Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismu

.........
2

» <
----
a

N OOOODOL
N S

.
g
........

Jana Novotna

Molekularni mechanismy adaptace Zivocisnych bunck na hyperosmoticky stres

Molecular mechanism of animal cells adaptation on hyperosmotic induced stress

Bakalarska prace

Vedouci prace: Mgr. Ing. Jifi Vavra

Praha, 2022



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato préace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 1.5.2022

Jana Novotna



Podékovani

Rada bych pod¢kovala svému Skoliteli Mgr. Ing. Jifimu Vavrovi za jeho celkovou pomoc pfi
sepsani bakalafské prace, za jeho cenné rady, ochotu, velice mily, osobity pfistup a ¢as, ktery
mi vénoval pii feSeni dané problematiky. Podékovani rovné€z patfi mym rodictim, pfiteli a

pratelim za jejich podporu a silu, kterou mi dodévali.



Abstrakt

Nejrtiznéjs$i bunécné typy, které tvori zivocisné tkdn€, se musi vyrovnavat a extracelularnimi
zménami osmolarity, aby si udrzely svou homeostazu. Hypertonicita (zvySena osmolarita) je
jednim z faktord, ktery v bunkach spousti komplexni odpovéd’. Aby byla buiika schopna se
s timto stresem vyrovnat, musi zapojit regulacni kaskady, které bud’ prostfednictvim WNK
kindz reguluji transportéry iontl anebo je prostiednictvim transkripéniho faktoru
TonEBP/NFATS5 spusténa exprese geni pro transportéry kompatibilnich osmolytt.
Fyziologicky jsou hypertonickym podminkam vystaveny buiiky dfené ledvin, chrupavek,
bunky tkani vnitiniho ucha, ve specializovanych neuronech anebo buiikéch bukalniho epitelu.
Prace shrnuje zakladni a aktualni poznatky o adaptaci bun¢k na zvySenou osmolaritu okolniho

prostiedi.
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Abstract

Various types of cells animal tissues consist of need to adapt to intracellular as well as
extracellular osmotic changes in order to maintain homeostasis. Hypertonicity (increased
osmolarity) is one of the factors activating complex cellular reactions. In order to manage
such stress, a cell needs to incorporate regulation pathways that can either regulate ion
transporters through WNK kinases or activate gene expression of transporters of compatible
osmolytes through the transcription factor TonEBP/NFATS. Physiologically exposed to
hypertonic conditions are cells in renal medulla, cartilage, inner ear tissues, in specialised
neurons or buccal epithelium. This work includes basic and current knowledge about the

adaption of cells to increased osmolarity of outer environment.

Key words: Hyperosmolarity, osmotic stress, TonEBP/NFATS, WNK kinases, NF-kB,
HSP70
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1. Uvod

Cela fada bunécnych typu je vystavena hyperosmotickému stresu (vyssi osmolarit¢ okolniho
prostiedi nez je osmolarita cytoplazmy bunék), na ktery se musi adaptovat. Spusténi
adaptacniho mechanismu je zavislé na nejriznéjSich regulacnich kaskadach, které jsou
v reakci na hyperosmoticky stres aktivovany. Buiky ledvin jsou fyziologicky vystaveny
vyraznym zménam osmolarity béhem své normalni funkce in vivo (Kiiltz and Chakravarty
2001; Cheng et al. 2015). OvSem zménam osmolarity musi celit 1 dalsi bunécné typy jako
napiiklad astrocyty a neurony, chondrocyty, endotelidlni bunky, bunky nucleopulposus,
monocyty a makrofagy, drahy zapojené do reakce na osmoticky stres jsou rovnéz dilezité pro
funkci lymfocytl in vivo béhem imunitni odpovédi (Denkert et al. 1998; De Angelis et al.
1999; Bitoun and Tappaz 2000; Petronini et al. 2000; Go et al. 2004; Ciura and Bourque
2006; Maallem et al. 2006; Tsai et al. 2006; Pukale et al. 2021). Regula¢ni kaskady napftic¢
bunéénymi typy kon¢i u transkripéniho faktoru TonEB, ktery fidi expresi gent pro produkci
kompatibilnich osmolytl a ty nasledné pomohou bunkdm se se zménou osmolarity vyrovnat.
U lymfocytl je také nutny pro normalni buné€nou proliferaci za hyperosmotickych podminek,
ale je také nezbytny pro optimalni adaptivni imunitu (Go et al. 2004). V buikéach nucleus
pulposus meziobratlovych plotének muze byt signalizace prostiednicvim TonEBP zapojena
do patogeneze zanétlivého onemocnéni a revmatoidni artritidy (Johnson et al. 2016). Exprese
proteinli typickych pro reakci na zvySenou osmolaritu je vyznamna ve vnitinim uchu, kde je
indukovéana v reakci na hlasity zvukovy stres a nejspi§ hraje i potencialni roli souvisejici
s bunécnou adaptaci na specifické endoperilymfatick¢é iontové a osmotické prostiedi
vnitiniho ucha (Yamamoto et al. 2009; Kim et al. 2012). V bunkdch HUVEC (human
umbilical vein endothelial cells) hypertonicita zvySuje expresi TonEBP a dochézi k indukci
apoptézy endotelidlnich bunck, kterd souvisi s Aneuryzmatem bfisni aorty (AAA=
Abdominal aortic aneurysm)(Xie et al. 2021). Hlavnim cilem této prace je tedy piinést
zakladni ptrehled zndmych fyziologickych regulaci v zivo€isné buiice pfi stresu navozeném
zvySenou osmolaritou prostfedi. Vzhledem k tomu, Ze hyperosmoticky Sok je komplexni d¢j,

zasahujici bunku jako celek, uvadime niZe ptehled mechanism a soucésti bunky, které jsou
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2. Mechanismy registrace osmolarity prostiedi

V nasledujici kapitole uvadime stru¢ny piehled dosud zndmych mechanismi, kterymi buiky
vyssich zivo€ichll zaznamenavaji zménu osmolarity ve svém okoli. Vzhledem k diferenciaci
tkani zivoCichli do rGznych, specializovanych bunécnych typt se pochopitelné nemusi
vSechny mechanismy se stejnou Cetnosti vyskytovat v kazdém z nich. Piehled se tedy tyka

spis jakési zobecnéné zivocisné bunky.
2.1.Primarni cilie

Rasinky epitelidlnich bunék, tzv. primarni cilie, neslouzi pouze ke zvétieni absorpéniho
povrchu apikélni strany buné¢k, ale jsou zodpovédné i za mechanorecepci. Mechanickym
ohybanim cilii dosSlo ke vtoku véapniku do bunék linie MDCK (a naslednému uvolnéni
vapniku z vnitrobunéénych zasob). Protein zodpovédny za transdukci signilu je ziejmé
polycystin 1 a 2 (Praetorius and Spring 2001; 2003). Primarni cilie jsou nejspi§ také
zodpovédné za registraci osmolarity v epitelidlnich bunikach ledvin. Tato registrace je
pravdépodobné zajisténa prostfednictvim proteinu TRPM3 (Siroky et al. 2017). Stejné tak
v ciliich prasecich cholangiocytl, tedy bun€k vystylajicich zlu€ové cesty, byla popsana
schopnost registrovat osmolaritu prostfedi, nejspi§ pomoci receptoru TRPV4. V tomto piipadé
byla ale zména intracelularniho vapniku indukovdna hypoosmotickymi podminkami
(Gradilone et al. 2007). Nicméné se zda, Ze receptor TRPV4 se ucastni registrace snizené
osmolarity v okoli bunék (hypoosmolarity), proto se mu jiz dale nevénujeme (Phan et al.
2009; Sadowska et al. 2020). Tyto pfiklady dokladaji ndzorn€é vyznam cilii v osmoticky
namahanych epitelidlnich bunkéch jakozto kompartmentu, ve kterém mohou byt soustfedény

samotné receptory osmolarity.



2.2.0SM protein

OSM protein, téz Malcaverin je kodovan genem CCM2, podle mozkové kavernodzni
malformace, kterou zpiisobuje (Zawistowski et al. 2005). Gen byl lokalizovan do oblasti q11 -
q22 chromozomu 7 (Dubovsky et al. 1995). U ¢lovéka byly zmapovany tti lokusy genu CCM:
7q21-22 (CCM1), Tpl3-15 (CCM?2) a 3q25.2-27 (CCM3) (Craig et al. 1998). OSM je tedy
aktin a Racl GTPazu vazajici leSenovy protein, ktery se po hyperosmotickém Soku rychle
rekrutuje pomoci MEKK3 kindzy do aktinem podporovaného membranového vlaseni (actin
based ruffles), kde vznika stabilni komplex OSM-MEKK3. (Uhlik et al. 2003). Osmoregulace
v sav€ich buiikach je zprostiedkovana signalizaci proteinovym komplexem Racl- OSM-
Arp2/3 - MEKK3 - MKK3, kterd nasledné aktivuje p38 MAP kinazu, pficemz Arp2/3 jej
propojuje s cytoskeletem (Uhlik et al. 2003; Wu et al. 2013). Nakonec p38 MAP kinaza
aktivuje transkripcni faktor TonEBP (Tessier et al. 2020). OSM protein usnadiiuje aktivaci
MAP p38 kindzy v reakci na hyperosmolaritu (Uhlik et al. 2003). OvSem existuje i druhy
zpusob signalizace zprostiedkované hyperosmolaritou. OSM protein, po interakci s Racl,
stimuluje aktivitu TonEBP prostfednictvim aktivace fosfolipdzy C-yl, nikoli tedy ptes p38
kinazu (Zhou et al. 2011).

2.3.TRPVI receptor

Jedna se o protein o velikosti 95-100 kDa, téZ nazyvany jako vaniloidni receptor 1 (VRI)
(Yiangou et al. 2001). Receptor je kodovan transkriptem o velikosti 2514 bp. Je pro né&j také
pouzivan nazev kapsaicinovy receptor (Caterina et al. 1997). Je aktivovan fadou substrati,
také napf. allicinem obsaZenym v cibuli a ¢esneku (Salazar et al. 2008). Receptor TRPV1 (viz
obrazek 1) ma tetramerni architekturu, ve které jsou podjednotky uspotadany kolem vlastniho
kanalu pro vstup iontu. Kazda podjednotka se sklada ze Sesti transmembranovych a-helixt
(S1-S6). Tyto a-helixy pteklenuji lipidovou dvojvrstvu. Na N-konci se nachazi ankyrinové
repetice, které jsou charakteristické pro TRP kanaly. TRP doména jim pravdépodobné slouzi
k vazbé ligandu a nasledn¢ allostericky ovliviiuje konformaci pért (Moiseenkova-bell et al.
2008; Liao et al. 2013). Kandl ve struktufe déale obsahuje Sest transmembranovych smycek
zahrnujicich oblasti propojené¢ s doménou porové smycky (mezi TM 5 a 6) a velkou
C - terminalni intracelularni doménou (Caterina et al. 1997). Ankyrinové zbytky jsou schopné
interagovat s kalmodulinem a jsou podstatné pro regulaci kanalu (pomoci fosforylace nebo
interakce s kalmodulinem) (Numazaki et al. 2003; Rosenbaum et al. 2004; Lishko et al.2007).

V experimentu s myS$imi neurony se ukdzalo, Ze zachovany N-konec TRPV1 receptoru je
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nezbytny pro registraci hyperosmolarity prostfedi (Naeini et al. 2006). Hyperosmoticka
stimulace aktivovala kandl TRPVI1. To vedlo k transaktivaci receptoru EGFR. Signalni
kaskady TRPVI-EGFR pfispély k fosforylaci kindz ERK a p38 MAPK a k nasledné aktivaci
transkripéniho faktoru NF-xB, coz vedlo k vysSimu uvoliovani IL-6 a IL-8. Hyperosmoticky
Sok tedy vyvolava touto cestou uvolnéni prozanétlivych cytokinti (Pan et al. 2011). Stejny d¢j
nastava fyziologicky i pfi osmotické zatézi bun€k meziobratlovych plotének (Johnson et al.
2016). Podobné mononuklearni krevni bunky vykazuji zvySenou expresi IL -1a, IL-13, IL-8 a
TNF-a, kdyz jsou buiiky vystaveny zvysSené extracelularni tonicité (Shapiro and Dinarello
1997). Stimulaci signalni kaskady p38 MAPK hypersomolaritou dokladaji i experimenty s T-
lymfocyty (Junger et al. 1997; Loomis et al. 2003). Kanal TRPV1 je podstatny pro registraci
osmolarity prostfedi, nebot’ snimani hypertonicity je naruseno v neuronech izolovanych z
OVLT (organum vasculosum of the lamina terminalis) my$i s depleci tohoto kandlu. Na
zaklad¢é studii bylo zjisténo, ze tyto mysi maji chronicky zvySenou osmolaritu plazmy a
tkanového moku. U mysi bez exprese Trpvi byla pozorovana necitlivost sekre¢nich neurond
pro antidiureticky hormon na zménu osmolarity plazmy. Dalsi vyzkum prokazal, ze TRPV1 -
/- my$i vykazovaly vyznamné oslabeny pfijem vody v reakci na systémovou hypertonicitu ve
srovnani s wild-type kontrolami. Tyto vysledky ukazuji na vyznamnou roli TRPV v
osmoticky fizené Zizni u mysi. Mysi TRPV1-/- tedy vykazuji vyznamné deficity v systémové
osmoregulaci. Exprese genu Trpv/ je nutna pro osmorecepci v neuronech OVLT. Zjisténi z
této studie jednoznatné ukazuji, Ze pro osmosenzitivitu v primarnich osmosenzorickych
neuronech OVLT je nutny produkt genu 7TRPVI a Ze deplece tohoto proteinu nezpusobuje
vymizeni neurond. Pravdépodobnéjsi moznosti je, Ze produkt genu TRPV1 funguje jako kanal
tvofici pory v komplexu osmosensorické transdukce neurontt OVLT (Ciura and Bourque
2006; Naeini et al. 2006). U neurontt OVLT, izolovanych z TRPV1 -/- mysi, byly zkoumany
reakce na mechanicky a osmoticky vyvolané smr$tovani bez vnéjSich vlivi. Vysledky
naznacuji, ze neurony OVLT mohou byt depolarizovany vlivem aktivace neselektivnich
kationtovych kanali. Oba typy odpovédi na mechanické 1 osmotické smrstovani vymizely v
neuronech OVLT ziskanych z TRPV1 - /- zvifat. Navic u wild-type neuront byly reakce
indukované obéma typy stimulli eliminovany inkubaci s SB366791, ktery se pouziva jako
selektivni blokator toku iontd ptes kandly TRPVI1. Tyto vysledky ukazuji, ze gen TRPVI
koéduje mechanicky ovladany kanal, ktery je zodpovédny za registraci osmolarity OVLT
neurony. TRPV1 miiZze byt aktivovan kapsaicinem, ale také dal§imi fyziologickymi podnéty
jako jsou protony a teplo (Gunthorpe et al. 2004; Ciura et al. 2011). Je to také receptor

zajist'ujici nocicepci prostiednictvim senzorickych neuroni (Caterina et al. 1997). V kyselém
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pH extracelularni tekutiny dochazi k otevieni kandlu TRPV1. Kanalem nésledné tece proud.
Kysele zprostiedkované aktivace lidského TRPV1 je dosazeno aplikaci extracelularniho
roztoku se snizenym pH na 5,3 (Gunthorpe et al., 2004). K obdobnym poznatkiim dosli
1 autofi jiz zminéné studie, ktefi prokazali, ze mysi OVLT neurony jsou citlivé na zvyseni
osmotického tlaku extracelularni tekutiny. Hypertonické stavy vyvoldvaji zvySeni vodivosti
pro kationty prochdzejici membranou (Ciura and Bourque 2006). Neurony OVLT registruji
nejen krevni tlak, ale také osmolaritu (Kinsman et al. 2020). Mutace nebo polymorfismy
vmyS$im genu 7rpvl byly spojeny s vyvojem diabetického fenotypu u mySich NOD
(nonobese diabetic). Vysledky této studie odhaluji zasadni roli senzorickych neuront

TRPV 1+ citlivych na inzulin ve funkci B-bunék a patoetiologii diabetu (Razavi et al. 2006).

Q_{:
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0w w

, - - M W
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w
o]
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obrazek 1: schéma terciarni struktury receptoru TRPVI, prevzato z (Liao et al. 2013)

2.4.WNK kinazy

Endogenné exprimovand WNKI1 je specificky aktivovana hyperosmotickymi podminkami
(sorbitol, NaCl a KCl), ale nikoli jinymi stresy. Jeji aktivace je rychld a pozorovana béhem asi
30 vtefin. Hyperosmoticky stres aktivuje WNKI1 stimulaci jeji fosforylace, stejné tak ji
aktivuje naopak hypotonicky stav s nizkou koncentraci soli v extracelularni tekuting
(Moriguchi et al. 2005; Zagorska et al. 2007). WNKI1 je kindza schopna autofosforylace.
Upravou osmolarity inkubaéniho prostiedi pomoci chloridu sodného nebo sorbitolu miize tuto
autofosforylaci  WNKI1 zvysit, coz ukazuje na to, ze se WNKI mize podilet na
osmosenzitivnich drahach (Xu et al. 2000). U c¢lovéka existuji ¢tyfi WNK kindzy, které tvori
podrodinu proteinkindz s variabilitou ve struktufe subdomén I a II (katalytické domény).
Lokalizace jednotlivych WNK kindzovych genli na chromosomech jsou nésledujici: gen pro
lidskou proteinkindzu WNK1 (PRKWNK1I), zahrnuje 160 kb genomové DNA a obsahuje 28
exond a leZi na chromozomu 12p13.3, gen WNK2 (PRKWNK?2) lezi na chromozomu 9q22.3,
WNK3 (PRKWNK3) na chromozomu Xpl1.21-23 a WNK4 (PRKWNK4) na chromozomu
17q. Exprese gent pro jednotlivé WNK kinazy se 1isi podle typu tkané (Verissimo and Jordan



2001). V bunkach se WNK kindza nachazi pfevazné v cytoplazmé, coz bylo ukdzano na
modelu bunécéné linie HEK293. Ukazalo se, ze pro aktivitu WNKI1 je vyzadovan lysin 233.
Vsechny ostatni zbytky konzervované mezi proteinkindzami jsou v ocekdvanych mistech
1 ve WNK1, ktera se tak fadi mezi serin/threoninové kindzy. A ackoliv postrada konzervovany
katalyticky lyzinovy zbytek, ktery je nahrazen na této pozici cysteinem, tak vykazuje
kindzovou aktivitu, jak vyplyva z jeji schopnosti autofosforylovat a fosforylovat exogenni
substrat in vitro. Exprese WNKI1 byla zkoumana v riznych potkanich tkanich a byly
detekovany dva transkripty o velikosti 11 a 9,5 kb. WNK1 je nejvic exprimovana ve slezin¢
a plicich, dale v jatrech a ledvinach, slab&ji ve svalech a varlatech a viibec Zadna neni
exprimovana v mozku a srdci. Molekuldrni hmotnost WNK1 udévaji autofi na 230 kDa az
251 kDa (Xu et al. 2000; Verissimo and Jordan 2001). OvSem vysledky mnoZstvi exprese
WNKI1 v jednotlivych tkanich se mirn¢ 1i$i v jiné studii, v niz se uvadi vysokd exprese
ivsrdci a lymfocytech. WNK2 je exprimovan pfevazné v srdei, mozku a tlustém stievé,
WNK3 je vétSinou exprimovan v mozku a exprese WNK4 byla nalezena v tlustém stfeve
a kuzi. Kazda z WNK kinaz ma tedy tkanové specifické funkce a to, jak béhem vyvoje, tak
u dospélych. Také tyto vysledky ukazuji, Ze v mnoha tkénich je exprimovan vice nezZ jeden
gen pro WNK (Verissimo and Jordan 2001). Kindza WNKI1 fosforyluje naptiklad kinazy
SPAK a OSRI1, které jsou béhem hyperosmotického stresu touto fosforylaci aktivovany
(Zagorska et al. 2007). Nasledna fosforylace a aktivace uvedenych kinaz SPAK a OSRI1
stimuluji aktivitu kotransportéru NKCC1 rovnéZ prostfednictvim jeho fosforylace, a to nejspis
na threoninu 175. Tyto dvé€ kindzy dale interaguji s transportéry KCC3, NKCC2 (Piechotta et
al. 2002; Vitari et al. 2005; 2006). Zminéné proteiny fosforyluji také nékteré receptory jako
napi. B2 adrenergni receptor (Elzwawi et al., 2020). SPAK a OSRI tak ve svém dusledku
napomahaji k udrZzeni homeostdzy drasliku (Ferdaus et al. 2016). Oba proteiny obsahuji
doménu CCT nezbytnou pro interakci s transportérem NKCC1 a kinazu WNKI, respektive
WNK4 (Vitari et al. 2006). Naopak se zda, ze WNKI1 neinteraguje s MAP kindzovymi
drahami (ERK, JNKI1 ani p38) a nejspi§ tak tvofi paralelni drdhu reagujici na zvySenou
osmolaritu prostfedi (Xu et al. 2000). C-termindlni nekatalytickd oblast WNKI, po stimulaci
sorbitolem, zprostfedkovava translokaci do intracelularnich vezikul. Po hyperosmotickém
stresu je znacné mnozstvi WNKI1 lokalizovano do #rans-Golgi recyklac¢nich endozomil
(Zagorska et al. 2007). Dalsim clenem rodiny WNK je kinaza WNK3, kterd aktivaci
transportérit NKCC a inhibici KCC1 a KCC2 reguluje intraceluldrni koncentraci chloridovych
iontll (Kahle et al. 2005; Ponce-Coria et al. 2008). Exprese WNK4 byla prokazéna i mimo

ledviny. V extrarenalnich tkdnich se WNK4 nachazi téméf vylu¢né v polarizovaném epitelu,
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ktery je variabiln€ spojovan s t€snymi spoji, lateralnimi membranami a cytoplazmou. Epitely,
u kterych byla zjisténa exprese WNK4, vystylaji potni kandlky, krypty tlustého stfeva,
pankreatické vyvody, zlucovody a také u nadvarlete. WNK4 je také exprimovana
ve specializovaném endotelu hematoencefalické bariéry. WNK4 mé inhibi¢ni Uc¢inek na
aktivitu kanal a transportéri zajist'ujicich tok chloridovych ionti epitelem. WNK4 je silnym
inhibitorem aktivity kotransportéru NKCC1 a transportéru SLC26A6 (CFEX), které funguji
jako mediatory toku chloridovych iontd ptes bazolaterdlni a apikalni membran (Kahle et al.
2004). Dalsi kinazou, regulujici v reakci na osmoticky stres koncentraci draselnych, sodnych
a chloridovych iontt, je kindza PASK/SPAK (Dowd and Forbush 2003). Fosforylaci motivu
WEWS u kindz SPAK a OSR1 dochazi k vazbam téchto kindz na leSenovy protein MO-25,
ktery zprostfedkovava jejich aktivaci. Kindzy SPAK/OSRI jsou dtlezité pii regulaci iontové
homeostazy (Filippi et al. 2011; Mehellou et al. 2018). Specifickou vlastnosti kaskady WNK-
SPAK/OSR1 v buiikach epitelu distalniho tubulu ledvin je, Ze se jeji slozky mohou
koncentrovat ve sférickych cytoplazmatickych doménach, postradajicich vymezujici
membranu, nazvanych jako WNK bodies. V distalnich sto¢enych kanalcich nefronti je aktivita
sodnochloridovych kotransportéri. modulovana koncentraci draselnych iontd v plazmé
prostfednictvim interakci WNK1/4-SPAK/OSR1 ve WNK bodies (Boyd-Shiwarski et al.
2018; Thomson et al. 2020). Vznik téchto télisek nejspis zvySuje procesivitu kindz WNK.

3. Regulacni kaskady a elementy zajiStujici reakci bunky na

hyperosmolaritu

Bunky vyuZivaji nejriiznéjSich mechanismt pro aktivaci regula¢nich drah, které jim pomohou
vyrovnat se s osmotickym stresem. Zda se, Ze existuji dva zékladni typy aktivace téchto drah

pro adaptaci na hyperosmolaritu:
e Rychla aktivace

Je zprostiedkovana regulaci transportérii pro prichod iontl mezi vnéjSim a vnitinim
prostiedim bunky. Regulace samotnych transportéri je zajiSténa pomoci kindz WNK, které
reguluji transportéry zrodiny NKCC a KCC. OvSem hypertonicita mize také piimo
ovliviiovat komplex p38/MSK1. Ten nasledné reguluje subjednotku LRRC8A chloridového
kanalu (Serra et al. 2021). Fosforylace cilovych proteint je zfejmé rychlejsi odpovédi bunky

na zvysenou osmolaritu nez de novo syntéza transportérit kompatibilnich osmolytt. Nasledny



vtok sodnych a chloridovych iontli velmi rychle kompenzuje rozdil koncentraci osmoticky

aktivnich latek v cytoplazmé a vné bunky.
e Pomala aktivace

Je zajiSténa pies signalizac¢ni kaskadu zapnutim p38 MAPK, ktera aktivuje transkripcni faktor
TonEBP. Ten spusti transkripci genli pro piislusné transportéry organickych latek, které
kompenzuji osmoticky tlak (tzv. osmolytll). Mezi tyto transportéry patii napiiklad BGT]I,
TAUT, SMIT, AR (Miyakawa et al. 1998; Rim et al. 1998; Takenaka et al. 1994; Ko et al.
1997; Tessier et al. 2020). Nize uvadime zékladni piehled kli¢ovych molekul uc¢astnicich se

vnitrobunééné signalizace v ptfipadé hyperosmotického Soku.

3.1.Transkrip¢ni faktor NF- B

Komplex NF-«kB transkripéniho faktoru byl pivodné charakterizovan na zaklad¢ vazebné
aktivity enhanceru lehkého fetézce imunoglobulinu k (Sen and Baltimore 1986). NF-«kB je
heterodimer a sklddd se z 50 kDa a 65 kDa proteinové podjednotky. Funkce téchto
podjednotek jsou rozdilné. 65 kDa protein (p65) nevaze DNA, zatimco 50 kDa protein (p50)
predstavuje DNA-vazebnou podjednotkou NF-kB (Baeuerle and Baltimore 1989). Proto se
oném hovoii jako o komplexu NF-kB transkripéniho faktoru. Rodina dimernich
transkripcnich faktort NF-«xB (také nazyvana NF-kB/Rel) zprostiedkovava bunééné odpovedi
na Sirokou Skalu riiznych stimuld regulaci exprese velkého poétu genli vysoce riiznorodych
funkci (Ghosh et al. 1990; Kieran et al. 1990). Proteiny NF-kB/Rel vytvéaieji stabilni dimer
v roztoku v nepfitomnosti DNA a dimerizace je nezbytnd pro vazbu DNA a transkripcni
aktivitu. V tomto ohledu se jim podoba transkripéni faktor NFATS/TonEBP (Lopez-
Rodriguez et al. 2001). Kromé oxida¢niho stresu, ¢i genotoxického stresu, ma na aktivitu NF-
kB vliv 1 stres hypertonicky (Sarada et al. 2008; Roth et al. 2010; Su et al. 2017; Medunjanin
et al. 2020; Xie et al. 2021). Hypertonicita aktivuje NF-xB ve dvou krocich. V prvnim kroku
hypertonické prostiedi stimuluje p38 kinazu, kterd zvySuje aktivitu kindzy Akt (zndma také
jako protein kindza B) i TonEBP. ZvySend aktivita Akt pfispiva jak ke zvySeni aktivity
TonEBP, tak ale také indukuje disociaci inhibitoru IkBa k z cytoplazmatického proteinu p65.
Tento proces zéavisi na aktivit¢ IKK-B. Nekonjugovany IkBa je degradovdn a umoziiuje
volnému p65, dimerizovanému s p50, se translokovat pies jadernou membranu. Ve druhém
kroku se TonEBP spojuje s komplexy obsahujicimi p65 navdzanymi na DNA, ¢imzZ se
zvysuje transkripéni aktivita NF-kB. Aktivace NF-kB hypertonicitou je pfechodna a snizuje

se s rostouci expresi proteinu IkBa v reakci na zvySenou transkripéni aktivitu IkBa (Roth et
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al. 2010). Na transkrip¢nim faktoru NF-«B se pochopiteln¢ protina vice signalnich drah, které
zprostifedkovavaji reakci na vice stimult. V bunééné kultufe MDCK je NF-kB ovlivnén tumor
nekrotizujicim faktorem-o (TNF-a), ale v epitelidlnich bunikach sbérného kanalku ledvin,
hypertonicitou zprostfedkovana stimulace NF-xB, mtze byt zvySena lipopolysacharidem, ale
nikoli TNF-a (Woo et al. 2000; Roth et al. 2010). I v plicnim epitelu je aktivace NF-xB
odli$na: hypertonické prostfedi inhibuje TNF a indukovanou aktivaci NF-kB. Fosforylace
IkBa je snizena a jeho degradace je proto zpozdéna, coZz ma za nasledek snizenou nuklearni
translokaci NF-xkB a expresi prozanétlivych genit (Nydam et al. 2009). Obdobné¢ je NF-xB
zapojen do regulacniho mechanismu v rendlnich medularnich intersticialnich bunkéch.
Nedostatek vody a hypertonicita aktivuji NF-«B, ktery nasledn¢ indukuje zvySeni exprese
cyklooxygendzy (COX-2). Ta podporuje pieziti bun¢k v hypertonickych podminkach (Hao et
al. 2000). Hypertonické kultivaéni médium zvysilo expresi TonEBP v endotelidlnich buiikach
a vyvolalo bunénou smrt. Ukazalo se, Ze TonEBP zvysil aktivitu signalni drahy NF-xB
a inhiboval expresi Bcl-2, antiapoptotického proteinu (Xie et al. 2021). Expozice vysoké
koncentraci chloridu sodné¢ho v mysich buiikach IMCD-K2, indukuje expresi proteinu PRR
((Pro)reninovy receptor) a tento d&j byl doprovazen zvySenou fosforylaci proteinu NF-kB
p65, coz v konecném dusledku vedlo k apoptéze zplisobené vytazenim antiapoptotického
proteinu Bcl-2 z funkce. Tyto vysledky ukazuji potencidlni roli NF-kB/PRR drahy v regulaci
bunééného poskozeni béhem osmotického stresu (Su et al. 2017). Hypertonicky stres zvysuje
aktivitu glykogensyntazykinazy-3p (GSK-3B) v buiikach linie RMIC, coZ je opét spojeno
s pocatkem apoptozy. Je-li vSak GSK-3B inhibovana, zvysi se aktivita NF-kB, ktery
upreguluje cyklooxygenazu (COX-2) a podporuje preziti bunék po hypertonickém stresu.
GSK-3pB tedy negativné reguluje expresi COX-2 a inhibitory GSK-38 chrani bunky pted
hypertonickym stresem prostfednictvim indukce drahy zavislé na NF-xB - COX-2 (Rao et al.
2004).

3.2.Protein Arp2/3

Jednou z ¢asti signalizacni kaskady pii zvySené osmolarité je protein Arp2/3 (actin-branching
Arp2/3 complex), ktery je zadroven soucasti bunécného cytoskeletu. Hyperosmotické prostiedi
nejprve aktivuje Rho GTPazu Cdc42 (Cell division control protein 42). Ta nasledné moduluje
aktivitu transkripcniho faktoru TonEBP prostiednictvim Arp2/3 a p38 MAP-kinazy, a to
nezavisle na draze zprostfedkované G-proteinem Racl a fosfolipazou C (PLC), coz by mohlo

ukazovat na jednu z dalSich funkci Arp2/3 pfi kontrole osmoadaptivni reakce (viz obrazek 2)



(Tessier et al. 2020). Ustfednim transkripénim faktorem, ktery ¥idi aktivitu mnoha
osmoprotektivnich gent, je TonEBP (Takenaka et al. 1994; Ferraris et al. 1996; Ko et al.
1997; Miyakawa et al. 1998; Rim et al. 1998). Na zvySeni aktivity TonEBP ma vliv také
GTPaza Racl a protein OSM. Komplex Racl/OSM zvysuje aktivitu TonEBP prostfednictvim
aktivace fosfolipazy C (PLC-y1), nikoli tedy pies MAP kinazovou dréhu p38 (Zhou et al.
2011). V jinych bunéénych typech, napt. v ledvinovych butikach linie MDCK nebo v buiikdch
nucleus pulposus, je naopak TonEBP aktivovan prostfednictvim MAP kinazovych drah p38
a ERK, pricemz je koncovymi kindzami téchto drah fosforylovan (Sheikh-Hamad et al. 1998;
Dahl et al. 2001; Tsai et al. 2007; Choi et al. 2018). Aby mohla kinaza p38 aktivovat
TonEBP, musi byt nejprve sama aktivovana, a to prostfednictvim Arp2/3 (Tessier et al.
2020). Protein Arp2/3 interaguje s OSM proteinem. Pii depleci Arp2/3 jsou buiky vysoce
citlivé na osmoticky stres (Wu et al. 2013). Aktivace TonEBP nemusi byt spusténa jen pies
signaliza¢ni kaskadu p38 MAPK. Racl/OSM podporuje aktivitu TonEBP, ale tato aktivita
neni zprosttedkovéana p38 MAP kinazou, nybrz prostiednictvim PLC-yl (Zhou et al. 2011).
Interakce mezi OSM a Arp2/3 komplexem umoziuje interakci s cytoskeletem (Uhlik et al.
2003; Wu et al. 2013). Zména objemu bunék, vyvoland zménou osmolarity, indukuje
charakteristickou remodelaci kortikdlniho cytoskeletu. Hyperosmoticky stres vyvolava
remodelaci kortikalniho cytoskeletu, jiz se Ucastni s aktinem asociovany Arp2/3 a protein
CDC42, zodpovédny za regulaci aktinového cytoskeletu. Cely proces se da shrnout jako
de novo polymerace kortikalniho cytoskeletu (Ciano et al. 2002). S timto procesem je Uzce
spojen OSM protein, ktery je schopen vazat F-aktin a je fizen Racl GTPéazou (Uhlik et al.

2003).
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obrazek 2: reakce burnky na hyperosmoticky sok prostrednictvim Arp2/3 a Racl, prevzato z (Tessier et al. 2020)



3.3.Transkripéni faktor TonEBP (NFATYS)

TonEBP, téz nazyvan jako OREBP nebo NFATS, je transkripcni faktor, ktery se vaze na
enhacer TonE/ORE s konsenzualni sekvenci 5'-(C/T)GGAAnnn(C/T)n(C/T)-3",
charakterizované v psim genu pro transportér BGT1 a rovnéz v kralicim genu pro aldoso-
reduktazu (AR), kde tato sekvence TonE odpovida sekvenci nazvané ORE (osmotic response
element) (Ferraris et al. 1996; Miyakawa et al. 1998; 1999; Lopez-Rodriguez et al. 1999; Ko
et al. 2000). NFATS je transkripcni faktor indukovany ptfedevSim hypertonickym stresem.
Od konvencnich NFAT proteinlit NFAT1 az NFAT4 se 1isi svou strukturou, vazbou na DNA
aregulaci. NFATS obsahuje homologni doménu Rel, ktera jej fadi do rodiny NFAT. Rozdily
mezi rodinou proteinlt NFAT1-4 a proteinem NFATS byly pozorovany i v regulaci jaderného
importu, ktery u NFAT 5 neni regulovan defosforylaci zprostfedkovanou kalcineurinem, jako
je tomu u NFATI1-4. Gen NFATS5 je S$iroce transkribovan a u c¢lovéka se nachédzi na
chromozomu 16q22 (Loépez-Rodriguez et al. 1999; Hebinck et al. 2000). Molekulova
hmotnost je 200 kDa (Miyakawa et al. 1998). NFATS vykazuje vlastnosti obou rodin, jak
NFAT, tak 1 NF-kB/Rel proteinii vazajicich se na DNA. Je ovSem jedinym clenem rodiny
Rel/NFAT, ktery je aktivovan osmotickym stresem, stejn¢ jako proteiny Rel/NF-xB. Pro
transkripéni aktivitu je nezbytna jeho dimerizace. Mezi dulezité funkce NFATS patii
napiiklad regulace transkripce cytokinovych geni TNFo a lymfotoxinu-fp v osmoticky
stresovanych T-builkdch, véze se na regula¢ni oblasti genit TNF-a a aldozareduktazy.
Je aktivovan osmotickym stresem na vice urovnich, v€etné proteinové exprese, posttranslacni
modifikace a subcelularni lokalizace. Aktivuje pfedevSim geny, jejichZ produkty se podileji
na syntéze kompatibilnich osmolytti. Naopak bylo prokazano, ze dalsi proteiny rodiny NFAT,
jakymi jsou NFATI a RelA, nejsou aktivovany osmotickym stresem (Miyakawa et al. 1998;
Lopez-Rodriguez et al. 2001). TonEBP (neboli NFATY) je cilem signalni kaskady p38 MAPK
a MEK-ERK, jejichz aktivaci tento transkrip¢ni faktor napiiklad aktivuje transkripci proteinu
MCP1 v ledvinach potkana (Kojima et al. 2010). Stejné zjisténi pfinesly 1 experimenty
provedené na modelu psich ledvinovych bunék (Padda et al. 2006). MAP kinazova draha tedy
hraje zfejmé diileZitou roli v bunéénych mechanismech, které jsou zakladem regulace genové
exprese v reakci na zvySenou osmolaritu prostfedi. Fosforylace C - koncové transaktivacni
domény TonEBP je zavisla na tonicité a hraje zasadni roli pfi regulaci aktivity proteinu. Tato
doména je cilem MAP kinazovych drah (napf. ERK) (Ferraris et al. 2002; Tsai et al. 2007).
Fosforylace zvysSuje ucinnost transkripce, ale neni nutnd pro samotnou vazbu na DNA

(Miyakawa et al., 1998). Kromé genli BGT1 a AR byl TonE/ORE identifikovan v proximalni
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oblasti 5 -ptesahujici oblasti genti proteinti tepelného Soku, jako jsou HSP70 a OSP94 a také
reguluje geny pro SMIT (Na'/myo-inositolového kotransportéru), které fadime mezi
osmoprotektivni geny (Rim et al. 1998; Woo et al. 2002; Kojima et al. 2004). Stejny
vysledek, tedy zvySend exprese betainového transportéru (BGT1), Na'/myo-inositolového
transportéru (SMIT), aldoso-reduktdzy (AR), chaperonu HSP70 a NF-kB transkripcniho
faktoru byla potvrzena i v nov¢jsi studii (Ahmed and Hussein 2020). TonEBP mé ziejmée
klicovou roli také pii udrzovani histologické stavby ledvin (Lopez-Rodriguez et al. 2004).
TonEBP je krom¢ hypertonicity stimulovan rovnéz hyperglykémii. V tom ptipad¢ stimulace
TonEBP vede k apoptéze (Park et al. 2014). Jiz diive bylo prokazano, ze alddézoreduktaza je
upregulovana prostfednictvim TonEBP, ktery za podminek s vysokym obsahem gluk6zy ma
vys$si vazebnou aktivitu k TonE elementu v genu pro aldosoreduktiazu (Yang et al. 2006).
TonEBP podporuje také transkripci prozanétlivych genli v bunkdch nucleus pulposus
meziobratlovych plotének, a to 1 za fyziologicky relevantnich hypertonickych podminek.
Sledovany byly prozanétlivé geny jako C-C motiv chemokinového ligandu 2 (CCL2),
interleukin 6 (IL-6), TNF-a a syntaza oxidu dusnatého 2 (NOS2). Predpoklada se, ze tento jev
odrazi fyziologickou adaptaci bunck na denni osmotickou z4téZ meziobratlové ploténky
a muze byt zdsadni pro bunéénou homeostazu (Johnson et al. 2016). Vstup do jadra je zaroveii
podporovan TNF-a, ale nezpisobuje indukci osmoregulacnich genti (Johnson et al. 2017).
Recentné bylo také zjiSténo, Ze TonEBP umoZiuje diferenciaci dendritickych bunék do

efektorovych T-bunék (Ye et al. 2020).
4. Mechanismy adaptace na osmoticky Sok

ZaveéreCnym krokem v adaptaci buiiky na zvySenou osmolaritu v okoli jsou mechanismy,
které maji tento v zasadé negativni jev kompenzovat. Bunka muze zvolit bud adaptaci
v podobé akumulace €1 syntézy osmoticky aktivnich ¢astic (tzv. kompatibilnich osmolyti),
které ale souCasné nenarusuji jeji klidovy membranovy potencidl a elektrochemické poméry
v cytoplazmé, respektive mize vyuZzit mechanismy uréené k opravé poSkozenych proteint,
anebo mechanismy vedouci k oddaleni bunéfné smrti. Apoptéozu jako konec¢ny, krajni

a nevratny dusledek vysoké extracelularni osmolarity ve vy¢tu neuvadime.
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4.1.Transportéry osmoticky aktivnich ¢astic

4.1.1. Betainovy transportér

Transportér zajistujici uptake betainu byl poprvé identifikovan v bunécné linii MDCK
a pojmenovan BGT-1. Jedna se o transportér zajist'ujici symport se sodnymi i chloridovymi
ionty. Transportér je schopen ptfenaset i kyselinu y-aminomdaselnou (Yamauchi et al. 1992;
Uchida et al. 1993). Fosforylace transportéru proteinkindzami A nebo C vede k inhibici
transportu betainu (Preston et al. 1995). Gen BGT1 ma velikost 28 kbp a skladd se
z 18 exonil. Betainovy transportér je exprimovan pievazné ve dieni ledvin, ktera je
fyziologicky vystavena zvysené osmolarité. Konkrétné se jedna o tlusté raménko Henleovy
klicky a sbérny kanélek dfen¢ (Takenaka et al. 1995; Miyai et al. 1996) Transkripce genu je
fizena transkripénim faktorem TonEBP, ktery nasedd do oblasti délky 20 bp, kterou tvofi
TonE element (Takenaka et al. 1994).Experimentalnim vyfazenim TonEBP se projevila
nedostatecnd tranksripce genu BGT-1 a in vivo také atrofie dfené¢ ledvin (Lopez-Rodriguez et
al. 2004). Stejny vysledek pfinesla i novéjsi studie na mysich, kterd navic ukazala, ze exprese
BGTT1 (ale také ostatnich osmoprotektivnich gent jako aldozoreduktdaza nebo myo-inositolovy
transportér), je fizena MAP kinazou p38. Tato kindza ma zjevné aktivacni u¢inek na TonEBP
(Roth et al. 2010). Vyjma tkané ledvin se tento transportér BGT1 nachazi 1 v astrocytech, kde
vychytava betain potfebny k regulaci velikosti bun€k za hypertonickych podminek (Pukale et
al. 2021).

4.1.2. Taurinovy transportér

Taurinovy transportér (TAUT) je kodovan genem SLC6A46 (Stipanuk et al. 2017). Jedna se o
protein o 619 aminokyselinach s vypocitanou molekulovou hmotnosti 69,7 kDa (Jhiang et al.
1993). Stejné jako u ostatnich osmolytt, tak 1 u taurinu se jeho akumulace pomalu zvysuje,
kdyZ jsou bunky pifesunuty do hypertonického média. Naopak k rychlym ztratdm taurinu
dochazi, kdyzZ jsou bunky pievedeny z hypertonického na izotonické médium (Uchida et al.
1991). K samotné regulaci taurinového transportéru dochézi na zéklad¢ zvySeného mnoZstvi
mRNA pro taurinovy transportér, které je indukovano pravé hypertonicitou (Uchida et al.
1992; Satsu et al. 2003). Exprese transportéru TAUT je fizena transkripénim faktorem
TonEBP, ktery se vaze do vazebného mista TonE v regula¢ni oblasti genu SLC6A46 (Ito et al.
2004). Aktivace genu pro TAUT ma ziejmé niz§i prah citlivosti nez maji geny kodujici

enzymy biosyntetické drahy taurinu CDO (cysteinsulfinatdekarboxylaza) a CSD
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(cysteindeoxygenaza) (Bitoun et al. 2001). V astrocytech je genova exprese taurinového
transportéru, ale nikoli exprese biosyntetickych enzymit CDO a CSD pro taurin, fizena dvéma
antagonistickymi regulacemi, a to konkrétné¢ samotnym taurinem, ktery expresy snizuje
a osmolaritou, kterd ji naopak zvySuje (Bitoun and Tappaz 2000). Transportér TAUT
a enzymy biosyntézy taurinu maji nezavisly regulacni systém. Avsak za urcitych podminek,
jako je hypertonicita, mohou byt regulovany ve vzajemné zavislosti (Satsu et al. 2003). To
podporuje zavér, ze pro bunku je vyhodngj$i taurin ziskat z prostiedi tkan€, nez jej
syntetizovat de novo. Osmotickd regulace lidského TAUT byla zkouméana z hlediska
intracelularni signalni drahy a bylo zjisténo, e aktivace Ca®"/CaM kinazy II se podilela na
zvySeni exprese lidského TAUT vyvolaného zvySenym osmotickym tlakem (Satsu et al.
2004). Jiz diivgjsi studie prokazaly, ze v proteinu lidského TAUT se nachazi Sest
potencialnich fosforyla¢nich mist proteinkindzy C a sedm potencialnich fosforylacnich mist
kaseinkinazy II (Jhiang et al. 1993). Aktivace proteinkinazy C hraje dileZitou roli v regulaci
vychytavani taurinu v kultivovanych rendlnich epitelidlnich buiikdch (Jones et al. 1991). Proto
muze fosforylace proteinu hrat diilezitou roli v regulaci aktivity lidského TAUT (Jhiang et al.
1993). V imortalizovanych potkanich retindlnich kapilarnich endotelidlnich buiikach in vitro
byly sledovany tucinky oxidacniho stresu, vysoké hladiny glukézy a hypertonickych podminek
na transport taurinu. Vysledky studie ukazuji, Ze oxidacni stres a hypertonické stavy zvysuji
vychytavani taurinu, zatimco hyperglykemie rychlost vychytavani snizuji (Gyawali and Kang
2019). Kromé hypertonického prostiedi je TAUT ziejmé aktivovan i UV-B zafenim, pii némz
vys$$i koncentrace taurinu (ale 1 dalSich osmolytli) chrani buiiky pfed indukci apoptdzy

(Dayang and Dongbo 2018).
4.1.3. Myo-inositolovy transportér

Lidsky Na'/myo-inositolovy kotransportér (SMIT) je kodovan genem SLC543, ktery byl
lokalizovén na chromozomu 21. Konkrétni pozice tohoto genu je na 21q22.1 a q22.2. (Berry
et al. 1995). V linii psich bunék MDCK byl identifikovan protein o 718 aminokyselinach
s molekulovou hmotnosti 79,5 kDa. Protein vykazuje vysoce vyznamnou sekvenéni
aminokyselinovou podobnost s Na'/D-glukézovymi kotransportéry stfevni sliznice
a proximalnich tubulll ledvin. Transportér je exprimovan v ledvinach, mozku, indukovat jej
lze 1 v bunikach linie MDCK. V SMIT je pfitomno n¢kolik potencialnich fosforyla¢nich mist
pro cAMP-dependentni proteinkindzu a proteinkindzu C. Tato mista se nachdzi v jeho
cytoplazmatickych doménach (Kwon et al. 1992). Hypertonicita zvySuje aktivitu tohoto
sodikového kotransportéru zvySenim transkripce jeho genu. Muze existovat mensi regulace
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exprese na urovni stability mRNA, translace nebo posttranslaéné (Yamauchi et al. 1993).
U clovéka je transportér SMIT kddovan mRNA sloZenou z alespoii péti exond, pficemz miize
podléhat alternativnimu sestfihu (Porcellati et al. 1998). Byla analyzovéna 5’- ptesahujici
oblast genu, kodujici tento transportér, z hlediska cis-pisobici regulacni sekvence.
Identifikovano bylo pét enhancert reagujicich na tonicitu, které jsou rozptyleny pies v useku
dlouhém vice nez 50 kbp proti sméru transkripce. VSechny enhancery jsou variacemi stejného
typu enhanceru reagujiciho na tonicitu, TonE (tonicity-responsive enhancer). Vsechny
enhancery pfispivaji k regulaci transkripce genu SMIT, coz naznacuje, ze regulace SMIT
zahrnuje pomérné neobvykle dlouhé interakce mezi regulacnimi sekvencemi a promotorem.
Transportér SMIT podléha regulaci v elementech TonE, které jsou pred samotnym genem
a interaguji s jiz zminénym faktorem TonEBP (Rim et al. 1998; Miyakawa et al. 1998).
Analyza lidské diené meziobratlovych plotének, konkrétné bunék nucleus pulposus, ukazala,
ze exprese TonEBP pozitivné koreluje s expresi osmoregulacnich proteini SMIT, TAUT

a AR, coz naznacuje, Ze vSechny tyto geny jsou jim regulovany (Johnson et al. 2017).
4.1.4. Transportéry aminokyselin

Stejnou osmoprotektivni Ulohu jako vySe popsané kompatibilni osmolyty mohou plnit
inékteré aminokyseliny. Napiiklad u bunék linie odvozené z lidského endotelu bylo
pozorovano, ze intracelularni zasoba aminokyselin (zejména prolinu, glutaminu a glutamatu)
pozitivné ovliviluje adaptaci na zvySenou osmolaritu. Dlouhodobég zvySena koncentrace téchto
aminokyselin hraje podstatné vétsi roli neZ koncentrace anorganickych iontd (Dall’Asta et al.
1999) Vyznamné jsou tii elektroneutralni transportéry volnych aminokyselin (tzv. systém A),
které kotransportuji substrat symportem se sodnymi ionty. Soucésti systému A jsou SNATI
(ATA1,SAT1), SNAT2 (ATA2,SAT2) a SNAT4 (ATA3), ¢lenové genové rodiny SLC384
(Yao et al. 2000; Hatanaka et al. 2001). Tyto aminokyselinové transportéry jsou zavislé na
sodiku, membranovém potencidlu a jsou citlivé na pH. Katalyzuji jednosmérny piijem malych
alifatickych neutrdlnich aminokyselin, jako je alanin, glutamin a glycin (Yao et al. 2000;
Varoqui et al. 2000; Dall’Asta et al. 1999). Jednotlivé typy aminokyselinovych transportéri
jsou tkéanove specifické a setkdme se s nimi v neurondlni tkani, v jatrech (HepG2 buriky),
v lidskych epitelidlnich buiikdch i v placenté clovéka i potkana (Dall’Asta et al. 1999;
Hatanaka et al. 2001; Rodriguez et al. 2011; Takahashi et al. 2017). Obdobné hladina mRNA
pro paralogni transportér SNAT2 (ATA2) vyrazné vzrostla u prasefich endotelidlnich bun¢k
vystavenych hypertonicité¢ (Alfieri et al. 2001). Vyvijejici se thymocyty v mikroprostiedi
brzliku jsou tedy vystaveny osmotickému stresu, ktery je i€¢inn¢ kompenzovan mechanismem
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zavislym na TonEBP/NFATS, ktery spousti expresy zminéného transportéru ATA2 (Trama et
al. 2002)

4.1.5. Transportéry anorganickych iontl

Vyjma organickych latek, vyuzivanych jako osmolyty, se po zvySeni osmolarity okolniho
prostiedi vyuzivaji k jeji kompenzaci anorganické ionty. Nize uvadime zadkladni piehled

transportért téchto iontd, které jsou fizeny osmolaritou prostredi.
4.1.5.1.  Transportér NKCClI

Transportér NKCC1 byl jako transportér popsan v sekre¢nim epitelu mysi, kde je lokalizovan
na bazolaterdlni membrané epitelidlnich bunék, ale také v myocytech ¢i erytrocytech (Delpire
et al. 1994). Gen, kodujici kotransportér NKCC1, mtze byt odlisné regulovan zanétlivymi
cytokiny a mechanickymi silami kapaliny v kultivovaném endotelu. Za fizeni exprese
transportéru je zodpovédny transkripcni faktor NF-xB (Topper et al. 1997; Lan et al. 2017).
NKCCI1 zprostiedkovava vstup Na“, K™ a CI" do buiky. Zvyseny transport CI" do buriky je
zprostiedkovan pres WNK3 kindzu a naopak WNK4 kindza ma na tento kanal inhibi¢ni
ucinek (Kahle et al. 2004; 2005).Transportér ma u clovéka velikost 170 kDa (Payne et al.
1995).

4.1.5.2. Transportér NKCC2

NKCC2 byl jako kotransportér sodnych, draselnych a chloridovych iontd (Na*/K*/2Cl)
ledvin. Ortologni transportér byl popsan i u kralika (Payne and Forbush 1994). Renalni
NKCC2 umoziuje vstup CI, Na" a K* do buiky (Kahle et al. 2005). V piipadé vy&erpani
intracelularnich chlorid je NKCC2 aktivovén, a to zavislou interakci mezi WNK3 a SPAK
(Ponce-Coria et al. 2008). V ledvinach se NKCC2 svou aktivitou vyznamné podili na
udrzovani koncentrace K* v plazmé (Ferdaus et al. 2016). Molekularni hmotnost transportéru
u ¢loveka lze vypocitat na zakladé jeho struktury na 121,4 kDa (Simon et al. 1996). Zda se, ze
aktivita kotransportéru NKCC2 v hypertonickém prosttedi je fizena cestou WNK-
SPAK/OSRI, ktera reguluje fosforylaci Thr105 (Richardson et al. 2011).
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4.1.5.3. Transportéry KCC

Zprostiedkovavaji odtok draselnych a chloridovych ionti z bunky a jejich aktivita je
v hypertonickych podminkach inhibovana WNK3 kindzou, kterd zablokuje odtok CI™ pfies
kanaly KCC1 a KCC2. Tyto kandly jsou naopak maximalné aktivni ptfi hypotonickych
podminkach (Kahle et al. 2005). WNK izoformy aktivuji SPAK/OSRI1 kinazy, které
v ptfitomnosti regulacni podjednotky MO-25 silné fosforyluji vSechny izoformy transportért
KCC na jejich N-terminalni doméné i C-terminalni doméné. Touto fosforylaci je stimulovan
odtok eflux drasliku a chloridi. Kindzami WNK regulované SPAK/OSR1 kinazy piimo
fosforyluji jak NKCC, tak i KCC, ¢imz podporuji jejich stimulaci a inhibici (v daném potadi)
(Los Heros et al. 2014).

4.2.Enzymy syntetizujici kompatibilni osmolity
4.2.1. Aldoso-reduktaza (AR)

Gen pro aldosoreduktizu (AKRIBI) byl identifikovan u potkana, u ¢lovéka a u kralika
(Graham et al. 1991b; Graham et al. 1991a; Wang et al. 1993; Ferraris et al. 1994). Aldoso-
reduktiza katalyzuje NADPH-dependentni redukei fyziologickych a xenobiotickych aldehyda
na jejich pfislusné alkoholy s Sirokym rozsahem katalytické ucinnosti. RovnéZz se miiZe
podilet na metabolismu kortikosteroidli. Aktivitu enzymu inhibuji flavonoidy a naopak
stimulyjici uc¢inek maji siranové ionty. Aldoso-reduktaza se skladda z jedin¢ho
polypeptidového fetézce s molekulovou hmotnosti 38 kDa (Wermuth et al. 1982). Promotor
mista transkripce. Fragment (-192 az +31 bp) obsahuje nckolik prvki, které fidi bazalni
expresi enzymu (Wang et al. 1993). V downstream oblasti genu byla definovana nejmensi
sekvence schopna zprostfedkovat reakci na hyperosmoticky Sok (Ferraris et al. 1996). Pozdé&ji
byla i v lidském genu pro aldoso-reduktdzu identifikovdna sekvence o 132 parech bazi
umisténa 1235 bp proti sméru transkripce, ve které existuji tii sekvence, analogické sekvenci
TonE, charakterizované v genu pro BGT1 a ORE (osmotic response element) krali¢itho genu
pro AR. Tyto tfi sekvence dostaly oznac¢ni OreA, OreB a OreC (Ko et al. 1997). Rovnéz
sekvence TonE/ORE mysiho promotoru vykazovala podobnost s TonE sekvenci v promotoru
pro osmoticky aktivni transportér BGT1, popsany na buiikach psich ledvin MDCK (Daoudal
et al. 1997). Jak jiz bylo uvedeno, na tyto sekvence TonE/ORE se specificky vaze transkripcni
faktor TonEBP (Miyakawa et al. 1998; 1999). Sekvence dlouha 11 bp (-TGGAAAATTAC-)
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je umisténa 3,7 kb proti sméru transkripce od mista iniciace transkripce a vykazuje aktivitu
enhanceru, aktivniho v hyperosmotickém prostiedi (Ruepp et al. 1996). Mysi s deficienci
genu Akribl vykazovaly hyperkalciurii, hyperkalcémii, hypermagnezémii a sniZenou
schopnost koncentrovat mo¢, coz naznacuje novou fyziologickou roli aldoso-reduktazy
v homeostaze divalentnich kationtd (Aida et al. 2000). Pfeména D-glukézy na sorbitol
predstavuje prvni krok polyolové drahy, doplikové drdhy metabolismu glukédzy, ktera
pfeménuje glukdézu na fruktdézu. Ve vnitinich dieflovych ledvinovych buiikach je aktivita
aldoso-reduktdzy vyrazné¢ zvySena za hypertonickych podminek, coz pomaha vyrovnat
osmotické tlaky pomoci sorbitolu (Bagnasco et al. 1987). Celkova délka genu je piiblizné
14,7 kb, nezahrnujici 5' a 3' pfilehlé oblasti. Gen ma 10 exont a 9 intronti (Ferraris et al.
1994). Byla prokazéna rovnéz vazba na TonE sekvenci i u lidského TonE vazebného proteinu
(TonEBP) (Miyakawa et al. 1999). Aldoso-reduktdza a jeji transkripce je fizena i jinymi
transkripénimi faktory. Naptiklad u mysi byla identifikovana vazebnd mista pro transkripéni
faktory reagujici na steroidni hormony (Daoudal et al. 1997). ZvySeni intracelularni
koncentrace sodiku a drasliku (nebo intracelularni iontové sily) zptsobuje indukci transkripce
genu pro aldoso-reduktdzu v bunkédch vystavenych hypertonickému stresu a naopak, po
syntéze dostate¢ného mnozstvi kompatibilnich osmolitt je transkripce zastavena (Smardo et

al. 1992).

4.3.Proteiny HSP70

Kromé akumulace kompatibilnich osmolyti jsou buniky také chranény pied hypertonicitou
expresi HSP. Tyto molekularni chaperony jsou indukovany béhem prvnich hodin po
hypertonickém oSetteni, aby ptisobily proti skodlivym u¢inkiim zvySené intracelularni iontové
sily a aby chrénily intracelularni makromolekuly proti ztraté struktury a agregaci (Cohen et al.
1991; Petronini et al. 1993; Sheikh-Hamad et al. 1994). Hladina exprese genu HSP70 je vice
nez 20krat vysSi v ledvinové dieni vystavené hypertonicit¢ nez ve tkanich s normalni
osmolaritou a upregulace exprese HSP70 podporuje pieziti bun¢k po hypertonické stimulaci
(Woo et al. 2002). Obdobné MDCK buniky s vyfazenym HSP70 jsou mnohem citlivéjsi na
osmoticky stres (Shim et al. 2002). Rodinu HSP70 tvofi proteiny o molekulové hmotnosti
70 kDa (Nadler et al. 1992). Proteiny HSP70 jsou soucasti ubikvitin - proteazového systému
a cest degradace proteint. U lidské genové rodiny HSP70 bylo identifikovano 47 sekvenci
HSP70 , 17 genti a 30 pseudogent. Geny kodujici lidské proteiny HSP70 jsou rozdéleny do
sedmi evoluéné odlisSnych skupin s rozliSitelnymi podskupinami podle fylogenetickych

a dalSich dat. N-terminalni doména vazajici ATP byla zachovana alespon Castecné ve vétSing
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proteini, ale C-terminalni doména vazajici substrat nikoli. Rodina HSP70 je definovéna svou
jedine¢nou doménou vazajici ATP, konzervovanou u vsech jejich ¢lend s vyjimkou dvou
genll HSPAI2, kde je tato doména vice divergentni, ale stile rozpoznatelna. Uplny
konzervovany protein HSP70 ma 641 aminokyselin (Brocchieri et al. 2008). Funk¢ni geny
kodujici proteiny HSP70 byly mapovany na lidskych chromozomech 6, 14, 21 (Harrison et al.
1987). Protein tepelného Soku HSP70 ma tfi polymorfni varianty HSPA1A, HSPAIL
a HSPA1B (Pae et al. 2005). Stejnojmenné geny pro tyto tfi polymorfni varianty proteinu
HSP70 jsou lokalizovany na chromozomu 6 a to nasledovné: HSPAIL na 6p21.33, HSPAIA
na 6p21.33, HSPAIB na 6p21.32. Exprese jednotlivych gentt HSP70 se velmi lisi v zavislosti
na typu tkané¢ (ledviny, mozek, srdce, kostni tkan, jatra, pankreas, svalovina), vyvojovém
stddiu daného jedince a bunécném kompartmentu (jadro, endoplasmatické retikulum,
cytoplazma, mitochondrie) (Brocchieri et al. 2008). Bunéénd adaptace na osmoticky stres
hraje vyznamnou roli v osmotické kontrole exprese HSP70 (Flanagan et al. 1995; Schliess et
al. 1998). Transkripci genu HSP70 indukovanou tepelnym Sokem, tézkymi kovy, zajistuje
v promotoru element HSE (heat shock element), ktery lezi v oblasti mezi -105 a -91
(Williams and Morimoto 1990). Exprese HSP70 byla u riznych bunéénych typt prokazand po
jejich expozici tézkym kovim jako je m&d’, zinek, kadmium, kobalt nebo nikl a dale pak pii
vystaveni bunck teplu nebo hyperosmolarit¢ (Hatayama et al. 1993; Flanagan et al. 1995;
Schliess et al. 1998; Wagner et al. 1999). HSP70 je tedy zapojen do obecného mechanismu
odpovédi na bunény stres vyvolany vnéjsimi faktory. Hypertonicita indukuje expresi mRNA
pro HSP70. V experimentalné navozené nepfitomnosti betainu a inositolu v cytoplazmé je
HSP70 signifikantné vice exprimovan, coZ naznacuje, Ze tento protein hraje podstatnou roli,
vyjma reakce na zvySenou teplotu, také pii reakci na hyperosmoticky Sok (Sheikh-Hamad et
al. 1994). HSP70 je regulovana transkripénim faktorem TonEBP prostfednictvim aktivace
protein kindzy C-p (PKCp) (Lim et al. 2008). Diikaz o aktivaci genu HSP70 prostiednictvim
TonEBP pfinesla 1 dalsi studie. V oblasti ptfiléhajici proti sméru transkripce ke genu HSPAIB
jsou tii mista pro vazbu TonEBP, z nichz vSechna jsou pro transkripci podstatnd.(Woo et al.
2002) Aktivace TonEBP hypertonicitou je typicky doprovazena indukci HSP70. U potkanti
reaguje na tonicitu a také na teplo gen HSPAIA. V této studii bylo zjisténo, Ze HSPA1A byl
indukovan hypertonicitou, coZ ukazuje, Ze TonEBP je aktivovan v bunééné linii TR-TBT

18d-1 kultivované v hypertonickém médiu (Nishimura et al. 2010).
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4.4 .Protein OSP9%4

Krome¢ klasickych proteint HSP70 existuji také atypické proteiny, které jsou podobné HSP70.
HSPA4L, HSPHI (Brocchieri et al. 2008). Hspl10 je konstitutivné exprimovan ve vsech
mysSich tkanich. Je vysoce exprimovan v mozku a je nejodvozenéjsim ¢lenem rodiny HSP70
(Lee-Yoon et al. 1995). Rodina sav¢ich gentu HSP110 se sklada z gentt HSPA4L (také znamy
jako APG1, OSP94 nebo HSPH3), HSPA4 (téz APG2), HSPHI (Hsp 105) a HSP110, které
koduji stejnojmenné proteiny. (Lee-Yoon et al. 1995; Yasuda et al. 1995; Kojima et al. 1996;
Kaneko et al. 1997b; Kaneko et al. 1997a; Brocchieri et al. 2008). Protein OSP94 (Osmotic
Stress Protein 94 kDa) byl identifikovan jako homolog kvasinkového Hsp110 a byl tedy jako
novy ¢len zafazen do podrodiny stresového proteinu Hspl10/SSE a plisobi jako molekularni
chaperon. Jeho exprese je zvySend v buiikach vnitiniho medularniho sbérného kanalku ledvin
béhem jejich vystaveni hyperosmotickému stresu. Gen kdéduje 838 aminokyselin velky
protein. Stejné¢ jako HSP ma OSP94 N-terminalni doménu vazajici ATP a C-terminalni
doménu vézajici substrat (peptid). A déale bylo prokdzano, ze OSP94 je indukovatelny
hyperosmotickym stresem a tepelnym Sokem (Kojima et al. 1996). Konstitutivni exprese
v zarode¢nych buikach varlat naznacuje, ze OSP94 hraje specifickou roli ve spermatogenezi,
stejné jako v reakci na stres (Kaneko, et al. 1997b). Oproti tomu HSP110 a HSP105 jsou
konstitutivné exprimovany ve vSech mysich tkanich a vysoce exprimovany v mozku (Lee-
Yoon et al. 1995; Yasuda et al. 1995). Stejné tak exprese OSP94 byla zjisténa ve vSech
mySich tkanich, ale nejhojnéjs$i byla ve varlatech a vajecnicich (Kaneko, et al. 1997a).
Pozd¢jsi studie rovnéz prokéazala, ze OSP94 je exprimovan ve vSech mySich tkanich
a pfevazné ve varlatech. V ledvinach je protein omezen na kortikdlni segmenty distalnich
tubuld. U mysi s deficitem OSP94 nebyla naruSena funkce ledvin ani vyvoj do dospélosti, ale
zato vykazovaly citlivost na osmoticky stres a byl u nich pozorovan zvySeny vyskyt muzské
neplodnosti charakterizovany snizenym poctem spermii a jejich motility (Held et al. 2006).
OSP94 se nachazi také v epitelu sbérného kanalku ledvin mysi, kde se vyznamné podili na
odolnosti bunék vici zvySené osmolarité (Valkova and Kiiltz 2006). Funkce OSP94
a HSP110 v reakci na tepelny Sok jsou odlisné od funkci HSP70 (Kaneko et al. 1997b).
OSP94 je také ve zvySené mife exprimovan v myokardu pii hypertenzi vyvolané
hyperosmolaritou (Mala and Takeuchi 2009). Hypertonické prostiedi miize regulovat
transkripci gend jako je HSP70, stejné jako genu OSP94 prostfednictvim TonE/TonEBP.
Exprese je tizena MAP kinazovou drahou (p38 a ERK) (Kojima et al. 2004). OSP9%4 je
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ve vys$$i mife exprimovan ve vnitinim uchu mysi a indukovéan v reakci na hlasity zvukovy
stres. OSP94 by tedy mél hrat potencialni roli souvisejici s bunécnou adaptaci na specifické
endoperilymfatické iontové a osmotické prostiedi v kochlee vnitiniho ucha (Yamamoto et al.
2009). Ke stejnému zaveéru dosSla 1 dalsi studie vychazejici z vnitiniho ucha mysi jako
modelové tkané¢ (Kim et al. 2012). Protein OSP94 se vaze na rozvinuté polypeptidy, ¢imz
pomaha branit jejich agregaci. Jeho C-termindlni oblast hraje podobnou roli jako PA28a
(proteasome activator) pti opétovném skladani nesbalenych proteinti (Kojima et al. 2022). Je
tedy mozné, ze OSP94 mé za ukol chranit proteiny s rozvolnénou konformaci po

hyperosmotickém Soku, ptipadné poSkozené proteiny vratit do spravné konformace.
4.5.Cyklooxygenasa — 2 (COX-2)

COX-2 je rovnéz znama pod nazvem prostaglandin endoperoxid syntdza 2 (PTGS2) a je
koédovéana genem PTGS2. Lidsky gen PTGS?2, kédujici prostaglandin endoperoxid syntazu 2,
ma nukleotidovou sekvenci vétsi nez 8,3 kbp a skladd se z deseti exonll. Misto pocatku
transkripce je 134 bazi proti sméru translace od mista iniciace translace. Fluorescen¢ni in situ
hybridizaéni epxerimenty ukézaly, ze lidsky gen PTGS2 leZi na chromosomu 1q25.2-q25.3
(Kosaka et al. 1994). Hypertonicita stimuluje expresi COX-2 prostiednictvim aktivace MAPK
drahy nebo Src kinazové drahy. Indukce COX-2 miZe vykazovat specifickou cytoprotektivni
funkci v celkové osmotické odpovédi mySich medularnich epitelidlnich bunék (Yang et al.
2000). Hypertonicita v okolnim prostfedi indukuje expresi COX-2 v rendlnich medularnich
intersticidlnich bunikédch ledvin (RMIC). Zvysend exprese COX-2 je spojena se zvySenou
produkci prostaglandinti. Ovsem pouze prostlaglandin PGI2 zvysil Zivotaschopnost bunécné
linie RMIC vystavené hypertonickému stresu, prostiednictvim zvysSeni exprese transkripéniho
faktoru PPAR & (Hao et al. 2002). COX-2 je regulovana zejména cytokiny produkovanymi
imunitnim systémem jako je napt. IL-1PB. Aktivace exprese je fizena MAP kinazovou p38
drahou, kterd je aktivovana rovnéz pii zvySené osmolarité prostiedi (Huang et al. 2013; Cho
and Choe 2020). Hypertonicita zvysila akumulaci organickych osmolytil inositolu, sorbitolu
a betainu v kultivovanych mysich ledvinovych medularnich bunkach. Inhibice COX-2
dramaticky snizila expresi gent pro transportéry SMIT, BGT1 a genu pro aldoso-reduktazu,
¢imz doslo k potlateni mechanismii pro vychytavani organickych osmolytti myo-inositolu,
betainu a sorbitolu za hypertonickych podminek. Akumulace osmolytli ve vnitini dfeni ledvin
je zavisld na aktivit¢ COX-2 a v pfipad€, Ze jsou tyto osmolyty poskytnuty exogené, tak

stimuluji expresy COX-2, kterd zabrani bunécné smrti (Moeckel et al. 2003). Exprese COX-2
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v renalnich medularnich intersticialnich bunkach (RMIC) je také indukovana aktivaci NF-kB
v hypertonickych podminkéach (Hao et al. 2000). OvSem i pfesto, Ze je syntéza mRNA pro
COX-2 indukovédna hypertonicitou, jeji exprese nezavisi na TonEBP (Woo et al. 2002).
Tonicitou indukovana exprese COX-2 vede k zvysSené produkci prostaglandinu E2 (PGE2),
ktery podporuje preziti MDCK bunék, vystavenych osmotickému stresu. Za hyperonickych
podminek v pfitomnosti PGE2 dochazi v MDCK buikach k potlaceni aktivity kaspaz a tak
jsou buiky chranény pted apotdzou, kterd jinak nastava v neptfitomnosti PGE2 (Neuhofer et

al. 2007).
4.6.Autofagie

Autofagie zfejmé rovnéz hraje roli pfi pomalé reakci na hypertonicky stres, jak je vidét
napiiklad na ochrané bunék ustniho epitelu pted hypertonickym poskozenim. Autofagie zde
hraje klicovou ochranou roli v hypertonickych stresovych reakcich vyvolanych vysokou
koncentraci glukézy i chloridu sodného (Yang et al. 2020). Indukce autofagie po
hypertonickém stresu zvySuje pieziti bunck. V bunéfné linii LLC-PK1 pochazejici
z proximalniho tubulu ledvin bylo prokdzdno, ze hypertonicita podporuje autofagii
a autofagozomalni shluky zavislé na mikrotubulech. Autofagie hypertonickym stresem
vyzadovala remodelaci mikrotubuli (Nunes et al. 2013). Lze se tedy domnivat, Ze autofagie
vede ve svém dusledku ke zvétSeni cytoplazmatické koncentrace volnych aminokyselin, které

pak mohou rovnéZ plnit funkci osmolyta.
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5. Zavér

Buiiky se s osmotickym stresem navozenym hypertonicitou vyrovnavaji dvéma zplsoby, a to
pomoci zapnuti rychlého a pomalého adaptacniho mechanismu. V ramci rychlého adaptacniho
mechanismu se jednd o zapnuti signalizacni kaskddy pomoci WNK kinaz, které jsou
v hypertonickych podminkach schopny autofosforylace, ¢imz nasledné ovliviiuji komplex
SPAK/OSRI1. Ten pak reguluje NKCC a KCC kotransportéry, diky nimz je zajiSténa iontova
homeostaza bunky. U pomalého adaptacniho mechanismu je situace vyrazné
komplikovanéjsi. Jednak je do n¢j zapojena celd fada regulacnich proteinli a enzymi, které
mohou byt pro jeden bunécny typ podstatné, ale u jiného pro regulaci potfebné byt nemusi.
Ovsem, co je pro vétSinu bunécnych typl spolecné, je aktivace transkripéniho faktoru,
zavislého na hypertonicité, TonEBP. Jeho aktivita je nejCastéji stimulovana p38 MAP
kindzou, ale prokézana byla rovnéz jeho aktivace prostfednictvim PLC-y. Transkrip¢ni faktor
TonEBP nasledné spousti expresi genl pro transportéry kompatibilnich osmolitt, jakymi jsou
BGT1, SMIT, TAUT, ptipadné i transportéri aminokyselin nebo enzymu aldoso-reduktazy,
které pak umoznuji akumulaci kompatibilnich osmoliti v buiice, a tak umozni udrzeni
bunééné homeostazy a vyrovnani se s hypertonicitou. V extrémnim piipadé¢ miize tento typ
stresu vést k programované bunécné smrti (kterou ale jiz nepovazujeme za formu adaptace).
Kromé¢ hypertonicity se buniky musi vyrovnavat i sopacnou formou stresu, kterou je
hypotonicita. Za téchto podminek vyuZzivaji buiiky ¢aste¢né podobné mechanismy, ale jejich
bliz$i popis uz je mimo feSené téma prace. Celkove bylo nutné zde popsané regulacni kaskady
zestru€nit, protoZze podrobnéjsi popis by piesdhl ramec prace. Odpoveéd’ bunck na
hypertonicky stres zavisi na konkrétnim bunécném typu, ale 1 na tkani a jedna se o komplexni
proces. Tato prace mlZe poslouzit jako piehled zakladnich poznatkd, které je mozné vyuZit

pfi dal§im vyzkumu.
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