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zanétlivych procesti. Podili se na zanétlivé reakci v riiznych kompartmentech
organismu. Jako transkrip¢ni faktor ridi genovou expresi fady genti, predevsim
pak cytokini (tumor nekrotizujici faktor alfa, interleukiny: IL-1p, IL-2, IL-6, IL-
12; chemokiny aj.)

NF-«B je také klicovym faktorem aktivace monocytti a makrofagi.

V této diplomové praci jsem se zaméril na roli NF-kB v monocytarni bunééné linii
THP-1. Tato linie je dilezitym modelem lidskych makrofagii, do kterych lze linii
THP-1 diferencovat. Pomoci dostupné literatury jsem shrnul vSechny dostupné
poznatky o této problematice. Soucasné jsem provedl n€kolik experimentti
tykajici se aktivace NF-kB v THP-1 linii jako potenciondlniho modelu pfi
vyzkumu a vyvoji terapeutického zasahu do NF-kB signalizace pro potlaceni
zanétlivych procesti.
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NF-kB is the most important transcription factor involved in cell signaling of
inflammatory processes. It participates in the inflammatory reaction in the
distinct compartments of the living organism. As a transcription factor, it controls
the gene expression of many genes, especially cytokines (tumor necrosis factor
alfa, interleukins: IL-1f3, IL-2, IL-6, IL-12; chemokines etc.).

NF-kB is also a key factor in the activation of monocytes and macrophages

In this diploma thesis I focused on the role of NF-kB in the monocyte cell line
THP-1. This line is an important model of human macrophages in which the THP-
1 line can be differentiated. Using available literature, I summarized all the
available knowledge on this issue. At the same time, I conducted several
experiments on NF-kB activation in the THP-1 line as a potential model in the
research and development of therapeutic intervention in NF-kB signaling to
suppress inflammation.
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1 SEZNAM ZKRATEK

AF Aktivaéni doména (angl. AF Activation function)
AhR Aryl hydrocarbon receptor
BAFF B-bunéény aktivujici faktor

BAFFR Receptor pro B-bunécny aktivujici faktor

BAR Receptor pro zlucové kyseliny

BCR B-bunécny receptor

CAR Constitutive androstane receptor

CD4o0 Diferenciac¢ni skupina 40 (cluster of differentiation)
COX-2 Cyklooxygenaza-2

CYP3A Cytochrom P450 3A

DAMPs Damage associated molecular patterns

DBD DNA-vazebnia doména (DNA binding domain)
Fas First apoptosis signal

FXR Farnesoid X receptor

GRE Glukokortikoidni responzivni element

ICAM Intercellular adhesion molecule

IkB Inhibitor kB

IKK IkB kinaza

IL Interleukin

iNOS Inducible nitric oxide synthase

LBD Doména véazajici ligand (Ligand binding damain)
LPS Lipopolysacharid

LTPR Lymfotoxin beta receptor



MRP2 Multidrug resistance-associated protein 2

NEMO NF-kB essential modulator
NF-xB Nuklearni faktor kB

NIK NF-kB-inducing kinase
NLR NOD-like receptor

NLRP3 NOD-like receptor pyrin domain-containing-3

NOD Nucleotide-binding oligomerization domain-like
NR Nuklearni receptor

OATP2 Organic-anion-transporting polypeptide 2

OCA Obeticholova kyselina (Obeticholic acid)

PAMPs Pathogen-associated molecular pattern

P-gp P-glykoprotein

PH parcidlni hepatektomie

PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor

PRR Pattern recognition receptor

PXR Pregnane X receptor

PXR-RE Pregnane X receptor responzivni element

RA Revmatoidni artritida

RANK Receptor Activator of Nuclear Factor kB

RHD Rel homologni doména

SHP Small heterodimer partner

SNP s ingle nucleotide polymorfism

TAD Transaktivaéni doména

TAK1 TGFp-activated kinase 1 = transforming growth factor-f-activated
kinase 1



TCR T-bunécny receptor

Th T-helper bunka

THP-1 Lidsk4 monocytarni bunééna linie

TLR Toll-like receptor

TNFa Tumor nekrotizujici faktor a

TNFR Receptor pro Tumor nekrotizujici faktor a

TWEAKR  (TNF) spojeny se slabym induktorem apoptézy (TNF-like weak
inducer of apoptosis)
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7K Zlucové kyseliny (angl. BA Bile acid)



2 TEORETICKA CAST
2.1 Uvod

NF-kB je komplex proteinti, ktery se nachazi témér ve vSech typech zivocisnych
bunék, kde kontroluje transkripci DNA a podili se na bunéénych reakcich na rtizné
podnéty, jako jsou bakteridlni (napt. LPS) nebo virové antigeny. NF-«B hraje klicovou
roli v regulaci rychlé imunitni odpovédi na infekce, protoze patii do kategorie rychle
pusobicich primérnich transkripcénich faktort ptitomnych v burikach v neaktivnim stavu,
které nevyzaduji, aby se aktivovala nova syntéza proteintii. Podili se také na tvorbé
cytokinti a adheznich molekul a reguluje preziti bunék. NF-kB hraje roli v patogenezi
rady zanétlivych onemocnéni, jako je revmatoidni artritida, zanétliva onemocnéni sttev,
roztrousena skleréza, aterosklerdza, systémovy lupus erythematosus, diabetes typu I,

chronickéa obstrukéni plicni nemoc, astma a dalsich (Liu a kol., 2017).

Pivodné byl objeven vroce 1986 jako jaderny protein v B-lymfocytech, ktery se
selektivné vazal na x enhancer (kratky iisek DNA o velikosti 50-1500 bézi, na ktery se
vazou aktivatory, aby zvySily pravdépodobnost transkripce daného genu) genu pro lehky

fetézec k imunoglobulinu (Baltimore, 2009).

NF-kB predstavuje skupinu indukovatelnych transkripénich faktor, které reguluji celou
fadu gent zapojenych do procesu imunitnich i zdnétlivych odpovédi. Tato skupina je
sloZena z péti strukturné piibuznych proteinti: NF-kxB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65),
RelB a c-Rel, které zprostiedkovavaji transkripci urcitych genti vazbou na specifickou
oblast DNA, kB enhancer, v podobé homo - nebo heterodimerti. NF-kB proteiny se
nachazeji vcytoplazmé a bézné jsou od sebe fyzicky oddéleny zvlastni skupinou
inhibi¢nich proteinti IxB (nejvyznamnéjsi IkB-alfa) a dalsimi proteiny obsahujici
charakteristické tzv. ankyrin repeats. A co vice, prekurzorové proteiny p105 (= p50) a
p100 (= p52) se chovaji podobné jako IkB inhibitory, protoZe jejich C-konce se

strukturou podobaji IxB a tim paAdem maji i inhibi¢ni vlastnost (Liu a kol., 2017).

2.1.1 Struktura a Rodina NF-xB

Rodina savéich NF-kB podjednotek predstavuje skupinu péti strukturné
pribuznych proteint, véetné RelA (také nazyvaného p65), RelB, c-Rel, p50 (téZ zvany NF-
kB1) a p52 (NF-kB2). Podjednotky p50 a p52 vznikaji teprve az po sestrihu z vétsich

prekurzort p105 resp. p100 ubiquitin-proteazovou cestou.
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VSichni ¢lenové rodiny NF-kB obsahuji N-termindlni doménu s priblizné 300
aminokyselinami nazvanou jako Rel-homologicka doména/oblast (RHD/RHR), ktera
zprostiedkovava vazbu na DNA a dimerizaci. RHD se sklada ze dvou sloZenych domén,
aminokoncové domény (N-doména) a dimerizac¢ni, karboxylové domény (C-doména). N-
koncova doména interaguje s bAzemi DNA specificky a nespecificky s fosfatovou kostrou.
C-terminalni doména zprostfedkovava dimerizaci a nespecificky kontakt s DNA.
Prostrednictvim domény RHD interaguji riizné podjednotky NF-kB, aby vytvorily riizné
homo- a heterodimery a vazaly se na kB sekvence piitomné v promotorovych nebo

enhancerovych oblastech cilovych genti.

Kazda ze trech podjednotek Rel (RelA, RelB, c-Rel), obsahuje transkripéni aktivacni
doménu (TAD) na C-terminalni doméné, pottebnou pro indukei transkripce cilového
genu. Dvé podjednotky p50 a p52 postradaji transaktivaéni domény a maji oblasti bohaté

na glycin.

Podjednotky Rel se nachazeji prevazné v cytoplazmé navazané na cleny rodiny IkB
inhibi¢nich proteind. V bunkéach savct existuji tfi hlavni inhibi¢ni proteiny: IkBa, IxkBf3

a IxBe.

V soucasné dobé je identifikovano sedm IxkB ¢lenti rodiny. IxB lze klasifikovat do tii
skupin - klasickych IxB (IkBa, IkBf a IkBe), NF-xB prekurzorti (p105 a p100) a
nuklearnich IxB (IxB{, Bcl-3 a IkBNS). VSichni c¢lenové rodiny IkB obsahuji
charakteristické tzv. ankyrinové repetice, které jsou odpovédné za interakci s NF-xB a za
jeho inhibici. Tyto ,repetice” interaguji s NF-kB a zabranuji jeho vstupu do jadra a vazbé
dimerti NF-kB na DNA. Kazd4 podskupina IxkB ma své vlastni prednostni vazebné

partnery NF-kB (Zhang a Sun, 2015; Perkins, 2007; Zheng a kol., 2010).
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Obr. 1: Rodina Rel/NF-kB

Cast A) Rodina Rel sesklada z 5-ti &lentt. Jejich typickym strukturnim znakem je Rel-
homologni doména (RHD). Pokud obsahuji podjednotky RelA, RelB a c-Rel
transaktivacni doménu (TAD), pak NF-xB obsahujici jednu z téchto podjednotek miize
zahdjit genovou transkripci. p50 a p52 se tvori z prekursorit p105 resp. p100.
Kupodivu, tyto jednotky maji ankyrin domény, klasicky znak inhibi¢nich IxB proteinil,
které se proteolyticky odstépi po aktivaci NF-xB drahy. Cast B) Rodina proteinit IxB
se sklada z klasickych clenit IxBa, IxBp a IxBe, které se odlisuji od neobvyklijch ¢lenil
IxB(, BCL-3 a IxBNS. Vsichni ¢lenové sdileji ankyrinovou doménu, ktera je zodpovédna
za interakci s Rel-homologickou doménou NFkB podjednotek. Na rozdil od klasickijch
IxBs, neobvyklé IkBs jsou omezeny na jadro a nejsou degradovany po aktivaci NF-kB.
Kromé toho jsou indukovatelné a nejsou pouze represory, ale mohou mit také aktivacéni

vlastnosti, napf. pro IL-6 (IxkBz) a IL-2 (IxBNS) (Modifikovano z publikace Siebenlist

a kol. (2005) Nat. Rev. Immunol. a upraveno).

12
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M-terminal region
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Obr. 2: Struktura dimeru NF-kB vazajiciho se na DNA (prevzato z creative-
diagnostics.com)

JelikoZ NF-kB rodina sdili strukturni podobnost s retrovirovym onkoproteinem v-Rel,
jsou nazvané NF-kB/Rel proteiny. I kdyz by vSichni ¢lenové rodiny NF-kB mohly vytvorit
az 15 riznych dvojic, nejvice zastoupeny dimer je p50/p65, ktery se nachazi v témér vsech
typech bunék. Ne vSechny kombinace Rel dvojic jsou transkripéné aktivni (ptfevzato z

creative-diagnostics.com).

s | L

Dimerization

MNucleus Retained in Binds to IkB

cytoplasm cytoplasm

Obr. 3: Homo/hetero dimery NF-kB rodin (pfevzato z creative-diagnostics.com)
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2.1.2 Cesty signalizace NF-xB

Aktivace Nf-kB zahrnuje dvé hlavni signaliza¢ni cesty, kanonickou (klasickou)
a nekanonickou (alternativni). Obé jsou velmi dileZité pro regulaci imunitnich a
zanétlivych odpovédi diky rtiznému mechanismu. Béznym regula¢nim krokem v obou
téchto kaskadach je aktivace IkB kinazového (IKK) komplexu skladajici se z katalytickych
kindzovych podjednotek (IKKa a/nebo IKKfB) a regulatorniho neenzymatického
strukturniho (angl. scaffold) proteinu NEMO (téz jako IKKYy).

Aktivace NF-kB dimert je nasledkem IKK-zprostiedkované fosforylace-indukované
proteazomalni degradaci IkB umoznujici podjednotkdm NF-kB transkripénim faktorim
se translokovat do jadra a vyvolat genovou expresi. NF-kB aktivace vede k expresi IxBa
genu, ktery funguje jako negativni zpétnovazebna smycka k odejmuti NF-kB podjednotek

a ukonceni signalizace, dokud je ptritomna trvala aktivace signalu.

Kanonicka cesta reaguje na rtznorodou $kalu podmétt jako napiiklad na ligandy
riznych cytokinovych receptorti, tzv. pattern-recognition receptory (PRRs), TNF
receptori (TNFR) i receptorti pro T (TCR) a B-lymfocyty (BCR).

Hlavnim mechanismem kanonické cesty (aktivace) je indukovana degradace IxBa, jez se
odpoji od NF-kB tak, Ze se nafosforyluje pomoci kinazy, komplexem podjednotek IkB
(IKK). IKK je slozenid ze dvou Kkatalytickych podjednotek, IKKa, IKKP a fidici
podjednotkou zvanou NF-kB Essential Modulator (NEMO, nebo téz IKKy).

IKK mitze byt aktivovana prostiednictvim TAK1 (angl. TGFB-activated kinase 1) rtizné,
napt. cytokiny, ristovymi faktory, mitogeny, ¢asticemi mikrobii a stresovymi faktory. Po
této aktivaci IKK fosforyluje IxBa - jeho dvé N-koncové aminokyseliny (seriny), a tim
zahaji na ubiquitinu zavislou IxBa degradaci proteasomem vedouci k rychlému a
prechodnému transportu do jadra, predev§im dimert p50+RelA a p50+c-Rel (Liu a kol.,

2017).

Hlavni IxB jednotkou regulujici kanonickou drahu NF-xB je IxBa, protein
charakterizovany svymi dynamickymi zménami spolu se signalem aktivovanou aktivaci
NF-xB. Po degradaci vyvolaném IKK-zprostiedkovanou fosforylaci se IxBa rychle
resyntetizuje indukci genové exprese zprostiredkovanou NF-xB, ¢imz poskytuje
mechanismus zpétné vazby k ukonceni odpovédi NF-kB véas (Sun a kol., 1993, Peng a

kol., 2010).
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Obr. 4: Kanonicka cesta (Navdazanim ligandu na receptor vede navazant a aktivact
IKK komplexu sestavajici se z IKKa a/nebo IKKp ktalytickych podjednotek a dvou
molekul NEMO. IKK komlex poté fosforyluje IxB vedoucti k jeji degradaci proteasomem.
NF-kB se poté premisti do jadra, aby aktivoval -cilové geny.) Zdroj:

http://www.abcam.com/research-areas/overview-of-nf-kB-signaling), upraveno

Nekanonicka cesta (na rozdil od kanonické) selektivné reaguje jen na urcité ligandy,
které se vaZou na receptory z nadrodiny TNFR. K nejzndméj$im receptoriim TNF patii
napt. TNFR1, TNFR2, Fas, LTBR, B-cell activating factor (BAFFR), CD40 a receptor pro
aktivator NF-kB (RANK) a receptor pro ,,TNF spojeny se slabym induktorem apoptozy*“
(TWEAKR). Je zndm jen maly pocet stimuld, které aktivuji NF-kB pres tuto cestu a tyto
faktory zahrnuji lymfotoxin B a B-buniky ativujici faktor (BAFF).

Krom toho nekanonicka aktivace nezahrnuje degradaci IkB-alfa, ale spiSe je zavisla na
sestiihu podjednotky p100/RelB (coz je prekurzor NF-kB2) a za jeji aktivaci. Hlavni
signalni molekulou této cesty je NIK (angl. NF-kB-inducing kinase), ktera se na podnét
aktivuje, zac¢ne spolupracovat s IKK-alfa, a ta nafosforyluje podjednotku p100 a tato
podjednotka se timto odkéaze k ubiqgitinaci v proteasomu a sestfihu. Sestiih p100
podjednotky zahrnuje degradaci C-terminalni struktury podobné IkB a vytsti ve
vytvoteni p50 (NF-kB2) podjednotky, kterd se miize presunout spole¢né s jednotkou

RelB jako komplex do jadra.
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Funké¢né se kanonicka cesta zapojuje do témér vSech procesti imunitnich reakei, kdezto
u nekanonické aktivace se zda, Ze vznikla jako doplnkova cesta, ktera spolupracuje

s kanonickou pfi regulaci ziskané imunity.

Nejen Ze NF-kB reguluje zanét a zprostiredkovava indukei riznych prozanétlivych geni,
ale také reguluje aktivaci, diferenciaci a funkce protizanétlivych T-lymfocyt a nedavné
dikazy hovorii i o zapojeni NF-kB do regulace aktivace inflamazomu (proteinovy

oligomer aktivujici prozanétlivé procesy).

Neni divu, Ze neregulovana NF-kB aktivace je jasnou znamkou chronickych zanétlivych
onemocnéni a tim padem, Ze stale lepsi a lepsi pochopeni mechanismt aktivace NF-«xB a
jeho prozanétlivé funkce ma obrovsky vyznam pro nové terapeutické strategie a 1écbu

chronickych onemocnéni (Liu a kol., 2017).
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Obr. 5: Nekanonicka cesta (Nekanonicka cesta zac¢ind vazbou ligandu na receptor,
ktera vede k aktivaci NIK, ten fosforyluje a aktivuje IKK-a komplex, ktery vzapéti
fosforyluje Ixf podjednotky p1oo a tim dojde k uvolnéni podjednotky p52. Vznikly
heterodimer p52/RelB se nasledné premisti do jadra, kde zahdji transkripci cilovych

genil.) Zdroj: http://www.abcam.com/research-areas/overview-of-nf-kB-signaling
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Tabulka 1: Srovnani kanonické a nekanonické cesty

Kanonicka Nekanonicka
TNF receptory:
PRRs LTbR - lymfotoxin B
recento TNFRs RANK
prory Cytokinové TWEK
TCR/BCR CD40
BAFFR
Délka . Rychl4 a prechodna Pomala a trvala
odpovédi
Na | Nezavisla Zavisla
proteosyntéze
degved na Riizné Podskupina pro TNFR
signaly
Funkce Riizné Specifické
Hlavni
signalni TAK1 NIK
molekula
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2.1.3 Genova regulace cytokint

Jelikoz je NF-xB jednoznacné rozhodujici
zprostredkovaného cytokiny, je aktivace NF-xB prisné kontrolovany
mechanismus. Rizeni zpétné vazby aktivace NF-kB probih4 jak intracelularné, tak
extracelularné.

(+)

TNFa, IL-1B, LPS

Kmase/ Phosphatase

/ N
\\,/

(TNFa, IL-1B) (IL-8, IL-6)

regulator zanétu

Obr. 6: Pozitivni a negativni zpétna vazba v regulaci NF-«B (Latky jako
TNF-a, IL-13, nebo endotoxin (LPS) spusti vazbou na prislusny receptor
signalizacni NF-xB kaskadu a tim dojde k transkripci cytokinovych genil.
Dochazi k tvorbé cytokinit TNF-a, IL-1f3, které mohou pozitivni zpétnou vazbou
mistné zesilit dalsi aktivaci NF-xB. Také se stimuluje produkce IxkB-a a p105,
kteri inhibuji negativni zpétnou vazbou dalsi aktivaci NF-kB. Zvysenda produkce
podjednotky p105 dava prednost tvorbé homodimeru p5o0, ktery miize taktéz
vstoupit do jadra a kompetovat s NF-kB o svoje vazebné misto.) (Blackwell a
kol., 1997, upraveno)
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Pozitivni zpétna vazba miize nastat pomoci extracelularnich mechanismi, které
slouzi k zesilovani zanétlivych signala. Aktivace NF-kB zvySuje transkripci TNF-
a a IL-1P3 a oba tyto cytokiny mohou opét aktivovat NF-kB. Taktéz se mtize chovat
zanétlivy signal, napriklad bakteridlni endotoxin, ktery mtze zesilit ptivodni
zanétlivy signal.

Negativni zpétnou vazbu ridi jak intracelularni, tak extracelularni mechanismy.
které jsou odpovédné za omezeni aktivace NF-kB v reakci na dany podnét.
Intracelularné, aktivace NF-kB vede k transkrip¢ni regulaci genti IkB-a a p105.
Zvysena produkce inhibic¢nich jednotek poméaha zachytit NF-xB v cytoplazmé a
snizuje mnozstvi aktivovaného nuklearniho NF-kB, ¢imZz ukoné¢i novou
transkripci cytokinu a omezi zanétlivou odezvu (Blackwell a kol., 1997).
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2.2 NF-xB pri zanétu

Zanét je obrannd reakce organismu na infekci a tkanové poskozeni
charakterizovanou typickymi reakcemi jako je vazodilatace a cileny pohyb imunitnich
bunék (leukocyti) a plazmovych proteinii a tekutiny do mista infekce nebo poskozeni
tkdné. Za normaélnich okolnosti je zanét pro organismus prospésny a hbité si s nim
organismus poradi, avSak Spatné regulovani zanétlivA odpovéd miize zplsobit
premrsténé nebo dlouho trvajici poskozeni tkdné a prispét tak k akutnimu nebo
chronickému onemocnéni. NF-kB je v této véci hlavnim mediatorem zodpovédnym za

tvorbu prozanétlivych ptisobki a za jejich funkei u vrozené i ziskané imunity.

2.3 Vrozena imunita a NF-xB

Bunky vrozené imunity, zahrnujici makrofagy, dendritické bunky a neutrofily, jsou
dtlezitymi aktéry prirozené imunity a zanétu. Tyto bunky exprimuji tzv. Pattern
recognition receptor (PRRs) reagujici na rizné mikrobialni souéasti, tzv. ,pathogen-

associated molecular patterns“ (PAMPs).

Tyto PRRs receptory také rozeznavaji tzv. ,molekularni vzory typické pro poskozeni
vlastnich bunék“ (Damage-associated molecular patterns, DAMPs), které se uvolnuji
z vlastnich nekroticky a poskozenych bunék. Sav¢i burniky exprimuji pét rodin receptori
PRR. Na zikladé umisténi v burice se rozdé€luji na: membranové (Toll-like receptor,
TLRs, C-typ lektin-like receptor) a cytoplazmatické (RIG-I-like receptor, NOD-

nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor, NLRs).

U PRR receptorti zac¢ina signaliza¢ni kaskadda bézné aktivaci kanonické cesty NF-kB,
ktera je zodpovédna za tvorbu prozanétlivych cytokint, chemokint, a dopliikovych
zanétlivych mediatort v riznych typech imunitnich bunék. Tyto zdnétlivé mediatory se
mohou bud’ zapojit pfimo do spusténi zanétu nebo neprimo podporou diferenciace
zanétlivych T bune€k. Dalsi vyznamnou signalni molekulou, ktera se t¢astni aktivace NF-
kB jako reakce na predchozi vazbu s PRR je (TAK1). Po aktivaci TAK1 aktivuje
v signalizaéni kaskddé nize postavené (angl. downstream) kindzy IKK a tim

zprostiedkovat IkBa fosforylaci a NF-kB aktivaci.
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Obr. 7: Ruzna mista zasahu NF-kB. (Nuklearni faktor kB necili pouze na produkci
zanetlivych cytokinii, chemokinit a adhezivnich molekul, ale i na bunécénou proliferaci,

apoptozu a diferenciaci. (Liu a kol., 2017)

Prozanétliva aktivita NF-kB se nejvice studuje na makrofazich. V reakci na rizné PAMPs
a DAMPs se makrofagy rychle aktivuji a uvolnuji velké mnozstvi cytokini a chemokint.
Za riznych odli$nych patofyziologickych podminek jsou aktivované makrofagy schopné
se diferencovat ve fenotypové rtzné formy, klasicky aktivovana (M1) a alternativné

aktivované (M2) makrofagy.

NF-xB je klicovy transkripéni faktor makrofagh Mi. M1 makrofagy produkuji
prozanétlivé cytokiny, jako jsou IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a a chemokiny zapojenych do
mnohych zanétlivych procesti. M1 makrofagy také podporuji diferenciaci zanétlivych T
bunék véetné Th1 a Th17, které naopak zanét zprostiredkuji. Na rozdil od nich, produkuji

M2 makrofagy protizanétlivé cytokiny, jako je IL-10 a IL13 (Liu a kol., 2017).
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2.4 T-lymfocyty a NF-xB

Zanét také zahrnuje adaptivni imunitni buriky, zejména T-helper (Th) burky.
Aktivace ptivodnich T lymfocyti je zahdjena po zapojeni T-bunééného receptoru (TCR)
specifickym antigenem prezentovanym na buiikdch prezentujicich antigen, vétSinou
dendritickych bunék. Kanonické podjednotky NF-«kB, RelA a c-Rel zprostfedkovavaji
signalizace TCR a naivni aktivace T-bunék. Deregulovana aktivace NF-kB mtiZe zplisobit
aberantni aktivaci T-bunék, ktera je spojena s autoimunitnimi a zdnétlivymi odpovéd'mi.
NF-kB také hraje roli pti regulaci diferenciace a efektorové funkce T-bunék. Po aktivaci
se CD4+ T burky diferencuji na rtizné podskupiny efektorovych T bunék, véetné Thi,
Th2, Thiy a T folikularnich (Tfh) bunék, které vylucuji rtzné cytokiny a
zprostiedkovavaji riizné aspekty imunitni odpovédi. Thi a Thi1y bunky jsou obecné
povazovany za zanétlivé T burnky, protoze zprostiedkovavaji zanétlivé odezvy proti
infekcim a samovolnym spoustécim (self-triggers) a jsou spojeny s raznymi
autoimunitnimi a z&nétlivymi stavy. Th1 bunky jsou charakterizovany sekreci IFN-y,
cytokinu, ktery jednak podporuje buné¢nou imunitu, tak se i podili na zanétlivych
procesech. NF-kB podporuje diferenciaci Th1 bun€k regulaci signalizace TCR stejné jako
fungovanim ve vrozenych imunitnich bunkéach ke zprosttedkovani indukce cytokind,
jako je IL-12, které podporuji Th1 diferenciaci. Buriky Th17 jsou charakterizovany sekreci
IL-17, zanétlivym cytokinem, ktery pritahuje monocyty a neutrofily do mista zanétu v
reakci na invazi na patogenni nebo sobé vlastni antigeny (self-antigen). Diferenciace
CD4+ T bunék je regulovana cytokiny vylucovanymi buntkami prezentujicimi antigen a

jinymi vrozenymi imunitnimi bunikami a vnitfnimi faktory T-bunék (Liu a kol., 2017).

22



2.5 NF-xB v regulaci inflamazomu

Inflamazom je skupina intracelularnich komplexi s vice bilkovinami
usporadanych k sobé v reakci na PAMP a DAMP a charakterizovany aktivaci zanétlivych
kaspaz (kaspaza-1). Inflamazomové receptory po stimulaci oligomerizuji a aktivuji
kaspazu 1. Aktivovana kaspaza 1 pak §tépi pro-1L-1B a pro-IL-18 do svych zralych forem,
coz vede k sekreci téchto prozanétlivych cytokint. Inflamazomy tvoii nedilnou soucast
vrozené imunity proti patogennim infekcim. Deregulovana aktivace inflamazomu
prispivdA  k rlznym autoimunitnim a zanétlivyjm onemocnénim vcetné
neurodegenerativnich onemocnéni (roztrousena skleréza, Alzheimerova choroba a
Parkinsonova choroba) a metabolickych poruch (ateroskleréza, diabetes typu 2 a
obezita) (Guo a kol. 2015). Signalni drdha NF-xB se podili na regulaci inflamazomu, coz

prispiva k zah4jeni a rozvoji zanétlivych onemocnéni (Liu a kol., 2017).
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Obr. 8: NF-kB v regulaci NLRP3 inflamazomu. (Pro aktivaci NLRP3
inflamazomu je zapotiebi dvou signalii: tzv. primingu a aktivace. Prototypovym
prikladem pruniho primingového signalu je bakterialni vazba LPS na TLR4, cozZ vede k
aktivaci signalizace NF-xB. Aktivni NF-kB podporuje v jadre transkripci genii jako jsou
NLRP3, Pro-IL-1beta a Pro-IL-18. Druhym signdlem aktivace inflamazomu jsou
agonisté NLRP3, které aktivuji NLRP3 ktvorbé inflamazomu. NF-kB indukuje
zpozdénou akumulaci autofagniho receptoru p62, ktery se miize specificky vazat na
mitochondrialni poly-ubikvitinové tetézce, a tudiz negativné regulovat aktivaci

inflamazomu prostiednictvim mitofagni eliminace. (Liu a kol., 2017, upraveno)
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2.6 Modely monocytti a makrofagti, THP1 bunééna linie

Monocyty cirkulujici v krvi poskytuji viyznamnou ochranu vii¢i Gram negativnim
bakteriim. Poté co tyto bakterie rozpoznaji, respektive jejich toxiny (LPS), méni se na
dendritické bunky nebo na tkanové makrofdgy vyuZzivajici fagocyt6zu. Monocyty a

makrofagy patti tedy do prirozené imunity (Sallusto a Lanzavecchia, 2010).

THP-1 predstavuji bunéénou linii pochazejici z periferni krve jednoho roc¢niho chlapce

postizeného akutni monocytarni leukémii.

THP-1 bunky poskytuji cenny néstroj pro zkoumani in vitro monocytarni/makrofagové
struktury i funkce, mechanismi, signalizac¢nich cest i transportu 1é¢iv a potravnich latek

ve zdravi i nemoci.

Jsou vhodné jako prijemce transfekce DNA vektort pro experimentalni ovlivnéni genové

exprese. Uchovavaji se v kapalném dusiku.
THP-1 skyté oproti piivodnim burikdm nékteré vyhody:

¢ rychlejsi bunééné déleni

e 7adné dikazy o toxicité bunék, manipulace s nimi je tudiz bezpe¢na
¢ nepodléhaji tak rychle apoptoze, jsou jakoby ,nesmrtelné“

¢ jednoduseji se uchovavaji, napt. v tekutém dusiku

e stala geneticka vybava

¢ nehrozi kontaminace ostatnimi slozkami krve pii odbéru

Dnes jiz existuji i komercné dostupné THP-1 burniky specialné navrzené pro sledovani NF-
kB signalizace i za podminek nizké koncentrace aplikovanych PRR agonisti (napf.
PAMP, které zahrnuji kuptikladu LPS), které spoustéji NF-kB kaskadu a jeho aktivaci

zpusobi genovou expresi, ktera vede k zanétlivé odpovédi, proliferaci bun€k, diferenciaci,

migraci a bunéénému preziti (Chanput a kol., 2014).
THP-1

O. 9: Morfologicka struktura THP1 bunék (Osier a kol., 2014, upraveno)
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2.7 Terapeutické ovlivnéni NF-xB pri zanétu

Dnes uz se vi, ze NF-xB slouzi jako centralni zanétlivy mediator, ktery odpovida na
sirokou §kalu receptort spojenych s imunitou. Vzhledem k deregulované aktivaci NF-«B,
ktera se podili na rtiznych zanétlivych onemocnénich se zacileni do protizanétlivé 1é¢by
jevi jako atraktivni pristup. Podafilo se vyvinout nékolik kategorii inhibitord, které
blokuji rtizné kroky signalizace NF-xB. ZvySeny pocet selektivnich IKK inhibitort byl
navrzen tak, aby blokoval katalytickou aktivitu IKK a zabranil IxBa fosforylaci.

Dobre znamé latky jako acetylsalicylova kyselina a salicylaty, maji rovnéz schopnost
inhibovat IKK. Inhibitory proteasomu, jako je napt. Bortezomib, blokuje IxBa degradaci
v proteasomu. Dale sem nalezi blokatory nukle4drni translokace rtznych NF-xB
podjednotek, (takrolimus (FK-506), 1éciva, ktera inhibuji aktivitu NF-xB pfi vazbé na
DNA, jako jsou glukokortikoidy a agonisté PPAR receptorti. I pies dosazeni vyznamného
pokroku pri navrhovani pristupii k inhibici NF-kB, existuji prekazky pro vyvoj klinicky
dostupnych 1ékii na bazi NF-kB. Inhibice NF-kB muze byt sice pfinosem pii 1écbé
zanétlivych onemocnéni, existuji ale otazky tykajici se rovnovihy mezi Gcinnosti a
bezpecnosti, jelikoz funkce NF-kB je také nutné pro udrzeni normalni imunitni odpovédi
a preziti bunék. Hromadici se studie naznacuji, Ze rozsahla inhibice signalizace NF-kB
miize zplsobit zavazné nezddouci aéinky. Ztohoto vyplyva, Ze lepsi pochopeni
mechanismu t¢inku u konkrétni nemoci je zasadni pri hledani specifickych latek pro

1é¢bu zanétlivych onemocnéni. (Liu a kol., 2017)
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Inhibice transportu do jadra (takrolimus)

Inhibice vazby na DNA, inhibice transkripce (glukokortikoidy, agonisti
PPAR)
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2.8 Glukokortikoidy a NF-«xB

Glukokortikoidy (GCs) se Siroce vyuzivaji k potlaceni chronického zanétu napi. u
astma, revmatoidni artritidy, nemoci stirev a autoimunitnich onemocnéni a v§echna tato
onemocnéni jsou spojena se zvysenou expresi zanétlivych genti. GCs se v cytoplazmé
vazou na sviij glukokortikoidni receptor a poté se presouvaji do jadra, kde se miizou
navazat na GC response element (GRE) na regulovaném genu a tim zah4jit transkripci

tohoto genu (Barnes, 1998).

Vyuzivaji se také jako imunosupresiva. Inhibuji syntézu témér vSech cytokini
potfebnych pro imunitni reakce. Zjistilo se, Ze GCs potlacuji aktivitu NF-kB dvéma na
sobé nezavislymi mechanismy Géinku. Prvni spoéivd vindukei transkripce genu pro
inhibitor NF-kB (IkBa). To vede ke zvySené syntéze inhibitoru IxBa, ktery reaguje

s aktivovanym NF-xB a tim prerusi jeho cestu.

Druhym z mechanismti je vazba glukokortikoidniho receptoru s GC na p65 podjednotku

a tvorbé neaktivniho komplexu (Wissink a kol., 1998).

TNF, IL-1B, LPS
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Obr. 11: Mechanismus ac¢inku GCs. (GCs zprostiredkovdvaji terapeuticky efekt
produkci IxB a také primym potlacenim podjednotky p65, kterd zahajuje transaktivaci.

Hanaoka, 2012, upraveno)
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2.9 Nuklearni receptory a jejich ligandy

Organismus je Casto vystavovan xenobiotikiim jako jsou lé¢iva a enviromentalni
chemikalie, které maji velky vliv na lidské zdravi. Pro modulaci metabolismu a exkrece
xenobiotik, méni transkripci Siroké skaly genii exprimovanych v fadé tkani a Zivotné
dilezitych organech jako jsou jatra, ledviny, stfeva, plice, mozek, placenta a pankreas.
Aktivaci struktur oznacovanych jako nuklearni receptory se da regulovat genova exprese
a ta je podstatou indukcéniho ptlisobeni 1é¢iv a hormondalniho tcéinku steroidnich
hormoni. Nuklearni receptory tak ovliviiuji expresi biotransformacénich enzymd I. a II.
faze metabolismu, transportnich proteinti na urovni transkripéni regulace gent. Pro
detoxifikaci organismu jsou zasadni pregnanovy nuklearni receptor X (PXR) (a mimo
jiné i konstitutivni androstanovy receptor, CAR, farnesoid X receptor, FXR). V
organismu se nicméné nachazi vice nez 70 rtiznych nuklearnich receptori (Pavek a kol.,
2005).

Nuklearni receptory jsou tvoreny 4 proteinovymi podjednotkami. Prvni podjednotka je
modulatorova doména, ktera interaguje s modulacnimi proteiny (koaktivatory), nékdy
se oznacuje jako aktivacni doména (AF). Nékteré nuklearni receptory maji jednu, ne€které
dvé AF jednotky na C i N konci proteinu. Druhou je konzervativni doména schopnéa
rozpoznat specifické sekvence genii promotorové DNA (DBD — DNA binding domain) a
tim urdi, které geny budou regulovany. Treti strukturou je spojovaci ¢ast (tzv. Hinge
region) a posledni doména, ktera vaze ligand (LBD - ligand binding domain). Ta vytvori
obal, ve kterém ligandy reaguji s LBD doménou prostfednictvim aminokyselinovych
skupin na zakladé jejich prostorového usporadani. Navic mimoradna flexibilita ve
velikosti a tvaru LBD poskytuje zaklad pro celou fadu nuklearnich receptorti, které jsou
tak schopny pojmout velké mnozstvi ligandti s rozmanitou chemickou strukturou. (Pavek
a kol., 2005, Tolson a Wang 2010).

Obvykle vSechny tyto receptory maji relativné kompaktni LDB a jsou schopné vazat
unikatni vysoce afinitni endogenni ligandy ve velmi malych (nanomolarnich)
koncentracich. Tento pristup vedl k identifikaci skupiny proteind, které se na zakladé
struktury a sekvence podobaji nuklearnim receptoriim, ale nemaji urcené vlastni
prirozené ligandy. Tyto NR, primarné oznacené jako ,sirotéi receptory“, jsou skupinou
NR, ktera tvori priblizné 60% z vice nez 70 odliSnych ¢lenti nadrodiny NR. Dostupnost
tohoto velkého poctu sirotéich receptori umoznila posunout klasickou endokrinologii k
tzv. ,reverzni endokrinologii“. Misto pouziti ¢istého hormonu k identifikaci jeho
receptoru, byly rozpoznany nové bioaktivni molekuly jako selektivni ligandy téchto

receptort. Timto se sirotci receptory nazvaly jako ,adoptované“ (Tolson a Wang, 2010).
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Obr. 12: Ilustraéni znazornéni struktury nuklearniho receptoru

(Obrazek ukazuje schematickou sekvenci v 1D aminokyseliny jaderného receptoru a ve
3D struktury DBD (vazba na DNA) a LBD (vazba na ligand) oblasti jaderného
receptoru. Experimentalni struktury N-terminalni domény (A/B), kloubové oblasti (D)
a C-terminalni domény (F) jsou pouze zndzornény ¢arkované ¢ervenymi, purpurovymi

a oranzovymi ¢arami.)

Zajimavé je, ze vétSina ligandd sirotéich a adoptovanych receptori jsou
xenobiotika vcetné 1é¢iv, karcinogent, potravinaiskych pridanych latek, pesticidi a
polutantii zivotniho prostfedi. Funguji jako senzory toxickych (xenosenzory) produktii
odvozenych od endogennich a exogennich chemickych latek, a proto je tento velky pocet
receptori také oznacovan jako xenobiotické receptory. Ty zahrnuji (ale nejsou omezeny
na): farnesoid X receptoru (FXR), konstitutivni androstanovy aktivni receptor (CAR),
pregnane X receptor (PXR) a aryl hydrocarbon receptor (AhR, ten vSak nepatii do
superrodiny NR) (Tolson a Wang, 2010).

PXR (Pregnane X receptor) a FXR (farnesoid X receptor) jsou nuklearni
receptory, které spojuje pritomnost transkripénich faktort (napf. NF-xB)

charakterizované mistem vazici urcity ligand.

29



2.9.1 Pregnanovy X receptor (PXR)

Pregnanovy X receptor (PXR, NR1lI2) je protein slozeny z 434 aminokyselin. V
roce 1998 tfi vizkumné skupiny nezéavisle na sobé€ izolovaly cDNA dekddujici novy sirotéi
receptor PXR, u kterého byla néasledné prokazana centralni role v transkripéni regulaci
CYP3A geni u vice druhti. Nez byl oznacen jako NRi1lI2, byl nazvan SXR (steroidni a
xenobioticky receptor) a PAR (pregnanem aktivovany receptor) u lidi. To odpovidalo
jeho nasledné identifikaci vSestrannosti pfi rozpoznavani Siroké skaly syntetickych
steroidt a xenobiotik (Tolson a Wang, 2010).

Pregnanovy X receptor nalezi do skupiny ligandem aktivovanych transkripénich faktori
oznacovanych jako tzv. nuklearni receptory, které se Gcastni mnoha fyziologickych a
patologickych dé€jt v organismu.

Pregnanovy X receptor se nenachazi predev§im vjadre, ale také se vyskytuje
v cytoplazmé a z cytoplazmy se miize presunou béhem aktivace do jadra. Nejvice se
nachéazi v jatrech, dale v tenkém stievé, zaludku a vledvinach. Pravé tento vyskyt se

odviji od exprese cytochromu CYP3A4 i P-glykoproteinového transportéru.

Jeho aktivace zaéind primou vazbou na ligand v jadre. Poté receptor vytvori dimer
s dalsim receptorem, retinoidnim receptorem RXRa a spoleéné rozpoznavaji urcité
oblasti promotorové DNA regulovanych genti nazvanych jako responzivni sekvence PXR-
CYP3A4 1é¢iv a xenobiotik se nasla dvé vazebna mista v promotorové regulacni oblasti
genu CYP3A4— proximélni a distalni — spole¢né spolupracuji pro maximalni indukéni

acinek (Pavek a kol., 2005).

Hlavnim tkolem PXR je reagovat na pritomnost cizich latek a tim aktivovat tvorbu
proteinti zodpovidajicich za jejich detoxikaci z organismu. Mezi jeho ligandy patii mnoho
latek z fad agonistli jak endogennich, tak exogennich (napt. steroidy, antimykotika,
zlucové kyseliny, rostlinné latky aj.), tak i antagonistti (napi. ketokonazol)(Pavek a kol.,

2005).

Dale k nejfrekventovanéjsim ligandim PXR patii 1éciva terapeutickych skupin (napf.
klotrimaxol, lovastatin, nifedipin), pfirodni sedativum hyperforin, nékteré toxiny i
endogenni steroidy. Svou chemickou strukturou a svymi fyzikalné-chemickymi
vlastnosti jsou velmi riznorodou skupinou latek, a timto se PXR dosti odlisuje od jinych
nuklearnich receptori, které jsou spiSe aktivovany svym specifickym ligandem
(estrogenni receptor, receptor pro vitamin D, receptor hormoni §titné zlazy). Diky této

své ligandové pestrosti i mnozstvim regulovanych biotransformacnich enzymt a
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(Pavek a kol., 2005).

Xenabiotic
* Hepatocyte
X\ Cytoplasm \

Endogenous steroids PKR RXR

Pharmaceuticals
Xenabiotics

Endoplasmic
reticulum

4t
—

CYP3A4 | |

Obr. 13: Schéma vyjadiujici aktivaci PXR xenobiotikem vedouci k indukci
cytochromu CYP3A4. (Tompkins a Wallace, 2007)

U tohoto receptoru je typicka tzv. autoindukcee, tzn. Ze 1é¢iva (napt. karbamazepin) nebo
jejich metabolity mohou byt induktory (autoinhibice) metabolické cesty, kterou se sami
eliminuji a tim eliminaci urychli. Vterapii to znameni pokles koncentrace léciva
v plazmé. Pak takovato tprava davek daného 1éciva je slozita a je zapotiebi neustale

monitorovat hladinu 1é¢iva.

PXR reguluje celou fadu genti pro enzymy I. a II. fiaze biotransformace. Mezi
nejdulezitéjsiizoenzymy cytochromu P-450, ktery je zapojen do biotransformace vice nez
50% léciv pouzivanych v huméanni mediciné je enzym CYP3A4 (dalsi napr. CYP2Co,
2C19, sulfonyltransferazy, transportér: P-gykoprotein, MRP2, OATP2). Pravé formy
CYP3A4, 2C9 a 2C19 tvori az 80% veskerych izoforem P-450 vjatrech a strevé a
zprostredkovavaji vétsinu reakeci I. biotransformacni faze 1éciv. Vyznamné také ovliviuji
1ékové transportéry, predevsim P-glykoprotein, ktery transportuje desitky 1é¢iv, a tim se
stava vyznamnym prostfednikem zavaznych klinickych 1ékovych interakei. M4 se za to,
ze geneticky polymorfismus PXR, nikoli enzymu CYP3A4, stoji za interindividualni
variabilitou metabolismu 1é¢iv. Polymorfismus je dan ptitomnosti bodovych mutaci DNA

(tzv. SNP, Single Nucleotide Polymophism) (Pavek a kol., 2005).
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Uz del$i dobu je zndmo, Ze zanét a infekce snizuji metabolismus 1é¢iv u lidi. Cytochrom
CYP3A4 je regulovany genovou transkripci receptorem PXR, ktery je zavisly na vazbé
s prislusnym ligandem. Aktivace NF-xB napriklad lipopolysacharidem (LPS) nebo TNF-
a hraje zasadni roli v potlaceni exprese CYP3A4 diky interakci mezi NF-kB s komplexem
PXR-retinoid X receptorem (RXR). Inhibice NF-kB-specifickym supresorem SRIxBa
(super represor IkBa) zvratila potlaceni exprese CYP3A genu lipopolysacharidem a
TNFa faktorem. Navic, podjednotka NF-kB p65 je schopna rozrusit spojeni komplexu
PXR-RXRa se sekvenci DNA, DNA-vazebnou doménou pro RXRa. Takto se odkryl
mechanismus tc¢inku pro inhibici syntézy CYP3A4 prozanétlivymi latkami (napt. LPS,
TNF-a) (Gu a kol., 2006).

LPS
TNF- \

N ‘ _j

/\

ER6 | cypl3ad = cyp3ad =

Obr. 14: Schématicka ilustrace znazormnujici potlacdeni genové exprese
CYP3A4 faktorem NF-xB. Po aktivaci NF-kB faktoru TNF-a nebo LPS se podjednotka
p65 presune do jadra a prerusi vazbu heterodimeru PXR-RXRa vazbou na RXR a tim

potlaci expresi cytochromu CYP3A4 (RIF, rifampicin) (Gu a kol., 2006).

-----

jakozto agonista PXR receptoru dokazal snizit tvorbu cilovych genti NF-kB (iNOS, ICAM-
1, COX-2, TNF-q, IL-6) v mukdze stieva. Inhiboval degradaci IxkBa a tim branil aktivaci

NF-kB a rozvoji zanétu (Dou a kol., 2013).

Studie, ktera se zabyvala aktivatorem PXR (cyklosporin A), u chronického zanétlivého
onemocnéni jater jako je primarni biliarni cirho6za, potvrdila, ze aktivace PXR receptoru
(a s tim spojena inhibice NF-kB) podporuje riist hepatocyti a je rovnéz antifibrinogenni.
Tim padem mtize byt PXR receptor vynikajicim cilem 1é¢by u chronického zanétlivého
jaterniho onemocnéni. Studie se provadéla na THP-1 bunécné linii a hepatocytech

izolovanych z mysich jater (Wallace a kol., 2010).
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Dalsi nedavna studie ukazala, Zze PXR aktivace zlepsSuje zanétlivé onemocnéni tlustého
stieva na my$im modelu pomoci inhibice exprese cilovych genti pro NF-kB. Uéinky jsou
protektivni, ale mechanizmus neni objasnén. Naproti tomu, tento i¢inek nebyl prokazan
na tzv. PXR null myss$ich, tedy mysich geneticky upravenych bez PXR receptoru. Jako
ligand PXR byl v této studii pouzit pregnenolon-16a-karbonitril, coz je ligand mysiho
PXR receptoru (Shah a kol., 2006).

Zatimco je jiz dlouho zndmo, Ze zanét a infekce snizuji expresi genti jaternich cytochromi
P450 (CYP), které se podileji na metabolismu xenobiotik a Ze expozice xenobiotickym
chemikaliim miiZe naru$it imunitni funkei, molekuldrni mechanismy, které jsou
zakladem obou téchto jevil, ziistaly neznamé. Studie provedena na mysich ukéazala, Ze
aktivace nuklearntho PXR inhibuje aktivitu NF-«xB, klicového regulatoru zanétu a
imunitni odpovédi. Bylo také prokazano, ze NF-kB cilové geny jsou indukovany a zanét
tenkého stfeva je vyznamné zvySeny u mysi postradajicich PXR, coz ukazuje primou
recipro¢ni vazbu mezi PXR a antagonismem NF-kB zprostiedkovanym lé¢ivy aktivujici
PXR (Zhou a kol., 2006).
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2.9.2 Farnesoid X receptor (FXR)

Farnesoidni X receptor, také znamy jako receptor pro zluc¢ové kyseliny (bile acid
receptor - BAR) ¢i NR1H4 (nuklearni receptor podrodiny 1 skupiny H ¢len 4). FXR byl
ptivodné oznacen jako farnesolem aktivovany receptor interagujici s RXR. K expresi FXR

dochézi u ¢lovéeka z jediného genetického mista (chromozom 12q23.1).

FXR se vyskytuje ve vysokém mnozstvi v jatrech, ve stireve, v ledvinach a nadledvinach.
Kyselina chenodeoxycholova a dalsi Zlu¢ové kyseliny (ZK) jsou pFirozenymi ligandy pro
FXR. Je znamo, ze zasadné ovliviiuje tvorbu Zluce a enterohepatalni cirkulaci zlu¢ovych
cholov4, litocholova a dalsi. Dalsimi agonisty jsou: semisynteticka obeticholova ZK a
diterpen kafestrol. FXR zasadnim zptisobem iidi homeostdzu ZK, metabolismus
lipoproteinii a gluko6zy, regeneraci jater, karcinogenezi, rtist sttevnich bakterii a reaguje

na hepatotoxiny. (Li a Guo, 2015)

Jednou z primérnich funkei aktivace FXR je potladeni enzymu syntézy ZK- cholesterol 7
alfa-hydroxylazy (CYP7A1), enzymu, ktery ma klicovou roli v metabolismu cholesterolu.
Preménuje cholesterol na 7-alfa-hydroxycholesterol, coz je prvni synteticky stupe ridici
syntézu zlucovych kyselin. FXR se pfimo nevaze na promotor CYP7A1. FXR spise
indukuje expresi malého heterodimerového partnera (SHP), ktery pak funguje na
inhibici transkripce genu CYP7A1. Timto zptisobem je vytvorena cesta negativni zpétné
vazby, pti které je syntéza zluéovych kyselin inhibovéana, kdyz jsou v organismu vysoké

hladiny téchto kyselin.

Rovnéz bylo zjisténo, ze FXR je dulezity pti regulaci hladin triglyceridi v jatrech (Jiao a

kol. 2015).

Jatra jsou jedine¢nym organem s vysokou regenerac¢ni schopnosti, ktera by mohla dat
vzniku nové jaterni tkané a jeji funkei napf. po poranéni z ischemie nebo resekce ¢asti
jater. Podstatné molekularni mechanismy regenerace jater byly v minulosti rozsahle
studovany pomoci modelu parcialni hepatektomie (PH) u hlodavci, kde se 2/3 PH
provadély odstranénim dvou lalokd. Cely proces regenerace jater je komplikovany,
zahrnujici mnoho souvisejicich interakei, ktera zfistavaji ne zcela pochopitelné. ZK a FXR
nejen vzajemné spolupracuji, ale také reguluji rtizna cile nezavisle na regeneraci jater.
Nedavné poznatky navic naznacuji, zZe tkanové specificky FXR vyznamné prispiva také k
regeneraci jater. Tato nova zjiSténi naznacuji, Ze FXR ma mnohem S$ir$i tlohu nez

regulace metabolismu ZK, cholesterolu, lipidéi a glukdézy. Timto se mysli, ¢ FXR je

34



dtlezitym cilem farmaceutického vyzkumu pro potencidlni vyuziti ligandid FXR pro

regulaci regenerace jater v mediciné (Li a Guo, 2015).

FXR receptor je také exprimovan v lidské placenté, i kdyz zatim s nejasnou funkci. Ve
studii Yuan a kol. (2016), ktera se provadéla na biezich mysich se po intraperitonealnim
podani LPS a OCA objasnil zfejmé jeden z vyznamii FXR zprostfedkované protizanétlivé
aktivity v placenté. FXR signalni kaskada se podle ocekavani spustila pomoci OCA. OCA
navodila ochranu proti LPS navozené fetalni smrti. Také snizila mimo jiné sniZenou
hmotnost plodu navozenou LPS. Dalsi experimenty ukazaly, Ze OCA inhibuje syntézu
TNF-a vyvolanou aplikaci LPS v matefském séru a plodové vodé. Kromé toho OCA
vyrazné snizila zvySovani placentarnich prozanétlivych gent indukovanych LPS, véetné
10 v materském séru, plodové vodé a placenté. Dalsi analyza ukazala, ze OCA blokuje
nuklearni translokaci NF-kB p65 a p50 podjednotek v trofoblastu (giant cells) mysi
placenty v oblasti tzv. labyrintu. Tato studie poskytla diikaz o roli FXR receptoru jako

dilezitého regula¢niho prvku placentarniho zanétu (Chen a kol., 2016).

V nedavné studie na mysich postradajicich FXR (FXR null mysi) bylo prokazano, Ze
aktivace FXR pomoci agonistickych ligandti inhibuje expresi zanétlivych mediatora v
reakci na aktivaci NF-xB a selektivné inhibuje NF-kB-zprostfedkovanou hepatickou
zanétlivou odpovéd. Naopak FXR null mysi vykazovali silné jaterni zanétlivé
onemocnéni. Naopak aktivace NF-B inhibovala expresi cilovych genti pro FXR, coz opét
naznacuje provazanost NF-B signalizace a regulace FXR cilovych genti podobné jako je
tomu v pripadé PXR. Aktivace a ligandy FXR proto miiZzou prispét k hepatoprotekei a

potlaceni hepatokarcinogeneze (Wang a kol., 2008).

3 CIL PRACE

Cilem préce je:

1) shrnout z dostupné literatury poznatky o NF-kB signalizaci pti zan€tlivém
procesu

2) zpracovat a otestovat bunéénou linii THP-1 jako model aktivace nebo
inhibice NF-kB pfi vyzkumu a vyvoji terapeutického zasahu na bazi
ligandii nuklearnich receptori do NF-kB signalizace pro potlaceni
zanétlivych procesi.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Reagencie a pristroje

Médium RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
DMEM médium (GIBCO. TheromLife Technologies)
Roztok L-glutaminu (Sigma-Aldrich)

Inaktivované Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich)
Neesencialni aminokyseliny (Sigma Aldrich)

trypsinu 0,25%/EDTA (Sigma-Aldrich)

tumor nekrotizujici faktor-o. (TNFa)(Sigma-Aldrich)

48 jamkova plata (desticky) (TPP)

Lipofectamine 3000 (Thermo Life Technologies)

Forbol 12-myristat-13-acetdt (angl. phorbol-12-myristate-13-acetate, PMA) (Sigma-
Aldrich)

Opti-MEM (GIBCO, Thermo Life Thechnologies)

Fyziologicky roztok pufrovany fosfatovym pufrem pH?7,4 (PBS) — pripraveny z tablet od
f. Sigma-Aldrich

Dual Luciferase Reporter Gene Assay kit s roztokem luminolu a passive lysis pufrem

(Promega)

Sérologické pipetiy 2 ml, 5 ml a 10 mL (NUNC)
Centrifuga —hettich Universal 320 R
Laminarni box- FlowFAST H

Biirkerovaé komiirka

COz2 inkubétor (MCO18A, Sanyo)
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Princip

Pro studium aktivace nebo inhibice signalni kaskady NF-«xB se casto vyuziva

plazmidi transfekovanych do bunéénych linii a tzv. metody reporter gene assay.

Pro mou diplomovou praci jsme vyuzili plazmid - pNF-kB-Luc od firmy Stratagene.
(katalogové cislo #219077 NF-kB cis-Reporting System). Tento plazmid obsahuje 5 kopii
responzivni oblasti (TGGGGACTTTCCGC).

Vplazmidu se nachizi gen pro enzym luciferazu, ktery zprostredkovava
bioluminiscencni reakce. Soucasné je v plazmidu misto, které je schopno vazat NF-xB a
spustit tak transkripci detekovatelné luciferazy. Dostane-li burka signal, aktivuje se
enzym IkB kinésa, kterd ztranskripcniho faktoru NF-kB odstrani inhibitor IxB-a.
Aktivni NF-kB pak vstupuje do jadra a vaze se na vazebné misto plazmidu
TGGGGACTTTCCGC a spusti transkripci genu pro luciferazu.

Cim vice jsou testované latky aktivnéjsi nebo experimentalni podminky vice aktivuji NF-
kB signalizaci, tim vice dochazi kexpresi genu pro luciferdzu, vice dochézi
k bioluminiscenénim reakcim a tim vice poté bunky vyzafuji svétlo, které se
spektrofotometricky stanovuje. A naopak, inhibitory jsou schopné potlacit expresi

luciferazy, ktera se pred tim indukuje expozici bunék LPS nebo TNF-a.

Pro optimalizaci transfekce jsem pouzil plazmid pGL3-Promoter od firmy Promega.
Tento plazmid je expresni plazmid svétluskové (Firefly) luciferazy s virovym
promotorem SV40. Po vneseni plazmidu do bunék transfekci dochazi k intenzivni
expresi luciferazy. Tento plazmid se pouzivd na optimalizaci transfekce v buné¢nych

liniich.

Zasobni roztoky plazmidu

e pNF-kB-Luc (od f. Stratagene).
¢ pGL3-Promoter (od f. Promega)
e pSG5-hGR (od Dr. J. Palvimo, Finsko)

» zasobni roztoky plazmidt byly ptipraveny ve firmé GeneriBiotech
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Obr. 15: Schéma pouzitych plazmidiu PGL3-Promoter a pNF-kB-Luc.

Expresni vektor pGL3-Promoter silné exprimuje svétluskovou (Firefly) luciferdzu

pomoci silného Simian Virus 40 (SV40) promotoru. Ve vektoru pNF-kB-Luc je
transkripce a exprese svéetluskové luciferazy rizena NF-kB enhancerem, na ktery se

vaze aktivovany transkripéni faktor NF-xB. (Zdroj: webové stranky Thermo Life

Scince a Promega)
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4.1 Bunécné linie
4.1.1 THP-1 — lidsk&4 monocytarni leukemicka linie

LidskdA monocytarni linie THP-1 byla ziskdna z European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC) (katalogové ¢islo 88081201).

Kultivace —pracovni postup:

Suspenzni bunééna linie THP-1 se kultivuje v 25 cm?2 kultiva¢ni 1ahvi.

Rozmrazit kryoprezervované THP-1 buniky uloZené u kryoprezervaénim zatizeni
s tekutym dusikem a nasadit je do Zivného media (RPMI-1640 médiu + L-glutamin +
10% teplem inaktivované (angl. heat inactivated) fetlni bovinni sérum s 1% roztokem

neesencialni aminokyselin).

Buriky se kultivuji v po¢ateéni koncentraci 200 000 bunék/ml média.

Pasazovani se provadi nasledujicim postupem.

=

Obsah lahve se prepipetuje do 15 ml zkumavky (tzv. falkonky).
Zkumavka se centrifuguje na stolni centrifuze (1100 rpm na 4-5 minuty).

Do nové kultivacni lahve se prida 5 ml predehiratého média (37 °C).

P @D

Médium se odsaje a peleta bunék se opatrné resuspenduje 1 ml predehratého
média. Spocita se koncentrace bunék ve 100 pul suspenze na Biirkerové komirce.
5. Suspenze se prepipetuje sterilni sérologickou pipetou do nové lahve
s predehiratym médiem.

6. Kultura se ulozi do CO2 temperovaného inkubatoru.

Idealni pocet bunék je 3-5 x 100 000 bunék na 1ml média. Po nékolika pasazich, kdy jsou

bunky v dobré kondici a s optimalni viabilitou (nad 95%), se provadi experiment.
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Transfekce monocytarnich bunék v suspenzi:

1. Pro transfekci nediferencovanych bunék, 20 000 buné€k v 1 ml nebo 50 000
bunék v 1 ml bylo nasazeno do jedné jamky 48-jamkového kultiva¢niho plata.

2. Bunky byly inkubovany pti 37°C v CO, inkubatoru 24 hodin.

3. Po 24 hodin od nasazeni byla provedena transfekce. Pfed samotnou tranfekeci, je
treba pripravit transfekéni smés Lipofektaminu 3000 a DNA plazmidu pGL3-
Promoter podle protokolu reagentu Lipofektamin 3000. Lipofektaminu 3000
(0,45 pl na jamku 48-jamkového plata) se rozpusti v 15 pl Opti-MEM medium.
Plazmidova DNA se rovnéz rozpusti v 15 ul Opti-MEM medium a ptida se 0,6 pl
P300 Reagentu z kitu Lipofectaminu 3000. MnozZstvi DNA na 1 jamku bylo
pouzito 100, 200 a 300 ng na jamku. Poté se oba roztoky spoji. 30 ul spojeného
transfekéniho média Opti-MEM se ptid4 na 1 jamku piimo do kultiva¢niho
média. VSechny kombinace byly provedeny v triplikatu (tj. ve tfech jamkach).

4. Po 24 nebo 48 hodinach po pridani transfekéni smési do média se k bunkam
pridal PMA v koncentraci 50 ng/ml na 24 hodin. Forbol zptisobil, Ze burky
diferencovali a ptisedly na dno kultivaéniho plata

5. Po 24 hodinéch bylo odsato médium bunék pomoci pasteurové pipety.

6. Bylo pridano 40 pl lysis buffer do jamek a plato promichdno pro zajisténi
jednotného rozprostieni, dale bylo plato zamrazeno pti -20°C (krystaly lyzuji
burky).

7. Po rozmrazeni jsem inkuboval desticky 15 minut pti pokojové teploté.

8. 40 pl bunééného lyzatu vytemperovaného na pokojovou teplotu bylo smichéno s
5ol luciferase assay reagentu v bilé 96-jamkové destiéce.

9. Analyza chemiluminiscence prostfednictvim destickového
spektrofotometru/luminometru Synergy 2 BioTek.

10. Vyhodnoceni dat.
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Obr. 16: Enzymaticka reakce za pomoci svétluskové luciferazy (Luciferaza je
enzym produkovany Celedi hmyzu Lampyridae. Bioluminiscenci zptisobuje luciferin,
ktery se za pritomnosti luciferdzy oxiduje na oxyluciferin za vzniku svétla.) Zdroj:

ThermoFisher

Transfekce diferencovanych THP-1 bunék jako makrofagy:

Tyto experimenty byly provedeny podle stejného postupu s tim rozdilem, ze PMA
bylo pridano k THP-1 bunkam pied transfekénim reagentem. Tim padem byly THP-1

buriky diferencovany kultivaci s 50 ng/ml PMA pred samotnou transfekei.

1. THP-1 bunky byly nasazené na 48-jamkové plata v koncentracich 10 000 bunék
na 1 ml, 20 000 bunék na 1 ml a 50 000 buné€k na 1 ml kultivaéniho média.

2. Poté se na 24 nebo na 48 hodin pridal PMA (50 ng/ml).

3. Diferencované monocyty byly transfekovany po 24 anebo 48 hodinach
diferenciace v pfitomnosti PMA.

4. Pro transfekci bylo pouzito mnozstvi plazmidové DNA vektoru pGL3-Promotor
1o0ng, 150ng, 200ng na jamku. Jako transfekéni reagent byl pouzit
Lipofectamine 3000 podle stejného postupu jako je uvedeno vyse.

5. Po 24 hodinach po transfekei byly buniky omyty predehiratym PBS.

6. 40 pL lyzaéniho reagentu bylo pridano k burikdm na kazdou jamku a buriky byly
zamrazeny pri -20°C. Po rozmrazeni a vytemperovani na pokojovou teplotu byly
lyzaty (40 pL) prepipetovany na bilou 96-jamkovou desticku. Ke vzorkiim byl

pridan roztok luminolu (50 pl).
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7. Vzorky byly analyzovany na pritomnost luciferazové aktivity na destickovém

spektrofotometru/luminometru Synergy 2 BioTEK.

Timeline Steps

o Seed cells to be 70-80%
g 1 , — confluent at transfection

4] Dilute Lipofectamine 3000
2 reagent in Opti-MEM
medium; mix well
Vortex 2-3 sec

Prepare master mix of DNA
by diluting DNA in
é Opti-MEMmedium,
3 then adding P3000
reagent; mix well

Lipofectamine 3000

Y Aliquot diluted DNA
[
L _, reagent (1:1 ratio)

‘ to diluted

Day 1
~

5 @ Incubate for 5 min

6 Add DNA-lipid complex
o e [ to cells
4
CE 7 ﬁ Visualize/analyze
8 — transfected cells

Obr. 17: Schéma transfekce pomoci reagentu Lipofectaminu 3000.

Lipidovy komplex s DNA se vytvori smichanim roztoku DNA a Lipofectaminu 3000
v Opti-MEM médiu v poméru 1:1. Po 5 minutdch inkubace se roztok piida do

kultivacniho média. (Zdroj: web ThermoFisher Scientific).
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4.1.2 HepG2

HepGz2 je lidska bunécna linie odvozeni od bunék hepatocytarniho karcinomu.
Byla ziskdna =zjaterni biopsie 15letého bélosského chlapce s diferencovanym
hepatocelularnim karcinomem. Tato linie je ¢asto uZivany bunéény model hepatocytti.
Linie HepG2 byla ziskana rovnéz z European Collection of Authenticated Cell Cultures
(ECACC) (katalogové cislo 8501143).

Kultivace —pracovni postup:

Bunécna linie HepGz2 je adherentni bunéc¢na linie, pti pasazovani proto musime pouzit

roztok trypsim/EDTA (0.25%) pro uvolnéni bunék z kultiva¢ni lahve.

Bunééna linie HepG2 byla kultivovana v 25 cm? kultivaénich ldhvich v médiu DMEM
s pridanim 10 % fetalniho bovinniho séra (Sigma Aldrich) a 1% nesesencialnich amino

kyselin.

Po dosazeni stavu témér aplné konfluence (>90%) se burnky pasazuji. HepG2 buiiky se

pasazuji kazdé 3-4 dny v poméru 1:5-8.

1. Pfipasazovani se odsaje médium pasterovou pipetou pripojenou na vakuum.

2. Bunky se omyji 3 ml predehratého roztoku PBS —izotonického fosfatového pufru
(pH 7,4).

3. Poté se kbunkadm ptidd 2 ml predehratého roztoku trypsinu 0,25%/EDTA a
bunky se umisti zpét do CO2 inkubatoru.

4. Pouvolnéni bunék se burnky resuspenduji v 3 ml média sterilni plastovou pipetou
a jedna pétina objemu suspenze se prenese do 5 ml predehtratého média v nové
kultivaéni 1ahvi.

5. Zbytek suspenze bunék se prenese do 50 ml sterilni zkumavky (falkonky). Prida
se 10 ml predehiatého média sérologickou pipetou.

6. Zméri se koncentrace bunék suspenze v Biirkeroveé komtrce.

7. Na 48jamkévé plato se pipetuje 200 pl bunééné suspenze na jamku (50 000

bunék na jamku).
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Transfekce adherovanych bunék HepGz2.

Po 24 hodinéch kultivace HepG2 bunék (50 000 bunék na jamku) na 48jamkovych

destickach bunky prisednou (adheruji).

1.

2.

3.

10.

11.

12.

13.

Odsajeme médium pastrovou pipetou spojenou s vakuem.

Pridame 150 ul cerstvého predehratého média.

Pripravime si transfekéni smeés Lipofektaminu 3000 a plazmidu pNF-kB-luc jako
v pripadé THP-1 bunék. Konkrétné bylo pouzito 150 ng pNF-kB plazmidu na
jamku. Soucasné byl do transfekéni smési priddm expresni plazmid pro
glukokortikoidni receptor (pSG5-hGR, 100 ng na jamku).

Transfekcéni smés pridame k médiu.

Burniky umistime do CO. inkubatoru na 24 hodin.

Po 24 hodinach pridame TNFa (10 ng/ml) do tii jamek. K dalsim tfem jamkam
priddme dexametazon ve finalni koncentraci 100 nmol/l. K poslednim 3 jamkam
priddme TNFo (10 ng/ml) a soucasné dexametazonu (100 nmol/l). Média si
predpripravime na 12-kultivac¢nich platech.

Burnky inkubujeme dalsich 24 hodin v temperovaném CO. inkubatoru.
Odsajeme médium pomoci Pasteurové pipety.

Priddme 40 pl lyza¢niho pufru na jamku. Kultivaéni desticku pak nechame
zmrznout v mrazaku pro u¢innou lyzu bunék. Poté plato vyjmeme z mrazaku.
Inkubujeme kultivaéni desticku pri pokojové teploté. Promichame desticku
v poloviné inkubace.

Smichame 40 pl bunécéného extraktu (lyzatu) vyvazeného (vytemperovaného) na
pokojovou teplotu s 4oul roztokem luminolu (luciferase assay reagentu) v 96-
jamkové desticce.

Analyzujeme chemiluminiscenci na destickovém
spektrofotometru/luminometru Synergy 2 BioTek.

Vyhodnoceni dat.
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4.2 Vysledky

4.2.1 Optimalizace transfekce linie THP-1 za nediferencovaného a
diferencovaného stavu

Pri transfekei bun€ék THP-1 bez diferenciace na makrofagy jsme nepozorovali
zadnou luminiscenci v zadné testované koncentraci plazmidu ani v Zzadné koncentraci

kultivovanych bunék THP-1.

Podobné v pripad€ diferencovanych THP-1 bunék transfekovanych za riiznych

podminek plazmidem pGL3-Promoter jsme nepozorovali Zadnou luminiscenci.

U bunék THP-1 diferencovanych 48 hodin jsme pozorovali zietelné vezikuly

kolem plazmatické membrany a jadra, celkova morfologie bunék v§ak byla normalni.

4.2.2 Ovéreni funkénosti plazmidu pNF«kB-luc na linii HepG2

V experimentu s HepG2 burikami jsme pouzili ovéfeny postup transfekce pomoci
reagentu Lipofectamine 3000. Ovérovali jsme, zdali plazmid pNF-kB-Luc je funkéni a

zdali glukokortikoid dexametazon inhibuje aktivaci NF-«xB za téchto podminek.

Pro aktivaci NF-«B jsme pouzili tumor nekrotizujici faktor-o. (TNFa) v koncentraci 10

ng/ml v kultivaénim médiu.

Jak vidno, TNFa zvysil pritomnost luciferazy v bunkach (Obr. 17). Dexametazon

prokazal protizanétlivy uc¢inek a snizil aktivaci plazmidu pNF-«B-Luc v jamkach s TNFa.

Tyto vysledky potvrzuji, Ze pouzity plazmid byl v poradku a Ze protokol experimentu byl

zvolen spravné.
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Obr. 18: Ovéreni funkénosti reportérového plazmidu pNF-«B-Luc na
bunééné linii HepGz2.

HepG2 linie byla transfekovana reportérovym plazmidem pNF-kB-Luc (150 ng na
jamku) a expresnim vektorem pro glukokortikoidni receptor (pSG5-hGR, 100 ng na
jamku). Po 24 hodinach bylo do média pridano 10 ng/ml TNFa, dexametazon (100 nM)

nebo jejich kombinace.

Po 24 hodinach inkubace byly buriky lyzovany a detekovany pro aktivitu luciferazy. Data
jsou prezentovana jako priméry meéreni ze trech jamek se smérodatnou odchylkou.

Aktivita luciferazy je vyjadiena v relativnich luminiscenénich jednotkach (RLU).

Kontrola znaci, Ze do média bylo pifidano samotné vehikulum, dimetylsulfoxid (DMSO),
v mnozstvi 0,1% objemu. Stejné mnozstvi DMSO je i v ostatnich vzorcich pro eliminaci

pripadného tcinku vehikula.
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5 DISKUZE

THP-1 je jedna z nejuzivanéjSich bunécénych linii v experimentalni biomediciné.
Pouziva se predevsim pfi studiu in vitro ovliviiovani monocytti a funkce makrofagii, k
podpore eventualni in vivo prokazané farmakologické aktivity 1ékti a nutrienti, studiu
signalizaénich kaskad nebo pomoci této linie miizeme naznacit mozné reakce, které by
se mohly vyskytnout in vivo. Jejich vyhodou je, Ze se jedna o nddorové buriky. Ty maji
schopnost se neustidle mnozit, proliferovat. Monocyty THP-1 se navic pomoci PMA
pritomného v médiu diferencuji v buriky, které se vice ptiblizuji k buntkkdm nenadorovym,
vice fyziologickym, na kterych se pak da lépe studovat signalizace nebo fagocytoza

normalnich makrofaga.

V této diplomové praci jsem mél za cil zavést transfekci THP-1 bun€k pomoci reagentu
Lipofectamine 3000 a vyuzit tuto metodu pro vneseni reportérového plazmidu pNF-kB-
Luc do THP-1 bunék. To by umoznilo studovat aktivitu nebo i protizanétlivy ucinek latek

na tomto modelu sledovanim aktivity NF-«B transkrip¢niho faktoru a jeho signalizace.

Bohuzel se nepodarilo transfekovat modelovy expresni vektor pGL3-Promoter do THP-
1 bunék ani jednim ze zkouSenych postupi, tj. transfekci monocytarnich bunék
v suspenzi pred diferenciaci PMA nebo transfekei ptisedlych ¢astecéné diferencovanych
bunék po pridani PMA. Rovnéz vliv mnozstvi DNA pouzitého pro transfekei, vliv
mnozstvi transfekovanych bunék ani délka diferenciace prostfednictvim PMA nemél vliv

na zvySeni uc¢innosti transfekce.

V pripadé transfekce diferencovanych THP-1 bunék jsme pozorovali méchyiky
(pravdépodobné fagozémy) podél bunééné membrany a jadra. Lze se proto domnivat, ze
diferencované buinlky s fagocytickou schopnosti fagocytovaly komplexy DNA
s plazmidovou DNA, avsak plazmidovy vektor nebyl schopen se ztéchto fagozému

uvolnit do cytoplasmy a spustit transkripci svétluskové luciferazy.

V dalsich experimentech je proto nutno zvazit jiné postupy vneseni vektoru pNF-kB-Luc
do THP-1 bunék. Predevsim bude treba zkusit elektroporacni metody. Tato metoda se
vyuziva v genovém inzenyrstvi. Do kyvety, ve které je roztok s bunikami se pres elektrody
zavede napéti o nékolika tisicich voltech, které vytvori pér v bunééné membrané. Timto
porem je mozné do bun€k vnést plazmid. Kromé elektroporace, ktera patfi spole¢né
s elektrofazi mezi elektrické metody, existuji i dalsi umélé metody pro transfer DNA
(plazmidu) do bunék. Fyzikalni metody zahrnuji naptiklad makroinjekei, mikroinjekei,

hydrodynamickou injeké¢ni aplikaci DNA a tvz. biobalistiku (Gene gun metoda). Mezi
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chemické metody se muze zatradit napft. lipofekce (lipozomélni transfekce, vyuziti
fosforecnanu vapenatého, polymernich nanocastic, sonoporace nebo tzv. impalefekei
(nabodnuti bunék nanojehlickami nesouci DNA). (zdroj: slideplayer, Direct Gene
Transfer Methods)

K viibec nejefektivnéjsim a nejpouzivanéjsim metodam v klinickém i experimentalnim
vyzkumu patii virové vektory. Viry jsou vhodnym prostiedkem pro dodani gent do
bunék vzhledem k jejich vysoké transdukéni ticinnosti. Skytaji také ovsem radu nevyhod
zabezpeceni laboratofe a variabilitu v transfekéni uc¢innosti, vysoka cena z divodu

pozadavki na biologickou bezpeénost. (zdroj: ThermoFisher.com)

V dalsim experimentu jsme testovali, zdali plazmid pNF-kB-Luc je vhodny jako
prostiedek pro sledovani aktivity NF-«xB faktoru na bunééné arovni. HepG2 burnky byly
transfekovany timto vektorem spolu s expresnim vektorem pro glukokortikoidni
receptor (pSG5-hGR). Diivodem uZiti tohoto vektoru je, ze v HepG2 je malé mnozZstvi
endogenniho glukokortikoidniho receptoru. HepG2 byla vybrana, jelikoz skupina Prof.
Pavka ma dobré zkuSenosti svysokou ucinnosti transfekce této linie za pouziti

Lipofektaminu 3000.

TNFo znatelné aktivoval aktivitu luciferazy v HepG2 linii. Naopak glukokortikoid
dexametazon s protizdnétlivym Géinkem snizil syntézu luciferazy v pritomnosti TNFa
(Obr. 17). Lze proto fici, Ze pNF-kB-Luc plazmid je vhodny pro méteni aktivity NF-«B
transkripéniho faktoru v bunikach a pripadné pro testovani protizanétlivého ti¢inku latek.
JelikoZ je HepG2 bunéc¢na linie odvozena o nadort jater, nikoli od bunék imunitniho
systému, je dobra funkcénost této metody v této linii prekvapiva. Lze vSak predpokladat,
ze pokud bychom zavedli transfekci bunék THP-1, tedy bunék imunitniho systému
s predpokladanou vysokou aktivitou NF-«B, tcinek stimulace pomoci TNFa by byl

radove vyssi a cela metoda citlivéjsi.

NF-kB je Kklicovy faktor vzanétlivé odpovédi zodpovédny za progresi fFady
autoimunitnich onemocnéni napf. revmatoidni artritida (RA), lupus erythematosus,
diabetes I. typu, roztrousena sklerdza, zanétlivé onemocnéni stiev (Crohnova choroba).
Z téchto je nejvice nemocnych trpici RA. Proto je také v komerénim zajmu vyvinout latky,
které by inhibovali NF-«B aktivaci. Existuje i biologicka 1écba, ktera je ale drah4 a musi
se aplikovat injek¢éné. Je proto velkd snaha o vytvoreni malych molekul, jez by se daly

zformulovat napf. do tablet, tedy za Géelem snizit NF-kB aktivaci v synovidlnich burikach
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a tim snizit produkei zanétlivych cytokinti. Neméné zajimavé je i opakované zavadéni

synovialnich kmenovych bunék do postizeného mista (Simmonds a Foxwell, 2008).

BohuZel zatim nejsou na trhu 1é¢iva, kterd by NF-«kB inhibovala. Tento vyzkum vsak
probih4 a zaméruje se na inhibitory, které mohou blokovat signaliza¢ni kaskddu NF-«kB
na vice trovnich. Praveé proto, ze regulace probiha na rtiznych arovnich, mize byt vyvoj
novych lé¢iv zameétfen na inhibici Grovné, napi. inhibitory IKK, proteasomu, jaderné

translokace nebo zablokovéani vazby na DNA (Liu a kol., 2017).

Dals$im velkym otaznikem je vyuziti ligand nékterych dalSich nuklearnich receptort
jako protizanétlivych 1éciv. Publikace z nedavné doby (Dou a kol, 2013; Wallace a kol.,
2010; Shah a kol., 2006; Wang a kol., 2008) ukazuji, Ze napriklad ligandy PXR receptoru

by mohli tlumit aktivitu NF-kB faktoru a mit tak protizanétlivé c¢inky.

Proto je tfeba intenzivniho vyzkumu v této oblasti, abychom mohli na tuto otazku najit
odpovéd. Rovnéz zde je zajem vytvorit nové citlivé metody pro testovani novych latek,

zdali inhibuji NF-xB, a mohou tak mit protizanétlivé aéinky.
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6 ZAVER

Bohuzel se nepodatilo ti¢inné transferovat buniky THP-1 v pouZitych uspotadanich
kultivace za pouziti reagentu Lipofectamine 3000. Z tohoto divodu jsme nemohli

zavést a optimalizovat metody detekce aktivity NF-«B faktoru v bunééné linii THP-1.

Dalsi experimenty by se mély zamérit na jiné zptisoby genetické modifikace THP-1

bunék pro zavedeni této metody.
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