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. UvoD

Mitochondrie jsou dynamické organely, které zastavaji fadu bunéénych funkci, jako je produkce
energie nebo regulace hladiny vapniku v bunce a hraji také klicovou roli v procesu apoptéozy a v
modulaci oxidativniho stresu. Mitochondrialni sit’ efektivné dodava energii a zajistuje distribuci
vapniku mezi riznymi bunéénymi kompartmenty. Pocet a tvar mitochondrii je regulovan procesy
déleni a fuze, jejichz vyvazenost udrzuje morfologii mitochondrii. Déleni mitochondrii je spojeno
S apoptozou, sebedestrukénim bunéénym mechanismem, ktery je nezbytny pro fadu déjt, tykajicich
se vyvoje a udrzovani homeostdzy ve tkanich ¢i odstranéni nepotfebnych nebo posSkozenych bunék.
Poruchy regulace apoptdézy mohou zpusobit fadu patologickych zmén v organismu. Apoptoza je
fada regulovanych vzajemné propojenych drah.Vnitini drdha zahrnuje iniciaci apoptdzy, jakozto
vysledek naruseni intracelularni homeostazy. V tomto kroku jsou pro jeji realizaci dilezité
mitochondrie, je tedy oznacena jako mitochondrialni drdha bunééné smrti. Vnéjsi draha zahrnuje
iniciaci apoptdzy pies spojeni s receptory plasmatické membrany. Existuji i dalsi typy bunécné smrti
jako autofagie a mitoptoza, jejichz studie v soucasnosti bouilivé probihaji.

Synchronizace molekularné fyziologickych d&ji i procesti programované bunécné smrti mezi
mitochondriemi a ostatnimi kompartmenty builky vyzaduje oboustranny informacni tok realizovany
nejen jednoduchymi substancemi, jako druhymi posly (napf. Ca®"), ale ptedevs§im importem
signaliza¢nich proteinl a proteinkindz a na na druhé strané¢ exportem signalizacnich proteinti do
cytosolu i jadra bufiky. Mitochondrie obsahuji specializované komplexy importu proteint tzv. TOM
a TIM komplexy, jejichz varianty zajist'ujici import nematurovanych konformaci proteind bud’ s
matrix adresujici presekvenci, ktera je odstépena ¢i s adresou obsazenou Vv sekvenci proteinu.
Naopak informacni signalni kaskady zahrnujici povrch vnéjs$i mitochodnridlni membrany zadny
import nevyzaduji, a proto je vn&js$i membrana piirozenym centrem integrace informacnich signald.
Kromé fosforylaci, SUMOylaci, a jinych postranslacnich modifikaci proteinii vnéjsiho povrchu
vngj$i mitochodnridlni membrany je zajiStén neustaly pfisun informacnich proteind, jejichz
vzajemné pusobeni vede K vysledné reakci. Napiiklad presny sled interakci proapoptotickych
proteinu rodiny Bcl s rezidentnimi proteiny rodiny Bcl a proteiny uéastnicimi se procestt dynamiky
mitochondrialni sité¢ (Mfnl, Mfn2, FIS1, DRP1 na vnéj$i membrané a OPA1 na vnitini) rozhoduje o
iniciaci apoptézy. Fosforylace DRP1 naopak vede k dezintegraci mitochondrialni sit¢ bez
apoptotickych projevii. Pro mnoho bunécnych déjti je vSak zapotiebi i export informacnich proteind.
Neni dosud znam piesny mechanismus, jak tento proces probiha. Jiz po dekadu je definovany dosud
nepotvrzeny tzv. permeability transition pore (PTP) pro né&jz ucast vSech dosud navrhovanych
komponent nebyla v podstaté¢ prokazana. Co vsak existuje, je export mnoha proteinti pii iniciaci
apoptotické kaskady zahrnujici mitochondrie, tj. proteinii jako cytochrom c, AIF, NOXA/ PUMA,
Smac/Diablo, a v poslednich letech hypoteticky se rovnéz hovoii o proteinech CIDE. Na rozdil od



PTP byl prokazéan prostup cytochromu c pies hexamerni komplex tvofeny Bak ¢i Bad proteiny, tedy
proteiny rodiny Bcl. Rovnéz bylo zjisténo, ze trimer mitodynaminu OPA1 tvofi doslova "branu"
krist protrudujicich do matrix a ftidi prostup cytochromu c z intrakristalnich prostor dale.
Mechanismus exportu proteinit z mitochondrii nebyl dosud detailné popsan a neni znam. Mnohé
proteiny, véetné napt. CIDEa jsou piili§ velké pro to, aby prostoupily Bak/Bad hexamery. Rovnéz
existuje predstava, Ze i pfi Cetnych dezintegracich mitochondrialni sit¢, tedy piechodnych
porusenich integrity obou mitochondridlnich membran, k zadnému exportu proteini z mitochodnrii
nedochazi. Naopak, hypoteticky, malé kulovité objekty odstépujici se z velké kontinualni
mitochodnridlni sit¢ by mohly piedstavovat signalizujici jednotky, tzv. signalosomy. Takovy
mechanismus je dnes vSak pouze ve stadiu spekulaci. CIDEa se hypoteticky uéastni apoptozy
zprostiedkované iniciujicimi mechanismy nezavilymi na kaspazové kaskade. Molekularni fyziologie
CIDE je vsak stale v zacatcich, bylo publikovano ne€kolik ne dost dostatecné ovétenych vysledki a
podpofenych hypotéz. Proto ovéfeni zakladnich charakteristik fyziologie CIDE, ovéfeni
mitochodrialni lokalizace a moZznosti exportu CIDE z mitochodrii bylo stanoveno jako prvni cil této
disertacni prace.

Druha ¢ast prace se zabyva morfologii mitochondrialni sité¢ v souvislosti s patofyziologickymi
stavy buiiky. V posledni dekadé¢ je s rozvojem konfokalni mikroskopie zjist'ovano, ze mitochondrie
vytvari retikularni sit’, hypoteticky jedinou v klidovém intaknim stavu buiky jejiz tvar se vSak
neustale méni diky kontinualnim procesim dezintegrace a fize tubularnich aj. objektd sité.
Izolované mitochodnrie jako solitérni ledvinovité organely jsou tedy izola¢nim artefaktem, stejné
tak jako znamé ucebnicové obrazy na bazi elektronové mikroskopie. Elektronova mikroskopie je pti
Setrné fixaci schopna zobrazit vétSinou pouze pifi¢né prufezy tubuly mitochondriadlniho retikula, ne
vSak prufezy podélné. Elektronova tomografie sice prisp€la k objasnéni vnitinich tvard krist v
podob¢ spise protrudujicich "sackd" ¢i vakd, ale neni piili§ vystizna pro zobrazeni morfologie
mitochodnrialni sit¢. Pii Setrnych fixanich postupech nam i klasickd konfokalni mikroskopie
prokaze napt. u bunek kultivovanych v kultufe jedninou kontinualni mitochondridlni sit, ze které se
odstépuji mensi tubuly, respektive kulovité tvary, avSak na jiném miste s ni zase fuzuji. Proto neni
mozné fici, kolik mitochondrii je v jedné buiice. Kvantitu mitochondrii v bufice je nutno vyjadiovat
celkovym objemem mitochondrialniho retikula (tubuld) anebo pomoci dal§iho parametru, kterym je
pocet molekul mitochondridlni DNA. Cilem proto bylo objasnéni dynamiky morfologie

mitochondrialni sit€ pomoci presného zobrazeni 4Pi mikroskopie.



2. PREHLED LITERATURY

2.1. Mitochondrie

Mitochondrie produkuji energii v podobé ATP pomoci oxidativni fosforylace, podileji se na
metabolismu, vapnikové signalizaci, apoptdze a mnoha fyziologickych procesech, jako je glukosou
stimulovana sekrece inzulinu, synapticky pfenos, ¢i mnoho dalSich bunécnych procesl, napi.
signalnich kaskad, bunééného cyklu a bunééného rustu, apod. Jsou to semiautonomni organely,
vyskytujici se u eukaryotickych organismii.

Podle endosymbiotické teorie se odhaduje, ze mitochondrie vznikly fagocytézou bakterialni
bunky. Jako semiautonomni organely si mitochondrie ponechaly cast DNA. U c¢loveéka jsou
v mitochondrii kédovany dvé rRNA, 22 tRNA a 13 proteini dychaciho fetézce a celkova velikost
mtDNA je 16,6kbp. Obecné je vSak velikost mitochondrialniho genomu rizna a nemusi nutné
korespondovat s poctem genti kddovanych mtDNA. U rostlin miZe dosahovat velikost mtDNA az
366,9kbp zatimco nékteré houby maji pouze 20kbp. Nicméné dominance mitochondrii u savct a
Clovéka je pravé vyjadiena tim, ze mtDNA koduje esencialni, protony pumpujici, podjednotky
komplexu I dychaciho fetézce, podjednotku cyt b komplexu III a dveé podjednotky ATPsyntazy (plus
dve podjednotky cytochrom c oxidazy). Mutaci téchto proteind je vytvaien tzv. oxidacni stres, tedy
zvySené produkce superoxidu v mitochondriich. Konjugovana kyselina superoxidového aniontu,
hydroperoxylovy radikal, je tak nepfetrzité¢ vytvarena jako neodmyslitelny produkt respirace a
tvorby ATP. 1-5% kysliku spotfebovaného béhem oxidativni fosforylace je tak preménéno na
superoxid jako nevyhnutelny postranni produkt respira¢niho fetézce, a z néj je priblizné v 1%
vytvafen hydroperoxylovy radikal. Kromé proteinti a iniciace lipoperoxidace mitochondrialnich
membran, je oxidacné modifikovana i mitochondrialni DNA, denné vznika 500 oxoguaninovych tj.
oxida¢né modifikovanych bazi. Protoze mitochondridlni DNA polymeraza i pfes existenci
reparatnich mechanismi tyto baze ptrevadi na mutace, mutace DNA vznikaji konstantn¢ a
nevyhnutelné v pribéhu Zivota. Mutované podjednotky predevsim komplexu I zpisobuji zpomaleni
pumpovani protond, a tim zvySenou tvorbu superoxidu, a tedy i hydroperoxylového radikalu, a tedy
i zvySenou Cetnost mutaci mtDNA. Tento cyklus akceleruje az do stadia, kdy je velka vétSina poctu
kopii mtDNA v buiice zmutovana. Timto zakladnim mechanismem je dan vznik nemoci z
oxida¢niho stresu a starnuti. Zakladni mechanismus mize byt akcelerovan napriklad
mitochodnridlné adresovanymi antioxidanty. Existuji mechanismy, které pravé pii dosazeni
podprahové hodnoty v modifikacich mtDNA zplsobuji vznik apoptézy apod. Tyto mechanismy

stejné jako prenos mutované mtDNA pfi bunééném déleni nejsou dosud objasnény.



2.1.1. Struktura mitochondrii

Velikost a tvar mitochondrialni sité¢ je znaéné proménlivy v zavislosti na jejich puvodu a
metabolickém stavu. Jeji pohyb, tedy pohyb celé resp. jednotlivych segmentt sité, je spojen
s pohybem mikrotubuld a urcuje tak orientaci a distribuci v zavislosti na bunééném typu. Organela
je vnitiné stratifikovana, tedy slozena z kompartmentl, majicich specialni funkce. Kompartmenty
jsou dany ptredevsim velmi slozitym tvarem vnitini mitochondrialni membrany. Vngj$i membrana
tak tvofi povrch tubult a jinych objektt mitochodnrialni sité. Vnitini membrana mutize tvofit povrchy
a segmenty paralelni s vné&j§i membranou, tzv periferalni vnitfni membranu (PIM). V oblasti
prostoru mezi vnéj§i membranou (OM) a PIM, tzv. perifernim mezimembranovym prostorem
(PIMS), jsou pravé lokalizovany importni komplexy TOM-TIM. Tato mista jsou také nazyvana
"kontaktnimi misty". Vétsina plochy vnitfni mitochodnrialni mebrany vSak vytvari vyduté vybihajici
z PIM, a utvafejici mitochondrialnim kristy, jejichz projekce jsou typické pro zobrazeni
elektronovym mikroskopem. Tato slozita morfologie byla odhalena elektronovou tomografii.
Rozeznavame tzv. intrakristalni ¢ast vnitini mitochondrialni membrany (ICM) , tvotici "sacky" krist
protrudujicich dovniti a intrakristalni prostor ICS, tedy "mezimembranovy prostor". Ten vSak neni
mezi dvéma odlisnymi membranami OM a PIM, ale mezi dvéma vnitinimi mebranami IM
respektive ICM. Tyto vchlipeniny zvySuji tfi az pétinasobné povrch vnitini membrany a poskytuji
tak vice prostoru pro membranové proteiny dychaciho fetézce. Zbyvajici topologie vnittku organely
se pak nazyva matrix.

Existuji nalezy, ze pravé v ICM jsou zkoncentrovany komplexy dychaciho fetézce a ATP
syntazy, jejichz obsah je niz§i v PIM. Usti krist do PIMS je kontrolovano trimery OPAl, a
cytochrom c tedy mtize proniknout z ICS do PIMS pouze pfi iniciaci apoptozy. Tento mechanismus
vSak muiZze pisobit i za fyziologickych podminek pfi distribuci proteind mezi dvéma kompartmenty
mezimembranovych prostor mezi ICS a PIMS. ICM ma tak velmi vysoky obsah proteind resp.
proteinovych komplexti oproti jinym bunéénym membranam. Je v ni obohacen vysoce specificky
mitochondrialni kardiolipin a naopak potladen obsah cholesterolu. Vnéj$i membrana, obklopujici
celou organelu ma naopak stejny pomér proteiny — fosfolipidy jako typicka eukaryticka plazmaticka
membrana. Obsahuje velké mnozstvi integralnich proteint, tzv. porini, které umoziuji prichod
molekuldm do 10000 Daltond. Vnitini membrana udrzuje gradienty iontd a metabolitli, jez jsou
oddéleny v matrix. Nejdulezitéjsi je prostfednik mezi respiraci a syntézou ATP, elektochemicky

potencial protont. Pti vydéleni Faradayovou konstantou se nazyva protonmotivni silou Ap (termin

zavedl nositel Nobelovy ceny a autor chemiosmotické teorie P. Mitchell). Ap je esencialni pro
tvorbu ATP v procesu oxidativni fosforylace. Matrix je prostor uzavieny vnitini membranou
obsahujici asi 2/3 mitochondridlnich protein. Nalezneme zde naptiklad enzymy Krebsova cyklu,
enzymy zpracovavajici pyruvat a aktivované MK, specialni mitochodridlni ribozomy, t-RNA a
mitochondrialni DNA.



2.1.1.2. Organizace DNA

Mitochondrialni DNA je organizovana primérné v Sesticich 16.6 kbp uzavienych cirkularnich
dvousroubovic v komplexech s ATAD3 proteiny vazicimi se v blizkosti tzv. D-loop, nesocuci
pocatek replikace, proteinu a transkripéniho faktoru TFAM, a mnoha enzymu replikaéni a
transkripéni maSinerie. Posledni uvedené enzymy se vSak zifejmé vazi na mitochodnrialni nukleoidy
pouze pii aktivaci replikace resp. transkripce. Pfi existenci 6000 kopii mtDNA v jedné burice tak ve
spojité mitochodnridlnim siti existuje pouze prumérné 1000 nukleoidd. Piekotnd dezintegrace
mitochondridlni sité tak také zabranuje kromé piisunu nezbytnych faktori a proteinti replikacni a
transkripéni masinerie a tokim mRNA na mitochondrialni ribozomy, zabranuje piirozené dynamice
nukleoidli uvniti matrix a jeji souvislé sité. Velka dulezitost této dynamiky je zfejma z mutaci

profuzniho proteinu OPA1.

2.1.2. Morfologie mitochondridlni sité

Jak jiz bylo uvedeno, v mnoha eukaryotickych bunkach mitochondrie kontinualné méni sviij tvar
a Casto se deli nebo fuzuji. Tyto dynamické procesy jsou dulezité pro mnoho mitochondrialnich

funkci v zZivote a smrti bunky.

2.1.2.1. Bunééné role mitochondridlni fuze a déleni

Morfologie a pocet objekti mitochondrialni sité zavisi na rovnovaze mezi procesy fuze a déleni-
dezintegrace. Posun smérem k fuzi umoznuje bunice stavét dlouhou propojenou mitochondrialni sit,,
zatimco posun k déleni produkuje mnoho morfologicky odliSnych malych organel. Protahlé
vzajemné propojené mitochondrialni sité se Casto vyskytuji u metabolicky aktivnich bunék, tedy
proto je mozné povazovat stav existence jediné kontinualni mitochodnridlnim sit¢ za "klidovy" a
fyziologicky. Naopak, za patologickych stavl pfevazuje Casto dezintegrace této sité. Tyto sit€ jsou
schopny pfenosu mitochondridlniho membranového potencialu z oblasti bohatych na kyslik do
oblasti chudych a tim umozni efektivni rozlozeni energie v buiice. Navic, spojitost sité je dulezity
faktor, ktery urCuje bunénou zavislost na kalciovych signalech a fize mitochondrii je nezbytny
krok v uréitych vyvojovych procesech, jako napiiklad embryonalni vyvoj a spermatogeneze. Kromé
toho, fiize slouzi k michani a sjednoceni mitochondrialniho kompartmentu, ptredevs§im matrixového,
ale také PIM a OM. Proto je udrzovani kontinuity mitochodnrialni sité€ povazovano za aktivitu, ktera
je brana jako ustaveni obranného mechanismu proti starnuti (viz vyse). Jelikoz je DNA lokalizovana
pfimo v misté produkce superoxidu, je nachylna k mutacim zprostfedkovanym hydroperoxylovym
radikalem a dal$imi reaktivnimim kyslikovycmi slou¢eninami (ROS), a jak jiz bylo uvedeno vyse, v
dasledku toho vznikajici mutace se stafim akumuluji, dokud neni porusena bioenergeticka prahova
uroven, vedouci k mitochondrialnim dysfunkcim. Teorie starnuti predpovida, ze akumulace mutaci
MtDNA vede ks vékem asociovanym patologiim a smrti. Fize mitochondrii rusi projevy poruch

respirace, protoze umoziuje komplementaci produktl exprese MtDNA v heteroplasmickych



bunkach, které maji nahromadény somatické mutace. Stejn¢ jako fuze, deleni mitochondrii také
hraje roli v bunééném zivoté a smrti.

Protoze se mitochondrie rozmnozuji délenim jiz existujicich organel, mitochondrialni dédi¢nost
zavisi na déleni bunék béhem cytokineze. Navic déleni mitochondrii je dtlezité v procesech bunécné
diferenciace véetné embyonalniho vyvoje nebo vzniku synapsi v neuronech. V neposledni fadé je
déleni mitochondrii spojeno s procesem apoptozy, kdy dochazi k fragmentaci mitochondrialni sité s

uvolnénim cytochromu c (také diky funkci OPA1) a aktivaci kaspazové drahy (Westermann, 2008).

2.1.2.2. Molekularni mechanismy mitochondridlni fuze

Jelikoz jsou mitochondrie organely s dvojitou membranou, musi dojit k spojeni obou dvojic
membran koordinovang. V prvnim kroku dochdzi k formaci trans komplexti zapojujicich povrchové
proteiny obou membran. Tento krok zajistuje specifitu reakce a zprostiedkuje prilnuti sousednich
membran. V tomto procesu hraji kli¢ovou tlohu proteiny mitofuziny Mfnl a Mfn2. Druhym krokem
je spojeni lipidovych dvojvrstev dohromady.

Po splynuti vnéjSich membran musi probéhnout splynuti membran vnitfnich. Faze wvnitini
membrany je castecné citliva k disipaci elektrického membranového potencialu a oddélena od
procesit fuze vnéjSich membran, tedy je zalozend na jiném mechanismu. Hlavni roli zde hraje
protein OPA1, ktery také formuje trans komplexy, které pfiblizi ob& vnitini membrany. Oba
procesy jsou koordinované a vzajemné propojené.

K flzi vnitini mitochondridlni mebrany je zapotiebi lokalni koncentrace GTP v periferni
mezimembranovém prostoru PIM. GTP je produkovano v jednom z krokd Krebsova cyklu.
Zrychlenim respirace je tedy vytafeno vice GTP, a tento jednoduchy mechanismus je zakladem
profuzni morfologie mitochondrii respirujicich bun¢k. Neni vSak znamo jak je GTP vytvatené v

matrix exportovano do PIM. (Westermann, 2008).

2.1.2.2.1. Mitofuziny

Mitufuziny jsou vzdalené ptibuzné GTPaze dynaminu. Tvoii oligomery a hydrolyzuji GTP, ¢imz
indukuji prestavbu mitochondridlni membrany vedouci k procesu fuze. V savCich bunkach se
exprimuji dvé izoformy, mitofuzinl(Mfnl) a mitofuzin2 (Mfn2), které mohou tvofit vzijemné
heteroodimery. Neni jisté, zda jsou vzajemné nahraditelné nebo jestli ma kazdy jinou funkci. Byla
pozorovana vétsi GTPazova aktivita u Mfnl, navic je potfebny pro funkci OPA1. Mutace v Mfn2
zpusobuje CMT2A. Hlavnim mechanismem funkce mitofuzint je formovani o— helixovych struktur
parovanim tzv. coiled-coil domén. Tyto struktury pfitahnou piilehlé membrany k sobé bliz a umozni
tim spojeni lipidovych dvojvrstev. Navic mitofusiny maji vSechny domény nachazejici se ve
flzogenu, maji nadsroubovicové oblasti, dvé transmembranové domény a GTPazovou doménu,
ktera muze poskytovat energii potiebnou k piekonani energetické bariéry pti spojovani lipidovych

dvojvrstev. Neni sice jisté, jestli vystupuji jako flizogeny, ale v procesech fuze jsou urcité nezbytné.



Mitofuziny jsou zakotveny ve vné€j$i membrané transmembranovou doménou tak, Ze oba konce ¢ni
do cytozolu. N-konec ma funkci GTPazy a C-konec je tvofen nadsroubovici. K fuzi vnéjsi
mitochondrialni mebrany je tak zapotiebi lokalni koncentrace GTP v periferii této membrany

(Westermann, 2008).

2.1.2.2.2. OPA1

Protein OPA1 je lokalizovan v intermembranovém prostoru a asociuje s obéma membranami.
Obsahuje mitochondrialni cilovou sekvenci (MIS) na N konci, GTPazovou ,,coiled coil“ doménu a
C koncovou GED (GTPase Effector Domain ) doménu. Po transportu proteinu do mitochondrii je
protein rozStépen mitochondridlni peptidazou MMP. Lidsky gen OPAl1 ma 5 izoforem, které
vznikaji z 8 variant alternativné sestfihanych mRNA a naslednych posttranslacnich modifikaci.
Ztrata genu OPAL1 vede k fragmentaci mitochondrialnich tubult. Jak jiz bylo feceno, OPA1 miize
kooperovat s mitofuziny, konkrétn¢ s Mfnl a indukovat vznik tubulti. Dale sniZzena exprese OPAL
vede Kk zvySeni citlivosti bunék k proapoptotickym stimulim a zrychleni spontanni apoptozy a
usnadiiuje uvolnéni cytochromu c¢ z mitochondrii. Tedy, reorganizace mitochondridlni sité
zpusobena ztratou OPA1 mize ptredstavovat mechanismus vlivu tohoto dynaminu na apoptozu. Zda
se, ze OPAL se jesté pred fragmentaci uvoliiuje spolu s cytochromem c. Rlizné varianty OPA1 maji
rozdilny vliv na dynamiku mitochondrii a mechanismus apoptézy. Mutace OPA1 zpisobuje
chorobu ADOA (autosomal dominant optic atrophy), ktera piedstavuje ztratu zraku (Olichon et al.,
2006).

2.1.2.3. Molekularni mechanismus déleni mitochondrii

Hlavni ulohu hraji protein vnitini membrany Fisl a cytosolicky protein DRPI, které se
shromazd’uji na povrchu v mistech, kde probiha déleni. V prvnim kroku protein Fisl napomaha
k shromazd’ovani proteinu DRP1 na membrané po piedchozi fosforylaci DRP1. Ten hraje kli¢ovou
ulohu v samotném stiizeni membrany. Na povrchu membrany se formuje do filament spiralovitého
tvaru a pokryva jeji povrch. Po vazbé GTP a nésledné hydrolyze dojde ke konstrikei a stfizeni vnéjsi
membrany. O mechanismu déleni vnitini membrany neni piiliz zndmo. Aktivita DRP1 sice je
dostacujici k soucasnému oddéleni obou membran, nicméné je mozné, ze pro vnitini membranu
existuje jiny nezéavisly mechanismus. Prumér spiral, kter¢ DRP1 formuje je pouze okolo 100 nm,
zatimco primér mitochondrii 3-4x vétsi. Proto tedy pro jejich formaci musi dojit v misté stfifeni
mitochondrii k jejich z(zeni. Pravdépodobné je tato konstrikce vysledkem déleni vnitini membrany
Vv misté $tépeni. K tomuto kroku pfispiva MTP18, protein vnitini membrany, dileZity pro integritu

mitochondrialni sité (Westermann, 2008).
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2.1.2.4. Regulace déleni a fiize mitochondrii

Pro spravnou morfologii mitochondrii je dulezité, aby se mezi obéma procesy udrzovala
vyvazenost. V zavislosti na pozadavcich buiiky a probihajicich signalnich drahach se morfologie
mitochondrii méni a pomery mezi fizi a délenim se posouvaji ve prospéch jednoho ¢i druhého
mechanismu. Poruchy dynamiky mitochondrii pak vedou k riznym onemocnénim, naptiklad mutace
genu Mfn2 zptisobuje neurodegenerativni onemocnéni CMT. V pfipad¢ fizeni mechanismu fize u
savcu se jedna predevsim o regulaci proteinu Mfn2. Proapoptotické proteiny Bax a Bak indukuji fuzi
regulaci submitochondrialni distribuce tohoto proteinu. Regulace dé€leni je sprostfedkovana pies
protein DRP1. Ten interaguje s proteinem MARCH-V, coz je ubikvitin ligaza vné&j$i membrany.
Protein DRP1muze byt také fosforylovan cyklin depentni kinazou, coz pak vede k fragmentaci
mitochondrii pii mitoze (Westermann, 2008).

Proteiny Bax a Bak také ovliviiuji fizi u normdlnich neapoptotickych bun¢k tim, ze reguluji
shromazd’ovani proteinu Mfn2 do velkych komplext. V jejich neptfitomnosti se komlexy zmensuji a
protein Mfn2 se redistribuuje z povrchovych bodi na membrané do rovnomérného rozlozeni po celé

organele (Cerveny et al., 2007).

2.1.2.5.Prohibitin

Prohibitiny jsou membranové proteiny s fadou riiznych funkci v riiznych kompartmentech bunky.
Mitochondrialni prohibitin kontroluje bunéfnou proliferaci, morfogenezi krist a integritu
mitochondrii. Je tvofen komplexem podjednotek PHB1 a PHB2 a nachazi se na vnitfni membrane¢.
Kazda podjednotka je ukotvena svym hydrofobnim amino koncem v membran¢, C konec je volny a
situovany do intermembranového prostoru. Probibitin tvofi velké kruhovité komplexy o priméru 20-
25 nm na membrané, sloZzené z mnoha kopii obou podjednotek. Jejich ztrata vede ke fragmentaci
mitochondridlni sité, jsou tedy dalezité pro mechanismus fize. Strukturni zmény se pripisuji ztraté
dlouhé¢ izoformy OPA1. Aktivita OPA1 zavisi na vyvdZeném zastoupeni dlouhé (L-OPA1) a kratké
(S-OPA1) izoformy, ktera vznika proteolytickym S$tépenim dlouhé izoformy. V nepfitomnosti
prohibitint se ztraci dlouhd izoforma, co naznacuje zrychlené zpracovani OPA1. Zaroven exprese
nestépici se varianty OPAl obnovuje plvodni tvar tubuld, tedy prohibitiny reguluji tvar
mitochondrii skze protein OPAl. Nespravné formovani proteinu OPA1 také ukazuje spojeni
prohibitini s procesy apoptozy, jelikoz OPA1 reguluje restrukturalizaci mitochondrii v ranych
fazich apoptozy, ktera napomaha uvolnéni cytochromu ¢ z intermembranového prostoru (Merkwirth

and Langer, 2008)
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2.1.3. Krebsuv cyklus, oxidativni fosforylace

Krebstv cyklus je centralni drahou bunééného metabolismu. Odpovida za oxidaci vétSiny cukr,
mastnych kyselin i aminokyselin a vytvaii ¢etné metabolické prekurzory. Do Krebsova cyklu mohou
vstupovat tyto latky po degradaci na acetyl-CoA, ktery je za pritomnosti citratsyntazy schopen
reagovat s oxalacetatem za vzniku kyseliny citronové. Ta je soucasti dalSich reakci Krebsova cyklu.
Stechiometrie odbouravani acetylové skupiny v KC:

3NAD" + FAD + GDP + Acetyl-CoA + Pi — 3NADH + FADH; + GTP + CoA + 2CO>

Jedna acetylova skupina je tedy oxidovana na dvé molekuly CO», pfi€emz vznika energeticky
bohatd molekula GTP a 4 pary elektrontl, tfi pary elektroni v NADH a jeden par v FADH,. Tato
redukeni ¢inidla prenaseji energeticky bohaté elektrony do dychaciho fetézce.

V dychacim fetézci dochazi k ptenosu elektronti z NADH na komplex I (NADH dehydrogenéza)
a z FADH; na komplex II (sukcinat — ubichinon dehydrogendza). Z téchto komplext jsou elektrony
preneseny koenzymem Q na koplex III (koenzym Q — cytochrom c¢ reduktaza) a dale cytochromem c
na komplex IV(cytochrom ¢ oxidaza), kde jsou 4 elektrony pouzity k redukci Oz na dvé molekuly
vody.

Zatimco elektrony prochazeji redoxné aktivnimi jednotkami jednotlivych komplext, dochazi
k transportu H* z mitochondrialni matrix do mezimembranového prostoru. Vznika tak protonovy
gradient na vnitini mitochondrialni membrané, tzv. protonmotivni sila. Ta je podle Mitchellovi
chemiosmotické teorie spfazena se syntézou ATP. Fo jednotka mitochondrialni ATPazy vyuziva
zpétny tok protont, ktery je preveden na rotaci uréitych podjednotek Fi komplexu a jeho

konforma¢nich zmén. Tyto zmény potom zajist'uji tvorbu ATP.

Elektrochemicky gradient (A,uhﬁ) je jako protonmotivni sila AP obvykle vyjadiovana v

jednotkach mV a jeji hodnoty se obecné pohybuji mezi 150 a 200 mV. Z n¢j mizeme vypocitat také

protonmotivni silu Ap:

_Buy.

Ap =AY, —59ApH, [mV],

kde F je Faradayova konstanta, AY, elektricky potenciadl membrany a ApH, chemicky

potencial membrany. Maximalni spiazeni a tedy maximalni protonmotorické sily je dosazeno v tzv.
stavu 4 za absence syntézy ATP a zpétného toku H*. Niz§i stupen spfazeni mitochondrii nastava ve
stavu 3. V tomto stavu, kdy probiha oxidativni fosforylace, je ¢ast Ap vyuzivana pro syntézu ATP.
Respira¢ni kontrolou je nazyvan mechanismus, kdy vy$si Ap zabranuje dal§imu pumpovani H*. Tim
je zpétnovazené snizena respirace. Naopak odpfazenim nazyvame umélé zvySeni toku H* pies
vnitfni membranu, ktera ma za nasledek zvySeni respirace. Podminkou spfazeni mezi transportem
elektronti a syntézou ATP je nepropustnost vnitini mitochondrialni membrany. Existuji vSak latky s

protonoforickou aktivitou, odpiahovace, které zvysuji propustnost membrany pro H* ionty. Zptsobi
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tim odptazeni bez nasledné syntézy ATP, a tim disipaci energie na teplo, protoze zpétny tok H* se
neuskuteciiuje ATP-syntazou, ale probiha mimo ni. Klasickymi odptahovaci jsou napf. 2.4-
dinitrofenol a karbonylkyanid-p-trifluoromethoxyfenylhydrazon (FCCP). Odptahovace narusenim
ustalené respiracni kontroly urychluji respiraci a prenos elektronti a tim indukuji tvorbu tepla,
protoze energie elektrochemického gradientu, ktera méla byt ptivodné pouzita k syntéze ATP, je
pouzita k ptenosu H* zpét do matrix. V pribéhu fylogeneze se vyvinuly odpfahujici proteiny, které
slouzi jako regulovatelné odptfahovade a mohou za jistych podminek fyziologicky odpiahovat

mitochondrie in vivo a tim disipovat energii.

Au . A Mezimembranovy
1 # H 1 uH' prostor
I H+ H* H+ | | He H* l
Respiracni ATP
fetézec ;l_
: - Vnitrni mitochondriaini
m membrana
]/
\J
H .
——— Mitochondrigini
ATP ADP matrix

+P;

Obr. 1.1. Oxidativni fosforylace (upraveno z Krauss et al. 2005)

Béhem oxidativni fosforylace nevznika pouze ATP a voda, ale uvolnuje se i tzv. superoxidovy
aniont O2* , coz je radikal - latka obsahujici neparovy elektron. Ac¢koliv je vytvafen v malé mife,
(tadu priblizné 1%) podili se na vzniku dal$ich radikald a peroxidt (hydroperoxylovy radikal HO®,
hydroxylovy radikal °OH, uhli¢itanovy aniont HCOsz* atd.). Vznikd napf. autooxidaci
ubisemichinonového radikalu na komplexu III. S vyS$§im potencidlem se vytvaii vice superoxidu. Je
to dano tim, Ze pomalejsi tok elektronti umozni vyssi poloCas zivota pfechodnych radikalti a tim
umozni jejich reakci s kyslikem. Proto pii syntéze ATP 1 odprazeni je tvorba superoxidu snizena. Ve
stavu 4, kdy je AY wvysoky, respirace limitovana nedostatkem ADP, je tvorba superoxidu
maximalni. Superoxid je dismutovan matrixovou MnSOD a CuZnSOD v mezimembranovém
prostoru na H>O2. H20: volné difunduje pfes membrany a mize byt zdrojem vzniku dalSich a

reaktivnéjSich intermediatd, napi. hydroxylovych radikaltt OH® (Jezek and Hlavata, 2005).
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2.2. Apoptoza

Programovand bunécnd smrt, apoptdza, je nezbytny fyziologicky proces, ktery hraje klicovou roli
V udrzovani homeostaze ve tkdnich a dilezity krok pfi odstranéni bunck nasledujici po vlivu
toxickych latek, stejn¢ tak jako pifi vyvoji bunék nebo vzniku degenerativnich poruch. Na
morfologické trovni je charakterizovana jako svrastovani bunck, zména tvaru plasmatické
membrany, kondenzace chromatinu a fragmentace jaderné DNA. Apoptdza neni série jednotlivych
jasné definovanych drah, ale spousta regulovanych vzajemné propojenych drah. Vné&jsi draha
zahrnuje iniciaci apoptdzy pies spojeni s receptory plasmatické membrany.Vnitini draha zahrnuje
iniciaci apoptozy, jakozto vysledek naruSeni intracelularni homeostaze. V tomto kroku jsou pro jeji
realizaci dulezité mitochondrie, je tedy oznacena jako mitochondrialni draha bunééné smrti.(Ashe

and Berry, 2003, Orrenius et al., 2003)

2.2.1. Kaspazy (cystein aspartat specifické proteazy)

Patii do rodiny intracelularnich proteind, ucastnicich se iniciace i realizace apoptdzy. Dnes je
znamo minimalné 14 savc¢ich kaspaz, u ¢lovéka zatim nejsou znamé vSechny homology. Také né u
vSech Clenti je znamy jejich ptresny cil a fyziologicka role. Obecné ale maji vliv na apoptézu nebo
zanét. Kaspazy jsou syntetizovany jako prokaspazy, které jsou proteolyticky upraveny v misté
aspartatového zbytku na jejich aktivni formu. VSechny obsahuji vysoce homologni proteazovou
doménu a také NH; terminalni prodoménu (podjednotku). Proteazova doména je slozena ze dvou
podjednotek asi 20 a 10kDa, které asociuji a tvoii heterodimer, nasledujici do proteolytického
procesu. Dva heterodimery pak tvofi tetramer, coz je aktivni forma kaspazy. NH, koncova doména
ma rdznou délku, podle funkce dané kaspazy. Iniciacni a zanétlivé kaspazy maji tuto prodoménu
dlouhou (vice jak 100 aminokyselin), zatimco efektorové kaspazy ji maji kratkou (méné jak 30).
Dlouhé prodomény obsahuji specifické motivy nezbytné pro kaspazovou aktivitu. Mohou to byt jak
DED (death effector domains) u kaspaz 8 a 10, nebo CARD (caspase recruitment domains) u kaspaz
1,2,4,5,9, 11, 13 a 14. CARD sprostiedkuji interakce mezi kaspazami a riznymi adaptorovymi
molekulami (Chang and Yang, 2000).
efektorové (ostatni). Kaspaza 12 navic hraje i roli vstresem indukované apoptdze
v endoplasmatickém retikulu. Gen pro tuto kaspazu nebyl identifikovan u ¢lovéka, mozna u cloveka

neni soucasti apoptotickych drah.

......
.....

.....

......
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jsou spoleéné pro vnitini i vngjsi drahy, tedy kone¢né morfologické a biochemické znaky apoptdzy

nejsou zavislé na jejich induktoru (Ashe and Berry, 2003).

2.2.2. Proteiny rodiny Bcl-2

Bcl-2 proteiny jsou dualezité intracelularni mediatory rozhodujici o dal$im preziti bunky ¢i
nastolenim apopto6zy, jejimi Cleny jsou tedy pro i antiapoptotické proteiny. Jejich klasifikace je
spojena s piitomnosti ¢i absenci BH (Bcl-2 homology) domén. Byly popsany ¢tyii BH domény:
BH1, BH2, BH3 a BH4. Bcl-2 a Bcl-X. obsahuji v§echny BH domény, jsou inhibitory apoptozy,
ackoli jejich mechanismus zistdva nezjistén. Predpokldda se, ze funguji jako antagonisté
proapoptotickych ¢lent. Dalsi dvé skupiny jsou proapoptotické. Je to bax rodina (proteiny Bax, Bok
a Bak), jejiz ¢lenové maji domény BH1, BH2 a BH3 a rodina BH3-only (proteiny Bid, Bim, Bik,
Bad, Bmf, Hrk, Noxa a PUMA). Zda se, ze BH3-only proteiny maji funkci zavislou na expresi Bax
proteind, protoze neindukuji apoptoézu bez jejich pfitomnosti. Nicméné, jejich mechanismy jsou také

nejasné (Lindsten et al., 2000).

2.2.3. Vnitini signalizace bunééné smrti

Tyto drahy vychazeji z proapoptotickych signali v dasledku poruseni intracelularni rovnovahy,
tedy signaly pro bunécnou ,,sebevrazdu® pochazeji z bunky samotné. Primarnim intracelularnim
mistem iniciace jsou mitochondrie (ikdyz to bylo také prokazano u endoplasmatického retikula).
Mitochondrie hraji dominantnni ulohu v metabolismu bunky, ale také maji dulezitou roli
pii apoptoze. Mnoho apoptotickych proteini je lokalizovano v mitochondriich a po uréitém stimulu
uvolnéno. Cytochrom ¢ (lokalizovany v mezimembranovém prostoru, pfedev§im intrakristalnim ale
i vperifernim mezimembranovém prostoru) je uvolnén do cytozolu, kde interaguje s Apaf-1
(apoptotic protease-activating factor-1), ATP/dATP a kaspazou 9 a vytvaii spolu apoptozom. Apaf-
1 obsahuje CARD doménu, kterou sprostfedkuje interakci s kaspazou 9. Zarovenn ma doménu WD-
40, ktera zajist'uje inaktivitu proteinu v nepfitomnosti cytochromu c. V pfitomnosti cytochromu ¢ a
ATP/dATP se Apaf-1 agreguje a vaze kaspazu 9, ta se proteolyticky aktivuje a dal pak aktivuje
kaspazy 3 a 7. Jejich dal$im piisobenim dochazi k bunécné smrti. Dal§im proteinem uvolnénym po
stimulu z mitochondrie je Smac/DIABLO (second mitochondrial activator of caspases/ direct IAP-
binding protein of low isoelectric point). Tento protein se vaze k BIR doménam proteint IAP
(inhibitor of apothosis protein), ¢imz odstrani jejich inhibi¢ni efekt na aktivitu kaspaz. Treti
mitochondrialni faktor, zapojeny do apoptézy je AIF (apoptosis-inducing factor). Je to flavoprotein,
ktery se translokuje do jadra a tam indukuje ¢aste¢nou fragmentaci DNA a kondenzaci chromatinu.
Pravdépodobné spousti apoptézu nezavisle na kaspazach, asi v kooperaci s dal§imi faktory (Zou et
al., 1999, Ashe and Berry, 2003).
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2.2.3.1. Mechanismy uvolnéni proapoptotickych proteinu.

Existuje nékolik teorii, jak se proteiny uvoliiuji pii apoptoze. Jedna hypotéza piedpoklada
otevieni PTP (permeability transition pore) ¢i také MPT (mitochondrial permeability transition)
poru a ztratu mitochondrialniho membranového potencialu. Pory jsou ale malg, jen pro proteiny do
1500 Da. Je mozné, ze se pory dostane do mitochondrie tekutina a narusi se pak vnéj$i membrana a
proteiny se uvolni. Ackoliv, ukazalo se také, Ze cytochrom c se objevuje jesté¢ pied ztratou
mitochondrialniho membranového potencialu. Dalsi hypotéza je zaloZzena na schopnosti Bcl-2
proteind zabranit uvolnéni cytochromu c. Antiapoptotické ¢leny interaguji s proapoptotickymi, ¢imz
inhibuji jejich schopnost uvolnit protein z mitochondrie. Tato hypotéza je podpotena strukturou Bcl-
2 proteinti i jejich schopnosti translokace z cytozolu do mitochondrie béhem apoptodzy. Jsou
strukturné stejné s pory formujicimu toxinu diphtherie, je tedy mozné, Ze proapoptotické proteiny
rodiny Bax oligomerizuji a vytvafeji mitochondridlni kanaly, kterymi mohou prochazet
proapoptotické proteiny. Navic, Bcl-2 muze branit této oligomerizaci na vnéj§i membrané
(Mikhailov et al., 2001, Sun et al., 2002). V posledni dobé se ukazuje dulezitost mechanismu déleni
(fission) mitochondrii v procesu apoptéozy. GTPaza DRPI1 asociuje s vnéj$i mitochondrialni
membranou skze interakci s proteinem Fisl a dochazi k fragmentaci mitochondrialni sité.
Reorganizace membrany vede k uvolnéni cytochromu ¢, procesu se ucastni proteiny Bak a Bax.

Mozné mechanismy kooperace jsou popsany v kKapitole 2.5.5. (Youle and Karbowski, 2005).

2.2.3.2. protein p53

p53 je tumor supresorovy protein hrajici roli v regulaci bunééné smrti. Aktivuje se pfi poSkozeni
DNA v buiice a ucastni se pfi apoptoze. Piimo aktivuje Bax, ikdyz jeho zvySend exprese muze
indukovat apoptdézu nezavisle na Bax. Navic p53 indukuje i ¢leny BH3 rodiny, Noxa a PUMA.
Apaf-1 byl také identifikovan jako dalsi cil pro p53. Kromé téchto cilti bylo zjisténo mnoho dalSich
genl regulovanych p53, které jsou zapojeny do apoptdzy, pS3 je pravdépodobné soucasti vnitinich

drah a ucastni se i regulace DR receptori (Nakano and Vousden, 2001, Fortin et al., 2001).

2.2.4. VnéjSi signalizace bunééné smrti

2.2.4.1. DR receptory (Death receptors)

DR receptory bunétného povrchu patfi do rodiny receptort TNFR (tumor necrosis factor
receptor). Vazou piislusné¢ ligandy a tyto komplexy pak spousti apoptotické kaskady.
Nejznaméj$imi Cleny jsou Fas (jinak také Apol nebo CD95) a TNFRI1. Dal§imi ¢leny jsou DR3
(jinak také Apo3, WSL-1, TRAMP nebo LARD), DR4, DRS5 (jinak také Apo2, TRAIL-R2, TRICK2
nebo KILLER) a DR6. Tyto proteiny jsou transmembranové receptory typu 1, charakteristické
extracelularnimi doménami bohatymi na cystein (CRD) a intraceluldrnimi doménami (DD; death

domains). CRD jsou zodpovédné za vzajemnou asociaci receptoru (CRD1) a za interakci s ligandem
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(CRD2 a CRD3). Proteiny této rodiny se musi nejdiiv slozit a pak az dochazi k vazb¢ ligandu.
Cytoplasmaticky konec obsahuje DD velkou asi 80 AK, ktera signalizuje bunécnou smrt. Sklada se
Z Sesti antiparalelnimi amfipatickymi a-helixy slozenymi v konfiguraci, tvofici povrch vystavujici
mnoho nabitych zbytki. Po navazani ligandu doména DD pravdepodobné interaguje skrze
elektrostatické interakce. Dalsi proteiny s DD doménou jsou navazany a funguji jako adaptorové

proteiny signalni drahy. S t€émi interaguji dalsi proteiny, mimo jiné CARD (Ashe and Berry, 2003).

2.3.4.2. Receptory DR zprostiedkovana apoptdza

2.2.4.2.1. FasL signalizace

Protein Fas je zastoupen v fad¢ tkani, ale nejvice je exprimovan v srdci, brzliku, jatrech a
ledvinach. Ligandem pro tento receptor je FasL, transmembranovy protein typu II, exprimovany
taktka vyhradné v aktivovanych T buiikach. FasL obsahuje extracelularni samosestavovaci doménu
nezbytnou pro oligomerizaci ligandu. Gen pro FasL je obecné transkripéné inaktivni, tedy Fas/FasL
zprostiedkovana akce je regulovana jeho aktivaci. Fas/FasL systém je zodpovédny za tii zptusoby
zabijeni bunky: aktivaci indukovand bunécnd smrt T bunck, zabijeni bunck prostiednictvim
cytotoxickych T lymfocytd a zabijeni zanétlivych bunék ve vysadn€¢ imunitnich mistech a
cytotoxickych T lymfocytl nadorovymi bunkami. V posledni dobé se ukazal i vliv Fas/FasL
systému apoptdze neurond nasledujici po poskozeni mozku, mozkové ischemii a apoptéze béhem
vyvoje neurontl. Spojeni Fas a FasL navozuje vazbu cytozolového adaptorového proteinu FADD
(Fas-asociated death domain protein; také zvany MORTI1). Tento protein ma kromé DD také
aminokoncovou DED doménu, pies kterou asociuje s dal$imi proteiny, majici DED, jako jsou
kaspazy 8 a 10. Tento komplex, obsahujici Fas, FasL, FADD a kaspazu 8 nebo 10, se nazyva smrt-
indukujici signalni komplex (death- inducing signaling komplex; DISC). Oligomerizaci se tedy
indukuje proteolyticka aktivace iniciatorovych kaspaz a proces apoptozy se dokonci Stépenim
naslednych cila.

Kromé tvorby komplexu DISC jsou jesté typy bunck, uzivajici pfimou Fas signalizaci. Prvni typ
bunek pozaduje aktivaci kaspazy 8 a nasledné kaspazy 3 a v druhém typu bunék regulovana aktivace
kaspazy 8 jde smycCkou pies mitochondrialni aktivaci. Tedy vnéjsi apoptotickd draha kooperuje
S vnitini. Mezi buiiky prvniho typu patii periferni T bunky a thymocyty, druhého typu jsou bunky
jaterni nebo neurony. V buiikach typu I kaspaza 8 pifimo aktivuje nasledné kaspazy 3, 6 a 7.
Apoptoza je zde asociovana s poskozenim mitochondrii a uvolnénim cytochromu ¢, nedochazi zde
K inhibici vlivem antiapoptotickych Bcl-2 proteinti. Mitochondrialni cesta u bunék typu II zahrnuje
§tépeni proteinu Bid (rodina BH3-only) kaspazou 8. Stépeny Bid (tBID) je dileZity pro uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii a také podporuje uvolnéni Smac/DIABLO, ktery pravdépodobné hraje
roli u bunék typu I i typu II. Tento protein obchazi antiapoptoticky u¢inek Bcl-X u bunék typu 11,
konvertuje je na bunky typu I (Kischkel et al., 2000).
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Kromé regulace Fas expresi FasL ligandu existuji jesté dalsi pifidavné mechanismy. Aktivaci
proteinu p53 dochazi k redistribuci Fas na bunééném povrchu a tim zcitlivéni bunék k apoptoze
sprostiedkované Fas. Tato apopt6za neni inhibovana aktinomycinem D ani cykloheximidem, coz
indikuje, Ze za téchto okolnosti apoptéza neni zavisla na transkripci ani translaci. Zda se, ze
transkripce p53 ma roli v apoptdze sprostfedkované Fas. V genu pro mysi i lidsky Fas byly
detekovany responzivni elementy pro p53, coz znamena, ze pS53 po aktivaci miZe na Urovni
trankripce piimo zvySovat expresi Fas. Také byla pozorovana zvySend exprese Fas po pisobeni
riznych chemoterapickych latek, v zavislosti na pfitomnosti nativniho p53. Navic, byla pozorovana
odlisna regulace Fas v tkanich kontrolni a p53-/-knockout mysi. Je zde rovnéz tkanova specifita.
V jatrech a sleziné je exprese Fas zavisla na pfitomnosti p53, v jinych tkanich (napi v mozku)
nikoliv. Neplati to vSak stoprocentné, byla pozorovana korelace mezi Fas a p53 v neuronech
poskozenych kainatem (Munsch et al., 2000, Tan et al., 2001).

Regulace apoptozy sprostiedkované Fas muze také probihat skrz asociaci FasL s receptorem
DcR3 (decoy receptor 3), coz je sekretovany extracelularni DR. DcR receptory inhibuji apoptozu
kompetici. Odebiraji ligandy pry¢ zjejich prislusnych DR receptori. Rada nadorovych bundk
exprimuje zvySené hladiny DcR, ¢imz mize byt dana jejich rezistence k naporu cytotoxickym
imunitnim mechanismiim. Regulace se déje na trovni kaspazy 8. Protein FLIP (FLICE inhibitory
protein) ma dvé formy, FLIPs a FLIP.. Ob¢ asociuji s FADD pies interakci s DED. FLIP, také
mize piimo interagovat s prokaspazou 8 (pies DED a C koncovy region homologni s kaspazou).
Tim kompetuje s kaspazou 8 o vazebné misto na FADD a zaroven inhibuje zpracovani prokaspazy
8. Zvysena exprese FLIP byla zjisténa u melanomovych nadorovych bungk rezistentnich k FasL,
tedy jeho exprese miuze zprostiedkovat rezistenci K apoptdze u nadorovych bunék (Ashe and Berry,
2003).

Dale existuje proapoptoticka Fas/FasL draha nezavisla na FADD. Protein Daxx, ktery se vaze na
DD doménu Fas, aktivuje drahu JNK (Jun NH: -terminalni kinaza). Daxx mtze byt spojeni mezi Fas
a Askl (apoptosis signal-regulating kinase), coz je MAPKKK (mitogen activated protein kinase
kinase kinase). Apoptoza sprostiedkovana Askl je zavisla na aktivaci kaspazy 9, ktera je zase
zavisld na uvolnéni cytochromu c z mitochondrii. JNK posiluje apoptoézu skrz fosforylaci a tim
inaktivaci Bcl-2 a fosforylaci a stabilizaci c-Myc (ten je vysledkem naruSeni integrity mitochondrii
zpusobené proteinem Bax a uvolnéni proapoptotickych faktort). Tato draha proteind Fas, Daxx a
Askl je nezavisla na aktivaci kaspazy 8. Jind prace naopak tvrdi, ze JNK apoptoticka draha mtize
byt na FADD a kaspaze 8 zavisla. U neuront oSetienych [3-amyloidem se aktivoval JNK a nasledné
indukovala tvorba transkripcniho faktoru c-jun. Ten zvysil expresi FasL, ktery indukuje apoptozu
sprostiedkovanou FADD a kaspazou 8. Piesna tloha JNK ve Fas apoptoze je ovsem nejasna (Hatai

et al., 2000, Juin et al., 2002, Morishima et al., 2001)
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3.2.4.2.2. Signalizace TNF

Druha hlavni apoptoticka draha je sprostfedkovana pies TNF (tumor necrosis factor). TNF je
exprimovan hlavné v aktivovanych makrofazich, T bunkach a nékterych epiteliarnich nadorovych
bunéénych liniich. Signal je pfenasen dvéma receptory na bunééném povrchu TNF-R1 a TNF-R2.
Oba sprostfedkovavaji pfimé bunééné odpovédi, TNF-R1 cytotoxixitu a TNF-R2 proliferaci T
bunék. Po vazbé TNF na receptor se pripojuje adaptorovy protein TRADD (TNF receptor
associated DD). Ten muze interagovat s FADD, TRAF2 (TNF receptor- associated factor 2) nebo
RIP (receptor interacting protein) a indukovat apoptézu. FADD podobnym mechanismem jako
vyse popsany Fas, RIP ptes kaspazu 2, kterd podobné jako kaspaza 8 uvolni proapoptotické faktory
cytochrom ¢, DIABLO a AIF (Guo et al., 2002). TRAF2 aktivuje jaderny faktor NF-xB a JNK.
Dale se pak drahy vétvi, NF-«B indukuje transkripci antiapoptotickych proteinti, navic se zda, Ze
aktivace NF-kB zprostfedkovana TNF inhibuje aktivaci JNK, coz by mohl byt dalsi jeji
antiapoptoticky mechanismus (Li and Stark, 2002, Tang et al., 2001).

Kromé vyse popsanych drah Fas a TNF existuji jest¢ dalsi, méné prozkoumané mechanismy
spojené s DR receptory. Je to naptiklad signalizace ptes receptor Apo3 a jeho ligand Apo3L, které
vykazuji zna¢nou podobnost s S TNF-R1 a TNF i podobny mechanismus signalizace, maji ale Sirsi

tkafiovou distribuci (Pan et al., 1997).

2.2.5. Apoptédza a déleni mitochondrii

Zmény tvaru mitochondrii izce souvisi s procesem apoptdzy. Byly navrzeny Ctyfi mozné

mechamismy, jakymi déleni mitochondrii kooperuje s pribéhem apoptozy.

I. Oba procesy translokace proteinu Bax i dé€leni mitochondrii indukované proteinem DRP1
jsou zodpovédné za apoptézu a pracuji tandemoveé. Aktivni Bax vytvaii kandly ve vnéjsi
membrané a zarovén se ucastni na aktivace déleni indukovaného DRP1. Indukce apoptozy
ale probiha u obou nezavisle.

Il. Aktivace DRP1 je podporovana translokaci Bax a je zodpovédna za permeabilizaci vnéjsi
mitochondrialni membrany. Translokace Bax bez DRP1 neni dostate¢nd pro uvolnéni
cytochromu c.

I1l. De¢leni mitochondrii je nezbytné pro permeabilizaci vn&j$i mitochondridlni membrany.
Apoptoticky signal vyvola uvolnéni vapniku z ER a to spusti translokaci DRP1 do
mitochondrie a indukci fragmentace mitochondrii. Tento proces pak dal indukuje translokaci
Bax, coz vede k permeabilizaci vnéj$i mitochondriadlni membrany.

IV. Dé€leni mitochondrii je ve sledu za procesem permeabilizace vnéjsi mitochondrialni
membrany a neni pro n¢j nezbytné. Po indukci apoptdzy se Bax translokuje do mitochondrie

a po permeabilizaci vné&j$i mitochondridlni membrany se uvolni z mitochondrie proteiny
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OPA1 a DDP. Uvolnéni OPA1 muze pak inhibovat fuzi a zaroven se DDP vaze k DRP1 a

napomaha mu vstoupit do mitochondrie a zahajit déleni sité. (Jeong and Seol, 2008)

2.3. Protein CIDEa

Jako dalsi protein s pravdépodobnou s mitochondrialni lokalizaci a souvisejici s procesem
apoptdzy je CIDEa; Cell death—inducing DFFA (DNA fragmentation factor-a)-like effector A, ¢len
proteinové rodiny CIDE.

2.3.1. Struktura

CIDEa je protein s velkou homologii k N koncové oblasti proteinu DFF45. Lidsky gen CIDEa
vykazuje 83% homologii s mysi. Analyzy sekvenci cDNA u mysi i ¢lovéka ukazaly dva potencialni
produkovany dva produkty. Delsi protein o velikosti 217 aminokyselin, kratsi protein postrada 17 N
(amino) koncovych aminokyselin. N- koncova oblast proteinit CIDE (CIDE-N doména) vykazuje 39
a 29% homologii s DFF45 a C (karboxy) koncova ¢ast (CIDE-C doména) 53 a 54% homologii
s FSP27 (CIDE-C), jehoz exprese je asociovana s terminalni diferenciaci tukovych bunék (Inohara

et al., 1998). Srovnani sekvenci proteini CIDE rodiny je na obr. 1.3.

2.3.1.1. DFF (DNA fragmentation factor)
DFF je heterodimericky protein, ktery zprosttedkovava fragmentaci DNA v jadie. Je tedy slozen
ze dvou podjednotek, podjednotka DFF40 (také CAD nebo Dffb) ma velikost 40kDa a funguje jako

......

velikosti 45kDa. DFF40 je slozena z C koncové katalytické domény a N koncové regulacni domény.
Regulac¢ni doména vykazuje homologii s N koncovou oblasti DFF45 a CIDE proteini (49 az 55%)
a sprostfedkuje vazbu k DFF45. (Tato homologni ¢ast se nazyva CIDE-N doména). Také je
zodpovédna za optimalni nukledzovou aktivitu katalytické domény. Kdyz je podjednotka DFF40
vazana k DFF45 ptes svou N koncovou oblast, jeji nukledzova aktivita je touto interakci inhibovana.
Plisobenim kaspazy-3 se inhibitor DFF45 $tépi na tfi Casti a uvolni se DFF40. Volny N konec této
podjednotky aktivuje svou C koncovou Kkatalytickou doménu, coz vede k indukci nukledzové
aktivity, kondenzaci jadra a fragmentaci DNA (in vitro). (Inohara et al., 1999). Tento krok je
pravdépodobné nezbytny pro fragmentaci DNA. Samotny DFF nema nukleazovou aktivitu, coz
znaci, ze pouze nepiimo zprostfedkovava fragmentaci DNA jako soucast signalni kaskady (Inohara
etal., 1998).

Predpokladany model tohoto mechanismu je na obr.1.2.
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2.3.1.2. Struktura promotoru

Byla popsana struktura promotoru proteinu CIDEa u ¢lovéka. Promotor obsahuje dvé Spl/Sp3
vazebna mista, potfebna pro jeho funkci. Ackoliv vSudyptitomné exprimované Spl a Sp3 jsou
dulezité, samotné nemohou pfimeéfené regulovat specifickou expresi Cidea. Exprese je dale
regulovana CpG metylaci promotorového regionu, silné¢ methylované oblasti jsou spojeny s nizkou
expresi CIDEa v tkanich. Naopak CIDEa negativni buiky po indukci 5-aza-2’-deoxycytidinem,
ktera vedla k demetylaci CpG mist a rozvolnéni chromatinu, obnovily opétovnym posilenim vazby
Sp1/Sp3 do promotorové oblasti expresi CIDEa proteinu a metylace tedy hraje dalezitou roli

v regulaci exprese CIDEa (Li et al., 2008).

Caspasa- 3

\ A /
v

o Wl»r .
CIDE-N Katalyticka doména 0_.

Inaktivni DFF-40

Nadbytek CIDE-N V I

Inaktivni DFF-40 Nadbytek CIDE-N (CIDE-B) Aktivni DFF-40

Degradace DNA a
kondenzace chromatinu

Obr.1.2. Model aktivace a inhibice DFF40

2.3.2. Tkanova distribuce

Ve vysokych hladinach je CIDEa exprimovéana v hnédé tukové tkani (BAT), 50-100x vice nez

v dalsich tkanich. U embrya mysi byla detekovana v 15. dnu v interskapularni oblasti stejné jako
UCP1.Ve stejné oblasti se oba proteiny exprimovaly i u tyden starych mysi. Nizké hodnoty
mRNA byly také detekovany v srdci, mozku, svalu, kostni dfeni a thymu mysi.

Dale byla detekovana v srdci, nizsi hladiny v kosternim svalu, mozku, lymfatickych uzlinach,
thymu, appendixu a kostni dfeni ¢lovéka jako 1,3kb transkript. Mensi o velikosti 1kb byl detekovan
v nizzi hlading€ v placenté. Dale byl detekovan transkript o velikosti 7kb v ledvinach a v nizzich

hladinach v srdci, plicich, mozku a placenté. Také byla zjisténa v embryonalnich ledvinnych
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bunkach 293T, bunkach karcinomu prsu MCF-7 a bunkach neuroblastomu SHEP a v bilé tukové
tkani (Zhou et al., 2003, Inohara et al., 1998).
CIDEa je exprimovana v jatrech dospélych starych a diabetickych mysi (Kelder et al., 2007b).

2.3.3. Distribuce v bunce

CIDEa je pravdépodobné distribuovana Vv mitochondriich a hypoteticky tvofi komplex
s proteinem specifickym pro hnédy tuk, s mitochondrialnim odpfahujicim proteinem UCP1. Tato
spekulace byla zaloZzena na pozorovani, ze koexprese téchto dvou proteinti v kvasinkach snizuje

odpiahujici schopnost UCP1 (Li, 2004).

2.3.4. CIDEa a apoptdza
CIDEa indukuje fragmentaci DNA v buitkach 293T a ta je inhibovana proteinem DFF45. To

naznacuje, ze DFF45 rusi apototické vlivy CIDE proteinli, mozna ptes interakci DFF45 s CIDE
nebo jinymi proteiny s homologii k N konci DFF45, napiiklad s proteinem DFF40. CIDEa je
negativné regulovana skrze svou N koncovou oblast. Apoptéozu neovliviiyji inhibitory kaspaz
zZVAD-fmk a CrmA, ale CIDEa ovliviiuje apoptotickou signalni drahu CD95/Fas, posiluje apoptozu
zprosttedkovanou  Fas a CLARP (caspase-like protein, interaguje s kaspazou-8, ktera je
komponentou drahy CD95/Fas), oproti tomu DFF45 inhibuje apoptdzu indukovanou CLARP a Fas.

Pokusy s deleénimi mutanty ukazaly, Ze C koncova oblast proteinu je dulezitd a nezbytna pro
zabijeni bun¢k, zatimco N konec proteinu, homologicky s DFF45, je dulezity pro interakci s DFF45
a tim k inhibici apoptozy (Inohara et al., 1998).

Dale byl zjistén vliv TGFf1 na glykosylaci proteinu CIDEa. TGFB1 je regulator bunééného
rastu, diferenciace a apopdzy. TGFB1 neovlivitoval expresi proteinu, ale inhiboval jeho glykosylaci.
Deglykosylace proteinu CIDEa korelovala s posilenym nuklearnim exportem proteinu a vysoké
hladiny neglykosylované CIDEa inhibovaly TGFB1 fizenou bunéénou smrt, tedy inhibice
glykosylace CIDEa muZe byt mechanismus chranici butiky pied apoptdzou (Iwahana et al., 2006)

2.3.4. CIDE a metabolismus lipidt

Rustovy hormon (GH) miuze ovliviiovat expresi proteinu CIDEa v bilé tukové tkani, ktery je

zapojen do metabolismu lipidd. Lipolyticka aktivita rdstovych hormoni v bilé tukové tkani snizila
télesny tuk u obfich GH transgennich mysi. Nepfitomnost GH méla depotni efekt na hladiny RNA a
ovlivnila velikost adipocyti. Exprese CIDEa u GHR-/- mysi v podkoznim tuku byla snizena a
adipocyty zvétSeny. Vysokotucna dieta sniZila expresi CIDEa u kontrolnich mysi, ale né u GHR -/-
mysi v podkoznim tuku. Tedy, CIDEa je sniZzena v dvou riznych modelech mysi obezity a to mize

pfispivat k zménam v metabolismu lipida (Kelder et al., 2007a)
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CIDEa je tedy exprimovana jak v WAT a v BAT a hraje dilezitou roli v rozvoji obezity a
diabetu u hlodavct (Lin and Li, 2004). Vyskyt proteinu CIDEa Vv jatrech dospélych starych mysi a
Vv jatrech hyperinsulinomnich a diabetickych mysich pozitivné koreluje s jaterni steatdzou obéznich
mysi (Kelder et al., 2007b)

Experimenty vzorku lidské populace ve Svédsku ukazaly, Ze u obéznich lidi mé&la CIDEa dvakrat
vyssi hladinu a poklesla po redukéni dieté. V podobné praci zaloZzené na studii vzorku lidské
populace mira exprese proteinu CIDEa negativné korelovala s urovni bazalniho metabolismu, ale je
nezavisla na veéku, télesnych proporcich a pohlavi. Hladina exprese klesla po nasazeni nizkotu¢né
diety a znovu stoupla po jejim ukonéeni. Snizena exprese CIDEa byla asociovana s vys§im obsahem
tuku v téle a s vys$simi hladinami inzulinu.

In vitro, RNA interference stimulovala lipolyzu a zvysila sekreci TNFo Naopak po indukci
TNFa poklesla hladina CIDEa v adipocytech pies mitogen aktivovanou (MAP) kindzu c-Jun.
CIDEa tedy hraje roli v regulaci lipolyzy, pravdépodobné z¢asti ve vztahu k TNFa (Gummesson et
al., 2007) (Nordstrom et al., 2005). Pokusy s lidskymi adipocyty ukazaly, ze TNFo negativné
reguluje transkripci genu CIDEa, ktera je fizena z oblasti prvnich 97 bazi od pocéatku transkripce.
Tato regulace nejspis§ zahrnuje aktivaci faktoru NFkB (Pettersson et al., 2008).

Nedavno bylo zjisténo, Ze CIDEa kolokalizuje okolo lipidovych kapek s perilipinem,
regulatorem lipolyzy. Snizeni proteinu CIDEa vede K lipolyze v lidskych adipocytech. Je stejné jako
FSP27 kontrolovan peroxizomalnim PPARy. (Puri et al., 2008).

Dale byl zjistén vliv polymorfismu genu CIDEa, kde alela s mutaci v pozici 115, ménici
aminokyselinu valin za fenylalanin, zptisobuje nachylnost k obezité ve §védské populaci. Pododné
v Japonsku tento polymorfismus asociuje s obezitou a je rizikovym faktorem pro vznik
metabolického syndromu (obezita, diabetes mellitus 2, vysoky krevni tlak, nizka hladina HDL atd.)
(Zhang et al., 2008, Dahlman et al., 2005).

2.3.4.1. CIDEa knockout
CIDEa knockout mys$i mély vyssi hladiny mRNA nékterych proteinti hnédé tukové tkané (BAT),
jako napfiiklad UCP1 (45%vice), Fsp27 (138% vice), lipoprotein lipaza (24% vice) a PPARy (33%

vice). Nicméné, hladina UCP1 proteinu byla stejna jako u kontrolnich mysi a stejné tomu bylo i u
bilé tukové tkané (WAT). Dale BAT pied i po vystaveni chladovému Soku obsahovala stejné
mnozstvi apoptotickych bunék u CIDEa knockout jedincti i kontrol, coz by naznacovalo, ze CIDEa
vV BAT nema piimou roli pfi fizeni apoptézy. Naproti tomu CIDEa knockout mysi, vystavené
chladu, mély vyssi rychlost metabolismu, lipolyzu v hnédé tukové tkani a télesnou teplotu nez
kontrolni jedinci. Také byly stihlejsi a rezistentni k indukované oberzité¢ a diabetu. Pravdépodobné
tedy hraje roli v termogenezi a metabolismu lipidi a sacharidi, mozna sprostfedkované pies inhibici

aktivity UCP1 (Zhou et al., 2003). (Li and Li, 2007)
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2.3.5. DalSi proteiny CIDE rodiny
2.3.5.1. CIDEb
CIDEDb patii do rodiny proapoptotickych proteintt CIDE, jez sdili homologii s N koncovou

doménou DFF. Je lokalizovan v mitochondriich a vytvaii homodimery nebo heterodimery s dalSimi
¢leny rodiny. Delec¢ni analyzy ukazaly, Ze signal pro lokalizaci v mitochondriich a oblast potiebna
pro dimerizaci se piekryvaji a nachazi se v C koncové oblasti (30 aminokyselin). Lokalizace
v mitochondriich a dimerizace jsou nezbytné pro indukci apoptozy (Chen et al., 2000). Naproti tomu
v jiné praci neprokazali jistou lokalizaci ani v mitochondriich, ani v endoplasmatickém retikulu,
lysozomech ¢i v golgiho komplexu (Liang et al., 2003).

Exprese je fizena ze dvou promotort, které jsou zodpovédné za vznik dvou transkripti. Spl a
Sp3 jsou Klicovymi regulatory obou promotori. Pokusy ukazaly, ze wvné&jsi promotor byl
hypermetylovan v bunikach neexprimujicich dlouhy transkript, naopak byl hypomethylovan
v bunikach, které ho exprimovaly. Metylace snizila aktivitu promotoru na 5%. Zatimco na vnitini
promotor se vazal faktor HNF4a (hepatocyte nuclear factor-4«), posilil jeho aktivitu a indukoval
expresi kratkého transkriptu. Exogenni HNF4a indukoval expresi kratkého transkriptu i v buiikach,
kde se normalné netvoii, tedy ma vliv na buné¢né specifickou expresi kratkého transkriptu (Da et
al., 2006).

Hlavni trankript o velikosti 1,3kb byl detekovan u Cloveka V jatrech fetalnich i dospélych. Jiny
transkript o velikosti 2,5kb byl zjistén v nizzich hladinach ve slezin€, lymfocytech, kostni dfeni a
fetalnich jatrech (Inohara et al., 1998). Jina prace prokazala lokalizaci v jatrech, slezing, v tenkém
stievu, V menSich hladinach v tlustém stievu, ledvinach a sleziné Clovéka (Liang et al., 2003).
CIDEb je hodné exprimovan v jatrech mysi. CIDEb -/- mySi mély nizsi hladiny tiglyceridi a
volnych mastnych kyselin a byly rezistentni k obezit¢ vyvolané vysokotukovou dietou a ke steatdze
(ztuénéni) jater. Navic, CIDEb mutantni mysi mély vyrazné zvysenou citlivost k insulinu a zvy$enou
rychlost celotélového metabolismu a oxidaci jaternich mastnych kyselin. Dale CIDEb -/- mysi
vykazovaly sniZenou lipogenezi a snizené¢ hladiny exprese acetyl-CoA karboxylazy, syntézy
mastnych kyselin a sterol-CoA desaturazy. Tedy, CIDEDb je dulezity regulator metabolismu lipida a
hraje roli ve vyvoji obezity regulaci mnoha metabolickych drah v jatrech (Li et al., 2007), (Li and
Li, 2007)
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2.3.5.2. CIDE-3

Zatim posledni identifikovany ¢len CIDE proteinti u ¢loveéka je CIDE-3, homolog mysiho
proteinu FSP27. Jeho velikost je 238 aminokyselin a homologie s proteiny CIDEa je 44% a s CIDEb
38%.

Alternativnim sestfihem vznikaji dvé transkrip¢ni varianty, CIDE-3 (238 aminokyselin, 26,8kDa)
a CIDE-3a, které chybi tieti exon (164 aminokyselin). Ob¢ izoformy maji zachovanou schopnost
navodit apoptozu a vykazuji stejnou bunécnou lokalizaci, ve form¢ cytozolickych ¢astic. V genomu
se nachazi na chromozému 3 (3p25). Tento region je Casto deletovany u mnoha typll tumorti a
CIDE-3 muze tedy hrat roli v prevenci tumorogeneze. Je exprimovan hlavné v tenkém stievu stievu,

srdci, tlustém stievu a zaludku ¢lovéka (Liang et al., 2003).

2.3.5.2.1. FSP 27 a metabolismus lipida

Bylo zjisténo, ze protein FSP27 reguluje velikost lipidovych kapének a podporuje ukladani lipidii
v adipocytech. Regulace exprese neni zndma. Transkript FSP27 u adipocyti byl inversné regulovan
TNF-alfa a insulinem, souhlasné s antilipolytickou funkci. Byl skoro nulovy po inkubaci s TNF-alfa,
zatimco po inkubaci s insulinem vzrostl osmkrat. Vyhradni zastoupeni v hnédé a bil¢ tukové tkani u
mysi, ackoliv u ob/ob mysi vyrazna exprese v jatrech. Exprese v 293Ta 3T3-L1 bunkach vedla
k apoptoze. Ale navzdory upregulaci pii adipogenezi u 3T3-L1 bunék, neobjevily se znaky
apoptdzy. Tedy, adipogeneze je doprovazena snizenou citlivosti k proapoptotickym uc¢inkim FSP27
(Kim et al., 2008)

Dalsi prace ukazuje, Ze zvySena exprese FSP27 zvysi apoptozu 293T a 3t3-L1 bungk, ale vyssi
hladiny exprese stimuluji akumulaci lipidi v riznych bunkach bez indukce adipocytovych gend.
Zvyseny triacylglycerol je asi v dtsledku sniZzené beta oxidace neesterifikovanych mastnych kyselin.
Zménény tok mastnych kyselin do triacylglycerolu mize byt ptimy efekt funkce FSP27, ktery je
lokalizovan v lipidovych kapkach v adipocytech. Knockdown genu FSP27 béhem adipogeneze vede
k zmenSeni velikosti tukovych kapek, zvySuje pocet mitochondrii a lipidovych kapek a mirné
zvysuje prijem glukézy a lipolyzu. Tedy FSP27 se vaze k lipidovym kapkam a reguluje jejich rist
(Keller et al., 2008).

FSP27 v jatrech ob/ob mysi je pfimy cilovy gen pro PPARY a miize zvySovat hladiny triglicerida
V jatrech. Je to protein vazici lipidové kapénky a podporuje akumulaci lipida v adipocytech. Je
vysoce exprimovan v jatrech ob/ob mysi a ve znacné mens$im mnozstvi v jatrech ob/ob, které nemaji
PPARYy. Zvysena exprese pomoci virové transfekce vedla ke zvySeni hladin trigliceridi in vitro a in
vivo., zatimco knockdown ke sniZeni jejich akumulace v jatrech., tedy FSP27 je mediatorem PPARYy

depentni steatozy jater (Matsusue et al., 2008).
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Obr.1.3.
CIDE-C a CIDE-N domény jsou oznadeny a Gernou resp. $edou barvou. Cisla oznaduji podet

A CIDE-N CIDE-C
CIDE-A [, —
33 110 126 184 219
CIDE-BE | I |
16 112 128 189 219
CIDE-1 C | I 1
41 118 140 199 238
CINE-3 N | | ]
1 44 66 125 164
DFF45 [C ]
19 100 331
DFF40 (O — ]
6 84 345
B

2.3.6..Zmény hladiny exprese CIDE proteinu

Struktura a srovnani sekvenci proteinii CIDE rodiny.A- struktura lidskych CIDE proteind,

aminokyselin. B- srovnhani aminokyselinovych sekvenci, ¢erné oblasti jsou identické (Inohara et al.,

V této kapitole jsou zminény bodové publikované experimenty souvisejici s proteiny CIDE:

[}
(Xiong et al., 2005).
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Oxid arsenity zvySoval hladiny exprese genti CIDE rodiny u myelomatickych bunck

5-fluorouracil (FU) zvySoval hladinu CIDEb u HeLa bunék (Yim et al., 2004).



e Kokain ovlivnil expresi CIDEb v mozku u mysich embryi (Novikova et al., 2005).

e U937 buiky inkubované s 500 uM DPTA-NO (synteticky donor (‘NO)) po dobu 14
hodin vykazovaly snizenou expresi CIDEb (Turpaev et al., 2005).

e Bunky epitelu mlééné zlazy mysi HC11 transfekované Expi (Extracellular proteinase
inhibitor, proapoptoticky protein mlécné Zlazy) vykazovaly vyssi expresi CIDEa (3,5x)
nez kontrolni buiiky (Jung et al., 2004).

2.3.7._Molekularni evoluce CIDE proteint

Komparativni analyza genomu ukazala, ze zatimco CIDE-N doména ma Sirokou fylogenetickou
distribuci u rtznych zivocisnych druhd od zahavcd po savce, CIDE-C doména je vylucné u
obratlovcl. Zatimco u bezobratlych probéhla fada intronovych inzerci v CIDE-N doménég, u
obratlovcl je genomicka struktura CIDE rodiny konzervativni. Pravdépodobné se CIDE-N doména
vyvinula duplikaci N-domény proteinu DFFa. CIDE-N néjak ziskal CIDE-C doménu, ktera vznikla

ve stejny Cas a zformoval se CIDE protein. Tim vznikla nova rodina Cide proteint (Wu et al., 2008).

27



3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Pristroje
Box s laminarnim proudénim vzduchu: Heraeuss instruments HS12/2

Box s laminarnim proudénim vzduchu: Heracuss KS12
CO2 inkubator: Innova CO-170 New Brunswick Scientific
Centrifuga: Hermle Z323K
Centrifuga: Eppendorf centrifuge 5417R
Digitalni kamera: Kodak DigitalScience DC40
Elektroforeticka aparatura: Hoefer HE33, USA
Elektroforeticky zdroj napéti: Amersham EPS301
Elektroforeticka aparatura: Pharmatia Biotech
Elektroforeticky zdroj napéti: DC Power Suply PS 3000, Hoefer
Blotovaci aparatura: E a K Scientific Products INC
LightCycler™ Instrument 2.0 Roche
Spektrofotometr: Agilent 8453E UV-VIS Spectroscopy System a Milton Roy Spectronic 3000 Stolni
centrifuga a vortex: CombiSpin Kisker-Biotech
Vortex: Vibromix Technica
UV transiluminator: Ultra-Lum
Termolazen: Julabo SW22
Termoblok: MB-102 Bioer
Teplotni inkubator s tiepackou: Shel Lab
Laboratorni vahy: AG204 Mettler Toledo
Invertované mikroskopy:
Leica DM IL
Olympus IX 71
Konfokalni Leica TSC SP2 (oddéleni biomatematiky, FGU)
Konfokalni Leica TSC 4PI ( Jackson laboratory, Maine, US)

3.2. Material
3.2.1. Experimentalni modely

Laboratorni potkan. Jako experimentalni model pro zjisténi zékladnich hladin transkriptu CIDEa
genu byly pouzity samice laboratornidho potkana Rattus norvegicus kmene Wistar. Po usmrceni byly
sterilné odebrany tkané, vloZeny do kryoskopickych zkumavek a zmrazeny v tekutém dusiku. Poté

byly skladovany pii —70°C. Laboratorni potkani byli z mistniho chovu Fyziologického tstavu.
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Escherichia coli. Byl pouzivan bakterialni kmen Escherichia coli DH5a.. Transformace chemicky
kompetentnich bunék se provadéla tepelnym Sokem (viz metody). Bakterie byly kultivovany v

médiu LB s pfislusSnym antibiotikem (podle typu plasmidu).

Bunécné linie. Byly uzity bunééné linie: T293 (lidské embryondlni ledvinné bunky stabilné
exprimujici Tet represor z plasmidu pcDNAG/TR; Invitrogen), T.RExHeLa (lidska bunééna linie
karcinomu délozniho ¢ipku stabilné exprimujici Tet represor z plasmidu pcDNAG6/TR; Invitrogen),
INS1E (Insulinoma; linie z Langerhansovych ostruvka slinivky btisni z potkana; vénovano od prof.
Maechlera, universita Zeneva), HelLa (lidska bun&na linie karcinomu délozniho &ipku) a HEPG2

(hepatocelular carcinoma; lidska bunééna linie karcinomu jater; European culture collection).

3.2.2. Chemikalie, enzymy, roztoky

3.2.2.1. Pfiprava RNA a elektroforéza

2-merkaptoetanol Sigma
Acetat sodny Sigma
Agardza Top-Bio
Citran sodny Spolchemie
Dithiothreitol (DTT) Sigma
DNA marker Fermentas
Elektroforeticky vzorkovy pufr Fermentas
Ethanol Lachema
Ethidiumbromid Sigma
Kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA) Sigma
Guanidin thiokyanat (GITC) Sigma
Chloroform Lachema
Kyselina borita Sigma
Lithium dodecylsulfat Sigma
Lithiumchlorid (LiCl, 99%) Sigma
Oligo dT 3'Bio_oligo(dT)20 Metabion
Fenol pH 4,3 Sigma
Streptavidinové magnetické partikule Roche
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Sigma
Jehly, injekénti stiikacky (pramér 0,9mm) Braun
Magneticky separator Roche
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3.2.2.2. PCR, RT-PCR

Pwo polymeraza

dNTP 50x Mastermix

LightCycler RNA Amplification Kit Hybridization Probes

LightCycler kapilary

Hybridiza¢ni primery a fluorescen¢ni proby

3.2.2.3. Priprava konstruktt
PCR mix (viz 3.2.2.2.)
Lumio™ In-Cell Labeling Kit
BP,LR Clonase Mix

Agar, kvasinkovy extrakt, tripton (kaseinovy extrakt)
Chlorid sodny

T4 DNA Ligaza

Plasmid miniprep kit

QIA filter plasmid Midiprep kit

Kit na eluci DNA z gelu (NucleoSpin Extract I1)
Restriktazy: Xhol, EcoRI

Plasmidy:

OREF lidsk4 CIDEa ( IOH22361) v pENTRY221

pACcGFP-C1, roGFP (pEGFP-N), pDsRed- Monomer-C1

Roche
Invitek
Roche
Roche
TIB Molbiol

Invitrogen
Invitrogen

BD Company
Penta

USB

Sigma

Qiagen
Macherey-Nagel

Fermentas

Invitrogen
Clontech

pDONR221, pT-REx-DEST30, pcDNA-DEST53, pcDNAT™6.2/nLumio™-DEST (Invitrogen)

3.2.2.4. Tkanové kultury

Kultivacni 1ahve

Plastové jednorazové pipety
Pipetman Acu-jet

Sklic¢ka

FugeneHD

Optimem

Poly-L-lysin

Glycerol

Geneticin

Blasticidin

Tetracyklin
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GmbH a Co.KG
Roche
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Médium pro INS1E

RPMI 1640 s L-glutaminem, bez glukézy, 10 mM HEPES (pAA Laboratories GmbH), 1 mM
pyruvat, 5% fetalni hovézi sérum dialyzované (pAA Laboratories GmbH), 50 uM merkaptoethanol,
100 1U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 11 mM nebo 5 mM glukoza.

Médium pro T293
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium), 10% fetalni hovézi sérum bez tetracyklinu (pAA
Laboratories GmbH), 2 mM L-glutamin, 100 TU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, Blasticidin

(5 pg/ml)

Médium proT.RExHeLa
EMEM (Eagle’s minimum essential medium) , 2 mM L-glutamin, 10% fetdlni hovézi sérum bez

tetracyklinu, 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, Blasticidin (5 pg/ml)

Médium pro HeLa

DMEM, 10% fetalni hovézi sérum dialyzované (pAA Laboratories GmbH), 2 mM L-glutamin, 10
mM HEPES (pAA Laboratories GmbH), 1 mM pyruvat, 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin, 0,5M galakt6za

Médium pro HEPG2

DMEM bez glukdzy, 3 mM glutamin, 5% (v/v) fetalni hovézi sérum dialyzované (pAA Laboratories
GmbH), 10 mM HEPES (pAA Laboratories GmbH), 10 IU/ml penicillin, 100 pug/ml streptomycin
and 25 mM nebo 5 mM glukéza

Vsechny slozky médii, pokud neni uvedeno jinak, byly vyrobeny v piipravné médii na ustavu
molekularni genetiky v Praze-Kr¢i.

Trypsin/EDTA: 5 mg/ml (Sigma)

PBS: NaCl 8 g; KCL 0,2 g; Na,HPO, 1,53 g; Dest. H,O do 1000 ml; pH = 7,2

3.2.2.5. Pfiprava bunék pro 4pi

poly-L-lysin Sigma
FCCP Sigma
Rotenon Sigma
Glutaraldehyd Sigma
Borohydrat sodny Sigma
Kovové nosice Leica

4Pi kryci sklicka se zrcatkem Quartz
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3.2.2.6. Indukce apoptdzy
HEPES
Chlorid draselny

Chlorid hotecnaty

Dithiothreitol

NP-40

EDTA

Fenylmethansulfonyl fluorid ( PMSF)
PVDF membrana

Dodecyl sulfat sodny (SDS)
Akrylamid

Temed

Amoniumpersulfat (APS)

Protilatka Anti-CIDEa

Protilatka Anti-rabbit 1gG

Luminol

Full Range Rainbow Recombinant (proteinovy marker)
Mercaptoethanol

Camptothecin

Valinomycin

A23187

CCCP

Hoechst 33258

Tetramethylrhodamin (TMRE)

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (TUNEL)
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Chemapol

Lachema

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Biotech

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

ProSci

Sigma
SantaCruzBiotechnology

Amersham

Sigma

Sigma

Sigma

Calbiochem

Sigma

Molecular Probes

Molecular Probes

Roche



3.3. Metody a postupy

3.3.1. lzolace celkové RNA
Bylo uzito fenol-chloroformové izolace RNA (Chomczynski and Sacchi, 1987). Veskera

manipulace s RNA se provadéla na ledu. V krocich s pouzitim fenolu a chloroformu se pracovalo
V laminarnim boxu. Veskeré nastroje na manipulaci s tkdni (ntzky, pinzety, tfeci misky) byly
sterilizovany v suSarné po dobu 8 hodin. Laboratorni plasty, voda a roztoky byly sterilizovany
autoklavovanim (2 krat 25 min, 120 kPa).

Postup:
1. Bylo odebrano (sterilnimi ntizkami nebo pinzetou) cca 200 mg tkané z kryozkumavky a rozdrceno
ve tfeci misce s tekutym dusikem na prasek.
2. Prasek nadrcené tkané byl pienesen do 50 ml zkumavky, pfidano 2 ml lyza¢niho roztoku a 200 pl
acetatu sodného, poté vortexovano nebo michano az do uplného rozpusténi tkang.
3. Bylo ptidano 1,8 ml fenolu a 600 pul chloroformu a rychle rozmichano na vortexu, aby se vytvoril
bily zakal. Smés se inkubovala 10 minut na ledu.
4. Sm¢s byla rozpipetovana do 1,5 ml mikrozkumavek a centrifugovana na 10 000 g 10 minut.
5. Centrifugaci se vytvorily 2 faze a mezifaze obsahujici DNA. Hroni frakce se opatrné odebrala do
novych 1,5 ml mikrozkumavek a byl ptidan dvojnasobny objem ethanolu (98%), smes se nechala
precipitovat v —20°C minimalné 1 hodinu.
6. Precipitat se centrifugoval 20 minut pii 20 000 g. Pelet se poté 2x promyl 75% ethanolem
(centrifugace 20 minut pii 15 000 g).
7. Pelet byl vysuSen a rozpuStén v RNA vodé. RNA byla skladovana v -70°C anebo ihned pouZzita.

Lyza¢ni roztok: 4 M GITC, 25 mM citran sodny, 0,5% N-lauroylsarkosil, 0,7% 2-merkaptoetanol,
upraveno 1 M NaOH na pH 7
Acetat sodny 2 M, pH 4,3.

3.3.2. |zolace mMRNA z celkové RNA a bunék
Na izolaci mRNA byl pouzit mMRNA isolation kit (Roche). Metoda izolace mRNA vyuziva polyA

sekvence na 3 'konci mRNA, pomoci které ji Ize Gispesné odlisit a separovat od ostatnich typtt RNA.
K separaci se pouziva magnetickych partikuli s kovalentné navazanym tetramernim proteinem
streptavidinem, ktery velmi pevné vaze molekulu biotin. Biotin je navazan na oligo dT sekvence
hybridizujici s polyA sekvencemi mRNA.

Postup:
1. Celkovd RNA byla nafedéna lyza¢nim pufrem (nefedit lyzacni pufr vic nez 2 krat) a

inkububovana 2 minuty pti 65°C (v lazni nebo v termocykleru). V piipadé izolace mRNA z bunék
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byly bunky resuspendovany v lyza¢nim pufru a nasavany jehlou, aby se lyzace zefektivnéla.

Nasledny postup byl pak stejny

2. Priprava magnetickych kulicek: 150 pl streptavidinovych magnetickych kulicek v

mikrozkumavce bylo promyto 1-krat v 250 pl lyza¢niho pufru.

3. Do pripraveného vzorku (z kroku 1) bylo ptidano 1,5 event. 2ul oligo(dT)20 a zamichano.

4. Imobilizace: Mix z kroku 3 byl pfidan k pfipravenym magnetickym kulickdm, zamichan a

inkubovan 5 minut pfi teploté 37°C.

5. Na magnetickém stojanku se oddélily kuli¢ky od supernatantu (pfiblizné 2 minuty).

6. Magnetické partikule s navdzanou mRNA byly promyty 3 krat v 250 pl promyvaciho pufru.

7. Eluce mRNA: smés byla inkubovana pii 65°C v 25 pl redestilované vody, poté oddéleny

magnetické kulicky od supernatantu. Supernatant (mRNA) byl pienesen do nové mikrozkumavky.
Steptavidinové magnetické kulicky mohou byt pouzity 3-4 krat. Pro znovupouziti nechame

kuli¢ky inkubovat 2 minuty pii 65°C v 100 pl redestilované vody.

Lyzaéni pufr: 0,1 M Tris, 0,3 M LiCl, 10 mM EDTA, 1% litium dodecylsulfat, 5 mM DTT, pH 7,5

Promyvaci pufr: 10 mM Tris, 0,2 M LiCl, 1 mM EDTA, pH 7,5

3.3.4. Stanovoveni koncentrace totalni RNA a mRNA pomoci spektrofotometru

Koncentrace nukleovych kyselin byla stanovena spektrofotometricky. Nukleova kyselina o
znamém fFedéni byla méfena v rozmezi vinovych délek 200 az 600 nm. Vyhodou méfeni na
spektrofotometru je vizualizace prubéhu spektra, z kterého mtizeme uréit kvalitu RNA. Od maxima
(Azs0) se odecetlo pozadi pii 260 nm, koncentrace byla potom vypoctena podle vzorce Lambert-
Beerova zakona:

c=A.c.l

kde | je opticka draha (byla pouzita kyveta o tloustce 0,5 cm), € je absorpéni koeficient
specificky pro danou latku (v na$em piipadé 40 ng.ul? pro RNA a 50 ng.ul™ pro DNA a A
absorbance. Do vypoctu zafazujeme taky fedéni metené latky. Kone¢na hodnota koncentrace (ng.pl
1) byla vypoétena podle rovnice:

C=Ax0.¢.2. (Wzrno/Vvz).

3.3.5. Navrhovani primert

Primery pro kinetickou PCR se nijak neli$i od bézné€ pouzivanych primeri pro klasickou PCR.
Délka primertt by se mela pohybovat od 18-26 nukleotidl, pomér zastoupeni purinovych a
pyrimidinovych nukleotidi by mél byt ptiblizn€ 1:1. Nnasedaci teplota primert v paru by se neméla
lisit o vic nez 5°C. Fluorescencni proby se navrhuji do oblasti mezi nasedacimi misty primeri a
jejich Ty musi byt minimalné o 5°C vyssi nez nasedaci teplota primert. Prvni proba je na 3 konci
oznacena fluoresceinem a druhd proba, kterd naseda 1-3 nukleotidy za prvni, je na 5'konci (tedy ve

sméru orientovaném k prvni probé, viz obr. 3.2.) oznacena jednou ze tii dostupnych fluorescencnich
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fluorofort LC-530, LC-640 anebo LC-710. Dale je nutno otestovat primery a proby na vznik

sekundarnich struktur a dimerti. Primery a proby byly navrhovany s pouzitim programu GeneRuner.

3.3.6. Kvantitativni PCR- Real-time PCR

Kvantitativni real-time PCR je progresivni metoda stanovovani koncentrace mRNA. Proti
klasickym blotovacim technikam a ,.end-point“ PCR analyzam piinasi nesporné vyhody jako
presnost, reprodukovatelnost atd. Podstatou metody je detekce fluorescence, a to v kazdém cyklu,
takZe je mozné sledovat prubeh celé amplifikace a ne pouze mnozstvi vysledného produktu. Proto se
metoda real-time PCR nazyva také kinetickA PCR. Prub&h reakce je reprezentovan sigmoidni
ktivkou a rozlisuji se dvé faze amplifikace: tzv. log-faze, neboli exponencialni faze a tzv. end-point
faze (Obr. 3.1.). Piistroj LightCycler™ umoziuje kvantifikaci produktu jiz béhem log-faze. Diky
detekci fluorescence po kazdém cyklu, lze rozlisit vice nez dvojnasobné rozmezi fad koncentraci
a lze kvantifikovat opravdu vychozi koncentraci, aniz bychom do méteni vnaseli chybu zptisobenou
rozdilnou amplifikacni G¢innosti. Vyhodnocen je tzv. ,crossing point* (Cp), ktery ptedstavuje

cyklus, ve kterém je aximalni druha derivace kiivky priab&hu fluorescence.
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Obr.3.1. Porovnani log-faze a end-point analyzy

Presnost této techniky zavisi na kvalité a Cistoté RNA, pficemz kvalitou myslime co nejmensi
podil jakkoli degradované RNA ve vzorku a ¢istotou miru kontaminace DNA.
Genomova DNA, na kterou mohou primery specificky nasedat, znamena zkresleni vysledkt

kvantifikace exprese genu, jelikoz se jedna o Gcinnou amplifikaéni PCR techniku. NejjistéjSim
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zpisobem odliSeni urcité RNA a odpovidajici genové sekvence je zaloZeny na nepfitomnosti
intronovych sekvenci v mRNA. Jednou z moznosti praktického vyuziti této skutecnosti je situovani
primerd nebo prob do oblasti mista sestfihu. Tento zpiisob zarucuje specifickou amplifikaci pouze
sestithanych molekul i v kontaminovaném vzorku (mira kontaminace ovSem nesmi byt extrémni).
Druhy zptsob odliseni mRNA od DNA vyuziva opét sestfih a také fakt, Ze polymeraza, ktera je
pouzivana pro Real-time PCR, amplifikuje Gseky jen do uréité velikosti (stovky bazi). NavrZzenim
primerd na sousedici exony, mezi kterymi se pfed sestfihem nachazel dlouhy intron, opét zajistime
specifitu mRNA amplifikace. Kvalita RNA je z4visld na Setrnosti izola¢ni techniky, celkovém

provedeni izolace a skladovani.

3.3.6.1. LightCycler™ Instrument 2.0

LightCycler™ je pfistroj, ktery umoziiuje provadét PCR reakci a zaroven sledovat vysledky
amplifikace diky pribéznému monitorovani fluorescence. Vysledky méfeni fluorescence se
kontinualné po kazdém provedeném cyklu zobrazuji na obrazovce pocitate. PCR provadéna na
tomto pfistroji umozituje pouziti velice malych reakénich objemid (10 — 20 pl) a amplifikace 1
detekce produktu je provadéna v jediné kapilare, takze je riziko kontaminace amplifikovaného
vzorku pfi manipulaci snizeno na minimum. Reakce probiha v kapilarach z borosilikatového skla,
které se ukladaji do karuselu, jehoz kapacita je 32 vzorkl. Kapilary maji vysoky pomér povrchu
k objemu, ptenos tepla je tedy velice efektivni a to umoziuje provedeni 30 — 40 cykld béhem 20 —
30 minut. Rychlost teplotnich zmén se pohybuje v rozmezi 0,1 — 20°C.sec™.

Zmény teploty v termalni komote LightCycleru™ zajistuje vzduch, jehoZ teplota je regulovana
ohievnou spirdlou umisténou uprostied komory. Excitaci zajiStuje modra LED dioda jako zdroj
svétla, jenz je soucasti fluorimetru, ktery detekuje emitované svétlo o tiech vlnovych délkach 530,
640 a 705 nm. Pfistroj je vybaven dvéma motory, které zajistuji vzajemé polohovani fluorimetru a
karuselu s kapilarami pro detekci fluorescence jednotlivych vzorkt.

LightCycler software poskytuje 2 mozné metody stanoveni mnozstvi amplifikované mRNA, a to
,second derivation maximum® metodu vyuZivajici maxima 2.derivace; anebo prostiednictvim fit-
point analyzy. Pouzitou metodou second derivation maximum uréuje tzv. crossing pointy (treshhold
cycle) neboli cykly, ve kterych fluorescenéni signal poprvé piekro¢i pozadi. Crossing point je tedy

nepiimo tmérny mnozstvi dané mRNA resp. cDNA v reakci.
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3.3.6.2. Detekce signalu
Z dostupnych zptsobu detekce signalu v real-time PCR jsme se rozhodli pro detekci pomoci

dvojice hybridizacnich prob. Tato detekce je vice specificka nez napt. Casto pouzivana SYBRGreen
technika, protoze vyuziva kromé specifickych primert navic dvojici hybridiza¢nich prob,
nasedajicich mezi nasedacimi misty pro primery. Pribéh analyzy je zndzornén na obrazku. Prvni
proba je na 3’konci oznacena fluoresceinem a druha proba, ktera naseda 1-3 nukleotidy za prvni, je
na 5’konci (tedy ve sméru orientovaném k prvni prob€) oznacena jednou ze tii dostupnych
fluorescencnich fluorofortt LC-530, LC-640, LC-710. Fluorescein je excitovan UV svétlem (470nm)
a emituje zelené fluorescencni svétlo, kterym je néasledné excitovana akceptorova fluorescencni
barva aemituje fluorescenéni svétlo (640nm). Vysledna emise je snimana pfistrojovym
analyzatorem na konci reasociani fiaze po nasednuti prob. Fluorescence koreluje s mnozstvim
amplifikujici se cDNA. Pouzity zpusob detekce je pomérné specificky, a proto vhodny i pro

rozliSeni vice isoforem stejného genu, jako bylo uzito v naSem piipadé.
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Obr.3.2. Princip detekce signalu systémem hybridizaénach préb (Bustin, 2000)

3.3.6.3. Absolutni kvantifikace

Ke kvantifikaci mRNA jednotlivych UCP transkriptti byla pouzita metoda absolutni kvantifikace s
externim standardem. Absolutni kvantifikaci je mozné stanovit aktualni pocet molekul DNA

v reakci. Jako externi standard byla pouzita cDNA zkoumanych genii nafedéna na mnoZzstvi
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v rozmezi 10 ng — 100 ag. Na obr. 3.3. vidime, Ze s mnozstvim cDNA v reakci negativné koreluje
crossing point. Z hodnot crossing pointti jednotlivych standardi byla sestrojena kalibraéni kiivka pro
gen CIDEa, ktera byla pozdéji pouzita ke stanoveni mnozstvi mRNA pro gen CIDEa. Teoreticky se
v kazdém cyklu mnozstvi amplikonu zdvojnasobi, proto je v logaritmickém méfitku teoreticky

smérnice kalibrace 3X, to znamena 3 cykly na jeden fad rozdilu mnozstvi.
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Obr.3.3. Ukazka reakce s fedénym vzorkem pro konstrukci kalibraéni primky

3.3.6.4. Normalizace

Normalizace pomoci housekeeping genu vyuziva predpokladu, ze hladina housekeeping geni je
v riznych buikach a za riiznych fyziologickych podminek konstantni. Toho se vyuziva ke korekci
individualnich odchylek crossing pointi vzniklych pti pipetovani, fedéni ¢i méreni koncentrace

vzorku. Jako housekeeping gen byl pouzit gen gapdh.

3.3.6.5. Provedeni

Slozeni reakéni smési o objemu 10 pl pro 1 vzorek:

e LightCycler RT-PCR Reaction

Mix Hybridization Probes 5x 2l
e LightCycler RT-PCR Enzyme Mix 0,2 wl
o  MgCI; zasobni roztok 25 mM 0,4ul............ 4 mM (vysledna koncentrace)
e HO, sterilni, PCR kvalita 3ul
e Primery (10uM) 2x05u...... 0,5 uM (vysledna koncentrace)
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e Hybridiza¢ni proby (3uM) 2x0,7ul...... 0,2 uM (vysledna koncentrace)
e mMRNA 20 —-50ng 2ul

Reak¢éni mix obsahuje zakladni hladinu 15 mM MgCl, (vysledna koncentrace v reakci 3mM),
dNTP (obsahuje dUTP misto dTTP). Enzymovy mix obsahuje smés enzymu pro RT-PCR (RNA- a
DNA-dependentni DNA polymerasy).

Podle poctu vzorki byl pfipraven mastermix (+ 5%rezerva), obsahujici vSechny uvedené slozky,
kromé mRNA. Smés se rozpipetuje do kapilar, az poté se pripipetovavda mRNA. Kapilary se vkladaji
do specialnich pfedem vychlazenych centrifugac¢nich adaptér, umoznujicich jednak centrifugaci
kapilar na stolni centrifuze, jednak ptenos kapilar se smési bez piistupu svétla a v chladu.

Souprava LightCycler RNA Amplification Kit Hybridization Probes (Roche) je uréena pro
jednostupniovou RT-PCR. Reakce probihaji ve sklenénych kapilarach LightCycler Capillaries
(Roche) na pfistroji LightCycler Instrument (Roche).

Amplifikacni protokol je rozdélen na Ctyfi Casti: reverzni transkripce, denaturace, amplifikace a

chlazeni. Pribéh programu je znazornén v tabulce 3.1.

Tab.3.1. Prubéh programu real-time PCR. * teplota se li§i u jednotlivych sad primert a préb

Teplota|Cas | Poget cykld

Reverzni transkripce 55°C 30min|1
Poc&ateéni denaturace 94°C 2min |1
Denaturace 95°C 30s 1
Amplifikace Denaturace | 94°C 2s

Annealing |* 25s 40

Elongace |72°C 25s
Chlazeni 40°C 30s 1

3.3.6.6. Konstrukce kalibraénich piimek

Kalibrace byla provadéna z cDNA konkrétniho genu nafedéné koncentra¢ni fadou na koncentraci
od 5ng/ ul do 50 ag / ul. Do reakce se ptidavalo vzdy 2 ul cDNA, mnozstvi cDNA v reakci se tedy
pohybovalo od 10 ng do 100 ag. Vysledna kalibrace nas informuje o amplifikacni G¢innosti pro
jednotlivé zkoumané geny.

Sekvence, délky a nasedaci teploty pouzitych primera a hybridizacnich prob jsou uvedeny v tabulce

3.2. Navrh primerti a prob pro protein CIDEa je také zobrazen v ptiloze 1.
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Tab. 3.2. Primery a proby pro gen CIDEa laboratorniho potkana; X — fluorescein, p - fosfat
modifikujici 3" konec hybridizaénich préb

GAPDH S AACTCCTCAAQATTgTCAgCAA 23mer 58,3°C
GAPDH A ATgTCAgATCCACAACggATACA 23mer 56,4°C
GAPDH FL CAQTCTTCTgAgTggCAgTgATggCA X 26mer 66,0°C
GAPDH LC LC Red705-ACTgTggTCATgAgCCCTTCCACG p 24mer 65,5°C
CIDEa #1 ATCAgCAAgACTCTQggATgTC 21mer 57,0°C
CIDEa#2 ggCCTTgAAgCTTgTgCA 18mer 55,6°C
CIDEa HP#1  gAgTCACCTTCgACCTATACAQQCTgAA X 28mer 67,2°C
CIDEa HP#2 LC Red604-CCCAAggACTTCCTCggCTgTCTCAAT p 27mer 66,8°C

3.3.7. Agarozova elektroforéza

Pro analyzu vysledki bylo uzito horizontdlni elektroforézy v agar6zovém gelu. Tato metoda
slouzila k vizualizaci produktd PCR, plasmidové DNA, DNA po restrikci, pfipadné k ovéteni
kvality izolované RNA. Byl pouzivan agar6zovy 1,5% gel a pufr 1x TBE.

Postup:

1. Navazené mnozstvi agardzy se rozmichalo v 40 ml pufru a rozpustilo se.

2. Do agarozy ochlazené asi na 50°C se ptidal 1 mM ethidiumbromid (60 pl na 100 ml TBE) a
rozmichal.

3. Agardza byla nalita do vany s hiebenem. Po ztuhnuti se hieben opatrné vyjmul a gel se umistil do
elektroforetické aparatury s pufrem.

4. Do kazdého vzorku byla napipetovana barva (2ul na vzorek).

5. Vzorky byly naneseny (cca. 12 pl) do jamek, nanesen byl i standardni marker.

6. Pro rozdéleni byla uzita intenzita elektrického pole 6 V / cm po dobu pfiblizn¢ 90 min.

7. Gel byl prohlizen na UV transluminatoru

10x TBE pufr 1 litr:108g Tris, 55g kyselina borita, 40ml 0,5M Na,EDTA, pH 8

3.3.8. Priprava konstruktt

3.3.8.1. Klonovani pomoci restriktaz

3.3.8.1.1. CIDE-N a CIDE-C

Pro pfipravu dele¢nich mutanti CIDE-N a CIDE-C bylo pouzito metody delece nukleotidi
internich sekvenci pomoci PCR. Pro tuto metodu se navrhuji dva typy primerd, vnitini a vn&jsi.
Vné&jsi primery obsahuji tzv. attB mista (viz.dale) a vnitfni jsou navrzeny tak, aby polovinou byly
komplementarni ke 3 konci t€ ¢asti templatu, kterda ma byt ponechana a druha piesahujici polovina
primeru K novému 5konci. V prvnim kroku PCR se ve dvou oddélenych reakcich nasyntetizuji dvé

poloviny produktu s komplementarnimi presahy. V druhém kroku se ob& reakce smichaji a pfi
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prabéhu druhé PCR v mistech komplementarnich usekl vytvoii spoje a polymeraza dosyntetizuje i
druhou polovinu fetézce. Zékladni schéma a popis delece nukleotidii internich sekvenci
metodou PCR je znazornéno na obr.3.4. SloZeni PCR reakce a teplotni priib&h je uvedeno
v tabulce 3.3.

Podle sekvence (viz. ptiloha 2) byly navrzeny primery pro amplifikaci a klonovani pozadovanych
useki DNA do vektoru pDONR221, z kterého byly mutanty preklonovany pomoci LR reakce (viz
nize) do plasmidu pDESTS53.
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Obr.3.4. Zakladni schéma pro deleci nukleotidi metodou PCR

Vnéjsi primery s piesahy att :

PRIMERL:

attBl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC BTGCGAGGGGACCGGGCTTCTGQ
PRIMER2:

attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC KTATCCACACGTGAACCTGCCC

Vnitini primery:
Pro CIDE-C:

PRI1: TTGCTCGCCGCCGAAGAGGTCG/CAGTTTCTCATCTATCTGGGCA
PRI2: TGCCCAGATAGATGAGAAACTG/CGACCTCTTCGGCGGCGAGCAA

Pro CIDE-N:

PRI1: ACCCCGCTCATGCATCCAGCT/CAGCACGTCCCCACTTGCTCG
PRI2: CGAGCAAGTGGGGACGTGCTG/AGCTGGATGCATGAGCGGGGT
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Tab.3.3. Slozeni PCR reakce, pocet a délka cykli:

H,0 40 5 1. denaturace 94°C 5 min.
10 x PCR Pufr 5ul 2. denaturace 94°C 1 min.
Smés dNTP (a”10mM) 1ul 3. renaturace 53°C 2 min.
DNA (50-100ng) 1wl 4. syntéza 72°C 2 min.
Primer1(10uM) 1 ul krok ¢. 2 az 4 35 x

Primer2 (10uM) 1l 5. syntéza 72°C 10 min.
Pfu poly (1U) 0,5 ul 15°C o0

3.3.8.1.2. GFP-CIDEa a dsRed -CIDEa

Jako templat pro PCR reakci byl uzit ORF hCIDEa ve vektoru pENTR221. Primery byly
navrzeny s komplementarni sekvenci k zacatku a konci genu CIDEa a piesahem obsahujicim
restrikéni misto pro restriktazy Xhol a EcoRI. Byla provedena PCR podle protokolu z pfedchozi
kapitoly a produkt byl zkontrolovan pomoci agarové elektroforézy. V piipadé nespecifickych
produktt byla provedena eluce fragmentu z gelu.

Postup:
1. Pozadovany fragment se vyfiznul skalpelem z gelu a zvazil
2. Bylo ptidano dvojnasobné mnozstvi NT lyza¢niho pufru- inkubace 10 minut pfi
50°C

3. Rozpustény gel se zcentrifugoval v mikrozkumavce s membranou- 11000xg, 1 min

4.  Membrana se promyla 600 ul NT3 pufru- centrifugace 11000xg, 1 min

5. Pro odstranéni zbytku pufru se centrifugace zopakovala

6. DNA seeluovala v 50 ul NE pufru (Tris-EDTA)-centifugace 11000xg, 1min

PCR produkt byl po restrikci zaklonovan do vektort pAcGFP1-Cla pDsRed-Monomer-C1, které

byly linearizovany stejnymi enzymy, pomoci T4 DNA ligazy. Ligace byla provedena pii 16°C ptes
noc Vv celkovém objemu 50 pul ve smési: voda, liga¢ni pufr, PCR produkt, plasmid a 1U T4 ligazy.
Pro téinnou ligaci je dobré zachovat molarni pomér plasmidu ku PCR produktu 1: 3-10. Proto byla

u obou DNA zmétena koncentrace a pievod koncentrace na molaritu spocitan pomoci rovnice:

ng = (fmol)(N)(660fg/ fmol)(1ng/10° fg);  kde N je velikost DNA v bp

Liga¢nim produktem byly transformovany kompetentni buiiky E.coli DH5a, nédsledné nasety na
misky s LB médiem a selekénim antibiotikem kanamycinem o koncentraci 50 pg/ml. Vybrané
pozitivni klony byly ovéfeny sekvenaci.

Sekvence primert:

PRI1: AACATTA TCT CGA GGA GGC ACC ATG CGA,

PRI2: GGC CGT CGAATT CTAGTT CTATCC ACACG
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3.3.8.1.3. Urceni pozitivnich klonti metodou PCR

Kolonie testované na piitomnost jednotlivych konstrukt byly resuspendovéany v 10 pl dest. H,O

a poté podstoupily niZze uvedenou teplotni reakci. Vznikld smes denaturovanych bunék byla nasledné

pouzita pro jednotlivé PCR reakce ptisluSnych konstrukta.

1. 96°C 5 min.
2. 50°C 1 min. 30 sek.
3. 96°C 1 min. 30 sek.
4. 45°C 1 min.
5. 96°C 1 min.
6. 40°C 1 min.
7. 4°C 2 min.

3.3.8.1.4. Sekvenace
Konstrukty ovéfené PCR na spravnost vlozeného inzertu byly osekvenovany ve stiredisku

sekvenovani DNA na mikrobiologickém tstavu v Kr¢i.

3.3.8.2. Metoda Gateway

Technologie Gateway je univerzalni klonovaci metoda, zaloZena na schopnosti mistné specifické
rekombinace bakteriofaga lambda a integrace do chromozomu E.coli. Rekombinace probiha mezi
specifickymi att (attachment) misty, je konzervativni a nevyZaduje DNA syntézu. Dalsi vyhodou je
kompatibilita a kombinovatelnost riznych expresnich systémi obsahujicich att mista. Tyto mista
slouzi jako vazebna mista pro rekombinaéni proteiny, pficemz samotna vyména sekvenci probiha
mezi homolognimi 15bp regiony dvou pfislusnych mist. Rekombinace je katalyzovana smési
enzymu, které se vazou na att mista, priblizi cilové sekvence, rozstépi je a opét kovalentné spoji.
Vysledkem jsou dva pary vymén fetézcli a ligace dvou novych molekul DNA. Rekombinaéni
proteiny v reakci se lisi podle toho, jestli fag uziva lytickou nebo lysogenni drahu.

Gateway technologie uzivd modifikovaného lambda rekombinac¢niho systému pro pfenos
heterolognich sekvenci DNA mezi vektory a je zalozena na dvou zakladnich reakcich:

BP reakce (obr.3.5.) - rekombinace attB substratu (PCR produkt ohrani¢eny att sekvencemi nebo
linearizovany attB expresni klon) s attP substratem (donorovy vektor), vznika attL entry klon jako
meziprodukt. Reakce je katalyzovana BP klonazovou enzymovou smési- obsahuje Int (integraza) a
IHF (Integration Host Factor).

LR reakce (0br.3.6.) - nasledny krok po BP reakci, rekombinace meziproduktu (attL entry klonu)
s attR substratem (destinacni vektor), vznika attB destina¢ni expresni vektor, ktery po transfekci do
bunék exprimuje ptislusny gen. Reakce je katalyzovana LR klonazovou smési- obsahuje Int, IHF a

Xis (excisionaza).
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Obr.3.6. LR reakce

Pro uc¢innou selekci spravnych klont systém uziva dvojité selekce:

1. Pomoci genu ccdB. Po transformaci do E. coli dochazi k negativni selekci vektord, u kterych
neprobehla rekombinace a exprimuje se ccdB protein, ktery interferuje s DNA gyrazou. Pii spravné
rekombinaci je gen vystépen a bunky vytvoii kolonie na LB plotnach.

2. Pomoci dvojich antibiotik. Entry vektory nesou rezistenci na kanamycin, zatimco destinacni na
ampicilin. Selekce probéhne na LB plotnach obsahujich ampicilin, narostou pouze buiky nesouci
destinacni vektor.

Spojenim téchto selekci ziskame pouze klony s expresnim vektorem s nasi vlozenou DNA.

Postup BP reakce:

1. Piipravila se reak¢éni smes

attB PCR produkt (40-100 fmol) 1-10 pl
pDONR vektor (150 ng/ ul) 2ul

BP Klonazovy pufr 5x 4ul

TE pufr, ph 8 doplnit do 16ul

2. Ptidalo se 4ul BP klonazového mixu a inkubovalo 1 hodinu pii 25°C

3. Pridalo se 2ul proteinazy K na 10 minut pii 37°C

4. Smés se transformovala do kompetentnich E.coli a selektovala na kanamycinu.
Touto metodou byly zaklonovany sekvence mutantnich forem proteinu CIDEa a vytvotily se tak
entry klony, které slouzily pro pfipravu expresnich vektorti v nasledné LR reakci.
Postup LR reakce:

1. Pftipravila se reakcni smés:

Entry klon, Entry-ORF (100-300ng)  1-10ul
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Destina¢ni vektor (300ng) 2ul
LR Klonazovy pufr 5x 4ul
TE pufr, ph 8 doplnit do 16ul
2. Pridalo se 4ul LR klonazového mixu a inkubovalo 1 hodinu pii 25°C
3. Ptidalo se 2l proteinazy K na 10 minut pii 37°C
4. Smeés se transformovala do kompetentnich E.coli a selektovala na ampicilinu.
Touto metodou byly pfipraveny konstrukty s plasmidem pDEST53, nesoucim sekvenci proteinu
GFP (vznikly produkt nese GFP na svém N konci) a vznikly fuzni geny GFP-CIDEa, GFP-CIDE-
N a GFP-CIDE-C.

3.3.8.3. Metoda Lumio

Tato technologie se pouziva k fluorescencnimu znaceni proteint v zivych buiikach a jeji hlavni
vyhoda spociva v malé velikosti Lumio tagu, ktery je velky pouze 6 aminokyselin a neinterferuje
tedy s ptirozenou aktivitou zna¢eného proteinu. Dalsi vyhodou je membranova propustnost barev
lumio a jejich specifita k danému proteinu.Metoda je zalozena na technologii FIAsH (Fluorescein
Arsenical Harpin), ktera wuziva biarsenové slouCeniny k navdzani na protein obsahujici
tetracysteinovy motiv. Tyto slouceniny jsou nefluorescentni dokud se nenavazou na tetracysteinovou
sekvenci. Lumio systém obsahuje dvé komponenty. Prvni je plasmid nesouci tetracysteinovy Lumio
tag (Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys), za ktery se vloZi studovany gen a proteinovy produkt je pak timto
motivem oznacen. Druhou slozkou je barvici reagens, a to bud’ zelené, které je biarsenovy derivat
fluoresceinu nebo Eervené, které je biarsenovy derivat resorufinu. Obé€ slouceniny se vazou k Lumio
tagu pres Ctyfi kovalentni vazby, dvé arsenové skupiny kazdé vazou dva trioly v tetracysteinové

sekvenci. Po vazb¢ se stavaji vysoce fluorescentni (obr.3.7.).

| studavany protein :-Cys-l.'.:y s-Pro-Gly-Cys-Cys-

Lumio tag ? ‘;0 -
+ o
s, 4 E 1

G‘-fy\

9

ey A ! \J —g
, < ., ot O
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zelené Lumio reagens- fluorescertni po vazhé

zelené Lumio reagens (nefuorescentnil

Obr.3.7. Princip znaceni metodou Lumio
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3.3.8.4. Transformace E.coli

Pro namnozZeni plasmidt a pro selekci kolonii po ligaci byla uzita metoda transformace heat-
shockem.
Postup:
1. E.coli (50-100unl) skladované v -70°C se nechaly rozmrznout na ledu
2. Bylo ptidano 1 pl plasmidové DNA nebo 10 pl liga¢ni smési a zamichano
3. Bunky se nechaly 20 minut inkubovat na ledu
4, Heat-shock, 42°C, 30 sekund
5. Thned ptidano 0,5ml LB média pokojové teploty
6. Inkubace v tiepacce- 37°C, 1 hodina
7. Rozetfeno 50 pl. bunék na piedehfatou LB plotnu s antibiotikem, v pfipadé ligace se
buriky zcentrifugovaly (200G, 4 minuty), supernatant se slil a buiiky resuspendovaly ve
zbytku supernatantu a rozettely na plotnu
8. Inkubace v termostatu- 37°C, ptes noc
LB médium a plotny: 2,5 g kvasinkového autolyzatu; 5 g kaseinového hydrolyzatu; 5g NaCl; 7,5 g
agaru; 500 ml dest. H,0; pH = 7; sterilizovat.

3.3.8.5. Izolace plasmidu

Izolace plasmidii byla provadéna pomoci kitu Genelute plasmid mini-prep pro vyrobu konstruktt
nebo QIlAfilter Midi Kit pro izolace vétsiho mnozstvi DNA napiiklad pro transfekce. V obou
ptipadech jde o izolaci z E.coli narostlych pies noc v LB médiu s antibiotikem a probiha ve krocich:
lyzace bun¢k, procisténi lyzatu (u miniprepu centrifugaci, u midiprepu pfes filtr), vazba na kolonku,

promyti a eluce ve vodé nebo Tris-EDTA, ph8.

3.3.9. Prace s tkanovymi kulturami

3.3.9.1. Péstovani bunck
Buniky byly kultivovany v inkubatoru za podminek 37°C a 5% CO2. INS1E byly kazdy
tyden pasazovany, T.Rex HeLa, HeLa a HEPG2 kazdé ¢tyti dny, T293 kazdé 3 dny. Pro

dobrou kondici bun€k se nesmi nechat prerust, udrzuji se do 90% konfluence. PasaZzovani se
délalo pomoci trypsinu. Buriky se oplachly PBS a pusobenim 0,05% trypsinu se uvolnily
z povrchu kultiva¢ni lahve. Trypsin se inaktivoval pfiddnim stejného objemu média a
nasledné¢ se bunky nasavanim pipetou zhomogenizovaly a vysely na novou lavev

V pozadované hustot¢.
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Buniky INS1E byly péstovany ve standardni 1 1mM glukoéze a také v nizké SmM glukodze,
bunky HEPG2 v 5mM a 25mM glukoze. Dale byly bunky podle potieby zamrazeny v 10%

glycerolu pro pozd¢jsi vyuziti a uskladnény v tekutém dusiku.

3.3.9.2. Transfekce

Transfekce byla provadéna pomoci reagens FugeneHD. Fugene je smés lipidi a dalSich
komponent (v 80% ethanolu), ktera vytvati komplexy s DNA a transportuje je do savéich bunék.
Vykazuje minimalni toxicitu a neni tedy nutné po jeho piiddni ménit médium. Pro ucinnou
transfekci je potfeba, aby butiky byly v dobré kondici, tedy bez kontaminaci naptiklad mykoplasmou
a nejlépe v rustové log fazi. Dale je dllezita Cistota pouzité plasmidové DNA, nejlépe kdyZ pomér
absorbanci 260/280 nm je 1,8. Také je vhodné pouzit plasmid rozpustény na koncentraci v rozmezi
od 0,1 do 2 pg/ml. Pfi transfekci je vhodné pouzit médium bez antibiotik, protoze mohou snizit
ucinnost tranfekce.

Postup (pro plochu 6jamkového plata, jamka = 9,4 cm?):
1. Bunky byly den pted transfekei vysety do konfluence asi 80%
V den transfekce jim bylo vyménéno médium za bezantibiotikové

Do 100 pl Optimemu se pfidalo 2 pg plasmidové DNA a zamichalo

Smeés se inkubovala 15 az 20 minut pii pokojové teploteé

2
3
4. Bylo piidano 4 ul FugeneHD (pied ptidanim zvortexovat) a zvortexovano
5
6. Po kapkach se rozvrstvila na plochu bunek

7

Produkt je detekovatelny podle typu vneseného plasmidu, od Shodin po transfekci

3.3.9.3. Pfiprava stabilni linie s roGFP

Vyroba stabilni linie se zaklad4 na selekci bun€k nesoucich plasmid exprimujici kromé naseho
genu i gen pro rezistenci k danému antibiotiku. Pti standardni transientni tranfekci plasmid ztstava
Vv buiice asi do doby dvou tydni a pak je v ni degradovan. Pti vzniku stabilni linie se plasmid
vrekombinuje do genomu buriky a ziistava jeho soucasti. Vlozeni byva nahodné, proto vzniklé klony
mohou mit rizné vlastnosti. Pii praci se stabilni linii se musi stale pridavat selekcni antibiotikum pro
ptipad, ze nékteré builkky béhem néasledujicich pasazi vneseny exprimovany gen napiiklad vlivem
mutace ztrati.

Pro vyrobu stabilni linie je potfeba nejprve urcit senzitivitu bunék k danému selekénimu
antibiotiku, coz byl vtomto pfipadé Geneticin. Byla namichana fedici tada geneticinu o
koncentracich 0, 150, 250, 500, 750 a 1000 pg/ml v médiu. Bunky byly den pfedem nasety 0
konfluenci asi 50% a nasledujici 2 tydny kultivovany v danych koncentracich geneticinu v médiu.

Médium se ménilo kazdé 3-4 dny. Po uplynulé dob¢ se vybrala nejnizsi koncentrace geneticinu, pri
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které uz zadna butika nepfezije. Pro buniky INS1E to byla koncentrace 500 ug /ml, pro HelLa 750 ug
/ml.

Bunky byly tedy natrasfekovany plasmidem nesoucim gen roGFP a udrZzovéany 3 tydny v médiu
s500 ug /ml geneticinu. Nasledn¢ byly vybrany jednotlivé kolonie bunék, zhomogenizovany
Spickou v 1,5 ml eppendortkach a piesazeny do 96 jamkového plata.Vyhodou vyroby této linie je, Ze
produkt je fluorescen¢ni a lze tedy kdykoliv kontrolovat pod fluorescencnim mikroskopem, zda
vybrané kolonie sviti. Builkky se po vzdy dosazeni plné konfluence ptesadily na vétsi kultivacni
povrch. Po napéstovani dostate¢ného mnozstvi bylo vybrano nékolik kolonii, ¢ast se zamrazila a ¢ast

se vyuzila k experimentiim.

3.3.9.3.1. roGFP

roGFP je zeleny fluorescen¢ni protein citlivy ke zménam redukéné-oxidacnim stavim bunky.
Byl vyrobeny z komeréniho EGFP-N od firmy Clontech, u kterého byly provedeny substituce
povrchovych aminokyselinovych zbytkl za cysteinové, které vytvareji disulfidické mistky. Protein
meéni intenzitu fluorescence v zavislosti na zménach redox potencialu. Dalsi zménou je pridani
mitochondridlni adresy pfipojenim sekvence Ela podjednotky pyruvat dehydrogenazy. Tento

plasmid nam byl darovan od Dr. Rossignola z Univerzity Bordeaux, Francie.

3.3.9.4. T.REX systém

Tento systém je zaloZen na tetracyklinem regulované expresi u savcl, ktery uziva regulacni
elementy z E.coli operonu tetracyklinové resistence (Tet). Regulace tetracyklinem je zaloZena na
vazbe¢ tetracyklinu k Tet represoru a odblokovani promotoru kontrolujiciho expresi sledovaného
genu. Tedy, jde o indukovanou expresi, kterd probihd pouze v piitomnosti tetracyklinu v médiu.
Zakladnimi slozkami jsou expresni plasmid, nesouci dvé kopie sekvence tet operatoru, které slouzi
jako vazebna mista pro dvé molekuly Tet represoru (TetR) a regulacni vektor, ktery exprimuje gen
TetR. V nepfitomnosti tetracyklinu se represor vaze ve formé homodimeru do operatorovych
sekvenci v promotoru sledovaného genu a blokuje jeho transkripci. Pfidany tetracyklin se vaze na
homodimery represoru a dochazi k jejich konformaéni zménég, ktera zpisobi disociaci represoru
Z operatoru a umozni se tak exprese genu. Bunécné linie T.REx HeLa a T.REx293 jiz nesou
regulacni vektor jako stabilni linie rostouci na selekénim antibiotiku blasticidinu. Po transfekci
expresnim T.REx plasmidem, nesoucim zaklonovany studovany gen, dojde ke kompletaci systému a
exprese daného genu se mize kdykoliv indukovat pfidanim tetracyklinu. Pro péstovani téchto

bunécnych linii je proto dulezité, aby sérum dodavané do média neobsahovalo tetracyklin.
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3.3.10._ Konfokalni mikroskopie

Pro pozorovani lokalizace fluorescenénich proteini v bunkach se pouzival konfokalni
invertovany fluorescenéni mikroskop Leica TSC SP2. Buiiky byly nasety na skli¢kach s poly-L-
lysinem a upevnéné ve specialnim nosi¢i, umoznujicim udrzovat buiiky v médiu. Pro maximalni
rozlieni bylo pouzito PL APO 100x/1.4-0.7 objektivu s imerznim olejem. Pro excitaci byly uzity
argonovy laser (pro vinové délky 488 a 514 nm) a helium/neonovy ( pro vinovou délku 543 nm).
Principem urceni vyskytu daného proteinu je kolokalizace fluorescen¢niho proteinu a organelové
specifické fluorescencni barvy. K prekryvu dvou signalti musi byt uzity dvé rizné fluorescence, u
kterych se neptekryvaji emisni spektra. Buiiky exprimujici GFP byly inkubovany 2 minuty s 0,5 uM
TMRE (tetramethylrhodamin ethyl ester; Cervena barva, ktera se interkaluje do mitochondrialni
membrany). Stejnou barvou byly barveny i builky exprimujici plasmid s Lumio tagem, které ale
byly nejprve inkubovany 20-30 minut s Lumio Green reagens (rozpousti se v disperzni modii, ktera
je soucasti kitu a redukuje nezadouci pozadi). Cerveny plasmid byl pouZit pro transfekci stabilni
linie roGFP- HeLa, $lo tedy o expresi dvou fluorescen¢nich proteint v jedné buiice a zadné barevné
aditivum se proto nepifidavalo. Snimané obrazky byly upravovany programem Leica LCS Lite.

Piehled pouzivanych fluorescenénich barev a plasmida je v tabulce 3.4.

Barva, vektor Excitace (nm) | Emise (nm)
pDsRed- Monomer-C1 557 585
pACcGFP-C1 475 505
pcDNA-DESTS53 395,478 507
Hoechst 350 461
TMRE 546 574
Lumio Red 593 608
Lumio Green 508 528

Tab.3.4. Pouzivané fluorescencni barvy a plasmidy

3.3.11. Vizualizace mitochondrialni sité

3.3.11.1. 4pi mikroskopie

Optické rozliSeni svételného mikroskopu je limitovano predevsim rozptylem svétla. Rozliseni
v ose xz je horSi nez rozliSeni lateralni kvili omezeni danému aperturou ve sméru optické osy,
pokud se objekt snimé pouze jednoduchou ¢ockou. V ptipadé 4Pi mikroskopie se uziva systém dvou
protilehlych objektivi, které koherentné osvécuji vzorek, souCasné z obou stran a davaji vétsi
aperturu. Vyseldkem je 3-7x vétsi rozliSeni v ose xz nez u standardni konfokalni nebo dvoufotonové

mikroskopie a dosahuje 110 nm (obr.3.8.). Nejvyssi tj. 7x vyssi rozliSeni je ziskano v konstrukci

49



typu C, kdy interfrence dvou vlnovych svételnych front se tykéd jak dopadajiciho paprsku, tak

snimaného paprsku.

i

B

Obr.3.8. Rozliseni konfokalniho mikroskopu v ose xz je pfiblizné 500 nm oproti technologii 4Pi, kde
je rozliseni od 110 nm.

Navic se jedna o Setrnou zobrazovaci techniku 3D strukturdm nebot’ zachovava pfirozeny tvar
mitochondrii. Dalsi metody s dobrou rozliSovaci schopnosti jako je elektronovd tomografie a
elektronovd mikroskopie sice poskytuji kvalitni obraz, ale jsou nevyhodné kvili komplikované
ptipravé vzorki, ktera ve vysledku mize poskodit nativni strukturu bunék a navic jsou lilitovany
tloustkou zkoumaného vzorku. Nevyhodou 4Pi mikroskopie ale je, ze kvili glycerolovému
objektivu neni mozné pororovat zivé buriky, ale pouze fixované, protoze glycerol zplsobuje
bunkam osmoticky Sok a diky nerozpustnosti kysliku znemoziuje respiraci.

Stavba mikroskopu:

Mikroskop se sklada ze standardniho konfokalniho mikroskopu TCS SP2 (Leica) a jednotky 4Pi.
Ma dva 100/1,35 NA glycerolové objektivy, obraz snima CCD kamera pomoci titan-safirového
laseru. Excita¢ni svétlo z mikroskopu je rozlozeno rozdé€lovacem svétla a cileno na stejny bod
pomoci protilehlych objektivii. Fluorescence je sbirana obéma cockami, zpétné slozena na
rozd€lovaci a mifena do téla mikroskopu.

V piipadé naSich experimentii byla fluorescence bunc¢k INS1E sniméana uzitim dvoufotonové

excitace pfi 906 nm. Byly vyuzivany dva pfistroje, jednak zdkaznické méfeni v centrale Leica
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Microsystems, v Mannheimu, v SRN, a jednak pfistroje ve spolupracujici laboratofi Institute for

Molecular Biophysics, Jackson Laboratory, Maine, USA, vedené Dr. Joergem Bewersdorfem.

3.3.11.2. Priprava vzorku, fixace
Bunky stabilni linie INS1E a HEPG2 s roGFP (kultivované v 5 a 11mM, respektive v 5 a 25mM
glukdze) byly péstovany na polylyzinovanych sklickach pro 4Pi mikroskop 2-4 dny do konfluence

asi 70%. Pied fixaci byly inkubovany vV standardnim médiu s ptidanym 1uM FCCP (p-
trifluormethoxy karbonyl kyanid fenyl hydrazon) nebo s 20uM rotenonem nebo s obouma najednou
po dobu 20 minut v37°C a nasledné fixovany s glutaraldehydem. Fixac¢ni protokol byl
optimalizovan, aby uchoval nativni strukturu mitochondrialni sit€. Pro potvrzeni byla struktura
mitochondrii u fixovanych bun¢k srovnana s buiikami nefixovanymi na konfokalnim mikroskopu.
Postup fixace:
1. Sklicka se omyla v PBS, aby se odstranily zbytky média
2. Bunky byly fixovany 0,3% glutaraldehydem (fedény v PBS) pii pokojové teploté 10-15
minut
3. Nezreagované aldehydy byly redukovany Img/ml borohydratem sodnym (rozmichany
v PBS; pHS8) po dobu 15 minut; 2x opakovat. Roztok borohydratu je nutné pripravit tésné
pred fixaci.
4. Sklicka se 3x oplachla PBS
Sklicka se zakapla montovacim médiem s glycerolem, pfilepila k vrchnim sklickiim se zrcatkem

a umistila do kovovych drzaki.

3.3.11.3. Analyza obrazu

Priméry mitochondrialnich tubulti byly vypocteny bud'to z interference, ktera je inherentni
soucasti principu 4Pi mikroskopie jako poméry vétsSiho a niz§iho maxima tzv. ,,point-spread-
function“, PSF (PST metoda), nebo byly prosté¢ zméfeny z jednotlivych obrazi série xz projekci pii
znalosti typu objektl, tedy po ovéteni, ze dany objekt je v celé sérii opravdu tubulem (pravitkova
metoda).

Vizualizace 3D objektt a jejich povrchové vybarveni bylo provadéno s pomoci software Amira,
firmy Mercury (SRN). Pro vypocet objemu mitochondrialni sité¢ bylo vyuzito software Paraview.
Souhrn velikosti jednotlivych tubulti a objemy mitochondrialni sité jsou zaznamenany v Kapitole

vysledky v tabulce 4.1.

3.3.12. Western blot
Bunky byly seskrabany z povrchu kultivaéni lahve bez omyti PBS a tato bunétna suspenze
centrifugovana pfimo v rustovém médiu, aby se zabranilo ztraté¢ bunék pti odmyti. Pelet byl

resuspendovan v 50 ul lyza¢éniho pufru. Byl pfidano 50 ul vzorkového pufru na SDS-PAGE,
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povaieno 5 minut v 95°C. Kazdého vzorku bylo naneseno 20-30 pg celkového proteinu na 12%
SDS-PAGE a pieblotovano na PVDF membranu. CIDEa byla detekovana primarni protilatkou
vyvinutou v kralikovi 0 koncentraci 1ug/ml. Jako sekundarni protilatka byla uzita anti kralici
konjugovana s kienovou peroxiddzou a pro vyvolani byl uzit Luminol.
Slozeni gelu:

12% polyakrylamid/bis; 400mM tris-HCI; pH 8,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,04% TEMED

Slozeni pufit:

Elektroforeticky pufr (10x): 0,25M Tris-HCI; 1,92M glycin; 1% SDS

Blotovaci pufr TBB: 20% methanol; 50mM Tris; 0,4M glycin; 0,35mM SDS

Pufr na vyvolani blotu TTBS, pH 7,5 (5x): 20mM Tris; 500mM NacCl; 0,05% Tween 20

3.3.13. Izolace bunéénych frakci

Postup:
1. Buiky byly 2x omyté PBS a seskrabany z povrchu kultiva¢ni lahve do vysledného 1ml
PBS.
Suspenze byla centrifugovana- 1500xg/ 5 minut, 4°C
Pelet byl resuspendovan v pufru A a inkubovéan 10 minut na ledu
Suspenze byla centrifugovana — 5500xg/ 10 minut, 4°C

Byl odebran supernatant- obsahoval cytosolickou a mitochondridlni frakci

o ok~ w N

Pelet byl resuspendovan stiika¢kou s jehlou do trojnasobného objemu v pufru B a
inkubovan 30 minut na ledu

7. Suspenze byla centrifugovana- 12000xg/ 20 minut, 4°C

8. Byl odebran supernatant obsahujici jaderny extrakt

9. Mnozstvi proteinu bylo stanoveno metodou Bradford (Bradford 1976)
PufrA: 10 mmol/l HEPES, pH 7.9; 10 mmol/l KCI; 1.5 mmol/l MgCI2; 0.5 mmol/l DTT; 0.1% (v/v)
NP-40
PufrB: 20 mmol/l HEPES, pH 7.9; 420 mmol/l NaCl; 0.2 mmol/l EDTA; 1.5 mmol/l MgCI2; 0.5
mmol/I DTT; 0.5 mmol/l PMSF; 25% (v/v) glycerol

3.3.14. Indukce apoptozy

HeLa bunky byly natransfekovany vektorem pDEST30-CIDEa a vystaveny pusobeni
tetracyklinu o koncentraci 1 ug /ml média. V ¢asovych intervalech 0, 2,4, 8, 12 a 24 hodin byly
bunky sebrany pro analyzu obsahu proteinu CIDEa pomoci western blotu. V pfipad¢ uziti iniciatort
apoptozy byly bunky nejprve inkubovany 8 hodin s tetracyklinem a pak byly pfidany do
jednotlivych lahvi na dvé hodiny: 2umol/l camptothecin ( inhibitor komplexu DNA topoizomerazy
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1), 2 umol/l CCCP (karbonyl kyanid m-chloro fenyl hydrazon., protonofor), 2 umol/l valinomycin
(draslikovy ionofor) a vapnikovy ionofor A23187 o koncentraci 2 umol/l. Buriky pak byly sklizeny

zanalyzovany metodami TUNEL a cell death essay.

3.3.14.1. TUNEL

Tato rychla a pomérné citliva metoda slouzi k detekci apoptézy pomoci fluorescenéni
mikroskopie. Jeji dalsi vyhodou je, ze ptednostné znaci zlomy generované béhem apoptozy nez
nekrotické a nez zlomy DNA vlakna indukované radiaci nebo protinddorovymi léky. Béhem
apoptdzy se genomova DNA S§tépi na malé dvouvldknové useky nebo vynikaji jednovlaknové
zlomy. Princip metody spociva ve znaCeni volnych 3-OH konci s modifikovanymi nukleotidy
v enzymové reakci katalyzované terminalni deoxynukleotidyl transferazou (TdT). Dochazi
K polymerizaci nukleotidi znacenych fluoresceinem k volnym 3-OH koncim. Inkorporovany
fluorescein je detekovan pod fluorescenénim mikroskopem nebo pritokovou cytometrii.

Postup:
1. Bunky byly fixovany fixa¢nim roztokem po dobu 1 hodiny
2. Dvakrat oplachnuty PBS
3. Inkubovany v permeabilizacnim roztoku 2 minuty na ledu
4. Byla ptipravena reakéni smés z 450 pl barviciho roztoku a 50 pl enzymového roztoku, pro
negativni kontrolu bylo pfed smichanim odebrano 100 pl barviciho roztoku
5. Negativni kontrola: pfipravené buiky se inkubovaly s 50 ul barviciho roztoku bez
enzymové slozky (terminalni transferazy)
6. Burky se 2x omyly PBS
7. Ptidalo se 50 ul reak¢éni smési na vzorek, pro zajisténi homogenniho rozvrstveni smési se
bunky zakryly krycim sklickem a inkubovaly se 1 hodinu, pti 37°C ve tmé
8. Po inkubaci se 3x omyly PBS
9. Prob¢hla analyza pod fluorescen¢nim mikroskopem, zeleny filtr (excitace 488nm, emise
530)
Fixac¢ni roztok: 4% Paraformaldehyd v PBS, pH 7.4
Permeabilizacni roztok: 0.1% Triton X-100 in 0.1% citrat sodny
Enzymovy roztok: Terminalni deoxynucleotidyl transferaza z hovéziho thymu

Znadici roztok: Smés nukleotidt fluorescein-dUTP

3.3.14.2. Cell death assay

Bylo spocitano celkem asi 300 bunck a 100 CIDEA pozitivnich v nahodném poli pod
fluorescenénim mikroskopem. Rozpoznani apoptotickych bunck bylo stanoveno podle typickych

morfologickych zmén adherentnich bun€¢k podstupujicich apoptézu, builky jsou zakulacené a
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kondenzované. To bylo vyrazn¢€ vidét i po barveni Hoechstem 33258. Vysledna cisla slouzila

k uréeni odhadu procenta apoptotickych bunék. Pro statistickou analyzu byl uzit student’s t-test.
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4. VYSLEDKY

4.1. Stanoveni hladin transkriptu CIDEa v tkanich
4.1.1. Optimalizace kvantitativhi PCR

Pro kazdou sadu primerd se stanovovala optimalni koncentrace hoiciku. Koncentrace hotc¢iku se
testovala v rozmezi 3 mM az 8 mM. Ukazka stanoveni je uvedena na obrazku 4.1. Fluorescence je

Vv tomto pfipadé nejvyssi u vzorku s koncentraci MgCl, 6 mM.

1 3mm
24mM
3 5mid

0.028-

0.026-

4 6mid
57mM
6 8mhd

0.024-

Fluorescence (F2/F1)

0.022-
0.020-
0.018-
0.016-
0.014-
0.012-
0.010-
0.008-
0.006-

0.004-

0.002-
. e i
0.000-| e SR o :

-0.002

Cycle Number

Obr.4.1. CIDEa-optimalizace koncentrace MgCl, (vystup z pfistroje LightCycler). Optimalni
hodnoty jsou pro koncentrace 6mM a 7mM.
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4.1.2. Konstrukce kalibraénich pfimek

Zvolena metoda absolutni kvantifikace vyzaduje sestrojeni kalibrac¢ni pifimky pro kazdy gen
zvlast, s dodrzenim vSech b&zné pouzivanych experimentalnich podminek. Sestrojovaly se
kalibracni piimky pro geny krysi CIDEa a housekeeping gen GAPDH. Kalibrace se provadéla sérii
fedéni vrozsahu osmi fad, vzdy minimalné v duplikatech. Kalibraéni rovnice jsou uvedeny

v nasledujicich grafech 1 a 2.

35

30 y=-3.3831x - 20.662
R%?=0.999

25
20
15
10
5
0 . . . . . .
-15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8

Log (mnozstvi cDNA) g

Crossing point

Graf 1. Kalibracni pfimka pro CIDEa mRNA potkana
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g R? = 0,9969
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20 -

crossing point

-16 -15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8
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Graf 2. Kalibracni pfimka pro GAPDH mRNA potkana
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4.1.3._Stanoveni zakladnich hladin mRNA CIDEa
Dosud publikované kvantifikace proteinu CIDEa nebo jeji hladiny RNA byly v pfevazné vétsing

provedené metodou Northern-blot nebo klasickou PCR. V nasem méfeni byly zakladni hladiny
detekovany prostiednictvim kvantifikace mRNA izolované ztkani laboratornich potkant a
amplifikovany na LightCycleru. I ptes existenci regulace translace, jez mize snizit proporcionalitu
mezi syntetizovanym proteinem a jeho transkriptem, je zakladni obraz mmnozstvi transkriptu
sledovaného proteinu voditkem pro posouzeni jeho fyziologické tlohy v dané tkani. V nasem
ptipadé jsme testovali bilou tukovou tkan (WAT), srdce, mozek, ledviny, slezinu, jatra, kosterni sval
a plice. Mnozstvi CIDEa v hnédé tukové tkani (BAT) jsme bohuzel neprovérovali a tedy nemohli
potvrdit jiz diive publikované udaje, vyjadiujici BAT jako tkan s nejvy$si expresi tohoto proteinu
(Zhou et al., 2003, Inohara et al., 1998).

CIDEa
4.5

3.5

2.5

1.5

pg/10ng celk.transkriptt

0.5

0 — [ 1 [ ]

WAT Srdce Jatra Mozek Sval Ledviny Slezina Plice

Obr.4.2. Hladiny mRNA proteinu CIDEa v tkanich laboratorniho potkana. Hodnoty jsou uvedeny
jako mnozZstvi transkriptu CIDEa (v pikogramech, zaokrouhleno na dvé desetinna mista) v 10 ng
celkového transkriptu. WAT (bila tukova tkari)- 4,07pg; srdce- 0,91pg; jatra-0,53pg; mozek-0,02pg;
sval-0,09pg; ledviny-0,33pg; slezina-0,01pg; plice-0,33pg
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Mnozstvi mRNA je vyjadieno v pg, vzhledem k celkovému mnozstvi mRNA vlozené do reakce, a
to v jednotkach pg na 10 ng mRNA, vyizolované z dané tkan¢. Tato jednotka v podstaté vyjadiuje
pramérnou Cetnost transkripce v ptipade, kdyz se 10 000 gent transkribuje zaroven se stejnou
¢etnosti. Shodou okolnosti transkripce GAPDH probihala v riznych tkéanich s ¢etnosti 1 az 10 téchto
jednotek. Transkripce CIDEa dosahovala fadu této jednotky pouze v piipadé WAT. Mnozstvi
transkriptu u ostatnich tkani se u potkana sniZovalo v pofadi srdce > jatra > ledviny > plice >
kosterni sval > mozek > slezina, pti¢emz rozdil mezi maximem u WAT a minimem u sleziny byl az
400 nasobny. Nejhojnéji se tedy CIDEa mRNA vyskytuje ve WAT, potom v srdci a jatrech. Nejnizsi
detekovana hladiny byla zjisténé v mozku a sleziné (ptiblizné 0,02 pg / 10 ng celkového

transkriptu).

4.1.4. Stanoveni proteinu CIDEa

Testovali ptfitomnost proteinu CIDEa v riiznych tkanich laboratorniho potkana pomoci western
blotu (obr.4.3.). Pouzili jsme protilatku anti-CIDEa (ProSci). Piekvapivé jsme detekovali protein o
velikosti 75kDa, samotna CIDEa ma velikost 25 kDa.

std  sval plice jatra BAT

4 T5kDa

Obr.4.3. Western blot zobrazujici protein CIDEa z potkaniho svalu, plic a jater a my$i hnédé tukové
tkané (BAT). Protein predstavuje molekularni hmotnost 75kDa. Std- hmotnostni marker; Sipka

ukazuje velikost 75kDa.

4.2. ZvySena exprese proteinu CIDEa vedla k apoptéze

apoptoze (Inohara et al., 1998). V nasem piipadé jsme zkoumali vliv indukované exprese CIDEa na
buniky T.REx-HeLa, které stabilné eXprimuji tertacyklinovy represor. Buriky jsme natransfekovali
plasmidem T.REx-pDEST30-CIDEa, ktery umozni kontrolovatelnou expresi proteinu v zavislosti na
pfidani tetracyklinu. Nejprve jsme vyzkouseli funkEnost metody tim, ze 24 hodin po transfekci
bunky bez pfidani tetracyklinu CIDEu neexprimuji. Potom jsme udélali ¢asovou tadu indukce
tetracyklinem a zjistili, Ze maximalni exprese proteinu probihd po 12 hodindch po pfidani
tetracyklinu a potom exprese klesa (obr.4.4.). To mize také znacit, ze transfekované buiiky umiraji,
zatimco netransfekované dale rostou. Procento bunék, pozitivnich na metodu TUNEL, ukazalo, ze

maximum apoptdzy je mezi 8 a 12 hodinami. Ve srovnani s poc¢atkem experimentu jsou ob& hodnoty
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vyrazné vyss§i (obr.4.5.). Proto se vSechny nasledujici pokusy provadély s osmihodinovou indukci

tetracyklinem a nasledn¢ dvé hodiny s induktory apopdzy.

e o Q- ““

Oh 2h 4h 8h 12h 24h

|

Obr.4.4. Exprese proteinu CIDEa v T.REx HelLa. Westernblot s c¢asovou fadou po indukci

tetracyklinem. Jako kontrola mnoZstvi proteinu byl pouZit aktin.

45 -
40 -
35
30 -
25 -

20 -
15
10 -
M
0 - . . . .
Oh 2h 4 h 8h 12 h 24h

Obr.4.5. Pocet TUNEL pozitivhich bunék v poméru k celkovému poctu bunék. Chybové uselky

TUNEL pozitivni buriky (%)

predstavuji standardni odchylku uréenou ze tfi riiznych experimenti; p< 0,05
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4.3. Lokalizace proteinu CIDEa v burikach

Lokalizace proteinu CIDEa v mitochondriich byla jiz dfive zjisténa v hnédé tukové tkani kiecka
(Zhou et al., 2003). Oproti tomu nékteré prace ptitomnost proteinu CIDEa Vv mitochondriich
nepotvrdily (Puri et al., 2008, Qi et al., 2008). V nasem piipad¢ jsme zjistovali distribuci proteinu
CIDEa pomoci fluorescenéni mikroskopie. Testovali jsme rGzné fluorescencni konstrukty
v kombinaci s fluorescenénim barvivem TMRE nebo v kombinaci dvou raznych fluorescen¢nich
konstruktti dohromady. Slo o uréeni lokalizace: pomoci exprese fizniho proteinu Lumio-CIDEa
v bunkach 293T barvenych Lumio green reagens ¢i pomoci exprese fuzniho proteinu GFP-CIDEa
v bunkdch 293T v kombinaci s barvenim potenciadlové senzitivni fluorescencni probou TMRE a
nebo kolokalizaci roGFP s dsRed-CIDEa v HeLa bunkach. Ve vSech pfipadech jsme nalezli protein
CIDEa lokalizovany v mitochondriich (obr.4.7.- 4.9.). Jako kontrolu pfipadné toxicity transfekéni
metody ¢i vlivu samotného GFP nebo RFP proteinu, exprimovaného v bunikach, na jejich na kondici
jsme bunky natransfekovali také samotnymi vektory pDsRed-Monomer-C1 a pcDNA-DESTS53
(obr.4.10.).

4.3.1. Deleéni mutanty CIDE-N a CIDE-C

Jak jiz bylo uvedeno, deleni analyzy u proteinu CIDEb ukézaly, Zze signal pro lokalizaci

v mitochondriich a oblast potfebna pro dimerizaci se piekryvaji a nachazi se v C koncové oblasti
proteinu (Chen et al., 2000). V naSich experimentech vysledky z konfokalni mikroskopie potvrdily
tento fakt i u proteinu CIDEa. Zatimco mutant CIDE-N, ktery postrddd N doménu, prokazal
lokalizaci proteinu v mitochondriich, mutantni protein CIDE-C bez C domény vykazoval distribuci
mimo mitochondrie. To by znacilo dulezitost C domény pro mitochondrialni lokalizaci, stejné jako

u CIDED proteinu (obr.4.5.-4.6.).
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GFP-CIDEa-C TMRE

Prekryv

Obr.4.5. Lokalizace CIDEa-C v burikach 293T; méfitko: 1cm= 10um
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GFP-CIDEa-N TMRE

Prekryv

Obr.4.6. Lokalizace CIDEa-N v burikach 293T,; méfitko: 1cm=5um
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TMRE Lumio-CIDEa
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Prekryv

Obr.4.7. Uréeni lokalizace proteinu CIDEa pomoci Lumio reagens v burikach 293T; 1lcm=2um

GFP-CIDEa TMRE

Prekryv Priichozi svétlo



Obr.4.8. Uréeni lokalizace proteinu CIDEa pomoci GFP v burikach 293T; 1cm= 10um

dsRed-CIDEa roGFP

Prekryv
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Obr.4.9. Kolokalizace roGFP s Red-CIDEa v HelLa burikach; 1cm=10um
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ARADAA Prachozi
qvéatin

pcDNA- Prachozi
NFSTRR avatlin

Obr. 4.10. Kontrola samotné exprese RFP a GFP proteinu v burikach 293T; 1cm= 15um
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4.3.2. Redistribuce proteinu CIDEa po inkubaci s induktory apoptézy

Pro zjisténi lokalizace proteinu CIDEa jsme v tomto piipadé pouzili metody imunodetekce
v subcelularnich frakcich bun€ék T-REx HelLa exprimujicich po transfekci plasmidem T.REx-
DEST30-CIDEa a indukci tetracyklinem vysoké hladiny CIDEa proteinu. Byla zjisténa lokalizace
jak v mitochondridlni, tak v jaderné frakci. Po indukci valinomycinem a camptothecinem doslo
k redistribuci proteinu CIDEa do jadra (obr.4.11.).

Bunky byly také preinkubovany s 50umol/l kaspazovym inhibitorem z-VAD-fmk po dobu 30
minut a dale pak 2 hodiny s induktory apoptézy camptothecinem a valinomycinem. Tato
preinkubace vyrazné nezvysila procento CIDEa pozitivnich bunék vykazujicich morfologické znaky
apoptdzy, jako je sesychani nebo fragmentace jaderné DNA, coz naznauje, ze jde o proces
nezavisly na kaspazach (obr.4.12.). Naproti tomu bylo procento CIDEa apoptotickych bunék po
indukci valinomycinem vyss$i nez u kontrolnich bunék inkubovanych se samotnym DMSO (78% ku

40%), coz podporuje teorii o spojeni mezi redistribuci CIDEa a apoptozou.

cytosolovy extrakt jaderny extrakt

- .....'

+tetracyklin- indukce exprese CIDEa

Obr.4.11. Redistribuce proteinu CIDEa z cytosolu do jadra po apoptotickém stimulu u T.RExHelLa
bunék. Jako kontrola mnoZzstvi naneseného proteinu byl pouZit aktin. UT- negativni kontrola,
transfekce prazdnym pT-REx-DEST30 vektorem, bez dalsi inkubace; DMSO- transfekce pT-REx-
DEST30-CIDEa vektorem a inkubovano v DMSO (dimethyl sulfoxid), jako negativnim rozpoustédie;
camp- 2umol/l camptothecin; Val- 2umol/l valinomycin; A23187- 2umol/l vapnikovy ionofor; CIDEa-

rekombinantni lidsky protein CIDEa pfipraveny z inkluznich télisek, jako hmotnostni kontrola
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0br.4.12. Viiv kaspazového inhibitoru z-VAD-fmk na apoptozu indukovanou zvysenou expresi
proteinu CIDEa v TRExHeLa burikach. Chyboveé usecky jsou standardni odchylky urcené z minimainé

tri experimentd; * p< 0.05
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4.4. Zobrazeni mitochondrialni sité metodou 4Pi

4.4.1. Srovnani 4Pi a standardni konfokalni mikroskopie

Vysledky srovnani obrazki potizenych 4Pi a standardni konfokalni technikou ukazaly vyrazny
rozdil ve kvalité rozliSeni. Jelikoz 4Pi technika dosahuje rozliSeni z-osy 100 nm oproti zobrazeni
standardnim konfokalnim mikroskopem, ktery ma rozliSeni 500- 800 nm, Ize dobfe zmapovat ve
trojrozmérném zobrazeni i tenké bunécné struktury, jako je mitochondridlni sit. Navic jsou
pozorované INS1E buiilky velmi malé s hustou mitochondridlni siti, ktera je standardni mikroskopii
tézko rozlisitelna. Porovnani obou technik ukazalo, ze tubuly mitochondridlni sité jsou ve zobrazeni

standardni konfokalni mikroskopii 2-4x silng&j$i neZ pfi zobrazeni pomoci 4Pi (Obr. 4.13.).

Obr.4.13. a-d- porovnani zobrazeni 2D a 3D techniky; e,f- obrazek pofizeny stejnym mikroskopem,

e- snimany 4Pi technologii, - snimany standardni konfokalni technologii.
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4.4.2. Morfologie mitochondrialni sité v zavislosti na kultivaénich podminkach
4.2.2.1. Linie INS1E

Mitochondrie INSI1E bun€¢k za normalnich kultiva¢nich podminek, tedy v médiu s 11 mM
glukozou, sekretuji inzulin a probiha u nich maximalné oxidativni fosforylace (Merglen et al.,
2004). Pozorovali jsme hustou mitochondrialni sit’ vypliujici celou buiiku s tenkymi hodné
vétvenymi tubuly, které jsou vzajemné propojené. Jde tedy o jeden celek. Objem typické bunky Cinil
0,1 pl (vétSina bun€k byla vrozmezi 0,03 do 0,1 pl). Bylo detekovano vétSinou 65 az 85
mitochondridlnich vétveni a vice nez 50 ohybt ( nékdy i vice nez 100). Na pfiblizné 20 mistech
kazdé buiniky byly pozorovany ploché objekty, cisterny o velikosti pfiblizné 200x 400-600nm.
Primérnd tloustka tubult byla stanovena na 270 + 28nm. To je na hranici rozliSovaci schopnosti 4Pi
mikroskopie, tedy skute¢ny pramér muze byt jesté nizsi (obr.4.14.).

U bunék kultivovanych na nizké SmM glukoze bunky zménily sviij tvar z typického protahlého
na spiSe ovalny a jejich tubuly byly siln€jsi, asi o 40 nm v praméru. Pocet cisteren vzrostl ze 20 na
40-60 a nekterych bunék jesté s vice jak 100 malych cisteren. Stejn¢ jako u bunék péstovanych za
standardnich podminek, i zde bylo skoro u vSech bun€k vidét jedno propojené mitochondrialni

retikulum, ale pocet vétveni poklesl na 40 az 60 (obr. 4.15.).

4.2.2.2. Linie HEPG?2

Bunky HEPG2 jsou 3 az 4x vétsi nez bunky INSI1E, pro svou velikost nebylo mozné skenovat
celé bunky, ale pouze 30-50%. Pii kultivaci v médiu s nizkou SmM koncentraci glukdzy mély
buiiky hustou malo vétvenou sit. V ptipadé kultivace v 25mM glukdze, ktera imituje chronickou
hyperglykémii, mély tubuly o 100nm vétsi primér nez za normalnich podminek. To koresponduje
s nizkou rychlosti mitochondrialni oxidativni fosforylace a pfechodem na cytoplasmatickou
glykolyzu (obr.4.16.)

Kultivace INS1E Primér (PST metoda) Pramér (pravitkova m.) Objem (pl)
11 mM glukoza, piistroj 1 262 £ 26 nm (5) 245 £ 42 nm (5) 0.09; 0.034
ptistroj 2 280 + 27 nm (5) 270 £ 38 nm (5)
Celkove 270 + 28 nm (10) 266 + 39 nm (10)
25 mM glukoéza, pfistroj 1 277 £27 nm (4) 269 £+ 40 nm (4) 0.028
pristroj 2 295 £ 34 nm (6) 261 £ 37 nm (6)
Celkove 287 £ 32 nm (10) 259 + 41 nm (10)
5 mM glukoéza, pfistroj 1 311 +36 nm (4) 313 £43 nm (4)
11 mM glukdza, rotenon 330 £ 34 nm (4) 308 =50 nm (4) 0.037;0.038;0.049
11 mM glukéza, FCCP 289 £25 nm (3) 283 +45 nm (3) 0.027;0.037;0.043
11 mM glukdza, rotenon a FCCP 303 &+ 30 nm (3) 287 + 47 nm (3) 0.032;0.037;0.046
Kultivace HEPG2 Primér (PST metoda) Priamér (pravitkova metoda) Objem (pl)
5 mM glukoza 284+38 nm (4) 265+50 nm (4) 0.035
25 mM glukoéza 4174107 nm (5) 338+68 nm (5)

Tabulka 4.1. Prdmérna tlousStka tubulti a jinych dtvarG a objemy celé mitochondrialni sité bunék
INS1E a HEPG2. PFristroj 1 je v The Jackson Laboratory; pristroj 2 v Leica Microsystems,
Mannheim, Germany). V zavorkach je uveden pocet zobrazenych bunék.
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Obr.4.14. Bunka INS1E kultivovana v 11mM glukéze, predstavujici optimalni rastové
podminky.Retikulum predstavuje jednu morfologickou jednotku o objemu 0,1pl. Zobrazeno
v rovinach XZY, zelena-osa Z , ¢ervena- osa X, modra- osa Y, Ctverce v mfiZzce na pozadi maji

velikost 1xm
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Obr.4.15. Burika INS1E kultivovana na 5mM glukéze, postradajici autokrinni inzulin a tedy
pfedstavujici patologicky stav. Sit je opét tvofena jednou hlavni morfologickou jednotkou plus

mens§imi vmezefenymi trubicemi na opacné strané buriky
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Obr.4.16. Zobrazeni mitochondrialni sité bunék HEPG2; obrazky a) a c) bufika péstovana v 5mM
glukbze, coZ predstavuje optimalni ristové podminky; obrazky b) a d) burika péstovana v 25mM
glukoze, tedy v hyperglykemickych podminkach s prevazujici glykolyzou.

Mitochondrialni  sit  bufiky kultivované za optimalnich podminek pfedstavuje jednu hlavni
morfologickou jednotku, tfi mensi fragmenty a dalSich devét malych ¢asti tvaru kouli a kratkych
tubuld. Pocet vétveni je 35 a vice nez 50 ohybu. Primérna Sirka tubulti je 302+40 nm (PST metoda)
nebo 277+53nm (pravitkovd metoda). Naproti tomu mitochondrie hyperglykemické buriky
pfedstavuje sit' s mensim poctem vétveni i ohybu (22 a 20) a tlustsi tubuly o priméru 445+128 nm

(PST metoda) nebo 355+700 nm (pravitkova metoda).
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4.4.3. Morfologie mitochondrialni sité pri inhibované respiraci

Dale jsme zjistovali, zda snizena oxidativni fosforylace pfi podstatné snizené respiraci (na 10-
20%) ucinkem inhibitoru komplexu I dychaciho fetézce rotenonu bude mit vliv na morfologii
mitochondrii. Doslo k rozpadu mitochondrialni sit¢ na nékolik hlavnich casti nebo jedno hlavni
retikulum se 2-7 mensimi a dalsich 15 az 40 malych objektd. Byly vidét dva typy utvari, které se
oddélily od hlavniho retikula, 7 az 19 kulovitych utvart pfiblizné¢ 300 nm v priméru a 8 az 21
kratsich segmentt tubull stejného priméru. Pocet vétveni klesl o 10, piipadné zlstal konstantni.

Pramér tubula vzrostl o 60 nm (obr.4.17.).

4.4.4. Morfologie mitochondrialni sité pfi odprazeni

Dals§im zobrazenym stavem bun¢k bylo odptazeni indukované¢ FCCP, kdy membranovy potencial
a oxidativni fosforylace dosahuji nulové hodnoty. Naopak na rozdil od inhibice rotenonem se
respirace pohybuje na maximalni urovni, a tedy je na maximdalni urovni i Krebsiv cyklus a
matrixova tvorba GTP, nutného pro mitodynaminy. Tento stav ve vztahu k mitochondrialni
morfologii byl jiz diive popsan pomoci 2D konfokalni mikroskopie, kdy byl pozorovan rozpad
mitochondrialni sit€ na mensi objekty a malé kruhovité Gtvary (De Vos et al., 2005, Pletjushkina et
al., 2006, Ishihara et al., 2006, Song et al., 2007). Stejné morfologické zmény jsme pozorovali a
popsali s mnohem piesnéj§im rozlisenim pomoci 4Pi mikroskopie. Mitochondrialni sit’ byla
rozdélena na 2 az 6 hlavnich vétSich ¢asti a 20 az 40 malych jednotek. Hlavnim znakem byly
prstencové utvary o praméru 700 az 2000 nm. Jejich tloustka byla pfiblizn€¢ stejna jako bézné
mitochondridlni trubice, coz by naznacovalo, Ze jsou formovany fuzi kratkych segmentd. Byly
napojené jako soucast retikula nebo separatni v poétu kolem 10 v kazdé bunce. Dale se vyskytovaly
malé koule o velikosti priblizné 300 nm, kulaté nebo ploché cisterny velikosti 1 um. Pocet vétveni

poklesl na 15 az 20 (obr.4.18.).

4.4.5. Morfologie mitochondrialni sité po inkubaci s odprahovaéem i rotenonem

Piisobenim rotenonu i FCCP dochazi u bunék k skutecnému patologickému stavu, jelikoz stejné
jako v ptedchozim piipadé dochazi vlivem odpfazeni k poklesu membranového potencialu a
oxidativni fosforylace a zarovenl plisobenim rotenonu i k inhibici respirace. Oxidativni stres by
nemél mit na tento stav vliv, jelikoz je wvznikly superoxid eliminovany odpfahovacem.
Mitochondrialni sit’ se opét rozpadla na 3 nebo 4 hlavni ¢asti a vice nez 40 riznych menSich tvart,
coz byly malé koule, kratké tubuly a 3 az 9 miskovitych Gtvard o velikosti 0,7 az 2 um, coz bylo
hlavnim znakem tohoto vzorku. Opét byly nékteré separatné a nékteré ptipojené na retikulum. Pocet
plochych cisteren klesl na 15 az 20 a pocet vétvicich mist na 10 az 25. U nékterych bunék se

objevily také prstence. Pramér tubuld vzrostl o 30 nm (obr.4.19.).
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Obr.4.17. Burika inkubovana v 20 mM rotenonu. Sit' je fragmentovana do pfiblizné 40 oddélenych

casti, zajimajicich objem 0,5pl.
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Obr.4.18. Burika INS1E inkubovana v FCCP. Retikulum se rozpadlo na mnoho malych jednotek,

typicky znak pro tento stav jsou prstencove utvary velikosti priblizné 1um, celkovy objem je 0,04pl.
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Obr.4.19. Burika INS1E po inkubaci s rotenonem a FCCP. Retikulum je rozdéleno na mnoho
jednotek, predstavujicich nékolik dlouhych tubuli a mnoho malych dtvard, jako jsou koule, kratké

tubuly, prstence a miskovité struktury
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5. DISKUZE

5.1. Kvantifikace bazalnich hladin CIDEa mRNA

Bazalni hladiny proteinu CIDEa byly jiz dfive publikovany v n€kolika pracech. Kvantifikace
byla v téchto piipadech provadéna z celkové RNA metodou Northern blot nebo metodou klasické
PCR a to u ¢lovéka nebo mysi. V této disertatni praci jsem se pokusila o presnéjsi kvantifikaci
metodou real time RT-PCR ve tkanich laboratorniho potkana, tedy porovnat hladiny CIDEa
Vv jednotlivych tkénich sjiz publikovanymi vysledky u mys$i a cloveka. Bazélni hladiny jsem
stanovovala v osmi tkanich: bila tukova tkan, kosterni sval, srdce, slezina, ledviny, plice, mozek a
jatra. V tomto ptipadé jde navic o kvantifikaci absolutni v kalibrovanych hmotnostnich jednotkach.
Zjistili jsme, Ze hladiny v riznych tkanich se mohou lisit o dva fady v relativnim obsahu transkriptu
vici vSem V dané fyziologické situaci transkribovanym mRNA.

Nameétené hladiny mRNA jsou uvedeny na obr.4.2. Podle ¢lanku (Inohara et al., 1998), ve
kterém byla hladina transkriptll stanovovana prostfednictvim Northern-blotu, je nejvyssi mnozstvi
CIDEa mRNA u clovéka v srdci, mald mnozstvi byla detekovana v kosternim svalu, mozku,
lymfatickych uzlinach, kostni dieni ledvinach plicich a thymu. Obdobna publikace (Gong et al.,
1997), ve které byla RNA kvantifikovana opét Northern-blotem, uvadi vysoké hladiny CIDEa
v hnédé tukové tkani. Pomoci RT-PCR pak detekovali mala mnozstvi v srdci, svalu, lymfatickych
uzlinach, mozku a thymu mysi, pficemz hladina v bilé tukové tkani je 50- 100x vys$§i nez v srdci.
Naproti tomu v jatrech ani v bilém tuku nebyla RNA detekovana. Mnozstvi ve sleziné nebylo vibec
méfeno. V publikaci (Kelder et al., 2007a) se naopak uvadi vyskyt RNA CIDEa v bilé tukové tkani
mysi. Jelikoz kvantifikaci CIDEa u laboratorniho potkana se zadna ptedchozi prace nezabyvala,
nabizelo se srovnani s uvedenymi daty. Ve vSech osmi vySe uvedenych tkanich bylo detekovano
pfesné mnozstvi transkriptu CIDEa v potadi srdce > jatra > ledviny > plice > kosterni sval > mozek

> slezina. Rozdil mezi hladinou mMRNA v bilé tukové tkani a hladinou ve sleziné byl 400 nasobny.

5.2. Distribuce proteinu CIDEa ve vztahu k apoptéze

Nejprve muzeme zhodnotit ziskana data ¢etnosti transkriptu CIDEa vzhledem k mozné indukci
apoptdzy nezavislé na kaspazach v dané tkani. Vyznamny by mohl byt vysoky obsah transkriptu
v srdci, jelikoz by mohl mit protein CIDEa spolutcast na apoptotickém poskozeni pii srde¢ni
ischemii. Stejné tak u patogenezi jater spojenych s oxida¢nim stresem, jako je alkoholickd nemoc
jater ¢i jaterni steatdza, by obdobnym zplsobem pii piekonani prahové hodnoty oxida¢niho stresu
mohla CIDEa migraci do cytosolu ¢i jadra indukovat apoptoézu. NaSe diskuze by se mohla
analogicky rozsifit na jiné tkan¢, s tim, ze je tfeba vzit v ivahu celkovou skladbu riznych izoforem

CIDE v dané tkani. Pro¢ jedna izoforma prevlada v jisté tkani a jina v dal$ich, neni dnes znamo.
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Mohly by zde hrat ulohu rozdilné regulace. Dalsi mozny pohled je z hlediska moznych vazebnych
partnert proteinu CIDEa, které ho vyvazuji pfi jeho lokalizaci v mitochondriich. Jak jiz bylo
uvedeno, CIDEa je pravdépodobné distribuovana v mitochondriich a hypoteticky tvofi komplex
s proteinem specifickym pro hnédy tuk, s mitochondrialnim odpfahujicim proteinem UCP.
Koexprese téchto dvou proteinti v kvasinkach snizuje odptahujici schopnost UCP1 (Li, 2004).
Prikaznost experimentu v kvasinkach vSak nemusi souviset s realnou fyziologickou situaci v
savéich bunkach. Napt. v srdci, kde byl zjistén vyskoky obsah transkriptu CIDEa a kde kolegové
rovnéz zjistili vysoky relativni obsah transkriptu UCP2, by teoreticky mohl vzniknout komplex
UCP2-CIDEa. Jeho existence v§ak dosud nebyla prokazana. Na druhou stranu extramitochondrialni
lokalizace CIDEa v burikach bilé tukové tkané (Puri et al., 2008) nemusi byt v rozporu s jeji
lokalizaci v mitochondriich u jinych bunétnych typd. Malé mnozstvi objemu buriky, zaujimané
mitochondridlni siti u bilé tukové tkan€, mize zcela zfejme zptisobit nedostatecny import CIDEa do
jejich kompartmenti a tedy asociovani s lipidy v cytosolu. Proto i musime povaZovat za
neprokazanou piivodné vyslovenou hypotézu, ptedpokladajici, Ze by protein CIDEa mohl indukovat
apoptozu i u bunek bilé tukové tkang, a tedy spusténi apoptozy jeho stimulem by mohlo vykazovat
antiobezitni ucinek. Je mozné, Ze dalsi studie s vysokym rozliSenim konfokalni mikroskopie a
konstrukty specificky upravenymi pro bilou tukovou tkan prokazi piitomnost CIDE i v
mitochondriich bilého tuku.

Nicméné pro jiné modely bun¢k a tkani jsme v této praci potvrdili jiz zminény fakt, Ze protein
CIDEa je lokalizovan v mitochondriich (Li, 2004) a dale jsme prokazali, Ze doména CIDE-C je
potiebna pro lokalizaci v mitochondriich, stejné jako u pifibuzného proteinu CIDEb (Chen et al.,
2000). Presto samotna potvrzeni existence proteini CIDEa, CIDED, a CIDE-3 v mitochondriich, at’
uZ touto praci nebo jinymi laboratofemi (Li, 2004, Chen et al., 2000, Liang et al., 2003), zasluhuje
revizi a pripadné tadné prokazani lokalizace napt. v matrixovém prostoru ¢i v kompartmentech
periferniho mezimembranového, respektive intrakristalniho prostoru. Je tieba poznamenat, ze
publikované konfokaln¢ mikroskopické snimky nemusi dostate¢né prokazat lokalizaci CIDEa-GFP
faznich produktt v mitochondriich. Navic soucasna rozliSujici schopnost konfokalni mikroskopie
~250 az 400 nm stézi rozlisi a od sebe odlisi piipady, zda je fluorescenéné konjugovany protein
pfitomen v perifernim mezimembranovém prostoru nebo v matrix (podle nasich vlastnich vysledka
je prumérny prumér mitochodrialnich tubulli ohrani¢eny matrixovym prostorem cca 260 nm, tedy
stejné velky jako jediny skute¢ny obrazovy bod rozliseny konfokalnim mikroskopem).

V dalsim oddilu jsme se zabyvali redistribuci proteinu CIDEa v souvislosti s apoptdzou.
Oznaceni proteinu CIDEa jako apoptoticky vychéazi ze sekvencni podobnosti jeho N koncové
domény s podjednotkami DNA fragmentaéniho faktoru (Inohara et al., 1998). Dutkaz, ze CIDEa
vyvazuje inhibi¢ni podjednotku DFF45 a tim umozni nukleaze DFF40 §tépit DNA (obr.1.1.), vSak
chybi. Zjistili jsme, ze se CIDEa béhem procesu apoptdzy, vyvolané jeji zvySenou expresi nebo

Vv soucinnosti s dal§imi induktory apoptozy redistribuuje. To nabizi model, kde inaktivni komplex
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DFF45/DFF40 po vstupu do jadra disociuje a interaguje s proteinem CIDEa, ktery po apoptotickém
stimulu také vstoupil do jadra. Podporuje to fakt, ze se cely komplex DFF importuje do jadra snaze
nez jednotlivé podjednotky (Zhou et al., 2003). Kdyby tedy CIDEa rozrusSila komplex DFF jiz
Vv cytosolu, pak by samotna podjednotka DFF40 do jadra migrovala s mensi efektivitou. Zjistili jsme,
ze migrace proteinu CIDEa do jadra je vyrazngj$i po iniciaci apoptézy camptothecinem nebo
valinomycinem a je nezavisla na kaspazich. Mize tedy pfedstavovat jinou mitochondridlng
zprostiedkovanou apoptotickou dréhu nez jiz znamé mechanismy, jako je napiiklad uvolnéni
cytochromu ¢ (Garrido et al., 2006). Piesné drahy zpusobujici redistribuci nejsou znamy.
Camptothecin piisobi na topoizomerazu I, kterd se nachazi v jadfe. Vysledkem jsou zlomy na DNA,
které mohou vést k uvolnéni signalnich proteinti a jejich migraci respektive pienosu signalu do
mitochondrii. Na druhou stranu valinomycin, ktery je draslikovy uniportni pienase¢ zpisobujici
kolaps potencialu na mitochondrialni membrané a jeho celkovou pfeménu do ApH (Dlaskova et al.,
2008), muze pravdépodobné spoustét uvolnéni mitochondridlnich proteini jako vysledek
transformace mitochondrialni sit€. Proapoptotické proteiny Bax a Bak byly oznaéeny jako ti¢astniCi
v normalni i apoptotické morfogeneze mitochondrii (Karbowski et al., 2006). Zda se ale, ze role
CIDEa v apoptdze je odlisna od vylevu cytochromu c kanaly tvofenymi hexamery Bax/Bak, uz také
proto, ze CIDEa je pfili§ velka na prachod hexamery Bak-Bad.

Drivejsi prace ukazala to, ze vysoké hladiny exprese proteinu CIDEb v COS-1 bunkach vede k
apoptoze (Chen et al., 2000). Nase pokusy potvrdily stejny vysledek pro CIDEa protein v HelLa
bunkach, kde se prirozené CIDEa neexprimuje. Oproti tomu jiné dalsi prace souvislost apoptozy a
zvysené exprese CIDEa nepotvrdily (Viswakarma et al., 2007, Zhou et al., 2003, Liang et al., 2003).
To by se mohlo vysvétlit tim, ze pravdépodobné existuje n&jaky kofaktor mitochondrialniho ptivodu,
ktery je bunécné specificky a ktery brani navozeni apoptozy indukované proteinem CIDEa, tim Ze ji
zamezi piesun z mitochondrii, mozna vzajemnou vazbou. Byla uvedena interakce s proteinem UCP1
v hnédé¢ tukové tkani, nasvédCoval by tomu i fakt, Ze oba proteiny jsou zde hojné exprimovany
(Inohara et al., 1998, Li, 2004). Nicméné tento fakt se v nasi laboratofi nepodatilo ovétit. To, Ze
existuje interakce s neznamym mitochondrialnim kofaktorem by mohl naznacit fakt, ze CIDE
proteiny byly detekovany ptfevazné v mitochondriich (Li, 2004, Chen et al., 2000, Liang et al.,
2003), a je mozné, ze je zde CIDEa v jakési klidové fazi. Pfesun CIDEa do jadra muze mit
vyznamnou roli, kdy mize byt dilezitym prostiednikem pro pfenos signalu, vedoucimu k modulaci
nebo piimo k navozeni apopt6zy. Na druhou stranu buiiky exprimujici fluorescencni verze proteinu
CIDEa i pfes lokalizaci v mitochondriich vykazovaly morfologické znaky apoptdzy, jako je
svrastovani (obr.4.8.), Vv porovnani s kontrolnimi buikami, které byly natransfekovany pouze
vektorem exprimujicim samotny GFP nebo RFP (obr.4.10.). Je tedy otazkou, zda uz samotna

nadexprese nevede k indukci apoptozy.
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V neposledni fad¢ se ukazalo i n€kolik praci, které proteiny CIDEa, CIDEb a CIDE-3 spojuji
spiSe s metabolismem lipida (viz. kapitoly 2.3.4. a 2.3.5.2.1. v teoretickém uvodu), coz by
nazna¢ovalo multifunkénost proteini CIDE a jejich napojeni na dalsi drahy v burice.

Nase vysledky presto poukazuji na ptijatelnost hypotézy, ocekavajici jakousi klidovou pozici ¢i
ulohu CIDEa lokalizovanou v mitochondriich a jeji relokalizaci do cytosolu pripadné do jadra pfi
indukci apoptozy. I kdyz znalost detailt signalnich drah, vedoucich k exportu CIDEa z mitochondrii
(tedy alespon piedpokladaného transportu pies vnéj$i mitochondrialni membranu), nejsou znamy, je
mozné prepokladat, ze zminéna klidova pozice by mohla byt déna i jen prostou ptitomnosti CIDEa v
mitochondriich napf. v periferalnim mezimembranovém prostoru. Nejnovejsi poznatky ukazuji, ze
periferalni mezimembranovy prostor je mistem s redoxnim potencidlem posunutym na oxidacni
stranu, protoze mnohé proteiny, které jsou do néj transportovany pomoci TOM40, jsou spojovany
do multimert ¢i heteromultimert S-S mustky, vytvafenymi sulfhydryl oxidazou ARL (MIA v
kvasinkach Sacharomyces cerevisiae) (Hell, 2008). Protoze v naSich vysledcich jsme na Western
blotech detegovali pouze pravdépodobné komplexy CIDEa o vy$§i molekulové hmotnosti (obr.4.3.),
a tedy bud’to pravdépodobné trimery CIDEa ¢i multimery obsahujici alespoii jednu podjednotku
CIDEa, je dosti pravdépodobné, ze i CIDEa po importu do periferalniho mezimembranového
prostoru vytvaii S-S mustky s dal$imi molekulami CIDEa ¢i jinymi proteiny. Stejné jako v
ptipadech ostatnich proteinii importovanych do tohoto kompartmentu, by za jejich tvorbu mohl byt

zodpovédny systém TOM40 & ARL/MIA.

5.3. Morfologie mitochondrialni sité

V posledni dekadé, zejména s rozvojem technik konfokalni mikroskopie, byly ziskavany nové
poznatky o dynamice mitochondrialni sité a o proteinech zodpovédnych za dynamiku i tvar sité a
rovnéz tak i proteini zodpovédnych za tvar krist uvnitf mitochondrii. Tyto poznatky se neustale
roz$ifuji a pocet znamych proteint, ucastnicich se na morfologii mitochondrii roste. Stejné€ tak jsou
objevovany signalni drahy, iniciujici napt. dezintegraci mitochondrialni sit€ pfi apoptoze ¢i pii
fyziologickych procesech jako je napiiklad déleni buriky v G2 fazi a mitoze. Prestoze tyto poznatky
jsou velmi dulezité a k nim vedouci studie pouzivaji veskerou §kalu metodik molekularni biologie,
jako je vyuziti transgennich mysi, silencing, tkanové podmin€nou expresi a dal$i, zobrazovaci
techniky Casto vyuzivaji pouze konven¢ni konfokalni mikroskopii. V pfipad¢ struktur, jakymi jsou
mitochondrie, rozliseni konvenéni konfokalni mikroskopie ve 2D provedeni stézi odlisi propojenou
a dezintegrovanou mitochondridlni sit. Proto jsme se snazili ziskat pfistup k mikroskopim
vykazujicim vyS$$i rozliSeni a umoZziujicim automatické snimani trojrozmérnych obrazkl. V nasi
praci jsme prokazali, Ze pomoci dvojrozmérného zobrazeni nerozliSime tvary jednotlivych objekti,
predevsim kviili jejich prostorové orientaci. Zdanlivé kulovité utvary mohou byt tubuly otocené ve

treti ose. Trojrozmérné sloZzeny obraz, byt ze slozenych skanovani v ose z série nizkorozliSitelnych
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Xy fezii dava stale vice informaci nez jednotlivy 2D xy fez. U téchto 2D fezi jsou zpravidla ztraceny
oblasti, které jsou na 3D obrazcich i ve skutecnosti kontinualni. Jinymi slovy, na 2D obrazech se tato
oblast jevi jako diskontinudlni, a tedy pozorovanim pouhych 2D obrazi zdanlivé piedstavuje
dezintegrovanou mitochondrialni sit’.

V ptipadé malych bunék, jako byly nase INSI1E, s hustou mitochondrialni siti a tubuly, které se
ukazaly byt o priméru mensim nez 300 nm, neziskame standardni konfokalni mikroskopii
dostatecné rozliSeni jednotlivych objekti, zvlasté zasahujicich do nékterych kompartmentd, jako je u
téchto bun¢k koncova Spicka. Mikroskopie 4Pi oproti tomu umoznila poprvé na svété podrobné
zobrazit slozitou bohaté vétvenou strukturu mitochondrii, a to diky své az sedmkrat vétsi rozliSovaci
schopnosti v 0se z (nejméné Etyfikrat vyssi po 3D rekonstrukcich v osach xy - piesnéji tubuly se u
stejného vzorku pti vyuziti 4Pi mikroskopie jevi az Ctyfikrat tenci ve srovnani s piipadem , kdy je
vypnut mod 4Pi, tedy je vyfazen jeden ze dvou objektivil) a poprvé ukazala pravdépodobnou
skute¢nou velikost mitochondridlnich tubult okolo 260 nm (jak u INS1E tak u HEPG2 bunék, tedy
modelu pankreatickych beta bun¢k a modelu hepatocytl).

Bunky INS1E vyzaduji ptisun glukozy a autokrinni inzulin pro optimalni rist. Za normalnich
podminek 11mM glukézy v médiu (tedy za stfedni intenzity oxidativni fosforylace) je sit’ husté
rozlozena po celém objemu buiiky a propojend do jednoho celku. Takto ziistava i pfi maximalni
hodnoté oxidativni fosforylace, tedy po pfidani 25 mM glukézy k témto bunkdam. Naopak pfi
kultivaci na nizké glukoze, kdy je nedostatek autokrinniho izulinu, rostou INS1E buniky pomaleji,
jejich polocas zdvojnasobeni se tiikrat prodlouzi a sekrece inzulinu je naruSena (Merglen et al.,
2004, Spacek et al., 2008). Mitochondrialni sit’ neni v tomto pfipadé tak bohata a bunky vykazuji
kromé tubulll i itvary majici jiny zakulaceny tvar.

U bun¢k HEP2G, piedstavujicich modelové jaterni bunky jsme pozorovali stejné vysoce
propojené tubularni retikulum, tedy ptredpokladanou jedinou mitochondrii, jako u bun¢k INS1E. V
ptipadé téchto bun€k na toto tvrzeni nemame diikaz, nebot’ maji daleko vétsi velikost a diky
nestabilité zaznamu 4Pi po nekolika hodinach jsme nemohli nasnimat celou buniku. HEPG2 buriky
jsme na rozdil od INS1E kultivovali v zakladnim stavu pfi 5 mM glukdze, kdy jevi i jisty nejvyssi
stupen oxidativni fosforylace. Naopak u bun¢k kultivovanych v hyperglykemickém prostiedi, tedy
pii 25 mM glukoze, bylo zaznamenano podstatné ztlusténi tubulli mitochondridlniho retikula
(tabulka 4.1.). Tento vysledek piedstavuje jakousi simulaci patogennich stavii a nabizi do budoucna
hypotézu, ze by se prostrednictvim morfologie 3D obrazi mitochondrialni sit¢ dala vypracovat

morfologicka diagnostika nékterych onemocnéni, napiiklad v ptipadé INS1E diabetu.
V dalsi ¢asti naSich studii jsme simulovali patologické stavy vyvolané jiz znamymi induktory
dezintegrace mitochondrialni sité. Je tfeba fict, Ze prestoze nékteré ptipady byly popsany jiz diive

(ptipad odptahovace priblizné dekadu a pripad ~80% inhibice respirace rotenonem viz. Koopman et
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al., 2005), zadny z nich nebyl dosud vysvétlen na molekularni rovni. Pocet znamych proteind, které
se ucastni téchto procest stale vzrista, napiiklad v nedavné dobé byl vedle DRP1 objeven
mitochondrial fission factor Mff, Gcastnici se rovnéz dezintegrace zplsobené odpfahovacem
(Gandre-Babbe and van der Bliek, 2008).

Nejprve jsme tedy studovali pfipad snizené respirace, resp. vyfazeni jeji hlavni vétve inhibici
komplexu I dychaciho fetézce rotenonem, a tedy ponechinim respirace pouze diky nevyrazené
¢innosti komplexu 11, sukcinatdehydrogenazy. Zbyla respirace se pohybovala podle typu bunék asi
na 10 az 20%. Po inkubaci inhibitorem dychaciho fetézce rotenonem byl pozorovan rozpad
mitochondrialni sité, coz odpovidalo pfedchozim vysledkim u jinych typi bunék Bernard et.al.
(Benard et al., 2007), s tim rozdilem, ze jsme nepozorovali po této inkubaci vznik kulovych tvart se
snizenym stiedem. V nasem piipade vysokého rozliSeni a 3D zobrazeni jsme jak u INS1E bungk, tak
u HEPG2 zjistili pouhou dezintegraci jediného mitochondridlniho retikula na né€kolik mensich plus
na kratké useky tubult, pripadné kulovité utvary. Nicméné u INS1E buné¢k byl primér vSech téchto
utvarti téméf shodny s pivodnim primérem tubulli pted jejich dezintegraci. Tento pfipad tedy
mizeme povazovat za Cistou dezintegraci bez nutnosti zapojeni profuznich proteinti jako jsou
mitofuziny ¢i OPA1. V dalsi praci (Koopman et al., 2005) bylo po 72 hodinové indukci pozorovano
zvySeni poc¢tu vétvicich mist, coz jsme v naSem experimentu nezaznamenali. Pokusy vSak nelze
jednoduse srovnat, jelikoz se jednalo jiné typy bunék a jiné experimentalni podminky. Rozdily
mohou byt také diky lep$imu rozliSeni 4Pi mikroskopu ve srovnani se standardnim konfokalnim
mikroskopem, jak jsme v nasem ptipadé ukazali (obr.4.13.). Inhibice komplexu I dychaciho fetézce
znaén¢ snizuje oxidativni fosforylaci a tim export ATP do cytosolu. Rovnovaha mezi procesy fuze a
rozpadu je nejspi§ posunuta k rozpadu, pravdépodobné aktivaci proteinu DRP1. Na tento stav
pravdépodobné nema vliv oxida¢ni stres, nebot’ pokusy s antioxidantem MitoQ (mitochondrialné
adresovany chinon, inhibitor oxidacniho stresu vyvolaného rotenonem) ukézaly na konfokalnim
mikroskopu stejné zmény morfologie (Plecita-Hlavata et.al., nepublikovano). Pti¢inou rozpadu je

tedy spiS nez oxidacni stres inhibice respirace.

Dal$im zkoumanym piipadem byl stav nahlého tplného odptazeni mitochondrii. Ten byl davan
do souvislosti predevsim se Stépenim aktivnich isoforem proteinu OPA1 pfi kolapsu membranového
potencialu odpfazenim, a tedy pfesnéji tim, ze nastépené kratké formy OPAL1 jiz nejsou schopny
vykazovat profizni aktivitu. Rovnovaha je tedy automaticky posunuta ve prospéch dezintegrace i
bez aktivace DRP1 ¢i jinych dezintegracnich proteini. Ve vSech dosud popsanych piipadech
zobrazenych na 2D ¢i 3D obrazcich byla pozorovana dezintegrace na zdanlivé kulovité tUtvary,
respektive utvary ze zeslabenym stfedem. Jednalo se ovSem pouze o metodu konvenéni konfokalni

mikroskopie.
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V nasich pozorovanich 3D vyskorozliSujici 4Pi mikroskopii v pfipadé¢ inkubace s FCCP tento
odptahova¢ oxidativni fosforylace indukoval zménu morfologie mitochondridlni sité, kdy se
jednotné propojené retikulum rozpadlo na ¢tyfi typy jednotek. Vedle zbytku ptivodniho retikula se
objevily kratké trubice a koule a predev§im prstence. Prokazali jsme tedy, Ze pies iniciaci
dezintegrace musela zaroven pusobit pro-fizni aktivita, alespoii na spojeni koncli segmentt
pvodnich tubult do prstencii ¢i na zflizovani do vétSich objektl nez byly pltivodni prifezy tubuld
pted dezintegraci. Pfestoze je jasné patrny proces déleni, vznik prstencii by mohl byt vysvétlen
nerovnovahou mezi procesy fuze a déleni, kdy pravdépodobné po odptazeni dochazi k rychlejsi
respiraci a tim k zvySené tvorbé GTP v Krebsové cyklu a zaroven nedostatku ATP v matrix. To
muze vést k exportu GTP pie ADP/ATP pienase¢ a zvySeni hladiny GTP k nasledné aktivaci
mitodynamind, napiiklad Mfnl a Mfn2, a tim naklonéni ve prospéch procesu fize. Pokud bychom
mohli spekulovat, ktery z mitodynamind by mohl byt za tuto pro-fuzni aktivitu zodpovédny, zvolili
bychom Mfn2, nebot’ jeho mechano-chemicka aktivita je nizsi, tedy postacujici na fuzovani konct
tubuli (jejich pfiblizeni je pravdépodobné mediovano cytoskeletem). Zobrazeni pomoci 4Pi
mikroskopie je nezpochybnitelné, proto upfednostnujeme tuto vyse uvedenou interpretaci, piestoze
bylo publikovano, Ze pfi odpfazeni dochazi ke zvySenému S$tépeni a inaktivaci nékterych variant
profiizniho proteinu OPA1 (Song et al., 2007, Ishihara et al., 2006, Duvezin-Caubet et al., 2006,
Griparic et al., 2007, Malka et al., 2005), a tedy Ze $tépeni OPA1 bylo dosud uvadéno jako jedina
interpretace. My tedy ¢inime zavér, Ze na vzniku prstencli se mohou podilet i jiné izoformy OPA1
proteinu nebo dalsi mitodynaminy jako naptiklad Mfn2. Podil na procesu fuze bude mit i souc¢innost

s pohyby cytoskeletu.

Posledni pfipad spoluptisobeni rotenonu a odprahovace byl plivodné zamyslen jako odstinéni
slozky oxidacniho stresu. Oxidacni stres, dany zvySenou produkci superoxidu na komplexu I, je totiz
odptahovacem eliminovan (Dlaskova et al. 2008). Nicmén¢, zejména u INS1E bunék jsme ziskali
FCCP dohromady dochdzi vlivem odpfazeni k poklesu membranového potencidlu a oxidativni
fosforylace a zarovenn i k inhibici respirace plisobenim rotenonu. Pravdépodobné zde doslo
k smiSenému modulu rozpadu a flze. Pficemz v tomto piipadé byl proces flze s vyraznéjSim
projevem neZ u samotného FCCP a zptisobilo skladani membran do prstencii, které vyustilo ve vznik
miskovych utvari. Navzdory tomu byl i zde jasn€ patrny proces déleni, jelikoZ se mitochondrialni

sit’ rozpadla na mensi retikula, kdyZz proces fuze byl zachovan.
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6. SOUHRN

Byly stanoveny bazalni hladiny transkriptd proteinu CIDEa v osmi tkanich laboratorniho
potkana: bily tuk, kosterni sval, srdce, slezina, ledviny, plice, mozek a jatra. Ve vSech téchto tkanich
byl transkript detekovan. Mezi nejvyssi hladinou CIDEa mRNA v bilém tuku a nejniz$i ve sleziné
byl kvantifikovan rozdil 2 tady.

Prokazala se piitomnost proteinu CIDEa v mitochondriich pomoci konstrukti s fluorescen¢nimi
proteiny GFP a RFP a dale dulezitost CIDE-C domény pro tuto lokalizaci v mitochondriich pomoci
dele¢nich mutantd bez CIDE-N a CIDE-C domény metodou fluorescen¢ni mikroskopie.

Ukazalo se, ze zvySena exprese proteinu CIDEa vedla k apoptoze. Po indukci valinomycinem a
camptothecinem doslo k redistribuci proteinu CIDEa do jadra. Tento proces byl nezavisly na
kaspazach a bylo naznac¢eno mozné spojeni mezi redistribuci CIDEa a apopt6zou.

Bylo provedeno srovnani technik 4Pi a standardni konfokalni mikroskopie u zobrazeni
mitochondridlni sit¢ bunék INS1E a ukazalo, ze tubuly mitochondrialni sité jsou ve zobrazeni
standardni konfokalni mikroskopii 2-4x siln€jsi neZ pti zobrazeni pomoci 4Pi.

Metodou mikroskopie 4Pi byla detailné popsana morfologie mitochondrialni sit¢ bun¢k INSIE a
HEPG2 v zavislosti na kultiva¢nich podminkach a po stimulech vedoucich k inhibici respirace,
odpiazeni oxidativni fosforylace a kombinaci obou.

Mitochondrie INSIE bun€k za normalnich kultiva¢nich podminek, tedy v médiu s 11 mM
glukéozou mély hustou mitochondrialni sit’ s tenkymi vétvenymi tubuly, které byly vzajemné
propojené do jednoho celku. U bunék kultivovanych v nizké SmM glukdze buniky zménily sviij tvar
z typického protahlého na spiSe ovalny a jejich tubuly byly silngjsi.

Mitochondrie buné¢k HEPG2, rostoucich v optimalnim médiu s glukdzou o koncentraci SmM,
mély pramér tubultt o 100nm mensi nez buniky v médiu s 25mM glukoézou.

Pfi inhibované respiraci indukované rotenonem doslo k rozpadu mitochondridlni sit¢ na nékolik
hlavnich ¢asti nebo jedno hlavni retikulum.

Po odprazeni indukovaném FCCP se mitochondrialni sit’ rozdé€lila na nékolik hlavnich vétsich
¢asti a az 40 malych jednotek. Hlavnim znakem byly prstencové Gtvary o pruméru 700 az 2000 nm.

Po inkubaci s odpfahovacem i rotenonem se mitochondrialni sit’ opét rozpadla na 3 nebo 4 hlavni
¢asti a vice nez 40 riznych mensich ttvart, coz byly malé koule, kratké tubuly a miskovité atvary o

velikosti 0,7 az 2 pum, coz bylo hlavnim znakem tohoto stavu.
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Prilohy:
Priloha 1- navrh primert a hybridizaénich prob pro gen CIDEa

ATGACCGAGCCTGGAACACAGGAAGCCCTGGCACCTCCGAGAACCCGAAGTGCTGAGGGTACGCGTGTCCCCAGA
TACTGGCTCGGACCTTGTGTCCTTCGGGACCGTGGAGGCTCTTGGGCTTCACGACTCCCATGCGCACAGGGGTCT

AACTTCCTCCTGTCCCCTAGGAACTCGCTGGCCAGCCGCCCAGCCCTGGTCCGGGCTTTGGAGACTCCAGCAGCA
TTGAAGGAGGACAGGGGATCCTTGAGCGACCGGTCGGCGGGTCGGGACCAGGCCCGAAACCTCTGAGGTCGTCGT

GACAGCCTGTTCGGACACTGCTCGCCCCACGCGCACCTGCTTTTCTACTGCCAAGCGATACCCCTGGCACTGGTG
CTGTCGGACAAGCCTGTGACGAGCGGGGTGCGCGTGGACGAAAAGATGACGGTTCGCTATGGGGACCGTGACCAC

ATTCACCAGTGTCCCCAGCCCCCAGAAGAGAAAAACAATACTGACAATAGCCACCAACACCACCAAATCTGGGGT
TAAGTGGTCACAGGGGTCGGGGGTCTTCTCTTTTTGTTATGACTGTTATCGGTGGTTGTGGTGGTTTAGACCCCA

CCTGGGGCCCTCTGTACCGTTTGTCCACGAAGGGGCGTGGCCCCGGGACCCAGGCGTGGGAGCCGGAACTACTCG
GGACCCCGGGAGACATGGCAAACAGGTGCTTCCCCGCACCGGGGCCCTGGGTCCGCACCCTCGGCCTTGATGAGC

CTGCTCGCAGAAGCGCAGCCTGTCGCCAAGATCTGGGCTCGATCGGGTCAAGTCATCGCGGGGCGGGGCGGACAG
GACGAGCGTCTTCGCGTCGGACAGCGGTTCTAGACCCGAGCTAGCCCAGTTCAGTAGCGCCCCGCCCCGCCTGTC

GGCAGTGATTTAAGAGGCGCGGCCTTGGGACCCGAGGACCCACACCAATGGAGACCGCCAGGGACTACGCGGGAG
CCGTCACTAAATTCTCCGCGCCGGAACCCTGGGCTCCTGGGTGTGGTTACCTCTGGCGGTCCCTGATGCGCCCTC

CCCTCATCAGGCGAGTGCTGCCCGTGTACCCCTGCGCGCGGTCACCCTTCTTTCCGAACGGCTATAGTCCCCCTG
GGGAGTAGTCCGCTCACGACGGGCACATGGGGACGCGCGCCAGTGGGAAGAAAGGCTTGCCGATATCAGGGGGAC

CCAGTCCGCACAGCCAGGCCTGTTCCCGCCCAGCAGCCCAAGGTTCCTCCGGAAAAGGGCTACAGCTGCCCAGTG
GGTCAGGCGTGTCGGTCCGGACAAGGGCGGGTCGTCGGGTTCCAAGGAGGCCTTTTCCCGATGTCGACGGGTCAC

GTGCGCTCTCGAGGTGCGTGGGAGTCCGCAAGTGGCAGTGGTGAACGTGGGGGTAGCCTCATTCTGTTGCACCTC
CACGCGAGAGCTCCACGCACCCTCAGGCGTTCACCGTCACCACTTGCACCCCCATCGGAGTAAGACAACGTGGAG

TTGCAGGAGATGAGGAACTCGGGAGTGCCCCTGACATTCATGGGGTTGCAGACGAAAAAGGTCCTGCTTACCCCC
AACGTCCTCTACTCCTTGAGCCCTCACGGGGACTGTAAGTACCCCAACGTCTGCTTTTTCCAGGACGAATGGGGG

CTCATACACCCTGCTCGTCCTTTCCGGGTTTCAAACCATGACCGAAGCAGCCGGCGTGGGGTGATGGCCAGCAGC
GAGTATGTGGGACGAGCAGGAAAGGCCCAAAGTTTGGTACTGGCTTCGTCGGCCGCACCCCACTACCGGTCGTCG

CTGCGGGAACTTATCAGCAAGACTCTGGATGTCTTGGTCATCACAACTGGCCTGGTCACGCTGGTGCTGGAGGAG
GACGCCCTTGAATAGTCGTTCTGAGACCTACAGAACCAGTAGTGTTGACCGGACCAGTGCGACCACGACCTCCTC

GATGGTACCGTGGTGGACACAGAGGAGTTCTTTCAGACCCTAAGAGACAACACACACTTCATGATCTTGGAAAAG
CTACCATGGCACCACCTGTGTCTCCTCAAGAAAGTCTGGGATTCTCTGTTGTGTGTGAAGTACTAGAACCTTTTC

GGACAGAAATGGACACCGGGCAATAAGTATGTCTGCACACAAACAAAGAAGTCAGGAATAGCCA
CCTGTCTTTACCTGTGGCCCGTTATTCATACAGACGTGTGTTTGTTTCTTCAGTCCTTATCGGT

T GTCAAAGCCACCATGTATGAGATGTACTCA
CAGTTTCGGTGGTACATACTCTACATGAGT
GTGTCGTATGATATCCGCTGCACAAGCTTCAAGGCCTTGTTAAGGAGTCTGCTGCGGTTCGCATCCTATGCTGCC
CACAGCATACTATAGGCGACGTGTTCGAAGTTCCGGAACAATTCCTCAGACGACGCCAAGCGTAGGATACGACGG

CAGGTGACCGGACAGTTCCTGGTTTATGCGGGCGCTTATGTGCTCCGAGCACTGGGTGACACAGAAGAGCAGCCA
GTCCACTGGCCTGTCAAGGACCAAATACGCCCGCGAATACACGAGGCTCGTGACCCACTGTGTCTTCTCGTCGGT

TCCCCCAAGGCTAGCGCCAAAGGCTGGTTCATGTAA
AGGGGGTTCCGATCGCGGTTTCCGACCAAGTACATT
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Pfiloha 2- deleéni mutanty CIDEa

CIDEA - modra JE CIDEn doména, zlutd je CIDEc doména

1  ATGCGAGGGGACCGGGCTTCTGGGGGTCCTGGAAATCACAACGGGAGCTGGGCGCGGGAGGGGCCCAGGCTT
M R G DRASGGZPGNUHIDNGSWA AT RTEG P R L
73  GGCCCCTCCTGGAAGCGCGGGCTCTGGTCTCCGAGGGGAGGCCCCAACCGTCCGGCGGAGCCCTCCAGGCCC
G P S WZ XU RGTULWSPRGGZ PN RU PATEP S R P
145 CTGACATTTATGGGATCACAGACTAAGCGAGTCCTGTTCACCCCGCTCATGCATCCAGCT HECONeeE

L. T Fr M G S Q T K R V L F T P L M H P A R P I R
217

v S NH DR S SRR GV MAS S L Q E L I S K T
“#? CTGGATGCCCTCGTCATCGCTACCGGACTGGTCACTCTGGTGCTGGAGGAAGATGGCACCGTGGTGGACACA

L. b AL VI AT GGUL V T L V L E E D G T V V D T
01 GAAGAGTTCTTTCAGACCTTGGGAGACAACACGCATTTCATGATCTTGGAAARAGGACAGAAGTGGATGCCG

F E F F 0 T L 6 b N T™HFF M I L E K G Q K W M P

433 -CAGCACGTCCCCZ—\CTTGCTCGCCGCCGAAGAGGTCGGGAATAGCGAGAGTCACCTTCGACTTGTAC
c s Q@ H VP T CS P P KR S GG I A R V T F D L Y
505 AGGCTGAACCCCAAGGACTTCATCGGCTGCCTTAACGTGAAGGCCACCATGTATGAGATGTACTCCGTGTCC
R L N P K D F I G C L NV K ATMYE MY S V S
577 TACGACATCCGGTGCACGGGACTCAAGGGCCTGCTGAGGAGTCTGCTGCGGTTCCTGTCCTACTCCGCCCAG
y b I R ¢ T 6 L K G L L R S L L R F L S Y S A Q
649 GTGACGGGACAGTTTCTCATCTATCTGGGCACATACATGCTCCGGGTGCTGGATGACAAGGAAGAGCGGCCA
v T 6 Q F L I ¥ L ¢ T ¥y M L R VvV L D D K E E R P
721 TCCCTCCGGTCACAAGCCAAGGGCAGGTTCACGTGTGGATAG 763
S L R S 0 A K G R F T C G @

CIDEA-N (bez N domény)
ATGCGAGGGGACCGGGCTTCTGGGGGTCCTGGAAATCACAACGGGAGCTGGGCGCGGGAGGGGCCCAGGCTT
GGCCCCTCCTGGAAGCGCGGGCTCTGGTCTCCGAGGGGAGGCCCCAACCGTCCGGCGGAGCCCTCCAGGCCC
CTGACATTTATGGGATCACAGACTAAGCGAGTCCTGTTCACCCCGCTCATGCATCCAGCTCAGCACGTCCCC
ACTTGCTCGCCGCCGAAGAGGTCGGGAATAGCGAGAGTCACCTTCGACTTGTACAGGCTGAACCCCAAGGAC
TTCATCGGCTGCCTTAACGTGAAGGCCACCATGTATGAGATGTACTCCGTGTCCTACGACATCCGGTGCACG
GGACTCAAGGGCCTGCTGAGGAGTCTGCTGCGGTTCCTGTCCTACTCCGCCCAGGTGACGGGACAGTTTCTC
ATCTATCTGGGCACATACATGCTCCGGGTGCTGGATGACAAGGAAGAGCGGCCATCCCTCCGGTCACAAGCC
AAGGGCAGGTTCACGTGTGGATAG

CIDEA-C (bez C domény)
ATGCGAGGGGACCGGGCTTCTGGGGGTCCTGGAAATCACAACGGGAGCTGGGCGCGGGAGGGGCCCAGGCTT
GGCCCCTCCTGGAAGCGCGGGCTCTGGTCTCCGAGGGGAGGCCCCAACCGTCCGGCGGAGLCCCTCCAGGCCC
CTGACATTTATGGGATCACAGACTAAGCGAGTCCTGTTCACCCCGCTCATGCATCCAGCT,

CAGCACGTCCCCACTTGCTCGCCGCCGAAGAGGTCGCAGTTTCTCATCTATCTGGGCACATACATG
CTCCGGGTGCTGGATGACAAGGAAGAGCGGCCATCCCTCCGGTCACAAGCCAAGGGCAGGTTCACGTGTGGA
TAG
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Seznam zkratek:

ADOA

AlF

Apaf-1
Apo3, DR3
Askl
ATAD3
ATP

Bak

BAT

Bcl2

BH

CARD
CIDE
CLARP
CMT2A
DcR3

DD

DED

DFF
DFF40,CAD
DFF45, ICAD
DIABLO
DISC

DR

DRP1
FADD, MORT1
Fas

FIS1

FLIP
FSP27, CIDE-3
GH

GTP

HDL

IAF

autosomal dominant optic atrophy
apoptosis-inducing factor

apoptotic protease-activating factor-1
death receptor 3

apoptosis signal-regulating kinase
ATPase family, AAA domain containing 3
adenosintrifosfat

Bcl antagonist killer

brown adipose tissue

B -cell CLL/lymphoma 2

Bcl-2 homology

caspase recruitment domains

Cell death—inducing DFFA (DNA fragmentation factor-a)-like effector

caspase-like protein

Charcot- Marie- Tooth neuropathy 2A
decoy receptor 3

death domains

death effector domains

DNA fragmentation factor
podjednotka DFF

podjednotka DFF

direct IAP-binding protein of low isoelectric point

death- inducing signaling komplex
death receptors

dynamin related protein 1
Fas-asociated death domain protein
TNF receptor superfamily, member 6
fission 1 homolog

FLICE inhibitory protein

Cell death—inducing DFFA-like effector 3
growth hormone

guanosintrifosfat

high density lipoprotein

apoptosis-inducing factor
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IAP

ICM

ICS

IM

JNK
MAPKKK
Mfn1,2
MIS

MPT
MtDNA
OoM
PHB1,PHB2
PIM

PIMS
PPAR
PTP
PUMA, BBC3
RIP

Smac
SUMO
TFAM
TIM

TNF
TNFR
TOM
TRADD
TRAF2
UCP1
WAT

inhibitor of apothosis protein
vnitini mitochondrialni membrany
intrakristalni prostor

vnitini membrana; inner membrane

c-jun N-terminal kinase

mitogen activated protein kinase kinase kinase

mitofusin 1,2

mitochondrialni cilova sekvence
mitochondrial permeability transition
mitochondrialni DNA

vnéj§i membrana

prohibitinl,2

periferalni vnitini membrana

periferni mezimembranovy prostor
peroxisome proliferator activated receptor
permeability transition pore

Bcl2 binding component 3

receptor interacting protein

second mitochondrial activator of caspases
small ubiquitin-related modifier
transcriptional factor A, mitochondrial
translocase of inner membrane

tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor
translocase of outer membrane

TNF receptor associated DD

TNF receptor- associated factor 2
uncoupling protein 1

white adipose tissue
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