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I.  ĒVOD 

 

 

Mitochondrie jsou dynamick® organely, kter® zast§vaj² Śadu bunŊļnĨch funkc², jako je produkce 

energie nebo regulace hladiny v§pn²ku v buŔce a hraj² tak® kl²ļovou roli v procesu apopt·zy  a v 

modulaci oxidativn²ho stresu. Mitochondri§ln² s²Š efektivnŊ dod§v§ energii a zajiġŠuje distribuci 

v§pn²ku mezi rŢznĨmi bunŊļnĨmi kompartmenty. Poļet a tvar mitochondri² je regulov§n procesy 

dŊlen² a f¼ze, jejichģ vyv§ģenost udrģuje morfologii  mitochondri². DŊlen² mitochondri² je spojeno 

s apopt·zou, sebedestrukļn²m bunŊļnĨm mechanismem, kterĨ je nezbytnĨ pro Śadu dŊjŢ, tĨkaj²c²ch 

se vĨvoje a udrģov§n² homeost§zy ve tk§n²ch ļi odstranŊn² nepotŚebnĨch nebo poġkozenĨch bunŊk. 

Poruchy regulace apopt·zy mohou zpŢsobit Śadu patologickĨch zmŊn v organismu. Apopt·za je 

Śada regulovanĨch vz§jemnŊ propojenĨch drah.VnitŚn² dr§ha zahrnuje iniciaci apopt·zy, jakoģto 

vĨsledek naruġen² intracelul§rn² homeost§zy. V tomto kroku jsou pro jej² realizaci dŢleģit® 

mitochondrie, je tedy  oznaļena jako mitochondri§ln² dr§ha bunŊļn® smrti. VnŊjġ² dr§ha zahrnuje 

iniciaci apopt·zy pŚes spojen² s receptory plasmatick® membr§ny. Existuj² i dalġ² typy bunŊļn® smrti 

jako autofagie a mitopt·za, jejichģ studie v souļasnosti bouŚlivŊ prob²haj². 

Synchronizace molekul§rnŊ fyziologickĨch dŊjŢ i procesŢ programovan® bunŊļn® smrti mezi 

mitochondriemi a ostatn²mi kompartmenty buŔky vyģaduje oboustrannĨ informaļn² tok realizovanĨ 

nejen jednoduchĨmi substancemi, jako druhĨmi posly (napŚ. Ca2+), ale pŚedevġ²m importem 

signalizaļn²ch proteinŢ a proteinkin§z a na na druh® stranŊ exportem signalizaļn²ch proteinŢ do 

cytosolu i j§dra buŔky. Mitochondrie obsahuj² specializovan® komplexy importu proteinŢ tzv. TOM 

a TIM komplexy, jejichģ varianty zajiġŠuj²c² import nematurovanĨch konformac² proteinŢ buŅ s 

matrix adresuj²c² presekvenc², kter§ je odġtŊpena ļi s adresou obsaģenou v sekvenci proteinu. 

Naopak informaļn² sign§ln² kask§dy zahrnuj²c² povrch vnŊjġ² mitochodnri§ln² membr§ny ģ§dnĨ 

import nevyģaduj², a proto je vnŊjġ² membr§na pŚirozenĨm centrem integrace informaļn²ch sign§lŢ. 

KromŊ fosforylac², SUMOylac², a jinĨch postranslaļn²ch modifikac² proteinŢ vnŊjġ²ho povrchu 

vnŊjġ² mitochodnri§ln² membr§ny je zajiġtŊn neust§lĨ pŚ²sun informaļn²ch proteinŢ, jejichģ 

vz§jemn® pŢsoben² vede k vĨsledn® reakci. NapŚ²klad pŚesnĨ sled interakc² proapoptotickĨch 

proteinŢ rodiny Bcl s rezidentn²mi proteiny rodiny Bcl a proteiny ¼ļastn²c²mi se procesŢ dynamiky 

mitochondri§ln² s²tŊ (Mfn1, Mfn2, FIS1, DRP1 na vnŊjġ² membr§nŊ a OPA1 na vnitŚn²) rozhoduje o 

iniciaci apopt·zy. Fosforylace DRP1 naopak vede k dezintegraci mitochondri§ln² s²tŊ bez 

apoptotickĨch projevŢ. Pro mnoho bunŊļnĨch dŊjŢ je vġak zapotŚeb² i export informaļn²ch proteinŢ. 

Nen² dosud zn§m pŚesnĨ mechanismus, jak tento proces prob²h§. Jiģ po dek§du je definovanĨ dosud 

nepotvrzenĨ tzv. permeability transition pore (PTP) pro nŊjģ ¼ļast vġech dosud navrhovanĨch 

komponent nebyla v podstatŊ prok§z§na. Co vġak existuje, je export mnoha proteinŢ pŚi iniciaci 

apoptotick® kask§dy zahrnuj²c² mitochondrie, tj. proteinŢ jako cytochrom c, AIF, NOXA/ PUMA, 

Smac/Diablo, a v posledn²ch letech hypoteticky se rovnŊģ hovoŚ² o proteinech CIDE. Na rozd²l od 
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PTP byl prok§z§n prostup cytochromu c pŚes hexamern² komplex tvoŚenĨ Bak ļi Bad proteiny, tedy 

proteiny rodiny Bcl. RovnŊģ bylo zjiġtŊno, ģe trimer mitodynaminu OPA1 tvoŚ² doslova "br§nu" 

krist protruduj²c²ch do matrix a Ś²d² prostup cytochromu c z intrakrist§ln²ch prostor d§le. 

Mechanismus exportu proteinŢ z mitochondri² nebyl dosud detailnŊ pops§n a nen² zn§m. Mnoh® 

proteiny, vļetnŊ napŚ. CIDEa jsou pŚ²liġ velk® pro to, aby prostoupily Bak/Bad hexamery. RovnŊģ 

existuje pŚedstava, ģe i pŚi ļetnĨch dezintegrac²ch mitochondri§ln² s²tŊ, tedy pŚechodnĨch 

poruġen²ch integrity obou mitochondri§ln²ch membr§n, k ģ§dn®mu exportu proteinŢ z mitochodnri² 

nedoch§z². Naopak, hypoteticky, mal® kulovit® objekty odġtŊpuj²c² se z velk® kontinu§ln² 

mitochodnri§ln² s²tŊ by mohly pŚedstavovat signalizuj²c² jednotky, tzv. signalosomy. TakovĨ 

mechanismus je dnes vġak pouze ve stadiu spekulac².  CIDEa se hypoteticky ¼ļastn² apopt·zy 

zprostŚedkovan® iniciuj²c²mi mechanismy nez§vilĨmi na kasp§zov® kask§dŊ. Molekul§rn² fyziologie 

CIDE  je vġak st§le v zaļ§tc²ch, bylo publikov§no nŊkolik ne dost dostateļnŊ ovŊŚenĨch vĨsledkŢ a 

podpoŚenĨch hypot®z. Proto ovŊŚen² z§kladn²ch charakteristik fyziologie CIDE, ovŊŚen² 

mitochodri§ln² lokalizace a moģnosti exportu CIDE z mitochodri² bylo stanoveno jako prvn² c²l t®to 

disertaļn² pr§ce. 

Druh§ ļ§st pr§ce se zabĨv§ morfologi² mitochondri§ln² s²tŊ v souvislosti s patofyziologickĨmi 

stavy buŔky. V posledn² dek§dŊ je s rozvojem konfok§ln² mikroskopie zjiġŠov§no, ģe mitochondrie 

vytv§Ś² retikul§rn² s²Š, hypoteticky jedinou v klidov®m intakn²m stavu buŔky jej²ģ tvar se vġak 

neust§le mŊn² d²ky kontinu§ln²m procesŢm dezintegrace a f¼ze tubul§rn²ch aj. objektŢ s²tŊ. 

Izolovan® mitochodnrie jako solit®rn² ledvinovit® organely jsou tedy izolaļn²m artefaktem, stejnŊ 

tak jako zn§m® uļebnicov® obrazy na b§zi elektronov® mikroskopie. Elektronov§ mikroskopie je pŚi 

ġetrn® fixaci schopna zobrazit vŊtġinou pouze pŚ²ļn® prŢŚezy tubuly mitochondri§ln²ho retikula, ne 

vġak prŢŚezy pod®ln®. Elektronov§ tomografie sice pŚispŊla k objasnŊn² vnitŚn²ch tvarŢ krist v 

podobŊ sp²ġe protruduj²c²ch "s§ļkŢ" ļi vakŢ, ale nen² pŚ²liġ vĨstiģn§ pro zobrazen² morfologie 

mitochodnri§ln² s²tŊ. PŚi ġetrnĨch fixaļn²ch postupech n§m i klasick§ konfok§ln² mikroskopie 

prok§ģe napŚ. u bunŊk kultivovanĨch v kultuŚe jedninou kontinu§ln² mitochondri§ln² s²Š, ze kter® se 

odġtŊpuj² menġ² tubuly, respektive  kulovit® ¼tvary, avġak na jin®m m²stŊ s n² zase f¼zuj². Proto nen² 

moģn® Ś²ci, kolik mitochondri² je v jedn® buŔce. Kvantitu mitochondri² v buŔce je nutno vyjadŚovat 

celkovĨm objemem mitochondri§ln²ho retikula (tubulŢ) anebo pomoc² dalġ²ho parametru, kterĨm je 

poļet molekul mitochondri§ln² DNA. C²lem proto bylo objasnŊn² dynamiky morfologie 

mitochondri§ln² s²tŊ pomoc² pŚesn®ho zobrazen² 4Pi mikroskopie. 
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    2. PşEHLED LITERATURY 

 

2.1. Mitochondrie  

Mitochondrie produkuj² energii v podobŊ ATP pomoc² oxidativn² fosforylace, pod²lej² se na 

metabolismu, v§pn²kov® signalizaci, apopt·ze  a mnoha fyziologickĨch procesech, jako je glukosou 

stimulovan§ sekrece inzulinu, synaptickĨ pŚenos, ļi mnoho dalġ²ch bunŊļnĨch procesŢ, napŚ. 

sign§ln²ch kask§d, bunŊļn®ho cyklu a bunŊļn®ho rŢstu, apod. Jsou to semiautonomn² organely, 

vyskytuj²c² se u eukaryotickĨch organismŢ.  

Podle endosymbiotick® teorie se odhaduje, ģe mitochondrie vznikly fagocyt·zou bakteri§ln² 

buŔky. Jako semiautonomn² organely si mitochondrie ponechaly ļ§st DNA. U ļlovŊka jsou 

v mitochondrii k·dov§ny dvŊ rRNA, 22 tRNA a 13 proteinŢ dĨchac²ho ŚetŊzce a celkov§ velikost 

mtDNA je 16,6kbp. ObecnŊ je vġak velikost mitochondri§ln²ho genomu rŢzn§ a nemus² nutnŊ 

korespondovat s poļtem genŢ k·dovanĨch mtDNA. U rostlin mŢģe dosahovat velikost mtDNA aģ 

366,9kbp zat²mco nŊkter® houby maj² pouze 20kbp. Nicm®nŊ dominance mitochondri² u savcŢ a 

ļlovŊka je pr§vŊ vyj§dŚena t²m, ģe mtDNA k·duje esenci§ln², protony pumpuj²c², podjednotky 

komplexu I dĨchac²ho ŚetŊzce, podjednotku cyt b komplexu III a dvŊ podjednotky ATPsynt§zy (plus 

dvŊ podjednotky cytochrom c oxid§zy). Mutac² tŊchto proteinŢ je vytv§Śen tzv. oxidaļn² stres, tedy 

zvĨġen® produkce superoxidu v mitochondri²ch. Konjugovan§ kyselina superoxidov®ho aniontu, 

hydroperoxylovĨ radik§l, je tak nepŚetrģitŊ vytv§Śena jako neodmyslitelnĨ produkt respirace a 

tvorby ATP. 1-5% kysl²ku spotŚebovan®ho bŊhem oxidativn² fosforylace je tak pŚemŊnŊno na 

superoxid jako nevyhnutelnĨ postrann² produkt respiraļn²ho ŚetŊzce, a z nŊj je pŚibliģnŊ v 1% 

vytv§Śen hydroperoxylovĨ radik§l. KromŊ proteinŢ a iniciace lipoperoxidace mitochondri§ln²ch 

membr§n, je oxidaļnŊ modifikov§na i mitochondri§ln² DNA, dennŊ vznik§ 500 oxoguaninovĨch tj. 

oxidaļnŊ modifikovanĨch baz². Protoģe mitochondri§ln² DNA polymer§za i pŚes existenci 

reparaļn²ch mechanismŢ tyto b§ze pŚev§d² na mutace, mutace DNA vznikaj² konstantnŊ a 

nevyhnutelnŊ v prŢbŊhu ģivota. Mutovan® podjednotky pŚedevġ²m komplexu I zpŢsobuj² zpomalen² 

pumpov§n² protonŢ, a t²m zvĨġenou tvorbu superoxidu, a tedy i hydroperoxylov®ho radik§lu, a tedy 

i zvĨġenou ļetnost mutac² mtDNA. Tento cyklus akceleruje aģ do stadia, kdy je velk§ vŊtġina poļtu 

kopi² mtDNA v buŔce zmutov§na. T²mto z§kladn²m mechanismem je d§n vznik nemoc² z 

oxidaļn²ho stresu a st§rnut². Z§kladn² mechanismus mŢģe bĨt akcelerov§n napŚ²klad  

mitochodnri§lnŊ adresovanĨmi antioxidanty. Existuj² mechanismy, kter® pr§vŊ pŚi dosaģen² 

podprahov® hodnoty v modifikac²ch mtDNA zpŢsobuj² vznik apopt·zy apod. Tyto mechanismy 

stejnŊ jako pŚenos mutovan® mtDNA pŚi bunŊļn®m dŊlen² nejsou dosud objasnŊny. 
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2.1.1. Struktura mitochondri² 

Velikost a tvar mitochondri§ln² s²tŊ je znaļnŊ promŊnlivĨ v z§vislosti na jejich pŢvodu a 

metabolick®m stavu. Jej² pohyb, tedy pohyb cel® resp. jednotlivĨch segmentŢ s²tŊ, je spojen 

s pohybem mikrotubulŢ a urļuje tak orientaci a distribuci v z§vislosti na bunŊļn®m typu. Organela 

je vnitŚnŊ stratifikov§na, tedy sloģena z kompartmentŢ, maj²c²ch speci§ln² funkce. Kompartmenty 

jsou d§ny pŚedevġ²m velmi sloģitĨm tvarem vnitŚn² mitochondri§ln² membr§ny. VnŊjġ² membr§na 

tak tvoŚ² povrch tubulŢ a jinĨch objektŢ mitochodnri§ln² s²tŊ. VnitŚn² membr§na mŢģe tvoŚit povrchy 

a segmenty paraleln² s vnŊjġ² membr§nou, tzv perifer§ln² vnitŚn² membr§nu (PIM). V oblasti 

prostoru mezi vnŊjġ² membr§nou (OM) a PIM, tzv. perifern²m mezimembr§novĨm prostorem 

(PIMS), jsou pr§vŊ lokalizov§ny importn² komplexy TOM-TIM. Tato m²sta jsou tak® nazĨv§na 

"kontaktn²mi m²sty". VŊtġina plochy vnitŚn² mitochodnri§ln² mebr§ny vġak vytv§Ś² vĨdutŊ vyb²haj²c² 

z PIM, a utv§Śej²c² mitochondri§ln²m kristy, jejichģ projekce jsou typick® pro zobrazen² 

elektronovĨm mikroskopem. Tato sloģit§ morfologie byla odhalena elektronovou tomografi². 

Rozezn§v§me tzv. intrakrist§ln² ļ§st vnitŚn² mitochondri§ln² membr§ny (ICM) , tvoŚ²c² "s§ļky" krist 

protruduj²c²ch dovnitŚ a intrakrist§ln² prostor ICS, tedy "mezimembr§novĨ prostor". Ten vġak nen² 

mezi dvŊma odliġnĨmi membr§nami OM a PIM, ale mezi dvŊma vnitŚn²mi mebr§nami IM 

respektive ICM. Tyto vchl²peniny zvyġuj² tŚi aģ pŊtin§sobnŊ povrch vnitŚn² membr§ny a poskytuj² 

tak v²ce prostoru pro membr§nov® proteiny dĨchac²ho ŚetŊzce.  ZbĨvaj²c² topologie vnitŚku organely 

se pak nazĨv§ matrix. 

Existuj² n§lezy, ģe pr§vŊ v ICM jsou zkoncentrov§ny komplexy dĨchac²ho ŚetŊzce a ATP 

synt§zy,  jejichģ obsah je niģġ² v PIM. Đst² krist do PIMS je kontrolov§no trimery OPA1, a 

cytochrom c tedy mŢģe proniknout z ICS do PIMS pouze pŚi iniciaci apopt·zy. Tento mechanismus 

vġak mŢģe pŢsobit i za fyziologickĨch podm²nek pŚi distribuci proteinŢ mezi dvŊma kompartmenty 

mezimembr§novĨch prostor mezi ICS a PIMS. ICM m§ tak velmi vysokĨ obsah proteinŢ resp. 

proteinovĨch komplexŢ oproti jinĨm bunŊļnĨm membr§n§m. Je v n² obohacen vysoce specifickĨ 

mitochondri§ln² kardiolipin a naopak potlaļen obsah cholesterolu. VnŊjġ² membr§na, obklopuj²c² 

celou organelu m§ naopak stejnĨ pomŊr proteiny ï fosfolipidy jako typick§ eukarytick§ plazmatick§ 

membr§na. Obsahuje velk® mnoģstv² integr§ln²ch proteinŢ, tzv. porinŢ, kter® umoģŔuj² prŢchod 

molekul§m do 10000 DaltonŢ. VnitŚn² membr§na udrģuje gradienty iontŢ a metabolitŢ, jeģ jsou 

oddŊleny v matrix. NejdŢleģitŊjġ² je prostŚedn²k mezi respirac² a synt®zou ATP, elektochemickĨ 

potenci§l protonŢ. PŚi vydŊlen² Faradayovou konstantou se nazĨv§ protonmotivn² silou Dp (term²n 

zavedl nositel Nobelovy ceny a autor chemiosmotick® teorie P. Mitchell). Dp je esenci§ln² pro 

tvorbu ATP v procesu oxidativn² fosforylace. Matrix je prostor uzavŚenĨ vnitŚn² membr§nou 

obsahuj²c² asi 2/3 mitochondri§ln²ch proteinŢ. Nalezneme zde napŚ²klad enzymy Krebsova  cyklu, 

enzymy zpracov§vaj²c² pyruv§t a aktivovan® MK, speci§ln² mitochodri§ln² ribozomy, t-RNA a 

mitochondri§ln² DNA.  
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2.1.1.2. Organizace DNA  

Mitochondri§ln² DNA je organizov§na prŢmŊrnŊ v ġestic²ch 16.6 kbp uzavŚenĨch cirkul§rn²ch 

dvouġroubovic v komplexech s ATAD3 proteiny v§ģ²c²mi se v bl²zkosti tzv. D-loop, nesocuc² 

poļ§tek replikace, proteinu a transkripļn²ho faktoru TFAM, a mnoha enzymŢ replikaļn² a 

transkripļn² maġinerie. Posledn² uveden® enzymy se vġak zŚejmŊ v§ģ² na mitochodnri§ln² nukleoidy 

pouze pŚi aktivaci replikace resp. transkripce. PŚi existenci 6000 kopi² mtDNA v jedn® buŔce tak ve 

spojit® mitochodnri§ln²m s²ti existuje pouze prŢmŊrnŊ 1000 nukleoidŢ. PŚekotn§ dezintegrace 

mitochondri§ln² s²tŊ tak tak® zabraŒuje kromŊ pŚ²sunu nezbytnĨch faktorŢ a proteinŢ replikaļn² a 

transkripļn² maġinerie a tokŢm mRNA na mitochondri§ln² ribozomy, zabraŒuje pŚirozen® dynamice 

nukleoidŢ uvnitŚ matrix a jej² souvisl® s²tŊ. Velk§ dŢleģitost t®to dynamiky je zŚejm§ z mutac² 

prof¼zn²ho proteinu OPA1. 

 

2.1.2. Morfologie mitochondri§ln² s²tŊ 

Jak jiģ bylo uvedeno, v mnoha eukaryotickĨch buŔk§ch mitochondrie kontinu§lnŊ mŊn² svŢj tvar 

a ļasto se dŊl² nebo f¼zuj². Tyto dynamick® procesy jsou dŢleģit® pro mnoho mitochondri§ln²ch 

funkc²  v ģivotŊ a smrti buŔky.  

 

2.1.2.1. BunŊļn® role mitochondri§ln² f¼ze a dŊlen² 

Morfologie a poļet objektŢ mitochondri§ln² s²tŊ z§vis² na rovnov§ze mezi procesy f¼ze a dŊlen²-

dezintegrace. Posun smŊrem k f¼zi umoģŔuje buŔce stavŊt dlouhou propojenou mitochondri§ln² s²Š, 

zat²mco posun k dŊlen² produkuje mnoho morfologicky odliġnĨch malĨch organel. Prot§hl® 

vz§jemnŊ propojen® mitochondri§ln² s²tŊ se ļasto vyskytuj² u metabolicky aktivn²ch bunŊk, tedy 

proto je moģn® povaģovat stav existence jedin® kontinu§ln² mitochodnri§ln²m s²tŊ za "klidovĨ" a 

fyziologickĨ. Naopak, za patologickĨch stavŢ pŚevaģuje ļasto dezintegrace t®to s²tŊ. Tyto s²tŊ jsou 

schopny pŚenosu mitochondri§ln²ho membr§nov®ho potenci§lu z oblast² bohatĨch na kysl²k do 

oblast² chudĨch a t²m umoģn² efektivn² rozloģen² energie v buŔce. Nav²c, spojitost s²tŊ je dŢleģitĨ 

faktor, kterĨ urļuje bunŊļnou z§vislost na kalciovĨch sign§lech a f¼ze mitochondri² je nezbytnĨ 

krok v urļitĨch vĨvojovĨch procesech, jako napŚ²klad embryon§ln² vĨvoj a spermatogeneze. KromŊ 

toho, f¼ze slouģ² k m²ch§n² a sjednocen² mitochondri§ln²ho kompartmentu, pŚedevġ²m matrixov®ho, 

ale tak® PIM a OM. Proto je udrģov§n² kontinuity mitochodnri§ln² s²tŊ povaģov§no za aktivitu, kter§ 

je br§na jako ustaven² obrann®ho mechanismu proti st§rnut² (viz vĨġe). Jelikoģ je DNA lokalizovan§ 

pŚ²mo v m²stŊ produkce superoxidu, je n§chyln§ k mutac²m zprostŚedkovanĨm hydroperoxylovĨm 

radik§lem a dalġ²mi reaktivn²mim kysl²kovĨcmi slouļeninami (ROS), a jak jiģ bylo uvedeno vĨġe, v 

dŢsledku toho vznikaj²c² mutace se st§Ś²m akumuluj², dokud nen² poruġena bioenergetick§ prahov§ 

¼roveŔ, vedouc² k mitochondri§ln²m dysfunkc²m. Teorie st§rnut² pŚedpov²d§, ģe akumulace mutac² 

mtDNA vede k s vŊkem asociovanĨm patologi²m a smrti. F¼ze mitochondri² ruġ² projevy poruch 

respirace, protoģe umoģŔuje komplementaci produktŢ exprese mtDNA v heteroplasmickĨch 
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buŔk§ch, kter® maj² nahromadŊny somatick® mutace. StejnŊ jako f¼ze, dŊlen² mitochondri² tak® 

hraje roli v bunŊļn®m ģivotŊ a smrti.  

Protoģe se mitochondrie rozmnoģuj² dŊlen²m jiģ existuj²c²ch organel, mitochondri§ln² dŊdiļnost 

z§vis² na dŊlen² bunŊk bŊhem cytokineze. Nav²c dŊlen² mitochondri² je dŢleģit® v procesech bunŊļn® 

diferenciace vļetnŊ embyon§ln²ho vĨvoje nebo vzniku synaps² v neuronech. V neposledn² ŚadŊ je 

dŊlen² mitochondri² spojeno s procesem apopt·zy, kdy doch§z² k fragmentaci mitochondri§ln² s²tŊ s 

uvolnŊn²m cytochromu c (tak® d²ky funkci OPA1) a aktivaci kasp§zov® dr§hy (Westermann, 2008). 

 

2.1.2.2. Molekul§rn² mechanismy mitochondri§ln² f¼ze  

Jelikoģ jsou mitochondrie organely s dvojitou membr§nou, mus² doj²t k spojen² obou dvojic 

membr§n koordinovanŊ. V prvn²m kroku doch§z² k formaci trans komplexŢ zapojuj²c²ch povrchov® 

proteiny obou membr§n. Tento krok zajiġŠuje specifitu reakce a zprostŚedkuje pŚilnut² sousedn²ch 

membr§n. V tomto procesu hraj² kl²ļovou ¼lohu proteiny mitofuziny Mfn1 a Mfn2. DruhĨm krokem 

je spojen² lipidovĨch dvojvrstev dohromady.  

Po splynut² vnŊjġ²ch membr§n mus² probŊhnout splynut² membr§n vnitŚn²ch. F¼ze vnitŚn² 

membr§ny je ļ§steļnŊ citliv§ k disipaci elektrick®ho membr§nov®ho potenci§lu a oddŊlen§ od 

procesŢ f¼ze vnŊjġ²ch membr§n, tedy je zaloģen§ na jin®m mechanismu. Hlavn² roli zde hraje 

protein OPA1,  kterĨ tak® formuje trans komplexy, kter® pŚibl²ģ² obŊ vnitŚn² membr§ny. Oba 

procesy jsou koordinovan® a vz§jemnŊ propojen®.  

K f¼zi vnitŚn² mitochondri§ln² mebr§ny je zapotŚeb² lok§ln² koncentrace GTP v perifern² 

mezimembr§nov®m prostoru PIM. GTP je produkov§no v jednom z krokŢ Krebsova cyklu. 

Zrychlen²m respirace je tedy vyt§Śeno v²ce GTP, a tento jednoduchĨ mechanismus je z§kladem 

prof¼zn² morfologie mitochondri² respiruj²c²ch bunŊk. Nen² vġak zn§mo jak je GTP vytv§Śen® v 

matrix exportov§no do PIM. (Westermann, 2008). 

 

2.1.2.2.1. Mitofuziny 

Mitufuziny jsou vzd§lenŊ pŚ²buzn® GTP§ze dynaminu. TvoŚ² oligomery a hydrolyzuj² GTP, ļ²mģ 

indukuj² pŚestavbu mitochondri§ln² membr§ny vedouc² k procesu f¼ze. V savļ²ch buŔk§ch se 

exprimuj² dvŊ izoformy, mitofuzin1(Mfn1) a mitofuzin2 (Mfn2), kter® mohou tvoŚit vz§jemnŊ 

heteroodimery. Nen² jist®, zda jsou vz§jemnŊ nahraditeln® nebo jestli m§ kaģdĨ jinou funkci. Byla 

pozorov§na vŊtġ² GTP§zov§ aktivita u Mfn1, nav²c je potŚebnĨ pro funkci OPA1. Mutace v Mfn2 

zpŢsobuje CMT2A. Hlavn²m mechanismem funkce mitofuzinŢ je formov§n² a- helixovĨch struktur 

p§rov§n²m tzv. coiled-coil dom®n. Tyto struktury pŚit§hnou pŚilehl® membr§ny k sobŊ bl²ģ a umoģn² 

t²m spojen² lipidovĨch dvojvrstev. Nav²c mitofusiny maj² vġechny dom®ny nach§zej²c² se ve 

f¼zogenu, maj² nadġroubovicov® oblasti, dvŊ transmembr§nov® dom®ny a GTP§zovou dom®nu, 

kter§ mŢģe poskytovat energii potŚebnou k pŚekon§n² energetick® bari®ry pŚi spojov§n² lipidovĨch 

dvojvrstev. Nen² sice jist®, jestli vystupuj² jako f¼zogeny, ale v procesech f¼ze jsou urļitŊ nezbytn®. 
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Mitofuziny jsou zakotveny ve vnŊjġ² membr§nŊ transmembr§novou dom®nou tak, ģe oba konce ļn² 

do cytozolu. N-konec m§ funkci GTP§zy a C-konec je tvoŚen nadġroubovic².  K f¼zi vnŊjġ² 

mitochondri§ln² mebr§ny je tak zapotŚeb² lok§ln² koncentrace GTP v periferii t®to membr§ny 

(Westermann, 2008). 

 

2.1.2.2.2. OPA1 

Protein OPA1 je lokalizov§n v intermembr§nov®m prostoru a asociuje s obŊma membr§nami. 

Obsahuje mitochondri§ln² c²lovou sekvenci (MIS)  na N konci, GTP§zovou Ăcoiled coilñ dom®nu a 

C koncovou GED (GTPase Effector Domain ) dom®nu. Po transportu  proteinu do mitochondri²  je 

protein rozġtŊpen mitochondri§ln² peptid§zou MMP. LidskĨ gen OPA1 m§ 5 izoforem, kter® 

vznikaj² z 8 variant alternativnŊ sestŚ²hanĨch mRNA a n§slednĨch posttranslaļn²ch modifikac². 

Ztr§ta genu OPA1 vede k fragmentaci mitochondri§ln²ch tubulŢ. Jak jiģ bylo Śeļeno, OPA1 mŢģe 

kooperovat s mitofuziny, konkr®tnŊ s Mfn1 a indukovat vznik tubulŢ. D§le sn²ģen§ exprese OPA1 

vede k zvĨġen² citlivosti bunŊk k proapoptotickĨm stimulŢm  a zrychlen² spont§nn² apopt·zy a 

usnadŔuje uvolnŊn² cytochromu c z mitochondri². Tedy, reorganizace mitochondri§ln² s²tŊ 

zpŢsoben§ ztr§tou OPA1 mŢģe pŚedstavovat mechanismus vlivu tohoto dynaminu na apopt·zu. Zd§ 

se, ģe OPA1 se jeġtŊ pŚed fragmentac² uvolŔuje spolu s cytochromem c. RŢzn® varianty OPA1 maj² 

rozd²lnĨ vliv  na  dynamiku mitochondri² a mechanismus apopt·zy.  Mutace OPA1 zpŢsobuje 

chorobu ADOA (autosomal dominant optic atrophy), kter§ pŚedstavuje  ztr§tu zraku (Olichon et al., 

2006). 

 

2.1.2.3. Molekul§rn² mechanismus dŊlen² mitochondri² 

Hlavn² ¼lohu hraj² protein vnitŚn² membr§ny Fis1 a cytosolickĨ protein DRP1, kter® se 

shromaģŅuj² na povrchu v m²stech, kde prob²h§ dŊlen². V prvn²m kroku protein Fis1 napom§h§ 

k shromaģŅov§n² proteinu DRP1 na membr§nŊ po pŚedchoz² fosforylaci DRP1. Ten hraje kl²ļovou 

¼lohu v samotn®m stŚiģen² membr§ny. Na povrchu membr§ny se formuje do filament spir§lovit®ho 

tvaru a pokrĨv§ jej² povrch. Po vazbŊ GTP a n§sledn® hydrolĨze dojde ke konstrikci a stŚiģen² vnŊjġ² 

membr§ny. O mechanismu dŊlen² vnitŚn² membr§ny nen² pŚ²liģ zn§mo. Aktivita DRP1 sice je 

dostaļuj²c² k souļasn®mu oddŊlen² obou membr§n, nicm®nŊ je moģn®, ģe pro vnitŚn² membr§nu 

existuje jinĨ nez§vislĨ mechanismus. PrŢmŊr spir§l, kter® DRP1 formuje je pouze okolo 100 nm, 

zatimco prŢmŊr mitochondri² 3-4x vŊtġ². Proto tedy pro jejich formaci mus² doj²t v m²stŊ stŚiŚen² 

mitochondri² k jejich z¼ģen². PravdŊpodobnŊ je tato konstrikce vĨsledkem dŊlen² vnitŚn² membr§ny 

v m²stŊ ġtŊpen². K tomuto kroku pŚisp²v§ MTP18, protein vnitŚn² membr§ny, dŢleģitĨ pro integritu 

mitochondri§ln² s²tŊ (Westermann, 2008). 
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2.1.2.4. Regulace dŊlen² a f¼ze mitochondri² 

Pro spr§vnou morfologii mitochondri² je dŢleģit®, aby se mezi obŊma procesy udrģovala 

vyv§ģenost. V z§vislosti na poģadavc²ch buŔky a prob²haj²c²ch sign§ln²ch drah§ch se morfologie 

mitochondri² mŊn² a pomŊry mezi f¼zi a dŊlen²m se posouvaj² ve prospŊch jednoho ļi druh®ho 

mechanismu. Poruchy dynamiky mitochondri² pak vedou k rŢznĨm onemocnŊn²m, napŚ²klad mutace 

genu Mfn2 zpŢsobuje neurodegenerativn² onemocnŊn² CMT. V pŚ²padŊ Ś²zen² mechanismu f¼ze u 

savcŢ se jedn§ pŚedevġ²m o regulaci proteinu Mfn2. Proapoptotick® proteiny Bax a Bak indukuj² f¼zi 

regulac² submitochondri§ln² distribuce tohoto proteinu. Regulace dŊlen² je sprostŚedkov§na pŚes 

protein DRP1. Ten interaguje s proteinem MARCH-V, coģ je ubikvitin lig§za vnŊjġ² membr§ny. 

Protein DRP1mŢģe bĨt tak® fosforylov§n cyklin depentn² kin§zou, coģ pak vede k fragmentaci 

mitochondri² pŚi mit·ze (Westermann, 2008). 

Proteiny Bax a Bak tak® ovlivŔuj² f¼zi u norm§ln²ch neapoptotickĨch bunŊk t²m, ģe reguluj² 

shromaģŅov§n² proteinu Mfn2 do velkĨch komplexŢ. V jejich nepŚ²tomnosti se komlexy zmenġuj² a 

protein Mfn2 se redistribuuje z povrchovĨch bodŢ na membr§nŊ do rovnomŊrn®ho rozloģen² po cel® 

organele (Cerveny et al., 2007).  

 

2.1.2.5.Prohibitin 

Prohibitiny jsou membr§nov® proteiny s Śadou rŢznĨch funkc² v rŢznĨch kompartmentech buŔky. 

Mitochondri§ln² prohibitin kontroluje bunŊļnou proliferaci, morfogenezi krist a integritu 

mitochondri². Je tvoŚen komplexem podjednotek PHB1 a PHB2 a nach§z² se na vnitŚn² membr§nŊ. 

Kaģd§ podjednotka je ukotvena svĨm hydrofobn²m amino koncem v membr§nŊ, C konec je volnĨ a 

situovanĨ do intermembr§nov®ho prostoru. Probibitin tvoŚ² velk® kruhovit® komplexy o prŢmŊru 20-

25 nm na membr§nŊ, sloģen® z mnoha kopi² obou podjednotek. Jejich ztr§ta vede ke fragmentaci 

mitochondri§ln² s²tŊ, jsou tedy dŢleģit® pro mechanismus f¼ze. Strukturn² zmŊny se pŚipisuj² ztr§tŊ 

dlouh® izoformy OPA1. Aktivita OPA1 z§vis² na vyv§ģen®m zastoupen² dlouh® (L-OPA1) a kr§tk® 

(S-OPA1) izoformy, kter§ vznik§ proteolytickĨm ġtŊpen²m dlouh® izoformy. V nepŚ²tomnosti 

prohibitinŢ se ztr§c² dlouh§ izoforma, co naznaļuje zrychlen® zpracov§n² OPA1. Z§roveŔ exprese 

neġtŊp²c² se varianty OPA1 obnovuje pŢvodn² tvar tubulŢ, tedy prohibitiny reguluj² tvar 

mitochondri² skze protein OPA1. Nespr§vn® formov§n² proteinu OPA1 tak® ukazuje spojen² 

prohibitinŢ s procesy apopt·zy, jelikoģ OPA1 reguluje restrukturalizaci mitochondri² v ranĨch 

f§z²ch apopt·zy, kter§ napom§h§ uvolnŊn² cytochromu c z intermembr§nov®ho prostoru (Merkwirth 

and Langer, 2008) 
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2.1.3. KrebsŢv cyklus, oxidativn² fosforylace 

KrebsŢv cyklus je centr§ln² dr§hou bunŊļn®ho metabolismu. Odpov²d§ za oxidaci vŊtġiny cukrŢ, 

mastnĨch kyselin i aminokyselin a vytv§Ś² ļetn® metabolick® prekurzory. Do Krebsova cyklu mohou 

vstupovat tyto l§tky po degradaci na acetyl-CoA, kterĨ je za pŚ²tomnosti citr§tsynt§zy schopen 

reagovat s oxalacet§tem za vzniku kyseliny citronov®. Ta je souļ§st² dalġ²ch reakc² Krebsova cyklu. 

Stechiometrie odbour§v§n² acetylov® skupiny v KC: 

3NAD+ + FAD + GDP + Acetyl-CoA + Pi  3NADH + FADH2 + GTP + CoA + 2CO2 

Jedna acetylov§ skupina je tedy oxidov§na na dvŊ molekuly CO2, pŚiļemģ vznik§ energeticky 

bohat§ molekula GTP a 4 p§ry elektronŢ, tŚi p§ry elektronŢ v NADH a jeden p§r v FADH2. Tato 

redukļn² ļinidla pŚen§ġej² energeticky bohat® elektrony do dĨchac²ho ŚetŊzce. 

V dĨchac²m ŚetŊzci doch§z² k pŚenosu elektronŢ z NADH na komplex I (NADH dehydrogen§za) 

a z FADH2 na komplex II (sukcin§t ï ubichinon dehydrogen§za). Z tŊchto komplexŢ jsou elektrony 

pŚeneseny koenzymem Q na koplex III (koenzym Q ï cytochrom c redukt§za) a d§le cytochromem c 

na komplex IV(cytochrom c oxid§za), kde jsou 4 elektrony pouģity k redukci O2 na dvŊ molekuly 

vody.  

Zat²mco elektrony proch§zej² redoxnŊ aktivn²mi jednotkami jednotlivĨch komplexŢ, doch§z² 

k transportu H+ z mitochondri§ln² matrix do mezimembr§nov®ho prostoru. Vznik§ tak protonovĨ 

gradient na vnitŚn² mitochondri§ln² membr§nŊ, tzv. protonmotivn² s²la. Ta je podle Mitchellovi 

chemiosmotick® teorie spŚaģena se synt®zou ATP. FO jednotka mitochondri§ln² ATP§zy vyuģ²v§ 

zpŊtnĨ tok protonŢ, kterĨ je pŚeveden na rotaci urļitĨch podjednotek F1 komplexu a jeho 

konformaļn²ch zmŊn. Tyto zmŊny potom zajiġŠuj² tvorbu ATP.  

ElektrochemickĨ gradient ( )+D
H
m  je jako protonmotivn² s²la Dp obvykle vyjadŚov§na v 

jednotk§ch mV a jej² hodnoty se obecnŊ pohybuj² mezi 150 a 200 mV. Z nŊj mŢģeme vypoļ²tat tak® 

protonmotivn² s²lu pD : 

mm

H pH
F

p D-DY=
D
=D

+

59
m

 [mV] , 

 kde F je Faradayova konstanta, mDY elektrickĨ potenci§l membr§ny a mpHD  chemickĨ 

potenci§l membr§ny. Maxim§ln² spŚaģen² a tedy maxim§ln² protonmotorick® s²ly je dosaģeno v tzv. 

stavu 4 za absence synt®zy ATP a zpŊtn®ho toku H+. Niģġ² stupeŔ spŚaģen² mitochondri² nast§v§ ve 

stavu 3. V tomto stavu, kdy prob²h§ oxidativn² fosforylace, je ļ§st ȹp vyuģ²v§na pro synt®zu ATP. 

Respiraļn² kontrolou je nazĨv§n mechanismus, kdy vyġġ² ȹp zabraŔuje dalġ²mu pumpov§n² H+. T²m 

je zpŊtnovazenŊ sn²ģena respirace. Naopak odpŚaģen²m nazĨv§me umŊl® zvĨġen² toku H+ pŚes 

vnitŚn² membr§nu, kter§ m§ za n§sledek zvĨġen² respirace. Podm²nkou spŚaģen² mezi transportem 

elektronŢ a synt®zou ATP je nepropustnost vnitŚn² mitochondri§ln² membr§ny. Existuj² vġak l§tky s 

protonoforickou aktivitou, odpŚahovaļe, kter® zvyġuj² propustnost membr§ny pro H+ ionty. ZpŢsob² 
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t²m odpŚaģen² bez n§sledn® synt®zy ATP, a t²m disipaci energie na teplo, protoģe zpŊtnĨ tok H+ se 

neuskuteļŔuje ATP-synt§zou, ale prob²h§ mimo ni. KlasickĨmi odpŚahovaļi jsou napŚ. 2,4-

dinitrofenol a karbonylkyanid-p-trif luoromethoxyfenylhydrazon (FCCP). OdpŚahovaļe naruġen²m 

ust§len® respiraļn² kontroly urychluj² respiraci a pŚenos elektronŢ a t²m indukuj² tvorbu tepla, 

protoģe energie elektrochemick®ho gradientu, kter§ mŊla bĨt pŢvodnŊ pouģita k synt®ze ATP, je 

pouģita k pŚenosu H+ zpŊt do matrix. V prŢbŊhu fylogeneze se vyvinuly odpŚahuj²c² proteiny, kter® 

slouģ² jako regulovateln® odpŚahovaļe a mohou za jistĨch podm²nek fyziologicky odpŚahovat 

mitochondrie in vivo a t²m disipovat energii. 

 

Obr. 1.1. Oxidativn² fosforylace (upraveno z  Krauss et al. 2005) 

 

BŊhem oxidativn² fosforylace nevznik§ pouze ATP a voda, ale uvolŔuje se i tzv. superoxidovĨ 

aniont O2¶- , coģ je radik§l - l§tka obsahuj²c² nep§rovĨ elektron. Aļkoliv je vytv§Śen v mal® m²Śe, 

(Ś§du pŚibliģnŊ 1%) pod²l² se na vzniku dalġ²ch radik§lŢ a peroxidŢ (hydroperoxylovĨ radik§l HO2
¶, 

hydroxylovĨ radik§l ¶OH, uhliļitanovĨ aniont HCO3
¶- atd.). Vznik§ napŚ. autooxidac² 

ubisemichinonov®ho radik§lu na komplexu III. S vyġġ²m potenci§lem se vytv§Ś² v²ce superoxidu. Je 

to d§no t²m, ģe pomalejġ² tok elektronŢ umoģn² vyġġ² poloļas ģivota pŚechodnĨch radik§lŢ a t²m 

umoģn² jejich reakci s kysl²kem. Proto pŚi synt®ze ATP i odpŚaģen² je tvorba superoxidu sn²ģena. Ve 

stavu 4, kdy je ȹɊ vysokĨ, respirace limitov§na nedostatkem ADP, je tvorba superoxidu 

maxim§ln². Superoxid je dismutov§n matrixovou MnSOD a CuZnSOD v mezimembr§nov®m 

prostoru na H2O2. H2O2 volnŊ difunduje pŚes membr§ny a mŢģe bĨt zdrojem vzniku dalġ²ch a 

reaktivnŊjġ²ch intermedi§tŢ, napŚ. hydroxylovĨch radik§lŢ OH¶ (Jezek and Hlavata, 2005).  
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2.2. Apopt·za 

Programovan§ bunŊļn§ smrt, apopt·za, je nezbytnĨ fyziologickĨ proces, kterĨ hraje kl²ļovou roli  

v udrģov§n² homeost§ze ve tk§n²ch a dŢleģitĨ krok pŚi odstranŊn² bunŊk n§sleduj²c² po vlivu 

toxickĨch l§tek, stejnŊ tak jako pŚi vĨvoji bunŊk nebo vzniku degenerativn²ch poruch. Na 

morfologick® ¼rovni je charakterizovan§ jako svraġŠov§n² bunŊk, zmŊna tvaru plasmatick® 

membr§ny, kondenzace chromatinu a fragmentace jadern® DNA. Apopt·za nen² s®rie jednotlivĨch 

jasnŊ definovanĨch drah, ale spousta regulovanĨch vz§jemnŊ propojenĨch drah. VnŊjġ² dr§ha 

zahrnuje iniciaci apopt·zy pŚes spojen² s receptory plasmatick® membr§ny.VnitŚn² dr§ha zahrnuje 

iniciaci apopt·zy, jakoģto vĨsledek naruġen² intracelul§rn² homeost§ze. V tomto kroku jsou pro jej² 

realizaci dŢleģit® mitochondrie, je tedy  oznaļena jako mitochondri§ln² dr§ha bunŊļn® smrti.(Ashe 

and Berry, 2003, Orrenius et al., 2003) 

 

2.2.1. Kasp§zy (cystein aspart§t specifick® prote§zy) 

PatŚ² do rodiny intracelul§rn²ch proteinŢ, ¼ļastn²c²ch se iniciace i realizace apopt·zy. Dnes je 

zn§mo minim§lnŊ 14 savļ²ch kasp§z, u ļlovŊka zat²m nejsou zn§m® vġechny homology. Tak® n® u 

vġech ļlenŢ je zn§mĨ jejich pŚesnĨ c²l a fyziologick§ role. ObecnŊ ale maj²  vliv na apopt·zu nebo 

z§nŊt. Kasp§zy jsou syntetizov§ny jako prokasp§zy, kter® jsou proteolyticky upraveny v m²stŊ 

aspart§tov®ho zbytku na jejich aktivn² formu. Vġechny obsahuj² vysoce homologn² prote§zovou 

dom®nu a tak® NH2 termin§ln² prodom®nu (podjednotku). Prote§zov§ dom®na je sloģena ze dvou 

podjednotek asi 20 a 10kDa, kter® asociuj² a tvoŚ² heterodimer, n§sleduj²c² do proteolytick®ho 

procesu. Dva heterodimery pak tvoŚ² tetramer, coģ je aktivn² forma kasp§zy. NH2 koncov§ dom®na 

m§ rŢznou d®lku, podle funkce dan® kasp§zy. Iniciaļn² a z§nŊtliv® kasp§zy maj² tuto prodom®nu 

dlouhou (v²ce jak 100 aminokyselin), zat²mco efektorov® kasp§zy j² maj² kr§tkou (m®nŊ jak 30). 

Dlouh® prodom®ny obsahuj² specifick® motivy nezbytn® pro kasp§zovou aktivitu. Mohou to bĨt jak 

DED (death effector domains) u kasp§z 8 a 10, nebo CARD (caspase recruitment domains) u kasp§z 

1, 2, 4, 5, 9, 11, 13 a 14. CARD sprostŚedkuj² interakce mezi kasp§zami a rŢznĨmi adaptorovĨmi 

molekulami (Chang and Yang, 2000).  

Kasp§zy obsahuj²c² DED (8 a 10) jsou iniciaļn², CARD kasp§zy jsou jak iniciaļn² (2 a 9), tak 

efektorov® (ostatn²). Kasp§za 12 nav²c hraje i roli v stresem indukovan® apopt·ze 

v endoplasmatick®m retikulu. Gen pro tuto kasp§zu nebyl identifikov§n u ļlovŊka, moģn§ u ļlovŊka 

nen² souļ§st² apoptotickĨch drah. 

Indukce apopt·zy spoļ²v§ v aktivaci iniciaļn²ch kasp§z. DR (death receptors) pŚes adaptorov® 

molekuly interaguj² s iniciaļn²mi kasp§zami 2, 8 nebo 10, zat²mco vnitŚn² sign§ly aktivuj² kasp§zu 9. 

Aktivace iniciaļn²ch kasp§z je prvn² krok vysoce regulovan® nevratn® proteolytick® dr§hy. Iniciaļn² 

kasp§zy jsou schopny ġtŊpit prokasp§zy a tedy bĨt schopny aktivovat efektorov® kasp§zy (3, 6 a 7) 

nebo mohou zes²lit kasp§zovou dr§hu zvĨġenou aktivac² iniciaļn²ch kasp§z. Efektorov® kasp§zy 
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jsou spoleļn® pro vnitŚn² i vnŊjġ² dr§hy, tedy koneļn® morfologick® a biochemick® znaky apopt·zy 

nejsou z§visl® na jejich induktoru (Ashe and Berry, 2003). 

 

2.2.2. Proteiny rodiny Bcl-2  

Bcl-2 proteiny jsou dŢleģit® intracelul§rn² medi§tory rozhoduj²c² o dalġ²m  pŚeģit² buŔky ļi 

nastolen²m apopt·zy, jej²mi ļleny jsou tedy pro i antiapoptotick® proteiny. Jejich klasifikace je 

spojena s pŚ²tomnost² ļi absenc² BH (Bcl-2 homology) dom®n. Byly pops§ny ļtyŚi BH dom®ny: 

BH1, BH2, BH3 a BH4. Bcl-2 a Bcl-XL obsahuj² vġechny BH dom®ny, jsou inhibitory apopt·zy, 

aļkoli jejich mechanismus zŢst§v§ nezjiġtŊn. PŚedpokl§d§ se, ģe funguj² jako antagonist® 

proapoptotickĨch ļlenŢ. Dalġ² dvŊ skupiny jsou proapoptotick®. Je to bax rodina (proteiny Bax, Bok 

a Bak), jej²ģ ļlenov® maj² dom®ny BH1, BH2 a BH3 a rodina BH3-only (proteiny Bid, Bim, Bik, 

Bad, Bmf, Hrk, Noxa a PUMA). Zd§ se, ģe BH3-only proteiny maj² funkci z§vislou na expresi Bax 

proteinŢ, protoģe neindukuj² apopt·zu bez jejich pŚ²tomnosti. Nicm®nŊ, jejich mechanismy jsou tak® 

nejasn® (Lindsten et al., 2000). 

 

2.2.3. VnitŚn² signalizace bunŊļn® smrti 

Tyto dr§hy vych§zej² z proapoptotickĨch sign§lŢ v dŢsledku poruġen² intracelul§rn² rovnov§hy, 

tedy  sign§ly pro bunŊļnou Ăsebevraģduñ poch§zej² z buŔky samotn®. Prim§rn²m intracelul§rn²m 

m²stem iniciace jsou mitochondrie (ikdyģ to bylo tak® prok§zano u endoplasmatick®ho retikula). 

Mitochondrie hraj² dominantnn² ¼lohu v metabolismu buŔky, ale tak® maj² dŢleģitou roli 

pŚi apopt·ze. Mnoho apoptotickĨch proteinŢ je lokalizov§no v mitochondri²ch a po urļit®m stimulu 

uvolnŊno. Cytochrom c (lokalizovanĨ v mezimembr§nov®m prostoru, pŚedevġ²m intrakrist§ln²m ale 

i v perifern²m mezimembr§nov®m prostoru) je uvolnŊn do cytozolu, kde interaguje s Apaf-1 

(apoptotic protease-activating factor-1), ATP/dATP a kasp§zou 9 a vytv§Ś² spolu apoptoz·m. Apaf-

1 obsahuje CARD dom®nu, kterou sprostŚedkuje interakci s kasp§zou 9. Z§roveŔ m§ dom®nu WD-

40, kter§ zajiġŠuje inaktivitu proteinu v nepŚ²tomnosti cytochromu c. V pŚ²tomnosti cytochromu c a 

ATP/dATP se Apaf-1 agreguje a v§ģe kasp§zu 9, ta se proteolyticky aktivuje a d§l pak aktivuje 

kasp§zy 3 a 7. Jejich dalġ²m pŢsoben²m doch§z² k bunŊļn® smrti. Dalġ²m proteinem uvolnŊnĨm po 

stimulu z mitochondrie je Smac/DIABLO (second mitochondrial activator of caspases/ direct IAP-

binding protein of low isoelectric point). Tento protein se v§ģe k BIR  dom®n§m proteinŢ IAP 

(inhibitor of apothosis protein), ļ²mģ odstran² jejich inhibiļn² efekt na aktivitu kasp§z. TŚet² 

mitochondri§ln² faktor, zapojenĨ do apopt·zy je AIF (apoptosis-inducing factor). Je to flavoprotein, 

kterĨ se translokuje do j§dra a tam indukuje ļ§steļnou fragmentaci DNA a kondenzaci chromatinu. 

PravdŊpodobnŊ spouġt² apopt·zu nez§visle na kasp§z§ch, asi v kooperaci s dalġ²mi faktory (Zou et 

al., 1999, Ashe and Berry, 2003). 



 16 

 

2.2.3.1. Mechanismy uvolnŊn² proapoptotickĨch proteinŢ.  

Existuje nŊkolik teori², jak se proteiny uvolŔuj² pŚi apopt·ze. Jedna hypot®za pŚedpokl§d§ 

otevŚen² PTP (permeability transition pore) ļi tak® MPT (mitochondrial permeability transition) 

p·rŢ a ztr§tu mitochondri§ln²ho membr§nov®ho potenci§lu. P·ry jsou ale mal®, jen pro proteiny do 

1500 Da. Je moģn®, ģe se p·ry dostane do mitochondrie tekutina a naruġ² se pak vnŊjġ² membr§na a 

proteiny se uvoln². Aļkoliv, uk§zalo se tak®, ģe cytochrom c se objevuje jeġtŊ pŚed ztr§tou 

mitochondri§ln²ho membr§nov®ho potenci§lu. Dalġ² hypot®za je zaloģen§ na schopnosti Bcl-2 

proteinŢ zabr§nit uvolnŊn² cytochromu c. Antiapoptotick® ļleny interaguj² s proapoptotickĨmi, ļ²mģ 

inhibuj² jejich schopnost uvolnit protein z mitochondrie. Tato hypot®za je podpoŚena strukturou Bcl-

2 proteinŢ i jejich schopnost² translokace z cytozolu do mitochondrie bŊhem apopt·zy. Jsou 

strukturnŊ stejn® s p·ry formuj²c²mu toxinu diphtherie, je tedy moģn®, ģe proapoptotick® proteiny 

rodiny Bax oligomerizuj² a vytv§Śej² mitochondri§ln² kan§ly, kterĨmi mohou proch§zet 

proapoptotick® proteiny. Nav²c, Bcl-2 mŢģe br§nit t®to oligomerizaci na vnŊjġ² membr§nŊ 

(Mikhailov et al., 2001, Sun et al., 2002). V posledn² dobŊ se ukazuje dŢleģitost mechanismu dŊlen² 

(fission) mitochondri² v procesu apopt·zy. GTP§za DRP1 asociuje s vnŊjġ² mitochondri§ln² 

membr§nou skze interakci s proteinem Fis1 a doch§z² k fragmentaci mitochondri§ln² s²tŊ. 

Reorganizace membr§ny vede k uvolnŊn² cytochromu c, procesu se ¼ļastn² proteiny Bak a Bax. 

Moģn® mechanismy kooperace jsou pops§ny v kapitole 2.5.5. (Youle and Karbowski, 2005). 

 

2.2.3.2. protein p53 

p53 je tumor supresorovĨ protein hraj²c² roli v regulaci bunŊļn® smrti. Aktivuje se pŚi poġkozen² 

DNA v buŔce a uļastn² se pŚi apopt·ze. PŚ²mo aktivuje Bax, ikdyģ jeho zvĨġen§ exprese mŢģe 

indukovat apopt·zu nez§visle na Bax. Nav²c p53 indukuje i ļleny BH3 rodiny, Noxa a PUMA.  

Apaf-1 byl tak® identifikov§n jako dalġ² c²l pro p53. KromŊ tŊchto c²lŢ bylo zjiġtŊno mnoho dalġ²ch 

genŢ regulovanĨch p53, kter® jsou zapojeny do apopt·zy, p53 je pravdŊpodobnŊ souļ§st² vnitŚn²ch 

drah a  ¼ļastn² se i regulace DR receptorŢ (Nakano and Vousden, 2001, Fortin et al., 2001). 

 

2.2.4. VnŊjġ² signalizace bunŊļn® smrti 

2.2.4.1. DR receptory (Death receptors) 

DR receptory bunŊļn®ho povrchu patŚ² do rodiny receptorŢ TNFR (tumor necrosis factor 

receptor). V§ģou pŚ²sluġn® ligandy  a tyto komplexy pak spouġt² apoptotick® kask§dy. 

Nejzn§mŊjġ²mi ļleny jsou Fas (jinak tak® Apo1 nebo CD95) a TNFR1. Dalġ²mi ļleny jsou DR3 

(jinak tak® Apo3, WSL-1, TRAMP nebo LARD), DR4, DR5 (jinak tak® Apo2, TRAIL-R2, TRICK2 

nebo KILLER) a DR6. Tyto proteiny jsou transmembr§nov® receptory typu 1, charakteristick® 

extracelul§rn²mi dom®nami bohatĨmi na cystein (CRD) a intracelul§rn²mi dom®nami (DD; death 

domains). CRD jsou zodpovŊdn® za vz§jemnou asociaci receptoru (CRD1) a za interakci s ligandem 
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(CRD2 a CRD3). Proteiny t®to rodiny se mus² nejdŚ²v sloģit a pak aģ doch§z² k vazbŊ ligandu. 

CytoplasmatickĨ konec obsahuje DD velkou asi 80 AK, kter§ signalizuje bunŊļnou smrt. Skl§d§ se 

z ġesti antiparaleln²mi  amfipatickĨmi a-helixy sloģenĨmi v konfiguraci, tvoŚ²c² povrch vystavuj²c² 

mnoho nabitĨch zbytkŢ. Po nav§z§n² ligandu dom®na DD pravdepodobnŊ interaguje skrze 

elektrostatick® interakce. Dalġ² proteiny s DD dom®nou jsou nav§z§ny a funguj² jako adaptorov® 

proteiny sign§ln² dr§hy. S tŊmi interaguj² dalġ² proteiny, mimo jin® CARD (Ashe and Berry, 2003). 

 

2.3.4.2. Receptory DR zprostŚedkovan§ apopt·za 

2.2.4.2.1. FasL signalizace 

Protein Fas je zastoupen v ŚadŊ tk§n², ale nejv²ce je exprimov§n v srdci, brzl²ku, j§trech a 

ledvin§ch. Ligandem pro tento receptor je FasL, transmembr§novĨ protein typu II, exprimovanĨ 

takŚka vĨhradnŊ v aktivovanĨch T buŔk§ch. FasL obsahuje extracelul§rn² samosestavovac² dom®nu 

nezbytnou pro oligomerizaci ligandu. Gen pro FasL je obecnŊ transkripļnŊ inaktivn², tedy Fas/FasL 

zprostŚedkovan§ akce je regulov§na jeho aktivac². Fas/FasL syst®m je zodpovŊdnĨ za tŚi zpŢsoby 

zab²jen² buŔky: aktivac² indukovan§ bunŊļn§ smrt T bunŊk, zab²jen² bunŊk prostŚednictv²m 

cytotoxickĨch T lymfocytŢ a zab²jen² z§nŊtlivĨch bunŊk ve vĨsadnŊ imunitn²ch m²stech a 

cytotoxickĨch T lymfocytŢ n§dorovĨmi buŔkami. V posledn² dobŊ se uk§zal i vliv Fas/FasL 

syst®mu apopt·ze neuronŢ n§sleduj²c² po poġkozen² mozku, mozkov® ischemii a apopt·ze bŊhem 

vĨvoje neuronŢ. Spojen² Fas a FasL navozuje vazbu cytozolov®ho adaptorov®ho proteinu FADD 

(Fas-asociated death domain protein; tak® zvanĨ MORT1). Tento protein m§ kromŊ DD tak® 

aminokoncovou DED dom®nu, pŚes kterou asociuje s dalġ²mi proteiny, maj²c² DED, jako jsou 

kasp§zy 8 a 10. Tento komplex, obsahuj²c² Fas, FasL, FADD a kasp§zu 8 nebo 10, se nazĨv§ smrt-

indukuj²c² sign§ln² komplex (death- inducing signaling komplex; DISC). Oligomerizac² se tedy 

indukuje proteolytick§ aktivace inici§torovĨch kasp§z a proces apopt·zy se dokonļ² ġtŊpen²m 

n§slednĨch c²lŢ.  

KromŊ tvorby komplexu DISC jsou jeġtŊ typy bunŊk, uģ²vaj²c² pŚ²mou Fas signalizaci. Prvn² typ 

bunŊk poģaduje aktivaci kasp§zy 8 a n§slednŊ kasp§zy 3 a v druh®m typu bunŊk regulovan§ aktivace 

kasp§zy 8 jde smyļkou pŚes mitochondri§ln² aktivaci. Tedy vnŊjġ² apoptotick§ dr§ha kooperuje 

s vnitŚn². Mezi buŔky prvn²ho typu patŚ² perifern² T buŔky a thymocyty, druh®ho typu jsou buŔky 

jatern² nebo neurony. V buŔk§ch typu I kasp§za 8 pŚ²mo aktivuje n§sledn® kasp§zy 3, 6 a 7. 

Apopt·za je zde asociov§na s poġkozen²m mitochondri² a uvolnŊn²m cytochromu c, nedoch§z² zde 

k inhibici vlivem antiapoptotickĨch Bcl-2 proteinŢ. Mitochondri§ln² cesta u bunŊk typu II zahrnuje 

ġtŊpen² proteinu Bid (rodina BH3-only) kasp§zou 8. ĠtŊpenĨ Bid (tBID) je dŢleģitĨ pro uvolnŊn² 

cytochromu c z mitochondri² a tak® podporuje uvolnŊn² Smac/DIABLO, kterĨ pravdŊpodobnŊ hraje 

roli u bunŊk typu I i typu II. Tento protein obch§z² antiapoptotickĨ ¼ļinek Bcl-X u bunŊk typu II, 

konvertuje je na buŔky typu I (Kischkel et al., 2000).  
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KromŊ regulace Fas expres² FasL ligandu existuj² jeġtŊ dalġ² pŚ²davn® mechanismy. Aktivac² 

proteinu p53 doch§z² k redistribuci Fas na bunŊļn®m povrchu a t²m zcitlivŊn² bunŊk k apopt·ze 

sprostŚedkovan® Fas. Tato apopt·za nen² inhibov§na aktinomycinem D ani cykloheximidem, coģ 

indikuje, ģe za tŊchto okolnost² apopt·za nen² z§visl§ na transkripci ani translaci. Zd§ se, ģe 

transkripce p53 m§ roli v apopt·ze sprostŚedkovan® Fas. V genu pro myġ² i lidskĨ Fas byly 

detekov§ny responzivn² elementy pro p53, coģ znamen§, ģe p53 po aktivaci mŢģe na ¼rovni 

trankripce pŚ²mo zvyġovat expresi Fas. Tak® byla pozorov§na zvĨġen§ exprese Fas po pŢsoben² 

rŢznĨch chemoterapickĨch l§tek, v z§vislosti na pŚ²tomnosti nativn²ho p53. Nav²c, byla pozorov§na 

odliġn§ regulace Fas v tk§n²ch kontroln² a p53-/-knockout myġi. Je zde rovnŊģ tk§Ŕov§ specifita. 

V j§trech a slezinŊ je exprese Fas z§visl§ na pŚ²tomnosti p53, v jinĨch tk§n²ch (napŚ v mozku) 

nikoliv. Neplat² to vġak stoprocentnŊ, byla pozorov§na korelace mezi Fas a p53  v neuronech 

poġkozenĨch kain§tem (Munsch et al., 2000, Tan et al., 2001). 

Regulace apopt·zy sprostŚedkovan® Fas mŢģe tak® prob²hat skrz asociaci FasL s  receptorem 

DcR3 (decoy receptor 3), coģ je sekretovanĨ extracelul§rn² DR. DcR receptory inhibuj² apopt·zu 

kompetic². Odeb²raj² ligandy pryļ z jejich pŚ²sluġnĨch DR receptorŢ. řada n§dorovĨch bunŊk 

exprimuje zvĨġen® hladiny DcR, ļ²mģ mŢģe bĨt d§na jejich rezistence k n§poru cytotoxickĨm 

imunitn²m mechanismŢm. Regulace se dŊje na ¼rovni kasp§zy 8. Protein FLIP (FLICE inhibitory 

protein) m§ dvŊ formy, FLIPS a FLIPL.  ObŊ asociuj² s FADD pŚes interakci s DED. FLIPL tak® 

mŢģe pŚ²mo interagovat s prokasp§zou 8 (pŚes DED a C koncovĨ region homologn² s kasp§zou). 

T²m kompetuje s kasp§zou 8 o vazebn® m²sto na FADD a z§roveŔ inhibuje zpracov§n² prokasp§zy 

8. ZvĨġen§ exprese FLIP byla zjiġtŊna u melanomovĨch n§dorovĨch bunŊk rezistentn²ch k FasL, 

tedy jeho exprese mŢģe zprostŚedkovat rezistenci k apopt·ze u n§dorovĨch bunŊk (Ashe and Berry, 

2003). 

D§le existuje proapoptotick§ Fas/FasL dr§ha nez§visl§ na FADD. Protein Daxx, kterĨ se v§ģe na 

DD dom®nu Fas, aktivuje dr§hu JNK (Jun NH2 -termin§ln² kin§za). Daxx mŢģe bĨt spojen² mezi Fas 

a Ask1 (apoptosis signal-regulating kinase), coģ je MAPKKK (mitogen activated protein kinase 

kinase kinase). Apopt·za sprostŚedkovan§ Ask1 je z§visl§ na aktivaci kasp§zy 9, kter§ je zase 

z§visl§ na uvolnŊn² cytochromu c z mitochondri². JNK posiluje apopt·zu skrz fosforylaci a t²m 

inaktivaci Bcl-2 a fosforylaci a stabilizaci c-Myc (ten je vĨsledkem naruġen² integrity mitochondri² 

zpŢsoben® proteinem Bax a uvolnŊn² proapoptotickĨch faktorŢ). Tato dr§ha proteinŢ Fas, Daxx a 

Ask1 je nez§visl§ na aktivaci kasp§zy 8. Jin§ pr§ce naopak tvrd², ģe JNK apoptotick§ dr§ha mŢģe 

bĨt na FADD a kasp§ze 8 z§visl§. U neuronŢ oġetŚenĨch b-amyloidem se aktivoval JNK a n§slednŊ 

indukovala tvorba transkripļn²ho faktoru c-jun. Ten zvĨġil expresi FasL, kterĨ indukuje apopt·zu 

sprostŚedkovanou FADD a kasp§zou 8. PŚesn§ ¼loha JNK ve Fas apopt·ze je ovġem nejasn§ (Hatai 

et al., 2000, Juin et al., 2002, Morishima et al., 2001) 
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3.2.4.2.2. Signalizace TNF 

Druh§ hlavn² apoptotick§ dr§ha je sprostŚedkov§na pŚes TNF (tumor necrosis factor). TNF je 

exprimov§n hlavnŊ v aktivovanĨch makrof§z²ch, T buŔk§ch a nŊkterĨch epiteli§rn²ch n§dorovĨch 

bunŊļnĨch lini²ch. Sign§l je pŚen§ġen dvŊma receptory na bunŊļn®m povrchu TNF-R1 a TNF-R2. 

Oba sprostŚedkov§vaj² pŚ²m® bunŊļn® odpovŊdi, TNF-R1 cytotoxixitu a TNF-R2 proliferaci T 

bunŊk. Po vazbŊ TNF na receptor se pŚipojuje adaptorovĨ protein TRADD (TNF receptor 

associated DD). Ten mŢģe interagovat s FADD, TRAF2 (TNF receptor- associated factor 2) nebo 

RIP (receptor interacting protein) a indukovat apopt·zu. FADD podobnĨm mechanismem jako  

vĨġe popsanĨ Fas, RIP pŚes kasp§zu 2, kter§ podobnŊ jako kasp§za 8 uvoln² proapoptotick® faktory 

cytochrom c, DIABLO a AIF (Guo et al., 2002). TRAF2  aktivuje jadernĨ faktor NF-kB a JNK. 

D§le se pak dr§hy vŊtv²,  NF-kB indukuje transkripci antiapoptotickĨch proteinŢ, nav²c se zd§, ģe 

aktivace NF-kB zprostŚedkovan§ TNF inhibuje aktivaci JNK, coģ by mohl bĨt dalġ² jej² 

antiapoptotickĨ mechanismus (Li and Stark, 2002, Tang et al., 2001). 

KromŊ vĨġe popsanĨch drah Fas a TNF existuj² jeġtŊ dalġ², m®nŊ prozkouman® mechanismy 

spojen® s DR receptory. Je to napŚ²klad signalizace pŚes receptor Apo3 a jeho ligand Apo3L, kter® 

vykazuj² znaļnou podobnost s s TNF-R1 a TNF  i  podobnĨ mechanismus signalizace, maj² ale ġirġ² 

tk§Ŕovou distribuci (Pan et al., 1997). 

 

2.2.5. Apopt·za a dŊlen² mitochondri² 

ZmŊny tvaru mitochondri² ¼zce souvis² s procesem apopt·zy. Byly navrģeny ļtyŚi moģn® 

mechamismy, jakĨmi dŊlen² mitochondri² kooperuje s prŢbŊhem apopt·zy.  

I. Oba procesy translokace proteinu Bax i dŊlen² mitochondri² indukovan® proteinem DRP1 

jsou zodpovŊdn® za apopt·zu a pracuj² tandemovŊ. Aktivn² Bax vytv§Ś² kan§ly ve vnŊjġ² 

membr§nŊ a z§rovŊŔ se ¼ļastn² na aktivace dŊlen² indukovan®ho DRP1. Indukce apopt·zy 

ale prob²h§ u obou nez§visle. 

II.  Aktivace DRP1 je podporov§na translokac² Bax a je zodpovŊdn§ za permeabilizaci vnŊjġ² 

mitochondri§ln² membr§ny. Translokace Bax bez DRP1 nen² dostateļn§ pro uvolnŊn² 

cytochromu c. 

III.  DŊlen² mitochondri² je nezbytn® pro permeabilizaci vnŊjġ² mitochondri§ln² membr§ny. 

ApoptotickĨ sign§l vyvol§ uvolnŊn² v§pn²ku z ER a to  spust² translokaci DRP1 do 

mitochondrie a indukci fragmentace mitochondri². Tento proces pak d§l indukuje translokaci 

Bax, coģ vede k permeabilizaci vnŊjġ² mitochondri§ln² membr§ny. 

IV.  DŊlen² mitochondri² je ve sledu za procesem permeabilizace vnŊjġ² mitochondri§ln² 

membr§ny a nen² pro nŊj nezbytn®. Po indukci apopt·zy se Bax translokuje do mitochondrie 

a po permeabilizaci vnŊjġ² mitochondri§ln² membr§ny se uvoln² z mitochondrie  proteiny 
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OPA1 a DDP. UvolnŊn² OPA1 mŢģe pak inhibovat f¼zi a z§roveŔ se DDP v§ģe k DRP1 a 

napom§h§  mu  vstoupit do mitochondrie a zah§jit dŊlen² s²tŊ. (Jeong and Seol, 2008) 

 

 

 

2.3. Protein CIDEa 

Jako dalġ² protein s pravdŊpodobnou s mitochondri§ln² lokalizac² a souvisej²c² s procesem 

apopt·zy je CIDEa; Cell deathïinducing DFFA (DNA fragmentation factor-a)-like effector A, ļlen 

proteinov® rodiny CIDE.  

 

2.3.1. Struktura 

CIDEa je protein s velkou homologi² k N koncov® oblasti proteinu DFF45. LidskĨ gen CIDEa 

vykazuje 83% homologii s myġ². AnalĨzy sekvenc² cDNA u myġi i ļlovŊka uk§zaly dva potenci§ln² 

translaļn² poļ§tky vzd§len® 51 nukleotidŢ po smŊru translace. Podle tŊchto iniciaļn²ch kod·nŢ jsou 

produkov§ny dva produkty. Delġ² protein o velikosti 217 aminokyselin, kratġ² protein postr§d§ 17 N 

(amino) koncovĨch aminokyselin. N- koncov§ oblast proteinŢ CIDE (CIDE-N dom®na) vykazuje 39 

a 29% homologii s DFF45 a C (karboxy) koncov§ ļ§st (CIDE-C dom®na) 53 a 54% homologii 

s FSP27 (CIDE-C), jehoģ exprese je asociov§na s termin§ln² diferenciac² tukovĨch bunŊk (Inohara 

et al., 1998). Srovn§n² sekvenc² proteinŢ CIDE rodiny je na obr. 1.3. 

 

2.3.1.1. DFF (DNA fragmentation factor) 

DFF je heterodimerickĨ protein, kterĨ zprostŚedkov§v§ fragmentaci DNA v j§dŚe. Je tedy sloģen 

ze dvou podjednotek, podjednotka DFF40 (tak® CAD nebo Dffb) m§ velikost 40kDa a funguje jako 

nukle§za aktivovan§ kasp§zou-3, podjednotka DFF45 (tak® ICAD nebo Dffa) je jej² ihibitor o 

velikosti 45kDa. DFF40 je sloģena z C koncov® katalytick® dom®ny a N koncov® regulaļn² dom®ny. 

Regulaļn² dom®na vykazuje homologii s N koncovou oblast² DFF45  a CIDE proteinŢ (49 aģ 55%) 

a sprostŚedkuje vazbu k DFF45. (Tato homologn² ļ§st se nazĨv§ CIDE-N dom®na). Tak® je 

zodpovŊdn§ za optim§ln² nukle§zovou aktivitu katalytick® dom®ny. Kdyģ je podjednotka DFF40 

v§zan§ k DFF45 pŚes svou N koncovou oblast, jej² nukle§zov§ aktivita je touto interakc² inhibov§na. 

PŢsoben²m kasp§zy-3 se inhibitor DFF45 ġtŊp² na tŚi ļ§sti a uvoln² se DFF40. VolnĨ N konec t®to 

podjednotky aktivuje svou C koncovou katalytickou dom®nu, coģ vede k indukci nukle§zov® 

aktivity, kondenzaci j§dra a fragmentaci DNA (in vitro). (Inohara et al., 1999). Tento krok je 

pravdŊpodobnŊ nezbytnĨ pro fragmentaci DNA. SamotnĨ DFF nem§ nukle§zovou aktivitu, coģ 

znaļ², ģe pouze nepŚ²mo zprostŚedkov§v§ fragmentaci DNA jako souļ§st sign§ln² kask§dy (Inohara 

et al., 1998). 

PŚedpokl§danĨ model tohoto mechanismu je na obr.1.2. 

 



 21 

2.3.1.2. Struktura promotoru  

Byla pops§na struktura promotoru proteinu CIDEa u ļlovŊka. Promotor obsahuje dvŊ Sp1/Sp3 

vazebn§ m²sta, potŚebn§ pro jeho funkci. Aļkoliv vġudypŚ²tomnŊ exprimovan® Sp1 a Sp3 jsou 

dŢleģit®, samotn® nemohou pŚimŊŚenŊ regulovat specifickou expresi Cidea. Exprese je d§le 

regulovan§ CpG metylac² promotorov®ho regionu, silnŊ methylovan® oblasti jsou spojeny s n²zkou 

expres² CIDEa v tk§n²ch. Naopak CIDEa negativn² buŔky po indukci 5-aza-2ô-deoxycytidinem, 

kter§ vedla k  demetylaci CpG m²st a rozvolnŊn² chromatinu, obnovily opŊtovnĨm pos²len²m vazby 

Sp1/Sp3 do promotorov® oblasti expresi CIDEa proteinu a metylace tedy hraje dŢleģitou roli 

v regulaci exprese CIDEa (Li et al., 2008). 

 

Katalytická doménaCIDE-N

Inaktivní DFF-40

DFF 45

Caspasa- 3

Inaktivní DFF-40 Nadbytek CIDE-N (CIDE-B) Aktivní DFF-40

Degradace DNA a 

kondenzace chromatinu

Model inhibice a aktivace DFF40

Nadbytek CIDE-N (DFF45)

 

 

Obr.1.2. Model aktivace a inhibice DFF40 

 

2.3.2. Tk§Ŕov§ distribuce 

Ve vysokĨch hladin§ch je CIDEa exprimov§na v hnŊd® tukov® tk§ni (BAT), 50-100x v²ce neģ 

v dalġ²ch tk§n²ch. U embrya myġi byla detekov§na v 15. dnu v interskapul§rn² oblasti stejnŊ jako 

UCP1.Ve stejn® oblasti se oba proteiny exprimovaly i u tĨden starĨch myġ². N²zk® hodnoty 

mRNA byly tak® detekov§ny v srdci, mozku, svalu, kostn² dŚeni a thymu myġi. 

D§le byla detekov§na v srdci, niģġ² hladiny v kostern²m svalu, mozku, lymfatickĨch uzlin§ch, 

thymu, appendixu a kostn² dŚeni ļlovŊka jako 1,3kb transkript. Menġ² o velikosti 1kb byl detekov§n 

v niģģ² hladinŊ v placentŊ. D§le byl detekov§n transkript o velikosti 7kb v ledvin§ch a v niģģ²ch 

hladin§ch v srdci, plic²ch, mozku a placentŊ. Tak® byla zjiġtŊna v embryon§ln²ch ledvinnĨch 
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buŔk§ch 293T, buŔk§ch karcinomu prsu MCF-7 a buŔk§ch neuroblastomu SHEP a v b²l® tukov® 

tk§ni  (Zhou et al., 2003, Inohara et al., 1998).  

CIDEa je exprimovan§  v j§trech dospŊlĨch starĨch a diabetickĨch myġ² (Kelder et al., 2007b). 

 

2.3.3. Distribuce v buŔce   

CIDEa je pravdŊpodobnŊ distribuov§na v mitochondri²ch a hypoteticky tvoŚ² komplex 

s proteinem specifickĨm pro hnŊdĨ tuk, s mitochondri§ln²m odpŚahuj²c²m proteinem UCP1. Tato 

spekulace byla zaloģena na pozorov§n², ģe koexprese tŊchto dvou proteinŢ v kvasink§ch sniģuje 

odpŚahuj²c² schopnost UCP1 (Li, 2004).  

   

2.3.4. CIDEa a apopt·za 

CIDEa indukuje fragmentaci DNA v buŔk§ch 293T a ta je inhibov§na proteinem DFF45. To 

naznaļuje, ģe DFF45 ruġ² apototick® vlivy CIDE proteinŢ, moģn§ pŚes interakci DFF45 s CIDE 

nebo jinĨmi proteiny s homologi² k N konci DFF45, napŚ²klad s proteinem DFF40. CIDEa je 

negativnŊ regulov§na skrze svou N koncovou oblast. Apopt·zu neovlivŔuj² inhibitory kasp§z 

zVAD-fmk a CrmA, ale CIDEa ovlivŔuje apoptotickou sign§ln² dr§hu CD95/Fas, posiluje apopt·zu 

zprostŚedkovanou  Fas a CLARP (caspase-like protein, interaguje s kasp§zou-8, kter§ je 

komponentou dr§hy CD95/Fas), oproti tomu DFF45 inhibuje apopt·zu indukovanou CLARP a Fas.  

Pokusy s deleļn²mi mutanty uk§zaly, ģe C koncov§ oblast proteinu je dŢleģit§ a nezbytn§ pro 

zab²jen² bunŊk, zat²mco N konec proteinu, homologickĨ s DFF45, je dŢleģitĨ pro interakci s DFF45 

a t²m k inhibici apopt·zy (Inohara et al., 1998). 

D§le byl zjiġtŊn vliv TGFb1 na glykosylaci proteinu CIDEa. TGFb1 je regul§tor bunŊļn®ho 

rŢstu, diferenciace a apop·zy. TGFb1 neovlivŔoval expresi proteinu, ale inhiboval jeho glykosylaci. 

Deglykosylace proteinu CIDEa korelovala s pos²lenĨm nukle§rn²m exportem proteinu a vysok® 

hladiny neglykosylovan® CIDEa inhibovaly TGFb1 Ś²zenou bunŊļnou smrt, tedy inhibice 

glykosylace CIDEa mŢģe bĨt mechanismus chr§n²c² buŔky pŚed apopt·zou (Iwahana et al., 2006)     

 

2.3.4. CIDE a metabolismus lipidŢ 

RŢstovĨ hormon (GH) mŢģe ovlivŔovat expresi proteinu CIDEa  v b²l® tukov® tk§ni, kterĨ je 

zapojen do metabolismu lipidŢ. Lipolytick§ aktivita rŢstovĨch hormonŢ v b²l® tukov® tk§ni sn²ģila 

tŊlesnĨ tuk u obŚ²ch GH transgenn²ch myġ². NepŚ²tomnost GH mŊla depotn² efekt na hladiny RNA a 

ovlivnila velikost adipocytŢ. Exprese CIDEa u GHR-/- myġ² v podkoģn²m tuku byla sn²ģena a 

adipocyty zvŊtġeny. Vysokotuļn§ dieta sn²ģila expresi CIDEa u kontroln²ch myġ², ale n® u GHR -/- 

myġ² v podkoģn²m tuku. Tedy, CIDEa je sn²ģena v dvou rŢznĨch modelech myġ² obezity a to mŢģe 

pŚisp²vat k zmŊn§m v metabolismu lipidŢ (Kelder et al., 2007a) 
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CIDEa je tedy exprimovan§  jak v WAT a v BAT a hraje dŢleģitou roli v rozvoji obezity a 

diabetu u hlodavcŢ (Lin and Li, 2004). VĨskyt proteinu CIDEa v j§trech dospŊlĨch starĨch myġ² a 

v j§trech hyperinsulinomn²ch a diabetickĨch myġ²ch pozitivnŊ koreluje s jatern² steat·zou ob®zn²ch 

myġ² (Kelder et al., 2007b) 

Experimenty vzorku lidsk® populace ve Ġv®dsku uk§zaly, ģe u ob®zn²ch lid² mŊla CIDEa dvakr§t 

vyġġ² hladinu a poklesla po redukļn² dietŊ. V podobn® pr§ci zaloģen® na studii vzorku lidsk® 

populace m²ra exprese proteinu CIDEa  negativnŊ korelovala s ¼rovn² baz§ln²ho metabolismu, ale je 

nez§visl§ na vŊku, tŊlesnĨch proporc²ch a pohlav². Hladina exprese klesla po nasazen² n²zkotuļn® 

diety a znovu stoupla po jej²m ukonļen². Sn²ģen§ exprese CIDEa byla asociovan§ s vyġġ²m obsahem 

tuku v tŊle a s vyġġ²mi hladinami inzul²nu.  

In vitro, RNA interference stimulovala lipolĨzu a zvĨġila sekreci TNFa Naopak po indukci 

TNFa poklesla hladina CIDEa v adipocytech pŚes mitogen aktivovanou (MAP) kin§zu c-Jun. 

CIDEa tedy hraje roli v regulaci lipolĨzy, pravdŊpodobnŊ zļ§sti ve vztahu k TNFa (Gummesson et 

al., 2007) (Nordstrom et al., 2005).  Pokusy s lidskĨmi adipocyty uk§zaly, ģe TNFa negativnŊ 

reguluje transkripci genu CIDEa, kter§ je Ś²zena z oblasti prvn²ch 97 b§z² od poļ§tku transkripce. 

Tato regulace nejsp²ġ zahrnuje aktivaci faktoru NFkB (Pettersson et al., 2008). 

Ned§vno bylo zjiġtŊno, ģe CIDEa kolokalizuje okolo lipidovĨch kapek s perilipinem, 

regul§torem lipolĨzy. Sn²ģen² proteinu CIDEa vede k lipolĨze v lidskĨch adipocytech. Je stejnŊ jako 

FSP27 kontrolov§n peroxizom§ln²m PPARg. (Puri et al., 2008).  

D§le byl zjiġtŊn vliv polymorfismu genu CIDEa, kde alela s mutac² v pozici 115, mŊn²c² 

aminokyselinu valin za fenylalanin, zpŢsobuje n§chylnost k obezitŊ ve ġv®dsk® populaci. PododnŊ 

v Japonsku tento polymorfismus asociuje s obezitou a je rizikovĨm faktorem pro vznik 

metabolick®ho syndromu (obezita, diabetes mellitus 2, vysokĨ krevn² tlak, n²zk§ hladina HDL atd.) 

(Zhang et al., 2008, Dahlman et al., 2005). 

 

2.3.4.1. CIDEa knockout  

CIDEa knockout myġi mŊly vyġġ² hladiny mRNA nŊkterĨch proteinŢ hnŊd® tukov® tk§nŊ (BAT), 

jako napŚ²klad UCP1 (45%v²ce), Fsp27 (138% v²ce), lipoprotein lip§za (24% v²ce) a PPARg (33% 

v²ce). Nicm®nŊ, hladina UCP1 proteinu byla stejn§ jako u kontroln²ch myġ² a stejnŊ tomu bylo i u 

b²l® tukov® tk§nŊ (WAT). D§le BAT pŚed i po vystaven² chladov®mu ġoku obsahovala stejn® 

mnoģstv² apoptotickĨch bunŊk u CIDEa knockout  jedincŢ i  kontrol, coģ by naznaļovalo, ģe CIDEa 

v BAT nem§ pŚ²mou roli pŚi Ś²zen² apopt·zy. Naproti tomu CIDEa knockout myġi, vystaven® 

chladu, mŊly vyġġ² rychlost metabolismu, lipolĨzu v hnŊd® tukov® tk§ni a tŊlesnou teplotu neģ 

kontroln² jedinci. Tak® byly ġt²hlejġ² a rezistentn² k indukovan® obezitŊ a diabetu. PravdŊpodobnŊ 

tedy hraje roli v termogenezi a metabolismu lipidŢ a sacharidŢ, moģn§ sprostŚedkovanŊ pŚes inhibici 

aktivity UCP1 (Zhou et al., 2003). (Li and Li, 2007) 
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2.3.5. Dalġ² proteiny CIDE rodiny 

2.3.5.1. CIDEb 

CIDEb patŚ² do rodiny proapoptotickĨch proteinŢ CIDE, jeģ sd²l² homologii s N koncovou 

dom®nou DFF. Je lokalizov§n v mitochondri²ch a vytv§Ś² homodimery nebo heterodimery s dalġ²mi 

ļleny rodiny. Deleļn² analĨzy uk§zaly, ģe sign§l pro lokalizaci v mitochondri²ch a oblast potŚebn§ 

pro dimerizaci se pŚekrĨvaj² a nach§z² se v C koncov® oblasti (30 aminokyselin). Lokalizace 

v mitochondri²ch a dimerizace jsou nezbytn® pro indukci apopt·zy (Chen et al., 2000). Naproti tomu 

v jin® pr§ci neprok§zali jistou lokalizaci ani v mitochondri²ch, ani v endoplasmatick®m retikulu, 

lysoz·mech ļi v golgiho komplexu (Liang et al., 2003). 

Exprese je Ś²zena ze dvou promotorŢ, kter® jsou zodpovŊdn® za vznik dvou transkriptŢ.  Sp1 a 

Sp3 jsou kl²ļovĨmi regul§tory obou promotorŢ. Pokusy uk§zaly, ģe vnŊjġ² promotor byl 

hypermetylov§n v buŔk§ch neexprimuj²c²ch dlouhĨ transkript, naopak byl hypomethylov§n 

v buŔk§ch, kter® ho exprimovaly. Metylace sn²ģila aktivitu promotoru na 5%. Zat²mco na vnitŚn² 

promotor se v§zal faktor HNF4a (hepatocyte nuclear factor-4a), pos²lil jeho aktivitu a indukoval 

expresi kr§tk®ho transkriptu. Exogenn² HNF4a indukoval expresi kr§tk®ho transkriptu i v buŔk§ch, 

kde se norm§lnŊ netvoŚ², tedy m§ vliv na bunŊļnŊ specifickou expresi kr§tk®ho transkriptu (Da et 

al., 2006). 

Hlavn² trankript o velikosti 1,3kb byl detekov§n u ļlovŊka v j§trech fet§ln²ch i dospŊlĨch. JinĨ 

transkript o velikosti 2,5kb byl zjiġtŊn v niģģ²ch hladin§ch ve slezinŊ, lymfocytech, kostn² dŚeni a 

fet§ln²ch j§trech (Inohara et al., 1998). Jin§ pr§ce prok§zala lokalizaci v j§trech, slezinŊ, v tenk®m 

stŚevu, v menġ²ch hladin§ch v tlust®m stŚevu, ledvin§ch a slezinŊ ļlovŊka (Liang et al., 2003). 

CIDEb je hodnŊ exprimov§n  v j§trech myġ². CIDEb -/- myġi mŊly niģġ² hladiny tiglyceridŢ a 

volnĨch mastnĨch kyselin a byly rezistentn² k obezitŊ vyvolan® vysokotukovou dietou a ke steat·ze 

(ztuļnŊn²) jater. Nav²c, CIDEb mutantn² myġi mŊly vĨraznŊ zvĨġenou citlivost k insul²nu a zvĨġenou 

rychlost celotŊlov®ho metabolismu a oxidaci jatern²ch mastnĨch kyselin. D§le CIDEb -/- myġi 

vykazovaly sn²ģenou lipogenezi a sn²ģen® hladiny exprese acetyl-CoA karboxyl§zy, synt®zy 

mastnĨch kyselin a sterol-CoA desatur§zy. Tedy, CIDEb je dŢleģitĨ regul§tor metabolismu lipidŢ  a 

hraje roli ve vĨvoji obezity regulac² mnoha metabolickĨch drah v j§trech (Li et al., 2007), (Li and 

Li, 2007) 
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2.3.5.2. CIDE-3 

Zat²m  posledn² identifikovanĨ ļlen CIDE proteinŢ u ļlovŊka je CIDE-3, homolog myġ²ho 

proteinu FSP27. Jeho velikost je 238 aminokyselin a homologie s proteiny CIDEa je 44% a s CIDEb 

38%. 

Alternativn²m sestŚihem vznikaj² dvŊ transkripļn² varianty, CIDE-3 (238 aminokyselin, 26,8kDa) 

a CIDE-3a, kter® chyb² tŚet² exon (164 aminokyselin). ObŊ izoformy maj² zachovanou schopnost 

navodit apopt·zu a vykazuj² stejnou bunŊļnou lokalizaci, ve formŊ cytozolickĨch ļ§stic. V genomu 

se nach§z² na chromoz·mu 3 (3p25). Tento region je ļasto deletovanĨ u mnoha typŢ tumorŢ a 

CIDE-3 mŢģe tedy hr§t roli v prevenci tumorogeneze. Je exprimov§n hlavnŊ v tenk®m stŚevu stŚevu, 

srdci, tlust®m stŚevu a ģaludku ļlovŊka (Liang et al., 2003).   

 

2.3.5.2.1.  FSP 27  a metabolismus lipidŢ 

Bylo zjiġtŊno, ģe protein FSP27 reguluje velikost lipidovĨch kap®nek a podporuje ukl§d§n² lipidŢ 

v adipocytech. Regulace exprese nen² zn§ma. Transkript FSP27 u adipocytŢ  byl inversnŊ regulov§n 

TNF-alfa a insul²nem, souhlasnŊ s antilipolytickou funkc². Byl skoro nulovĨ po inkubaci s TNF-alfa, 

zat²mco po inkubaci s insul²nem vzrostl osmkr§t. VĨhradn² zastoupen² v hnŊd® a b²l® tukov® tk§ni u 

myġ², aļkoliv u ob/ob myġ² vĨrazn§ exprese v j§trech. Exprese v 293Ta 3T3-L1 buŔk§ch vedla 

k apopt·ze. Ale navzdory upregulaci pŚi adipogenezi u 3T3-L1 bunŊk, neobjevily se znaky 

apopt·zy. Tedy, adipogeneze je doprov§zena sn²ģenou citlivost² k proapoptotickĨm uļinkŢm FSP27 

(Kim et al., 2008) 

Dalġ² pr§ce ukazuje, ģe zvĨġen§ exprese FSP27  zvyġ² apopt·zu 293T a 3t3-L1 bunŊk, ale vyġġ² 

hladiny exprese stimuluj² akumulaci lipidŢ v rŢznĨch buŔk§ch bez indukce adipocytovĨch genŢ. 

ZvĨġenĨ triacylglycerol je asi v dŢsledku sn²ģen® beta oxidace neesterifikovanĨch mastnĨch kyselin. 

ZmŊnŊnĨ tok mastnĨch kyselin do triacylglycerolu mŢģe bĨt pŚ²mĨ efekt funkce FSP27, kterĨ je 

lokalizov§n v lipidovĨch kapk§ch v adipocytech. Knockdown genu FSP27 bŊhem adipogeneze vede 

k zmenġen² velikosti tukovĨch kapek, zvyġuje poļet mitochondri² a lipidovĨch kapek a m²rnŊ 

zvyġuje pŚ²jem gluk·zy a lipolĨzu. Tedy FSP27 se v§ģe k lipidovĨm kapk§m a reguluje jejich rŢst 

(Keller et al., 2008). 

FSP27 v j§trech  ob/ob myġ² je pŚ²mĨ c²lovĨ gen pro PPARg a mŢģe zvyġovat hladiny trigliceridŢ 

v j§trech. Je to protein v§ģ²c² lipidov® kap®nky a podporuje akumulaci lipidŢ v adipocytech. Je 

vysoce exprimov§n v j§trech ob/ob myġ² a ve znaļnŊ menġ²m mnoģstv² v j§trech ob/ob, kter® nemaj² 

PPARg. ZvĨġen§ exprese pomoc² virov® transfekce vedla ke zvĨġen² hladin trigliceridŢ in vitro a in 

vivo., zat²mco knockdown ke sn²ģen² jejich akumulace v j§trech., tedy FSP27 je medi§torem PPARg 

depentn² steat·zy jater (Matsusue et al., 2008). 
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Obr.1.3. Struktura a srovn§n² sekvenc² proteinŢ CIDE rodiny.A- struktura lidskĨch CIDE proteinŢ, 

CIDE-C a CIDE-N dom®ny jsou oznaļeny a ļernou resp. ġedou barvou. Ļ²sla oznaļuj² poļet 

aminokyselin. B- srovn§n² aminokyselinovĨch sekvenc², ļern® oblasti jsou identick® (Inohara et al., 

1998). 

 

 

2.3.6. ZmŊny hladiny exprese CIDE proteinŢ 

V t®to kapitole jsou zm²nŊny bodovŊ publikovan® experimenty souvisej²c² s proteiny CIDE:  

¶ Oxid arsenitĨ zvyġoval hladiny exprese genŢ CIDE rodiny u myelomatickĨch bunŊk 

(Xiong et al., 2005).  

¶ 5-fluorouracil (FU) zvyġoval hladinu CIDEb u HeLa bunŊk  (Yim et al., 2004).  
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¶ Kokain ovlivnil expresi CIDEb v mozku u myġ²ch embry² (Novikova et al., 2005).  

¶ U937 buŔky inkubovan® s 500 mM DPTA-NO (syntetickĨ donor (.NO)) po dobu 14 

hodin vykazovaly sn²ģenou expresi CIDEb  (Turpaev et al., 2005).  

¶ BuŔky epitelu ml®ļn® ģl§zy myġi HC11 transfekovan® Expi (Extracellular proteinase 

inhibitor, proapoptotickĨ protein ml®ļn® ģl§zy) vykazovaly vyġġ² expresi CIDEa (3,5x) 

neģ kontroln² buŔky (Jung et al., 2004). 

 

2.3.7. Molekul§rn² evoluce CIDE proteinŢ 

Komparativn² analĨza genomu uk§zala, ģe zat²mco CIDE-N dom®na m§ ġirokou fylogenetickou 

distribuci u rŢznĨch ģivoļiġnĨch druhŢ od ģahavcŢ po savce, CIDE-C dom®na je vĨluļnŊ u 

obratlovcŢ. Zat²mco u bezobratlĨch probŊhla Śada intronovĨch inzerc² v CIDE-N dom®nŊ, u 

obratlovcŢ je genomick§ struktura CIDE rodiny konzervativn². PravdŊpodobnŊ se CIDE-N dom®na 

vyvinula duplikac² N-dom®ny proteinu DFFa. CIDE-N nŊjak z²skal CIDE-C dom®nu, kter§ vznikla 

ve stejnĨ ļas a zformoval se CIDE protein. T²m vznikla nov§ rodina Cide proteinŢ (Wu et al., 2008). 
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3. MATERIćL A METODIKA 

 

3.1. PŚ²stroje 

Box s lamin§rn²m proudŊn²m vzduchu: Heraeuss instruments HS12/2 

Box s lamin§rn²m proudŊn²m vzduchu: Heraeuss KS12 

CO2 inkub§tor: Innova CO-170 New Brunswick Scientific 

Centrifuga: Hermle Z323K 

Centrifuga:  Eppendorf centrifuge 5417R 

Digit§ln² kamera: Kodak DigitalScience DC40 

Elektroforetick§ aparatura: Hoefer HE33, USA 

ElektroforetickĨ zdroj napŊt²: Amersham EPS301  

Elektroforetick§ aparatura: Pharmatia Biotech 

ElektroforetickĨ zdroj napŊt²: DC Power Suply PS 3000, Hoefer 

Blotovac² aparatura: E a K Scientific Products INC 

LightCyclerTM Instrument 2.0 Roche 

Spektrofotometr: Agilent 8453E UV-VIS Spectroscopy System a Milton Roy Spectronic 3000 Stoln² 

centrifuga a vortex: CombiSpin Kisker-Biotech 

Vortex: Vibromix Technica 

UV transilumin§tor: Ultra-Lum 

Termol§zeŔ: Julabo SW22 

Termoblok: MB-102 Bioer 

Teplotn² inkub§tor s tŚepaļkou: Shel Lab 

Laboratorn² v§hy: AG204 Mettler Toledo 

Invertovan® mikroskopy: 

Leica DM IL 

Olympus IX 71 

Konfok§ln² Leica TSC SP2 (oddŊlen² biomatematiky, FGĐ) 

Konfok§ln² Leica TSC 4PI ( Jackson laboratory, Maine, US)  

 

3.2. Materi§l  

3.2.1. Experiment§ln² modely 

Laboratorn² potkan. Jako experiment§ln² model pro zjiġtŊn² z§kladn²ch hladin transkriptu CIDEa 

genu byly pouģity samice laboratorn§ho potkana Rattus norvegicus kmene Wistar. Po usmrcen² byly 

sterilnŊ odebr§ny tk§nŊ, vloģeny do kryoskopickĨch zkumavek a zmrazeny v tekut®m dus²ku. Pot® 

byly skladov§ny pŚi ï70ÜC. Laboratorn² potkani byli z m²stn²ho chovu Fyziologick®ho ¼stavu. 
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Escherichia coli. Byl pouģ²v§n bakteri§ln² kmen Escherichia coli DH5a. Transformace chemicky 

kompetentn²ch bunŊk se prov§dŊla tepelnĨm ġokem (viz metody). Bakterie byly kultivov§ny v 

m®diu LB s pŚ²sluġnĨm antibiotikem (podle typu plasmidu). 

 

BunŊļn® linie. Byly uģity bunŊļn® linie: T293 (lidsk® embryon§ln² ledvinn® buŔky stabilnŊ 

exprimuj²c² Tet represor z plasmidu pcDNA6/TR; Invitrogen), T.RExHeLa (lidsk§ bunŊļn§ linie 

karcinomu dŊloģn²ho ļ²pku stabilnŊ exprimuj²c² Tet represor z plasmidu pcDNA6/TR; Invitrogen), 

INS1E (Insulinoma; linie z LangerhansovĨch ostrŢvkŢ slinivky bŚiġn² z potkana; vŊnov§no od prof. 

Maechlera, universita Ģeneva), HeLa (lidsk§ bunŊļn§ linie karcinomu dŊloģn²ho ļ²pku) a HEPG2 

(hepatocelular carcinoma; lidsk§ bunŊļn§ linie karcinomu jater; European culture collection).  

 

3.2.2. Chemik§lie, enzymy, roztoky 

3.2.2.1. PŚ²prava RNA a elektrofor®za 

2-merkaptoetanol        Sigma 

Acet§t sodnĨ        Sigma 

Agar·za        Top-Bio 

Citran sodnĨ         Spolchemie 

Dithiothreitol (DTT)       Sigma 

DNA marker        Fermentas 

ElektroforetickĨ vzorkovĨ pufr          Fermentas  

Ethanol         Lachema 

Ethidiumbromid       Sigma 

Kyselina etylendiamintetraoctov§  (EDTA)    Sigma  

Guanidin thiokyan§t (GITC)       Sigma 

Chloroform         Lachema  

Kyselina borit§        Sigma 

Lithium dodecylsulf§t        Sigma 

Lithiumchlorid (LiCl, 99%)       Sigma 

Oligo dT 3ËBio_oligo(dT)20       Metabion  

Fenol pH 4,3         Sigma 

Streptavidinov® magnetick® partikule     Roche 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)      Sigma  

Jehly, injekļn² stŚ²kaļky (prŢmŊr 0,9mm)    Braun  

MagnetickĨ separ§tor       Roche 
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3.2.2.2. PCR, RT-PCR  

Pwo polymer§za        Roche 

dNTP 50x Mastermix       Invitek 

LightCycler RNA Amplification Kit Hybridization Probes     Roche 

LightCycler kapil§ry       Roche 

Hybridizaļn² primery a fluorescenļn² pr·by     TIB Molbiol 

 

3.2.2.3. PŚ²prava konstruktŢ 

PCR mix (viz 3.2.2.2.) 

LumioÊ In-Cell Labeling Kit      Invitrogen 

BP,LR Clonase Mix       Invitrogen 

Agar, kvasinkovĨ extrakt, tripton (kaseinovĨ extrakt)   BD Company 

Chlorid sodnĨ        Penta 

T4 DNA Lig§za       USB 

Plasmid miniprep kit       Sigma 

QIA filter plasmid Midiprep kit               Qiagen 

Kit na eluci DNA z gelu (NucleoSpin Extract II)   Macherey-Nagel 

Restrikt§zy: XhoI, EcoRI      Fermentas 

Plasmidy:  

ORF lidsk§ CIDEa ( IOH22361) v pENTRY221   Invitrogen 

pAcGFP-C1, roGFP (pEGFP-N), pDsRed- Monomer-C1   Clontech 

pDONR221, pT-REx-DEST30, pcDNA-DEST53, pcDNAÊ6.2/nLumioÊ-DEST (Invitrogen) 

 

3.2.2.4. Tk§Ŕov® kultury 

Kultivaļn² l§hve       Orange Scientific 

Plastov® jednor§zov® pipety          Orange Scientific  

Pipetman Acu-jet       Brand 

Skl²ļka         GmbH a Co.KG  

FugeneHD           Roche 

Optimem                       Gibco 

Poly-L-lysin        Sigma 

Glycerol        Merck 

Geneticin        Gibco 

Blasticidin        Invitrogen 

Tetracyklin        Amresco 
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M®dium pro INS1E  

RPMI 1640 s L-glutaminem, bez gluk·zy, 10 mM HEPES (pAA Laboratories GmbH), 1 mM 

pyruv§t, 5% fet§ln² hovŊz² s®rum dialyzovan® (pAA Laboratories GmbH), 50 ɛM merkaptoethanol, 

100 IU/ml penicillin, 100 ɛg/ml streptomycin, 11 mM nebo 5 mM gluk·za. 

 

M®dium pro T293  

DMEM (Dulbeccoôs Modified Eagleôs medium), 10% fet§ln² hovŊz² s®rum bez tetracyklinu (pAA 

Laboratories GmbH), 2 mM L-glutamin, 100 IU/ml penicillin, 100 ɛg/ml streptomycin, Blasticidin 

(5 ɛg/ml) 

  

M®dium proT.RExHeLa  

EMEM (Eagleôs minimum essential medium) , 2 mM L-glutamin, 10% fet§ln² hovŊz² s®rum bez 

tetracyklinu, 100 IU/ml penicillin, 100 ɛg/ml streptomycin, Blasticidin (5 ɛg/ml) 

 

M®dium pro HeLa 

DMEM, 10% fet§ln² hovŊz² s®rum dialyzovan® (pAA Laboratories GmbH), 2 mM L-glutamin, 10 

mM HEPES (pAA Laboratories GmbH), 1 mM pyruv§t, 100 IU/ml penicillin, 100 ɛg/ml 

streptomycin, 0,5M galakt·za 

 

M®dium pro HEPG2 

DMEM bez gluk·zy, 3 mM glutamin, 5% (v/v) fet§ln² hovŊz² s®rum dialyzovan® (pAA Laboratories 

GmbH), 10 mM HEPES (pAA Laboratories GmbH), 10 IU/ml penicillin, 100 ɛg/ml streptomycin 

and 25 mM nebo 5 mM gluk·za 

 

Vġechny sloģky m®di², pokud nen² uvedeno jinak, byly vyrobeny v pŚ²pravnŊ m®di² na ¼stavu 

molekul§rn² genetiky v Praze-Krļi. 

Trypsin/EDTA: 5 mg/ml (Sigma)  

PBS: NaCl 8 g; KCL 0,2 g; Na
2
HPO

4 
1,53 g; Dest. H

2
O do 1000 ml; pH = 7,2 

 

3.2.2.5. PŚ²prava bunŊk pro 4pi 

poly-L-lysin        Sigma 

FCCP                                   Sigma 

Rotenon                                Sigma 

Glutaraldehyd          Sigma 

Borohydr§t sodnĨ       Sigma 

Kovov® nosiļe        Leica 

4Pi kryc² skl²ļka se zrc§tkem      Quartz 
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3.2.2.6. Indukce apopt·zy 

HEPES         Sigma 

Chlorid draselnĨ       Chemapol 

Chlorid hoŚeļnatĨ       Lachema 

Dithiothreitol        Sigma 

NP-40         Sigma 

EDTA         Sigma 

Fenylmethansulfonyl fluorid ( PMSF)     Sigma 

PVDF membr§na       Biotech 

Dodecyl sulf§t sodnĨ (SDS)      Sigma 

Akrylamid        Sigma 

Temed         Sigma 

Amoniumpersulf§t (APS)      Sigma 

Protil§tka Anti-CIDEa        ProSci  

Protil§tka Anti-rabbit IgG       Sigma 

Luminol                 SantaCruzBiotechnology 

Full Range Rainbow Recombinant (proteinovĨ marker)   Amersham 

Mercaptoethanol       Sigma 

Camptothecin        Sigma 

Valinomycin        Sigma 

A23187        Calbiochem 

CCCP          Sigma 

Hoechst 33258        Molecular Probes 

Tetramethylrhodamin (TMRE)      Molecular Probes 

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (TUNEL)   Roche 
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3.3. Metody a postupy 

 

3.3.1.  Izolace celkov® RNA 

Bylo uģito fenol-chloroformov® izolace RNA (Chomczynski and Sacchi, 1987). Veġker§ 

manipulace s RNA se prov§dŊla na ledu. V kroc²ch s pouģit²m fenolu a chloroformu se pracovalo 

v lamin§rn²m boxu. Veġker® n§stroje na manipulaci s tk§n² (nŢģky, pinzety, tŚec² misky) byly 

sterilizov§ny v suġ§rnŊ po dobu 8 hodin. Laboratorn² plasty, voda a roztoky byly sterilizov§ny 

autokl§vov§n²m (2 kr§t 25 min, 120 kPa).  

Postup: 

1. Bylo odebr§no (steriln²mi nŢģkami nebo pinzetou) cca 200 mg tk§nŊ z kryozkumavky a rozdrceno 

ve tŚec² misce s tekutĨm dus²kem na pr§ġek.  

2. Pr§ġek nadrcen® tk§nŊ byl pŚenesen do 50 ml zkumavky, pŚid§no 2 ml lyzaļn²ho roztoku a 200 ɛl 

acet§tu sodn®ho, pot® vortexov§no nebo m²ch§no aģ do ¼pln®ho rozpuġtŊn² tk§nŊ. 

3. Bylo pŚ²d§no 1,8 ml fenolu a 600 ɛl chloroformu a rychle rozm²ch§no na vortexu, aby se vytvoŚil 

b²lĨ z§kal. SmŊs se inkubovala 10 minut na ledu.  

4. SmŊs byla rozpipetov§na do 1,5 ml mikrozkumavek a centrifugov§na na 10 000 g 10 minut.  

5. Centrifugac² se vytvoŚily 2 f§ze a mezif§ze obsahuj²c² DNA. Hron² frakce se opatrnŊ odebrala do 

novĨch 1,5 ml mikrozkumavek a byl pŚid§n dvojn§sobnĨ objem ethanolu (98%), smŊs se nechala 

precipitovat v ï20ÜC minim§lnŊ 1 hodinu. 

6. Precipit§t se centrifugoval 20 minut pŚi 20 000 g. Pelet se pot® 2x promyl 75% ethanolem 

(centrifugace 20 minut pŚi 15 000 g). 

7. Pelet byl vysuġen a rozpuġtŊn v RNA vodŊ. RNA byla skladov§na v -70ÜC anebo ihned pouģita. 

 

Lyzaļn² roztok: 4 M GITC, 25 mM citran sodnĨ, 0,5% N-lauroylsarkosil, 0,7% 2-merkaptoetanol, 

upraveno 1 M NaOH na pH 7 

Acet§t sodnĨ 2 M, pH 4,3. 

 

3.3.2. Izolace mRNA z celkov® RNA a bunŊk 

Na izolaci mRNA byl pouģit mRNA isolation kit   (Roche). Metoda izolace mRNA vyuģ²v§ polyA 

sekvence na 3Ëkonci mRNA, pomoc² kter® ji lze ¼spŊġnŊ odliġit a separovat od ostatn²ch typŢ RNA. 

K separaci se pouģ²v§ magnetickĨch partikul² s kovalentnŊ nav§zanĨm tetramern²m proteinem 

streptavidinem, kterĨ velmi pevnŊ v§ģe molekulu biotin. Biotin je nav§z§n na oligo dT sekvence 

hybridizuj²c² s polyA sekvencemi mRNA. 

 Postup:  

1. Celkov§ RNA byla naŚedŊna lyzaļn²m pufrem (neŚedit lyzaļn² pufr v²c neģ 2 kr§t) a 

inkububov§na 2 minuty pŚi 65ÁC (v l§zni nebo v termocykleru). V pŚ²padŊ izolace mRNA z bunŊk 
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byly buŔky resuspendov§ny v lyzaļn²m pufru a nas§v§ny jehlou, aby se lyzace zefektivnŊla. 

N§slednĨ postup byl pak stejnĨ 

2. PŚ²prava magnetickĨch kuliļek: 150 ɛl streptavidinovĨch magnetickĨch kuliļek v  

mikrozkumavce bylo promyto 1-kr§t v 250 ɛl lyzaļn²ho pufru.  

3. Do pŚipraven®ho vzorku (z kroku 1) bylo pŚid§no 1,5 event. 2ɛl oligo(dT)20 a zam²ch§no. 

4. Imobilizace: Mix z kroku 3 byl pŚid§n k pŚipravenĨm magnetickĨm kuliļk§m, zam²ch§n a 

inkubov§n 5 minut pŚi teplotŊ 37ÁC.  

5. Na magnetick®m stoj§nku se oddŊlily kuliļky od supernatantu (pŚibliģnŊ 2 minuty). 

6. Magnetick® partikule s nav§zanou mRNA byly promyty 3 kr§t v 250 ɛl promĨvac²ho pufru. 

7. Eluce mRNA: smŊs byla inkubov§na pŚi 65ÁC v 25 ɛl redestilovan® vody, pot® oddŊleny 

magnetick® kuliļky od supernatantu.  Supernatant (mRNA) byl pŚenesen do nov® mikrozkumavky. 

Steptavid²nov® magnetick® kuliļky mohou bĨt pouģity 3-4 kr§t. Pro znovupouģit² nech§me 

kuliļky inkubovat 2 minuty pŚi 65ÁC v 100 ɛl redestilovan® vody.  

Lyzaļn² pufr: 0,1 M Tris, 0,3 M LiCl, 10 mM EDTA, 1% litium dodecylsulf§t, 5 mM DTT, pH 7,5 

PromĨvac² pufr: 10 mM Tris, 0,2 M LiCl, 1 mM EDTA, pH 7,5 

 

3.3.4. Stanovoven² koncentrace tot§ln² RNA a mRNA pomoc² spektrofotometru 

Koncentrace nukleovĨch kyselin byla stanovena spektrofotometricky. Nukleov§ kyselina o 

zn§m®m ŚedŊn² byla mŊŚena v rozmez² vlnovĨch d®lek 200 aģ 600 nm. VĨhodou mŊŚen² na 

spektrofotometru je vizualizace prŢbŊhu spektra, z kter®ho mŢģeme urļit kvalitu RNA. Od maxima 

(A260) se odeļetlo pozad² pŚi 260 nm, koncentrace byla potom vypoļtena podle vzorce Lambert-

Beerova z§kona:  

c = A . Ů . l 

kde l  je optick§ dr§ha (byla pouģita kyveta o tlouġŠce 0,5 cm), Ů  je absorpļn² koeficient 

specifickĨ pro danou l§tku (v naġem pŚ²padŊ 40 ng.ɛl-1 pro RNA a 50 ng.ɛl-1 pro DNA a A 

absorbance. Do vĨpoļtu zaŚazujeme taky ŚedŊn² mŊŚen® l§tky. Koneļn§ hodnota  koncentrace (ng.ɛl-

1) byla vypoļtena podle rovnice:  

c = A260 . Ů . 2 . (VVZ+H2O/VVZ). 

 

3.3.5. Navrhov§n² primerŢ 

Primery pro kinetickou PCR se nijak neliġ² od bŊģnŊ pouģ²vanĨch primerŢ pro klasickou PCR. 

D®lka primerŢ by se mŊla pohybovat od 18-26 nukleotidŢ, pomŊr zastoupen² purinovĨch a 

pyrimidinovĨch nukleotidŢ by mŊl bĨt pŚibliģnŊ 1:1. Nnasedac² teplota primerŢ v p§ru by se nemŊla 

liġit o v²c neģ 5ÜC. Fluorescenļn² pr·by se navrhuj² do oblasti mezi nasedac²mi m²sty primerŢ a 

jejich Tm mus² bĨt minim§lnŊ o 5ÜC vyġġ² neģ nasedac² teplota primerŢ.  Prvn² pr·ba je na 3Ëkonci 

oznaļena fluoresceinem a druh§ pr·ba, kter§ nased§ 1-3 nukleotidy za prvn², je na 5Ëkonci (tedy ve 

smŊru orientovan®m k prvn² pr·bŊ, viz obr. 3.2.) oznaļena jednou ze tŚ² dostupnĨch fluorescenļn²ch 
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fluoroforŢ LC-530, LC-640 anebo LC-710. D§le je nutno otestovat primery a pr·by na vznik 

sekund§rn²ch struktur a dimerŢ. Primery a pr·by byly navrhov§ny s pouģit²m programu GeneRuner.  

 
3.3.6. Kvantitativn² PCR- Real-time PCR 

 

Kvantitativn² real-time PCR je progresivn² metoda stanovov§n² koncentrace mRNA. Proti 

klasickĨm blotovac²m technik§m a Ăend-pointñ PCR analĨz§m pŚin§ġ² nesporn® vĨhody jako 

pŚesnost, reprodukovatelnost atd. Podstatou metody je detekce fluorescence, a to v kaģd®m cyklu, 

takģe je moģn® sledovat prŢbŊh cel® amplifikace a ne pouze mnoģstv² vĨsledn®ho produktu. Proto se 

metoda real-time PCR nazĨv§ tak® kinetick§ PCR. PrŢbŊh reakce je reprezentov§n sigmoidn² 

kŚivkou a rozliġuj² se dvŊ f§ze amplifikace: tzv. log-f§ze, neboli exponenci§ln² f§ze a tzv. end-point 

f§ze (Obr. 3.1.). PŚ²stroj LightCyclerTM umoģŔuje kvantifikaci produktu jiģ bŊhem log-f§ze. D²ky 

detekci fluorescence po kaģd®m cyklu, lze   rozliġit v²ce neģ dvojn§sobn® rozmez² Ś§dŢ koncentrac² 

a lze kvantifikovat opravdu vĨchoz² koncentraci, aniģ bychom do mŊŚen² vn§ġeli chybu zpŢsobenou 

rozd²lnou amplifikaļn² ¼ļinnost². Vyhodnocen je tzv. Ăcrossing  pointñ (Cp), kterĨ pŚedstavuje 

cyklus, ve kter®m je axim§ln² druh§ derivace kŚivky prŢbŊhu fluorescence. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.3.1. Porovn§n² log-f§ze a end-point analĨzy 

 

 

PŚesnost t®to techniky z§vis² na kvalitŊ a ļistotŊ RNA, pŚiļemģ kvalitou mysl²me co nejmenġ² 

pod²l jakkoli degradovan® RNA ve vzorku a ļistotou m²ru kontaminace DNA.  

Genomov§ DNA, na kterou mohou primery specificky nasedat, znamen§ zkreslen² vĨsledkŢ 

kvantifikace exprese genu, jelikoģ se jedn§ o ¼ļinnou amplifikaļn² PCR techniku. NejjistŊjġ²m 
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zpŢsobem odliġen² urļit® RNA a odpov²daj²c² genov® sekvence je zaloģenĨ na nepŚ²tomnosti 

intronovĨch sekvenc² v mRNA. Jednou z moģnost² praktick®ho vyuģit² t®to skuteļnosti je situov§n² 

primerŢ nebo pr·b do oblasti m²sta sestŚihu. Tento zpŢsob zaruļuje specifickou amplifikaci pouze 

sestŚ²hanĨch molekul i v kontaminovan®m vzorku (m²ra kontaminace ovġem nesm² bĨt extr®mn²). 

DruhĨ zpŢsob odliġen² mRNA od DNA vyuģ²v§ opŊt sestŚih a tak® fakt, ģe polymer§za, kter§ je 

pouģ²van§ pro Real-time PCR, amplifikuje ¼seky jen do urļit® velikosti (stovky baz²). Navrģen²m 

primerŢ na soused²c² exony, mezi kterĨmi se pŚed sestŚihem nach§zel dlouhĨ intron, opŊt zajist²me 

specifitu mRNA amplifikace. Kvalita RNA je z§visl§ na ġetrnosti izolaļn² techniky, celkov®m 

proveden² izolace a skladov§n².  

 
3.3.6.1. LightCyclerTM Instrument 2.0 

LightCyclerTM je pŚ²stroj, kterĨ umoģŔuje prov§dŊt PCR reakci a z§roveŔ sledovat vĨsledky 

amplifikace d²ky prŢbŊģn®mu monitorov§n² fluorescence. VĨsledky mŊŚen² fluorescence se 

kontinu§lnŊ po kaģd®m proveden®m cyklu zobrazuj² na obrazovce poļ²taļe. PCR prov§dŊn§ na 

tomto pŚ²stroji umoģŔuje pouģit² velice malĨch reakļn²ch objemŢ (10 ï 20 ɛl) a amplifikace i 

detekce produktu je prov§dŊna v jedin® kapil§Śe, takģe je riziko kontaminace amplifikovan®ho 

vzorku pŚi manipulaci sn²ģeno na minimum. Reakce prob²h§ v kapil§r§ch z borosilik§tov®ho skla, 

kter® se ukl§daj² do karuselu, jehoģ kapacita je 32 vzorkŢ. Kapil§ry maj² vysokĨ pomŊr povrchu 

k objemu, pŚenos tepla je tedy velice efektivn² a to umoģŔuje proveden² 30 ï 40 cyklŢ bŊhem 20 ï 

30 minut. Rychlost teplotn²ch zmŊn se pohybuje v rozmez² 0,1 ï 20ęC.sec-1.  

ZmŊny teploty v term§ln² komoŚe LightCycleruTM zajiġŠuje vzduch, jehoģ teplota je regulov§na 

ohŚevnou spir§lou um²stŊnou uprostŚed komory. Excitaci zajiġŠuje modr§ LED dioda jako zdroj 

svŊtla, jenģ je souļ§st² fluorimetru, kterĨ detekuje emitovan® svŊtlo o tŚech vlnovĨch d®lk§ch 530, 

640 a 705 nm. PŚ²stroj je vybaven dvŊma motory, kter® zajiġŠuj² vz§jem® polohov§n² fluorimetru a 

karuselu s kapil§rami pro detekci fluorescence jednotlivĨch vzorkŢ. 

LightCycler software poskytuje 2 moģn® metody stanoven² mnoģstv² amplifikovan® mRNA, a to 

Ăsecond derivation maximumñ metodu  vyuģ²vaj²c² maxima 2.derivace; anebo prostŚednictv²m fit-

point analĨzy. Pouģitou metodou second derivation maximum urļuje tzv. crossing pointy (treshhold 

cycle) neboli cykly, ve kterĨch fluorescenļn² sign§l poprv® pŚekroļ² pozad². Crossing point je tedy 

nepŚ²mo ¼mŊrnĨ mnoģstv² dan® mRNA resp. cDNA v reakci.  
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3.3.6.2. Detekce sign§lu   

Z  dostupnĨch zpŢsobŢ detekce sign§lu v real-time PCR jsme se rozhodli pro detekci pomoc² 

dvojice hybridizaļn²ch pr·b. Tato detekce je v²ce specifick§ neģ napŚ. ļasto pouģ²van§ SYBRGreen 

technika, protoģe vyuģ²v§ kromŊ specifickĨch primerŢ nav²c dvojici hybridizaļn²ch pr·b, 

nasedaj²c²ch mezi nasedac²mi m²sty pro primery. PrŢbŊh analĨzy je zn§zornŊn na obr§zku. Prvn² 

pr·ba je na 3Ëkonci oznaļena fluoresceinem a druh§ pr·ba, kter§ nased§ 1-3 nukleotidy za prvn², je 

na 5Ëkonci (tedy ve smŊru orientovan®m k prvn² pr·bŊ) oznaļena jednou ze tŚ² dostupnĨch 

fluorescenļn²ch fluoroforŢ LC-530, LC-640, LC-710. Fluorescein je excitov§n UV svŊtlem (470nm) 

a emituje zelen® fluorescenļn² svŊtlo, kterĨm je n§slednŊ excitov§na akceptorov§ fluorescenļn² 

barva a emituje fluorescenļn² svŊtlo (640nm). VĨsledn§ emise je sn²m§na pŚ²strojovĨm 

analyz§torem na konci reasociaļn² f§ze po nasednut² pr·b. Fluorescence koreluje s mnoģstv²m 

amplifikuj²c² se cDNA. PouģitĨ zpŢsob detekce je pomŊrnŊ specifickĨ, a proto vhodnĨ i pro 

rozliġen² v²ce isoforem stejn®ho genu, jako bylo uģito v naġem pŚ²padŊ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

Obr.3.2. Princip detekce sign§lu syst®mem hybridizaļn§ch pr·b (Bustin, 2000) 

    

3.3.6.3. Absolutn² kvantifikace 

Ke kvantifikaci mRNA jednotlivĨch UCP transkriptŢ byla pouģita metoda absolutn² kvantifikace s 

extern²m standardem. Absolutn² kvantifikac² je moģn® stanovit aktu§ln² poļet molekul DNA 

v reakci. Jako extern² standard byla pouģita cDNA zkoumanĨch genŢ naŚedŊna na mnoģstv² 
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v rozmez² 10 ng ï 100 ag. Na obr. 3.3. vid²me,  ģe s mnoģstv²m cDNA v reakci negativnŊ koreluje 

crossing point. Z hodnot crossing pointŢ jednotlivĨch standardŢ byla sestrojena kalibraļn² kŚivka pro 

gen CIDEa, kter§ byla pozdŊji pouģita ke stanoven² mnoģstv² mRNA pro gen CIDEa. Teoreticky se 

v kaģd®m cyklu mnoģstv² amplikonu zdvojn§sob², proto je v logaritmick®m mŊŚ²tku teoreticky 

smŊrnice kalibrace 3x, to znamen§ 3 cykly na jeden Ś§d rozd²lu mnoģstv².  

 

  

 

Obr.3.3. Uk§zka reakce s ŚedŊnĨm vzorkem pro konstrukci kalibraļn² pŚ²mky 

 

3.3.6.4. Normalizace  

Normalizace pomoc² housekeeping genu vyuģ²v§ pŚedpokladu, ģe hladina housekeeping genŢ je 

v rŢznĨch buŔk§ch a za rŢznĨch fyziologickĨch podm²nek konstantn². Toho se vyuģ²v§ ke korekci 

individu§ln²ch odchylek crossing pointŢ vzniklĨch pŚi pipetov§n², ŚedŊn² ļi mŊren² koncentrace 

vzorku. Jako housekeeping gen byl pouģit gen gapdh.  

 

3.3.6.5.  Proveden² 

Sloģen² reakļn² smŊsi o objemu 10 ɛl pro 1 vzorek: 

¶ LightCycler RT-PCR Reaction  

Mix Hybridization Probes 5x  2 ɛl 

¶ LightCycler RT-PCR Enzyme Mix 0,2 ɛl 

¶ MgCl2 z§sobn² roztok 25 mM  0,4 ɛl ééé... 4 mM (vĨsledn§ koncentrace) 

¶ H2O, steriln², PCR kvalita  3ɛl 

¶ Primery (10ɛM)   2 x 0,5 ɛl éé 0,5 ɛM (vĨsledn§ koncentrace) 
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¶ Hybridizaļn² pr·by (3ɛM)  2 x 0,7 ɛl éé 0,2 ɛM (vĨsledn§ koncentrace)                            

¶ mRNA 20 ï 50ng   2 ɛl  

 

Reakļn² mix obsahuje z§kladn² hladinu 15 mM MgCl2 (vĨsledn§ koncentrace v reakci 3mM), 

dNTP (obsahuje dUTP m²sto dTTP). EnzymovĨ mix obsahuje smŊs enzymŢ pro RT-PCR (RNA- a 

DNA-dependentn² DNA polymerasy). 

 Podle poļtu vzorkŢ byl pŚipraven mastermix (+ 5%rezerva), obsahuj²c² vġechny uveden® sloģky, 

kromŊ mRNA. SmŊs se rozpipetuje do kapil§r, aģ pot® se pŚipipetov§v§ mRNA. Kapil§ry se vkl§daj² 

do speci§ln²ch pŚedem vychlazenĨch centrifugaļn²ch adapt®rŢ, umoģŔuj²c²ch jednak centrifugaci 

kapil§r na stoln² centrifuze, jednak pŚenos kapil§r se smŊs² bez pŚ²stupu svŊtla a v chladu.  

Souprava LightCycler RNA Amplification Kit Hybridization Probes  (Roche) je urļena pro 

jednostupŔovou RT-PCR. Reakce prob²haj² ve sklenŊnĨch kapil§r§ch LightCycler Capillaries 

(Roche) na pŚ²stroji LightCycler Instrument (Roche). 

Amplifikaļn² protokol je rozdŊlen na ļtyŚi ļ§sti: reverzn² transkripce, denaturace, amplifikace a 

chlazen². PrŢbŊh programu je zn§zornŊn v tabulce 3.1.  

 

Tab.3.1. PrŢbŊh programu real-time PCR. * teplota se liġ² u jednotlivĨch sad primerŢ a pr·b 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.6.6.  Konstrukce kalibraļn²ch pŚ²mek  

Kalibrace byla prov§dŊna z cDNA konkr®tn²ho genu naŚedŊn® koncentraļn² Śadou na koncentraci 

od 5 ng / ɛl do 50 ag / ɛl. Do reakce se pŚid§valo vģdy 2 ɛl cDNA, mnoģstv² cDNA v reakci se tedy 

pohybovalo od 10 ng do 100 ag. VĨsledn§ kalibrace n§s informuje o amplifikaļn² ¼ļinnosti pro 

jednotliv® zkouman® geny. 

 Sekvence, d®lky a nasedac² teploty pouģitĨch primerŢ a hybridizaļn²ch pr·b jsou uvedeny v tabulce 

3.2. N§vrh primerŢ a pr·b pro protein CIDEa je tak® zobrazen v pŚ²loze 1. 

 
 
 

  
Teplota 
 
 

 
Ļas 
 
 

 
Poļet cyklŢ 
 
 

Reverzn² transkripce  55ÁC 30 min 1 

Poļ§teļn² denaturace  94ÜC 2 min 1 

Denaturace  95ÜC 30 s 1 

Amplifikace Denaturace 94ÜC 2 s  
40  Annealing * 25 s 

 Elongace 72ÜC 25 s 

Chlazen²  40ÜC 30 s 1 
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Tab. 3.2. Primery a pr·by pro gen CIDEa laboratorn²ho potkana; X ï fluorescein, p - fosf§t 
modifikuj²c² 3Ë konec hybridizaļn²ch pr·b  

 

GAPDH S    AACTCCTCAAgATTgTCAgCAA  23mer  58,3ÁC 
GAPDH A ATgTCAgATCCACAACggATACA  23mer  56,4ÁC 
GAPDH FL  CAgTCTTCTgAgTggCAgTgATggCA X  26mer  66,0ÁC 
GAPDH LC LC Red705-ACTgTggTCATgAgCCCTTCCACg p   24mer  65,5ÁC 
 
CIDEa #1 ATCAgCAAgACTCTggATgTC  21mer  57,0ÁC 
CIDEa#2 ggCCTTgAAgCTTgTgCA  18mer  55,6ÁC 
CIDEa HP#1 gAgTCACCTTCgACCTATACAggCTgAA  X  28mer  67,2ÁC 
CIDEa HP#2 LC Red604-CCCAAggACTTCCTCggCTgTCTCAAT p  27mer  66,8ÁC 

 

 

3.3.7. Agar·zov§ elektrofor®za 

Pro analĨzu vĨsledkŢ bylo uģito horizont§ln² elektrofor®zy v agar·zov®m gelu. Tato metoda 

slouģila k vizualizaci produktŢ PCR, plasmidov® DNA, DNA po restrikci, pŚ²padnŊ k ovŊŚen² 

kvality izolovan® RNA. Byl pouģ²v§n agar·zovĨ  1,5% gel a pufr 1x  TBE.  

Postup: 

1. Nav§ģen® mnoģstv² agar·zy se rozm²chalo v 40 ml pufru a rozpustilo se. 

2. Do agar·zy ochlazen® asi na 50oC se pŚidal 1 mM ethidiumbromid (60 ɛl na 100 ml TBE) a 

rozm²chal. 

3. Agar·za byla nalita do vany s hŚebenem. Po ztuhnut²  se hŚeben opatrnŊ vyjmul a gel se um²stil do 

elektroforetick® aparatury s pufrem. 

4. Do kaģd®ho vzorku byla napipetov§na barva (2ɛl na vzorek). 

 5. Vzorky byly naneseny (cca. 12 ɛl) do jamek, nanesen byl i standardn² marker. 

6. Pro rozdŊlen² byla uģita intenzita elektrick®ho pole 6 V / cm po dobu pŚibliģnŊ 90 min. 

7. Gel byl prohl²ģen na UV translumin§toru 

 

10x TBE pufr 1 litr:108g Tris, 55g kyselina borit§, 40ml 0,5M Na2EDTA, pH 8 

 

3.3.8. PŚ²prava konstruktŢ  
 
3.3.8.1. Klonov§n² pomoc² restrikt§z 

 

3.3.8.1.1. CIDE-N a CIDE-C 

Pro pŚ²pravu deleļn²ch mutantŢ CIDE-N a CIDE-C bylo pouģito metody delece nukleotidŢ 

intern²ch sekvenc² pomoc² PCR. Pro tuto metodu se navrhuj² dva typy primerŢ, vnitŚn² a vnŊjġ². 

VnŊjġ² primery obsahuj² tzv. attB m²sta (viz.d§le) a vnitŚn² jsou navrģeny tak, aby polovinou byly 

komplement§rn² ke 3Ëkonci t® ļ§sti templ§tu, kter§ m§ bĨt ponech§na a druh§ pŚesahuj²c² polovina 

primeru k nov®mu 5Ëkonci. V prvn²m kroku PCR se ve dvou oddŊlenĨch reakc²ch nasyntetizuj² dvŊ 

poloviny produktu s komplement§rn²mi pŚesahy. V druh®m kroku se obŊ reakce sm²chaj² a pŚi 
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prŢbŊhu druh® PCR v m²stech komplement§rn²ch ¼sekŢ vytvoŚ² spoje a polymer§za dosyntetizuje i 

druhou polovinu ŚetŊzce. Z§kladn² sch®ma a popis delece nukleotidŢ intern²ch sekvenc² 

metodou PCR je zn§zornŊno na obr.3.4. Sloģen² PCR reakce a teplotn² prŢbŊh je uvedeno 

v tabulce 3.3. 

Podle sekvence (viz. pŚ²loha 2) byly navrģeny primery pro amplifikaci a klonov§n² poģadovanĨch 

¼sekŢ DNA do vektoru pDONR221, z kter®ho byly mutanty pŚeklonov§ny pomoc² LR reakce (viz 

n²ģe) do plasmidu pDEST53.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.3.4. Z§kladn² sch®ma pro deleci nukleotidŢ metodou PCR 
  
 
 

VnŊjġ² primery s pŚesahy att :  

 
PRIMER1:  

attB1   GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGCGAGGGGACCGGGCTTCTGG 

PRIMER2:  

att B2  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC CTATCCACACGTGAACCTGCCC 

 

VnitŚn² primery: 
Pro CIDE-C: 

PRI1 :   TTGCTCGCCGCCGAAGAGGTCG/CAGTTTCTCATCTATCTGGGCA 

PRI2: TGCCCAGATAGATGAGAAACTG/CGACCTCTTCGGCGGCGAGCAA 

 

Pro CIDE-N:  
PRI1: ACCCCGCTCATGCATCCAGCT/ CAGCACGTCCCCACTTGCTCG 

PRI2: CGAGCAAGTGGGGACGTGCTG/AGCTGGATGCATGAGCGGGGT 
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Tab.3.3. Sloģen² PCR reakce, poļet a d®lka cyklŢ: 

 

  
  

 

 

 

 

 
 
 
 

3.3.8.1.2. GFP-CIDEa a dsRed -CIDEa  

Jako templ§t pro PCR reakci byl uģit ORF hCIDEa ve vektoru pENTR221. Primery byly 

navrģeny s komplement§rn² sekvenc² k zaļ§tku a konci genu CIDEa a pŚesahem obsahuj²c²m 

restrikļn² m²sto pro restrikt§zy  XhoI a EcoRI. Byla provedena PCR podle protokolu z pŚedchoz² 

kapitoly a produkt byl zkontrolov§n pomoc² agarov® elektrofor®zy. V pŚ²padŊ nespecifickĨch 

produktŢ byla provedena eluce fragmentu z gelu.  

Postup: 

1. PoģadovanĨ fragment se vyŚ²znul skalpelem z gelu a zv§ģil 

2. Bylo pŚid§no dvojn§sobn® mnoģstv² NT lyzaļn²ho pufru- inkubace 10 minut pŚi 

50ÁC 

3. RozpuġtŊnĨ gel se zcentrifugoval v mikrozkumavce s membr§nou- 11000xg, 1 min 

4. Membr§na se promyla 600 ml NT3 pufru- centrifugace 11000xg, 1 min 

5. Pro odstranŊn² zbytku pufru se centrifugace zopakovala 

6. DNA se eluovala v 50 ml NE pufru (Tris-EDTA)-centifugace 11000xg, 1min 

PCR produkt byl po restrikci zaklonov§n do vektorŢ pAcGFP1-C1a pDsRed-Monomer-C1, kter® 

byly linearizov§ny stejnĨmi enzymy, pomoc² T4 DNA lig§zy. Ligace byla provedena pŚi 16ÁC pŚes 

noc v celkov®m objemu 50 ml ve smŊsi: voda, ligaļn² pufr, PCR produkt, plasmid a 1U T4 lig§zy. 

Pro ¼ļinnou ligaci je dobr® zachovat mol§rn² pomŊr plasmidu ku PCR produktu  1: 3-10.  Proto byla 

u obou DNA  zmŊŚen§ koncentrace a pŚevod koncentrace na molaritu spoļ²t§n pomoc² rovnice: 

 

ng = (fmol)(N)(660fg/ fmol)(1ng/106 fg);      kde N je velikost DNA v bp 

 

Ligaļn²m produktem byly transformov§ny kompetentn² buŔky E.coli  DH5Ŭ, n§slednŊ nasety na 

misky s LB m®diem a selekļn²m antibiotikem kanamycinem o koncentraci 50 Õg/ml. Vybran® 

pozitivn² klony byly ovŊŚeny sekvenac².  

Sekvence primerŢ:  

PRI1: A ACA TTA TCT CGA GGA GGC ACC ATG CGA,  

PRI2: GGC CGT CGA ATT CTA GTT CTA TCC ACA CG 

1.  denaturace  94ÜC  5 min.  

2.  denaturace  94ÜC  1 min.  

3.  renaturace  53ÜC  2 min.  

4.  synt®za  72ÜC  2 min.  

krok ļ. 2 aģ 4  35 x  

5.  synt®za  72ÜC  10 min.  

15ÜC  Ð  
 

H2O  3      40 ,5 ɛl  

10 x PCR Pufr      5 ɛl  

SmŊs dNTP (aË10mM)     1 ɛl  

DNA (50-100ng)     1 ɛl  

Primer1(10uM)      1 ɛl  

Primer2 (10uM)    1 ɛl  

Pfu poly (1U)                          0,5 ɛl  
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3.3.8.1.3. Urļen² pozitivn²ch klonŢ metodou PCR  

Kolonie testovan® na pŚ²tomnost jednotlivĨch konstruktŢ byly resuspendov§ny v 10 ɛl dest. H
2
O 

a pot® podstoupily n²ģe uvedenou teplotn² reakci. Vznikl§ smŊs denaturovanĨch bunŊk byla n§slednŊ 

pouģita pro jednotliv® PCR reakce pŚ²sluġnĨch konstruktŢ.  

 
1.  96ÜC  5 min.  

2.  50ÜC  1 min. 30 sek.  

3.  96ÜC  1 min. 30 sek.  

4.  45ÜC  1 min.  

5.  96ÜC  1 min.  

6.  40ÜC  1 min.  

7.  4ÜC  2 min.  
 

 

3.3.8.1.4. Sekvenace 

Konstrukty ovŊŚen® PCR na spr§vnost vloģen®ho inzertu byly osekvenov§ny ve stŚedisku 

sekvenov§n² DNA na mikrobiologick®m ¼stavu v Krļi. 

 

3.3.8.2. Metoda Gateway 

Technologie Gateway je univerz§ln² klonovac² metoda, zaloģen§ na schopnosti m²stnŊ specifick® 

rekombinace bakteriof§ga lambda a integrace do chromoz·mu E.coli. Rekombinace prob²h§ mezi 

specifickĨmi att (attachment) m²sty, je konzervativn² a nevyģaduje DNA synt®zu. Dalġ² vĨhodou je 

kompatibilita a kombinovatelnost rŢznĨch expresn²ch syst®mŢ obsahuj²c²ch att m²sta.  Tyto m²sta 

slouģ² jako vazebn§ m²sta pro rekombinaļn² proteiny, pŚiļemģ samotn§ vĨmŊna sekvenc² prob²h§ 

mezi homologn²mi 15bp regiony dvou pŚ²sluġnĨch m²st. Rekombinace je katalyzovan§ smŊs² 

enzymŢ, kter® se v§ģou na att m²sta, pŚibl²ģ² c²lov® sekvence, rozġtŊp² je a opŊt kovalentnŊ spoj². 

VĨsledkem jsou dva p§ry vĨmŊn ŚetŊzcŢ a ligace dvou novĨch  molekul DNA. Rekombinaļn² 

proteiny v reakci se liġ² podle toho, jestli f§g uģ²v§ lytickou nebo lysogenn² dr§hu.  

Gateway technologie uģ²v§ modifikovan®ho lambda rekombinaļn²ho syst®mu pro pŚenos 

heterologn²ch sekvenc² DNA mezi vektory a je zaloģen§ na dvou z§kladn²ch reakc²ch:  

BP reakce (obr.3.5.) - rekombinace attB substr§tu (PCR produkt ohraniļenĨ att sekvencemi nebo 

linearizovanĨ attB expresn² klon) s attP substr§tem (donorovĨ vektor), vznik§ attL entry klon jako 

meziprodukt. Reakce je katalyzovan§ BP klon§zovou enzymovou smŊs²- obsahuje Int (integr§za) a 

IHF (Integration Host Factor). 

LR reakce (obr.3.6.) - n§slednĨ krok po BP reakci, rekombinace meziproduktu (attL entry klonu) 

s attR substr§tem (destinaļn² vektor), vznik§ attB destinaļn² expresn² vektor, kterĨ po transfekci do 

bunŊk exprimuje pŚ²sluġnĨ gen. Reakce je katalyzovan§ LR klon§zovou smŊs²- obsahuje Int, IHF a 

Xis (excision§za). 
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Obr.3.5. BP reakce 

 

 

Obr.3.6. LR reakce 

 

Pro ¼ļinnou selekci spr§vnĨch klonŢ syst®m uģ²v§ dvojit® selekce:  

1. Pomoc² genu ccdB. Po transformaci do E. coli doch§z² k negativn² selekci vektorŢ, u kterĨch 

neprobŊhla rekombinace a exprimuje se ccdB protein, kterĨ interferuje s DNA gyr§zou. PŚi spr§vn® 

rekombinaci je gen vyġtŊpen a buŔky vytvoŚ² kolonie na LB plotn§ch. 

2. Pomoc² dvoj²ch antibiotik. Entry vektory nesou rezistenci na kanamycin, zat²mco destinaļn² na 

ampicilin. Selekce probŊhne na LB plotn§ch obsahuj²ch ampicilin, narostou pouze buŔky nesouc² 

destinaļn² vektor. 

Spojen²m tŊchto selekc² z²sk§me pouze klony s expresn²m vektorem s naġ² vloģenou DNA.  

Postup BP reakce: 

1. PŚipravila se reakļn² smŊs 

attB PCR produkt (40-100 fmol) 1-10 ml 

pDONR vektor (150 ng/ ml) 2ml 

BP Klon§zovĨ pufr 5x 4ml 

TE pufr, ph 8 doplnit do 16ml 

2. PŚidalo se 4ml  BP klon§zov®ho mixu a  inkubovalo 1 hodinu pŚi 25ÁC 

3. PŚidalo se 2ml protein§zy K na 10 minut pŚi 37ÁC 

4. SmŊs se transformovala do kompetentn²ch E.coli a selektovala na kanamycinu. 

Touto metodou byly zaklonov§ny sekvence mutantn²ch forem proteinu CIDEa a vytvoŚily se tak 

entry klony, kter® slouģily pro pŚ²pravu expresn²ch vektorŢ v n§sledn® LR reakci. 

Postup LR reakce: 

1. PŚipravila se reakļn² smŊs: 

                Entry klon, Entry-ORF (100-300ng)      1-10ml 
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                Destinaļn² vektor (300ng)  2ml 

                LR Klon§zovĨ pufr 5x 4ml 

                TE pufr, ph 8                    doplnit do 16ml 

2. PŚidalo se 4ml  LR klon§zov®ho mixu a  inkubovalo 1 hodinu pŚi 25ÁC 

3. PŚidalo se 2ml protein§zy K na 10 minut pŚi 37ÁC 

4. SmŊs se transformovala do kompetentn²ch E.coli a selektovala na ampicilinu. 

Touto metodou byly pŚipraveny konstrukty s plasmidem pDEST53, nesouc²m sekvenci proteinu 

GFP (vzniklĨ  produkt nese GFP na sv®m N konci) a vznikly f¼zn² geny GFP-CIDEa, GFP-CIDE-

N a GFP-CIDE-C. 

 

3.3.8.3. Metoda Lumio 

Tato technologie se pouģ²v§ k fluorescenļn²mu znaļen² proteinŢ v ģivĨch buŔk§ch a jej² hlavn² 

vĨhoda spoļ²v§ v mal® velikosti Lumio tagu, kterĨ je velkĨ pouze 6 aminokyselin a neinterferuje 

tedy s pŚirozenou aktivitou znaļen®ho proteinu. Dalġ² vĨhodou je membr§nov§ propustnost barev 

lumio a jejich specifita k dan®mu proteinu.Metoda je zaloģena na technologii FlAsH (Fluorescein 

Arsenical Harpin), kter§ uģ²v§ biarsenov® slouļeniny k nav§z§n² na protein obsahuj²c² 

tetracysteinovĨ motiv. Tyto slouļeniny jsou nefluorescentn² dokud se nenav§ģou na tetracysteinovou 

sekvenci. Lumio syst®m obsahuje dvŊ komponenty. Prvn² je plasmid nesouc² tetracysteinovĨ Lumio 

tag (Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys), za kterĨ se vloģ² studovanĨ gen a proteinovĨ produkt je pak t²mto 

motivem oznaļen. Druhou sloģkou je barv²c² reagens, a to buŅ zelen®, kter® je biarsenovĨ deriv§t 

fluoresceinu nebo ļerven®, kter® je biarsenovĨ deriv§t resorufinu. ObŊ slouļeniny se v§ģou k Lumio 

tagu pŚes ļtyŚi kovalentn² vazby, dvŊ arsenov® skupiny kaģd® v§ģou dva trioly v tetracysteinov® 

sekvenci. Po vazbŊ se st§vaj² vysoce fluorescentn² (obr.3.7.). 

 

 

Obr.3.7. Princip znaļen² metodou Lumio  
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3.3.8.4. Transformace E.coli 

 Pro namnoģen² plasmidŢ a pro selekci koloni² po ligaci byla uģita metoda transformace heat-

shockem.  

Postup:  

1. E.coli (50-100ml) skladovan® v -70ÁC se nechaly rozmrznout na ledu  

2. Bylo pŚid§no 1 ml plasmidov® DNA nebo 10 ml ligaļn² smŊsi a zam²ch§no 

3. BuŔky se nechaly 20 minut inkubovat na ledu 

4. Heat-shock, 42ÁC, 30 sekund 

5. Ihned pŚid§no 0,5ml LB m®dia pokojov® teploty 

6. Inkubace v tŚepaļce- 37ÁC, 1 hodina 

7. RozetŚeno 50 ml. bunŊk na pŚedehŚ§tou LB plotnu s antibiotikem, v pŚ²padŊ ligace se 

buŔky zcentrifugovaly (200G, 4 minuty), supernatant se slil a buŔky resuspendovaly ve 

zbytku supernatantu a rozetŚely na plotnu 

8. Inkubace v termostatu- 37ÁC, pŚes noc 

LB m®dium a plotny: 2,5 g kvasinkov®ho autolyz§tu; 5 g kaseinov®ho hydrolyz§tu; 5g NaCl; 7,5 g 

agaru; 500 ml dest. H
2
O; pH = 7; sterilizovat. 

 

3.3.8.5. Izolace plasmidŢ 

Izolace plasmidŢ byla prov§dŊna pomoc² kitu Genelute plasmid mini-prep pro vĨrobu konstruktŢ 

nebo QIAfilter Midi Kit pro izolace vŊtġ²ho mnoģstv² DNA napŚ²klad pro transfekce. V obou 

pŚ²padech jde o izolaci z E.coli narostlĨch pŚes noc v LB m®diu s antibiotikem a prob²h§ ve kroc²ch: 

lyzace bunŊk, proļiġtŊn² lyz§tu (u miniprepu centrifugac², u  midiprepu pŚes filtr), vazba na kolonku, 

promyt² a eluce ve vodŊ nebo Tris-EDTA, ph8. 

 

3.3.9. Pr§ce s tk§ŔovĨmi kulturami 

 

3.3.9.1. PŊstov§n² bunŊk 

BuŔky byly kultivov§ny v inkub§toru za podm²nek 37ÁC a 5% CO2. INS1E byly kaģdĨ 

tĨden pasaģov§ny, T.Rex HeLa, HeLa a HEPG2 kaģd® ļtyŚi dny, T293 kaģd® 3 dny. Pro 

dobrou kondici bunŊk se nesm² nechat pŚerŢst, udrģuj² se do 90% konfluence. Pas§ģov§n² se 

dŊlalo pomoc² trypsinu. BuŔky se opl§chly PBS a pŢsoben²m 0,05% trypsinu  se uvolnily 

z povrchu kultivaļn² l§hve. Trypsin se inaktivoval pŚid§n²m stejn®ho objemu m®dia a 

n§slednŊ se buŔky nas§v§n²m pipetou zhomogenizovaly a vysely na novou l§vev 

v poģadovan® hustotŊ. 
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BuŔky INS1E byly pŊstov§ny ve standardn² 11mM gluk·ze a tak® v n²zk® 5mM gluk·ze, 

buŔky HEPG2 v 5mM a 25mM gluk·ze. D§le byly buŔky podle potŚeby zamraģeny v 10% 

glycerolu pro pozdŊjġ² vyuģit² a uskladnŊny v tekut®m dus²ku. 

 

3.3.9.2. Transfekce 

Transfekce byla prov§dŊna pomoc² reagens FugeneHD. Fugene je smŊs lipidŢ a dalġ²ch 

komponent (v 80% ethanolu), kter§ vytv§Ś² komplexy s DNA a transportuje je do savļ²ch bunŊk. 

Vykazuje minim§ln² toxicitu a nen² tedy nutn® po jeho pŚid§n² mŊnit m®dium. Pro ¼ļinnou 

transfekci je potŚeba, aby buŔky byly v dobr® kondici, tedy bez kontaminac² napŚ²klad mykoplasmou 

a nejl®pe v rŢstov® log f§zi. D§le je dŢleģit§ ļistota pouģit® plasmidov® DNA, nejl®pe kdyģ pomŊr 

absorbanc² 260/280 nm je 1,8. Tak® je vhodn® pouģ²t plasmid rozpuġtŊnĨ na koncentraci v rozmez² 

od 0,1 do 2 mg/ml. PŚi transfekci je vhodn® pouģ²t m®dium bez antibiotik, protoģe mohou sn²ģit 

¼ļinnost tranfekce. 

Postup (pro plochu 6jamkov®ho plata, jamka = 9,4 cm2): 

1. BuŔky byly den pŚed transfekc² vysety do konfluence asi 80% 

2. V den transfekce jim bylo vymŊnŊno m®dium za bezantibiotikov® 

3. Do 100 ml Optimemu se pŚidalo 2 mg plasmidov® DNA a zam²chalo 

4. Bylo pŚid§no 4 ml FugeneHD (pŚed pŚid§n²m zvortexovat) a zvortexov§no 

5. SmŊs se inkubovala 15 aģ 20 minut pŚi pokojov® teplotŊ 

6. Po kapk§ch se rozvrstvila na plochu bunŊk  

7. Produkt je detekovatelnĨ podle typu vnesen®ho plasmidu, od 5hodin po transfekci 

 

3.3.9.3. PŚ²prava stabiln² linie s roGFP 

   VĨroba stabiln² linie se zakl§d§ na selekci bunŊk nesouc²ch plasmid exprimuj²c² kromŊ naġeho 

genu i gen pro rezistenci k dan®mu antibiotiku. PŚi standardn² transientn² tranfekci plasmid zŢst§v§ 

v buŔce asi do doby dvou tĨdnŢ a pak je v n² degradov§n. PŚi vzniku stabiln² linie se plasmid 

vrekombinuje do genomu buŔky a zŢst§v§ jeho souļ§st². Vloģen² bĨv§ n§hodn®, proto vznikl® klony 

mohou m²t rŢzn® vlastnosti. PŚi pr§ci se stabiln² lini² se mus² st§le pŚid§vat selekļn² antibiotikum pro 

pŚ²pad, ģe nŊkter® buŔky bŊhem n§sleduj²c²ch pas§ģ² vnesenĨ exprimovanĨ gen napŚ²klad vlivem 

mutace ztrat². 

Pro vĨrobu stabiln² linie je potŚeba nejprve urļit senzitivitu bunŊk k dan®mu selekļn²mu 

antibiotiku, coģ byl v tomto pŚ²padŊ Geneticin. Byla nam²ch§na Śed²c² Śada geneticinu o 

koncentrac²ch 0, 150, 250, 500, 750 a 1000 mg/ml v m®diu. BuŔky byly den pŚedem nasety o 

konfluenci asi 50% a n§sleduj²c² 2 tĨdny kultivov§ny v danĨch koncentrac²ch geneticinu v m®diu. 

M®dium se mŊnilo kaģd® 3-4 dny. Po uplynul® dobŊ se vybrala nejniģġ² koncentrace geneticinu, pŚi 
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kter® uģ ģ§dn§ buŔka nepŚeģije. Pro buŔky INS1E to byla koncentrace 500 mg /ml, pro HeLa 750 mg 

/ml.  

BuŔky byly tedy natrasfekov§ny plasmidem nesouc²m gen roGFP a udrģov§ny 3 tĨdny v m®diu 

s 500 mg /ml geneticinu. N§slednŊ byly vybr§ny jednotliv® kolonie bunŊk, zhomogenizov§ny 

ġpiļkou v 1,5 ml eppendorfk§ch a pŚesazeny do 96 jamkov®ho plata.VĨhodou vĨroby t®to linie je, ģe 

produkt je fluorescenļn² a lze tedy kdykoliv kontrolovat pod fluorescenļn²m mikroskopem, zda 

vybran® kolonie sv²t². BuŔky se po vģdy dosaģen² pln® konfluence pŚesadily na vŊtġ² kultivaļn² 

povrch. Po napŊstov§n² dostateļn®ho mnoģstv² bylo vybr§no nŊkolik koloni², ļ§st se zamrazila a ļ§st 

se vyuģila k experimentŢm.  

 

3.3.9.3.1. roGFP 

roGFP je zelenĨ fluorescenļn² protein citlivĨ ke zmŊn§m redukļnŊ-oxidaļn²m stavŢm buŔky. 

Byl vyrobenĨ z komerļn²ho EGFP-N od firmy Clontech, u kter®ho byly provedeny substituce 

povrchovĨch aminokyselinovĨch zbytkŢ za cysteinov®, kter® vytv§Śej² disulfidick® mŢstky. Protein 

mŊn² intenzitu fluorescence v z§vislosti na zmŊn§ch redox potenci§lu. Dalġ² zmŊnou je pŚid§n² 

mitochondri§ln² adresy pŚipojen²m sekvence E1a podjednotky pyruv§t dehydrogen§zy. Tento 

plasmid n§m byl darov§n od Dr. Rossignola z Univerzity Bordeaux, Francie. 

 

3.3.9.4. T.REx syst®m 

Tento syst®m je zaloģen na tetracyklinem regulovan® expresi u savcŢ, kterĨ uģ²v§ regulaļn² 

elementy z E.coli operonu tetracyklinov® resistence (Tet). Regulace tetracyklinem je zaloģena na 

vazbŊ tetracyklinu k Tet represoru a odblokov§n² promotoru  kontroluj²c²ho expresi sledovan®ho 

genu. Tedy, jde o indukovanou expresi, kter§ prob²h§ pouze v pŚ²tomnosti tetracyklinu v m®diu. 

Z§kladn²mi sloģkami jsou expresn² plasmid, nesouc² dvŊ kopie sekvence tet oper§toru, kter® slouģ² 

jako vazebn§ m²sta pro dvŊ molekuly Tet represoru (TetR) a regulaļn² vektor, kterĨ exprimuje gen 

TetR. V nepŚ²tomnosti tetracyklinu se represor v§ģe ve formŊ homodimeru do oper§torovĨch 

sekvenc² v promotoru sledovan®ho genu a blokuje jeho transkripci. PŚidanĨ tetracyklin se v§ģe na 

homodimery represoru a doch§z² k jejich konformaļn² zmŊnŊ, kter§ zpŢsob² disociaci represoru 

z oper§toru a umoģn² se tak exprese genu. BunŊļn® linie T.REx HeLa a T.REx293 jiģ nesou 

regulaļn² vektor jako stabiln² linie rostouc² na selekļn²m antibiotiku blasticidinu. Po transfekci 

expresn²m T.REx plasmidem, nesouc²m zaklonovanĨ studovanĨ gen, dojde ke kompletaci syst®mu a 

exprese dan®ho genu se mŢģe kdykoliv indukovat pŚid§n²m tetracyklinu. Pro pŊstov§n² tŊchto 

bunŊļnĨch lini² je proto dŢleģit®, aby s®rum dod§van® do m®dia neobsahovalo tetracyklin. 

 



 49 

3.3.10. Konfok§ln² mikroskopie  

Pro pozorov§n² lokalizace fluorescenļn²ch proteinŢ v buŔk§ch se pouģ²val konfok§ln² 

invertovanĨ fluorescenļn² mikroskop Leica TSC SP2. BuŔky byly nasety na skl²ļk§ch s poly-L- 

lysinem a upevnŊn® ve speci§ln²m nosiļi, umoģŔuj²c²m udrģovat buŔky v m®diu. Pro maxim§ln² 

rozliġen² bylo pouģito PL APO 100Ĭ/1.4ï0.7 objektivu s imerzn²m olejem. Pro excitaci byly uģity 

argonovĨ laser (pro vlnov® d®lky 488 a 514 nm) a  helium/neonovĨ ( pro vlnovou d®lku 543 nm). 

Principem urļen² vĨskytu dan®ho proteinu je kolokalizace fluorescenļn²ho proteinu a organelovŊ 

specifick® fluorescenļn² barvy. K pŚekryvu dvou sign§lŢ mus² bĨt uģity dvŊ rŢzn® fluorescence, u 

kterĨch se nepŚekrĨvaj² emisn² spektra.  BuŔky exprimuj²c² GFP byly inkubov§ny 2 minuty s 0,5 uM 

TMRE (tetramethylrhodamin ethyl ester; ļerven§ barva, kter§ se interkaluje do mitochondri§ln² 

membr§ny). Stejnou barvou byly barveny i buŔky exprimuj²c² plasmid s Lumio tagem, kter® ale 

byly nejprve inkubov§ny 20-30 minut s Lumio Green reagens (rozpouġt² se v disperzn² modŚi, kter§ 

je souļ§st² kitu a redukuje neģ§douc² pozad²). ĻervenĨ plasmid byl pouģit pro transfekci stabiln² 

linie roGFP- HeLa, ġlo tedy o expresi dvou fluorescenļn²ch proteinŢ v jedn® buŔce a ģ§dn® barevn® 

aditivum se proto nepŚid§valo. Sn²man® obr§zky byly upravov§ny programem Leica LCS Lite. 

PŚehled pouģ²vanĨch fluorescenļn²ch barev a plasmidŢ je v tabulce 3.4. 

 

Barva, vektor Excitace (nm) Emise (nm) 

pDsRed- Monomer-C1  557 585 

pAcGFP-C1 475 505 

pcDNA-DEST53  395,478 507 

Hoechst 350 461 

TMRE 546 574 

Lumio Red 593 608 

Lumio Green 508 528 

 

Tab.3.4. Pouģ²van® fluorescenļn² barvy a plasmidy 

 

3.3.11. Vizualizace mitochondri§ln² s²tŊ 

 

3.3.11.1. 4pi mikroskopie 

 

Optick® rozliġen² svŊteln®ho mikroskopu je limitov§no pŚedevġ²m rozptylem svŊtla. Rozliġen² 

v ose xz je horġ² neģ rozliġen² later§ln² kvŢli omezen² dan®mu aperturou ve smŊru optick® osy, 

pokud se objekt sn²m§ pouze jednoduchou ļoļkou. V pŚ²padŊ 4Pi mikroskopie se uģ²v§ syst®m dvou 

protilehlĨch objektivŢ, kter® koherentnŊ osvŊcuj² vzorek, souļasnŊ z obou stran a d§vaj² vŊtġ² 

aperturu. VĨseldkem je 3-7x vŊtġ² rozliġen² v ose xz neģ u standardn² konfok§ln² nebo dvoufotonov® 

mikroskopie a dosahuje 110 nm (obr.3.8.). Nejvyġġ² tj. 7x vyġġ² rozliġen² je z²sk§no v konstrukci 
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typu C, kdy interfrence dvou vlnovĨch svŊtelnĨch front se tĨk§ jak dopadaj²c²ho paprsku, tak 

sn²man®ho paprsku. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.3.8.  Rozliġen² konfok§ln²ho mikroskopu v ose xz je pŚibliģnŊ 500 nm oproti technologii 4Pi, kde 

je rozliġen² od 110 nm. 

 

Nav²c se jedn§ o ġetrnou zobrazovac² techniku 3D struktur§m neboŠ zachov§v§  pŚirozenĨ tvar 

mitochondri². Dalġ² metody s dobrou rozliġovac² schopnost² jako je elektronov§ tomografie a 

elektronov§ mikroskopie sice poskytuj² kvalitn² obraz, ale jsou nevĨhodn® kvŢli komplikovan® 

pŚ²pravŊ vzorkŢ, kter§ ve vĨsledku mŢģe poġkodit nativn² strukturu bunŊk a nav²c jsou lilitov§ny 

tlouġŠkou zkouman®ho vzorku. NevĨhodou 4Pi mikroskopie ale je, ģe kvŢli glycerolov®mu 

objektivu  nen² moģn® pororovat ģiv® buŔky, ale pouze fixovan®, protoģe glycerol zpŢsobuje 

buŔk§m osmotickĨ ġok a d²ky nerozpustnosti kysl²ku znemoģŔuje respiraci. 

Stavba mikroskopu: 

Mikroskop se skl§d§ ze standardn²ho konfok§ln²ho mikroskopu TCS SP2 (Leica) a jednotky 4Pi. 

M§ dva 100/1,35 NA glycerolov® objektivy, obraz sn²m§ CCD kamera pomoc² titan-saf²rov®ho 

laseru. Excitaļn² svŊtlo z mikroskopu je rozloģeno rozdŊlovaļem svŊtla a c²leno na stejnĨ bod 

pomoc² protilehlĨch objektivŢ. Fluorescence je sb²ran§ obŊma ļoļkami, zpŊtnŊ sloģen§ na 

rozdŊlovaļi a m²Śen§ do tŊla mikroskopu.  

V pŚ²padŊ naġich experimentŢ byla fluorescence bunŊk INS1E sn²m§na uģit²m dvoufotonov® 

excitace pŚi 906 nm. Byly vyuģ²v§ny dva pŚ²stroje, jednak z§kaznick® mŊŚen² v centr§le Leica 
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Microsystems, v Mannheimu, v SRN, a jednak pŚ²stroje ve spolupracuj²c² laboratoŚi Institute for 

Molecular Biophysics, Jackson Laboratory, Maine, USA, veden® Dr. Joergem Bewersdorfem.  

 

3.3.11.2. PŚ²prava vzorkŢ, fixace 

BuŔky stabiln² linie INS1E a HEPG2 s roGFP (kultivovan® v 5 a 11mM, respektive v 5 a 25mM 

gluk·ze) byly pŊstov§ny na polylyzinovanĨch skl²ļk§ch pro 4Pi mikroskop 2-4 dny do konfluence 

asi 70%. PŚed fixac² byly inkubov§ny v standardn²m m®diu s pŚidanĨm 1mM FCCP (p-

trifluormethoxy karbonyl kyanid fenyl hydrazon) nebo s 20mM rotenonem nebo s obouma najednou 

po dobu 20 minut v 37ÁC a n§slednŊ fixov§ny s glutaraldehydem. Fixaļn² protokol byl 

optimalizov§n, aby uchoval nativn² strukturu mitochondrialn² s²tŊ. Pro potvrzen² byla struktura 

mitochondri² u fixovanĨch bunŊk srovn§na s buŔkami nefixovanĨmi na konfok§ln²m mikroskopu. 

Postup fixace: 

1. Skl²ļka se omyla v PBS, aby se odstranily zbytky m®dia 

2. BuŔky byly fixov§ny 0,3% glutaraldehydem (ŚedŊnĨ v PBS) pŚi pokojov® teplotŊ 10-15 

minut 

3. Nezreagovan® aldehydy byly redukov§ny 1mg/ml borohydr§tem sodnĨm (rozm²chanĨ 

v PBS; pH8) po dobu 15 minut; 2x opakovat. Roztok borohydr§tu je nutn® pŚipravit tŊsnŊ 

pŚed fixac². 

4. Skl²ļka se 3x opl§chla PBS  

Skl²ļka se zak§pla montovac²m m®diem s glycerolem, pŚilepila k vrchn²m skl²ļkŢm se zrc§tkem 

a um²stila do kovovĨch drģ§kŢ.   

 

3.3.11.3. AnalĨza obrazu 

PrŢmŊry mitochondri§ln²ch tubulŢ byly vypoļteny buŅto z interference, kter§ je inherentn² 

souļ§st² principu 4Pi mikroskopie jako pomŊry vŊtġ²ho a niģġ²ho maxima tzv. Ăpoint-spread-

functionñ, PSF (PST metoda), nebo byly prostŊ zmŊŚeny z jednotlivĨch obrazŢ s®rie xz projekc² pŚi 

znalosti typu objektŢ, tedy po ovŊŚen², ģe danĨ objekt je v cel® s®rii opravdu tubulem (prav²tkov§ 

metoda).  

Vizualizace 3D objektŢ a jejich povrchov® vybarven² bylo prov§dŊno s pomoc² software Amira, 

firmy Mercury (SRN). Pro vĨpoļet objemu mitochondri§ln² s²tŊ bylo vyuģito software Paraview. 

Souhrn velikost² jednotlivĨch tubulŢ a objemy mitochondri§ln² s²tŊ jsou zaznamen§ny v kapitole 

vĨsledky v tabulce 4.1. 

 

3.3.12. Western blot 

BuŔky byly seġkr§b§ny z povrchu kultivaļn² lahve bez omyt² PBS a tato bunŊļn§ suspenze 

centrifugov§na pŚ²mo v rŢstov®m m®diu, aby se zabr§nilo ztr§tŊ bunŊk pŚi odmyt². Pelet byl 

resuspendov§n v 50 ml lyzaļn²ho pufru. Byl pŚid§no 50 ml vzorkov®ho pufru na SDS-PAGE, 
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povaŚeno 5 minut v 95ÁC. Kaģd®ho vzorku bylo naneseno 20-30 mg celkov®ho proteinu na 12% 

SDS-PAGE a pŚeblotov§no na PVDF membr§nu. CIDEa byla detekov§na prim§rn² protil§tkou 

vyvinutou v kr§l²kovi o koncentraci 1mg/ml. Jako sekund§rn² protil§tka byla uģita anti kr§liļ² 

konjugovan§ s kŚenovou peroxid§zou a pro vyvol§n² byl uģit Luminol.  

Sloģen² gelu:  

12% polyakrylamid/bis; 400mM tris-HCl; pH 8,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,04% TEMED 

Sloģen² pufrŢ:  

ElektroforetickĨ pufr (10x): 0,25M Tris-HCl; 1,92M glycin; 1% SDS 

Blotovac² pufr TBB: 20% methanol; 50mM Tris;  0,4M glycin; 0,35mM SDS 

Pufr na vyvol§n² blotu TTBS, pH 7,5 (5x): 20mM Tris; 500mM NaCl; 0,05% Tween 20 

 

3.3.13. Izolace bunŊļnĨch frakc²  

Postup: 

1. BuŔky byly 2x omyt® PBS a seġkr§b§ny z povrchu kultivaļn² lahve do vĨsledn®ho 1ml 

PBS. 

2. Suspenze byla centrifugov§na- 1500xg/ 5 minut, 4ÁC 

3. Pelet byl resuspendov§n v pufru A a inkubov§n 10 minut na ledu 

4. Suspenze byla centrifugov§na ï 5500xg/ 10 minut, 4ÁC 

5. Byl odebr§n supernatant- obsahoval cytosolickou a mitochondri§ln² frakci 

6. Pelet byl resuspendov§n stŚ²kaļkou s jehlou do trojn§sobn®ho objemu v pufru B a 

inkubov§n 30 minut na ledu 

7. Suspenze byla centrifugov§na- 12000xg/ 20 minut, 4ÁC 

8. Byl odebr§n supernatant obsahuj²c² jadernĨ extrakt 

9. Mnoģstv²  proteinu bylo stanoveno metodou Bradford (Bradford 1976) 

PufrA: 10 mmol/l HEPES, pH 7.9; 10 mmol/l KCl; 1.5 mmol/l MgCl2; 0.5 mmol/l DTT; 0.1% (v/v) 

NP-40 

PufrB: 20 mmol/l HEPES, pH 7.9; 420 mmol/l NaCl; 0.2 mmol/l EDTA; 1.5 mmol/l MgCl2; 0.5 

mmol/l DTT; 0.5 mmol/l PMSF; 25% (v/v) glycerol  

 

 

3.3.14. Indukce apopt·zy 

HeLa buŔky byly natransfekov§ny vektorem pDEST30-CIDEa a vystaveny pŢsoben² 

tetracyklinu o koncentraci 1 mg /ml m®dia. V ļasovĨch intervalech 0, 2,4, 8, 12 a 24 hodin byly 

buŔky sebr§ny pro analĨzu obsahu proteinu CIDEa pomoc² western blotu. V pŚ²padŊ uģit² inici§tor¼ 

apopt·zy byly buŔky nejprve inkubov§ny 8 hodin s tetracyklinem a pak byly pŚid§ny do 

jednotlivĨch lahv² na dvŊ hodiny: 2mmol/l camptothecin ( inhibitor komplexu DNA topoizomer§zy 
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I), 2 mmol/l CCCP (karbonyl kyanid m-chloro fenyl hydrazon., protonofor), 2 mmol/l valinomycin 

(drasl²kovĨ ionofor) a v§pn²kovĨ ionofor A23187 o koncentraci 2 mmol/l. BuŔky pak byly sklizeny 

zanalyzov§ny metodami TUNEL a cell death essay. 

 

3.3.14.1. TUNEL 

Tato rychl§ a pomŊrnŊ citliv§ metoda slouģ² k detekci  apopt·zy pomoc² fluorescenļn² 

mikroskopie. Jej² dalġ² vĨhodou je, ģe pŚednostnŊ znaļ² zlomy generovan® bŊhem apopt·zy neģ 

nekrotick® a neģ zlomy DNA vl§kna indukovan® radiac² nebo protin§dorovĨmi l®ky. BŊhem 

apopt·zy se genomov§ DNA ġtŊp² na mal® dvouvl§knov® ¼seky nebo vynikaj² jednovl§knov® 

zlomy. Princip metody spoļ²v§ ve znaļen² volnĨch 3-OH koncŢ s modifikovanĨmi nukleotidy 

v  enzymov® reakci katalyzovan® termin§ln² deoxynukleotidyl transfer§zou (TdT). Doch§z² 

k polymerizaci nukleotidŢ znaļenĨch fluoresceinem k volnĨm 3-OH koncŢm. InkorporovanĨ 

fluorescein je detekov§n pod fluorescenļn²m mikroskopem nebo prŢtokovou cytometri². 

Postup: 

1. BuŔky byly fixov§ny fixaļn²m roztokem po dobu 1 hodiny 

2. Dvakr§t opl§chnuty PBS 

3. Inkubov§ny v permeabilizaļn²m roztoku 2 minuty na ledu 

4. Byla pŚipravena reakļn² smŊs z 450 ml barv²c²ho roztoku a 50 ml enzymov®ho roztoku, pro 

negativn² kontrolu bylo pŚed sm²ch§n²m odebr§no 100 ml barv²c²ho roztoku 

5. Negativn² kontrola: pŚipraven® buŔky se inkubovaly s 50 ml barvic²ho roztoku bez 

enzymov® sloģky (termin§ln² transfer§zy) 

6. BuŔky se 2x omyly PBS 

7. PŚidalo se 50 ml reakļn² smŊsi na vzorek, pro zajiġtŊn² homogenn²ho rozvrstven² smŊsi se 

buŔky zakryly kryc²m  skl²ļkem a inkubovaly se 1 hodinu, pŚi 37ÁC ve tmŊ 

8. Po inkubaci se 3x omyly PBS 

9. ProbŊhla analĨza pod fluorescenļn²m mikroskopem, zelenĨ filtr (excitace 488nm, emise 

530) 

Fixaļn² roztok: 4% Paraformaldehyd v PBS, pH 7.4 

Permeabilizaļn² roztok: 0.1% Triton X-100 in 0.1% citr§t sodnĨ 

EnzymovĨ roztok: Termin§ln² deoxynucleotidyl transfer§za z hovŊz²ho thymu 

Znaļ²c² roztok: SmŊs nukleotidŢ fluorescein-dUTP 

 

3.3.14.2. Cell death assay 

Bylo spoļ²t§no celkem asi 300 bunŊk a 100 CIDEA pozitivn²ch v n§hodn®m poli pod 

fluorescenļn²m mikroskopem. Rozpozn§n² apoptotickĨch bunŊk bylo stanoveno podle typickĨch 

morfologickĨch zmŊn adherentn²ch bunŊk podstupuj²c²ch apopt·zu, buŔky jsou zakulacen® a 
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kondenzovan®. To bylo vĨraznŊ vidŊt i po barven² Hoechstem 33258. VĨsledn§ ļ²sla slouģila 

k urļen² odhadu procenta apoptotickĨch bunŊk. Pro statistickou analĨzu byl uģit studentËs t-test. 
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4. VĩSLEDKY 

 

4.1. Stanoven² hladin transkriptu CIDEa v tk§n²ch  

4.1.1. Optimalizace kvantitativn² PCR 

Pro kaģdou sadu primerŢ se stanovovala optim§ln² koncentrace hoŚļ²ku. Koncentrace hoŚļ²ku se 

testovala v rozmez² 3 mM aģ 8 mM. Uk§zka stanoven² je uvedena na obr§zku 4.1. Fluorescence je 

v tomto pŚ²padŊ nejvyġġ² u vzorku s koncentrac² MgCl2 6 mM.  

 

 

 

 

 

Obr.4.1. CIDEa-optimalizace koncentrace MgCl2 (vĨstup z pŚ²stroje LightCycler). Optim§ln² 

hodnoty jsou pro koncentrace 6mM a 7mM. 
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4.1.2. Konstrukce kalibraļn²ch pŚ²mek 

Zvolen§ metoda absolutn² kvantifikace vyģaduje sestrojen² kalibraļn² pŚ²mky pro kaģdĨ gen 

zvl§ġŠ, s dodrģen²m vġech bŊģnŊ pouģ²vanĨch experiment§ln²ch podm²nek. Sestrojovaly se  

kalibraļn² pŚ²mky pro geny krys² CIDEa a housekeeping gen GAPDH. Kalibrace se prov§dŊla s®ri² 

ŚedŊn² v rozsahu osmi Ś§dŢ, vģdy minim§lnŊ v duplik§tech. Kalibraļn² rovnice jsou uvedeny 

v n§sleduj²c²ch grafech 1 a 2.  
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Graf 1. Kalibraļn² pŚ²mka pro CIDEa mRNA potkana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 2. Kalibraļn² pŚ²mka pro GAPDH mRNA potkana 
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4.1.3. Stanoven² z§kladn²ch hladin mRNA CIDEa  

Dosud publikovan® kvantifikace proteinu CIDEa nebo jej² hladiny RNA byly v  pŚev§ģn® vŊtġinŊ 

proveden® metodou Northern-blot nebo klasickou PCR. V naġem mŊŚen² byly z§kladn² hladiny 

detekov§ny prostŚednictv²m kvantifikace mRNA izolovan® z tk§n² laboratorn²ch potkanŢ a 

amplifikov§ny na LightCycleru. I pŚes existenci regulace translace, jeģ mŢģe sn²ģit proporcionalitu 

mezi syntetizovanĨm proteinem a jeho transkriptem, je z§kladn² obraz mnoģstv² transkriptu 

sledovan®ho proteinu vod²tkem pro posouzen² jeho fyziologick® ¼lohy v dan® tk§ni. V naġem 

pŚ²padŊ jsme testovali b²lou tukovou tk§Ŕ (WAT), srdce, mozek, ledviny, slezinu, j§tra, kostern² sval 

a pl²ce. Mnoģstv² CIDEa v hnŊd® tukov® tk§ni (BAT) jsme bohuģel neprovŊŚovali a tedy nemohli 

potvrdit jiģ dŚ²ve publikovan® ¼daje, vyjadŚuj²c² BAT jako tk§Ŕ s nejvyġġ² expres² tohoto proteinu 

(Zhou et al., 2003, Inohara et al., 1998). 
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Obr.4.2. Hladiny mRNA proteinu CIDEa v tk§n²ch laboratorn²ho potkana. Hodnoty jsou uvedeny 

jako mnoģstv² transkriptu CIDEa (v pikogramech, zaokrouhleno na dvŊ desetinn§ m²sta) v 10 ng 

celkov®ho transkriptu. WAT (b²l§ tukov§ tk§Ŕ)- 4,07pg; srdce- 0,91pg; j§tra-0,53pg; mozek-0,02pg; 

sval-0,09pg; ledviny-0,33pg; slezina-0,01pg; pl²ce-0,33pg 
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Mnoģstv² mRNA je vyj§dŚeno v pg, vzhledem k celkov®mu mnoģstv² mRNA vloģen® do reakce, a 

to v jednotk§ch pg na 10 ng mRNA, vyizolovan® z dan® tk§nŊ. Tato jednotka v podstatŊ vyjadŚuje 

prŢmŊrnou ļetnost transkripce v pŚ²padŊ, kdyģ se 10 000 genŢ transkribuje z§roveŔ se stejnou 

ļetnost². Shodou okolnost² transkripce GAPDH prob²hala v rŢznĨch tk§n²ch s ļetnost² 1 aģ 10 tŊchto 

jednotek. Transkripce CIDEa dosahovala Ś§du t®to jednotky pouze v pŚ²padŊ WAT. Mnoģstv² 

transkriptu u ostatn²ch tk§n² se u potkana sniģovalo v poŚad²  srdce > j§tra > ledviny > pl²ce > 

kostern² sval > mozek > slezina, pŚiļemģ rozd²l mezi maximem u WAT a minimem u sleziny byl aģ 

400 n§sobnĨ. NejhojnŊji se tedy CIDEa mRNA vyskytuje ve WAT, potom v srdci a j§trech. Nejniģġ² 

detekovan§ hladiny byla zjiġtŊn® v mozku  a slezinŊ (pŚibliģnŊ 0,02 pg / 10 ng celkov®ho 

transkriptu). 

 

4.1.4. Stanoven² proteinu CIDEa 

Testovali pŚ²tomnost proteinu CIDEa v rŢznĨch tk§n²ch laboratorn²ho potkana pomoc² western 

blotu (obr.4.3.). Pouģili jsme protil§tku anti-CIDEa (ProSci). PŚekvapivŊ jsme  detekovali protein o 

velikosti 75kDa, samotn§ CIDEa m§ velikost 25 kDa.    

  
 

Obr.4.3. Western blot zobrazuj²c² protein CIDEa z potkan²ho svalu, plic a jater a myġ² hnŊd® tukov® 

tk§nŊ (BAT). Protein pŚedstavuje molekul§rn² hmotnost 75kDa. Std- hmotnostn² marker; ġipka 

ukazuje velikost 75kDa.  

 

 

 

4.2. ZvĨġen§ exprese proteinu CIDEa vedla k apopt·ze 

Jiģ nŊkter® dŚ²vŊjġ² studie CIDE proteinŢ uv§d², ģe artificielnŊ zvĨġen§ exprese proteinu vede k 

apopt·ze (Inohara et al., 1998). V naġem pŚ²padŊ jsme zkoumali vliv indukovan® exprese CIDEa  na 

buŔky T.REx-HeLa, kter® stabilnŊ exprimuj² tertacyklinovĨ represor. BuŔky jsme natransfekovali 

plasmidem T.REx-pDEST30-CIDEa, kterĨ umoģn² kontrolovatelnou expresi proteinu v z§vislosti na 

pŚid§n² tetracyklinu. Nejprve jsme vyzkouġeli funkļnost metody t²m, ģe 24 hodin po transfekci 

buŔky bez pŚid§n² tetracyklinu CIDEu neexprimuj². Potom jsme udŊlali ļasovou Śadu indukce 

tetracyklinem a zjistili, ģe maxim§ln² exprese proteinu prob²h§ po 12 hodin§ch po pŚid§n² 

tetracyklinu a potom exprese kles§ (obr.4.4.). To mŢģe tak® znaļit, ģe transfekovan® buŔky um²raj², 

zat²mco netransfekovan® d§le rostou. Procento bunŊk, pozitivn²ch na metodu TUNEL, uk§zalo, ģe 

maximum apopt·zy je mezi 8 a 12 hodinami. Ve srovn§n² s poļ§tkem experimentu jsou obŊ hodnoty 
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vĨraznŊ vyġġ² (obr.4.5.). Proto se vġechny n§sleduj²c² pokusy prov§dŊly  s osmihodinovou indukc² 

tetracyklinem a n§slednŊ dvŊ hodiny s induktory apop·zy. 

 

 

 

 

Obr.4.4. Exprese proteinu CIDEa v T.REx HeLa. Westernblot s ļasovou Śadou po indukci 

tetracyklinem. Jako kontrola mnoģstv² proteinu byl pouģit aktin. 

 

 

 

 

 

 

Obr.4.5. Poļet TUNEL pozitivn²ch bunŊk v pomŊru k celkov®mu poļtu bunŊk. Chybov® ¼seļky 

pŚedstavuj² standardn² odchylku urļenou ze tŚ² rŢznĨch experimentŢ; p< 0,05 
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4.3. Lokalizace proteinu CIDEa v buŔk§ch 

Lokalizace proteinu CIDEa v mitochondri²ch byla jiģ dŚ²ve zjiġtŊna v hnŊd® tukov® tk§ni kŚeļka 

(Zhou et al., 2003). Oproti  tomu nŊkter® pr§ce pŚ²tomnost proteinu CIDEa v mitochondri²ch 

nepotvrdily (Puri et al., 2008, Qi et al., 2008). V naġem pŚ²padŊ jsme zjiġŠovali distribuci proteinu 

CIDEa pomoc² fluorescenļn² mikroskopie. Testovali jsme rŢzn® fluorescenļn² konstrukty 

v kombinaci s fluorescenļn²m barvivem TMRE nebo v kombinaci dvou rŢznĨch fluorescenļn²ch 

konstruktŢ dohromady. Ġlo o urļen² lokalizace: pomoc² exprese f¼zn²ho proteinu Lumio-CIDEa 

v buŔk§ch  293T barvenĨch Lumio green reagens ļi pomoc² exprese f¼zn²ho proteinu GFP-CIDEa 

v buŔk§ch  293T v kombinaci s barven²m potenci§lovŊ senzitivn² fluorescenļn² pr·bou TMRE a 

nebo kolokalizaci roGFP s dsRed-CIDEa v HeLa buŔk§ch. Ve vġech pŚ²padech jsme nalezli protein 

CIDEa lokalizovanĨ v mitochondri²ch (obr.4.7.- 4.9.). Jako kontrolu pŚ²padn® toxicity transfekļn² 

metody ļi vlivu samotn®ho GFP nebo RFP proteinu, exprimovan®ho v buŔk§ch, na jejich na kondici 

jsme  buŔky natransfekovali tak® samotnĨmi vektory pDsRed-Monomer-C1 a  pcDNA-DEST53 

(obr.4.10.). 

  

4.3.1. Deleļn² mutanty CIDE-N a CIDE-C  

Jak jiģ bylo uvedeno, deleļn² analĨzy u proteinu CIDEb uk§zaly, ģe sign§l pro lokalizaci 

v mitochondri²ch a oblast potŚebn§ pro dimerizaci se pŚekrĨvaj² a nach§z² se v C koncov® oblasti 

proteinu (Chen et al., 2000).  V naġich experimentech vĨsledky z konfok§ln² mikroskopie potvrdily 

tento fakt i u proteinu CIDEa. Zat²mco mutant CIDE-N, kterĨ postr§d§ N dom®nu, prok§zal 

lokalizaci proteinu v mitochondri²ch, mutantn² protein CIDE-C bez C dom®ny vykazoval distribuci 

mimo mitochondrie. To by znaļilo dŢleģitost  C dom®ny pro mitochondri§ln² lokalizaci, stejnŊ jako 

u CIDEb proteinu (obr.4.5.-4.6.). 
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Obr.4.5. Lokalizace CIDEa-C v buŔk§ch 293T; mŊŚ²tko: 1cm= 10mm 
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GFP-CIDEa-N                                                      TMRE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  PŚekryv 

 

 

Obr.4.6. Lokalizace CIDEa-N v buŔk§ch 293T; mŊŚ²tko: 1cm=5mm 
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 PŚekryv 

 

Obr.4.7. Urļen² lokalizace proteinu CIDEa pomoc² Lumio reagens v buŔk§ch  293T; 1cm=2mm 
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Obr.4.8. Urļen² lokalizace proteinu CIDEa pomoc² GFP v buŔk§ch  293T; 1cm= 10mm 
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Obr.4.9. Kolokalizace roGFP s Red-CIDEa v HeLa buŔk§ch; 1cm=10mm 
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Obr. 4.10. Kontrola samotn® exprese RFP a GFP proteinu v buŔk§ch 293T; 1cm= 15mm 
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