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. EVOD

Mitochondriejsody nami ck® organel y, kter Rakejamaddkeea j 2
energie nebo regub@aRee hd adi ay?2 viEak®kul vapo ot
modul aci oxidativn2zhoszs3rebeaktaiMiintid cahomslyig P
vgn2ku mezi rTznpmitmemDynT Mb| &bma tvar mit
dnNl en2 a f Yze, rjgeujjiec hngo rvfyov Soggeinio s tmiutdochondr i
sapopt -s@ebedestruk|ln2m bunhRl nim mechani smem,
se vivoje a udrgovsgn2 homeost8zy ve tk8&n2ch
Poruchy regulace apopt-zy moho wrganigmiiApbpt - Sa
Sad@agul ovanich vz&jemnhD propojenich djraka g/tnc
visl edek narugen?2 . ¥Vt oamt el uklr8rknuz jhsoonue opt @ z |
mi t ochondri e, ajjaek ot entiyt o c dvaomlair @ I/l M@ ddmgsShha . z & h |
i niciaci apoptecgptipGry mpnby Bmirs sk®2 | dal §2
jako autofagie a wsiotud pats-mas,it ijvedj ipclod 2 htay di. e

Synchronizace mol 6k WlN§rTnnN fpyrzoicoelsolg i rrkd gcr a me

mitochondri emi a ostatn2mi kompartmenty buRK
nejen jednoduchT mi substanceéini, aJ] akpSddaeh i
signalizal ngrcdit epirmoktien8z] a na na druh® stran
cytosol ukyiMijtS8dcrhao nbdwuR e obsahuj 2 speci[taMTOMO Vv a
aTIM komplexy,j ej i chg varianty zajigSuj2c?2 impos:t
matrix adresuj kd2r Br ¢leie kogdegradPp and) @ wekvenci proteinu.

Naopak informaln2 sign8ln2 kask8dy =zahrnuj?2
i mport nevygaduj 2, a proto jeegmBAjcg?2 i méd mb m&t

KromhD fosforyl ajci2npolWUM@ylsdc2 .n2ah modifikacs?
vniDmgt ochodnri 81 n?2 me mbr 8§ny j e zajigtnDn ne
vzE§jemn® veild kwibelnedn®ap ®ak&asini

proteinTisredi derot@®mzodinyBcla proteiny Y astn2zc2zm
mi t ochondrfml§Ming2 FI12310, (IMRP1 naORANjma wvreimb$ rgan)
i nici acziy. apFoptf-or yl ace DRP1 naopak vede k

sl ed i nter ak

apoptoti ckPrcoh npnrochjoe vbTun Nl nTch dRj T je vgak z.
Nen2 dosud zn§m pSesnl mechdmi pmu e kjSakl tjdsns
nepot vr zermdability ransiton porgdPTP)pr o nNj § Yl ast vgech
komponentnebyla vp o d st at ND. Cor ovkg8azk§ pex iesxtpuojret, mnoha pr
apoptotick® kask§8dy z ah rjakagytochrdm anAlE, bl@XACPUBIA, i e ,
Smac/ Di ablo, a v posledn2ch |l etech KNygpoozrdik



PTPb y | prok8z8&n prostup cytochromu ¢ pSes hex
proteiny rodiny BcLRov ng bzyj i gt Dno, ge tri mer mMibtro8dyun’
krist pr oo matrikwaj 2 cd?2c hpr ost up cytochr omu C z
Mechani smus exportu proteinT z mitochbndh®?2
proteiny,v | et nND nap$S. CIDEa jsou pS2lig vel k® pr

existuje pSedstava, ge i pSi |l etnTch dezi
porugen2ch integrity obou mitochondar im§ltmZdlho
nedochg8zz2. Nea by ak ,mMavit®® p akituee k t y oddgtNDpuj 2c?2

mitochodnri 8l n?2 s2thnN by mohl vy pSedstavovat
mechani smus je dnes VvgakiDHaseuly po tveet isctkayd i Wl assj
zprost Sedkovan® iniciuj?2c?mi mechani smy nez§

CDEj e vgak sts&8le v zal 8tc?2ch, byl o publ i kov§
podpoSenich hy Betn®z . z §kd @atdm2 olv D charakterist
mitochodri 8l n2 | okalizace a mognost pr erportt®u
di sertaln?2 pr8ce.

Druh§ | §st pmosrcfeo | soeg i 2 a bnii vivSouvislosti ghatofygol | no2g i 2k tl |
stavy VoupRoksyl.edn2 dek&dhD je s rozvojem konfok
vytvegS2 retikul8rn2 s2S8, hypoteticky jedino
neust 8l e mBhDn?2 d2 ky kontiau§lvaz2em turhbaud 83 hhc d
|l zol ovan® mitochodnrie jako solit®rn? l edvi
tak jako zn8m® ul ebnicov® obrazy na bg§gzi el e
getrn® fixadagiazsechopPnaginou pouze pS2|n® prTS
vgak prTSezy pod®l n®. Elektronov§ tomografi
podobnD sp2ge protruduj2c2ch "s8| kT" drfologier a k T
mitochodnr§ | n2 PS@ethr.nTch fixaln2ch postupech ng§m
prok8&8ge napS. u bunhRk kultivovaniTch v kultuég
odgt  Dpuj 2 ;rmesnmek ttivvveu |, gk glakyv inta® j ¥atnw®anr ym2 st N s
mogn® Siécitockhkohidki 2 je v jedn® bhuRce.j Kvawnt
cel kovim obhemdmi Bil hdho r etoimowl2a d(atl W thloT )p aa n
pol et ImomekachondC? BEm2 pDhg a Dryldm? dynami k
mitochonagroimdlci?2 pSetsM®ho zobrazen2 4Pi mi kr os



2. PsEHLED LI TERATURY

2.1. Mitochondrie

Mi t ochondri e pr opdoudkoubp/® meTPe r gk i d at iovdre2l eff @ s fs
metaw | i s mu, Vv §p n 2akpoovp®a - szhegantad i fzyazxiiql ogi ckTch pr
stimulovang sekrece ilhizulmhnoho swha@pticihckblunm
sign8l nz2chhDkma®k&dcylbluu ,aapot dsoulldsre@ti e ut P s mn 2
vyskytuj2c2 se u eukaryoticklch organismT.
Podl e endosymbi ot i c k @&itothendriev 2n iskel yo df haagdoucj yet, - 2
buRKyako semiautonomn? organely si mi t ocahon
vmi t ochondr i k-dov8§ny dvhD r RNA, 22 t RNA a
mt DNA je 16, 6kbp. ObecnnD je vgak velikost |
korespondovatpo| t em genT k- duo vraonsitclhi nmtnDINyek odsots arhtov!
366, 9kbp zat2mco nhDkt eMi® nm®nulfb yd onmaij Pa npcoeu znei t2c
| lovhDka je prg&vhn vyj&§&dSena t2m, ge mt DNA Kk
komplexu | dichac2ho SethPDkzcae,dpBbdpedpedhkat ky
dvhD podjednotky cyt achherhano jceroxyad 8y n tMauwv .acé
zvigen® produkce sup&ooxiudovan§ni kpysabndai 3a
hydroper oxyl oavki nreapdSekisrlg,i tjde vyt v§Sena jako |
tvorby ATP.1.5% kysl 2ku spot Sebovan®ho bhRhem oxid
superoxid jako nevyhnutelnl postianmSi % o gn
vytvBgdnoperoxyKoemNDrpdok&inT a iniciace |

membr 8n, je oxidalnhD modifikov8na i mi t ochor
oxidalnn modifikovanlch baz?2. Pr ot o dstenani t o
reparal n2ch memipdlSrivErdP tnyat omul ace, mut ace [
nevyhnutelnhD MupovédmMBupgdjvedmot ky pSedevg?2m
pumpovsg8§n2 protonT, a t2m zvIl geonxoyu otvv@hrob ur asdu p
i zvIigenou | etnfedoty btacakmeDNAILgvee | k@ d/ddt gti ¢
kopi2 mtDNA v buRce zmutov8na. T2mto z§8Kkl a
oxidaln2ho stresu a st &§mTge2.bl Z§ka lkceekpl ear dn
mitochodnri 8§l nD adresovanl mi antioxidanty.

podprahov® modnbitkac2ch mtDNA zpTsobuj? vzn
stejnhD jako pSenos mudBivam® meDNAu pdds bd nddb jn



211.Struktura mitochondri 2

Velikost a tvarmitochondr | n2 j es2 z RMal nN p8omPhosvi wa | e

met abolick®&m stedy. pdayd peh®Wbresp. jejsmjdmot |
spohybemmi kr ot ubul T a wur | uj ez vaiks loorsiteintraa i b uan Mli
jevni tstBifiDov § nas | otgeedoymp ar t ment T, ma j 2Korhpartmens/p e ¢
jsou d&ny pSedevg2m velmi slogig&dym tWmhljegri vr
tak tvoS2 apogvionboijcehk uBPumiTt ochodnr i §1Tn2e pévidiB.i tV
a segmenty paralel,n?2zvs penDjg? &émeBrrbSnilioaSiP | M)
prostoru mezi OMP @ BIKM, tzme mbp é8miofuemrbr28m o mé mi p r o
(PIMS),j sou pr8vn Il okalizovs8HhiM.Tatmpomtatakpmple>
"kont akt n2 mi m2sty". VDtgina pl ochy duryibe $im?j 2
zPM, auuvgSej2mndr imgltmcmo kri sty, j e jproczbbgazep r o j
elektrao v m mi kr osTkadpoe ms| ogi t § mor fol ogi e byl a
Rozezn§vgEmekrtizsw.§lindtr Bdst §vn?t GOMNb MEw®Ezhow2 " s
prouduj 2 c?2 @ah ihavrmiktr$ st §t edy pt mez ome M@BFad v in e
me z i dv Dma odlignTmi me mbr 8§ nami OM a M M,
respektivelCM. Tyt o vchl 2 peSnii nay§sapidngdu jp2ovr c h av mpiots&ryx
tak v2ce prostoru pro me mbzZb8invoavj® cp?r ottoep onlyo gdil.
se pak nazTv§ matri x.

Exi stezjy2, m&l pr8§vn v I CM jsou zkoncentrovs§
synt §zyj,ichg obsah pstnhi kgd sv &8b PIMS |je Kkc
cytochrom ¢ tedy mTgep@uodaik®Biouitnizcil &Si dap &g
vgak mTge pTsobit i za fyziologicklch podm2r
mezi membanprvost or meéfLM mMEStak PvMBEMI vysokl
proteinovich komplexT oproti jinTm bunhRlnlm
mitochondri 8l n?2 kardiolipin.VamaRDngépanempdg&hal
cel ou ormepaket ef omedr p fosfdligdy jakot y piealk&ryti ck§ p

me mbr 8na. Obsahuje vel k® mnogstv?2 integr 8l n
mol ekul §m do Mm®i0©0$n 2D auinek nodgnuTj§ e a gornatmife tean b o | i t T,
oddnDl eny v matri x. NejdTlegitnRjg?2 je prosts$S

pot enci §RSiypdwblteom?T Far ad asyeo vndquz Tdutomrs rhcatBig (orué r m3
zaved! nositel Nobelovy ceny a auto c hemi os mot i c¢c k ® Dptjeeosgd rec i .1 nR
tvorbu ATP vpr ocesu oxidativn? fosforyl ace. Matri
obsahuj2c?2 asi 2/ 3 mitochondri 8l n2ch proteirtr
enzymy zpra v 8vaj 2 c? pyruvst a aktivovan® -RMKa sp
mi tochondri 81 n2 DNA.



2.1.1.2.0rganizacéd®NA
Mi t ochondri 8l n2 DNA je organizovs8na pr TmDr

dvougroubovic v kommlye xve8cghz cg mATARI oo nbolt2eai& o |

pol 8nekl i kace, proteinu a transkriplnzho f e
transkripln2 maginerie. Posledn?2 uwiedlem® erwnk
pouze vpchrepl Rkte resp. transkripce. PSi existe
spojit® mitochodnri 8l nzm s2ti @Siektod ng plewi

mitochondri 8l n2 s2tD tak tak® zabraEljikakmé
transkrgiimlemd ema t okTmd mBNA2nai mbzomko zabr at
nukl eoidT uvnitS matrix a |jeyhamsokyi $k® z8%i]
prof Ya4zn2 ho pr.oteinu OPA1l

2.1.2. Morfologie mitochondri8 | n 2 s2th
Jak ji g bwnnoo huav eedueknaor,y ot i ckT ch buRk&ch mito

a | asto se dnI 2 nebo f Yazuj 2. Tyto dynami ckRa
funkgivotvdD a smrti buRky.

2121BunhD|l n®oclobedmi §l n2 f Yze a dNRDl en?
Mor f ol ogbbj akohpridg 291228vi s2 na rovnovsg§ze- mez

dezintegrace Posun fs/Zmlr eunmoky Ruj e buRce stavhDt dlou
zat 2 mco dfdd ®uwnn brodmi&kuf @ ongn ochkoy odlignTch m
vzg8jemnlD propojen® mitocBhomudrme&lanb?2ol s ctkly @&t
proto je mogn® povagovat stav existence |jed
fyziologpak].z&apatologicklich stavTTywytSe vazytul
schopny pSenosu mitochondri 8l n2ho membr &nov
oblast?2 chudlch aotzd mnggimbgmRT eef dlatvi?acnP sjpeojd’
faktor, kterT url uje Thobn Rdohdd uf Yzz8ev i mil tocsd h onnad r
kokvur | itTch vivojovich procesech, | ak oKrnoanp/®s:?
t oho, f Yum2%c ts8 m2u ga& Kjoenddnroic8el nn22 hnoi g Koaerhe ar iy 2 mMme mita u
ale tak® PI'M a OM. Proto je udr gov 8aktitulka retr i8n
je brg&na jako ustaven?2 olfwvanrndelilgedgejcdh aDNA muo
pS2m® s N psoperdxidk c e n gnatylcA 81 Iz p r ohsyt dSreodpkeorvaoaxnyl
radi k8l em a dal g2 mi reakt iRDB2 miam jkayks |j 2i kgo vblycl m
dTsl edku tonua acenislkajst®d22 m akumudrgrzg e tdiockkusd
Yuir oveR, nvietdoocuhcen dkr i §1 n2m dysfunkc?2 m. Teorie
mtDNA vede ksv Dkem asociovanIim patologi2?m a smrti

respirace, protoge u mo § Rxpjese miDNAnfhled rea otpd @is m



buRk&ch, kter® maj?2 nahromadiDny somatick® m
hrajerolivbo un Dl n®m ¢gi vot N a smrt.i

Protoge se mitochondrie rozmnoguj 2 dDnDlrnstm
z8vis2 na dRDlen2 bunbDk bDhem cytokioeaesec Naly
diferenciace vl|etnh embyon §nemdnéch. \hvelpvoosjlee dme b
dNl en2 mitoclpomarisemsppepo@mred z3a,gmechy ad © c mist oc |
uv olmcfachromudt ak ® d2 ky )duakti v DPIA 1 MWestqgrnfaanp2008) d r ¢

2122Mol ekul 8rn2 mechanismy mitochondri 8l n2 f}%

Jelikodg | sou mi tdovcoh o ntdorui emeamrbg a8snpobuy, e AU s b odu

menbr 8n koorgdremovenRr okKaoar shi@ach8z”faks kompl exT
proteiny oboukmekbre8pi gFepeospecifitu reakc:
membr §n. V tomto procesu hr alfalainZ | ®v el T ¥al &
jespoj emi dovich dvojvrstev dohromady

Po splynut?2 vnhDj g2 ch me mbr 8n mu s 2 probBbDhn

membr 8ny je | @8stsélpmlOi cietleik¢ i &k®ho membr §nc
pr oceseT vindj §2ch membr §8n, tedy je zalogens
protein OPAL1, kterl tak® formuje trans ko

procesy jsou koordinovan® a vz§g§jemnl propoj e
K f%zi vnitSn2 §myofhborzdrpiogISme2b2 mdhork §1 n2 K

mezi membr 8nov®m prostoru Pl M. GTP | e produ
Zrychlen2m respirace je tedy vyt§&§Seno v2ce
prof Yz n?2 mor foPogiespmrupébédodr buniDk. Nen?2 v

matri x expor(Westergnana, 2008 PI M.

2.1.2.2.1. Mitofuziny

Mitufuziny jsou vzd8§8lenhD pS2buzn® GTP&ze d)
i ndukuj 2 pSestavbu mi t oc proces dir i f8Uszree. | e mb rb &Rk
exprimuj? dvhD izofor my, mitofuzinl(Mfn1l) a
het eroodi mery. Nen2z |jist®, zda jsou vz8jemnl
pozorovgna vhDtg?2 fGTIP,8zonag2 @akjté vpoaSabrM pro
zpTsobuj ¢l @Mme@dhani s mem f ujne&k cfeo raralt ol irufzoivni Tc h
p&rovtdrdiledc oi | dom®n. Tyto struktugsogbip Shltgh na
t2mopémid dovich dvojvrstev. Nav2c mitofusin
f Yazogreanfw?, nadgroubovicov® oblasti, dvihD trans
kter§8 mTge poskyt opwSek cennSerr2gi @ n eprosteSdeji bdipkd@ni2akehr i
dvojvrstev. Nen2 sice jistperoceessetclh fvizset ujpsug



Mitofuziny jsou zakotveny ve vnBDj g2 membr 8§nt
do cytozolu. Nkonec m8§& f unk-kon ecT Pene yntasdog$ &u bf ovziic 2 v n
mitochondri 8l n2 mebr8ny jee GT®k vzppoti $ebid il ok
(Westermann, 2008)

2.1.2.2.2. OPAl

ProteinOP A1 | e | oiknatleirznoevr@onr 8mov ®m pb&smaome mhr &
Obsahujgmi t oc hondr i Kéna@ISk AalNkondGTR&zovou Acoil ed
C koncovou GED GTPase Effector Domain d o m®n u . Po transportu

protein rozgtRpen mitodchadmsd&di Slemn?2 QPeAplt i M8 z 6
vzni kBavarantz al ternativnhD sestS$S2hanich mRNA a
Ztr 8t a genuf rOPgnme nvteadcei kmi t ochondri 8l n2ch tub
kooperovatsni t of uzi ny, konkr ®t nhD s DEf el sa 24 ®BAK @ %
vede kz vIi gen2 citpiovapopt dtuindkt nky stslpema §mn2 aap .
usnadRuj e uvol nNDm? t occyhtooncdhrriomu Tce d ¥, reorga
zpTsoben§ ztr8§tou OPA1l mTge p $endasnti anvuo vnaat anpeoc
s e, ge OPA1l se jegtnhD pSed ofcrhapmemt ac? RiVzmnl@RL
r ozddliv na dynamku mi t o ¢ h omedhariishusagp o y.t Mat ace OPA1 zr¢
chorobu ADOA (autosomal dominant optittophy)kt er § p Se d st a(@lichoreetal.,z t r
2006)

2123Mol ekul 8rn2 mechanismus dRl en2 mitochondr
Hl avn?2 %l odru vhriatjSn2prmembr §hyr &t siln aDRPylt, o
shromagNughdvmAat pofar kde prob2m8§kd®kendpr otvei
kshroma§N2 proteinu DRP1 na memblBear IproajpeSek

Y%l olsamot n®m st Si gen2 membr §ny. Na povrchu m
tvaru a pokrTvsg jej2 povrch. Po vazbhD GTP a
me mbr 8ny. O mechani smu dnRDI en?2 vnitSn? me mb r

dostal uj2c? k soul asn®mu oddnRhIgeen 2p roob own i nteSmk?
existuje jinTl nez8§visll mechanismus. Pr Tmnlr
zatimco prTmhRédxmvDogRond®rioz o3tedy meet Pejit S
mitochondri2 Kk jefnlthj e Vigeths|. & dPkr satv rdddploednod v n
vm2sthD gtd®dmpenmé . kKoku pSisp2v§ MTP18, integoitt e i n
mi t o c h on dWest&ranr? 2088} t I
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2124Reqgul ace dRIl en?z a fYze mitochondri 2

Pro spr8vnou mor f olloeggiiit ®pme aobcyh o @ ma 2 pyj e c ed
vyv8gerz@wvi sl ¥sti na pogadavc2ch buRky a pro
mitochondri 2 mNDn2 a pomNDry mezi f Yaz i a dnl e
mechanismu. Poruchy dyngkmy mi t ochondr T2nlpmko vemoan Bn2 m,

genuMn2 zpTsobuje neurodegeneiSapiading Sézeméc mr
savc] se jedn§ pSedég2g?2mroapepgpubbacck@rptetiadu
regul ac? submitochondri 8l n2 di stribuce tohot
protein DRP1. Ten interagujepsoteinem MARCHYV , cog je ubikvitin |1
Protein DRP1ImTge bilt tak® f osf orvede kivagnentad y k |
mi t oc hondr (Westepnann, 2008)t - z e

Proteiny Bax a Bak tak® ovlivRuj2 f %zi u

shromagNovgn2 proteinu jMéjni2ctonep$*tl ¢mn &kotmip |
protein Mfn2 se redistribuvjegv r chovich bodT na membr §nnhD do

organelgCerveny et al., 2007)

2.1.2.5Prohibitin
Prohibitiny jsou Smamwur §nifawdTczhn f tunikkcggmgva r t me
Mit ochondri 8kwow#tt rporlounjiebi biumBPD| nou proliferaci

mitochlendvioSen komplexem podj ednovtneikt SPhHB 1meam
Kagdg§ podjednotka je ukotvenmemlwd gnmBydCok oba
situovamierdreembr §nov®ho pr okt oh @mpldydo pir Fimtir u
25nmna membr 8nhnobhogep®dnptekldeojui cpho dZ ter 8t a v ede
mitochondri 8l n2 s2t0hD, |jsouSttredkt wWdrT2e gz mI®N yp r «
dl ouh® izoformy OPAl1l. Aktivita OPAQPABNIi&2km
(SOPAl) izoformy, kte 8 vzni k§ proteol ytickT m e®ptSR g em?ni
prohibitinT se ztr §c? dl ouh8 i zofor ma, cCo n
negt Np2zc? s e varianty OPA1l obnovuj e pTvodr
mitocho n d r i 2 skze Noersoptre8ivin ® OF Aolr . mov § n 2 proteinu
prohi birtdmel[sys apopt - zegd ujjel i ke tr WOPIAUTr alaind a di
f8z2ch ,akagep&mgh8 uvol nhinft ecrynheoncbhrr SonnfMer&elirtbz p r
and Langer, 2008)
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213 KrebsTv cvklus, oxidativnz fosforylace
KrebsTv cys8llnu’s dre§ hcosue tbatbroD|i s@®tua Odpov2d8 zz¢

mastnich kyselin i aminokyselin a vytvg§S2z |e
vstupovat t yradaci na @detyfCyo Apo kdegl je za pS2tomn
reagovat® x al acet 8tem za vzni ku kyseliny citrono\

Stechiometrie odbour 8vsg8§n?2 acetylov® skupiny
3NAD* + FAD + GDP + AcetylCoA + Pi- 3NADH + FADH; + GTP + CoA + 2CQ

Jedna acetylovg§ skupina je tep¥i loexmgd owAmiak
bohat§ @®@dbPekuldap&ry el ekt INADH, at §iek)Dss TptGea |l a
reduk| n2 | inidla hpaQe@n Segl eejk2t reonneyr gdeot idclkeyh abco? h o
VdT chac?2m SetpSzniosdo din®#” mikan Kompl ex | ( NAD
azFADHna kompl exidHdi dhsiurkcn nBehPdhogekd®mp) ex?

pSeneseny koenzy(emnmd@D apt kopl em dldedukt §za)
na komplex | V(cytochrom c¢c oxiralékad@®na kdd& mebd
vody.

Zat2mco elektrony proch8zej?2 redoxniD aktiwv
ktranspotu H" zmi t ochondr i 81 n2 matrix do mezi membr §
gradient na vnitSn2 mitochondri 8l n2 membr §n
chemi osmotick® teori e osjpeSdangoetnkaa smei t BRhip@ Ay W §
zphtnl tok protonT, kterT je pgkomplaea jehoa

konformaln2ch zmBRn. Tyto zmRny potom zajigSu

El ektrochemi(Dmkl) jed rakdi emrtot o Dmobivy ki e $hlma ad

jednotk8ch mV a jej2 hodnoty snedjo bneTcgnelmep ovhyypb

protonmobp:vn2 s2]u

Dp= D’g** =DY, - 59DpH_ [mV],

kde F je Faradayova konstant® Y, el ekt ri ckT p 8 n yDpHi &H e nmecnkbl
potenci 8 membr&ny. Maxim8§8ln2 spSagen? ta. t ed
stavu 4 za absence synt®rggATPtapeRNsp®hagent
stavu 3. tomto stavuk dy pr ob2 h8§8 oxi datgpvpt gfoSharpgtace
Respiraln2 kontrolou je qpmallv&Rujme chalng % nmma smp

je zphRNDtnovazenhD sn2dgena respirace. Naop&e& o
vnitSn2 me mbr 8§nu, kter8 m8 za n8sl edek szg
el ektronT a synt®zou ATP je nepropustnost vr

protonoforickou aktivitou,osad prfearba\Banlyet,p rkotZept

12



t2m odpSagen? bez n§sledn® synt®zy ATP,*sea t:
neuskut elsRunte§zATP ale prob2h8& mimo ni.- KI:
dinitrofenol a karbonylkyanig-trifluoromethoxyfenylhydrazofFCCB. OdpSahoval e
ust 8l en® respiraln? kontroly wurychl uj? resp
protoge energie elektrochemick®ho gradientu,
pougpBSankspNtH do matrix. V prTbhRhu fylogenez
sl oug? jako regulovateln® odpSahovale a mol

mitochondrienvivoa t 2 m di si povat energi.

Al An Mezimembrénovy
] Aty : "W prostor
I = H+ H@l | He H l
Respiracni ATP
fetézec
A
- Vnitrni mitochondrigini
w:) membrana
-
\J
H. . -
——— Mitochondrialni
ATP ADP matrix
+P;
Obr.1.1.0xi dativn2 fosforylace (upraveno z Krauss

BNDhem oxidativn2 fosforylace nevzni k8 pouz
aniont OF | cog j-E8rlkadi kBbahuj2c?2 nep8&rovrale® ek $
(SS§dwlpFnhND 1%) pod212 se na vzniku dal g3lch |
hydroxyl oviDH,radhkgl itanaviat dan)i.ontvznHKE nar

ubi semichinonov®ho radi k8l u na ko mpsuperaxidu. Jel | .

to d8no t2m, ge pomalejg2 tok elektronT umo
umogn?2 jejich reakci s kysl2kem. Proto pSi s
stavu 4, kdy jeppQvysokT , r e s pa medostatkeml ADR,i je dvertda superoxidu
maxi m81| n?2 . Superoxid je dismutovs8n matri X o\

prostoru na k2. H:O;vol nN di funduje pSes membr&ny a
reaktivnBDjg2ch inteadmmerda &it(IEgek ancPasata, 2006)dr o x y | o
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22.Apopt - za

Programovan8 bunpPkndesmytnlapyptokagickl pr
vudr gov 8§n?2 homeost §ze ve tekrmgMrr2chbwan DKTIregsltd
toxicklch | 8tek, stejnND tak jako pSi vivoj
mor fol ogi gke® cYWraavarkit eri zovand winMdina @was@So iV
me mb r, Kondgnzacehromatinua fragmentacgad e r n ® DNA. Apopt-za ne
jasnhD definovanlch drah, ale spousta regul
zahrnuje iniciacireapeptory plSasmatpiogle® 2 mesmb
i nici acjj askpoogpu1-szlyedek nar ugen?2 tiomitroa ckerlowklu§ rjns
real i zaci dTl egi t® mitochondrie, e t eldspe 0 .
and Berry, 2003, Orrenius et al., 2003)

221.Kasp8zy (cystein aspartsg8t specifick® prot

Pat $2 do rodiny intracelul &8rn2ch proteinT,
zn8mo minim8I nND 14 savl|2ch kasp8z, u | I oviNke
vgech el lznr8Tj jejich pSesnil c¢c21 a fyziologic
z8nKasp8&zy jsou syntetizov8ny jako pr onkRag s
aspart8tov®ho zbytku na |jejich aktni2zv ng@r oft cergm
dom®nu aztteakm® n8Hn2 prodom®nu (podjednotku).
podjednotek asi 20 a 10kDa,n&stlegdiRuja@sxdcidug 2
procsu. Dva heterodi mery paknt vd6? makeknacaopngs yd oci
m8& r Tznou d®I ku, podle funkce dan® kasps8zy.
dl ouhou ( vamiookysejipa,k zZ&Ot02 mco ef ekt orov® kasp8zy
Dl ouh® prodom@cyfob&®&hwmpti sy nezbytn® pro ke
DED (death effector domaijst k as p 8z 8 a (casgnse recreitment dOvajRdk a s p § z
1, 2, 4, 5, 9, 11, 13 a 14. CARD sprost8edk
molekulami(Chang and Yang, 2000)

Kasp8zy obsahuj2c2 DED (8 a 10) jsou inici
efekt droecu@&t n2) . Kaspgza 12t rressve2nt | mrdaujken v a
vendopl asmat iGekn®np rroe ttiukkuwl uk.asp8zu molgyls8 iuddrdt
nen2 soul §st2 apoptoticklch drah.

I ndukce apopdaktziyvasepitod B viga isdpdgrzecepttR f(Ses adaj
molekulyinteragl js ni cnilad sgng2z, 8 nebo 10, zat2mco vnit
Aktivacein ci al n2ch kasp8z je prvn?2 krok vysoce r
kasp8zy jsou schopny gthDpit prokasp8zy a tec

nebo mohou zes?2]l it kasp§zovou pdSrEsfheuk t ou Togvedn ol
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jsou spol 8hh® pvoNRNv@gitdr&hy, t edy Zoaknaepl onp®@ - mac
nejsouz 8 v i s | ®indoktorufAsh¢ and Berry, 2003)

2.2.2. Proteiny rodiny Bcl-2
Bcl-2 proeiny jsoud Tl eigrittr®@acel ul §rore2hoched i 88 oroy dal g2

nastolen?2 meppmpt {tddypnryo jisoanti apoptoti ck® pr «
spojena  S2t omnost 2 Bcli2 hanblege ndd mBK. (Byly po®msygny
BH1, BH2, BH3 aBH4. BeR aBckX,obsahuj 2 vgechny BH dom®ny,

al kol i j ejich mechani smus zTst8vS§ nezjigth
proapoptoticklch |l enT. Dal g2 rddin®(pretéiny Bax,Bgk | s
a Bak), jej2g |l enov® maj?2 dalpn®notginy Bit Bim, BikH 2

Bad, B mf , Hr k, Noxa -anPYMA) ot & dz88yvsi emaExpipsBaxB 8 c
proteinT, protoge enjeiicnhd upk&?jt2o nmanpoospict in- azruN isboeyz® ij 19 |
n e j dLéndsten et al., 2000)

223.Vni t Sn2 signalizace bunhD|l n® smrti

Tyt o dr §hyprvoyacphoSpztegt2i czkT ch sign8l T wvviddsgley
tedy signg8ly pro bunhDboBRky Asamevn@gd®ii mdc
m2stem iniciace jsou mitochondrie (ikdyg to
Mi tochondri e hr aj 2med mrmiord d@ rstraine b WRiko® u mavj 2 d
pSQpopt - ze. Mnoho apoptoti emk® ok h papautrel ?istifiRln) e
uv ol rCfaetlwmom o | o k a | inzeozviammel mbvr § n o,v ®arS epir Bot/sit doknrale s t §
ivperifern2zm mezi ov@mbjrénav@®&mniPm odb cyApafdol u
(apoptotic proteasactivating factorl), ATP/dATPa kasp8&§zou 9 a vyt v-§S2
1 obsahuje CARD dom®nu, ktaesrpBw osup r9a s tZSea dokviejRe
40, kt ejeigaktivitaprotein$m e p S2t omnostVp$Sytommo ®imima c yt
ATP/dATP se Apafl agreguje a v8ge kasp8zu 9, ta se
kasp§8§zy 3 a 7. Jejichuchdl 2@ spif s d h e rDabh g ot !
stimulu zmitochondrie je Smac/DIABLOsgecond mitochondrial activator of caspaséséct IAP-
binding protein of low isoelectric point. Tent o pr BIR ed onm®sEs novt 8&Ren Tk
(inhibitor of apothosis protein | 2mg odstnhami | pejiedk kt na a
mitochondri 8l n2 f akt or apopmsismauging fadto). dedo flavppootein,- z y
kterT se translokuje do j&8dra a tam indukuj e
PravdDpodgbhhDapeoept - zu nez §koopsracesl anlag 2knai §ZphiSer k§tcd
al., 1999, Ashe and Berry, 2003)
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2231.Mechanismy uvolnhn?2 proapoptoticklch prot
Existuje nhDkolik teloRUj22 [ SédnasenppmSmebi mky|

ot e vRIP fpérmeability transition pole | i MPIT émkit@@hondrial permeability transitign

p-r T uvmiztorcdqitondr i 81 n2 ho me mbyr § nsoovu® haol ep omael n&,i

1500Da. Jne®,mogge se p-ry dostane do mitochondr.i
proteiny se uké8kanto Akkdlaikwee @odj eyvujoehijemt
mitochondri 8l n2ho membr 8nov®ho potenciiB8i2u.

proteinT zabr 8ni ¢ VAndIli mpro?pt oy ti apktBr aphagrt yo tii rctke
i nhibuj?2 jejich smhobpobethduvel nTatprbyponh®za
2 proteinT i jejichyttcaclhowpdostnti tochnasdokaceb
strukturnhD stejn® s p-ry formuj2c2mu toxinu
rodiny B a x oligomeri zuj 2 a vyt vgSej? mi t o
proapoptotick®Bcpr omégggaeay.br Blavec,t ®t o ol i gome
(Mikhailov et al., 2001, Sun etal.,,200)posl edn2 dobD se ukazuje d
(fission mitochpomadrisy wpopt - - zy.ciueGNm$F a2 DRP LI o @t
me mbr 8nou s k zpeoteinenmE ies B k @i doralg§neant &kci mi t oc |
Reorgani zace nuevnob rn8ny2 wvceydteockhr omu ¢, procesu
Mogn® mechani smy Kk o kapiele 2566 €ouje and Karbpvesk, 25y v

2.2.3.2. proteim53
p53jett mor s u pprowiatorr awjvi a2 gud laici v bunhNl n® smrti

DNAvbuRcé aatm?2 se pSi apopt-ze. PS2mo akti vl
i ndukovat apopt-zu nez§8vi slng BH3 aoding,aNoxa a RWMA? ¢
Apaf-l bylt ak ®ent i f ikaolw@In prakop53. KromhD t Bcltad gé
genT regulovanlich p53, kt er® jsou zapmjienSy 2
draha ¥4| a setimeégul ace [DNRakanoerde/pusderr, 2001, Fortin et al., 2001)

224 NVnhDjighasi zace bunhDl n® smrti
2.2.4.1.DR receptory Death receptors

DR receptory bunhDln®ho povr ch(umopretdid factbo r
recepto) . VHFHae s Il ugmd dy a tyto kompl exy p ak
Nejzn8mDj gduni Fdd efjyi n sakCDx9%bk)® aApToNF Rle.boDal g2 nm
(jinak takl® ApPRABMP WSdbo LARD), DR4, -RQRBICK2] i n

nebo KILLER) a DRG6. Tyto proteiny jsou tra
extr arcemio m®nbaarh a ind cystein( CRD) a i n tdroarc®enl auni d8atiin Dn
domainy . CRD jsou zodpovRdn® za vz§8jemndgandens o C i
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(CRD2 a CRD3). Proteiny t®to rodinguzilsd i manZ

Cytoplasmatickl konec obsahuje DD velkou asi
zgesti antiparalahakPimky skddgmimbmickdimi tvoS2c
mnohonabi t T ch Zbyt kT. Po DBy PzHAwvdepodabadd i

el ektrostatick® i mDtDe rdaokm®n.o uD g ls@2u pnraovt8ezi8myy sa
proteiny sitghmil nizn tderr8ahgyuj 2S d al gAshemmddeérry,idB)y , mi

2.3.4.2ReceptoryDRpr ost Sedkovan§ apopt: - za

2.2.4.2.1.FasL signalizace

Protein Fas je zastoupenSva d Nt k §n2 | al e nserjdvceic,e brez | & Xy
|l edvingch. Ligandem pro tento receptor je F
t akSka vakhtriavdonvtani ch T buRk&8ch. FaslL obsahuj
nezbytnou pro oligomerizaci Il i gandu. Gen pro
zprost Sedkovang akce je regulovg8§na jte&ipTaaby
zab2jen2 DbuRKy: aktivac2 indukovan§ bunh] n:
cytotoxicklch T |l ymfocyt T ewl smam2dj einhiunz § mn, t
cthgdlor loy mimo c podbudR keadmi2. &xbablN is e v luikv

syst ®mu apop8slzed unje?ucrzo mpkok mp,0 greozkean2® n s ¢ h e mi

T
cytotoxickl

vivoje neuronT. Spojen2 Fas a FasL naRADPR U] e
(Fas-asociated death domain proteih ak ® zvanl TWMORTOl)protein m§
ami nokoncovou DsEkRroudasaui@andia | g Sienyp r omag 2 c 2 DEC
kaspg8zy 8 a 10. Tento kompl ex, obsadhunpadzPv F e
i ndukuj 2c?2 s idepth §ndwaidg sidnalimgkdmplex D( S C) . Ol i gomer i
indukuje proteolytick8 aktiapecgt -iznyi cs &t doaw
n§sl edanll E.h

KromhD tvorby komplexu DISC jsou jegthD typy
bunhDk pogaduje aktivaci kasp8zy 8 a n8slednh
kasp§8§zy 8 jde smyl kou .pT&asy mintldg oyt o nadpr a p&tl ont2i

svnitSn2z. Mezi buRky prvn2hoctyfpy mpatud®hpe rti
jatern? nelbba Rk8ahornypuVl k a snpg§8szlak d& @H 5y m&B , a
Apopt-za je pdgkagearov i mada oshondr ic,2 nae duwvconl 8nz

ki nhibici vl ivem-2pmtoiteaed cmplt. o tMictkolcchho nBlali §1 n2 ¢
gt Dpen2 protei-sony Bkasgd§oai n&. BEBNpenl Bid (
cytochromucami t ochondri 2 a tak® podporuje uvolnDn
roliubumk typu | [ typu I 1. Tento pKoueibmn®kclh
konvertuje | &ischkelebal,R30G) t ypu |
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KromlD regul ace Fas expres? Fasnechagasathy. e/’
proteinu pnha&didsotcrhi8lwitcik Fas na bunD| n@mpopove
sprost Sedkovan® Fas. Tato apopt-za nen2 inh
indi kuj e, ge za tDchtboslokohaogstranakhopppeiza a
transkripce ap®dt mBe ropi osvg8adk opraon ®myFgas . i VI
detekov8§ny responzivn? el ementy pro pb53, C (
trankripce pS2imoFay.y omk® véyipa ewd gen§ expr e

rTznTch chemot er§apisdloisah Infat epkS2 twomnosti nat |
odl i gn8 r etgku8lnacceh Fkaoshktmwroocl knc?uta nmpy53 . Je zde r
Vi 8trech a slezinhD je expr ejsienFcahs tzkssmo2ka) hg (I
ni kol i v. Nepl at 2 to vgak stoprocent mdlonedny | a

pogkozenT oMunscratialn Z00eTan et al., 2001)

Regul ace apopt-zy sprost Sedkovan® s FeeptoremT § e
DcR3 (decoy receptor 3, codg je sekretovanl extracelul &t
Kkompetic2. Odebdeg agch piSgahdgnipeclyl DR recept ¢
exprimuje zvigen® hladiny DcR, n&pmyr umTcyyet ol
i munitn2m mechani smTm. Regul ace s ELICH Dlib&oryn a
protein m§ d v N, ALIBsrarRlIA. ObN BMADDi pfes sDED.tFER & k ®
mTge pS2mo prnakearsapgSozvoak 8 (pSes DED ak aG pkazma
T2m kompespigeos 8 0 VvazedHirto meRz pn ncgbukBAaRB p &
8.Zvigeng8 exprese FLIP byla zjigthDna uFaslgl an
tedy jeho exprese mTigap aptr os¢ Se dk FAbleetandBéEgh s b
2003)

D&l e existujraprPaplopdog§hiakBez8viskieBdeBAE
DD dom®alkt Fasje dr huwrJhMNk §lJhen kNHh§za) . Da x x
a Askl (apoptosis signategulating kinasg |, cog | dmitdgénPaktikaked protein kinase
kinase kinasg . Apopt-za sprost Se dakkaviavra& i Askkals pjSe y z
z8visl 8 na uvol mbndchrognaodrcihr omdNK @Eosiluje a
inaktivaci Bck2 a fosforylaci a stabilizaci®ly ¢ (ten je vIisledkem nart
zpTsoben® prwvelimem? Bmrxoasapoptoticklch faktor
Askl je nez8visl8 8apaftawaadp &ep 8z\NK 8a.p opit
bTt na FADD a kasp8§8ze 8b-afiyl el §emUseeakomToox
indukovala tvorba turanskemnptwt hiol fakpoesi cFe
sprost Sedkovanou FADD a kasp§8zou 8. PSaan§ ¢
et al., 2000, Juin et.alR002, Morishima et al., 2001)
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3.2.4.2.2.Signalizace TNF

Druh8& hlavn2?2 apoptotick§8 dtunSohrecropiefac®piNejet Se
exprimovsgaktiwawoewnwddnivch makrof §z2ch, T buRkS§ct
bunnillInilrcihz ¢ h. Signg8l je pSeng8gen dwDamaNFR2e c e p
Oba sprostSedkov§gvaj? pR2cpmdoxixiua TNFR2@rolitehg @ v N d
bunilo vazbhN TNF na receptor FRADDp(SNFprecgptoj e
associated DD). Ten mTge FADDi TRAFRR @NFR/recéeptorsassociated factor )2nebo
RIP (receptor interacting protemai ndukovat apopt - zu. FADD poc
vige popsanl Fas, SRoRoOpSE®s jhkop&appdDrakBen @
cytochrom ¢, DIABLO a AIF(Guo et al., 2002)TRAF2 aktivuje jaderd faktor NFkB a JNK
D8l e se pakNF8Bi8rhdyu kvujtev 2t,r anskr i pci antiapopt
aktiva@ NF-kB z pr o st S érNFk inhibaje &ktivaci INK, cog by mo h | b
antiapopt ot i ¢Lkahd Stagk,c2608, Tang enal.s2001)

KromhD vige popsanich drah Fas oaunkMR® eneicshtal
spoj BR®rseceptory. Je to napS2klad signalizac
vykazuj?2 znalsfiNFRLIpTNBiobnpsdolsnl mechani smus s
t k8§ Rovou (Pdniesat., 499 u ¢ i

225 Apopt -za a dRl en?z mitochondri 2

ZmDny tvaru mi t o c hprnadcreé e mvazacpeo pE o EWi. S 2Byd vy

mechami smy, jakImi dhRlepm¥fbmhhe¢mchpaoptri 2y koope

I. Oba procesy translokager ot ei nu Bax i dnNl en?z mi tR&lc h o r
jsou zodpovhRDdn® za apdktizwm?2aBprxawvyjtdy §Sa
membr 8§nD a z8rovNR se WY ast RPL.na nakitkicwea ca
ale prob2hBleeu obou nez§8v

II. AktivaceDRPL | e poadpamcyu Drkac? B8@zap ar mea lzioldipzoav
mi t ochondr i §Mranslokacee Bak beg RBL ne n 2 dostat el nt
cytochromu c.

. DNI en?2 mitochondpée? mgabinddazbyti n ®nrigdj ayé&mbmi
Apoptotickl sign§gl vER obhS8 tovol npPunRRL?2do8tpré
mi tochondrie a indukci fragmentace mitoch
Bax, copyervmedaebikl i zaci vnBhDj g2 mitochondri §

IV. DNDI em 2 o c h o wval sladdza precesempermeabilizacev n N ¢ 2 mi t oct
me mbra8 nnyen2 pr oP o NDi n ek deBean@uslpkuje do ynitoshondrie
apoper meabilizaci v nihDj g2 emiutvaitobhcnardzr grofeinyn 2
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OPAla DDP. Uvol nDn2 OPA1 mTge pak iDRRliabov:
napom8hs§ mu vstoupit doJeongtara Sdolo20@BYy i e a

2.3. Protein CIDEa

Jako padalt@d n sbnopsy amidtDpoidon d rai &lomnu2v pleoeders? Ici2z asc 2
a p o p je CIbBg Cell deatfiinducing DFFA (DNA fragmentation facta)-like effector A | | e n
proteindDB rodiny

2.3.1._Struktura

CIDEa jeprotein svelk ou h omb| & g n% o k@oteioUDFFRAS.It i ds kT @en
vykazuje 83% homologiimy g2 . Anal Tzy sekvenc2 c¢cDNA u myg
translaln?2 pol|l 8tky vzd8len® 51 nukleotidT po
produkov8ny dvaopgreodulot welD&logd ip 217 amiNnok)
(amino)k oncovich aNnkoo&kys & 0 ml. a s(EIDEN odtoemi®nTa ) C I vDyEk
a 29% homologii ®FF45 a C(karboxyyk oncov 8§ |-@sdonf@&naE 53 a 5:¢
sFSP27(CIDE-C), jehog expr etser mien &lsmo2c i divi§enradlmsharaa ¢ 2
etal,1998)Sr ovn8§n2 sekvenc?2 protdeinT CIDE rodiny

2.3.1.1 DFF (DNA fragmentation factqr

DFF je heterodimericT protein, kterT zpropt886eddlvEyaEn
ze dvou podjednotek, podjednotka DFF40 a k ® CAD nebo Dffb) m§ vel
nukl e8za akt i-3; podiadnagka RFE4fpt8azkoRu | CAD ne bibitorbf f a
velikosti 45kDa. DFF4) e sl 6gkonacaeav® katalytick® dom®ny

Regul al nz2 dom®na Nkoicavauo b ea oimao B BPHES ps ot ei nT
a sprost Se dDFFj465 . v g ZTtlat ok homol o g2 dlognFrak)®e | &
zodpoviDdn8 za optim8ln2 nukl e §z opodednotkaRRF40v i t
v§8zabBF4&5 pSes svou N koncovou oblast, jej?

PTsoben2 @ lsaespa&zyi bi taort SOF F485s tgit ML md | N2 ks @ e
podjednotky aktivuje svou C koncodokcikanak]l
aktivity, kondenzaci j 8 d rlrohara etdl.r 1®IPMlemict kaok je D N

pravdRDpodobnhN nezbytnl pro fragmentaci DNA.
znal 2, gJge pouze nepS2mo zprost Sedkov §@inghard r ac
et al., 1998)

PSpakl §danT model toho2o mechanismu je na o
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2.3.1.2. $ruktura promotoru

Byl a pops8na struktura promotoru pvilOt&paoS
vazebn§pom2Ssetbggh®f pmloci . Al kol iv vgudypS2jsoo mnh
dTl egi t ®, samotn® nemohou pSi @bede nbBx prreegsel oj
regulovan8g8 CpG metyl a<i2l mD omeott loy loo/ v®ah ro ®nr2eediidi cans
ex prciDEavt k §nNadipak Cl DEa negat i vam2 -dlebxyciikliyzem,p o
kter8 vedla Kk demetyl aci CpG m2st a rozvolr
Spl/ Sp3 do promotorov® obl asti expresi Cl DE
v regulaci expres€IDEa(Li et al., 2008)

Caspasa- 3

\ A /
v

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

Inaktivni DFF-40

Nadbytek CIDE-N V I

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

Degradace DNA a
kondenzace chromatinu

Obr.1.2. Model aktivace a inhibice DFF40

232Tk&RovE distribuce

Ve vysoklchClbHaadp ng mthmPma® v uk ov ® -1t 0kOSxn i v 2( cBeA
vdal g2ch tk8&8n2zch. U embS gnavi my @ir skappal 8em&ko:
UCP1. Ve stejn® oblasti se oba pr d\t?ezikn® kgl

MRNA byl y t aksr deit,e kmoBky, vsval u, kostn?

D8l e byla dredekovBnlggsdtmhrmdi oy wozku, | y mf
thymu, appendixu a kostn2 dSeni |l l ovBRDka j ako
vni gg2 Ipllackciemd Dv D8l e byl det e kloevd&wni nt8ricagngsker
hl adi msr8ct Ip i €2 c h, mo z k u a placemhbmMyonB8akn® clhy |
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buRk&ch 29 Xafcinomo pr{UKMECEEh a buRk&ch newavbdl @st ok
t k §(zhou et al., 2003, Inohara et al., 1998)
CIDEaj e exprv mo&tame&ch dospRI T ch (Keldexethl.c2007@® di a

233 Di stribuce v buRce
CIDEa je pravdhRpodobnih vmitd sh o n deulypoticlky t v o S2 kom
sprotehnem specifickl miprooc htom@dl 8t mkRm sdpSahuj 2

spekul ace byla zal kpégxpresa Dcdt pozdomoayv P20t ei n T
odpSahuj2c? (kic2B0dpnost UCP1

234 Cl DEa _a _apopt-za

CIDEa indukuje fragmentaci DNA b u Rk § ¢ h tajded thTh i & protefhemeDFF45. To
naznaluje, §ge DFF45 rug?, mogemtSetsi cikDBF4rd@iBEcyi C
nebo j i nT mh o nporlodigdidrici PDKF4S n a p Sproteirem dFF4Q CIDEa je
negativnhD regul ov8&na skAmepts wauu hiknohibbhigtBovroy

zVAD-fmka CrmA, ale CIDEov | i vVRuj e apoptotickou sign8ln?
zprost Sedk ovan ou caspasdikes prowin iGtérayies kdp § z&,u kt er §
komponentou dr 8hy CD95/ Fas), oproti tomu DFF
Pokusy d el el n2 mi mutanty wukS8zaly, ge C koncov
zab2zjenz bunbDk, zat 2 mco DN Fk4o5n e ¢j ep rdoTt! eeiDmR451 hpo
a t2m k i nlflnobaractial.,, 8998) pt - z vy

D81 e byl TGHilga dykosylaci proteinu CIDEa. TGE jer egul 8t or bu
rTstu, difer endlinaecoev |a vaRpoovpa-lz ye.x pTr@Fs i glykasydati.e i n |
Deglykosylace proteinu CIDE#&orelovala 9 0s2 1 enTm nukl e§8§rn2m expoc
hl adi ny n e g CIyBa dnkilyolaty vIi&MHI® S 2 zbeunnolul n o u smrt, t
glykosylaceCIDEamT ge b1t mechani smus c¢ Kwafanaatal., 2006)R k y

234 CI DE a metabolismus | ipidT

RTstovli GHor mdge ( oexprasipmteivueClDEavb 2 | ® t ukov® t k
zapojen do metapoliysmokBi pktdTvibea ®r Tatkow®c h
t Nl esnlT tuk u obS2ch GH tr armdsegen miadlbdihyeRhiAza. N
ovlivnila vel i kost a ddiDEawc GHRT- my GHPppr&dodn2 m t uku b
adi pocyty zvdtm& nd/i. e tVay sork2ag i kl oan terxopl rne2scih GhyDR a,

mygpodgkogn2m tuhkjue Srd#tlyenaLd PDEnT ch madeélyeah t
pSi s pz2mvilant§mktva b o | i €elder et al., 00T
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CIDEajet edy e x p jak viWAT @ vBAT ahr aj e dT| eogvojitobezity @ ol i
di abet u (Linand bi,2804)&¥ T s k y t pr ovje§ tnrue cchl DdEaas p NI T ¢ h
vi 8trech hyperinsulinomn2ch a jdatadrend ckiehat m
my dkelder et al., 2007b)

Experimenty vzorku | idsk® oppa®zwlzadce |vea 2GwrEd s
vy gag? hl adi nu a pokipodlodn@®o pré&8&duklzrad odea®N.
popul ace m2ra exprese protveionvn8CIibEBbBa meée¢ gdtoil
nez8visl§&8 na vhRku, tRlesnich proporc2ch a p
diety a znovu stoupl a pcCIDEabjyd m wk onggigednma.ro HSsre?
tukuv t DYyeg@2 mi htaldi? ma mi [

In vitro, RNA interference sti mul ov ad Naophkipp mdukcz u
TNFa poklesla hladinaCIDEavadi pocyt ech pSes mi t koigre§rduna kd i
ClDEa tedy hraje roli v r e g u lahuckiTNR (Gynoneskan et, [
al., 2007)(Nordstrom et al., 2005) Pokusy 4 i d s kT mi adi pocwutnegak § v
regul uje transkripci aplasniu €1 DEAch k@ 2rB8i% &
Tato regul ace nej sp? &B(Patdrssanetjale 2068kt i vaci f akt

Ned8vno byl o CIREa ikgptl Prka, i e e o k ol @eriliginenp,i d o
regul 8§t or em Iprotginu CiDEayede KSing ajleinBes k¥ ch adi pocyt e
FSP2Kk ont r ol ov&n pergdqBuiiea 28Bn2 m PPAR

D8l e ibgtiDnzjvliiv polymorfismwtgebuivcCil DEA S5,
ami nokyselinu valin za f eonbyelzailtahivne  {zvpEdssokb® j
v Japonsku tento polymorfismus asociujeobgzitou aj e rizi kovim faktoc
met abolick®ho syndromu (obezita, di abet es me
(Zhang et al., 2008, Dahlman et al., 2005)

2.3.4.1. CIDE& knockout
CIDEak nockout mygi mNDl ykvegggthhpaoiey nMRNADI

jako napS2klad UCP1 (45%v2ce), Fsp27 @@BBB%
v2ace). Ni ¢cm®n D, hl adina UCP1l proteinu byl a ¢
b21 ® tukov® tIk8IneD BAWATPSed i po vystavenz

mnogstv2 apopt otakmokkbutjhe diumcIko mt CoIDE cog by n
VBAT nem§& pS2mou r olNaprop ®inu Ci¥azkenm2c kap 6 p tmyzyi .,
chladu,mn | y ryoplgsgrietabolismu | i pol Tzu v hnDde@tsamlbioty®
kontr ol nfr2a kj®e diyncyi .gt 2 hi md gk owanr® zolsd zinttd 2 a kd
tedy hrajerolix er mogene zi a metabol ismpmuosi PpedRKowarsia
aktivity UCP1(Zhou et al., 2003)Li and Li, 2007)
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235.Dal g2 proteiny CIDE rodiny

2.3.5.1.CIDEb

CIDEb pat S?2 do rodiny proapoptoti ckT dlhkongovoot e i
dom®in DFF. Je midkalhiomadw§rt csh a vytvg§sS2 dhbmbd i
|l ' eny rodiny. Del el n2 anal Triyt ouckh8oznad ryi,2 cghe as |
pro dimerizaci se pCSekondoay® aibdkysadic)hi SokafiZ2ds ea
vmi tochondri2ch maedbyten® zpr dCh¢gnedal, ROOONapmot mmut - z -
V jin® pr8ci neprankwi dloichphndrentddopbdphambtz ¥c k @
| v s oz - mgolgim kdmplexyLiang et al., 2003)

Exprese z¢gdouPp2oamrnar T, kt er®a jwoni k odypBpl#dtd m &
Sp3 jsou K | ov 1 mi obeug prom®tofa Pokusy u k 8 z al y, ptpmotorvhylD| ¢

hyper met puB8oh vneexprimuj2c2ch dl ouhl tra
vbuRKk&8ch, kter® ho exprimovaly. Metyl ace sn?
pr omot or se Vv &fhepatocyta mutlearrfactaF4p os 2 | i | jeho ak

expresi kr 8t k®ho t rad mdkrkioprtad . eExo gesnn 2k r BN K4 |

kde se norm8&lnh netvo$S2, t epdrye sm8 kwrl8itvk (®ded K u
al., 2006)

Hl avn2 trankript &ovéhl kogBkadrgBktbetw§p NIdled |
transkript o vel irkiogsgd2ich2, hblkaddibny8lc hz jviegtsiine zvi n
fen®id Bt (Idltata et al.,, 1998) i n 8§ pr Salekalipacivoj k88tzrae c h, vs It @ nik
st Semeng2ch htlladstn@mhstvSevu, | Il @dldagnes al.h2008) s |
CIDEbj e hodnBhD ex gt ima@@BED-/-my gi mRDly niig@gdychkla
volnTch mastnlch kyshkdiiint Rviyd b ame&d\wsdwe ndinet
(ztul nPDn?2 )CIDEAmuetramyMpa2y 2mdd,l y viraznDnazul §@enoa
rychl ost celothNlov@ehat enenZadbdl| ma mu CAEbN-xkyysi € |i
vykazovaly sn2genou |l i pogeneZLioAakambB gxynl®8§ zhy
mastnl ch kyGoeA idne saficosyiEBapye d Tl egi tT regulator
hraje rolbobevetylvegul ac?2 mnjo$ta(lLieetd., 2007 (Liiacdk T c |
Li, 2007)
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2.3.5.2.CIDE-3

Zat m posl edn? identifikovajelCIDE3 emo@bDEg pn
proteinu FSP27Jeho velikost je 238 aminokyselin arhologie sproteinyCIDEa je 44% a SCIDEb

38%.

Alternativn2m sestSi hem vz n3(@38amihokydelin)268kDa)n s k
aCIDE3a,kt er ® chyb2 tSet? exon (164 aminokysel
navodit apopt-zu a vykazuj?2 stejnou bgenodlnou
se nachg§z? na chromgzomuij® (ap2b).deTenhboank
CIDE-3 mT ge t e drevemcirtlBnbrogeneddie e x pr i motvémk @ hatw S e v

srdci, tl ust @nh os(litkeetal,h 2803 al udku

2352.1.FSP27a met abol i smus | ipidT

Byl o zji gt B3PATte gdud upreotveeiln kost | ipidovlich k.
vadi pocytech. Regul ace exprese nen2 zn8ma. T
TNF-al fa a i nlsada@mtebn,i poluynt i ckou f unkc 2TNFdfa | s
zat2mco ponBok#&@hemi vgrost | 0s hamM8it®. aVibkr &d rt 2

my g2, alkoliv u ob/dBtmegh. 20Ha WS ele wRed@ s e
kapopt - - ze. Al e navzdory upktegbluaddik, pSBieomjde \
apopt-zy. Tedy, adi pogenezepr eamomptrotviSszkinm v
(Kim et al., 2008)

Dalpg28ce ukwlzquéxpdseFPe7zavy g2 apopt-LAubRAaBK, a al
hl adiny exprese stirmuamnljh akwRku§calcibdz pi ndul
Zvigenl triacgTglegdkunosni gem®i hanhcoximdaceln
ZmNDnNnl tok mastnlch kyselin do triacylglyc
| okal ilziopwi8chowl cadkpp&gcedch. Knockdown genu F
kzmengen?2 velikosti tollkovimih okchpaldri Zvyguljier
zvyguje pS2jem gluk-zy al ilpipdbodvizm .k alpekd§m FaS Pr.
(Keller et al., 2008)

FSP2Wj §t r ech ob/ ob myg2 pga mBgenlzveydowdt glklin
vji 8t rech. Je to protein v8§g2c?2 | i @dipdogtec® Jek a p
vysoce exjpgtmeovelBnoly/ ob myg? a jvi& ezcnha |onbld onbe n gk
PPARJZvI gen8§8 exprese pomoc2 virov® transfekce
Vi vo., zat2?mco knockdown8§keesh2genheédyefFB®B7a
depent n?2 dMatswaue etaly2008pnt er
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A CIDE-N CIDE-C

CIDE-A CC e —
33 110 126 184 219

CIDE-B [ . | | |
36 112 128 189 219

CIDE-1 C | I 1
41 118 140 199 238

CINE-3 N I T ]
1 44 66 125 164

DFF45 — | - ]
19 100 331

DFF40 | 1

Obr13.Struktura a srovng8n2 sekvehcukpuoael hdTski DE
CIDE-C a CIDEEN dom®ny jsou oznaleny a |ketsaba oesal ujg
aminokyselin.B-sr ovngn2 aminokgsetjnbelf ol® s bk@dmhaiaetjals ou |
1998).

236.ZmPDny hl adiny exprese CIDE proteinT
Vt ®t o kapitole jsou zm2nBhDny b o dpooteily QiDEb | i k o v

f Oxid azsehovhdl adiny exprese genT CIDE r
(Xiong et al., 2005)
T 5fl uorouraci l ( EDEbuz WHye d av(druendd|2a0d)i n u
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1 Kokain ovlivnil expresiCIDEbvmo z k u u my (Névikdva et ah R200%)2

f U937 buRky i nkuDPTANO® (s y5aoe t-NOY) koldobwia n o r
hodi n vykazovalCDEE(M#pgey etalu20@X pr e s i

1 BuRky epitelu ml® n® ¢l §z yExtagelular pidenase t r
inhibitor, proapoptoti ckT vykarovalyeyigny 2 mle®| m(@5e)§ | §C
ned kont rQorgetal., 2004Rk y

237 Mol ekul 8rn2 evoluce CIDE proteinT

Komparati vm®o man alkd zmd tgBNgod €Cm®na m§ gi r okou
distribuci u rTznlch givolignCchocdh®uhTjedyv
obratlovceT. Zat2mco u bezobratl T chN pdoonm@&rhh,:
obratl ovcT | erag@Pmrodnykcokn8z esrtvrautkitvun 2 . P ¥Na vddolhpRonda
vyvinul a -dap®n ¥k agkra.@®EM un IDj ak zC skam®Cd ,DEkt er
ve stejnl | asDEprpfeir mova@ak msez@Bi k| &Wuretal, 8008) o d i
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3. MATERI ¢L A METODI KA

3.1. PS2stroje
Boxsl ami n8rn2zm proudPDn2m vzduchu: Heraeuss i n:

Boxsl amin8rn2m proudDmKK8IA vzduchu: Her aeuss
CO2 i nkub 8t d70:New BnunswickeScigdtific
Centrifuga: Hermle Z323K
Centrifuga: Eppendorf centrifuge 5417R
Di gi2t lamer a: Kodak Digital Science DC40
El ektroforetick8 aparatur a: Hoef er HE3 3, USA
Elektroforetickl zdroj naphRDtz: Amer sham EPS3
El ektr of or e PhHarm#tig Bicephar at ur a:
El ektrof or et DE Rolver Suply RSj3000, &iqefert 2 :
Bl ot ov ac 2E a&PpcentiictProduets INC
LightCycler™ Instrument 2.0 Roche
Spektrofotometr: Agilent 8453EUV I S Spectroscopy System a Mil
centrifuga a vortex: CombiSpin Kisk&iotech
Vortex: Vibromix Technica
UV transilralmmng8tor: Ul t
Termol 8zeR: Jul abo Sw22
Termoblok:MB-102 Bioer
Tepl ot n2 tiSekpwHd Ktoaur: sShel Lab
Laboratorn2 v8hy: AG204 Mettler Tol edo
I nvertovan® mi kroskopy:
Leica DM IL
OlympusIX 71
Konfok8ln?2 |[(edddl B3 ®dPD2mat emati ky, FGD)
Ko n f olkeigd T8SEC 4P( Jackson laboratorjlaine, US)

3. 2. Materi 8l
321.Experi ment 8l nz2 modely

Laboratordakpoekpeari meot i ngtmModelz8kl adn?2ch
genuby |l y pougity s ami cRattus movegicuememeWis@iPco Uypsomrkcaenm?
sterilnhD odebr8ny tkgnhn, v | zowazmy Wt edkoudt k®s .3Pdots ® O
byys k| adp3BNYCG.bor at or n2m?pott rkzama dlydhowszF. gz i ol o
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EscherichiacoliBylpoug® & kt er i 8§81 mnighiakon®Hba. Bansfdineacehemicky
kompet ebnutnif®kc hs e pr ov § d QVizametodg)p e B @ k tme rgiok elmy | y
m®di u LB s pS2slugnim antibiotikem (podle ty

Bunhl| n®Byly u gyibeu n®linie: T293 (| i ds k & deinmm®o nb8ul Rk2y
e x pr i fedjepresdér z plasmidu pcDNAG/TR; Invitrogef) RExHelLa (lids& bun D n & | i
karcinomu dDI ogn2ho Tetrgplesor zplasmiu dcDNAG6/T&RxIpvitragen) j 2
INS1E (Insulinomalinie zL an g e r h a nrsTowkl Tc hs | oisrpotkatey vbiBn ogn&n oz
Maechl er a, u n HelLa(lidsk§ bunah | GheSrk ed i an)ii reo mu  d Na HEP@22 h o

(hepatocelul ar carci noma; Huropkankc@turdcolleddinn g | i n

3.2.2.Ch e mi & énkymy, roztoky

3.2.2.1. PS2prava RNA a elektrofor®za

2-merkaptoetanol Sigma
Acet 8§t sodnl Sigma
Agar - za Top-Bio
Citran sodnl Spolchemie
Dithiothreitol (DTT) Sigma
DNA marker Fermentas
ElektroforeticK  zorkov pufr Fermentas
Ethanol Lachema
Ethidiumbromid Sigma
Kyselina etylendiamintetraoct Sigma (EDTA)
Guanidin thiokyan8t (GI TC) Sigma
Chloroform Lachema
Kyselina borit 8 Sigma
Lithium dodecyl sul f 8§t Sigma
Lithiumchlorid (LiCl, 99%) Sigma
Oligo dT 3EBio_oligo(dT)20 Metabion
Fenol pH 4,3 Sigma
Streptavidinov® magneti ck® paRdchekul e
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Sigma
Jehly,i nj eskt|Se2kpt KmmNr 0, 9 mm) Braun
Magnetickl separ tor Roche
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3.2.2.2. PCR, RPPCR

Pwo pol ymer 8§z a Roche
dNTP 50x Mastermix Invitek
LightCycler RNA Amplification Kit Hybridization Probes Roche
LightCycler kapil 8ry Rodhe

Hybridizal n2 pri mery hy fl uor escen]|TiBMolgat -

3.2.2.3. PS2prava konstruktT
PCR mix (viz3.2.2.2)

L u mi o-Eell Labeling Kit Invitrogen
BP,LR ClonaseMix Invitrogen
Agar, kvasinkovl extrakt, triPBDGompangykasei novl
Chlorid sodnl Penta

T4 DNA Lig8za USB

Plasmid miniprep kit Sigma

QIA filter plasmid Midiprep kit Qiagen

Kit na eluci DNA zgelu (NucleoSpin Extract I1) MachereyNagel
Re st r XHoli BEcaRy Fermentas
Plasmidy:

ORF 1l i dsk8&8 CIl| DRBENTRY22L OH2 236 1) Mvitrogen
pPAcGFRC1, roGFP (pEGHN), pDsRed MonomerC1 Clontech

PDONR221 pT-REx-DEST30, pcDNADEST53,p c DNAE 6 . 2 / -DEST (iriviwogen)

3.2.2.4. Tk8Rov® kultury

Kultivaln?2 | 8hve Orange Scientific

Pl astov® jednor8zov® pipety Orange Scientific

PipetmanrAcu-jet Brand

Skl 2] ka GmbHa Co.KG
FugenéiD Roche
Optimem Gibco
Poly-L-lysin Sigma
Glycerol Merck
Geneticin Gibco
Blasticidin Invitrogen
Tetracyklin Amresco
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M®&di um pro | NS1E

RPMI 1640s L-glutaminen, b e z g | 10 knMZHERES(pAA Laboratories GmbH)1 mM
pyruvg t5%f et 8§81 n2 hdalyzBva2® o @rAvdm Labor at@r ikaptweth@wlp H)
100 IU/ml penicillin,200 € g/ ml str e meboSMmglikn ,zall mM

M®di um pro T293

DMEM (Dulbecc@ #$Modified Eagl® snedium) 10% fet8l n2 hovDz?2 s®r
Laboratories GmbH), 2 mMg | ut ami n, 100 | U/ ml penicillin,
(5 g/ ml)

M®di um proT. RExHela
EMEM (Eagl ebs mini mum esgdarntaimdaln, meldi%u ni)et 81 2
tetracyklinu, 100 | U/ ml perciidiilnl i(rb, ¢elgdlgg/ m

M®di um pro Hela

DMEM, 10% fet8&8ln2z hovRNz2 s®rum di al-gluamiadh ®
mM HEPES (pAA Laboratories GmbH) , 1 mM py
streptomycin, O0,5M galakt- -za

M®di um pro HEPG2

DMEMbezgl uk:-zy, 3 mM glutamin, 5% (v/v) fet8ln
GmbH) , 10 mM HEPES (pAA Laboratories GmbH),
and 25 mM nebo 5 mM gluk-za

Vgechny sl ogky m®di 2, p o Wrabeny &SR pr avatle m®d | f
mol ekul 8r nffazee het i ky v

Trypsin/BEDTA: 5 mg/ml (Sigma)

PBS: NaCl 8 g; KCL 0,2 g; NBIPO, 1,53 g; Dest. HO do 1000 ml; pH = 7,2

3.2.2.5. PS2prava bunhRk pro 4pi

poly-L-lysin Sigma
FCCP Sigma
Rotenon Sigma
Glutaraldehyd Sigma
Borohydr &8t sodnl Sigma
Kovov® nosil e Leica

4Pi &klyskkarc8tkem Quartz
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3226l ndukce apopt: - zy

HEPES Sigma

Chlorid draset 1 Chemapol
Chlorid hoSelnatT Lachema
Dithiothreitol Sigma

NP-40 Sigma

EDTA Sigma
Fenylmethansulfonyl fluorid PMSH Sigma

PVDF membr 8§na Biotech
Dodecyl s8D 8§t sodnT ( Sigma
Akrylamid Sigma

Temdd Sigma

Amoni umpersul fg8t (APS) Sigma

Pr o taiAmti£iDEa ProSci

Pr ot iAhtigabbitlgG Sigma

Luminol SantaCruzBiotechnology
Full Range Rainbow Recombingiptr ot ei nov 1 mar kAenersham
Mercaptoethanol Sigma
Camptothecin Sigma
Valinomycin Sigma

A23187 Calbiochem
CCCP Sigma
Hoechst33258 Molecular Probes
TetramethylrhodaminTMRE) Molecular Probes
In SituCell Death Detection Kit, FluoresceffUNEL) Roche
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3.3. Metody a postupy

331. 1l zol ace cel kov® RNA
Byl o ugicthd of @eim@id mo v ® (Chommcayhsii caed SRddhdy 1987Ye g k er §
manpulace RNA se prov 8§ khllox podglisédwm. f¥nol u a chl

viaming8§rn2zm boxu. Vegker ®8 m28s¢( ndglky,napinmmeatp
steril isagwBsmyd wo Habar 8t ohnonddi anpitkays tlyyl vy st er
autokl 8vovg8n2zm (2 kr8t 25 min, 120 kPa).
Postup:

1. Bylo odebr8&8no (steriln2zmi rkiyaghkumavky a mzicemo p i
ve t Sextekuimi d em? &k pr §gek.

2. Pr&8gek nadrcen®mizkugavky bpySi dp&Sneon e eml dloy z5a0|

acet8tu sodn®ho, pot® vortexov8no nebo m2chs§
3. Bylo pS2dgno 1,8 ml f ernoozim? cah §n0Q0 reedl y vostrdt oar
b21 T z 8§k al hovald b@mnut sadedd. n k u

4. SmNDs byla rozpipetovg8§na do 1,5 ml mi kr ozk
5. Centrifugac? se vytvoSily 2 f8ze a mezi f &
novich 1,5 ml mikrdzloim&selbnd bpjemSeddanol
precipitovatvi2 0OUC mi ni m81 nnN 1 hodi nu.

6. Precipitg8t se centrifugoval 20 minut pSi
(centrifugace 20 minut pSi 15 000 g).

7. Pelet byl vRNAgendR. rRNAulGIDBCyahabdoviehae

Lyzal n?2 roztok: 4 M GI T Glauro@sarkosiM,7% inerkaptoetarolp d n
upraveno 1 M NaOH na pH 7

Acet §t2MpHdB.1

3.3.2.1zolace mRNAzc el kov ®& PN/ Nk

Naizok c i MR NA ImRNA isgatian giti(tRoc he ) . Met oda i zol ace
sekvence na 3Ekonci MR NA,, pomoc? kter® i | z
Kseparaci se poug2vs8kmaghentcRT oaarvpaanh kot &
streptavidinem, kterT velmi pevnhD vd& gekvernme | e
hybr i dpolyM geRvenéemisnRNA.

Postup:

1. Cel kov § RNA byl a naSedhna l'yzalnzm pufr

inkubuBowmgnaty pSi 6 ferinBGeykler)Vip $2 piad Re b @ diuandek

33



byly buRKky r elsyuzsaplendw vigmfyr w a nas8vs&ny jehl
N§sl ednl postup byl pak stejnl

2. PS2prava magnet &l cstrépmvidne R ¢lhi | magnet5@kT ch
mikrozkumavce bylo promyto-k r 8260elv | yzal n2 ho pufru.

3. Do pSipraven®ho vzorku (z kroeakuzalm? cbhy8lnoo .p
4. Imobilizace: Mix Zxr oku 3 bpBi prSdawWwe&ml nk magn e tziaonkTcrh §
inkubovg&n 5 minut pSi teplothn 37AC.

5. Na magnetick®m stoj 8nku se oddDIily kul i/
6. Magnet i cnka® §maarntoiuk uMReN As b ya2 5/0 perlo npyrt oymT3v akor 28ht
7. El uce mRNA: §mBs pByl #5ABk wbo2s ¢l redest
magnetick® kuli|l ky od supernatantu. Superna

Steptavid2nov® magneti ck®& Kkkurl8tl.kyPrnoohzmo voul|

kul il ky i mkitbowati B5AIC v 100 ¢l redestil ovar
Lyzaln2z pufr: 0,1 M Tri s, 0,3 M LiCI, 10 mM
Promivac?2 pufr: 10 mM Tri s, 0,2 M LiCI, 1 mWN

334.St anovoven? koncentrace t ot §ltrofotonReMlA a mRN

Koncentrace nukl eovTlch kyselin byl a stano
zn8&§m®m SedNhDn2r bymaz2mNSlkemavivech d®l ek 200 ag
spektrofotometru je vizual i z acklkvalitp RNAbGdmaxims p e k
(A) se odeletlo pozad?2 pSi 260 nm, koncentr
Beerova z8kona:

c=A.Ul

kdel j e optick8§8 dr&ha (byla pdujge tabskorveltm?
specifical p8obkuwuahv nagemr op SRpA d & pd ONAnagA. ¢ |
absorbance. Do vipoltu zaSazujeme taky Sednn
% byla vypoltena podle rovnice:

c=Awo U . vRiodV2).( V

335.NavrhovBaet Tpri

Primery pro kinetickou PCR se nijak nelig?
D®l ka primerT by se-26mNhaklpeodtyibdbv,at pomdDrl8z a
pyrimidinovich nukleotidT by mhdr PEu upBybseg

| i gictmed W UC. Fl uorescenl| n?2 pr-by se navr huj
jeichTamus2 DblTt minim8§lnnN o 5U0C vRrgWr2 ned- hélsikea
oznal ena f |ldurouhes kppre-ntBanBasned§edt i dy za prevn?
smRDru ori emivol® Avip@m3.2loznal ena jednou ze tS2 d
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f 1 uorlefS30r G640 anebo LEZ 1 0 . D8l e je nutrmpa - - dye sntao vy
sekuma@&h otirmektTur pPa-ibnye rbyy lay poaigi h 8 m§ py og r a mu

336.Kvant i t at-Rearitnhe FORR

Kvantitattimen2 PCRaj e pa ®1iga e s vkoneedtraéemRNAo Broti

kl asickTm bl otofeadpdnii PERc lamiak §m&m pSing§g2 n
pSesnost, reprodukovatelnost atd. Radd®at cy |
takge je mogn® ®| admplviafti haded Nd me pouze mnog
metoda reati me PCR nazlv§ tRBk®bMBhneethkk& PER.osepr
kSivkou a rozliguj2 s&8depD hE8bel ampkpb-pdnhack &
f§ze 31Pbr PS2 st r 8ju mbigdkuija@ytcilfeirkacDhembB8akgt u D

detekci fluorescence po kagd®m cykl u, |l ze
a |lze kvantifikovat opravdu vichoz?2 koncentr
rozd2l nou amplifikadm?2j e it omostAxr o¥ygyhodno po

cykl us, \admSK tréBderivacgkSi vky pr TbRhu fluorescenc

Fhuctescence [F2/F1)
o
S

0,015 /

Obr3.1.Por ovn &n&®zehdpgoi nt anallzy

PSesnost t®t 0 techmniskyt D& WNANv ap & it kosum!|niytsil 2a
pod2l jakkol:i degrhidsvan®u RMArvekoarabakmunace
Genomov 8§ DNA, na kterou mo hou pri mery spec
kvantifikace expresesl geamou jad®CRk ddgelcdhlmn %k e dn §
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zpTsobem odli geomd?pouvu?t dat ®c?RNdemov® sekvence
intronovli chRMAkvEeEadrrow z mognost2 praktick®h
primer T-bneboopt aswi Meata gseIsSbhzaruluje s
sestS2hanivklo nin@almé hkwlvan®m vzorku (m2ra kont a
DruhlT zpTsob odligen2 mRNAt @akd® DNaktv,yu@eé vgo lo
poug?2vanlg§ ipgreo PRRa amplifikuje ¥seky jen do

primerT na soused2c?2 exony, me z i kterT mi s e
specifitu mRNA amplifikace. Kvalithkhy,  RNAeljlo
proveden? zolace a skladov§gn2.

3.3.6.1. LightCycleM Instrument 2.0
LightCycler™ jep S2 st kojerT umogRuje provg§dhNt PCR r ¢

amplifikace d2ky pr TbNgn®mu moni t or o vce rsé f
kontinu8l nD po kagd®m proveden®m cyklu zobr
tomto pS2stroji umogRuje pougiit20 weél)i cae ammapll
detekce produkjedijre® pkapigldPdat amiarkajcee jaemprl ii:
vzorku pSi manipulaci sn2glami In®odomi miukngt d\
kter® se ukl &8daj2 do karusel u, jehog kapaci
kobj emu, pSenos thktpilvan? ea ttea yu mdd B ey kelf Teo b & 4
30 minut. Rychl ost tamlzanerzZ20 ®CZmBn se pohybu
ZmhNDny teptmByn& komdSzajLiigghujCy cu 2d wc h, j eho
ohSevnou spir 8 stuSeuwm?2ksandonroyu. uBpxrci t aci zaji g:¢
svhDtla, jeng je soul 8st2 fluorimetru, kterl
640 a 705 nm. PS2stroj je vybaven dvPDma amot «
karuselu s kapil &8r ami pro detekci fluorescen

LightCycler software poskytuje 2 mogn® met o

Asecond derivation maximim met odu vyug?2vaj2c? maxi ma- 2.
pont analTlzy. RBecand detivation maxdénmummd lowj e t z v . treshhold s i r
cyceneboli cykly, ve kterlTch fluorescenln?2 si

nepS2mo ¥mhRDrnl mnogst vikakdan® mMRNA resp. cDNA
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3.3.62 . Detekce sign8lu
Zdostupnlch zpTs o bedhimd PCR jkne ese rezhagllingol detek@ mo ¢ 2

dvojice hybb.i dTatad ndethelpce j e vz2ce specifick

techni ka, protoge Vyugrev §avkirco md v esjpieccii fbhg bt
nasedaj 2c2ch mezi nasedac?mi zmEdgobynpPnonar o
prbajena3 Ek o mail ema f | udrrersiEaep mketme r88 muaksleedost ildy
na GS5Ekonci r(ut edryi enmposem®B)pr kznal ena jednou
fl uor e sfcleund rb&58HILTF640,LG7 1 0 . Fl uorescein je exci
aemituje zelen® fluorescen]| n?2 svihDtl o, kterT
barva ae mi t uj e fluorescen]| n?2 sviDtl o (640nm).

analyz8torem na konci reasocialnz f@ze(sptov 2
amplifikuj2c2?2 se <cDNA. Pougitl pmqoTvwa@bl det el

rozligen2 v2ce isoforemasjteenj p&htoagedhu, | ako

l Nasedani primer
a prok

NEE S g

1 Elongace

T O P e 2
g,

%-‘-‘_—Jumrmnv [ ]
S'-mrrrrer 5 rrremererm
et g

Obr.3.2. Princip detekce sign8l u (Bustis, 20600nem hybridi zal

3.3.6. 3. Aifikace | ut n 2 kvan

Ke kvantifikaci mRNA jednotlivich UCP trans
externzm standar dem. Absol ut n?2 kvantifi kac?
vireakci . Jako extern?z standarmd] bryd Sle dPdawgina
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vi 0z me z 3 100 fg. Neapr. 3.3.vi d2 memno gsd v m ecalkMA wmegati v
crossingpoint. Aodnot crossing pointT jednotlivpreh s
genCIDEa kt er 8 byitakesg amndl¥jein 2p ann ges CIDEaTeor®&idbkAsep r o
v k@gdcyklu mnogstv2 ampljeivk olnag azrdivtonjincgks®nb 2 mn
smiDrni ce3xkoalzinbaBmaecng8k | y na jeden S8d rozd2lu n

B oom
U.U]B—_
0.015—_
U.UT4—_
oo 2—_

0.01—

=

=

=

=)
|

0.006—

=

=

=

=
|

Fluorescence [F3/F1]

0.002—

0,002~

-0.004—

-0.006—

0008,

Cycle Number

Obr3.3. Uk geakceass @ d NnT m v z okoristeuksikparla br al n2 pS2 mky

3.3.6.4. Normalizace

Normalizace pomoc? hoepSedipo&iiangn! gedn i av yhuodu2sy
vi TznTch buRkS&8ch a zadmpanrelkc bk ofnysziamlyadiz orkTockh
indi vidu8l n2ch odchylek c¢crossing pointT vzni

vzorku. Jako housekgapdpi ng gen byl pougit gen

3.3.6.5. Proveden?
Slogen?2 reak| n2 smDsi o objemu 10 ¢l pro 1 v
1 LightCycler RFPCR Reaction
Mix Hybridization Probes 5x 2 ¢l
1 LightCycler RFPCR Enzyme Mix 0, 2 ¢ |
f MgChz&8sobn2 roztok,25csimMééé. .. 4 mM (visle
1 HO, steril n2, PCReskvalita
f Primery (10gM) 2 x 0,5 el éé 0,5 &M (v s
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f Hybridizaln2 pr-By0,(73esM) éé 0,2 eM (visle
T mRNA 207 50ng 2 ¢l

Reak]| n2 mi x obsahuje z&§kvhdhedm§ ateaksiBreM,Er an
dNTP (obsahuje dUTP m2sto dTTP). E fPCR(RNAVA  mi
DNA-dependentn2 DNA polymerasy).

Podle poltu vzorkT byl p Soi bpsraahvuejn2 cma swvt geer gnhi nxy
kromhD mRNA. SmRNs se rozpipetuje do kapil &r,
do speci 8l nhthzesSkdemceyecrifugaln2ch adapt ®
kapil 8r na stoln2?2 centrifuze, |eddhladuu pSenos
SoupravalightCycler RNA Amplification Kit Hybridization Probeqd Ro c h e) je ur
jednot upRov-PECR.RTReakce prob2zhaj? vV e skl ennNnTc
(Roche) na pS2stroji LightCycler Instrument
Amplifikaln?2 protokol jze2 rtorzadndd kerni pncae ,| tdyeSia
chl aRefBDRAmur ¢ ¢r z taBukceo3rln Dn v

Tab.3.1. Pr TbNh prtiong PCRrteplotaesael |ljiggdnat | i vich aapr pbi m

Teplota|L as [Pol et

Reverzn2 t 55AC30min|1
P o | § fdehaturace 940C2min |1
Denaturace 950C30s |1
Amplifikace Denaturace |9 4 UC/2's
Annealing 25s 40

2UC25s
0UC30s 1

*
Elongace |7
Chl azen? 4

3.3.6.6. Konstrukce kalibraln2ch pS$2mek

Kali brace byla provs8dRna z c¢cDNA konkr ®t n2ho
od5ng/eldo50agkl . Do reakce sle PBNA.Svmh @ jeakssdted® D N .
pohybovalo od 10 ng do 100 ag. Visledng kal
jednot | anv® gzeknoyu m

Sekvence, d®I| ky a thipgrseeT aa 2 h y ke pib @bduznedenytatydice p r
32N§vrhrfiramer-b pro protepB2CbPEalje tak® z
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Tab. 3.2. Pri mery a gem CIDBa | mib® r leot potkana2 X 7 fluorescein, p - f osf §t
modi fi kuj2c2 3Ehprebnec hybridizaln2c

GAPDH S AACTCCTCAAgATTgTCAQCAA 23mer 58, 3AC
GAPDH A ATgTCAgATCCACAACQQATACA 23mer 56, 4AC
GAPDH FL CAgTCTTCTgAgTggCAgTgATggCA X 26mer 66, 0AC
GAPDH LC LC Red705-ACTgTggTCATgAgCCCTTCCACY p 24mer 65, 5AC
CIDEa #1 ATCAgCAAgACTCTQgATgTC 21mer 57,0A C
CIDEa#2 ggCCTTgAAgCTTgTgCA 18mer 55,6A C
CIDEa HP#1  gAgTCACCTTCgACCTATACAQgCTgAA X 28mer 67, 2AC
CIDEa HP#2 LC Red604-CCCAAggACTTCCTCggCTgTCTCAAT p 27mer 66, 8AC

337.Agar- pv8 el ektrofor ®za

Pro anallzu visledkT bylo agaggav@®@mhgel aontlT&lt
sl ougiilzauaki zaci ppraosdni kdtov ®P ORALA, DSIAp auon M6 eks ¢
kvality izBYlovmpa®j2BRMNAEEY% gelaapufr-1x TBE.

Pogup:

1. Nav§8gena® anmsnea grsotzvm® mitpafru @rozpustilo se.

2.Doagary ochl azBOPC® sas ip Sn a al 1 mM ethidiumbr ol
rozm2chal

3.Agarbylarmlitadovanyh Sebenem. Po ztuhnjumdl asegdlSede
el ektrof oretpufrerk ® aparatury s

4 . Do kagd®ho vzorku byla napipetov8na barva

5. Vzorky byly naneseny (<tcan ddnzdrd ) do |j ame
6. Pro rozdRhDlen? bylpolueyi@ aVv i/ntcem zgd ad celd e kpp S
7.

Ge l byl prohl2gen na UV translumin8toru

10x TBE pufr 1 Il itr:108g TrEDIA pHS85g kyselina

338.PS2prava konstruktT

3.3.8.1. Kl onovg&8&§n2 pomoc? restrikt 8z

3.3.8.1.1. CIDEN a CIDEC

Pro pS2pravu del eNa@BEC rhwytl@ntplou@liDB met od)
intern2ch sekvRatatdneporthacxseP @Ry r hru] 2v ndiviaS nt2y p
VnNDj gz yproibmeahtutj B (nv2isztaad ¥lneé Xt Sn2  jksabyupoloviaou bylye n y
kompl ement 8rn2 ke 3Ekonci t® | §sp e s appipjindd A,
pimeuknov®mu YRkenéim kroku PCR se veasdmbetodd]j
poloviny produktu « o mp|l ement §yy W@ muh @riekatrkelakse cmP c h

40



pr TbNDhu druh® PCR v m2stech kompl ement §rn2ct
druhou poloXZ8kladatnNzzxeh®ma a Tpopiex ndehecs
met odou PCRhojn@obr2.h Slzomgenn2 PCR reakce a tep
v tabulce 3.3.

Podlesekvene (viz.pS 2 | thyal y navmgempy opraimped i fi kaci a k
“usek T DNAupDONRRZIkKk toer ®ho byly mutanty pSekl or
n2ge) do plasmidu pDEST53.

e

e

Obr34.Z28kl adn?2 sch®ma pro del eci nukl eoti dT met

VnhNj gayspBesmahy att

PRIMERL:

attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCABGTGCGAGGGGACCGGGCTTLTGG
PRIMERZ:

att B2 GGGGACCACTTTGTACAABSCTGGGT CTATCCACACGTGAACCTG[CCC

VnitSn2 primery:
Pro CIDEC:

PRI1: TTGCTCGCCGCCGAAGAGGTCG/CAGTTTCTCATCTATCTGGGCA
PRI2: TGCCCAGATAGATGAGAAACTG/CGACCTCTTCGGCGGCGAGCAA

Pro CIDEN:

PRI1: ACCCCGCTCATGCATCCAGCAGCACGTCCCCACTTGCTCG
PRI2: CGAGCAAGTGGGGACGTTG/AGCTGGATGCATGAGCGGGGT
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Tab.3.3. Slogen?2 PCR reakce, polet a d®l ka cykl T:

denaturace 9 4 U C 5 min.

H,0 405¢ 1 L .

10 x PCR Pufr 5 ¢] 2. denaturace 9 4 UC 1 min.
SmBITP( aE10md 1 e 3. renaturace 53UC 2 min.
DNA (50-100ng) 1 el 4 synt ® 72UC 2min.
Prime1(10uM) 1 el krok | . z35x

Prime2 (10uM) 1 €l 5. synt ® 72UC 10 min.
Pfupoly (1U) 05¢ | 1 52U D)

3.3.8.1.2GFRCIDEa adsRed-CIDEa

Jako templ 8§t pr o P ChRIDBa geavektoru pBN{TR221 Brimery byl R F
navr glkoamplsement §r na| Stekkw e a cGlDEaRa | p Yyeesnauhem o0b
restrikln2 m2sto pr oBylamwovadeniP@Rp8dieprotokolus o p Sad Eb
kapitoly a produkt bylz k ont r ol ov 8n pomoc2V p§apadl@clkeiéclke
p r o d byl prGvedena eluce fragmentgelu.

Postup
1. Pogadovanl fragmentgesleu vay SZvz&ill skal pe
2. Byl o pdSviodgnSosobn® | mrad aitvizn kidbhce 10 r
50AC

3. RozpugtnNnl gel se zcentrif uylooda,llmn mi |
4. Me mbr 8§na s e nipT3@uiry teatrifigard11000xg, 1 min
5. Pro odstranBDn2 zbytku pufru se centrif
6. DNA se eluova v50m NE pufru (TrisEDTA)-centifugace 11000xg, 1min

PCR produktbylpes est ri kci zakl on ow8apDsRedMonankrClo r Kt p A

byly | ineari zov $mwyndad BNAlig§izrigigaceebyla provedena Si 16 AC
nocvc el kovyvye@um50mbe s mDsi : voda, i gal n2UTpluif g § z P
Pro %l innou | i gmacl ijoertNd o pRu@GCRnpmoduktaly 310. Proto byla

u obou DNA zmNHF&Er§oKO KO awlaritua p ak 2t Bmavnipeo mo ¢ 2
ng = (fmol)(N)(660fg/ fmol)(1ng/10° fg);  kde N je velikost DNA v bp

Ligaln2zm produktem byly transformov8ny komj
misky LB m®dsee k| m2m anti biotikem k&ahafyg¢bwhameV
pozikliomy byly ovhRSeny sekvenac?2.

Sekvence primerT

PRILZ AACATTATCT CGA GGA GGC ACC ATG CGA,

PRIZ GGC CGT CGA ATT CTAGTT CTATCC ACA CG
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3.38.13Uden? pozi Tmetodout BAGR k| on
Kol oni e t esttoonvraons® njae aphtphtyi Ii yv Trcehs tksomesrtd o D§ ny

a pot® podstoupily n2ge uvedenauutkpbyl aBnge
pougita pro jedhotbgv®cPCRomnsakaelkt p

96 UC 5min.
50 UC 1 min. 30 sek.
9 6 UC 1 min. 30 sek.
45U0C 1min.
96 UC 1min.
40UC 1min.
40C 2min.

N o g s~ DR

3.3.8.1.4. Sekvenace
Konstrukty ovRSen® PCR na spré&8vnost vi oge

sekvenovg8§n2 DNA na mi Kirdbi ol ogi ck®m %¥stavu

3.3.8.2.Metoda Gateway

Technol ogi e Gateway | e,zuaniovgeernz88 Inna2 skcl hoonponvoasc
rekombinace bakteriof8ga | ambda a integrace
specifickT mi a t, je kogzarvati avent? mean tn) e vny? gsathaulj g2 DWIAh s«

kompatibilita a kombinovatelnost r TzTnyltcoh ne2xs
sloug?2 jako vazebn8 m2sta pro rekombinal n?

me z i homodwmnt?t emgi dny dvou pS2slugnich m2 st .
enzymTJ, kter® se v&§gou na att m2sta, pSibl?:2
Visledkem jsbmNuv&epBzyT] a mobaekel dDbBA. nRek
proteinyvr eakci se | i g2 podle toho, jestli f&8g uc¢

Gat eway techmotofi kdwayB®&@Bo r ekombi nal n2 ho
heterologn2zch sekvenc2 DNA mezi vektory a je

BPreakce(obr3.5)-r ek ombi nace attB sbhbsni §eal ( BBR B¢
|l ineari zovanl aattttBP esxupbrsetsrn®t ekm o(nd)onsor ovIl vek
mezi produkt . Reakce je katalyzabsahuet( BRt &4 0 8 2
IHF (Integration Host Factor).

LR reakce(obr.3.6.)-n § s | ednT k r orkkonpbimaceéziprodekaulgttl ientry klony
satt R substr&8tem ( datBde sntaiémaplrmerenz &t ekt opoi k §
bunNDk exprimujeRp&Skesbuperl kgeal yzoobsahuf Int.IRF& | o
Xis (excision8za).
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afttA affA
kR E3 B

aiB Znateny PCR produkt donoroyy vektor ertry klon wedlef3f produid

nebo expresni don

Obr.3.5. BP reakce

LR Clonase™

—

widlj procukt

entry klon detinacni vekior

espresni kan

Obr.3.6. LR reakce

Pro %W innou selekci spr8vni:ch klonT syst®m u
1.Pomoc? genu crenaB.i Roo tE.amesdgkot i dot h8§et ekci

neprobhDhl a rekombinace a expr iDMNA eg ysre§ zooaud B Pr
rekombinaci je gen vygthDpen a buRky vytvoS?

2. Pomoc2 dkoj Eobhrgnwviekiorly nesou rezistenc
ampicilin. Selekce probBDhne na LB plotn8ch

destinaln2z wvektor.

Spojen2m tNDchto sel ekp? eshs nd meg Ropgeeuneoeu kO NoAn.y
PostupBP reakce

1. PSipravila se reakln2 smDs
attB PCR produkt (4200 fmol) 1-10m
pDONR vektor (150 ngft) 2ni
BPKI on§zovl pufr 5x 4m
TE pufr, ph 8 doplnit do 16
2. PSidafio B &l on§zov®ho mixu a inkuboval

3. PSiodee2d proteang@ymKnut pSi 37AC

4. SmNDs se transf or mov aaselektbvwala kakanpne/dine.nt n2 c h
Touto metodou byly zaklonov8ny sekvence mut
entry klony, kter ® sr2wahyin &k tpe dl &@\SL2R rraevauk ceix.
Postup LR reakce:

1. PSi pravila:se reakln2 smDs

Entry klon Entry-ORF(100-300ng  1-10m
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Destinal(36ng vekt @
LRKI on8zovl puf rdm5x
TE pufr, ph 8 doplnit do 16r
2. PSi dari tRksleom§zov®ho mi xu a i nkubovalo 1
3. PSidafio psewt@ang@ymKnut pSi 37AC
4. SmNDs se transf or mov aa&selektbwala kacampcéintue nt n2 c h
Touto metodou byly$i pr av e nyspK arssti rdiekit yp DEST5 3, nesou
GFP (vzniklIT produkta nesrri IGIFYWFRCGIDESGFR@OENY Kk 0
N a GFRCIDE-C.

3.3.8.3. Metodd_.umio

Tato technol ofgliueo rsees cppad MZiviEiTy kwnlad e nB u Rk ®d te
vihoda smmd|® wslv kosti Lumio tagu, kterT je
tedysp Si rozenou aktivitou znalmem@ho§nmrvdt epirnoup.u

lumio a jejich specifita klam® pr ot ei nu. Metoda |je zalogena
Arseni cal Har pin), kter8 nay8z8&nz2bi amasepoo B
tetracysteinovl motiv. Tyto slouleniny jsou

sekveri. Lumiosy st ®m obsahuj €rdgnB kempdmed miag.yLanice ¢ 0 c
tag (CysCysProGly-CysCys) za kterl se vliog2 studovanl ¢

motivem oznal en. Druhou sl ogkotuerj® jbeartvizars e
fluoresceinu nebo | erven®, kter® je bilameeno
tagu pSes |tySi kovalentn?2 vazby, tdevly acrysd re
sekvenci . Po vae bfdl seobeS8FiSevratj 2 v(y s o

|studavany protein -Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys-

Lumio tag ?‘;0 G_{)l/
- .f // ‘
L~ o 00 o
P — O > »

zelené Lumio reagens- fluorescertni po vazhé

zelené Lumio reagens (nefuorescentnil

Obr3.7.Princip znalen? metodou Lumio
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3.3.8.4. Transformace E.coli

Pro namnogean?2prpol assemiedk]c i b ykloal oung i2t ap omeltiogdaac it
shockem.
Postup:
1. E.coli (50100M ) s k| adm®A G nis@ly rezmezoout na ledu

2. Byl o p %ipd&msaniddov ® mMINIAg & le w0 zsamPscih § n o

3. BURKYy se nechaly 20 minut inkubovat na |

4, Heats hock, 42AC, 30 sekund

5. lhned pSidgno 0, 5ml LB m®di a pokojov® te

6. Inkubacex SepafV A€, 1 hodina

7. Rozed el . bunhNk na pSesdamthiStiBemop S2 Ba dpd olt ing
b u Ricentrifugovaly( 2 0 0 G, 4 minuty), supernatant

zbytku supernatantu a rozetSely na plotn
8. Inkubace wermostatu3 7 A C, pSes noc
LB m®dilotnyn &2, 9 kvasinkov®ho autolyz8tu; 5
agaru; 500 ml dest. JO; pH=7; sterilizovat.

3.3.8.5. Izolaceglagni d T

Izolacep | asmy dd pr ov § duGerelutp gasmididi-prdppt o vIirobu k¢
nebo QIAfilter Midi Kit proi zol ace v Nt g2 Mo p & Fpiodransfekée.V @dUA
pS2padech [Edeobii nal acLiBl IntG®d hpuSess otadk ewn a pr
|l yzace bunBDk, proligthRn2 | yz§&p%edq ufimitni)p,r epa
pr omytc? a eelvw dBDTAAEhB.0 Tr i s

3.39.Pr §ctek SRovimi ikulturam

339. 1. PHNstov8§n2 bunDhk

BuRky byly kmnkabStoo8myza podm2nek 37AC
tTden pasagov§gny, HEPGZRa X |dtdgfyia , T 2He3L ak afjod ®
dobrou kondici bunhRk se nesm2 nechat pSe

dNl al o pomoc2 trypsinu. BuRky s e seoupdnifchl
zpovrchu kultivade2i fda&ktvievovTarly ps$Sindg§n2 m
ng8sl ednhD se buRKYy nas8ve8§n2m pipetou z h

vpogadovan® hustotD.
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BuRky I NS1E byly pRstov§&ny vre? zskk®& ndnaM dol
buRky HEWNG25mMglk - zDe§.1 e byl y buRky podd¥%e p
glycerolu pro pozdIjegku tv®ym gdiuts?22 kau .us k|l adn|

3.3.9.2. Transfekce

Transfekce byl a pr oRugedeHD a Fpgmoe? | ee asgelhss
komponent (80 % et hanol&92 KamlNBexayytsv ansportuje |j
Vykazuje minim8I| n?2 toxicitu a nen? tedy nu
transfekci je podSeb®@,kabygi buRktyethy|l yex kont
a nejrimpe®vIi og f8zi . D8l e je dTlegitg8 |istot
absorbanam 2@0/1280 Tak® je vhodn® poug2t pl .

od 0,1 do 2ng/ ml . PSi transfekci je vhadng®& pmoouhd2ut

“linnost tranfekce.

Postup (pro plochu 6j ajnkov®ho plata, jamka =
1. BuRky byly den pSed transfekc?2 vysety do
2. Vden transfekce jim bylo vymDnbDno m®di un
3. Do100MOpt i me mu sngplagnfliodva® dDN2A a zam2chal o
4. Byl o p $iiFdgéneld( pSed pSid&§n2m zvortexovat)
5. SmNs se inkubovala 15 ag 20 minut pSi p o
6. Po kapk8ch se rozvrstvila na plochu bunniD
7. Produkt je detekovatelnl podltandfekcpu vnes

3393.PS2arawabsmGFP | inie

Viroba stabil n? linie se zakl 8d8 na sel ekc

genu i gen pro rezistencika n®mu anti bi oti ku. PSi standardr

vbuRce asi do doby dvoudetgircardlov&npal®Sjeveni ki
viekombinuje do genomu buRky na§ hzo[dsnt @,v §p rjoethoo
mohou m2t r TPZSni® pwiSacsit rsoes tsit.pISi &% alti sied ek é nii
pS2panddk tbpeR&y bNDhem n§sl ebujpkptimopanBgyenne
mutace ztrat?

Pro virobu stabiln2 | indieiyietupan@wmdbla skeé jep
antibiotiktmtoogpSbphdly Geneticin. Byl a nar
k onc e hi,rl&0 250, 500, 750 a 100@/ml vm®d i u . BuRky byl yo dei
konfluenci asi50% @ § s | eduj 2c2 2 damihgh kkidn ¢ & o tvBre®y?2 cuh
M®disuen mRDni l-do kmyy.d® 3 upl ynul ® dobhD se vybra
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kter® ug ¢g8dnBrouRUBRkyepBSSHE] & oy/mlyproddelk B5A gne n t
/ml.

BuRky byly tedy naheasfekmv§emg opvoSSEymim®elral dd r
s500 gn/ ml geneticinu. N8sl ednD byly wvybr8ny

gpi |l Ro6 wml eppendorfk8§ch a pSesazeny do 96 |

produkt je fluoresclaoahntnolaovliazte ptoedd yf | kudoyr kecslcit
vybran® kol onie sv2zit2, BuRky se poehRDwgdykdbs
povrch. Po napRDstov&8§n2 dostateln®ho mnogstv?2

se vyegpkai hment Tm.

3.3.9.3.1roGFP

roGFP je zelenl fluoresceatoikiipBaoltrem <tidu
Byl vyrobdmi2 ho -Neadfdy Clontech u kter ®ho byly pr
povrchovich ami nokgystehloiv®&ktlecl® xlyytwiEBPezad di st
mhn 2 i ntenzi tzug vfilsu mrse¢dcennac ezmbDn8ch redox po
mitochondr pSlipoj ad? maweoldy erdaet EY pyr uVedto d e
pl as mi d n § nodDOr.\Rbssighaler timivegzity Bordeaux, Francie.

3394.TREX syst ®m

Tento syst®m je zalogen na tetracyklinem |

elementy Z.coioperonu tetracyklinov® resistemzma (T
vazbhD t etTreatc yrkd p rnais okr promatoroiddn tokk@Ilvi@jin2c2 ho exp
genu. Tedy, jde o indukovap8ut emrmpa etsii m® dkitt ve.a
Z8kl adnz mi sl ogkami j sou exomkwvasmee pil eatstmeé pl ®r §
jako vazebn8 m2sta pro dvhD molekuly Tet reprt
TetR. VnepS2tomnosti tetracyklinu se represor

sekvemrcmovt or u gehuad bV @ark®h® jeho transkripci

homodi mery reprijeasjoirah ak odnfcor8mzp Tiédistezie eprésoru k t
zoper 8toru a umogn?2Busd)]l n®k | expeesle RganwHela
regulvalkn»r jako stabiln? l ini e rostouc? na
expresn2m T. REx plasmidem, ndepde?kkmezhR&mphevw
exprese dan®ho genu se mTge kdykplDist ovBdak:
bunhRlnlfch Iini2 je proto dJlegit®, aby s®runm
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3310.Konf ok8l n2 mikroskopi e

Pro pozorovsgn?:2 | okal i zadea RK$al rpesucge?ny anl? c Ik
invertovanl f | opleieasTS@ S8A2B? Rknyi kbrylsyk nas @dyy- na
l' ysinem a upevnRDn® ve speci 8| n2m®dnPasoi | ma x i um
rozligen2 byl o poi0gobjektvu# imeAR@2 MmO ©l 1 e4n. Pr o
argomeswelr I(pro vinov® eIl ikym/48é8p mmo vo5ill 4b43ums)u  ad ¢
Principem urlen?2 viskytu dan®ho proteinu je
specifick® flupfSebcenlndvoarsiygn& & fmuwsdr ebsl o
kterTch se nepSeBuRkygj 2xemi snuj 2spelcFPadByM vy i
TMRE (tetramethylhodaminethyl ester| er ven8 bar va, kter8 se ir

membr Srnw).nou barvou YPykeypbiamvjhymii@lbwage th, s
bylynej prve i nWmbowvBnyg ROmi o Greendirsgpaegems (nroa
je soul 8§st2 kitu a)rtedué&n]jephag®@doubyl pponad
linie roGFRHeLa, gl o tedy o expr esVvj eddvno® bful Ricoer eas ce
aditivum se pBoitmam@pSbd8rkyobyly upCSabitov §n
PSehled poug2vanich fluotaeuke34.n|l n2ch barev a

Barva, vektor Excitace (nm) | Emise (nm)
pDsRed MonomerC1l (557 585
pAcGFRC1 475 505
pcDNA-DEST53 395,478 507
Hoechst 350 461
TMRE 546 574
Lumio Red 593 608
Lumio Green 508 528

Tab.34.Poug2JMam®efscen|l n2 barvy a plasmidy

3.3.11. Vizualizace mitochondr i 81 n2 s2t DN

3.3.11.1. 4pi mikroskopie

Optick® rozligen? svDtel n®ho mikroskopu | e
vose xz je horg? kweldg ir cmzmeizigenr??2 dlaant®emru8 lanprer t 1
pokud se objekhosnzm® upD2opakdolu .4 P mi kroskopi
protilehlTch objektivT,ekkt es ®wltkanshnels ez anit ¢ <
aperturuVT s el dk7amvijdeé g3 orsez IxizsjtearergkenmiokBne2 ne b oo V& o L
mikroskopie a dosahuje 110 nfobr.3.8)Nej vy gg?2 tj . 7X vygg? rozl
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typu C, kdy interfrence dvou vinovich svDte

sn2man®ho paprsku.

"I

B

Obr38. RozI|l i génks&8kaohho noisker oxszZ ojpeu pwSi bl i gnhD 500 nm
j e r o bpdllOnm.n 2

500 nm

Nav2c se jedn8 o getrnouSmzaomkemasowax2hotv&wlEn
mitochbaldg? 2 nleabordoyu srozl i gokvemcpPe sehebnoshdyv:
el ektronov8 mikroskopie sice poskytuj? kval

pS2pravhD vzorkT, kter8§8 ve visledku mTge pog

t | kw@uS z k ouman ®é&wldowaR mikroskopieNalej e , k \JEI i glycer
objektivu n e n 2 mogn® pororovat gi v® DbuRky, al e |
buRk&m osmotickl gok a d2ky nerozpustnosti Kk

Stavba mikroskopu:

Mi kroskop stcarmtkdr8dlgh Zzek 8l n2ho mi kroskopu TC
M8 dva 100/1,35 NA glycerolov® objektaif?y ove
| aseru. Ex cmitlarl m2k ospwultjle® rzozl ogeno rorldNbod.
pono c 2 protil ehRFlITwdr esltjeamlctei vjTe sibz2rzpmM& ndb BMma
rozdhRDlovali a m2Sen§8 do tRhNla mikroskopu.
VpS2padh nagich experimentT byla fluoresce
excitace PB$Ily 906udravssinryo jdvBkjazdinak® cmB$e 81 e
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Mi crosystems, v Mannhei mu, \% SRN, a jednak

Mol ecul ar Biophysics, Jackson Laboratory, Ma

33.112.PS2 puzavrak T, fi xace

BuRky st abi larBPG2sio@FPE k U INISil &a VlmM @spektive \b a 25mM
gl ukbyley pRstov&ny na pol Wimkmoskop®4 dnydokdnflusnel 2 |
asi 70 %. PSed fi xwasct2andgt ¢ n 2iprsk oh@aii 8RCGB (p-
trifluormethoxy karbonyl kyanid fenyl hydrazongbos?2 GM rotenoremnebos obounanajednou
po dobu 20 minut 8 7 A€ n§s | edn NgluthraldelydediFy x as| n 2 prot
optimalizov§gn, aby wuchovdln?2 nRert?at WOp & t \sritrakéwrk? u b
mitochdndoivanichvb@m®kami nefixovanlimi na ko

Postupfixace
1. Skl 2| ka BBRSomghw ve odstranily zbytky me
2. BuRky byl §3%f igkoav &mpl de PR (BSelddjndisa t
minut
3. Nezreagovan® aldehydy byly redukov8§ny 1
vPBS; pH8) po dobu 15 minut; 2x opakovat
pSed fixac?2.
4. Skl 2| ka se 3x opl &8chla PBS
Skl 2| ka mentzaka&p2 g | y&deireonh esw,r cphSizlme psikll & |k T m
a um2stila do kovovich dr g8kT.

33.11.3. Anallza obrazu

PrTmRry mitochondri 8l n2zch tubulT byly vypc
soul 8st?2 princijpak o4 Pponmilirkyr owIBto@3 e o Apaintspreiad) g 2 h
functiorfi, PSF(PST metodg) nebo byly prosthN zmNRSeny z jed

znal osti typu objektT, tedy po ovRSdmpr,avgek
metoda)

Vizual i zacea 3Dejoibglekpdgvrchov® vybarven2 byl c

firmy Mercury (SRN). Pro vipolet ohbhgRamdewmi t
Souhrn velikost2 jednotl!l i vTizthD tjubad Tz kagtoeabneer
v sl etabkloe 4.¢.

3.3.12. Western blot

BuRky byl y psoevgrkerh8ub §kyl tzi val n?2 |l ahve bez on
centrifugovgmsdaop®mmm®e®di u, aby se zabrsgnilo
resuspem@mdV§mzalvn2ho pufrumvzBylkop®hd§ng®GES O 1
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povaSeno 9% A@i. nKtagwWw ®ho vzosBkgc dlyk ov@hamepreantoe
SDSPAGE apSebl ot ov&no na mDERF bmé rab rgSentueaf o @ton b §
vyvinutou vk r 8 | d Kkaneentraci dg/ml. Jak o sekund8rn?2 protil 8t
konjugk®andvsu peroxi d§zou a. pro vyvol &n2 by
S| o @aun 2

12% polyakrylamid/bis; 400mM triBICI; pH 8,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,04PeMED

Slogen?2 pufrT:

El ektroforetickT -HEIULf92M glycin01%6)SDS 0, 25M Tr i s

Bl ot ovac? pufr TBB: 20% met hanol ; 50mM Tri s
Pufr na vyvol 8n2 Dblotu TTBS, pH 7,5 (5x): 2

3.3.13.1zolacebun Nl nT ch frakc?2

Postup:

1. BURKYy byly 2x omytpRovRBS ua kud gk vl ity | & h
PBS.

2. Suspenze byl alsadibtmmitACgov §n a

3. Pel et byl reewsfursip e daoviSmk wbovgn 10 minut
4. Suspenze byl aseeaxgifugomBnat, 4AC
5. Byl odebr 840 bswheorvmdt anytt osol i ckou a mit oc
6. Pel et byl resuspjeadloov@ndost §% b a hfffeuoBoas® h ¢
i nkubovg8n 30 minut na | edu

Suspenze byl al 2c0e0n0txrgi/f u2g0o vi@innaut , 4 AC

Byl odebr&n supernatant obsahuj2c?2 jader
Mnogst v? proteinu bylo stanoveno metodo

PufrA: 10 mmol/l HEPES, pH 7.9; 10 mmol/l KCI; 1.5 mmol/l MgCI2; 0.5 mmol/l DTT; 0.1% (v/v)
NP-40

PufB: 20 mmol/l HEPES, pH 7.9; 420 miioNaCl; 0.2 mmol/l EDTA; 1.5 mmol/l MgCI2; 0.5
mmol/l DTT; 0.5mmol/l PMSF; 25% (v/v) glycerol

33141 ndukce apopt - -zy

HelLa buRky byly natransf-@kDE&ny welkttarvem
tetracyklinu o koncentraci 1gv ml m®ldd saa wnievwatechio, 2,4, 8, 12 a 24 hodin byly
buRky sebr&8opspho @anatkeimu ClIDEpSpPppamobB2uiiest
apopt - zy byl y buRky nejtpertvreaciy Rk u bewm8 nay p8akl
jednotlivich | anmme?/ hacdmpt abdeaiyn ( inhibitoc
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1), 2 mmol/l CCCP karbonyl kyanid rechloro fenyl hydrazon protonofor), 2imol/l valinomycin
(drasl2kovl ionofor) a v8pnamolblvT BaoRbskizgpn K2 E
zand yzovs8ny met celdeathesaYy NEL a

3.3.14.1. TUNEL
Tator ychl 8 a pomdtr mdla cdeliekci @B o ktp-ozano c 2 fluor

mikroskopieJ ej 2 dal g2 Sédodsunloemyn adeé npe r apuph 2 e ® Nh
nekrotick®muap DNEA VvI88kna indukovan® r 8®ihaam?
apopt-zy se genomov§§ DNA gtDhDp?2 na mal ® dvo
z| omy . Princip metody sQtb| R o®oTies izknoav aemnizmi v
v enzymoakic irekatal yzovan® termin8ln? deoxynl
kpol ymer i zacznan wekilleoht i fdvuoolrnel€htie Bknoennt T kn. | nko
fluorescein je detekov8n pod fluorescenln2zm
Postup:
1. BuRk byly fixovg8ny fixaln2m roztokem po d
2. Dvakr 8t opl 8chnuty PBS
.l nkubow&mmeabilizaln2m roztoku 2 minuty
4. Byl a pSi pr ave4b@anbrarak? m?h ¢ nrBeztyarkow ®eh 05 0 o z
negativn2 kontrolodelbyl|Soibp8@@®cdmdbchdet mku
5. Negativn2 kontrola: pSi ®nban®i dURKY r &2
enzymov® slogky (termin8ln2 transfer8zy)
6. BURKY se 2x omyly PBS
7. PSi dalnbr esaek |52 smNspr caz asjziogte®n 2 2h osno@=in
buRky zakryly kryc2m skl 2] kem a inkubov
Po inkubaci se 3x omyly PBS

ProbRDhla anallza pod fluorescenln2zm miKkt
530)
Fixaln2z roztok: 4% Paraformal dehyd v PBS, pH
Perm@ bi | i zal n2 r oZt0O®Dk :i n0.01% % rciittar8tX sodnl

E n z y nroziok: TerminSin #leoxynucleotidyl transf@zz&n o v Dz 2 ho t hy mu
Znal 2c?2 rozt oHKluoresermBBSTP nu k|l eot i dT

3.3.14.2 Cell deathassay
Byl o spol 2ts8no cel kem aspioz BODw~ ghRuontihk®&ma p b O

fluorescen|l n2m mi kr oskopem. Rozpozng8n? apop!

mor fologickTch zmDn adherentnz2ch bunnDk pods
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kondenzovan®. To bylen¥%l HazcBswvemNDB325& .0 Wl
kurl en2 odhadu procenta apoptotickIch-testunnk.
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4. VT SLEDKY

4. 1. Stanoven? hladimk8&8maalskri ptu CIlI DEa

411.0pti mali zace kvantitativn?2 PCR

Pro ksgdouprimerTopeti m§lam? vk o at aknotnrcaecnet rhaac |
testovalav ozmez2 3 mM ag 8 mM. Uk §z k &.1 Eltosescenvegen 2
vt omto pS2padh khejovygmtgrémM VM@Clk u s

0.028-
0.026-

0.024-

~  0022-
-
# 0.020-
0.018-
N
~ 0016-
[}
0 0.014-
c
8 0012-
0.010-
(]
o 0.008-
0 0.008-
3
- 0.004-
I
0.002- .
. e i
0000-| e e .

-0.002

Cycle Number

Obr.4.1. CIDEa-optimalizace koncentrace MgCl, ( v T s tpuS? sz roj e OpghmEVan
hodnoty jsou pro koncentrace 6mM a 7mM.
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412 Konstrukce kalibraln2zch pS2mek

Zvol en8 metoda absol utn? kvantifikace vyga
zvlI 8§g86dr sen2m vgech bhRgnND poug2vanich expe
kalibraln2 pS2mky pro geny krys2 CIDEa a holt
SedNmézsvahu osmi S8§dHupvVigH§t edm.i mE&a h Védeng | n 2
vn8sl eduj 2x&@2ch gr afech

35

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

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

Log (mnogst

Crossing point

Graf1.Kal i braln2 pS2mka pro ClIlDEa mRNA potkana

35

30 ¢ y =-2,8713x - 16,946
R? = 0,9969

25 A

20

15 4

crossing point

10 4

-16 -15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8

log mnogst:"

Graf2. Kalibraln2 pS2mka pro GAPDH mRNA potkana
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413.Stanoven2 z 8kl adn?2ch hladin mRNA CIlI DEa

Dosud publ i kovan®CIRBanebdjé f ihK aaadbylpw prf8NeAi §1un ® v
proveden® me tblotcheba klasickoutPCR r ¥ nagem mNSen?2 byl
detekpv@&satySedni ctva2m kvant itfki8kna2c el anbFONAat © 1z 101
amplifikovg8ny |Inag Skéng retal@gtcrlaenrsd.ace, jedg mTge

me z i syntetizovanlim proteinem a jeho trans
sl edovan®hodpt & ei mu to fpyozsi ood zoegn 2¢c k e YUlVailayy e m
pS2padnhoviibméouestukovou tk8R (WAT), srdce, mo
a plz2zce. MNbpHOW2 t OkDE® ¥ k&ni (BAT) jsme bo
potvrdit jig dS2ve publikovaajpvyae’ 2 epoteiuy @ a
(Zhou et al., 2003, Inohara et al., 1998)

CIDEa
4.5

3.5

2.5

15

pg/10ng celk.transkriptu

0.5

0 — [ 1 [ ]

WAT Srdce J 8t r aMozek Sval Ledviny Slezina Pl 2 ¢

11”4

Obr.4.2. Hladiny mRNA proteinu CIDEavt k§n2 ch | aboratorn2ho potkan
jako mnogstv?2 tr pkogranedhpzaokrou€Cll ®kEa (& dv D dJedlengi nn &
cel kov®ho .WAdngbri Bt u- 4,67pgy Bdcet & ,§ R) p g-0,53pg&nhorek-0,02pg;
sval-0,09pg; ledviny-0,33pg; slezina-0 , 0 1 p g-0,33pd 2 c e
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Mnogstv2 mRNApjge wyjhg§edemookjsd e/l2k anR&Mu vrro g e r
to v jednotk8chvypgzood@®@®®gNDmMRNWNAto jednot ka
prTmRrnou | etnost transkripce v pS2padhd, kd
| etnost2. Shodpoeo&APDHspPobthabarv rI&nti@hh
jednotek. TranskripccClDEad o sahoval a S8du t ®t o WATe d nhont okdys t
trankriptuu  ost at m%chu tpko8rklZana sni ¢ q \8alledviny> ppl 02Scaed 2
kosterdA s vnaZek>slezing p Si | emg r oz dWAT amiimém ushezinyb sne ma g
400n §soMaej hoj n NJIDEansRAA wyskyduje VeWAT, potom vsrdciaj §t.r eNeérj ni ¢
detekovan§ hl adimozku syl ez ip$hi Gt iDOMNOVOn @ 2 ¢ @lgk ¢
transkripty.

414.St anoven? proteinu Cl| DEa

Testovaldi pS2tomnrozn perho ttek §ru2 cchl DIEab ovr at or n
blotu (obrd.3).Pougi | i | s meIDRa (BroSci)PStekw apnvil | s me de
vel i kosti 75k Da, samotn8 ClI DEa m§8 velikost 25

std  sval plice jatra BAT

4 T5kDa

Obr43.Western blot zobrazuj2c?2 proteia BYdPEahzDp®t tk
tk&nhD .(BPAD)tein pSedstavuje mol-ekot Bosenhmmanbkst ;
ukazuje velikost 75kDa.

42.Zvi gen§8 exprese protaepionput -&ZleDEa vedl a k
Jig nhDkter® dS2vnDjg2 studie CIDE proteinT
apoptnoharaetal,1998Vnagemd P S pme zkoumali vI i vnai nd
buRky -HelR&E,Xx kt e xp® isrtug i ItnelX teacy k| i n o vnbfekavaip r e
plasmidem T.REpDEST36C| DEa, kter T wumogn2?2 kontzr8oli s\ aotset
pSi d&n2l itnait.r aNceyjkpr ve |jsme vyzkougel.i funkl|l nc

buRky bez pSidgn?2 tetracyklinu CIDEuU neexpr

tetracyklinem a zjistild: i, ge maxi m8l n2 2exp
tetracyklinu a (oprald)omTexmigeethkhk®sgnalit, ge
zat?2mco netransfekovan® d§l e rostou. Procent
maxi mum apopt-zy je mezi pdil Bem2ekhpdr nmemnt uVe
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v T r avzyngly 245)(Prbat o se vgechny n8§sloesdiujh2odi npeolow
tetracykl i nem a inn8dsul ketdonrfy davpdo ph-ozdyi.ny s

IR _ s S P
Con 3 % F L.

Oh 2h 4h 8h 12h 24h

|

Obr.4.4. Exprese proteinu CIDEa v T.REx HelLa. Westernb | o't svoluasSadou po

tetracyklinem. Jako kontrola mnogstv2 proteinu by

45 -
40 -
35
30 -

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

Obr45. Pol et TUNBRchpobumdtDrwelkk ov®mu poltu bunDk.

pSedstavuj2 standardn? odchyl ku ur5 enou ze tS2 r]

TUNEL pozitivni buriky (%)
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4.3. Lokalizace proteinu CIDEavb u Rk § ¢c h
Lokalizace proteinu CIDEami t ochondri 2ch bwh®#d®i g ud % ®e t

(Zhou et al., 2003)Opr ot i tomu nhRkter® pr &met Sk d oadnn
nepotvrdily (Puri et al., 2008, Qi et al., 2008y na g e m p S 2z awdjiistjibsian@oteinu
Cl DEa pomoc?2 fluorescen]| nz2 mi kroskopi e. T €

v kombinacisf | uor escen| n2 m b a kombinagdn oTUMRIET znnelbcoh vf |
konstruktT dohromadypo@bo2 oexpilené f “HURELH a a
VbuRkS&8chbhard®h®T ch Lumildogmoeén exga gesres f-CGHEa2 ho
vbuRKk&8chvkomd3fiaci s barven2m potenci 8l ovD s
nebokolokalizaci roGFP slsRedC| DEa v HelVa W@gRlk&hclhp.S2padech |j
Cl DEa | ok ani it ®x\hao(@dddr7y £98. Bakokontrolup S2 padn® t oxi ci

met ody | i vliivu samot n®ho GF PbunRekb8c hRF Pn ap rj oetj e
j s me buRky natransf ekoval-MonomeeRlG psENMDESHE3 mi
(obr4.10Q).

431.Del el n2 mutMaGDE-CCI DE

Jak jig byled ebmedeama, GIDEPp u ku§ zparloyt,e i ar si gn§
vmi tochondri2ch a obl ast pot Sebn§C pk ®n cdd wr& r d
proteinu(Chen et al., 20000Vna gi ch ex per i nkeonntfeockh§ |vnl2s | nedilikryo sz
tento fakt i U proteinuN, ClkDtEear.T Zpacts?tmcSod §muN
lokalizaci proteinuvmi t ochondri 2 ch, +@utbamrt NG dprn®nei nv ykla

mi mo mitochondrie. To by znaldrlio§|dnT2l elgoiktaolsitz
u CIDEb proteinu(obr.45.-4.6.).
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GFRCIDEaC

PSekryv

Obr.4.5. Lokalizace CIDEa-C

Vv

TMRE

buRkK §mmmS 2t9K86l: /mml ¢ m=
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GFP-CIDEa-N TMRE

PSekryv

Obr.4.6. Lokalizace CIDEa-N v b uRk &§c mnN3Z93 kmm: 1cm=5
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TMRE Lumio-CIDEa
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PSekryv

Obr . 4.7. Ur| en?2 |loDkEaal ipzoancoec 2p rlLoutrel iRk & @ jcendB V

GFP-CIDEa TMRE

PSekryv PrTchoz2 svDiDtlo



Obr48.Ur |l en2 lokalizace protkkeuRWSE CH xE220%WD moc2 GFP v

dsRedCIDEa roGFP

PSekr
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Obr.4.9. Kolokalizace roGFP s Red-CIDEavHe L a b u; Rckn816/mm
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nNebad PrTchoz?

v nNtl n
pcDNA- PrTchoz?
NFSTRR v Nt Il n

Obr.410.Kontrola samotn® expredbea RRER hach8BHn pr ot ei nu
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