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Nazev disertatni prace Regulace exprese lidské karbonylreduktasy 3 (CBR3)

Regulace exprese lidské karbonylreduktasy 3 (CBR3) byla az donedavna zcela neznama a stale neni plné
objasnéna. Transkripéni regulace genu Uzce souvisi s funkci proteinu, ktery koduje. Proto I1ze o¢ekavat, ze
objasnéni regulace CBR3 poml(ize porozumét fyziologické funkci tohoto enzymu, ktera dodnes zlstava
zdhadou. Promotor genu CBR3 byl popsan v roce 2009. CBR3 promotor obsahuje nékolik potencialnich
vazebnych mist pro rlizné transkrip&ni faktory. V roce 2010 jsme prokazali, Ze exprese CBR3 je regulovana
signalni drahou Nrf2/ARE. Slo o prvni studii popisujici transkrip&ni regulaci CBR3. Zapojeni Nrf2 do regulace
CBR3 bylo nedavno potvrzeno studii jiného vyzkumného tymu.

Funkéni antioxidacni responzivni element (ARE) se nachazi 2698 paru bazi proti sméru iniciace translace
CBR3 (-2698ARE). Analyza promotoru CBR3 o délce 2500 paru bazi nicméné naznacila pfitomnost cis-
regulaéniho elementu v sekvenci mezi 2500 a 500 par( bazi proti sméru transkripce. Zda se tedy, Ze i jiny
responzivni element nez —2698ARE muze regulovat CBR3. ProtoZe promotor genu CBR3 obsahuje
potencialni vazebna mista pro NFkB, mlze byt CBR3 cilovym genem signalni drahy NFkB. Tuto hypotézu
navic podporuji data z microarray analyz, ktera dokumentuji zvySeni CBR3 mRNA v prozanétlivém prostredi.
Teoreticka &ast této disertaéni prace shrnuje dosavadni poznatky o lidskych karbonylreduktasach. Ukolem
experimentalni prace bylo studium mozného zapojeni NFkB do regulace transkripce genu CBR3. Pomoci
RT-PCR jsme zkoumali vliv aktivace a inhibice NFkB na mnozstvi CBR3 mRNA. Nasledné byl studovan vliv
aktivace NFkB na expresi proteinu pouzitim western blot analyzy. Poslednim Ukolem bylo prozkoumat tlohu
potencialnich vazebnych mist pro NFkB v transkripéni regulaci CBR3.

Zjistili jsme, Ze exprese CBR3 mRNA je indukovana v lidskych nadorovych bunéénych liniich HT 29 a
HepG2 prostiednictvim NFkB. Inkubace bunék HT-29 s TNF-a a bunék HepG2 s IL-1B ovlivnilo expresi
CBR3 mRNA v zavislosti na ¢ase i na koncentraci. Odpovéd v bunécnych liniich HT-29 a HepG2 se zna¢né
liSila, a to jak v mife indukce CBR3 mRNA tak v jejim ¢asovém prabéhu. Zda se proto, Ze regulace
transkripce CBR3 je specificka pro bunéény typ. Metodou overexprese vektort kodujicich podjednotky NFkB
p65 a p50 bylo ovéfeno, ze indukéni efekt na CBR3 mRNA je zprostfedkovan drahou NFkB.

Zajimavym zjisténim bylo, Zze aktivace NFkB drahy jednoznacné zvysila hladinu CBR3 mRNA, ale tento efekt
nekoreloval s expresi proteinu. Vystaveni bunék HT-29 plsobeni nékolika rozdilnym koncentracim TNF-a
zplsobilo pfi riznych €asech inkubace jen nepatrné zmény v expresi CBR3 proteinu. Metodou overexprese
NFkB podjednotek p65 a p50 se zvysila exprese proteinu CBR3 jen mirné. Je ¢asto pozorovano, ze
mnozstvi mMRNA a proteinu pro ur€ity gen spolu nekoreluji. Pfi¢inou nezvysSeni exprese CBR3 proteinu mize
byt regulace prostfednictvim miRNA.

V posledni ¢asti experimentalni prace jsme urcili oblasti promotoru CBR3, které reguluji transkripci CBR3.
Vysledky naznacuji, Ze vazebné misto —1160NFkB je zodpovédné za konstitutivni aktivitu promotorového
konstruktu CBR3 v burikach HepG2. Vazebna mista —1160NFkB a —593NFkB mohou pUsobit v pfitomnosti
aktivatord NFkB jako funkéni elementy zvySujici transkripci genu zprostfedkovanou NFkB drahou. Zavérem
Ize Fici, ze se podaifilo prokazat zapojeni signalni drahy NFkB do regulace genu CBR3.



