Abstrakt

V teoretické ¢asti disertacni prace bylo provedeno hledani novych homologl doposud zndmych UCP
- byli tedy vyhledavani novi ¢lenové UCP rodiny. Nové UCP byly nalezeny u octomilky (Drosophila
melanogaster)(Ctyti nové UCP), jedno u hlistice Caenorhabditis elegans, jedno v modelovém
organismu Dictyostelium discoideum a jedno UCP v rostliné husenicku rolnim (Arabidopsis thaliana).
Sestrojené dendrogramy umistily dfive zndmé a tyto nové anotované UCP do dvou hlavnich skupin —
,klastru UCP4“ (kam patfi krom UCP4 a BMCP/UCP5 viechna nové identifikovana UCP) a , klasicky”
klastr, zahrnujici UCP1, 2, 3 a vSechna PUMP. Zfetelnda vSudyptitomnost UCP4 v organismech
ZivocCisné fise by mohla ukazovat na jeho roli jako ancestradlniho UCP.

V experimentalni ¢asti disertacni prace byla studovana role vybranych aminokyselinovych zbytkd pro
protonovy transport (a také pro transport chloridovych aniont) a pro vazbu regulacnich nukleotidd.
Byly zkonstruovany tfi mutanty UCP1 v oblasti prvniho a-helixu (D27V, T30A and C24A-D27V-T30A) a
dvé UCP s mutaci v oblasti druhého matrixového Useku (H145L-H147L and R152L). Tyto mutantni
UCP1 byly nasledné& exprimovany a inkorporovany do proteolipozém obsahujicich indikatory H
nebo CI". Obdobnym postupem byly ptipraveny také proteolipozémy s nemutovanym UCP1
,divokého typu”. Namérené transportni vlastnosti nemutovaného UCP1 odpovidaly publikovanym
udajam.

Oboijzivelny (Saccharomyces cerevisiae/Escherichia coli) vektor pCGS110 byl vyuzit jako nosi¢ cDNA
pro potkani UCP1. Déle pouZitd metoda bodové-fizené mutageneze je zaloZzena na PCR. Vychozi
(nezmutované) vlakno DNA bylo nasledné degradovano pomoci enzymu Dpn |, takZe do baktérii byly
transformovdany pouze geny nesouci kodény pro pfislusné zménéné aminokyseliny. Transformované
klony byly vyselektovany pomoci ampicilinové resistence, vnesené vektorem. ObojZivelny vektor
nesouci prislusny gen UCP1 byl proliferovan v kulture E. coli. DNA izolovana z této kultury byla
sekvencovana pro potvrzeni zamény v pfislusnych koddnech. Vybrané klony byly pak
elektroporovany do ura” kvasinek. Exprese UCP1 byla stimulovana pfidavkem galaktdzy. Kvasinkova
kultura byla sklizena pfi ODggo = 1, mitochondrie s heterologné exprimovanym UCP1 byly izolovany
postupnymi centrifugacemi pti rlznych hodnotach RCF. UCP1 bylo uvolnéno detergentem
oktypentaoxyethylenem a byla pfidana smés lipid( L-a-fosfatidylcholinu, kardiolipinu z bovinniho
srdce a kyseliny L-a-fosfatidové, aby doslo k tvorbé proteoliposom(. Protontransportni (H') a
aniontransportni (CI') charakteristiky byly méreny prostfednictvim zhaseni indikatoru SPQ.

U v3ech zkonstruovanych mutant UCP1 nebyly ve srovnani s UCP1 divokého typu zaznamenany zadné
zmény transportu Cl', ani nebyla nijak zménéna jejich afinita k nukleotidim. V mutovanych UCP1
D27V, T30A a R152L byla snizena hodnota V., pro protonovy transport pfinejmensim o 50%.

V mutovaném UCP1 C24A-D27V-T30A byl protonovy transport zcela potlacen. Afinita pro kyselinu
laurovou (K) byla snizena u vSech mutovanych UCP1 ( vysledky pro mutant H145L-H147L se lisily
mezi mérenimi).



