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Predkladand disertacni prace se zabyva mitochondridlnimi proteiny, jejich funkei,
mechanismy regulace exprese a zapojenim do signalnich drah, véetné apoptosy. Zaméfili
jsme se na odptahujici protein 2 (UCP2) a ovlivnéni jeho exprese polyfenolickymi
latkami. Protoze mitochondrie se vyznamné podili na apoptose, zajimali jsme se o DFFa
podobny faktor indukujici bunéénou smrt (CIDEa), a nakonec o moznostech ovlivnéni
apoptotickych proteinti vlivem miRNA.

Odpftahujici proteiny (UCP) patii do superrodiny metabolickych pfenasect vnitini
mitochondrialni membrany. Odpfahujici proteiny a odpfazeni respirace jsou
pravdépodobné zapojeny v mnoha duilezitych fyziologickych i patologickych procesech.
Tento vyznam podporuje vycet funkci odpiahujiciho proteinu: adaptivni termogenese,
regulace oxidace mastnych kyselin, podil na zanétu, prevence tvorby reaktivnich
kyslikovych radikali (ROS), regulac¢ni funkce v diabetes mellitus 2. typu, regulace
télesné hmotnosti, prevence aterosklerdzy a starnuti. Zjistili jsme, ze vétSina ndmi
testovanych sloucenin signifikantné zvySuje hladinu UCP2 v potkanich neonatélnich
kardiomyocytech. Protoze kinasa p38 hraje vyznamnou roli pfi ischemicko-reperfusnim
poskozeni a ischemické prekondici, zajimali jsme se o jeji zapojeni do regulace exprese
UCP2 v kardiomyocytech. V naSich experimentech vykazovala p38 jak negativni, tak
1 pozitivni vliv na expresi UCP2. NaSe data naznacuji, Ze exprese UCP2 regulovana p38
je soucasti srde¢ni odpovédi na extracelularni podnéty, které se 1i8i ve svych cilech.

SB a DHSB, dv¢ polyfenolové slouceniny, vykazuji velké mnozstvi biologickych
ucinkd. Pfi zkoumani kardioprotektivniho plsobeni téchto dvou latek v potkanich
neonatdlnich kardiomyocytech vykazal DHSB schopnost deenergizovat buiiky.
V mitochondriich izolovanych z potkanich srdci doSlo ke zménam ve spotiebé kysliku
a membranovém potencidlu. Srovnatelny vzriist respirace a pokles membranového
potencialu v pfipadé DHSB je shodny sucinkem protonoforu FCCP, zpilisobujici
odptazeni od mitochondrialni respirace. DHSB vykazoval vysokou schopnost potlacovat
tvorbu ROS v izolovanych srde¢nich mitochondriich. DHSB také koncentracné zavisle
inhiboval produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) indukovanou rotenonem. Byla
potvrzena schopnost SB a DHSB zabraniovat bun&tné smrti kardiomyocytii vyvolané
ptidavkem extracelularni peroxidu vodiku. Na zaklad¢ ochranného efektu polyfenolovych
latek byl sledovan uc¢inek SB a DHSB na srde¢ni bioenergetiku regulovanou thyroidnimi

hormony, vcéetn¢ hladiny exprese UCP2. Ob¢ slouceniny vykazovaly koncentrac¢né
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zavislé snizeni exprese UCP2 indukované T4. Testovali jsme, zda tento u¢inek mizeme
pfipsat vlivu SB a DHSB na piijem hormont do buiiky nebo vlivu na transkrip¢ni aktivitu
thyroidniho receptoru. Experimenty potvrdily, Ze ani jedna sloucenina nema signifikantni
vliv na pifijem hormont do buiky, ale prokdzaly vliv na expresi fizenou thyroidnim
receptorem.

Mitochondrie hraji dtlezitou roli v apoptose. Do téchto procesi zasahuje také
rodina CIDE proteint. CIDE proteiny jsou vyznamné v kontrole riznych metabolickych
procest jako je lipolyza, oxidace mastnych kyselin, aktivita mitochondrii, tvorba
lipidovych kapek a ukladani lipidi v adipocytech a jatrech. CIDE proteiny mohou byt
vyuzity pro vyvoj novych terapeutickych 1éCiv a k ovéteni jejich plsobeni. DFFa
podobny faktor indukujici bunénou smrt (DNA Fragmentation Factor a-like Effector-a;
CIDEa) se nachazi v mitochondriich, kde aktivuje apoptosu rozruSenim komplexu
DFF45-DFF40 a ma funkci jako pozitivni efektor apoptotické drahy. Byl zkouman vliv
indukované exprese CIDEa na buiky T-REx HeLa, které stabilné¢ exprimuji
tertacyklinovy represor. Provedli jsme imunodetekci CIDEa v celych bunkach
abunétnych frakcich Hela bun€k. S vyuZitim imunocytochemie byla pozorovana
redistribuce CIDEa do jadra, kterd byla zvySena pilsobenim valinomycinu
a camptothecinu. V buiikach, ve kterych byla vyvolana apoptosa, jsme pozorovali narist
CIDEa v jaderné frakci, zatimco v cytosolické frakci se mnozstvi CIDEa snizilo. Z naSich
vysledkit vyplynulo, Zze CIDEa je rozdélena v mitochondriich, pfi¢emz ptenos tohoto
potenciondlné¢ nebezpecného proteinu z mitochondrii do jadra zintenziviiuje nebo
dokonce iniciuje apoptosu.

Dulezitym krokem v apoptose zavislé na mitochondriich je uvolnéni proapoptoticky
pusobicich faktori z mezimembranového prostoru, z nichZ nejdileZitéjsi je cytochrom c.
Modulaci exprese cytochromu ¢, a potazmo spusténi apoptosy, miize regulovat zména
exprese nékterych mikroRNA. mikroRNA jsou velmi kratké endogenni RNA plnici
v buiice funkci negativniho regulatoru genové exprese na posttranskripéni urovni.
Provedli jsme prizkum databaze miRBase s cilem nalézt kandidatni miRNA, které
mohou regulovat expresi cytochromu c. hsa-miR-29 byla jednou z prvnich miRNA, pro
niz byla identifikovana cilova molekula mRNA, a to onkogen Tcl-1. NaSe experimenty
ukazaly, ze miR-29c neovliviluje expresi cytochromu ¢, ale potlacuje expresi
proapoptotického proteinu Bak. Krom¢ Bak jsme zaznamenali vyrazngj$i ubytek
DNMTS3B po transfekci pre-miR-29-bl, -b2, -c¢, kdy DNMT3Bje zndmym cilovym genem

hsa-miR-29. Zatim vSechny studie naznacovaly spojeni miR-29 s riznymi druhy rakoviny
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nebo naptiklad infarktem myokardu, kde je exprese miR-29 snizena, ale doposud se

7adna nezabyvala funkci miR-29 v normélnich bunéénych procesech.

Klicova slova: CIDEa, miRNA-29, mitochondrie, mitochondridlni protein,

oxidativni fosforylace, p38, potkani kardiomyocyty, UCP2.
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Dissertation thesis focuses on mitochondrial proteins, their function, mechanisms of
expression regulation and involvement in signaling pathways, including apoptosis. Our
focus was on the uncoupling protein 2 (UCP2) and its modulation by polyphenolic
substances. Because mitochondria are known to play an important role in apoptosis, we
took interest in cell death inducing DFFa-like factor (CIDEa), and finally we tested
possible involvement of microRNA in regulating expression of apoptotic proteins.

Uncoupling proteins (UCP) are members of the inner mitochondrial membrane
transporter protein superfamily. Uncoupling proteins and the uncoupling of respiration are
probably involved in many physiological and pathological processes. It is supported by
the list of putative functions of the uncoupling protein: adaptive thermogenesis, regulation
of fatty acid oxidation, participation in inflammation, preventing the formation of reactive
oxygen species (ROS), regulation function in diabetes mellitus type 2, regulation of body
mass, preventing atherosclerosis and aging. We found that majority of substances we
tested significantly up-regulated UCP2 in neonatal rat cardiomyocytes. Because p38
kinase participates in the events of ischemia-reperfusion injury and ischemia pre-
conditioning, we explored whether the kinase is involved in regulation of UCP2
expression in cardiomyocytes. Our experiments demonstrated negative as well as positive
effect of p38 on UCP2 expression.. Our data suggest that p38-regulated expression of
UCP2 is part of the heart response to extracellular signals/stresses that vary in their
targets.

SB and DHSB, two polyphenolic compounds, show a plethora of biological effects.
While testing the cardioprotective effects of the two substances in rat neonatal
cardiomyocytes, DHSB displayed the ability to de-energize cells. Identical effect of the
substance was observed in isolated rat heart mitochondria, where it induced changes in
oxygen consumption and membrane potential. Moreover, comparable increase in
respiration accompanied by a decrease in membrane potential is displayed by FCCP,
a protonophore causing uncoupling of mitochondrial respiration. DHSB showed high
potency in preventing ROS formation in isolated rat heart mitochondria. Moreover, the
polyphenol caused concentration-dependent formation of ROS induced by rotenone and
we verified ability of SB and DHSB to prevent cell death caused by addition of
extracellular hydrogen peroxide. Because of the protective effect of both substances, we

investigated their effect on myocardial bioenergetics, including UCP2 expression,
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governed by thyroid hormones. Both polyphenols displayed concentration-dependent
down-regulation of T4-induced UCP2 expression. To uncover the possible mechanism,
we explored effects of the substances on thyroid hormone entry into the cell and effect on
thyroid receptor transcriptional activity. Our data showed no significant effect of SB and
DHSB on thyroid hormone accumulation in the cell but demonstrated effect on thyroid
receptor-driven gene expression.

Mitochondria are important players in the process of apoptosis, which also involves
family of CIDE proteins. These proteins participate in the control of various metabolic
processes such as lipolysis, fatty acid oxidation, activity of mitohcondria, formation of
lipid droplets and lipid deposition in adipocytes and liver. CIDE proteins appear to be
novel targets for therapeutic approaches development and verification of their efficacy.
Cell death inducing DNA Fragmentation Factor-like Effector-a (CIDE-a) is localized in
mitochondria where it activates apoptosis via disrupting the DFF45-DFF40 complex and
acts like a positive effector of the apoptotic pathway. We studie the effect of induced
CIDEa expression on T-REx HeLa cells that stably express tetracycline repressor.
Immunodetection of CIDEa was performed in whole cells as well as cell fractions isolated
from HeLa cells. Redistribution of CIDEa into the nucleus, detected using
immunocytochemistry, was enhanced by treating the cells with valinomycin and
camptothecin. We noticed increase in CIDEa presence in the nucleus accompanied by
decrease of CIDEa presence in the cytosolic fraction of cells in which apoptosis was
initiated. Our results demonstrated that CIDEa is present in mitochondria while transfer or
shuttling of this potentially dangerous protein form mitochondria to the nucleus enhances
or even initiates apoptosis.

Important step in mitochondria-related apoptosis is release of pro-apoptotic factors
from intermembrane space, of which the most important is cytochrome c¢. Modulation of
cytochrome ¢ expression, and thereby of apoptosis, may be regulated by a change in
expression of certain microRNA. MicroRNA are very short endogenous RNA fulfilling
the role of negative regulator of gene expression on posttranscriptional level. We
performed a search in miRBase database with the aim of identifying candidate miRNA
that may regulate expression of cytochrome c. hsa-miR-29 was one of the first miRNA
for which a target mRNA was identified in the form of Tcl-1 oncogene. Our experiments
demonstrated that miR-29¢ does not affect cytochrome ¢ expression, but decreases the
expression of pro-apoptotic protein Bak. Besides Bak we recorded a significant decrease

in DNMT3B expression after transfection with pre-miR-29-bl, -b2, -c, where DNMT3B
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is a known target of hsa-miR-29. All of the studies to date suggested a connection
between miR-29 and various types of cancer or for example myocardial infarction, in
which expression of miR-29 is down-regulated, but none related the function of miR-29

with normal cellular processes.

Keywords: CIDEa, miRNA-29, mitochondria, mitochondrial protein, oxidative

phosphorylation, p38, rat cardiomyocytes, uncoupling proteins, UCP2.
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1. UVOD

Metabolicka onemocnéni zahrnujici obezitu, hyperlipidemii, inzulinovou rezistenci,
jaterni steatézu a hypertenzi patii do skupiny onemocnéni spojenych s metabolickou
poruchou a nevyvazenou energetickou homeostdzou. Velky vyznam v téchto procesech
maji mitochondrie. Mitochondrie jsou lokalizované v cytoplazmé vSech eukaryotickych
bun¢k a jsou zapojeny v mnoha procesech nezbytnych pro pfeziti a funkci bunék,
zahrnujici produkci energie, kontrolu redoxniho stavu, udrZeni hladiny vapniku a jiné
dalezit¢ metabolické a biosyntetické pochody. Navic jsou mitochondrie zdrojem
reaktivnich forem kysliku (ROS) a maji vyznam v mechanismu bunééné smrti.

UCP2, odptahujici protein 2, je mitochondridlni protein, ktery hraje dilezitou roli
v biochemickych procesech. Odptahujici proteiny patii do superrodiny metabolickych
pfenasecli vnitini mitochondridlni membrany. Zprosttedkovavaji a reguluji uvolnéni
membranového potencidlu, ktery je generovan dychacim fetézcem. Tento mechanismus
uvoliujici energii slouzi k termogenezi, udrZzeni rovnovéhy redoxniho systému nebo
k redukci produkce reaktivnich forem kysliku. Silybin a dehydrosilybin, dvé polyfenolové
slouceniny, vykazuji mnoho biologickych ucinki, které se obecné ptisuzuji jejich znamé
antioxidacni kapacité.

Tzv. CIDE proteiny jsou proteiny indukujici bunéénou smrt pomoci tzv. DFF45
efektoru, mezi néz patii CIDEa, CIDEDb a Fsp27 a jsou pfevdzné exprimované v jatrech
av hnédé a bilé tukové tkani. Studie, ktera vyuzila CIDEa protein deficientni zvitata,
prokézala dulezitost této tfidy proteinti pii ukladani tukt, tvorbé lipidovych kapicek,
lipolyze a pfi vyvoji obezity, diabetes a jaterni steatdozy. CIDEa protein a jeho redistribuce
v buiice ma velky vyznam pro apoptosu.

Mitochondrie jsou zapojeny také v apoptose, pfi niz vlivem zménéného poméru
pro- a antiapoptotickych proteinii ztrdceji membranovy potencidl a uvolnuji
z mezimembranového prostoru fadu proapoptoticky pusobicich faktori, z nichz
nejdilezitéjsi je cytochrom c. Za ubytek cytochromu ¢ miize byt odpovédnd zmeéna
exprese nekterych mikroRNA. mikroRNA jsou kratké nekodujici RNA, plnici v buiice
funkci negativniho reguldtoru genové exprese na posttranskripcni Grovni. hsa-miR-29

byla jednou z prvnich mikroRNA, pro niz byla identifikovana cilovd molekula mRNA,
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ato onkogen Tcl-1. Zatim vSechny studie naznacovaly na spojeni miR-29 s riznymi
druhy rakoviny nebo naptiklad infarktem myokardu, kde je exprese miR-29 snizena.

Doposud se zadna studie nezabyvala funkci miR-29 v normalnich bunécnych procesech.

Ve své disertacni praci jsem se vénovala studiu mitochondrialnich proteint,
zapojenych v metabolickych procesech, jejich vyznamem a modulaci jejich exprese
v bunéénych liniich a potkanich kardiomyocytech. Tyto proteiny jsou v souc¢asné dobé
velmi intenzivné studovany, jelikoz neni zndm ptesny mechanismus jejich piisobeni.
U proteinu UCP2 nas zajimalo, jaka je jeho exprese v potkanich kardiomyocytech, jakym
zpusobem je do regulace exprese UCP2 zapojena kinasa p38 ajakym mechanismem
pusobi polyfenolové latky v potkanich neonatélnich kardiomyocytech. V ptipadé¢ CIDEa
jsme se zaméfili na stanoveni exprese na urovni proteinu, lokalizace CIDEa proteinu
v buiice a jaky vliv ma distribuce CIDEa v bufice na apoptosu. Za ucelem ovéteni
utlumeni exprese proteinu Bak jsme transfekovali syntetickou miR-29 do bunétné linie
HeLa. Dale jsme ovéfili vliv miR-29 na expresi DNA-methyltransferasy, dalezit¢ho
markeru prognoézy a Sance preziti ukarcinomu plic. Provedli jsme imunodetekci

antiapoptotického proteinu Mcl-1, ktery se fadi mezi cilové geny miR-29.
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2. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY
2.1 Mitochondrie

2.1.1 Vyznam a sloZeni

Mitochondrie se nachdzeji v cytoplazmé vSech eukaryotickych bun€k a jsou
zapojené¢ v mnoha procesech, které jsou nezbytné pro pteziti builkky. Tyto procesy
zahrnuji produkci energie, kontrolu stavu redoxniho systému, homeostazy vapniku a jiné
dalezit¢ metabolické a biosyntetické drdhy. Navic jsou mitochondrie hlavnim zdrojem
reaktivnich kyslikovych radikalti (ROS) a hraji Casto vyznamnou roli ve fyziologickych
procesech mechanismu bunééné smrti. Proto jsou mitochondrie dileZité pro patologické
podminky, jako je rakovina, diabetes mellitus, obezita, ischemicko-reperfusni poSkozeni
a neurodegenerativni onemocnéni (Parkinsonova nebo Alzheimerova choroba a starnuti)'.

Mitochondrie obsahuji dvé cCasti spojené vnitini a vnéj$i membranou. Vnéjsi
membrana je permeabilni pro vétSinu metabolitli, zatimco vnitini membrana je selektivné
permeabilni. Propustnost vnitini membrany je kontrolovana udrzovanim vysokého
elektrochemického gradientu. Tento gradient, tvofeny dychacim fetézcem, je nezbytny

pro uloZeni energie a syntézu ATP.

2.1.2 Oxidativni fosforylace

Mezi mnoha funkcemi, které byly u mitochondrii popsany, je z divodu produkce
spfazeni transportu elektroni prostfednictvim elektronového transportniho fetézce
s aktivnim pumpovanim protond ptes vnitini mitochondridlni membranu a tvorbou ATP
pomoci F;Fo-ATPsyntasy. Respiracni fetézec se sklada z vétSiho poctu redoxnich
pfenasecli, které tvofi fadu od NAD-dependentnich dehydrogendz ptes flavoproteiny
a cytochromy k molekularnimu kysliku. Mitochondrialni elektronovy transport je tedy
tvofen pfevazné z proteini, které sestavaji z péti komplexti vytvorené prave pro produkci
bunécné energie (obr. 1). Jednd se o komplex I (NADH dehydrogenasa), komplex II

(sukcinatdehydrogenasa), komplex III (ubichinon cytochrom ¢ oxidoreduktasa),
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komplex IV (cytochrom c¢ oxidasa) a komplex V (F;F,-ATPsyntasa). Vodik ¢i elektrony
postupuji fetézcem v krocich od elektronegativnich komponent k elektropozitivnéjSimu

kysliku v rozmezi redox potencialu 1,1 V mezi NAD'/NADH+H" a O,/H,O0.
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Obr. 1. Dychaci Fetézec (upraveno podle Karlsona a kol.*).

Oxidace molekul jakymi jsou sacharidy, lipidy a proteiny, prostiednictvim
bunééného metabolismu, poskytuje elektrony ve formé redukovanych protonovych
pfenaseci NADH a FADH,, které se nazyvaji redukované kofaktory. Tyto koenzymy
generované v citratovém cyklu béhem oxidace jsou reoxidovany pruchodem elektronti
ptes elektronovy transportni fetézec. Kazdy z respiracnich komplext I, III a IV funguje
jako protonova pumpa. Pumpuji protony pies vnitini mitochondridlni membranu z matrix
vn¢ do mezimembranového prostoru prubézné, jakmile jsou dodany do dychaciho
fetézce. Vnitini membrana je neprostupna pro ionty obecné, predevsim vSak pro protony,
které se hromadi vné membrany. Elektrochemicky potencial (Ay), vznikajici podél celého
fetézce asymetrickou distribuci vodikovych iontli, je vyuZit k pohonu mechanismu
zodpovédnych za tvorbu ATP. Tento d¢j je zndmy jako protonmotivni sila, Ap, skladajici
se pfevazné z elektrického gradientu (membranovy potencidl, Ay) a malého chemického

gradientu (ApH). Energie, kterd je uloZend v protonovém gradientu napfi¢ vnitini
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mitochondridlni membrénou, je vyuzivana komplexem V ksyntéze ATP z ADP
a anorganického fosfatu (P;). Protony jsou transportovany zpét z mezimembranového
prostoru do mitochondridlniho matrix. Konecnym cilem pro elektrony je kyslik, ktery je
redukovan na vodu komplexem IV v poslednim kroku elektronového transportniho
fetézce. Jakmile vzniké elektrochemicky potencial napii¢ membranou, inhibuje se dalsi
transport redukcnich ekvivalentll respiratnim fetézcem, dokud neni vybit zpétnym
prichodem protoni pies ATP-syntasu. Jeji funkce zavisi také na dostupnosti ADP a P;

(cit.”).

2.1.3 Mechanismus odpiaZeni

Veskera energie dostupna v elektrochemickém gradientu neni nutné spiazena se
syntézou ATP. Mitochondrialni odptazeni je tok protonli z mezimembranového prostoru
zpét do matrix mimo ATPasu a projevuje se zménou energie ulozené v potencidlu
membrany piimo na teplo®’. Odpiahovade oxidativni fosforylace v mitochondriich
inhibuji spojeni mezi transportem elektront a fosforylaci, tim inhibuji syntézu ATP bez
ovlivnéni dychaciho fetézce a ATP-syntasy. Odpiahova¢ zvySuje propustnost membrany
pro protony a odptahuje transport elektroni od fosforylace tak, ze umozni disipaci
gradientu protont bez syntézy ATP®. Je znamo velké mnozstvi latek zpusobujicich
odptazeni jako napftiklad 2,4-dinitrofenol (DNP), karbonylkyanid-p-
trifluormethoxyfenylhydrazon (FCCP) nebo karbonylkyanid-m-chlorfenylhydrazon
(CCCP). Disipace protonového gradientu chemickymi odptfahovaci, coz jsou obecné
velmi slabé kyseliny, mezi které miiZeme zafadit ipolyfenolové slouceniny, ma za
nasledek zrychleni pfenosu elektroni ve snaze vyrovnat zptisobené odprazeni. Tvorba
ROS ptedCasnym prenosem elektronti z komplext I a III na kyslik je tak minimalizovana.

Tok protont je zakladni biofyzikalni vlastnost lipidové dvojvrstvy udrzujici
protonmotivni silu. Tento pritok velmi zavisi na slozeni fosfolipidii v membran&’ a mize
byt specificky regulovan pfirozenymi odpiahujicimi proteiny (UCPn). Odpiahujici
proteiny Cast energie ziskdvané ze substrati dychaciho fetézce pievadéji na teplo za
mirného urychleni respirace, pfispivajiciho ke snizené tvorbé radikala'®. Tato draha

neprodukuje protony, je fyziologicky vyznamna a odpovidda za 20 - 25 % bazalniho
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metabolického energetického vydeje. Uvolnéni protoni ma nékolik odlisnych funkci.
Jedna se o termogenezi, regulaci energetického metabolismu nebo transport malych
uhlikovych molekul, kontrolu télesné hmotnosti a snizovani produkce reaktivnich forem
kysliku (ROS). Zatimco neuc¢inné cyklovani protont je jasné termogenni, bazalni
vodivost protonl je pfitomna v mitochondriich izolovanych z ektotermnich
a endotermnich Zivo¢ichii''. Coz znamen4, e energeticka rovnovaha mezi tokem protont
a jinymi kyslik vyuzivajicimi procesy je stejna jak v jaternich bunikdch z potkanti, tak

i z jestérek'. Primarnim cilem uvolnéni protont tedy neni regulace t&lesné teploty.

2.1.4 Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS)

Reaktivni formy kysliku zahrnuji rGzné molekuly a volné radikaly uvolfiované
z metabolismu molekularniho kysliku. Anion superoxidu (O;"), produkt jednoelektronové
redukce kysliku, je prekurzorem mnoha ROS a mediatorem v reakcich dychaciho fetézce.
Dismutace superoxidu O,  poskytuje peroxid vodiku (H,O,), ktery mize byt postupné
pln€ redukovan az na vodu nebo v pfitomnosti Zeleznatych ¢i méd’natych ionth vytvari
vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (OH; cit."). Navic mize superoxid neenzymaticky
reagovat s jinymi radikdly, napt. oxidem dusnatym (NO) v reakcich kontrolovanych
tokem difiize obou radikali. Produkt, peroxynitrit (ONOO), je velmi silny oxidant'®.
Oxidanty odvozené od NO se nazyvaji reaktivni formy dusiku (RNS).

Bunikky si na obranu proti Skodlivym G¢inkim ROS vyvinuly obranny
mechanismus, ktery jim umoziiuje detoxikovat nebo ,,vychytavat* reaktivni ¢astice. Tento
ochranny systém je sloZzen z enzymi, které jsou predev§im intracelularni,
a z nizkomolekularnich antioxidantti, které jsou lokalizovany uvniti i vné bunky (tab. L.;

cit.").
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Tabulka I. Antioxida¢ni systémy buiiky'

1. Enzymy (pievazné intraceluldrni)

Superoxid dismutasa: 20,” + 2H" — H,0, + O,

Glutathion peroxidasa: 2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0

Glutathion reduktasa: GSSG + NAPDH + H" — 2GSH + NADP"

Katalasa (lokalizovana pievazné v peroxizomech): 2 H,O, — 2H,0 + O,

2. Nizkomolekularni antioxidanty (intra- a extracelularni)

Glutathion

Kyselina askorbova

o-Tokoferol

Kyselina mocova

3. Ochrana vazbou pirechodnych kovovych ionti

Plasmovy transferrin (Fe'"), ferritin (Fe’"), ceruloplasmin (Cu*"),

Intracelularni metalothioneiny (Zn*", Cu’, Cd*, Hg2+)

Superoxid je reaktivni molekula, kterd mize byt pfeménéna na peroxid vodiku
ptisobenim superoxid dismutasy (Mn-SOD v matrix a Cu/Zn-SOD v cytosolu), dale na
kyslik a vodu plisobenim katalasy nebo glutathion peroxidasy. Tyto antioxida¢ni systémy
ale nejsou perfektni. Superoxidy, které obchdzi tento systém, poskozuji proteiny, lipidy
ataké pfimo DNA. PrestoZze je peroxid vodiku produkovany superoxid dismutasou
pomérné¢ nereaktivni, v pfitomnosti meédnatych ionti vytvaii vysoce reaktivni
hydroxylové radikaly, které pak iniciuji kaskadu peroxidace lipidii v membranach. Navic
produkty oxidace sacharid, proteinti a lipidii Casto pusobi sekundarni poskozeni
proteinti, které tak ztraci katalytickou funkci a podléhaji selektivni degradaci'®.
Mitochondrialni produkce superoxidi je hlavnim zdrojem bunécného poskozeni
(oxidativni stres). Vyznam produkce superoxidu v mitochondridlni matrix byl jasné
demonstrovan ve dvou riznych modelech Mn-SOD knokautovanych mysi, kdy v obou
(7

ptipadech doslo po vyfazeni Mn-SOD k vyraznému zkraceni délky zivota na 10 dn
nebo 3 tydny'®.
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Existuje mnoho onemocnéni spojenych s oxidativni stresem: aterosklerdza,
hypertenze, ischemie-reperfuse, zanét, cystickd fibroza, rakovina, cukrovka,
neurodegenerativni onemocnéni. Podle teorie starnuti pisobeni volnych radikala', je
postupny pokles bunéné funkce s rostoucim veékem nésledek poskozeni bunécnych

soucasti.

2.2 Odprahujici proteiny (UCP)

Odptahujici proteiny (uncoupling proteins; UCP) patii do superrodiny
metabolickych pfenase¢t vnitini mitochondridlni membrany®’. Zprostiedkovavaji
areguluji uvolnéni membranového potencidlu, ktery je generovan dychacim fetézcem.
Tento mechanismus uvoliuje energii a miZe slouzit k termogenezi, udrzeni rovnovahy
redoxniho systému, nebo k redukci produkce ROS.

Odprahujici proteiny jsou pifitomné nejen u zvifat a rostlin, ale také u hub
aprotozoi’'. Tato S&iroka distribuce naznaduje, Ze regulace uginnosti oxidativni
fosforylace prostfednictvim fyziologického odpfazeni mize byt obecna strategie ochrany

bunky.

2.2.1 Charabkteristické znaky UCP proteini

ADP/ATP pienasec, fostatovy pienasec, oxoglutarat/malat pienasec¢ a odpiahujici
proteiny jsou integralni membranové pienaece, které patfi do stejné superrodiny™.
Odptahujici proteiny jsou bazické proteiny sizoelektrickym bodem kolem 9
a molekulovou hmotnosti 31 - 34 kDa. Jeden z nejcharakteristictéjSich znakl je jejich
trojdilnd struktura, pficemz v kazdé casti této struktury se nachazi tii stejné oblasti
sloZzené ze sta aminokyselin. VSechny oblasti obsahuji dva hydrofobni Useky spojené
jednou dlouhou hydrofilni smyckou (obr. 2). Polypeptidovy fetézec kiizi lipidovou
dvojvrstvu Sestkrdt a amino- a karboxykonec vy¢nivaji do mitochondridlniho
mezimembranového prostoru. Dva helixy uvniti kazdé oblasti jsou spojené dlouhou
hydrofilni smyckou, kterd se nachdzi v matrixové ¢asti mitochondrie. Funkéni jednotkou

je dimer tvofeny dvéma identickymi podjednotkami®*.
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Obr. 2. Usporadani UCP napii¢ membranou. Sest a-helikélnich regioni roztahujicich se
v lipidové dvojvrstveé, s amino- a karboxykoncem orientovanym do cytosolu membrany a dlouhd hydrofilni
smyc¢ka v matrix. Svislé ¢ary oddéluji ¢asti trojdilné struktury (upraveno podle Ledesma a kol.%).

Mitochondrialni transportéry, k nimz se fadi odptahujici proteiny, vykazuji obecné
vlastnosti typické pro pienasecCe: vysoka substratova specifita a nizké Cislo pfemény.
Arechaga a kol.” zjistili, Ze odpfahujici proteiny mohou pusobit jako kanaly ijako
prenasece. Toto dudlni chovani bylo pozorovano u mnoha jinych pfenaseci, coz vede
k domnénce, ze prenasece a kandly maji spole¢ny plivod a sdili zdkladni mechanismus

transportu.

2.2.2 Lokalizace a funkce UCP proteinii

Nézev rodiny odptahujicich proteinli je odvozen od funkci prvniho znamého
¢lena, UCP1, odpfahujiciho proteinu z hnédé tukové tkané. UCP1 byl objeven pied
Ctyfticeti lety a byl dlouhou dobu povazovan za vysledek unikatni adaptace sav¢i tkdn€ na
produkci tepla netfesovou termogenezi. K pochopeni molekularniho zakladu
termogenetické aktivity je nezbytny proces oxidativni fosforylace (viz. kap. 2.1.3).
Termogeneze v hnédé tukové tkédni je dosazeno tim, Ze UCP1 umozZiuje vstup protont do

matrix, ¢imZ odpféhne dychani od syntézy ATP (cit.**).

2.2.3 Fyziologicka role a vyznam UCP2

Odptahujici proteiny a odptazeni respirace jsou podle nejnovéjSich poznatkl

zapojené v mnoha dulezitych fyziologickych i patologickych procesech (obr. 3). Toto

tvrzeni podporuje vycet funkci odpiahujictho proteinu: adaptivni termogeneze™,

27,28 s8,30
2

regulace oxidace mastnych kyselin®’?®, podil na zan&tu®, prevence tvorby RO
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regulatni funkce v diabetes mellitus 2. typu’', regulace t&lesné hmotnosti*?, prevence
aterosklerozy” a stanuti®.

UCP2 je homolog velmi dobie zndmého UCP1 (zvaného také termogenin), ktery
je exprimovan predevsSim v hnédé¢ tukové tkéani. Tkanova exprese UCP2 je mnohem Sirsi.
Zahrnuje pankreatické B-bunky, bily tuk, srdce, mozek a makrofagy. U fyziologické
aktivity UCP2 se uvadi schopnost zprostiedkovat transport aniontu volné mastné kyseliny

. (34
pfes membranu”.
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Obr. 3. Funkce UCP2 v elektronovém transportnim fetézci (upraveno podle Richard

a kol.”)

Zapojeni UCP2 v zanétu
kterého jsou zapojené volné radikaly tvofené mitochondriemi. Podle stavu respirace tvofi
dychaci fetézec anionty superoxidu, které jsou pfeménovany na peroxid vodiku nebo
hydroxylové radikaly. Tento proces je podrobné shrnut v kapitole 2.1.4, o reaktivnich
formach kysliku®®. Dosud publikované vysledky naznaluji, 7e odpfahujici proteiny
(ptedevsim UCP2) jsou schopné modulovat mitochondrialni produkci ROS®. Exprese

UCP2 je robustni ve sleziné, plicich a v izolovanych makrofazich, coz naznacuje vyznam
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UCP2 v imunitnich a zandtlivych reakcich® . Vyzkum, ktery se zabyval odpovédi na
infekci mysi Toxoplasmou gondii s cilené¢ vypnutym genem UCP2 (UCP2-/-) prokazal
jejich celkovou rezistenci na infekci oproti imrtim pozorovanym u nemutovanych mysi.
Makrofagy z UCP2-/- mysi produkovaly vice kyslikovych radikalt nez nemutované mysi
v reakci na infekci a méli 5 x vétsi toxoplazmatickou aktivitu in vitro ve srovnani
s nemutovanymi mySmi. To podporuje vyznam UCP2 v limitaci produkce ROS
a v makrofagy zprostfedkované imunité. Molekuldrni mechanismus této zvySené imunitni
odpovédi UCP2-/- mySi byl navrZzen na zakladé¢ ndpadné zvySené aktivace kaskady
nuklearniho faktoru kappaB, zahrnujici I kappaB kinasovou aktivitu a nuklearni
translokaci jednotky jaderného faktoru kappa B (cit.’®). Z t&chto vysledkd vyplyva, ze
mitochondrialni reaktivni kyslik odvozeny od UCP2-/- bun¢k vyrazné aktivuje jaderny
faktor kappa B, ¢imZ vznika ,,pfipraveny* stav potenciovat a znasobit zanétlivou reakci na
naslednou stimulaci. Kromé toho byla zaznamenana sniZzena exprese UCP2 v imunitnich
buiikach bcéhem jejich aktivace vraném obdobi odpovédi na bakterialni
lipopolysacharidy. Béhem pozdni faze nasledovala zvySend exprese UCP2. Oba tyto
kroky nastaly za ucelem ochrany viech bun&k proti oxidativnimu stresu®. Stejné byl
popsén i pokles hladin UCP2 ve vajecnicich béhem folikuldrniho rlstu, ale zvySena
exprese béhem piedovulacniho obdobi. U tohoto procesu jsou znamy aspekty zanétlivého
procesu®, které jsou podlozené experimenty, naznadujici pfimé spojeni piitomnosti

a puasobeni UCP2 a regulace zanétlivych pripadu.

Preventivni funkce UCP2 v ateroskleroze

U pacientll s diabetes mellitus nasvédCuje zvySeny oxidativni stres, pfedevSim
v hladkém svalstvu cév, jeho zapojeni v patogenezi intenzivni aterosklerdézy. Hlavnim
faktorem na ROS zavislé patogenezi aterosklerdzy pii diabetickych podminkach a pfii
hypertenzi jsou vysoké hladiny krevni glukosy. Mitochondrialni nadprodukce superoxidu
indukovana hyperglykemii, mezi jinymi, inhibuje aktivitu eNOS (cit.*"), hlavniho
regulatoru krevniho tlaku. UCP2 je popisovan jako dulezity reguldtor intracelularni
produkce ROS (cit.*”), a pravdépodobné by mohl fungovat i jako inhibitor procesu

ateroskler6zy. Park a kol. (cit.*) potvrdili moZnost modifikace aterosklerotickych procest
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v hladké svalovin€ cév ovlivnénim vysoké hladiny glukosy po ptfenosu UCP2 genu
adenovirem. Autofi navrhli ¢initele zvysujici expresi UCP2 ve vaskuldrnich bunkach jako
potencionalni preventivni nastroje, které plisobi proti vyvoji a progresi aterosklerozy
u pacientii s diabetes a hypertenzi. Protoze mechanismus spojeni mezi hypertenzi
a inzulinovou rezistenci neni zcela znam, byl proveden jiny postup: kiiZeni transgennich
mysi exprimujicich UCP1 v kosternich bunkdch sletdlnimi Zlutymi mySmi,
oznacovanymi (A(y)/a), geneticky obéznimi zvifaty znadmymi zvySenym krevnim
tlakem®™. Krevni tlak asérovy leptin byli niz$i u odvozenych potomkd nez
u rodi¢ovskych mysi (A(y)/a). Vysvétlenim muze byt odptazeni respirace, které je za
urc¢itych podminek schopné zménit inzulinovou rezistenci a snizit krevni tlak u geneticky
podminéné obezity. In vivo experimenty ukazuji, Ze kontrolované odptaZeni respirace by
mohlo snizit riziko aterosklerdzy u diabetu 2. typu pfedchdzenim hypertenze zptsobené
inzulinovou rezistenci. Pokud byla nediabetickym mysim s deficientnim receptorem pro
LDL (LDLR-/-) transplantovana kostni dien z jinych UCP2 deficientnich mysi (UCP2-/-)
nebo geneticky neupravenych (UCP2+/+) mysi, bylo zji§téno vyznamné zvySeni
aterosklerotického poskozeni v hrudni aorté i dutin€ srdecni UCP2-/- transplantovanych
myS$i ve srovnani s kontrolnimi UCP2+/+ transplantovanymi mySmi. To koreluje se
zvySenym oxidativnim stresem UCP2-/- transplantovanych mysi. Tyto vysledky velmi

podporuji protektivni roli UCP2 proti ateroskleroze®.

Regulujici funkce UCP2 u diabetes mellitus 2. typu
Béhem oxidace substratli dochédzi plisobenim odptrahujicich proteinti k redukci
mnozstvi ATP. Proto byly UCP proteiny navrhnuty jako kandidatni geny pro lidskou

obezitu a diabetes mellitus 2. typu®"*

. Kromé velkého mnozstvi funkci navrhovanych pro
UCP2 (kontrola syntézy ATP, regulace metabolismu mastnych kyselin, kontrola produkce
ROS) se o tomto odpfahujicim proteinu hovoii jako o regulatoru sekrece inzulinu
v pankreatickych ostrivcich. Pfi mapovani genu UCP2 bylo zjist€éno spojeni mezi
obezitou a hyperinsulinemii. UCP2 gen je in vivo pod kontrolou mastnych kyselin

45,46

a thyroidnich hormoni, coz vede ke ztraté funkce B-bunck u diabetes™ ™. Hyperlipidemie

navozend podavanim stravy s vysokym obsahem tuku ovliviiovala sekreci inzulinu
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v ostriiveich mechanismem, coz nasledné mize modulovat expresi UCP2Y. Dalsi
experimenty prokazaly rezistenci vici obezité navozené dietou u geneticky upravenych
my$i nadprodukujicich rizné typy UCP homologi™. Navic polymorfismus -866G/A
v genu UCP2 zvysujici jeho transkripci, byl spojen se zvySenym rizikem diabetes mellitus
2. typu uobéznich subjekti. Exprese mRNA UCP2 signifikantné¢ korelovala

8,49

s inzulinovou rezistenci***’. V ptipadé¢ UCP2 knokautovanych mysi byla exprese UCP2

v B-buiikdch za lipotoxickych podminek zvySena, coz dokazuje sniZeni sekrece

. . 1
inzulinu®!?°,

UCP2 a vznik ROS, bunééné starnuti a apoptosa

Oxidativni stres a mitochondridlni dysfunkce jsou spojené sonemocnénim
a stdrnutim. Oxidativni stres, nebo-li peroxidace fosfolipidi membrin a produkce
reaktivnich aldehydt, je vysledek zvySené produkce ROS pochazejicich z dychaciho
fetézce®®. Podle teorie starnuti je oxidativni poskozeni mitochondrialnimi ROS hlavni
pri¢inou bunécného rozpadu, apoptosy, béhem starnuti. Ve starych bunkach je
mitochondrialni membranovy potencidl nizsi z diivodu pomalejsi respirace a tyto zmény
navozuji apoptosu’. UCP proteiny stimuluji respiraci snizenim potencialu membrany,

coz vede primo k ubytku tvorby ROS a ke sniZeni frekvence vzniku apoptosy’’’

. Tento
ochranny proces zprostfedkovany UCP proteiny je znam jako ,mirné odptazeni*
oxidativni fosforylace. V dostupné literatuie je UCP2 popsan jako potencionalni
modulator mitochondrialni tvorby ROS (H,O, a OH radikald)’’. To podporuje
protektivni roli UCP2 v bunéénych patofyziologickych procesech zpisobenych volnymi
radikdly, jako je oxidativni poSkozeni, zdnét nebo apoptosag’sz. Vsechna aktuélni data
potvrzuji fakt, ze UCP proteiny samy o sobé nemohou zptlisobit apoptosu. Mezi
jednotlivymi typy UCP proteint existuji specifické rozdily vedouci bud’ k protektivnim
ucinkiim, nebo ucinkim vyvolavajicim bunéfnou smrt. Naptiklad neurony a jejich
synaptickd zakonceni jsou chranéna specifickym UCP4. Neuronalni exprese UCP2
naopak zpusobuje dysfunkci a apoptotickou smrt mechanismem potlaceni produkce
53,54

oxyradikald a stabilizace homeostasy bunécnych hladin vépniku™”". Bunécnéd linie

transfekovand UCP byla citlivgj$i na stimulaci apoptosy vysSim pomérem Bax/Bcl-2,
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vyznamnym apoptotickym ukazatelem. Pfitomnost UCP proteintl, v tomto pfipadé¢ UCP3,
zvysuje citlivost bunék k apoptotickym stimulim zahrnujicim mitochondrialni drahy’”.
Ve studii, ktera se zabyvala detekci vyskytu zmén exprese UCP2 ve vztahu k véku,
byly nalezeny tkafiové specifické zmény genové exprese proteini UCP2 a UCP3™.
Pozorovana zvysena exprese UCP2 ve starnoucich jatrech limitovala produkci ATP a byla
spojena se zménami mitochondridlni genové exprese u starSich zvitat. /n vivo pozorovany
pokles aerobni kapacity kosterniho svalstva s pokro¢ilym vékem u lidi byl interpretovan
jako nasledek dramatické redukce obsahu UCP3 spojené s poklesem odptazené respirace
mitochondrii kosterniho svalstva®’. Zvyena produkce volnych radikali muze prispivat
k metabolické ulevé pfi starnuti. Data naznacuji potencionalni roli UCP proteinii jako
tkanove specifickych regulatorti tvorby mitochondridlnich ROS a producentii ATP béhem

apoptotického procesu a bunééného starnuti.

Zapojeni p38 do regulace exprese UCP2

Soucasné literatura pfisuzuje mitogenem aktivované proteinové kinase p38
(MAPK, mitogen activated protein kinase) vyznamnou roli. Tato drdha je velmi dobie
charakterizovana jako kaskdda postupnych fosforylaci proteinu vedouci ke zvySené
expresi riznych genti jako odpovéd’ na pisobeni ristovych faktorl a mitogenti. Aktivita
p38 je spojovana se srdecni odpovédi na ischemicko-reperfusni poskozeni a ischemickou

prekondici. Zavéry praci, které se touto otdzkou zabyvaji, jsou ovSem velmi rozporuplné.

vvvvvv 58,59 60,61
8 .

, zatimco pozdé&jsi prace pravy opak

Byl pfedlozen navrh regulace exprese UCP2 kinasou p38, kterd
je zprosttedkovana pfes CREB - faktor pfeziti kardiomyocytl po ischemické epizodé
(obr. 4; cit.®?). Zatimco p38 odpovida na Sirokou $kalu stimuli, je pravdépodobné, Ze
UCP2 ma v pro/anti-apoptotické signalizaci mnohem obecnéj$i roli. Zapojeni p38
v regulaci UCP2 je zfejmé ze stimuli zpusobujicich fosforylaci p38 a jeji néslednou
aktivaci, kterymi jsou angiotensin II a norepinefrin. Angiotensin II nepodnécuje pouze
vznik apoptosy v kardiomyocytech, ale vykazuje §ir§i §kalu protektivnich funkci®.
Norepinefrin je zndmy induktor exprese UCP2*. Aktivace p38 je rozhodujici pro pieziti

bundk v hybernujicim myokardu u modelu prasete®.
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Spojeni mezi p38, UCP2 a ROS prokézaly dvé studie. Selimovic a kol.*® potvrdili
zapojeni mitochondrii v taxolem indukované signalizaci ROS. V buinikdch melanomu byla
exprese proteinu UCP2 snizena taxolem prostfednictvim aktivace MAP kindsovych drah
JNK a p38. Emre a kol.*” navrhli model, ve kterém je exprese UCP2 sniZena reakci
s lipopolysacharidem (LPS) v kultufe makrofdgii odvozenych od kostni dienég, a to ptes
drahy JNK a p38. Byl pfedloZzen dikaz o vyznamné roli UCP2 jako regulatoru
mitochondrialni produkce ROS, pfi¢emz tato signalizace vede v ¢asném stadiu k aktivaci
makrofagl. SniZzend exprese UCP2 je nezbytna ke zvySeni mitochondrialni produkce ROS

a znasobeni aktivace mitogenem aktivované proteinové kinasy.

Obr. 4 Navrh zapojeni p38 do regulace exprese UCP2. Kinasa p38 je aktivovéna
mnoha stresy a zanétlivymi cytokiny. Angiotensin II (ANG II) aktivuje p38 kinasu a zvySuje tvorbu ROS.
p38 kinasa je aktivovana norepinefrinem (NE) v cévach. Transkrip¢ni faktor cAMP responsivni element
vazajici protein (CREB) vaze DNA a aktivuje transkripci v reakci na extracelularni stimuly. Aktivace p38

je nepostradatelnym krokem v transkripci UCP2 genu.
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2.2.4 Vyznam UCP2 v kardioprotekci

Ischemicko-reperfusni poskozeni srdce vede ke strukturnim zménam v srde¢nim
svalu pozdéji nasledované funkénim selhanim v dasledku postupného nahrazeni myocyti
fibroblasty. Ochrana proti ischemickému poSkozeni je v soucasné dobé intenzivné
studovana v srdci a mozku. Jednim z u€¢innych endogenni zplisobll ochrany je ischemicka
prekondice. V srdei 1 mozku je ischemicka tolerance indukovanad prekondici spojena
s mirnym odpfaZzenim mitochondridlniho dychaciho fetézce. UCP2 byl navrzen jako
fyziologicky analog chemickych odpfahovacli v procesu kardioprotekce. Morfologické
zmény Vv mitochondridlni siti pravdépodobné doprovazi odptazeni s mitochondridlnim
St€penim tlumici signaly vedouci ke smrti kardiomyocyta.

Existuji Getné dikazy, ze UCP2 zmirtiuje mitochondridlni produkci ROS'. Toto
snizeni doprovazené zvySenou expresi UCP2 je povazovano za zaklad ischemické
tolerance pozorované u kardiomyocytii vystavenych ischemické prekondici®.
V potkanich kardiomyocytech, zvySend exprese UCP2 poskytuje toleranci k oxidativnimu
stresu zredukovanim mitochondrialniho piehlceni Ca*" a redukci vzniku ROS®. Navic
mize byt UCP2 zapojeno pfimo v regulaci mitochondridlniho piijmu Ca®’, &imz
usnadiiuje vnimavost buiiky k signalizaci vapniku’’. UCP2 m4 rovn&z cytoprotektivni
u¢inky v mozku, kde hraje vyznamnou roli v modulaci neurondlni tolerance
k ischemickému stresu (shrnuto v Andrews a kol.”").

Mirné odptazeni zpiisobené UCP2 je pravdépodobné urcené ke snizeni produkce
ROS velkym zvySenim protonového gradientu, v ptipadé nedostupnosti ADP (podminky
vysokého poméru ATP/ADP). Vysoké hladiny ROS byly pozorovany v makrofazich mysi
bez pritomného genu UCP2 (UCP2-/-). Doslo ke zvySeni mitochondridlniho poSkozeni
v disledku oxidativniho stresu a naopak ke zlepSeni antibakterialnich vlastnosti®.
Vystaveni oxidativnimu stresu zvySovalo regulaci UCP2 v klonalnich B-buiikach’. To
koresponduje s pozorovanimi sniZzené exprese UCP2 pfi sniZeni oxidativniho stresu.

Hladina proteinu UCP2 je zvy3ena v selhavajicim lidském srdci’”®. UCP2 zvysuje
citlivost dospélych potkanich kardiomyocytil k ischemicko-reperfusnimu poskozeni’™ a je
kandidatnim genem korelujicim s vyvojem [-adrenergni stimulaci indukovanou

kardiomyopatii””. Antioxidanty mohou sniZit expresi UCP2 limitaci oxidativniho stresu,
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ale mohou mit iopacny ucinek. Tempol, zdstupce nitrooxidli a U€inny antioxidant,
zvySuje hladiny UCP2 v srdci’®, zatimco ederavon, silny vychytava¢ volnych radikald,

brani zvysené expresi UCP2 piisobenim isopropanolu’”.

2.2.4.1 Polyfenoly - antioxidanty a odpiahovace

Polyfenoly jsou skupinou latek obsahujici nékolik hydroxylovych skupin
navazanych na aromaticky kruh, ¢imZz vytvaii velmi rozliénou skupinu sloucenin
piitomnych v nadi stravé’®. Ruznorodost polyfenolti spo&iva v rozliéné biologické
aktivité. Obecné& viak plati, Ze vet§ina polyfenolii vykazuje antioxidaéni aktivitu”.

Do organismu se polyfenoly vstiebavaji v tenkém (aglykony) nebo tlustém stievé
(polyfenoly ve formé estert, glykosidi nebo polymert), kde jsou piedtim hydrolyzovany
enzymy nebo stfevni mikroflérou. VétSina polyfenoli prochazi sténou stfevni sliznice
pasivni difizi a nckteré jsou transportovany ve formé glykosidii membranovymi
prenaseci. Rychlost a rozsah intestindlni absorpce je zavisla na jejich chemické struktute.
Nepfimym dikazem jejich absorpce v organismu je antioxida¢ni kapacita plasmy
a pfimym je stanoveni koncentrace polyfenolii v plazm& a moéi po jejich podani®.

Polyfenoly plsobi jako antioxidanty riznymi mechanismy a maji schopnost
vychytavat ROS/RNS jako OH, O, , NO nebo OONO . Jedna se o:

1. Zejména flavonoidy, ale 1 jiné polyfenoly, inhibuji aktivitu enzymi
produkujicich volné radikaly (proteinkinasa C, xantinoxidasa, cyklooxygenasa,
lipoxygenasa, cit.”).

2. Mnohé polyfenoly (napf. katechol, galol) maji schopnost chelatovat kovy
(m&d’ a dvojmocné Zelezo), které se uéastni tvorby ROS ve Fentonové reakci® .

3. Ne¢které polyfenoly snadno podléhaji oxidaci (latky snizkou hodnotou
redoxniho potencialu) a redukuji superoxidovy, peroxylovy, alkoxylovy a hydroxylovy
radikal®. P¥ reakci poskytuji vodik piidemZ samy tvori malo reaktivni fenoxylovy
radikél nebo neradikalové chinoidni struktury.

Lze ocekavat, ze polyfenoly mohou pronikat nejen do bunky, ale i do

mitochondrialni matrix a zde se podilet na odstraiovani ROS z membrany.
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Polyfenoly jsou slabé kyseliny a v zévislosti na struktufe se mohou chovat jako
chemické odprahovace (obr. 5). Napt. galangin, 3,5,7-trihydroxyflavon, se chova jako
odprahova&®. V ochrané pied peroxidaci lipidi byla efektivn&j$i niz&i koncentrace
galanginu (10 pmol-I") neZ koncentrace vy$si (50 pmol'lI"), coZ piipomina efektivitu

FCCP pfi ochrané pied ischemicko-reperfusnim poskozenim *
Polyfenoly

H' gradient

cytosol

matrix

ADP ATP

Polyfenoly

Obr. 5. Navrh funkce polyfenolii - odpiahovace oxidativni fosforylacess. Schématické
znazornéni dychaciho fetézce ukazuje tvrobu protonového gradientu ve vnitini mitochondridlni membrané.
Komplexy I, IT a IV vystieluji protony do mezimembranového prostoru, odkud vstupuji zpét pres ATP-asu

za vzniku ATP. Alternativnim vstupem je odpfahujici protein 2 (oznacen U). Dal§im alternativnim vstupem
protont jsou chemické odptrahovace, kam zahrnujeme i polefenoly (zde znazornéné dvéma pétiuhelniky).

Polyfenoly jsou také schopné inhibovat tvorbu superoxidil diky jejich antioxidacni aktivité.

Polyfenoly vSak mohou ovlivilovat tvorbu ROS také nepifimo modulaci
signalnich a metabolickych drah v buiice. Protoze jsou polyfenoly velmi slabymi
kyselinami, pronikaji mitochondridlni membranou ve formé iontu nebo neiontové
slougeniny, podobné jako je tomu u DNP a jeho derivata®. V tom piipadé se polyfenoly
chovaji jako odptfahovafe a ovliviiuji membranovy potencidl. Vliv na membranovy
potencial mitochondrii uZ? byl zaznamenin u galanginu® a kvercetinu®’. Kromé

antioxidac¢nich a odptrahujicich vlastnosti ovliviiuji polyfenoly mitochondridlni retikuldrni

morfologii. Resveratrol zvysSuje pocet mitochondrii, které mohou podporovat vyssi
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rezistenci mitochondridlniho retikula tim, Ze jej brani pied ischemicko-reperfusnim
poskozenim®. Pfitomnost nizké koncentrace polyfenoli ve stravé vede k odpfaZeni
oxidativni fosforylace. Tim dojde k ovlivnéni hladiny ROS a zvySuje se Cetnost pieziti
kardiomyocytl po ischemicko-reperfusni piihod€. Mechanismus ptlisobeni vSak mutze byt
velmi odliSny pocinaje cyklovanim v membrané, jako je tomu u mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem®, nebo ptisobenim na nékteré z mitochondridlnich proteint®’.
Celkoveé vznikla hypotéza o dudlnim pisobeni nékterych polyfenold, které kromé piimé
interakce s ROS (vychytavani) zptasobuji mirné odpfazeni oxidativni fosforylace, pti¢emz
této biologické aktivity mohou dosahovat v nizkych koncentracich detekovanych v lidské

plasmégl .

2.3 Apoptosa

Vyvazeny vyvoj mnohobunééného organismu vyzaduje nejen geneticky program
regulace bunécného déleni a bunécéné proliferace, ale i bunécné smrti. Vedle patologické
bunétné smrti, oznaCované nekrosa, existuje 1 takova smrt bunky, ke které¢ dochazi za
zcela fyziologickych podminek prostiedi. V pfipad¢ této fyziologické bunécné smrti se
jedna o apoptosu neboli programovanou bunéénou smrt. Vyplyva z potieb organismu na
eliminaci pfislusné bunky a bunka se pfi tomto procesu aktivné Ucastni svého zaniku -
sebevrazdy na zadklad¢ genetické informace. Apoptosa je evoluéné zakonzervovany
mechanismus, vznikly za ucelem odstranéni buné¢k, které jsou nadbytecné nebo které
ukoncily svou zékladni ulohu. Apoptosa miize byt spusténa genetickym programem
buiikky nebo mezibunécnymi signaly (proteiny, cytokiny a hormony). RovnéZ ji mohou
vyvolat faktory prostiedi, které bunku poskozuji, napt. zafeni, oxidativni stres, hypoxie
a viry™".

Kombinace apoptosy a bun&né proliferace je odpovédnad za formovani tkéni
a organu ve vyvoji embryi. Vedle Gcasti pfi zajistovani tkanové homeostazy se podili i na
eliminaci bun¢k, které jsou potenciondlné nebezpecné, poskozené, nefunkéni nebo
abnormalni (s poskozenou DNA, infikované viry, atd.). Apoptosa je povaZovéna za
dilezity mechanismus obrany organismu proti proliferaci nezadoucich bungk®’.

Vyznamnou ulohu ma apoptosa v imunitnim systému. T-lymfocyty jsou bunky
imunitniho systému odpovédné za destrukci infikovanych nebo poskozenych bunék

v téle. Apoptosa se zde uplatiiuje pfi negativni selekci B- 1 T-bunék vcetné indukce
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a udrzovani imunologické tolerance. Cytotoxické T-lymfocyty a nukleové kyseliny butiky
pouzivaji indukci apoptosy pii usmrcovani cilovych bunék. Nékteré patologické stavy
jsou spojené s apoptosou (Alzheimerova choroba, infarkt myokardu). Deregulace
apoptosy je spojovana se vznikem nékterych typt nddorovych onemocnéni, pfiCemz
indukce apoptosy zde mé rozhodujici tlohu pii terapii nadorovych onemocnéni’.
Apoptosa se vyznacuje charakteristickymi morfologickymi rysy. Oproti nekrose je
charakteristickym rysem apoptosy ¢asna degradace DNA, zatimco plazmaticka membrana
zistava intaktni. Dochazi ke svraStovani bunék, zméné tvaru plasmatické membrany,
kondenzaci chromatinu a fragmentaci jaderné DNA. V zavére¢né fazi pak z apoptotické
buiiky vznikaji plazmatickou membranou ohrani¢ené vacky, které obsahuji cytoplazmu,
intaktni organely a rozporcovany jaderny material. Tyto vezikuly se oznacuji jako
apoptoticka téliska. V organismu jsou apoptoticka téliska rychle rozpoznana a dochazi
k jejich fagocytdze makrofagy i jinymi buiikami. Z tohoto diivodu neni apoptosa na rozdil

od nekrosy doprovéazena zanétlivou reakci’”.

2.3.1 Kaspasy

Klicovou wudalosti  spouStéciho  mechanismu  apoptosy je  aktivace
cytoplazmatickych proteas - kaspas. Kaspasy patii do rodiny enzymi znamych jako
cysteinove proteasy a v buiice se vyskytuji jako inaktivni proformy nebo zymogeny. Tyto
zymogeny mohou byt §tépeny na aktivni enzymy vyvolavajici indukei apoptosy. VSechny
obsahuji vysoce homologni proteasovou doménu a také NH, termindlni prodoménu
(podjednotku). Proteasova doména je sloZzena ze dvou podjednotek, které asociuji a tvoii
heterodimer vstupujicici do proteolytického procesu. Dva heterodimery tvoii tetramer,
coZ je aktivni forma kaspasy’*. NH, koncova doména ma riznou délku podle funkce dané
kaspasy.

Termin kaspasa oznacuje dvé klicové charakteristiky téchto proteas: jsou to
cysteinové proteasy vyuzivaji cystein jako nukleofilni skupinu pro odstépeni substratu
a jsou to ASPasy, které §t&pi peptidovou vazbu na C-konci zbytku kyseliny asparagové’.
Fakt, Ze kaspasy hraji esencidlni roli v apoptose, je zaloZeno na tfech poznatcich. Za prvé,
syntetické nebo pfirozené inhibitory kaspas efektivné zabranuji apoptose indukované
rozliSnymi apoptotickymi stimulanty. Za druhé, nepfitomnost nékterych ZzivociSnych
kaspas vede k vaznym defektim v apoptose. A za treti, kaspasy jsou odpovédné za

vétdinu proteolytickych §t&peni, které vedou k apoptose™.
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Dnes je znamo nejméné Ctrnact savcich kaspas (kaspasa 1 az 14), u ¢loveéka zatim
nejsou znamé vSechny homology. Jejich ptesny cil a fyziologick4 role zatim neni ve
vSech pfipadech objasnéna. Z funkcéniho hlediska lze kaspasy rozdélit do tii skupin:
Do skupiny efektorovych kaspas patii 3, 6 a 7. Aktivace kaspas ma vétSinou charakter
aktivacni kaskady. Efektorové kaspasy $tépi substraty smrti.

Iniciacni a zanétlivé kaspasy maji prodoménu dlouhou (vice nez 100
aminokyselin), zatimco efektorové kaspasy ji maji kratkou (mén€ nez 30). Dlouhé
prodomény obsahuji specifické motivy nezbytné pro kaspasovou aktivitu. Mohou to byt
DED (death effector domains) u kaspas 8 a 10, nebo CARD (caspase recruitment
domains) u kaspas 1, 2, 4, 5,9, 11, 13 a 14 (cit.”). Kaspasy obsahujici DED (8 a 10) jsou

..........

2.3.2 Mechanismy indukce apoptosy

Existuje mnoho mechanismi, kterymi mtize byt apoptosa indukovana. Citlivost
bunck na nekteré z téchto stimulii z&visi na mnoha faktorech véetné exprese pro- nebo
antiapoptotickych proteinii (Bcl-2 proteiny, inhibitory proteinti apoptosy), na vlastnostech
stimuld a fazi bunéfného cyklu. Apoptotické signdly lze rozd€lit na exogenni
a endogenni. Exogenni apoptotické signaly ptedstavuji pusobeni redlnych signalnich
molekul. Hlavnim endogennim apoptotickym signalem je aktivace proteinu p53
v disledku poskozeni DNA®®.

V néekterych ptipadech zahrnuji apoptotické stimuly signaly zplisobujici navazani
ligandli indukujicich smrt na receptory bunééného povrchu (tzv. receptory smrti - DR
receptory). Tyto ligandy mohou byt bud rozpustnymi faktory nebo mohou byt
exprimovany na povrchu buiiky jako jsou cytotoxické T-lymfocyty®’.

V jiném pfipadé mulze byt apoptosa iniciovdna vnéjSimi signaly, které jsou
produkovany dal$imi bunénymi stresy. Mezi tyto stresy patii vystaveni radiaci nebo
chemikaliim nebo virové infekci. Stres mlZe byt i nasledkem nedostatku rlstovych
faktori nebo oxidativniho stresu vzniklého ptisobenim volnych radikalti. Obecné vnéjsi

signaly iniciuji apoptosu zapojenim mitochondrii’®.
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2.3.2.1 Role proteini rodiny Bcl-2

Clenové rodiny Bcl-2 intracelularnich proteinti patfi mezi esencialni
zprostiedkovatele bunécného preziti a apoptosy. Jejich klasifikace je spojena
s ptitomnosti ¢i absenci BH (Bcl-2 homology) domén, které umoziuji jejich vzédjemnou
vazbu a tvorbu homo- a heterodimert. Byly popsany ¢tyfi domény, BH1 az BH4. Nékteré
proteiny jsou antiapoptotické (Bcl-2 a Bcl-XL), jiné jsou proapoptotické (Bad, Bax nebo
Bid). Homodimery Bcl-2 brani spusténi apoptosy, zatimco homodimery Bax-Bax ji
spoustdji’'®. Citlivost bundk na apoptotické stimuly zavisi na rovnovaze mezi pro-
a antiapoptotickymi Bcl-2 proteiny. Jestlize je piebytek proapoptotickych proteint, buiiky
jsou citlivéjsi k apoptose. V piipadé prebytku antiapoptotickych proteinii jsou buiky
rezistentnéj$i. Piebytek proapoptotickych Bcl-2 proteini na povrchu mitochondrii je
dillezity pro tvorbu PT (permeability transition) pora'*''*.

Proapoptotické Bcl-2 proteiny se Casto nachazeji v cytosolu, kde piisobi jako
senzory bunécného poskozeni nebo stresu. Pisobenim bunééného stresu se rozmisti po
povrchu mitochondrii, kde se nachazi antiapoptotické proteiny. Tato interakce mezi pro-
a antiapoptotickymi proteiny prerusi normalni funkci antiapoptotickych Bcl-2 proteind,
coz vede ktvorbé pori v mitochondriich a kuvolnéni cytochromu ¢ a jinych
proapoptotickych molekul z mezimembranového prostoru. Disledkem je tvorba
apoptosomu a aktivace kaspasové kaskady'*.

Uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii je dllezité zejména v ptipad¢ indukce
apoptosy. Jakmile dojde k uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu, je schopny interagovat
s proteinem Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1). Nasleduje prevedeni
prokaspasy 9 na multiproteinovy komplex s cytochromem ¢ a Apaf-1, tzv. apoptosom.

Tvorba apoptosomu vede k aktivaci kaspasy 9 a indukei apoptosy (obr. 7; cit.'**).

2.3.2.2 Vnitini signalizace

Mitochondrie hraji vyznamnou roli v regulaci bunééné smrti. Obsahuji mnoho
proapoptotickych proteini jako je AIF (apoptosis inducing factor), Smac/DIABLO
a cytochrom ¢, které se po ur€itém stimulu néasledné uvoliuji. Jeden z rozhodujicich

kroki v mitochondriich je zména permeability mitochondrialnich membran.
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Obr. 7. Schématické znazornéni vnitini drahy apoptotické signalizace (upraveno
podle Zou a kol.'” a Ashe a kol.”®).
Vznikaji PT péry, propustné pievadéci pory, a dochazi ke zhrouceni

mitochondridlniho membranového potencialu. Kone¢nym disledkem je uvoliiovani AIF
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a cytochromu ¢ z mitochondrii®®. Cytochrom ¢, lokalizovany v mezimembranovém
prostoru, je uvolnén do cytosolu, kde interaguje s Apaf-1, ATP/dATP a kaspasou 9

106

a vytvaii spolu apoptosom . Apaf-1 je normaln¢ vazan v komplexu s antiapoptotickym

proteinem rodiny Bcl-2 ukotvenym na mitochondridlni membrang. Apaf-1 obsahuje
CARD doménu, ktera zprostiedkuje interakei s kaspasou 9'%’.

Zaroven ma doménu WD-40, kterd zajiStuje inaktivitu proteinu v nepiitomnosti
cytochromu ¢'®. V piitomnosti cytochromu ¢ a ATP/dATP se Apaf-1 agreguje a vaze
kaspasu 9, ta proteolyticky aktivuje prokaspasu 9 a dale pak aktivuje kaspasy 3 a 7. Jejich
dalsim pasobenim dochézi k bun&&né smrti (obr. 7.; cit.”*!%).

Inhibitory apoptotickych proteini (IAP), jako je XIAP, c-IAP1 a c-IAP2, se
mohou efektivné vazat a inhibovat procesy kaspasy 3 a 9. Funkéni jednotkou uvnitf
kazdého inhibitoru IAP je tzv. BIR doména (baculovirus IAP repeat). XIAP, tteti BIR
doména (BIR3), siln¢ inhibuje aktivitu kaspasy 9, zatimco spojené oblast mezi doménami
BIRI a BIR2 je selektivné zamé&fend na kaspasu 3'%. V buiikach, které podléhaji
apoptose, jsou kaspasy uvolnény z IAP blokady v procesu, ktery je pravdépodobné
proveden proteinem nazyvanym Smac/DIABLO (second mitochondrial activator of
caspases/ direct IAP-binding protein of low isoelectric point; cit.""*''"). Smac/DIABLO
je syntetizovan jako prekurzor o 239 aminokyselinach, ktery se vaze na mitochondrie
svou N-termindlni doménou. V reakci na rizné stimuly je tento protein uvolnén do
cytosolu, kde se vaze k BIR doméndm proteinti AP, ¢imz odstrani jejich inhibi¢ni €inek
na aktivitu kaspas''*. Napf. kdyz se Smac vaZze na XIAP, ptedchazi vazb& na kaspasu 9,
a tak napomaha smrti po UV ozéafeni' .

Kratce pfed tim, neZ byl cytochromem c identifikovan jako mitochondridlni

aktivator cytosolickych kaspas, Zamzami a kol.'"*

popsali bioaktivitu faktoru AIF
(apoptosis-inducing factor), ktery indukuje apoptosu nezavisle na kaspasach'"”. Prekurzor
AIF je protein o velikosti 67 kDa tvofeny tfemi doménami: N koncovou doménou (nese
doménu MLS sekvenci), centralni oddélovaci sekvenci a C koncovou ¢asti (podobnost

k bakterialnim oxidoreduktasam). Po apoptotickém stimulu se AIF translokuje do

cytosolu a jadra, kde indukuje kondenzaci chromatinu a ¢astecnou fragmentaci DNA.
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Protoze dokaze trvale vazat FAD, spadd AIF do kategorie flavoproteinti. V kooperaci

s dalsimi faktory pravd&podobné spousti apoptosu nezavisle na kaspasach'*>°.

2.3.2.3 Vnéjsi signalizace

Receptory smrti

DR receptory bunécného povrchu (death receptors) patii do superrodiny receptora
tumor nekrotizujiciho faktoru. PfendSeji jejich apoptoticky signal vazbou smrticich
ligandti. Tyto receptory, komplexy ligandd, iniciuji apoptotickou kaskddu béhem vazby
sekundarniho ligandu a mohou vyvolat apoptotickou buné€nou smrt béhem néckolika
hodin''®. Nejlépe jsou charakterizovani &lenové rodiny Fas (znamé také jako Apol
a CD95)'"" a TNFR1'"®. Dal§imi ¢leny superrodiny TNFR jsou DR3, DR4, DR5 a DR6.
Tyto transmembranoveé receptory typu 1 jsou charakteristické extracelularnimi doménami
bohatymi na cystein (CRD) a intracelularnimi doménami smrti (DD; death domains).
Vazou pfislusné ligandy a tyto komplexy pak spousti velmi rychlou apoptotickou

kaskadu.

Fas/FasL indukovana apoptosa

Pro determinaci a realizaci imunitni odpovédi mé zdsadni vyznam intercelularni
reakce zprostfedkovand ligandem Fas (FasL) a specifickymi transmembranovymi
receptory Fas.

Protein Fas (APO-1 nebo CD95) je zastoupen v fad¢ tkani. Nejvice je exprimovan
v srdci, brzliku, jatrech a ledvinach''’. Patfi do rodiny receptori TNF, které maji
v extracelularni ¢asti 3 - 6 opakovani vysoce konzervované domény bohaté na cystein.
Ligand pro Fas (FasL nebo CD95L), exprimovany takika vyhradn€ v aktivovanych
T-buiikach'?’, aktivuje apoptosu podobn& jako TNF receptor. Vazba ligandu podporuje
shlukovéani receptoru, tvorbu DISC, smrt-indukujiciho signalniho komplexu (death
inducing signaling complex), obsahujici Fas, FasL, FADD a kaspasu 8 nebo 10, a aktivaci
apoptotické signalni drahy'?'. Signalizace pres Fas je ponékud jednodussi nez pies TNF
receptor. Spojeni Fas a FasL. navozuje vazbu cytosolového adaptacniho proteinu FADD

(Fas-associated death domain protein; také zvany MORT1), ktery mtze byt na Fas
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receptoru piimo zménén na doménu smrti, aniz by vyzadoval pfedchozi pfeménu
TRADD (TNFR-associated death domain)'*. Fas receptor je navic schopny aktivovat
pouze apoptosu anema vyznam Vv jinych aspektech bunééné signalizace jako TNF

receptor.

Signalizace receptorem TNF

Bunééna signalizace zprostfedkovana tumor nekrotizujicim faktorem pfedstavuje
druhou hlavni drahu DR receptoru. TNF je produkovan ptevazné T-buitkami a aktivovan
makrofagy jako reakce na infekci'?>'**. Signalni transdukce je zprostiedkovana pomoci
dvou povrchovych receptort, TNFR1 zprostfedkovava cytotoxicitu a TNFR2 proliferaci
T bungk'*.

Membranové vazany TNF se vaze preferencné na TNFR2, nicméné bylo
prokazano, ze ligand prechazi z TNFR2 na TNFR1'?®. Aktivace jeho receptoru TNFRI
(tumor necrosis factor receptor 1) miuze mit nékolik ucinki. V nékterych bunkach vede
k aktivaci NF-xB a AP-1, které indukuji Siroké spektrum genti. V jinych buiikach mize
TNF také indukovat apoptosu, ackoli vazba ligandu na receptor je jen vzacné schopna
sama iniciovat apoptosu, jako v pfipad¢ vazby na Fas ligand. Vazba TNFa na TNFR1
receptor ma za nasledek trimerizaci a uzavieni intracelularni domény smrti. Nasleduje
vazba na intracelularni adapter tzv. TRADD doménu interakci mezi doménami smrti'?’.
TRADD mé schopnost ménit mnoho proteinli na aktivni receptory a muze se spojovat
s FADD, TRAF2 (TNF receptor associated factor-2) a RIP (receptor interacting protein).
Interakce s FADD vede k indukci apoptosy pfeménou a Stépenim prokaspasy 8. Pfeména
TRAF2 plisobenim TRADD muze zpusobit aktivaci nuklearniho faktoru kB (NFxB)
a JNK (c-Jun N-terminal kinase). K této aktivaci dochazi interakci s TNFR2 nezavislou
na TRADD. Oproti aktivaci JNK plisobenim Fas, neni tato aktivace spojend s indukci
apoptosy. Aktivace NFkB vyzaduje interakci mezi RIP a TRAF2. RIP interaguje
s esencidlnim moduldtorem NF«xB (NEMO), komponentou inhibitoru komplexu kinasy

kB (IKK; cit.'*®).
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Indukce apoptosy TRAIL

V mnoha ohledech je TRAIL (7TNF-related apoptosis inducing ligand, také
Apo2L) podobny FasL. Jednd se o transmembranovy protein typu Il exprimovany ve
v&tsing lidskych tkani'?’. Na TRAIL se specificky vaZou 4 DR receptory: DR4, DRS,
DcR1 a DcR2"™°. Tyto receptory jsou stejné jako TRAIL exprimovany v mnoha tkanich.
I pfes toto zjisténi se ukdzalo, Ze TRAIL vykazuje selektivni toxicitu k rakovinnym
buiikam"'. Vazba TRAIL na jeho receptory DR4 nebo DR5 spousti rychlou apoptosu
v mnoha buiikach. Existuji zde také tzv. receptory ,,ndvnady* (decoy receptors), DcR1

a DcR2, které soutézi s DR4 a DR5 o vazbu na TRAIL. Oba tyto receptory jsou sice

schopné kompetice, ale vazba ligandi t&chto receptort neiniciuje apoptosu''.

2.4 CIDEa

Metabolickd onemocnéni zahrnujici obezitu, hyperlipidemii, inzulinovou
rezistenci, jaterni steatdzu a hypertenzi patfi do skupiny onemocnéni spojenych
s metabolickou poruchou a nevyvazenou energetickou homeostdzou. Velky vyznam
v téchto procesech hraji mitochondrie. Tzv. CIDE proteiny jsou proteiny indukujici
bunéénou smrt pomoci tzv. DFF45 efektori, mezi které patii CIDEa, CIDEb a Fsp27
(také CIDEc). Jsou pievazné exprimované v hnédé tukové tkani'>, jatrech'® a bilé

L s :13
tukové tkani!*> 134133

. U CIDE protein deficientnich zvifat bylo prokazéano, Ze tato tiida
proteinll hraje vyznamnou roli pfi uklddani tukd, tvorbé lipidovych kapicek, lipolyze a pfi

vyvoji obezity, diabetes a jaterni steatozy'°.

2.4.1 Tkarniova distribuce a transkripcni regulace CIDEa proteinu

CIDE proteiny obsahuji evoluéné zakonzervovanou CIDE-N doménu, kterad sdili
homologii k DNA fragmentaénimu faktoru 40/45 (DFF40/45; cit."””) a CIDE-C doménu,
ktera je mezi CIDE proteiny unikétni (obr. 8; cit."*®). Na rozdil od DFF40/45 proteind,
které jsou exprimovany ve vSech tkanich, CIDEa se u hlodavci nejvice vyskytuje v hnédé

tukové tkani'*’a u lidi v bilé tukové tkani"®. CIDEa a Fsp27 jsou také detekovany
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v tuénych jatrech, ve kterych je akumulovan piebytek lipida a tvoti se zde velké lipidové

kapky'*’.

* CIDE-N CIDE-C
[ T

* oblast specificka pro CIDEa

Obr. 8. Schématicka struktura CIDEa (upraveno podle Wu a kol."**)

CIDEa je pravdépodobné distribuovana v mitochondriich a hypoteticky tvofi
komplex s proteinem specifickym pro hnédy tuk, s mitochondridlnim odptahujicim
proteinem UCP1. Tato spekulace byla zalozena na pozorovani, ze koexprese téchto dvou
proteinii v kvasinkach snizuje odpfahujici schopnost UCP1'.

Vysoké hladiny exprese CIDEa byly detekovany v hnédé tukové tkani (BAT), coz
je asi 50 - 100 x vice nez v jinych tkanich. U 15 dni starého embrya mysi byla CIDEa
detekovana v interskapuldrni oblasti stejné¢ jako UCP1. Ve stejné oblasti byly oba
proteiny exprimovany i u tyden starych mysi. Nizké hladiny mRNA byly detekovany
1 v srdci, mozku, svalu, kostni dieni a thymu mysi. CIDEa byla stanovena v srdci, nizsi
hladiny v kosternim svalu, mozku, lymfatickych uzlinach, thymu, appendixu a kostni
dfeni Cloveka jako 1,3 kb transkript. Dalsi transkript o velikosti 1kb byl detekovan v nizsi
hladin¢ v placenté. Dale byl detekovan i transkript o velikosti 7kb v ledvinach a v nizsi
koncentraci v srdei, plicich, mozku a placenté. CIDEa byla nalezena v embryonalnich
ledvinnych bunkéach 293T, buiikdch karcinomu prsu MCF-7, builkkdch neuroblastomu
SHEP a v bilé tukové tkani'**'"*’. CIDEa je exprimovana v jatrech dospélych starych
a diabetickych mysi'*.

CIDE proteiny podléhaji pfesné regulaci na transkripéni 1 posttranslacni Grovni.
CIDEa region promoteru obsahuje PPARa i PPARy responsivni elementy (peroxisome
proliferator-activated receptor) a mize byt aktivovan agonisty PPAR'*’. Navic PGC-1a
muze aktivovat CIDEa expresi vazbou na ERRa (estrogen-related receptor o) a NRF-1
(nuclear respiratory factor-1), zatimco RIP140 (receptor interacting protein), korepresor
nukledrnich receptord, interaguje s PGC-1la (peroxisome proliferator activated receptor

gamma co-activator) a potlatuje jeji transkripéni aktivitu na CIDEa promoteru'*'*,
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Vyzkum néadorovych bunék naznacuje, ze CpG metylace na CIDEa promotorovém

regionu hraje vyznamnou roli v ustaveni a udrzeni tkanoveé a bunécné specifické exprese

CIDEa. TNFa negativng reguluje transkripci CIDEa prostfednictvim aktivace NF-xB'*.
Na posttransla¢ni urovni je CIDEa v adipocytech degradovéna pies proteasom

46

rostfednictvim ubikvitinu' CIDEa je modifikovana O-glykosylaci, ktera muze
p J glykosy

kontrolovat jeji subcelularni lokalizaci i aktivitu indukce bun&éné smrti'?’.

2.4.2 Subcelularni lokalizace CIDEa proteinu

Pii zvySené expresi proteini CIDEa a CIDEb v heterolognich bunkach bylo
zjiSténo, ze rozloZeni téchto proteini se podoba distribuci fluorescenéni sondy
MitoTracker, ktera se specificky akumuluje v mitochondriich'**'*. Pozdgji se ukazalo,
ze tento model je specificky spojen s pozdni fazi bunééné smrti. V soucasnosti byla

49 a lipidovych kapickach™”.

CIDEa lokalizovana v endoplazmatickém retikulu (ER)
Lipidové kapicky jsou vysoce funkéni organely, které jsou v blizkém kontaktu
s mnohacetnymi subcelularnimi strukturami jako jsou ER, endosomy, mitochondrie
a plasmaticka membrana'>’'. Vysvétleni tohoto pozorovani muze spocivat ve zvySené

expresi proteinit v heterolognich bunkach, které podléhaji specifickym morfologickym

zméndm béhem apoptosy, nebo v rizné lokalizaci lipidovych kapek.

2.4.3 CIDEa protein a vyvoj metabolickych onemocnéni

Vzhledem k sekvenci CIDE proteind, ktera je homologni k DFF40/45, jsou studie
na této rodin¢ proteinii zaméefené piedevSim na jejich aktivitu pfi indukei bunééné smrti.

Gong a kol."® vyuzili CIDEa deficientni mysi a nepozorovali rozdily v apoptose
mezi standardnimi a CIDEa-/- mySmi v adipocytech hnédé tukové tkané. Prekvapivé
u téchto CIDEa-/- mysi byla pozorovdna zména fenotypu s hubenosti, sniZenymi
hladinami leptinu a plasmatickych lipidii a s rezistenci k dietou indukované obezité.
Ptedevsim u CIDEa-/- mysi byl vyrazné snizen obsah lipidii béhem vystaveni chladu, coz
naznacuje vyznam CIDEa pii kontrole energetického vydeje v tukovych tkénich. Navic

CIDEa-/- mySi mély vyss$i metabolicky ob&h a lepsi citlivost k inzulinu. V praci Gong
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akol.”® je dilezité srovnani jednotlivych CIDE proteind s navaznou odlisnosti ve
fenotypu mysi, které mély geny téchto proteinti nefunkcni (knokautované).

CIDEa hraje vyznamnou roli jako regulator télesné hmotnosti u mysi i lidi, a proto
je kandidatnim genem pro vznik lidské obezity. N&kolik zjisténi podporuje fakt, ze
CIDEa je zapojena v regulaci télesné hmotnosti. Mysi bez CIDEa jsou rezistentni na
dietou indukovanou obezitu a diabetes, a vykazuji vysSi metabolicky ob&h a lipolyzu
v hnédé tukové tkani nez standardni mysi'*2. U obéznich Zen, které podstoupily redukéni
nizkokalorickou dietu, byla mRNA pro CIDEa nejvice zvySena v subkutanni tukové tkani
v porovnani s dal§imi osmi tisici vySetfovanymi geny' 2. Kromé toho CIDEa mRNA je
snizena v subkutanni tukové tkani u obéznich subjekta'*’.

153V souladu

Exprese CIDEa nepfimo koreluje s bazalnim metabolickym ob&hem
s pozorovanim, ze CIDEa reguluje lipolyzu v hnédé tukové tkani, se ukazalo, ze CIDEa
kontroluje lipolyzu v lidskych adipocytechm. Zvysena CIDEa byla pozorovana
ivjatrech diabetickych mysi'*. V bilé tukové tkani lidi oznadenych jako obézni na
zakladé BMI, korelovaly hladiny CIDEa a CIDEb pozitivné s citlivosti na insulin, coz
naznacuje jejich plisobeni v kontrole lipolyzy v adipocytech a tedy cirkulaci mastnych
kyselin'®’. CIDE proteiny tak mohou byt novymi regulatory vyvoje metabolickych
onemocnéni jako je obezita, diabetes mellitus 2. typu a jaterni steatdza. Obezita je
nejrizikovéjSim faktorem pro vyvoj diabetes 2. typu, pficemz vyskyt téchto onemocnéni

vzrastd ve vEétSiné rozvinutych zemi. Prestoze je geneticky vliv na obezitu stanoveny,

geny podléhajici tomuto mechanismu regulace jsou z velké ¢asti nezndmé.

2.4.4 Mechanismus CIDEa v regulaci metabolickych onemocnéni

Prestoze role CIDE proteinti ve vyvoji metabolickych onemocnéni je ptiblizné
znama, molekularni mechanismus, kterym CIDE proteiny kontroluji metabolismus
v adipocytech a hepatocytech, jesté objasnén neni. Bylo prokézano, Zze CIDEa kontroluje
hladiny proteinu a aktivitu proteinové kinasy aktivované AMP (AMPK), kli¢ovy enzym
regulujici energetickou homeostazu v hnédé tukové tkani'*>. CIDEa je schopna specificky
interagovat s - podjednotkou AMPK a napomahat degradaci AMPK komplexu

proteasomem zprostfedkovanou ubikvitinem. Soucasné byly signifikantné zvySeny
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hladiny AMPK proteinu a enzymatickd aktivita v hnédé tukové tkani CIDEa-/- mys$i
a diferenciovanych mysich embryondlnich fibroblastech odvozenych od CIDEa-/- mysi
(MEFs). Proto zvySené hladiny a jejich enzymaticka aktivita vedou k signifikantné
zvysené B-oxidaci mastnych kyselin v CIDEa-/- adipocytech. To poskytuje molekularni
vysvétleni pro zvysené energetické vydaje a hubeny fenotyp CIDEa-/- mysi. Fyziologicka
role CIDEa v kontrole stability a aktivity AMPK miiZe byt rozsifena i do jinych tkani nez
jen do hnédé tukové tkané. Bylo publikovano, Ze resveratrol zmirnuje disledky
ztuénélych jater indukovanych vysokokalorickou dietou a prodluzuje zivotnost u mysi
¢asteCnou aktivaci jaterni AMPK. Resveratrol také vyrazné sniZzuje hladinu CIDEa

mRNA v jatrech®®.

2.4.5 CIDEa v apoptose

CIDEa indukovala v bunikkdch 293T fragmentaci DNA, a ta byla inhibovana
proteinem DFF45. To naznaCuje, Ze DFF45 rusi apoptotické vlivy CIDE proteint
pravdépodobné interakci DFF45 s CIDE nebo jinymi proteiny s homologii k N konci
DFF45, naptiklad s proteinem DFF40. CIDEa byla negativné regulovana skrze svou N
koncovou oblast'”’. Inhibitory kaspas zVAD-fmk a CrmA neovliviiovaly CIDEa
dependentni apoptosu, pfi€emZ CIDEa plisobila na apoptotickou signalni drdhu CD95/Fas
tak, ze posilovala apoptosu zprostiedkovanou Fas a CLARP (caspase-like protein,
interaguje s kaspasou-8, ktera je komponentou drahy CD95/Fas). Oproti tomu protein
DFF45 inhiboval apoptosu indukovanou CLARP a Fas'**,

Pokusy s delecnimi mutanty ukazaly, Ze C koncova oblast proteinu je nezbytna
pro zabijeni buné€k, zatimco N konec proteinu, homologni k DFF45, je dllezity pro
interakci s DFF45, a tim inhibici apoptosy' .

Dale byl zjistén vliv TGFB1 na glykosylaci proteinu CIDEa. TGFB1 je regulator
bunécného ristu, diferenciace a apoptosy. TGFB1 neovliviioval expresi proteinu, ale
inhiboval jeho glykosylaci. Deglykosylace proteinu CIDEa korelovala s posilenym
nukledrnim exportem proteinu a vysoké hladiny neglykosylované CIDEa inhibovaly
TGFP1 tizenou bunécnou smrt. Inhibice glykosylace CIDEa mtize tedy byt mechanismem

chranicim buiiky pied apoptosou'®’.



PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY 32

2.5 miRNA

Predstavy o komplexnosti regulace genové exprese byly nedavno rozsifeny o vliv
molekul mikroRNA (miRNA). miRNA jsou vysoce konzervované RNA tvofici 3 - 5 % ze
vSech genl v lidském genomu (tj. cca 1000 genil). Ovliviiuji stabilitu a translaci mRNA
cilovych genti a maji zasadni funkce v bun&éné diferenciaci, proliferaci a apoptose'>”.

Kratké fetézce miRNA jsou bunkami tvofeny v obrovském mnozstvi a jsou
jednim z nastroji bunky pro fizeni slozitych d&t. Mohou regulovat funkci gent, a to az
do jejich praktického ,vymazéni“. Cilem miRNA, respektive partnerskou
makromolekulou, se kterou asociuji, jsou molekuly mRNA. Pro vysledek vzajemné
interakce je duleZitda mira komplementarity mezi miRNA a cilovou sekvenci mRNA,
pficemz kli€ovou je komplementarita v pfedni ¢asti miRNA. Jedna se o sekvenci prvnich
7 - 8 nt, ktera nejspise urcuje, na jakou mRNA se bude vazat a expresi jaké skupiny genti

bude utlumovat'*

. Pokud zbyvajici ¢ast nema plnou komplementaritu, vytvari se docasné
spojeni a mRNA za téchto podminek neni schopna zajistit syntézu proteinu. Jakmile se
miRNA od cilové sekvence mRNA odpoji, schopnost syntézy proteinu je obnovena.
Pokud je ale komplementarita mezi miRNA a cilovou sekvenci mRNA dokonald, je

nastartovan jev zvany RNA interference (RNA1), coz je uml¢ovani genil prostfednictvim

dvouvlaknové RNA (dsRNA - double stranded RNA).

2.5.1 Viastnosti miRNA

miRNA patii mezi ¢leny rodiny malych RNA, kam dale nalezi malé jaderna RNA
(snRNA - small nuclear RNA), UCastnici se sestfihu mRNA, mald jadérkova RNA
(snoRNA - small nucleolar RNA), kterd pfimo modifikuje rRNA, a kratké interferujici
RNA (siRNA - small interfering RNA), jez je produkovana z dlouhého dvouvlaknového
RNA prekurzoru (dsRNA - double stranded RNA). K témto malym nekddujicim RNA se
v posledni dobé¢ fadi i druhy jako piRNA (Piwiinteracting RNA, RNA interagujici s Piwi,
podrodinou proteinii Argonaut), mtRNA (mitochrondrial RNA) nebo rasiRNA (repeat-
associated small interfering RNA, mald interagujici RNA véazana na repetice ve slozeni

DNA). Téchto pfiblizné deset typt molekul RNA hraje tak vyznamnou roli pii regulaci



PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY 33

pochodl v organismu, Ze si vydobyla vlastni pojmenovani lincRNA (large intervening
non-coding RNA)"’.

miRNA jsou velmi malé endogenni RNA, ~ 18 - 24 nt dlouhé jednovlaknové
RNA molekuly, které byly poprvé identifikovany roku 1993 genetikem Victorem

Ambrosem %,

Plni v buiice funkci negativniho reguldtoru genové exprese na
posttranskripéni rovni, tj. na trovni molekul mRNA (obr. 9). Molekulu miRNA lze
definovat na zakladé né€kolika kritérii: (1) pfitomnost specifické ~ 22 nt dlouhé¢ RNA
detekovatelné pomoci Northern blottingu, RT-PCR, RNase protection assay, analyzou
prodlouZeni primeru a microarray, (2) pfitomnost té¢to malé RNA v komplementarni ¢asti
jejiho ~ 70 nt dlouhého prekurzoru, (3) fylogeneticky konzervovana zrala RNA
a prekurzor, ackoli toto nemusi zcela platit pro druhové specifickou miRNA,
(4) signifikantni pokles navrZzenych miRNA a néasledné akumulace jejich prekurzoru po
odstranéni majoritniho enzymu odpovédného za zpracovani miRNA.

Vétsina miRNA (70 %) je lokalizovana v intronech a/nebo exonech, a ~ 30 % je
lokalizovano v mezigenovych oblastech'>. Prvni skupina miRNA z intronii a/nebo exont
je orientovédna ve sméru transkripce exonu kodujiciho “hostitelsky” gen, a proto miize byt
transkribovana jako cast anotovanych genii. Druhd skupina miRNA je transkribovéna
z mezigenovych oblasti'®, coz znamena, Ze vytvéieji nezavislé transkrip&ni jednotky'®'.
Tteti skupina miRNA pochazi z intronli a/nebo exonil anotovanych genti, ale jsou
piepisovany v orientaci opacné oproti genu. To miiZe opét znamenat vytvafeni vlastnich

transkripcnich jednotek.

2.5.1.1 Biogeneze miRNA

miRNA geny jsou transkribovany RNA polymerasou II stejné¢ jako protein
kodujici geny do dlouhého polycistronniho primarniho transkriptu. Primarni transkript
(pri-miRNA) ma na 3’ konci polyA zakonceni a na 5° konci ¢epi¢ku podobné jako
mRNA, coZ jsou obvyklé ochranné prvky pfed plisobenim exonukleaz. Délka pri-miRNA
neni presné znama (pravdépodobné pies 1 kb). Casto obsahuje nékolik zralych miRNA,
které tvori klastr. Molekuly pri-miRNA jsou v jadie Stépeny enzymem Drosha (RNasa

typu III, endonukleasa), ktery nemiize fungovat bez svého partnera, se kterym tvori
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komplex Drosha-DGCRS8 (produkt DiGeorge syndrome critical region gene 8)'°*'®.

Produktem Stépeni je bud’ jeden ¢i vice (v pripad¢ klastru) inaktivnich prekurzord miRNA
(pre-miRNA). Jednd se o ptiblizné€ 70 - 90 nt dlouhou molekulu s vldsenkovou strukturou
se smycCkou, ktera je transportovédna z jadra do cytoplasmy jadernym proteinem Ran-GTP
ajadernym transportnim receptorem Exportin-5, kde je dale upravena enzymem
RNasa III Dicer'®'. Ten §tépi prekurzor pre-miRNA ve fixni vzdalenosti 21 nt od konce
vytvofeného enzymem Drosha a vytvaii tak miRNA/miRNA* duplex. Oba fetézce
duplexu jsou separovany komplexem Dicer-TRBP a jeden fetézec duplexu (mature - zrald
miRNA) je inkorporovan do proteinového komplexu RISC (RNA induced silencing
komplex), na rozdil od druhého Fetézce, ktery je degradovan'®’. Do komplexu RISC se
pievazné zaglefiuje ten fetézec, jehoz 5¢ konec je termodynamicky méné stabilni'®.
Komplex RISC obsahuje €leny proteinové rodiny Argonaute, ktefi jsou dulezité
pfi umlcovani genl (gene silencing) u Caenorhabditis elegans, Neurospora crassa
a Arabidopsis thaliana'®. Sougasti lidského RISC komplexu jsou jesté helikasy Gemin 3,
Gemin 4 a elF2C2 (lidsky homolog proteinu Argonaute). RISC umoziiuje vazbu zralé
miRNA na 3‘UTR oblast cilové mRNA a tim sekvencné specifickou represi translace

nebo Stépeni cilové mRNA (obr. 9).

2.5.1.2 Funkce miRNA

Ackoliv je biologicka funkce vétSiny miRNA stdle nezndma, miRNA svou aktivitou
zasahuje do mnoha biologickych procest u virti, hub, rostlin i Zivo¢ichli a odhaduje se, ze
reguluje piiblizné 30 % protein kodujicich gent lidského genomu. Ke zndmym funkcim
miRNA molekul patii kontrola proliferace bun¢k, bunétné smrti (bantam miRNA)

167,168

a metabolismu tukli (miR-14) u Drosophily , neurondlni patterning u nematod'®’,

170 hebo kontrola

modulace diferenciace hematopoetické vyvojové linie u savcti (miR-181)
vyvoje listi a kvéth u rostlin (konkrétné¢ u Arabidopsis thaliana), kde je zapojena
miRJAW, miR-159 a miR-172""". Molekuly miRNA jsou i dileZitymi regulatory
v mnoha fyziologickych procesech, napi. v sekreci insulinu (miR-375), vyvoji

kardiovaskularniho systému a vyvoji nervové soustavy (miR-430). miRNA také hraje

rozhodujici roli v iniciaci a rozvoji lidské rakoviny. Témét vSechny miRNA vykazuji
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riznou uroven aberantni exprese v riznych typech rakoviny, protoze vice nez polovina
lidskych miRNA genit je lokalizovana v mistech zapojenych do rozvoje rakoviny a na

mistech citlivych na zlomy (fragilni mista)' "2
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Obr. 9 Biogeneze miRNA (upraveno podle Lee akol.'”)
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2.5.2 Rodina hsa-miR-29

U ¢loveka nalézdme miRNA geny ve vSech chromosomech kromé chromosomu
Y. Rozmisténi miRNA genl neni ndhodné, ale pfiblizné¢ 50 % znadmych miRNA se
vyskytuje ve shlucich neboli klastrech a ty jsou transkribovany jako polycistronni
primarni transkript. miRNA klastry maji vétSinou podobnou sekvenci a obvykle obsahuji
dva nebo tfi miRNA geny. Rozd¢€leni klastrii v§ak neni umérné velikosti chromosom.
Napftiklad mal¢ chromosomy 17 a 19 obsahuji vice miRNA nez by se dalo ocekavat.
Jedna studie uvadi, Ze se jedna o 16 z 90 prozkoumanych miRNA geni nalézajicich se
v klastrech, coz tvofi 5% celého genomu'’>. Objev uspofadani miRNA do klastri
ukazuje, ze miRNA muze pracovat ve spojeni s dal§imi molekulami a tim se ukazuji jeji
dalsi role v mnoha biologickych procesech.

Rodina miR-29 je slozena ze dvou vysoce homolognich klastrti, a to klastru 29c,
obsahujiciho miR-29¢ a miR-29b-2, a klastru 29a slozeného z miR-29a a miR-29b-1.
Klastr 29¢ se nachazi na chromosomu 1 (1q32.2) a klastr 29a na chromosomu 7 (7q32.3).
Ve studii sledujici expresni profily mnoha leukemickych linii se ukdzalo, Ze rodina
miR-29 vykazuje nejvySsi expresi v liniich Jurkat a CMK (human megakaryoblastic
leukemia cell line). Nejvyssi hladinu exprese vykazovala miR-29a, naopak u miR-29b-1a

miR-29b-2 byla detekovana zanedbatelna az nulova exprese' .

2.5.2.1 Cilové geny miR-29

hsa-miR-29 byla jednou z prvnich miRNA, pro niZ byla identifikovana cilova
molekula mRNA, a to onkogen Tcl-1'". Od té doby byly odhaleny dalsi cilové geny,
které¢ mohou byt spojeny s apoptosou a fibrotickymi procesy. Ve vysoce invazivnim typu
rakoviny, karcinomu nosohltanu, byla microarray metodou po biopsii tkdné zjiSténa
sniZzena exprese miR-29c. Cilovymi pro tuto miRNA se ukazuje byt n¢kolik mRNA
kodujicich proteiny extracelularni matrix spojenych s metastazemi. Mezi tyto proteiny se
fadi sedm typi kolagenu, laminin, fibrin a jiné. V mnoha nadorovych bunkach zvySeni
extracelularni hladiny kolagenu a lamininu indukuje zvySeni invazivnosti a tvorbu

;1
metastaz'’®.
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Nedavnymi studiemi byla prokdzana regulace exprese Bcl-2 prostfednictvim
miRNA. Byla navrzena hypotéza o mozné regulaci antiapoptotického proteinu Mcl-1
(Myeloid cell leukemia-1 protein) z Bcl-2 rodiny také prostfednictvim miRNA. Mcl-1 je
exprimovan v mnoha tkénich a buiikach, v€etné nadorovych. Pro své vlastnosti je Mcl-1
vhodny k poskytnuti kratkodobé ochrany bunky pfed smrti. ZvySend exprese proteinu
Mcl-1 tlumi apoptoticky signal, ktery byl indukovan naptiklad pGsobenim cytotoxickych
latek, jako je etoposid nebo UV zéfeni. Studie ukézaly, ze Mcl-1 funguje jako reguldtor
apoptosy indukované pies mitochondrie. Dalsi latkou schopnou ovlivnit translaci proteinu
Mcl-1 je staurosporin. Staurosporin je inhibitorem proteinkinas, ktery pfevazné plisobi na
proteinkinasu C a indukuje apoptosu u mnoha bunéénych typt. Redukuje hladinu Mcl-1
proteinu a Mcl-1 mRNA'"". Regulace hladiny Mcl-1 na trovni mRNA a proteinu je velmi
dilezita v ochrané bunky pfed nastupujici apoptosou. Ve studii srovnavajici maligni
(KMCH) a nemaligni (H69) cholangiocyty bylo stanoveno, ze exprese proteinu Mcl-1 je
regulovdna miRNA, konkrétné rodinou miR-29. V malignich bunkach byla v porovnani
s nemaligni linii zvySend exprese Mcl-1 a snizend exprese miR-29b. Transfekce pre-miR-
29 do KMCH méla za nasledek snizenou regulaci Mcl-1. K ovéfeni tohoto predpokladu
byla inhibovéana funkce miR-29b pomoci LNA oligonukleotidii. Vysledkem bylo zvySeni
hladiny Mcl-1 a ochrana bun&k pied aktivaci kaspasy 3 a 7 u nemalignich bungk'”®.

Epigeneticka regulace obecné spada do dvou kategorii, a to modifikace histonli
a DNA methylace, coz je pfenos methylové skupiny z S-adenosylmethioninu na cytosin
v poloze 5° DNA-methyltransferasou (DNMT). U savct existuji ti1 katalyticky aktivni
formy DNMT: DNMTI1, DNMT3A a DNMT3B. U nemalobunééného karcinomu plic
(NSCLC), nejcastéjsiho typu rakoviny plic, byla nalezena téméf o 60 % zvySend hladina
DNMT3A a 3B'”. Exprese viech izoforem miR-29 je snizena v NSCLC. Jako cilové
geny byly identifikovany DNMT3A a 3B. Pravé zvySend hladina DNMT3A u NSCLC je
hladiny DNMT3A a 3B. Nejzietelnéjsi vysledek byl u miR-29b, kdy byla exprese obou

proteind sniZzena o 40 % jiz po 72 hodinach od transfekce'™.
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2.5.3 Vliv miRNA na apoptosu

Prestoze role miRNA v apoptose neni dosud plné objasnéna, v posledni dobé
ptfibyvaji dikazy, Ze v tomto procesu je nezbytnid. Dysregulace nckterych miRNA
zapojenych v apoptose mize byt jednim ze zakladnich mechanismi rozvoje rakoviny

a resistence na chemoterapii.

2.5.3.1 Vnitini mitochondrialni draha apoptosy a miRNA

Antiapoptotické proteiny rodiny Bcl-2 piisobi jako stézejni regulatory
mitochondrialni drahy'®', ktera je vyvolana réiznymi vnitrobun&&nymi podnéty, jako je
posSkozeni DNA, oxidativni stres nebo nedostatek rtstovych faktori. ZvySenad exprese
Bcl-2 se vyskytuje v rakoving prsu, Hodgkinové lymfomu'®* a B-CLL. V t&chto typech
rakoviny je castd chromozomalni translokace Bcl-2. miR-15 a miR-16 byly
identifikovany jako reguldtory antiapoptotického faktoru Bcl-2, kdy jejich snizena
exprese v leukemickych buiikach koreluje se zvySenou expresi Bcl-2, zatimco opak byl
viditelny v normalnich CD5+ lymfoidnich bunkéch. Indukce apoptosy regulaci Bcl-2 in
vitro naznacuje, ze dysregulace téchto miRNA je dulezitym bodem v obchazeni apoptosy,

coz miiZze nakonec vést az k tumorogenezi.

2.5.3.2 VnéjSi receptorova draha apoptosy a miRNA

Nékolik studii z posledni doby naznacuje'*'™

, ze miRNA je soucasti
1 receptorové drahy apoptosy spousténé vazbou TNFa, TRAIL (TNF-Related Apoptosis
Inducing Ligand) a Fas-ligandli na jejich receptory lokalizované na povrchu bunky.
Signalizace pomoci TRAIL vyvolava apoptosu v fadé transformovanych bunék in vivo
ain vitro. Nicméné nékteré nadorové bunky se vyznaCuji TRAIL resistentnim
fenotypem'®’. miR-221 a miR-222 byly identifikovany jako regulatory citlivosti TRAIL
v nemalobunééném karcinomu plic. Analyza téchto dvou miRNA ukazuje rozdilnou
expresi v TRAIL resistentnich (CALU-1) v porovnani s TRAIL citlivymi (H460)
bunéénymi liniemi. ZvysSena hladina exprese miR-221 a miR-222 v TRAIL citlivych
buiikach zvySuje odolnost vici apoptose spusténé vazbou TRAIL pfiblizné o 40 %

a redukuje aktivaci kaspasy 3 a 8. Tyto miRNA mohou slouzit jako nové markery urcujici
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citlivost bun¢k na TRAIL. Moznymi cilovymi geny jsou protoonkogen Kit a nddorovy
supresor p27K,-p1184, zapojeny do bunécném cyklu. Ukazala se jejich snizend regulace
v bunikach rezistentnich k TRAIL.

Dalsi studie prokéazaly negativni regulaci p27xipt miR-221 a miR-222 v rakoving
prsu, ktera souvisela s resistenci na chemoterapeutikum Tamoxifen'®’. Antiapoptoticky
protein Mcl-1, ¢len rodiny Bcl-2, ktery vazbou na proapoptotické proteiny Bim a Bid
brani apoptose spusténé prostfednictvim TRAIL, byl identifikovan jako cilovy gen miR-
29 v cholangiokarcinomové bunééné linii (KMCH). Byla prokazana komplementarita
mezi poCatecni sekvenci miR-29 a 3°-UTR oblasti Mcl-1. Transfekce pre-miR-29 do
KMCH méla za nasledek snizenou regulaci Mcl-1, pouze na trovni proteinti, naznacujici
posttranskripéni regulaci. Byla demonstrovana schopnost miR-29 zvysit citlivost bun¢k
na apoptosu vyvolanou TRAIL, pfi¢emZ inhibice miR-29 vyvolala resistenci. miR-29 ma
také sniZzenou expresi v rakoviné plic a B-CLL. Moznou pfi¢inou je poloha miR-29a
a miR-29b v genomu na fragilnim misté FRA7'".

Tyto studie nam poskytuji ditkaz, Ze miRNA ma dualezitou roli v regulaci proteint

zapojenych do obou cest apoptosy.
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Zamé&rem predkladané disertacni prace bylo zjistit, jakym zplsobem je mozné
regulovat expresi mitochondridlnich proteinii za ucelem ovlivnéni mitochondridlni

energetiky (UCP2) a apoptosy zavislé na mitochondriich (CIDEa a Bak).

Konkrétni cile byly:
1. Studium exprese UCP2 v potkanich kardiomyocytech
» Detekce UCP2 na tGrovni proteinu a mRNA puisobenim riznych latek.
» Vliv fosforylované p38 na expresi UCP2.
» Vliv polyfenolt na expresi UCP2.

2. Studium exprese CIDEa v bunécné linii T-REx HeLa
» Vliv exprese CIDEa na apoptosu.
» Lokalizace proteinu CIDEa v buiice.

» Redistribuce proteinu CIDEa ptisobenim induktorti apoptosy.

3. Ovlivnéni exprese pro-apoptotickych proteini v bunééné linii Hela

transfekované miR-29
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Biologicky material

4.1.1 Bunécny material

Lidska bun&éna linie T-Rex™-HeLa (lidska bun&éna linie karcinomu délozniho
¢ipku stabiln¢ exprimujici Tet represor z plasmidu pcDNA6/TR) byla zakoupena od
firmy Invitrogen (katalogové ¢islo R714-07). Lidska hepatomova linie HepG2 (ECACC
No. 8501143) a bunky HL-60 (ECACC No. 98070106) byly zakoupeny od ECACC (The
European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK).

Priméarni potkani neonatdlni kardiomyocyty a mitochondrie byly izolovany ze
srdci laboratornich potkanti kmene Wistar (250 - 275 g) zakoupenych od firmy Biotest
(CR). Veskera prace se zvifaty byla provadéna s povolenim Etické komise FNOL a LF

UP v Olomouci v souladu s mezinarodni legislativou.

4.2 Chemikalie, roztoky a pristroje

4.2.1 Chemikalie

Agaroza typ I a VII, bicinchoninova kyselina (BCA), sterilni dimethylsulfoxid
(DMSO), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT), disodna
sul ethylen-diamintetraoctové kyseliny (Na,EDTA), disodna sl redukovaného
B-nikotinamidadenidinukleotidu (NADH), dodecylsulfat sodny (SDS), ethidium bromid,
ethylen-diamintetraoctova kyselina (EDTA), fetdlni hovézi sérum (FBS), fetdlni teleci
sérum (FCS), K-EGTA, L-glutamin, hovézi albumin - frakce V (BSA), N-(2-
hydroxyethyl)piperazin-N"-2-etansulfonovd kyselina (HEPES), malat, metanol (HPLC
grade), Na;VO,, neesencialni aminokyseliny, penicilin (stabilizovany roztok, 100 U-ml™),
Ponceau S, pyruvat, sondy H,DCFDA, JC-1 a DAPI, streptomycin (100 mg'ml™),
sukcinat, teleci sérum (NCS), ferc-butylhydroperoxid (1BH), tetrasodna stil redukovaného
-nikotinamidadenindinukleotidfosfatu =~ (NADPH), tris(hydroxymethyl)aminometan
(Tris), Triton X-100, TriZOL Reagent, 0,4% roztok trypanové modii, 0,25% roztok
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trypsin-EDTA. Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM) a minimalni
esencidlni médium (MEM) bylo koupeno od firmy GIBCO - Life Technologies (USA).

Dale byly pouzity: primarni kozi protilatky - aktin (Santa Cruz), Bak (Abcam),
UCP2 (Santa Cruz), primarni krali¢i protilatky - fosforylovana p38 (Cell Signaling),
Mcl-1 (Santa Cruz), DNMT3B (Abgent), sekundarni kozi protilatka konjugovana
s ktenovou peroxidasou (HRP), sekundarni krali¢i protilatka konjugovand s HRP,
Western blotting luminol ¢inidlo A a B pro chemiluminiscen¢ni detekci HRP od Santa
Cruz Biotechnology (USA). Proteasovy inhibitor Complete™ od firmy Roche Diagnostic
GmbH (Némecko), dithiotreitol (DTT), glycerol, 2-merkaptoetanol, roztok akrylamidu
s N,N’'-methylenbisakrylamidem (29:1, 40 %), sacharosa, standard molekulové hmotnosti
Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas - Life Science), N,N,N’,N’-
tetramethylethylendiamin (TEMED), 10 x Tris-glycin pufr, 10 x Tris-glycin-SDS pufr
a Tween®™ 20, vie od firmy Bio Basic Inc. (Kanada). Sufené mléko Laktino (1,3 % tuku)
od firmy PML (CR), ledova octova kyselina (HPLC gradient grades) spole¢nosti Merck
& Co Inc. (USA), BCA™ kit pro stanoveni proteinti od Pierce (USA), kolagenasa
o aktivité¢ PZ 162 a 263 U/g od firmy Serva (Némecko).

Pro préci s bunénymi kulturami byly pouzity kyslik a oxid uhli¢ity od firmy
Linde Technoplyn (CR).

Ostatni chemikalie stupné Cistoty p.a. byly zakoupeny od firmy Pliva-Lachema

(CR).

4.2.1.2 Silybum marianum L. Gaertner

Silibum marianum L. Gaertner, ostropestfec mariansky, patfi mezi nejstarsi zndmé
byliny, které byly vzdy Siroce vyuZivany v tradicnim lékafstvi pii 1écbé jaternich

onemocnéni'®¢

. Standardizovana polyfenolova frakce extraktu ze semen se nazyva
silymarin a obsahuje pfiblizné 70 - 80 % flavonolignanti a z 20-30 % chemicky
nedefinovanou frakci, slozenou ptevazné z polymernich a oxidovanych polyfenolovych
sloucenin. Flavonolignany jsou hlavné silybin (obr. 6. A), isosilybin, silychristin

a silydianin. Dalsi slou€eniny zastoupené v menSim mnozstvi jsou 2,3-dehydrosilybin

vvvvvv
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silybin 1 silymarin jsou dobfe snaSeny a nezpusobuji zadné signifikantni nepiiznivé
G&inky na zdravi'®®. V nadi praci jsme pouzili smési dvou diasteromerti A a B priblizné

v poméru 1:1.
A

HO

Obr. 6. Chemicka struktura silybinu (A) a 2,3-dehydrosilybinu (B).

4.2.2 Roztoky
Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS)

10 x PBS: NaCl (0,137 mol'I"), KCIl (0,00268 mol'I'), Na,HPO, (0,00896 mol-1™),

KH,PO, (0,00147 mol-I"), pro experimenty byl zasobni roztok 10x zfedén.

Roztok fosfatového pufru (PBS+) pro detekci produkce ROS
PBS+: glokosa (30 mmol-1™), MgCl, (1 mmol‘l™"), CaCl, (0,5 mmol-1™"), pH 7,4.

Roztoky pro SDS-PAGE a Western blot
Lyzaéni pufr: Tris (20 mmoll'), EGTA (5mmoll"), NaCl (150 mmol1"),
glycerolfosfat (20 mmol-1™"), NazVO, (1 mmol-I"), NaF (1 mmol‘l™"), Triton X-100 (1%,
v/v), Tween 20 (0,1%, v/v), inhibitor proteas CompleteTM (1 tableta v 50 ml), pH 7.5.
Migraéni pufr: Tris/HCI (1,5 moll""), pH 8,8.

Migraéni gel: 10% SDS polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu
29:1 (24,7 %), deionizovana voda (48,5 %), migracni pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat
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sodny (1 %), 10% peroxodisiran amonny (1 %), tetramethylethylendiamin (0,1 %); a 15%
SDS polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (37,1 %),
deionizovand voda (36,1 %), migracni pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat sodny (1 %),
10% amonium persulfat (1 %), tetramethylethylendiamin (0,1 %).

Zaostiovaci pufr: Tris (0,5 mmol-1™), pH 6,8.

Zaostrovaci gel: 10% polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1
(13,1 %), deionizovanad voda (60,6 %), zaostiovaci pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat
sodny (1 %), 10% peroxodisiran amonny (0,3 %), tetramethylethylendiamin (0,15 %).
Pfenosovy pufr: Tris (25 mmoll"), glycin (0,192 mol'l"), metanol (20%, v/v),
SDS (0,1%, m/v), pH 8,3.

TBS (tris-buffered saline): Tris (0,1 mol-1™), NaCl (0,137 mol-1™), pH 7.6.

TBS/T: Tween 20 (0,05%, v/v) v TBS.

TBS/T/mléko: Tween 20 (0,05%, v/v), susené mléko (5%, m/v) v TBS.

TBS/T/BSA: Tween 20 (0,05%, v/v), BSA (5%, m/v) v TBS.

Vzorkovy pufr: Tris (0,125 mol-l'l), pH 6.,8; SDS (4%, m/v), glycerol (20%, v/v),
DTT (0,2 mol-1™), bromfenolova modf (0,02%, m/v).

Barvici roztok: kyselina octova (5%, v/v); Ponceau S (0,1% m/v).

,Stripping pufre: Tris (62,5 mmol-I""), SDS (2%, v/v), 2-merkaptoetanol (0,1 mol1™),
pH 6,7.

Roztok pro respirometrii
Roztok: KC1 (120 mmol1™"), K-MOPS (5 mmol"), K-EGTA (I mmol-1"), K-fosfatu
(0,5 mmol-I"), MgCl, (0,5 mmol-1™), pH 7.2.

Roztoky pro pripravu subcelularnich frakci

Pufr A: HEPES (20 mmol-l"; pH 7,9), NaCl (420 mmol-I"), EDTA (0,2 mmol-1™),
MgCl, (1,5 mmol-1™), DTT (0,5 mmol-I""), PMSF (0,5 mmol-1™"), glycerol (25% (v/v)).
Pufr B: HEPES (10 mmollI"; pH 7.9), KCI (10 mmol-1™"), MgCl, (1,5 mmol-1"), DTT
(0,5 mmol-1""), NP-40 (0,1% (v/v)).

Roztoky pro stanoveni aktivity LDH
LDH pufr: Na,HPO, (50 mmol-I""), pH 7,5; pyruvat sodny (1,22 mmol-1™").
Pracovni roztok: NADH (0,4 mmol-I"") v LDH puftu.
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Roztoky pro stanoveni aktivity kaspasy 3
Lyzaéni pufr: HEPES (0,05 mol-l'l), pH 7,4; Triton X-100 (0,5 %, v/v), inhibitor
proteas Complete™ (1 tableta v 50 ml), DTT (0,005 mol.1™)
Reakéni pufr: HEPES (0,02 mol'l™"), pH 7,1; EDTA (0,002 mol-I""), inhibitor proteas
Complete™ (1 tableta v 50 ml), DTT (0,005 mol-1™)
Zasobni roztok substratu pro kaspasu 3: 0,010 mol-l”" Ac-DEVD-AMC v DMSO
Zasobni roztok inhibitoru pro kaspasu 3: 0,002 mol-I"' Ac-DEVD-CHO v DMSO

Reakéni smés se substratem: 995 pl vzorkového pufru a 5 pl substratu (0,01 mol-™)
(Ac-DEVD-AMC v DMSO)
Reakéni smés s inhibitorem: 995 pl vzorkového pufru, 5 pl substratu (vysledna

koncentrace 0,05 mol'I™"), 0,5 ul inhibitoru (vysledna koncentrace 0,001 mol-1"")

Roztoky pro TUNEL
Permeabiliza¢ni roztok: 0,1% Triton X-100, 0,1% citrat sodny v PBS

Reakéni smés TUNEL: termindlni deoxynukleotidyl transferasa, roztok fluorescencné

zna¢enych nukleotidfi, pomér 1:9

Roztoky pro stanoveni bilkovin

Pracovni roztok pro stanoveni dle Bradfordové: 0,01% (m/v) Coomassie Brilliantova
modf v 50 ml 95% etanolu a 100 ml 85% H3;PO4 doplnéno do 1000 ml vodou.

Standardy bovinniho sérového albuminu o koncentraci 0 - 2 g-17.

Roztoky pro izolaci a kultivaci bunék

Primarni potkani kardiomyocyty:

Ads pufr: HEPES (20 mmol-1™"), NaCl (120 mmol-I™"), NaH,PO4 (1 mmol-1™), glu