Souhrn

CIDEa (Cell death-inducing DFF[DNA fragmentation factor]-like effector-a) je protein, ktery mize
iniciovat apoptozu skize naruseni heterodimerického proteinu DFF, slozeného z nukleazy DFF40,
kterou aktivuje kaspaza 3 a jejiho inhibitoru DFF45. Méfili jsme hladiny mRNA CIDEa v tkanich
laboratorniho potkana a detekovali tento protein ve vysokych hladinach v bilé tukové tkani.
Potvrdili jsme také pfitomnost proteinu CIDEa v mitochondriich a dilezitost jeho CIDE-C
domény pro tuto lokalizaci. Ukazalo se, Ze zvySena exprese proteinu CIDEa vedla k apoptoze.
Dale jsme provedli imunodetekci bunéénych frakei HelLa bunék upravenych na tetracyklinem
indukovanou expresi. Po inkubaci s campthotecinem nebo valinomycinem jsme sledovali
redistribuci proteinu CIDEa do jadra. Predpokladame, ze CIDEa se nachazi v mitochondriich a
jeji transport do jadra muize zesilit nebo iniciovat mechanismus apoptozy.

Mitochondrie tvori v buiikach retikularni struktury, které kontinualné prochazeji procesy fuze a
fragmentace. Doposud provedené trojrozmémé analyzy mitochondrii ale nepopsaly detailng
jejich strukturu. Analyzovali jsme mitochondrialni sit u bunéénych linii INSIE a HEPG2
tranfekovanych mitochondrialné adresovanym GFP. Pomoci 4Pi mikroskopie se mohou sledovat
piesné zmény v 3D struktufe, odpovidajici zménam energetickych stavi v buiikach, a to pfi
rozliseni 100nm. Mitochondrie INS1E bunék za normalnich kultiva¢nich podminek, tedy v médiu
s 11 mM gluk6zou mély hustou mitochondrialni sit’ s tenkymi vétvenymi tubuly, které tvofily
jedno propojené retikulum o praméru tubul@ 262426 nm. U bunék kultivovanych v nizké SmM
glukoze buriky zménily svij tvar z typického protahlého na spiSe ovalny a jejich tubuly byly
silngj$i, v priméru 311436 nm. Podobng, mitochondrie bunék HEPG2, rostoucich v optimalnim
meédiu s glukézou o koncentraci 5mM nebo v hyperglykemickych podminkéach, mély propojené
retikulum a primér tubulG 284+38 nm a 4174110 nm. Pfi inhibované respiraci, indukované
rotenonem doslo k rozpadu mitochondrialni sité na n€kolik hlavnich ¢asti a mnoho menSich, ~300
nm tubul@ a kouli. Po odptazeni indukovaném FCCP se navic formovaly prstencové ttvary o
praméru 700 az 2000 nm. Po inkubaci s odprfahovacem i rotenonem se projevil vétsi pomér fuze
k fragmentaci nez v predchozim ptipadé a utvorily se miskovité utvary o velikosti 0,7 az 2 pm.
Doplnili jsme tedy diive nepopsané detaily tvart mitochondrialni sité pfi jeji desintegraci a jasné

ukazali, Ze je vysoké 3D rozlideni 4Pi mikroskopie nezbytné pro detailni popis mitochondrii.




