UNIVERZITA KARLOVA

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie

Farmakologické ovlivnéni nuklearnich receptorii pri terapii diabetes mellitus

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: prof. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.

Hradec Kralové 2021 Bc. Jakub Drasky



Rad bych vyjadtil svlyj vdek prof. PharmDr. Petru Pavkovi, Ph.D.: za obrovskou trpélivost,
odborné rady a ptfipominky, za jeho kolegidlni a lidsky pfistup a €as, ktery mé diplomové praci

vénoval.



Abstrakt

Univerzita Karlova Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové Katedra farmakologie
a toxikologie

Student: Jakub Drasky

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.
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mellitus

Nuklearni receptory pfislusi do superrodiny transkripénich faktorti, mezi jejich hlavni
funkce patfi regulace exprese cilovych genl. Ve svoji praci jsem se vénoval hlavné skupiné
sirotéich receptorti, konkrétné pregnanovému X receptoru (PXR) a konstitutivnimu
androstanovému receptoru (CAR). Spoleénym znakem téchto receptort je jejich aktivace
pomoci specifického ligandu. CAR i PXR maji nezbytnou funkci jako biologické senzory
hydrofobnich xenobiotik, kdyz indukuji enzymy I. a II. faize metabolismu. Zasadni vyznam maji
také pfi regulaci glukoneogeneze, inzulinové odpovédi, adipogeneze, homeostaze cholesterolu,

mastnych kyselin, triglyceridii a glykogenu.

Cilem této experimentalni prace bylo zavést metodu luciferdzové reportérové eseje
pro dva DNA konstrukty obsahujici promotorovou oblast genlit PEPCK a CYP7AL. Pro aktivaci
PXR jsme pouzili zndmého agonistu rifampicin a antagonistu SPA70. Jako agonistu

CAR receptoru jsme pouzili latku CITCO.

Funkénost metody luciferase reporter gene assay jsme si nejdiive ovéfili
s luciferazovym vektorem pro gen CYP3A4. Vysledky ukézaly, Ze rifampicin a CITCO
vyznamn¢ aktivovali CYP3A4 luciferazovy vektor. V dalSich experimentech jsme pozorovali
vyznamnou deaktivaci CYP7A1 luciferazového vektoru rifampicinem, coZ odpovidé funkci
PXR pfi potlaceni exprese tohoto genu in vivo. V piipadé experimentl s vektorem pro PEPCK

jsme pozorovali nespecifickou reakci rifampicinu, CITCA 1 SPA70 na aktivaci tohoto vektoru.

Zavérem lze fict, Ze jsme ovéfili funkénost metody luciferazové reporterové eseje
s vektorem s promotorovou oblasti genu CYP7A1. Metoda pro druhy vektor nebyla dostatecné

optimalizovana.
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Nuclear receptors belong to the superfamily of transcription factors, their main functions
include regulating the expression of target genes. In my work I focused mainly on the group
of orphan receptors, namely the pregnane X receptor (PXR) and the constitutive androstane
receptor (CAR). A common feature of these receptors is their activation by a specific ligand.
Both CAR and PXR have an essential function as biological sensors of hydrophobic xenobiotics
when they induce enzymes I and II. phase of metabolism. They are also essential
in the regulation of gluconeogenesis, insulin response, adipogenesis, cholesterol homeostasis,

fatty acids, triglycerides and glycogen.

The aim of this experimental work was to introduce a luciferase reporter assay method
for two DNA constructs containing the promoter region of the PEPCK and CYP7A1 genes.
We used the known agonist rifampicin and the antagonist SPA70 to activate/deactivate PXR.
We used CITCO as a CAR receptor agonist.

We first verified the functionality of the luciferase reporter gene assay method with
a luciferase vector for the CYP3A4 gene. The results showed that rifampicin and CITCO
significantly activated the CYP3A4 luciferase vector. In further experiments, we observed
significant inactivation of the CYP7A1 luciferase vector by rifampicin, corresponding to the
function of PXR in suppressing the expression of this gene in vivo. In the case of experiments
with the vector for PEPCK, we observed a non-specific reaction of rifampicin, CITCA and

SPA70 to the activation of this vector.

In conclusion, we verified the functionality of the luciferase reporter assay method with
a vector with the promoter region of the CYP7A1 gene. The method for the second vector

was not sufficiently optimized.
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1. Seznam zkratek

AF1 — aktivacné funkéni doména 1

AF2 — aktivaéné funkéni doména 2

ATP — adenosintrifosfat

BMI — body mass index

cAMP — cyklicky 37,5 -adenosinmonofosfat
cDNA — kédujici sekvence pro protein
CAR - konstitutivni androstanovy receptor
CCRP — cytosolovy CAR reten¢ni protein

CITCO - 6-(4-chlorophenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5-carbaldehydeO-(3,4-
dichlorobenzyl)oxime

CNS — centralni nervova soustava

CYP — cytochrom P450

DBD — doména vazajici DNA

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DM - diabetes mellitus

DMI1 — inzulin-dependentni diabetes mellitus
DM2 — non-inzulin-dependentni diabetes mellitus
FoxO1 — forkhead box protein O1

GLUT - glukozovy pienasec

GRIP1 — Glutamate Receptor Interacting Protein 1
G-1-P — glukéza 1-fosfat

G-6-P — gluk6za-6-fostat

G6Paza — glukdza-6-fosfataza

HNF40 — hepatocytarni faktor 4a

Hsp90 — heat shock protein 90

IRS — inzulinova responzivni sekvence

LBD — doména vazajici ligandy

mRNA — mediatorovda RNA

NADH — Nikotinamidadenindinukleotid


https://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosintrifosf%C3%A1t
https://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosintrifosf%C3%A1t

NR — nuklearni receptor

oGTT — oralni gluk6zovy toleran¢ni test

PB — Fenobarbital

PCN - pregnolon-16a-karbonitril

PEPCKI1 — fosfoenoylpyruvat karboxykindza 1

PGC-1a — peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
PXR — pregnanovy X receptor

RE — responzivni element

RXR - retinoidni X receptor

SGLTs — na sodiku zavislé kotransportéry glukozy

siRNA — small interfering RNA

SULTs — sulfotransferazy



2. Uvod

2.1. Genova exprese

Ptepis genetické informace do funkcniho proteinu je slozity proces, nazyvany genova
exprese. Jeji regulace miize probihat na nékolika trovnich, pro jeji regulaci jsou vyuzivany
transkripéni faktory a nuklearni receptory, epigenetickd regulace, nebo regulace
zprostiedkované stabilizaci/degradaci mRNA. Nékteré nuklearni receptory jsou vyznamnym
mechanismem genové regulace enzymii 1. a 2. faze biotransformace. napt. Pregnanovy
X receptor (PXR) nebokonstitutivni androstanovy receptor (CAR), jiné se podili

na zprosttedkovani funkci hormont (napt. nukledrni receptory pro steroidni hormony).



3. TEORETICKA CAST

3.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je chronické heterogenni onemocnéni, pro které
je charakteristickym projevem hyperglykémie v disledku absolutniho nebo relativniho
nedostatku inzulinu. Toto stale castéji se vyskytujici onemocnéni postihuje vyspélé
ale i rozvojové staty. V Ceské republice touto chorobu trpi 8—9 % obyvatel z celkové populace
(Karen et al.; 2018). RozliSujeme n€kolik klinickych forem, které se od sebe odlisuji rozdilnou
etiologii, klinickymi projevy a pribéhem. Naopak jejich spolecnym znakem je hyperglykémie
a predCasny rozvoj aterosklerdzy. Etiopatogeneze tohoto onemocnéni zahrnuje faktory
ovlivnitelné (ze zevniho prostiedi napt. intoxikace nebo virové infekce), ale i neovlivnitelné

(genetické) (Svacina, 2010).

Podle Svétové zdravotnické organizace rozliSujeme tyto typy.

Tabulka 1 - Klasifikace DM

Klasifikace DM Charakteristika
Diabetes mellitus 1. typu zanik B bun¢k
Diabetes mellitus 2. typu nedostate¢nd inzulinova citlivost
Ostatni specifické typy diabetu soucasn¢ probihajici onemocnéni
Gestacni diabetes riziko vzniku DM po porodu
Hrani¢ni poruchy glukézové homeostazy glykemie nala¢no, OGTT

Tabulka modifikovina z Skrha 2009

Diabetes I. typu je onemocnéni pii kterém dochéazi k vycerpani nebo Uplnému
nedostatku inzulinu. Charakterizuje se velmi rychlym zanikem B-bunék pankreatu jiZz v détstvi
nebo mladistvém veku, proto je také typicka pro mladsi osoby a déti. Pro DM1 je ptfiznacny
rozvoj ketoacidézy a hromadénim ketolatek konkrétné B-hydroxybutyratu a acetacetatu.
Klinické ptiznaky zahrnuji bytek hmotnosti, zizen, polyurii, dehydrataci, hypotenzi, ktera
mize vyvolat az Sokovy stav. Mezi laboratorni ukazatele fadime hyperglykémii, metabolickou

acidozu, hyperurikémii (Martinkova 2007).
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Na vzniku onemocnéni diabetu II. typu ma vliv mnoho ovlivnitelnych faktora.
Typickym
je nedostate¢na pohybova aktivita, sedavy zptsob zivota, nepfiméfené porce potravy. Vyssi
piisun energie, nez jeji vydej souvisi s nartistem obezity u dospélych, u kterych miize navodit
inzulinovou rezistenci. Hladina inzulinu je zpo¢atku onemocnéni zvySena diky zvysSené tkanové
inzulinové rezistenci, v dal$im stddiu onemocnéni dochazi k poruse sekrece inzulinu. Zvysena
hladina glukézy prestava byt regulovana p-buiikami pankreatu, kvili jejich nedostatecné tvorbé
inzulinu. Nérust incidence a prevalence obezity je tizce spjaty s rizikem podatku DM (Skrha,
2009). Mezi klinické ptiznaky patii polyurie, polydipsie, pokles hmotnosti s tim spojeny rozvoj
dehydratace. K ur¢eni diabetu je nezbytné stanoveni glykémie v krevni plazmé. Manifestace
onemocnéni DM2 je typicka pro dospélé jedince, vétSinou ve veéku kolem 40 let. Ve velké mite

podléha dédi¢nosti v rodinné anamnéze (Martinkova 2007).

Tabulka 2 - Srovnani diabetu mellitu typu 1. a typu 2.

Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 2. typu

chybi sekrece inzulinu

inzulinova rezistence, porucha sekrece
inzulinu

typicky zacatek v détstvi a dospivani

typicky zacatek po 40 letech

ketoacidoza

Castéji nizs§i BMI Castéji vyssi BMI
pozitivni autoprotilatky autoprotilatky chybi

C-peptid neptitomen

C-peptid normalni nebo zvyseny

imunoreaktivni inzulin chybi

imunoreaktivni inzulin normalni nebo
zvyseny

Prevzato a upraveno z publikace Naik et al.; 2009
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K prikazu DM je tieba laboratorni vySetfeni hladiny cukru v krvi (glykémii), ta se odrazi

od rovnovahy mezi piisunem a odsunem glukozy z plazmy.

Tabulka 3 - Glukoza v plazme

Vylouceni diabetu < 5,6 mmol/l
Prediabetes > 5,6 mmol/l at < 6,9 mmol/l
Diabetes mellitus > 7,0 mmol/l (potvrdit opakovanym méienim)

3.1.1.

Tabulka modifikovana z Rybka, 2007

Regulace glykémie pfi diabetes mellitus

Regulace glykémie vychazi predevsim z transportu glukézy pies bunééné membrany,
regulace jako takova je uskute¢néna prostiednictvim metabolickych cest jako je glykolyza,
glykogenolyza a glukoneogeneze. Cilem regulace je wudrZovat glykémie v rozmezi
3,5 — 5,6 mmol/l. Zasadni vliv na regulaci glukézy ma hypotalamus, ten pti poklesu krevni
glukézy navozuje pocit hladu, naopak pii dostatecné glykémii vyvolava pocit sytosti
(Martinkova 2007). Inzulin je pankreaticky hormon, vznikajici v B-buiikdch pankreatu
posttranslaénimi Gpravami z proinsulinu odlouc¢enim C peptidu, jehoZ produkce se rovna
kvantu produkovaného inzulinu. Jeho hlavni poslanim je snizovani glykémie. Tento hormon
napomaha transportu glukozy do adipocytli a myocytli, napomahd stimulovat glykolyzu

a zvySuje produkei glykogenu v jatrech (Dostal et al.; 2009).

Insulin-dependentni diabetes mellitus (DM1) je onemocnéni kdy dochazi k inzulinové
insuficienci z divodu jeho nedostatecné tvorby, a tedy 1 neschopnosti sekrece do krevniho
obéhu. Tento typ onemocnéni je zavisly na pravidelném dodavani inzulinu. Tento
typ se vétSinou vyskytuje u déti a mladSich osob, bohuzel zatim neni Zzadny proces, ktery

by tvorbu inzulinu obnovil. RozliSujeme dva podtypy uplavice cukrové typ 1 DMia a DMy,

Pro DM je typicka autoimunitni destrukce B-bun¢k pankreatu zptsobena T-lymfocyty
a makrofagy. Naopak pro DMi, je charakteristicky tzv. idiopaticky diabetes. V krvi
se nenachazi autoprotilatky proti insulinu, nebo jejich produktiim, 1 piesto jsou B-buiiky zni¢eny

neznamym zptsobem. (Rybka, 2007).
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Naopak u non-insulin-dependentni DM (DM?2) pfi tomto typu nejsou -buiiky pankreatu
naprosto zni¢eny, nybrz dochazi k rezistenci na cilové bunky, kterd souvisi se snizenim
odpovédi B-bunc¢k pankreatu na hyperglykémii. DM2 vznikd vétSinou v pribéhu Zzivota
z predispozi¢nich faktorti, mezi které fadime DM v rodinné anamnéze, obezitu, arteridlni
hypertenzi, nebo prediabetes. Dal§imi pfi¢inami vzniku mohou byt mutace genu pro inzulin,
glukokinazu, ale i inzulinovy receptor. Mezi 1éky prvni volby fadime metformin, ktery patii
do skupiny peroralnich antidiabetik. (Fusek et al.; 2012). Cast pacienti s DM2 mohou mit také
klinické ptiznaky metabolického syndromu v disledku inzulinové rezistence (Rybka, 2007;

Racek et al.; 1999).

3.1.2. Regulace syntézy glukozy v jatrech

Jatra patfi mezi nejvétsi organy lidského téla, hraji nezbytnou roli v intermedidlnim
1 energetickém metabolismu, biotransformace xenobiotik i endogennich latek a ovlivnéni
metabolickych drah lipid, které zasahuji do cilovych struktur v organismu. Jednim
z dilezitych biotransformacnich procesu je také zachovani glukostatické funkce jater. Pokud
v organismu nachazime hyperglykémii, pracuji jatra na principu zvySeného vychytavani krevni
glukdzy, kterd je nasledné pfemeénéna na jaterni glykogen, ten slouzi jako zdsobéarna glukézy
pro dalsi pouziti. ZvySené aktivity mohou dosahovat také procesy, které uzce souvisi

s hyperglykémii, a to glykolyza a lipogeneze.

Pti opacném stavu, tedy hypoglykémii, kterd se prezentuje jako nedostatek glukdzy
v krvi je vyuzita jaterni zasoba glykogenu. Jaterni glykogen je §t€pen procesem glykogenolyzou
nckolika krokovou reakci, jejiz vysledkem jsou molekuly glukézy, které jsou uvolnovany
do krevniho ob&hu. Dal§im regulaénim bodem pii hypoglykémii je glukoneogeneze, ta vyuziva
tvorby glukoézy z necukernych analytl napt. pyruvatu. Pro spravné fungovani organli nezbytné
nutnych pro preziti je dulezity konstantni pfisun glukézy v potravé. Pokud dojde
ke kratkodobému hladovéni, jsou jatra schopna absenci glukdzy zajistit glykogenolyzou
a glukoneogenezi, pti déle trvajicim hladovéni je vyuZit jaterni zasobni glykogen, ktery podléha

depleci (Hainer, 2011).
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Obrazek 1: Pankreaticka regulace glukézové homeostdzy

Prevzato z Roder et al.; 2016

Obrazek ¢. 1 predstavuje udrzeni glykémie pomoci glukagonu a inzulinu. Pokud je nizka
glykémie, pankreas aktivuje proces glykogenolyzy vylou¢enim glukagonu, tento proces
normalizuje glykémii. Po jidle, kdyz glykémie vyrazné stoupd, se z pankreatu uvolni inzulin,
diky némuz se glukéza presouva do inzulin-dependentni tukové a svalové tkané€, dochazi také

ke stimulaci glykogeneze, tim se normalizuje hladina krevni glukézy (Rdder et al.; 2016).

14



Rychlost metabolismu glukézy je zavisla na ptfitomnosti nékterych enzymi, muze
ji ovliviiovat také potieba glukdzy pro CNS, ale i zména objemu hepatocyti v disledku
transportu vody. Zpusob aktivace glykogenolyzy je dan hladovénim a tim i zvySenou
koncentraci  glukagonu, katecholamini a  glukokortikoidi.  Glukoéza  tvofena
v endoplazmatickém retikulu hepatocytt je slozena z glukoplastickych aminokyselin a laktatu,
pro jeji transport je vyuzivana facilitovana difuze. Jeji cesta do krve je uskute¢néna pomoci
glukozového transportéru GLUT-2 také facilitovanou difuzi. Zdrojem endogenni gluk6zy mtize

byt také preména z galaktozy a laktoézy (Hulek et al.; 2018).

3.1.3. Klicové geny v intermedidlnim metabolismu glukozy

Glukoza patii mezi monosacharidy, je vyuzivana v jatrech, svalech, tukové a mozkové
tkani jako energeticky zdroj. Jejimu vstfebavani napomahaji pfenasSece SGLT-1 a SGLT-2,
které vyuZzivaji pasivni difuzi, nebo sekundiarné aktivniho transportu s ionty Na®. Pfes vena
portae se glukdza z enterocytu dostdva do krevniho fecisté ptes transportér GLUT-2 bez
pritomnosti iontti Na*. Do bufiky se glukéza dostava pomoci pienase¢tt GLUT, v soucasnosti
je znamo 14 typt téchto receptorti, 1i8i se od sebe enzymatickou kinetikou a specifickou
lokalizaci v urcitych tkanim lidského organismu, to vysvétluje rozdily v senzitivité organii

(Chen et al.; 2015).

Glukoza je po vclenéni do bunky ihned fosforylovana na gluk6za-6-fosfat (G-6-P)
enzymem hexokindzou, pro jatra je vyuZivan izoenzym glukokiniza. Diky koncentracnimu
gradientu, ktery umoznuje velka aktivita hexokinaz, vstupuje glukoza rychle do bunky. G-6-P
je soucasti metabolickych dé&ti, mezi které patii pentdézovy cyklus, glykolyza, nebo
glukoneogeneze, G-6-P umozZnuje neustale udrzovat glukoézu v butice, protoze jeho derivaty

jsou pro bunécnou stranu neprichozi (Roder et al., 2016).

Glukoza mtze byt odbourana, jak jiz bylo popsano vyse, dvéma riznymi cestami, které
odlisuji jejich finalni produkty. Za anaerobnich podminek glykolyzy z jednoho molu glukézy
vznikaji 2 moly laktatu a 2 moly ATP.

Produktem aerobni glykolyzy vznika energie ve formé& ATP, kdy se z jednoho molu
glukozy tvofi 2 moly pyruvatu, 2 moly NADH + H"a 2 moly ATP. Vznikly pyruvat
je pfreménén na acetyl-CoA a zaclenuje se do citratového cyklu, kde je jeho hlavni cast

zoxidovana na oxid uhli¢ity. Pribéhem téchto reakci vznikaji reduk¢ni ekvivalenty, které
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vyuziva aerobni fosforylace v dychacim fetézci jako zasobu energie pro tvorbu ATP. Z 1 molu

glukézy po odbourani aerobni cestou vznika 36-38 moli ATP.

V piipadé dostatecné bunécné energie i1 glukozy, stava se G-6-P tzv. substratem, jehoz
ukolem je tvorba zasobniho glykogenu (glykogeneze). Nejvice glykogenu se uklada do zasoby
do myocytd nebo hepatocytd. Jaterni glykogen je pomoci glykogenolyzy odbourdvan,
produktem této reakce je glukoza-1-fosfat (G-1-P), reakce zprostiedkuje enzym
glykogenfosforylaza. G-1-P je izomerovan na glukdza-6-fosfat, ktery je fosforylovan
a nasledné muze byt postupné uvoliiovan do krve. Tento enzym se nachazi pouze
v hepatocytech, buiikach ledvinnych tubulii, pfipadné v enterocytech. Jaterni zasoby glykogenu
maji kapacitu pro télesnou ndmahu na 12-24 hodin. Pti nedostatku glykogenu v jatrech vyuziva
organismus reakci glukoneogeneze znecukernych slozek, ty probihajicich z velké miry
v jatrech. Energie na tvorbu glukoézy je vyuzita z beta oxidace mastnych kyselin. Ackoliv slozi
glukéza jako zdroj energie pro vSechny bunky, pfi jejim nedostatku v organismu ji vyuzivaji
pouze buniky, u kterych neni mozné vyuzit pro tvorbu glukézy mastné kyseliny nebo ketolatky
(erytrocyty). Jiné bunky organismu vyuZivaji jiné zdroje energie (napi. mozek, je zavisly
na ptijmu glukdzy, nicméné muize vyuzit zdroj energie z ketolatek) (Rdder et al.; 2016, Holecek,

2006).

Glukoza také patii do Coriho cyklu, tato anaerobni pfeména preménuje glukozu
na laktat, laktat je transportovan do jater, odtud je vyuzit glukoneogenezi pro vznik glukézy,
ktera je naddle vyuZzita jako zdroj energie. Glukézo-alaninovy cyklus vyuziva alanin
z muskularnich bungk, ten je v jatrech reformovan glukoneogenezi na glukézu, pro zpétné
vyuziti pro svalové bunky (Holecek, 2006). Glukoza je také spotiebovavana v pentézovém
cyklu. Pfimou oxidaci se G-6-P transformuje na ribéza-5-fosfét, ktery je pouzit jako stavebni
kamen pro syntézu mastnych kyselin a nukleotidli. Po naslednych n€kolika reakcich vznikaji
z1ibdzy fosforylované monosacharidy, organismus je dale zuzitkovavda na syntézu

glykoproteini nebo proteoglykanti (Holecek, 2006).
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(2) NADH+H'<

(2) ADP
(2) ATP<

pyruvatkinaza

>(2) 1,3-bisfosfoglycera
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Glukéza £
ATP —> Pi
hexokinaza glukoza-6-fosfataza
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Obrazek 2: Porovnani zjednoduseného schématu glykolyzy s glukoneogenezi

Prevzato, upraveno z Nelson a Cox, 2017
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3.2. Nuklearni receptory

Nuklearni receptor patii do rodiny ,ligandem aktivovanych® transkripcnich faktort.
Hraji nezbytnou roli v udrzeni metabolické homeostazy, diferenciace a proliferace bunck,
ochrany proti stresu indukovanému xenobiotiky, ale hlavné se fadi mezi
receptory extracelularnich i intracelularnich signalti. Mohou po navazani ligandu v cytoplazmé
aktivovat kaskadu déju, ktera vede k zahéjeni exprese urcitych genl v jadfe. Jsou spojeny
s celou fadou onemocnéni, at’ uz s kardiovaskuldrnimi chorobami, metabolickymi chorobami,

zanéty nebo dokonce nadorovym bujenim (Skalova, 2017).

V lidském genomu se nachazi 48 nuklearnich receptord, které rozdélujeme do né¢kolika

skupin, dle jejich specifické vazby na ligandy nebo podle mechanismu sekvencni kompozice.

1. hormonalni/endokrinni NR — endogenni ligandy s vysokou afinitou, jsou intracelularni
receptory, jejichz funkce je prikladana transkripcnim faktoram.
Pro jejich G¢inek je nezbytna pfitomnost steroidnich hormont. Je znamo nékolik zastupci této
skupiny.

androgenni (AR — androgen receptor)
estrogenni (ER — estrogen receptor)
progesteronovy (PR — progesterone receptor)
glukokortikoidni (GR — glucocorticoid receptor)

mineralokortikoidni (MR — mineralocorticoid receptor)

2. sirotéi NR (,,orphan® receptory) u nichz nebyl identifikovan endogenni ligand.
Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii:
pregnanovy X receptor (PXR — pregnane X receptor),
konstitutivni androstanovy receptor (CAR — constitutive androstane receptor),

jaterni X receptor (LXR — liver X receptor).

3. ,adopted orphan®“ takové nuklearni receptory disponuji  nizkou  afinitou

k endogennim ligandiim. Jejich vznik je dokladéan existenci a identifikaci endogennich ligand.

Nékteré NR mohou byt aktivovany i ptes nepfitomnost endogennich ligandi. VSechny

NR jsou klicovymi transkripénimi faktory, které se podileji na spravném fungovani organismu.
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Dysfunkce v procesech regulovanych NR mohou vést k vysoce relevantnim chorobam
a patologickym onemocnént, jako je obezita, diabetes mellitus
typu II, ateroskler6za, rakovina nebo hyperlipidémie (Ma et al; 2008,
di Masi et al.; 2009).

3.2.1. Struktura a funkce nukledrnich receptorti

NR byly objeveny v 19. stoleti, od t¢ doby bylo identifikovano spoustu dalSich
receptort, které se jevily strukturné téméf totozné, jsou totiz fylogenetického ptvodu

s podobnou stavebni strukturou (Laudet, a Gronemeyer 2002).

Strukturu nuklearnich receptorii rozd¢lujeme na Sest ruznych oblasti, které jsou
nazyvany pismeny A-F. Obsahuje tyto ¢asti - DNA-vézajici domény (DBD) na N-konci, ligand-

véazajici domény (LBD) na C-konci, spojovaci struktury a dv€ aktivaéni domény AF-1 a AF-2.

» N-terminal domain ma funkci aktivatoru transkripce AF-1 (transactivation function).
Tato oblast miize byt posttranslacné zménéna (fosforylaci) a alternativnim sestiihem,

to mize do jist¢ miry ovlivnit aktivaci AF-1 a kooperaci s aktivatorem transkripce AF-2.

» DNA binding domain uskute¢nuje vazbu NR na pfislusnou nukleotidovou sekvenci
oznacovanou jako responzivni element (RE). Tato oblast rozhoduje, u kterého genu prob&hne

indukce transkripce.
> Hinge region slouzi jako doména spojujici DBD a LBD.
» Ligand binding domain vytvaii takzvanou kapsu, ve kterém probiha nekovalentni interakce
ligandGi (hormontl, xenobiotik) na zdkladé¢ chemickych struktur s aminokyselinovymi
skupinami ~ LBD. Obsahuje  také  aktivacni funkci-2 (AF2),  ktera

na rozdil od AF-1 vyzaduje piitomnost ligandu.

» C - terminal domain je doména, kterd je nejvice variabilni oblasti ze vSech, nemusi

byt pfitomna u vSech typi NR (Pavek et al.; 2005; Garcia et al.; 2018; Nolte et al.; 1998).
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Obrazek 3: Zndazorneni struktury nuklearnich receptorii

Prevzato a upraveno z Jonker et al.; 2009

Ligandy kontroluji interakce NR s koaktivatory nebo korepresory prostfednictvim
zmény v konformaci AF-2, kterd se nachazi v LBD domén¢. (Jonker et al.; 2009). Ptestoze
je struktura NR velice obdobnd, jejich mechanismy Uc¢inkd a funkce mohou byt znacné
rozmanité. Pro vyuziti téchto funkci je nezbytnd vazba receptoru na DNA za pomoci
homodimert, heterodimeri s jinymi receptory, nebo jako monomery, které nejsou sdruzeny
s odlisnym receptorem. Nékteré studie poukazuji, ze transkripce genti miize zacinat v pozicich,
které mohou byt vzdaleny od vazebného mista, kde se transkripéni mechanismy vazi

do promotorové DNA (Carroll et al.; 2006).

3.2.2. Pregnanovy X receptor

PXR patifi mezi ligandem aktivované nukledrni receptory, byl objeven po CAR
receptoru v roce 1998 (Bertilsson et al.; 1998). Lidsky PXR je produktem genu NR1I2, ktery
je soucasti chromozomu 3 lokusu 3ql11—ql13.3. SloZzeni genu NR2I2 je rozlozeno mezi

10 exonil oddélenymi 9 intronickymi oblastmi (Tebbens Duintjer et al.; 2018).

Tento receptor ma zasadni vyznam v regulaci hlavnich cytochromovych P450
xenobiotik-metabolizujicich enzymii (CYP), mimo jiné plsobi jako biologicky senzor
hydrofobnich xenobiotik a také koduje enzymy I. a II. faze metabolismu. Hlavnim cilovym
genem, ktery PXR reguluje je CYP3A4, ale podili se také na ovlivnéni CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP3AS, CYP3A7 a CYP2A6 (Tebbens Duintjer et al.; 2018).
Dle novych studii miZeme fict, Ze PXR vykonavé taktéZ nedilnou roli v endobiotickém
metabolismu a dokéaze regulovat dalezité geny, které ovliviiuji metabolismus glukozy, lipida,

a zlu¢ovych kyselin (di Masi et al.; 2009). Velikou vyhodou PXR je rtiznorodost ligandd,

20



kam mtizeme zatadit 1€ky na predpis, prirodni latky, endobiotika dalsi. (Kliewer Steven 2003).
Diky jeho vlastnostem, je mu pfifazovan negativni vyznam v rozvoji diabetes mellitus, jaterni
a to hlavné pii zanétlivych onemocnéni spojenych s metabolickym syndromem

a steatohepatitidou (Gao and Xie 2012, Ma et al.; 2008).

PXR receptor byl zpocatku klonovan hlavné ze zvirat, konkrétné mysi, ale i savcti nebo

ptak. Své jméno dostal na zdklad¢ aktivaéni drahy C21 steroidy (pregnany) vcetné
pregnenolonu 16a-karbonitril (PCN). V nynéjsi dobé uz mizeme fict, ze PXR je hlavnim
transkripénim reguldtorem izoenzymu CYP3A. Je oznacovan jako orphan, neboli sirotek,
jelikoz nejsou znamé zadné endogenni ligandy s vysokou afinitou (Kliewer 2002).
U PXR rozliSujeme Ctyti isoformy, které charakterizuje odliSna transkrip¢ni aktivita. Isoformy
PXR1 a PXR2 reaguji na agonistu aktivaci exprese cilového genu, naopak transkripéni varianty
PXR3 a PXR4 indukuji expresi cilového genu. Bylo zjisténo,
ze PXR obsahuje sféricky ligand vazajici kapsu, jejiz velikost je dvakrat vétsi
nez u retinoidnich receptort nebo steroidnich hormont, tato kapsa je hydrofobni a pruzna, diky
témto strukturalnim vlastnostem dokaze PXR rozpoznat Sirokou skalu xenobiotik (Watkins
et al.; 2001).

V soucasné dobé¢ mame nespocet dikazli, ze PXR slouzi jako hlavni transkripcni
regulator izoenzymu CYP3A. Vyzkumy dokazuji, Ze PXR aktivuji mnoho geni, které zasahuji
do clearance bilirubinu, hemu a tyroxinu, dale ovliviluje hemostazu kosti a v neposledni fad¢

1 metabolismus vitaminu D (Pavek 2016).
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3.2.3.

Ligandy PXR

Zpocatku byl NR PXR prid€len ke skupiné sirotéich receptorii, dnes je tomu vsak jinak,
bylo objeveno mnoho ligandi rGzného pivodu, proto byl pieklasifikovan do skupiny
s oznaCenim adoptovany sirot¢i receptor (di Masi et al.; 2009).

Cesta aktivace PXR je riznoroda, existuje velké mnozstvi ligandl z rtiznych skupin latek:
leciva:

» rifampicin

» dexametazon

» fenobarbital

endogenni slouceniny:

» progesteron

» Kortikosteron

» So-pregnane-3,20-dion
> Zludové kyseliny

pesticidy, polutanty:

» polychlorované bifenyly

slou¢eniny pfirodniho puvodu:

» hyperforin

» paklitaxel

Vsechny tyto latky maji schopnost tento receptor aktivovat.
PXR je vice promiskuitni receptor nez CAR, ma schopnost véazat velky pocet riznych
sloucenin, a to hlavné diky vlastnostem LBD. (Chang and Waxman 2006, di Masi et al.; 2009,
Timsit and Negishi 2007). U tohoto receptoru nachdzime mezidruhové odliSnosti
napf. u antibiotika rifampicin, ten vykazuje afinitu k PXR receptoru lidskému 1 krali¢imu,

ale nikoli k mySimu (Mani et al.; 2013, Xu et al.; 2005).
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Obrazek 4: Vybrané ligandy PXR receptoru
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3.2.4.

Konstitutivni androstanovy receptor

Gen kédujici CAR mé oznaceni NRI1I3, nachazi se na chromozomu 1 (1q23).
CAR je ¢lenem superrodiny jadernych receptorti, spole¢né s pregnanovym X receptorem (PXR)
slouzi jako senzory endobiotickych a xenobiotickych latek, z toho vyplyva,
ze CAR a PXR hraji vyznamnou roli pfi detoxikaci cizich latek, xenobiotik. Touto funkci
se lisi od receptort steroidnich hormonti nebo hormont T3 a T4. CAR receptor oznacujeme jako
,»sirot¢i* nuklearni receptor, protoze nebyl doposud identifikovan fyziologicky ligand, ktery

by slouzil jako ,,spinac* k jeho fyziologické funkci.

Piivodné byl popsén jako MB67 jako sirot¢i nukledrni receptor, ktery se nachézi
v jatrech. Pozd¢ji bylo objeveno, Ze se na MB67 vazi metabolity testosteronu, androstanolu
a androstenolu a tim zdoldvaji jeho efekt, a proto byl pfejmenovdn na konstitutivni
androstanovy receptor (CAR). Mezi endogenni agonisty CAR receptoru se fadi
dehydroepiandrosterone (DHEA). Na rozdil od vétSiny nukledrnich receptori je tento
transkripéni regulator aktivni i v nepfitomnosti ligandut (tj. ma tzv. konstitutivni aktivitu), jeho
regulace muze byt ovlivnéna agonisty tak i inverznimi agonisty. Vazba na ligand vede
k translokaci CAR z cytosolu do jadra, kde se protein mize vazat na DNA. Vazba se vyskytuje
bud’ jako monomer, nebo heterodimer spolecné s retinoidnim X receptorem (RXR), coz vede
k aktivaci nebo represi cilové genové transkripce. Geny regulované CAR receptorem jsou
nezbytnou soucasti pro metabolismus 1é¢iv, také maji dalezitou roli v eliminaci bilirubinu.
Genova regulace CAR ovlivituje enzymy sulfotransferaz (SULT) a glutathion-S-transferaz

(GST), ale hlavné¢ cytochromy a to konkrétné formy CYP2B, CYP2C, CYP3A4.\

CAR se ptredevsim vyskytuje v jatrech, ale také ho nachazime v jinych tkénich i orgdnech

(1 kdyz ve velmi malych koncentracich), jako jsou stievni epitel, mozek, sval kosterni, srdce,

plice nebo ledviny. CAR bez navazaného ligandu nachdzime pfedev§im v cytoplazmé bunek,

za téchto podminek je receptor inaktivovany a fosforylovan. Jeho cytoplazmaticky komplex

je tvofen CCRP (CAR Cytoplazmaticky retencni protein), Hsp90 (protein tepelného Soku 90)

a GRIP1 (Glutamatovy Receptor Interacting Protein 1) (Kobayashi et al.; 2003,
Min et al.; 2002a, Min et al.; 2002b, Timsit & Negishi 2007).

Hlavni funkeci, kterou CAR disponuje je regulace metabolismu a zpracovani xenobiotik

a endobiotik, stim 1zce souvisi zména jaterniho metabolického prostfedi. Pokud

je CAR aktivovan pomoci fenobarbitalu (PB) dochazi inhibici jaternich glukoneogennich
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enzymu, mezi které patii fosfoenoylpyruvat karboxykinaza 1 (PEPCK1) a gluk6za-6-fosfataza
(G6Pase) (Ueda et al.; 2002). CAR dokéze regulovat syntézu hormonti pankreatu, pohlavnich
hormont jejichz cilovymi geny jsou CAR SULT a UGT. (Fangt Hai-Lin 2005, Sugatani Junko
etal.; 2005). CAR nalezi mezi xenobiotické senzory, diky své rozmanité specifité pro endogenni
1 exogenni ligandy s mozno meénici se strukturou. Védci zjistili, ze oblast CAR LBD je velka
a hydrofobni, pomoci této oblasti dochazi k vazbdm na dal$i chemické struktury. Nésledné
oblast AF-2 CAR LBD je spojena s aktivni konformaci i pifi absenci ligandd,
s tim je spojena mysSlenka, kterd fika ze zména konformace bude mit vliv na transaktivacni

aktivitu CAR (Xu et al.; 2004).
3.2.5. Ligandy CAR

Ligandy konstitutivniho androstanového receptoru, byly obtizn¢€ popisovany, nejdiive
se praktikoval nazor, Ze CAR nemé Zadny endogenni ligand, opak je pravdou. Co se tyce
CAR, bylo objeveno ze jeho endogenni ligandy patii do skupiny steroidi (androstany,
estrogeny a progestiny) a metaboliti zlucovych kyselin, jejich afinita k CAR receptoru
je ale nepatrnd. Mezi dal$i modulatory konstitutivniho androstanového receptoru fadime
klinicky pouzivand léc¢iva, pesticidy, flavonoidy obsazené v potravé a polyfenoly vzniklé
metabolizaci alkoholu. Zasluhou téchto ligandii se u CAR projevuje odolavani vici bunééné

toxicité a detoxikaci xenobiotik. (Molnér et al.; 2013).
Ligandy CAR, jejichz cesta aktivace nastava piimou vazbou na LBD jsou:

e TCPOBOP - 1,4- bis[2(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene -jedna se o Cisté mysi ligand
mySiho CAR
e CITCO - 6-(4-chlorophenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5-carbaldehydeO-(3,4-

dichlorobenzyl)oxime - €isté ligand lidského receptoru
Aktivitu CAR, mizou ovliviiovat tzv. nepiimé aktivatory mezi né fadime:

e paracetamol
e Dbilirubin

e fenobarbital
e fenytoin

e 06,7- dimethylskuletin

Tyto nepiimé aktivatory podnécuji nuklearni translokaci CAR a expresy cilovych genil

1 v nepfitomnosti pfimé vazby na ligand binding domain. (Molnar et al.; 2013).
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CAR je slozen narozdil od ostatnich NR pouze ze 3 domén — DBD, spojovaci ¢asti a LBD,
to by mohlo vysvétlovat jeho podstatné vlastnosti, vzhledem k mensi CAR — LBD kapse,
je schopen strukturné vazat molekuly: endogenni, syntetické a pfirodni. CAR disponuje méné
variabilnimi vlastnosti nez PXR (Hernandez et al.; 2009). Nybrz znamé udaje poukazuji
o prekryvajici se regulaci metabolickych enzymii a transportért 1€¢iv mezi CAR a PXR. U PXR
byla zjisténa vetsi indukce v piipadé¢ enzymi CYP3A4 a CYP2C9, tyto geny lze srovnat

s CAR-zprosttedkované indukce téchto gent.

U mysich pokust pii hyperglykemickych stavech byl prokazan ptiznivy ucinek
CAR, ve smyslu regulace syntézy glukézy po aktivaci CAR. Byl regulovan prvni krok
glukoneogeneze — potlaceni tvorby enzymi G6Pazy (glukoza 6-fosfatdzy) a PEPCKI1
(fosfoenolpyruvatkarboxykindzy 1) (Kodama et al.; 2004, Ueda et al.; 2002, Yarushkin
etal.; 2013).
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Tabulka 4 - Vybrané ligandy nebo aktivatory CAR

Latky

Efekt na lidsky CAR

Reference

Steroidy
Androstan-3u-ol a androsten-3a-ol
3.17p-Estradiol a 17a-ethinylestradiol
5p-Pregnanedione

Pesticidy
Pyrethroidy (permetrin, cypermetrin)

Karbamaty (benfuracarb)

Organochloriny (methoxychlor, PCB153. o,p -

DDT)
Léciva

Klotrimazol

Meklizin

Artemisinin a nékteré derivaty
Karbamazepin

Nevirapin

Fenytoin

Prirodni polyfenoly

Flavonoidy nachazejici se v jidle (chrysin)

Flavonoidy vznikajici z alkoholu (kys. ellagova)

Plastizatory
Triarylfosfary

Di(2-ethylhexyl)ftalaty

Synteticke latky
TCPOBOP
CITCO
Flexibilni diarylove slou¢eniny (FL81)
Thiazolidin-4-ony
Sulfonamidy

PK11195

S07662

IA (h>m)
IA (h). A (m)
A (h). IA (m)

IA nebo A

IA nebo neaktivni
A
A
A
Aktivator nebo A

A
A pro hCAR2

Dau a kol. 2013
Dau a kol. 2013
Maglich a kol. 2003

Kiiblbeck a kol. 2011
Abass a kol. 2012
Kiiblbeck a kol. 2011

Jyrkkérinne a kol. 2008
Lynch a kol. 2012
Huang a kol. 2004
Burk a kol. 2012
Faucette a kol. 2007
Faucette a kol. 2007

Kiiblbeck a kol. 2011

Yao a kol. 2011
Yao a kol. 2011

Tyrkkérinne 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; TA, inverzni agonista: h. lidsky CAR: m. mys&i CAR: PK11195, ischinolinkarboxamid; S07662, 1-

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

Prevzato z publikace Molnar et al.; 2013
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3.2.6.

Ovlivnéni metabolismu glukézy ligandy receptorit PXR a CAR

Jaterni glukoneogeneze je pevné ovladdna inzulinem a glukagonem a ma nema nezbytny
vyznam pro pieziti béhem plistu nebo hladovéni. Mezi geny podilejici
se na glukoneogenezi, patfi zejména glukoza-6-fosfataza (G6Pase) a fosfoenolpyruvatu
carboxykinase (PEPCK).

G6Paze je kriticky enzym, fidici hladinu glukézy v séru katalyzujici defosforylaci glukédza-
6-fosfath generovanych jak z glukoneogeneze, tak z glykogenolyzy, zatimco PEPCK
katalyzuje tvorbu fosfoenolpyruvatu z oxalacetatu. Jaterni glukoneogeneze
je fizena dvéma sméry. Pozitivni smér, fizeny glukokortikoidy, cAMP a glukagonem, naopak

negativni smér je ovladany inzulinem spole¢né s glukdzou (Konno et al.; 2008).

Je znamo, Ze 1éCba 1éky, které fadime mezi aktivatory CAR a PXR, potlacuji jaterni enzymy
glukoneogeneze (Argaud, 1991; Ueda et al.; 2002; Kodama et al.; 2004). Bylo zjistén, ze ligand
PXR PB dokadze redukovat u diabetickych pacienti plazmatickou glukézu.
(Lahtela et al.; 1985). Vyznamny efekt byl zjistén pii uzivani PCN, ktery je schopny aktivovat
mPXR a tim snizit hladinu glukézy v krvi nalacno. Bohuzel pfesny mechanismus uc¢inku
zUstava neznamy, nybrz vétsina zjisténych udaji poukazuje, ze pti aktivaci CAR a PXR dochazi
k redukci glukoneogenni cesty pomoci transkripcnich faktori a kofaktort, které se podileji
na regulaci téchto enzymil glukoneogeneze (Kodama et al.; 2004).

CAR ma schopnost také ovliviiovat glukoneogenezi pomoci transkripéniho
faktoru 1, jeho ukolem je regulace inzulinu, ke které¢ vyuzivd gen FOXOI. CAR muze
do jist¢ miry ovliviiovat 1 geny stimulujici glukoneogenezi jako napi. PEPCK, regulace
je zpusobena vazbou na zminény gen FOXO1 (Kodama et al.; 2004). To nam napomaha
vysvétlit jak 1é€ba PB zkvalitituje citlivost na inzulin u diabetu nezavislého na inzulinu
/diabetu typu II. (Lahtela et al.; 1985). Pfima interakce CAR nebo PXR receptoru s FOXO1
je zékladnim mechanismem, pro regulaci genit G6Pasa a PEPCK v odpovédi na xenobiotika.
Tato regulace je odliSna od regulace glykémie insulinem. Spojeni CAR nebo PXR receptorti
s genem FOXO1 ma za nasledek potlaceni glukoneogeneze. PXR dokaze potladit transkripcni
aktivitu genu FOXO1 na inzulinové responzivni prvek, tzn. pisobi jako negativni transkripéni

regulator genli zapojenych do metabolismu glukézy (Kodama et al.; 2004).
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3.2.7.

Klicové geny metabolismu glukozy ovlivnéné ligandy receptorit PXR a CAR
Jak jiz bylo popsano vySe, PXR zasahuje do metabolismu glukézy ovlivnénim dvou
zakladnich enzymu glukoneogenze: glukoza-6-fosfatazy (G6P)

a fosfoenolpyruvatkarboxykinazy (PEPCK).

Pti aktivaci ligandem typickym pro PXR dochézi k poklesu exprese téchto enzymt,

coz vede k regulaci glukoneogeneze. Regulace mtize byt ovliviiovana né¢kolika formami:

1) interakce transkripénim faktorem FOXO1
2) interakce proteinem vazajici cAMP-responzivni element (CREB)

3) ovladnuti gent zprostiedkované HNF4a, nasledna kompetice o koaktivator PGC-1a

U prvni a druhé formy, jak FOXOI1 tak i CREB se za nepfitomnosti ligandem
aktivovaného PXR vazou na responzivni elementy na DNA, tim dochazi zahajeni transkripce
genl

pro G6P a PEPCK (Chai et al.; 2013, Konno et al.; 2008).

Pti aktivaci PXR dochazi k snizeni exprese transportéru pro glukozu GLUT2 spolecné
s enzymem glukokindza, tim je ovlivilovan tzv. uptake glukézy, to mize mit za nésledek
postprandidlni hyperglykemii. (Hakkola et al.; 2016). MoZzny vliv na naruSeni glukozové
tolerance byl zjiSt€n u pacientli, kterym byly podavany lécebné agonisty PXR (rifampicin,
fenobarbital, fenytoin, cyklofosfamid, ale 1 u n€kterych antivirotik), to poukazuje na mozny vliv

PXR na diabetes 2. typu.

Celkové shrnuto, PXR 1 CAR dokaZou potlacit expresi glukoneogenniho genu, ktery
je cilené zaméfen na klicové transkripéni faktory podilejici se na glukoneogenezi. Existuje
spojeni mezi PXR/CAR a glukoneogenni cestou, tato cesta mize predstavovat mechanismus
bunécné adaptace, kterd by mohla pfinést feSeni pro nedostatek energie ve patofyziologickych
procesech. Jelikoz je glukoneogeneze velice narocny energeticky proces, pii kterém se laktat,
pyruvat a glycerol pfeménuji na glukozu a glykogen, je zde zapotiebi velké mnozstvi energie,
kterou poskytne ATP, pro tvorbu dostate¢ného mnozstvi NADPH, coz je redukéni koenzym
cytochromu P450. Potlacenim glukoneogeneze, zprostfedkovanou PXR a CAR, jsou
hepatocyty schopny udrzovat nezbytné hladiny NADPH a udrzovat tak ochrannou funkci
metabolismu vici podavanému Iécivu. Tyto zavéry byly vSak zaloZeny pouze na studiich

in vitro (Hukkanen et al.; 2014, Gao and Xie 2012
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Obrazek 5: Potlaceni transkripce genu G6Paza

K potlaceni transkripce genu G6Paza, dochazi inhibi¢ni schopnosti CREB s vazbou
na DNA, vazebné misto v promotorové oblasti tzv. response element je CRE. PXR piimo
interaguje s CREB. Modr¢ Sipky ve schématu naznacuji aktivaci nebo stimulaci, zatimco ¢erné
Sipky napovidaji o G€inku aktivovaného PXR na expresi genu G6Pasa. SoutéZ o spolecny

kofaktor naznacuje prerusovana Sipka (Pavek, 2016).
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Pti aktivaci PXR xenobiotiky dochazi vlivem I1éciv, k redukci glukoneogeneze,
snizenému transportu glukdzy a s nim spojenému ukladani zasobniho glykogenu. Dale dochézi
k zahajeni lipogeneze, pokles B-oxidaci mastnych kyselin a potlaceni imunitni odpovédi.

Pti dlouhodobé¢ aktivaci PXR muze dojit az k ztucnéni jater (jaterni steatoze) i DM 2. typu.

Prevzato z Hukkanen et al.; 2014
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IIL.

3.2.8.

NR CAR ovliviiuyje jak lipidovy metabolismus, tak i jaterni metabolismus glukézy, bylo
tak prokazano na mySich po vlozeni ligandu TCPOBOP, dochéazelo u testovanych mysi
ke zlepSeni glukozové tolerance. To ma za nasledek potlaceni hepatalni glukoneogeneze.
Jak jiz bylo uvedeno vyse, pii aktivaci CAR receptoru dochazi k potlaeni exprese enzymil

PEPCK a G6Paza. Tento zplisob inhibice mize mit rdzné formy:

CAR spolecné bojuje s FoxO1 o vazebné misto na inzulinové responzivni sekvenci (IRS) a také
HNFa na promotorech genii PEPCK a G6Pazy.
CAR se kompetitivné konfrontuje s koaktivatory HNF4a, tim dochazi ke snizeni exprese

cilovych gent glukoneogeneze.

Transkativace téchto genti uskute¢iiuje HNF4a, dulezita je translokace do jadra, ktera
nasleduje po acetylaci HNF4a. Bylo zjisténo, ze sulfaty cholesterolu spolecné se SultB1b
inhibuji glukoneogenezi deacetylaci HNF4a, tzn. Ze pokud bude CAR stimulovdn genem

Sult2B1b, jeho plsobeni bude mit za nasledek potlaceni glukoneogeneze (Yan et al.; 2014).

CYP7A1

Patfi mezi klicovy enzym biosyntézy Zluovych kyselin, je také jeden z klicovych genti
aktivovaného PXR. Své uplatnéni nachazi také jako kli¢ovy enzym metabolismu cholesterolu
a Zlucovych kyselin. Bylo zjiSténo, Ze PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha) zvySuje hladinu HNF4a, tento komplex aktivuje transkripci genu
CYP7ALI. Reakci CYP7A1 s FOXO1 a HNF4a dochazi k regulaci jaterni glukoneogeneze
prostfednictvim PEPCK1 a G6Pasové geny. Potlacenim exprese CYP7A1, méa za nasledek
inhibici syntézy zluCovych kyselin. Naopak transkripce CYP7ALl

je stimulovana hromadénim jeho substratu, tedy cholesterolu (Bhalla et al. 2004).
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4. EXPERIMENTALNI CAST
5. CIL PRACE

Cilem této experimentalni diplomové prace bylo zavést a validovat metodu luciferase
reporter gene assay sdvéma luciferdzovymi konstrukty, které by mély byt negativné
regulovany (to je suprimovany) prostfednictvim PXR a CAR. Konkrétné¢ se jednalo
o luciferazovy konstrukt s promotorovou oblasti lidského genu PEPCK. Druhym konstruktem

byl luciferazovy konstrukt s promotorovou oblasti lidského genu CYP7A1.

Oba tyto geny jsou znamy jako cilové geny regulované ligandy PXR a CAR a jejich
aktivace vede k potlaceni exprese téchto geni. Tyto luciferdzové konstrukty nebyly testovany
a metoda luciferase reporter assay pro tyto geny nebyla zavedena v laboratofi Skolitele

Profesora PharmDr. Petra Pavka, PhD.

Pouzili jsme zname ligandy PXR receptoru: agonistu rifampicin a antagonistu SPA70.
Pro lidsky CAR jsme pouzili jeho ligand CITCO. Validace probihala za standartnich podminek
na linii HepG2.
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5.1. Chemikalie a média

DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium (Thermo Fisher Scientific, USA)
FBS, fetalni bovinni sérum (PAA, Rakousko)

PBS, fosfatovy pufr

trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

DMSO, dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)

CITCO (Tocris), agonista lidského CAR receptoru

Fenobarbital (Sigma-Aldrich, USA)

rifampicin (Sigma-Aldrich, USA), agonista PXR receptoru

SPA70 (Abcr, Némecko), antagonista PXR receptoru

p3A4-luc — luciferdzovy vektor s promotorovymi oblastmi genu CYP3A4

CYP7ATI1-luc — luciferazovy reportérovy vektor ktery obsahuje promotorovou sekvenci -
1887/+24 genu CYP7ALl

pPEPCK1-Gaussia luciferase — reportérovy konstrukt s Gaussia luciferazou a 1 kb
promotorové oblasti genu PEPCK

pSG5-hPXR — expresni vektor pro lidsky PXR
pRL-TK (Promega, USA)

Lipofectamin 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Reagent P3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Passive Lysis Buffer (Promega, USA)

Luciferase Assay Reagent II (Promega, USA)
Luciferase Assay Substrate

Luciferase Assay Buffer II

Stop & Glo Reagent (Promega, USA)

Stop & Glo Substrate

Stop & Glo Buffer
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5.2. Pomucky a ptistroje

5.3.

Pomtcky:
48 jamkové desticky, 12 jamkové desticky, kultivaéni lahve, laminarni box, pipety,
mikropipety, Spicky, kahan, inkubator CO», opticky mikroskop, odsadvacka, mikrozkumavky,

plastové zkumavky, Pasteurovy pipety sklenéné destickovy

Pfistroje:
BioTek Synergy 2 luminometr

Bunééna linie HepG2

Bunééna linie HepG2 ma plvod =z hepatocelularniho karcinomu, odebrana
je od patnactiletého muze bélosského ptivodu s nadorovym bujenim jaterni tkané. Geneticka
vybava téchto bunék je padesat pét parti chromozomu. Bunéény rist je uskute¢nén v drobnych
shlucich v monovrstvach. Pro bunéénou linii HepG2 je typickd produkce plazmatickych
proteinti (napf. fibrinogenu, plasminogenu, albuminu, aj.). Buiiky jsou negativni na pfitomnost
viru hepatitidy B. Bunky pochazeji z bunéénych kultur z Evropské databanky ECACC
(katalogové cislo 85011430).

Kultivace probihala v médiu DMEM za pfitomnosti L-glutaminu, pyruvatu,

10% FBS s ptidavkem 1 % neesencialnich aminokyselin, pti 5% tenzi CO», pii teploté 37 °C.

Pasazovani bunécné linie se uskute¢nilo s pfidavkem 0,25% trypsinu. Na jednu
destickovou jamku jsme nasadili pfiblizn€ 20 000 — 30 000 bunék linie HepG2 (Hep-G2 cell
line profile 2017).
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5.4.
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Obrazek 7: Bunécna linie HepG2 pod svetelnym mikroskopem, zvétseni 1000x

Transfekce

Proces vyuzivany v naSem experimentu se nazyva transfekce. Pti transfekci dochézi
k vloZeni nukleovych kyselin bez virové ucasti do eukaryot. Diky této metodé jsme schopni
studovat geny a jejich expresy v buikach, taktéZ nam dovoluje provadét reportérové eseje.
Pro nas experiment jsem pouzili metodu lipofekce tzn. tj. pfenos genetické informace
je uskuteénén pomoci lipozomu, to jsou koloidni castice, které jsou tvorené lipidovou
dvojvrstvou se strukturou v podobé kruhu. Kationova c¢ast lipidu interaguje s negativné
nabitymi fosfaty DNA za vzniku komplexu. Lipidy s kladnym nabojem usnadiiuji spojeni
s buné&nou membranou a zalenéni vyuzitim endocytézy. Vyhody transfekce lipozomu
spocivaji ve velké ucinnosti pienosu gend do bunék, ma vyuziti v in vitro i in vivo studiich,
také ptenos DNA razné velikosti (Transfection 2019). K provedeni pokusu jsme pouzivali

transfekcni Cinidlo Lipofectamin 2000.
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5.5. Luciferase gene report assay (luciferazova reportérova esej)

Luciferazova reportérova esej (Luciferase reporter gene assay) je metoda, kterou jsme
pro naS experiment vyuzili. Metoda umoznuje pozorovat biomolekularni jevy
za pritomnosti reporterového enzymu. V naSem piipadé¢ se jedna o bunécnou transkripcni
aktivitu s enzymem luciferaza.

Principem je transfekce reporterového genu, spole¢né s genovym konstruktem do bunky.
Vysledkem sledujeme miru exprese uréitétho genu nebo muizeme sledovat interakci danych
proteinii. Pro sledovani regulace exprese danych gentli jsou vyuzivany tzn. reporterové geny,
slouzi pro kontrolu Uspésnosti transfekce bunék. Pro tyto geny existuji jednoducha pravidla.
Mg¢ly by byt snadno detekovany, nemély by se vyskytovat v testované buiice, abychom predesli
ovlivnéni vysledkti. Zarovenn by nemél zaporné ovliviiovat fyziologické procesy v buiice
samotné, ani bunéénou kondici. Pro detekci exprese cilovych genii se vyuZivaji
chemiluminiscen¢ni metody, dal§im zplisobem je enzymatickd detekce.

Obsahem reporterového plazmidu je regulacni oblast a oblast kddujici sekvence diky které
dochazi k transkripci. V nas$i praci jsme pouzili enzym luciferazu. Cilovym genem
byl vybran mysi PXR, jako promotor jsme vybrali geny CYP3A4 a CYP7A1. Dalsi volbou
muze byt vpraveni tzv. expresniho plazmidu, jehoz promotor obsahuje sekvenci nukleotida,
ktera samovolné zahajuje expresi kodujici oblasti, tak je zajiSt€na hojnost struktur vazajicich
se do regulacni oblasti reportérového plazmidu. Pro zlepSeni pfesnosti se vyuzivd dudlnich
reportéri. Do builky jsou tedy pfidany dva plazmidy, kontrolni a experimentalni. Néasledné
dochazi k expresi obou plazmidi. Normalizaci aktivity plazmidu reporterového k plazmidu
kontrolnimu dochazi k eliminaci efektivity transfekce, vnéjSich vlivil pfi méteni, ale i pfesnosti
pipetovani. Vyuzitim této metody miZzeme také pozorovat vliv testovanych latek na bunécnou
zivotaschopnost (Bioluminescence Reporters 2019, Dual-Luciferase Reporter Assay System

2015, Reporter Gene Assays 2019).

Transfekované plazmidy pouZité pro nds experiment:

pPEPCKI1 — Gaussia luciferase, komercni vektor od firmy OriGene s 1 kb promotorové oblasti,
obsahuje Gaussia luciferazu namisto svétluskové luciferazy

PRL-TK — expresni plazmid pro Renilla luciferazu

p3A4-luc — reportérovy plazmid nesouci promotorovou oblast genu CYP3A44
a gen pro luciferazu svétluskovou (firefly); plazmid je citlivy na aktivaci PXR ligandy, plazmid

byl popsan v publikaci Svecova et al.; 2008.
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PSGS-PXR — expresni plazmid obsahujici cDNA pro lidsky PXR
pCYP7Al-luc — reportérovy plazmid obsahujici promotorovou oblast genu CYP7Al
a gen pro luciferazu, obsahuje 1,5 kb promotorové oblasti lidského genu CYP7A1 vektor

by publikovan v préci Prasnicka et al.; 2017.
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Obrdazek 8: Metoda gene report assay

5.6. Dual-Luciferase report gene assay

Jak jiz napovida nazev, jde o systém dvou reportéri od firmy Promega. Konkrétné

jde o zajisténi aktivity enzymt , firefly* svétluskové (Photinus pyralis) luciferazy a ,,Renilla*

luciferdzy, ta ma ptivod v motské zahavce renilly fialové (Renilla reniformis). Diky odliSnému

evolu¢nimu vyvoji disponuji oba enzymy rozdilnymi pozadavky pro substrat, proto neni té¢zké

je od sebe odlisit pomoci bioluminiscen¢nich signalii. Posttranslaéni modifikace neovliviuji

zadny z jmenovanych enzymil. Béhem reakce po pfidani luciferinu se jako prvni pfeméni

Hfrefly svétluskova luciferdza. Jedna se o reakcei, kdy se oxiduje luciferin na oxyluciferin

za piitomnosti ATP, Mg?" a O». Pro reakci je typicky prudky zablesk svétla.
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Obrdazek 9: Luminiscencni reakce katalyzované Firefly a Renilla luciferdzou

Prevzato z: Dual-Luciferase Reporter Assay System 2015.

Firefly luciferdza katalyzuje ptreménu luciferinu na oxyluciferin v pfitomnosti
ATP, 0> a Mg*". Renilla luciferaza oxiduje koelenterazinu na koelenteramid za piitomnosti O».
Do reakce jsme pridali ¢inidlo s koelenterazinem, jako substrat pro Renilla luciferazu,
pfi pfeméné na koelenteramid dochazi k uvolnéni fotonu za piitomnosti O,. vysledkem
je stabilngj$i luminiscenéni impuls, ktery postupné klesd. Tento systém zarucuje znacnou
citlivost, také zabraiiuje pfitomnosti endogenni bunééné aktivity (Dual-Luciferase Reporter

Assay System 2015).

5.7. Pracovni postup metody

1. Nejprve jsme si pfipravili 48 jamkové plato sbuné€nou linii HepG2
ve 150 pl kultivacniho média DMEM. Bunky jsme inkubovali pti 5% tenzi CO2 po dobu
24 h pti 37 °C.

2. Poté jsme odsali médium a nahradili ho ptfidanim 150 pl média do kazdé jamky nového
média.

3. Dal$im krokem bylo vypocitat mnozstvi plazmidi a Lipofectaminu potiebnych
k provedeni experimentu.

4. V dalsim bodé¢ jsme pfipravili prvni zkumavku s nasledujicimi ¢inidly na jednu jamku:

a) pPEPCKI — Gaussia luciferase — 200 ng na jamku
b) pSGS5-PXR — 100 ng na jamku

¢) pRL-TK —30 ng na jamku
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d) p3A4-luc — 200 ng na jamku

5. Poté nasledovalo ptipraveni druhé zkumavky s témito Cinidly na jednu jamku:
a) 400 ul Opti-MEM média
b) 7 ul Lipofectaminu 2000

6. Sm¢ési jsme promichali a nechali inkubovat 10 minut pti pokojové teploté.

7. Piidali jsme 30 pl transfekéni smési do kazdé jamky.
8. Dale jsme pipetovanou desticku s buitkami inkubovali 24 h pti 37 °C a 5% tenzi CO».

9. Dalsi den jsme odsali médium a piidali 100 pl smési testovanych latek spole¢né
s kultiva¢ni, médiem DMEM s 10 % FBS. Jako kontrolni vzorek poslouzil 0,1% roztok

DMSO, ktery slouzil jako solvent testovanych latek.
10. Po ptidani jsme desticku inkubovali pti 5% tenzi CO,. 24 h pti 37 °C.

11. Druhy den nésledovalo oplachnuti bun¢k, do vSech jamek jsme ptidali 100 pl Passive

Lysis Buffer a nechali desticku zmrznout, aby doslo k lyze bunék.

12. Po rozmrazeni a lyze bunécnych kultur jsme z vSech testovanych jamek ptepipetovali
40 pl do 96 jamkové desticky a nasledné ptidali 40 pl Luciferase Assay

Reagent II obsahujici luciferin. Vzniklou luminiscenci jsme zméfili na luminometru.

13. Pfidanim 30 pl Stop & Glo jsme zastavili vzniklou reakci, tento reagent se sklada
ze Stop & Glo Substrate a Stop & Glo Buffer v poméru 1:50. Cinidlo obsahuje
koelenterazin pro zapoceti druhé reakce. Na BioTek Synergy 2 byla métena vznikla

luminiscence.

14. Ze ziskanych dat jsme vytvofili grafy, které jsme nasledn¢ vyhodnocovali.

5.8. Statistické zpracovani dat
Grafické zpracovani dat se uskutecnilo v programu GraphPad Prism 8.1.1 verze trial.;
Vyuzita byla metoda one-way ANOVA s naslednym Dunettovym testem (agonista

vs. kontrola).

Pouzité vysledky jsou ziskdny jako aritmetické primeéry tfikrat opakovaného méfeni
jednoho experimentu spolec¢né s daty jsou zaznamenany také smérodatné odchylky méteni.
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. Vysledky

Metodou gene reporter assay jsme validovali dva dosud nevyzkouSené luciferdzové
vektory s promotorovymi oblastmi gentt PEPCK a CYP7AL1. O obou genech se vi, Ze jsou jejich
geny negativné regulovany aktivovanymi PXR a CAR receptory. Piredpokladali jsme proto,
ze jejich vektory budou ovlivnény ligandy PXR a CAR receptoru pii této metod¢.

Nejdiive jsme si ovéfili metodu luciferazové reportérové esej na konstruktu
3A4-luc, ktery je jiz zaveden na Katedie farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty UK.
Pouzili jsme zname ligandy PXR: agonistu Rifampicin a antagonistu SPA70. Jako agonistu

CAR receptoru jsme pouzili latku CITCO.

Pozorovali jsme, zda nezvySuji nebo nesnizuji transkripéni aktivitu promotorovych
oblasti v téchto vektorech, ta by se projevila jako luminiscencni signal vznikly v disledku
exprese svetluskové luciferdzy z reporterového plazmidu a ji katalyzovanou reakei luciferinu.

Vehikulum/solvent DMSO v 0,1% koncentraci byl pouzit jako negativni kontrola.

Transfekované bunky byly exponovany testovanym latkdm vzdy v tripletech pro kazdou
latku, do vysledk jsou zapocitany aritmetické priméry vSech tii méteni. Vysledky tohoto testu

jsme vyuzili k predbézné statistické analyze.

Obrazek 10: 48 jamkova desticka s nasim presné popsanym experimentem
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6.1. Efekt znamych ligandi PXR a CAR receptort na luciferazovy konstrukt p3 A4-luc

p3A4-luc +PXR v HepG2 bunkach
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Obrazek 11: Analyza interakce testovanych latek s PXR receptorem metodou luciferase gene

reporter assay s reportérovym plazmidem p3A4-luc na HepG2 bunécné linii

Vysledek interakci byl meéfen po inkubaci 24 hodin s testovanymi latkami
v koncentracich sdélenych v grafu na luminometru BioTek Synergy 2. Namétené hodnoty jsou
vyjadieny jako pomé&r luminiscencnich signali luciferaz firefly a Renilla pro jednotlivé latky.
Vysledky ptestavovaly pomét aktivity obou luciferdz vztazenych k aktivité¢ kontroly DMSO
0,1%.

Zaznamenali jsme zvySeni transkripéni aktivity receptoru PXR u zndmého ligandu
rifampicinu v koncentraci 20 pM, nartst jsme pozorovali také u latky CITCO v koncentraci
10 uM. Muzeme tedy konstatovat, ze tyto latky maji vysokou afinitu k receptorim
PXR nebo CAR a jsou tedy aktivatory tohoto promotoru. Naopak u latky SPA70 jsme

nezaznamenali nariist, nejedna se tedy o ligand receptoru PXR.

Pouzita metoda fungovala dle naSich ptredstav, 1ze ji tedy vyuzit dalsi plasmidy, které

by mohli potlacovat aktivaci promotorovych oblasti gentit PEPCK1 a CYP7AL.
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6.2. Efekt znamych ligandi PXR a CAR receptoru na luciferdzovy reportérovy vektor
pCYP7A1-luc v HepG2 bunikach

PCYP7A1-luc a pSG5-PXR v HepG2 bunkach
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| '

kontrol (DMSO 0,1%) Rifampicin 10 uM SPA70 10 pM CITCO 2 uM Fenobarbital 200 uM
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Obrazek 12: Obrazek 12: Analyza interakce znamych ligandit PXR a CAR receptorii metodou
gene reporter assay s reportérovym plazmidem pCYP7AI-luc v HepG2 bunikdch.

* -statisticky vyznamny ucinek na deaktivaci aktivity (P<0,05)

V dal$im experimentu jsme se zaméfili na validaci metody luciferdzové reportérové
eseje s vektorem pCYP7Al-luc. Gen CYP7ALI je regulovany skrze aktivovany PXR receptor,

avSak nedochazi k indukei, ale k supresi (potlaceni) genové exprese.

V mé diplomové praci jsme se proto zajimal, zdali i luciferazovy promotorovy vektor

genu CYP7A1 bude potlacen po pfidani ligandi PXR.

Vysledek interakci byl méfen po inkubaci 24 hodin s testovanymi latkami
v koncentracich sdélenych v grafu na luminometru BioTek Synergy 2. Namétené hodnoty jsou
vyjadieny jako pomé&r luminiscencnich signali luciferaz firefly a Renilla pro jednotlivé latky.
Vysledky piestavovaly pomét aktivity obou luciferdz vztazenych k aktivit¢ kontroly DMSO
0,1%.

44



V ptipadé vektoru pPEPCKI1-Gaussia luciferase, pouze Gaussia luciferdza byla
detekovana na zdkladé¢ metabolismu koelenterazinu (metoda obdobna pro detekci Renilla

luciferdzy za pouziti stejného kitu of firmy Promega).

Pomoci naméfenych hodnot jsme zaznamenali drobné zvySeni pouze u testované latky
SPA70 v 10 uM koncentraci se srovnani s kontrolou. Tato latka je antagonista PXR. U vSech
ostatnich testovanych sloucenin doslo k poklesu hodnot oproti kontrole. V piipad¢ rifampicinu
a fenobarbitalu byl pokles statisticky signifikantni na urovni P je mens$i nezli 0,05. Latka
v 200 uM koncentraci poklesl na aktivaci vektoru na hodnotu 58 % oproti kontrole,
je tedy nepfimim aktivatorem PXR. Nejvétsi ubytek jsme naméfili u latky rifampicin
v 10 uM koncentraci, naméfena hodnota byla pouze 40 % oproti kontrole, tato latka je pfimym

aktivatorem PXR a inhibitorem aktivace tohoto plazmidu.

Latka rifampicin v 10 uM koncentraci je schopna potlacit expresy CYP7A1, ktery
ma za nasledek inhibici syntézy zluCovych kyselin. Ostatni testovaci slouceniny nebyly
vtomto pokusu statisticky vyznamné. Metoda s pCYP7Al-luc proto funguje dobfe,
dle ptedpokladi z literatury.
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6.3. Efekt znamych ligandi PXR a CAR receptoru na pPEPCK1-Gaussia luciferase vektor
s a bez kotransfekce pSG5-PXR vektorem v HepG2 bunikach

pPEPCK1-Gaussia luciferase vector s a bez pSG5-PXR
vectorem v HepG2 bunkach
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Obrdazek 13: Analyza interakce znamych ligandit PXR a CAR receptorii metodou gene reporter
assay s reportérovym plazmidem pPEPCKI-Gaussia luciferase vector s a bez pSG5-PXR
vektorem v HepG2 bunkach

V tomto experimentu jsme srovnavali Gaussia luciferdzovou aktivitu vektoru
pPEPCK1-Gaussia luciferase s pfidanym expresnim plazmidem nesoucim cDNA lidského

nuklearniho receptoru PXR a bez néj, a s pomoci znamych ligandi PXR a CAR.

Predpokladali jsme, Ze pifidame-li do transfekéni smési také expresni vektor
pro PXR (pSG5-PXR), zesili se ufinek PXR agonisty rifampicinu a aktivace vektoru

pPEPCK1-Gaussia luciferase bude vyznamnéji potlacena.

Vysledky métenych hodnot bez pSG5-PXR se vyrazné liSili od hodnot namétenych
s pfitomnosti tohoto plazmidu. U latek rifampicin 20 pM, CITCO 10 pM a SPA70
10 uM bez pSG5-PXR byla naméfena niz$i Gaussia luciferazova aktivita, nez u totoznych latek
ve stejnych koncentracich s pfidanym reportérovym plazmidem pSGS5-PXR. Experimentalni
nepfesnostmi pii uskuteciovani méteni. V nepfitomnosti PXR nam experiment fungoval,
ale po jeho ptidani dochazelo k nevysvétlitelnym efektim, které by bylo nutné déle

prozkoumat, nebo dale optimalizovat metodu.

46



7. Diskuze

Pregnanovy X receptor ma zéasadni vyznam v regulaci hlavnich xenobiotik-
metabolizujicich enzyml cytochromu P450, mimo jiné piisobi jako biologicky senzor
hydrofobnich xenobiotik a také koduje ostatni enzymy 1. a II. fadze metabolismu. Dilezity
je zejména CYP3 A4, ktery zvlada metabolicky eliminovat vice nez 50 % uplatiovanych 1€¢iv.
PXR vykonava taktéz nedilnou roli v endobiotickém metabolismu a dokéze regulovat dilezité
geny, které ovlivituji metabolismus glukézy, lipidii, ZluCovych kyselin, steroidnich hormont
od ostatnich jadernych receptorii vychazi z jeho promiskuity, ktera je konsekvenci usporadani
vazebné domény receptoru. Tento receptor je zaClenén v fadé fyziologickych procest, dovede

reagovat s jinymi jadernymi receptory, proto je jeho role v buiikach velice rtiznoroda.

Ackoliv ma PXR vétSinou obranny vliv, dokaze mit i tmavou stranku. Pii nadmérné
expresi tohoto jaderného receptoru miiZze nastavat stav zvysené metabolizace 1€Civ, ktera je dana
enzymy fizené zvySenou hladinou PXR. Pii testovani myS$i bylo zjiSténo, Ze nadmérna
dlouhodobé aktivace PXR mé za pficinu vznik diabetes mellitus 2. typu. Vyuziti znalosti
ohledné vlastnosti receptoru PXR by se pii objevu bezpeéného antagonisty dalo aktivné vyuzit
cilené pravé pii terapii ateroskler6zy nebo diabetes mellitus. Ovlivnéni glukézového
a lipidového metabolismu a tim 1 zlepSeni zivota pro lidi s velmi ¢astym zdravotnim problémem
nas vedlo ke studiu potencialné agonistll i antagonistii PXR pii regulaci jeho cilovych genii

prostiednictvim luciferazové genové eseje.

Cilem této prace bylo zavést a validovat metodu luciferase reporter gene assay s dvéma
luciferdzovymi konstrukty, které by mély byt regulovany prostfednictvim PXR a CAR.
Konkrétné se jednalo o luciferazovy konstrukt s promotorovou oblasti lidského genu PEPCK.
Druhym konstruktem byl luciferdzovy konstrukt s promotorovou oblasti lidského genu
CYP7A1 na bunééné linii HepG2. Podstatou metody bylo zjisténi, zda nedochazi ke zvySeni
nebo sniZeni transkripcni aktivity, kterd by se projevila jako luminiscencni signal vznikly
v dasledku exprese svétluskové luciferazy z reporterového plazmidu a ji katalyzovanou reakci
luciferinu. Solvent DMSO (0,1%) byl pouzit jako negativni kontrola. Transfekované HepG2
buniky byly exponovany testovanym latkdm vZzdy v tripletech pro kazdou latku, do vysledkl
jsou zapocitany aritmetické priméry vSech tfi méfeni. Testovani probihalo

na 48 jamkové desticce kterou jsme rozdélili na 4 casti po 12 jamkéch.
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V experimentu s reportérovym plazmidem pro luciferazu p3 A4-luc jsme zkoumali latky,
které ovliviiuji transkripcni aktivitu lidského pregnanového X receptoru. Jamky v destic¢ce byly
pro tento pokus obsazeny témito vektory: pSGS5-hPXR (expresni plazmid PXR) (150 ng),
p3A4-luc (reportérovy plazmid pro luciferazu) (200 ng) a vnitini kontrola pRL-TK (expresni
plazmid pro renilla luciferazu) (30 ng). Nasledovala Sestihodinova transfekce, poté byly mezi

buiiky pfidany testované latky a vehikulum (0,1 % DMSO) a byly inkubovany 24 h.

Mezi testované latky patfily: rifampicin agonista PXR receptoru v koncentraci 20 uM,
CITCO v koncentraci 10 uM a SPA70 antagonista PXR receptoru v koncentraci 10 uM, které
jsme vybrali pro nas pokus. U prvniho experimentu jsme zaznamenali zvySeni transkripéni
aktivity receptoru PXR u znamého ligandu rifampicinu v koncentraci 20 pM, nartst jsme
pozorovali také u latky CITCO v koncentraci 10 uM (obr. 11). MiiZeme tedy urcit, Ze tyto latky
maji vysokou afinitu k receptoru PXR a jsou tedy aktivatory tohoto promotoru. Naopak u latky
SPA70 jsme nezaznamenali nartst, nejedna se tedy o ligand receptoru PXR. Pfi pouziti stejnych
bun¢k se stejnymi plazmidy muizeme identifikovat dal$i latky, jejichz ucCinek povede
k pfesnému urceni ligandu PXR. Pro pfesné urceni ligandu je zapottebi vyzkum nékolikrat
zopakovat. Obdobné vysledky experimentu byly prezentovany i vpraci Svecova
et al., za pouziti metody RT-PCR, kde zkoumali ucinky azolovych antimykotik na expresy
mRNA CYP3A4 a PXR ve stejné bunécné linii HepG2. Jako kontrola byla pouzit 0,1% DMSO.
Badatelé popsali n¢kolik ligandi PXR receptoru v této skupiné stejnou metodou luciferazoveé
reportérové eseje a popsali koncentracni kiivky pro tyto latky. Mezi né€kolika testovanymi
slouc¢eninami byl také rifampicin v koncentraci 10 uM. V naslednych experimentech za pouziti
metody RT-PCR byly tyto vysledky ovéfovany na urovni indukce cilového genu pro PXR
CYP3A4. Praveé u zminéného 10 uM rifampicinu byla zjiSténa nejvétsi indukce exprese mRNA
CYP3A4, témer pétkrat vySSi oproti kontrole. Azolova antimykotika rovnéZ indukovala
CYP3A4 mRNA, coz ukazuje na validitu luciferdzové reportérové eseje. Tento experiment
nasvédcuje, Ze prostiednictvim rifampicinu nebo jiného PXR ligandu lze regulovat expresi
genu CYP3A4 prostfednictvim PXR, avSak autofi nepopsali vliv antagonisty PXR na expresi
CYP3A4. To je predevsim dusledek toho, ze vtéto dobé¢ jest¢ zadny osvédceny
PXR antagonista nebyl objeven. Pfestoze je PXR hlavnim faktorem pro genovou expresi prave
CYP3A4, o maximalni aktivaci tohoto genu rozhoduje i vazba kofaktorti napt. HNF4a

a PGC-10 na LBD misto PXR receptoru (Svecova et al., 2008).
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V dalsi casti experimentu jsme zkoumali relativni aktivaci nebo inhibici luciferazového
plazmidu pCYP7A1 odvozeného od genu CYP7A1 v HepG2 buiikach metodou luciferazové
reportérové eseje, kdy jsme pouzili stejny pracovni postup jako u predeslého experimentu,
ale pouzili jsme bud’ jiné testované latky, nebo stejné latky v jinych koncentracich. CYP7A1
(cholesterol 7-a hydroxylaza) fadime mezi jaterni enzymy jejimz ukolem je udrzovani
homeostazu cholesterolu a Zlu¢ovych kyselin (Bhalla et al., 2004). Pro vyzkum byly pouzity
tyto vektory: pSGS5-hPXR (expresni plazmid PXR) (150 ng), pCYP7Al-luc (reportérovy
plazmid pro luciferazu) (200 ng) a vnitini kontrola pRL-TK (expresni plazmid pro renilla
luciferazu) (30 ng). Mezi nami vybrané testované latky nalezel rifampicin a SPA70

v 10 uM koncentraci, CITCO v 2 uM koncentraci a fenobarbirtal v 200 uM koncentraci.

Lehké zvySeni reportérové aktivity pCYP7A1 jsme naméfili u 10 pM SPA70, jednalo
se o navyseni 2 % oproti kontrole. Jemny pokles reportérové aktivity jsme zaznamenali u latky
CITCO v 2 uM koncentraci, mira ubytku aktivity oproti kontrole byla 11 %. Patrny pokles
aktivity pCYP7A1 jsme zpozorovali u latky fenobarbirtal v 200 uM koncentraci, zde jsme
sledovali rozdil 42 % oproti kontrole. Z nami zjisténych vysledk je proto 200uM fenobarbirtal
nepiimim aktivatorem PXR a proto inhibitorem pCYP7A1. Nejvétsi ubytek byl pak namétfen
u testované latky rifampicin v 10 uM koncentraci, zde byl naméfen ubytek oproti kontrole
60 % (Obr. 12). Toto zjiSténi koreluje s pfedchozimi publikovanymi vysledky. Experimentalni
studie naznacuji, Ze ligand PXR rifampicin dokaZe sniZit hladinu jaternich zlu¢ovych kyselin
potlacenim exprese CYP7A1. Jednim z moZnych mechanismil represe je inhibice signalni
drahy HNF4a, ktery fadime mezi hlavni regulidtory a aktivatory exprese CYP7Al
(Bhalla et al., 2004). Autofi vySe zminéné studie uvadéji, Zze aktivace PXR rifampicinem
podporuje interakci mezi PXR a HNF4a a blokuje aktivaci PGC-1 s HNF4a, to ma za nasledek
transkripéni inhibici genu CYP7A1. HNF4a nalezi mezi klicové reguldtory exprese mnoha
jaternich gena zapojenych do regulace lipidové homeostazy (Bhalla et al., 2004). Rifampicin
muZe inhibovat syntézu Zlu¢ovych kyselin, na druhé stran€ indukuje genovou expresi CYP3A4
zprostfedkovanou PXR receptorem, ktery se podili na eliminaci zlucovych kyselin.
PXR by proto mohl byt obrannym mechanismem proti cholestdze zpiisobené léky nebo
zluCovymi kyselinami. Tuto teorii potvrzuje vyuZziti rifampicinu pii terapii svédéni
pii nekterych cholestatickych onemocnénich. Studie Blahha et al. se také zabyvala kvantitativni
analyzou exprese mRNA CYP7A1 pomoci RT-PCR metody na stejné bunééné linii. I touto
metodou byla potvrzena inhibi¢ni vlastnost 10uM rifampicinu na aktivitu pCYP7A1 a expresi

piislusného genu (Li et Chaing, 2004; Bhalla et al., 2004). Tyto vysledky opét potvrzuji
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funk¢nost metody luciferazové genové eseje s vektorem pCYP7Al-luc, 1 kdyz autofi pouzili

mirné modifikovany protokol této eseje.

V této praci byly buiky kotransfekovany (transfekce se dvéma samostatnymi
molekulami nukleové kyseliny, jako je plasmidova DNA a siRNA) 500 ng 1887hCYP7A1-luc
v rostoucim mnozstvi spole¢n¢ s vektorem CMV-FLAG lidského PXR. CMV vektor
byl pfiddvam dle potieby. Pro kazdou transfekci bylo pfitomno stejné mnozstvi expresniho
vektoru. Bunky byly nasledné oSetfeny rifampicinem. Vysledky experimentu napovidaji
ze, lidsky PXR potlacuje expresi lidského promotoru CYP7A1 zplisobem zavislym
na rifampicinu. Exprese endogenni CYP7AT1 byla zvySeny potlacenim exprese PXR siRNA,
tedy opacnym mechanizmem nezli je aktivace PXR rifampicinem. Z vysledkového grafu
je patrné, Ze rifampicin zprosttedkuje represi CYP7A1 prostfednictvim receptoru PXR.
ZvySenim exprese vektoru kodujiciho siRNA tlumici stabilitu PXR mRNA dochazi k down-
regulaci hladiny endogenni PXR mRNA v bunikach HepG2 a tim padem ke zvySeni CYP7ALI
mRNA (Bhalla et al. 2004).

V poslednim ¢asti experimentu jsme se veénovali interakci testovanych latek
s PXR receptorem metodou luciferase gene reporter assay s reportérovym plazmidem
pPEPCK1-Gaussia luciferase vector s a bez pSG5-PXR vektorem v HepG2 buiikach. Vysledek
interakci byl méfen po inkubaci 24 hodin s testovanymi latkami na luminometru BioTek
Synergy 2. Namé&fené hodnoty jsou vyjadieny jako aktivita luciferazy Gaussia pro jednotlivé
latky. Vysledkem mélo byt srovnani aktivity pPEPCKI1 s pfidanim expresni plazmidu
PXR a bez jeho pritomnosti pomoci Gaussia luciferasové aktivity. Posledni volné pole desticky
bylo obsazeno témito vektory: pSG5-hPXR (expresni plazmid PXR) (150 ng), pPEPCK1
(reportérovy plazmid) (200 ng) a jako vnitini kontrola pRL-TK (expresni plazmid pro renilla
luciferazu) (30 ng). Mezi zkoumané latky nalezely 20uM rifampicin, CITCO a SPA70
v 10 uM koncentracich. Piedpokladali jsme, ze ptidame-li do transfekéni smési také expresni
vektor pro PXR (pSG5-PXR), zesili se u¢inek PXR agonisty rifampicinu a aktivace vektoru
pPEPCK1-Gaussia luciferase bude vyznamnéji potlacena. Bohuzel nas vysledek toto tvrzeni

nepotvrdil.

Nejnizsi Gaussia luciferdzovou aktivitu bez piitomnosti pSG5-hPXR dle vysledki
vykazuje latka SPA70 v 10 uM koncentraci. Naopak nejvyssi Gaussia luciferazovou aktivitu
jsme zaznamenali u testované latky rifampicin v 20 uM koncentraci. Naopak nejvyssi Gaussia
luciferazovou aktivitu s pritomnosti pSG5-hPXR podle naméfenych vysledkt vykazuje latka
SPA70 v 10 puM koncentraci. Nejniz§i aktivita byla zjiSt€éna u latky rifampicin
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v 20 uM koncentraci. Vysledné naméfené hodnoty vSech testovanych latek s pfidanym
pSG5-hPXR a bez ptidani tohoto vektoru se od sebe vyrazné neliSily (Obr. 13). Vysledky

mohou byt ovlivnény zna¢nou odchylkou aritmetickych priimért vSech tii méfeni, ktera byla

wrwe

V nepfitomnosti PXR ndm hodnoty experimentu vysly dle oc¢ekavani, ale po jeho
piidani dochazelo k nevysvétlitelnym efekttim, které by bylo nutné dale prozkoumat a opakovat
meéieni. Jeden z krokti, ktery by mohl vést ke zlepSeni vysledka je optimalizace metody.
Bohuzel k dalsimu pfezkoumani jsme se nedostali, kvtili casovému nedostatku ovlivnénému

pandemii.
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8. Zaver

Cilem této prace diplomové experimentalni prace bylo zavést metodu luciferdzové
reportérové eseje s dvéma novymi vektory. Ve vektorech byly zaklonovany promotorové
oblasti genii CYP7A1 a PEPCKI, které¢ jsou znamé jako cilové geny regulované skrze
PXR a CAR. V jejich ptipadé¢ vSak aktivace PXR a CAR zpiisobuje potlaceni exprese.
Predpokladali jsme proto, ze zndme ligandy PXR a CAR budou inhibovat aktivity téchto

vektoru.

To se potvrdilo v piipadé vektoru pCYP7Al-luc, ktery byl vyznamné potlacen

agonistou PXR rifampicinem a nepfimym aktivatorem PXR fenobarbitalem.

V ptipadé vektoru pPEPCK1-Gaussia luciferase jsme nedostali konzistentni vysledky

a tato metoda bude muset byt v budoucnu vice optimalizovana.
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