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Abstrakt

Nadorovéa onemocnéni jsou v soucasné dob¢ jednou z hlavnich pficin imrti. Lidské télo ma
fadu ochrannych mechanismt branicich vzniku nédorti. Jednim z téchto mechanismii jsou tumor
supresorové geny. Jednim z nedavno popsanych tumor supresorovych genil je gen kodujici
protein LACTB. LACTB je savfim homologem bakteridlnich beta-laktamas a proteini
vazajicich penicilin (PBPs). PBPs se podileji na tvorbé bakteridlni bunééné stény, konkrétné
na syntéze peptidoglykanu a mohou byt inhibovany penicilinovymi antibiotiky. Beta-laktamasy
jsou enzymy schopné Stépit beta-laktamovy kruh penicilinu a rusit tak U¢inek antibiotik.
Hlavnim tématem této prace je protein LACTB. LACTB se nachazi v mezimembranovém
prostoru savcich mitochondrii, kde tvofi filamenta, jejichz funkce neni zatim znama. LACTB byl
kromé souvislosti s nddorovymi onemocnénimi také asociovan s obezitou a alergii na penicilin.
V této praci je kladena pozornost piredevsim na shromazdéni jiz zndmych informaci o proteinu

LACTB ajejich uvedeni do SirSich souvislosti.

Klicova slova: nidorové onemocnéni, tumor supresor, LACTB, beta-laktamasa,

mezimebranovy mitochondrialni prostor, fosfatydilserin-dekarboxylasa



Abstract

Cancer is one of the most frequent causes of death. Fortunately, human body has a number
of various mechanisms that protect cells from tumorigenic transformation. One of those
mechanisms are tumor suppressor genes. The latest described tumor suppressor gene encodes
LACTB protein. LACTB is the mammalian homolog of bacterial beta-lactamases and penicillin
binding proteins (PBPs). PBPs are involved in construction of bacterial cell walls (specifically
in the synthesis of peptidoglycan) and they could be inhibited by penicillin antibiotics. Beta-
lactamases are able to break the beta-lactam ring of penicillin and provide resistance
to the antibiotics. The main topic of this work will be the LACTB protein. LACTB is localizated
in the intermembrane space of mammalian mitochondria. Here it forms filaments whose
physiological function still remains unknown. LACTB, apart from its connection with cancer,
was also associated with obesity and penicillin allergy. Main focus of this work will be to gather

all known information about the LACTB protein and put them into a wider context.

Key words: cancer, tumor suppressor, LACTB, beta-laktamase, intermembrane
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Seznam zkratek

AIF Faktor indukujici apoptozu

BMI Index télesné hmotnosti (z angl. body mass index)

DOX Doxycyklin

EST Cést exprimované mRNA (z angl. expressed sequence tag)
LACTB Mitochondridlni beta laktamasa

LPE Lysofosfatidylethanolamin

NAG N-acetylglukosamin

NAM Kyselina N-acetylmuramova

PBP Protein vazajici penicilin (z angl. penicilin binding protein)
PE Fosfatidylethanolamin

PISD Fosfatidylserin-dekarboxylasa

pRb Retinoblastomovy protein

PS Fosfatidylserin

RFP Cerveny fluorescenéni protein (z angl. red fluorescent protein)
RMS Rabdomyosarkom

ROS Kyslikovy radikal

SNP Jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. single nucleotide polymorphism)
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1 Uvod

Nédorova onemocnéni mohou postihnout téméf jakoukoliv tkan lidského téla a patii spolu
se srde¢nimi chorobami k nejcastéjSim pfi¢indm smrti v Evropé€. Podle Eurostatu zapfticila v roce
2013 nadorova onemocnéni 265 umrti na 100 000 obyvatel. Oproti roku 2004 se sice jedna
0 11% snizeni u muzt a 5,9% snizeni u Zen, bohuzel ¢isla zistavaji stdle vysoka. I proto je
do vyzkumu nadorovych onemocnéni investovano nemalé mnozstvi financi, usili a ¢asu [1].
Diivody vzniku nadort jsou rizné. Nej€astéjsi pti¢inou je piisobeni néjakého genotoxického jevu
— ionizujiciho zéafeni, chemickych latek nebo viri. Rozvoj onemocnéni muze byt urychlen
pritomnosti nékterych dédi¢nych mutaci v dilezitych genech nebo piitomnosti epigenetickych
faktor ovlivilujicich expresi genetické informace. Buiiky, u kterych dojde k transformaci
v nddorové, se vyznaCuji pfedev§im nekontrolovatelnym rastem napfi¢ hierarchickym
vystavbovym pldnem organismu. Dochazi u nich k autonomii v produkci rastovych signali
a snizeni citlivosti na inhibi¢ni signaly, k porucham v reparaci DNA a nasledné genomové
nestabilité. Také ziskavaji schopnost tkanové invazivity a metastazovani.

Lidské télo mé nastésti mechanismy, kterymi se dokaZe vzniku nadort branit. Jednim z nich
je exprese tak zvanych tumor supresorovych gend, které zabraniuji vzniku nadorovych bunék.
Vétsina téchto genti byla objevena pti vyzkumu castych typli naddorovych onemocnéni, jako je
karcinom prsu ¢i plic. V nedavné dobé naopak doSlo k objevu nového tumor supresoru
pfi vyzkumu tkani, ve kterych se nadory vyskytuji jen zifidka — konkrétné kosterniho svalstva
u dospé€lého clovéka. Tento tumor supresor je LACTB, mitochondridlni protein, ktery je
homologem bakterialnich beta-laktamas. Shroméazdéni informaci o tomto proteinu je vénovana

tato bakalatska prace.



2 Beta-laktamasy a proteiny vazajici penicilin

2.1 Stavba bunééné stény bakterii

Bunééna sténa vytvari pevny obal, ktery chrani buitku pfed vnéjSimi vlivy a udrzuje jeji
tvar. Najdeme ji u Archaea, vétSiny bakterii (pouze rod Mycoplasma ji nema, misto toho je
chranén tfivrstvou plazmatickou membréanou [2]), u fas, rostlin a hub. Stavba bunécné stény se
1i$i mezi jednotlivymi skupinami organismi a miize zaviset i na vyvojovém stadiu daného
organismu (obr. 1).

Bunécna sténa rostlin se muze skladat az ze tfi vrstev — stfedni lamely, primérni stény
a sekundarni stény. Stfedni lamela se objevuje jiz béhem déleni bunky a urcuje, kde se bude
nasledné nachédzet bunécna sténa. Je tvotfena flzovanim vackl z Golgiho aparatu obsahujicich
pektin. Nasledné smérem do stiedu buriky od stfedni lamely vznikéd primarni sténa, ktera je tenka
a je tvorena predevsim celulosou, hemicelulosou a pektinem. V né¢kterych typech rostlinnych
bun€k po ukonceni ristu builkky vznikd navic sekundarni sténa, kterd ma predev§im funkci
mechanického zpevnéni buné¢k [3].

Bunécna sténa hub obsahuje predevsim chitin, glukany a proteiny (¢asto jsou glykosylovany
a spojeny s manosou, jednd se tedy o manoproteiny). Na rozdil od rostlinnych bun¢k, bunééna
sténa hub neobsahuje celulosu [4].

Stavba bunécné stény fas je rliznoroda. Nejcastéjsimi stavebnimi prvky jsou polysacharidy
(celulosa) a glykoproteiny. Pfesné sloZzeni bunécné stény se Casto pouziva k taxonomickému
zafazeni organismu [5].

Bakteridlni bunéfnd sténa je tvorena piedev§im peptidoglykanem. Podobné sloZzeni ma
1 bunécna sténa u Archaea, tam se ovsem jedna o tvz. pseudopeptidoglykan [6].

Peptidoglykan je komplex tvofeny N-acetylglukosaminem a kyselinou N-acetylmuramovou
spojenymi navzajem glykosidickymi vazbami. Tato struktura je velice pevna a odolnd, ale
dostate¢né volna k poskytnuti pohybu mensich castic az do velikosti 2nm [7]. Lze ji pfirovnat
naptiklad ke struktute draténého plotu [8]. Procentudlni zastoupeni mnozstvi peptidoglykanu
v bunééné sténé se ale 1i8i u jednotlivych druhii bakterii, obecné patii k jednomu ze zasadnich

rozdili mezi gram-pozitivnimi a gram-negativnimi bakteriemi [9].
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Obr. 1: Stavba bunééné stény gram-negativnich bakterii, gram-pozitivnich bakterii, mykobakterii
ahub. Bunécna
v periplazmatickém prostoru mezi vnéj$i a vnitini membranou. Naopak v ostatnich zobrazenych
organismech vnéjsi membrana chybi. U gram-pozitivnich bakterii ji nahrazuje siln€j$i vrstva
peptidoglykanu, u mykobakterii se nachazi nad peptidoglykanem jesté glykolipidy. Bunééna sténa hub ma

zcela odlisné slozeni, peptidoglykan je nahrazen chitinem, beta-glukanem a manoproteiny [9]. (obrazek
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2.2 Proteiny vazajici penicilin

V syntéze peptidoglykanu hraji nezastupitelnou roli proteiny vazajici penicilin (PBPs —
penicilin binding proteins). Ty katalyzuji transglykosylaci (polymeraci glykanového fetézce)
a transpeptidaci (zesitovani fetézct) [10]. Syntéza peptidoglykanu zacina jiz v cytoplazmé. Tam
je kyselina N-acetylmuramova (NAM) spojena s pentapeptidem (piesna sekvence aminokyselin
se 1isi mezi jednotlivymi druhy baterii [7]) a N-acetylglukosaminem (NAG). Na pfipojovani
pentapeptidu se podili specialni enzymy; ribosomy a tRNA se procesu netcastni. Pentapeptid-
NAM-NAG prekurzor je poté transportovan na vnéjsi stranu plazmatické membrany. Tam je
pomoci PBPs pfipojen krostoucimu konci peptidoglykanového fetézce (proces
transglykosylace). Zesitovani je dosazeno odstranénim posledni aminokyseliny z pentapeptidu
a jeho pripojenim k jinému aminokyselinovému fetézci [11].

Mechanismem Uc¢inku mizeme PBPs zatadit mezi acyl serinové transferasy. Aktivni serin se
nachazi ve vysoce konzervovaném motivu SXXK. Tam dochéazi k acylaci a deacylaci serinu
a naslednému vzniku kovalentni vazby se substratem. Kromé tohoto motivu obsahuji vSechny
PBPs jeste dva, rovnéz vysoce konzervované motivy: (S/Y)XN a (K/H)(T/S)G. Prvni se ucastni
hydrolyzy a druhy se podili na vazb& substratu [12]. PBPs miZeme rozdélit do dvou hlavnich
skupin — vysokomolekularni a nizkomolekularni. Vysokomolekularni se podileji na polymeraci
peptidoglykanu a jeho vkladani do jiz existujici bunécné stény. Nizkomolekularni PBPs funguji
jako transpeptidasy — hydrolyzuji posledni aminokyselinu pentapeptidu. Ob¢ skupiny PBPs se
dale déli na podskupiny A, B a C na zéklad¢ sekvencni podobnosti [13].

Jak jiZ nazev napovida, PBPs jsou mistem plsobeni penicilinovych antibiotik a dalSich latek
obsahujicich beta-laktamovy kruh. Mechanismus ptsobeni je celkem jednoduchy — dochazi
k acylaci serinového zbytku v aktivnim misté, PBP ztraci schopnost transpeptidasové aktivity

a stavba buné¢né sté€ny je tak inhibovana [12].

2.3 Beta-laktamasy

Penicilinova antibiotika od svého objevu pied 70 lety zachranila nespocet zivotli. Bohuzel,
jejich casté a mnohdy nekontrolované pouzivani vedlo k selekci resistentnich patogenti. Jedna
z moznych cest vzniku resistence je syntéza proteinii velmi sekvencné podobné PBPs — beta-
laktamas, které inaktivuji antibiotika hydrolyzou peptidové vazby v beta-laktamovém kruhu

(obr. 2) [14].
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Obr. 2: Uginek beta-laktamasy na penicilin. Reakénim mistem penicilinu je peptidova vazba beta-

laktamového kruhu. Hydrolyzou této vazby se penicilin stava neaktivnim [14].

V soucasnosti je zndmo okolo 1300 riznych beta-laktamas [15] a podle rozdila ve struktuie
a funkci se daji rozdé€lit do ¢ty skupin. Tti z nich (A, C a D) jsou enzymy se serinem v aktivnim
misté, ¢tvrtd skupina (B) obsahuje enzymy, které potiebuji ke své aktivité zinek. Fylogenetické
studie ukdzaly, ze beta-laktamasy se vyvinuly z PBPs nejspiSe celkem tiikrat, coz ukazuje
na opakovanou potiebu chranit ¢asti drahy vedouci k syntéze peptidoglykanu [16].

Gram-negativni bakterie v ochrané pfed penicilinovymi antibiotiky voli hlavné cestu tvorby
beta-laktamas. Penicilin proniké4 do bakterie volnou difuzi, nejprve skrz poriny vnéj$i membrany,
poté skrz buné€nou sténu. To neni velkym problémem, peptidoglykanova sit’ bunééné stény je
dostate¢né volnd na to, aby skrz ni pronikla mald molekula jako penicilin. Mistem plsobeni
penicilinu je vnitini membrana, kde se nachazi PBPs. Pfedtim musi ale pfekonat periplazmaticky
prostor, kde, pokud bakterie nese gen pro syntézu beta-laktamasy je tento protein zastoupen
v tisicich kopii. Napfiiklad buiika E. coli nesouci plasmid RP4 obsahuje v periplazmé 65 tisic
kopii beta-laktamasy [14].

U gram-pozitivnich bakterii se dlouho ptfedpokladalo, ze v otdzce vzniku resistence voli
jinou strategii. AZ nedavna studie z roku 2016 ukdazala, Ze 1 v téchto mikroorganismech lze najit
beta-laktamasy a to konkrétné takové, které by se daly zaradit do skupiny D. Vyzkum popsany
v tomto Clanku se zaméfil na tfi rodiny bakterii — Bacillaceae, Clostridiaceae a Eubacteriaceae.
Nejcastéji se beta-laktamasy vyskytovaly v Bacillaceae, kde byly objeveny v nejméné
12 druzich rodu Bacillus [17].

Bakteridlni infekce stale ziistdvaji nejcastéjsi pficinou umrti, ro¢né ukonci miliony Zivotd.
Odhaduje se, ze v roce 2050 globalni mira tmrtnosti v disledku bakterialnich infekci by vzrostla

na 10 milionti za rok, pokud by se nijak neteSila stale se zvySujici resistence mikroorganismu



na antibiotika. Vyvoji novych, modifikovanych antibiotik je tak vénovano mnoho usili a financi.
Do klinickych zkousek je v soucasnosti zatazeno zhruba 150 novych latek, z toho modifikovana

beta-laktamova antibiotika tvofi zhruba 60% [17].

3 Proteiny podobné beta-laktamasam v eukaryotickych burkach

3.1 Identifikace LACTB

V roce 2001 byly na zakladé prochazeni databazi nalezenyu mysi ¢asti exprimované mRNA
(ESTs — expressed sequence tags) se signifikantnim skoére vici bakteridlnim beta-laktamasam,
coz ukazovalo na to, Ze by se mohlo jednat o jejich nové savéi homology. Zadné takové do té
doby objeveny nebyly. Pomoci primert navrzenych podle EST byla z mysich jater naklonovana
cDNA vcelé délce — ta kodovala 551 aminokyselin dlouhy protein (obr. 3). Tento gen byl
pojmenovan Lactb a s pouzitim mapovani radioaktivnim hybridem byl lokalizovan na mysSim
chromozomu 9 ve vzdalenosti 40,5 cR od markeru DIMIT64. Cely gen je dlouhy 14 735 bp
a obsahuje 6 exont [18].

Lidsky protéjSek mySiho genu Lactb byl nalezen na chromozomu 15q22.1, obsahuje
8exonli [18]. Mysi a lidsky LACTB maji 90% aminokyselinovou sekvencni identitu.
Pti porovnani bez prvnich sta aminokyselin se sekvencni identita zvysi aZ na 95%. Pokud navic
vezmeme Vv potaz, ze pozice obou genli na chromozomech je syntenicka, je jisté, ze mysi a lidsky
LACTB jsou opravdu ortology. Dal§i homology byly nalezeny v sekvenc¢nich datech jinych
organismi — potkanovi, kravé, kralikovi, praseti, ropuSe, zebfi¢ce a had’atku. Piekvapenim je,
ze se nenasly v modelovych organismech jako Drosophila melanogaster nebo Saccharomyces
cerevisae [18].

Analyzou pomoci nothern blotu bylo zjiSténo v jakych tkanich se LACTB nejvice
exprimuje. U mysi to bylo v jatrech, srdci a kosternim svalstvu, o néco méné pak v ledvinach,
mozku a plicich. U ¢loveéka byla pozorovana pomérné velkd exprese v kosternim svalstvu
a v mozku. V jatrech naopak byla podstatné¢ mensi nez u mysi [18].

Po identifikaci LACTB dlouho ziistavalo otdzkou, pro¢ lze i v obratlovcich najit homolog
beta laktamas a PBPs, kdyz eukaryotické bunky nemaji drahy vedouci k syntéze peptidoglykanu.
Co je tedy funkci LACTB?
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Obr. 3: Sekvence lidského LACTB. Barevné jsou vyznaCeny konzervované motivy, které maji PBPs
a beta-laktamasy a stejné tak je ma i LACTB. Cervené je oznacen motiv SXXK, ve kterém se nachazi
aktivni serin, zelené motiv (S/Y)XN a modte motiv (K/H)(T/S)G [19].

3.2 Lokalizace LACTB v buiice

Mitochondrie, ktera se vyvinula z endosymbidzy s gram-negativni bakterii, se stala trvalou
soucasti eukaryotické buniky [20]. Proto také v mitochondrii najdeme stavebni prvky podobné
tém bakteridlnim — napfiklad stejnou organizaci DNA, dvojitou membranu a taktéz stejné
principy zékladniho metabolismu. Co naopak mitochondrie nema4, je vrstva peptidoglykanu mezi
vnéj$i a vnitini membranou, kterd by ji zajiStovala pevnost a tim ochranu pfed mechanickym
stresem. Nic takového diky svému umisténi uvnitt eukaryotické buiiky nepotiebuje [21].

Protein LACTB, ktery je exprimovan u savcl v mnoha riznych tkanich, je homologem
PDPs a beta-laktamas, které se v bakterii podileji pravé na drdze vedouci k syntéze
peptidoglykanu. To by napovidalo, ze umisténi LACTB by mohlo byt v mitochondrii. Bohuzel

proteomické studie se na tom piili§ neshodovaly. Nékteré ukazovaly na to, Ze LACTB se nachazi
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v mitochondrii [22-24], jiné uvadély, ze LACTB se nachazi v cytoplazmé [25, 26]. Proto se
finSti védci v publikaci z roku 2009 zaméfili na experimentalni ovéreni lokalizace LACTB.
Nejprve detekovali endogenni expresi LACTB pomoci protilatky proti LACTB a to v bunikach
HeLa modifikovanych tak, aby ve svych mitochondriich produkovaly cerveny fluorescenéni
protein (RFP). Protoze se signaly RFP a protilatky proti LACTB ptekryvaly, potvrdilo se,
ze LACTB je lokalizovan v mitochondrii (obr. 4) [19].

anti-LACTB protilatka prekryv anti-LACTB a mtRFP

&

Obr. 4: Lokalizace LACTB v buiice pomoci konfokalni mikroskopie. Na prvnim obrazku je vizualizovan
LACTB pomoci anti-LACTB protilatky, na druhém jsou vizualizovany mitochondrie pomoci ¢erveného
fluorescencniho proteinu (RFP). Prekryti obou signdlti potvrzuje umisténi LACTB v mitochondrii.

Pouzity buiiky HeLa exprimujici mtRFP (mitochondrialni RFP) [19]. (obrazek upraven podle [19])

DalSim krokem bylo urceni, ve kterém konkrétnim mitochondridlnim kompartmentu se
LACTB nachazi. Mitochondrie byly inkubovéany s trypsinem a digitoninem tak, aby doslo
k rozruSeni pouze vn&jSi membrany. Pomoci western blotu bylo ukazano, ze LACTB
po solubilizaci vnéj$i membrany je dostupné a nachazi se tedy v mezimembranovém prostoru —
napiiklad jako AIF (faktor indukujici apoptozu) [27]. K urceni, zda je LACTB je rozpustnym
nebo integralnim membranovym proteinem, byly mitochondrie oSetfeny uhlicitanem sodnym
a nasledné centrifugovany tak, aby doslo k precipitaci membran. Western blot vyslednych frakci
bylo ukazéno, ze LACTB byl kompletné¢ oddélen od membrinovych markeri — porinu
a prohibitinu. LACTB je tedy rozpustnym proteinem [19].

Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo zjisténo, ze mitochondridlni LACTB se tvori
z preproteinu odstépenim 62 aminokyselin z N-konce. Aminokyselinova sekvence tak zac¢ina
motivem AVPIL, ktery taktéz maji i1 dal$i proteiny z mezimembranového prostoru mitochondrii
[28]. Pfed mistem Stépeni se nachazi usek 23 hydrofobnich aminokyselin, coz napovida tomu,

ze se signalni sekvence odstépuje nadvakrat. Nejprve se mitochondrialni peptidasou odstépi



prvni ¢ast signalni sekvence a poté na vnitini membran¢ mitochondrie dojde ke druhému Stépeni
zbytku sekvence dals§i proteasou. Tento princip je u proteini mezimembranového prostoru

pomeérné Casty [29].

3.3 Organizace LACTB

Po provedeni nativniho western blotu s proteiny 2z mezimembranového prostoru
s protilatkou proti LACTB, se objevily prouzky s velikosti od 600 kDa do n¢kolika MDa.
Nicméné pii denaturovaném provedeni western blotu prouzek oznafeny protilatkou proti
LACTB byl jen jeden a mé¢l velikost 55 kDa. Hmotnostni spektrometrii bylo potvrzeno, Ze tento
prouzek obsahuje pouze LACTB, a tudiz LACTB pravdépodobné vytvari homopolymery [19].
Struktura tohoto polymeru byla studovdna pomoci elektronové mikroskopie. Ta ukézala,
ze LACTB opravdu polymeruje a vytvari filamenta, kterd jsou slozena z tetramernich
podjednotek. Dalsim vyzkum ukazal, ze filamenta se tvofi pfimo v mitochondridlnim
mezimebranovém prostoru a Ze jsou asociovana s vnitini membranou [19].

Aminokyselinova sekvence LACTB byla analyzovana prediktorem strukturnich motivli pro
protein-proteinové interakce. Byla nalezena ¢ast sekvence s velkym poctem nabitych
a hydrofobnich  aminokyselin, ktera pravdépodobné vytvaii smycku zodpoveédnou
za polymerizaci LACTB. U PBPs a beta-laktamas se ale tento motiv nevyskytuje. Polymerizace

je tedy pravdépodobné unikatnim rysem LACTB a jeho Zivocisnych ortologt [19].

4 Vztah LACTB a obezity

4.1 Obezita ve svété

Obezita je jednim znejCastéjSich civilizaénich onemocnéni a je casto asociovana
se zvySenym rizikem diabetu druhého typu, srde¢nich chorob, hypertenze, mrtvice a nékterych
druhii nadorovych onemocnéni. V roce 2013 celosvétové trpélo nadvdhou nebo obezitou
2,1 miliardy lidi, zatimco v roce 1980 to bylo pouhych 850 milionti [30].

Obezita se obvykle urcuje podle BMI (index télesné hmotnosti), ktery se vypocita jako
t&lesna hmotnost daného &lovéka (v kg) d&lend druhou mocninou jeho vysky (v m?). Za nadvahu
se bere BMI vy3§i nez 25 kg/m” a za obezitu vy$si nez 30 kg/m?. Jedna se o hodnoty b&zné

uznavané v evropské a americké spoleCnosti. Asiaté pouzivaji hodnoty niz§i, obezita u nich
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zatina na 27,5 kg/m” [31]. TaktéZ se BMI neda dobie vztahnout na aktivni sportovee, ktef maji
velky objem svalové hmoty. Mohou pohybovat v kategorii nadvahy, piestoze diky nizkému
objemu tukové tkané nemayji zvySena rizika napt. kardiovaskuldrnich onemocnéni.

Pticiny obezity jsou Casto snadno odhalitelné — pfiliSny energeticky piijem a nedostatek
pohybu [32]. Pouze malé mnozstvi piipadii je zptisobeno primarné genetickymi predispozicemi,
zdravotnimi problémy nebo psychickou poruchou [33]. Narast poctu obéznich lidi souvisi
pfedevsim se zrychlenim Zivotniho stylu, zvySenim potfeby pouzivani automobili a mechanizaci

veétsiny praci, které diive vyzadovaly lidskou fyzickou aktivitu [34].

4.2 Geneticka slozka obezity

Na zékladé studii dvojcat a adoptovanych déti bylo potvrzeno, Ze geny mohou ovlivnit
nachylnost jedince k obezité [35, 36]. Dédicnost je zajisté dulezitym rizikovym faktorem vzniku
obezity, rizné studie se ale bohuzel neshoduji v tom, jak velky je vliv dédi¢nosti. Co se ale zda
dobfe ovéfené je, ze matka ma vétsi vliv [37] a Ze piirtstek vahy matky v téhotenstvi koreluje
s BMI ditéte v dospélosti [38]. V roce 2010 finsky védec Silvetoinen tyto a dal§i podobné studie
shrnul a doSel k zavéru, Ze genetické faktory mohou mit vétsi vliv nez ty environmentalni a to az
do 18 let véku ditéte [39].

K hledani gent spojenych s obezitou se pouzivaji predevsim rizné bioinformatické metody.
NejcastejSim piistupem je tak zvana piiméa genetika — tedy snaha nalézt konkrétni gen, jehoz
zmeéna je odpoveédnd za dany znak fenotypu nemoci. Genll spojenych s obezitou bylo do dnesni
doby nalezeno mnoho, vyskytuji se na vSech lidskych chromozomech. [40] Védci ze Spojenych
stath americkych v roce 2008 pfisli s jinym pfistupem. Zkusili vytvofit sité genti, u kterych
zjistili, Ze by mohly byt navzijem propojené a hledali sit’, jejiz zména by ovlivnila vSechny
fenotypické znaky obezity — mnoZstvi glukosy, volnych mastnych kyselin, triglycerida
a cholesterolu, pfirtistek vahy a 1ézi aorty [41]. V jedné z takto vytvotfenych siti genil se nalezly
1 tf1 nové geny, dosud neasociované s obezitou — Lp!/ (lipoprotein-lipasa), Lactb a Ppm 1l (protein
podobny protein-fosfatase-1). Souvislost vSech tii genii s obezitou byla nésledné potvrzena
i experimentalné — in vivo na trasgennich mysich. Lacth transgenni mysi, exprimujici vice
LACTB nez je endogenni exprese LACTB, pfibiraly tukovou hmotu rychleji v porovnani
s kontrolnimi zvifaty — po 7 tydnech se jednalo o 20% narast. Tato studie bohuzel také
nevysvétluje, jak presné LACTB souvisi se vznikem obezity, ukazuje vSak, ze LACTB je

pravdépodobné zapojen do metabolickych procest [41].
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5 Vztah LACTB a nadorovych onemocnéni

5.1 Rabdomyosarkom a jina vzicna nadorova onemocnéni

Rabdomyosarkom (RMS) je agresivni maligni nddor kosterniho svalstva, prvné popsany
v roce 1945 némeckym lékafem Weberem a oficialné klasifikovanym o rok pozdé&ji [42]. RMS
postihuje v podstaté jen déti, u osob starSich osmnacti let se téméi nevyskytuje (celosvétove se
jedné o 10 az 20 piipadt ro¢n€) [43]. U déti se naopak jedné o nejcastejsi sarkom mekké tkané
a celkové o treti nejéastéjsi pevny (solidni) nador. Roéné ptibude kolem 40 000 novych pacientl
[44]. U vétsiny ptipadu nelze jednoznaéné urcit zadny rizikovy faktor, ktery by stal za vznikem
RMS. Zda se, ze Casto vznikd sporadicky, bez zjevné pfi¢iny. Nicmén¢, RMS byl zatim dan
vyzkumem do souvislosti s nékterymi syndromy a vrozenymi vadami — neurofibromatoza typu I
[45], Beckwith-Wiedemanntiv syndrom [46], Li-Fraumeniho syndrom [47] a Costelliiv syndrom
[48]. Také je vznik RMS spojovan s uzivanim kokainu a marihuany u rodict [49].

Lécba RMS je multidisciplinarni proces, zahrnujici chirurgicky zakrok, chemoterapii,
ozafovani a obCas i imunoterapii. Nad¢je na uzdraveni je v piipade€, ze se nejedna o metastaze,
kolem 70%, bohuzel v ptipad¢ vzniku metastazi klesa pod 20% [50].

Vzacnost vzniku RMS u dospélych osob je zajimavym jevem. Kromé kosterniho svalstva
existuji 1 dal$i tkang, ve kterych se naddory téméf nevyskytuji, jako naptiklad srdce a slezina. Zda
se, ze bunky téchto tkani jsou v podstaté¢ protikladem bunék nddorovych [51]. Myogenni
prekurzory musi napiiklad nevratné vystoupit z bunééného cyklu, aby se staly zralymi

myotubuly. Zistavaji diferencované, nemnozi se a to znemoziuje jejich zvrat v nadorové [52].

5.2 Tumor supresorové geny

Tumor supresorové geny brani buiice v pfeméné na nadorovou. Mutace v téchto genech
anaslednd ztrata jejich funkce byva cCastou molekularni pfi¢innou vzniku nadorového
onemocnéni [53]. Prvnim objevenym tumor supresorem byl retinoblastomovy protein (pRb)
vroce 1971 [54]. pRb je proteinem vézajicim DNA a hraje vyznamnou roli v regulaci
transkripénich faktor — je schopen tlumit bunécné déleni. Mutace v genu kddujici pRb je
pricinou vzniku retinoblastomu, zhoubného nadoru oc¢ni sitnice, ktery mtize byt jak dédi¢né, tak
nedédi¢né povahy [55].

Dal8im, pravdépodobné nejznaméj$im tumor supresorem, je transkripéni faktor p53. Byl

pojmenovan podle toho, Ze na elektroforéze v pfitomnosti SDS (SDS-PAGE) vykazuje zdanlivou
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molekulovou hmotnost 53 kDa. Ale jelikoZz obsahuje vysoké procentudlni zastoupeni
aminokyseliny prolinu zpomalujici migraci proteinu v gelu, je realna molekulova hmotnost p53
43 kDa [56]. Protein p53 byva bez nadsazky nazyvan strazcem genomu diky jeho roli
v udrzovani stability diky pfedchazeni vzniku genomovych mutaci. p53 vyhledava poskozena
mista na DNA a v okamziku, kdy né&jaké nalezne, spusti transkripci genu p21 (ten tlumi ¢innost
cyklin-dependentnich kinas). Dokud neni dané misto opraveno, je zastaven bunécny cyklus [57].

Protein p53 je kodovan genem 7P53 lokalizovanym na kratkém rameni chromozomu 17
(17p13.1) [57, 58]. Pokud je tento gen poskozen, je ochrana lidského téla pted vznikem nadori
vazné ohrozena. Dochazi ke zvySeni pravdépodobnosti zahdjeni nekontrolovaného déleni bunék
a moznému vzniku aneuploidie [59]. Zdédéné poskozeni jedné kopie genu se nazyva Li-
Fraumeniho syndrom — jedinci jim trpici jsou nachylni ke vzniku nadort uz od utlého détstvi
[60]. TP53 muze byt také poskozen chemickymi mutageny nebo radiaci. Ptiblizn¢ 50% vzniku
nadorii u ¢lovéka je spojeno s mutaci TP53 [61].

Dal$imi tumor supresory jsou napiiklad pVHL (von Hippel-Lindaueho tumor supresor),
jehoZ mutace je spojovana se vznikem nadorti v oku, mozku a miSe [62] nebo receptor pro ligand

Fas (CD95), ktery navazanim ligandu Fas spousti apoptozu [63].

5.3 LACTB jako tumor supresor

Na nové tumor supresorové geny se prichazi stale, vétSinou béhem hledani pticiny vzniku
néjakého nadoru. Zuzana Keckésova se ale ve své praci z roku 2017 vydala Gplné jinym smérem
a zaméfila se na to, co zabranuje vzniku vzacnych nddorovych onemocnéni, jako vznik
rabdomyosarkomu u dospélych osob. Provedla analyzu exprese genli v postmitotickych
(diferencovanych) a mitotickych (nediferencovanych) buitkdch kosterniho svalstva a ziskala
87 gent, které byly signifikantné vice exprimované v builkdch diferencovanych. Tyto geny
by potenciondlné mohly byt zapojeny v inhibici bunééného cyklu nebo v indukci diferenciace
buiiky a to bych z nich délalo kandidaty na tumor supresorové geny. Z nalezenych genti bylo pét
vybrano pro dalsi analyzu — mezi nimi i LACTB. Geny byly exprimovany v buiikdch nadoru
prsu a bylo sledovano chovani téchto bunék, ptedevsim jejich rychlost proliferace. V butikach,
ve kterych byl exprimovan LACTB, doslo k vyrazné zméné — buniky se prestaly mnoZit a zacaly
se diferenciovat. Ostatni geny bunky nijak neovlivnily a tak byl pouze LACTB vybran k dal§imu
studiu [51].
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Vysledky dalSich testl potvrdily hypotézu toho, ze LACTB je opravdu tumor supresorem.
Bylo porovnano mnozstvi LACTB v tumorigennich a netumorigennich buné¢nych liniich. V 15
z 18 testovanych bunécnych linii z nddoru prsu bylo signifikantné mensi mnozstvi LACTB nez
v liniich ze zdravé tkané. V dalSich dvou se nachiazel LACTB s mutaci R469K (jednd se
o tranzici guaninu za adenin na druhé pozici tripletu kodujici 469 aminokyselinu arginin). Pouze
jedna tumorigenni linie vykazovala stejné mnozstvi wild-type LACTB jako bylo
v netumorigennich liniich [51].

LACTB je schopny zastavit rist nadoru a dokonce jiz narostly nddor zmensit. To bylo
prokdzano na mysich, do kterych byly vpraveny bunky karcinomu prsu s expresi LACTB
indukovatelnou doxycyklinem (Tet-On systém). Nadory se nechaly nartst do velikosti zhruba
10 mm v priméru a poté byl do mysi vpraven spolu se stravou doxycyklin. LACTB se zacal
v buiikach exprimovat a nadory se po 2-3 tydnech signifikantné zmensily, nékteré dokonce

po 6 tydnech zcela zmizely (obr. 5) [51].
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Obr. 5: Zobrazeni ristu nadort. Do kontrolnich mys$i byly vpraveny buiiky karcinomu prsu.
Do dalsich mysi byly vpraveny bunky karcinomu prsu s expresi LACTB indukovatelnou doxycyklinem
(Tet-On systém). Mysi byly nejprve pozorovany po Sest tydnt bez pridani doxycyklinu (DOX). Poté byl
do mysi spolu se stravou vpraven DOX (LACTB se tedy zacal exprimovat) a mysi byly pozorovany
po dalsich Sest tydn. U kontrolnich mysi se nadory stile zvétSovaly. U mysi, v jejichz nadorech
se exprimoval LACTB, doslo ke zmenSeni nadord (az téméf k jejich vymizeni) [51]. (obrazek upraven

podle [51])
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Derivat tetracyklinu doxycyklin, ktery byl pro pokus pouZit, je antibiotikum pouZivané
pii lécbeé mnoha riznych onemocnéni jako chlamydiova infekce, syfilis nebo cholera [64].
Ve vyzkumu se doxycyklin pouziva v takzvanych systémech Tet-On a Tet-Off (obr. 6). Jedna se
o systémy indukované genové exprese, kdy je transkripce reverzibilné zapnutd (Tet-On) nebo
vypnuta (Tet-Off) v pfitomnosti doxycyklinu nebo tetracyklinu. Tyto systémy byly vynalezeny
na zéklad¢é vyzkumu resistence gram-negativnich bakterii na tetracyklin. Oproti jinym podobnym
systémim maji Tet-On a Tet-Off vyhodu pfedevSim v tom, Ze jsou reverzibilni a transkripce je

dobie kontrolovatelna [65].

V nepfitomnosti doxycyklinu

Tet-On 3G transaktivator

P(TRE3G) promotor

RININONININININI N

V pritomnosti doxycyklinu

Doxycyklin

Zahdjeni transkripce

>

Obr. 6: Nakres mechanismu Tet-On systému. Za P(TRE3G) promotorem je vlozen gen zdjmu.
Promotor je spoustén Tet-On 3G transaktivatorem, ktery na néj naseda pouze v ptitomnosti doxycyklinu.
Tet-Off systém funguje podobné, ale transaktivator nasedd na promotor pouze Vv nepritomnosti

doxycyklinu [65].
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Role LACTB jako tumor supresoru byla také ovéfena jeho knockdownem (snizenim
exprese). Pokud buiika prestala exprimovat LACTB, zddna znatelnd zména nenastala. OvSem
po zavedeni onkogenu se butika zvrhla v nadorovou (pokud byl jen zaveden onkogen a exprese
LACTB zustala stale stejna, bunika se nadorovou nestala) [51]. Takto pfesné funguji tumor
supresory — k tomu, aby doslo ke vzniku nadoru, je vZdy potieba, aby byl v buiice pfitomny
n¢jaky onkogen, ale aby zaroveil byl poskozeny tumor supresor. To piedstavuje jeden

ze zakladnich ochrannych mechanismi bun¢k ptfed vznikem naddorového onemocnéni [53].

5.4 Mechanismus piisobeni LACTB

Po indukci exprese LACTB buniky karcinomu prsu méni svou morfologii a tento proces je
dobfe pozorovatelny i pod mikroskopem [51]. Pivodné epitelidlni buiiky se totiz nddorovym
zvratem dediferencuji a pfipominaji pak spiSe buiiky mezenchymadlni [66]. ZvySend exprese
LACTB je pak pfim&je opét diferencovat a tim snizi jejich tumorogenicitu. Dal§im tématem
vyzkumu bylo nalezeni bunéénych procesti vedoucich tomuto uinku. Vzhledem k tomu,
7ze LACTB je umisténo v mitochondrii, se jejich pozornost obratila nejprve ke zménam
v produkci ATP nebo ROS (kyslikovych radikalti). Chtéli ovérit, zda LACTB nebrani proliferaci
naptiklad potlaCenim syntézy ATP. KdyZ sledovali mitochondrie po jednom dni od zvySeni
exprese LACTB, zadné¢ zmény v produkci ATP a ROS nebyly pozorovany. Taktéz nedoslo
k Zddnym zménam v mitochondrialnim potencialu ¢i zméné poctu mitochondrii a jejich tvaru.
Urcité zmény byly pozorovany az po delSi dob€ (3-6 dni). To vedlo autory studie k zavéru,
ze LACTB nezpusobuje diferenciaci nddorovych bunck ptimo, ale pfes néjakou signalni drahu
[51].

Jelikoz LACTB je asociovdno s obezitou [41], stal se dal§im pfedmétem vyzkumu vztah
LACTB a mitochondridlnich lipidd. Analyza na pfistroji kombinujici kapalinovou
chromatografii s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) ukazala signifikantni zménu mnoZstvi
(konkrétné doSlo ke sniZeni) lysofosfatidylethanolaminli (LPE) a fosfatidylethanolamini (PE)
24 hodin po =zvySeni exprese LACTB vnadorovych builkdch. MnoZstvi ostatnich
mitochondridlnich lipida se nijak vyrazné nezménilo [51].

LPE (obr. 7) patfi v membranach spiSe k méné zastoupenym fosfolidipim. Jeho nejznamé;si
role je inhibice fosfolipasy D, ktera je enzymem schopnym degradace membran a je aktivni
v pribéhu senescence [67]. ZvySena koncentrace LPE tak oddaluje senescenci, coz je fenomén

prozkoumany ptedevsim u rostlin [68].
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PE (obr. 7), ze kterych jsou LPE odvozeny, se v membranach nachézeji castéji, tvoii 25%
vSech fosfolipidii. V bilé hmoté mozku a michy dokonce tvoii az 45% [69]. Hraji roli
v cytokinezi a v tvorbé kontraktilniho prstence béhem bunééného deleni [70]. Taktéz jsou PE

dilezité v zastave krvaceni nebo v sekreci lipoproteintl v jatrech [71].

0
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lysofosfatydilethanolamin fosfatydilethanolamin

R

Obr. 7: Vzorec lysofosfatydilethanolaminu (LPE) a fostatidylethanolaminu (PE). LPE je mozné
pripravit z PE deacylaci a naopak acylaci ptipravit PE z LPE [69].

LPE mohou byt acylaci pfeménény na PE. Také mohou byt z extraceluldrniho prostoru
u¢inné transportovany do mitochondrie, coz u PE neni mozné, protoze sav¢i mitochondrie
neobsahuji transportéry pro import PE. PE proto musi byt pravé v mitochondrii vyrobeny acylaci
z LPE nebo dekarboxylaci fosfatydilserinu (PS) [72]. Pro ovéfeni, zda spolu opravdu souvisi
exprese LACTB, snizeni mnozstvi LPE a PE a diferenciace nddorovych bunék, bylo do zivného
média piidano vétsi mnozstvi LPE a zaroven byla zvySena exprese LACTB. Oproti kontrolnim
buikdm, které byly v normélnim médiu a jen exprimovaly LACTB ve zvySené mife, byla
ubun¢k zmédia s LPE pozorovana pétindsobné vétsi rychlost proliferace a bunky zlstaly
dediferenciované. Pfidani LPE tedy sniZilo tumor supresorovy ucinek LACTB. Pokud se
do média ptidaly jen PE, tento efekt nebyl pozorovan — PE se z média do mitochondrie nedostalo

[51].

5.4.1 Vztah mezi LACTB a fosfatidylserin-dekarboxylasou (PISD)
LACTB tedy ovlivitluje mnozstvi LPE a PE v membrandch mitochondrie. Je tedy

pravdépodobné, ze LACTB reguluje aktivitu n¢jakého mitochondridlniho proteinu zapojeného
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v metabolismu LPE, PE a dalsi fosfolipidi. Konkrétné byl objeven vztah mezi LACTB
a fosfatidylserin-dekarboxylasou (PISD) [51].

PE jsou syntetizovany pomoci dvou na sobé nezavislych drah, které maji v buiikach piesné
uréend umisténi. Cytidinfosfat-ethanolaminova drdha se nachazi v endoplazmatickém retikulu
a fosfatidylserin (PS) dekarboxylasova draha v mitochondrii [73]. Ve vétsiné tkani prevlada vzdy
jedna z drah, zatim neni jasné, proc¢ tomu takto je. Naptiklad u kieckl bylo zméteno, ze vétSina
PE v srdci pochézela z cytidinfosfat-ethanolaminové drahy [74], zatimco PE ve vajeénicich [75]
a ledvinach [76] z PS dekarboxylasové drahy.

PS dekarboxylasova draha se nachazi na vnéj$i strané vnitfni mitochondridlni membrany
[77]. PE vni syntetizované nejsou pouzity jen pro mitochondridlni membrany, ale jsou
dopravovany i na stavbu dal$ich bunéénych membran [73]. Hlavnim enzymem této drahy je
PISD. Patii do malé skupiny dekarboxylas, které obsahuji pyruvatovou prostetickou skupinu
[78, 79] a pteméiiuje PS na PE (obr. 8). Bylo zjisténo, Ze PS dekarboxylasova draha je nesmirné
embryonalniho stadia. U fibroblastd téchto embryi byly také pozorovany fragmentované

mitochondrie nestandartniho tvaru [73].

NH," NH5*

H 'CO0" H
o)

O
» O \
‘b PISD “ 0

Obr. 8: Pfeména fosfatydilserinu na fosfatydilethanolamin (PE) probihajici pomoci fosfatydilserin-
dekarboxylasy. Jedna se o jednu z moznych cest vzniku PE v mitochondrii. Druhou variantou je acylace

lysofosfatydilethanolaminu [73].

Zvysena exprese LACTB v nadorovych bunkéach zapficinuje snizeni mnozstvi PISD
v mitochondrii mezi 60-90%. Dé&je se tak po 24 hodinach od indukce exprese LACTB a jedna se

o post-translacni proces, jelikozZ mnozstvi mRNA pro PISD zistalo v buiikach stale stejné [51].
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Uz dfive bylo publikovano, Ze 1 samotna inhibice PISD vede k signifikantnimu sniZeni rychlosti
proliferace bun¢k [72], tedy podobnému efektu, jaky pozorujeme zvysenim exprese LACTB. Je
ale velmi pravdépodobné, ze LACTB ovliviiyje i dal$i mitochondriélni proteiny, nejenom PISD

a jeho ucinek je tedy komplexnéjsi. Bohuzel, Zadné jiné takové proteiny zatim zndmé nejsou.

5.4.2 Vliv mutace R469K na funkci LACTB
Mutace argininu na pozici 469 na lysin byla nalezena u dvou riznych linii bun¢k karcinomu

prsu. Pokud byly buniky transfekovany vektorem obsahujicim gen LACTB s touto mutaci, nebyl
tumor supresorovy efekt LACTB pozorovan. MnozZstvi PISD se také nezménilo a tedy zlstala
stejnd i mnozstvi PE a LPE [51]. Je ovSem zajimavé, ze mutantni protein LACTB R469K $tépil
klasicky fluorogenni substrat LACTB, Ac-Y VAD-(7-amino-4-methylkumarin) [80], stejné dobte
jako ptirozend forma LACTB [51]. Mutace se totiz v sekvenci nachéazi jinde nez aktivni misto
v motivu SISK (AK 164-168). Vzhledem k tomu, Ze neni zatim zndma jak struktura LACTB, tak
jeho pfirozeny substrat, je nemozné odhadnout, co ptresn¢ mutace R469K zpusobuje.
Kazdopadn¢ muze tento mutant snadno poslouzit jako negativni kontrola pti dalSich
biologickych studiich mechanismu ptsobeni LACTB [51].

Mutace R469K byla také spojena s alergii na penicilin. Alergie se projevuje kopftivkou,
zvracenim, otokem a problémy s dechem po podani davky penicilinu. Studie se zabyvala
genotypizaci pacientl s touto alergii a LACTB byl vybran jako pravdépodobna soucast
penicilinového metabolismu v lidském téle [81]. BohuZel pozd¢jsi pokusy ukézaly, Ze LACTB
beta-laktamovy kruh nes$tépi [82]. Zda ovSem alespon penicilin nevaze, neni zatim zndmo.

Dalsi biologicky neaktivni forma LACTB vznikne, pokud odstranime signalni sekvenci
na N-konci a protein se nedostane do mitochondrie. Jeho lokalizace v mezimembranovém
mitochondridlnim prostoru je pro tumor supresorovou funkci diilezitd — pokud se protein nachazi

pouze v cytoplazmé, bunécna proliferace se nezmeéni a buiiky stale ziistanou nddorovymi [51].

6 Zavér
Tumor supresorové geny jsou pro naSe télo nesmirné dllezité, patii k zdkladnim

mechanismim ochrany pied vznikem nadorového onemocnéni. Gen koédujici LACTB je jednim

Studium toho, pro¢ se nékteré tkané jevi odolnéjsi proti vzniku nadorového onemocnéni misto
hledani pfi¢in vzniku napiiklad castého karcinomu prsu, muze pfinést i dalsi nové tumor
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supresorové geny a poznatky o dradhdch a mechanismech chréanicich lidsky organismus. To vSe
pak miize pomoci ke komplexnéjSimu pochopeni naddorovych onemocnéni a k vyvoji lepsi,
cilen¢jsi a ucinnéjsi 1éCby.

Dalsim dulezitym tématem studia je samotny protein LACTB. Tento homolog bakterialnich
beta-laktamas, ktery se v lidskych buiikach nachdzi v mezimebranovém prostoru mitochondrii,
zpusobuje snizeni proliferace nadorovych bunék a jejich diferenciaci. Skrz protein PISD
ovlivitluje mnozstvi fosfolipidi LPE a PE, které jsou dulezitymi stavebnimi kameny membran
[51]. Souvislost mezi LPE a diferenciaci bun€k byla zminéna i v nékolika dalSich pracich.
Naptiklad v souvislosti s vyzkumem pfemény bunék teratokarcinomu oznacovanych jako P19
na srdecni myocyty [83].

Kolem LACTB stale ale ziistdiva mnoho nezodpovézenych otdzek. Je tfeba rozkli¢ovat
strukturu proteinu a nalézt jeho pfirozeny substrat, zjistit jak pfesn¢ vypadaji filamenta LACTB
a objasnit, co je jejich skutecnou tlohou — zda se opravdu jednd o strukturu, kterd ma udrzovat
tvar mitochondrie, jak navrhuji finsti védci ve své praci z roku 2009 [19].

Dalsim tématem je mutace v LACTB R469K. Podle databdze jednonukleotidovych
polymorfisml (SNP — z anglického single nucleotide polymorphism) je jeji cetnost v populaci
43,2% [84]. Dalsi databaze, projekt 1000 genomes ukazuje Ccetnosti castych mutaci
ujednotlivych lidskych populaci. Mutace R469K je také zatoupend (lze ji nalézt
pod identifikatorem rs2729835). Je zajimavé, Ze u Asiati je jeji Cetnost signifikantné vyssi,
u Japoncii a Cianid se dokonce blizi 100% [85]. Je tedy mozné, Ze tito lidé maji n&jaky jiny
mechanismus, ktery u nich zastupuje funkci LACTB.

Také je se tfeba dale zabyvat studiem drahy LACTB-PISD-PE/LPE [51] a nalézt jeji dalsi
komponenty. Stale neni jasné, jak LACTB ovliviiuje diferenciaci buné€k a napitiklad jaké signalni
dréhy jsou v tomto piipadé pouzivané. Cilem této prace bylo pouze shrnout jiz znamé poznatky

o LACTB — dal$imu vyzkumu tohoto zajimavého proteinu bude vé€novana prace diplomova.
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