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Abstrakt
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Studentka: Lenka Linhartova
Skolitel: Prof. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Molekularni  podstata lékovych interakci — interakce

konstitutivniho ~ androstanového  receptoru s vybranymi

stilbenoidy

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR), ¢len rodiny nuklearnich receptort,
je vyznamnym regulatorem exprese enzymu I. a II. fAze eliminace endobiotik a xenobiotik.
Ovlivnéni jeho aktivity miize vést ke vzniku farmakokinetickych 1ékovych interakci, neucinku
terapie nebo zvyseni toxicity 1€¢iv podanych spolu s jeho ligandy. V relativné nedavné dob¢
byl objeven i vliv tohoto receptoru na homeostazu zlucovych kyselin, lipid a glukozy a je na

n¢j ted’ nahlizeno jako na potencialni cil 1€Civ u metabolickych onemocnéni.

Stilbenoidy jsou malou skupinou rostlinnych polyfenoli s charakteristickym 1,2-
difenylethylenovym jadrem. NejznaméjSim zastupcem je bezpochyby resveratrol, kterému je
a kardioprotektivnim u¢inkim. Ukazuje se, Ze 1 dalsi latky této skupiny jako pterostilben,

piceatannol nebo pinosylvin maji obdobné ptiznivé U€inky na lidské zdravi.

Cilem této prace bylo otestovat 12 latek ze skupiny stilbenoidii jako potencialnich
ligandi mysiho CAR. Za timto Gc¢elem byla pouZita metoda gene reporter assay na buinikach
hepatomové linie HepG2. Vysledky experiment ukéazaly, Ze latka trans-2,4,3",5'-
tetramethoxystilben by mohla byt ligandem mysiho CAR receptoru. Trans-2,4,3",5'-
tetramethoxystilben se proto nabizi pro studium funkci CAR na mySich modelech a mize tak

ptispet k hlub§imu poznéani role CAR v organismu.
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Constitutive androstane receptor (CAR), member of nuclear receptors family, is a major
regulator of gene expression of phase I and II enzymes metabolizing endobiotics and
xenobiotics. Changes in its activity can lead to pharmacokinetic drug interactions, ineffective
treatment or higher toxicity of drugs simultaneously administered with CAR ligands. Recently
another effects of this receptor, especially in homeostasis of bile acids, lipids and glucose have
been discovered and CAR is now considered as a potential drug target for the treatment of

metabolic diseases.

Stilbenes represent a small group of plant polyphenols with typical 1,2-diphenylethylene
nucleus. The most famous member is resveratrol, which has attracted great attention thanks
to its antioxidant, anti-inflammatory, antiproliferative and cardioprotective effects. Others
stilbene compounds such as pterostilben, piceatannol or pinosylvin have shown similar health

beneficial effects as well.

The aim of this diploma thesis was examination of twelve stilbenes as potentials ligands
of the mouse CAR. I used gene reporter assay and HepG2 human hepatoma cells. Results of
my experiments show that frans-2,4,3",5 -tetramethoxystilbene is a ligand of murine CAR and
could be used in further studies on CAR functions in mouse models and contribute to deeper

understanding of the role of CAR receptor in organism.
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1. Seznam zkratek

AF1 — aktivacné funkéni doména 1

AF2 — aktivacné funkéni doména 2

ABC transportéry — ATP binding cassette transportéry

AhR — arylhydrokarbonovy receptor

ATP — adenosintrifosfat

CAR — konstitutivni androstanovy receptor

CCRP - cytoplasmic CAR retention protein

ChREBP — carbohydrate-responsive element-binding protein

CITCO — 6-(4-chlorofenyl)imidazol[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd O-(3,4-dichlorobenzyl)

oxim

CYP — cytochrom P450

DBD — DNA véazajici doména

DDI — drug-drug interaction, lékové interakce 1é¢iv
DMEM - Dublecco’s Modified Eagle’s Medium
DMEs — Ié¢iva metabolizujici enzymy (drug-metabolizing enzymes)
DMSO — dimethylsulfoxid

eNOS — endotelidlni NO syntaza

EGRF — receptor epidermalniho riistového faktoru
EPHs — epoxidhydrolazy

ER — estrogenni receptor

FoxO1 — forkhead box protein O1

FXR — farnesoidni X receptor

G6Paza — glukdza-6-fosfataza

GR — glukokortikoidni receptor

GRE — distaIni glukokortikoidni responzivni element



GSTs — glutathion-S-transferazy

HNF4a — hepaticky nukledrni faktor 4a

Hsp90 — protein tepelného Soku 90 (heat shock protein 90)
IL-1 — interleukin 1

IL-10 — interleukin 10

Insig-1 — insulin-induced gene 1

IRS — inzulinova responzivni sekvence

LBD — ligand vazajici doména

LDL — low density lipoprotein

LXR - liver X receptor

mCAR — mysi konstitutivni androstanovy receptor

MDR — multidrug resistance protein

MET - receptor pro jaterni riistovy faktor Met

mRNA — messenger RNA

MRP — multidrug resistence protein

NAPQI — N-acetyl-p-benzochinonimin

NATSs — N-acetyltransferazy

NR — nuklearni receptor

Nrf2 — nuclear factor-erythroid 2-related factor 2

OCT — transportéry organickych kationtli (organic cation transporters)
OATP — polypeptidy transportujici organické anionty (organic
polypeptides)

PB — fenobarbital

PBREM - phenobarbital-responsive enhancer modul

PCAF — P300/CBP-associated factor

PEPCK - fosfoenolpyruvatkarboxykinaza

anion-transporting



PP2A — proteinova fosfataza 2A

PPAR — peroxisome proliferator-activated receptor
PR — progesteronovy receptor

PXR — pregnanovy X receptor

QRs — chininreduktézy

RAR - receptor retinové kyseliny

RARESs — responzivni elementy kyseliny retinové

RE — responzivni element

RORa — RAR-related orphan receptor a

RXR — retinoidni X receptor

Sir2 — silent information regulator

SRCs — steroid receptors coactivators

SREBPs — sterol regulatory element-binding proteins
STS — stilben synadza

SULTs — sulfotransferazy

TCPOBOP - 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen
TIF2 — transcriptional intermediary factor 2

TMS —trans-3,4,5,4 -tetramethoxy-stilben (DMU-212)
TNF-a — tumor nekrotizujici faktor o

TR — thyroidni receptor

TSO — trans-stilbene oxid

UGTs — UDP-glukuronosyltransferazy

VDR — vitamin D receptor

VLDL — very low density lipoproteins



2. Uvod

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR) je ¢lenem rodiny nukledrnich receptort,
coz jsou ligandem aktivované transkripCni faktory ovliviiujici expresi jejich cilovych gent.
Historicky je fazen mezi tzv. sirot¢i ,,orphan“ receptory, z divodu nenalezeni jeho
fyziologického ligandu. Byla vSak nalezena celd fada sloucenin, které ho jsou schopny

aktivovat, proto se v soucasnosti oznacuje jako ,,adopted* receptor.

Spolu s dal§im vyznamnym nuklearnim receptorem z této skupiny — pregnanovym X
receptorem (PXR) ovlivituje expresi enzymd 1. a II. fize metabolismu a nékterych transportéra.
Hraje tak nezastupitelnou roli v regulaci metabolismu a eliminace xeno 1 endobiotik. Diky tomu
je casto oznaCovan jako xenosenzor. Jeho ovlivnéni tedy mize vést ke zménam
ve farmakokinetice terapeuticky podavanych Ié¢iv, zejména v jejich exkreci, a mtize také vést
k 1ékovym interakcim nebo k vyssi toxicité. Latkami, které aktivitu CAR ovliviiuji, mohou byt
jind soucasné podavana léciva, ale také prirodni latky uzivané jako doplnky stravy nebo latky
vyskytujici se v potravé ¢i environmentalni polutanty. Nedavné studie odhaluji 1 vliv tohoto
receptoru na metabolismus zlucovych kyselin, tuki a cukri. To jenom potvrzuje dulezitost
CAR jako vyznamného regulatora endogennich déjii a nastifuje jeho mozné budouci vyuziti

v terapii metabolickych onemocnéni.

Stilbenoidy pfedstavuji malou skupinu sekundarnich metabolitii nékterych rostlin
s typickym zékladnim skeletem tvofenym 1,2-difenylethylenovym uskupenim. VSeobecny
zajem o tyto slouceniny vyrazné stoupnul poté, co byl formulovan tzv. Francouzsky paradox,
tedy skutecnost, ze obyvatelé jizni Francie i pfes tuCnou dietu trpi kardiovaskularnimi
chorobami méné, nez obyvatelé¢ jinych zemi zapadni Evropy. Tento zdravotni fenomén
je spojovan s kazdodennim pitim mensiho mnozstvi ervené¢ho vina a za latku zodpovédnou
za ptiznivé zdravotni u¢inky tohoto ndpoje byl oznacen praveé zéstupce stilbenoidl resveratrol.
Extensivni studium této slouceniny odhalilo jeho velice zajimavou biologickou
aktivitu — antioxidacni, kardioprotektivni, protizanétlive, imunomodulacni
ale i antiproliferativni a chemoprotektivni piisobeni (Berman a kol. 2017, Dubrovina

a Kiseley 2017, Sirerol a kol. 2015).

Mezi latkami testovanymi v této experimentalni praci se nachdzi cis- 1 trans-izomery
resveratrolu a piceatannolu, trans-pterostilben, trans-pinostilben a jejich polosyntetické
derivaty. Pokud by néktera z latek byla ligandem testovaného mysiho CAR, mohlo by to vést

k objasnéni mechanismli plisobeni daného stilbenoidu tak i konstitutivniho receptoru.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Biotransformace, metabolismus a exkrece 1éCiv

Pfitomnost xenobiotik, véetné karcinogent, environmentéalnich polutantti a léciv v téle
vyznamn¢é ovlivituje lidské zdravi. Schopnost vyloucit tyto latky z naSeho téla je esencidlni
k preziti, a proto se vyvinuly mechanismy, jak tyto latky odstranit. Eliminace xenobiotik
je zprostiedkovana fadou 1é¢iva metabolizujicich enzymi (drug-metabolizing enzymes, DMEs)
a transportéra a sklada se ze Ctyr stadii: absorpce/permeace, distribuce, metabolizace a exkrece.
A pravée DMEs 1 a II faze a I€kové transportéry hraji nezastupitelnou a klicovou roli

v metabolizmu, detoxifikaci a eliminaci xenobiotik (Chen a kol. 2012).

Ve fazi I a II dochazi k biotransformaci lipofilnich xenobiotik na hydrofilni, ve vodé
rozpustné metabolity, které transportéry snadnéji vylouci z buné€k, respektive z téla. Za enzymy
I. faze povazujeme skupiny rozliénych dehydrogenaz, reduktaz a oxidaz, které detoxifikuji
xenobiotika zavadénim polarnich funkénich skupin do jejich molekul. Nejvyznamnéjsi
skupinou enzymi 1. fdze je nadrodina monooxygenaz cytochromu P450. Zavadi do molekuly
reaktivni hydroxylovou skupinu, kterd zvySuje hydrofilitu molekuly a zaroven pfedstavuje
cilovou strukturu enzymu II. faze. V nejhojnéjSim poctu se tyto enzymy nachazi v jatrech,
najdeme je ale 1 vdalSich organech podilejicich se na eliminaci jako jsou plice,

gastrointestinalni trakt a ledviny (Chen a kol. 2012).

Enzymy CYP jsou vazany na membrany endoplazmatického retikula (ER), kde
katalyzuji oxida¢ni reakce a jsou esencialni pro biosyntézu cholesterolu a sterolti. Nékteré typy
CYP cytochroml jsou pfitomny i v jinych subcelularnich strukturdch jako membrany
mitochondrii a v lysozymech. V soucasné dobé rozliSujeme 17 rodin cytochromil, z nichz
rodiny CYP1-4 a7, dohromady je tvoii 17 ¢lentl, vykazuji nizkou substratovou specifitu
a metabolizuji Siroké spektrum xenobiotik. Na zdklad¢é toho se jim pfisuzuje kli¢ova tloha
v hepatalni 1 extrahepatilni detoxifikaci a eliminaci. To ilustruje i podil enzymt CYP2B6
a CYP2C na metabolismu xenobiotik — u prvniho zminéného je to 25%, u druhého 20%
ze vSech metabolizovanych xenobiotik. Sdm CYP3A4 miiZe metabolizovat ptiblizné¢ 50-60%
klinicky uzivanych léCiv a je nezbytny pro metabolizmusi obsahlé mnoziny endogennich

substrati véetné zlucovych kyselin a steroidnich hormont (Chen a kol. 2012).

Ve fazi Il dochazi ke konjugaci endogennich ligandl s elektrofilnimi xenobiotiky nebo

jejich metabolity z faze I, primarné skrze methylaci, esterifikaci, acetylaci, glukuronidaci,

11



sulfataci a konjugaci s glutathionem a jinymi aminokyselinami. Produkty II. fdze metabolismu
jsou zpravidla vice hydrofilni nez piivodni slouceniny, a tak i sndze vyloucitelné. Mezi DMEs
I. faze patfi methyltransferazy, epoxidhydroldzy (EPHs), N-acetyltransferdzy (NATSs),
glutathion-S-transferazy (GSTs), UDP-glukuronosyltransferazy (UGTs) a sulfotransferazy
(SULTSs). Nejcastéjsimi reakcemi jsou glukuronidace katalyzované nékolika isoformami
UGT, v soucasné dob¢ je znamo 19 izoforem rozdélenych do tfi podrodin UGT1A, UGT2A
a UGT2B. Nachazi se vyhradné na membrané ER, kde katalyzuji glukuronidaci velké Skaly
endogennich a exogennich latek, maji hlavni roli pfi eliminaci bilirubinu, coZ je kone¢ny
(Chai a kol. 2019). Enzymy II. faze se nachazi pfedevSim v jatrech, stfeve, a ledvinach, tedy
stejnych tkanich jako enzymy 1. faze, coZ umoziuje ndvaznost chemickych reakcei zajistujicich

metabolismus 1é€iv (Chen a kol. 2012).

Lékové transportéry, nékdy oznacované jako enzymy III. fAze metabolismu, ovliviiuji
absorpci a exkreci Sirokého spektra strukturalné nepiibuznych xenobiotik skrz bunécnou
membranu. Podle zdroji energie mizeme efluxni transportéry rozdélit do dvou tfid: ATP
binding cassette (ABC) transportéry, které utilizuji energii vzniklou hydrolyzou
ATP a transportéry organickych kationtii (organic cation transporters, OCT) a polypeptidy
transportujici organické anionty (organic anion-transporting polypeptides, OATP), které

vyuzivaji energii vzniklou jako dusledek gradientu protona (Chen a kol. 2012).

Z vyse uvedeného vyplyva, ze enzymy I. a II. faze spolu s transportéry 1éCiv vytvari
komplexni defenzivni systém, ktery eliminuje xenobiotika a toxické metabolity z lidského téla,
brani jejich kumulaci a podili se na udrZzeni homeostazy, jsou tedy zasadni pro ochranu
organismu (Pavek a kol. 2005, Chen a kol. 2012). Proto jsou tak vyznamné zmény v expresi
genll biotransformacnich enzym a transportnich proteini zapticinéné ovlivnénim nuklearnich
receptord, které pravé transkripci téchto genti ¥idi. Hlavni podil na regulaci transkripce DMEs
maji nuklearni receptory pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor
(CAR). Pokud je xenobiotikem 1é€ivo zplsobujici aktivaci receptorit PXR nebo CAR, miize
dochazet ke zméndm v expresi biotransformaénich enzyml, coZz vede k ovlivnéni
farmakokinetickych, ptipadné farmakodynamickych vlastnosti spolu podaného léciva. Samo
lécivo mize ovlivnit i svou vlastni eliminaci (Pavek a kol. 2005). Diisledkem jsou Casté 1€kové
interakce mezi 1éCivy ale i mezi 1éCivy a prirodnimi latkami vyskytujicich se v potraveé nebo
v dopliicich stravy. Tyto interakce vedou k synergistickému nebo antagonistickému plisobeni

u jednoho nebo obou 1é€iv, ovlivni odpovéd’ organismu na lécivo, jeho toxicitu a eliminaci nebo
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zpuisobi novy ucinek, ktery neni pozorovan, pokud jsou léCiva podéna oddé€lené

(Chen a kol. 2012).

3.2 Nuklearni receptory

Nadrodina nuklearnich receptorti (NR) tvoii jednu z nejpocetnéjsich tiid transkripEnich
regulatorti, sdruzuje vice nez 50 ¢lend a podili se na kontrole a regulaci funkei tak odlisnych
jako je reprodukce, diferenciace, vyvoj, metabolismus a homeostaze. Jsou to ve vétsing ptipadi
ligandem aktivované transkripéni faktory, které reguluji fyziologické procesy indukci
transkripce cilovych genli. Mezi endogenni ligandy NR patii steroidni hormony jako estrogeny,
glukokortikoidy, progesteron, mineralokortikoidy, androgeny, vitamin D, oxysteroly, Zlucové
kyseliny, dale retinové kyseliny (vSechny trans a 9-cis isoformy), thyroidni hormony, mastné

kyseliny, leukotrieny a prostaglandiny (Duarte a kol. 2002, Garcia a kol. 2018).

Clenové nadrodiny NR hraji také kli¢ovou roli v detekci a reakci organismu
na xenobiotika jako jsou lé¢iva a environmentalni latky, jejichZ expozice ma vyznamny vliv
na lidské zdravi. Xenobiotika ovliviiuji transkripci fady genil exprimovanych v mnoha tkanich
a organech jako jsou jatra, ledviny, tenké stfevo, plice, mozek, placenta a slinivka,
a tak ovliviiuji 1 svlij vlastni metabolismus a exkreci. Toto pusobeni na Urovni genové
transkripce je zprostiedkovano ovlivnénim pravé NR (Tolson a Wang 2010). Xenobioticka
odpovéd’ predstavuje komplexni skupinu chemickych reakci zaméfenych na inaktivaci
a eliminaci cizorodych latek, potlaceni jejich toxického plisobeni a regeneraci jimi
poskozenych tkani. Tato odpovéd serovnéz tyka toxickych produkti metabolismu

endogennich latek (Chai a kol. 2019).

NR jsou farmakologicky zajimavymi cilovymi strukturami pii vyvoji novych 1écCiv,
a to jednak diky svym ligandiim — malym molekuldm, jejichZ chemicka struktura se da snadno
modifikovat, a jejich kontrolni funkci v fad€ fyziologickych procest, které jsou vlivem

patologickych jevl €asto naruSeny (Duarte a kol. 2002, Garcia a kol. 2018).

Jako prvni lidsky NR byl za pouziti klasického endokrinologického pfistupu izolovan
glukokortikoidni receptor (GR). Brzy poté byly identifikovany dalsi endokrinni receptory jako
estrogenni receptor (ER) a receptor hormont §titné zldzy (TR). Pro tuto subrodinu NR
je typicka relativné kompaktni ligand vazajici doména (LBD) a schopnost véazat s vysokou

afinitou specifické endogenni ligandy v nanomolarnich koncentracich (Tolson a Wang 2010).
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Diky strukturdlni podobé na cystein bohaté DNA-vazajici domény, kterou sdili téméf vSechny
NR, doslo prohledavanim genomovych knihoven k objevu novych NR. Takto byla objevena
i skupina proteint s podobnou zékladni strukturou, ale bez znamych endogennich ligandd, jenz
byla oznacena jako sirotci ,,orphan® receptory a tvofi druhou subrodinu NR. Mnozstvi NR
,bez ligandu® (tvofi asi 60 % zndmych NR), zpisobilo posun od klasické endokrinologie
k tzv. reverzni endokrinologii, kde misto hledani receptorti k purifikovanym hormontim, jsou
rozpoznavany nové ligandy jiz znamych receptort. Ty NR, ke kterym byl takto ligand ptifazen
jsou oznacovany jako ,,adopted — adoptované. Na rozdil od klasickych endokrinnich receptort
se sirot¢i NR vyznacuji velkym mnozstvim lipofilnich ligandti vazanych s nizkou afinitou

v mikromolekularnich koncentracich (Tolson a Wang 2010).

Pozoruhodné také je, ze vétSina ligandi sirotCich nebo adoptovanych receptort jsou
xenobiotika zahrnujici 1é¢ivé latky, karcinogeny, potravinaiska aditiva, pesticidy
a environmentalni polutanty. Nekteré NR funguji pravé jako senzory takovych xenobiotik
a toxickych metabolitli endogennich i exogennich latek. Mezi tyto xenosenzory, jak jsou ¢asto
oznacované, patii farnesoidni X receptor a (FXRa nebo NR1H4), liver X receptor (LXR),
peroxisome proliferator activation receptors (PPARSs), pregnanovy X receptor (PXR, také znam
jako steroid X receptor SXR nebo NR112), konstitutivni androstanovy receptor (CAR nebo
NRI1I3), nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) a arylhydrokarbonovy receptor
(AhR). Je tfeba zminit, ze AhR do rodiny NR nepatfi, svou strukturou se fadi k proteinim

s helix-loop-helix uspoiadanim (Pavek a kol. 2005, Tolson a Wang 2010).

3.2.1 Struktura nuklearnich receptoru

Nukleédrni receptory si jsou strukturné velmi blizké a sdili charakteristické uspotadani
jejich molekuly. Ta se skladd z ligand-vazajici domény (LBD) na C-konci, DNA-vazajici
domény (DBD) na N-konci, dvou transaktiva¢nich domén — aktivaéni funkce 1 (AF-1) a 2 (AF-
2) a spojovaci struktury viz Obr. 1 (Chen a kol. 2012). LBD vytvafi jakousi kapsu, ve které
dochazi k nekovalentni interakci ligandi (hormont, xenobiotik) na zdklad¢ jejich chemické
struktury s aminokyselinovymi skupinami LBD. U CAR i PXR je tato doména vétsi
a flexibilngjsi, coz zplsobuje niZsi substratovou specifitu téchto receptorii a umoziuje vazbu
Sirokého spektra strukturdlné odliSnych sloucenin, v nékterych piipadech mohou byt ligandy
obou receptori shodné nebo strukturné velmi podobné. DBD umoziiuje vazbu nuklearniho

receptoru na specifickou sekvenci nukleotidii oznacovanou jako responzivni element (RE)

14



v promotorové oblasti cilovych genii. DBD tedy urCuje, u kterych genti dojde k indukci

transkripce pisobenim dané¢ho nuklearniho receptoru (Pavek a kol. 2005, Garcia a kol. 2018).

Transaktivaéni domény navadi transkripcni koregulatory k promotorim cilovych geni.
Domény AF-1 jsou na ligandu nezavislé a nachazi se pobliz N-konce molekuly, zatimco AF-2
domény jsou na ligandech zavislé a nachazi se bliz C-konci. Mezi koaktivatory a regulacni
transkripéni faktory se fadi transcriptional intermediary factor 2 (TIF2), koaktivatory
steroidnich receptort (steroid receptor co-activators, SRCs) a P300/CBP-associated factor

(PCAF) (Chen a kol. 2012).

rrrrr

(RXRa/B/y) viz Obr.1. Takto vznikly heterodimer vykazuje vyss$i afinitu, s jakou se NR vazi
na DNA. Nejcast¢jsi je podtyp RXRa, ktery je dominantni ve vétSin€ tkani, heterodimery vSak
vytvari vSechny tfi, tj. i RXRB a RXRy (Garcia a kol. 2018, Pavek a kol. 2005).
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(A) NR-Schematic domain structure.

Car) [ pBD | H LBD @) c

7
|
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Obr. 1

(A) Primarni proteinova struktura nuklearnich receptorii: AF-1 — aktivacni funkce 1;
DBD — DNA binding domain; H — spojovaci struktura; LBD — ligand binding domain; AF-2 —
transaktivacni funkce 2

(B) Model regulace genové exprese Zlucovych Kkyselin zprostiedkované nuklearnimi
receptory. Nuklearni receptory aktivované zlucovymi kyselinami nebo xenobiotiky piisobi
pievazné jako heterodimery s retinoidnim X receptorem o (RXRa) a reguluji genovou
transkripci.

FXRE, FXRa responsivni element; XREM, xenobioticky responsivni element; DR, direct
repeat; ER, everted repeat; IR, inverted repeat

Prevzato z: Garcia a spol. 2018

3.3 Konstitutivni androstanovy receptor

Plvodné izolovany jako sirotéi receptor v roce 1994 a pojmenovan MB67, CAR
je primarn€ exprimovan v jatrech a tenkém stfevé, v jinych tkanich se vyskytuje jen omezené
(Chen a kol. 2012). Na zéklad¢ struktury byl CAR zafazen do podskupiny 1 podrodiny
1 nukleédrnich receptori spolu s PXR a VDR (Hernandez a kol. 2009). V poslednich 15 letech

si upevnil své postaveni jako klicovy regulator metabolismu xenobiotik fidici transkripci
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enzymu a transportér dulezitych pro metabolismus a eliminaci 1é¢iv a 1ékové interakce. Vliv
ma i na metabolismus endogennich latek jako jsou steroidy, zlucové kyseliny, vitamin D,

hormony §titné zlazy a bilirubin (Molnar a kol. 2013).

CAR je jedine¢ny v ramci rodiny NR diky své schopnosti byt konstitutivné aktivni
za nepiitomnosti piimo se vazicich ligandd, ale zaroven si zachovava moznost byt aktivovan

nebo inhibovan riznymi pfimymi i nepfimymi chemickymi modulatory (Cherian a kol. 2015).

Pro svou aktivaci nevyzaduje CAR navazani ligandu, snadno tvofi heterodimery s RXR,
které cili na responzivni elementy retinoveé kyseliny (retinoic acid response elements, RARESs)
v promotorovych oblastech cilovych genli (Chen a kol. 2012). V roce 1998 byla identifikovana
prvni tiida ligandi CAR, kterd zahrnuje androstanol a androstenol. Tyto slouceniny byly
charakterizovany jako inverzni agonisté, potlacuji konstitutivni aktivitu CAR in vitro. Velky
pokrok v pochopeni fyziologickeé role CAR pftiSlo pfi poznani, ze aktivace CAR fenobarbitalem
(PB) a jemu podobnymi induktory (angl. PB-like inducers) je spojena s indukci gent z rodiny
CYP2B. Tento objev nasledovalo velké mnozstvi studii zjistujicich roli CAR v detoxifikaci
a exkreci xenobiotik. Induk¢ni ptisobeni CAR na CYP2B bylo definitivné potvrzeno pouzitim
CAR , knockoutované¢ho* (tj. geneticky upraveného modelu bez exprese CAR) mySiho modelu

(Chai a kol. 2019).

Podobné jako PXR funguje i1 CAR jako chemicky senzor a reguluje Siroké spektrum
hepatalnich a intestinalnich biotransformac¢nich enzymu faze I (CYP3A4, CYPB6, CYP2Cs
a CYP2AO6), faze 11 (UGTs, GSTs SULTS) a detoxifika¢ni I€kové transportéry (multidrug
resistence protein MDR1, zndm také jako P-glykoprotein nebo ABCB1, multidrug resistence-
associated proteins, MRPs a OATP2) (Wang a kol. 2012). CAR navic také spolupracuje s PXR
pti reakci na xenobiotika. Oba receptory rozpoznavaji podobné responzivni elementy a sdili
vyznamné mnoZzstvi cilovych geni. Nicméné diky skutecnosti, Ze CAR dokéaze indukovat
expresi cilovych genili nezdvisle na navadzani ligandu, reguluje metabolismus xenobiotik

odlisnym zpiisobem nez PXR (Chai a kol. 2019, Chen a kol. 2012).

3.3.1 Regulace transkripce CAR

Zatimco rychla odpovéd’ na xenobiotika je zprostfedkovana aktivaci a translokaci CARu
do jadra, dlouhodoba ochrana zprostfedkovana CAR mtiZe byt zvySena transkripéni up-regulaci
samotného genu CAR. Mnoho I1éCiv, latek vyuzivanych v piirodni medicin€ nebo

environmentalni polutanty zptsobuji zvysSeni exprese CARu. Za téchto okolnosti se zda byt
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AhR nadtfazenym transkripénim faktorem, ktery pozitivné reguluje CAR. Také glukokortikoidy
(naptf. dexamethason) efektivn¢ indukuji expresi CAR v lidskych hepatocytech
v nanomoléarnich koncentracich. Distalni glukokorikoidni responzivni element (distal
glucocorticoid response element, GRE) byl nalezen v promotoru genu CAR, coZ naznacuje,
ze je CAR cilovym genem pro glukokortikoidni receptor (GR). Hormony $titné zlazy jsou
schopny pomoci aktivace thyroidniho receptoru (TR) indukovat expresi CARu
za fyziologickych koncentraci. Trans retinova kyselina, metabolit vitaminu A, také stimuluje
expresi medidtorovéu RNA kodujici CAR pies receptor retinové kyseliny (retinoic acid
receptor, RAR). Endogenni hormony a metabolity se zdaji byt velmi dileZitymi pro udrzeni

bazalni exprese CARu (Cherian a kol. 2015, Molnar a kol. 2013).

Nekolik studii také ukazuje vysokou indukovatelnost CARu v zéavislosti na hladovéni
nebo pfisunu potravy u experimentalnich hlodavct. Hladovénim navozena indukce CARu
je zprostiedkovana primarné skrze hepatocyte nuclear factor 4o (HNFa) a PPARa. Zatimco
hladovéjici u tzv. ,,divokych (angl.. wild type) mysi zpiisobi zvySeni exprese mRNA CARu
v porovnani s mySmi s pfistupem k potravé, u hladovéjicich HNF4a nebo PPARa
knockoutovanych mysi (tj. geneticky manipulovanych mySich kment bez téchto NR) k takové
odpovédi téméf nedochazelo. Byly nalezeny responsivni elementy pro HNF40 a PPAR«
v promotorové oblasti genu pro CAR naznacujici, ze se HNF4a a PPARa piimo vazi
na promotor genu koédujici CAR a indukuji jeho expresi. Je mozné ze na expresi CAR,
a tak 1 jeho cilovych genii, ma vliv diurnélni i cirkadidIni rytmus. Dal§im mechanismem fidicim

expresi CAR by mohl byt 1 gene tzv. silencing zprostiedkovany microRNA (Yan a kol. 2014).
3.3.2 Mechanismus aktivace CAR

Aktivace CARu, na rozdil od vétSiny ostatnich NR, miize probihat dvéma zptsoby,

pfimo a nepfimo. Prima cesta aktivace vyzaduje navazani ligandu LBD a vznikly komplex

translokuje do jadra. Naproti tomu mechanismus nepiimé aktivace zahrnuje ne pfili§
prostudovanou kaskadu, kdy neaktivovany CAR, ktery tvofi v cytoplazmé komplex
s cytoplasmatickym CAR vézajicim proteinem CCRP a heat shock proteinem HSP9O,
podstupuje bez vazby ligandu defosforylaci fosfatdzou 2A (PP-2A) a nasledné translokuje
do jadra. Zde se CAR véaze na responzivni sekvenci (CAR-RE) v promotorové oblasti
regulovanych genti, to zpusobi aktivaci RNA polymerdzy a spusSténi transkripce (Pavek
a kol. 2005, Chen a kol. 2012, Wang a kol. 2012). V obou piipadech dochézi k heterodimerizaci
s RXR. Aktivace CAR je tedy komplexnim procesem zahrnujicim vazbu agonisty

a koaktivatort, disociaci korepresort, translokaci do jadra, heterodimerizaci s RXR a navdzani
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na promotorovou oblast DNA, teprve pak dojde k indukci genové exprese (Chen a kol. 2012)
(viz Obr. 2).

PB TCPOBOP
A\ 1
Cytosol ” + ﬂ:ﬁ; "
ligand-independent CAR
activation PP2A PP2A Qc
D
CAR CCRP

Nucleus +

CYP2A4

sy » Biological
UGT2BI Functions
MRPI

Obr. 2

Schematické zobrazeni aktivace CAR. Neaktivni CAR se nachazi v cytosolu v multi-
proteinovém komplexu slozeném z CAR cytoplasmic retention protein (CCRP) a heat shock
protein 90 (Hsp90). Po navadzani ligandu TCPOBOP se do komplexu véaze i fosfatdza PP2A,
ktera katalyzuje defosforylaci Ser202 v molekule CAR, coz vede k translokaci CAR do jadra.
Fenobarbital, aktivator, ale nikoli ligand CAR aktivuje PP2A pies zatim neobjasnény
mechanismus, a tak zvySuje translokaci CAR do jadra na ligandu nezéavislou cestou. V jadie
dochazi k heterodimerizaci CAR s RXRa, navazdnim CAR-DBD na responzivni element
ptitomny v promotoru cilového genu a vazbé koaktivatora.

Zkratky: CAR, konstitutivni androstanovy receptor; CCRP, cytoplasmic retention protein; CYP,
cytochrom P450; GST, glutathion-S-transferdza; Hsp90 heat shock protein 90; MRPI multidrug
resistence-associated protein; PB, fenobarbital; PPA2, fosfataza 2A; RE, responzivni element;
TCPOBOP, 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen; UGT, UDP-glukuronosyltransferdaza; RXR,
retinoid X receptor.

Prevzato z: diMassi a kol. 2009
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3.3.3 Ligandy konstitutivniho androstanového receptoru

Na rozdil od jinych nukledrnich receptori, jako FXRa a PXR, se dlouho myslelo,
ze CAR nema zadny endogenni ligand. Ve skutecnosti je regulovan mnozstvim endobiotik
véetné steroidl (androstany, estrogeny a progestiny) a metabolitti zZlucovych kyselin. Afinita
téhto endogennich ligandii ke CAR receptoru je vSak velmi nizka. Také klinicky pouzivana
léciva, pesticidy, flavonoidy obsazené v potravé a polyfenoly vzniklé metabolizaci alkoholu
(viz Tab.1) jsou modulatry CARu, coz z néj déla kli¢ového hrace pii metabolismu xenobiotik

a zvladani bunécné toxicity (Molnar a kol. 2013).
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Tab. 1 Vybrané ligandy nebo aktivatory CAR

Latky Efekt na lidsky CAR Reference
Steroidy
Androstan-3a-ol a androsten-3a-ol IA (h>m) Dau a kol. 2013
3,17B-Estradiol a 17a-ethinylestradiol IA (h), A (m) Dau a kol. 2013
5B-Pregnanedione A (h), IA (m) Maglich a kol. 2003
Pesticidy
Pyrethroidy (permetrin, cypermetrin) A Kiiblbeck a kol. 2011
Karbamaty (benfuracarb) A Abass a kol. 2012
Organochloriny (methoxychlor, PCB153, o,p - A Kiiblbeck a kol. 2011
DDT)
Léciva
Klotrimazol IA nebo A Jyrkkarinne a kol. 2008
Lynch a kol. 2012
Meklizin IA nebo neaktivni Huang a kol. 2004

Artemisinin a nékteré derivaty
Karbamazepin
Nevirapin
Fenytoin
Ptirodni polyfenoly
Flavonoidy nachazejici se v jidle (chrysin)

Flavonoidy vznikajici z alkoholu (kys. ellagova)

Plastizatory
Triarylfosfaty
Di(2-ethylhexyl)ftalaty

Syntetické latky
TCPOBOP
CITCO
Flexibilni diarylové slouceniny (FL81)
Thiazolidin-4-ony
Sulfonamidy
PK11195

S07662

A
A
A
Aktivator nebo A

A
A pro hCAR2

Burk a kol. 2012
Faucette a kol. 2007
Faucette a kol. 2007
Kiiblbeck a kol. 2011

Yao a kol. 2011
Yao a kol. 2011

Jyrkkirinne a kol. 2008
DeKeyser a kol. 2009

Tzameli a kol. 2000
Maglich a kol. 2003
Kiiblbeck a kol. 2011
Kiiblbeck a kol. 2011
Kiiblbeck a kol. 2011
Kiiblbeck a kol. 2011
Lynch a kol. 2012
Kiiblbeck a kol. 2011

A, agonista; A, inverzni agonista; h, lidsky CAR; m, mys§i CAR; PK11195, ischinolinkarboxamid; S07662, 1-

[(2-methylbenzofuran-3-yl)methyl] 3-(thiofen-2-ylmethyl)urea,

Prevzato z Molnar a kol. 2013
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TCPOBOP, 1,4-  bis[2(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene a CITCO  6-(4-
chlorophenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5-carbaldehydeO-(3,4-dichlorobenzyl)oxime jsou
ligandy CAR, ktery aktivuji pfimo vazbou na LBD mysiho nebo lidského CARu. Aktivita CAR
mize byt také modulovana tzv. nepfimymi aktivatory (paracetamol, bilirubin, PB, fenytoin
a 6,7-dimethylsculetin), kteti stimuluji nuklearni translokaci CAR a expresi jeho cilovych genti

bez ptimé vazby na LBD (Molnar a kol. 2013).

Na rozdil od jinych NR, ktefi obsahuji 5 proteinovych domén, se CAR sklada pouze
ze 3 domén — DBD, spojovaci ¢ast a LBD s dimeriza¢ni a transaktiva¢ni funkci. To by mohlo
z Casti vysvétlovat nékteré jedinecné vlastnosti CAR, véetné jeho konstitutivni aktivity. Kapsa
LBD je mens$i a méné flexibilni, neZ je tomu u PXR a zfejm¢ z tohoto diivodu je CAR méné

promiskuitni (Hernandez a kol. 2009).

[ pres nekolik spolecnych charakteristik mezi lidskym a hlodavéim CAR, jako
je nuklearni translokace po administraci fenobarbitalu (PB) a vazbé na PBREM (phenobarbital
response element), mezi nimi existuji rozdily. Naptiklad CITCO je silnym lidskym, ale nikoliv
mysim agonistou CAR. Phenobarbital-like inducer TCPOBOP je nejsiln€j$im zndmym mysSim
ligandem, ale u lidi ani u potkant k aktivaci nedochazi. Stejn¢ tak mysi inhibitory jako jsou
androstenol a progesteron nesnizuji aktivitu lidského CAR (Chen a kol. 2012). Byly takeé
objeveny rtzné izoformy lidského CAR (hCAR) na bazi transkripcnich variant, nékteré
konstitutivné aktivni, zatimco jiné jsou aktivovany vyhradné navazanim ligandu. U hlodavct
nebyly tyto varianty CAR objeveny, a proto nemusi data ziskand studiem standardnich
hlodavc¢ich modelti dostatecné ptesné reflektovat vlastnosti lidského CAR (Chen a kol. 2012,
Cherian a kol. 2015).

3.3.4 Funkce konstitutivniho androstanového receptoru v organismu

CAR v regulaci 1é¢iva metabolizujicich enzymi a efluxnich transportéru

V pribéhu evoluce si organismy vyvinuly obranné mechanismy, aby zabranily
akumulaci toxickych xenobiotik a endogennich metabolit. Zvlasté eliminace lipofilnich latek
vyZaduje biotransformaci na hydrofilnéj$i slou¢eniny pro usnadnéni jejich exkrece. Tuto funkci
zajistuji DMEs I. a Il. fdze a transportni proteiny a exprese vétSiny z nich je indukovatelna.
Mechanizmus této indukce byl objasnén az po objevu PXR a CAR, které jsou povaZzovany
za hlavni biotransformacni regulatory a spolupracuji pti formovani odpovédi organismu

na xenobiotika (Qatanani a Moore 2005, Gao a Xie 2010).
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Za primarni cilovy gen CARu je povazovan CYP2B6. Responzivni elementy toho genu,
které vazi aktivovany CAR, jsou také schopny vazat PXR, a tak mize byt tento enzym
regulovan obéma receptory. CYP2B6 je dulezitym enzymem I. fize metabolismu, nicméné
v porovnani s CYP3A4 a jeho schopnostmi metabolizovat §iroké spektrum 1é¢iv a xenobiotik
je méné vyznamny. I piesto, Ze CYP3A4 je hlavné regulovan PXR, mize jeho expresi zvysit
i aktivovany CAR. Mnoho dalSich biotransformac¢nich enzymdi, zejména rodina cytochromui
CYP jmenovité CYP3A, CYP2B, CYP2C a CYP2H jsou také regulovany CAR i PXR
viz Tab. 2 (Cherian a kol. 2015).

Vliv aktivovaného CAR lze demonstrovat naptiklad podanim PB a TCPOBOP CAR ™~
mySim (CAR ,knockoutovanym® mysim), které ale nevedlo k indukci Cyp2b10 ani mnoha
dalSich enzymi faze I a II a l€ékovym transportérim. Dalsi studie identifikovali cis-element
ER8 motiv nachéazejici se v blizkosti CAR-responzivniho elementu v promotoru CYPIAI.
Tento ER8 motiv je ve vysoké mife zakonzervovan napfi¢ zivo¢iSnymi druhy a zajistuje
vazebné misto pro CAR/RXRa heterodimer, spoustéjici transkripci gentt CYP1Al a CYP1A2
v lidskych hepatocytech (Chen a kol. 2012).

UGT1A1l byl prvni UDP-glukuronyltransferazou identifikovanou jako cilovy
gen CARu, ktery se vdze na distalni phenobarbital responce enhancer module (gtPBREM)
v promoterové oblasti UGTIAl. Vyznamné se podili 1 na regulaci sulfata¢nich
enzymi — PB a TCPOBOP zvysuji expresi SULT1C1, SULTIE1 a SULT2A1 u normalnich
(tj. wild-type) mysi ale ne u CAR”™ mysi. Déale byla pozorovana u transgennich mysi
s konstitutivné aktivovanym CAR zvysSena exprese SULT1A4 a SULT2A, jenz jsou esencialni
pro detoxifikaci zluCovych kyselin. Brzy poté nasledovalo zjisténi, ze 1 nékteré dalsi klicové
enzymy II. faze metabolismu vcéetné UGTs (UGT1Al, UGT1A3, UGT1A6, UGT1A9
UGT1A10 a UGT2B36) a GST (GSTAI a GSTA2) jsou také regulovany CAR. V8echny tyto
poznatky vedou k potvrzeni funkce CAR jako globédlniho reguldtora biotransformacnich
enzymi II. fize metabolismu jak v lidském organismu, tak i u mnoha dalSich obratlovcl

(Chen a kol. 2012).

CAR je hlavnim reguldtorem metabolismu paracetamolu (acetaminofenu), velmi
roz$ifeného analgetika a antipyretika. Paracetamol je hepatotoxicky ve vysokych davkéach
a CAR reguluje expresi mnoha DMEs a lékovych transportérti, ktefi pfispivaji ke zmirnéni
paracetamolem indukované hepatotoxicity, vcetn¢ basolaterdlnich lékovych transportérti
MRP2, MRP3 aMRP4, které vylucuji metabolity paracetamolu zbunck. Zajimavé

je, ze CAR™ mysi jsou vice odolné vii¢i hepatotoxicité navozené paracetamolem nez normalni
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(wild type) mysSi. Paracetamol sdm o sob€ neni hepatotoxicky, ale jeho metabolit z prvni faze
N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI) jiz vykazuje toxické piisobeni. K jaternimu poskozeni
vSsak dochdzi pouze po depleci intracelularnich zasob glutathionu a metabolity z 1. faze
nemohou byt pfevedeny na inaktivni metabolity II. faze pravé vazbou na glutathion. U CAR ™~
mys$i, které postradaji xenosenzor CAR, ktery iniciuje metabolizaci paracetamolu, ke vzniku

a kumulaci toxickych meziprodukt nedochazi (Chen a kol. 2012, Hernandez a kol. 2009).
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Tab. 2 Regulace lé¢iva metabolizujicich enzymi a lékovych transportéri nukleiarnimi
receptory PXR a CAR, kter¢ jsou spojeny s metabolismem a transportem xenobiotik a analyza

jejich koexprese pti nddorovém onemocnéni prostaty u lidi.

Tiida Gen Receptor Koexprese pii tumoru prostaty u lidi
CYPI1Al CAR Ano (r=0.18, p=0.00084)
CYP1A2 CAR Ano (r=0.12, p=0.028)
CYP2A4 CAR NA
CYP2A6 PXR Ano (r=0.16, p=0.0029)
CYP2B1/2 CAR/PXR NA
CYP2B6 CAR/PXR Ne pro PXR ani CAR
CYP2B10 PXR/CAR NA
Ano pro CAR (r=0.14, p=0.011) a PXR
CYP2C8 PXR/CAR (r=0.13, p=0.016)
Ano pro PXR (r=0.12, p=0.023), ale ne
CYP2C9 PXRICAR 0 CAR (r=0.09, p=0.095)
Ano pro CAR (r=0.31, p=3.2¢-08) a
Léciva metabolizujici enzymy CYP2CI9 PXR/CAR PXR (r=0.47, p=0)
I. faze metabolismu CYP2C29 CAR NA
CYP2C37 CAR NA
CYP3A2 PXR NA
Ano pro PXR (r=0.24,p=8.7¢-06) a
CYP3A4 PXR/CAR AR (1=0.18, p=0.00084)
CYP3A7 PXR Ano (r=0.21, p=1e-04)
CYP3A1l PXR/CAR NA
CYP3A23 PXR NA
CYP4F12 PXR Ano (1=0.34, p=T7e-11)
CYP7A1 PXR Ano (r=0.16, p=0.0024)
AKRI1C1/2 PXR Ne
ALDHI1 PXR/CAR NA
AKRI1B7 PXR/CAR NA
UGTI1Al CAR/PXR NA
UGT1A3 PXR NA
UGT1A6 PXR/CAR NA
UGT1A9 PXR/CAR NA
UGT2BI CAR NA
Léciva metabolizujici enzymy UGT2B3 PXR NA
II. fize metabolismu oA o Izflo pro PXR (r=0.13, p=0.017), ale ne
SULT2A1 PXR/CAR pro CAR (p>0.05)
SULTIE1 PXR/CAR Ne pro PXR ani CAR
SULT2A2 PXR/CAR NA
SULT1A1 PXR Ne pro PXR ani CAR
SULTI1BI1 PXR Ano (r=0.33, p=1.6e-10)
Ano pro PXR (r=0.14, p=0.0082) ale ne
MDRI PXRICAR 110 CAR (p>0.05)
MRP1 CAR NA
Lékové transportéry MRP2 PXR/CAR NA
MRP3 PXR/CAR NA
MRP4 CAR NA
SLCO1A4 PXR NA

(r, korelacni koeficient, NA neni dostupné ze setu zkouSenych dat).

Modifikovano dle: Chen a kol. 2012
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CAR a homeostiaza hormonii $titné Zlazy a steroidnich hormoni

Latky patfici mezi androstany byly prvnimi identifikovanymi inverznimi agonisty
CARu. Avsak pro potlaceni aktivity CAR je potieba mikromolarnich koncentraci androstand,
coz je koncentrace, které za fyziologickych podminek neni v krevnim ob&hu dosazeno. Hlavni
prekurzor androgent a estrogend, dehydroepiandrosteron (DHEA), je pfimym aktivatorem
CAR u mysi a vysledkem jeho vazby je hromadéni CARu v jadfe a zvySena transkripcni
aktivace jeho cilovych gent. Estrogeny se na CAR vazi s nizkou afinitou a zvysSuji translokaci
CAR do jadra obdobné¢ jako jiné CAR aktivatory. Nicméné panuje shoda, Ze endogenni hladina
estrogenu v téle Zen mize byt ptilis nizka, aby ovlivnila CAR. Vysoké koncentrace estrogent,
ke kterym dochéazi béhem tchotenstvi, uz ale jsou dostatecné pro aktivaci CAR a indukci
exprese CYP2B6. ZvySena koncentrace estradiolu a progesteronu béhem té¢hotenstvi miize hrat
roli v gluk6zové toleranci a inzulinové rezistenci zprostiedkované CAR receptorem

(Cherian a kol. 2015).

Androgeny, estradiol a jejich metabolity podléhaji v rdmci jejich metabolického
rozkladu a exkrece sulfataci zprostiedkované SULTs a glukuronidaci skrze UGT enzymy.
Mnoho z téchto metabolickych enzymi faze II jsou cilovymi geny CAR. Také hladiny hormoni
Stitné z1azy mohou byt ovlivnény xenobiotiky skrz aktivaci CAR, a to diky pfimému vlivu CAR
na jejich syntézu. Metabolismus a clearence steroidnich hormonti je tizce spjata s expresi
a aktivaci CAR vice nez s jinymi receptory. Tyto souvislosti byly z vétsi ¢asti pozorovany
u hlodav¢ich modeld, je tedy na misté obezietnost pti rekapitulaci téchto poznatki u ¢lovéka.
Nicméné ovlivnéni CAR mutize byt divodem pro klinicky pozorované zmény fyziologickych

procest a naruseni endokrinnich funkci zplisobenych xenobiotiky (Cherian a kol. 2015).

CAR a homeostaza Zluc¢ovych kyselin

vvvvvv

k cholestaze a hepatadlnimu poSkozeni. Sekrece zIuci je také diilezitou cestou pro eliminaci
velkych hydrofobnich metabolitii endobiotik a xenobiotik véetné mnoha konjugatti s vysokou
molekularni hmotnosti. CAR hraje dileZitou roli pii detoxifikaci hydrofobni litocholové
kyseliny (LCA), kterd zahrnuje hydroxylaci skrze CYP3A, sulfataci prostfednictvim
SULT2AI, glukuronidaci pomoci UGT1AI a interakci s MRP2 a MRP3 pfi exkreci do Zluce.
Vsechny tyto enzymy jsou indukovatelné aktivovanym CAR. Na fizeni homeostazy Zlu¢ovych
kyselin se podili zejména tii dalsi NR — FXR, PXR a VDR, coZ dokazuje komplexnost
a provazanost celého systému cirkulace zlucovych kyselin. Potvrzeni funkce CAR dokazuje
vy$$i ndchylnost mysi bez CAR k hepatotoxicité navozené LCA neZ u normalnich (wild type)
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mysi a desitky let trvajici terapeutické uzivani PB k mirnéné pruritu, coz je vedlejsi efekt
zvySenych sérovych hladin zlu¢ovych kyselin spojovanych s hepatalni cholestazou (Qatanani a

Moore 2005, Cherian a kol. 2015).

CAR a regulace eliminace bilirubinu

vvvvvv

krokem v katabolismu a reabsorbci hemu a jeji misregulace mize vést k chronické kumulaci
bilirubinu asociované se Zloutenkou. Bilirubin je lipofilni, prochazi HEB a jeho kumulace
v CNS muze vést az k fatalni encefalopatii. CAR mtize regulovat eliminaci bilirubinu indukci

UGTs a membranovych transportért, které zvysuji exkreci bilirubinu (Cherian a kol. 2015).

Prvnim voditkem k objeveni funkce CARu pfi exkreci bilirubinu bylo G¢inné podavani
PB pfi hyperbilirubinemii. Pozdéji se ukazalo, ze enzymy zodpovédné za vylucovani bilirubinu
jsou fizeny CAR a sam bilirubin je neptimym aktivatorem CAR, takze pti zvySenych hladinach
tohoto barviva dochdzi k adaptativni odpovédi s cilem ochranit organismus pied Skodlivymi
vlivy tohoto metabolitu. Zajimavé je, Zze hladiny CAR v jatrech novorozenci jsou relativné

nizké, coz miize hrat roli pti rozvoji novorozenecké zloutenky (Qatanani a Moore 2005).
CAR a metabolismus lipidi a glukézy

Az v nekolika poslednich letech se objevily studie zkoumajici, jak aktivace CAR
ovliviiuje metabolismus glukozy a lipidi. Aktivace CARu syntetickym agonistou TCPOBOP
zvySuje inzulinovou senzitivitu a zmirfuje steatozu jater u obéznich mys$i, kterym byla
podavana strava s vysokym obsahem tukt (high fat diet, HFD) i u téch s obezitou zptisobenou
deficienci leptinu. N¢kolik studii ukazalo, ze farmakologicka aktivace CARu vede ke snizeni
hladiny triglyceridii v jatrech, zatimco ztrata CARu zde zplsobuje jejich akumulaci. LXR-
SREBP cesta hraje centrdlni ulohu v jaterni lipogenezi transdukci genl podilejicich
se na biosyntéze mastnych kyselin a uptake lipidd. Interakce mezi CAR a LXR zplsobuje
vzéajemnou represi zprostiedkovanou kompetici o vazbu koaktivator. Vysledkem je potlaceni
exprese LXR cilovych genli, zahrnujici lipogenni geny jako Srebpl, Accl, Fas a Scdl
(viz Obr. 3) (Yan a kol. 2014).

CAR muze také ovlivnit biosyntézu lipidl pfes své cilové geny. Insulin-induced gene-
1 (Insig-1) je na endoplazmatické retikulum vazany cholesterolovy senzor, ktery pii nadbytku
sterolt potlacuje aktivaci sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs). CAR se vaze
na responzivni element v promotorové oblasti Insig-1 a pfimo indukuje jeho expresi

a tim zabrafiuje SREBP1 vstupu do jadra a indukci lipogennich genti. Sulfotransferaza 2B1b
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(Sult2B1b) je dalsim z CAR cilovych geni a inhibuje expresi genu Srebpl a hepatalni
lipogenezi enzymatickou deaktivaci LXR ligandd. Sult2B1b patii do podrodiny cytosolickych
sulfotransferaz, zpusobujicich sulfonaci oxysterolli, napi. 22-hydroxycholesterol, 24S-
hydroxycholesterol, 25-hydroxycholesterol, 27-hydroxycholesterol a 24,25-epoxycholesterol.
Tyto endogenni oxysteroly jsou potentnimi ligandy LXR. Diky sulfonaci se snizuje jejich
schopnost aktivovat LXR a tim dochdzi i k potla¢eni LXR-SREBP cesty. K TCPOBOP-
indukované redukci lipogennich genii nedochazi u Sult2B1b knockoutovanych mysi,
coZ potvrzuje ulohu tohoto enzymu. Specifickd experimentdlni stimulace exprese
(tzv. overexprese) enzymu Sult2B1b v jatrech zpisobena bud pfenosem adenoviry nebo
transgenné zmiriuje dyslipidémii u mysich modeli s diabetem. Deaktivujicim LXR ligandiim,
tedy produktim sulfonace jako 25-hydroxycholesterol-3-sulfat, je navic pfipisovan i pokles
v lipidové akumulaci a zadnétu. Sulfaty cholesterolu, které vznikaji pasobenim Sult2B1b, jsou
povazovany za potentni agonisty RAR-related orphan receptor a, RORa nuklearniho receptoru
viz. Obr 3. Inhibi¢ni piisobeni RORa na LXR by mohl byt dal$im divodem potlaceni exprese

(tzv. down-regulace) lipidové akumulace pti zvySené expresi Sult2B1b (Yan a kol. 2014).

CAR reguluje nejen lipidovy metabolismus, ale ma i dopad na jaterni metabolismus
gluk6ézy. Po podani TCPOBOP vykazovaly diabetické mysi lepsi glukézovou toleranci.
ZlepSeni glukézové tolerance se déje primarné diky potlaceni hepatalni glukoneogeneze,
nez kvili zvysené utilizaci glukozy v tukové tkani nebo v kosternim svalstvu, jak ukazuje studie
na hyperinsulinemickych-euglykemickych ob/ob (leptin deficientnich) mySich. Dva dulezité
enzymy glukoneogeneze, fosfoenolpyruvatkarboxykindza (PEPCK) a Glukéza -6-fosfataza
(G6Paza), jsou down-regulovany (jejich exprese je potal¢ena) aktivaci CAR. Pro vysvétleni
inhibi¢niho plsobeni CAR na glukoneogenezi bylo navrhnuto n€kolik modeld. V prvnim
modelu CAR kompetuje s faktorem forkhead box protein O1 (FoxO1) o vazbu na inzulinové
responzivni sekvenci (IRS) a s HNFa na promotorech genit Pepck a G6Pdzy. V druhém CAR
kompetitivné vaze koaktivatory HNF4a, a tak snizuje expresi jeho cilovych glukoneogennich
genil (viz Obr. 3). Transaktivace téchto genli zprostfedkovana HNF4a zavisi zejména na jeho
translokaci do jadra, ke které dochazi po acetylaci HNF4a. Sulfaty cholesterolu a Sult2B1b
dle nedavnych studii inhibuji glukoneogenezi pravé deacetylaci HNF4a, takZze stimulace

exprese Sult2B1b CARem muZe také hrat roli i pfi potlaeni glukoneogeneze (Yan a kol. 2014).

Insulinova rezistence je spojovana se zvySenymi plazmatickymi hladinami lipoproteind,
produkci very low density lipoprotein (VLDL) a plazmatickym low density lipoprotein (LDL).

Nasledné aterosklerotické zmény jsou zdvaznou pii€¢inou kardiovaskularnich komplikaci, které
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postihuji pacienty s diabetem 2. typu. Ukdazalo se, ze aktivace CAR snizuje sekreci VLDL
a plazmatickou koncentraci cholesterolu u apolipoprotein A-I (apoA-I) transgennich mysi
Castecné skrz supresi exprese apoA-I aLow density lipoprotein receptor u tzv. Ldlr
,knockoutovanych* (Ldlr-/-) mysi. Nadbyteény jaterni cholesterol mize byt eliminovan
ve formé soli zlucovych kyselin. Konverzi cholesterolu na soli zlu¢ovych kyselin, hydrataci
zlu¢ovych kyselin, jejich konjugaci a export fidi geny, které jsou v jatrech indukovany
v odpovédi na podani TCPOBOP. Ve stfevé je exkrece zluCovych kyselin zprostfedkovana
inhibici reabsorpéniho mechanismu enterohepatdlniho ob&hu Zlucovych kyselin,
pravdépodobn¢ inhibici LXR. HNF4a navic ovliviiuje i sekreci VLDL-C a homeostazi lipida.
Inhibicni efekt CARu na HNF4a by mohl vysvétlovat jeho ptfiznivy vliv na metabolismus
cholesterolu. Celkové aktivace CAR zmirfiuje rozvoj aterosklerotickych 1ézi a ma terapeuticky

potencial v prevenci kardiovaskuldrnich komplikaci diabetu (Yan a kol. 2014).

Ptestoze aktivace CARu snizuje plazmatické koncentrace cholesterolu, dochazi u genti
zapojenych do de novo biosyntézy cholesterolu vlivem aktivace CARu ke stimulaci. Pokud
vezmeme v uvahu, ze jaterni cholesterol je nachylnéjsi k tvorbé zluCovych soli, tak stimulace
jeho biosyntézy by mohla byt kompenza¢nim mechanismem pro udrzeni jaterni homeostazy
cholesterolu. Zajimavé je, Ze se pii de novo syntéze cholesterolu i triglyceridti uplatiuji stejné
transkripCni faktory, jako je SREBP, ale pouze syntéza cholesterolu se zda byt selektivné
zvysena. Vysvétlenim mize byt skutecnost, Ze lipogenni geny jsou také piimo regulovany
dalSimi nuklearnim transkripénimi faktory jako LXR a carbohydrate-responsive element-
binding protein (ChREBP), ovSem je tfeba jeSté¢ prozkoumat, jestli interakce (tzv. crosstalk)
mezi CAR a témito transkripnimi faktory je pfiCinou inhibi¢niho plsobeni na akumulaci
triglyceridll. Preferencni biosyntéza cholesterolu miize byt také vysledkem selektivni aktivace
SREBP2. Avsak je tieba jeSté stanovit, zda CAR a SREBP2 pii aktivaci cholesterolové
biosyntézy spolupracuji (Yan a kol. 2014).

Diky vzajemnému plisobeni CAR a transkripcnich faktord ovlivitujicich regulaci
glukoneogeneze a lipogeneze, aktivace CAR zmirfiuje hyperglykémii a dyslipidémii spojenou
s metabolickymi poruchami a zvySuje systémovou inzulinovou sensitivitu. Mechanismus,
jakym CAR téchto vysledkli dosahuje mize byt: (1) kompetitivni vazba na cis-acting elementy
nachdzejicich se v promotorovych oblastech cilovych geni; (2) ,,quenching® koaktivatorii
neboli soutézeni o né¢ (pozn. CAR kompetitivné vaze koaktivatory jin¢ho transkripéniho
faktoru); (3) indukce supresorovych genti, vedouci k pfimé inhibici danych transkripcnich

faktorti, deaktivaci prodiabeticky pusobicich agonisti nebo produkci anti-diabetickych
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substanci a ke zménam v metabolickém profilu. Dalsim pfinosem je pfenositelnost téchto
ovlivnéni metabolismu na potomky diky permanentnim epigenetickym zménam. CAR je tedy
potencialni terapeuticky cil pro prevenci a 1é€bu metabolickych onemocnéni. Nicméné
potencial stimulovat karcinogenezi jater (pozorovanou u hlodavci, nikoli vSak u lidi) a moZnost
lIékovych interakei by mohlo pfedstavovat piekdzku pro klinické vyuziti. Hlubsi pochopeni
mechanismu ptisobeni CAR a interakce s dalSimi transkripénimi faktory by mohlo pomoci tyto

prekazky piekonat (Yan a kol. 2014).

Lipogenic genes

Insig-1

Gluconeogenic genes

Obr. 3

Inhibi¢ni efekt CARu na gluk6zovy a lipidovy metabolismus.

CAR reguluje glukoneogenni a lipogenni geny kompetitivni vazbou na cis-acting elementy, quenching
koaktivatorii a/nebo indukci supresorovych genti (Sult2B1b a Insig-1).

Zkratky: CAR, konstitutivni androstanovy receptor;, FoxOl, forkhead box protein Ol; GRIPI,
glukokortikoid receptor-interacting protein 1 (také steroid receptor coactivator-2, SRC-2 nebo nuclear
receptor coactivator 2, NCoA-2); HNF4, hepatocyte nuclear factor 4, Insig-1, insulin-induced gene-1;
LXR, liver X receptor; PGCI, PPARy coactivator 1; RORa, RAR-related orphan receptors; SREBPI,
sterol regulatory ement-binding protein 1; SRCI, steroid receptor coactivator 1; Sult2BIb,
sulfotransferaza 2B1b.

Prevzato z Yan a kol. 2014
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3.3.5 Vliv CAR na nezadouci ucinky 1é¢iv a 1ékové interakce

Zatimco aktivace CAR a PXR je vSeobecné¢ vnimdna jako protektivni, mize diky
indukci detoxifika¢nich enzymt xenobiotiky dojit i k nepfiznivému ovlivnéni organismu
a nezadouci uéinky 1é¢iv (NU) jsou jednim z moznych dusledkd. Odhaduje se, e mezi
635 000 — 770 000 pacientti v USA kazdy rok méa zavazné NU a piiblizné 106 000 na nasledky
zemie. To ftadi NUna4. a6.misto viebficku nejéastéjiich pii¢in Gmrti v USA

(Hernandez a kol. 2009).

Soucasné studie odhaduji, Ze polymorfismus cytochromu P450 je pii¢inou 10-20 % NU,
nicménd skoro 50 % NU miize byt disledkem jinych fyziologickych a environmentalnich
faktori. Zahrnuta je 1 indukce P450, protoZe pfiblizné¢ 50-60 % IéCiv, nutraceutik a lé¢iv
rostlinného plvodu je metabolizovano CYP3A4 a 25-30 % je metabolizovano CYP2B6.
Primarnim mechanismem indukce téchto geni je aktivace CAR a PXR. Z toho vyplyva,
ze pokud identifikujeme latky (dopliiky stravy, environmentalni polutanty, latky vyskytujici
se na pracovisti, klinicky uzivana 1é¢iva), které aktivuji tyto promiskuitni nuklearni receptory,
budeme schopni predvidat NU zptisobené indukei cytochromu P450. Dle Wanga s kolektivem
(2012), PXR a CAR indukuji expresi CYP3A4, CYP2B6, CYP2C9 a CYP2C19, které jsou
zodpovédné za metabolizmus vice nez 80 % léCiv na piedpis, z cehoZ vyplyva, ze aktivace
téchto NR mtize vést k 1ékovym interakcim (drug-drug interactions, DDI), zptsobit nezadouci

ucinky léciv a prispét k zvysSeni mortality a morbidity (Hernandez a kol. 2009).

Lékové interakce zprostfedkované PXR a CAR se mohou projevit zvySenim toxicity
a snizenim terapeutické ucinnosti 1é¢iva. Napt. dudlni aktivator PXR i CAR, antiepileptikum
fenobarbital miize u mySiho modelu zptisobit paracetamolem vyvolanou hepatotoxicitu. Dalsi
studie ukdzala, Ze preadministrace mySiho PXR aktivitoru pregnenonkarbonitrilu (PCN)
mySim, u nich vyznamné zvysila paracetamolem indukovanou hepatotoxicitu. PXR a CAR
zprostiedkovana hepatotoxicita byla spojena s indukci CYP3A a tak i se zvySenou konverzi
paracetamolu na jeho toxicky metabolit NAPQI. Aktivace PXR a CAR mulze také vést
ke sniZeni terapeutického ti¢inku l1é¢iva. Velmi dobie popsanymi aktivatory lidského CAR jsou
i fenytoin a karbamazepin, dvé béZné uzivana antiepileptika. Soucasna aplikace obou
antikonvulziv s jinymi léCivy, kterd jsou metabolizovana CAR indukovanymi CYP enzymy,

miiZze zvysit jejich eliminaci, a tak snizit i¢innost (Wang a kol. 2012).

DalSim ptikladem vlivu aktivace CARu a nasledné indukce CYP3A4 je zvySeny

metabolismus vitaminu D. Mohlo by se jednat o vysvétleni spojeni mezi antiepileptiky jako
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je PB a fenytoin a ubytkem kostni denzity. Dalsi teorie, jak PB snizuje hladinu kalcia
a zpusobuje osteomalacii, oznacuje jako pfi¢inu inhibici CYP2D25 a CYP27Al, tedy enzymd,
které jsou primarné zodpovédné za 25-hydroxylaci vitaminu D na vitamin D3. Aktivace PXR
zpuisobend karbamazepinem nebo rifampicinem je také spojovana s poklesem kostni
mineralové denzity vlivem indukce CYP3A4 a preméné vitaminu D3 na neaktivni metabolity.
Dlouhodoba aktivace CAR a PXR receptorti tedy miize mit nepfiznivy vliv na homeostazu
vitaminu D a kostni mineralovou denzitu. I koncentrace thyroidnich hormont jsou snizeny
dlouhodobou lécbou aktivatory CARu u normalnich (wild type), ale nikoli u CAR-null mysi.
Hydroxylace methoxychloru, polychlorovanych bifenylli a moznd 1 polybromovanych
difenyletherii pomoci cytochromii P450 je nezbytna k tvorbé jejich metabolitii, jenz jsou
endokrinnimi disruptory. Indukce P450 zplsobena aktivaci CAR a PXR tedy muize zvysit

toxicitu téchto polutantti Zivotniho prostiedi (Hernandez a kol. 2009).

Expozice environmentdlnim kontaminantim a latkam vyskytujici se v potravé
(viz Tab. 3) mize zplsobit indukci DMEs faze I-III a vést ke zménam v toxicité a clearance
endogennich odpadnich latek, farmaceutik, pesticidii a dalSich xenobiotik diky aktivaci PXR
a CAR, coz muze vést k idiosynkratickym reakcim nebo snizené terapeutické u¢innosti 1é¢iv

(Hernandez a kol. 2009).
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Tabulka 3 Environmentilni kontaminanty, primyslové kontaminanty a prirodni latky,

které aktivuji nebo inaktivuji PXR nebo CAR.

Chemkalie/Rostliny PXR CAR Zdroj

Alachlor r, h(+) m(+) Pesticid

Amitrol h(+) Pesticid

Androstanol h(+) m, h(-) Metabolit testosteronu

Androstenol m(-) Metabolit testosteronu

Arsenit m(+) Chemikalie

Artemisinin h(+) h(+) Pfirodni 1éciva

Artemisia capillaris h(+) Ptirodni 1é¢iva

Atractylodes lancea, A. macrocaphala h(+) Pfirodni 1éciva

Azobarviva (ortho-aminoazotoluen; methyl- m(+) Natérova barva

4-dimethylaminobenzen)

Benzofenon r(+) Obaly

Benzylbutylftalat h(+) Plastifikator

Betakaroten h(+) Potrava

Bisfenol-A h(+) m(+) Kontumni produkty

Butylat m(+) Pesticid

Cafestrol obsazen v kavé m(+) Kava

Chlordan h, m(+) Pesticid

Chlordecon h(+) Pesticid

Chlorprofam m(+) Pesticid

Chlorpyrifos h(+) m(+) Pesticid

Commiphora mukul h, m(+) m(+) Ptirodni 1éCiva

Kortikosteron h,m,r(+) m(+) Steroidni Hormon

Kumestrol h(-), h(+) Fytoestrogen

Cypermethrin h(+) m(+) Pesticid

Cyprokonazol m(+) Pesticid

Daidzein h(+) Fytoestrogen

Danshen (tanshinon I, tanshinon I1A, h(+) h(+) Ptirodni 1é¢iva

kryptotanshinon)

DBP(Di-n-butylftalat) r(+) r(+) Plastifikator, rozpoustédlo

DDE(Dichlorodiphenyldichloroethylen) h, r(+) r(+) Vedlejsi produkt pesticidu

o,p — DDT(1,1,1-Tichloro-2-(2- h, m(+) m,r(+) Pesticid

chlorophenyl)-2-(4-chlorophenyl)ethan)

DEHP (kys. ftalova) h, m(+) m, h(+) Plastifikator

Dehydroepiandrosteron (DHEA) h(+) m(+) Prekurzor hormonu

DHT(5a-dihydrotestosteron) h,m,r(+) Metabolit testosteronu

Dexamethason m, h(+) Léciva latka

Dicyklohexylftalat h(+) Plastifikator

Dieldrin h(+) m(+) Pesticid

Di-n-hexylftalat h(+) Plastifikator

Dihydroandrosteron m(-) Metabolit testosteronu

n-Dipentylftalat h(+) Plastifikator

n-Dipropylftalat h(+) Plastifikator

Dokosahexanova kys. (esencidlni mastna r(-) Esencialni mastna kys.

kys. - inhibuje aktivitu CAR)

Endosulfan h(+) m(+) Pesticid

Endrin h(+) Pesticid

Ergovalin (ergotaminovy alkaloid) r(+) Latka produkovana
houbou

17B-Estradiol h(+) h, m, r(+) Zensky hormon

Estron h, m,r(+) Zensky hormon

17a-Ethinylestradiol h(+) Peroralni kontraceptiva

Fenitrothion m(+) Pesticid

Fenvalerat h(+) Pesticid

Olejovy extrakt cesneku r(+) Rostlina

Genistein h(+) Isoflavony
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Extrakt Gingko biloba r, h(+) r,h (+) Prirodni Iéciva
Glycyrrhiza uralensis Fisch h(+) Prirodni Iéciva
Extrakt Hypericum perforatum h(+) Prirodni Iéciva
Imazalil m(+) Pesticid
Isopimpinellin (kumariny) m(+) m(+) Potrava
Kava Kava (Piper methysticum) r, h(+) Pfirodni léciva
Kepon m(+) Pesticid
Ketoconazol h(-) Antimykotikum
Lindan h, r(+) Pesticid
Linolova kyselina m(+) Nenasycena mastna kys.
MEHP h, m(+) m(+) Plastifikator
Metolachlor m(+) Pesticid
Methoxychlor r, h(+) r, m(+) Pesticid
mono-OH-methoxychlor r(+) Metabolit pesticidu
bis-OH-methoxychlor r(+) Metabolit pesticidu
Monosodium methan arsenat m(+) Primyslovy vedlejsi
produkt pesticidu
4-nitrotoluen h(+) Primyslovy vedlejsi
produkt
trans-nonachlor h, m(+) m(-) Pesticid
Nonylphenol h, r, m(+) h(+) Plastifikator
Norbolethon m(+) Anabolicky steroid
Octachlorostyren h(+) Vedlejsi rafinaéni produkt
Octylphenol h(+) Plastifikator
Parathion m(+) Pesticid
PBDEs (polybromované difenylethery) h(+) Latka zpomalujici hoteni
PCBs (vysoce chlorované) (Polychlorované  h,m,r(+) m(+) Primyslové vyuziti
bifenyly)
Pentachlorophenol m(+) Pesticid
Perfluorocarboxylova kys. m(+) Surfaktant
Perfluorooctanova kys. (PFOA) m(+) Surfaktant
Poria cocos h(+) Houba
PCN (pregnenolon 16a-carbonitril) m(+) Steroid
Pregnenolon h, m, r(+) Steroidni hormon
Progesteron h, m, r(+) m(+) Steroidni hormon
Propachlor m(+) Pesticid
Rhizoma curcumae h(+) Pfirodni 1é¢iva
Rifampicin h, m(+) Antibiotikum
Extrakt z Schisandra chinensis Baill h(+) Pfirodni 1é¢iva
Spironolacton h, m(+) K" Setfici diuretikum
SSS-Tributylphosphorotrithioat m(+) Pesticid
Stigmasterol m(—) Fytosterol
Tanzanian Herbal Plant Extracts h(+) Ptirodni léCiva
TCPOBOP(1,4-bis[2-(3,5- ms(+) Xenobiotikum
dichlorpyridyloxy)] benzene)
Tetrahydrogestrinon m(-) Anabolicky steroid
Tian Xian h(+) Ptirodni léCiva
Toxaphen h(+) Pesticid
Triclosan h(+) m(+) Antifungalni latka
Triclopyr m(+) Pesticid
Vinclozolin r(+) Pesticid
OH-Vitamin D; h(+) Metabolit Vitaminu D
Vitamin E (alfa tokoferol) h(+) Vitamin
Vitamin K, h(+) Vitamin
Zearalenon h (+) Mykoestrogen

(h=Homo sapiens; m=Mus; r=Rattus norvegicus), (+) aktivace; (—) inhibice

Modifikovano dle Hernandez a kol. 2009
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Je vyvijeno velké usili zacilit PXR a CAR zprostiedkované DDI nejen pfi terapii,
ale jiz ptivyvoji 1éCiv. Jeden z piistupt se snazi odhalit latky, které aktivuji PXR a CAR b&hem
brzkého vyvoje a chemicky modifikovat jejich strukturu, tak aby se snizila jejich schopnost
aktivovat PXR a CAR bez snizeni zamyslené¢ho uc¢inku. Jiny ptistup vyhledava antagonisty
PXR nebo CAR a vyuziva je jako ko-terapeutika s cilem minimalizovat léky navozenou
aktivaci PXR nebo CAR. Studie ukazuji, ze G¢innost lé¢iv mize byt podpoiena antagonizaci
Iéky navozené aktivace PXR. Takovymi antagonisty jsou napf. etceinascidin-743, ketokonazol,
FLB-12, sulforafan, A-792611 a kumestrol. Nékolik antagonistti nebo inverzni agonistli bylo
objeveno 1 pro lidsky nebo hlodav¢éi CAR, napt. meklizin, clotrimazol a PK11195. Nicméné
nedavné studie naznacuji, Ze meklizin, antiemetikum a antihistaminikum, je agonista lidského
PXR nikoliv antagonista ¢i inverzni agonista lidského CAR (hCAR) v lidskych hepatocytech
(Wang a kol. 2012). Dalsi latkou, ktera by mohla byt inverznim agonistou CAR je kumestrol,
fytoestrofen vyskytujici se v lusténinach a sojovych bobech. Alkaloid nigamid J, obsahova
latka kotene Piper nigrum je také inverznim agonistou hCAR, nizsi efekt vykazuje u potkaniho
CAR (rCAR) a u mySitho CAR (mCAR) nebyla pozorovana zadna inhibice. Pfedpoklada
se, ze nigramid J se vaze s LBD vzhledem k tomu, Ze jim navozenou inhibici Ize zvratit pomoci
agonisty CAR CITCO, ktery aktivuje receptor piimo (Cherain a kol. 2015). Objev latky

s dudlnim antagonistickym efektem u obou receptorti nebyl zatim ohlaSen (Wang a kol. 2012).
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3.4 STILBENOIDY

Stilbenoidy jsou malou skupinou rostlinnych polyfenolii charakterizovanou pfitomnosti
1,2-difenylethylenového jadra. Bylo identifikovdno vice nez 400 ptirodnich stilbenoidd,
nicméné lze je nalézt pouze v omezeném mnozstvi rostlinnych rodin, jelikoz se klicovy enzym
pro biosyntézu, stilben synthdza, vyskytuje pouze omezené. Mezi nejzndméjsi latky této
skupiny patii resveratrol a jeho derivaty jako pterostilben, oxyresveratrol nebo viniferiny. Tyto
slouceniny vzbuzuji velky zdjem jiz od zacatku jejich zkoumani pro své antioxidacni,
jejich chemoprotektivnimu a kardioprotektivnimu puasobeni. Ukéazalo se, Ze stilbenoidy
disponuji schopnosti interferovat se vSemi stupni kancerogeneze, tedy inicia¢ni, promoc¢ni
i progresivni fazi (Berman a kol. 2017). Mnozstvi dalSich stilbenoidid (viz Obr. 4) jako
je piceatannol, pinosylvin, kombrestatiny, polydatiny (piceidy), molberrosid nebo zastupci
oligostilbeni jsou také znamy pro svou biologickou aktivitu. Stilbenoidy se podili
na konstitutivni a indukované ochranné funkci v rostlinach proti houbovym patogeniim,

hlisticim a bylozravciim (Dubrovina a Kiseley 2017, Sirerol a kol. 2015).

Stilbene R3 RS R2' R3' R4’
t-resveratrol OH OH H H OH
t-pterostilbene OCH; | OCH; H H OH
t-oxyresveratrol OH OH OH H OH
t-piceatannol OH OH H OH OH
{-pinosylvin OH OH H H H
f-pinosylvin

m%norrilethyl ether Ot | UH o H -
t-isorhapontigenin OH OH H OCH; OH
t-isorhapontin OGlu OH H OCH; OH
r-astringin OGlu OH H OH OH
t-polydatin (7-piceid) OH OGlu H H OH
mulberroside A OGlu OH OH H OGlu

Obr. 4
Chemicka struktura béZné se vyskytujicich prirodnich stilbenoidu.

(OGlu, O-p-D-glukopyranosid). Prevzato z Dubrovina a Kiseley 2017
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3.4.1 Vyskyt, obsah a distribuce stilbenoidu v rostlinné risi

Stlibenoidy je schopna produkovat pouze omezend heterogenni skupina rostlinnych
druht z asi 50 rostlinnych rodin véetn¢ dvoud€loznych, jednodéloznych, jehli¢nant, jatrovek
a kaprad’orostl. Vyskyt trans-resveratrolu, resveratrolaldehydu a nékterych dalSich stilbenoidt
byl také pozorovan v endofytickych houbach rostlin (Alternaria sp. z Vitis vinifera nebo
z mangrovu Myoporum bontioides), bakteriich parazitujicich na hmyzu (Photorhabdus
luminescens, Bacillus sp.), nékterych jedlych houbdch, motskych houbdch (Kirkpatrickia
variolosa) a larvach no¢nich motyli (susend larva bource morusového, Bombyx mori)

(Dubrovina a Kiseley 2017).

Nejvétsiho zadjmu se dostava stilbenoidiim rostlin z Celedi Vitaceae (réva vinnd),
Pinaceae (borovice, smrk), Poaceae (Cirok, cukrova titina, jeCcmen a kosttava), Ericaceae
(bortvka), Fabaceae (podzemnice olejna a trnovnik akat), Moraceae (moruse) a Polygonaceae
(kridlatka japonska a revenl). Pfitomnost stilbenoidi byla hlaSena 1 u dalSich rostlin jako
je lidnovec (Gnetaceae), myrta (Myrtaceae) a rajce (Solanaceae). Stilbenoidy se v rostlinach
kumuluji v riznych organech a tkanich v€etné listli, kofenti, plodi, semen, stonktl, dieva, kiry
nebo jehli¢i. V rostlinach jako borovice, smrk, kiidlatka, lidnovec, moruSe a myrta jsou
stilbenoidy pfitomny ve velkém mnozstvi, 1 kdyz nejsou vystaveny stresu, coz naznacuje,
ze by mohly byt soucasti konstitutivnich obrannych reakci v téchto rostlinnych druzich a podili
na rezistenci k rostlinnym mikrobialnim patogentim a Sktidctim. Dalsi studie uvadi ptitomnost
resveratrolu a piceidu (gylkosid resveratrolu) v bézn¢ dostupném a konzumovaném ovoci
a zelening, jako jsou jahody, maliny, tfeSné, pepft, rajce, okurka, mrkev, lilek, hlavkovy salat,
Svestka, jablko, hruska, broskev nebo hroznové vino, pficemz nejvétsi obsah stilbenoidi
se nachazi ve viné. Ve vétSin€ vySe vyjmenovanych potravinach se ve vys$si koncentraci nachazi
trans-piceid neZ trans-resveratrol. Vypada to tedy, Ze nejen vino a araSidy ale také mnoho
dalsich zéstupc ovoce a zeleniny miize byt zdrojem bioaktivnich stilbenoidi (Dubrovina

a Kiseley 2017).

Rostliny se mezi sebou li8i spektrem produkovanych stilbenoidii, pinosylvin a jeho
derivaty jsou nejcastéji k nalezeni v borovicich, resveratrol, piceatannol a jejich derivaty byly
objeveny v bylinach, kefich, lianach a stromech z ¢eledi Polygonaceae, Fabaceae, Ericaceae,
Vitaceae, Pinaceae, Gnetaceae a dalSich. Tranms-resveratrol, méné pak trans-piceatannol
a trans-pterostilben jsou nejvice uznavanymi stilbenoidy co se tyce biologické aktivity
a pozitivniho vlivu na lidské zdravi. Mezi prozkoumanymi rostlinnymi druhy produkuje

nejvetsi mnozstvi frans-resveratrolu kiidlatka japonska (kofeny) zatimco lidnovec (kofeny),
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myrta (plody nazyvané sim) a reven (koteny) produkuji nejvys$si mnozstvi trans-piceatannolu
(Dubrovina a Kiseley 2017). Velka pozornost je vénovana distribuci stilbenoidli ve vinné réve
a hroznovych bobulich. Mnozstvi studii ukazuje, ze rozloZeni a hladina stilbenoidu silné zavisi
na vyvojovém stddiu bobule. K rlstu koncentrace resveratrolu dochdzi béhem jejich
zabarvovani a nejvyssi koncentraci ve formé¢ piceidi najdeme ve zralé bobuli, konkrétné

ve slupce (Dubrovina a Kiseley 2017).

3.4.2 Biosyntéza stilbenoidi

Rostlinné stilbenoidy jsou odvozeny z fenylpropanoidové cesty, stejné jako flavonoidy,
isoflavonoidy a lignany. VSechny vys$si rostliny jsou schopny syntetizovat malonyl-CoA
a CoA-estery derivatl kyseliny skoficové potiebné k syntéze, ale jen n¢kolik rostlinnych druhti
je schopno produkovat stilbenoidy, a to pravé diky enzymu stilben syntaza, ktery ma hlavni
ulohu pi1 biosyntéze téchto sekundarnich metabolitd. Stilben synaza (STS) katalyzuje
biosyntézu zakladniho skeletu stilbenoidli v jediné reakci ze tii molekul malonyl-CoA
a jedné molekuly CoA-esteru derivatu kyseliny skoficové, nejcastéji cinnamoyl-CoA nebo p-
kumaroyl-CoA. Stilbenoidy mohou podstoupit razné typy modifikaci, jako glykosylace,

methoxylace, oligomerizace, izomerizace nebo isoprenylace viz Obr.5 (Chong a kol. 2009).

Glykosylace je béznou modifikaci sekundarnich metabolith rostlin a ptidani
karbohydratového seskupeni muze ovlivnit hydrofilitu, stabilitu a biologickou aktivitu
piirodnich latek. I velké mnozstvi stilbenoidii se vyskytuje ve formé¢ glykosidi naptiklad
resveratrol ve formé 3-O-B-glukosidu neboli cis- a trans-piceidu, ktery se vyskytuje v bobulich
révy vinné. Methoxylace je dalsi Castou Upravou, se kterou se mizeme setkat napiiklad
u pterostilbenu  a kombretastatinu A4. Velké mnozstvi pfirodnich stilbenoidi jsou
oligomery — dimery, trimery a tetramery vznikajici oxidativnim couplingem resveratrolu nebo
jeho derivata. Piikladem jsou viniferiny, oligomery resveratrolu ptitomné v napt. v listech révy

vinné (Chong a kol. 2009, Shen a kol. 2009).
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Nejcastéjsi modifikace rostlinnych stilbenoidi.

Prevzato z Chong a kol. 2009

3.4.3 Farmakokinetika stilbenoidu

Stejné jako vétSina polyfenolickych sloucenin maji i stilbenoidy nizkou biodostupnost.
Zalezi na zplsobu podani ale také na absorpci a metabolismu jednotlivych sloucenin. Tyto
faktory jsou z vétsi Casti urceny jejich chemickou strukturou — stupném glykosylace/acylace,
jejich zakladnim skeletem, konjugaci s jinymi fenolickymi slou¢eninami, molekularni
hmotnosti, stupném polymerizace, rozpustnosti a dal§imi vlastnostmi, a jsou pfic¢inou velkych
rozdili v biodostupnosti 1 mezi strukturné podobnymi  fenolickymi  latkami

(Sirerol a kol. 2015).

Biodostupnost resveratrolu je velmi omezena i ptes jeho dobrou absorpci zejména
rychlym a rozsahlym first-pass efektem. Mezi hlavni metabolity resveratrolu patii glukuronidy
a sulfaty na 3 a 4 "fenolickych skupinach a hydrogenaci dvojné vazby vznika dihydroresveratrol,

nejvice zastoupen je pak resveratrol-3-sulfat. Exkrece probiha moc¢i a stolici, nicméné
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konjugované metabolity mohou byt znovu reabsorbovany v ramci enterohepatalniho ob&hu

(Sirerol a kol. 2015, Pannu a Bhatnagar 2019).

Uginnost metabolitd stile neni potvrzena, ale nedavna data naznaduji, Ze i konjugaty
resveratrolu maji protinddorovou aktivitu, jejich cytotoxicka aktivita vSak potvrzena nebyla.
Existuje teorie, ktera byla popsdna i u jinych latek, tedy ze v organismu muize dochazet
i k dekonjugaci metabolitii na parentni ¢inné latky. Bylo by tedy mozné, Ze metabolity tvoti
tzv. pool, zkterého se mize aktivni metabolit uvolnit. Je vSak nepravdépodobné,
7e by se uvolioval v dostatecnych koncentracich v in vivo podminkach (Baur a Sinclair 2006,

Sirerol a kol. 2015).

Pterostilben je pfirozené se vyskytujici dimethoxy analog resveratrolu s lepSim
farmakokinetickym profilem. V molekule ma pouze jednu hydroxylovou skupinu namisto
tfi jak je tomu u resveratrolu a tedy podstupuje glukuronidaci v mensi mife. Diky témto
strukturnim odliSnostem je mu ptisuzovan 6-7x dels§i plazmaticky polocCas nez resveratrolu.
Dimethoxy— skupina zvySuje lipofilitu, coz usnadiiuje permeaci membranami a zlepSuje
biodostupnost a absorpci pterostilbenu, ktera je také lepsi nez u resveratrolu. Hlavnimi
metabolity jsou opét glukuronidy a sulfaty, nejsou vSak dikazy o pfitomnosti hydrogenované
formy. V soucasné dobé nejsou zadné studie zabyvajici se biologickou aktivitou

pterostilbenovych metabolitt (Sirerol a kol. 2015).

Hlavni eliminac¢ni cestou pro piceatannol a pinosylvin je glukuronidace a sulfatace
anarozdil od vySe zminovanych i methylace. Jejich metabolity jsou vyluCovany prevazné
extraurinalné. Jednim z metabolit piceatannolu je 1 dalsi latka ze skupiny stilbenoida
a to isorhapontigenin, coz naznacuje mozné dalsi uinky piceatannolu in vivo. V porovnani
s resveratrolem ma piceatannol vyss$i biologickou stabilitu a stejnou protinadorovou aktivitu.
Existuje moznost, Ze protinddorova aktivita resveratrolu vznika v disledku jeho metabolizmu

CYP1AL1 na piceatannol (Sirerol a kol. 2015, Kershaw a Kim 2017).

Pinosylvin se také metabolizuje na celou fadu sloucenin a mezi jeho oxidovanymi
metabolity najdeme 1 resveratrol. Oproti resveratrolu nema 4’-hydroxylovou skupinu,
ale OH- v poloze 3, ktera je povazovana za hlavni cilovou strukturu konjugaénich reakci faze
I1, byla zachovana. V dasledku jeho extenzivniho metabolismu je jeho biodostupnost po oralni

aplikaci v porovnani s resveratrolem niz$i (Sirerol a kol. 2015).
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3.4.4 Vztahy mezi strukturou a u¢inkem

Obecné je hlavnim problémem vyuziti polyfenold netplnd znalost jejich mechanismu
ucinku a nizkd biodostupnost, ktera je z velké Casti urCovana jejich strukturou. Nejvice
pozornosti je zaméfeno na pocet a pozice hydroxylovych a methylovanych skupin,
coz ma kromé¢ aktivity vliv i na jejich metabolismus. Napiiklad hydroxylace na C4 u analogi
resveratrolu je kritickd pro jeho funkci v in vitro studiich. S rostoucim poctem OH skupin
v ortho pozicich fenolového kruhu stilbenoid by mohla vzristat i jejich schopnost vychytavat
volné radikaly, cytotoxickd aktivita a protizanétlivé UCinky. Polyhydroxylované analogy
resveratrolu jako hexahydroxystilben jsou U¢inn€j$i a vykazuji specifickou inhibi¢ni aktivitu
na COX-2 nez resveratrol v in vitro 1in vivo podminkach. Tento analog navic vykazuje 1 vyssi
protiradikalovou aktivitu a indukuje apoptézu v nizsich koncentracich nez resveratrol (Sirerol

a kol. 2015).

Vysledky studie s 3,4,5,4 -tetramethoxystilbenem (DMU-212), ktery méa hydroxylovou
skupinu na C4 blokovanou methylaci, ukazuji silnou antiproliferativni aktivitu v nddorech
tlustého stfeva, pravdépodobné diky zpomaleni exkrece zplsobené pravé methylovanymi
skupinami lze ziskat analogy dosahujici lepSich plazmatickych koncentraci. Dalsim ptfikladem
je pinosylvin, ktery se od resveratrolu liSi pouze neptitomnosti OH skupiny v poloze C4".
To vede ke zvySeni lipofility, ale i ke ztraté antioxidacni aktivity, nicméné v in vivo
podminkach ji opét ziskava. Methoxylované analogy maji vyssi lipofilitu, coz jim usnadiiuje
piechod bunéénymi membranami a pomalejSi degradaci. Pterostilben s dvéma methoxy
skupinami a trans-3,4’-dihydroxy-2",3",5-trimethoxystilben maji vyssi protinadorovou aktivitu
nez resveratrol in vitro 1 in vivo. OH skupiny zajiStuji vyssi rozpustnost, coz umoznuje lepsi
interakci s proteiny, ale nadbytek methoxylovych skupin muize tyto interakce naruSit

(Sirerol a kol. 2015).

Polyfenoly vykazuji nadéjné Ui€inky na zdravi a terapeuticky potencidl pro lécbu fady
onemocnéni, Siroké spektrum cilovych struktur a velmi nizkou toxicitu. Upravami
polyfenolické struktury miiZzeme zlepsit jejich biodostupnost a biologickou aktivitu. DMU-212
je zastupcem vice lipofilnich strukturnich analogli resveratrolu, ktery je schopny prochéazet
hematoencefalickou bariérou. Tyto Gspéchy ukazuji, ze modifikaci polyfenolickych struktur
jsme schopni zvyraznit jejich vlastnosti a zvySit tak jejich aktivitu a GCinky

(Sirerol a kol. 2015).
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3.4.5 Zastupci stilbenoidi

OH

OH \

OH

Obr. 6

Chemicka struktura trans-resveratrolu (trans-3,4° ,5-trihydroxystilbenu).

Prevzato z Koskela a kol. 2014

Resveratrol, 3,4",5-trihydroxystilben (Obr. 6), byl objeven v 40. letech minulého stoleti
v kotenech Kychavice velkolisté¢ (Veratrum grandiflorum) a jako polyfenolicky fytoalexin
ho poprvé popsali védci Langcake a Pryce (1976). Nicméné v tradicni ajurvédské mediciné
je resveratrol vyuzivan jako kardiotonikum v ptipravku ,,Darakchasava‘“ (obsahujici hroznovy
extrakt) jiz vice nez 4500 let (Carizzo a kol. 2013). Vyskytuje se ve dvou izoformach,
cis a trans, obé nalezneme 1 ve formé¢ glukosidii (piceidy). Vyssi aktivita byla pozorovana
u trans izomeru (Anisimova a kol. 2011). Tento stilbenoid byl nalezen v nejméné
185 rostlinnych druzich, napi. v morusi, araSidech, pistaciich a zejména v révé vinné
a produktech rostlinného piivodu jako je ¢ervené a bilé¢ vino viz Tab. 4 (Tsai a kol. 2017).
Resveratrol patii mezi fytoestrogeny diky schopnosti interagovat s estrogenovym receptorem
(ER) a ndpadna je také podobnost se syntetickym estrogenem - diethylstilbestrolem
(Szkudelska a Szkudelski 2010).

Znamy fenomén, tzv. Francouzsky paradox, ktery spojuje piti Cerveného vina s niz§im
kardiovaskuldrnim rizikem, odstartoval v poslednich letech fadu studii zabyvajicich se u¢inky
a vlastnostmi resveratrolu (Sirerol a kol. 2015). Vysledkem téchto studii bylo zjiSténi velice
ptiznivého efektu resveratrolu pifi prevenci nebo zpomaleni progrese kardiovaskuldrnich
onemocnéni, diabetu, dyslipidemie i nadorovych onemocnéni (Baur a Sinclair 2006). Jeho
mozné vyuziti jako antikancerogenni latky vzbuzuje velky zijem védecké vefejnosti,
coz dokazuje velké mnozstvi in vitro a in vivo testll zamétujicich se na rtizné typy naddort jako
karcinom prsu, plic, tlustého stieva, kiize, prostaty, vajeCnikil, jater, §titné zlazy a leukémie

(Sirerol a kol. 2015).
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Tabulka 4. Obsah resveratrolu ve vybranych potravinach.

Potravina Koncentrace
Hroznové vino 0,16-3,54 pg/g
Sucha hroznova slupka ~24.06 ug/g
Dzus z Cervenych hrozn ~0,5 mg/l
Dzus z bilych hroznt ~0,05 mg/1
Cervené vino 0,1-14.5 mg/l
Bilé vino 0,1-2,1 mg/1
Arasidy 0,02-1,92 pg/g
Pistacie 0,09-1,67 ng/g

Upraveno podle Prasad K. 2012

Mechanismus plisobeni resveratrolu na molekularni Grovni vSak neni zcela jasny,
piestoze in vitro testy vedly k identifikaci velkého mnozstvi cilovych struktur této latky.
Zda se, Ze ma také vliv na expresi a aktivitu nékolika metabolizujicich enzymi faze 1, in vitro
inhibuje enzymatickou aktivitu nékolika enzymii cytochromu P450 a blokuje jejich transkripci
antagonizaci aryl hydrokarbonového receptoru (AHR) a naopak indukuje expresi enzymu
II. faze. To by mohlo vést k ovlivnéni aktivace a detoxifikace kancerogenii nebo 1éCiv
metabolizovanych témito enzymy a k potencialnim lékovym interakcim (Baur a Sinclair 2006,

Smoliga a kol. 2011).

Dalsimi piirodnimi zastupci stilbenoidl s potencidlnim terapeutickym vyuzitim jsou
pterostilben a piceatannol. Studie in vitro 1 in vivo prokazaly silnou antioxidacni
a antiproliferativni aktivitu pterostilbenu naznacujici mozné vyuziti pii terapii nadorovych,
prevenci a terapii neurologickych a zmirnéni vaskularnich onemocnéni a diabetu (McCormack
a McFadden 2013). Oproti resveratrolu je vice lipofilni, vykazuje lepsi biodostupnost
po per os podani a vyssi biologickou aktivitu (Sirerol a kol. 2015). Obdobné ucCinky byly

pozorovany i u piceatannolu (Piotrowska a kol. 2012, Kershaw a Kim 2017).

Mezi polosyntetické derivaty stilbenoidi s potencialnim terapeutickym vyuzitim patii
trans-3,4,5,4 -tetramethoxy-stilben (TMS, DMU-212) jako mozné protinddorové lécivo
s antioxidacni a antiproliferativni aktivitou pozorovanou u nadorovych bunécnych linii
vajecnikdl, prostaty, délozniho ¢ipku, prsu, jater a tlustého stieva (Piotrowska a kol. 2014).
Antiproliferativni aktivitu u ovarialnich nddorovych bunék vykazuje i jeho metabolit trans-3'-
hydroxy-3,4,5,4 -tetramethoxy-stilben (Piotrowska a kol. 2016). Dalsi farmakologicky
zajimavou latkou je trams-stilbene oxid (TSO), synteticky proestrogen, ktery indukuje
transkripci enzymd I. a II. fize metabolismu. Slitt a kol. v roce 2006 zjistili, ze k této indukci
u mySich a potkanich modelti dochazi pomoci aktivace CAR. Identifikovali tedy TSO jako
fenobarbitalu podobny aktivator mySiho a potkaniho CAR.
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4. CIL

Cilem této experimentalni diplomové prace je otestovat 12 latek ze skupiny stilbenoidl jako

potencialni ligandy mysiho konstitutivniho androstanového receptoru (mCAR).

Zvolena metoda gene reporter assay spociva v transfekci specifickych plazmidi do lidské
hepatomové bunééné linie HepG2 lipofekci dle protokolu Lipofectamine™ 3000 reagentu
(Invitrogen). Pro vétsi validitu vysledkd pouzijeme dualni reportérovy systém Dual-

Luciferase® Reporter Assay (Promega).

Vysledky této experimentalni prace by mohly vést k dalSimu studiu uvedenych latek, napt.
na in vivo modelech, a jejich potencidlnimu vyuziti pro studium mysiho CAR, jeho novych

ligandi, poptipadé 1 jejich vyuziti pti vyzkumu léCiv s lidskym CAR jako cilovou strukturou.
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Reagencie a buné¢né linie
Reagencie
CITCO (Sigma Aldrich)
DMEM Dulbecco's Modified Eagle‘s Medium (Sigma-Aldrich)
DMSO dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)
Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega)
- Luciferase Assay Buffer 11
- Luciferase Assay Substrat (Lyophilized Product)
- Stop&Glo Buffer
- Stop&Glo Buffer Substrate
- Passive Lysis Buffer
Lipofectamine™ 3000 Reagent (Invitrogen, ThermoFisher Scientific)
Opti-MEM™ Medium (Minimum Essential Medium)
P3000™ Reagent (Invitrogen, ThermoFisher Scientific)
PBS fosfatovy pufr
Plasmid RL-TK(Promega)
Plasmid PBREM(CYP2B6)luc
Plasmid mCAR
Plasmid RXRa

TCPOBOP
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Bunééna linie HepG2

Tato bunécna linie je odvozena z bunék hepatalniho karcinomu jaterni tkdné 15-ti letého
chlapce europoidni rasy s dobie diferenciovanym karcinomem jater. Jsou to adherentni
epitelidlni buiiky s 55 pary chromozomi rostouci v mnonovrstvé v malych agregatech. Jejich
rist mize byt stimulovan lidskym rastovym faktorem a jsou schopny sekretovat fadu
plazmatickych proteinti jako transferin, fibrinogen, plasminogen nebo albumin (web HepG2

cells).

HepG2 linie se kultivuje v DMEM médiu obsahujicim 2mM glutaminu a 10% fetalniho
bovinniho séra. Inkubace probiha za teploty 37°C a v atmosféie 5% CO,. Pasazovani bunék

se provadi pti konfluenci 70-80% za pomoci trypsinu, ktery buiiky uvolni od podkladu.

5.2 Pomiicky a pristroje

48 a 96 jamkové desticky

Destickovy spektrofotometr-luminometr Synergy 2 (BioTek)
Inkubéator Sanyo

Laminarni box

Mikropipety

Odsavacka

Pasteurovy pipety

Plastové zkumavky a mikrozkumavky

Ttepacka
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5.3 Testované latky a jejich koncentrace

Latky pouzité k experimentim této diplomové prace jsou ze skupiny ptirodnich stilbenoidi
nebo slouceniny odvozené od jejich struktury viz Obr. 7, celkem jsme testovali 12 latek

viz tab. 5).

Latky byly pouzity a testovany v koncentracich 10uM/1 a 25uM/1 (latky D a E, vyssi
koncentrace jsme zvolili z diivodu jejich rozpustnosti), na tyto koncentrace jsme latky nejprve
museli natedit. Jejich zasobni roztoky, ze kterych jsme vychdzeli, mély koncentrace 10mM/I
a 25mM/1 (latky D,E) v DMSO. Jako pozitivni kontrola byl pouzit TCPOBOP v koncentraci
10uM/l, znamy ligand mCAR. Roli negativni kontroly mél roztok DMSO v DMEM mediu
o koncentraci 1%o v/v a také CITCO, ligand lidského, ale nikoliv mySiho CARu.

V druhém experimentu jsme se zamétili na latky, které vykazaly aktivitu pfi prvnim
testu. Testovali jsme latky D a G v koncentracich 1, 5, 10 a 25uM/I, ve stejnych koncentracich
jsme testovali i TCPOBOP. Jako negativni kontrola opét slouzil DMSO 1%o v/v. Zjistovali
jsme také, zda se neprokaze parcidlni aktivita téchto latek, ato otestovanim kombinace
TCPOBOP (10uM/1) s latkou D (25uM/1) a TCPOBOP (10uM/]) s latkou G (25uM/1). Jelikoz
jsme pouzili zasobni roztoky v DMSO, vysledna koncentrace této latky v roztoku byla 2%o v/v,
proto jsme prtidali jako kontrolu i roztok TCPOBOP (10uM/l) obsahujici 2% v/v DMSO,
aby byla zachovana validita naméfenych dat a eliminoval se pfipadny ucinek DMSO

na aktivaci mCAR.

Tabulka 5. Latky testované jako potencialni ligandy mCAR.

A | trans-resveratrol H | cis-piceatannol

B | cis-resveratrol [ | oxyresveratrol

C | a,b-dihydroresveratrol j | trans-trismethoxyresveratrol*

D | trans-3,4,5,4 -tetramethoxystilbene K | cis-trismethoxyresveratrol

E | trans-2,4,3",5 -tetramethoxystilbene | L pterostilbene

F | trans-methoxystilbene M | pinostilbene

G | trans-piceatannol

*v experimentu nebyl pouzit, neméli jsme dostatecné mnozstvi zasobniho roztoku
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Obr. 7

Struktury testovanych latek.
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5.4 GENE REPORTER ASSAY
5.4.1 Princip

Tato metoda je mimo jiné vyuzivana pro studium genové exprese a moznosti jejiho
ovlivnéni. Genova exprese je fizena transkripcnimi faktory, ¢asto nuklearnimi receptory, které
se vazi na regulacni (promotorovou) oblast genu, jenz je nasledné exprimovan. Kli¢ovym
krokem je transfekce (vlozeni) cirkuldrni DNA v podobé reportérového plazmidu do buriky,
nejCastéji eukaryotnich nadorovych bunéénych linii. Plazmidy jsou malé kruhové
dvouretézcove molekuly extrachromozomalni DNA. MoZnosti transfekce DNA je nékolik,
v nasem experimentu vkladame DNA do bunék ve formé lipozomi — metodou lipofekce

dle protokolu Lipofectamine™ 3000 Reagent od firmy ThermoFisher.

Vkladany reportérovy plazmid obsahuje promotor se specifickou sekvenci, na kterou
se vaze studovany nuklearni receptor, a tésné€ za nim kodujici DNA pro reportérovy gen, ktery
je po navazani transkripéniho faktoru na promotor transkribovdn do mRNA a translatovan
na protein pomoci transla¢niho aparatu transfekované bunky. Exprese tohoto genu tedy
koreluje s transkripcni aktivitou receptoru. Pro studium ovlivnéni genové exprese
transkripénimi faktory se vyuziva takového genu, jehoZ exprese je snadno detekovatelna, napf.
enzymovou reakci nebo luminiscencné. Nejcastéji pouzivana svétluskova luciferaza (pavodné
izolovana ze svétlusky Photinus pyralis) je enzym, ktery po piidani svého substratu luciferinu,
za pritomnosti ko-substrati O> a ATP, spousti bioluminiscen¢ni reakci za vyzafeni svétla,

viz obr. 8 (Kamenickova 2012).

D - luciferin CoA D - luciferin
+ 2+ +
ATP Mo . ATP  +
+ luciferase +
CO, CO,

Obr. 8 Monooxygenace D-luciferinu zprostiedkovana enzymem luciferazou za emise

bioluminiscenéniho signalu. ATP, adenosintrifosfat; CO,, oxid uhli¢ity; CoA, koenzym A.

Prevzato z Kamenickova 2012
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V naSem experimentu jsme jako reportérovy plazmid pouzili pPPBREM-luc obsahujici
responzivni element pro fenobarbital lidského genu CYP2B6, na ktery se vdze mCAR,
a gen pro svétluSkovou luciferazu, jejiz stanoveni ndm slouZzi jako report transkripcni aktivity
mCAR. Druhy vkladany plazmid tzv. expresni, nese genovou sekvenci kodujici sledovany
transkripéni faktor, ktery je exprimovan transkripénim aparatem bunky. V ptitomnosti jeho
ligandu dochazi k aktivaci a navdzani na promotor reportérového plazmidu a spusténi

transkripce genu pro svétluskovou luciferazu.

V experimentu sledujeme, zda latky ze skupiny stilbenoidii interaguji s nuklearnim
receptorem mCAR, vlozenym do bunécné linie HepG2 pomoci expresniho plazmidu, detekci
luminiscence vzniklé reakci katalyzovanou svétluskovou luciferazou ve srovnani s negativni
kontrolou 1%o v/v DMSO, jako pozitivni kontrola byl pouzit TCPOBOP v koncentraci 10uM/1.

Exprese luciferazy byla normalizovana pouzitim Dual-Luciferase® Reporter Assay.
Dual-Luciferase® Reporter Assay Systém

Dualni reportérové systémy se bézné¢ pouzivaji ke zvySeni pifesnosti provadénych
experimentl. Termin ,,dudlni reportér odkazuje na soubéznou expresi a detekci dvou
reportérovych  enzymit v jediném  systému.  Experimentdlni  reportér  koreluje
s experimentalnimi podminkami, zatimco aktivita kotransfekovaného kontrolniho reportéru
zajist'uje vnitini kontrolu. Normalizaci aktivity experimentalniho reportéru na aktivitu vnitini
kontroly minimalizujeme variabilitu zptisobenou odliSnou viabilitou bunék nebo efektivitou
transfekce. Dalsi zdroje variability jako rozdily v pipetovanych objemech, efektivita bunécné
lyzy ¢i efektivita samotného testu Ize takto také u¢inné odstranit. Dualni reportérové systémy
tak dovoluji spolehlivéjsi interpretaci ziskanych dat snizenim vngjSich vlivii (Promega

Technical Manual No. 040, Dual-Luciferase® Reporter Assay System 2015).

Pro nas experiment byla pouzita firefly luciferdza (svétluska Photinus pyralis) jako
experimentalni reportér a Renilla luciférdza (motskd maceska Renilla reniformis) jako vnitini
kontrola. Aktivita svétluSkové luciferdzy je métena jako prvni. Pfidanim Luciferase Assay
Reagentu II (pfipraven smichdnim Luciferase Assay Substrate a Luciferase Assay Buffer II)
dochazi ke vzniku luminiscencniho signalu, ktery je kvantifikovan spektrofotometr-
luminometrem Synergy 2 (BioTech). Nésledné je signal ,,zhasnut* pfidanim Stop&Glo
Reagentu (pfipraven smichanim Stop&Glo Buffer a Stop&Glo Substrate), ktery obsahuje
isubstrat pro Renilla luciferazu, takze je v jednom kroku ukonfena reakce svétluSkové

luciferdzy a zaroven vyvolana chemiluminiscenéni reakce Renilla luciferazy. Jeji reakce
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spo¢iva v pfemeéné koelentarazinu za ptitomnosti O2 na koelenteramid a emisi fotonu,
viz Obr. 9. Dalsi vyhodou je, Zze oba enzymy jsou aktivni hned po translaci a ke své funkci
nepotiebuji posttranslaéni modifikace, takze je lze stanovovat témét okamzit¢ (Promega

Technical Manual No. 040, Dual-Luciferase® Reporter Assay System 2015).

Recombinant Firefly B

HO COOH Luciferase el 0
S /N]/ S> </NT
N/> <S +ATP+0, - - % s +AMP+PP+CO,+Light

Mg2+

Beetle Luciferin Oxyluciferin

o?_(—QOH Renilla o <_< %
|\ +0 Luciferase
NN 2 o _NNH
| | |
N 2,
o '
HO HO

Coelenterazine Coelenteramide

OH
+C02+Lighl

Obr. 9 Bioluminiscen¢ni reakce katalyzované svétluSkovou a Renilla luciferazou.

(prevzato z Promega Technical Manual No. 040, Dual-Luciferase® Reporter Assay System 2015).

Transfekované plazmidy

pmCAR - expresni plazmid obsahujici kodujici genovou sekvenci (cDNA) mysiho

konstitutivniho androstanového receptoru

pPBREMZ2B6-luc — reportérovy plazmid nesouci promoter — PBREM, responzivni element
fenobarbitalu z genu CYP2B6, na ktery se vaze ligandem aktivovany mCAR; virovy CMV

promotor a reportérovy gen pro svétluskovou luciferazu
PRL-TK — expresni vektor pro Renilla luciferazu

PRXR alfa — expresni vektor pro retinoidni X receptor alfa, tvorba heterodimeru s mCAR
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5.4.2 Postup metody

1.

V prvnim kroku nasadime buiikky bunééné linie HepG2 na 48-jamkovou desticku
(40 tis. bunék na cm?), do kazdé jamky p¥iddme 150 pl DMEM média (Dulbecco's
Modified Eagle‘s Medium).

Desticku umistime do inkubatoru, ktery je temperovan na 37°C v 5% atmosfére COo.

Inkubujeme 24 hodin.

. Po inkubaci zkontrolujeme pod mikroskopem builkky a vyménime staré médium

(odsatim odsavackou) za nové, opét 150 pl na jamku.
Vypoé&itdme mnozstvi plazmidi a Lipofectamine™ 3000 Reagent a P3000™ Reagent
potiebné k transfekci a pripravime transfekéni smés.
SloZeni transfek¢ni smési:
Cast 1:
15 pl Opti-MEM média a 0,6 pul P3000 Reagentu (2ul/ug DNA) na 1 jamku s obsahem
plazmidu:

a) pRL-TK 30 ng na jamku

b) pPBREM-Iluc 150 ng na jamku

¢) pmCAR 100 ng na jamku

d) pRXRa 100 ng na jamku
Cast 2:
15 pl Opti-MEM média a 0,45 ul Lipofetamine 3000 Reagent na 1 jamku
Transfekéni smés piipravime pridanim c¢asti 1 do ¢asti 2 (tedy roztok obsahujici DNA
do roztoku Lipofectaminu) a nechdme 15 min inkubovat za pokojové teploty.
Do kazdé jamky ptipipetujeme 30 pl pfipravené transfekéni smési a nechame inkubovat
24 hodin za stejnych podminek.
M¢édium opét odsajeme a nahradime ho 150 pl roztoku, ktery se sklada z testovanych
latek ve vySe uvedenych koncentracich, DMSO, ve kterém byly latky rozpustény
(v koncentraci 1%o0 v/v) a z DMEM média. Jako pozitivni kontrola slouzi TCPOBOP
v koncentraci 10pM/1. Negativni kontrolu poskytuje 1%o v/v roztok DMSO v DMEM
a CITCO v koncentraci 10uM/1.
24-hodinové inkubace za vyse uvedenych podminek.
Z jamek odsajeme smési média a testovanych latek, bunky oplachneme PBS pufrem

temperovanym v lazni na 37°C.
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9. Pfipipetujeme 85 pl/jamka Passive lysis buffer a desticku umistime do mrazaku,
kde dochazi diky tvorbé krystalkti vody k lyze bunék.

10. Desticku se zmrzlymi lyzovanymi buitkami umistime na tfepacku a nechame roztat.
11. Piipravime si 96-jamkovou desti¢ku, na kterou preneseme 40 ul lyzatu z kazdé jamky.
K nému nasledné ptidame 40 ul Luciferase Assay Reagentu Il (obsahujici luminol).

12. Destickovym spektrofotometr-luminometrem Synergy 2 (BioTek) analyzujeme
chemiluminiscenci prostiednictvim svétluskové luciferazy.

13. Do kazdé jamky ptiddme 30 pl Stop&Glo Reagentu piipraveného ze Stop&Glo
Substrate a Stop&Glo Buffer v poméru 1:50.

14. Destickovym spektrofotometrem/luminometrem Synergy 2 (BioTek) analyzujeme
chemiluminiscenci prostiednictvim Renilla luciferazy.

15. Vyhodnoceni ziskanych dat.

5.5 Statisticka analyza dat

Predbéznd statistickd analyza dat byla provedena v programu GraphPad
PRISM 8.1.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA), za pouziti analyzy rozptylu
(ANOVA) a Dunettova testu. Statisticka vyznamnost na urovni p<0,05 je vyznacena *, p<0,01

pak **, p<0,001 pak *** a p<0,0001 jako ****,

Pro nase tcely byly predbézné analyzovany vysledky triplikatu z pouze jednoho gene

reporter assay testu, pro validni vysledky statistiky by bylo zapotiebi tii nezavislych méteni.

53



6. Vysledky

6.1 Gene reporter assay

Pomoci této metody jsme zjistovali, zda n¢které z nami testovanych latek ze skupiny
stilbenoidlt nejsou ligandy mCAR, tedy zda nezvySuji jeho transkripcni aktivitu,
coz by se projevilo jako Iuminiscenéni signal vznikly v dasledku exprese svétluskové
luciferazy z reportérového plazmidu a ji katalyzovanou reakci luciferinu. Jako negativni
kontrolu jsme pouzili vehikulum/solvent DMSO v koncentraci 1%o0 v/v a jako pozitivni
TCPOBOP v koncentraci 10 uM (viz Obr. 10). Transfekované bunky byly exponovany

testovanym latkam vzdy v triplikatech pro kazdou latku.

Tento experiment byl proveden jako zdkladni screening pro identifikaci mozné
interakce vybrané skupiny latek s mCAR. Latky, které vykdzali moznou interakci byly
podrobeny dal§imu experimentu. Vysledky tohoto testu byly predbézné statisticky

analyzovany.
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Aktivace mysSiho CAR receptoru stilbenoidy
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Obr. 10 Analyza interakce testovanych latek ze skupiny stilbenoidi s mCAR receptorem
metodou gene reporter assay s reportérovym plazmidem pPBREM2B6-luc na HepG2
bunééné linii. Inetrakce byla méfena po 24hodinové inkubaci s danymi latkami
(v koncentracich uvedenych v grafu) jako mira luminiscence a vyjadiena jako pomeér
luminiscenénich signali firefly a Renilla luciferaz pro jednotlivé latky vzhledem k poméru
firefly a Renilla luciferaz u kontroly DMSO (1%o v/v). PfedbéZzna statistickd vyznamnost
zjisténad provedenim pfedbézného testu ANOVA s Dunnetovym post hoc testem na trovni

p<0,001 je vyznacena *** a p<0,0001 pak ****,

Zvyseni transkripéni aktivity receptoru jsme na predbéZné statistické urovni p<0,0001
pozorovali u zndmého mCAR ligandu TCPOBOP v koncentraci 10 uM a u trans-2,4,3",5'-
tetramethoxystilbenu v koncentraci 25 uM a na predbézné statistické trovni p<0,001 u trans-

piceatannolu v koncentraci 10 pM.
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V dal§im experimentu jsme testovali latky trans-2,4,3",5 -tetramethoxystilben a trans-
piceatannol v koncentracich 1, 5, 10 a 25 uM, jako pozitivni kontrolu jsme pouzili TCPOBOP
ve stejnych koncentracich a DMSO (1% v/v) jako kontrolu negativni (viz Obr. 11).

Z namétenych dat jsme ziskali hodnoty ECs.

Krivka davka-ucinek pro tri testované latky

2 47
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Q
® 3- TCPOBOP
® 2,4,3,5-trans-tetrametho
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= 5 xystilbene
;-% trans-piceatanol
>
£
2 1
o
=
k~
< o4 .
0.01 100

koncentrace (uM)

TCPOBOP EC5p=2,98+1,51
2,4,3,5-trans-tetramethoxystilbene EC5,=5,69+0,58
trans-piceatanol EC5p=12,24+19,92

Obr. 11 Logaritmicka zavislost davka-u¢inek u TCPOBOP, trans-2,4,3°,5-
tetramethoxystilbenu a frans-piceatannolu. Transfekované buiiky byly exponovany mediu
s TCPOBOP, trans-2,4,3",5 -tetramethoxystilbenem a frans-piceatannolem v koncentracich
1,5, 10 a 25 uM a inkubovany 24 hodin. Miru aktivace vyjadienou jako pomér luminiscence
svétluskové a Renilla luciferaz vztazené k poméru luminiscence svétluskové a Renilla luciferaz
kontroly DMSO (1%0 v/v) jsme pouzili pro vyjadieni zavislosti davky a u¢inku a vypocet
jejich ECso.
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v v

u TCPOBOP, nicméné smérodatna odchylka je piili§ vysokd, coz by mohly zpusobit
nepiesnosti pfi provadéni experimentu. VysS$i hodnota ECs0=5,69+0,58 trans-2,4,3°,5'-
tetramethoxystilbenu vypovida o nizsi afinité této latky k receptoru a tedy i jeho niz$im
aktivatnim potencidlu oproti TCPOBOP. Trans-piceatannol pii tomto experimentu prokazal
velice omezenou aktivaci mCAR o ¢emz svéd¢i ziskand ECso a smérodatnd odchylka

(12,24+19,92), v tomto testu tedy nevysel jako vyznamny agonista mCAR.

57



7. Diskuze

Nasim cilem pfi provadéni této experimentdlni diplomové prace bylo otestovat 12 latek
ze skupiny stilbenoidti jako potencidlni ligandy mysiho konstitutivniho androstanového
receptoru. Tomu, ze by mohli tyto slouceniny ovliviiovat aktivitu CAR, napovidalo i objeveni
trans-stilbene oxidu (TSO) jako ligandu mys$iho a potkaniho CAR (Slitt a kol. 2006). Schopnost
téchto latek aktivovat mCAR jsme zkoumali pomoci metody gene reporter assay za pouziti
bunééné linie HepG2. Vysledkem prvniho experimentu byla identifikace trans-2,4,3°,5'-
tetramethoxystilbenu a trans-piceatannolu jako moZnych ligandi mCAR. K potvrzeni

statistické vyznamnosti téchto vysledki je vSak tieba experiment nékolikrat opakovat.

Druhy experiment jsme provedli s cilem zjistit zavislost davky testovanych latek
na jejich u¢inku. V souladu s vysledky piedchoziho testu se jako nejsilnéj$i agonista mCAR
ukazal TCPOBOP nasledovan trans-2,4,3°,5 -tetramethoxystilbenem. AvSak u trans-
piceatannolu jsme ziskali rozporuplné vysledky, v prvnim experimentu (koncentrace 10 uM)
zvySoval transkripéni aktivitu mCAR s pfedbéZnou statistickou vyznamnosti, kdeZto
piidruhém testu se objevilo pouze mirné zvySeni pii nejvyssi pouzité koncentraci,
tedy 25 uM. Nesrovnalosti ve vysledcich trans-piceatannolu a vysokd smérodatnd odchylka
hodnot ECso naznacuji nutnost opakovat tyto experimenty za rtiznych podminek, ptipadné
pouzit dalSi metody. Zda je ¢i neni piceatannol aktivatorem mCAR, bude tedy nutné ovéfit

dalSimi experimenty.

Snahu identifikovat novy ligand konstitutivniho androstanového receptoru podminuje
absence specifického endogenniho ligandu CAR a nevhodné vlastnosti dosud znamych
syntetickych ligandd, coz limituje dal§i studium funkci a mechanismi plsobeni tohoto
nukledrniho receptoru. CITCO, agonista lidského CAR vykazuje slabsi aktivitu a ucinek
nepiimo pulisobiciho fenobarbitalu je nespecificky. TCPOBOP, ligand mySiho CAR vykazuje
mitogenni piisobeni na jaterni tkdn a proliferaci jaterni tkdn€ exponovaného zvirete

(Bhushan a kol. 2019).

Sama aktivace hlodavciho CAR je spojovana s mitogennim efektem, hypertrofii
a hyperplazii jater. Jeden z navrhovanych mechanismli negenotoxické kancerogeneze mysich
jater je vyznamné zavisly na aktivaci mCAR. U normalnich (wild type) mysi podani TCPOBOP
nebo fenobarbitalu vede k ovlivnéni fady signalnich kaskad podilejicich se na potlaceni
apoptozy. Nicméné aktivace mCAR vede i ke zvySeni exprese proapoptotickych faktor

(Dusek a kol. 2019). Vyvstava tedy otazka, zda je hypertrofie jater zprostiedkovana aktivaci
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mCAR, nebo zda ma vétsi podil TCPOBOP. K objasnéni by mohlo pomoci nalezeni novych
ligandi mCAR. Pokud by podavani nového ligandu vedlo k aktivaci mCAR ale nikoliv
k hypertrofii a hyperplazii jater, byl by to argument pro teorii, ze proliferaci jaterni tkané¢

zpuisobuje TCPOBOP jako takovy, a nikoliv aktivace mCAR jak je navrhovano.

Teorii, ze TCPOBOP by mohl byt zodpovédny za proliferaci hepatocytti podpofily
i vysledky nedavné studie Bhushana a kol. (2019), podle kterych inhibice MET (receptor
pro jaterni ristovy faktor Met) a EGRF (receptor epidermalniho ristového faktoru), coz jsou
dualezité regulatory signalnich kaskéad podilejicich se na regeneraci jater, vedla k vyznamnému
snizeni TCPOBOP navozené proliferace jaterni tkané a hepatomegalie u MET
knockoutovanych a EGFR1 myS$ich modeli oproti normalnim mysSim. V Zadnych ptfedchozich
studiich nebyl prokdzan takovyto vyznamny efekt na TCPOBOP navozenou hepatomegalii
ovlivnénim jiného mediatoru nez mCAR. Z vysledki tedy vyplyva, ze TCPOBOP ovliviiuje

1jiné dilezité mediatory vedouci k proliferaci jater (Bhushan a kol. 2019).

Za predpokladu, ze dalsi experimenty potvrdi trans-2,4,3",5 -tetramethoxystilben jako
ligand mCAR, bylo by vhodné otestovat jeho vliv na proliferaci a tumorigenezi jater a vliv
na apoptoézu. Vyhodou oproti TCPOBOP by mohla byt také farmakokinetika trans-2,4,3°,5'-
tetramethoxystilbenu. Stilbenoidy obecné jsou velmi rychle metabolizovany a vylouceny v fadu
hodin (Sirerol a kol. 2015), zatimco TCPOBOP je wvysoce lipofilni polychrolovana
a polyaromaticka sloucenina, kterd se kumuluje v tukové tkéni a udrzuje stabilni koncentrace
vjatrech 1 14 dni po podani jediné davky, bez toho, aby byla metabolizovana

(Dusek a kol 2019).

Extrapolace vysledkii dosazenych zkoumanim napi. mySich modeli na clovéka
je znaéné¢ omezena odliSnostmi mezi lidskym a hlodavéimi CAR, mezi nimi i1 rozdilnosti
ligandii. To dokumentuje i fakt, ze trans-2,4,3",5 -tetramethoxystilben neni ligand lidského
CAR (Hyrsova a kol. 2018). Vysledek této prace by tedy mohl slouzit jako podnét pro dalsi
zkoumani trans-2,4,3",5 -tetramethoxystilbenu a jemu podobnych latek, které by mohli pfispét

k dal§imu studiu mCAR.
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8. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo otestovat 12 latek ze skupiny stilbenoidtl jako
potencialni ligandy mys$iho konstitutivniho androstanového receptoru pomoci metody gene

reporter assay na lidské hepatomové linii HepG2.

Zjistili jsme, ze latka trams-2,4,3°,5 -tetramethoxystilben interaguje s mCAR
azvySuje jeho transkripéni aktivitu. Porovndnim trans-2,4,3°,5 -tetramethoxystilbenu
se zndmym ligandem TCPOBOP pomoci zavislosti davka-uc¢inek jsem zjistila, Ze je slabSim

agonistou nezli TCPOBOP.

Ze ziskanych vysledki 1ze predpokladat, ze trans-2,4,3°,5 -tetramethoxystilben
by mohl mit vliv na expresi cilovych geni mCAR, a tak ovliviiovat farmakokinetiku
spolupodanych 1éCiv a glukdézovy a lipidovy metabolismus. Novy ligand by rovnéz mohl byt

vyuzit pro dal$i studium tohoto receptoru mimo radmec dosud studovanych funkci CAR.
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