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A. Uvod dizerta¢ni prace

Diky rozvoji molekularniho vyzkumu poslednich nékolika let se podstatné rozsitily
védomosti o fizeni energetického metabolizmu na urovni signalizacnich kaskad. Za hlavni faktory
podilejici se na regulaci energetického metabolizmu se diive povazovaly hormonalni regulace
a energeticky stav bunky.

Skupina regulacnich faktorti plsobicich na bunétné urovni se rozsifila o nutrienty.
Glukéza, volné mastné kyseliny a aminokyseliny mohou zasahovat do fizeni metabolizmu bunky
nejen jako zdroje energie (Desvergne et al. 2006). Sacharidy a lipidy maji mnoho strukturnich
a metabolickych funkei, ale pfedevs§im jsou zakladnimi zdroji energie obsazené v potrave.

Soucasnou dobu provazi, a to nejen ve vyspélych zemich, trend piijmu nepiiméfené¢ho
mnozstvi vysokoenergetické stravy bez vyvazujiciho faktoru odpovidajici fyzické namahy.
Vysledkem je nadmérné hromadéni energetickych zasob v organizmu ve formé tukii vedouci
k obezité. Pfi¢iny obezity byvaji vétsinou komplexni. Casto se uplatituje nejen zminény vyssi
energeticky pfijem spolu s nedostatkem fyzické aktivity a dédicna dispozice, ale i zptisob vyzivy
v détstvi, hormonalni nerovnovaha, poruchy regulace pocitu sytosti na turovni hypotalamu
a podobné. Zcela vyjimecné je obezita monofaktorialnim onemocnénim. Nadbytek tukové tkané
zvySuje zdravotni rizika a zkracuje statisticky stanovenou délku Zivota.

Obezita se stava epidemii a v nékterych vyspélych zemich dosahla alarmujicich rozméru.
V roce 2007 WHO (World Health Organization) stanovila pocet lidi s nadvahou na 1,7 miliard,
z toho alespon 155 miliont déti s nadvahou nebo obezitou (Haslam et James 2005). Je alarmujici,
ze se pocet obéznich jedinct za poslednich dvacet let ztrojnasobil. Tato skutecnost se vztahuje na
vyspélé zemé jako nasledek tzv. zapadniho zplisobu zivota, tj. malo pohybu a velky pfijem
kalorické stravy (Hossain et al. 2007).

Nadvaha a obezita se znacnou merou podileji na rozvoji metabolického syndromu. Jako
metabolicky syndrom se oznacuje soubor symptomt asociovanych s inzulinovou rezistenci. U osob

trpicich metabolickym syndromem je vyssi pravdépodobnost vzniku diabetu druhého typu



(Laaksonen et al. 2002; Lorenzo et al. 2003) a poruch kardiovaskularniho systému (Isomaa et al.
2001; Wassink et al. 2007).

Soucasna kritéria klasifikace metabolického syndromu jsou zalozena na splnéni tii a vice
znasledné¢ uvedenych parametrii. Hodnoty krevniho tlaku >130/85 mmHg; glukézy méfené
nalacno > 11g/l; plazmovych triglyceridd > 15g/I; hodnota HDL (high-density lipoprotein)
cholesterolu < 4,5g/1 (muzi), < 5 g/l (Zeny); obvodu pasu > 102 cm (muzi), > 88 cm (Zeny). Jako
dals$i mozny parametr metabolického syndromu se nyni monitoruji vyssi hladiny nékterych
proteinti akutni faze, napt. C - reaktivniho proteinu (Virgin et Schmitke 2003).

U obézni populace dochazi ke zvySenému ukladani tuku zejména v podkozi abdominalni
oblasti. Z hlediska metabolického syndromu je vSak vyznamnéd zejména kumulace visceralni
tukové tkané (Bergman et al. 2006). V této souvislosti je uvadeéna tzv. portalni teorie, podle které je
za vznikem inzulinové rezistence a jejich doprovodnych komplikaci vysokd hladina volnych
mastnych kyselin putujicich pies portalni vénu z visceralni tukové tkané do jater. Nasledkem je
zvySend jaterni glukoneogeneza, redukce jaterni inzulinové clearence a vysledna inzulinova
rezistence (Kabir et al. 2005). Dochéazi k potlaeni vlivu inzulinu na glykogenolyzu,
glukoneogenezu a lipolyzu, k hyperglykémii, hyperinzulinémii a nealkoholické steatoze jater
(Fernandez 2007).

V plazmé pacientdl s inzulinovou rezistenci a diabetem druhého typu jsou béznym jevem
postprandialné zvysené hladiny triglyceridt, které ptispivaji k riziku vzniku aterosklerdzy a jinych
metabolickych onemocnéni. Zvyseni hladiny cirkulujicich triglycerid a volnych mastnych kyselin
ptispiva spolu se zménami v jejich metabolizmu ke komplikacim doprovazejicim obezitu
a metabolicky syndrom. Dochdzi ke zvySenému vychytavani a sekundarnimu ukladani tuk ve
tkanich, jako jsou napftiklad jatra ¢i kosterni svalstvo (Boden et Shulman 2002).

V kosternim svalstvu dochazi k rozvoji inzulinové rezistence, kterad se projevuje inhibici
inzulinem stimulovaného pfijmu gluko6zy bunkami a syntézy glykogenu mechanizmem zahrnujicim
intracelularni akumulaci diacylglycerolu. Inzulinova rezistence kosterniho svalstva piispiva k de

novo syntéze triglyceridt v jatrech a zvySuje tak jejich koncentraci v plazmé (Petersen et al. 2007).



Bylo prokédzéno, Ze zvysSené hladiny volnych mastnych kyselin mohou aktivovat
signalizacni kaskadu NF-kB (nuclear factor — kappa B). N&které z gent, jejichz transkripce je
aktivovana touto kaskadou, jsou zapojeny do tkané poskozujicich zanétlivych procesi. Patologicky
vysoké koncentraci mastnych kyselin se nepficitd pouze podil na inzulinové rezistenci jater
a kosterniho svalstva, ale ipodil v patogenezi onemocnéni kardiovaskularniho systému (Boden
2003).

Chronicka hyperglykémie, ktera je jednim z hlavnich, ale bohuzel ne jedinym z rizikovych
faktorti doprovazejicich DM (I. i II. typu), mimo jiné vede k formaci a kumulaci meziproduktt
a produktd pokrocilé glykace - AGEs (advanced glycation end products). Ty vznikaji
neenzymatickou reakci mezi volnymi —NH, skupinami proteind a glukézou (Zhang et al. 20006).

Vysledky studii napt. (Vlassara 2005) naznacuji tizkou spojitost mezi vysokymi hladinami
glykosilovanych proteint a produkci volnych kyslikovych radikaltt (ROS). Ty se podileji na vzniku
Cetnych chronickych diabetickych komplikaci, jako je napf. poskozeni cév na makro
i mikrovaskularni trovni. Pfedpoklada se, Ze mechanizmus vzniku volnych kyslikovych radikala se
rovnéz podili na aktivaci signaliza¢ni kaskady transkripcniho faktoru NF-kB (De Oliveira et al.
2005). NF-xB je ve své neaktivni formé piipojen k inhibi¢nimu proteinu IkB (inhibitor of
kappa B). Plsobeni volnych kyslikovych radikalti vede k jeho aktivaci odpojenim od inhibi¢niho
proteinu IkBa translokaci do jadra, kde spousti transkripei pfislusnych geni (Kabe et al. 2005).
A to vcetné genli prozanétlivych, které se poté podileji mimo jiné na chronickych komplikacich
diabetu.

Jak jiz bylo vyse zminéno, mastné kyseliny a gluk6za mohou spolu s dalS§imi nutrienty
pusobit jako univerzalni reguldtofi expresnich mechanizmti gent celé fady proteint, které
zpétnovazebné hraji dllezitou roli v jejich metabolizmu. B&hem poslednich nékolika let se
prokazalo, ze kontrola genové exprese za pomoci zminénych nutrienti a jejich metabolitt
predstavuje doplitkovy mechanizmus jiz zndmé hormonalni regulace bunééného metabolizmu
(Desvergne et al. 2006). To umoziuje buiikam rozsifit moznosti adaptacnich reakci na aktualné

kladené energetické naroky i na rozdilnost nabidky energetickych zdroju.



Pisobeni volnych mastnych kyselin na transkripcni faktory vazici se na DNA, jako jsou
PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) -a, -p a —y, pravdépodobné piedstavuje
molekularni zaklad mostu spojujiciho mastné kyseliny, glukozu a regulaci genové exprese (Duplus
et Forest 2002). Tyto regulacni molekuly vyskytujici se v jadfe mohou na zikladé¢ podnétu
lipidového charakteru kontrolovat fadu gend zapojenych do metabolizmu lipidi (Semple et al.
2006).

Posledni studie transkripnich mechanismti dale prokazaly pfitomnost na ligandu
nezavislych molekul pisobicich jako koaktivatory transkripce a nezbytnych pro aktivaci
transkripénich faktorti. V ptipad¢ transkripénich faktord PPAR se jedna o koktivatory PGC-1a
a -1P (Finck et Kelly 2006; Lin et al. 2005). Tyto molekuly jsou citlivé mimo jiné na zmény hladin
glukozy a mastnych kyselin a jsou zapojeny do jejich regulace. Je pravdépodobné, ze poruchy
v expresi a v signalizacni funkci PPAR/PGC mohou pftispivat ke vzniku hyperglykémie zavazné
zejména u diabetikil ¢i k rozvoji jaterni steatdozy nejen u obéznich lidi.

Pochopeni vztahi mezi mastnymi kyselinami, glukézou a transkripénimi faktory NF-xB
a PPAR jejich koaktivatory, je velmi diilezité. A to nejen u fyziologicky probihajicich procest, ale
zejména u patofyziologickych stavii. Moznost alespoii minimalniho ovlivnéni regulacnich
mechanismit na molekularni urovni by signalizovala optimisticky smér vyvoje terapie
multifaktorialné podminénych metabolickych chorob, k nimz obezita a diabetes mellitus patfi.
Nové poznatky by mohly pfispét k ozdravéni dnesni i nasledujicich populaci a soucasn¢ se

pozitivné odrazit snizenim nékladl na zdravotni péci.
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B. Literarni piehled

Bunéény metabolizmus je komplikovany déj kontrolovany na celé fadé urovni. Velice
dilezita je regulace na Grovni transkripce pomoci tzv. transkripcnich faktort, jejich koaktivatort
ajinych proteintt zasahujicich do transkripni aktivity, jako jsou napf. inhibi¢ni proteiny.
Nasledujici literarni prehled popisuje jednotlivé transkripéni faktory sledované v predkladané praci,
jejich koaktivatory a inhibitory, charakterizuje jejich zakladni vlastnosti a funkce v rtiznych
tkanich, ptipadné jejich ucast na vzniku riznych metabolickych, zanétlivych a nadorovych

onemocnéni.

B.1. Regulace metabolizmu na drovni transkrip¢nich faktori

Regulace na Grovni transkripce je fizena signaly, které reguluji jadernou expresi specifické
skupiny genti. Exprese genti kodujicich urcité proteiny je v eukaryotech vysoce organizovany
a propracovany proces. Je zivotn¢ dilezité, aby exprese specifickych gend probihala na
zaklade fyziologickych potfeb builkky v zévislosti na bunééném cyklu ¢i pisobeni signdla
z vn¢jsiho prostiedi. Nasledky disregulace mohou byt velice nebezpecné — zvysSena apoptdza Ci
nadorové bujeni.

Ve vétsineé eukaryotickych bun€k a bunécnych typech mnohobunééného organizmu se
vyskytuji obecné transkripéni faktory (GTFs; general transcription factors). Jsou potiebné pro
transkripci gent, piesné umisténi promotoru transkribovanych gend, rozvinuti DNA a ptfevedeni
iniciace transkripce do faze elongace RNA (Orphanides et al. 1996; Roeder 1996). Obecné
transkripcni faktory odpovidaji za bazalni metabolizmus buiiky. Geny na jejichz transkripci se
ucastni se nazyvaji provozni, zajist'uji bazalni bunécné pozadavky.

Transkripce mnoha gent vSak vyzaduje pfitomnost specialnich transkripénich faktord,
které se vazi na specifické sekvence. Jak jsou transkripcni faktory dtlezité je mozno potvrdit

vztahem mezi naruSenim jejich fyziologickych funkci a nékterymi vyznamnymi metabolickymi
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poruchami. Tyto transkripéni faktory maji tkanové a Casové urCeni, napomahaji pii bunécné
diferenciaci a jsou indukovatelné. Po napojeni na kliCovy promotor pomahaji s navazanim
zesilovacl transkripce, které se casto mohou nachazet az nékolik kilobazi daleko od promotoru
a indukuji aktivaci — vyjime¢n¢ inhibici — transkripce. Transkripce genli v buiice je pak vysledkem
kombinace plisobeni obecnych a specialnich transkripcnich faktori.

Kontrola metabolizmu, ktera v buiice probiha na tirovni transkripce, se maze délit do tfi
navazujicich déju:

1) déje v signalizacni kaskadé nad aktivaci transkripce, které zahrnuji ucCastnici se signaly
a jejich pfenos do jadra;

2) molekuldrni mechanizmy fizené transkripénimi faktory;

3) déje nasledujici transkripéni aktivaci, které jsou zavislé na tom, které geny byly
transkribovany a na dal$ich signalech, jejichz cilem je nastoleni dynamické rovnovahy v buiice.

Eukaryotické specialni transkripéni faktory bézné€ obsahuji jist¢ domény, které jednak fidi
navazani na specifickou DNA-sekvenci a také, po vazbé na zesilovace transkripce, umoziuji
seskupeni vsech potfebnych slozek transaktiva¢niho soukoli v blizkosti promotoru na zakladé
protein-proteinové interakce (Mitchell 1989). Podobnymi mechanizmy pisobi i represni domény
inhibitort, které v kone¢ném disledku vyvolaji sniZeni ¢i zastaveni ¢innosti transkripéniho aparatu
(Renkawitz 1990).

Transkrip¢ni faktory vSak nejsou jedinymi modulatory aktivace/inhibice transkripce. Stejné
dalezité jako transkripéni faktory jsou mnohé intermedialni proteiny a proteinové komplexy, tzv.
koregulatory, které mohou transkripénim faktorim navazanym na DNA pomoci zprostiedkovat
jejich signal. Tyto proteiny maji schopnost potla¢it — korepresory, nebo podpofit — koaktivatory
aktivitu genti regulovanych jadernymi receptory. (Dynlacht et al. 1991; Spiegelman et Heinrich
2004; Rosenfeld et al. 2006; Feige et Auwerx 2007).

Kofaktory jsou charakteristické schopnosti interakce se Sirokou Skalou rGznych
transkripcnich faktori a schopnosti vytvofit proteinovy komplex transkripéniho efektoru. Mnoho
signaliza¢nich kaskad ma za cil aktivaci kofaktort, ptikladem miize byt fosforylace CBP (CREB-

binding protein) po prijeti signalu zprostiedkovaného inzulinem, nebo PGC-1 (PPARy
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coactivator-1). Byly vSak také popsany alternativni signaliza¢ni drahy, které aktivuji koregulatory

nezavisle na pfitomnosti jakéhokoliv ligandu.

B.1.1. Transkrip¢ni faktory — jaderné receptory

Jaderné receptory jsou transkripcni faktory charakteristické dvéma dulezitymi vlastnostmi:
1) jsou aktivovany po navazani specifického ligandu,

2) vazi se pomoci DNA-vazebné domény na specificky responzivni element umistény v blizkosti
promotoru cilovych genti téchto receptor.

Ve strucnosti se da fici, ze hlavni funkci jadernych receptor v dané butice je upravit jeji
genovou expresi na zakladé signall ptijimanych ve formé specifickych ligandu.

Vyzkum v posledni dekadé odhalil tfi mechanizmy regulujici ¢innost jadernych receptort.
Jedna se o dostupnost heterodimerickych partnerd jadernych receptord, jejich posttranslaéni
modifikace a regulaci na trovni endogennich ligandt (Finck et Kelly 2006).

V nepftitomnosti ligandu mohou byt jaderné receptory navazany na korepresorovy protein,
ktery potlacuje jejich funkci. Korepresor je uvolnén pfitomnosti ligandu, nebo alternativni cestou
aktivace napf. fosforylaci,. Na jaderném receptoru se tak uvoni misto pro navazani koaktivatoru.
Vznikly komplex pak muize reagovat skomplexem iniciujicim transkripci. Korepresory
a koaktivatory zasahuji do fizeni transkripcnich dé&jt svoji schopnosti ovliviiovat stav chromatinu
acetylaci a deacetylaci histontl, piipadn¢ jejich metylaci.

Analyzy lidského genomu vedly k identifikaci 48 genti kodujicich jaderné receptory,
znichz kazdy dava vzniknout alesponn jedné receptorové izoformé. Na zakladé vazebnych
vlastnosti jejich specifickych ligandi jsou jaderné receptory déleny do ti skupin.

1) jaderné receptory s ligandami hormondalniho charakteru dohromady vytvareji nadrodinu
zahrnujici klasické steroidni receptory (androgeny, estrogeny, glukokortikoidy, mineralokortikoidy
a progesteronové receptory), tyroidni, retinoidni receptory, receptory vitaminu D a mnoho dalSich
popsanych v nedavné dobé. Jejich aktivace hraje klicovou roli v udrzovani endokrinni homeostazy

(Egea et al. 2000),
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2) tzv. orphan (siroti) receptory, které se vykazuji strukturnimi vlastnostmi
charakteristickymi pro jaderné receptory, dosud vSak nebyl identifikovan zadny jejich ligand
(Wang et al. 2003) a funkce nekterych téchto receptorti ziistava zatim neznama,

3) receptory pusobici jako senzory metabolizmu. Tyto receptory vazi substraty,
meziprodukty ¢i kone¢né vysledky metabolickych reakci, jako jsou mastné kyseliny, eikosanoidy
aoxysteroly. To znamend, Ze reaguji na aktudlni stav metabolizmu, a reguluji adaptaci
metabolizmu na mnoha urovnich. Do této skupiny patii receptory, jako HNF4a (hepatic nuclear
factor 4 o) a skupina PPAR (peroxisome proliferator activated receptor), a v metabolizmu
cholesterolu piisobici LXR (liver X receptor) a FXR (farnesoid X receptor) (Jump 2002).

Aktivované jaderné receptory navazané na DNA vazi na principu protein-proteinové
interakce obecné transkripéni faktory nebo faktory pisobici jako prostiednici — koaktivatory. Jedna
napt. RNA polymerazu (Warnmark et al. 2003).

Jako molekuly silné zapojené do metabolickych procesti a ontogeneze mohou jaderné
receptory predstavovat potencialni terapeutické cile u fady onemocnéni, napf. rakoviny, srde¢nich
onemocnéni, endokrinnich a metabolickych poruch (Kliewer et al. 2001; Chawla et al. 2001;

McDonnell et al. 2002).

B.1.1.1. Jaderné receptory rodiny PPAR

Pii prvnich pokusech s latkou zvanou klofibrat, vyvinutou za ucelem snizeni hladin lipidi,
byl u pokusnych zvifat zaznamenan nardst peroxisomid. Receptor aktivovany klofibratem byl
posléze klonovan a nazvan PPARa (NR1C1) (peroxisome proliferator-acivated receptor alpha)
(Thorp et Waring 1962; Hess et al. 1965; Issemann et Green 1990). Nasledn¢ byly identifikovany
jeho strukturni homologové PPARP/6 (NR1C2, NUCI, FAAR) a PPARy (NR1C3), rovnéz
kontrolujici expresi genl zapojenych do metabolizmu, ale na rozdil od PPARa bez schopnosti
indukce proliferace peroxisoml (Graves et al. 1992; Dreyer et al. 1992; Schmidt et al. 1992). Je

zajimavé, Ze si organizmus dokazal vytvofit citlivé regulovanou rovnovahu oxidace mastnych
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PARa (oxidace) a PPARy (ukladani lipidi) (Desvergne et al. 20006).

Vsichni ¢lenové PPAR podrodiny jadernych receptorti vytvareji heterodimery s RXR
(retinoid X receptor), které se vazi k responzivnim elementim PPRE (peroxisome proliferator
response elements) cilovych genti (Mangelsdorf et Evans 1995). Po navazani ligandu se k PPAR
pripoji koaktivatory, vétSinou organizované do velkych komplext. Vazba miize byt izotypoveé
zavisla. Zajist'uje tak specifitu aktivace cilovych genti (Surapureddi et al. 2002).

Jako ligandy PPAR mohou plsobit mastné kyseliny (zejména nenasycené) a nckteré
eikosanoidy odvozené od kyseliny arachidonové a linolenové (Gonzalez et al. 1998). Tyto
molekuly se vazi k jednotlivym PPAR s riznou afinitou. PPARa kromé mastnych kyselin, které
jsou jeho hlavnimi pfirozenymi ligandy, reaguje se syntetickymi hypolipidemickymi fibraty ¢i
amfipatickymi karboxylovymi kyselinami, herbicidy, antagonisty receptoru leukotrienu Dy
a dal$imi (Gonzalez et al. 1998; Reddy et Lalwai 1983). Jaterni PPARa je stimulovan za
stresovych podminek a v z&vislosti na cirkadialnich rytmech — reaguje na hladinu glukokortikoida
v plazmé (Lemberger et al. 1996).

PPARa je exprimovan ve tkanich s vysokym stupném oxidace mastnych kyselin jako jsou
jatra, hnéda tukova tkan, ledviny, srdce a kosterni svalstvo (Braissant et al. 1996; Auboeuf et al.
1997), dale v monocytech, cévnim endotelu a myocytech hladké svaloviny (Chinetti et al. 1998,
Inoue et al. 1998; Staels et al. 1998).

PPARp se vyskytuje ve vSech tkanich bez rozdilu, ve vysSich koncentracich pak v mozku,
ktzi a tukové tkani (Braissant et al. 1996; Inoue et al. 1998). I kdyzZ je o funkci tohoto typu PPAR
znamo méng, jsou jisté naznaky o jeho funkci pii implantaci embrya (Lim et al. 1999), diferenciaci
a proliferaci kize (Peters et al. 2000; Michalik et al. 2001; Tan et al. 2001), proliferaci
pre-adipocytl (Hansen et al. 2001) a jako modulatoru aktivity PPARa a PPARy (Jow et Mukherjee
1995; Shi et al. 2002). U mysi s nefungujicim PPARP byly pozorovany zmény kize a podkozi,
zmény souvisejici s myelinizaci a tvorbou tukovych zasob, zmény vytvareni placenty a zvySeni

embryonalni letality (Peters et al. 2000; Michalik et al. 2001; Barak et al. 2002).
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U lidi byly identifikovany tfi rizné PPARy mRNA oznacované PPARyl, PPARy2
a PPARY3 (Fajas et al. 1997; Fajas et al. 1998). PPARY2 je forma exprimovana témét vyhradné
v adipocytech, kde se pomoci interakce s jinymi transkripcnimi faktory, napt. ADD-1/SREBP-1c¢c
(adipocyte determination and differentiation-dependent factor 1/sterol regulatory element-binding
protein) ¢i C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein), podili na jejich diferenciaci (Auboeuf et al.
1997; Vidal-Puig et al. 1997; Tontonoz et al. 1994; Kim et Spiegelman 1996; Fajas et al. 1999).

PPARyl a PPARY2 se lisi pouze v jejich N-koncové oblasti. PPARy2 je delsi o 28
aminokyselinovych zbytkd (Fajas et al. 1997) a exprese mRNA je fizena alternativnim
promotorem. Obé¢ izoformy sdileji stejnou ligand-vazajici doménu (LBD) a jsou aktivovany
mastnymi  kyselinami s dlouhym fetézcem, prostanoidy a antidiabetickymi 1éCivy -
thiazolidinediony (Spiegelman et Flier 1996; Kubota et al. 1999; Kersten 2001). PPARyl je ve
vysoké mife exprimovan v tukové tkani, tlustém stifevé a bunkach krvetvorby, v malém mnozstvi
pak v ledvinach, jatrech, kosternim a hladkém svalstvu, slinivce a tenkém stievé (Auboeuf et al.
1997; lijima et al. 1998; Loviscach et al. 2000; Dubois et al. 2000). PPARY2 exprese je omezena na
bilou tukovou tkan. PPARy3 byl zatim detekovan zejména v tlustém stfevé a makrofazich
a adipocytech (Fajas et al. 1998).

Na modelech obéznich nebo diabetickych zvifat byla pozorovana suprafyziologicka
exprese PPARy (Edvardsson et al. 2006; Kajita et al. 2003; Schadinger et al. 2005). Rovnéz se
predpoklada jeho ucast na vzniku hepatosteatdzy u lidi (Nakamuta et al. 2005). PPARYy2 varianta je
dominantni u lipoatrofickych mysSi a vys$s$i exprese byla pozorovana v hepatocytech mysi po
ovlivnéni vysokou davkou kyseliny olejové a/nebo inzulinem (Gavrilova et al. 2003; Edvardsson et

al. 2006).

B.1.1.2. Koaktivatory jadernych receptoru

Neustale nalézame nové poznatky tykajici se zplsobt, jakym eukaryotické bunky fidi

vvvvvv

receptorovych podrodin mtize dochazet ke vzajemné interferenci v aktivaci transkripce. Uvazovalo
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se o moznosti existence limitujicich faktorti, o které by steroidni receptory navzajem soupefily,
a které by méli jisty vliv na funkci zesilovact (enhanceril) transkripce (Meyer et al. 1989; Bocquel
et al. 1989).

Existence limitujicich fakrorG byla pozdéji potvrzena a dnes jsou zndmé jako tzv.
koaktivatory transkripce. Jedna se o skupinu rdznorodych bunéénych faktorti, které ptisobi jako
transkripéni mediatory.

Koaktivatory mizeme délit z hlediska funkci v aktivaci transkripce. V prvni fadé jsou
adaptorovymi proteiny, které umoziuji spojeni aktivatort transkripce, vazajicich se na sekvencné
specificka mista DNA, s obecnym transkripénim mechanizmem.

Druhou funkci koaktivatorii je enzymatickou modifikaci (jedna se zejména o histonové
acetyltransferdzy a deacetylazy) ¢i remodelovanim meénit vlastnosti chromatinového vlakna, které
s riiznou intenzitou pusobi jako inhibitor pfistupu proteini k DNA (Grundstein 1997; Pazin et
Kadonaga 1997; Workman et Kingstone 1998; Brown et al. 2000).

Fyziologicka reakce bun¢k na rtizné stimuly mize byt rovnéz limitovana dostupnosti
koaktivatorovych proteinii potiebnych pro aktivaci jadernych receptorti fidicich transkripci
specifickych genti. Dobrym ptikladem charakterizujicim tento mechanizmus jsou koaktivatory
rodiny PPARy—1 (PGC-1) (Finck et Kelly 2006).

Seznam proteinil, které mohou piisobit jako receptor-interagujici faktory se v poslednich
dvou letech zna¢né rozrostl a zdaleka neni konecny. Dulezité je rovnéz zjisténi, ze i kdyz existuje
fada riznych koaktivatorovych komplexl, mnoho podjednotek se shoduje a jejich sestavovani
probihd podle urcitych pravidel. Bunka je tak zasobena stavebnimi bloky, které se do rtznych

komplexti kombinuji na zakladé okamzitych potieb.

B.1.1.2.1. PPARYy koaktivatory-1 (PGC-1)

Clenové rodinv PPARy—koaktivatorti plni svou tulohu v regulaci metabolizmu jako
koregulatory jadernych receptori reagujicich na nutricni podnéty kontrolou transkripce

odpovidajicich genti. PGC-1 patii mezi koaktivatory jejichz exprese je tkanové specificka a jejichz
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indukce probiha pouze v reakci na konkrétni signadly. mRNA téchto koaktivatorii se nachdzi ve
tkanich typicky vysokymi energetickymi naroky a s tim souvisejicim vys$sim poctem mitochondrii,
jako jsou srdecni svalovina, kosterni svalsto, hnéda tukova tkan, ledviny, jatra a mozek (Puigserver
et al. 1998; Esterbauer et al. 1999; Knutti et al. 2000). Na zaklad¢ zvySenych metabolickych naroki
je pak stimulovéana jejich exprese.

Tkéané¢ svysokymi energetickymi naroky samoziejmé vyzaduji zesileny piisun
oxidovatelného paliva a jeho utilizaci. V tomto ohledu se funkce PGC-1 realizuji v podobé¢ aktivace
exprese transportniho proteinu gukézy GLUT4 (glucose transporter) koaktivaci transkripéniho
faktoru MEF-2¢ (myocyte enhancer factor-2¢) v bunkach svalové tkané (Micheal et al. 2001). Je
pravdépodobné, ze se PGC-1 podili na glukoneogenezi v jatrech (Sapolsky et al. 2000), ¢i oxidaci
mastnych kyselin a ketogenezi (Lemberger et al. 1994). Jednémi z cilovych jadernych receptort
PGC-1 jsou ERRs (estrogen-related receptors). Clen rodiny ERRs - ERRa — je dilezitym
regulatorem mitochondrialni oxidativni fosforylace a oxidace mastnych kyselin. Navic zasahuje do
exprese NRF-1, NRF-2 (nuclear respiratory transcription factor-1 , -2) a PPARa, teoreticky tak
muze amplifikovat piisobeni jejich koaktivatoru - PGC-1a (Huss et al. 2002; Schreiber et al. 2003).

Z ligandi PGC-1 koaktivatora podilejicich se na regulaci jinych nez mitochondrialnich
metabolickych kaskad byly zatim identifikovany napt. HNF-4 (hepatic nuclear factor-4) (Rhee et
al. 2003) anebo FOXO1 (forkhead box O1) podilejici se na procesu glukoneogeneze (Puigserver et
al. 2003), MEF-2 (myocyte enhancer factor-2) zapojeny do transportu glukozy (Michael et al.
2001), SREBP-1 (sterol regulatory element binding protein-1) ovliviiujici lipogenezu (Lin et al.
2005) anebo Sox9 (sry-related HMG box-9) zapojeny do procesu chondrogeneze (Kawakami et al.
2005). Tyto transkripcni faktory s vyjimkou HNF-4 nejsou jadernymi receptory.

Kromé¢ interakci s vySe jmenovanymi receptorovymi i nereceptorovymi transkripénimi
faktory mohou PGC-1 koregulovat funkci dalsich jadernych receptort, napt. PPARa (Vega et al.
2000), PPARPB (Wang et al. 2003), GR (glucocorticoid receptor) (Knutti et al. 2000), THR (thyroid
hormone receptor), MR (mineralocorticoid receptor), receptory retinoidu (Puigserver et al. 1998),

FXR (farnesyl X receptor) (Zhang et al. 2004), PXR (pregnane X receptor) (Bhalla et al. 2004),
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LXR (liver X receptor) (Lin et al. 2005) a receptor estrogenu (ER) (Puigserver et al. 1998; Knutti et
al. 2000; Tcherepanova et al. 2000).

Na expresi gentl indukovanych koaktivatorem PGC-1 se muze podilet vice transkripénich
faktori v zavislosti na momentalnich metabolickych pozadavcich. Pfikladem je ,,naverbovani
PGC-1 jadernym receptorem PPARY a indukce UCP-1 (uncoupling protein-1) v hnédé tukové tkéani
v reakci na piisun vysoce energetické potravy (Vidal-Puig et al. 1996). Zatimco v ptipadé potieby
produkce tepla z diivodu podchlazeni je partnerem koaktivatoru tyroidni receptor (THR) (Himms-
Hagen 1990; Branco et al. 1999).

PGC-1 neni zapojen pouze do regulace energetického metabolizmu. Jeho schopnost
interagovat se steroidnimi receptory GR a MR naznacuje pravdépodobnost, Ze tento koaktivator
muzZe zasahovat i do reakci organizmu na stres (Sapolsky et al. 2000).

PGC-1 koaktivator obsahuje ve své struktufe celou fadu proteinovych domén, které mu
umoziiuji interakci s DNA vazebnymi transkripénimi faktory a efektorovymi proteiny signalizacni
kaskady. Na N-konci proteinu se nachazi doména bohata na aminokyselinu leucin, kterd umoziuje
na ligandu zéavislou vazbu s jadernymi receptory PPARa, GR a ER (estrogen receptor) (Vega et al.
2000; Tcherepanova et al. 2000; Knutti et al. 2001). Oblast reagujici s pantovou oblasti receptoru
PPARy a DNA-vazebnou doménou transkripéniho faktoru NRF-1 je pro zménu bohatd na prolin
(Puigserver et al. 1998; Wu et al. 1999; Puigserver et al. 1999).

N-koncova oblast PGC-1 koaktivatort reaguje senzymy s funkci histonové
acetyltransferazy, jako jsou CBP (CREBP-binding protein) a SRC-1 (steroid receptor
coactivator-1), kterd remodeluje chromatinové histony (Puigserver et al. 1999). Usnadni se tak
pfistup transkripéniho komplexu k cilovym genim.

Silnd transaktivaéni doména na N-konci PGC-1 slouzi jako misto pro navazani
transkripéniho komplexu RNA polymerazy II.

Na C-konci koaktivatoru se pak nachazi vazebné domény, napt. pro slozky spliceosomu

obsahujici domény bohaté na aminokyselinové zbytky serinu a argininu, které napomahaji urcit
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mista sestfihu primarniho transkriptu pre-mRNA pfi posttranskripénich modifikacich (Monsalve et

al. 2000).

.....

anasledn¢ iniciatniho komplexu RNA polymerazy II, elongacni faze 1 néaslednych

posttranskripénich uprav (Knutti et Kralli 2001).

B.1.1.2.2. Jednotlivi ¢lenové rodiny PGC-1

Jako prvni ¢len této rodiny byl popsan PGC-la, ktery plni roli koaktivatoru jaderného
receptoru PPARy v hnédé tukové tkani (Puigserver et al. 1998), ktera funguje jako termoregulacni
organ se schopnosti produkovat teplo netfesovou reakci rozptfazenim oxidativni fosforylace ve
velkém mnozstvi mitochondrii, které je pro tuto tkan charakteristické. Nasledoval objev dvou
dalsich pfibuznych koaktivatorii: PGC-1p, také nazyvany PERC (PGC-1-related estrogen receptor
coactivator), a PRC (PGC-1-related coactivator) (Andersson et al. 2001; Lin et al. 2002; Kressler et
al. 2002).

PGC-1a a PGC-1B jsou pfevazné exprimovany ve tkanich s vysokym stupném oxidace
a vysokymi energetickymi ndroky, jako jsou vySe zminéna hnédd tukova tkéan, déale srdec¢ni
a kosterni svalstvo (pomald vlakna). Jejich ptsobeni se tykda hlavné mitochondrialniho
metabolizmu (Puigserver et al. 1998; Lin et al. 2002; Wu et al. 1999; Kamei et al. 2003; St-Pierre
et al. 2003). PGC-1a se pak ve vyssich koncentracich nachazi jesté v mozku a ledvinach. K jeho
zvySené expresi v srde¢ni tkani dochazi zejména po porodu pii biogenezi mitochondrii a ptechodu
na ATP energetické zdroje z oxidace mastnych kyselin (Lehman et al. 2000), dale pfi zvySené
zatézi kosterniho svalstva (Goto et al. 2000; Baar et al. 2002; Terada et al. 2002; Terada et Tabata
2003; Pilegaard et al. 2003) a pfi hladovéni v srdci a jatrech (Lehman et al. 2000; Rhee et al. 2003).
V jatrech je exprese PGC-1la zavisla na transkripénim faktoru CREB — spekuluje se o moznosti
ucasti tohoto faktoru pii kontrole glukoneogeneze (Herzig et al. 2001). K expresi PGC-1 dochazi

rovnéz vlivem hladovéni, ale ne pfi ptisobeni chladu (Lin et al. 2002; Lin et al. 2003).
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Exprese a aktivita PGC-1a je indukovava celou fadou signalné vyse postavenych slozek
mnohych kaskad. Transkripce genu PGCIA vjatrech a hnédé tukové tkani je fizena
B-adrenergni/cAMP signalizac¢ni kaskadou (Puigserver et al. 1998). V tkani pficné pruhovaného
svalstva je to ptsobeni kalcineurinu A a CaMK (calcium/calmudolin-dependent protein kinase)
(Czubryt et al. 2003; Handschin et al. 2003; Schaeffer et al. 2004), nebo AMPK (AMP-activated
protein kinase) (Zong et al. 2002). p38 MAPK (mitogen activated protein kinase) aktivuje
a zvySuje stabilitu tohoto koaktivatoru (Puigserver et al. 2001; Knutti et al. 2001; Fan et al. 2004).
Rovnéz se spekuluje o tloze NO ve zvySovani oxidacni kapacity v mitochondriich (Finck et Kelly
2006). Inzulin piisobi pravdépodobné inhibicné na expresi genu PGCIA, ktera je potlacena ¢innosti
PKB (protein kinase B)/Akt (Daitoku et al. 2003).

Kromé fosforylace plisobi na aktivitu PGC-1a fada jinych posttranslacnich uprav vcetné
acetylace a metylace a vliv inhibi¢nich proteinti (Knutti et al. 2001; Rodgers et al. 2005; Teyssier et
al. 2005).

Pokusy s knokautovanim genu pro PGC-1a u mysi upevnily jeho ptedpokladanou pozici
v kontrole mitochondridlniho metabolizmu srde¢ni svaloviny. Doslo k mirnému sniZeni schopnosti
udrzovat homeostazu ATP a fosfokreatinu a odpovidavosti srdce na zatéz a stimulaci
B-adrenergnich receptorti (Leone et al. 2005; Arany et al. 2005). V kardiomyocytech transgennich
mysi, u kterych byla nadnormalni exprese PGC-1a pod vlivem kontroly promotoru spoustéjiciho
expresi genu pro té€zky fetézec a-myosinu, doslo ke zietelnému zvySeni biogeneze mitochondrii
a k nasledné kardiomyopatii a smrti zptisobené srde¢nim selhanim (Lehman et al. 2000). Pokusy na
mySich vystavenych vlivu dlouhodobé hypertenze prokazaly snizenou hladinu PGC-1la spolu
s expresi PPARa cilovych genii dulezitych pro oxidaci mastnych kyselin. Je tedy pravdépodobné,
ze PGC-1a ma roli v patogenzi srde¢niho selhani (Lehman et Kelly 2002; Finck et al. 2002).

V kosternim svalstvu se PGC-1a zvySené exprimuje pii kratkodobém i vytrvalostnim
cviceni u lidi (Pilegaard et al. 2003; Russell et al. 2003) i na mysich modelech (Goto et al. 200;
Baar et al. 2002; Terada et al. 2005; Taylor et al. 2005). U mysi s transgenné zvySenou expresi

PGC-1a se zvysil podil svalovych vldken typu I (tzv. pomalych, oxidativnich vlaknen), zvySenim
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mnozstvi myoglobinu a mitochondrii doslo k intenzivnéjSimu cervenému zabarveni svalové tkané
(Lin et al. 2002). Vyfazenim PGC-la z funkce genu snizilo pocet mitochondrii a respiracni
kapacitu pomalych svalovych vlaken Ve svalovych vldknech druhého typu zlstaly hodnoty beze
zmény (Leone et al. 2005).

Ve svalech se PGC-1a rovnéz podili na transportu glukdzy (exprese transportniho proteinu
GLUT4) (Michael et al. 2001) a na snizovani jeji oxidace. Aktivuje expresi kindzy, ktera
fosforyluje enzym pyruvat dehydrogendzu. Vysledkem je pokles fenosu pyruvatu do mitochondrii
(Wende et al. 2005).

Béhem hladovéni, kdy je produkce ATP zavisla na oxidaci mastnych kyselin, ketogenezi
a glukoneogenezi, se expese PGC-1a a PGC-1P koaktivatort v jatrech vyrazné zvysuje. Jejich
genova exprese je jinak na nizké urovni (Puigserver et al. 1998; Lin et al. 2003; Herzig et al. 2001;
Yoon et al. 2001). PGC-1a a PGC-1f aktivuji expresi cilovych gent jaderného receptoru PPARa,
zapojenych do oxidativni fosforylace. U experimentt snizujicich aktivitu PGC-1a doslo zaroven ke
snizeni exprese gent oxidace mastnych kyselin (Koo et al. 2004; Leone et al. 2005) a geni
glukoneogeneze (Koo et al. 2004). U PGC-1a knokautovanych mysi byla pifi kratkodobém
hladovéni zjisténa hypoglykémie (Lin et al. 2004).

Pfijjem diety s vysokym podilem tuki vede ke spusSténi funkce transkripéniho faktoru
SREBP (sterol responsive element binding protein) s PGC-1 jako koaktivatorem. SREBP je faktor
s kritickou ulohou v metabolizmu lipidl, véetné lipogeneze a sekrece lipoproteinl. ZvysSena
exprese PGC-1p tak muze vést ke zvysené tvorbé a sekreci triglyceridu jatry, hypertriglyceridémii
a hypercholesterolémii (Lin et al. 2005).

V diabetickych jatrech je stejné€, jako je tomu v piipadé hladovéni, siln€é zvySena aktivita
PGC-1a (Rhee et al. 2003; Puigserver et al. 2003; Herzig et al. 2001; Yoon et al. 2001). PGC-1a
mize prispivat ke vzniku inzulinové rezistence zvySovanim produkce glukézy jatry a inhibici
signalizace PKB/Akt kaskady (Koo et al. 2004). Zvysena exprese PGC-1a v B-buitkach pankreatu
potlacuje gluk6zou stimulovanou produkei inzulinu (Yoon et al. 2003). Na rozdil od spise

negativniho vlivu, jaky ma zvySend exprese PGC-la na jatra a pankreas, jsou jisté naznaky, Ze
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u svalové tkan¢ se chova z hlediska inzulinové rezistence spiSe protektivng, piikladem miize byt
aktivace exprese transportniho proteinu GLUT4 (Michael et al. 2001). Nadmérna exprese PGC-1J3
v buiikach kosterniho svalstva v pokusech provadénych na mysSich chranila pfed obezitou
a inzulinovou rezistenci (Kamei et al. 2003). PGC-1a. by mohl fungovat jako potencionalni
kandidat prevence ¢i 1é¢by mitochondridlnich dysfunkci, které jsou moznou pfi¢inou inzulinové
rezistence a metabolickych poruch (Wilson et al. 2004). Na druhou stranu vSak bylo zjisténo, ze
PGC-1la deficientni linie mysi jsou, navzdory snizené respira¢ni kapacité¢ svalovych mitochndrii
(Leone et al. 2005), do jisté miry chranény vici inzulinové rezistenci indukované dietou s vysokym
podilem tukt. Jedna se pravdépodobné o nasledek snizené produkce glukdzy jatry.

Nové poznatky tykajici se regulacnich molekul jako jsou PGC-1 koaktivatory umoziuji
lepsi pochopeni mnohych signaliza¢nich drah, kterymi organizmus reaguje a adaptuje se na zmény
vnéjsich podminek. Jako kli¢ové molekuly v energetickém metabolizmu mnohych tkéani
a potencionalni spojka s patogenezi onemocnéni jako je srdec¢ni selhani a diabetes predstavuji

¢lenové rodiny PGC-1 koaktivatort atraktivni cil budoucich terapii.

B.1.2. Transkrip¢ni faktor NF-xB

Inducibilni transkripéni faktory napomahaji organizmu zejména pomoci zmén v genové
expresi prizpusobit se vlivim okolniho prostiedi. Tyto zmény byvaji zpravidla rychlé a maji
dlouhodoby charakter. Jednim z klicovych faktori umoziujicich organizmu ptfizpasobit se
dynamice vnéjsiho zivotniho prostiedi je transkripéni faktor NF-kB (nuclear factor-kappa B)
(Hayden et Ghosh 2004). Poprvé byl tento transkripcni faktor popsan v souvislosti s transkripci
gent kddujicich k lehky fetézec B-lymfocytt (Sen et Baltimore 1986).

z evolu¢niho hlediska se jedna o velmi konzervativni protein nachazejici se prakticky ve

vvvvvv

jsou ty, tykajici se imunitniho systému. Po navazani ligand k takovym receptoriim, jako jsou

napfiklad receptory T- a B-lymfocyti, receptory pro TNF-a (tumor necrosis factor-a), CD40,
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rodina receptori Toll/IL-1R (inter leukin-1R) a mnoha dalSich, fidi expresi gend transkribujicich
cytokiny, ristové faktory a efektorové enzymy (Ghosh et al. 1998; Silverman and Maniatis 2001;
Li et Verma 2002; Bonizzi et Karin 2004). Nepodili se pouze na regulaci gent dilezitych pro
spravnou funkci imunitniho systému. NF-xB mé4 svou nepopiratelnou roli pifi diferenciaci
a fyziologii tkani kosti, prsni zlazy, kiiZze a centralni nervové soustavy.

Zatim jesSté nebyla zcela vyfeSena otazka, zda jsou vSechny tyto dosti riznorodé funkce
NF-kB transkripcni faktoru fizeny jednim obecnym mechanizmem, ¢i je k rtiznorodosti
transkripénich odpovédi Sitych na mirG jednotlivym organim zapotiebi riznych signalnich
podnétt. Na specifité plisobeni se podili i exprese Siroké palety riznych regula¢nich molekul
vcetné povrchovych receptord a existence hierarchie mezi jednotlivymi kinazami IKK (inhibitor of
kB kinase) a inhibi¢nimi proteiny IxB (inhibitor of kB) v riznych bunécnych typech (tyto proteiny
a jejich obecné charakteristiky budou probrany pozdégji v textu). Tato rGznorodost spolu s variaci
v NF-«B vazebnych mistech na DNA, které reaguji pouze se specifickymi homo- a heterodimery,
umoziuji buitkdm odpovidat na zmény pilisobici na organizmus pouze ve spravnou dobu

a spusténim exprese pouze v dané chvili potiebnych genti.

B.1.2.1. Clenové rodiny NF-kB/Rel

NF-«B neni oznaceni pro jediny protein, ale je to skupina homo- a heterodimera slozend ze
¢lent rodiny NF-kB/Rel: NF-kB1 (p50 a jeho prekurzor p105), NF-xB2 (p52 s prekurzorem p100),
c-Rel, RelA (p65) a RelB — jako jediny z této skupiny neni schopen tvofit homodimer (Siebenlist at
al. 1994; Ghosh et al. 1998). Podjednotky NF-kB1 a NF-kB2 mohou jesté vznikat, kromé z vyse
zminénych prekurzort, kotranslacnimi mechanizmy z vhodnych mRNA (Baldwin 2001). Dale sem
patfi virovy onkoprotein v-Rel, X-Rel u zaby rodu Xenopus a Dorsal, Dif and Relish faktory
u mouchy rodu Drosophila.

Clenové Rel rodiny sdileji vysoce konzervativni doménu RHD (Rel homology domain)
¢itajici 300 aminokyselin, nachazejici se v blizkosti N-konce proteinu, umoziujici dimerizaci,

vazbu na DNA, jadernou translokaci a vazbu inhibi¢niho proteinu IxB, ktery zakryva jaderny
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lokalizacni signal a vétSinou zadrzuje NF-kB v neaktivni formé v cytoplasmé (Siebenlist at al.
1994; Ghosh et al. 1998).

Nejcastéjsi aktivni formou heterodimeru je p50/p65, pripadné p52/p65, ale existuje
samoziejmé fada dalSich homo- a heterodimerii fidicich transkripci mnoha genti (Kopp et Ghosh
1995; Attar et al. 1997). Pouze RelA a cRel maji doménu jejiz navazani na DNA dava dostatecné
silny podnét pro zahajeni transkripce. Rel proteiny postradajici tuto doménu mohou ptsobit jako
silni inhibitofi transkripce (Senftleben et Karin 2002).

Studie provadéné na mysich s knokautovannymi geny pro jednotlivé ¢leny rodiny NF-xB
odhalily jejich rtzné funkce. MySi s nefunkénim genem pro RelA umiraly jiz béhem
embryonalniho vyvoje, ktery byl doprovazen silnou degeneraci a apoptdzou jater ucinkem
proapoptotického cytokinu TNF-o. Hepatotoxicky ucinek preruSeni NF-kB signaliza¢ni dréhy je
vazan zejména na obdobi embryonalni vyvoje. Inhibice této kaskady v jatrech je u dospé€lych
jedinct veelku dobfe tolerovana, ale celkové snizuje imunitni obranu hostitele a zanechava jedince
zranitelné vii¢i oportunnim infekcim (Lavon et al. 2000).

V jatrech, a napf. jest€é v synovialni tkéni, ma tedy NF-xB antiapoptotick¢ ucinky
(Miagkov et al. 1998). V jinych typech tkéni tomu ale mtze byt naopak. Jeho aktivace ma za
nasledek, kromé indukce AP-1 (activator protein-1), rovnéz produkci molekuly FasL - ligandu
receptoru Apo/Fas se siln¢ proapoptotickym u¢nikem (Kashibhatla et al. 1998). Akt (také nazyvany
PKB, protein kinase-B) spolu s PDGF (platelet derived growth factor) mohou piisobit jako signal
pro bunécné preziti inhibici NF-xB indukované aktivaci kaspazy-8 spoustéjici apoptdézu (Wang et
al. 1998; Romashkova et Makarov 1999).

U mysi postradajicich funkéni gen pro p50 nebo RelB doslo k ovlivnéni nékterych funkci
imunitniho systému, jinak u nich vyvoj probihal normalné. B-lymfocyty u téchto mysi vykazovaly
abnormalni reakci vii¢i mitogentim a produkci protilatek. RelB je navic dilezity pro spravny vyvoj
a diferenciaci dendritickych bun¢k a mutace postihujici gen pro RelB maji za nasledek poskozeni

antigenni prezentace.
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U mysi se soucasn¢ knockautovanymi geny pro p50/p52 doslo k poskozeni B-lymfocytt
a patologickym zménam v diferenciaci osteoklastl a k osteopordze. Stejny efekt vSak nebyl
pozorovan pokud byl nefunkéni pouze jeden gen ze zminéné dvojice. (Franzoso et al. 1997; lotsova
etal. 1997).

Homodimery p50 jsou nezbytné pro IL-1 indukovanou expresi kolagenazy synovialnimi
buitkami (Miyazawa et al. 1998). Homodimer p65 aktivovany trombinem reguluje expresi ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1) buitkami endotelu (Rahman et al. 1999). Oba proteiny, p50
1p65, maji svou ulohu v konstitutivni produkci IL-6 synovidlnimi fibroblasty, coz je
pravdépodobnou pfic¢inou rozvoje revmatoidni artritidy. Heterodimery téchto proteinil jsou intimné
zapojen¢ do aktivace prozanétlivych gent signalnimi molekulami IL-1 a TNF-a v lidskych
(Schottelius et al. 1999).

D4 se tedy fict, Ze vSechny proteiny této rodiny jsou viceméné nepostradatelné pro

spravnou funkci imunitniho systému.

B.1.2.2. Geny transaktivované NF-kB

NF-«B koéduje mnoho cilovych genii: cytokiny TNF-a, TNF-B (lymfotoxin), IL-2 (a jeho
receptor), IL-6, IL-8, podjednotku p40 IL-12, IF-y (Interferone y), IF-B (interferone ), G-CSF
(granulocyte colony-stimulating factor), M-CFS (monocyte colony-stimulating factor), GM-CSF,
MCP-1 (monocyte chemoattractant molecule-1), adhezivni molekuly VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1), ICAM-1, ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion molecule-1), E-selektin.
Dale koéduje proteiny imunoreceptori: k¥ lehky fetézec imunoglobulinti, TCR (T-cell receptor)
aaf, MHC (major histocompatibility complex) tfidy 1 a II, prekurzor sérového amyloidu A,
angiotensinogen, komplementovy faktor B a C4, transkripcni faktory cRel, p105, IxkBa, c-Mye,
stresem aktivované geny iNOS (inducible nitric oxide synthase), COX-2 (cyclooxigenase-2), PLA,

(phospholipase A,) a dalsi. Rel proteiny jsou zapojené do vytvaieni lymfoidni tkan€, produkce
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protilatek, izotypového presmyku, diferenciace, aktivace a proliferace B a T lymfocytt (Senftleben
et Karin 2002).

NF-«kB sehrava kritickou roli v regulaci apoptotickych procesti s dopadem na bunécnou
proliferaci, diferenciaci a tumorogenezi. Mezi antiapoptotické proteiny, jejichz genova exprese je
regulovana NF-xB, patfi napi. skupina proteini IAPs (inhibitor of apoptosis proteins);
antiapoptoticti zastupci rodiny Bcl-2 proteint, adaptorové molekuly TRAF (TNF-a receptor-
associated factor) a dalsi. Mezi transkripcnim faktorem NF-xB regulované proapoptotické
molekuly patii CD95 (death receptory Fas) a TRAIL-R1 a —R2 (TRAIL-receptor) a jejich ligandy,
napt. FasL a TRAIL (TNF-a related apoptosis inducing ligand).Dal§imi molekulami zapojenymi
do regulace apoptdzy jsou transkripéni faktory p53 a c-Myc a proapoptoticky protein Bcl-xS

(Kucharczak et al. 2003).

B.1.2.3. Aktivace NF-kB signaliza¢ni kaskady

Dtlezitym krokem ve stimulaci signaliza¢ni kaskady NF-kB je fosforylace kinazy IKK,
ktera nasledné fosforyluje inhibicni protein IxB. Uvolnéni a degradace IxB umozni dosud
inhibovanému transkripénimu faktoru pfesun do jadra, navéazani na specifickd mista v blizkosti
promotort cilovych gent a spusténi transkripce (Hayden et Ghosh 2004). Jednotlivé faze tohoto
komplexniho procesu budou podrobnéji probrany dale v textu.

K aktivaci signaliza¢ni kaskady transkripcniho faktoru NF-«xB dochazi v reakci buiiky na
infek¢ni produkty bakterii a vira (lipopolysacharidy), prostaglandiny, radiaci, cytokiny (IL-1, IL-2,
M-CSF, GM-CSF, TNFa, TNFf), mitogenn¢ piisobici molekuly (lektiny PDGF, estery forbolu),
ROS (reactive oxygen species), hyperglykémii, zvySené hodnoty FFA (free fatty acid), AGE
(advanced glycation end-products), signaly aktivujici T-lymfocyty, riistové faktory a dalsi
(Rothwarf et Karin 1999; Bacuerle et Baltimore 1988; Bacuerle et Henkel 1994; Siebenlist et al.

1994; Verma et al. 1995).
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B.1.2.3.1. IKK kindzy

Fosforylace inhibi¢niho proteinu IkB kinazou IKK (IxkB kinase) je nezbytnym krokem
vedoucim k degradaci IkB a aktivaci transkripcniho faktoru NF-xB. K fosforylaci IkB dochazi na
specifickych serinovych zbytcich na NH,-konci proteinu. Nésleduje jeho polyubikvitinace
a proteolytickd degradace. Volny NF-kB se pak v jadie vaze ke «B zesilovacim transkripce
a spousti transkripci cilovych gent.

IKK je velky proteinovy komplex skladajici se alespon ze tii katalytickych podjednotek
IKKa a IKKP (také nazyvanych IKK-1 a IKK-2) a regula¢niho dimeru IKKy , také nazyvaného
NEMO (NF-xB essential modulator) — toto seskupeni pfedstavuje nejcastéji se vyskytujici formu
IKK. Proteinové podjednotky sdileji zhruba 52% similaritu v aminokyselinovém slozeni
a podobnou strukturni organizaci (Shimada et al. 1999).

Hlavni roli v degradaci IkB a aktivaci NF-kB hraje podjednotka IKKp. IKKa je zase
nezbytna pro zkraceni prekurzorového p100 na jeho aktivni formu p52. IKKy/NEMO, i kdyZ sam
postrada kinazovou aktivitu, je nezbytny ke stimulaci NF-kB. K aktivaci IKK miize doji napf.
fosforylaci kindzou NIK (NF-kB inducing kinase). IKK miZze byt stimulovéna prozanétlivymi
cytokiny TNFa a IL-1. Co se tyka stimulace NF-«kB drahy prozanétlivymi signaly, aktivujici
jednotkou je IKKP (Delhase et al. 1999). Po pfijeti specifickych signalti buiikou ¢i pisobenim
uréitych latek dochézi k aktivaci IKK fosforylaci specifickych serinovych zbytki na aktivacni
smycce kazdé z podjednotek (Mercurio et al. 1997).

V hiearchii signaliza¢ni kaskady muze byt IKK aktivovana nadfazenymi kinazami, jako
jsou napt. NIK (NF-kB inducing kinase) a MEKK1 (MAPK/ERK kinase kinase 1) a IKK-ptibuzna
kinaza NAK (NF-kB-acitvating kinase), n¢kteti ¢lenové rodiny kindz PKC (protein kinase C)
a tada dalsich. (Lee et al. 1997; Tojima et al. 2000; Chio et al. 2004).

IKK je umisténa v klicovém misté signalnich drah mnoha typt tkéni (Aupperle et al. 1999).
V jaterni tkani mysi s knockoutovanym genem pro IKK( dochazi k apoptoze. Tento efekt je jesté
zesileny v pritomnosti prozanétlivého a proapoptotického cytokinu TNF-a (Li et al. 1999). U mysi,

u kterych byla knockautovana katalyticka jednotka IKKo, byla zaznamenana abnormalni
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morfogeneze. VysSlo totiz najevo, ze se tento protein podili na diferenciaci keratinocyti
a morfogenezi epidermis (Hu et al. 1999). IKKp je exprimovana v synovialnich bunkach a hraje
centralni roli v aktivaci NF-xB zprostfedkované signalnimi molekulami IL-1 a TNF-a a v expresi
prozanétlivych genti (Aupperle et al. 1999). Stejné tak tato podjednotka fidi aktivaci a transkripci
prozanétlivyh genii v lidskych monocytech a CD4 " T-lymfocytech.

Existuji jest¢ jiné kindzy nez IxB kinazy, ucastnici se aktivace NF-xB signalizacni
kaskady, u kterych je stejné jako u IKK jejich ptisobeni uskuteénéno fosforylaci. Patii sem napf.
NF-xB kinaza (Hayashi et al 1993), fosfoinositid 3-kinaza (Béraud et al 1999), MEK (MAP kinase)

kinaza (Hirano at al 1996), protein kinaza A (PKA) (Rabbi et al.1998) a dalsi.

B.1.2.3.2. Inhibi¢ni proteiny skupiny IxkB

Doposud byly popsany tfi hlavni inhibi¢ni IkB u savct (a, B, €). Jako proteiny zabranujici
vstupu aktivovaného transkripcniho faktoru do jadra rovnéz slouzi prekurzory nékterych Rel
proteinti. Byl také identifikovan IkB proteinu podobny Bcl-3 rovnéz s inhibi¢ni funkci (Siebenlist
et al. 1994; Baldwin 1996). Samotny NF-«B koduje transkripci skupiny proteini kB a tim zpétné
reguluje svou vlastni funkci. IkB vstupuje do jadra, kde oddéluje NF-kB od DNA a sam se na n¢j
navaze diky vzajemné vysoké afinit€¢ mezi a inhibi¢nim proteinem a transkripénim faktorem.
Navrat zpét do cytoplazmy je umoznén diky jaderné exportni sekvenci umisténé na IxB (Arenzana-
Seisdedos et al. 1997).

Inhibi¢ni proteiny, které striktn¢ zadrzuji inaktivni NF-xB v cytoplazmé dokud buiika
nepfijme patfi¢ny signal jsou IkBf a IkBe. V piipadé komplexu IkBa-NF-kB se ukazalo, ze
v nestimulovanych buiikach neni jeho cytoplasmatické umisténi statické a komplex se mize
presouvat mezi jadrem a cytoplasmou bez ohledu na stimulaci. Umisténi v daném okamziku je tak
vysledkem dynamického procesu, ve kterém dochazi ke stfidani vstupu do jadra na zakladé
jaderného lokaliza¢niho signalu NF-kB a rychlému vypuzeni zpét do cytoplasmy diky exportnim
jadernym signalim umisténym na inhibi¢nim proteinu IkBo (Arenzana-Seisdedos et al. 1997;

Johnson et al. 1999; Huang et al. 2000; Malek et al. 2001). Vhodna bunécna stimulace pak posune
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rovnovahu zruSenim tazné sily exportniho signalu kB ve prospéch jaderného lokalizacniho signalu
NF-kB.

IkBa se prednostné vaze k Rel doméné p50/p65 heterodimeru a p50 homodimeru
(u kterého nijak neomezuje vazbu na DNA) a je dulezity z hlediska docasné aktivace NF-kB,
zatimco proteolyza IkBf je asociovdna s dlouhodobéjsi aktivitou transkripce (Li et Nabel 1997).
Na prodlouzené aktivaci NF-kB po fosforylaci inhibi¢ni jednotky [kBf} se ¢aste¢né podili zpozdéni
jeji resyntézy po degradaci (Thompson et al. 1995).

IkBe se v endotelovych burnikédch vaze na p65, v mensi miie pak na c-Rel. Je tak patrné, ze
se funkce jednotlivych inhibi¢nich proteini v ridznych tkéanich navzajem piekryvaji, navic
v nékterych tkanich se vyskytuji pouze urcité formy IkB, coz dé€la z tohoto proteinu velmi zajimavy
cil moznosti 1écby nékterych onemocnéni, které maji spojitost s NF-kB signaliza¢ni kaskddou (viz.
dale).

Degradace inhibic¢nich proteinti IkB zavisi na jejich fosforylaci v N-regulacni oblasti,
nasledném navazani ubikvitinu a degradaci 26S proteasomem (Alkalay et al. 1995; DiDonato et al.

1995). Fosforylace a ubikvitinace maji nékteré spole¢né rysy. Ke spusténi obou téchto procesi

.....

reverzi téchto procest skupinou predem piipravenych fosfataz a deubikvitinaz. Jedna se o zakladni
procesy ptitomné u vSech eukaryontnich organizmu, uréené k proteinové modifikaci (Ben-Neriah
2002).

Po navazani ubikvitinu nedojde pouze k proteosomalni degradaci proteinti skupiny IxB, ale
rovnéz se preskupi a zkrati prekurzory NF-xB1/p105 a NF-kB2/p100 a vzniknou aktivni formy p50
a p52 (i kdyz se diive myslelo, Ze v ptipadé p105 dochazi k jeho zkraceni vyhradné soucasné s jeho
translaci) (Lin et al 1998). Podobné jako IxB proteiny jsou NF-kB prekurzory fosforylovany
pusobenim kinazy IKK. p105 ptisobenim IKKf (Ciechanover et al. 2001) a p100 zase plisobenim
IKKa (Senftleben et al. 2001). Mezi degradaci IkB a zkracovanim transkripcnich prekurzort vsak
existuje vyznamny rozdil, a tim je kinetika celé reakce. Zatimco proteolyza inhibi¢nich proteint je

kompletni béhem nékolika minut po stimulaci bunky, zména prekurzorii na jejich aktivni formy je
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otazkou nékolika hodin, a to i v pfipad¢ stimulované bunky. Divodem miize byt potieba zapojit do
fosforylace a ubikvitinace vice ucastnikl, nebo prib¢h reakei v takovych kompartmentech buiky,
ve kterych se lisi pfistup k enzymliim a regulatorim. Zpomaleni reakce mize mit také svij ptvod

v molekularnich vlastnostech samotnych prekurzort (Ben-Neriah 2002).

B.1.2.4. Spojitost signalizaéni kaskady NF-kB s nékterymi typy onemocnéni

Transkripéni faktory rodiny NF-«B tidi metabolické pochody, které jsou klicové pro
spravné fungovani celého organizmu. Je proto pochopitelné, Zze jakakoliv chyba ¢i odchylka
v jejich fyziologické funkci, at’ uz se jedna o preruSeni signalizacni kaskady a neuskute¢néni
aktivace transkripce potiebnych genii nebo naopak jejich aktivita v situacich, které si vyzaduji
nevs§imavost ke spoustécim signalim, mize vést v kone¢ném dusledku k vice ¢i méné zavaznym

porucham metabolizmu.

B.1.2.4.1. Oxidacni stres a NF-xB

Signalizacni kaskdda NF-xB je aktivovana celou Skalou fyzikalnich, chemickych
a biologickych udalosti, z nichz ty nejvyznamnéjsi se tykaji oxidacniho stresu a ptisobeni volnych
kyslikovych radikali (ROS) (Karin et Ben-Neriah 2000, Schreck et al. 1991). Pravdépodobnost
stimulace NF-xB v bunkach, které maji napt. zvySenou koncentraci H,O, (peroxid vodiku) je velmi
vysoka (Pande et Ramos 2003). Je mozné, ze ROS ovliviiuji stimulaci NF-xB na ne¢kolika mistech
aktivacni kaskady. Dochazi k oxidaci kli¢ovych mist kinaz fosforylujicich a aktivujicich kindzy
skupiny IKK, nebo jsou IKK ovlivnény piimo oxida¢né-redukénimi podminkami v bunice. ROS
ovliviiuji 1 transport aktivovaného NF-«kB do jadra (Yamamoto et Gaynor 2001; Collins et
Cybulsky 2001; Dalton et al 1999; Traenckner et al. 1995). TNF-a, ktery je znamy svou roli pii
aktivaci NF-kB indukuje peroxidaci lipidd v buikach vyvolavajici vznik oxida¢niho stresu
a stimulaci NF-xB (Bowie et al. 1997). Existuje n¢kolik inhibitori NF-xB aktivovaného

pusobenim oxida¢niho stresu. VétSinou se jednd o antioxidanty s funkci scavengert volnych
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radikald — glutation (Ozaki et al. 2002; Cho et al. 1998), N-acetyl-cystein (NAC) (Raju et al. 1994),
a-lipoova kyselina (Sen et al. 1998), PDTC (pyrrolidinedithiocarbamate) (Ferran et al. 1995;

Schreck et al 1992) a fada dalsich (Pande et Ramos 2005).

B.1.2.4.2. Zanétliva onemocnéni a NF-xB

NF-kB ma nepopiratelnou roli v onemocnénich, kde je hlavnim patologickym faktorem
chronicka zanétliva reakce jako jsou astma, revmatoidni artritida a idiopatické stfevni zanéty.
U onemocnéni jako jsou ateroskler6za, Alzheimerova nemoc a diabetes mellitus, ve kterych je
zanét zapojen jako jeden ze spoluplsobicich vlivd, byly zjistény zmény v regulaci NF-xB
(Yamamoto et Gaynor 2001).

Svou schopnosti transkribovat prozanétlivé geny hraje aktivace NF-kB/Rel centralni alohu
v prozanétliné genové expresi. K transkribovanym genim patfi pfinejmensim 27 rGznych
cytokini, chemokint, antimikrobidlnich peptidi a receptord zapojenych do antigenniho
rozpoznavani, jako jsou clenové MHC, proteiny zapojené v prezentaci antigenu a receptory
nezbytné pro migraci a adhezi neutrofili (Pahl 1999), jako jsou napt. E-selektin, VCAM-1
a ICAM-1. Naopak inhibice NF-kB omezuje adhezi leukocyt a jejich diapedézu (Chen et al.
1995).

Mezi cytokiny a enzymy, jejichz syntéza je fizena NF-xB patfi napiiklad TNF-a, IL-1[3,
IL-6 a IL-8, COX-2 ¢i iNOS, jejichz ¢innosti vznikaji NO a prostanoidy.

Diky studiim provedenych na transgennich mysich, jejichz T-lymfocyty postradaly NF-kB
signalni drahu se zjistilo, Ze NF-kB hraje dilezitou roli v hypersenzitivnich odpovédich pozdniho
typu (Aronica et al. 1999).

Zviteci modely potvrdily vyznamnou ucast NF-xB v patogenezi zanétlivé artritidy,
konkrétné v aktivaci synovialni kolagenazy (Han et al. 1998). Pokusy se selektivni aktivaci
specifickych ¢leni NF-kB rodiny pomoci aktivovaného IKKf vyvolaly v chrupavcité tkani

synovialni zanét s klinickymi pfiznaky artritidy (Tsao et al. 1997). Naopak intra-artikularni
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aplikace dominantné negativni formy adenovirového IKKp vedla k potlaceni priznakli synovitidy
(Tak et al. 1999).

Tkanové specificka aktivace NF-kB indukuje u zvifecich modelti tvorbu prozanétlivych
cytokinl v ledvinné tkani a naslednou glomerulonefritidu (Sakurai et al. 1996). ZvysSena aktivita
IL-2 u mysi, mé za nasledek zanét tlustého stieva (Yang et al. 1999).

Pokud se u mysi, u kterych bylo alergenem vyvoldno astma, zabrani aktivaci genu pro p50,
dojde ke zmirnéni negativniho plsobeni eosinofilnich granulocytli a snizeni produkce cytokini
IL-5 a chemotakticky ptsobicich cytokinti MIP-1a (macrophage inflammatory protein) a MIP-13
anaslednému hromadéni mononukleartt v misté infekce. Podobné vysledky byly zaznamenany
i v ptipadé inaktivace Rel-c — doslo ke sniZzeni hypersenzitivity, infiltraci eosinofily a sniZeni
sérovych hladin imunoglobulint tfidy E u mysi s alergenné-vyvolanym astmatem (Donovan et al.
1999).

V ptipadé lidskych typt onemocnéni, na kterych se vyznamné podili patologicka zanétliva
reakce, byla v mnoha pfipadech prokézdna zvysSend aktivace NF-kB indukujici transkripci gent
proinflamatornich cytokind, chemokinti, adheznich molekul, matrixovych metaloproteinaz,
cyklooxygenazy-2, inducibilni nitrid oxid syntazy a jinych.

Stejné jako u mysSich modeld artritidy byla i u ¢lovéka prokazana spojitost mezi zvySenou
produkeci prozanétlivych molekul synovialnimi buiikami a mononukleary a zvySenou transaktivaéni
¢innosti podjednotek p50 a p65 (Han et al. 1998). U pacientli s osteoartritidou i revmatoidni
artritidou je zvySena konstitutivni exprese IKKo a zejména IKK[B v buiikach izolovanych ze
synovie. Uginek tdchto kindz miize byt podstatné zesilen piisobenim cytokinti TNF-a. a IL-1.
Vysledkem aktivace a translokace NF-kB do jadra je transkripce gent pro IL-6, IL-8, ICAM-1
a kolagenazu-1 (Aupperle et al. 1999).

Podobné schéma ziejmé plati i v pripadé exprese cytokini a adhezivnich molekul
u zanétlivych onemocnéni dychacich cest, potvrzené biopsiemi bronchli u pacientl trpicich

astmatem, kde byl prokazan zvyseny presun aktivovaného NF-kB do jadra v epiteliich dychacich
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cest (Hart et al. 1998). NF-xB aktivuje transkripci chemokinu RANTES (regulated upon activation
normal T cell expressed and secreted), ktery je produkovan makrofagy plicni tkan€. Ten pak pisobi
chemotakticky na monocyty, T-lymfocyty a eosinofily, které se presouvaji do mista zanétu
a ucastni se tak zanétlivé reakce (Hiura et al. 1999). Nepopiratelny je podil NF-kB na produkci NO
plicni tkéni - u pacientl s astmatem byla zaznamenana jeho zvySena koncentrace ve vydechovaném
vzduchu (Kharitonov et al. 1994).

Na poskozujicim charakteru zanétu, ktery doprovazi infekci bakterii Helicobacter pylori, se
rovnéz podili epitelialni NF-kB. Existuje pfima korelace mezi po¢tem bunék se zvySenou NF-«B
transaktivaci a intenzitou gastritidy. Podobné je tomu v piipadé idiopatickych stfevnich zanétl,
mezi které patii napt. Crohnova nemoc ¢i proktokolitida (colitis ulcerosa), kdy makrofagy v lamina
propria vykazuji aktivaci p50, c-Rel a zejména p65. Terapie zamétena proti p65 snizuje produkei
proinflamatornich proteinii (Neurath et al. 1998). Steroidni 1éCba pacientil s idiopatickym stfevnim
zanétem vedla ke zlepSeni klinickych ptiznaki onemocnéni pravdépodobné inhibici NF-kB. Jeho
snizena aktivita byla potvrzena biopticky (Ardite et al. 1998).

Alespon ¢astecny vliv maji plisobky signaliza¢ni drahy NF-kB u nékterych onemocnéni
nervové soustavy a zanétlivych projevech asociovanych s aterosklerézou (Mattson et Camandola
2001; Collins et Cibulsky 2001). NF-xB je v bunkach endotelu cév aktivovan plsobenim
oxidovaného LDL-cholesterolu (Cominancini et al. 2000). Dochazi ke spousténi procesu
aterosklerdzy, pfichyceni a diapedéze monocyti pod endotel do cévni stény a k diferenciaci
monocytll na makrofagy. Aktivované makrofagy dale produkuji zanétlivé a rlstové faktory, které
indukuji proliferaci hladkého svalsta cévni stény a fibrotické tkané. UGast NF-kB na téchto
pochodech byla potvrzena (Bellas et al. 1995; Brand et al. 1996).

Alzheimerova mnemoc je charakteristickd intracelularnimi neuronovymi zménami
vznikajicimi jako nasledek hyperfosforylace tau-proteinu. Tento protein je ve zdravych neuronech
navazan na povrch mikrotubuld, kde se ucastni fizeni jejich Cinnosti. Hyperfosforylace vede
k odtrzeni jeho mikrotubularni domény a agregaci v tzv. NFT (neurofibrillary tangles) (Drewes

2004). V téchto strukturach navic dochazi k tvorbé tzv. AGEs. Hyperfosforylace tau-proteinu
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i hromadéni B-amyloidu a AGEs vede k aktivaci NF-«kB signalni drahy. Je znamo, zZe komponenty
NFT vyvolavaji tvorbu ROS, znamych aktivatort NF-kB. Jednim z cytokint, jejichz pfitomnost
byla potvrzena u pacientll trpicich Alzheimerovou chorobou je prozanétlivé pisobici IL-6
transkribovany NF-kB (Yan et al. 1995). Plaky vznikajici hromadénim B-amyloidu jsou obklopeny
reaktivnimi astrocyty produkujicimi prozanétlivé cytokiny véetné IL-13 a TNF-a a neurotoxicky
pusobici volné radikaly, jako je napt. NO vznikajici ¢innosti astrocytarni iNOS (Akama et al. 1998;
Akama et Van Eldik 2000). Dulezity je také fakt, Zze zvySena aktivace NF-xB byla pozorovana
pfedev§im v pocatecnich stadiich vznikajicich plakl, v pozdéjsich fazich doslo k vyraznému
zeslabeni funkce transkripcniho faktoru. Je tedy mozné, ze se NF-xB podili na iniciaci vzniku
neuritickych plakt a apoptdze neuronit béhem pocatecnich fazi onemocnéni (Yamamoto et Gaynor
2001).

Zvysena produkce volnych kyslikovych radikalid je povazovana ze jeden z hlavnich faktort
podilejicich se na patologickych ptiznacich doprovazejicich diabetes mellitus. Z periferni krve
pacientti trpicich diabetickou nefropatii je mozné izolovat mononukleary, které jsou pii
imunohistochemickém barveni siln¢ pozitivni na aktivovany NF-kB. Zaroven se vykazuji zvySenou
vazebnou aktivitou tohoto transkripcniho faktoru. Podani antioxidanti, jakym je naptiklad
a-lipoova kyselina, zfeteln€ snizuje aktivitu NF-kB v monokuklearech (Hoffman et al. 1999). ROS
maji u diabetickych pacientli rovnéz na svédomi poskozeni pankreatickych B-bunék — jeden
z klasickych ptiznaki doprovazejici inzulin-dependentni diabetes mellitus (IDDM, insulin-
dependent diabetes mellitus). Aplikace antioxidanti, jakym je N-acetyl-i-cysteinktery je

vvvvvv

k vyraznému zlepSeni.

B.1.2.4.3. DalSi typy onemocnéni

Vyzkum posledni let odhalil NF-«xB jako transkripcni regulator HIV (human
immunodeficiency virus). Byla objevena dvé NF-kB vazebna mista na LTR (long terminal repeat)

viru HIV, zapojena ve virové transkripci a replikaci (Alcami et al.1995).
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HTLV-I (human T-cell leukemia virus type 1) je lidsky retrovirus asociovany s ATL (adult
T-cell leukemia) a neurologickymi poruchami jako jsou myelopatie a spastické obrny (Yoshida
1995). Klicovym proteinem HTLV-I je tzv. Tax-protein, ktery ma stimulacéni efekt na urcité
Rel/NF-kB heterodimery na cytoplasmatické i jaderné urovni. Vysledkem je vyrazn€ zvySena
bunécna ¢innost a proliferace, které umozni naruseni kontrolnich bod bunééného cyklu a rozvoj
malignit (Mosialos 1997).

Dalsi viry vyuzivajici “sluzeb” NF-kB, podle vSeho kviili inducibilité tohoto transkripéniho
faktoru, jeho schopnosti regulovat bunécny cyklus, replikovat DNA a ovliviiovat pribéh apoptozy,
jsou nékteré herpes viry, jako napf. pivodce infekéni mononukleézy a nékolika typt lidskych
malignit EBV (Epstein-Barr virus) nebo HCMV (human cytomegalovirus). HBx protein skupiny
virt HBV (hepatits B virus) ma vliv na fadu traskripcnich faktort, véetné NF-xB. Inhibice NF-xB
znemoznuje viru HSV (herpes simplex virus) jeho replikaci (Patel et al. 1998).

Transkripcni faktor NF-kB se sice podili na antiapoptotickych pochodech, ale zaroven
hraje velmi dtlezitou roli v indukci apoptdzy (Barkett et Gilmore 1999). Piikladem aktivace
apoptotické bunécné smrti muze byt ptisobeni ROS béhem ischemie/reperfuze, které se da zmirnit
blokovanim NF-kB (Moerman et al. 1999). V nervovém systému pisobi v piipadé zranéni NF-xB
ve prospéch bunécného preziti zvysenou transkripei antiapoptotickych faktorti a antioxidanti.

Abnormality v regulaci kaskddy NF-«xB doprovazeji nezanedbatelné mnozstvi malignit.
(Rayet et Gélinas 1999). VétSinou se jednd o poruchy regulacnich a inhibi¢nich proteind
signalizac¢ni kaskady NF-kB. Vysledkem je pak nepfetrzita aktivace, ktera se vyskytuje v mnoha
ptipadech nadorového bujeni (Emmerich et al. 1999). Blokovanim apoptozy a fizenim bunécné
proliferace se NF-xB podili na tumorogenezi. NF-kB je aktivovan fadou onkoproteintl, vcetné
onkogenni formy Ras, nebo virdlnimi onkoproteiny, a je pravdépodobné, Ze je potiebny k Ras
vyvolané indukci bunééné transformace. Blokovani NF-«B tlumi chronickou myeloidni leukémii
zpisobenou vznikem fuzniho proteinem Bcer-Abl (Rayer et Gélinas 1999). U vice nez 90% pacientt
s akutni lymfoblastickou leukémii je prokazatelna trvald aktivace NF-kB (Kordes et al. 2000).

Konstitutivni aktivace NF-kB a zejména pak jeho antiapoptotického pisobeni mlize do znacné
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miry snizit ispéSnost chemoterapie a 1é¢by ozarfovanim (Wang et al. 1996), jeho inhibice zlepSuje
vysledky (Wang et al. 1999). Dalsi velmi diilezity faktor, ktery miize mit vliv na snizeni usp&snosti
chemoterapeutické 1é¢by, je zvySena exprese geni tzv. MDR (multi-drug resistance) proteint, do

jejichz transaktivace je NF-kB pravdépodobné zapojen (Zhou et al. 1997).

B.1.2.4.4. Terapeutické vyuziti inhibice slozek signalni cesty NF-kB

Vyse uvedené udaje identifikuji jednotlivé signalni slozky podilejici se na aktivaci
a inaktivaci NF-kB a samotny transkripcni faktor jako velmi slibné potencialni cile mnoha terapii.
Doposud dosazené vysledky u zvifecich modelli zkoumajicich exogenné zplsobené zmény
signaliza¢ni kaskddy NF-xB jsou velice slibné. Stale vSak zlstavaji jisté pochybnosti, zda je
vhodné si za cil terapie vybrat faktor, ktery je nezbytny pro fadu zékladnich funkci imunitniho
systému. Je logické, ze k pouziti inhibitort NF-kB, by se mélo pfikrocit jen pokud je to opravdu
nezbytné a za Gcelem kratkodobé 1é¢by, aby se zabranilo nepfiznivym vedlej$im u¢inkdim na
imunitni systém. Klasickym piikladem jsou vedlejsi ucinky doprovazejici dlouhodobou lécbu
glukokortikoidy, u kterych je znam jejich inhibi¢ni i€inek na NF-kB.

NSAID maji antipyreticke, analgetické a antitrombogenni u€inky, coz je v danych situacich
zaddouci. Zaroven ale puasobi nefrotoxicky a ulcerogenné na sliznici travici soustavy.
Glukokortikoidy, jako jsou napi. dexametason i prednisol, patii v soucasné dobé do jedné
z nejvyznaméjSich skupin 1€kti, pouzivanych k terapii celé fady zavaznych onemocnéni. Kromé
metabolickych efekti jako je mobilizace aminokyselin a mastnych kyselin a aktivace
glukoneogeneze v jatrech, maji glukokortikoidy silny protizanétlivy ucinek, tlumi naptiklad tvorbu
kyseliny arachidonové. Co se tyka pusobeni na NF-xB signalizacni kaskadu, glukokorikoidy
zvySuji miru exprese inhibi¢niho proteinu IkB a retenci transkripéniho faktoru v cytoplasmé
(Auphan et al. 1995; Scheinmann et al. 1995). Timto zpisobem mohou glukokortikoidy

kompenzovat rychlou degradaci inhibi¢niho proteinu IkBa v reakci na plisobeni napf. TNF-a, ¢i
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estery forbolu. Gkukokortikoidy navic soutézi s NF-kB o limitované mnozstvi koaktivatori CBP
a SRC-1 (steroid receptor coactivator) (Sheppard et al. 1998).

Rozsah negativniho ptisobeni glukokortikoidi je individualni, pro kazdého pacienta musi
byt vytvofena optimalni terapie. Dlouhodobé uzivani muze vést k fadé¢ negativnich vedlejSich
ucinkd jako jsou redistribuce tukové tkané, obezita (Zakrzewska et al. 1997; McMaster et Ray
2007), osteopordza (Robson et al. 2002) a jiné.

Mnoho latek rizného pivodu a G€inku pouzivanych pti 1é€bé zanétlivych onemocnéni ma
vliv na aktivitu NF-xB. Je napf. pravdépodobné, ze efekty kortikosteroidti, pouzivanych pii lécbé
urcitych onemocnéni jsou zprostiedkovany pravé diky inaktivaci NF-kB (Yamamoto et Gaynor
2001).

Latky nesteroidniho charakteru s obsahem kyseliny salycilové, jako napft. aspirin, ptisobi se
stejnym vyslednym efektem. Ovliviuji translokaci transkripéné aktivniho NF-kB do jadra tim, ze
inhibuji degradaci inhibi¢niho proteinu IxB pisobenim na IKK, ¢i na stupné lezici vySe
v signalizacni kaskad€. Aspirin pisobi jako kompetitivni inhibitor IKKf tim, Ze sniZzuje jeho
schopnost vazat ATP (Yin et al. 1998). Tohoto vysledku je vSak dosazeno pouze pii vysokych
koncentracich, ptisobeni neni totiz lokalné specifické. Vysoké koncentrace aspirinu maji diky jeho
antitrombotickému efektu (snizuje funkci COX-1 a produkei thromboxanu A; krevnimi destickami)
(Awtry et Loscalzo 2000) bohuzel neptiznivé vedlejsi ucinky, jako jsou zvysena incidence krvaceni
v gastrointestinalnim traktu a riziko mozkového krvaceni (Colwell 2006).

Rada studii potvrzuje, Ze transformované a proliferujici buiiky jsou vice nachylné k inhibici
proteasomil nez zdravé bunky (Adams 2002; Orlowski et al. 1998; Drexler 1997; Delic at al. 1998;
An et al. 1998). Inhibice proteasomového systému narusi rovnovahu fady regulacnich proteind,
spusti zastaveni bunécného cyklu ve fazich G;-S a G,-M a apoptotické pochody v buce.
Bortezomib, dfive znamy jako PS-341 ¢i MLN-341, je prvnim inhibitorem proteasomové aktivity,
ktery byl schvalen FDA (Food and Drug Administration) pro klinickou lé¢bu pokrocilého
mnohocetného myelomu (MM; multiple myeloma) (Rajkumar et al. 2005) (pro rozsalejsi piehled

ithibitort doporucuji ¢lanek Pande et Ramos 2005).
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Jiny zptsob jak ovlivnit patologické stavy zplsobené konstitutivni aktivaci NF-xB je
pouziti IkB mutantt, které jsou odolné proteasomové degradaci (Wang et al. 1996). Nasledkem je
zvyseni citlivost vii¢i TNF-a proapoptotickému ucinku (Van Antwerp et al 1996) a zvySena mira
bunécné smrti, ktera je ucelem chemoterapie a ozarovani.

Pro vyvoj specifickych terapii bude potieba nejprve ovétit, kteii clenové NF-kB/Rel rodiny
a slozky signaliza¢ni kaskady (inhibi¢ni proteiny IkB, IKK kindzy s rznym stupném tkanové
specifiky) se pifesné podileji jako kliCové faktory jednotlivych zanétlivych onemocnéni, jako je
IKKp v revmatoidni artritidé, p65 v idiopatickych stfevnich zédnétech a dalsi. Samoziejmé je velmi
dilezité zahrnout do uvahy jaky ucinek budou mit zasahy v ramci celého systému. Blokada
aktivace NF-kB mtize mit sice beneficni G¢inek v jednom typu tkané, potencialné vSak mize mit
cytotoxicky dopad na jatra, ve kterych inaktivace NF-kB spolu s pfitomnosti TNF-a ptisobi jako
silny proapoptoticky signdl - zvySend koncentrace TNF-a je klasickym doprovodnym ptiznakem
revmatoidni artritidy (Tak et Firestein 2001).

V ptipad¢€ vyvoje prostiedki, které budou schopny tkanove specificky kontrolovat regulaci
NF-kB signaliza¢ni kaskady, budeme moci u celé fady onemocnéni ovlivnit jiz jejich pocatecni
stadia zavisla na bunéénych faktorech jako je pravé NF-«B (Pande et Ramos 2005). Potlaceni
poskozujici zanétlivé reakce a zaroven zachovani fyziologické funkce bun¢k je zakladem a zaroven

cilem efektivni terapie.
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C. Cile dizertac¢ni prace

Cilem dizerta¢ni prace bylo rozsitit znalosti tykajici se vlivu vysokoenergetickych latek na
transkripéni faktor NF-kB a jeho inhibi¢ni protein IxB a na transkripéni faktor PPAR-y a jeho
koaktivator PGC-1, které¢ jsou cCleny vyznamnych zénétovych a metabolickych signalizanich
kaskadd. Vysokoenergetické¢ latky v naSem piipad€¢ predstavuji glukéza a mastné kyseliny,
konkrétné kyselina olejova, jejichz nefyziologické koncentrace maji prokazateln¢ patologicky vliv
na organizmus. U transkrip¢niho faktoru NF-xB byl do studie zapojen rovnéz vliv glykosilovaného
albuminu, zastupce tzv. Amadoriho produktii, které jsou davany do spojitosti se zavaznymi
civilizaénimi onemocnénimi.

Studie vlivu glukézy, kyseliny olejové a glykosilovaného albuminu na vySe uvedené
proteiny byla provedena na lidskych hepatomovych buitkdch HepG2 bez interferujicitho vlivu

hormonélniho ptisobeni.

Konkrétni cile studie zahrnuji:

1. Pomoci Western blottingu a imunoanalyzy stanovit vliv glykosilovaného albuminu na
transkripéni faktor NF-xB a jeho inhibi¢ni protein kB na zadklad¢ jejich bunécné lokalizace
cytosol/jadro;

2. Pomoci Western blottingu a imunoanalyzy stanovit vliv nulové, fyziologické a vysoké hladiny
glukdzy v pritomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na transkripni
faktor NF-kB a jeho inhibicni protein IkB na zaklad¢ jejich bunécné lokalizace cytosol/jadro;

3. Pomoci RT-PCR stanovit vliv nulové, fyziologické a vysoké hladiny glukézy
v pfitomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na transkripéni faktory
PPAR-yl a PPAR-y2 a koaktivatory PGC-1a a PGC-1p;

4. Pomoci inhibitoru translace cykloheximidu prozkoumat, zda je vliv nulové, fyziologické

a vysoké hladiny glukézy v pritomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na
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transkripcni faktory PPAR-yl a PPAR-y2 a koaktivatort PGC-1a a PGC-1f regulovan de novo
proteinovou syntézou;

5. Pomoci inhibitoru transkripce aktinomycinu D prozkoumat vliv nulové, fyziologické a vysoké
hladiny glukézy v pfitomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na stabilitu

mRNA transkripcnich faktord PPAR-y1 a PPAR-y2 a koaktivatorit PGC-1a a PGC-18.
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D. Materialy a metodika

D.1. Pouzité bunécné linie

Pro studii byla pouzita bunécna linie HepG2 (lidsky hepatocelularni karcinom, human
hepatoma cell line), bézné pouzivana v nasi laboratofi a pravidelné¢ kontrolovana na pfitomnost
kontaminujicich bakterii rodu Mycoplasma za pouziti RT- PCR (Real-Time Polymerase Chain
Reaction) podle Harasawy et al. (2005), ktera umoziuje detekci nékolika hlavnich druht tohoto
rodu soucasn¢. Bunky byly kultivovany podle doporu¢eni ATCC v médiich EMEM (Minimum
Essential Medium Eeagle), popiipadé DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) obohacenych
o 10 % FBS (Fetal Bovine Serum), 1 mM sodium pyruvat, 2 mM L-glutamin a 50 [U/ml
penicilin/streptomycin v humidnim prostiedi s 5% CO, atmosférou pfi teploté 37°C. VSechny

pokusy byly provedeny po dosazeni pfiblizn€¢ 80% konfluence.

D.2. Bunééna frakcionace

Soucasna laboratorni technika a metodiky umoznuji separovat a zkoumat jednotlivé
bunééné organely a molekuly. Bunka musi byt nejprve Setrnym zplUsobem rozbita, aby se
zachovaly jeji organely v relativné neporuseném stavu. Jemné mechanické techniky zahrnuji
postupy jako jsou homogenizace, rozbiti bunék pomoci ultrazvuku, protlaceni malym prostorem,
rozbiti pomoci pistu v dobfe tésnici tlustosténné nadobé, popiipadé perforaci plasmatické
membrany pouZzitim mirného detergentu. Nasledna centrifugace, ktera predstavuje nejb€znéjsi
postup separace bunééného homogenatu, pak oddéli bunééné slozky na zakladé jejich hustoty
a velikosti.

Proteiny klicové pro nasi praci vyzadovaly separaci cytosolové a jaderné frakce. Piiprava
cytosolovych a jadernych extrakti vychazejici z metody frakcionace podle Dignama (Mercier et
al., 1999) byla dale upravena. Bunécna peleta s pufrem pro separaci cytosolové frakce byla
protazena injekéni stiikackou, centrifugovana pii 12 000g a supernatant byl odd€len jako

cytosolova frakce. Po promyti byla peleta homogenizovana v pufru pro jadernou izolaci
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anaslednou centrifugaci pti 30 000g byla ziskana jaderna frakce. Ke kazdé frakci byl pfidan
Laemmliho pufr obsahujici B-merkaptoetanol a po 5 minutach v 95°C se 20 ug celkovych proteinti
nanaselo na 12% polyakrylamidové gely.

Ve vzorcich byla zméfena koncentrace proteinii metodou Bradfordové, zalozené na vazbé
barviva Coomassie blue na aminokyseliny. Pfipravené vzorky byly déale rozdéleny SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) a pfeneseny na nitrocelulézovou
membranu metodou Western-blotting. Detekce proteinli na membranéach probihaly prostfednictvim

chemiluminiscence.

D.3. Imunoblotting

Zakladnim principem imunochemickych metod je reakce specifické protilatky se
specifickym antigenem za vzniku komplexu, ktery je pak nasledné za pouziti riznych technik
mozno detekovat. Blotovaci metody kombinuji vysledek gelové elektroforézy a specifitu detekce
pomoci protilatky. SDS-PAGE d¢li jednotlivé proteiny podle tvaru, velikosti a ndboje. Pak jsou
pfeneseny (blotovany) na pevny nosi¢, nejcastéji nitrocelulézovou (NC) membranu (nebo jiné
membrany, jako napiiklad PVDF — polyvinylidene fluoride). Navazané proteiny jsou
v denaturovaném stavu a jejich vazebnad mista jsou zcela pfistupna pro specifické protilatky.
Vytvoii se komplex protein/primarni protilatka/sekundarni protilatka nesouci enzym (nejcastéji
HRP — Horseradish Peroxidase) rozkladajici vhodny substrdt za vzniku kvantifikovatelné
chemiluminiscenc¢ni reakce.

Pro elektroforetickou separaci proteinli cytosolové a jaderné frakce (nandseno 20 pg na
jamku) pomoci SDS-PAGE byly pfipraveny 10% nebo gradientové gely (gradient 7,5 — 15%).
Nasledoval Western-blotting na NC membranu (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
a detekce za pouziti krali¢i (rabbit) monoklonalni protilatky anti-NF-«B a anti-IkB (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) a sekundarni HRP-konjugované kozi (goat) protilatky anti-
rabbit IgG (Upstate, Dundee, UK; Cell Signaling Technology, Danvers, USA). Vzniklé prouzky na

membranach byly vizualizovany pomoci chemiluminiscencniho Western-blotting detekéniho
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systému (Sigma, St. Luis, MO, USA) a vyhodnoceny automatizovanou denzitometrii vyuzivajici

softwaru ChemiGenius System (Syngene, Cambridge, UK).

D.4. Kvantitativni RT-PCR (Real-Time Polymerase Chain Reaction)

RT-PCR, také nazyvana jako kvantitativni RT-PCR (QRT-PCR), je laboratorni technika
pouzivana soucasné¢ k amplifikaci a kvantifikaci cilové sekvence izolované DNA molekuly.
Zjistuje se tak pritomnost Ci absence urcité sekvence DNA molekuly ve vzorku a v piipade jeji
pritomnosti se stanovi pocet jejich kopii. Metoda sleduje obecny princip polymerazové fetézové
rekce s kvantifikaci po kazdém cyklu amplifikace, tzv. ,real time* aspekt. RT-PCR je Casto
kombinovana s reverzni transkripci dané mRNA. Vysledek umozni urcit frekvenci genové exprese
v urcité buiice ¢i tkani.

V nasi studii byla pomoci RT-PCR kvantifikovina exprese mRNA genti sledovanych
proteinti systémem Rapid Thermal Light Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Za
pouziti High Pure RNA Izolation Kit byla z 10° bunék izolovana celkovd RNA a naslednd
reverzn¢ transkribovana do cDNA podle protokolu Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche). Pro navrzeni primert byla pouzita NCBI (National Center for Biotechnology Information)
nukleotidova databaze a LightCycler Probe Desing Software. Primery byly vhodné navrzeny tak,
aby presahovaly exony kvili zabranéni vytvareni cDNA z genomické DNA. Syntézu primert
provedla firma Metabion International (Martinsried, Germany). Primery jednotlivych
stanovovanych slozek vcetné referencnich, tzv. housekeeping genti jsou uvedeny v tabulce 1.

Do sklenéné kapilary LightCycler jsme vlozili 20 pl reakéni smési skladajici se z FastStart
DNA MasterPLUS SYBR Green I (Roche), forward a reverse primert (0.5 pl kazdého) a 2 ul
reverzn¢ transkribovaného vzorku. Pro vylouceni amplifikace genomické DNA nebo vnéjsi
kontaminace reagencii, byla paraleln¢ s kazdou skupinou primerti provedena negativni kontrola bez
reverznich transkripti nebo bez cDNA templatu. Pro vyrovnani variability vstupniho mnozstvi
RNA, byly hodnoty mRNA kazdého vzorku normalizovany podle vnitinich referenc¢nich gent —

HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase), @ GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
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dehydrogenace), Cynu (Cyclophilin A) a B-aktinu. Kvalita PCR produkti byla dale potvrzena

analyzou kiivky tani a v inicialnich fazich experiment pomoci elektroforézy produktt amplifikace

v agarovém gelu s naslednou denzitometrii (ChemiGenius System, Syngene).

D.5. Statistické hodnoceni

Na proteinové urovni byly ziskané vysledky statisticky hodnoceny pomoci jedno- a dvou-

vybérového Studentova #-testu a pomoci programu SPSS verze 14. Kvantitativni real time PCR

stanoveni byla normalizovdna faktorem odvozenym z exprese ,housekeepingovych® gent

a statisticky vyhodnocena pomoci t-testu a testu ANOVA a post-hoc analyzy na 5% hlading

vyznamnosti.
Zkratka Forvard primer Reverse primer Typ Citace
AAAGAAGCCGACA |CTTCCATTACGGAGA .
PPARy1 CTAAACC GATCC TARGET Giusti et al.
2003
GCGATTCCTTCACT |[CTTCCATTACGGAGA .
PPARY2 GATAC GATCC TARGET Giusti et al.
2003
TGTGCAACTCTCT |TGAGGACTTGCTGAG .
PGCla GGAACTG TGGTG TARGET Staiger et al.
2005
GCTCTCCTCCTTCT |ATAGAGCGTCTCCAC .
PGC1p TCCTCA CATCC TARGET Staiger et al.
2005
GCATACGGGTCCT |ATGGTGATCTTCTTG
CynA GGCATCTTGTCC CTGGTCTTGC REF Kemp etal.
ACCACAGTCCATG |TCCACCACCATGTTG
GAPDH CCATCAC CTGTA REF Blanquart et al.
2004
HPRT GGACTf[}é(AjCGTCT CTTCGTGEEGGTCCTT REF B

Tab. 1: Seznam stanovovanych slozek a housekeepingovych genii pouzitych pro normalizaci
hodnot mRNA vzorkt
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E. Vysledky

E.1. Zavedeni metody frakcionace na cytosol/jadra

Transkrip¢ni faktor NF-xB se po ptisobeni vhodného stimulu odpoji od svého inhibi¢niho
proteinu IkB a presouva se do jadra, kde spousti transkripci pfislusnych genil. Jednim z mnoha
stimulG aktivujicich tento transkripcni faktor je oxidacni stres. Pro ovéfeni funkcnosti nove
zavadéné metody bunééné frakcionace na cytosol a jadra byly buiiky vystaveny ptisobeni 150 uM
H,0; po dobu 15, 30 a 60 minut a porovnany vuci neovlivnéné kontrole (0 minut). Detekce
jaderného histonu H4, vysoce konzervativniho proteinu, tvoficiho ¢ast nukleosomu, potvrzuje
odd€leni cytosolové a jaderné frakce. Obr. 1 vlevé ¢asti znazornuje presun aktivovaného
transkripéniho faktoru NF-kB do jadra, kde spousti transkripci oxida¢nim stresem indukovanych

gend, v pravé ¢asti je zobrazena detekce histonu H4.

S 07153060 0" 15"30°60° S 07153060 0" 15" 30°60°
cytosol jadra cytosol jadra

Obr. 1:
Leva ¢ast znazornuje piesun aktivovaného transkripéniho faktoru NF-xB do jadra vlivem ptisobeni
150 uM H,0,. Prava ¢ast detekci histonu H4. S —marker molekulové hmotnosti.
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E.2. Stanoveni vlivu glykosilovaného albuminu na transkrip¢ni faktor NF-xB a jeho

inhibi¢ni protein IkB na zikladé jejich bunécné lokalizace cytosol/jadro

Po dosazeni 80% konfluence HepG2 v kultivaénim mediu obsahujicim 10% FBS byly
burniky vystaveny piisobeni 500 pg/ml glykosilovaného albuminu v kultivaénim médiu s 1% FBS
po dobu 30 minut a 4 hodin. Kontrolu piedstavuji vzorky ovlivnéné BSA (bovinni sérovy albumin)
o koncentraci 500 pug/ml v 1% FBS mediu a bunky kultivované pouze v mediu s 1% FBS 30 minut
a 4 hodiny. Grafy 1 a 2 znazoriiuji zmény v distribuci proteini IkB a NF-xB v cytosolové a jaderné

frakci. Zména je vyjadiena pomoci podili naméfenych hodnot jaderné/cytosolové frakce — j/c.
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Graf 1: Zmény v distribuci inhibi¢niho proteinu IkB v bunétnych kompartmentech po 30
minutovém a 4 hodinovém ovlivnéni glykosilovanym albuminem. Buniky byly vystaveny ptisobeni
glykosilované¢ho albuminu 500 pg/ml a bovinniho sérového albuminu 500 pg/ml; hodnoty
naméfené ve vzorcich bez obou téchto latek slouzi jako kontrolni hodnoty (100%). j — jaderna
frakce, ¢ — cytosolova frakce, K — kontrola, BSA — bovinni sérovy albumin, GA — glykosilovany
albumin; chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku, * pfedstavuje signifikantni zménu
vuci kontrole za pouziti jednovyberového t-testu (p < 0,05); + predstavuje signifikantni zménu
mezi hodnotami naméfenymi ve vzorcich po 30 minutovém a 4 hodinovém ovlivnéni za pouziti
dvouvyberového ¢ - testu (p < 0,05).
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Pro statistickou analyzu zmén v proteinové distribuci u vzork ovlivnénych bovinnim

sérovym albuminem (BSA) a glykosilovanym albuminem (GA) vuci kontrole (K) a vzorkl

ovlivnénych glykosilovanym albuminem (GA) vici vzorkim ovlivnénych BSA byl jako test

zvolen jednovybérovy Studentlv #-test. Pro hodnoceni zmén v zévislosti na délce ovlivnéni (30

minut vs. 4 hodiny) pak dvouvybérovy Studentiv #-test.
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Graf 2: Zmény v distribuci transkripcniho faktoru NF-xB v bunéénych kompartmentech po 30
minutovém a 4 hodinovém ovlivnéni glykosilovanym albuminem. Buiiky byly vystaveny ptisobeni
glykosilovaného albuminu 500 pg/ml a bovinniho sérového albuminu 500 ug/ml; hodnoty
naméfené ve vzorcich bez obou téchto latek slouzi jako kontrolni hodnoty (100%). J — jaderna
frakce, ¢ — cytosolova frakce, K — kontrola, BSA — bovinni sérovy albumin, GA — glykosilovany
albumin; chybové usecky ptedstavuji smérodatnou odchylku, * pfedstavuje signifikantni zménu
viéi kontrole za pouziti jednovyb&rového #-testu (p < 0,05); + predstavuje signifikantni zménu
mezi hodnotami naméfenymi ve vzorcich po 30 minutovém a 4 hodinovém ovlivnéni za pouziti
dvouvybeérového #-testu (p < 0,05).

V piipadé¢ inhibi¢niho proteinu IkB nebyla pozorovana zadna signifikantni zména
distribuce ve sledovanych bunéénych kompartmentech (viz. Graf 1). V piipadé transkripcniho

faktoru NF-kB (Graf 2) doslo ke snizeni naméfenych hodnot tohoto proteinu v jadfe u bunék
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ovlivnénych BSA v ¢asovém intervalu 30 minut vici kontrole o 18,3 % (p < 0,05). Dale byla
zaznamenana zmeéna po Ctyfthodinovém ovlivnéni glykosilovanym albuminem, a to snizeni vyskytu
transkripéniho faktoru v jadie o 34,4% vuci kontrole (p < 0,05) a 32,9% (p < 0,05) viéi hodnoté

stanovené po 30 minutovém plsobeni glykosilované¢ho albuminu.

E.3. Stanoveni vlivu nulové, fyziologické a vysoké hladiny glukézy
v pritomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na transkrip¢éni
faktor NF-xB a jeho inhibi¢ni protein IxB na zikladé jejich bunécné lokalizace

cytosol/jadro

V kultivaénim médiu obsahujicim 10% FBS byly HepG2 buitkky po dosazeni 80%
konfluence vystaveny pusobeni kyseliny olejové o 300 uM koncentraci (OL3) v pfitomnosti
nulové — (OL30), fyziologické — 5,5 mM (OL3) a vysoké — 30 mM (OL3G) hladiny glukézy
v kultivaénim médiu obsahujicim 1% FBS. Zvolené ¢asové intervaly byly 30 minut a 4 hodiny.

Zvysena koncentrace glukozy a mastnych kyselin se u diabetickych pacienti podili na
oxida¢nim stresu a vzniku ROS (volné kyslikové radikaly). To vyvolava aktivaci signalizacni
kaskddy NF-xB. Ve vzorcich HepG2 ovlivnénych soucasné kyselinou olejovou a riiznou
koncentraci glukézy byla sledovana t€mito nutriety indukovand zména aktivity transkripéniho

faktoru NF-kB a jeho inhibi¢niho proteinu IkB.
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Graf 3: Vliv rizné koncentrace glukozy (0; 5,5; 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti kyseliny
olejové (300 uM) na zmény v distribuci inhibi¢niho proteinu IkB v bunéénych kompartmentech po
30 minutach a 4 hodinach ovlivnéni. K — kontrola, ¢ — cytosolova frakce, j — jaderna frakce, OL3 —
kyselina olejova 300 uM, OL30 — kyselina olejova v pfitomnosti nulové glukézy, OL3 — kyselina
olejova v pritomnosti fyziologické glukézy, OL3G — kyselina olejovd v pfitomnosti vysoké
glukézy. Chybové tsecky piedstavuji smérodatnou odchylku, * ptedstavuje signifikantni zménu
viéi kontrole za pouziti jednovyb&rového z-testu (p < 0,05); + piedstavuje signifikantni zménu
mezi hodnotami naméfenymi ve vzorcich po 30 minutach a 4 hodinach ovlivnéni za pouziti
dvouvyberového #-testu (p < 0,05).

Zmeény v lokalizaci sledovanych proteinti v bunéénych kompartmentech byly vyjadfeny
pomoci poméru zjisténych hodnot v jaderné a cytosolové frakci — j/c, stejné jak tomu bylo
v ptipad¢ sledovani vlivu glykosilovaného albuminu.

Pro statistické zhodnoceni zmén v jaderné/cytosolové lokalizaci byl pouzit jednovybérovy
a dvouvybérovy Studentiv #-test na 5% hladiné signifikace. Graf 3 znazoriiuje zmény
v pfipravenych j/c frakcich u inhibi¢niho proteinu IxkB, Graf 4 (viz. nize) pak zmény

u transkripéniho faktoru NF-kB.
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Graf 4: Vliv rizné koncentrace glukozy (0; 5,5; 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti kyseliny
olejové (300 uM) na zmény v distribuci transkripéniho faktoru NF-kB v bunéénych
kompartmentech po 30 minutach a 4 hodinach ovlivnéni. K — kontrola, ¢ — cytosolova frakce, j —
jaderna frakce, OL3 — kyselina olejova 300 uM, OL30 — kyselina olejova v pfitomnosti nulové
glukézy, OL3 — kyselina olejova v pritomnosti fyziologické glukozy, OL3G — kyselina olejova
v ptitomnosti vysoké glukozy. Chybové usecky piedstavuji smérodatnou odchylku, * piedstavuje
signifikantni zménu vic¢i kontrole za pouziti jednovybérového #-testu (p < 0,05); + predstavuje
signifikantni zménu mezi hodnotami naméfenymi ve vzorcich po 30 minutich a 4 hodinach
ovlivnéni za pouziti dvouvybérového #-testu (p < 0,05).

Pomoci provedenych statistickych hodnoceni nebyla zjisténa zadna vyznamnd zména
u inhibi¢niho proteinu IkB signalizujici jeho jadernou translokaci a inhibici transaktivacnich
vlastnosti NF-kB. V ptipadé transkripéniho faktoru NF-kB byl zaznamenan signifikantni rozdil

48%; (p < 0,05) mezi vzorky vystavenymi piisobeni nulové a fyziologické koncentrace glukézy

v pritomnosti kyseliny olejové po dobu 30 minut.

E.4. Stanoveni vlivu nulové, fyziologické a vysoké hladiny glukozy
v pritomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na transkrip¢ni

faktory PPAR-yl a PPAR-y2 a koaktivatory PGC-1a a PGC-1
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Na bunikdch HepG2, které dosahly 80% konfluence, byl pomoci RT-PCR na firovni mRNA
sledovan vliv rizné koncentrace glukozy (0, 5,5 a 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti/absenci
300 uM kyseliny olejové na PPAR-y1, -y2, a jejich koaktivatory PGC-1a a -1. Jako kontrolni byly
pouzity hodnoty namétené v buitkach ovlivnénych normalni glukézou (5,5 mM) s absenci kyseliny
olejové (Gn).

Graf 5 znéazoriiuje zmény v expresi mRNA pro PPAR-yl, -y2, a jejich koaktivatory
PGC-la a -1PB, detekované v bunikach 30 minut od pocatku experimentu. V Grafu 6 zmény
zaznamenané po 4 hodinach. Na konci 30 minutové periody doslo k signifikantnimu zvySeni
exprese genu pro PGC-1a v podminkach nulové glukézy spolu s absenci kyseliny olejové (GO) -
123% kontrolni hodnoty; (p < 0,05). U bunék inkubovanych za podminek nulové glukozy
v pritomnosti kyseliny olejové bylo namétfeno témér signifikantni sniZzeni exprese v porovnani

s buitkami GO; (p < 0,062).

* t-test, vliv glukézy, proti Gn = 1
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Graf 5: Vliv rizné koncentrace glukézy (0; 5,5; 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti/absenci
kyseliny olejové na relativni expresi sledovanych genti v HepG2 bunkach po 30 minutové inkubaci.
Gn - normalni gluk6éza, OGn — normalni glukéza a 300 uM kyselina olejova, GO — nulova glukoza,
OGO nulova glukéza a 300 uM kyselina olejova, Gv — vysokd glukdéza, OGv - vysoka glukoza
a 300 uM kyselina olejova. * oznacuje signifikantni zmé€nu mezi vzorky pii pouziti t-testu (p <
0,05) proti normalni gluk6ze (Gn); m oznacuje signifikantni zménu mezi vzorky pfi pouziti ¢-testu
(p <0,05) pro zjisténi vlivu kyseliny olejové na zménu exprese, OG0/G0, OGn/Gn, OGV/Gv.
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Dale v ptitomnosti 300 pM kyseliny olejové doslo k signifikantnimu zvySeni mRNA
hladin PGC-1B v prubchu kratsi inkuba¢ni doby (30 minut), a to 134% kontrolni hodnoty (Gn)
u bungk inkubovanych v nulové glukéze (OGO), 160% kontrolni hodnoty u bun¢k inkubovanych
v mediu s normalni koncentraci glukézy (OGn) a 160% u bun€k inkubovanych v podminkéach
simulujicich hyperglykémii (OGv), (p < 0,05) (viz. Graf 5).

Inkubace bunek v médiu s kyselinou olejovou méla za nasledek signifikantni zvySeni
hladin mRNA koaktivatoru PGC-1 u vSech sledovanych hodnot glukézy — OGn vic¢i Gn vzrast
0 60%; OGO vici GO vzrist o 37%; OGv vaci Gv vzrust o 72%; (p < 0,05). V pribéhu 30
minutové inkubace nebyly zaznamenany zddné zmény v hladinach mRNA u PPAR-y1 a -y2.

U dat ziskanych zpracovanim bunék vystavenych 4 hodiny pusobeni definovanych
podminek byl pomoci #-testu definovan vliv rizné koncentrace glukézy a ptfitomnosti/absence

oleatu (viz. Graf 6).
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Graf 6: Vliv rizné koncentrace glukozy (0; 5,5; 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti/absenci
kyseliny olejové (300 uM) na relativni expresi sledovanych gent v HepG2 bunkach po 4 hodinové
inkubaci. Gn - normalni gluk6za, OGn — normalni glukéza a 300 uM kyselina olejova, GO — nulova
glukoza, OGO nulova glukéza a 300 uM kyselina olejova, Gv — vysoka glukoza, OGv - vysoka
glukdza a 300 uM kyselina olejova. * oznacuje signifikantni zménu mezi vzorky pfi pouziti ¢-testu
(p < 0,05) pro zjisténi vlivu glukézy na zménu exprese; G0/Gn, OG0/OGn, Gv/Gn, OGv/OGn;
m oznacuje signifikantni zménu mezi vzorky pfi pouZiti #-testu (p < 0,05) pro zjisténi vlivu kyseliny
olejové na zménu exprese, OG0/G0, OGn/Gn, OGV/Gv.
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Pii sledovani vlivu glukozy byly v ptipadé PPAR-yl nameéfeny signifikantni zmény
u vSech sledovanych vzorkti, GO vi¢i Gn vzrist 42%; OGO vici OGn vzrast 32%; Gv vici Gn
pokles o 8%; OGv vuci OGn pokles o 10%; (p < 0,05).

U PPAR-y2 nebyly, stejn¢ jako u 30 minutové inkubacni periody, naméteny zadné
signifikantni zmény v hladinach exprese v souvislosti s testovanymi podminkami.

V piipadé koaktivatoru PGC-la byly zmény zplsobené rtznou koncentraci glukozy
definovany jako signifikantni v ptipadé Gn/GO — vzrist exprese o 63% a Gn/Gv — vzrist o 25%j;
(p < 0,05).U druhého sledovaného koaktivatoru PGC-1p byl naméten signifikantni pokles v expresi
v piipad¢, Ze sledovanou veli¢inou byla koncentrace glukoézy v médiu a to u vzorkt kultivovanych
v pritomnosti kyseliny olejové za absence glukozy — OGn/OG0, pokles exprese o 38%; (p < 0,05).

Signifikantni zmény vyvolané plisobenim pfitomnosti ¢i absence oleatu byly naméfeny

pouze u PGC-1p, a to pokles exprese GO/OGO o 34%; (p < 0,05).

E.5. Stanoveni vlivu nulové, fyziologické a vysoké hladiny glukéozy
v pritomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na syntézu

proteinu de novo

Abychom zjistili zda je vliv pouzitych nutrientl na transkripéni faktory PPAR-yl a PPAR-
v2 a koaktivatory PGC-1a a PGC-1B regulovan de novo proteinovou syntézou, byly bunky
inkubovany v definovaném  uspotfadani (rizna  koncentrace  glukdzy, +/-  oleat)
v pfitomnosti/absenci inhibitoru translace cykloheximidu (C) (1,4 pg/ml) po dobu 4 hodin. Pro
statistické hodnoceni experimentu byl pouzit #-test, jako kontrolni hodnoty (100%) byly pouzity
hodnoty naméfené ve vzorcich bez cykloheximidu (Graf 7; viz. nize).

U vSech vzorkd, s vyjimkou vzorkll inkubovanych v pfitomnosti nulové glukozy (CGO)
anulové glukézy s kyselinou olejovou (OCGO), byla v pfitomnosti cykloheximidu namétena
signifikantni indukce hladin mRNA PPAR-yl vuci kontrole. V pfipadé normalni glukézy bez

oleatu (CGn) zvyseni na 124% kontrolni hodnoty, u normalni glukézy v pfitomnosti oleatu (OCGn)
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na 125%, a u vysoké glukézy za absence (CGv) nebo piitomnosti oleatu (OCGv) nartst na 122%
a 119% kontrolni hodnoty; (p < 0,05).

V piipadé transkripcniho faktoru PPAR-y2 doslo k signifikantnimu zvyseni vici kontrole
u vSech sledovanych skupin: CGO na 353%; OCGO na 303%; CGn na 386%; OCGn na 356%; CGv
na 266% a OCGv na 269% kontrolni hodnoty; (p < 0,05).

U koaktivatoru PGC-la bylo naopak u vSech sledovanych skupin zaznamenano
signifikantni snizeni exprese: CG0 na 42%; OCGO0 na 43%; CGn na 47%; OCGn na 51%; CGv na
48% a OCGv na 46%; (p < 0,05). V ptipad¢ druhého sledovaného koaktivatoru PGC-1p doslo
k signifikantnimu sniZeni exprese pouze u vzorkl inkubovanych v podminkach nulové glukézy bez
oleétu, snizeni na 73% kontrolni hodnoty. U bunék v médiu s nulovou glukézou bez oleatu snizeni

na 57% kontrolni hodnoty; (p < 0,05).
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Graf 7: Vliv riizné koncentrace glukozy (0; 5,5; 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti/absenci
kyseliny olejové (300 uM) na relativni expresi sledovanych geni v HepG2 bunkach v ptitomnosti
inhibitoru translace cykloheximidu po 4 hodinové inkubaci. Gn - normalni glukéza, OGn —
normalni gluk6za a 300 uM kyselina olejova, GO — nulova glukéza, OGO nulova glukéza a 300 uM
kyselina olejova, Gv — vysoka glukéza, OGv - vysoka glukoza a 300 uM kyselina olejova,
cykloheximid (C) 1,4 pg/ml. Hodnoty mRNA naméfené ve vzorcich bez cykloheximidu slouzi jako
kontrolni hodnoty (100%). * oznacuje signifikantni rozdil mezi vzorky ovlivnénymi
cykloheximidem proti kontrolnim hodnotam za pouziti t-testu (p < 0,05).

55



E.6. Stanoveni vlivu nulové, fyziologické a vysoké hladiny glukézy
v pritomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na stabilitu

mRNA transkripcénich faktori PPAR-yl a PPAR-y2 a koaktivatori PGC-la

a PGC-18

Jako prostitedek pro ziskani informaci tykajicich se vlivu testovanych latek na
posttranskripcni stabilitu byl pouzit inhibitor transkripce aktinomycin D (4 pg/ml). Na zakladé
predbéznych vysledki, byla zvolena ¢asova perioda ptisobeni 1 hodina pied ukoncenim inkubace
bun¢k s glukézou/kyselinou olejovou (celkova doba inkubace byla 4 hodiny). Hodnoty namétené
po 3 hodinové inkubaci (tedy jesté¢ pred pfidanim aktinomycinu D) pak slouzily jako kontrolni
hodnoty (100%). Soucasné byl sledovan kombinovany vliv obou inhibitort, aktinomycinu D (A)
a cykloheximidu (C) pfidanych k buiikdm hodinu pfed ukonfenim inkubace jako tfeti
experimentalni uspotradani (kontrola; aktinomycin D; aktinomycin D + cykloheximid).

Pomoci testu ANOVA byl u sledovanych genti hodnocen vliv gluk6zy na posttranskripcni
stabilitu a pomoci #-testu vliv kyseliny olejové na stabilitu mRNA.

V hladinich mRNA PPAR-yl (Graf 8; viz. nize) byly naméfeny signifikantni zmény
v ptipad¢ bunc¢k inkubovanych v pfitomnosti oledtu, aktinomycinu a cykloheximidu. Jako
nejstabilngjsi se v tomto piipadé jevila mRNA bunék inkubovanych v podminkach nulové glukézy
(OACGQGO), ktera dosahla 84% kontrolni hodnoty. V prostfedi normalni glukdézy (OACGn) a vysoké
glukozy (OACGvV) doslo shodné ke snizeni hladiny mRNA na 71%; (p < 0,05). Signifikantni
hodnoty 11% dosahl rovnéz rozdil mezi bunikami inkubovanymi v prostfedi normalni (AGn)

a vysoké glukozy (AGv) v neptitomnosti cykloheximidu a oleétu; (p < 0,05).
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Graf 8: Vliv rizné koncentrace glukozy (0; 5,5; 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti/absenci
kyseliny olejové (300 uM) na stabilitut mRNA PPARy1 v HepG2 buiikach. Bunky byly inkubovany
4 hodiny v pritomnosti rizné koncentrace glukozy a s/bez kyseliny olejové. K bunikam byl pridan
1 hodinu pred ukoncenim experimentu inhibitor transkripce aktinomycin D (A) 4 pg/ml, ptipadné
aktinomycin spole¢né s inhibitorem translace cykloheximidem 1,4 pg/ml (AC). Data ziskana ze
vzorkl po 3 hodinach inkubace (bez aktinomycinu D) byla pouzita jako kontrolni hodnoty (100%).
Gn - normalni glukéza, OGn — normalni glukéza a 300 uM kyselina olejova, GO — nulova glukoéza,
OGO nulova glukéza a 300 uM kyselina olejova, Gv — vysoka glukéza, OGv - vysoka glukdza
a300 uM kyselina olejova, A — aktinomycin D, AC — aktinomycin spolu s cykloheximidem.
* oznacuje signifikantni rozdil mezi vzorky pii pouziti testu ANOVA pro posouzeni vlivu rizné
koncentrace glukozy (p < 0,05); m oznacuje signifikantni rozdil mezi vzorky pfi pouziti #-testu pro
posouzeni vlivu ptitomnosti/absence kyseliny olejové (p < 0,05).

V piipadé PPAR-y2 (Graf 9; viz. niZe) byl naméten signifikantni rozdil 38% a 33%
v hladinach mRNA u bunék inkubovanych v médiu bez cykloheximidu s normalni koncentraci
glukozy a s kyselinou olejovou (OAGn) viuci buitkdam v médiu s nulovou (OAGO) a vysokou
glukozou (OAGv); (p < 0,05). V pfitomnosti cykloheximidu, oleatu a aktinomycinu byl

signifikantni rozdil 35% pouze mezi nulovou (OACGO) a normalni glukézou (OACGn); (p < 0,05).
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Graf 9: Vliv riizné koncentrace glukozy (0; 5,5; 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti/absenci
kyseliny olejové (300 uM) na stabilitu mRNA PPARYy2 v HepG2 buiikach. Buiky byly inkubovany
4 hodiny v pritomnosti rizné koncentrace glukozy a s/bez kyseliny olejové. K bunkam byl pfidan
1 hodinu pfed ukoncenim experimentu inhibitor transkripce aktinomycin D (A) 4 pg/ml, ptipadné
aktinomycin spole¢né s inhibitorem translace cykloheximidem 1,4 pg/ml (AC). Data ziskana ze
vzorkl po 3 hodinach inkubace (bez aktinomycinu D) byla pouzita jako kontrolni hodnoty (100%).
Gn - normalni glukéza, OGn — normalni glukéza a 300 uM kyselina olejova, GO — nulova glukoéza,
OGO nulova glukéza a 300 uM kyselina olejova, Gv — vysokd glukdéza, OGv - vysoka glukoza
a300 puM kyselina olejovd, A — aktinomycin D, AC — aktinomycin spolu s cykloheximidem.
* oznacCuje signifikantni rozdil mezi vzorky pii pouziti testu ANOVA pro posouzeni vlivu rizné
koncentrace glukézy (p < 0,05); m oznacuje signifikantni rozdil mezi vzorky pfi pouziti #testu pro
posouzeni vlivu piitomnosti/absence kyseliny olejové (p < 0,05).

U koaktivatoru PGC-la (Graf 10; viz. nize) byl signifikantni rozdil 11% zptsobeny
rozdilem v koncentraci glukdzy naméfen pouze mezi buiitkami inkubovanymi s obéma pouzitymi
inhibitory bez kyseliny olejové, v médiu s nulovou glukézou (ACGO) a normalni glukézou

(ACGn); (p < 0,05).
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Graf 10: Vliv rizné koncentrace glukozy (0; 5,5; 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti/absenci
kyseliny olejové (300 uM) na stabilitu mRNA PGCla v HepG2 buiikach. Buiiky byly inkubovany
4 hodiny v pfitomnosti rizné koncentrace glukozy a s/bez kyseliny olejové. K bunkam byl pfidan
1 hodinu ptfed ukoncenim experimentu inhibitor transkripce aktinomycin D (A) 4 pg/ml, ptipadné
aktinomycin spole¢né s inhibitorem translace cykloheximidem 1,4 pg/ml (AC). Data ziskana ze
vzorkl po 3 hodinéch inkubace (bez aktinomycinu D) byla pouzita jako kontrolni hodnoty (100%).
Gn - normalni glukéza, OGn — normalni glukéza a 300 uM kyselina olejova, GO — nulova glukoéza,
OGO nulova glukéza a 300 uM kyselina olejova, Gv — vysoka glukoza, OGv - vysoka glukéza
a300 uM kyselina olejova, A — aktinomycin D, AC — aktinomycin spolu s cykloheximidem.
* oznacCuje signifikantni rozdil mezi vzorky pfi pouziti testu ANOVA pro posouzeni vlivu rizné
koncentrace glukézy (p < 0,05); m oznacuje signifikantni rozdil mezi vzorky pii pouziti #testu pro
posouzeni vlivu ptitomnosti/absence kyseliny olejové (p < 0,05).

Signifikantni rozdily zptisobené riiznou koncentraci glukozy byly u koaktivatoru PGC-13
(Graf 11; viz. niZze) naméfeny u vzorkl kultivovanych v pfitomnosti kyseliny olejové, spolu
s inhibitory transkripce a translace. Hladiny mRNA se jevily méné stabilni u bun¢k inkubovanych
v podminkach nulové glukozy (OACGO), u kterych doslo k poklesu na 22% kontrolni hodnoty,
v porovnani s normalni (OACGn) — 60% a vysokou glukézou (OACGv) — 80% kontrolni hodnoty;

(p < 0,05).

59



250 -
* ANOVA; vliv glukozy

m t-test; vliv kyseliny olejové O AGO

B AGn
200 OAGv

[ ] BACGO
150 + OACGn
B ACGv

*
. B OAGO
]

100 ~ B OAGn

OO0AGv

B OACGO
BOACGn
B OACGv

50

PGCI1B

Graf 11: Vliv rizné koncentrace glukozy (0; 5,5; 30 mM) v kombinaci s pfitomnosti/absenci
kyseliny olejové (300 uM) na stabilitu mRNA PGC1f v HepG2 buiikach. Buiky byly inkubovany
4 hodiny v ptitomnosti rizné koncentrace glukozy a s/bez kyseliny olejové. K bunkam byl pfidan
1 hodinu pfed ukoncenim experimentu inhibitor transkripce aktinomycin D (A) 4 pg/ml, ptipadné
aktinomycin spole¢né s inhibitorem translace cykloheximidem 1,4 pg/ml (AC). Data ziskana ze
vzorkl po 3 hodinach inkubace (bez aktinomycinu D) byla pouzita jako kontrolni hodnoty (100%).
Gn - normalni glukéza, OGn — normalni glukéza a 300 uM kyselina olejova, GO — nulova glukoéza,
OGO nulova glukéza a 300 uM kyselina olejova, Gv — vysokd glukdéza, OGv - vysoka glukoza
a300 puM kyselina olejovd, A — aktinomycin D, AC — aktinomycin spolu s cykloheximidem.
* oznacuje signifikantni rozdil mezi vzorky pii pouziti testu ANOVA pro posouzeni vlivu rizné
koncentrace glukézy (p < 0,05); m oznacuje signifikantni rozdil mezi vzorky pfi pouziti #testu pro
posouzeni vlivu piitomnosti/absence kyseliny olejové (p < 0,05).

Pomoci #-testu byl u stanovovanych proteint sledovan vliv kyseliny olejové na stabilitu
mRNA. U mRNA PPAR-y1 nebyla zaznamenana Zadna signifikantni zména (viz. Graf 8).

U PPAR-y2 (viz. Graf 9) byla signifikantni zména zaznamenéna pouze v ptipadé bunék
inkubovanych v hyperglykemickém médiu, ke kterému byly hodinu pfed ukoncenim pokusu
pfidany oba pouzité inhibitory. U bungk, které byly v médiu s kyselinou olejovou (OACGv) byly
hladiny mRNA signifikantn¢ nizsi o 30% nez u bun¢k bez oleatu (ACGv); (p < 0,05).

Stejné tak v pripadé PGC-1a (viz. Graf 10) byl signifikantni vliv oleatu na stabilitu mRNA

zaznamenan pouze u vzorki ziskanych z bun¢k inkubovanych v prostfedi s vysokou koncentraci
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glukdzy, ke kterym byl pfidan pouze aktinomycin. Jedna se o pokles hladiny z 65% (AGv) na 52%
v pritomnosti kyseliny olejové (OAGvV); (p < 0,05).

Podobny charakter mél i vysledek naméteny v piipadé koaktivatoru PGC-1 (viz. Graf 11).
Snizeni hladiny mRNA ze 74% kontrolni hodnoty u bun€k bez oleatu (AGv) na 39% v pfitomnosti

kyseliny olejové; (p < 0,05).

Vysledky tykajici se transkripcnich faktorti PPAR a jejich koaktivatorti byly publikovany v préci :
BOGDANOVA*, K., UHERKOVA*, L., POCZATKOVA, H., RYPKA, M., VESELY, J. mRNA
levels of peroxisome proliferator-activated receptors and their coactovators are affected by glucose
deprivation and oleate in human hepatoma HepG2 cells. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky
Olomouc Czech Repub. 2007, vol. 151, no. 2, s. 237-45.

Prvni dvé autorky se na publikaci podilely stejnym dilem.
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F. Diskuze

F.1. Stanoveni vlivu glykosilovaného albuminu na transkrip¢ni faktor NF-xB a jeho

inhibi¢ni protein IkB na zikladé jejich bunécné lokalizace cytosol/jadro

Zvysené hladiny glukozy — hyperglykémie - podmifiuji produkei mitochondrialnich ROS
(Brownlee 2001) a neenzymatickou glykaci proteint, jejimz nasledkem vznikaji tzv. produkty
pokrocilé glykace - AGEs (Brownlee et Cerami 1981; Brownlee 2000).

Podil AGEs na mnoha patofyziologickych procesech je jiz delsi dobu uznavanym faktem.
V posledni dobé vSak nartistd pocet studii podporujicich patologicky vyznam tzv. Amadoriho
produktt, které predstavuji mezistupenn ve formaci AGEs. Predstavitelem Amadoriho produktl je
napf. glykosilovany albumin.

Glykosilovany albumin pouzity pfi nasem experimentu simuloval stav znamy u diabetik,
kdy dochazi ve vys$si mife k jeho tvorbé a ukladani (Brownlee 1992). Glukoéza, jejiz vysoké
diabetes mellitus, se mlze neenzymaticky vazat sreaktivnimi aminokyselinovymi skupinami
cirkulujicich a tkanovych proteinii za vzniku nejprve nestabilnich meziproduktti (Schiffova base)
a pozdéji stabilnich, tzv. Amadoriho produktt. Z cirkulujicich glykosilovanych proteint tvoii 80%
pravé glykosilovany albumin (Cohen 2003).

V ramci prace jsme v bunécné kultufe HepG2 stanovili vliv glykosilovaného albuminu na
signalizacni kaskddu NF-xB, kterd je v organismu velmi dulezita z hlediska prozanétlivého
poskozeni (viz. kapitola literarni prehled).

Pomoci Western blottingu a imunodetekce byl na kultufe hepatomovych HepG2 bunck
sledovan vliv glykosilovaného albuminu (500 pg/ml) na aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB
a jeho lokalizaci v bunéénych kompartmentech — cytosol/jadro. Rovnéz byla sledovéana cytosolova
a jaderna koncentrace inhibi¢niho proteinu IkB. Béhem 30 minutové a 4 hodinové inkubace HepG2

bunék s glykosilovanym albuminem nebyla zaznamendna signifikantni zména koncentrace
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inhibi¢niho proteinu IkB v cytosolové/jaderné frakci, ze které bychom mohli usoudit na aktivaci,
nebo inhibici NF-kB.

V ptipad¢ transkripéniho faktoru NF-kB byla u 4 hodinového pokusu s glykosilovanym
albuminem zaznamenéna signifikantni zména vi¢i kontrole, ne vSak viici bunkdm ovlivnénym
neglykosilovanym BSA (bovinni sérovy albumin). Signifikantni sniZzeni hladin NF-«xB u vzorku
ovlivnénych po dobu 4 hodin glykosilovanym albuminem vic¢i 30 minutam by signalizovalo
snizeni koncentrace transkripéniho faktoru v jaderné frakci. Nebylo vSak zaznamenano ptedchozi
zvySeni koncentrace NF-kB v jadfe, naznacujici aktivaci transkripce, ani zména v piipadé
inhibi¢niho proteinu IxkB — sniZeni jeho koncentrace v cytosolové frakci a posléze pfesun do jadra,
které by vysvétlovalo snizeni jaderné koncentrace NF-«xB.

Je pravdépodobné, ze bunécny mechanismus, kterym glykosilovany albumin stimuluje
signalni transdukei je zavisly na pouzitém bunééném typu. Byly publikovany vysledky, ve kterych
byly mnohem nizsi koncentrace glykosilovaného albuminu nez pouzité v této praci, dostacujici
k aktivaci NF-kB signaliza¢ni kaskady v buitkich VSMC (vascular smooth-muscle cells) (De
Oliveira et al. 2005). Pii studiu vlivu glykosilovaného albuminu na patogenezi neuropatii
provazejicich diabetes byla koncentrace 500 pg/ml ptsobici na buiiky PTEC (proximal tubular
epithelial cells) dostacujici k aktivaci NF-kB a k upregulaci mRNA prozanétlivych cytokini IL-8
a [CAM-1. VSechny zminéné molekuly se podileji na vzniku diabetické neuropatie (Tang et al.
2006). U endotelovych bunék HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) byl detekovan
pfesun NF-xB do jadra po 30 min. ovlivnéni 500 pg/ml glykosilovanym albuminem (Higai et al.
2006). V buiikach srdec¢ni svaloviny indukuje glykosilovany albumin po 24 hodinové inkubaci
a koncentraci 400 pg/ml produkci ROS, aktivaci PKC a NADPH oxidasy a nasledné aktivaci
NF-kB (Zhang et al. 2006).

Pro dtkaz vlivu glykosilovaného albuminu na HepG2 buiikky bude ziejmé potieba
modifikace experimentu, napf. uprava koncentraci zkoumané latky, délka pisobeni testované latky,
zména detekéni metody, aj. v porovnani s podminkami pouzitymi v nasi praci. Dosud vsak nebyla

publikovana zadna prace, kterd by se u buné¢ného typu HepG2 zabyvala vlivem glykosilovaného
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albuminu na transkripcni faktor NF-xB, pfipadné vlivem na kindzy, které jsou tomuto proteinu
v signalizacni kaskad¢€ nadfazené, napt. PKC ¢i MAPK.

V nasi praci jsme se nemohli opfit o dostate¢né mnozstvi podkladd nejen z hlediska pouzité
bunééné linie, ale i co se tyka pouziti glykosilovaného albuminu jako testované latky, pro ktery
jsme se rozhodli kvili jeho podilu mezi cirkulujicimi glykosilovanymi proteiny (viz. vyse). Vétsina
dosud publikovanych praci se zabyva vlivem AGEs. Svym plisobenim se Amadoriho produkty
podobaji AGEs, coz mohou potvrdit prace provadéné na mesangialnich a epitelidlnich bunkach
ledvinnych glomerult, které na zvySeny pfisun glykosilovaného albuminu reagovaly tvorbou
peroxidu vodiku, jednoho z aktivatord NF-«xB (Aggarwal et Daniels 1992; Daniels et al. 1993).
V pozdgjsich pracich je zminovana glykosilovanym albuminem indukovana aktivace NO-synthasy
a produkce NO v bunkéch endotelu (Amore et al. 1997). Gen pro NO-syntdzu je spustén

transkripénim faktorem NF-kB (viz. kapitola literarni ptehled).

F.2. Stanoveni vlivu nulové, fyziologické a vysoké hladiny glukozy
v pritomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na transkrip¢ni
faktor NF-xB a jeho inhibi¢ni protein IkB na zikladé jejich bunééné lokalizace

cytosol/jadro

ZvySené hladiny plazmatickych volnych mastnych kyselin (FFA) zeslabuji vliv inzulinu,
coz predstavuje rizikovy faktor rozvoje inzulinové rezistence a vzniku diabetu druhého typu
(Paolisso et al. 1995). V jatrech se zvySené hladiny mastnych kyselin podileji na zeslabeni u¢inku
inzulinu, snizuji jeho clearence, coZz ptispiva k rozvoji hyperinzulinémie. (Wasada et al. 2008).

Jednim z ukold prace bylo sledovat vliv kyseliny olejové v pfitomnosti rizné koncentrace
glukozy na aktivaci transkripéniho faktoru NF-xB v hepatomovych buiikdch HepG2.

V ptipadé naseho experimentu nebyla u HepG2 bunék vystavenych puisobeni vysoké
koncentrace glukézy (30 mM) v pfitomnosti kyseliny olejové (300 uM) v Casovych intervalech 30

minut a 4 hodiny zaznamenana signifikantni zména v jaderné lokalizaci transkripéniho faktoru
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NF-kB, ktera by signalizovala aktivaci jeho transkripcnich funkei. Signifikantni sniZzeni jaderné
lokalizace NF-kB bylo zaznamenano v pfipadé bunék ovlivnénych Kkyselinou olejovou
v pritomnosti nulové hladiny gluk6zy v porovnani s buikami inkubovanymi v médiu s normalni
hladinou glukézy a 300 uM kyselinou olejovou. Tato zména byla naméfena u 30 minutového
inkuba¢niho intervalu.

Zadné signifikantni zmény v piipadé bundk ovlivnénych vysokou glukdzou nebyly
zaznamenany ani vjednom ze sledovanych casovych intervald. Nebyly zaznamendny ani
signifikantni zmény v pfipadé€ inhibi¢niho faktoru IxB, které by mély doprovazet vyse zminény
pokles hodnot NF-kB u bun¢k v prostiedi s nulovou glukézou. Kdyby byla zaznamenéana pozitivni
zména hodnot naméfenych v kombinaci vysoka gluko6za + kyselina olejova, pak by teoreticky bylo
mozné uvazovat o kumulativnim charakteru pusobeni glukézy a kyseliny olejové na aktivaci
NF-kB.

Co se tyka naméteného sniZeni koncentrace NF-kB v jaderné frakci, na zakladé predem
prostudovangé literatury jsme o¢ekavali opacny charakter zmény, tj. zvySeni koncentrace jaderného
NF-kB jako znamku aktivace jeho transkripénich funkei.

FFA jsou zodpovédné za aktivaci kindzy IKK-(B, potfebné k aktivaci NF-kB. Pfi¢inou
aktivace IKK-f je pravdépodobné zvySena koncentrace volnych kyslikovych radikalt (ROS), které
jsou produkovany jako nasledek zvySené hladiny FFA (Inoguchi et al. 2000). IKK-B mutze byt
rovnéz ptimo aktivovana jinym typem kindzy — protein kinazou C (PKC) (Altman et al. 2000;
Kawakami et al. 2004). PKC-6 se podili na aktivaci NF-xB v mnoha rGznych typech tkani
(Kuwahara et al. 2006; Zampetaki et al. 2005; Woo et al. 2005; Satoh et al. 2004). V jaterni tkani
byla prokazana jeji aktivace pasobenim FFA (Chen et al. 20006).

Aktivace transkripcniho faktoru NF-xB ma za nasledek produkci znacného mnozstvi
prozanétlivych cytokind. Jejich hladiny jsou u obéznich jedincti chronicky zvySené. Z tohoto
divodu se v posledni dobé rostou tendence uvazovat o obezité jako o zanétlivém stavu s chronicky

aktivovanym imunitnim systémem (Tataranni et Ortega 2005). Rada prozanétlivych cytokint je
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zodpoveédna za aktivaci transkripCniho faktoru NF-kB a navic tento faktor sam aktivuje jejich
transkripci (Tak et Firestein 2001; Senftleben et Karin 2002).

Za produkeci prozanétlivych cytokinti u obéznich jedincti nejsou zodpovédné pouze mastné
kyseliny. Plsobeni glukézy v suprafyziologické koncentraci mélo v ptipadé VSMC za nasledek
zvysenou produkci cytokinu TNF-a se silnym prozanétlivym u¢inkem (Ramana et al. 2007), ktery
se rovnéz podili na aktivaci transkripniho faktoru NF-xB.

Je mozné, ze pro detekci vlivu sledovanych latek na aktivaci NF-kB je zapotiebi jina
(citlivéjsi) metoda, nez jaka byla pouzita v nasi praci. Neni pravdépodobné, Ze by za negativnim
vysledkem byla nevhodné zvolena buné¢na linie, ¢i ndmi zvolend koncentrace kyseliny olejové
a Casovy rozvrh experimentu, protoze napt. Vinciguerra et al. (2008) zaznamenal aktivaci NF-kB
v bunkach HepG2 pii pilisobeni kyseliny olejové jiz v koncentraci 50 uM v ¢asovém intervalu
1 hodina.

Pii zmén€ ndmi pouzivanych izolacnich a detekénich metod, které se zpocatku zdaly jako
dostatecné (viz. kapitola vysledky — zavedeni metody frakcionace), by pravdépodobné bylo mozné
dosédhnout vysledkti, které by podpofily teorie negativniho ptlisobeni suprafyziologickych

koncentraci mastnych kyselin a gluk6zy na organismus prostiednictvim signaliza¢ni drahy NF-«kB.

F.3. Stanoveni vlivu nulové, fyziologické a vysoké hladiny glukozy
v pritomnosti/absenci suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na transkrip¢ni

faktory PPAR-y1 a PPAR-y2 a koaktivatory PGC-1a a PGC-18

O tom, jaké budou vysledné hladiny jednotlivych mRNA v buifice rozhoduji vzajemné
protichiidné procesy syntézy a degradace. S rostoucim mnozstvim informaci je patrné, ze do
kontroly procesti regulujicich genovou aktivitu zasahuji nejen dosud prozkoumané obecné
regulacni mechanismy, jako napf. transkripcni faktory, ale i nutrienty pfijimané potravou. Jednim
z ukolt této prace bylo prozkoumat vlivy kyseliny olejové a glukézy na né€kolik ¢lent signalizacni

kaskady PPAR (peroxisome proliferator activated receptor), a to zejména vzhledem k faktu
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trvalého ristu hladin zminénych latek v plazmé nemocnych s civilizaénimi chorobami. Z doposud
znamych vysledkli mlizeme usuzovat na vliv glukozy a kyseliny olejové na mRNA expresi
transkrip¢niho faktoru PPAR-y1, -y2 a jejich koaktivatort PGC-1a a -1B (peroxisome proliferator
acivated receptor coactivator), a to i za absence hormonid ovliviiyjicich metabolizmus glukdzy
a mastnych kyselin (Desvergne et al. 2006; Herzig et al. 2001; Yoon et al. 2001).

Clenové rodiny PPAR intraceluldrnich transkripénich faktort hraji diileZitou roli v kontrole
energetické bilance buiky. Jak ukazuji neddvné vysledky, jsou PPAR kromé svych dulezitych
funkci v metabolizmu mastnych kyselin a diferenciaci tukovych bunck pravdépodobné také
zapojeny do metabolizmu sacharidi. PPAR-o mtize pozitivn€ ovlivnit regulaci genti ucastnicich se
jaterni glukoneogeneze a pfisuzuje se mu tudiz Gcast v adaptacni reakci organizmu na hladovéni
(Hashimoto et al. 2000; Hsu et al. 2001; Kersten et al. 1999; Kersten et al. 2001).

Fujiwara et al. (2003) pfi pokusech provadénych na kultufe hepatomovych bun¢k HepG2 —
stejné kultufe pouzité pii nasem experimentu — detekoval redukci v hladiné mRNA (1,4 x)
u PPAR-a inkubovanych v pfitomnosti 10% FBS, normalni glukézy a kyseliny olejové
o koncentraci 0,25 mM.

Na izoformach PPAR-y1 a —y2, které jsou rovnéz detekovatelné v jaternich buiikéch, i kdyz
ne v takovém mnozstvi jako PPAR-a (Semple et al. 2006) , bylo provedeno méfeni vlivu rtizné
koncentrace glukozy za ptitomnosti/absence 300 uM kyseliny olejové na expresi mRNA.

Z vysledkt ptedkladané prace je patrny vliv deplece glukdzy na hladinu mRNA izoformy
PPAR-y1, u které doslo k signifikantnimu zvyseni exprese po Ctythodinové inkubaci. V ptipadé
PPAR-y2 k tomuto jevu nedoslo. Signifikantni zvySeni v expresi PPAR-y1 mRNA je rovnéz patrné
u bunck kultivovanych v experimentalnim uspofadani nulova glukoza + kyselina olejova. Stejné,
jako v pfipadé nulové glukézy, nebyl v nami provadénych méfenich zaznamenan vliv 300 uM
kyseliny olejové na zmény v expresi mRNA izoformy PPAR-y2 (Graf 6). K podobnym vysledkiim
dospél ve své studii 1 Fujiwara et al. (2003). Na stejné bunécné linii, ale v rozdilném
experimentalnim uspotadani — inkubace bunék s kyselinou olejovou po dobu 24 hodin — ve své

praci detekoval stimulaci mRNA exprese PPAR-y (bez blizsi specifikace u jednotlivych izoforem).
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Nedéavno provedend studie (Edvardsson et al. 2006) zaznamenala podstatné zvyseni hladin
PPAR-y2 mRNA v izolovanych mysich primarnich hepatocytech, kterou tyto bunky vykazovaly
v reakci na plsobeni kyseliny olejové (0,5 mM), v pfitomnosti 0,75% albuminu a 11 mM glukdzy.

Rozdilnost jednotlivych vysledkid je ziejmé dana pouzitim jiného bunécného materialu
arozdily ve zplsobu provedeni experimentu (koncentrace testovanych pouzitych latek, pouzité
inkubac¢ni doby).

Cela tada studii (viz. kapitola literarni ptehled) potvrzuje funkci PGC-1a a PGC-1p jako
klicovych a na ligandu nezavislych koaktivatorQ, jejichz cilem v signalizacni kaskad€ je napf.
v nasi studii sledovany jaderny receptor PPAR a mnoho jinych jadernych receptort. Je mozné
predpokladat, ze funkce téchto koaktivatort je prisné regulovana v zavislosti na jejich ptitomnosti
v jednotlivych typech tkani. Pro experimentalni usporadéani nasi studie bylo podstatné, Ze se u obou
izoforem koaktivatori prokazala jejich vyznamné zvySena koncentrace v jaternich bunkach
vystavenych podminkdm srovnatelnym s hladovénim. A dale skutecnost, Ze PGC-1 koaktivatory
se podili na genové regulaci pro bunku kliCovych udélosti jako jsou biosyntéza mitochondrii,
regulace metabolizmu mastnych kyselin a jaterni glukoneogenze (Finck et Kelly 2006, Lin et al.
2005, Liang et Ward 2006, Sadana et Park 2007). To, ze pfi naSich experimentech doslo ke zvySeni
exprese mRNA PGC-la v jaternich HepG2 buiikach inkubovanych v mediu se subfyziologickou
koncentraci glukézy (bez ohledu na ptitomnost ¢i absenci kyseliny olejové) se plné shoduje s pro-
oxidativnimi (geneze mitochondrii) a glukoneogenetickymi funkcemi této izoformy koaktivatoru.
Za zminku rovnéz stoji fakt, Ze u nami sledovanych mRNA se zvySeni exprese (upregulace)
projevilo v obou experimentalnich ¢asovych intervalech (30 minut a 4 hodiny) pouze u izoformy
PGC-1a jako reakce HepG2 bun¢k ¢isté na absenci glukozy (viz vyse).

JelikoZz v naSem experimentu nebyly v kultivaénim médiu pfitomny zadné hormony,
mizeme prohlasit, Ze ke zvySeni koncentrace PGC-lac mRNA nedosSlo exogenni stimulaci
pusobenim glukokortikoidii, ani dalSich hormont, které spousti aktivaci PGC-la. pomoci
sekundarniho posla cAMP. Podle vSeho se na aktivaci exprese mRNA PGC-1a, kterd se vytrvale

drzi na vysoké urovni v pfipadé bun¢k inkubovanych za podminek nizké glukozy spolu
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s pfitomnosti suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové, spolupodili dvoji podnét (Graf 6),
ato glukoneogeneticky stimul nizké koncentrace glukézy v kombinaci supregulaci genti
pottebnych pro B-oxidaci mastnych kyselin, jako reakce na kyselinu olejovou (Zhang et al. 2004).
Co se tyka druhé nami sledované izoformy PGC-1B, podafilo se nam demonstrovat
signifikantni zvySeni obsahu mRNA PGC-1p v HepG2 v pfitomnosti kyseliny olejové bez ohledu
na fyziologickou ¢i snizenou hladinu glukézy. Toto zvySeni vSak nema pretrvavajici charakter, jak
je tomu v ptipadé izoformy PGC-1a. K detekci vyssich hodnot jsme dospéli pouze v kratsi periodé
— 30 minut, ne vSak u bunek v kultufe vystavené experimentalnim podminkédm delSiho intervalu
(4 hodiny). Navic vlivem pfitomnosti kyseliny olejové doslo k signifikantnimu potlaceni vysSe
hladiny mRNA PGC-1p v pripadé¢ dlouhodobého piisobeni tohoto nutrietu soucasné s ochuzenim
bunééné kultury o vyznamny energeticky zdroj — glukézu. Odpoveéd’ na otazku pro¢ doslo ke
snizeni obsahu mRNA PGC-1f izoformy muizeme hledat v jeho funkcich, které jsou realizované
pii fyziologickych podminkach. PGC-1p pulsobi jako efektivni koaktivator gend zapojenych do
lipogeneze a genu Ucastnicich se lipoproteinové produkce. V pfipad€ aktivace gent fidicich
glukoneogenezi je vSak jeho U¢inek v porovnani s PGC-1a podstatné nizsi (Finck et Kelly 2006,

Lin et al. 2005).

F.4. Vliv nulové, fyziologické a vysoké hladiny glukézy v pritomnosti/absenci
suprafyziologické koncentrace kyseliny olejové na de novo proteinovou syntézu
a mRNA stabilitu transkripénich faktori PPAR-yl a PPAR-y2 a koaktivatora

PGC-1a a PGC-1f

Pomoci transla¢niho inhibitoru cykloheximidu jsme zkoumali vliv pouzitych nutrietd na de
novo proteinovou syntézu sledovanych izoforem PPAR-y. Byla pozorovana silna indukce mRNA
PPAR-y2, a to zejména u bun€k v pfitomnosti nulové a normalni glukoézy. V ptipadé PPAR-y1 byl

efekt obdobny, i kdyZ ne v zcela porovnatelné miie a pouze u bunck kultivovanych v pfitomnosti

69



glukozy. Tento nalez naznacuje, ze pritomnost glukozy ve fyziologické koncentraci Ci jeji absence
muze ovlivnit regulaci transkripce PPAR-yl a PPAR-y2 mRNA. Nejen naSe vysledky, citované
prace, ale i mnoho dalSich praci, které zde nejsou zminéné potvrzuji skute¢nost, Ze znalosti vSech
mechanismtl ovliviiujicich regulaci exprese izoforem PPAR-y jsou dosud nekompletni.

V nasi studii se podafilo prokazat, ze u bun€k inkubovanych v pfitomnosti inhibitoru
translace cykloheximidu doSlo u obou zkoumanych izoforem PGC-1 ke sniZzeni hladin mRNA
v ptipad¢ dlouhodobé (4 hodinové) inkubace, i kdyz nebylo ve vSech sledovanych ptipadech
signifikantni (Graf 7). Tyto vysledky naznacuji moznost, ze mRNA téchto koaktivatorti vyzaduje
pro udrzeni své funkce de novo proteinovou syntézu, ktera pravdépodobné poskytuje dosud
nedefinované plisobky podporujici stabilitu PGC-1 mRNA.

Je zfejm¢ zapotiebi dalSiho vyzkumu k prohloubeni poznani tykajiciho se funkei
koaktivatori PGC-1 a vSech putsobkl, které ovliviiuji mechanizmy téchto vyznamnych
metabolickych ¢initelt.

Spolu s testovanymi latkami byl k bunécné kultute HepG2 ptidan aktinomycin D, ktery
nam jako prostfedek zplsobujici inhibici transkripce umoznil prozkoumat vliv testovanych nutrietd
na posttranskrip¢ni stabilitu mRNA sledovanych proteind.

U obou sledovanych izoforem PPAR-y je patrny vyrazn€jsi vliv glukdézy na stabilitu
mRNA v porovnani s vlivem kyseliny olejové. Pouze u izoformy PPAR-yl je v pfipadé bunék
v pfitomnosti kyseliny olejové v médiu s vysokou koncentraci glukdzy detekované snizeni mRNA
stability.

V piipadé¢ PGC-1a je mozno pozorovat vyssi stabilitu u bun€k inkubovanych v prostredi
s nulovou glukézou v porovnani s buiikami v prostfedi s normalni a vysokou gluk6zou — projevuje
se tak glukoneogeneticka funkce tohoto koaktivatoru. Kyselina olejova signifikantné snizuje
stabilitu u bunck inkubovanych v prostfedi s vysokou koncentraci glukozy a stejné puhsobi
1 v pripadé koaktivatoru PGC-1a. U tohoto koaktivatoru je nejméné stabilni mRNA v prostiedi

s nulovou glukozou v pritomnosti kyseliny olejové.
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Miizeme prohlasit, Ze testované latky, tj. kyselina olejova a glukéza maji vliv na de novo syntézu
a na stabilitu mRNA sledovanych proteinti a prace tak pfispéla k hlubsSimu pochopeni problematiky
energetického metabolizmu jehoz jsou PPAR-yl a PPAR-y2 a koaktivatory PGC-1a a PGC-1f3

dulezitou soucasti.
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G. Souhrn dizertacni prace

G.1. Uvod:

Vysledky ziskané molekuldrnimi biology béhem né€kolika poslednich let znacné rozsitily
znalosti tykajici se regula¢nich mechanismi v bunce. Jednim z takovych poznatkt byla schopnost
molekul, jakymi jsou glukdza a mastné kyseliny, zasahovat do fizeni energetického metabolizmu
a zanétlivych procest. Pokud neni zvySeny piijem tohoto typu latek vyvazeny dostate¢nou
fyzickou aktivitou, miize se stat pri¢inou vzniku obezity nabyvajici v soucasnosti ve vyspélych
zemich epidemickych mefitek. Je dulezité presné definovat vliv tohoto typu molekul na
energeticky a prozanétovy metabolizmus buiiky fizeny transkripénimi faktory jako PPAR, jejich
koaktivatory a transkripénim faktorem NF-kB. Transkripéni faktory rodiny PPAR jsou klicové
v fizeni energetickych pochodi — vcetné metabolizmu lipidi. Pfi metabolickych pochodech
fizenych Cinnosti transkripcniho faktoru NF-kB vznika, mimo jiné, celd fada latek pisobicich
prozanétove a podporujicich vznik oxidacniho stresu. Tyto jsou rovnéz dilezitymi faktory v rozvoji

inzulinové rezistence.

G.2. Cile dizertacni prace:

Cilem studie bylo rozsifit znalosti tykajici se vlivu kyseliny olejové, glukdzy
a glykosilovaného albuminu, ktery vznika v téle pifi hyperglykémii, na transkripcni faktor NF-xB
a jeho inhibi¢ni protein IxkB a dale na transkripcni faktory PPAR-y1, PPAR-y2 a jejich koaktivatory

PGC-1ava -1p.

G.3. Materialy a metodika:

Experimenty byly provadény na bunécné linii HepG2 (lidsky hepatocelularni karcinom).
Bunky byly za standardnich podminek kultivovany do zhruba 80% konfluence a poté vystaveny po
dobu 30 minut a 4 hodin plsobeni glykosilovaného albuminu, kyseliny olejové, glukozy

a inhibitord transkripce (aktinomycin D) a translace (cykloheximid). Pomoci bunécné frakcionace
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byl bunécny obsah ovlivnénych HepG2 rozdélen na cytosol a jadra. Nasledovala SDS-PAGE,
Western-blotting, imunodetekce a hodnoceni zmén pomoci chemiluminiscence. Pfi hodnoceni
zmén na urovni mRNA byla pouzita metoda RT-PCR, naméfené¢ hodnoty byly normalizovany
podle referencnich gent. Pro statistické hodnoceni vysledk byly pouZzity: statisticky program
SPSS verze 14, jedno a dvouvybérovy t-test, ANOVA a post-hoc analyza na 5% hlading

vyznamnosti.

G.4. Vysledky a zavéry:

V zadném ze sledovanych ¢asovych intervalli nebyla zaznamenéna signifikantni zména
v bunécné lokalizaci NF-«xB ani jeho inhibi¢niho proteinu, kterd by signalizovala aktivaci, pfipadné
inhibici transkripce jako reakci na ptisobeni glykosilovaného albuminu. Pravdépodobnou pfic¢inou
je nejspise pouzitd bunécna linie, kterd neni dostatecné citlivd na produkci ROS, kterou vyvolava
glykosilovany albumin, jak je tomu u jinych bunécnych typa.

Dale byl sledovan vliv kyseliny olejové v pfitomnosti rtizné koncentrace glukdzy na
transkripcni faktor NF-kB a jeho inhibi¢ni protein. V piipadé inhibi¢niho proteinu IkB nebyla
zaznamenana zadna signifikantni zména ve sledovanych bunéénych kompartmentech. U bunék
vystavenych piisobeni kyseliny olejové bylo naméfeno signifikantni snizeni jaderné lokalizaci NF-
kB u 30 minutového pokusu v médiu s nulovou glukézou. Nebyla vsak zaznamendna zména
aktivity u jeho inhibi¢niho proteinu, kterd by méla zmény v koncentracich NF-kB doprovazet. Byl
ocekavan spiSe opacny charakter zmény — tzn. narlst jaderné lokalizace NF-xB jako reakce na
nefyziologické koncentrace oleatu a glukdézy, zejména v kombinaci oleat + vysoka koncentrace
glukézy.

U bunék vystavenych piisobeni (nebo absenci) kyseliny olejové v pfitomnosti rizné
koncentrace glukézy byl sledovan vliv téchto latek na hladinu mRNA proteini PPAR-y1, -y2,
ajejich koaktivatora PGC-la a -1p po 30 minutach a 4 hodindch. Uéelem bylo prozkoumat
pusobeni v potravé se vyskytujicich nutrientli jako regulacnich mechanismii nami sledované

metabolické drahy. Z vysledka je patrny vliv deplece glukdzy na zvySeni hladiny mRNA PPAR-yl
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v experimentalnim uspofadani s nebo bez kyseliny olejové. PGC-1a a PGC-1p jsou velice dilezité
na ligandu nezavislé koaktivatory, jejichZ cilem jsou naptiklad ¢lenové rodiny PPAR. Jejich funkce
je zavisla na typu tkané, ve které se nachazeji — v jatrech roste jejich koncentrace pti hladovéni.
V naSem experimentu jsme zaznamenali zvyseni exprese PGC-1a u bunék v pfitomnosti nulové
glukdzy v obou ¢asovych intervalech bez vnéjsiho plisobeni hormonalni stimulace. To znamena, ze
samotnd glukdza plsobi jako vyrazny stimul. Na vyrazné stimulaci bunécného metabolizmu se
vnasem piipadé rovnéz podili pfitomnost kyseliny olejové. V piipadé exprese koaktivatoru
PGC-1B putsobi jako siln€jsi stimul pfitomnost kyseliny olejové, avSak s casové omezenou
efektivitou, u delSiho c¢asového intervalu doslo dokonce v kombinaci se subfyziologickou
koncentraci glukozy ke snizeni exprese. Tento rozdil je pravdépodobné zplisoben fyziologickou
funkci PGC-1, kterd ovliviiuje zejména lipogenezei a produkci lipoproteint.

Pomoci inhibitoru translace cykloheximidu jsme stanovili vliv syntézy proteinti de novo na
regulaci exprese PPAR-yl a PPAR-y2 a koaktivatori PGC-la a PGC-1B. Po 4 hodinach byla
u vzorkl kultivovanych v pfitomnosti glukdézy zaznamenana indukce hladin mRNA PPAR-yl vuci
kontrole. V piipadé PPAR-y2 doslo ke zvySeni exprese u vSech sledovanych skupin. Mizeme
tvrdit, ze rizna koncentrace glukézy ma vliv na regulaci transkripce PPAR-yl a —y2 mRNA.
V ptipad¢ sledovanych koaktivatori doslo v pfitomnosti inhibitoru translace ke snizeni hladin
mRNA u 4 hodinového experimentu (ne vSechny pfipady vSak byly signifikantni). Nabizi se
pravdépodobné vysvétleni, ze mRNA koaktivatori potiebuje pro udrzeni své funkce proteinovou
syntézu de novo, poskytujici ji dosud nezndmé molekuly k udrzeni jeji stability.

Pomoci inhibitoru transkripce aktinomycinu D jsme sledovali vliv testovanych nutrientd na
stabilitu mRNA sledovanych proteinti. Byl pozorovén silny vliv glukdézy na stabilitu mRNA
sledovanych izoforem PPAR. Mohli jsme potvrdit glukoneogenetickou funkci koaktivatoru
PGC-1a. V prostfedi s nulovou glukézou vykazovala jeho mRNA nejvétsi stabilitu, zatim co
v prostiedi s kyselinou olejovou byla stabilita mRNA vyrazné sniZena.

Testované latky maji vliv na signaliza¢ni drahy ¢lent rodiny PPAR a jejich koaktivatort,

ovliviiuji je de novo proteinovou syntézou a pusobenim na stabilitu jejich mRNA. Ziskané
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védomosti mohou poskytnout zachytné body pro moznost zasahu do procesu regulace
metabolickych kaskdd s moznosti aplikace ve wvyvoji terapii jak obezity, tak dalSich

patofyziologickych onemocnéni a stavd.

G.5. Kli¢ova slova: PPAR, PGC, NF-«xB, glukdza, kyselina olejova, obezita, zanét
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H. Summary

H.1. Introduction:

The results collected by scientists in the last couple years allowed us to deepen our
knowledge about regulatory mechanisms in the cell. One part of these facts was the ability of
molecules, such as glucose and fatty acids, to influence the control of energetic metabolism and
inflammatory events. The increased uptake of this kind of substances has to be balanced with an
appropriate amount of physical activity, otherwise it amplifies the risk of evolving into the state of
obesity, which is currently reaching epidemic proportions in developed countries. It is important to
define exactly the impact of these molecules on energetic and inflammatory metabolism of the cell
which is driven by transcription factors such as PPAR, their coactivators and by transcriptional
factor NF-kB. The family of transcription factors PPAR represents key factors in energetic
metabolism regulation — including lipid metabolism. A large set of pro-inflammatory and
oxidative-stress elements is produced during metabolic processes controlled by the activity of
NF-kB. Its continuous activity was reported in large number of diseases with inflammatory features
and high levels of proinflammatory elements which are also important during insulin resistance

development.

H.2. Aims:

We were focusing on the extension of our knowledge concerning effects of oleic acid,
glucose and glycated albumin, which is formed within body during hyperglycemia, on
transcriptional factor NF-kB and its inhibitory protein IkB. Moreover, the impact on transcriptional

factors PPAR-y1, PPAR-y2 and theirs coactivators PGC-1a and -1[3 was also examined.

H.3. Materials and methods:
HepG?2 cells (human hepatocellular carcinoma) were used as experimental cell culture. The

cells were grown under standard conditions to about 80% confluence and then exposed with
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medium cointaining glycated albumin, oleic acid, glucose and transcription (actinomycin D) and
translation (cycloheximide) inhibitors for periods of 30 minutes and 4 hours. Cytosol and nuclei
were separated using cell fractionation, followed by SDS-PAGE, Western blotting and
immunodetection. Protein changes were evaluated by chemiluminescence. Changes on mRNA
levels were measured by RT-PCR. A normalization factor derived from multiple reference genes
measured in the same RNA sample was used to compute the relative expression ratio. The obtained
data were statistically processed using t-test, ANOVA, post-hoc analysis and statistical program

SPSS version 14. The statistical significance was set at p < 0,05.

H.4. Results and conclusions:

There were no significant changes in protein levels neither of transcriptional factor NF-kB
nor its inhibitory protein IkxB, suggesting activation or inhibition of transcription in reaction to
treatment with glycated albumin for 30 minutes and 4 hours. We considered the reason for this in
the used type of cell line, which is probably not sensitive enough to stimulation whit glycated
albumin, resulting in the production of ROS as in different cell lines.

In the next setting, cells were placed in medium containing oleic acid and different
concentrations of glucose which impact on transcriptional factor NF-kB and its inhibitory protein
was evaluated. In case of inhibitory protein there was no significant change in cytoplasmatic and
nuclear fraction. Significant decrease of NF-kB protein levels were detected in nuclear fraction in
the cells treated with oleic acid for 30 minutes in medium without glucose. But the change in
concentrations of transcriptional factor wasn’t accompanied with supposed changes in its inhibitory
protein activity. Moreover, this result opposed our expectation. According to related literature,
non-physiological concentrations of glucose and oleate are supposed to induce activation and
nuclear translocation of NF-kB. This should be even more pronounced in cells treated with
combination of oleic acid + high glucose concentration.

mRNA levels of PPAR-y1, -y2 and their coactivators PGC-1a and -13 were assessed in

cells treated for 30 minutes and 4 hours with/without oleic acid in combination with different
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concentrations of glucose. The main aim was to evaluate whether the nutrients, which are
commonly present in food, may play role as regulatory molecules and influence observed
metabolic pathways. The results show, that zero glucose has increased levels of PPAR-y1 mRNA
in presence/absence of oleic acid. PGC-la a PGC-1pB are very important ligand-independent
coactivators and are essential for activation of transcriptional factors and nuclear receptors such as
members of PPAR family. Functions of these coactivators are tissue dependent — their levels are
elevated in liver tissue during starvation. We detected elevated expression of PGC-1a in cells
treated with medium containing zero glucose, for both time-settings and without additional
influence of hormonal stimulation. The conclusion is that glucose solely is sufficient to act as
strong stimulus. Also the presence of oleic acid in our experiment is very powerful stimulus of cell
metabolism. The impact of oleic acid over glucose is more pronounced in case of PGC-1fB
coactivator elevated expression, but its influence is only transient. Moreover, oleic acid
significantly suppressed the PGC-1 mRNA level during prolonged incubation period in the
absence of glucose. This is understandable since PGC-1f acts as effective coactivator of genes
involved in lipogenesis and lipoprotein production.

We used cycloheximide as translation inhibitor to assess the influence of de novo protein
synthesis on gene expression control of PPAR-yl and PPAR-y2 and coactivators PGC-la and
PGC-1B. After 4 hours of incubation with cycloheximide in presence of glucose the PPAR-yl
mRNA induction was detected in comparison to control. In case of PPAR-y2 mRNA levels the
increase was detected in all experimental patterns. We can say, that different concentration of
glucose influence the regulation of PPAR-y1 and -y2 mRNA expression. In case of coactivators the
presence of translation inhibitor caused decrease (but not significant in all cases) of mRNA levels
in 4 hour experiment. These findings indicate that mRNAs of coactivators require de novo protein
synthesis producing so far unknown molecules supporting mRNA stability.

Transcription inhibitor actinomycin D was used to determine influence of tested nutrients
on mRNA stability of examined proteins. The stability of PPARs mRNA was highly influenced by

glucose. Our experiment confirmed gluconeogenetic function of PGC-1a coactivator - in milieu
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without glucose its mRNA showed highest stability, whereas oleic acid significantly lowered
mRNA stability.

Tested nutrients can influence signaling pathways of PPAR family members and their
coactivators by using de novo protein synthesis or affecting their mRNA stability. These findings
can be used as handy clues in our attempts to interfere with metabolic regulation and help us to

create therapies for disorders such as obesity and related pathophysiological states.

H.5. Keywords: PPAR, PGC, NF-kB, glucose, oleic acid, obesity, inflammation
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J. Seznam pouZitych zkratek

ADD-1/SREBP-1c adipocyte determination and differentiation-dependent factor 1/sterol

regulatory element-binding protein-1c

AGEs advanced glycation end products
AMPK AMP-activated protein kinase

AP-1 activator protein-1

BSA bovine serum albumin

C/EBP CCAAT/enhancer binding protein
CaMK calcium/calmodulin-dependent protein kinase
COX cyclooxygenase

CBP CREB binding protein

CREB cAMP response element-binding protein
CynA cyclophilin A

DM diabetes mellitus

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
EBV Epstein-Barr virus

ELAM-1 endothelial leukocyte adhesion molecule
EMEM Eagle’s minimum essential medium

ER estrogen receptor

ERRs estrogen-related receptors

FasL Fas ligand

FBS fetal bovine serum

FDA Food and Drug Administration

FFA free fatty acid

FOXO1 forkhead box Ol

FXR farnesoid X receptor

GADPH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
G-CSF granulocyte colony-stimulating factor
GLUT4 glucose transporter

GR glucocorticoide receptor

GTFs general transcription factors

HBV hepatitis B virus

HCMV human cytomegalovirus

HDL high density lipoprotein

HepG2 human hepatoma cell line

HIV human immunodeficiency virus
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HNF4a
HPRT
HRP
HTLV
HSV
HUVEC
IAPs
ICAM-1
IDDM
IF

IxB
IKK

IL
iNOS
LBD
LDL
LTR
LXR
MAPK
MCP-1
M-CSF
MDR
MEF-2¢
MEK
MEKK1
MHC
MIP
MR
NAC
NAK
NC
NEMO
NF-xB
NFT
NIK
NRF

hepatic nuclear factor-4-o
hypoxanthine phosphoribosyltransferase
horseradish peroxidase

human T-cell leukemia virus

herpes simplex virus

human umbilical vein endothelial cells
inhibitor of apoptosis proteins
intercellular adhesion molecule-1
insulin-dependent diabetes mellitus
interferon

inhibitor of kb

inhibitor of kB kinase

interleukin

inducible nitric oxide synthase
ligand-binding domain

low-density lipoprotein

long terminal repeat

liver X receptor

mitogen activated protein kinase
monocyte chemoattractant molecule-1
monocyte colony-stimulating factor
multi drug resistance

myocyte enhancer factor-2c

MAP kinase kinase

MAPK/ERK kinase kinase 1

major histocompatibility complex
macrophage inflammatory protein
mineralocorticoide receptor
N-acetyl-cystein

NF-kB-activating kinase
nitrocellulose

NF-kB essential modulator

nuclear factor-kappa B
neurofibrillary tangles
NF-kB-inducing kinase

nuclear respiratory transcription factor
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NSAIDs nonsteroidal anti-inflammatory drugs

PDGF platelet derived growth factor

PDTC pyrrolidinedithiocarbamate

PERC PGC-1-related estrogen receptor coactivator
PGC PPARg coactivator

PKA protein kinase A

PKB/Akt protein kinase B

PKC protein kinase C

PLA, phospholipase A,

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor
PPRE peroxisome proliferator response element
PRC PGC-1-related coactivator

PTEC proximal tubular epithelial cells

PVDF polyvinylidene difluoride

PXR pregnane X receptor

RANTES regulated upon activation normal T cell expressed and secreted
RHD rel homology domain

ROS reactive oxygen species

RT-PCR real time-polymerase chain reaction

RXR retinoid X receptor

SDS-PAGE sodium dodecyl sufate-polyacrylamide gel electrophoresis
Sox9 sry-related HMG box-9

SRC steroid receptor coactivator

SREBP-1 sterol regulatory element binding protein-1
TCR T-cell receptor

TF transcription factor

THR thyroid hormone receptor

TNF tumor necrosis factor

TRAF TNF-a receptor associated factor

TRAIL TNF-a related apoptosis inducing ligand
TRAIL-R TRAIL-receptor

UCP-1 uncoupling protein

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1

VSMC vascular smooth muscle cells

WHO World Health Organization
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