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Abstrakt

UCP2 je jednim ze ¢tyi objevenych homologli dobie zndmého odprahujiciho proteinu
UCPI, ktery se uplatiiuje pii netiesové termogenezi. Na rozdil od UCP1 je tento konkrétni
homolog ubikvitné exprimovan v fadé tkani, kde mimo odptazeni plni 1 dalsi fadu funkci jako
transport iontl a metabolit. Tato prace charakterizuje UCP2 a zaméfuje se piedevsim na jeho
aktivitu v jednotlivych typech bunck vrozené i adaptivni imunity. V zavéru prace je shrnuta
role UCP2 v nékterych onemocnénich jako je diabetes mellitus 1. typu, Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba a ulcer6zni kolitida s dirazem na mozné vyuziti tohoto proteinu

pfi jejich 1éCbé.

Kli¢ova slova: imunitni buiiky, odpfahujici proteiny, UCP2

Abstract

UCP2 is one of four discovered homologues of a well-known uncoupling protein UCP1
implicated in non-shivering thermogenesis. In contrast to UCP1, this particular homologue is
ubiquitously expressed in many human tissues, where it performs a broader range of functions
including uncoupling and specific transport of ions and metabolites. This work characterises
UCP2, focusing on its activity in the cells of innate and adaptive immunity. To conclude, this
work summarises the role of UCP2 in several diseases, such as Type 1 diabetes mellitus,
Alzheimer’s and Parkinson’s disease and ulcerative colitis. Emphasis is put on the possible

utilisation of this protein in the treatment of the above-mentioned diseases.
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Seznam pouzitych zkratek

ADP
ATP

ANT
BAT

CDh
CNS
ETC
FA
GDP
GTP
IgG
IL
IMM
IMS

iPLA2y

LPS
MAPK
NFAT
NF-xB

NO

ORF
ROS
TCR

TNF-a
TiIDM

UCP

adenosine diphosphate, adenosin difosfat
adenosine triphosphate, adenosin trifosfat

adenine nucleotide translocator, adenin nukleotid translokaza

brown adipose tissue, hnéda tukova tkan

cluster of differentiation, diferenciacni skupina
central nervous system, centralni nervova soustava
electron transport chain, elektron-transportni fetézec
fatty acids, mastné kyseliny

guanosine diphosphate, guanosin difosfat

guanosine triphosphate, guanosin trifosfat

immunoglobulin G, imunoglobulin G

interleukin, interleukin

inner mitochondrial membrane, vnitini mitochondridlni membrana
intermembrane space, mezimembranovy prostor

calcium-independent phospholipase A2-y, na vapniku nezéavisla
mitochondridlni fosfolipaza A2y

lipopolysaccharide, lipopolysacharid
mitogen activated protein kinase, mitogenem aktivovana protein kinaza
nuclear factor of activated T-cells, jaderny faktor aktivovanych T bunck

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, jaderny
transkripéni faktor kappa B bunck

nitric oxide, oxid dusnaty

open reading frame, otevieny Cteci ramec
reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku
T cell receptor, T-bunécny receptor

tumor necrosis factor o, tumor nekrotizujici faktor a

type 1 diabetes mellitus, diabetes mellitus 1. typu

uncoupling protein, odptahujici protein



1 Uvod

Mitochondrie je ¢asto ozna¢ovana pojmem ,,powerhouse of the cell (volné pielozeno
jako ,bunécna elektrarna®). Toto oznaceni poukazuje na skutecnost, ze je v ni pomoci
FoFi-ATP syntdzy vyprodukovdano velké mnozstvi adenosin trifosfitu (adenosine
triphosphate - ATP), které pro buiiku pfedstavuje univerzalni zdroj energie. V mitochondriich
se FoF1-ATP syntdza nachazi na vnitini mitochondridlni membrané (inner mitochondrial
membrane — IMM). K syntéze ATP je nezbytny elektrochemicky gradient, aby za vyuziti
protonit ptechdzejicich z mezimembranového prostoru (intermembrane space — IMS)
do mitochondridlni matrix mohlo dojit k syntéze ATP zadenosin difosfatu (ADP)
a anorganického  fosfatu. Protonmotivni sila je na IMM vytvafena cinnosti
elektron-transportniho fetézce (electron transport chain — ETC), konkrétné pak komplexy I, 111
a IV za soucasné reoxidace koenzymi. Protony jsou za pomoci ETC piemistény z matrix do
IMS a jejich zpétny prichod je nésledn€ spfaZzen stvorbou ATP katalyzovanou

FoF1-ATP syntazou (shrnuto v: Song et al., 2018).

»Uncoupling je oznacenim pro proces, pii kterém dochédzi k odptazeni zpétného
priichodu protoni a syntézy ATP. Je regulovan pfitomnosti odpfahujicich proteinti (uncoupling
protein — UCP) v IMM. Tyto proteiny umoziiuji priichod H iontii z IMS do mitochondrialni
matrix, aniz by byly vyuzité ATP syntdzou, a tak nedochézi k plnému vyuZiti protonil k tvorbé
ATP (shrnuto v: Rousset et al., 2004). V soucasnosti je popsana fada UCP. NejznaméjSim
z nich je UCPI, téz termogenin, uplatiiujici se pii netfesové termogenezi v hnédé tukové tkani
(brown adipose tissue — BAT) (Nicholls et al., 1978). Vyzkum se vSak v poslednich letech
rapidné vyviji. Ukazuje se, ze funkce nové objevenych odptahujicich proteini UCP2 - UCP5
je daleko Sir$i. VSechny tyto proteiny jsou v dnesni dob¢ intenzivné studovany, zejména pak
UCP2, ktery je uzce spojovéan s alternacemi v oxidativnim metabolismu buiiky a modifikacemi

v aktivité€ imunitnich bun€k (Rupprecht et al., 2012).

Prace si klade za cil shrnout poznatky o funkci odptfahujiciho proteinu UCP2, a to
predevsim ve spojitosti s buiikami imunitniho systému, u kterych prokazatelné ovliviiuje jejich
aktivitu (Arsenijevic et al., 2000). V dnesni dob& probihaji studie mozného vyuziti UCP2
pfiterapii u fady autoimunitnich, metabolickych 1 neurodegenerativnich onemocnénich
(shrnuto v: Chen et al., 2018; Kaplan and Ng, 2017; Kempuraj et al., 2017). V zavérecné ¢asti

prace bude shrnuta role UCP2 ve vyse uvedenych onemocnénich.



2 Odprahujici proteiny

Az témét do konce 90. let 20. stoleti nebyl zndm jiny odpiahujici protein nez termogenin
(Nicholls et al., 1978). Postupné pak od roku 1997 doslo k objeviim nékolika dal$ich proteind,
které¢ byly diky jejich sekvencni podobnosti k termogeninu také oznaceny za odptahujici
proteiny. Byla jim pfifazena ¢isla pro vzajemné odliSeni, a to konkrétn¢ UCP2
(Fleury et al., 1997), UCP3 (Boss et al., 1997), UCP4 (Mao et al., 1999) a UCP5
(Sanchis et al., 1998) pro lidské proteiny. Navic byly identifikovany i analogy odpfahujicich
proteinll v ostatnich organismech jako naptiklad u ptakti avUCP (Raimbault et al., 2001) ¢i
u rostlin pUCP (Vercesi et al., 1995). Z divodu piehlednosti byl tedy termogenin v dob¢ objevu

zbylych UCP pifejmenovan na UCP1 pro jeho historické prvenstvi v této rodiné.

2.1 UCPI

Klasicky byl UCP1 nejvice spojovan s BAT. UCP1 zde hraje klicovou roli pfi netfesové
termogenezi, podle které bylo plvodné odvozeno samotné jméno proteinu, termogenin.
Netfesova  termogeneze se  uplatiuje  napiiklad u  lidskych  novorozenct
(Dawkins and Scopes, 1965) ¢i hibernujicich savct (Scantlebury et al., 2008). Nové¢jsi
vyzkumy ukazuji, ze se UCP1 exprimuje i v bilé tukové tkani. Najdeme ho naptiklad v tukové
tkani epikardu (Chechi et al., 2017) ¢i rendlni tukové tkani (Li et al., 2019) a jeho role zde by
mohla byt pomérné Siroka, 1 kdyZ jesté ne zcela prozkoumana. V BAT plni UCP1 svou funkci
odptazenim prichodu protoni zIMS do mitochondridlni matrix od syntézy ATP
(viz. Obrazek 1). Procesem priichodu H' iontli skrz protein se generuje teplo namisto produkce
ATP. Cely proces je pod kontrolou sympatického nervového systému (sympatikus) a jim
kontrolované sekrece noradrenalinu, ktery po navazani na B-adrenergni receptory v buiice
spousti kaskadu reakci vedoucich ke zvySené lipolyze poskytujici volné mastné kyseliny (fatty
acids — FA) (shrnuto v: Himms-Hagen, 1990). O FA se dlouha 1éta mluvilo jako o aktivatorech
nebo kofaktorech UCP1. Nebyly vSak znadmé piesné mechanismy vlivu FA na UCPI
aexistovalo hned nékolik modeli navrhujicich r0zné cesty aktivace (shrnuto
v: Nedergaard et al., 2001). V soucasnosti je ale jiz pomérné jisté, ze FA stimuluji aktivitu
UCP1, ¢imz dochazi ke generovani tepla v BAT (Winkler and Klingenberg, 1994). Jelikoz je

nutné aktivitu UCP1 indukovat, hovofime o tzv. indukovaném protonovém priichodu.



Pro stimulaci sympatiku vedouci k nasledné aktivaci UCP1 slouzi zejména chlad a dieta
bohata na tuky (shrnuto v: Nedergaard et al., 2001). Autofi ¢lanku zde vSak poukazuji na fakt,
ze u proteini UCP2 a UCP3 je indukce odlisna.
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Obrazek I - Odprazeni zpétného priichodu protonii: Na obrdzku jsou zndzornény komplexy
dychaciho Fetézce (oznacené Fimskymi cislicemi I — IV). Cinnosti komplexii I, IIl a IV se protony
dostavaji do mezimembrdanového prostoru. Zpétny priichod téchto protonii do mitochondrialni
matrix je nasledné vyuZit k syntéze ATP katalyzované FoF1-ATP syntazou (sprazeni). Ne vSechny
protony jsou ale efektivné vyuzity, nékteré mohou pres membranu prochdzet procesem bazalniho
¢i indukovaného pruchodu. K bazalnimu prichodu protonu dochazi spontanné diisledkem defektu
ve vnitini mitochondridalni membrdné snizujici membranovy potencial. Indukovany prichod
protonii je zprostredkovan odprahujicimi proteiny. V pripadé odprahujiciho proteinu 1 dochazi
pri tomto procesu k produkci tepla v ramci netiesové termogenezi. Zkratky: ADP+Pi (adenosin
difosfat + anorganicky fosfat), ATP (adenosin trifosfat), cyt ¢ (cytochrom c), FAD (oxidovana
forma flavinadenindinukleotidu), FADH: (redukovana forma flavinadenindinukleotidu), NAD
(oxidovana  forma  nikotinamidadenindinukleotidu), NADH  (redukovana  forma
nikotinamidadenindinukleotidu), vo (ubichinon). Prevzato a upraveno:
(shrnuto v: Kikusato et al., 2016).

2.2 UCP2

UCP2 je, jak jiz bylo zminéno, druhym objevenym odpiahujicim proteinem. Jeho objev
odstartoval vlnu nového poznéni a vyzkum dalSich UCP. Sekvence lidského UCP2 je z 59 %
identickd sekvenci UCP1 a mezi myS$im a lidskym homologem proteinu je 95% identita
(Fleury et al., 1997). Vyznamnou homologii s UCP1 vykazovaly zejména motivy pro
mitochondridlni pfenaSece a vazbu ATP, coZ nasvédcovalo obdobné roli jako ma UCP1 v BAT.
A opravdu byla schopnost odptazeni u UCP2 ¢astecné prokazana. Nicméné zajimavy byl jeho

vyskyt. Ve srovnani s UCPI byla UCP2 mRNA detekovdana v mnohem vét§im poctu tkani.
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U mysiho modelu to bylo hlavné v tukové tkani, srdci a ledvinach. U lidi pak ve slezing, thymu,
leukocytech, makrofazich, kostni dieni a zaludku, z ¢ehoz autofi odvodili mozné zapojeni
UCP2 pfti imunitni odpovédi (Fleury et al., 1997). Této ivaze ale bohuzel nevénovali dalsi
pozornost. Ta byla pfesmérovana k roli UCP2 pfii obezité a termoregulaci. Toto by se dalo
povazovat za jisty trend pretrvavajici par let po objeveni dalSich UCP. JelikoZ byly pfifazeny
do stejné rodiny proteind jako termogenin, predpokladalo se, Ze jejich hlavni funkci bude pravé
generovani tepla pfi netfesové termogenezi. Bylo slozité si predstavit, ze protein tak sekvencné

podobny UCP1 by mohl slouzit jinému tcelu.

Od zacétku tedy bylo znamo, ze je UCP2 exprimovan také v organech, které maji co
do ¢inéni s imunitnimi buitkami. Vyzkum se rozb¢hl i timto smérem a od vztahu UCP2
k termogenezi se postupné upoustélo. UCP2 byl oznacen za negativni regulator produkce
reaktivnich kyslikovych forem (reactive oxygen species — ROS) v makrofazich ovliviiujici
imunitni odpovéd pii infekci Toxoplasmou gondii. Makrofigy UCP2”- mysi vice odolavaly
infekci timto parazitem (Arsenijevic et al., 2000). Makrofagy byly prvnimi leukocyty, u kterych
se zacal vyzkum funkce UCP2 rozvijet, ale postupné byla zjiSténa nezastupitelna role UCP2

témét ve vSech typech imunitnich bunék, cemuz se podrobnéji vénuji dalsi kapitoly této prace.

UCP2 se fadi, stejné¢ jako dal§i UCP, do rodiny mitochondridlnich aniontovych
pfenasecti SLC25. Jeho detailni struktura byla ur€ena v roce 2011 v komplexu s guanosin
difosfaitem (guanosine diphosphate — GDP) pomoci nuklearni magnetické resonance
(Berardietal.,, 2011) a nyni ji najdeme v Protein Data Bank pod ID 2LCK

(https://www.rcsb.org/structure/2LLCK). Pti objevu bylo ukazano, Ze se struktura UCP2 vyrazné

podobd struktufe adenin nukleotid translokadzy (adenine nucleotide translocator — ANT),
1 presto Ze se sekvencné jejich podobnost blizi jenom zhruba 20 %. Oba tyto proteiny nalezneme
v IMM, do které jsou zanofeny svymi 6 transmembranovymi a-helixy uspofddanymi tak,
aby tvoftili tf1 opakujici se domény (pseudo-opakovani, jak je nazval autor - viz. Obrazek 2).
Rozdil nalezneme az ve tfetim opakovani, kde je UCP2 vice rozevien na matrixovou stranu. To
by podle autora mohlo naznacovat klicovou roli této ¢asti v rozdilné funkci obou proteini.
V kazdém ptipadé toto zjiSt€ni pomohlo pii uréovani funkce UCP2 a nasmérovani dal§iho

vyzkumu.


https://www.rcsb.org/structure/2LCK

ANT katalyzuje transport ATP z matrix mitochondrie do cytoplazmy a naopak transport
ADP zpatky do matrix, které zde mize byt znovu uplatnéno pfi syntéze ATP katalyzované
FoF1-ATP syntazou. Tento proces je zavisly na membranovém potencialu tvofeném H' ionty
(Pfaff and Klingenberg, 1968), coz plusobeni UCP2 a ANT v jistém smyslu propojuje,
jelikoz UCP2 umoziuje prichod protonli zpét do mitochondridlni matrix, ¢imz pfispiva ke
snizovani membranového potencidlu. Navic se ANT také vyrazné zapojuje ve zpétném
prachodu protont z IMS do matrix. ANT je vSak v mitochondriich mnohem vice zastoupeno
nez UCP2. Tvofti az 10 % vSech mitochondrialnich proteind, takZe k priichodu protoni piispiva
vyrazng vice nez UCP2, az o dva fady (Brand et al., 2005). UCP2 tvofi jenom zhruba 0,1 % az
1 % mitochondrialnich proteind v zavislosti na tkani, nejvétsi podil UCP2 nalezneme ve sleziné

(Pecqueur et al., 2001).

Obrazek 2- Struktura UCP2 a ANTI1: a) Pohled ze strany na strukturu UCP2 a ANTI
(Protein Data Bank ID 10KC). Barevné jsou odlisené jednotlivé pseudo-opakovani, prvni
(residua 14-112) modre, druhé (residua 113-210) zelené a treti (residua 211-309) rizZove.
b) Pohled z matrixové strany na strukturu UCP2 a ANTI, kde je nazorné videét rozdil predevsim
v tretim pseudo-opakovani, které u UCP2 zpusobuje vetsi rozevieni a zaroven ztratu zdanlivé
symetrie slozeného proteinu. Sipky zndzornuji orientaci amfipatickych helixii. Zkratky: UCP2
(odprahujici protein 2), ANTI (adenosin nukleotid translokdaza 1), C (C-konec proteinu), N
(N-konec proteinu), APH (amfipaticky helix), TMH (transmembranovy helix). Prevzato
a upraveno: (Berardi et al., 2011).



2.3 UCP3, UCP4 a UCP5

Lidské UCP3 se vyznacuje zhruba 57% sekvenéni podobnosti s UCP1. Jeho exprese
byla zjisténa ve skeletarnim svalstvu, bilé tukové tkani a také v BAT. Od pocatku byl
povazovan za jakéhosi ,,dvojnika“ UCP2, kterému se prisuzovala obdobna funkce jenom s tim
rozdilem, Ze byla vykondvéana v jiné tkani. Bylo tomu tak kvili vysoké 75% sekvencni
podobnosti mezi UCP2 a UCP3 (Boss et al., 1997). Dnes jiz vime o dalSich tkanich s expresi
UCP3 jako je naptiklad tkan srde¢ni a vyzkum se pomalu piesouva od jeho role ve skeletarnim
svalstvu smérem k zfejmé podstatnéjsi roli v BAT. Na mys$im modelu se ukazalo, ze ma UCP3
v BAT az o tad vyssi expresi nez ve skeletarnim svalstvu a mohl by zde napomahat nettesové
termogenezi zprostfedkovavané UCP1. Pfesny mechanismus zatim neni znam, pravdépodobné
vSak nespociva v odprahujici funkci. Tu sice UCP3 vykonava, ale jeho ptitomnost v BAT je
az 400x nizsi nez UCPI, takze odptfazeni pomoci UCP3 v porovnani s odpfazenim pomoci
UCP1 celkové predstavuje téméf zanedbatelnou Cast. Dilezitd muze byt jeho schopnost
transportovat substrat, ktery by tak byl k dispozici pro oxidaci a nésledny vznik protonového

gradientu nezbytného pro aktivitu UCP1 (Hilse et al., 2016).

UCP4 a UCPS5 jsou exprimovany predev§im v centrdlni nervové soustaveé (central
nervous system — CNS), a z tohoto ditvodu jsou €asto spolecné oznacovany jako neurondlni
34 % pro UCP4 a 30 % pro UCPS. I ptes tento fakt se UCP4 a 5 mezi odptahujici proteiny fadi,
jelikoz snimi sdileji zdsadni charakteristiky jako jsou celkovd membranova topologie
a obdobna funkce. I kdyZ se proteiny od sebe svym plsobenim ponékud odliSuji, bylo
prokazano, ze celkové dokdzou zprostfedkovavat odpfazeni prichodu protont
do mitochondridlni matrix od syntézy ATP za produkce tepla. Jejich funkce vSak opét neni
omezena pouze na odpfaZeni, s nejvétsi pravdépodobnosti v CNS slouZi i1 jako pfenasece iontl
(Hoang et al., 2012). Celkové by tedy mohly mit, spolu s produkeci tepla, vliv na rychlost

synaptického pfenosu a bunécnou signalizaci.

3 Regulace UCP2

UCP2 je regulovano na transkripCni, translacni 1 posttranslacni Urovni
(shrnuto v: Jezek et al., 2018). Regula¢nich mechanismt tohoto proteinu je jiz znamo pomeérné
hodné¢ diky jeho vyznamu v metabolismu buriky. V dalSich kapitolach jsou rozvedeny 3 dilezité
regulatory UCP2, které¢ se velkou mirou uplatiiuji 1 v metabolismu imunitnich bunék

diskutovanych v pozdéjsich kapitolach této prace.



3.1 Purinové nukleotidy

O inhibi¢nim efektu purinovych nukleotidii na protonoforni aktivitu UCP2 se hovofi
témét od pocatku objeveni samotného UCP2 (Jaburek et al., 1999). Diky strukturni podobnosti
s ANT a sekvencni podobnosti s UCP1, které purinové nukleotidy vézat dokazou,
nepredstavovala existence vazebného mista pro purinové nukleotidy u UCP2 zadné prekvapeni.
Je nutné podotknout, ze inhibi¢ni efekt jednotlivych purinovych nukleotidd neni stejny.
Nejsiln€j$im inhibi¢nim efektem na UCP2 plsobi ADP, nasledné ATP a guanosin trifosfat
(guanosine triphosphate — GTP), jesté slabsim pak GDP, tplné nejslabsim adenosin monofosfat

(Z&kova et al., 2003).

Vazebné misto pro purinové nukleotidy se nachazi uvnitt hydrofilni kavity UCP2
(Berardi et al., 2011). Obdobn¢ jako ANT tedy UCP2 purinové nukleotidy vaze, ale uz je
nedokdze transportovat, nukleotidy tak ziistavaji navazané a pisobi jako inhibitory. Navazani

GDP vede k vyvazani FA, prokdzanych aktivatord UCP2 (Berardi and Chou, 2014).

3.2 Mastn¢ kyseliny

Mechanismus vyvazani FA po navazani purinovych nukleotidi je alostericky. Vazebné
misto pro FA se na UCP2 nachazi na jeho periferii smérem na matrixovou stranu proteinu,
v oblasti mezi helixy H1 a H6. Po navazani purinovy nukleotid navodi konformac¢ni zménu,
v jejimz disledku dojde k vyvazani FA, piipadné¢ nemoznosti FA se do svého vazebného mista

navazovat (Berardi and Chou, 2014).

Role FA je pro zpétny prichod protonti do mitochondridlni matrix vSak o néco
komplikovanéj$i nez role klasickych aktivatori. FA nejspis plisobi jako jednotky ptrendsejici
samotné protony, protonofory. O zplsobu ucinku FA na UCP2 se dlouha 1éta spekulovalo
abyla vytvofena fada hypotéz, nakonec se vSak vétSina autorti pfiklonila k hypotéze
s anglickym oznacenim ,,FA-cycling mechanism*“ (volné¢ pteloZzeno jako mechanismus
cyklujicich mastnych kyselin) (viz. Obrazek 3). Polarni ,hlavicka® aniontu mastné kyseliny
se nejprve za pomoci elektrostatickych interakci navaze do vazebného mista na UCP2
mezi helixy H1 a H6 a poté se za interakce s bazickymi ¢astmi aminokyselin v hydrofilni kavité
proteinu elektrostatickou cestou transportuje na mezimembranovou stranu UCP2. Zde lateralné
difunduje membranou, dojde k protonaci a protonovana forma FA se flip-flop mechanismem
piemisti zpét na matrixovou stranu membrany (Berardi and Chou, 2014). Z tohoto mechanismu
je patrné, ze takovou funkci mohou plnit pouze FA, které se v membrané dokdzou pfemistovat

flip-flop mechanismem a jsou unipoldrni. FA s dalsi polarni skupinou v termindlni pozici
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nevykazuji tuto schopnost (Jezek et al., 1997). Také polynenasycené FA se prokdzaly byt
o n¢kolik fadu lepsimi aktivatory UCP2 nez nasycené a mononenasycené FA, i kdyz v podstaté
jakékoli fyziologicky se vyskytujici FA s del§im fet¢zcem vedou k urcité aktivaci UCP2
(Beck et al., 2007). Cely proces naznacuje, ze UCP2 neslouzi jako kanal pro protony, ale spise

plni svou ulohu jako pfenase¢ aniontii FA.

Dilezité je zminit i klicovou ulohu, kterou hraji nascentni FA a na vapniku nezévisla
mitochondriadlni fosfolipdza A2y (calcium-independent phospholipase A2-y - iPLA2y)
v regulaci UCP2 in vivo. Fosfolipaza se aktivuje zvySenou hladinou H>O2 nebo prostiednictvim
ROS-aktivovanych kinaz v mitochondrii. Nasledn€ pak $tépi nascentni FA, které¢ dale aktivuji
UCP2 a dochézi k ¢astecnému odptazeni za ucelem snizeni produkce ROS. Tato antioxidacni
drdha se ukézala jako zasadni pro regulaci oxidativniho stresu zanétlivé reakce v buiice

(Jezek et al., 2015).

IMS UcP2
-9 @
qo‘*/
IMM )
\ .

®

Matrix

Obrazek 3 - Mechanismus cyklujicich mastnych kyselin: Tato ilustrace predstavuje
velice zjednoduseny model protonoforni aktivity proteinu UCP2 v mitochondrii. Mastné
kyseliny se za pomoci elektrostatickych sil navazi a premisti skrz UCP2 ze strany
mitochondrialni matrix na stranu do IMS, kde se lateralni difuzi premistuji v membrané. Dojde
k jejich protonaci a flip-flop mechanismem se mastné kyseliny premisti opét na matrixovou
stranu IMM. Zkratky: IMM (vnitini mitochondrialni membrana), IMS (mezimembranovy
prostor), UCP2 (odprahujici protein 2). Vlastni tvorba za ucelem jednoduché ilustrace
mechanismu zminovaného v prdaci (vytvoreno v BioRender.com).

3.3 Glutamin

Glutamin reguluje expresi UCP2 na transla¢ni Grovni. Glutamin se vaze do otevieného
¢teciho rdmce 1 (open reading frame - ORF) na 5° neptekladané oblasti mRNA pro UCP2.
Pritomnost ORF1 pied kddujici sekvenci ptisobi inhibi¢nim efektem pfi translaci mRNA UCP2.
Navazani glutaminu na ORF1 tuto inhibici rusi, a umoziuje tak translaci proteinu. Piitomnost

glutaminu miize v mySich makrofazich zvySovat expresi UCP2 az o vice nez 2 fady. K indukci
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glutaminem dochazi velice rychle do 2 hodin (Hurtaud et al., 2007). Obdobn¢ vyrazné zvyseni
exprese UCP2 bylo zaznamenano i1 na makrofazich derivovanych z kostni dfené¢ po inkubaci
vmédiu s glutaminem oproti kontroldm inkubovanych v nepfitomnosti glutaminu

(Niibel et al., 2008).

Hladina proteinu UCP2 dokaze pomérné rychle reagovat na hladinu glutaminu v buiice,
glutamin tedy pfedstavuje zésadni a specificky nastroj pro jeho regulaci. UCP2 je
nepostradatelny v proliferujicich bunkach imunitniho systému pravé diky své roli

v metabolismu glutaminu, coz je dale rozvedeno v kapitole 4.3.2.

4 UCP2 v imunitnich bunkach

UCP2 nalezneme jak v buiikdch vrozené imunity, tak v bunikdch imunity adaptivni
(Rousset et al., 2006). O nepopiratelné expresi UCP2 v monocytech a makrofazich nebylo sporu
od zacéatku jeho objevu, ptitomnost UCP2 byla potvrzena i ve tkaiiovych makrofazich jako jsou
Kupfterovy buiiky (Larrouy et al., 1997) a mikroglie (De Simone et al., 2015). Z bunék vrozené
imunity byla exprese UCP2 zjisténa jesté v zirnych bunikach (Tagen et al., 2009), dendritickych
bunkach a neutrofilech (Rousset et al., 2006), z adaptivni imunity potom v T lymfocytech i

B lymfocytech (Rousset et al., 2006).

4.1 Role UCP2 v makrofazich

Role UCP2 v makrofazich je zatim nejprozkoumanéjsi z celé bunécné imunity, a

proto je v prvni fad€ shrnut tento typ imunitnich bunék.

4.1.1 Schopnost fagocytozy
Pohlcovani apoptotickych bun&k fagocyty je nezbytnym procesem pro spravny chod
organismu. Bez néj by dochazelo k naruseni homeostazy ve tkénich ¢i imunitnich odpovédi.

Jde o komplexni déj, ktery je, mimo jiné, regulovan pravé ¢innosti UCP2.

Schopnost fagocytu pohlcovat apoptoticka téliska je uzce spjata s potencidlem na IMM.
Niz$i potencial zvySuje kapacitu fagocytéozy a zaroven prodluzuje i dobu jejiho trvani.
Jelikoz ¢innost UCP2 snizuje mitochondridlni membranovy potencial, jeho exprese pozitivné
reguluje fagocytézu. V thymu a varlatech UCP2”" mysi bylo prokdzano vy$§i mnozstvi

apoptotického materidlu, ktery nebyl odstranén makrofagy (Park et al., 2011).

SniZzovani mitochondridlniho potencialu za pomoci UCP2 neni jedinym faktorem

regulace fagocytdzy. Potvrzuje se, ze i schopnost UCP2 vézat nukleotidy a katalyzovat



transport aniontl (viz. kapitoly 3.1 a 3.2) je pro tento proces nezbytna (Lee et al., 2015). To vede
k potencidlnim tvahdm o moznosti UCP2 pifimo vnimat nukleotidy a FA uvolnéné

z apoptotickych bungk, a v disledku toho regulovat kapacitu fagocytozy.

4.1.2 Produkce ROS

Produkce ROS ptedstavuje pro makrofagy jednu z jejich nejacinnéjSich zbrani v boji
s patogeny a také prostfedek v intracelularni signalizaci, regulace jejich tvorby je proto zasadni
pro imunitni obranu hostitele. Mechanismus tvorby ROS ve fagolysozomdlnich vaccich
¢innosti NADPH oxidazy byl vzdy povazovan za kliCovy v procesu oxidativniho vzplanuti
bunky. Tyto vacky ale nejsou jediny bunéény kompartment, kde se ROS tvofi. Vyznamnym
mistem jsou téZ mitochondrie, ve kterych dochazi k tvorbé ROS pii oxidativni fosforylaci
v disledku uniku elektronti z komplexii dychaciho fetézce a nasledné redukce kysliku
na superoxid. Nov¢jsi literatura poukazuje na fakt, ze 1 mitochondridlni ROS pfispivaji

k efektivni eliminaci patogenti v makrofazich (Basu Ball et al., 2011).

Vyzkum tykajici se vlivua UCP2 na produkci ROS se z velké ¢asti zaobird schopnosti
makrofagi eliminovat infekce zptisobené bakteriemi ¢i prvoky v mySich modelech. Piikladem
jsou Toxoplasma gondii (Arsenijevic et al, 2000), Listeria monocytogenes
(Rousset et al., 2006) a nckolik flagelatdt zrodu Leishmania (Carrion et al., 2013).
Ve vsech pfipadech se jedna o intracelularni patogeny infikujici makrofagy. Velky vyznam
pro jejich likvidaci mé hladina ROS a oxidu dusnatého (nitric oxide — NO) produkovanych
fagocytem. Ve vyse zmifiovanych studiich byly sledovany makrofagy UCP2”" mysi pii infekci
v in vitro 1 in vivo systémech. Tyto studie se shoduji v n€kolika pozorovanich. V ptipadé
UCP2"" mysi dochazelo ke zvysené produkci ROS a NO oproti wild-type my$im. To nasledng
vedlo k efektivnéjsi eliminaci patogenli a zvySenému piezivani bunék hostitele.
Témito vysledky bylo potvrzeno, Ze UCP2 negativné reguluje tvorbu ROS. Navic se zjistilo,
ze Leishmania donovani pti infekci, mimo jiné, cilené zvySuje expresi proteinu UCP2. SniZeni
tvorby ROS narusi aktivaci inflamasomu a dojde ke snizeni odpovédi bunék hostitele

(Basu Ball et al., 2011).

Zasadni uloha UCP2 pii parazitarnich infekcich je dokumentovéna na nejnovéjsich
vyzkumech lécby leishmanidzy, kdy se prostfednictvim inhibice UCP2 dosahuje mnohem
vys8i miry eliminace parazita buiikami imunitniho systému, zejména makrofagy. Kombinace
inhibitoru UCP2 a jiZz pouZivanych léCiv se ukazuje byt velmi slibnd pii 1écbé visceralni

leishmani6zy (Gupta et al., 2021).
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Negativni vliv UCP2 na tvorbu ROS neni zdaleka tak pfimocary, jak by se mohlo zdat.
Protonoforni aktivita, kterd zptsobuje odptazeni za pomoci FA, se uplatiiuje jen z urcité ¢asti.
Nové studie vyzdvihuji dalsi funkci UCP2, kterda se pravdépodobné vyznamné podili
naregulaci transportu metabolith ven z mitochondridlni matrix. Jedna se predevSim
o metabolity skladajici se ze ¢tyi uhliki jako jsou aspartat, oxalacetat a malat. VSechny zminéné
jsou dilezitymi intermedidty metabolickych drah, tim padem se da mluvit o velkém vyznamu
UCP2 v metabolismu (viz. kapitola 4.3.2). Transport téchto C4 metabolith ven
z mitochondrialni matrix probiha vyménou za cytosolicky fosfor a proton, coz z velké miry

prispiva pravé ke snizeni produkce ROS v bunice (Vozza et al., 2014).

4.1.3 Produkce cytokinti a NO

ROS ovsem neslouzi pouze jako uc¢inné nastroje makrofagu, svou funkci plni i v podobé
druhych poslit vbunce, a ovliviiuji tak produkci prozanétlivych cytokini bunkou
(shrnuto v: Gloire et al., 2006). Prostfednictvim mitochondrialnich ROS dochazi k ovlivnéni
dréhy mitogenem aktivovanych proteinkindz (mitogen-activated protein kinase — MAPK),
aktivaci  jadern¢ho transkripéniho faktoru kappa B  bunék (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells - NF-xB) a aktivaci inflamasomu po stimulaci

buiiky lipopolysacharidem (lipopolysaccharide — LPS) vazbou na Toll-like receptor 4.

Transkripcni faktor NF-«xB je v cytoplazmé konstituéné€ inhibovan asociaci s inhibitorem kB,
ktery zabranuje dimerizaci NF-kB a jeho pfesunu do jadra. Klicovym krokem pro uvolnéni
inhibice IkB je fosforylace aktivovanou IkB kindzou, ktera oznaci IxB k degradaci, tim padem
dojde k jeho uvolnéni a NF-kB se muze translokovat do jadra, kde plni svou funkci
transkripniho faktoru. Tato draha je spousténa v reakci na endo a exotoxiny, napft. v piipadé
stimulace LPS. Stimulace NF-«B drahy vede k transkripci genti pro prozanétlivé cytokiny,
které jsou soucdsti prozanétlivé odpovédi makrofagh (shrnuto v: Gloire et al., 2006). UCP2
zminénou drdhu ovliviluje regulaci ROS. Ty se uplatiuji pfiaktivaci IkB kinazy
(Kim et al., 2008). Zminény mechanismus byl ovéfen ve studii, kde makrofagy ziskané
z UCP2”" mysi po stimulaci LPS vykazovaly vyssi hladiny kB kindz, pfirozené pak nizsi
hladiny IkB a v jadfe nasledné vyssi hladiny samotného NF-xB. ZvysSena hladina IkB kinaz
byla prokdzana ve slezing UCP2”" mysi. Inhibitory ROS v izolovanych makrofazich z UCP2"
mysi kompletné blokovaly aktivaci IkB kinaz (Bai et al., 2005)

Snizeni exprese UCP2 dokaZze mimo NF-kB drdhu modulovat také indukci MAPK drahy,

kde se pravdépodobné jednd o zpétnovazebnou smycku mezi UCP2 a danymi kindzami.
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Zvysena tvorba ROS vede k aktivaci ERK a p38 kinaz, v nepfitomnosti UCP2 tedy dochazi
az k o 30 minut rychle;jsi, tim padem celkov¢ silngjsi, aktivaci téchto kindz. Zvysena hladina
ROS vsak neovlivituje aktivitu tfeti kindzy z MAPK rodiny - JNK kinazy. JNK kindza
ale naopak ovlivituje expresi UCP2. Po stimulaci LPS dochézi ke snizovani exprese UCP2
v bunce pravé prostiednictvim JNK kindzy spolu s p38 kinazou. Nasledné zvySeni produkce
ROS pak vede ksiln€jsi aktivaci ERK a p38 kindz aucinngj$i prozanétlivé odpovedi
makrofagu, predev§im v disledku zvySovéani hladiny NO (viz. Obrazek 4). U makrofagh
UCP2”- mysi byla skute¢né pozorovana az o dva fady vys§i produkce NO (Emre et al., 2007a).
Draha p38 vede pies aktivaci transkripniho faktoru ATF-2 k dalSi aktivaci inducibilni
NO-syntazy, ktera se nasledn¢ uplatituje pti produkci NO (Bhat et al., 2002). Pozornost byla
tedy vénovana i tomuto transkripénimu faktoru a byla odhalena jeho zvySena fosforylace
v UCP2”" mysich, ktera poskytla dalsi diikaz, Ze je MAPK signalizace zapojena ve zvySovani

produkce NO dutsledkem zvySené produkce ROS (Emre et al., 2007a).

LPS

membrana

cytoplasma

/ROS

» TRANSKRIPCE
jadro

g

prozanétliva odpovéd

mitoechondrie

Obrdazek 4 - Role UCP2 v MAPK signalizaci: Rozpoznani LPS TLR4 aktivuje JNK, p38
a ERK drahy. Mezitim se spousti ROS signalizacni draha. Exprese UCP?2 je rychle snizena
vodpovedi na LPS prostrednictvim JNK a p38 drahy za ucelem zvySeni hladiny
mitochondrialnich ROS. Mitochondrialni produkce ROS, jako zpétna smycka, stimuluje ERK
a p38 drahy. Zkratky: ERK (extracelularni signdalem regulovand kinaza), IFNy (interferon y),
IFNyR (interferon y receptor), IL-10 (interleukin 10), IL-10R (interleukin 10 receptor),
JAK/Stat  (Janus kindzy/signalni transduktor a aktivator transkripce draha), JNK
(c-Jun N-termindlni kindza), LPS (lipopolysacharid), MAPK (mitogenem aktivované
proteinkindzy), NF-xB (nuklearni faktor kappa B), p38 (p38 mitogenem aktivovana
proteinkindza), ROS (reaktivni formy kysliku), TLR4 (toll-like receptor 4), UCP2 (odprahujici
protein 2). Prevzato a upraveno: (Emre et al., 2007a).
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Vliv UCP2 byl popsan i na NLRP3 inflamasom. ZvysSeni exprese UCP2 vzapéti snizuje expresi
NLRP3 inflamasomu v makrofazich prostfednictvim nizSich hladin ROS, takze zvySenim
exprese UCP2 se da regulovat piili§ vysokéd aktivace inflamasomu a nésledné i aktivace
kaspazy-1 a sekrece interleukinii-1p (interleukin — IL). Tim se daji mirnit projevy nékterych
autoimunitnich onemocnéni (Wang et al., 2018). Z vysledkt v této kapitole vyplyva, ze pomoci
UCP2 je mozné regulovat urcité signalizacni drahy v makrofdzich, jelikoz ma diky
své schopnosti vyrazné snizovat tvorbu ROS v mitochondriich po stimulaci endo a exotoxiny

velice Siroké uplatnéni v bunécnych procesech.

4.1.4 Schopnost migrace

Redoxni stav buiikky dokéaze také piisobit na expresi integrinl na membrang. ROS
(konkrétne pak H>O») zvysSuji expresi diferenciacnich skupin (cluster of differentiation — CD)
CDI1lb a CDI8, které zprosttedkovavaji  bunéfnou adhezi v monocytech
(Skoglund et al., 1988). CD11b je podstatné pro transmigraci monocytii a jejich celkové
rekrutovani do mista zanétu. Pfi zvySeni exprese UCP2 dochdzi k redukci povrchovych
CD11b az o 80 %, coz omezuje adhezi monocytl na epitel (Ryu et al., 2004). UCP2 tudiz slouzi
jako negativni regulator migrace monocytti/makrofagi do mista zanétu (Emre et al., 2007a).
Toto zjisténi dale podtrhuje vyznam sniZzovani exprese UCP2 po aktivaci makrofagi

pro schopnost migrace.

4.2 Role UCP2 v dalSich typech bun€k vrozené imunity

Co se ty¢e bunck vrozené imunity, byla exprese UCP2 mimo makrofagti potvrzena
jesté v zirnych bunikdch (Tagen et al.,, 2009), dendritickych buiikkdch a neutrofilech
(Rousset et al., 2006). Tyto buiiky patii mezi profesionalni fagocyty, a tak by se u nich dala
piedpokladat obdobna role UCP2 pfii fagocytoze jako u makrofagh zminéna v kapitole 4.1.1.
Vliv UCP2 na prubeh fagocytdzy byl prokazan jak u profesionélnich, tak u neprofesionalnich

fagocytil a zd4 se byt v imunitnich bunikach pomérné obecny (Park et al., 2011).

U neutrofilti byl pozorovan negativni vliv UCP2 na migraci (Rousset et al., 2006)
a vzhledem k prokdzanému pozitivnimu vlivu H>O> na adherenci a migraci za pomoci CD18
(Gasic et al., 1991) se da predpokladat, Ze UCP2 snizuje migraci neutrofilii pravé sniZzenim
exprese molekuly CD18. Vyzkum cileny na UCP2 v neutrofilech neni obsahly, na druhou
stranu je ale v neutrofilech zndma ftada signaliza¢nich drah regulovanych hladinou
mitochondridlnich ROS. Hlavnimi drahami jsou NF-kB a MAPK (Asehnoune et al., 2004)
a drahy vedouci k oxidativnim vzplanuti (Vorobjeva et al., 2017). V neutrofilech by se tedy dala
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piedpokladat obdobna tloha UCP2 jako v makrofazich popsana v kapitolach 4.1.1 az 4.1.4.
Domnivam se, ze budouci vyzkum muize pfinést zajimavé vysledky tykajici se rozsahu role
UCP2 v neutrofilech, jelikoz se mitochondridlni ROS tucastni také jest¢ drah vedoucich
k degranulaci a apoptoze neutrofilii (Vorobjeva et al., 2017). Dokonce 1 tvorba neutrofilnich
extracelularnich pasti je sensitivni na mitochondrialni ROS (Lood et al., 2016). Tato vyhradni

schopnost neutrofilt je také potencialné regulovatelnd za pomoci UCP2.

V zirnych buiikach UCP2 snizuje degranulaci a produkci histaminu po antigenni
1 FceRI nezavislé stimulaci. Déje se tak snizovanim hladin ROS, které indukuji histidin
karboxylazu. Nizsi hladiny ROS v zirnych bunkéch dale vedou k nizsi fosforylaci ERK kinazy,
v disledku ¢ehoz se produkuje méné prostaglandinu D2. V ptitomnosti UCP2 je snizena
i produkce IL-6. V ptipadé alergickych reakcei je tedy exprese proteinu UCP2 velice zadouci
avpfipadé jeho inhibice by mohlo dochdzet k tézSimu pribc¢hu nejenom alergii,

ale 1 prozanétlivych onemocnéni tykajicich se zirnych bunék (Tagen et al., 2009).

Z vyse uvedenych zavéra je patrné, ze pasobeni UCP2 ma v bunkach vrozené imunity
podobny charakter. Navzdory tomu, Ze byl dosavadni vyzkum vénovan piedevSim
makrofagiim, daji se zjiSténi do jisté miry generalizovat i na procesy odehravajici se v ostatnich

buiikach vrozené imunity.

4.3 Role UCP2 v T lymfocytech

Na zacatek kapitoly je dualezité zminit, Ze vyzkum role UCP2 v T lymfocytech
predstavuje velice aktudlni téma, kterému v minulosti nebyla vénovana velka pozornost. Cilem
mnoha studii byly buniky vrozené imunity, pficemZ dochazelo k opomijeni buné€k imunity
adaptivni. V soucasné dob¢ se ukazuje, ze by UCP2 mohlo v téchto bunkach hrat stejné

vvvvvv

potvrzeni jsou zcela jisté zapotiebi dalsi data.

4.3.1 Produkce ROS

Na pocatku aktivace T lymfocyti slouzi hladina ROS jako urcita ,,spojka‘“ mezi regulaci
bunééného metabolismu a bunééné signalizace (Sena et al., 2013). U CD4" a CD8" bunék mysi
s deficitnim UCP2 byla, obdobné jako u makrofagli, zaznamenana zvySena hladina ROS
oproti wild-type jedincim (Vogler et al., 2006). To dokazuje, ze se u T lymfocyti UCP2
na regulaci ROS skute¢né podili. Jejich produkce vSak musi byt v buiice striktné regulovana,
nebot’ vysokd hladina zpiisobuje apoptdézu T lymfocytl a nasledné zastaveni klonalni expanze

(Chaudhuri et al., 2016).
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ROS produkované v mitochondriich jsou pro aktivaci T lymfocyti zasadni. Jako ROS
senzitivni se ukazuji byt MAPK draha a draha jaderného faktoru aktivovanych T bun¢k (nuclear

factor of activated T-cells — NFAT), kter¢ jsou nezbytné pro produkci IL-2 (Sena et al., 2013).

4.3.2 Metabolismus bunky

Jak bylo popsano v kapitole 4.1.2, pii regulaci ROS se neuplatiiuje pouze protonoforni
aktivita UCP2. Na tomto procesu ma nejspiS§ mnohem vyznamnéj$i podil schopnost UCP2
transportovat C4 metabolity ven z mitochondrie za souc¢asného antiportu cytosolického fosforu
a protonu. Jelikoz se timto procesem proton dostava pies IMM do mitochondridlni matrix,
dochazi tak k odptfazeni vedoucimu ke snizovani potencialu IMM a hladiny ROS
v mitochondrii. Mimo jiné zminéna aktivita UCP2 ovliviiuje i Krebstv cyklus. Krebstiv cyklus

je transportem intermediati ven z mitochondrie negativné regulovan, a tim dochazi

ovliviiovat ubytek antigenem stimulovanych CD8" T buné&k v disledku oxidativniho stresu

bun¢k (Chaudhuri et al., 2016).

Na rozdil od mechanismu popsaného v makrofazich, kde po stimulaci LPS dochazi ke
snizovani exprese UCP2 (Emre et al., 2007a), v T lymfocytech po indukci antigenem
ptes T-bunécny receptor (T cell receptor — TCR) dochazi ke zvySovani exprese UCP2.
Mechanismus v T lymfocytech bohuzel jesté neni objasnén. Vyzkum naznacuje, Ze se jedna
piedevSim o spojitost mezi UCP2 a bunéénym metabolismem (Rupprecht et al., 2012),
konkrétné pak o glykolyticky metabolismus po aktivaci T lymfocytd (Greiner et al., 1994).
Pro expresi UCP2 je nejspi§ podstatny zvySeny pfisun glutaminu pii glykolyze, jak bylo
uvedeno v kapitole 3.3. Tato regulace ale neni pouze jednostrannd. UCP2 transportuje,
respektive odebira, C4 metabolity z mitochondrie, a tak pohéni kontinualni tvorbu
a-ketoglutaratu, jednoho zprodukti glutaminolyzy, za ucelem doplnéni chybéjicich
intermediati, ¢imZ glutaminolyzu neustale stimuluje (Rupprecht et al., 2019). Souhrnné by tyto
zavéry naznacCovaly, Ze zvySenda exprese UCP2 neni pficinnou, ale spi§ duasledkem
glykolytického metabolismu, avSak k prokdzani tohoto mechanismu je zapotiebi jesté dalSiho

vyzkumu.

4.3.3 Proliferace a diferenciace buiky

Po aktivaci dochdzi v T lymfocytech k jejich proliferaci, ktera je umoznéna rychlym

pfechodem buiiky na aerobni glykolyzu (Greiner et al., 1994). Aerobni glykolyza je ovSem
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dalezita 1 pro naslednou diferenciaci T lymfocyti spojenou s produkci cytokini

(Chang et al., 2013).

V T bunkach je UCP2 spojovan zejména s proliferaci. Proces aktivace T lymfocyta je
velice rychly, ale zvySena hladina UCP2 je pozorovéana az v tfadu nékolika hodin po ni,
s maximem okolo ¢tvrtého dne. Toto zjiSténi opét podporuje hypotézu, ze by zvysSena hladina
UCP2 byla spi§ duasledkem probihajici proliferace builky nez jejim spousStéfem
(Rupprecht et al., 2012). Exprese UCP2 ma dale v aktivovanych CD8" T bufikach vliv
i na termindlni diferenciaci. Vyzkum tedy naznacuje, ze UCP2 by mohl byt jednim
z regulac¢nich mechanismt stojicich na hranici mezi klonalni expanzi, terminalni diferenciaci

a apoptozou (Chaudhuri et al., 2016).

Nedavna studie na nadorovych buiikdch potvrdila, ze pfi nadmérné expresi UCP2
dochazi ke zvysSeni glykolyzy v buiitkach. Na druhou stranu velkd ¢ast uhlikt z glykolyzy
nekonci zabudovéna do laktatu, ale do pyruvatu, ktery nasledné vstupuje do Krebsova cyklu,
jehoz intermediaty slouzi k de novo syntéze nukleotidit a aminokyselin. UCP2 by se tedy mohl
podilet na zvySovani miry proliferace pravé tim, ze stimuluje biosyntézu nukleotidd potfebnych
pro syntézu DNA a produkci RNA (Sreedhar et al., 2019). Role UCP2 v metabolismu vysoce
proliferujicich bunék je v tuto chvili opravdu nespornd, avsak k objasnéni jejiho mechanismu

bude zapotiebi dalsich studii.

4.4 Role UCP2 v B lymfocytech

Co se tyc¢e B lymfocytl, zatim toho o lloze UCP2 mnoho nevime. Ze zjiSténi o funkci
UCP2 v T lymfocytech by se dalo uvazovat o potencidlni implikaci UCP2 v metabolismu
B bunék. UCP2 je vSak podstatné i pro vyvoj B lymfocyti. K takovym zavérim vedou vysledky
vyzkumu B bun¢k pti myelodysplatickém syndromu. Byly pozorovany klesajici pocty B bun¢k
v kostni deni s pFibyvajicim vékem UCP2”" mysi oproti stejné starym wild-type jedincim.
Zarovei zde byl pozorovan i vzestup poctu bunék vrozené imunity (Kretzschmar et al., 2016).
Autofi tedy na zavér svého vyzkumu navrhuji, Zze deficit UCP2 vede v buiikdch adaptivni
imunity k narusSeni jejich spravného vyvoje a funkce. Toto naruSeni by mohlo byt
kompenzovano zvySenim celkové aktivity bun€k vrozené imunity. Molekula UCP2
by tak mohla zasadné ovliviiovat pomér bun€k vrozené a adaptivni imunity v kostni dfeni
v pritbéhu zivota (Kretzschmar et al., 2016). Tato hypotéza muzZe znit presvédcivée, avsak studie
byla zaméfena predevS§im na schopnost UCP2 negativné regulovat hladiny ROS. Pro

jeji potvrzeni by bylo pfihodné se zaméfit jesté na roli UCP2 v metabolismu.
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Déle by bylo zajimavé vidét, zda by tato hypotéza mohla mit uplatnéni
1 ve spojitosti se zjisténim, ze po aktivaci T bunék exprese UCP2 vzristd, zatimco po aktivaci
makrofagi exprese UCP2 vyrazné klesd, jak bylo zminéno v kapitole 4.3.2. Kdyby
se tedy tato hypotéza pfenesla na situaci po aktivaci imunitnich bunék napft. pfi infekci, mohlo
by to znamenat, ze by v mySich sdeficitnim UCP2 byla naruSena adaptivni imunita
kompenzovana vrozenou imunitou v boji s patogeny? To jsou samoziejmé velice piredCasné

uvahy, které potfebuji dal§iho vyzkumu.

Stejné jako v jinych bunécnych typech, i v B lymfocytech UCP2 negativné reguluje
hladinu mitochondridlnich ROS (Kretzschmar et al., 2016). Obdobné jako u T lymfocyta
se v ptipadé B lymfocytt exprese UCP2 po aktivaci zvySuje. SniZzeni hladiny ROS zamezuje
oxidativnimu stresu a nasledné apoptdze buiiky. B lymfocyty UCP2”" mysi skuteéné vykazuji
vy$§i miru apoptozy v dusledku zvySené hladiny ROS po stimulaci LPS a cytokiny
(Cao et al., 2013). UCP2 se s nejvétsi pravdépodobnosti také uplatiiuje v regulaci humoralni
imunity. U UCP2”" mysi dochézi k naruseni humoralni odpovédi po stimulaci LPS a cytokiny.
Konkrétné se snizuji hladiny imunoglobulini G (immunoglobulin G — IgG): IgGl, 1gG2a,
IgG2b, IgG3, zatimco hladiny IgM jsou srovnatelné s wild-type mySmi in vivo 1 in vitro. Naopak
za bazalnich podminek jsou u UCP2”" mysi hladiny vsech &tyt IgG vyssi oproti wild-type
jedincim. Moznym vysvétlenim by bylo, ze pii deficitu UCP2 vysokd hladina ROS narusuje
aparat zodpovédny za izotypovy piresmyk u B lymfocyti poSkozenimi v DNA
(Cao etal., 2013).

5 Role UCP2 ve vybranych onemocnénich

5.1 Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu (type 1 diebetes mellitus — TIDM) je ptikladem chronického
autoimunitniho onemocnéni. Vyznacuje se destrukci B-bunck pankreatu buitkami imunitniho
systému. B-buiiky produkuji inzulin, ktery se po jejich destrukci nemiliZze produkovat
v dostate¢né mifte (shrnuto v: Chen et al., 2018). Role UCP2 v TIDM neni zcela jasna, avsak jiZ

v tuto chvili jsou patrna potencidlni vyuZziti tohoto proteinu pii 1€Cbée.

Pivodné bylo pozorovano, ze u mysi s TIDM jako prvni dochéazi k rekrutovani
makrofagii a dendritickych bun¢k do Langerhansovych ostrivka (Hanenberg et al., 1989).
Novéjsi zavéry naznacuji, Ze zminované makrofagy jsou tkanoveé rezidentni, takze jsou
v Langerhansovych ostritveich pfitomny jesté pted rozvojem TI1DM (Ferris et al., 2017).
K patologii onemocnéni makrofagy piispivaji jako buiiky prezentujici antigen T lymfocytim
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a produkci chemokinti atrahujicich lymfocyty do tkan€. Nikoli tedy jako bunécny typ primarné
atakujici B-bunky, 1 kdyz zvysena produkce ROS B-buiiky také poskozuje (Thayer et al., 2011).
Makrotfagy produkuji ROS a prozanétlivé cytokiny jako IL-1 a tumor nekrotizujici faktor o
(tumor necrosis factor o - TNF-a) v Langerhansovych ostriivcich, které vytvaii potfebné
prozanétlivé prostredi k aktivaci T lymfocyti (Tse et al., 2007). Potla¢eni funkce makrofaga
zasadné ovlivni vyvoj onemocnéni, predevs§im snizenim inzulitidy a zvySenim antioxida¢niho
stavu u neobéznich diabetickych mysi (Papaccio et al., 1998). Makrofagy UCP2” mysi
vykazuji zvySenou produkci NO a IL-1 v ostrivcich (Emre et al., 2007b) nejspiSe disledkem
vlivu UCP2 na signalizac¢ni drahy v makrofazich popsané v kapitole 4.1.3. UCP2 tedy tlumi

prozanétlivy fenotyp makrofagii v Langerhansovych ostriveich.
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CDA4+ T lymfocyt @ NADPH oxidaza 2

Obrazek 5 - Role ROS v aktivaci T lymfocytu pri rozvoji onemocnéni diabetes mellitus
1. typu: Mitochondrie hraji klicovou roli v aktivaci a regulaci T lymfocytii po stimulaci
antigenem. Mitochondrialni ROS jsou nezbytné pro antigenné-specifickou aktivaci T lymfocytii
prostirednictvim aktivace NFAT drahy a ndsledné produkce IL-2. Cytoplasmatické ROS
produkované NADPH oxidazou jsou dulezZité pro efektorovou odpoved zahrnujici zvyseni
regulace T-bet, expresi IL-12R a produkce IFN-y. Zkratky: IFN-y (interferon gamma), IL
(interleukin), LCK (pro lymfocyty specificka protein tyrosin kindza), mtROS (mitochondrialni
reaktivni formy kysliku), NOX (NADPH oxidadza), NFAT (jaderny faktor aktivovanych T bunék),
PLC-y (fosfolipaza C gamma), ROS (reaktivni formy kysliku), TCR (T-bunéecny receptor).
Prevzato a upraveno: (shrnuto v: Chen et al., 2018).
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Imunitni bunky, které pfi TIDM piimo napadaji B-buiiky, jsou T Ilymfocyty.
Pfi onemocnéni dochazi k infiltraci CD4" i CD8" T lymfocyti, které rozpoznavaji autoantigeny
B-bunc¢k a ty jsou nasledné zabity (Dudek et al., 2006). Jak bylo popsano v kapitolach
4.3.1 az 4.3.3, mitochondridlni produkce ROS je pro antigenni aktivaci T lymfocyti velice
podstatna, jelikoz vede k aktivaci vyznamnych signalizacnich drah jako NFAT a nésledné
indukci produkce IL-2 (viz. Obrazek 5). UCP2 prostfednictvim negativni regulace ROS
tedy aktivaci T lymfocytl také ovliviiuje. Dale je u vSech typt T lymfocyti pfi T1IDM
pozorovana hyperpolarizace IMM vedouci k vyssi produkci ROS a prozanétlivych cytokina

(Chen et al., 2017), které se da zménou exprese UCP2 zabranit.

Poznatky uvedené v této kapitole naznacuji, ze ovlivnéni metabolismu imunitnich
bunék pii T1DM miize slouZit pfi terapii tohoto onemocnéni. Ze zjisténi, ze u UCP2”" mysi
dochézi k téz$imu pribéhu T1DM (Emre et al., 2007b) by se dalo soudit, Ze zvySeni exprese
UCP2 v imunitnich bunkach pti TIDM muze do jist¢ miry slouzit jako nastroj regulace
zminovaného metabolismu. Studie dokazuji, ze za pomoci zvysSeni exprese UCP2 se daji
zmiriiovat i projevy diabetického onemocnéni v dalSich organech jako je naptiklad hypoxie

ledvin a proteinurie (Friederich-Persson et al., 2018).

5.2 Alzheimerova a Parkinsonova choroba

Neurodegenerativni onemocnéni jsou v fadé ptipadii spojend s nespravnou funkci
mitochondrii, a tim zplsobenym oxidativhim stresem neuroni vedoucimu k apoptoze
(Cardoso et al., 2004; Langston et al., 1999). V dnes$ni dobé¢ se na 1écbu Alzheimerovy choroby
pouziva fada antioxidacnich latek (Kupershmidt et al., 2012). Efektivnim feSenim by mohlo byt
ROS nejenom zpétné eliminovat, ale zabranit jejich produkci na samém zacatku.
K tomuto ucelu slouzi pravé UCP2. Exprese UCP2 je pti Alzheimerové chorobé v mozku
snizena (Thangavel et al., 2017). Bylo dokdzano, Ze zvySeni exprese UCP2 za pomoci olenalové
kyseliny vede k niz§imu oxidativnimu stresu a tim padem mirnéjSimu projevu Alzheimerovy
choroby (Guo et al., 2020). Obdobn¢ 1 u Parkinsonovy choroby UCP2 reguluje oxidativni stres
a metabolismus buiiky, chrani dopaminergni neurony v substantia nigra pted neurotoxickymi
vlivy (Andrews et al., 2005). Uz dvojnasobné zvyseni exprese UCP2 vede u transgennich mysi
k neuroprotekci (Conti et al., 2005). Z uvedenych vysledkt je patrné, Ze zvySeni exprese UCP2
pii uvedenych neurodegenerativnich onemocnénich je velice slibny terapeuticky cil k tlumeni

jejich projevu.

19



Neurodegenerativni onemocnéni jsou v pokrocilejSich stadiich také tzce spjata
se zanétem. Zanétu se UCastni nejenom imunitni systém mozku jako jsou mikroglie
(Sailasuta etal., 2011), ale i periferni imunitni syst¢ém vpodobé T lymfocytd
(Shalit et al., 1995) a zirnych bun¢k (Silverman et al., 2000). Tyto imunitni buiiky produkuji
prozanétlivé cytokiny a zplsobuji zvySenou propustnost hematoencefalické bariéry
(shrnuto v: Kempuraj et al., 2017). Pfedesl¢ kapitoly této prace ukazuji, jak lze za pomoci
zvysen¢ exprese UCP2 i v tomto ptipad¢€ zanét zmirnit pfedev§im snizenim degranulace Zirnych

bun¢k a produkce prozanétlivych cytokini riznymi typy imunitnich bunék.

5.3 Ulcerdzni kolitida

Ulcer6zni kolitida patfi mezi idiopatické stfevni zanéty projevujici se zejména
chronickym autoimunitnim zanétem stfev. Incidence ulcer6zni kolitidy v poslednich 50 letech
rapidné  stoupd a  predstavuje  veliké riziko pro  moderni  spolecnost
(shrnuto v: Kaplan and Ng, 2017). Tento chronicky zanét se vyznacuje zvySenou hladinou ROS
a pritomnosti prozanétlivych cytokint IL-1B, IL-6 a TNF-a (Ma et al., 2018). Pfi kolitidé
dochazi ke zvyseni exprese NF-kB transkripéniho faktoru v makrofazich, coz ma za nasledek
vy$si produkci prozanétlivych cytokinil (Neurath and Pettersson, 1997). SniZeni exprese NF-xB
a snizeni hladiny ROS v makrofazich se ukazuje jako jeden z Gi€innych nastroji pii tlumeni
priznakd tohoto onemocnéni (Ma et al.,, 2018). Obdobn¢ pak také inhibice signalizace
MAPK drah (Gao et al., 2019). V kapitolach 4.1.2 a 4.1.3 je popsan negativni vliv UCP2
na tvorbu ROS a aktivaci NF-xB dréhy. Skute¢né bylo potvrzeno, Ze u UCP2”" mysi dochézi
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Nadmeérna ¢innost NLRP3 inflamasomu a nésledné produkce IL-1p s aktivaci kaspazy-1
jsou dalsi déje spjaté s patogenezi chronického zéanétlivého prostiedi ve stieveé pii kolitide
(Liu et al., 2017). Nadmérné Cinnosti NLRP3 inflamasomu se d4 zabranit bud sniZenim
fosforylace NF-«xB drahy, kterd ptedstavuje prvni nezbytny signal pro syntézu NLRP3
podjednotky inflamasomu, nebo sniZenim tvorby ROS, jez ptedstavuji druhy signal
pro sestaveni NLRP3 podjednotky inflamasomu (Wang et al., 2018). V této studii bylo snizeni
hladiny ROS dosaZeno pravé pies drahu zvyseni exprese UCP2 a to opravdu vedlo k potlaceni
nadmérné aktivity NLRP3 inflamasomu spolu se zmirnénim pritbéhu onemocnéni. Exprese
UCP2 hraje tedy 1 v ptipad¢ idiopatickych stfevnich zanéth protektivni roli. Je velmi
pravdépodobné, Ze se zvySovani jeho exprese bude v budoucnu uplatiiovat pii antioxidacni

1é¢bé téchto onemocnéni v ¢im dal vyssi mife.
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6 Zavér

Odprahujici protein UCPI1 je dobfe znamy pro svou roli v netfesové termogenezi.

Od roku 1997 doslo k objeviim dalSich 4 odptahujicich proteind, u kterych se az do soucasné

doby postupné odkryva cela fada novych funkci. Tato prace se vénovala aktivité druhého

objeveného proteinu UCP2 v jednotlivych typech bun€k vrozené i adaptivni imunity.

Tabulka 1 - Souhrn role UCP2 v jednotlivych typech bunek: * Hvézdickou jsou oznaceny
predpokladané funkce UCP2 v danych typech bunek na zakladé soucasnych znalosti,
podrobnéji rozvedeno v textu prace. Zkratky: IMM (vnitini mitochondridalni membrana), NET
(neutrofilni extracelularni pasté), ROS (reaktivni formy kysliku). Viastni tvorba.

Tvp bundk UCP2:
yp buhe Zvysuje SniZuje
Kapacita a trvani fagocytozy Potencial IMM a tvorba ROS
(Park et al., 2011) (Arsenijevic et al., 2000)
) Transport C4 metaboliti ven | Migrace (Emre et al., 2007a)
Makrofagy | ; mitochondrie (*piedpoklad) Produkce prozanétlivych cytokint
a NO (Emre et al., 2007a, 2007b)
Kapacita a trvani fagocytozy Potencial IMM a tvorba ROS
(Park et al., 2011) (Rousset et al., 2006)
Migrace (Rousset et al., 2006)
Degranulace (*ptedpoklad)
Neutrofily Tvorba NET (*predpoklad)
Produkce prozéanétlivych cytokinl
(*ptedpoklad)
... . | Kapacita a trvani fagocytozy Potencial IMM a tvorba ROS
Dendritické | A ' "1 2011y (*ptedpoklad)
bunky
Kapacita a trvani fagocytozy Potencial IMM a tvorba ROS
(Park et al., 2011) (Tagen et al., 2009)
., . Degranulace (Tagen et al., 2009)
Zirné buniky Produkce prozanétlivych cytokind
(Tagen et al., 2009)
Transport C4 metaboliti ven | Potencidl IMM a tvorba ROS
z mitochondrie (*predpoklad) (Vogler fft al., 2006)
Glykolyza (*predpoklad) Apoptdza (Chaudhuri et al., 2016)
T lymfocyty Glutaminolyza (*pedpoklad) Produkce prozanétlivych cytokint
Proliferace (Rupprecht et al., 2012) (*predpoklad)
Izotypovy pfesmyk na IgG | Potencial IMM a tvorba ROS
(Cao etal., 2013) (Kretzschmar et al., 2016)
B lymfocyty Apoptdza (Cao et al., 2013)
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V rdmci vrozené imunity byla exprese UCP2 detekovana v makrofazich, neutrofilech,
dendritickych bunikdch a zirnych bunkach. UCP2 v bunikdch vrozené imunity negativné
reguluje tvorbu mitochondridlnich ROS a snizuje potencial IMM. Disledkem této regulace
UCP2 zvysuje kapacitu a dobu trvani fagocytozy, ale naopak snizuje migraci do mista zanétu
(viz. Tabulka 1). Snizovanim hladin ROS ¢ini UCP2 bunky vrozené imunity méné u¢inné
v boji s patogeny zejména kvili nizSimu oxidativnimu vzplanuti a produkci prozanétlivych
cytokini prostiednictvim nizsi aktivace NF-xB drahy spolu se stavbou inflamasomu. Pro buniku
je proto vyhodné expresi tohoto proteinu po aktivaci snizovat a déje se tak prostiednictvim

MAPK signalizace.

I v buitkédch adaptivni imunity hraje UCP2 nemalou roli. Obdobné¢ u nich reguluje
hladiny ROS, a tim ovliviiuje signalizacni drdhy MAPK a NFAT. Na rozdil od makrofagh
dochazi po aktivaci u T lymfocyti ke zvySovani exprese UCP2. Jeho hladina musi byt striktné
regulovana, nebot’ by v pfitomnosti pfili§ velkého mnozstvi ROS mohlo dojit k apoptdze. UCP2
hraje klicovou roli v lymfocytech zejména po jejich aktivaci, kdy se uplatiuje v regulaci
metabolismu. Pfesny mechanismus jeSté neni zcela objasnén, ale jiz nyni je jisté, Ze ma
tento protein co do ¢inéni s regulaci klondlni expanze, terminélni diferenciace a apoptozy (viz.
Tabulka 1). U B lymfocytii se UCP2 dale uplatituje pii humoralni odpovédi, pravdépodobné
pak pii izotypovém piesmyku na IgG.

Zminéné mechanismy regulace lze aplikovat 1 na fadu metabolickych, autoimunitnich
a neurodegenerativnich onemocnéni. Tato prace popsala mozné vyuziti UCP2 pii 1ébé
diabetes mellitus 1. typu, Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby a ulcer6zni kolitidy. Ukazuje
se, ze zvySeni exprese UCP2 vede k protektivnim G¢inkiim a tlumeni zanétlivého prostiedi
ve vSech zminénych onemocnénich. Je toho mnoho, co o funkci UCP2 zatim nevime. Jiz ted’
je ale patrné, ze jeho uplatnéni v imunité je Siroké a vyzkum v této oblasti mize ptinést slibné

vysledky pro 1é€¢bu fady onemocnéni.
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