném podani trijodtyroninu jsme pozorovali posun
maxima az na 6 hodin po aplikaci a hodnoty obou trijodtyronind byly nizsi (tTs 33-
nasobek a fT3 47-nasobek oproti kontrolni skupiné potkanil). Pfi¢inou nizsi 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 dava vznik hydrofilnéjSim molekulam, které se
vylucuji do Zluce, reabsorbuji ve stfevé a vylucuji moci jako konjugaty s kyselinou
glukuronovou (Kelly, 2000). V séru tedy dochazi k rychlé degradaci hormonu, ackoliv
ucinek trijodtyroninu na expresi mGPDH a UCP2 nevymizel. To je dano
pravdépodobné prodlevou, béhem niz dochézi k vazbé hormonu a specifického

receptoru, nasledné vazbé vzniklého komplexu na specifickou oblast DNA a aktivaci
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transkripce mRNA (Rabelo et al., 1996). Ta ma za nasledek zvySeni mGPDH a UCP2
transkriptu.

V posledni fazi nasi studie jsme zkoumali zménu exprese mRNA UCP2 po parcialni
2/3 hepatektomii v riznych Casovych intervalech. Pfi parcialni hepatektomii u potkant
je pomér maximalni DNA syntézy v hepatocytech 24 hodin po operaci a pocatecni
velikost organu je obnovena po 7 az 10 dnech (Cervinkova et al., 1998). Proliferace
hepatocytli po parcidlni hepatektomii za¢ind pfechodem zralych, plné¢ diferencovanych
hepatocytii z klidového Gy stavu do prereplikativni G, faze bunééného cyklu, coz trva
12 az 24 hodin. Po této fazi néasleduje DNA syntéza, kterd vrcholi 22 aZ 24 hodin po
hepatektomii, a mitéza o dalSich 6 az 8 hodin pozdé¢ji. Béhem prereplikativni faze
jaterni regenerace je mitochondridlni funkce a struktura jater zménénd (Moro et al,
2004).

Exprese gentli pfi regeneraci jater se mize rozdélit do nékolika fazi, béhem prvnich
4 hodin dochézi k expresi bezprostfednich ¢asnych gentli jako c-fos, c-jun atd., dochazi
také k aktivaci JNK kindz, TNF. Béhem této faze klidové hepatocyty vstupuji do
bunécného cyklu, resp. do G, faze, kterd je u potkanti krat$i nez u my$i. Mezi 4 a 8
hodinou nésleduje exprese tzv. zpozdénych genil (bclx), mezi 8 a 20 hodinou exprese
genll bunééného cyklu (p53, p21, mdm2) a od 20 hodiny po parcidlni hepatektomii
dochazi k expresi genii dulezitych pro DNA replikaci a mitézu (cyclin D1, cyclin E, C,
B, ras) (Fausto, 2000).

Pii naSich pokusech jsme zjistili, Ze jiz 3 hodiny po provedeni parcialni
hepatektomie dochdzi k maximdlni (témét 5-ndsobné) indukci UCP2 transkriptu, coz
znamena, ze UCP2 gen se bude tadit spiSe mezi bezprostfedni ¢asné geny. Béhem
dalsich 9 hodin dochéazelo k mirnému poklesu UCP2 transkriptu az na 3-ndsobek
hladiny mRNA UCP2 u kontrolnich potkani. Poté jsme vSak pozorovali béhem
nasledujicich 12 hodin vyraznéj$i pokles na 1,59-nasobek oproti kontrole. Podobné
pokusy provadéli také Lee a spol. (1999 B), kteti u kontrolnich mysi pozorovali stejné
jako my u potkani nizké hladiny mRNA UCP2. Po vice nez tfech hodinach po
hepatektomii pozorovali vzestup hladiny mRNA UCP2 azZ na témét 3-nasobek plivodni
hodnoty 6 hodin po operaci. Poté sledovali pokles, kdy ve 12 hodin¢ byla exprese UCP2
pfiblizné 2,5-nasobna a ve 24. hodin¢ vice nez 2-nasobnd. Béhem dalSich 12 hodin
doslo k poklesu UCP2 transkriptu téméi az na ptivodni hodnoty, aby poté opét stoupala
na vice nez 2-nasobek mezi 48 az 96 hodinou po parcialni hepatektomii. Lee a spol.

tedy prokazali, Ze parcidlni hepatektomie zplsobuje pfechodnou bifazickou indukci
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exprese UCP2. Pocatec¢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 témét az
na bazalni hodnoty. Rozdil mezi maximem exprese UCP2 vnaSich pokusech
(3. hodina) a pokusech, které provedli Lee a spol. (6. hodina), miize byt zplisoben prave
rozdilnou dobou G, faze, kterd je u mysi delsi. Lee a spol. (1999 B) ve své studii také
zjistili, Ze produkce oxidantl a exprese UCP2 jsou signifikantné inhibovany injekci
protilatek proti TNF mysSim pted parcidlni hepatektomii. UCP2 je mitochondridlnim
membranovym proteinem, ktery snizuje produkci oxidantl. V regenerujicich jatrech se
vyskytuje zvysend produkce ROS diky TNF, ktera je béhem nékolika hodin blokovéana
diky UCP2 (Lee et al., 1999 B). UCP2 je proto dilezity pro udrzeni rovnovahy mezi
syntézou ATP potfebnou pfi regeneraci jater a mnozstvim vznikajicich reaktivnich
kyslikovych radikald, nebot’ v ptfipadé nedostatku UCP2 dochézi ke sniZzeni bunécéné
proliferace a ke zpomaleni az zastaveni regenerace jater (Wu et al., 2009). Indukce

exprese UCP2 je v hepatocytech potiebna zejména v podminkéch jejich dediferenciace.
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6. Zavér

Hormony S§titné Zlazy, zejména trijodtyronin zvySuje mitochondrialni respiraci a
podporuje odprazeni oxidacni fosforylace v mitochondriich. Efekt trijodtyroninu se
uskuteciiuje piimo nebo prostfednictvim ovlivnéni transkripce genii kodujicich
mitochondridlni proteiny.
ale zadna z nich se nezabyvala kinetikou této exprese. Proto jsme se rozhodli zjistit
zmény exprese mRNA UCP2 zejména v Casnych intervalech po aplikaci hormonu.
Vnasich  pokusech  jsme  nejprve  sledovali  indukci  mitochondridlni
glycerofosfatdehydrogendazy (mGPDH) pomoci trijodtyroninu. Aktivace mGPDH
v jatrech pomoci tyroidnich hormonii ptfedstavuje uzitecny modelovy systém pro
studium mechanizmu zapojeného v hormonalni regulaci biogeneze mitochondrialnich
enzymu a proteintl. Sledovali jsme aktivitu mGPDH, mnozstvi tohoto proteinu a mRNA
béhem prvnich 72 hodin po aplikaci jedné nebo tii davek trijodtyroninu. Na zdklad¢
vysledkli tohoto modelového systému jsme poté vytvorili schéma experimentalnich
podminek pro sledovani kinetiky exprese mRNA UCP2 po indukci pomoci
trijodtyroninu.

Pro zjisténi exprese RNA UCP2 jsme uspé$né zavedli metodu reverzni transkripce
a nasledné real-time polymerazové fetézové reakce snov€é navrZzenymi primery a
hydrolytickou sondou. Tato metoda ndm umoznila dobfe sledovat zmény exprese UCP2
v prvnich 24 hodinéch po aplikaci jedné nebo tii davek trijodtyroninu. Zjistili jsme, Ze
po aplikaci jedné davky dochézi k téméf 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 vyrazngjsi
zmény koncentrace volného i celkového trijodtyroninu oproti vysledkim po podani ti
davek. Ziskané vysledky naznacuji, Ze vysoké koncentrace hormonu v séru jsou
nezbytné pro moznost stimulace genové exprese UCP2 u potkant.

V dalsi casti prace jsme ovéiovali expresi mRNA UCP2 v jaterni tkani 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 hodinach témét 4-nasobné zvyseni

exprese RNA UCP2, které bylo vyrazngjsi nez po aplikaci trijodtyroninu.
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Zavérem lze fici, ze zvySeni mRNA UCP2 v jaterni tkdni mize byt vysvétleno
zvySenim energetické spotifeby a metabolizmu, které jsou indukovany a regulovany
tyroidnimi hormony prostfednictvim odptfazeni oxidacni fosforylace. ZvySeny
metabolizmus a spotieba energie vedou ke zvySeni produkce reaktivnich kyslikovych
radikald (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 antioxidaénim ochrannym

mechanizmem proti zvySené produkci ROS.
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