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Abstrakt 

Nejrůznější buněčné typy, které tvoří živočišné tkáně, se musí vyrovnávat a extracelulárními 

změnami osmolarity, aby si udržely svou homeostázu. Hypertonicita (zvýšená osmolarita) je 

jedním z faktorů, který v buňkách spouští komplexní odpověď. Aby byla buňka schopna se 

s tímto stresem vyrovnat, musí zapojit regulační kaskády, které buď prostřednictvím WNK 

kináz regulují transportéry iontů anebo je prostřednictvím transkripčního faktoru 

TonEBP/NFAT5 spuštěna exprese genů pro transportéry kompatibilních osmolytů. 

Fyziologicky jsou hypertonickým podmínkám vystaveny buňky dřeně ledvin, chrupavek, 

buňky tkání vnitřního ucha, ve specializovaných neuronech anebo buňkách bukálního epitelu. 

Práce shrnuje základní a aktuální poznatky o adaptaci buněk na zvýšenou osmolaritu okolního 

prostředí. 

 

Klíčová slova: Hyperosmolarita, osmotický stres, TonEBP, WNK kinázy , NF-κB, HSP70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

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/NFAT5. 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/NFAT5, WNK kinases, NF-κB, 

HSP70  
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Seznam zkratek: 

AR  Aldose reductase Aldoso-reduktáza 

Akt Protein kinase B Protein kináza B  

Arp 2/3 Actin related protein 2/3 Protein související s aktinem 2/3 

BGT1 Betain/GABA transporter 1 Betain/GABA transportér 1 

                     Na+/Cl- coupled betaine transporter Na+/Cl- spřažený betainový 

  transportér 

Bcl-2 B-cell lymphoma B-buněčný lymfom 

CCL2 C-C motif of chemokine ligand 2 C-C motiv chemokinového 

  ligandu 2 

Cdc42 Cell division control protein 42 Protein pro řízení buněčného 

  dělení 42 

CDO Cysteine dioxygenase Cystein dioxygenáza 

COX-2 Cyclooxygenase -2 Cyklooxygenáza -2  

CSD Cysteine sulfinate decarboxylase Cysteinsulfinát dekarboxyláza 

DCT Distal convoluted tubule Distální stočený tubulus 

EGFR Epidermal growth factor receptor Receptor epidermálního růstového 

  faktoru 

ERK Extracellular signal-regulated Kináza regulovaná extracelulárním 

 Kinase signálem 

ESC Endometriosis stromal cells Endometriózní stromální buňky 

GSK-3ꞵ Glycogen synthase kinase - 3ꞵ Gylkogensyntáza kináza - 3ꞵ  

HSP70 Heat shock protein 70 kDa Protein tepelného šoku 70 kDa  

HUVEC Human umbilical vein Endoteliální buňky lidské 

 endothelial cells pupečníkové žíly 

IκBα Nuclear factor -κB inhibitor α Inhibitor α jaderného faktoru -κB  

IKK-ꞵ Inhibitor of nuclear factor κ-B Inhibitor beta podjednotky kinázy 

 kinase subunit beta jaderného faktoru κ-B 

IL – 6,8, Interleukin - 6, 8, 1α, 1β Interleukin - 6, 8, 1α, 1β 

 1α,1β 



IMCD-K2 Inner medullary collecting Vnitřní medulární sběrný 

 duct–K2 kanálek–K2 

JNK1 c-Jun N-terminal kinase 1 c-Jun N-terminální kináza 1 

KCC K+/Cl- cotransporter K+/Cl- kotransportér 

MCP1 Monocyte Chemoattractant Protein-1 Monocytový chemoatraktantový 

  Protein-1 

MDCK Madin-Darby canine kidney cells Madin-Darby psí ledvinové buňky 

MEKK3 Mitogen-activated protein Mitogenem aktivovaná protein 

 kinase kinase kinase 3 kináza kináza kináza 3 

MKK3 Dual specificity mitogen-activated Duálně specifická mitogenem 

 protein kinase kinase3 aktivovaná protein kináza kináza3 

MO-25 Mouse protein-25 Myší protein-25 

NFAT5 Nuclear factor of activated T-cells 5 Jaderný faktor aktivovaných 

  T-buněk 5 

NF-κB Nuclear factor-κB Jaderný faktor-κB  

NKCC Na+/K+/2Cl- cotransporter Na+/K+/2Cl- kotransportér 

NOS2 Nitric oxide synthase 2 Syntáza oxidu dusnatého 2 

NP Nucleus pulposus Pulpózní jádro 

ORE Osmotic response element Element citlivý na osmoticitu 

OREBP Osmotic response element Vazebný protein elementu 

 binding protein citlivého na osmoticitu 

OSP94 Osmotic stress protein 94 kDa Protein osmotického stresu 94 kDa 

OSM Osmosensing scaffold protein Osmosenzitivní lešenový protein 

 for MEKK 3 pro MEKK3 

OSR1 Oxidative-stress-responsive kinase 1 K oxidativnímu stresu citlivá 

  kináza 1 

OVLT Organum vasculosum of the lamina Organum vasculosum terminální 

 terminalis  laminy  

PA28α Proteasome activator 28α Proteasomový aktivátor 28α 

PGE2 Prostaglandin E2 Prostaglandin E2 

PGI2 Prostaglandin I2 Prostaglandin I2 

PKCμ Protein kinase Cμ Proteinkináza Cμ 



PLC-γ1 Phospholipase C-γ1 Fosfolipáza C-γ1   

PLC Phospholipase C Fosfolipáza C 

PPAR δ Peroxisome proliferator-activated Receptor δ aktivovaný 

 receptor δ peroxisomovým proliferátorem 

PRR (Pro) renin receptor (Pro) reninový receptor 

p38 p38 mitogen-activated  p38 mitogenem aktivovaná  

MAPK protein kinases proteinkináz 

PTGS2 Prostaglandin endoperoxide Prostaglandin endoperoxid 

 synthase2 syntáza 2 

Rac1 Ras-related C3 botulinum Substrát C3 botulotoxinu 

 toxin substrate 1 související s Ras 1 

RMIC Renal medullary interstitial cells Ledvinové medulární intersticiální 

  buňky 

SMIT Na +/myo-inositol cotransporter Na+/myo-inositolový kotransportér 

PASK/ STE20/SPS1 releted proline STE20/SPS1 příbuzná na prolin 

SPAK alanine rich kinse a alanin bohatá kináza 

TAD Transactivation domains Transaktivační domény  

TAUT Taurin transporter Tautinový transportér  

TNF-α Tumor necrosis factor α Faktor nádorové nekrózy α 

TonE Tonicity response element Element citlivý na tonicitu 

TonEBP Tonicity response element Vazebný protein elementu 

 binding protein citlivého na tonicitu 

TRPM3 Transient receptor potential cation Člen podrodiny M přechodného 

 channel subfamily M member 3 receptorového potenciálu 

  kationtového kanálu 3 

TRPV1 Transient receptor potential cation Člen podrodiny V přechodného 

 channel subfamily V member 1 receptorového potenciálu 

  kationtového kanálu 1  

TRPV4 Transient receptor potential cation Člen podrodiny V přechodného 

 channel subfamily V member 4 receptorového potenciálu 

  kationtového kanálu 4  

WNK With no lysine (K) kinasa Kináza bez lysinu (K) 

 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Faktor_n%C3%A1dorov%C3%A9_nekr%C3%B3zy
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1. Úvod 

Celá řada buněčných typů je vystavena hyperosmotickému stresu (vyšší osmolaritě okolního 

prostředí než je osmolarita cytoplazmy buněk), na který se musí adaptovat. Spuštění 

adaptačního mechanismu je závislé na nejrůznějších regulačních kaskádách, které jsou 

v reakci na hyperosmotický stres aktivovány. Buňky ledvin jsou fyziologicky vystaveny 

výrazným změnám osmolarity během své normální funkce in vivo (Kültz and Chakravarty 

2001; Cheng et al. 2015). Ovšem změnám osmolarity musí čelit i další buněčné typy jako 

například astrocyty a neurony, chondrocyty, endoteliální buňky, buňky nucleopulposus, 

monocyty a makrofágy, dráhy zapojené do reakce na osmotický stres jsou rovněž důležité pro 

funkci lymfocytů in vivo během imunitní odpovědi (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). Regulační kaskády napříč 

buněčnými typy končí u transkripčního faktoru TonEB, který řídí expresi genů pro produkci 

kompatibilních osmolytů a ty následně pomohou buňkám se se změnou osmolarity vyrovnat. 

U lymfocytů je také nutný pro normální buněčnou proliferaci za hyperosmotických podmínek, 

ale je také nezbytný pro optimální adaptivní imunitu (Go et al. 2004). V buňkách nucleus 

pulposus meziobratlových plotének může být signalizace prostřednicvím TonEBP zapojena 

do patogeneze zánětlivého onemocnění a revmatoidní artritidy (Johnson et al. 2016). Exprese 

proteinů typických pro reakci na zvýšenou osmolaritu je významná ve vnitřním uchu, kde je 

indukována v reakci na hlasitý zvukový stres a nejspíš hraje i potenciální roli související 

s buněčnou adaptací na specifické endoperilymfatické  iontové a osmotické prostředí 

vnitřního ucha (Yamamoto et al. 2009; Kim et al. 2012). V buňkách HUVEC (human 

umbilical vein endothelial cells) hypertonicita zvyšuje expresi TonEBP a dochází k indukci 

apoptózy endoteliálních buněk, která souvisí  s Aneuryzmatem břišní aorty (AAA= 

Abdominal aortic aneurysm)(Xie et al. 2021). Hlavním cílem této práce je tedy přinést 

základní přehled známých fyziologických regulací v živočišné buňce při stresu navozeném 

zvýšenou osmolaritou prostředí. Vzhledem k tomu, že hyperosmotický šok je komplexní děj, 

zasahující buňku jako celek, uvádíme níže přehled mechanismů a součástí buňky, které jsou 

podle našeho názoru nejdůležitější. 
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2. Mechanismy registrace osmolarity prostředí 

V následující kapitole uvádíme stručný přehled dosud známých mechanismů, kterými buňky 

vyšších živočichů zaznamenávají změnu osmolarity ve svém okolí. Vzhledem k diferenciaci 

tkání živočichů do různých, specializovaných buněčných typů se pochopitelně nemusí 

všechny mechanismy se stejnou četností vyskytovat v každém z nich. Přehled se tedy týká 

spíš jakési zobecněné živočišné buňky.  

2.1. Primární cilie 

Řasinky epiteliálních buněk, tzv. primární cilie, neslouží pouze ke zvětšení absorpčního 

povrchu apikální strany buněk, ale jsou zodpovědné i za mechanorecepci. Mechanickým 

ohýbáním cilií došlo ke vtoku vápníku do buněk linie MDCK (a následnému uvolnění 

vápníku z vnitrobuněčných zásob). Protein zodpovědný za transdukci signálu je zřejmě 

polycystin 1 a 2 (Praetorius and Spring 2001; 2003). Primární cilie jsou nejspíš také 

zodpovědné za registraci osmolarity v epiteliálních buňkách ledvin. Tato registrace je 

pravděpodobně zajištěna prostřednictvím proteinu TRPM3 (Siroky et al. 2017). Stejně tak 

v ciliích prasečích cholangiocytů, tedy buněk vystýlajících žlučové cesty, byla popsána 

schopnost registrovat osmolaritu prostředí, nejspíš pomocí receptoru TRPV4. V tomto případě 

byla ale změna intracelulárního vápníku indukována hypoosmotickými podmínkami 

(Gradilone et al. 2007). Nicméně se zdá, že receptor TRPV4 se účastní registrace snížené 

osmolarity v okolí buněk (hypoosmolarity), proto se mu již dále nevěnujeme (Phan et al. 

2009; Sadowska et al. 2020). Tyto příklady dokládají názorně význam cilií v osmoticky 

namáhaných epiteliálních buňkách jakožto kompartmentu, ve kterém mohou být soustředěny 

samotné receptory osmolarity. 
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2.2. OSM protein 

OSM protein, též Malcaverin je kódován genem CCM2, podle mozkové kavernózní 

malformace, kterou způsobuje (Zawistowski et al. 2005). Gen byl lokalizován do oblasti q11 -

q22 chromozomu 7 (Dubovsky et al. 1995). U člověka byly zmapovány tři lokusy genu CCM: 

7q21-22 (CCM1), 7pl3-15 (CCM2) a 3q25.2-27 (CCM3) (Craig et al. 1998). OSM je tedy 

aktin a Rac1 GTPázu vázající lešenový protein, který se po hyperosmotickém šoku rychle 

rekrutuje pomocí MEKK3 kinázy do aktinem podporovaného membránového vlášení (actin 

based ruffles), kde vzniká stabilní komplex OSM-MEKK3. (Uhlik et al. 2003). Osmoregulace 

v savčích buňkách je zprostředkována signalizací proteinovým komplexem Rac1- OSM- 

Arp2/3 - MEKK3 - MKK3, která následně aktivuje  p38 MAP kinázu, přičemž Arp2/3 jej 

propojuje s cytoskeletem (Uhlik et al. 2003; Wu et al. 2013). Nakonec p38 MAP kináza 

aktivuje transkripční faktor TonEBP (Tessier et al. 2020). OSM protein usnadňuje aktivaci 

MAP p38 kinázy v reakci na hyperosmolaritu (Uhlik et al. 2003). Ovšem existuje i druhý 

způsob signalizace zprostředkované hyperosmolaritou. OSM protein, po interakci s Rac1, 

stimuluje aktivitu TonEBP prostřednictvím aktivace fosfolipázy C-γ1, nikoli tedy přes p38 

kinázu (Zhou et al. 2011). 

2.3. TRPV1 receptor 

Jedná se o protein o velikosti 95-100 kDa, též nazývaný jako vaniloidní receptor 1 (VR1) 

(Yiangou et al. 2001). Receptor je kódován transkriptem o velikosti 2514 bp. Je pro něj také 

používán název kapsaicinový receptor (Caterina et al. 1997). Je aktivován řadou substrátů, 

také např. allicinem obsaženým v cibuli a česneku (Salazar et al. 2008). Receptor TRPV1 (viz 

obrázek 1) má tetramerní architekturu, ve které jsou podjednotky uspořádány kolem vlastního 

kanálu pro vstup iontu. Každá podjednotka se skládá ze šesti transmembránových α-helixů 

(S1–S6). Tyto α-helixy překlenují lipidovou dvojvrstvu. Na N-konci se nachází ankyrinové 

repetice, které jsou charakteristické pro TRP kanály. TRP doména  jim  pravděpodobně slouží 

k vazbě ligandu a následně allostericky ovlivňuje konformaci pórů (Moiseenkova-bell et al. 

2008; Liao et al. 2013). Kanál ve struktuře dále obsahuje šest transmembránových smyček 

zahrnujících oblasti propojené s doménou pórové smyčky (mezi TM 5 a 6) a velkou 

C - terminální intracelulární doménou (Caterina et al. 1997). Ankyrinové zbytky jsou schopné 

interagovat s kalmodulinem a jsou podstatné pro regulaci kanálu (pomocí fosforylace nebo 

interakce s kalmodulinem) (Numazaki et al. 2003; Rosenbaum et al. 2004; Lishko et al.2007). 

V experimentu s myšími neurony se ukázalo, že zachovaný N-konec TRPV1 receptoru je 
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nezbytný pro registraci hyperosmolarity prostředí (Naeini et al. 2006). Hyperosmotická 

stimulace aktivovala kanál TRPV1. To vedlo k transaktivaci receptoru EGFR. Signální 

kaskády TRPV1-EGFR přispěly k fosforylaci kináz ERK a p38 MAPK a k následné aktivaci 

transkripčního faktoru NF-κB, což vedlo k vyššímu uvolňování IL-6 a IL-8.  Hyperosmotický 

šok tedy vyvolává touto cestou uvolnění prozánětlivých cytokinů (Pan et al. 2011). Stejný děj 

nastává fyziologicky i při osmotické zátěži buněk meziobratlových plotének (Johnson et al. 

2016). Podobně mononukleární krevní buňky vykazují zvýšenou expresi IL -1α, IL-1ꞵ, IL-8 a 

TNF-α, když jsou buňky vystaveny zvýšené extracelulární tonicitě (Shapiro and Dinarello 

1997). Stimulaci signální kaskády p38 MAPK hypersomolaritou dokládají i experimenty s T-

lymfocyty  (Junger et al. 1997; Loomis et al. 2003). Kanál TRPV1 je podstatný pro registraci 

osmolarity prostředí, neboť snímání hypertonicity je narušeno v neuronech izolovaných z 

OVLT (organum vasculosum of the lamina terminalis) myší s deplecí tohoto kanálu. Na 

základě studií bylo zjištěno, že tyto myši mají chronicky zvýšenou osmolaritu plazmy a 

tkáňového moku. U myší bez exprese Trpv1 byla pozorována necitlivost sekrečních neuronů 

pro antidiuretický hormon na změnu osmolarity plazmy. Další výzkum prokázal, že TRPV1 -

/- myši vykazovaly významně oslabený příjem vody v reakci na systémovou hypertonicitu ve 

srovnání s wild-type kontrolami. Tyto výsledky ukazují na významnou roli TRPV v 

osmoticky řízené žízni u myší. Myši TRPV1-/- tedy vykazují významné deficity v systémové 

osmoregulaci. Exprese genu Trpv1 je nutná pro osmorecepci v neuronech OVLT. Zjištění z 

této studie jednoznačně ukazují, že pro osmosenzitivitu v primárních osmosenzorických 

neuronech OVLT je nutný produkt genu TRPV1 a že deplece tohoto proteinu nezpůsobuje 

vymizení neuronů. Pravděpodobnější možností je, že produkt genu TRPV1 funguje jako kanál 

tvořící póry v komplexu osmosensorické transdukce neuronů OVLT (Ciura and Bourque 

2006; Naeini et al. 2006). U neuronů OVLT, izolovaných z TRPV1 -/- myší, byly zkoumány 

reakce na mechanicky a osmoticky vyvolané smršťování bez vnějších vlivů. Výsledky 

naznačují, že neurony OVLT mohou být depolarizovány vlivem aktivace neselektivních 

kationtových kanálů. Oba typy odpovědí na mechanické i osmotické smršťování vymizely v 

neuronech OVLT získaných z TRPV1 - /- zvířat. Navíc u wild-type neuronů byly reakce 

indukované oběma typy stimulů eliminovány inkubací s   SB366791, který se používá jako 

selektivní blokátor toku iontů přes kanály TRPV1. Tyto výsledky ukazují, že gen TRPV1 

kóduje mechanicky ovládaný kanál, který je zodpovědný za registraci osmolarity OVLT 

neurony. TRPV1 může být aktivován kapsaicinem, ale také dalšími fyziologickými podněty 

jako jsou protony a teplo (Gunthorpe et al. 2004; Ciura et al. 2011). Je to také receptor 

zajišťující  nocicepci prostřednictvím senzorických neuronů (Caterina et al. 1997). V kyselém 
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pH extracelulární tekutiny dochází k otevření kanálu TRPV1. Kanálem následně teče proud. 

Kysele zprostředkované aktivace lidského TRPV1 je dosaženo aplikací extracelulárního 

roztoku se sníženým pH na 5,3 (Gunthorpe et al., 2004). K obdobným poznatkům došli 

i autoři již zmíněné studie, kteří prokázali, že myší OVLT neurony jsou citlivé na zvýšení 

osmotického tlaku extracelulární tekutiny. Hypertonické stavy vyvolávají zvýšení vodivosti 

pro kationty procházející membránou (Ciura and Bourque 2006). Neurony OVLT registrují 

nejen krevní tlak, ale také osmolaritu (Kinsman et al. 2020). Mutace nebo polymorfismy 

v myším genu Trpv1 byly spojeny s vývojem diabetického fenotypu u myších NOD 

(nonobese diabetic). Výsledky této studie odhalují zásadní roli senzorických neuronů 

TRPV1+ citlivých na inzulín ve funkci ꞵ-buněk a patoetiologii diabetu (Razavi et al. 2006). 

 

obrázek 1: schéma terciární struktury receptoru TRPV1, převzato z (Liao et al. 2013) 

 

2.4. WNK kinázy 

Endogenně exprimovaná WNK1 je specificky aktivována hyperosmotickými podmínkami 

(sorbitol, NaCl a KCl), ale nikoli jinými stresy. Její aktivace je rychlá a pozorovaná během asi 

30 vteřin. Hyperosmotický stres aktivuje WNK1 stimulací její fosforylace, stejně tak ji 

aktivuje naopak hypotonický stav s nízkou koncentrací solí v extracelulární tekutině 

(Moriguchi et al. 2005; Zagórska et al. 2007). WNK1 je kináza schopna autofosforylace. 

Úpravou osmolarity inkubačního prostředí pomocí chloridu sodného nebo sorbitolu může tuto 

autofosforylaci  WNK1 zvýšit, což ukazuje na to, že se WNK1 může podílet na 

osmosenzitivních drahách (Xu et al. 2000). U člověka existují čtyři WNK kinázy, které tvoří 

podrodinu proteinkináz s variabilitou ve struktuře subdomén I a II (katalytické domény). 

Lokalizace jednotlivých WNK kinázových genů na chromosomech jsou následující: gen pro 

lidskou proteinkinázu WNK1 (PRKWNK1), zahrnuje 160 kb genomové DNA a obsahuje 28 

exonů a leží na chromozomu 12p13.3, gen WNK2 (PRKWNK2) leží na chromozomu 9q22.3, 

WNK3 (PRKWNK3) na chromozomu Xp11.21-23 a WNK4 (PRKWNK4) na chromozomu 

17q. Exprese genů pro jednotlivé WNK kinázy se liší podle typu tkáně (Veríssimo and Jordan 
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2001). V buňkách se WNK kináza nachází převážně v cytoplazmě, což bylo ukázáno na 

modelu buněčné linie HEK293. Ukázalo se, že pro aktivitu WNK1 je vyžadován lysin 233. 

Všechny ostatní zbytky konzervované mezi proteinkinázami jsou v očekávaných místech 

i ve WNK1, která se tak řadí mezi serin/threoninové kinázy. A ačkoliv postrádá konzervovaný 

katalytický lyzinový zbytek, který je nahrazen na této pozici cysteinem, tak vykazuje 

kinázovou aktivitu, jak vyplývá z její schopnosti autofosforylovat a fosforylovat exogenní 

substrát in vitro. Exprese WNK1 byla zkoumána v různých potkaních tkáních a byly 

detekovány dva transkripty o velikosti 11 a 9,5 kb. WNK1 je nejvíc exprimována  ve slezině 

a plicích, dále v játrech a ledvinách, slaběji ve svalech a varlatech a vůbec žádná není 

exprimována v mozku a srdci. Molekulární hmotnost WNK1 udávají autoři na 230 kDa až 

251 kDa (Xu et al. 2000; Veríssimo and Jordan 2001). Ovšem výsledky množství exprese 

WNK1 v jednotlivých tkáních se mírně liší v jiné studii, v níž se uvádí vysoká exprese 

i v srdci a lymfocytech. WNK2 je exprimován převážně v srdci, mozku a tlustém střevě, 

WNK3 je většinou exprimován v mozku a exprese WNK4 byla nalezena v tlustém střevě 

a kůži. Každá z WNK kináz má tedy tkáňově specifické funkce a to, jak během vývoje, tak 

u dospělých. Také tyto výsledky ukazují, že v mnoha tkáních je exprimován více než jeden 

gen pro WNK (Veríssimo and Jordan 2001). Kináza WNK1 fosforyluje například kinázy 

SPAK a OSR1, které jsou během hyperosmotického stresu touto fosforylací aktivovány 

(Zagórska et al. 2007). Následná fosforylace a aktivace uvedených kináz SPAK a OSR1 

stimulují aktivitu kotransportéru NKCC1 rovněž prostřednictvím jeho fosforylace, a to nejspíš 

na threoninu 175. Tyto dvě kinázy dále interagují s transportéry KCC3, NKCC2 (Piechotta et 

al. 2002; Vitari et al. 2005; 2006). Zmíněné proteiny fosforylují také některé receptory jako 

např. ꞵ2 adrenergní receptor (Elzwawi et al., 2020). SPAK a OSR1 tak ve svém důsledku 

napomáhají k udržení homeostázy draslíku (Ferdaus et al. 2016). Oba proteiny obsahují 

doménu CCT nezbytnou pro interakci s transportérem NKCC1 a kinázu WNK1, respektive 

WNK4 (Vitari et al. 2006). Naopak se zdá, že WNK1 neinteraguje s MAP kinázovými 

drahami (ERK, JNK1 ani p38) a nejspíš tak tvoří paralelní dráhu reagující na zvýšenou 

osmolaritu prostředí (Xu et al. 2000). C-terminální nekatalytická oblast WNK1, po stimulaci 

sorbitolem, zprostředkovává translokaci do intracelulárních vezikul. Po hyperosmotickém 

stresu je značné množství WNK1 lokalizováno do trans-Golgi recyklačních endozomů 

(Zagórska et al. 2007). Dalším členem rodiny WNK je kináza WNK3, která aktivací 

transportérů NKCC a inhibicí KCC1 a KCC2 reguluje intracelulární koncentraci chloridových 

iontů (Kahle et al. 2005; Ponce-Coria et al. 2008). Exprese WNK4 byla prokázána i mimo 

ledviny. V extrarenálních tkáních se WNK4 nachází téměř výlučně v polarizovaném epitelu, 
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který je variabilně spojován s těsnými spoji, laterálními membránami a cytoplazmou. Epitely, 

u kterých byla zjištěna exprese WNK4, vystýlají potní kanálky, krypty tlustého střeva, 

pankreatické vývody, žlučovody a také u nadvarlete. WNK4 je také exprimována 

ve specializovaném endotelu hematoencefalické bariéry. WNK4 má inhibiční účinek na 

aktivitu kanálů a transportérů zajišťujících tok chloridových iontů epitelem. WNK4 je silným 

inhibitorem aktivity kotransportéru NKCC1 a transportéru SLC26A6 (CFEX), které fungují 

jako mediátory toku chloridových iontů přes bazolaterální a apikální membrán (Kahle et al. 

2004). Další kinázou, regulující v reakci na osmotický stres koncentraci draselných, sodných 

a chloridových iontů, je kináza PASK/SPAK (Dowd and Forbush 2003).  Fosforylací motivu 

WEWS u kináz SPAK a OSR1 dochází k vazbám těchto kináz na lešenový protein MO-25, 

který zprostředkovává jejich aktivaci. Kinázy SPAK/OSR1 jsou důležité při regulaci iontové 

homeostázy (Filippi et al. 2011; Mehellou et al. 2018). Specifickou vlastností kaskády WNK-

SPAK/OSR1 v buňkách epitelu distálního tubulu ledvin je, že se její složky mohou 

koncentrovat ve sférických cytoplazmatických doménách, postrádajících vymezující 

membránu, nazvaných jako WNK bodies. V distálních stočených kanálcích nefronů je aktivita 

sodnochloridových kotransportérů modulována koncentrací draselných iontů v plazmě 

prostřednictvím interakcí WNK1/4-SPAK/OSR1 ve WNK bodies (Boyd-Shiwarski et al. 

2018; Thomson et al. 2020).  Vznik těchto tělísek nejspíš zvyšuje procesivitu kináz WNK. 

3. Regulační kaskády a elementy zajišťující reakci buňky na 

hyperosmolaritu 

Buňky využívají nejrůznějších mechanismů pro aktivaci regulačních drah, které jim pomohou 

vyrovnat se s osmotickým stresem. Zdá se, že existují dva základní typy aktivace těchto drah 

pro adaptaci na hyperosmolaritu:  

• Rychlá aktivace 

Je zprostředkována regulací transportérů pro průchod iontů mezi vnějším a vnitřním 

prostředím buňky. Regulace samotných transportérů je zajištěna pomocí kináz WNK, které 

regulují transportéry z rodiny NKCC a KCC. Ovšem hypertonicita může také přímo 

ovlivňovat komplex p38/MSK1. Ten následně reguluje subjednotku LRRC8A chloridového 

kanálu (Serra et al. 2021). Fosforylace cílových proteinů je zřejmě rychlejší odpovědí buňky 

na zvýšenou osmolaritu než de novo syntéza transportérů kompatibilních osmolytů. Následný 
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vtok sodných a chloridových iontů velmi rychle kompenzuje rozdíl koncentrací osmoticky 

aktivních látek v cytoplazmě a vně buňky.  

• Pomalá aktivace  

Je zajištěna přes signalizační kaskádu zapnutím p38 MAPK, která aktivuje transkripční faktor 

TonEBP. Ten spustí transkripci genů pro příslušné transportéry organických látek, které 

kompenzují osmotický tlak (tzv. osmolytů). Mezi tyto transportéry patří například BGT1, 

TAUT, SMIT, AR (Miyakawa et al. 1998; Rim et al. 1998; Takenaka et al. 1994; Ko et al. 

1997; Tessier et al. 2020). Níže uvádíme základní přehled klíčových molekul účastnících se 

vnitrobuněčné signalizace v případě hyperosmotického šoku. 

3.1. Transkripční faktor NF- κB  

Komplex NF-κB transkripčního faktoru byl původně charakterizován na základě vazebné 

aktivity enhanceru lehkého řetězce imunoglobulinu κ (Sen and Baltimore 1986). NF-κB je 

heterodimer a skládá se z 50 kDa a 65 kDa proteinové podjednotky. Funkce těchto 

podjednotek jsou rozdílné. 65 kDa protein (p65) neváže DNA, zatímco 50 kDa protein (p50) 

představuje DNA-vazebnou podjednotkou NF-κB (Baeuerle and Baltimore 1989). Proto se 

o něm hovoří jako o komplexu NF-κB transkripčního faktoru. Rodina dimerních 

transkripčních faktorů NF-κB (také nazývaná NF-κB/Rel) zprostředkovává buněčné odpovědi 

na širokou škálu různých stimulů regulací exprese velkého počtu genů vysoce různorodých 

funkcí (Ghosh et al. 1990; Kieran et al. 1990). Proteiny NF-κB/Rel vytvářejí stabilní dimer 

v roztoku v nepřítomnosti DNA a dimerizace je nezbytná pro vazbu DNA a transkripční 

aktivitu. V tomto ohledu se jim podobá transkripční faktor NFAT5/TonEBP (López-

Rodríguez et al. 2001). Kromě oxidačního stresu, či genotoxického stresu, má na aktivitu NF-

κB vliv i stres hypertonický (Sarada et al. 2008; Roth et al. 2010; Su et al. 2017; Medunjanin 

et al. 2020; Xie et al. 2021). Hypertonicita aktivuje NF-κB ve dvou krocích. V prvním kroku 

hypertonické prostředí stimuluje p38 kinázu, která zvyšuje aktivitu kinázy Akt (známá také 

jako protein kináza B) i TonEBP. Zvýšená aktivita Akt přispívá jak ke zvýšení aktivity 

TonEBP, tak ale také indukuje disociaci inhibitoru IκBα k z cytoplazmatického proteinu p65. 

Tento proces závisí na aktivitě IKK-ꞵ. Nekonjugovaný IκBα je degradován a umožňuje 

volnému p65, dimerizovanému s p50, se translokovat přes jadernou membránu. Ve druhém 

kroku se TonEBP spojuje s komplexy obsahujícími p65 navázanými na DNA, čímž se 

zvyšuje transkripční aktivita NF-κB. Aktivace NF-κB hypertonicitou je přechodná a snižuje 

se s rostoucí expresí proteinu IκBα v reakci na zvýšenou transkripční aktivitu IκBα (Roth et 
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al. 2010). Na transkripčním faktoru NF-κB se pochopitelně protíná více signálních drah, které 

zprostředkovávají reakci na více stimulů. V buněčné kultuře MDCK je NF-κB ovlivněn tumor 

nekrotizujícím faktorem-α (TNF-α), ale v epiteliálních buňkách sběrného kanálku ledvin, 

hypertonicitou zprostředkovaná stimulace NF-κB, může být zvýšena lipopolysacharidem, ale 

nikoli TNF-α (Woo et al. 2000; Roth et al. 2010). I v plicním epitelu je aktivace NF-κB 

odlišná: hypertonické prostředí inhibuje TNF α indukovanou aktivaci NF-κB. Fosforylace 

IκBα je snížena a jeho degradace je proto zpožděna, což má za následek sníženou nukleární 

translokaci NF-κB a expresi prozánětlivých genů (Nydam et al. 2009). Obdobně je NF-κB  

zapojen do regulačního mechanismu v renálních medulárních intersticiálních buňkách. 

Nedostatek vody a hypertonicita aktivují NF-κB, který následně indukuje zvýšení exprese 

cyklooxygenázy  (COX-2). Ta podporuje přežití buněk v hypertonických podmínkách (Hao et 

al. 2000). Hypertonické kultivační médium zvýšilo expresi TonEBP  v endoteliálních buňkách 

a vyvolalo buněčnou smrt. Ukázalo se, že TonEBP zvýšil aktivitu signální dráhy NF-κB 

a inhiboval expresi Bcl-2, antiapoptotického proteinu (Xie et al. 2021). Expozice vysoké 

koncentraci chloridu sodného v myších buňkách IMCD-K2, indukuje expresi proteinu PRR 

((Pro)reninový receptor) a tento děj byl doprovázen zvýšenou fosforylací proteinu NF-κB 

p65, což v konečném důsledku vedlo k apoptóze způsobené vyřazením antiapoptotického 

proteinu Bcl-2 z funkce. Tyto výsledky ukazují potenciální roli NF-κB/PRR dráhy v regulaci 

buněčného poškození během osmotického stresu (Su et al. 2017). Hypertonický stres zvyšuje 

aktivitu glykogensyntázykinázy-3ꞵ (GSK-3ꞵ) v buňkách linie RMIC, což je opět spojeno 

s počátkem apoptózy. Je-li však GSK-3ꞵ inhibována, zvýší se aktivita NF-κB, který 

upreguluje cyklooxygenázu (COX-2) a podporuje přežití buněk po hypertonickém stresu. 

GSK-3ꞵ tedy negativně reguluje expresi COX-2 a inhibitory GSK-3ꞵ chrání buňky před 

hypertonickým stresem prostřednictvím indukce dráhy závislé na NF-κB - COX-2 (Rao et al. 

2004). 

3.2. Protein Arp2/3 

Jednou z částí signalizační kaskády při zvýšené osmolaritě  je protein Arp2/3 (actin-branching 

Arp2/3 complex), který je zároveň součástí buněčného cytoskeletu. Hyperosmotické prostředí 

nejprve aktivuje Rho GTPázu Cdc42 (Cell division control protein 42). Ta následně moduluje 

aktivitu transkripčního faktoru TonEBP prostřednictvím Arp2/3  a p38 MAP-kinázy, a to 

nezávisle na dráze zprostředkované G-proteinem  Rac1 a fosfolipázou C (PLC), což by mohlo 

ukazovat na jednu z dalších funkcí Arp2/3 při kontrole osmoadaptivní reakce (viz obrázek 2)  
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(Tessier et al. 2020). Ústředním transkripčním faktorem, který řídí aktivitu mnoha 

osmoprotektivních genů, je TonEBP (Takenaka et al. 1994; Ferraris et al. 1996; Ko et al. 

1997; Miyakawa et al. 1998; Rim et al. 1998). Na zvýšení aktivity TonEBP má vliv také  

GTPáza Rac1 a protein OSM. Komplex Rac1/OSM zvyšuje aktivitu TonEBP prostřednictvím 

aktivace fosfolipázy C (PLC-γ1), nikoli tedy přes MAP kinázovou dráhu p38 (Zhou et al. 

2011). V jiných buněčných typech, např. v ledvinových buňkách linie MDCK nebo v buňkách 

nucleus pulposus, je naopak TonEBP aktivován prostřednictvím MAP kinázových drah p38 

a ERK, přičemž je koncovými kinázami těchto drah fosforylován (Sheikh-Hamad et al. 1998; 

Dahl et al. 2001; Tsai et al. 2007; Choi et al. 2018). Aby mohla kináza p38 aktivovat 

TonEBP, musí být nejprve sama aktivována, a to prostřednictvím  Arp2/3 (Tessier et al. 

2020). Protein Arp2/3 interaguje s OSM  proteinem. Při depleci Arp2/3 jsou buňky vysoce 

citlivé na osmotický stres (Wu et al. 2013). Aktivace TonEBP nemusí být spuštěna jen přes 

signalizační kaskádu p38 MAPK. Rac1/OSM podporuje aktivitu TonEBP, ale tato aktivita 

není zprostředkována p38 MAP kinázou, nýbrž prostřednictvím PLC-γ1 (Zhou et al. 2011). 

Interakce mezi OSM a Arp2/3 komplexem umožňuje interakci s cytoskeletem (Uhlik et al. 

2003; Wu et al. 2013). Změna objemu buněk, vyvolaná změnou osmolarity, indukuje 

charakteristickou remodelaci kortikálního cytoskeletu. Hyperosmotický stres vyvolává 

remodelaci kortikálního cytoskeletu, jíž se účastní s aktinem asociovaný Arp2/3 a protein 

CDC42, zodpovědný za regulaci aktinového cytoskeletu. Celý proces se dá shrnout jako 

de novo polymerace kortikálního cytoskeletu (Ciano et al. 2002). S tímto procesem je úzce 

spojen OSM protein, který je schopen vázat F-aktin a je řízen Rac1 GTPázou (Uhlik et al. 

2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

obrázek 2: reakce buňky na hyperosmotický šok prostřednictvím Arp2/3 a Rac1, převzato z (Tessier et al. 2020) 
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3.3. Transkripční faktor TonEBP (NFAT5) 

TonEBP, též nazýván jako OREBP nebo NFAT5, je  transkripční faktor, který se váže na 

enhacer TonE/ORE s konsenzuální sekvencí 5'-(C/T)GGAAnnn(C/T)n(C/T)-3´, 

charakterizované v psím genu pro transportér BGT1 a rovněž v králičím genu pro aldoso-

reduktázu (AR),  kde tato sekvence TonE odpovídá sekvenci nazvané ORE (osmotic response 

element) (Ferraris et al. 1996; Miyakawa et al. 1998; 1999; López-Rodríguez et al. 1999; Ko 

et al. 2000). NFAT5 je transkripční faktor indukovaný především hypertonickým stresem. 

Od konvenčních NFAT proteinů NFAT1 až NFAT4 se liší svou strukturou, vazbou na DNA 

a regulací. NFAT5 obsahuje homologní doménu Rel, která jej řadí do rodiny NFAT. Rozdíly 

mezi rodinou proteinů NFAT1-4 a proteinem NFAT5 byly pozorovány i v regulaci jaderného 

importu, který u NFAT 5 není regulován defosforylací zprostředkovanou kalcineurinem, jako 

je tomu u NFAT1-4. Gen NFAT5 je široce transkribován a u člověka se nachází na 

chromozomu 16q22 (López-Rodríguez et al. 1999; Hebinck et al. 2000). Molekulová 

hmotnost je 200 kDa (Miyakawa et al. 1998). NFAT5 vykazuje vlastnosti obou rodin, jak 

NFAT, tak i NF-κB/Rel proteinů vázajících se na DNA. Je ovšem jediným členem rodiny 

Rel/NFAT, který je aktivován osmotickým stresem, stejně jako proteiny Rel/NF-κB. Pro 

transkripční aktivitu je nezbytná jeho dimerizace. Mezi důležité funkce NFAT5 patří 

například regulace transkripce cytokinových genů TNFα a lymfotoxinu-ꞵ v osmoticky 

stresovaných T-buňkách, váže se na regulační oblasti genů TNF-α a aldózareduktázy. 

Je aktivován osmotickým stresem na více úrovních, včetně proteinové exprese, posttranslační 

modifikace a subcelulární lokalizace. Aktivuje především geny, jejichž produkty se podílejí 

na syntéze kompatibilních osmolytů. Naopak bylo prokázáno, že další proteiny rodiny NFAT, 

jakými jsou NFAT1 a RelA, nejsou aktivovány osmotickým stresem (Miyakawa et al. 1998; 

López-Rodríguez et al. 2001). TonEBP (neboli NFAT5) je cílem signální kaskády p38 MAPK 

a MEK-ERK, jejichž  aktivací tento transkripční faktor například aktivuje transkripci proteinu 

MCP1 v ledvinách potkana (Kojima et al. 2010). Stejné zjištění přinesly i experimenty 

provedené na modelu psích ledvinových buněk (Padda et al. 2006). MAP kinázová dráha tedy 

hraje zřejmě důležitou roli v buněčných mechanismech, které jsou základem regulace genové 

exprese v reakci na zvýšenou osmolaritu prostředí. Fosforylace C - koncové transaktivační 

domény TonEBP je závislá na tonicitě a hraje zásadní roli při regulaci aktivity proteinu. Tato 

doména je cílem MAP kinázových drah (např. ERK) (Ferraris et al. 2002; Tsai et al. 2007). 

Fosforylace zvyšuje účinnost transkripce, ale není nutná pro samotnou vazbu na DNA 

(Miyakawa et al., 1998). Kromě genů BGT1 a AR  byl TonE/ORE identifikován v proximální 
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oblasti 5´-přesahující oblasti genů proteinů tepelného šoku, jako jsou HSP70  a OSP94 a také 

reguluje geny pro SMIT (Na+/myo-inositolového kotransportéru), které řadíme mezi 

osmoprotektivní geny (Rim et al. 1998; Woo et al. 2002; Kojima et al. 2004). Stejný 

výsledek, tedy zvýšená exprese betainového transportéru (BGT1), Na+/myo-inositolového 

transportéru (SMIT), aldoso-reduktázy (AR), chaperonu HSP70 a NF-κB transkripčního 

faktoru byla potvrzena i v novější studii (Ahmed and Hussein 2020). TonEBP má zřejmě 

klíčovou roli také při udržování histologické stavby ledvin (López-Rodríguez et al. 2004). 

TonEBP je kromě hypertonicity stimulován rovněž hyperglykémií. V tom případě stimulace 

TonEBP vede k apoptóze (Park et al. 2014). Již dříve bylo prokázáno, že aldózoreduktáza je 

upregulována prostřednictvím TonEBP, který za podmínek s vysokým obsahem glukózy má 

vyšší vazebnou aktivitu k TonE elementu v genu pro aldosoreduktázu (Yang et al. 2006). 

TonEBP podporuje také transkripci prozánětlivých genů v buňkách nucleus pulposus 

meziobratlových plotének, a to i za fyziologicky relevantních hypertonických podmínek. 

Sledovány byly prozánětlivé geny jako C-C motiv chemokinového ligandu 2 (CCL2), 

interleukin 6 (IL-6), TNF-α a syntáza oxidu dusnatého 2 (NOS2). Předpokládá se, že tento jev 

odráží fyziologickou adaptaci buněk na denní osmotickou zátěž meziobratlové ploténky 

a může být zásadní pro buněčnou homeostázu (Johnson et al. 2016). Vstup do jádra je zároveň 

podporován TNF-α, ale nezpůsobuje indukci osmoregulačních genů (Johnson et al. 2017). 

Recentně bylo také zjištěno, že TonEBP umožňuje diferenciaci dendritických buněk do 

efektorových T-buněk (Ye et al. 2020).  

4. Mechanismy adaptace na osmotický šok 

Závěrečným krokem v adaptaci buňky na zvýšenou osmolaritu v okolí jsou mechanismy, 

které mají tento v zásadě negativní jev kompenzovat. Buňka může zvolit buď adaptaci 

v podobě akumulace či syntézy osmoticky aktivních částic (tzv. kompatibilních osmolytů), 

které ale současně nenarušují její klidový membránový potenciál a elektrochemické poměry 

v cytoplazmě, respektive může využít mechanismy určené k opravě poškozených proteinů, 

anebo mechanismy vedoucí k oddálení buněčné smrti. Apoptózu jako konečný, krajní 

a nevratný důsledek vysoké extracelulární osmolarity ve výčtu neuvádíme. 
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4.1. Transportéry osmoticky aktivních částic  

4.1.1. Betainový transportér 

Transportér zajišťující uptake betainu byl poprvé identifikován v buněčné linii MDCK 

a pojmenován BGT-1. Jedná se o transportér zajišťující symport se sodnými i chloridovými 

ionty. Transportér je schopen přenášet i kyselinu γ-aminomáselnou (Yamauchi et al. 1992; 

Uchida et al. 1993). Fosforylace transportéru proteinkinázami A nebo C vede k inhibici 

transportu betainu (Preston et al. 1995). Gen BGT1  má velikost 28 kbp a skládá se 

z 18 exonů. Betainový transportér je exprimován převážně ve dřeni ledvin, která je 

fyziologicky vystavena zvýšené osmolaritě. Konkrétně se jedná o tlusté raménko Henleovy 

kličky a sběrný kanálek dřeně (Takenaka et al. 1995; Miyai et al. 1996)  Transkripce genu je 

řízena transkripčním faktorem TonEBP, který nasedá  do oblasti délky 20 bp, kterou tvoří 

TonE element (Takenaka et al. 1994).Experimentálním vyřazením TonEBP se projevila 

nedostatečná tranksripce genu BGT-1 a in vivo také  atrofie dřeně ledvin (López-Rodríguez et 

al. 2004). Stejný výsledek přinesla i novější studie na myších, která navíc ukázala, že exprese 

BGT1 (ale také ostatních osmoprotektivních genů jako aldozoreduktáza nebo myo-inositolový 

transportér), je řízena MAP kinázou p38. Tato kináza má zjevně aktivační účinek na TonEBP 

(Roth et al. 2010). Vyjma tkáně ledvin se tento transportér BGT1 nachází i v astrocytech, kde 

vychytává betain potřebný k regulaci velikosti buněk za hypertonických podmínek (Pukale et 

al. 2021). 

4.1.2. Taurinový transportér 

Taurinový transportér (TAUT) je kodován genem SLC6A6 (Stipanuk et al. 2017). Jedná se o 

protein o 619 aminokyselinách s vypočítanou molekulovou hmotností 69,7 kDa (Jhiang et al. 

1993). Stejně jako u ostatních osmolytů, tak i u taurinu se jeho akumulace pomalu zvyšuje, 

když jsou buňky přesunuty do hypertonického média. Naopak k rychlým ztrátám taurinu 

dochází, když jsou buňky převedeny z hypertonického na izotonické médium (Uchida et al. 

1991). K samotné regulaci taurinového transportéru dochází na základě zvýšeného množství 

mRNA pro taurinový transportér, které je indukováno právě hypertonicitou (Uchida et al. 

1992; Satsu et al. 2003). Exprese transportéru TAUT je řízena transkripčním faktorem 

TonEBP, který se váže do vazebného místa TonE v regulační oblasti genu SLC6A6 (Ito et al. 

2004). Aktivace genu pro TAUT má zřejmě nižší práh citlivosti než mají geny kódující 

enzymy biosyntetické dráhy taurinu CDO (cysteinsulfinátdekarboxyláza) a CSD 
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(cysteindeoxygenáza) (Bitoun et al. 2001). V astrocytech je genová exprese taurinového 

transportéru, ale nikoli exprese biosyntetických enzymů CDO a CSD pro taurin, řízena dvěma 

antagonistickými regulacemi, a to konkrétně samotným taurinem, který expresy snižuje 

a osmolaritou, která jí naopak zvyšuje (Bitoun and Tappaz 2000). Transportér TAUT 

a enzymy biosyntézy taurinu mají nezávislý regulační systém. Avšak za určitých podmínek, 

jako je hypertonicita, mohou být regulovány ve vzájemné závislosti (Satsu et al. 2003). To 

podporuje závěr, že pro buňku je výhodnější taurin získat z prostředí tkáně, než jej 

syntetizovat de novo. Osmotická regulace lidského TAUT byla zkoumána z hlediska 

intracelulární signální dráhy a bylo zjištěno, že aktivace Ca2+/CaM kinázy II se podílela na 

zvýšení exprese lidského TAUT vyvolaného zvýšeným osmotickým tlakem (Satsu et al. 

2004). Již dřívější studie prokázaly, že v proteinu lidského TAUT se nachází šest 

potenciálních fosforylačních míst proteinkinázy C a sedm potenciálních fosforylačních míst 

kaseinkinázy II  (Jhiang et al. 1993). Aktivace proteinkinázy C hraje důležitou roli v regulaci 

vychytávání taurinu v kultivovaných renálních epiteliálních buňkách (Jones et al. 1991). Proto 

může fosforylace proteinu hrát důležitou roli v regulaci aktivity lidského TAUT (Jhiang et al. 

1993). V imortalizovaných potkaních retinálních kapilárních endoteliálních buňkách in vitro 

byly sledovány účinky oxidačního stresu, vysoké hladiny glukózy a hypertonických podmínek 

na transport taurinu. Výsledky studie ukazují, že oxidační stres a hypertonické stavy zvyšují 

vychytávání taurinu, zatímco hyperglykemie rychlost vychytávání snižují (Gyawali and Kang 

2019). Kromě hypertonického prostředí je TAUT zřejmě aktivován i UV-B zářením, při němž 

vyšší koncentrace taurinu (ale i dalších osmolytů) chrání buňky před indukcí apoptózy 

(Dayang and Dongbo 2018). 

4.1.3. Myo-inositolový  transportér 

Lidský Na+/myo-inositolový kotransportér (SMIT) je kodován genem SLC5A3, který byl 

lokalizován na chromozomu 21. Konkrétní pozice tohoto genu je na 21q22.1 a q22.2. (Berry 

et al. 1995). V linii psích buněk MDCK byl identifikován protein o 718 aminokyselinách 

s molekulovou hmotností 79,5 kDa. Protein vykazuje vysoce významnou sekvenční 

aminokyselinovou podobnost s Na+/D-glukózovými kotransportéry střevní sliznice 

a proximálních tubulů ledvin. Transportér je exprimován v ledvinách, mozku, indukovat jej 

lze i v buňkách linie MDCK. V SMIT je přítomno několik potenciálních fosforylačních míst 

pro cAMP-dependentní proteinkinázu a proteinkinázu C. Tato místa se nachází v jeho 

cytoplazmatických doménách (Kwon et al. 1992). Hypertonicita zvyšuje aktivitu tohoto 

sodíkového kotransportéru zvýšením transkripce jeho genu. Může existovat menší regulace 
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exprese na úrovni stability mRNA, translace nebo posttranslačně (Yamauchi et al. 1993). 

U člověka je transportér SMIT kódován mRNA složenou z alespoň pěti exonů, přičemž může 

podléhat alternativnímu sestřihu (Porcellati et al. 1998). Byla analyzována 5´- přesahující 

oblast genu, kodující tento transportér, z hlediska cis-působící regulační sekvence. 

Identifikováno bylo pět enhancerů reagujících na tonicitu, které jsou rozptýleny přes v úseku 

dlouhém více než 50 kbp proti směru transkripce. Všechny enhancery jsou variacemi stejného 

typu enhanceru reagujícího na tonicitu, TonE (tonicity-responsive enhancer). Všechny 

enhancery přispívají k regulaci transkripce genu SMIT, což naznačuje, že regulace SMIT 

zahrnuje poměrně neobvykle dlouhé interakce mezi regulačními sekvencemi a promotorem. 

Transportér SMIT podléhá regulaci v elementech TonE, které jsou před samotným genem 

a interagují s již zmíněným faktorem TonEBP (Rim et al. 1998; Miyakawa et al. 1998). 

Analýza lidské dřeně meziobratlových plotének, konkrétně buněk nucleus pulposus, ukázala, 

že exprese TonEBP pozitivně koreluje s expresí osmoregulačních proteinů  SMIT, TAUT 

a AR, což naznačuje, že všechny tyto geny jsou jím regulovány (Johnson et al. 2017). 

4.1.4. Transportéry aminokyselin 

Stejnou osmoprotektivní úlohu jako výše popsané kompatibilní osmolyty mohou plnit 

i některé aminokyseliny. Například u buněk linie odvozené z lidského endotelu bylo 

pozorováno, že intracelulární zásoba aminokyselin (zejména prolinu, glutamínu a glutamátu) 

pozitivně ovlivňuje adaptaci na zvýšenou osmolaritu. Dlouhodobě zvýšená koncentrace těchto 

aminokyselin hraje podstatně větší roli než koncentrace anorganických iontů  (Dall’Asta et al. 

1999) Významné jsou tři elektroneutrální transportéry volných aminokyselin (tzv. systém A), 

které kotransportují substrát symportem se sodnými ionty. Součástí systému A jsou SNAT1 

(ATA1,SAT1), SNAT2 (ATA2,SAT2) a SNAT4 (ATA3), členové genové rodiny SLC38A 

(Yao et al. 2000; Hatanaka et al. 2001). Tyto aminokyselinové transportéry jsou závislé na 

sodíku, membránovém potenciálu a jsou citlivé na pH. Katalyzují jednosměrný příjem malých 

alifatických neutrálních aminokyselin, jako je alanin, glutamin a glycin (Yao et al. 2000; 

Varoqui et al. 2000; Dall’Asta et al. 1999). Jednotlivé typy aminokyselinových transportérů 

jsou tkáňově specifické a setkáme se s nimi v neuronální tkáni, v játrech (HepG2 buňky), 

v lidských epiteliálních buňkách i v placentě člověka i potkana (Dall’Asta et al. 1999; 

Hatanaka et al. 2001; Rodríguez et al. 2011; Takahashi et al. 2017). Obdobně hladina mRNA 

pro paralogní transportér SNAT2 (ATA2) výrazně vzrostla u prasečích endoteliálních buněk 

vystavených hypertonicitě (Alfieri et al. 2001). Vyvíjející se thymocyty v mikroprostředí 

brzlíku jsou tedy vystaveny osmotickému stresu, který je účinně kompenzován mechanismem 
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závislým na TonEBP/NFAT5, který spouští expresy zmíněného transportéru ATA2 (Trama et 

al. 2002) 

4.1.5. Transportéry anorganických iontů 

Vyjma organických látek, využívaných jako osmolyty, se po zvýšení osmolarity okolního 

prostředí využívají k její kompenzaci anorganické ionty. Níže uvádíme základní přehled 

transportérů těchto iontů, které jsou řízeny osmolaritou prostředí. 

4.1.5.1. Transportér NKCC1 

Transportér NKCC1 byl jako transportér popsán v sekrečním epitelu myši, kde je lokalizován 

na bazolaterální membráně epiteliálních buněk, ale také v myocytech či erytrocytech (Delpire 

et al. 1994). Gen, kódující kotransportér NKCC1, může být odlišně regulován zánětlivými 

cytokiny a mechanickými silami kapaliny v kultivovaném endotelu. Za řízení exprese 

transportéru je zodpovědný transkripční faktor NF-κB (Topper et al. 1997; Lan et al. 2017).  

NKCC1 zprostředkovává vstup Na+, K+ a Cl- do buňky. Zvýšený transport Cl- do buňky je 

zprostředkován přes WNK3 kinázu a naopak WNK4 kináza má na tento kanál inhibiční 

účinek (Kahle et al. 2004; 2005).Transportér má u člověka velikost 170 kDa (Payne et al. 

1995). 

4.1.5.2. Transportér NKCC2 

NKCC2 byl jako kotransportér sodných, draselných a chloridových iontů (Na+/K+/2Cl-) 

poprvé popsán u potkana jako 4,6 kb dlouhý transkript, který byl nalezen v kůře a vnější dřeni 

ledvin. Ortologní transportér byl popsán i u králíka (Payne and Forbush 1994). Renální 

NKCC2 umožňuje vstup Cl-, Na+ a K+ do buňky (Kahle et al. 2005). V případě vyčerpání 

intracelulárních chloridů je NKCC2 aktivován, a to závislou interakcí mezi WNK3 a SPAK 

(Ponce-Coria et al. 2008). V ledvinách se NKCC2 svou aktivitou významně podílí na 

udržování koncentrace K+  v plazmě (Ferdaus et al. 2016). Molekulární hmotnost transportéru 

u člověka lze vypočítat na základě jeho struktury na 121,4 kDa (Simon et al. 1996). Zdá se, že 

aktivita kotransportéru NKCC2 v hypertonickém prostředí je řízena cestou WNK-

SPAK/OSR1, která reguluje fosforylaci Thr105 (Richardson et al. 2011). 
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4.1.5.3. Transportéry KCC 

Zprostředkovávají odtok draselných a chloridových iontů z buňky a jejich aktivita je 

v hypertonických podmínkách inhibována WNK3 kinázou, která zablokuje odtok Cl− přes 

kanály KCC1 a KCC2. Tyto kanály jsou naopak maximálně aktivní při hypotonických 

podmínkách (Kahle et al. 2005). WNK izoformy aktivují SPAK/OSR1 kinázy, které 

v přítomnosti regulační podjednotky MO-25 silně fosforylují všechny izoformy transportérů 

KCC na jejich N-terminální doméně i C-terminální doméně. Touto fosforylací je stimulován 

odtok eflux draslíku a chloridů. Kinázami WNK regulované SPAK/OSR1 kinázy přímo 

fosforylují jak NKCC, tak i  KCC, čímž podporují jejich stimulaci a inhibici (v daném pořadí) 

(Los Heros et al. 2014). 

4.2. Enzymy syntetizující kompatibilní osmolity 

4.2.1. Aldoso-reduktáza (AR) 

Gen pro aldosoreduktázu (AKR1B1) byl identifikován u potkana, u člověka a u králíka 

(Graham et al. 1991b; Graham et al. 1991a; Wang et al. 1993; Ferraris et al. 1994). Aldoso-

reduktáza katalyzuje NADPH-dependentní redukci fyziologických a xenobiotických aldehydů 

na jejich příslušné alkoholy s širokým rozsahem katalytické účinnosti. Rovněž se může 

podílet na metabolismu kortikosteroidů. Aktivitu enzymu inhibují flavonoidy a naopak 

stimulující účinek mají síranové ionty. Aldoso-reduktáza se skládá z jediného 

polypeptidového řetězce s molekulovou hmotností 38 kDa (Wermuth et al. 1982). Promotor 

lidské aldoso-reduktázy byl částečně charakterizován proti směru transkripce od iniciačního 

místa transkripce. Fragment (-192 až +31 bp) obsahuje několik prvků, které řídí bazální 

expresi enzymu (Wang et al. 1993). V downstream oblasti genu byla definována nejmenší 

sekvence schopná zprostředkovat reakci na hyperosmotický šok (Ferraris et al. 1996). Později 

byla i v lidském genu pro aldoso-reduktázu identifikována sekvence o 132 párech bází 

umístěná 1235 bp proti směru transkripce, ve které existují tři sekvence, analogické sekvenci 

TonE, charakterizované v genu pro BGT1 a ORE (osmotic response element) králičího genu 

pro AR. Tyto tři sekvence dostaly označní OreA, OreB a OreC (Ko et al. 1997). Rovněž 

sekvence TonE/ORE myšího promotoru vykazovala podobnost s TonE sekvencí v promotoru 

pro osmoticky aktivní transportér BGT1, popsaný na buňkách psích ledvin MDCK  (Daoudal 

et al. 1997). Jak již bylo uvedeno, na tyto sekvence TonE/ORE se specificky váže transkripční 

faktor TonEBP (Miyakawa et al. 1998; 1999). Sekvence dlouhá 11 bp (-TGGAAAATTAC-) 
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je umístěna 3,7 kb proti směru transkripce od místa iniciace transkripce a vykazuje aktivitu 

enhanceru, aktivního v hyperosmotickém prostředí (Ruepp et al. 1996). Myši s deficiencí 

genu Akr1b1 vykazovaly hyperkalciurii, hyperkalcémii, hypermagnezémii a sníženou 

schopnost koncentrovat moč, což naznačuje novou fyziologickou roli aldoso-reduktázy 

v homeostáze divalentních kationtů (Aida et al. 2000). Přeměna D-glukózy na sorbitol 

představuje první krok polyolové dráhy, doplňkové dráhy metabolismu glukózy, která 

přeměňuje glukózu na fruktózu. Ve vnitřních dřeňových ledvinových buňkách je aktivita 

aldoso-reduktázy výrazně zvýšena za hypertonických podmínek, což pomáhá vyrovnat 

osmotické tlaky pomocí sorbitolu (Bagnasco et al. 1987).  Celková délka genu je přibližně 

14,7 kb, nezahrnující 5' a 3' přilehlé oblasti. Gen má 10 exonů a 9 intronů  (Ferraris et al. 

1994). Byla prokázána rovněž vazba na TonE sekvenci i u lidského TonE vazebného proteinu 

(TonEBP) (Miyakawa et al. 1999). Aldoso-reduktáza a její transkripce je řízena i jinými 

transkripčními faktory. Například u myši byla identifikována vazebná místa pro transkripční 

faktory reagující na steroidní hormony (Daoudal et al. 1997). Zvýšení intracelulární 

koncentrace sodíku a draslíku (nebo intracelulární iontové síly) způsobuje indukci transkripce 

genu pro aldoso-reduktázu v buňkách vystavených hypertonickému stresu a naopak, po 

syntéze dostatečného množství kompatibilních osmolitů je transkripce zastavena (Smardo et 

al. 1992). 

4.3. Proteiny HSP70 

Kromě akumulace kompatibilních osmolytů jsou buňky také chráněny před hypertonicitou  

expresí HSP. Tyto molekulární chaperony jsou indukovány během prvních hodin po 

hypertonickém ošetření, aby působily proti škodlivým účinkům zvýšené intracelulární iontové 

síly a aby chránily intracelulární makromolekuly proti ztrátě struktury a agregaci (Cohen et al. 

1991; Petronini et al. 1993; Sheikh-Hamad et al. 1994). Hladina exprese genu HSP70 je více 

než 20krát vyšší v ledvinové dřeni vystavené hypertonicitě než ve tkáních s normální 

osmolaritou a upregulace exprese HSP70 podporuje přežití buněk po hypertonické stimulaci 

(Woo et al. 2002). Obdobně MDCK buňky s vyřazeným HSP70 jsou mnohem citlivější na 

osmotický stres (Shim et al. 2002). Rodinu HSP70 tvoří proteiny o molekulové hmotnosti 

70 kDa (Nadler et al. 1992). Proteiny HSP70  jsou součástí ubikvitin - proteázového systému 

a cest degradace proteinů. U lidské genové rodiny HSP70   bylo identifikováno 47 sekvencí 

HSP70 , 17 genů a 30 pseudogenů. Geny kódující lidské proteiny HSP70  jsou rozděleny do 

sedmi evolučně odlišných skupin s rozlišitelnými podskupinami podle fylogenetických 

a dalších dat. N-terminální doména vázající ATP byla zachována alespoň částečně ve většině 
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proteinů, ale C-terminální doména vázající substrát nikoli. Rodina HSP70  je definována svou 

jedinečnou doménou vázající ATP, konzervovanou u všech jejích členů s výjimkou dvou 

genů HSPA12, kde je tato doména více divergentní, ale stále rozpoznatelná. Úplný 

konzervovaný protein HSP70  má 641 aminokyselin (Brocchieri et al. 2008). Funkční geny 

kódující proteiny HSP70 byly mapovány na lidských chromozomech 6, 14, 21 (Harrison et al. 

1987). Protein tepelného šoku HSP70 má tři polymorfní varianty HSPA1A, HSPA1L 

a HSPA1B (Pae et al. 2005). Stejnojmenné geny pro tyto tři polymorfní varianty proteinu 

HSP70 jsou lokalizovány na chromozomu 6 a to následovně: HSPA1L  na 6p21.33, HSPA1A 

na 6p21.33, HSPA1B  na 6p21.32. Exprese jednotlivých genů  HSP70 se velmi liší v závislosti 

na typu tkáně (ledviny, mozek, srdce, kostní tkáň, játra, pankreas, svalovina), vývojovém 

stádiu daného jedince a buněčném kompartmentu (jádro, endoplasmatické retikulum, 

cytoplazma, mitochondrie) (Brocchieri et al. 2008). Buněčná adaptace na osmotický stres 

hraje významnou roli v osmotické kontrole exprese HSP70 (Flanagan et al. 1995; Schliess et 

al. 1998). Transkripci genu HSP70 indukovanou tepelným šokem, těžkými kovy, zajišťuje 

v promotoru element HSE (heat shock element), který leží v oblasti mezi -105 a -91 

(Williams and Morimoto 1990). Exprese HSP70 byla u různých buněčných typů prokázaná po 

jejich expozici těžkým kovům jako je měď, zinek, kadmium, kobalt nebo nikl a dále pak při 

vystavení buněk teplu nebo hyperosmolaritě (Hatayama et al. 1993; Flanagan et al. 1995; 

Schliess et al. 1998; Wagner et al. 1999). HSP70 je tedy zapojen do obecného mechanismu 

odpovědi na buněčný stres vyvolaný vnějšími faktory. Hypertonicita indukuje expresi mRNA 

pro HSP70. V experimentálně navozené nepřítomnosti betainu a inositolu v cytoplazmě je 

HSP70 signifikantně více exprimován, což naznačuje, že tento protein hraje podstatnou roli, 

vyjma reakce na zvýšenou teplotu, také při reakci na hyperosmotický šok (Sheikh-Hamad et 

al. 1994). HSP70 je regulována transkripčním faktorem TonEBP prostřednictvím aktivace 

protein kinázy C-μ (PKCμ) (Lim et al. 2008). Důkaz o aktivaci genu HSP70 prostřednictvím 

TonEBP přinesla i další studie. V oblasti přiléhající proti směru transkripce ke genu HSPA1B 

jsou tři místa pro vazbu TonEBP, z nichž všechna jsou pro transkripci podstatná.(Woo et al. 

2002) Aktivace TonEBP hypertonicitou je typicky doprovázena indukcí HSP70. U potkanů  

reaguje na tonicitu a také na teplo gen HSPA1A. V této studii bylo zjištěno, že HSPA1A  byl 

indukován hypertonicitou, což ukazuje, že TonEBP je aktivován v buněčné linii TR-TBT 

18d-1 kultivované v hypertonickém médiu (Nishimura et al. 2010). 
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4.4. Protein OSP94 

Kromě klasických proteinů HSP70 existují také atypické proteiny, které jsou podobné HSP70. 

Tyto proteiny obsahují těžší sekvence 105 až 110 kDa a jsou kódovány třemi geny: HSPA4, 

HSPA4L, HSPH1 (Brocchieri et al. 2008). Hsp110 je konstitutivně exprimován ve všech 

myších tkáních. Je vysoce exprimován v mozku a je nejodvozenějším členem rodiny HSP70 

(Lee-Yoon et al. 1995). Rodina savčích genů HSP110 se skládá z genů HSPA4L (také známý 

jako APG1, OSP94 nebo HSPH3), HSPA4 (též APG2), HSPH1 (Hsp 105) a HSP110, které 

kódují 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 identifikován jako homolog kvasinkového Hsp110 a byl tedy jako 

nový člen zařazen do podrodiny stresového proteinu Hsp110/SSE a působí jako molekulární 

chaperon. Jeho exprese je zvýšená v buňkách vnitřního medulárního sběrného kanálku ledvin 

během jejich vystavení hyperosmotickému stresu. Gen kóduje 838 aminokyselin velký 

protein. Stejně jako HSP má OSP94 N-terminální doménu vázající ATP a C-terminální 

doménu vázající substrát (peptid). A dále bylo prokázáno, že OSP94 je indukovatelný 

hyperosmotickým stresem a tepelným šokem (Kojima et al. 1996).  Konstitutivní exprese 

v zárodečných buňkách varlat naznačuje, že OSP94  hraje specifickou roli ve spermatogenezi, 

stejně jako v reakci na stres (Kaneko, et al. 1997b). Oproti tomu HSP110 a HSP105 jsou 

konstitutivně exprimovány ve všech myších tkáních a vysoce exprimovány v mozku (Lee-

Yoon et al. 1995; Yasuda et al. 1995). Stejně tak exprese OSP94 byla zjištěna ve všech 

myších tkáních, ale nejhojnější byla ve varlatech a vaječnících (Kaneko, et al. 1997a). 

Pozdější studie rovněž prokázala, že OSP94 je exprimován ve všech myších tkáních 

a převážně ve varlatech. V ledvinách je protein omezen na kortikální segmenty distálních 

tubulů. U myší s deficitem OSP94 nebyla narušena funkce ledvin ani vývoj do dospělosti, ale 

zato vykazovaly citlivost  na osmotický stres a byl u nich pozorován zvýšený výskyt mužské 

neplodnosti charakterizovaný sníženým počtem spermií a jejich motility (Held et al. 2006). 

OSP94 se nachází také v epitelu sběrného kanálku ledvin myší, kde se významně podílí na 

odolnosti buněk vůči zvýšené osmolaritě (Valkova and Kültz 2006).  Funkce  OSP94 

a HSP110 v reakci na tepelný šok jsou odlišné od funkcí HSP70 (Kaneko et al. 1997b). 

OSP94 je také ve zvýšené míře exprimován v myokardu při hypertenzi vyvolané 

hyperosmolaritou (Mala and Takeuchi 2009). Hypertonické prostředí může regulovat 

transkripci genů jako je HSP70, stejně jako genu OSP94 prostřednictvím TonE/TonEBP. 

Exprese je řízena MAP kinázovou drahou (p38 a ERK) (Kojima et al. 2004). OSP94 je 
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ve vyšší míře exprimován ve vnitřním uchu myší a indukován v reakci na hlasitý zvukový 

stres. OSP94 by tedy měl hrát potenciální roli související s buněčnou adaptací na specifické 

endoperilymfatické  iontové a osmotické prostředí v  kochlee vnitřního ucha (Yamamoto et al. 

2009). Ke stejnému závěru došla i další studie vycházející z vnitřního ucha myši jako 

modelové tkáně (Kim et al. 2012). Protein  OSP94 se váže na rozvinuté polypeptidy, čímž 

pomáhá bránit jejich agregaci. Jeho C-terminální oblast hraje podobnou roli jako  PA28α 

(proteasome activator) při opětovném skládání nesbalených proteinů (Kojima et al. 2022). Je 

tedy možné, že OSP94 má za úkol chránit proteiny s rozvolněnou konformací po 

hyperosmotickém šoku, případně poškozené proteiny vrátit do správné konformace. 

4.5. Cyklooxygenasa – 2  (COX-2) 

COX-2 je rovněž známá pod názvem prostaglandin endoperoxid syntáza 2 (PTGS2) a je 

kódována genem PTGS2. Lidský gen PTGS2, kódující prostaglandin endoperoxid syntázu 2, 

má nukleotidovou sekvenci větší než 8,3 kbp a skládá se z deseti exonů. Místo počátku 

transkripce je 134 bází proti směru translace od místa iniciace translace. Fluorescenční in situ 

hybridizační epxerimenty ukázaly, že lidský gen PTGS2 leží na chromosomu 1q25.2-q25.3 

(Kosaka et al. 1994). Hypertonicita stimuluje expresi COX-2 prostřednictvím aktivace MAPK 

dráhy nebo Src kinázové dráhy. Indukce COX-2 může vykazovat specifickou cytoprotektivní 

funkci v celkové osmotické odpovědi myších medulárních epiteliálních buněk (Yang et al. 

2000). Hypertonicita v okolním prostředí indukuje expresi COX-2 v renálních medulárních 

intersticiálních buňkách ledvin (RMIC). Zvýšená exprese COX-2 je spojena se zvýšenou 

produkcí prostaglandinů. Ovšem pouze prostlaglandin PGI2 zvýšil životaschopnost buněčné 

linie RMIC vystavené hypertonickému stresu, prostřednictvím zvýšení exprese transkripčního 

faktoru PPAR  δ (Hao et al. 2002). COX-2 je regulována zejména cytokiny produkovanými 

imunitním systémem jako je např. IL-1β. Aktivace exprese je řízena MAP kinázovou p38 

drahou, která je aktivována rovněž při zvýšené osmolaritě prostředí (Huang et al. 2013; Cho 

and Choe 2020). Hypertonicita zvýšila akumulaci organických osmolytů inositolu, sorbitolu 

a betainu v kultivovaných myších ledvinových medulárních buňkách. Inhibice COX-2 

dramaticky snížila expresi genů pro transportéry SMIT, BGT1 a genu pro aldoso-reduktázu, 

čímž došlo k potlačení mechanismů pro vychytávání organických osmolytů myo-inositolu,  

betainu a sorbitolu za hypertonických podmínek. Akumulace osmolytů ve vnitřní dřeni ledvin 

je závislá na aktivitě COX-2 a v případě, že jsou tyto osmolyty poskytnuty exogeně, tak 

stimulují expresy  COX-2, která zabrání buněčné smrti (Moeckel et al. 2003). Exprese COX-2 
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v  renálních medulárních intersticiálních buňkách (RMIC) je také indukována aktivací NF-κB 

v hypertonických podmínkách (Hao et al. 2000). Ovšem i přesto, že je syntéza mRNA pro 

COX-2 indukována hypertonicitou, její exprese nezávisí na TonEBP (Woo et al. 2002). 

Tonicitou indukovaná exprese COX-2 vede k zvýšené produkci prostaglandinu E2 (PGE2), 

který podporuje přežití MDCK buněk, vystavených osmotickému stresu. Za hyperonických 

podmínek v přítomnosti PGE2 dochází v MDCK buňkách k potlačení aktivity kaspáz a tak 

jsou buňky chráněny před apotózou, která jinak nastává v nepřítomnosti PGE2 (Neuhofer et 

al. 2007). 

4.6. Autofagie 

Autofagie zřejmě rovněž hraje roli při pomalé reakci na hypertonický stres, jak je vidět 

například na ochraně buněk ústního epitelu před hypertonickým poškozením. Autofagie zde 

hraje klíčovou ochranou roli v hypertonických stresových reakcích vyvolaných vysokou 

koncentrací glukózy i chloridu sodného (Yang et al. 2020). Indukce autofagie po 

hypertonickém stresu zvyšuje přežití buněk. V buněčné linii LLC-PK1 pocházející 

z proximálního tubulu ledvin bylo prokázáno, že hypertonicita podporuje autofagii 

a autofagozomální shluky závislé na mikrotubulech. Autofagie hypertonickým stresem 

vyžadovala remodelaci mikrotubulů (Nunes et al. 2013). Lze se tedy domnívat, že autofagie 

vede ve svém důsledku ke zvětšení cytoplazmatické koncentrace volných aminokyselin, které 

pak mohou rovněž plnit funkci osmolytů. 
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5. Závěr 

Buňky se s osmotickým stresem navozeným hypertonicitou vyrovnávají dvěma způsoby, a to 

pomocí zapnutí rychlého a pomalého adaptačního mechanismu. V rámci rychlého adaptačního 

mechanismu se jedná o zapnutí signalizační kaskády pomocí WNK kináz, které jsou 

v hypertonických podmínkách schopny autofosforylace, čímž následně ovlivňují komplex 

SPAK/OSR1. Ten pak reguluje NKCC a KCC  kotransportéry, díky nimž je zajištěna iontová 

homeostáza buňky. U pomalého adaptačního mechanismu je situace výrazně 

komplikovanější. Jednak je do něj zapojena celá řada regulačních proteinů a enzymů, které 

mohou být pro jeden buněčný typ podstatné, ale u jiného pro regulaci potřebné být nemusí. 

Ovšem, co je pro většinu buněčných typů společné, je aktivace transkripčního faktoru, 

závislého na hypertonicitě, TonEBP. Jeho aktivita je nejčastěji stimulována  p38 MAP 

kinázou, ale prokázána byla rovněž jeho aktivace prostřednictvím PLC-γ. Transkripční faktor 

TonEBP následně spouští expresi genů pro transportéry kompatibilních osmolitů, jakými jsou 

BGT1, SMIT, TAUT, případně i transportérů aminokyselin nebo enzymu aldoso-reduktázy, 

které pak umožňují akumulaci kompatibilních osmolitů v buňce, a tak umožní udržení 

buněčné homeostázy a vyrovnání se s hypertonicitou. V extrémním případě může tento typ 

stresu vést k programované buněčné smrti (kterou ale již nepovažujeme za formu adaptace). 

Kromě hypertonicity se buňky musí vyrovnávat i s opačnou formou stresu, kterou je 

hypotonicita. Za těchto podmínek využívají buňky částečně podobné mechanismy, ale jejich 

bližší popis už je mimo řešené téma práce. Celkově bylo nutné zde popsané regulační kaskády 

zestručnit, protože podrobnější popis by přesáhl rámec práce. Odpověď buněk na 

hypertonický stres závisí na konkrétním buněčném typu, ale i na tkáni a jedná se o komplexní 

proces. Tato práce může posloužit jako přehled základních poznatků, které je možné využít 

při dalším výzkumu. 
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