omplexni nemoci, genetika,
epigenetika, zanét, obezita,

kachexie a fumor
NTP 7.12. 2017
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Role epigenetiky v patogenezi nemoci

-

Susceptibility genes
(tissue- or cell type-specific)

Intestinal microbiome \

Phenotype

Other environmental
factors
Y /
Epigenetics
‘ Nutrition

Innate and adaptive

Disease

Initiation

Bevond Gene Discovery in Inflammatory Bowel Disease: The Emerging Role of Epigenetics

immunity
Protection and
tolerance <) | Chronic inflammation
> Progression
>
Time
13.12.2017

Gastroenterology. 2013 August;145(2):293-308.
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ve zdravi a nemoci
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Latent herpesvirus
.= confers resistance to.,
bacterial infection b

Pathogens
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= Antibiotics Dysbiosis
i reshape linked to
K commU asthma
- DISEASE
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. Symbiosis
% T. vaginalis+M. hominis
*. Parasitic
. Virulence infections

. Giardia+bacteria
E. histolytica+E. colilS. dysenteriae
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-
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~
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-
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. Susceptibility .
A microbiome influences BN
BACTERIA viral infections VIRUSES
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Cell 2012; 148: 1258-1270

.

Paradigma “jeden mikrob,
jedna nemoc ,, pfekonano.
Komplexni interakce
Virulence nékterych eukaryot je
napfiklad podminéna
pritomnosti nékterych bakterii
(E. histolytica a E. coli nebo
S. dysenteriae.

Vnimavost hostitele k virové
infekci je podminéna zvlastni
konfiguraci mikroorganismu
Infekce herpesvirem muize
podmifiovat resistenci vuci

nékterym bakterialnim infekcim.

Antibiotika mohou signifikantné
zménit sloZzeni mikrobiotu.
Jasna korelace zjisténa mezi
mnohymi nemocemi a
dysbidzou.

Siroké uzivani antibiotik muze
byt vyznamné ve vztahu k
dramatickému narlstu
autoimunnich nemoci v
poslednich letech.

Parazitarni infekce naopak
podporuji resistenci vic&i rozvoji
autoimunitnich nemoci.
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867412001043#gr2

Cell 2012; 148: 125831@

Rozvoj strevni mikroflory

PREGNANCY CHILDHOOD ADULTHOOD
Solid food
0~1month 1~6 months 6~24 months
— ProteobacteriaT
a (/2]
% 2
9!
ol 8
I|5 > Bacteroides)
Staphylococcus, 3
Corynebacterium, =
—_—<C

Propionibacterium spp.
Bifidobacteria __, Bacteroidetes Bacteroidetes

Sterile Gl = ,
tract in utero > Enterobacteria —> “p, ior0ides Firmicutess —— Firmicutes

|

Lactobacillus, 2
Prevotella, 218
Sneathia spp. CarbohydrateT s
utilization 2|° Bacteroidetes
Vaginal oSl = Firmicutest
delivery = @
Yoz
2
(&)

— el

AZ do porodu je GIT plodu sterilni, po narozeni za¢ina kolonizace GIT novorozence. Podle typu porodu se tato iniciace
podoba kolonizaci kiize (cisafsky Fez) nebo kolonizaci vaginalni (vaginalni porod). BE€hem prvnich tydnl Zivota je snizena
aktivita TLR, coz zfejmé& umozni stabilizaci stfevni kolonizace. Po zavedeni pevné vyZivy se zvySuje diverzita stfevni
mirkoflory a stfevni kolonizace se zacina podobat dospélému jedinci. V té dobé se imunitni systém ,uci“ rozliSovat mezi
,hodnymi“ a patogennimi bakteriemi. V dospélém véku je dosazeno relativné stabilniho (interindividualné odliSného)
slozeni stfevni mikrofléry, s dominantnim zastoupenim Bacteroidetes a Firmicutes. Rdzné nemoci se signifikantné lisi

énami ve stfevni mikrofléfe a produkci cytokinu v GIT.
13.12.2017
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Metodologie studia strevniho mikrobiomu

Gut microbiome

Metagenomic analysis

World J Gastroenterol. 2015 Jan 21;21(3):803-14.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4299332/figure/F1/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25624713
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Bunécna reakce na hypoxii: Hladiny hypoxického inducibilniho faktoru-1 (HIF-1) jsou regulovany urovni
bunééné oxigenace prostfednictvim hydroxylace prolinu. Reakce je katalyzovana enzymy: prolyl 4-
hydroxylaza (PHD1, 2 a 3). Za normoxie je intracelularni hladina HIF-1a udrzovana na nizké urovni
rychlou ubikvitinaci a naslednou proteasomalni degradaci prostfednictvim von Hippel-Lindau proteinu
(pVHL) zavislého na hydroxylaci prolinovych zbytkl. Za hypoxie jsou intracelularni hladiny i transkrip&ni
aktivita HIF-1a zvySené, a to v dusledku potlageni aktivity PHD. HIF-1a tvofi heterodimer s HIF-1 a méni
miru transkripce HIF-1-regulovanych genl za hypoxie. Mezi takto modulované procesy patfi
angiogeneze, migrace bunék, zanét, modulace metabolismu, akumulace lipidu (zvySené TG a
cholesterol), vaskularni funkce, proteolyza, erytropoéza a bunécna smrt.

V/




Epigenetiko

e = stabilni a heritabilni zmény v genovée
expresi, které nezahrnuji zmeény v sekvenci
DNA

e Epigeneticke procesy ridi genovou expresi
béhem bunécného cyklu, vyvoje a v
odpovédi na modifikace prostredim nebo
biologickymi faktory

13.12.2017
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Cytosine DNA
methylation

® Histone post-translational
modifications

N

Nucleosome’

Chromosome

Matouk, C. C. et al. Circ Res 2008;102:873-887
Copyright ©2008 American Heart Association
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Typy epigenetickych procesu
1. Metylace DNA = kovalentni vazba
metylovych skupin na CpG ostrOvky v DNA:

* Typicky jsou metylovany v netranskribujicich
se genech

e Typicky jsou snizené metylovany v genech,
které jsou transkribovdany

» Zména metylacnich programu jako vyraz
dysregulace (,,rakovinny program?*)

o 5 typU metyltransferdz (DNMT1, DNMT3q,
DNMT3b, DNMT3L a DNMT2)

13.12.2017
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eocee DNA Methylation

QIAGEN

* Stable, covalent DNA modification that

I targets CpG dinucleotides
T -DNMT . - i i
Oz{“jw +DN% :(V |§ - ” ) @ 70%-80% of the CpG dinucleotides are

,N e . Fiiz methylated in healthy mammalian cells

AdoMet  AdoHcy R + These methylated regions are typical of

the bulk chromatin that is relatively

cytosine 5'methy|'cyt03ine inaccessible to transcription factors.

» Associated with gene silencing

[ > * CpG islands: CpG-rich regions in
Normal — oo @0 phiin® gbam * wiwmm Expression human gene promoters
Promoter

Region | * Promoter CpG islands are usually
KX unmethylated in normal tissues.
Cancer—'—'—”—mf&” s mmm No S e
i . ved in
Expression xceptions include genes involve
Adapted from Herman, X-chromosome inactivation, gene
J. and Baylin, S. N. Engl. imprinting and tissue-specific
J. Med. 2003 expression.




Typy epigenetickych proceso

e 2. Postranslacéni
modifikace histonu

o Nukleosom je zakladni
jednotka chromatinu
sklddaijici se z 146 bp DNA
obtoCené kolem
oktameru proteinu, ktery
se sklddda ze dvou
podjednotek vsech 4
histonU : H2A, H2B, H3 @
H4.

e 2 typy modifikaci:
acetylace a metylace

13.12.2017
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/87/Nucleosome.jpg

e

Typy epigenetickych procesu
e 3. Mechanismy zalozené na RNA

o Zralé mikroRNA (MIRNA) jsou malé
jednoretézcové molekuly RNA, typicky s 22
nukleotidy.

e Poprvé byly identifikovany u organismu
Caenorhabditis elegans v roce 1993, dosud
ideTrlj’rifikovény U mnoha druhu zZivocichu i
rostlin.

¢ V lidském genomu bylo dosud
identifikovano vice nez 700 genu pro miRNA

( ).

o Asi 30% lidskych genu je patrné regulovdno
MIRNA.

13.12.2017
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Acetylace histonuU je katalyzovéana histon acetyliransferazami
(HATs) a deacetylace histonu histon deacetylazami (HDs, nebo
HDAC:s). %




Role DNA metylace a
histonové modifikace v

regulaci genu.

A. Metylace cytosinuv CpG
pdrech povoldva proteiny
obsahujici methyl-CpG-binding
domain (MBD), jako jsou MeCP2.
Pokud se MBD navdze, vytvdari
komplex s histon deacetyldzami
(HDAC) nebo primo blokuje
vazbu transkripcnich faktord

B. MBD se nemohou vdzat na
hypometylovanou DNA.

C. Acetylace pozitivné nabitych
lysinovych amino skupin v
histonech histonovymi
acetyltransferdzami (HAT)
neutralizuje ndboj a uvolnuje
vazbu negativné nabitych fosfatd
v DNA. Takto"relaxovand' DNA
podporuje vazibu a aktivni
transkripci.

£ Chromodomain protein

©  Methyl

[> Acetyl

Hypermethylated cytosines
and deacetylated histones
-Persistently silent

Hypomethylated DNA and
deacetylated histones

Hypomethylated DNA and
acetylated histones promote
transcription

15.12.2017
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The pathways affected by HDAC activity.

\4

/ Deacetylation \
'

Motility &
Invasion

DNA
ethylation

Structural

proteins

Stimson L et al. Ann Oncol 2009;20:1293-1302
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Dostupnost” chromatinu

DNA je normdlné svinuta do B-DNA= jeden pravotocivy
zavit na 10,5 bp. Toto svinuti ovlivhuji topoizomerdzy,

vazba proteiny, tfranskripce, replikace, zmény v
ionfovém slozeni.

/vysené zavinuti (,,positive supercoiling stress")
Snizené zavinuti (,,negative supercoiling stress")

Euchromatin - relaxovany, transkripéné aktivovatelny
Heterochromatin -kondenzovany, relativhé nedostupny

13.12.2017
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4 N
Epigenetickd kontrola genove

exprese u malignit

e Je ovlivnéna metylaci/ demetylaci cytosinu a
modifikacemi histon0 (metylace, acetylace a
glykosylace). Tento epigeneticky program je
narusen u rakovinnych bunék, coz vede Kk jejich
dediferenciaci a rychle proliferujicimu fenotypu.
Enzymy odpovédné za modifikace cytosinu @
histonuU jsou citlivé na bunécnou metabolickou
rezervu a mohou byt aktivovdny ndrlstem svych
substrdtu nebo inhibovdany ndrUstem produktd
t€chto substratu nelbbo kompetitoru s vazbou na
substrat.

G 13.12.2017
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Epigenetickd kontrola genové exprese u malignit

U malignit vedou zmény v produkci glykolytickych enzymu (HIF)
ke zvySené produkci serinu, (coz zvysuje rezervu S-
adenosylmetioninu-nejvétsino donora metylovych skupin pro
metylacnireakce- a UDP-N-acetylglukosaminu -substratu
metylovych skupin pro O-linked glykozylaci histonu a
cytosinovych metyltransferdz).

Mutace v enzymech citrdtového cyklu vede k akumulaci
fumardtu, sukcindtu a hydroxyglutardtu, které viechny inhibuji
demetylaci cytosinu a histon.

Metabolismus prolinu naproti fomu produkuje alfa-ketoglutardat a
reaktivni kyslik, které oba podporuji aktivitu enzymu, které
odstranuji metylové skupiny z histon0 a cytozinu a klicovy enzym
katabolismu prolinu funguje jako tumorovy supresor.

@ 13.12.2017
A, /




(-

Differentially methylated CpG sites
PP versus PN PP versus NN

Increased 674
Decreased 444

PN versus NN

Vztahy stavu metylace CpG (1 108 GpC mist) v bioptickych vzorcich
postizené psoriatické kiiZze, nepostiZzené kluze psoriatika a kize zdravého
jedince.

Journal of Investigative Dermatology (2012) 132, 583-592)

13.12.2017
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/anet
Historicky je zanét popisovan pomoci zakladnich

priznaku (rubor , calor , tumor, dolor, functio laesa), které
mMaiji predlk’rabnnl Casove prostorove rysy.

Soucasny pohled: m’rerpre’roce spolecneho
molekuldrniho ,,sdéleni” Bunky vrozené imunity uzivaji
mnohocetné senzory k tomu, aby rozpoznaly externi |
interni vyzvy k obnoveni homeostdzy a aby na né
odpovidaly.

LokdlIni a systemovy akutni zanét (napf. absces, sepse),
stejné jako zanet chronicky (napr. metabolicky syndrom,
oberzita, aterosklerdza, autoimmunity a starnuti) jsou
vnitrné konzistentni procesy

Koordinaci prediktabilnich rysu zadnétu zajistuje
epigenetika vcetneé miRNA a bioenergetika behem
vronrenfeI imunitni odpovédi monocyty, makrofdgu a
neutrofilu.

13.12.2017
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Akutni systémovy zanet (ASZ)

o ASZ infekCni nebo neinfekni etiologie mad
stereotypnirysy:

e Iniciacni (=prozanétliva) faze

o Adaptacni (protizanétliva) faze (= tolerance
endotoxinu)

e Obnovnad faze (=obnoveni homeostdzy)

» Tyto fazové posuny jsou doprovdazeny
hlubokymi a prediktabilnimi zménami v
genetické expresi a metabolismu.

13.12.2017
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b el == B -

<=3 T~

(1)

Acute Systemic
Inflammation
w Wild

- Severe

Phases:

1. Initiation

2. Adaptation
3. Resolution

Homeostasis

(1)

Initiation

Duration days

Chronic
Inflasmmation

Homeostasis

Duration Years

™

Posun z prozanétlivého do
protizanétlivého stavu, kdy jsou
tolerovany endotoxiny, koreluje
s ,reprogramovanim” genetické
exprese, tj. procesem, kdy
exprese nékterych gent je
zvysena a jinych utlumena.
Toto paradigma fazového
posunu a reprogramovani
béhem akutniho zanétu vidime
na obrazku A.

Obrazek B naproti tomu ukazuje
setrvaly, prozdnétlivy pribéh u
chronického zanétu se zjevnou
nepritomnosti adaptacni a
obnovné (,,restoration”) faze se
ne tak ¢astym ukoncenim
(,resolution”) zdnétu

13.12.2017
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Akutni systémovy zanét

e , Hyperzanét- hypozdaneét —
homeostdza"

e Prubéh lehky (=rychly)

o t€zky se zavaznou hyperaktivaci
zanetu, dlouhou fazi hypoagktivace
zqnﬁu s opozdenym ukoncenim
zanetu.

e HygeagnetsnuMKNQQHOVVW1v )
selhanim, nasledovany prodlouzenym
hypozanetem, je typicky pro sepsi,
nejcastejsi formu zavazneho akutniho
systemoveho zanetu. Riziko rozyoje
vysoce letalniho mulfiorganoveha _
selhanli je primo umerne sile pohruzky,
ze detekujicl g signalizacni procesy
spusil prozanetlivou ,,cytokinovou

vo“

bourl".

\\\\\\\\\
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Failed
anti-inflammatory /
cytoprotective defenses

v IL-10
v HO-1

Microvascular

injury

Tissue
hypoxia

|

Progressive
renal failure

— Histone remodeling

!

M ET-1/ETA genes

M ET-1

/

M Triglycerides/

™ Pro-Inflammatory

genes J (e.g TNF-Ot, qu‘l)

y

™ Pro-fibrotic genes
e.g. TGF-31, collagen I

cholesterol

Lipidosis

Vztahy mezi akutni rendini nedostatecnosti (AKI) a progresivnim selhdnim ledvin

Nephrol Dial Transplant. 2013 Aug;28(8):1985-93.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zager+RA+biologic+memory

C Akutni systémovy zAnét -
pru beh

o o ~ 7 7

ToII like, regula’rory NF-kB a stresové kindzy -
iniciaci transkripce mnoha prozdnétlivych genu
(napr. TNF-a a IL-B).

- Adaptacni faze-po nékolika hodindch dochdzi k
preruseni transaktivace pé5 pres NF-kB
prostrednictvim posttranslacni deaktivace pé5,
degradace pé5 zavislé na proteosomu @
zvysené degradace miRNA. Pokud adaptacni
faze pretrvava (dny-tydny), je nadéje na
vyléceni zhorsenad.

- Obnovovaci faze - obnoveni homeostazy.

13.12.2017
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Akutni systemovy zanét (ASZ)

« Casové faze ASZ jsou fizeny intfegrovanym
bioenergetickym a epigenetickym mostem, coz
vede k nacasovani transkripcnich a
postranskripcnich procesu specifickych sad genu.

 Readlizace ,bioenergetické" uCasti: redox sensor
NAD*-dependentni deacetyldzq, Sirtl, a pé5 (NF-
KB- dependen’m? a RelB pozitivne zpe’rnovazebnd
geneticky specificka cesta: vznikd tichy docasny
heterochromatin a aktivni euchromatin.

 Redlizace epigenetické uCasti: ruznd exprese
MiRNA, které primo a nepiimo znemoznuji tfranslaci
porozdnétlivych gend.

* Tyto cykly molekularniho reprogramovani tvori
dynamicky stav chromatinu, ktery Casove definuje
porubéh akutnino zédnétu (=R&W genome)

13.12.2017
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e |

l NF-kB activation
TNFa
acetyl IL-1b
Intiation Phase w ] ﬁ" ; = eﬂ RelB

Fead forward loop

¢)

Adaptation Phase ,
e

Dnmt3ab K9

e Y = pem

Silent facultative heterochromatin Activated euchromatin

\ v !y L

Epigeneticka remodelace chromatinu a reprogramovani geni béhem
akutniho systémového zanétu.

13.12.2017
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Recognition

Rescluton

Integrace bioenergetiky a epigenetiky behem akutniho
systémoveho zanétu.

13.12.2017
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»Mutagens
ROS,RNI - E— Environmental exposure
}://' ytokines Genotoxic damage
Senescence

Mutations, genomic o
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Chronicky zanet se\

potencialné ucastni
vsech fazi
tumorigeneze

» Chronicky zanét
zvysuje riziko
tumorigeneze

| subklinicky chronicky
zanet zvysSuje toto
riziko (obezita)

* Vtumorech je
pfitomno mnoho
bunék imunitniho
systéemu, jejichz role
muZze byt v rdznych
krocich tumorigeneze
rizna

« Zanét muze ovlivnit
vSechny kroky v
tumorigenezi

13.12.2017
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/Anéet asociovany s malignitou

» Dve kategorie:
o 1. Prekancerdzni zanétliva loziska

e 2. 74anét je pritomen ve vsech rakovinnych
tkanich vCetné téch, u kterych prekancerozni
zanétliva loziska nebyla. Vztah malignita- zanét
Mma dvé cesty

< Extrinsicky mechanismus, kde chronicky zanétlivy
stav zvysuje riziko malignity (napr. strevni zanéty);

< Infrinsicky mechanismus, kde ziskané genetické
alterace (aktivace protoonkogenu na
ankogeny) podporuji rozvoj tumoru.

13.12.2017
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/Anéet asociovany s malignitou

e Prekancerdzni zanét muze zvysit genetické a
epigenetické poskozeni

» Aberantni onkogenni signalizace muze
indukovat zanét

o 7Anétlivd odpovéd v fumoru muze zvysit
moznosti remodelace tumordzni tkané a jeho
metastazovani.

13.12.2017
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Zanét vnéjsino
puvodu je
odpovédny za
zvyseneé riziko
tumoru cestou
indukce
genetickych a
epigenetickych
aberaci v
postizenych
bunkach.

Extrinsic pathway

© 2011 QIAGEN Inc.
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indu ed
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Cesta onkogenni
signalizace RET je
dobre
charakterizovanym
pripadem zanétu
vhitiniho pUvodu
zanétu v tumoru.
Aberantni aktivace
jistych signdlnich cest
proonkogent muze
vyvolat zanétlivé
odpovedi, které jsou
pofrebné pro preziti a
progresi bunék tumoru.
Mechanismus pUsobeni
tyrozin kinGdzového
onkogenu RET na vyvoj
zanétu v rakovinné
tkani stitné zlazy.

Intrinsic RET activation of inflammatory response \

RET ligand

Growth factors Proteases

G-CSF, GM-CSF, MMP7, MMP9,

MCSF MMP10, UPA
chemokine

receptors ﬁ ‘n (
- ol s - 2 4
- Py

A\ "
y i
‘ h | N
ba . . < < ! TN
adhesion - - . );'
molecules | . { N,
_ 28
. . i

Chemokine receptors

& adhesion molecules Chemokines
CXCR4, CXCL12, CCL2, CCL2a,
L-selectin ]

Inflammatory response promotes maintainance and
progression of cancer state

Levkocyte recruitment Monaocyte recruitment Tumor cell homing Tumor cell invasion
and survival and angiogenesis ! i to lymph nodes and melastosis

Thyroid carcinoma and lymph node metastasis{ 3 12 2017
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Somatické nebo ziskané mutace

 Jsou nededicné, vznikaji chybamibehem replikace nebo
expozici UV zdreni nebo potencidiné kancerogennim
chemikaliim, #edna se o somatické mutace, které vedou k
maligni transtormaci bunky.

e Imény poctu kopii (copy number alterations (CNAs))
vznikaji v dusledku chromosomalnich zmén, gain of copies,
loss of coppies. Prevalentni u mnohych malignit .

« Genové mutace urcitych genu jsou spolecné pro mnohé
typy malignit (napr. mutace pb3 - small-cell lung cancer
(SCLC), melanoma, breast cancer).

o IS\/\C%JI:rgce v RB1 — (retinoblastoma gene) - glioblastoma a

 Mutace v genechrodin RAS a RAF také Casté.

» Geny postizené somatickymi mutacemi se stavaji cilem
ferapie: napr. vemurafenib inhibujici BRAF Uspésny v
li€Cbén melanomu. Inhibitory tyrosin kindzy pro EGFR
pouzivany jiz fradu let.

13.12.2017
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Copy number alterations define
"complex” or "clean" tumors in diffuse
large-cell B-cell ymphoma.

The value of copy number changes as
prognostic markers and guides for
therapeutic intervention was recently
demonstrated in a study of DLBCL
tumors, which identified numerous copy
number changes in regions associated
with immune recognition of tumors, P53
signaling, other apoptotic pathways,
and cell cycle.

Strikingly, tumors with "complex" CNA
profiles that included varying
combinations of p53- and cell cycle-
affecting changes were associated with
decreased survival over 5 years in
patients freated with R-CHOP therapy,
whereas patients with "clean" profiles,
which lacked these alterations, showed
100% survival when freated with R-
CHOP. Targeting cell cycle components
using pan-CDK inhibitor treatment led to
reduced tumor growth, suggesting that
characterization of copy number
changes may not only have prognostic
value in DCBCL, but may also be able
to direct more effective, targeted
therapy.

Copy number alterations in cancer

loss

P53
KDM6B

CDK4
MDM?2
CCND3

Increase in cell proliferation

l

Reduced patient survival

13.12.2017

/




Lean

/ Chromatin (DNA and histone)

Healthy adipose tissue

Metabolic alterations

~ . genomic respop..
7 wp\e Nsa 28

\
\\

\
% Non-coding RNAs \
& \

s

=
2

modifications

N 4

Transcription factors and coregulators ;
(Chromatin Wodlhers, \\ |

m‘l (ﬂ‘ﬁ Vil &b

Inflamed adipose tissue

TRENDS in Endocrinoiogy & Metabolism

Toubal AL, Treuter E, Clément K, Venteclef N.

™

Epigeneticke
odpovédi, které
ovlivnuji zanét tukove
tkané u obezity.
Faktory prostredi,
zivotniho stylu a
geneticky ,make -up”
maji za nasledek
‘personalizované’
epigenomickeé
odpovédi a alterace v
metabolickych cestach.
Ty zfejme ovliviuji
zanét tukove tkané
béhem progrese
obezity.

13.12.2017

Genomic and epigenomic regulation of adipose tissue inflammation /
in obesity. Trends Endocrinol Metab. 2013 Dec;24(12):625-34.
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Prozanétliva signalizace v tukové tkani

Toubal A?, Treuter E, Clément K, Venteclef N.
Genomic and epigenomic regulation of adipose tissue inflammation in
obesity. Trends Endocrinol Metab. 2013 Dec;24(12):625-34. 13.12.2017
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" Prozdnétliva signalizace
v fukove tkani

» Signalizace z tukové tkané (lipidy, cytokiny a LPS) akfivuji bunky imunitnino
systému a adipocyty prostrednictvim TNFR a TLR, cozZ vede k posttranslacni
modifikaci NF-kB a JNK. Aktivace NF-kB je indukovdana aktivaci komplexd
IKK a degradaci kB, coz umozni translokaci NF-kB do jadra a jeho vazbu
na promotory prozdnétlivych genut. Aktivace téchto receptorl vede také
k podpore fosforylace (posttransiacni Uprava) (P) JNK kaskddou MAP
kindzy. Fosforylovand JNK aktivuje prozdnétlivé franskripCni faktory jako c-
Jun a c-Fos (AP-1).

o Zkratky: IFN, interferon; IkB, inhibitor of NF-kB; IKK, IkB kinase; IRF, interferon
regulatory factor; IRS, insulin receptor substrate; JAK, Janus kinase; JNK,
Jun N-terminal kinase; LPS, lipopolysaccharide; MAP, mitogen-activated
protein; MYD88, myeloid differentiation primary response gene 88; NF-kB;
nuclear factor k light-chain-enhancer of activated B cells; STAT, signal
transducer and activator of transcription; TBK1, TANK-binding kinase; TLR,
Toll-like receptor; TNF, tumor necrosis factor; TNFR, TNF receptor; TRAFé6; TNF
receptor-associated factor 6.

1

Genomic and epigenomic regulation of adipose tissue inflammation 13.12.2017
K in obesity. 2013 Dec;24(12):625-34.
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" Prozdnétliva signalizace
v fukove tkani

o Akfivace TLR signdly z tukoveé tkané indukuje také fosforylaci IRF pomoci
TRAF6/TBK1 kaskady. Fosforylované IRF mohou dimerizovat s proteiny STAT
(aktivovanymi kaskddou JAK/STAT) a vytvareji tak regulacni komplex,
ktery je priveden k IFN-stimulovanym promotorOm a aktivuje jejich expresi
(2). Tyto prozdanétlivé signdly mohou indukovat insulinovou rezistenci v
adipocytech zejména podporou fosforylace serinovych rezidui IRS
cestou JNK (3).

o Zkratky: IFN, interferon; IkB, inhibitor of NF-kB; IKK, IkB kinase; IRF, interferon
regulatory factor; IRS, insulin receptor substrate; JAK, Janus kinase; JNK,
Jun N-terminal kinase; LPS, lipopolysaccharide; MAP, mitogen-activated
protein; MYD88, myeloid differentiation primary response gene 88; NF-kB;
nuclear factor k light-chain-enhancer of activated B cells; STAT, signal
transducer and activator of transcription; TBK1, TANK-binding kinase; TLR,
Toll-like receptor; TNF, tumor necrosis factor; TNFR, TNF receptor; TRAF6; TNF
receptor-associated factor 6.

1
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Epigenomicka regulace zanétu v tukove tkani

Toubal AL, Treuter E, Clément K, Venteclef N.

Genomic and epigenomic regulation of adipose tissue inflammation in obesity. Trends Endocrinol
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Epigenomickd regulace
zanétu v tukové tkani

(A) V tukové tkdni stinlého Clovéka je exprese prozdnétlivych gend reprimovdna
korepresorovym komplexem SMRT/GPS2, ktery suprimuje aktivaci prozéanétlivych
transkrip&nich faktord (NF-kB, AP-1, C/EBP) (1). Demetylace histonu H3K4 indukuje
tvorbu heterochromatinu, coz zastavuje transkripcni masinérii (RNA polymerdzu )
(2). Transkrip&ni faktor KLF4 je povoldn do promotord protizdnétlivych genu, coz
vede k jejich expresi (3).

(B) NdrUst vahy vede k metabolickym alteracim , které zpUsobi prozdnétlivé stimuly.
Akfivace TLR4, TNF-R a IFN-R jejich ligandami (1) indukuje prozdnétlivé kaskady (2),
coz vede k uvolnéni SMRT/GPS2 korepresorového komplexu z promotord
prozdanétlivych genu (3). Metylace H3K4 indukuje dekondenzaci chromatinu, coz
obnovi transkrip&ni masinérii (RNA polymerdzu ll) (4).

Zkratky: CBP/P300, CREB-binding protein (p300); C/EBP, CCAAT-enhancer-binding
protein; FFA, free fatty acids, GPS2, G protein pathway suppressor 2; H3K4, histone 3
lysine 4; IFN-R, interferon receptor; KLF4, Kruppel-like factor 4; PPARy, peroxisome
proliferator-activated receptor y; SMRT, silencing mediator for retinoid and thyroid
hormone receptor; SWI-SNF, switching-defective sucrose non-fermenting; TWIST1, E-
box transcription factor Twist-related protein 1; TZD, thiadolizinedione.

1

Genomic and epigenomic regulation of adipose tissue
inflammation in obesity. 2013
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Epigenomickd regulace
zanétu v tukové tkani

(C) Uvolnéni korepresorového komplexu SMRT/GPS2 a metylace H3K4 umoznuje
povoldni kofaktorového komplexu CBP/P300-SWI-SNF, ktery ddle remodeluje a
modifikuje chromatin (napr. acetylaci) a tak spolupracuje s transkrip&ni masinérii pfi
indukci genové transkripce.

(D) Ztrata vahy nebo I€Cba TZD indukuje signifikantni snizeni zanétu tukové tkané.
Indukuje také aktivaci PPARY/TWIST1, coz vede k obnoveni exprese a aktivity
SMRT/GPS2 v komplexu (1). TZD lIéCba stabilizuje interakci PPARy-GPS2, coz
zabranuje uvolnéni korepresorového komplexu nebo uplatnéni koaktivatord.
Konec¢né demetylace H3K4 (3) a povoldni protizdnétlivych transkripcnich faktord
jako KLF4 (4) uzavird navrat tukové tkdné do nezdanétlivého nebo lehce zanétlivého
stavu.

Zkratky: CBP/P300, CREB-binding protein (p300); C/EBP, CCAAT-enhancer-binding
protein; FFA, free fatty acids, GPS2, G protein pathway suppressor 2; H3K4, histone 3
lysine 4; IFN-R, interferon receptor; KLF4, Kruppel-like factor 4; PPARy, peroxisome
proliferator-activated receptor y; SMRT, silencing mediator for retinoid and thyroid
hormone receptor; SWI-SNF, switching-defective sucrose non-fermenting; TWIST1, E-
box transcription factor Twist-related protein 1; TZD, thiadolizinedione.
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Epikardialni tukova tkan

Epikardidalni ¢ast — mezi vnitinim povrchem
visverdalnihio listu pleury a vlastnim
povrchem myokardu (bez fascie-sdilend
mikrocirkuklace) -pUvod-
splanchnopleuricky mezoderm — zdsoben
difUzi z korondrnich arterii. Podobny
hnédému tuku (vysokd exprese UCP-1 qj.)

Vyskyt: volnd plocha PK, ¢ast LK, sini a okolo
cev




Epikardialni tukova tkan
Epikardidalni ¢Aast

Funkce

QTukovy depot pro zatézove situace
QPufracni systém pro liperlipidemické
sifuace, které kardiomyocyty Spatné toleruji

aUdrzovani tepla v myokardu pri zméndch
teploty télového jadra (vlastnosti hnédého
tuku)

QPolStar pro cévy pri rdzech pulsove viny
JRemodelace cév (pozitivni)




Epikardialni tukova tkan

» Perikardidlni slozka (parakardidini) — tuk mezi
vnéjsim povrchem parientdlni listu pleury @
st&nou hrudniku — pUvod- primitivni hrudni
mezenchym-zasobeni z a. mammaria inf.
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Table 3. Epicardial adipose tissue bioactive molecules

Cardioprotective
adipokines

UCP-1
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Anti-inflammatory==
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Figure 2. Potential phy and il
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>je soubor reakci , které se objevuji po
tkdnovém poskozeni nebo infekci nebo

imunologické stimulaci jako obrana profi
cizim, nebo alterovanym vlastnim substancim.

>7anétlivé reakce zahrnuji Cetné biochemickée
a celuldarni alterace, jejichz rozsah koreluje s
rozsahem inicidlnihno traumatu. Nevhodnd
aktivace zdnétlivych odpovédi jako bazdini
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pricinad nemoci.
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Celkové a mistni klinické priznaky zanétu

Celkové Mistni
. v

vhorecka calor

, vrubor
vtachykardie vdolor
vhyperventilace viumor
vinava vfunctio laesa
vziradta chuti

k jidlu




Zmeény pri zanétu Zvyseni Pokles

Bunécné Fagocytuijici bunky erytrocyty
(v krvii mistné)

Metabolické Proteiny akutni faze séroveé Fe
serova Cu sérovy Zn

katabolismus bilkovin
glukoneogeneze

syntéza albuminu
transtyretin
transferin

Endokrinni

glukagon
insulin
ACTH

GH

T4

kortisol
aldosteron
vasopressin

13
TSH
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xTyto cv1
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rustove
charaki
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Reakce akutni faze

x Je systémova reakce na lokdini nebo
systemovy imunologicky stres zpusobeny

tkdnovym poskozenim, traumatem
eoplastickym rustem.

xV miste leze uvolnuji lokalni prozanétlive bunky-
neutrofily a makrofagy- prozanétlivé cytokiny

B, IL-1a/P, IL-6, INF- o/y a |L-8) do krve.

okiny akfivuji ruzné cilové bunky, coz
aktivaci hypotalamu, redukci sekrece
no hormonu a daldim déjum
‘erizovanym jako horecka, anorexie o
iIsmus svalovych bunék.

xPri dostateCne vysoke hlading prozanétlivych
cytokinu (zejména IL-6) v periferni krvi jatro
odpovidaji zménou exprese proteinu akutni
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Systémové manifestace zanétu
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Reakce akutni faze

™




e
Reakce akutni faze

* Metabolicke zmeny: pokles LDL a
HDL v krvi, ndrust ACTH @
glukokortikoidu,aktivace
komplementu, pokles hladin Ca++,
In, Fe, vitaminu rozpustnych v fucich

a zmény v koncentracich proteinu
akutni faze.

e Smysl reakce: zabrana mikrobidlniho
'Ustu a pomoc pii obnové
nomeostazy (limitace poskozeni
navozenych viastnim zanétlivym
orocesem).




Proteiny akutni faze

x Je tfida proteinu, jejichz
plasmatickd koncentrace stoupd
(pozitivni proteiny akutni faze)
nebo klesa (negativni proteiny
akutni faze) v odpovéedi na
tkdnové poskozeni.

xTato reakce se nazyvd reakce
akutni faze (AFR).



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Segmented_neutrophils.jpg

Pozitivni proteiny akutni faze

e (1) ceruloplamin a slozka komplementu C3

e (2) haptoglobin, fibrinogen, a-globuliny a LPS-binding
proteindzy

e (3) C-reactivni protein a sérovy amyloid A

Funkce:

— Opsonizace a vychytdvdani bakterii a jejich produktU
— Aktivace komplementu

- Vychytdvdani volného hemoglobinu a radik&lt




Negativni proteiny akutni faze

x Pokles alouminu, fransferinu, kortisol-binding globulinu,
fransthyrefinu a vitamin A binding profeinu vedou
docasné ke zvysené nabidce volnych hormonu, které se
na tyto bilkoviny obvykle vazou.

x Transthyretin (prealoumin vazici thyroxin, transportuje
hormony stitne zlazy z plexus choroideus do

mozkomisniho moku) inhibuje produkci IL-1B monocyty a

endotelidlnimi bunkami. Jeho pokles je tedy mozno
povazovat za prozanéetlivy mechanismus.
Tyto zmény krevnich bilkovinnych profilu ziejmé castecné

souvisi s hladovénim a katabolismem ve svalech. Jde také

o nabidku aminokyselin pro produkci pozitivnich proteinu
akutni faze.

/




Funkce Protein akutni faze N&rust v probéhu
Inhibitory protedz a,,-antitrypsin 4 X
a,-antichymotrypsin 6 X
Koagulacni proteiny fibrinogen
(serin proteindzy) prothrombin 8 x
factor VI
plasminogen
Slozky komplementu Cls
C2b
C3,C4,C5 2 X
C9
Cbb
Transportni proteiny haptoglobin 8 X
hemopexin 2 X
feritin 4 X
Scavengerové proteiny | ceruloplasmin 4 x
RUzné a,-kysely glykoprotein 4 x
(orosomukoid)
serum amyloid A protein | 1000 x

C-reactive protein

1000 x




C reaktivni protein

v

CRP OkTIVUJe komplement

CRP se vaze na chromatin pochdzejici z
mrtvych bunék a na zbytky bunék, ktery je
nutno z cirkulace odstranit fagocytozou, a
to primo, vazbou na receptory Fc, C3b
nebo CRP.

Inhibice destickové agregace snizuje riziko
’rrombozy

CRP se vaze na LDL.




s

Typické zmény hladin CRP, fibrinogenu, ESR (,,erythrocyte
sedimentation rate") a albuminu béhem reakce akutni faze

300 —

- CRP, mg/L
- Fibrinogen, % changes
B EskR. movh

- Albumin, % changes

| 1 1 1
0 1 2 3 B}

Time (weeks)




4 ™
Cytokiny a reakce akutni faze (APR)

® ]Icv\alnu’rrlce hladovéni a anorexie redukuji odpoved akutni
aze

— Bakteridlni infekce obvykle vedou k silné systémoveé reakci
akutni faze. Silnd reakce monocytu a polymorfonukledru jako
odpoged na endotoxin vede k expresi vysokych hladin TNF-a
a lL-1

— U virovych infekci je APR mirngjsi. V tomto pripadé se z bunék
ngpodenych viry uvolnuji zejména interferony, také TNF-a a IL-
]

— PIné rozvinutou APR pozorujeme v pripade, ze dochdzi k
zavazné destrukci bunék.




Prozanétlivé cytokiny

Odpovidaji

x za indukci horecky, katabolismu ve svalech a aktivaci
prekurzoru bilé krevni fady ve dreni.

% TNF-a, IL-1B a INF-y jsou klicové pro expresi zanétlivych
lipidovych medidtorU (prostaglandiny a leukotrieny) o
indukuji produkci ,platelet-activating factor* (PAF) a IL-
4. Po stimulaci temito cytokiny Kupfferovy bunky v
jatrech produkuiji IL-6.

% |L-6 je vyznamnym medidatorem sekrece vétsiny proteinu
akutni fadze hepatocyty.

x TNF-a zpUsobuje katabolismus ve svalech
(hyperglykémie zpUsobend glukagonem a
glukokortikoidy a vychytavani aminokyselin jatry).




e
Glukokortikoidy

x Glukokortikoidy zpUsobuii:

» stimulaci hepatocytl prostrednictvim IL-6, kterd je zAvisld na
glukokortikoidech

x downregulaci produkce cytokind monocyty a makrofagy,
modulujici APR.

® supresi cytochromu P-450. Cytochrom P-450 oxiddzy jsou
priftomny v mnoha télesnych bunkdach (jatra, sliznice GIT). Je
schopen metabolizovat cetné substraty (véetné 1ékd a toxiny)
a Ucastni se syntézy a st€peni hormonU, cholesterolu a
metabolismu vitaminu D.

x produkci heat shock proteiny a metallothioneinu.
Metallothionein indukuje zvysenou resistenci jater vUCi
toxickym kovUm a zvysuje intraceluldrni vaznou kapacitu pro
kovy. SpoleCné se snizenou sekreci albuminu jatry snizuje
hladiny zeleza a zinku v krvi, coz je zrejmé v dané situaci
prinosné, protoze zelezo je esencidlnim prvkem pro mikrobidlini
rust.




~Heat shaock” proteiny (Hsp)

Jsou vysoce konzervovane proteiny, které jsou schopny
chranit bunku proti noxam a poskozeni.

Intfraceluldrne funguiji jako molekuldrni chaperony o
jako antiapoptoticke reguldtory bunécné signalizace.
Maji primé prozanétlivé Ucinky

Indukce Hsp pred pusobenim prozdanétlivého stimulu je
jasné prinosnd, ale po zanetlivém stimulu je cytotoxicka.
To je zrejmé ddano ruznymi funkcemi infracelularnich a
extraceluldrnich Hsp: extracelularni Hsp, uvolnovane z
bunék s kompromisni integritou mohou fungovat jako
signdly nebezpecli aktivujici vrozenou imunifu interakci s
jejimi receptory. Potencidalni cil pro imunomodulacni
protizadnétlivou terapii.




C L1 :Illl:-u
| -6 7IL-15
10 TF

TFNz
IFNH

IL-1 qL-10 1FN.
TiL=b TL-12" irpiv

IL-8 1L

A5 TNF.

lb=id

IL-1 S92 TNF .
FILG PN iy
AL-10 TFNF

\

IL-1 AL-10 IFN.
“IL-2 TL-13 7 1FNy
LB

IL-1AL-13
] |L'3 1Fr'll.1 rmFl\'.
“IL-4 TFN;  TNFf
AL-10 TFNy

THF

:I'I"IIF-r.

\ Cytokinova sit’

..-—'_'_'_'_._-_




Clonal expansion of T cells
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Cytokiny

>Témer vsechny jsou pleiotropni, 1j. vykaozuji

nékolikeré Dbiologické aktivity. Cytokiny s
mnohondsobnymi UcCinky se cato ve svych
aktivitdch presahuji a jednotlivé bunky vstupuiji
do inferakce s nimi zddnlivé idenfickym
zpUsobem. Jsou tedy funkéné nahraditelné,
nebo alespon castecné funkcne
kompenzovatelné.




Cytokiny

>U&INné moduldtory b&hem embryogeneze a
organogeneze. Jejich aktivity v pozdéjsim zivoté
se mohou od puUsobeni v fomto obdobi vyrazné
liSit.

>Typy cytokinU (nazvy Casto podle bunécného
pUvodu nebo prvni objevené funkce:

>Interleukiny, lymfokiny, monokiny, interferony,
CSF qi.




e
Chemokiny

>Tvori rodinu cytokiny, indukovatelnych
prozanétlivou aktivaci. 8-10kDa, 20-50%
sekvencni homologie, podobnd genetickd a
terciarni struktura. Vsechny tyto proteiny
poskytuji mnozstvi konzervovanych
cysteinovych zbytkU, které se Ucastni v
tvorbé inframolekuldrnich disulfidovych
vazeb.




Chemokinave rodiny

x o- Chemokinova rodina (4g12-21, CXC-
chemokiny- CXCL 1-16)

x Nekteri jeji Clenové obsahuji ELR sekvencni
motiv (kys.glutamovda-leucin-arginin),
umistény pred prvnim cysteinem blizko N-
termindinimu konci)

x 1. Chemokiny s ELR motivem-chemoairakce
a aktivace neutrofilu

x 2. Chemokiny bez ELR motivu-chemoatrakce
a aktivace monocytu, APC, T, NK, B-bunék,
basofill a eosinofilv
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Chemokinové rodiny
x 3-chemokinovda rodina 17 (17q11-32, CC-

chemokiny- CCL 1-28)

x Biologické aktivity chemokinU jsou fizeny

specifickymi  receptory a receptory s
porekryvajicimi se  ligandovymi specifitami,
které vazou nékteré z t€chto proteinu, které
vzdy ndlezi bud k CC nebo k CXC.
Chemokinové receptory jsou G-coupled, 7
hydrofobnich a-helixovych segmentu
(domén), které sméruji pres memlbrdanu.
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Chemokinove rodiny

xy-chemaokinova roding 160 (CXXXC-
chemaokiny)

x Fraktalkin- mda silnou chemoatrakéni akftivitu

pro T-lymfocyty a monocyty a zvysuje
adhesivitu leukocytu na aktivované
endotelidini  bunky indukci povrchového
vazneho proteinu

x CX3CRI1 receptor pro fraktalkin




e
Chemokinové receptory

>CXCR 1-7
>CCR 1-12
S>CXXXCR 1

>Kombinatorické efekty mnoha chemokinU a«
jinych medidtorU jsou odpovédné za bunécné
slozeni v mistech zanétu. Mnohe geny kdodujici
chemokiny se silné exprimuji v probéhu mnohych
patofyziologickych procesu véetné
autoimunnich, nddory, aterosklerdzy a
chronickych zanétlivych onemocnéni.
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Sarkopenie a zanét

* Vyssi hladiny prozdnétlivych markeru jsou
asociovany s poklesem fyzickych schopnosti,
moznd diky katabolickym efektum prozanétlivych
markeru ve svalu.

o TNF-a - prokdzdna asociace s poklesem svalove
masy a sily.

o Ztrata svalové hmoty pii zanétu nizkeho stupné
(low-grade inflammation) je moznd& dana ztratou
stimulace syntézy proteinu jidlem (insuling) pri
nezménéne proteinové degradaci.
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Kachexie a zanét

e TNF-a, interleukin-1 (IL-1), IL-6 a IFN-y se UcCastni v
indukci ztraty svalové hmoty v prUbéhu rakoviny.

o Akcelerovand proteolyza svalt béhem rUstu
maligniho tumoru je fizena aktfivaci non-
lysosomalni ATP-dependentni ubiquitin
profeasomove cesty.

e Prozdnétlivé cytokiny ovlivnuji expresi funkcnich
enzymu u srdecni kachexie. TNF-a, IFN-y a IL1-B,
jejichz hladiny byvaiji u kachektickych pacientu
zvyseny, jsou mocnymi aktivatory exprese iNOS.
To vede k produkci toxickych hladin NO
schopnych inhibovat klicové enzymy oxidativni
fosforylace. NO je schopen in vitro snizit
kontraktilitu kosternich svalu.

13.12.2017

/




Anterograde
oGS Signaling

Mitochondrial Biogenesis

Retrograde Signaling
(mitochondria-to-nucleus)

A W
w

Mitochondrial dysfunction

Activation of
transcription factors
and kinases

Nucleus

Altered nuclear gene expression

Fig. 1 Outline of the two major mitochondrial signaling pathways. (A) Anterograde signaling is transmitted by activated nuclear
transcription factors and cytoplasmic proteins essential for mitochondrial biogenesis. (B) Retrograde signaling originates in dy...

Manti Guha , Narayan G. Avadhani

Mitochondrial retrograde signaling at the crossroads of tumor bioenergetics, genetics and epigenetics

Mitochondrion Volume 13, Issue 6 2013 577 - 591

http://dx.doi.org/10.1016/j.mit0.2013.08.007
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/aver

- Teprve zacindme rozumeét tomu, jak hra mezi
metabolismem, bioenergetikou a epigenetikou
modifikuje bunécnou a systémovou patofyziologii
béhem zdnétu.

- Tyto koordinované cesty ridi Casovani
fenotypickych posunU béhem akutni systémové
zanétlivé reakce pomoci franskripce, translace a
posttranslacni regulace.

- Je kriticky duUlezité pochopit, jaky je rozdil v
téchto procesech mezi akutnim a chronickym
systémovym zdnétem, protoze uddlosti
pozorované u akutniho zadnétu nevidime u
zanétu chronického.
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Dékuji vam za pozornost
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