UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

STUDIUM INTERAKCI VYBRANYCH ANTHOKYANIDINU
S FARNESOIDNIM X RECEPTOREM

Diplomov4 prace

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

Hradec Kralové, 2013 Jana Jerabkova




ProhlaSuji, Ze tato prace je mym ptivodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi zdroje,
z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci fadné

citovany. Tato prace nebyla pouzita k ziskédni jiného ¢i stejného titulu.



D¢kuji Doc. PharmDr. Petru Pavkovi, Ph.D. za odborné vedeni diplomové prace a poskytnuti

odbornych materiald.



Abstrakt
Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Jana Jetfabkova

Skolitel: Doc. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.
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Lidsky farnesoidni X receptor (FXR) patii do superrodiny nuklearnich receptort, které
vystupuji jako ligandy-aktivované transkripéni faktory. FXR se vdze do specifickych
regulacnich oblasti DNA a spousti expresi fady cilovych genii. Tyto regulované geny se
ucastni metabolismu a transportu zlu€ovych kyselin, udrzeni homeostazy krevnich lipidd,
lipoproteint, glukozy a dale se podili na udrzeni stfevni bakteridlni rovnovahy, hepatoprotekci
a regeneraci jater. V popfedi zajmu soucasnych studii je testovani fady ligandi FXR pro 1écbu
a prevenci mnoha onemocnéni jako je cholestdza, onemocnéni cholesterolovymi Zlu€ovymi
kameny, steatohepatitida, dyslipidémie, aterosklerdza, diabetes mellitus 2. typu, metabolicky
syndrom, rakovina jater a dal$§i formy rakoviny, napf. karcinom prsu. My jsme se v této
experimentalni diplomové praci zaméfili na testovani potencidlnich ligandi lidského
farnesoidniho X receptoru ze skupiny ptirodnich rostlinnych barviv anthokyanidini (cyanidin,
delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin) za pouziti lidské hepatomové
bunécné linie HepG2. Cytotoxicky ucinek jednotlivych anthokyanidini jsme testovali pomoci
metody CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, negativni vliv na
bunécnou aktivitu se neprojevil. Pro prokazéni interakci studovanych latek s lidskym
farnesoidnim X receptorem jsme vyuzili molekularné biologickych metod gene reporter assay
a one hybrid assay. Na zdklad¢ naSich vysledk piedpokldddme, Ze peonidin, delfinidin
a cyanidin jsou ligandy-agonisté lidského farnesoidniho X receptoru. Tyto nase vysledky by
mohly nastinit budouci potencidlni vyznam peonidinu, delfinidinu ¢i cyanidinu v 1ébé

a prevenci fady onemocnéni.
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Human farnesoid X receptor (FXR) is a member of nuclear receptor superfamily that
act as ligand-activated transcription factors. FXR binds to specific regulatory DNA regions
and induces expression of many target genes. These regulated genes are involved in bile acid
metabolism and transport, maintaining blood lipids, liporoteins and glucose homeostasis and
also contribute to maintain intestinal bacterial balance, hepatoprotection and liver
regeneration. The interest of recent studies is to test the range of FXR ligands for treatment
and prevention of many diseases such as cholestais, cholesterol gallstone disease,
steato-hepatitis, dyslipidemia, atherosclerosis, type 2 diabetes mellitus, metabolic syndrome,
liver cancer and other forms of cancer such as breast cancer. In this experimental diploma
thesis we are focused on testing of potencial ligands of human farnesoid X receptor from the
group of natural plant pigments anthocyanidins (cyanidin, delphinidin, malvidin,
pelargonidin, peonidin and petunidin) using the human hepatoma cell line HepG2. The
cytotoxic effect of anthocyanidins was tested using the CellTiter 96 AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay, negative effects on cellular activity has not been observed. To
demonstrate the interaction of the studied compounds with human farnesoid X receptor we
used molecular biological methods gene reporter assay and one hybrid assay. Based on our
results, we assume that peonidin, delphinidin and cyanidin are the ligands-agonists of human
farnesoid X receptor. These our results could outline the potencial importance of peonidin,

delphinidin and cyanidin in the treatment and prevention of many diseases.
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1. Seznam zkratek

6-ECDCA

ABC

ABCGS5

ABCGS
ABCG5/ABCGS8
AD

AF-1

AF-2

AMP

ANOVA

ApoA-I
ApoC-II
ApoC-111
ASBT
ATP
BACS
BAT
BRARE
BSEP
C3

CA

CAR
CARM1
CDCA
cDNA
COX-2
CYP3A4
CYP27A1
CYP7Al
CYP7B1
CYPS8BI1

kyselina 6-ethyl-chenodeoxycholova
ATP-binding cassette

ATP-binding cassette protein G5

ATP-binding cassette protein G8
heterodimerni membranovy transportér cholesterolu ABCG5/ABCGS8
aktiva¢ni doména

aktivacni funkce 1

aktivacni funkce 2

adenosinmonofostat

analyza rozptylu

activator protein 1

apolipoprotein A-I

apolipoprotein C-II

apolipoprotein C-II1

apical sodium-coupled bile salt transporter
adenosintrifosfat

bile acid-CoA synthetase

bile acid-CoA : amino acid N-acetyltransferase
responzivni element RAR[}

exportni pumpa pro zlucové kyseliny (bile salt export pump)
complement 3

cholové kyselina

konstitutivni androstanovy receptor
coactivator-associated arginine methyltransferase 1
chenodeoxycholova kyselina

koédujici (komplementarni) DNA
cyklooxygenaza 2

cytochrom P450 isoforma 3A4

cytochrom P450 isoforma 27A1

cytochrom P450 isoforma 7A1

cytochrom P450 isoforma 7B1

cytochrom P450 isoforma 8B1



DBD
DCA
DHEAS
DMEM
DMSO
DR
DR-1
DR-2
DR-5
EcR
EcRE
ER
ER-8
ERa
ERp
FGF15
FGF19
FGFR4

FXR/RXR
FXR/RXRa
FXR
FXRal
FXRo2
FXRo3
FXRo4
FXRP
FXRE
GAL4

GR

GST

HDL

HL

DNA-vazebnd doména

deoxycholova kyselina
dehydroepiandrosteronsulfat

Dulbecco’s Modified Eagles’s médium
dimethylsulfoxid

pfima repetice (direct repeat)

pfima repetice oddélend 1 parem bazi
pfima repetice oddélend 2 pary bazi
piima repetice oddélend 5 pary bazi
receptor pro ekdyzon

responzivni elemnt EcR

evertovana repetice (everted repeat)
evertovana repetice oddélend 8 pary bazi
estogenni receptor o

estogenni receptor f3

fibroblastovy riistovy faktor 15 (fibroblast growth factor 15)
fibroblastovy riistovy faktor 19 (fibroblast growth factor 19)
receptor pro fibroblastovy rustovy faktor 4 (fibroblast growth factor
receptor 4)

heterodimer receptortit FXR a RXR
heterodimer receptorti FXR a RXRa
farnesoidni X receptor

farnesoidni X receptor al

farnesoidni X receptor a2

farnesoidni X receptor a3

farnesoidni X receptor a4

farnesoidni X receptor 3

responzivni element FXR

kvasinkovy transkripéni faktor GAL4
glukokortikoidni receptor
glutathion-S-transferaza

lipoprotien o vysoké hustoté

hepaticka lipaza



hMDR3

HNFla
HNF4

HNF4a
I-BABP

IBAT
IL-18
iINOS
IR

IR-0
IR-1
JH-III
JINK
LBD
LCA
LRH-1
LRHRE
LXRa
LXRp
MAPK
MDR2
MDR3
MEDI1
mMDR2

MR
mRNA
MRP2
MTS

MYTG
NAD"

lidsky gen mnohocetné rezistence k Iékim 3 (human multi-drug
resistance gen 3)

hepatocyte nuclear factor 1a

hepatocyte nuclear factor 4

hepatocyte nuclear factor 4a

iledlni vazebny protein ZluCovych kyselin (ileal bile acid-binding
protein)

ilealni transportér zZlu€ovych kyselin (ileal bile acid transporter)
interleukin 18

inducibilni syntaza oxidu dusnatého (inducible NO synthase)
invertovana repetice (inverted repeat)

invertovana repetice oddélena 0 pary bazi

invertovand repetice oddélena 1 parem bazi

juvenilni hormon 11

c-Jun N-terminal kinases

ligand-vazebna doména

lithocholova kyselina

jaterni receptorovy homolog 1 (liver receptor homolog 1)
responzivni element LRH-1

liver X receptor o

liver X receptor 3

mitogenem aktivovana proteinkinaza

gen mnohocetné rezistence k 1ékiim 2 (multi-drug resistance gen 2)
gen mnohocetné rezistence k 1ékiim 3 (multi-drug resistance gen 3)
mediator complex subunit 1

mySi gen mnohocetné rezistence klé¢klim 2 (mouse multi-drug
resistance gen 2)

mineralokortikoidni receptor

messenger (informac¢ni, medidtorovd) RNA

multidrug resistance-associated protein 2
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-
sulfofenyl)-2H-tetrazolinum

insert Ctyf aminokyselin v hinge oblasti

oxidovany nikotinamid adenin dinukleotid
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NADH
NADP"
NADPH
NCOAI
NF-«B
NR
NTCP

OATP8
Opti-MEM
ORI

OSTa
OSTa/OSTpP
OSTp

PBS
PEPCK
PES
PGC-1a
PLTP
PON1
PPAR

PPARG
PPARB
PPARy
PPARGCIA
PP

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid

oxidovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

nuclear receptor coactivator 1

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
nukleédrni receptor

sodik-dependetni taurocholdtovy kotransportni protein (natrium-
taurochlorat cotransporting polypeptide)

organic anion transporting polypelptide 8

médium se snizenym obsahem séra

pocatek replikace

organic solute transporter o

heterodimer organic solute transporter a a f3

organic solute transporter 3

fosfatovy pufr

fosfoenolpyruvatkarboxykinaza

fenazin ethosulfat

peroxisome proliferator-activated receptor y coactivar la
transportni protein pro lipidy (phospholipid transfer protein)
paraoxonaza 1

receptor aktivovany peroxizOmovymi proliferatory (peroxisome
proliferator-activated receptor)

receptor aktivovany peroxizomovymi proliferatory o
receptor aktivovany peroxizémovymi proliferatory f3

receptor aktivovany peroxizémovymi proliferatory y
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
difosfatovy P,O;* ion

progesteronovy receptor

protein arginine methyltransferase 1

pregnanovy X receptor

receptor pro kyselinu retinovou o

receptor pro kyselinu retinovou f3

receptor pro kyselinu retinovou y

responzivni element
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RIP 14-1
RIP 14-2
ROS
RXR
RXRa
RXRp
RXRy
SDC-1
SHP
SRC-1
SREBP-1c
SULT2A1
TRa
TRp
TRRAP
UAS
UDCA
UGT2B4
VDR
VLDL
VLDLR
Y2H

RXR-interacting protein 14-1

RXR-interacting protein 14-2

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
retinoidni X receptor

retinoidni X receptor o

retinoidni X receptor 3

retinoidni X receptor y

syndekan-1

maly heterodimericky partner (small heterodimer partner)
steroid receptor coactivator-1, neboli nuclear receptor coactivator-1
sterol regulatory element binding protein 1c
dehydroepiandrosterone-sulfotransferase

thyroidni receptor a

thyroidni receptor 3

transformation/transcription domain-associated protein
aktivacni sekvence

ursodeoxycholova kyselina
UDP-glukuronyltransferaza 2B4

receptor provitamin D

lipoprotein o velmi nizké hustoté

receptor pro lipoproteiny o velmi nizké hustoté

yeast two-hybrid
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2. Uvod

V této experimentalni diplomové praci se zabyvame potencidlnimi interakcemi
lidského farnesoidniho X receptoru (FXR) s ligandy ze skupiny ptirodnich rostlinnych barviv
anthokyanidinti (cyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin).

Lidsky farnesoidni X receptor (FXR) patii do superrodiny nuklearnich receptort, které
vystupuji jako ligandy-modulované transkripéni faktory. FXR se ve form&€ monomeru ¢i
heterodimeru s retinoidnim X receptorem a (RXRa) vaze do specifickych regulacnich oblasti
DNA a spousti expresi fady cilovych gentli. Tyto regulované geny se podili na metabolismu
a transportu zlucovych kyselin, udrzeni homeostazy krevnich lipidd, lipoproteint a glukozy.
V poslednim desetileti byla studovana ucast FXR na regulaci genli zapojenych do udrzeni
stievni bakterialni rovnovéahy, hepatoprotekce a regenerace jater.

Farnesiodni X receptor ptsobi jako senzor pro endogenni zlucové kyseliny a doposud
bylo identifikovdno okolo 80 sloucenin jak pfirodniho, tak i syntetick¢ho plivodu, které
vystupuji jako agonisté ¢i antagonisté FXR receptoru.

Anthokyanidiny jsou rostlinné barevné pigmenty vyskytujici se ptrevazné jako
glykosidy anthokyany u kvétl, plodd ¢i listh a proptijcuji jim zabarveni od oranzové, pres
cervené, fialové aZ po modré. Drogy s obsahem anthokyanidind jsou vyuzivany jednak pro
lécebné ucinky, a také jako korigencia barvy. Anthokyanidiny se hojné vyskytuji
v potravinach, hlavné vovoci a zelening, zté€chto rostlinnych materiali jsou izolovany
a vyuzivany jako potravinai'ska barviva.

Pozitivni vysledky této experimentalni diplomové prace by mohly piedznamenat
existenci novych ligandt-agonisti lidského FXR receptoru se skupiny anthokyanidinti a uvést
tyto latky do souvislosti s 1é¢bou fady onemocnéni jako je triglyceridémie, aterosklerdza,
diabetes mellitus 2. typu, metabolicky syndrom, cholestidza, steatohepatitida, onemocnéni

cholesterolovymi zlu¢ovymi kameny ¢i rakovina jater a prsu.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1. Nuklearni receptory

Nukledrni receptory (NR) tvofi velkou superrodinu ligandy-modulovanych
transkripcnich faktord, které se vazi do specifickych regulac¢nich oblasti DNA a spoustéji
expresi cilovych gent. Tato superrodina obsahuje 48 ¢lenti — lidskych nukledrnich receptort
(viz Tab. 1). Hraji vyznamnou roli v fad¢ fyziologickych funkci jako je embryondlni vyvoj,
bunécna diferenciace, reprodukce, regulace metabolismu, udrzeni homeostdzy fady latek,
biotransformace xenobiotik. Vedle normalni fyziologie bylo objeveno zapojeni nukledrnich
receptori do mnoha patologickych procesti jako je rakovina, diabetes, ateroskler6za,
revmatoidni artritida, astma a hormon-rezistentni syndromy a celd fada dalSich onemocnéni
(Ottow a Weinmann 2008, Pavek et al. 2005, Wang et al. 2008, Zhang et al. 2003).

Jako nuklearni receptory se oznacuji proteiny vystupujici jako transkripéni faktory. Ty
se vyskytuji v cytoplasmé v inaktivni form¢ v komplexu s proteiny teplotniho Soku, po
navazéani ligandu se transportuji do jadra a vazi se na regula¢ni oblast promotoru cilového
genu (tzv. responzivni element. RE) v jadfe bunky, aktivuji transkripci a ptepis genetické
informace do mRNA (viz Obr. 1). Toto schéma ale neplati vzdy, velka cast nukledrnich
receptorl je konstitutivné navazana v jadie na DNA 1 bez pfitomnosti ligandu. Je také znamo,
ze mnoho nuklearnich receptorii mize za nepfitomnosti ligandu vystupovat jako represor
genové transkripce. Déle se v priibéhu procesu aktivace genové transkripce cilovych gent
uvolnuji korepresorové proteiny a na ligandem-aktivovany nuklearni receptor se vazi

koaktivatory (Giguere 1999, Ottow a Weinmann 2008, Skalova a Bousova 2011).
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Obr. 1 Schématicky znazornéna vazba specifického ligandu na nuklearni receptor (NR). Vznika

aktivovany transkripcni faktor, ktery se vaze na responzivni element a spousti expresi cilového genu.

Nuklearni receptory, u kterych dosud nebyl objeven fyziologicky ligand, oznacuji jako
sirotéi (orphan) nuklearni receptory. Predpoklada se, Ze u vétsiny z nich fyziologicky ligand,
ktery by primarné zptsoboval jejich fyziologickou funkci, existuje a po jeho objeveni se tyto
receptory zafadi mezi tzv. adoptované sirotci (adopted orphan) nuklearni receptory. Dosud
neni objasnéno, zda zatim neobjeveny fyziologicky ligand skute¢né existuje pro vSechny
sirot¢i receptory (Benoit et al. 2006, Ottow a Weinmann 2008, Skalova a Bousova 2011).

Rizné malé lipofilni molekuly zahrnujici steroidy, retinoidy, tyroidni hormony
a vitamin D3 byly izolovany a charakterizovany mnohem diive, neZ byly objeveny nuklearni
receptory a tyto molekuly byly rozpoznany jako jejich ligandy (viz Tab. 1). Jako prvni byla
v roce 1985 byla popsana primarni struktura cDNA kodujici lidsky glukokortikoidni receptor
(GR). Ve stejné dobé byl naklonovan prvni lidsky estrogenni receptor (ER). Nasledujici
studie vedly k identifikaci lidskych tyroidnich hormondlnich receptorti (TR). S objevem
téchto signalizacnich drah byla vytvofena nova rodina receptord, oznacovana jako
superrodina steroidnich hormonalnich receptorti. Pozdéji ale bylo objasnéno, ze ne vSechny
ligandy jsou steroidy a také biologie téchto receptorti byla hloubéji poznana, a proto bylo pro
tuto rodinu pfijato oznaceni nuklearni receptory. V roce 1987 byl naklonovan ptaci receptor
pro vitamin D (VDR) a bylo zjisténo, ze je strukturné¢ podobny steroidnim receptorim. Na
zakladé tohoto zjisténi byly uskutecnény dal$i prace s cilem najit dal$i ¢leny této rodiny
receptord. To vedlo k objeveni lidského mineralokortikoidniho receptoru (MR) a lidského

receptoru pro kyselinu retinovou (RAR) (Bunce a Campbell 2010a).
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Tab. 1 Piehled vybranych lidskych nuklearnich receptort, systematickd nomenklatura gent

a jejich endogenni ligandy.

Receptor Zkratka Gen Endogenni ligand

Thyroidni receptor TRa NRIAI Thyroidni hormony
TRp NRIA2 Thyroidni hormony

Receptor pro kyselinu retinovou RARa NRIBI Retinova kyselina
RARP NRIB?2 Retinova kyselina

RARYy NRIB3 Retinova kyselina
Receptory aktivované
peroxizOmovymi proliferatory PPARa  NRICI Mastné kyseliny, leuktorien B4

PPARB  NRIC2 Mastné kyseliny
PPARy NRIC3 Mastné kyseliny, prostaglandin J2

Liver receptor X LXRa NRIH3 Oxysteroly
LXRp NRIH2 Oxysteroly
Farnesoidni X receptor FXRa NRIH4 Zlucové kyseliny
FXRp NRIHS5 Lanosteroly
Receptor provitamin D VDR NRII1 Vitamin D
Pregnanovy X receptor PXR NRII2 Xenobiotika
Konstitutivni androstanovy
receptor CAR NRI1I3 Xenobiotika
Retinoidni X receptor RXRa NR2B1 Retinova kyselina

RXRp NR2B2 Retinova kyselina
RXRy NR2B3 Retinova kyselina

Estogenni receptor ERa NR3A1 Estradiol
ERp NR3A2 Estradiol
Glukokortikoidni receptor GR NR3C1 Kortizol
Mineralokortikoidni receptor MR NR3C2 Aldosteron
Progesteronovy receptor PR NR3C3 Progesteron

Modifikovano dle: Ottow a Weinmann (2008).

,Z historického hlediska byly jako prvni receptory ze superrodiny nuklearnich
receptor objeveny steroidni receptory, a proto se predpokladalo, Ze vétSina, ne-li vSechny
sirot¢i receptory budou mit ligandy charakteru steroidnich hormonti. Objev ,,senzori®, jako
jsou napf. receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory (PPAR, z angl. peroxisome
proliferator-activated receptor), farnesoidni X receptor (FXR), liver X receptor (LXR),
pregnanovy X receptor (PXR) ¢i konstitutivni androstanovy receptor (CAR), vedl
k ptehodnoceni tohoto Usudku, protoze tyto receptory vazi velky pocet molekul, casto
odvozenych od endogennich metabolickych meziprodukti ¢i metabolith slozek potravy. Ty

plsobi, oproti steroidnim hormoniim, v mnohem vysSich fyziologickych koncentracich
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a s vyrazn¢ mensi afinitou. Aktivita nuklearnich receptort tedy mize byt modulovéna nejen
hormony, ale i mnohem §ir§im souborem malych molekul.“ (Benoit et al. 2006).

Ty maji lipofilni charakter a snadno prochazeji biologickymi membranami (Ottow
a Weinmann 2008). Tyto proteiny vedly k identifikaci novych signaliza¢nich drah pro fadu
endogennich meziproduktd metabolismu i pro rlizna xenobiotika, a proto se oznacuji jako

senzory, ¢i xenosenzory (Wang et al. 1999).

Struktura

Primérni struktura vétSiny nuklearnich receptort se skladd z péti funkénich domén
rizného evolu¢niho pavodu, které spolu interaguji. Jedna se o modulatorovou, neboli
N-termindlni doménu, DNA-vazebnou doménu (z angl. DNA-binding domain, DBD),
zavésnou oblast (hinge), ligand-vazebnou doménu (z angl. ligand-binding domain, LBD)
a C-terminalni doménu. Oznacuji se pismeny A/B, C, D, E a F ve sméru od C-konce

k N-konci (viz Obr. 2) (Giguere 1999, Mangelsdorf et al. 1995).

N-terminalni
domena Hinge
AB C D E
CNA-vazebna Ligand-vazebna
‘\ domeéna (DBD) doména (LBD)

DNA DBD

Obr. 2 Schématické znazornéni struktury nuklearnich receptorti, na prikladu estrogenniho receptoru.

Struktura se sklada z péti domén oznacovanych pismeny A/B, C, D, E a F. Modifikovano dle: Nuclear Receptor
Structure (2013).

DNA-vazebnd doména, oznaCovand jako C region, je vysoce konzervovana oblast.
Rozpoznava specifickou sekvenci promotorové DNA, tzv. responzivni element
a zprostiedkovava vazbu nuklearniho receptoru do tohoto mista. DBD urcuje $kalu gend, jenz
jsou reportovany. DNA-vazebnd doména obsahuje osm cysteinovych zbytki, ty jsou vzdy po

Styfech koordinaéné vazany na atom zinku (Zn”") a tvoii tzv. dva zinkové prsty (viz Obr. 3).
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Ty jsou tvofeny 66-70 aminokyselinovymi zbytky a diky svému tvaru umoziuji DBD se
orientovat do velkého zlabku dvojSroubovice DNA. Prvni zinkovy prst se vdze na specifickou
sekvenci DNA. Druhy zinkovy prst stabilizuje interakce s DNA a umoZiiuje tvorbu
dimeriza¢nich komplext nuklearnich receptort. Ty se mohou védzat na DNA ve formé
monomerd, homodimert ¢i heterodimert. Na zaklad¢ toho se déli NR na ¢tyfi podskupiny:
steroidni receptory, RXR heterodimery, homodimery sirot¢ich receptori a monomery
sirot¢ich receptorti (Mangelsdorf et al. 1995). Ve vétSin€ heterodimerickych komplext je
jednim z vazebnych partnert RXR (Benoit et al. 2006, Giguere 1999, Jacobs et al. 2003,
Mangelsdorf et al. 1995, Pavek et al. 2005).

1. zinkovy prst

2. zinkovy prst

Obr. 3 Schématické znazornéni struktury DNA-vazebné domény nuklearnich receptori. Ctyii cysteinové

zbytky se vazi s atomem zinku dva zinkové prsty. Modifikovano dle: Giguere (1999).

Primérni funkci ligand-vazebné domény, oznacované jako E region, je rozpoznavani
a vazba specifickych ligandi. Tato doména je vysoce konzervovand a také multifunkéni,
nebot’ vedle vazby ligandl zprostiedkovava také dimerizaci, interakci s proteiny teplotniho
Soku, lokalizaci jadra a ma transaktivacni funkci. Ligand-vazebnd doména je ve srovnani
s DNA-vazebnou doménou vétsi, obsahuje okolo 220 aminokyselinovych zbytki. Je tvotrena
z 11-13 o-helixi uspofadanych ve tfech vrstvach, jenz tvoii jakousi kapsu, do které se
nekovalentné véaze ligand a interaguje s aminokyselinovymi skupinami LBD.
Ligand-dependentni transaktivace je zavisld na pfitomnosti regionu nazyvaného jako
aktivacni funkce-2 (AF-2), ktery je lokalizovan na C-konci LDB. Jakmile se ligand navaze do
kapsy, AF-2 kapsu uzavie, vytvofi sty¢nou plochu pro ostatni molekuly, které jsou nezbytné
pro transkripéni aktivitu a dochdzi ke zméné konformace. Zatimco vazbou agonisty dochazi

ke vzniku aktivni konformace, ktera muize interagovat s koaktivatorem, tak navazani
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antagonisty vede ke vzniku nefunkéni konformace branici interakci mezi nuklearnim
receptorem a koaktivatorem. AF-2 je ligand-dependentni transaktivacni doména a hraje
dilezitou roli v transaktivaci zprosttedkovanou pomoci koaktivatorii (Giguere 1999, Glass et
al. 1997, Jacobs et al. 2003, Mangelsdorf et al. 1995, Pavek et al. 2005).

N-terminalni doména, neboli modulatorova doména nese oznaCeni A/B doména.
Piechod mezi A a B regionem neni vzdy zietelny. Vykazuje vysokou variabilitu, jak v poctu
aminokyselin, tak i v primarni sekvenci. Nuklearni receptory obecné obsahuji dvé transkripéni
aktivacni funkce (AF-1 a AF-2) lokalizované na amino-konci (AF-1) a na karboxy-konci
(AF-2). AF-1 umoznuje aktivaci nezavislou na ligandu, miZe interagovat s bunécnymi
specifickymi koaktivatory (modula¢nimi proteiny), coz vede k aktivaci receptorového
komplexu (Giguere 1999).

Zavesna oblast tzv. hinge, oznacovana jako D region, je vysoce variabilni jak v délce,
tak 1 v primarni sekvenci. Jeho hlavni funkci je spojeni DBD a LBD. Poskytuje receptoru
flexibilitu, diky niz se DBD muze otoCit o 180 °, aby mohl vzniknout dimér s jinym
receptorem ¢i aby mohlo dojit po navazani ligandu ke zmén¢ tvaru a konformace nuklearniho
receptoru. Soucasné studie naznacuji, Ze hinge region muze slouzit jako sty¢na plocha pro
korepresorové proteiny (Giguere 1999).

C-terminadlni doména, oznacovana jako F region, je kratky variabilni usek, jehoz
funkce jesté neni zcela objasnéna (Weatherman 1999).

Dle fylogenetického vyvoje nuklearnich receptort je rozliSovano Sest podrodin. Jejich
struktury jsou velmi odli$né. Sirotci receptory tvoii ve skupiné lidskych nuklearnich receptort
témét polovinu z celkového poctu. Vyzkum dosud neobjevenych liganda sirot¢ich receptort
je vyzvou, kterd miize vést k rozlusténi novych fyziologicky vyznamnych signaliza¢nich drah

a cest regulace endokrinniho systému (Benoit et al. 2006, Ottow a Weinmann 2008).

3.2. Farnesoidni X receptor

3.2.1. Obecné o farnesoidnim X receptoru

Sav¢i farnesoidni X receptor (FXR) byl poprvé objeven v roce 1995 skupinou Forman
et al. (1995), byl izolovan z potkanich jater cDNA knihovny. Nezéavisle na tom ve stejném
roce skupina Seol et al. (1995) izolovala dva mysi proteiny, homology potkaniho FXR. Byly
pojmenovany jako RIP 14-1 a RIP 14-2 (z angl. RXR-interacting protein). Poté byl objeven

rovnéz lidsky farnesoidni X receptor (Laudet a Gronemeyer 2002).
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Farnesoidni X receptor byl plivodné pokladan za sirot¢i nuklearni receptor, protoze
jeho endogenni ligand nebyl znam, pozdéji se ale ukazalo, zZe ma mnoho endogennich
ligandli, z nichz nejvyznamnéjsi jsou zlucové kyseliny. K expresi FXR dochazi ve vysoké
mife v jatrech, stfeveé, ledvinach a nadledvinkéach. Tvoii heterodimericky komplex se svym
vazebnym partnerem retinoidnim X receptorem oo (RXRa) a jeho aktivace je zavisld na vazbé
specifického ligandu-agonisty. Takto aktivovany heterodimer ¢i monomer se vaze na DNA
a reguluje mRNA raznych genovych transkriptti. Dnes je zfejmé, ze FXR je dilezity regulator
metabolickych drah Zlucovych kyselin, cholesterolu, lipidi, lipoproteinti a glukoézy (Bunce a
Campbell 2010a, Seol et al. 1995, Zhang et al. 2003).

Jsou znamy dva geny kodujici FXR protein, jejichZ produkty jsou dva receptory FXRa
a FXRp. Lidsky gen proteinu FXRa je oznacovan jako NRIH4 (podrodina nukledrnich
receptortt 1, skupina H, ¢len 4) a nachazi se na chromozomu 12. Mysi a potkani gen pro
FXRa nese oznaceni Nrih4, mysi se nachazi na chromozomu 10, potkani na chromozomu 7
(Farnesoid X receptor 2013).

Gen pro lidsky pro receptor FXRB ma ndzev NRIHS5P (podrodina nuklearnich
receptort 1, skupina H, ¢len 5, pseudogen) a mysi a potkani gen pro FXRJ je oznacovan jako

Nrlh5 (Farnesoid X receptor-§ 2013).

3.2.2. Struktura a isoformy

FXR protein mé& obecnou strukturu (viz Obr. 4), ktera je spole¢na pro vSechny cleny
superrodiny nukledrnich receptorii. Obsahuje N-temindlni doménu, DNA-vazebnou doménu,

zavésnou oblast (hinge), ligand-vazebnou doménu a C-terminalni doménu.

Obr. 4 Struktura lidského farnesoiniho X receptoru urcéena pomoci rentgenové krystalografie. Prevzato z:
Protein Data Bank in Europe (2013).

Gen pro FXR je evolucné konzervovan a vykazuje vysokou podobnost mezi druhy.

Seol et al. (1995), srovnali strukturu tohoto receptoru s ostatnimi ¢leny superrodiny
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nukledrnich receptort a zjistili, ze nejbliz8i ptibuznost ma s hmyzim receptorem pro ekdyzon
(EcR) a LXR (viz Obr. 5). DNA-vazebna doména FXR vykazuje 67% podobnost
aminokyselin s DBD receptoru LXRp a 82% identitu s DBD EcR. Stejné tak i ligand-vazebna
doména FXR je blizce pfibuzna LBD receptoru LXRf, aminokyseliny jsou identické ze 42 %.
Podobnost s ECR LBD je okolo 37 %. DNA-vazebna i ligand-vazebna doména FXR jsou také
velice podobné s dal$imi receptory této superrodiny a na zaklad€ toho byl FXR zafazen do
podskupiny nuklearnich receptori, ktera také obsahuje VDR, CAR, PXR a LXR (Laudet a
Gronemeyer 2002, Seol et al. 1995, Tu et al. 2000, Wang et al. 2008).

l LBD [] FXR
0 e | 42 | LXRB
i =2 N a7 EcR

Obr. 5 Procentuilné znizornéna podobnost DNA-vazebné domény (DBD) a ligand-vazebné domény
(LBD) farnesoidniho X receptoru (FXR) s dvéma nejbliZze pfibuznymi nukleirnimi receptory LXR (liver

X receptor) a EcR (receptor pro ekdyzon). Modifikovano dle: Tu et al. (2000).

Jsou znamy dva lidské geny koédujici farnesoidni X receptor, oznacuji se jako Fxra
(NR1H4) a Fxrf (NR1H5P) a jejich produktem jsou proteiny FXRa a FXRp. Fxra je evoluéné
konzervovany gen od ryb az po lidi. U mysi a lidi se FXRa vyskytuje ve ¢tyfech isoformach
oznaCovanych jako FXRal, FXRa2, FXRa3 a FXRa4. Druhy gen kodujici FXR, Fxrf je
identifikovan u hlodavct, kréalikli a pst. Nicmén¢ je to pseudogen u lidi a primati. FXRp je
senzorem pro lanosterol, ale jeho fyziologicka funkce neni stale objasnéna (Bunce a Campbell
2010b, Huber et al. 2002, Lee et al. 2006a, Zhang et al. 2003).

Huber et al. (2002) v roce 2002 analyzovali lidsky Fxr locus, ktery obsahuje exony

.....

.....

3. Exony 1, 2 a 5" konec exonu 3 piedstavuji nestranslatovany region. Lidsky receptor FXRa
byl srovnan s kiec¢im FXRp receptorem a byl pozorovan rozdil na locusu v protisméru od
spojeni exonu 3 a 4. Je zde pravdépodobné nedefinovany exon, ktery byl oznacen jako 3a (viz
Obr. 6). Diky tomuto rozdilu jsou N-termindlni (A/B) domény FXRa a FXR[ receptort
odlisné (Huber et al., 2002).
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Obr. 6 Schématické znazornéni exonové/intronové mapy lidského locusu farnesoidniho X receptoru
(FXR), sestfihu a jednotlivych kédovanych domén FXR. Zobrazena je exonova/intronova mapa lidského
FXR locusu (uprostied). Symbol // predstavuje mezeru namisto intronu 9. Barevné jsou znazornény exony
kodujici jednotlivé domény A/B, C, D, E proteinu FXR (nahote). Je zndzornén insert Ctyi aminokyselin (MY TG)
vhinge oblasti. Je znizornén sestiih lidského FXRa a kie¢¢iho FXRB (dole). Seda barva reprezentuje

netranslatované regiony. Pfevzato z: Huber et al. (2002).

Zhang et al. (2003) objasnili, ze existuji Ctyfi isoformy lidského FXRa (FXRal,
FXRa2, FXRa3 a FXRo4). Jsou odvozené od jednoho genu Fxra a 1i8i se v N-konci a v hinge
regionu. Tato odliSnost je dana riiznorodosti promotori a alternativnim sestfihem exonti 4 a 5,
ktery produkuje ¢tyfi mRNA (viz Obr. 7). Locus Fxra obsahuje 11 exont, na exonech 1 nebo
3 jsou dva funkéni promotory, které iniciuji transkripci. Diky tomu obsahuji FXRa3 a FXRo4
(oproti FXRal a FXRa2) rozsahlou N-termindlni oblast slozenou z 37 aminokyselin, ktera
obsahuje AF-1. FXRal a FXRa3 obsahuji (oproti FXRa2 a FXRa4) insert ¢ty aminokyselin
(MYTG) v hinge oblasti bezprostiedné ptfipojené na DBD. Tato odliSnost je dana
alternativnim sestfihem dvandcti parti bazi na 3" konci exonu 5, ktery kdduje MYTG motiv

(Lee et al. 2006a, Zhang et al. 2003).
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Obr. 7 Schématické znazornéni genu a proteinu lidského farnesoidniho X receptoru a (FXRa). a) Struktura
lidského Fxro genu: je znazornéno 11 exond Fxra genu, na exonech 1 nebo 3 jsou dva funkéni promotory, které
iniciuji transkripci. Alternativni sestfih produkuje Ctyfi mRNA. Alternativni sestfih 12 part bazi na 3" konci
exonu 5, ktery koduje insert ¢ty aminokyselin (MYTG) v hinge oblasti je zndzornén tmavé modrou barvou.
b) Ctyti isoformy lidského proteinu FXRo (FXRal, FXRo2, FXRa3 a FXRa4). Je znazornéna DNA-vazebna
doména (DBD), ligand-vazebna doména (LDB), aktiva¢ni funkce 1 (AF-1) a aktivaéni funkce 2 (AF-2).
Prevzato z: Lee et al. (2006a).

3.2.3. Dimerizace

FXR receptor se mize vyskytovat ve form&€ monomeru, nebo heterodimeru
FXR/RXRa (viz Obr. 8). Seol et al. (1995) popsali, ze farnesoidni X receptor tvofi
heterodimer se svym vazebnym partnerem RXRa receptorem a tento heterodimer se vaze do
FXR responzivniho elementu (FXRE) promotoru cilového genu (viz Obr. 8). Interakce FXR
s RXRa nevyzaduje DNA vazbu. Farnesoidni X receptor se specificky vaze na fizni protein
slozeny z glutathion-S-transferazy (GST) pfipojené na RXRa. Dale bylo objasnéno, Ze
aktivace tohoto heterodimerického komplexu probihd v pfitomnosti jak ligandi FXR tak
i ligandiit RXRa (Laudet a Gronemeyer 2002, Seol et al. 1995).

Dals$i potencionalni interakce FXR s jinymi nuklearnimi receptory zatim nebyla

pozorovana (Laudet a Gronemeyer 2002).
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Obr. 8 Schématické znazornéni vazby farnesoidniho X receptoru (FXR) na responzivni element (FXRE)
ve formé heterodimeru s retinoidnim X receptorem a (RXRa) a ve formé monomeru. Responzivni
sekvence pro heterodimer jsou DR (pfima repetice), ER (evertovana repetice) a IR (invetovana repetice),

zatimco monomer ma odli$na vazebna mista. Modifikovano dle: Wang et. al (2008).

3.2.4. Koaktivatory

Farnesoidni X receptor po navazani ligandu do LBD podstoupi konformacni zménu,
kterd zvysi jeho afinitu pro protein koaktivator, jako je napf. koaktivator SRC-1 (z angl.
steroid receptor coactivator-1, oznaCovan také jako nuclear receptor coactivator-1) (viz
Obr. 9). Vazba koaktivatoru je klicovy krok pro formaci aktivovaného transkripciho
komplexu a jeho nasledné vazby do responzivni oblasti (viz Obr. 8). Wang et al. (1999)
poukazali na to, Ze heterodimericky komplex FXR/RXR neutvoii komplex s koaktivatorem
bez ligandu. To zna¢i, Zze koaktivator interaguje s nukledrnim receptorem
ligand-dependentnim zplsobem a zvySuje transkripci (Makishima et al. 1999, Parks et al.
1999).

Pro navazani ligandu do LBD dochazi prostiednictvim AF-2 (ligand-dependentni
aktivacni funkce) ke zmén€ konformace, ktera interaguje s koaktivatorem. U FXR receptoru
slouzi jako interakéni rozhrani mezi molekulou koaktivatoru a AF-2 sekvence aminokyselin
LXXLL (kdy L oznacuje leucin a X znaci kteroukoliv aminokyselinu) (Makishima et al.
1999, Parks et al. 1999).

Dalsimi koaktivatory farnesoidniho X receptoru a jsou napi: PPARGCI1A (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator Il-alpha), NCOAI1l (nuclear receptor
coactivator 1), MED1 (mediator complex subunit 1), CARM1 (coactivator-associated arginine
methyltransferase 1), PRMT1 (protein arginine methyltransferase 1) a TRRAP

(transformation/transcription domain-associated protein) (Farnesoid X receptor 2013).
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3.2.5. Vazba na DNA

Farnesoidni X receptor se ve vétSing€ piipadi vaze do svého responzivniho elementu
(FXRE) promotoru cilového genu jako heterodimer s RXRa, méné ¢asto jako monomer (viz
Obr. 8).

Heterodimericky komplex rozpoznéva nékolik responzivnich elementl a vaze se na né
s riznou afinitou. Jedna se o Sestinukleotidové motivy, které mohou byt uspotfddany jako:
invertovana repetice IR (z angl. inverted repeat), ptimé repetice DR (z angl. direct repeat)
a evertovana repetice ER (z angl. everted repeat) (viz Obr. 8). Invertovana repetice IR-1 je
AGGTCA s palindromickym charakterem, ten je odd€len 1 parem bazi. Vyskytuje se
napt. proti sméru genu pro ekdyzon EcR Drosophily (EcRE, responzivni element EcR).
Dal$im responzivnim elementem je pfima repetice DR-5 (DR oddé¢lena 5 pary bazi), ktera
byla poprvé objevena proti sméru genu RARS (BRARE, responzivni element RARP). Dalsi
vazba se mize uskuteCnit na responzivni elementy IR-0 (IR oddélend 0 pary bazi), DR-2 (DR
oddélend 2 pary bazi) a ER-8 (ER oddélena 8 pary bazi), ale s mnohem mensi afinitou
(Bunce a Campbell 2010b, Laudet a Gronemeyer 2002).

FXR se mize v nékterych piipadech vazat do responzivniho elementu jako monomer
(Bunce a Campbell 2010b). Jedna se napi. o cilovy gen pro apolipoprotein A-I, ktery je
regulovan prostfednictvim vazby FXR monomeru na DNA (Claudel et al. 2002). Monomerni
FXRE je slozen z monomernich vazebnych mist, které se li§i od vazebnych mist pro
dimericky komplex (viz Obr. 8) (Wang et al. 2008).

Rizné isoformy FXR se vazi s odliSnou afinitou na FXRE. Rozdil ve vazebné afinité
miZe byt dan bud’ odlisnosti v N-konci nebo pfitomnosti insertu ¢ty aminokyselin (MYTG)

v hinge oblasti (Seol et al, 1995, Wang et al. 1999, Zhang et al. 2003).

Obr. 9 Struktura lidského farnesoidniho X receptoru v komplexu s ligandem a koaktivatorem. Jako ligand
je znazornén synteticky agonista MFA-1 (vyobrazen zlutou barvou) a koaktivatorem je SRC-1 (steroid receptor

coactivator-1). Modifikovano dle: Soisson et al. (2008).
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3.2.6. Exprese v tkanich

Od nukledrniho receptoru se ocekava, ze bude dochdzet k jeho expresi ve stejné tkani,
ve které je syntetizovan jeho intracelularni metabolicky aktivator. Nejdiive bylo objeveno, ze
u dospélych krys dochézi k expresi FXR v jatrech, v ledvindch, stifevé a nadledvinkach.
Vsechny tyto tkan€ maji vyznamnou roli v biosyntetickych drahdch mevalonatu, lze tedy
oc¢ekavat, Ze endogenni aktivator bude mit spojitost praveé s touto dréhou (Forman et al. 1995).

Riznymi metodami bylo zjisténo, Ze k expresi odliSnych isoforem lidského
farnesoidniho X receptoru, dochazi zptisobem zavislym na tkani (Zhang et al. 2003).

Exprese lidského FXRa u dospélych lidskych tkani je nejvyssi v nadledvinkach
a jatrech (viz Obr. 10). Duodenum, ledviny a tenké stfevo vykazuji také signifikantni expresi,
ale v 6-18 krat mensi mife nez jatra. Dospé€lé srdce, pficné pruhované svalstvo a zaludek
vykazuji velice nizkou expresi. Fetalni lidské tkdné — tracnik, ledviny, jatra a tenké stfevo
maji témet identickou hladinu exprese FXRa jako odpovidajici dospélé tkané. K expresi
farnesoidniho FXRa receptoru dochazi také v malé mife i v tukové tkani, hladké svaloving
cév (Huber et al. 2002, Lee et al. 2006a, Wang et al. 2008).
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Obr. 10 Exprese lidského farnesoidniho X receptoru o (FXRa) a farnesoidniho X receptoru f (FXRp) v
dospélych a fetalnich lidskych tkanich. Modifikovano dle: Huber et al. (2002).
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Zvysena exprese farnesoidniho X receptoru byla zaznamenana také v patologickych
tkanich, jako je nddorova tkan prsu, karcinom jater a spekuluje se o jeho zapojeni v rozvoji
rakoviny tracniku (Wang et al. 2008).

FXRal a FXRa2 vykazuji mirnou expresi v ileu a nadledvinkach. K hojné expresi
FXRa3 a FXRa4 dochazi v ileu, v mensim rozsahu jsou exprimovany v ledvinach a ve velice
nizkych hladinach v Zaludku, duodenu a jejunu (Wang et al. 2008).

FXRpB je u dospélych lidskych tkani exprimovan hlavné v ledvinach, duodenu,
tratniku, vtenkém stfevu a v jatrech (viz Obr. 10). U fetélnich lidskych tkani dochazi

k nejvetsi expresi v tenkém stfevu, v mensi mife i v ledvinach a jatrech (Huber et al. 2002).

3.2.7. Regulace exprese farnesoidniho X receptoru

Exprese farnesoidniho X receptoru miize byt indukovéana dlouhotrvajicim hladovénim,
pravdépodobné prostfednictvim transkripénaho faktoru HNF4a (z angl. hepatocyte nuclear
factor 4a) a transkripéniho faktoru PGC-1a (z angl. peroxisome proliferator-activated receptor
y coactivar la, tedy PPARy koaktivator 1a), které zvySuji promotorovou aktivitu FXR genu.
PGC-la zvySuje aktivitu FXR dvémi zplsoby: jednak zvySuje hladiny FXR mRNA
prostiednictvim koaktivace aktivovaného PPARy (z angl. peroxisome proliferator-activated
receptor Y) a HNF4a, coz vede ke zvySeni genové transkripce FXR. Druhy zptsob spoc¢iva
v interakci s DNA-vazebnou doménou FXR a timto dojde ke zvySeni transkripce cilovych
gentl FXR (Bunce a Campbell 2010b, Zhang et al. 2004).

Je také znamo, ze HNFla (z angl. hepatocyte nuclear factor la) aktivuje FXR
promotor. Dale jsou hladiny mRNA FXR zvySeny jako odpovéd’ na vysoké hladiny glukozy,
ale tento mechanismus neni doposud objasnén. Déle hypoxie downreguluje FXR expresi
(Bunce a Campbell 2010b).

Navic vedle transkripéni regulace je FXR také posttranslacné modifikovan fosforylaci
proteinkindzou C, coz zvySuje FXR aktivitu. Pro porozuméni regulace exprese farnesoidniho

X receptoru bude zapotiebi dalsich praci (Bunce a Campbell 2010b).

3.2.8. Ligandy

Doposud bylo identifikovano vic nez 80 slouc¢enin (viz Tab. 2), které by mohly byt
potencidlnimi ligandy farnesoidniho X receptoru o sriznym stupném afinity. Nejvétsi

vyznam maji endogenni zlu¢ové kyseliny, nicméné bylo objeveno mnoho sloucenin, které
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nemaji vztah ke Zlu€ovym kyselinam a ptesto jsou ligandy FXRo. Jako agonisté FXRa
s vysokou afinitou vystupuji strukturné rtiznorod¢ latky: steroidy, aromadty, terpenoidy,
alkaloidy a mastné kyseliny. Steroidni struktura je nejvyznamnéjsi, vyskytuje se fady
endogennich sloucenin a jejich metabolitd, jako jsou zlu€ové kyseliny, cholesterol a hormony

(Matsubara et. al 2013).

Tab. 2 Piehled vybranych pfirodnich a syntetickych agonistll i antagonistil farnesoidniho X

receptoru o.
Utinek a
pivod Skupina latek Latka Struktura
Ptirodni
agonisté Farnesol a jeho metabolity  farnesol terpenoidy
juvenilni hormon III terpenoidy
Primérni Zlu€ové kyseliny  CA, steroidy
CDCA steroidy
Sekundérni Zlu¢ové
kyseliny LCA steroidy
DCA steroidy
Metabolity Zlucovych
kyselin 25-hydroxylované zlucové kyseliny steroidy
26-hydroxylované Zlucové kyseliny steroidy
Oxysteroly 22 R-hydroxycholesterol steroidy
Steroidni hormony androsteron steroidy
etiocholanolon steroidy
Ptirodni rostlinné produkty forskolin steroidy
coumestrol steroidy
cafestol terpenoidy
xanthohumol aromaty
marchantin A aromaty
marchantin E aromaty
ginkgolova kyselina aromaty
Synteticti
agonisté Derivaty Zlucovych kyselin  6-ECDCA steroidy
5B-cyprinol steroidy
5B-cholan-24-ova kyselina steroidy
methylcholat steroidy
metyldeoxycholat steroidy
Ostatni GW4064 aromaty
GW9047 aromaty
AGN29 aromaty
fexaramin aromaty
TTNPB aromaty
GSK8062 aromaty
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GSK2324 aromaty

derivaty pyrazolidin-3,5-dionu aromaty
NIHS700 aromaty
WAY-362450 alkaloidy
MFA-1 steroidy
"Glitazony" froglitazon alkaloidy
rosiglitazon alkaloidy
pioglitazon alkaloidy
Ptirodni
antagonisté Pfirodni rostlinné produkty guggulsteron steroidy
stigmasterol steroidy
tuberatolidy terpenoidy
mastné
Polynenasecené¢ MK arachidonova kyselina kyseliny
mastné
dokosahexaenova kyselina kyseliny
mastné
linolenova kyselina kyseliny
Synteticti
antagonisté Derivaty zlu¢ovych kyselin  Sa-bufol steroidy
5B-bufol steroidy
Sa-cyprinol steroidy
lithocholat steroidy
Ostatni AGN34 aromaty
sulfatované steroly steroidy

Vysvétlivky: CA (cholova kyselina), CDCA (chenodeoxycholova kyselina), LCA (lithocholova kyselina), DCA
(deoxycholova kyselina), 6-ECDCA (kyselina 6-ethyl-chenodeoxycholova). Modifikovano dle: Matsubara et. al
(2013) a Wang et al. (2008).

Farnesol a jeho metabolity

V pocatecnich studiich zroku 1995 Forman et al. (1995) zjistili, ze ligandem
potkaniho FXR je farnesol (v suprafyziologické koncentraci) a jeho pfibuzné metabolity (viz
Obr. 11). Tyto latky vykazovaly zvySeni aktivace komplexu FXR/RXRa. Odtud nese tento
¢len superrodiny nukledrnich receptori své pojmenovani jako farnesoidni X receptor.
Metabolity farnesolu se tvofi intracelularné a jsou potfebné pro syntézu cholesterolu,
zluCovych kyselin, steroidl, retinodii a farnesylovanych proteinli. Jednim z metabolit
farnesolu, ktery vykazoval aktivitu, je juvenilni hormon (JH-III, viz Obr. 11), jednd se
o metabolit farnesylu pyrofosfatu, kli¢ového prekurzoru v biosyntetické draze mevalonatu.
Farnesol a pfibuzné molekuly byly rozpoznany jako modulatory transkripce u bakterii
ikvasinek a tento vyzkum nastinil existenci nové poteciondlni signalizacni drahy

iu obratlovct (Bunce a Campbell 2010b, Forman et al. 1995, Zhang et al. 2003).
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FXR sice byl piivodné povazovan jako receptor pro intermediarni metabolit farnesol,
nicméné pro aktivaci FXR jsou vyZadovany suprafyziologické koncentrace farnesolu, a to

brani tomu, aby byl endogenni ligand (Bunce a Campbell 2010b).

0
AN AN A OH AW'\/\/M o~

Faresol O o
Juvenilni hormon Il

Obr. 11 Chemicka struktura farnesolu, ((2E,6E)-3,7,11-trimethyldodeka-2,6,10-trien-1-0l) a juvenilniho
hormonu, JH-III ((2E,6E)-10R-(oxiranyl)-3,7,11-trimethyl-2,6-dodekadienoat).

Zlucové kyseliny

Vroce 1999 identifikovalo nékolik na sobé nezéavislych skupin (Makishima et al.
1999, Parks et al. 1999, Wang et al. 1999), Ze k aktivaci FXR dochazi pomoci zlucovych
kyselin, endogennich liganda ve fyziologickych koncentracich. Doposud sirotci receptor FXR
byl ide4lnim kandiddtem na senzor pro zlu€ové kyseliny, protoze je specificky exprimovan
v jatrech, ledvinach a ve stevé, tedy v tkanich dilezitych pro funkci zlu€ovych kyselin. Tyto
tkané jsou jednak vystaveny proudu Zlucovych kyselin a také zde dochazi k expresi
transportérii Zlucovych kyselin (Makishima et al. 1999, Parks et al. 1999, Wang et al. 1999).

Byla testovana fada Zlucovych kyselin (viz Tab. 3) a bylo objeveno, Ze se ZluCové
kyseliny vazou do LBD FXR a aktivuji transkripci cilovych genli FXR. Nejvétsi aktivaci FXR
vykazovala primarni zlucova kyselina CDCA (chenodeoxycholova kyselina), malou aktivaci
CA (cholova kyselina), u sekundarnich zlu€ovych kyselin DCA (deoxycholova kyselina)
a LCA (lithocholova kyselina) byla aktivace v mnohem menSim rozsahu. UDCA
(ursodeoxycholova kyselina) byla inaktivni (Makishima et al. 1999, Parks et al. 1999, Wang
et al. 1999).

Z téchto vysledkil vyplyva, ze pro aktivaci FXR je u chemické struktury (viz Obr. 12)
rozhodujici zakladni stavebni kostra (5B-cholan-24-ova kyselina), substituce v polohéch 3-, 7-
a 12- i stereochemie hydroxylovych skupin. V poloze 3- je pro aktivaci FXR preferovan keton
pfed a-hydroxy skupinou, 3B-hydroxyskupina mé negativni vliv na aktivaci. V poloze 7-
pozitivni vliv na aktivaci FXR klesd v tomto potadi: 7a-hydroxy > 7-keto > 7p-hydroxy.
Obecné se tedy da tict, ze 3B-, 7B-, 123 - prostorova orientace hydroxylovych skupin snizuje
potencial Zlu¢ové kyseliny aktivovat farnesoidni X receptor (Fujino et al. 2004, Wang et al.

1999).
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Tab. 3 Piehled vybranych zlucovych kyselin.

Zkratka Nazev Chemicka struktura

CA cholové kyselina 3a,70,12a-trihydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina
CDCA chenodeoxycholové kyselina  3a,7a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyselina
DCA deoxycholova kyselina 3a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyselina
LCA lithocholové kyselina 3a-hydroxy-58-cholan-24-ové kyselina

UDCA ursodeoxycholova kyselina 3a,7B-dihydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina

COOH

HO™"
H

5B-cholan-24-ova kyselina

Ri1 R2 aktivace FXR
CDCA aOH H +++
CA aOH aOH ++
DCA H aOH ++
LCA H H +
UDCA BOH H -

Rs |

OH volna kyselina
NHCH2:COOH konjugat s glycinem
NHCH2CH2SOsH | konjugat s taurinem

Obr. 12 Chemicka struktura Zlu¢ovych Kyselin. Je zobrazena zékladni stavebni kostra (5p-cholan-24-ova
kyselina), vybrané Zzlucové kyseliny (CDCA-chenodeoxycholova kyselina, CA-cholova kyselina,
DCA-deoxycholova kyselina, LCA-lithocholova kyselina, UDCA- ursodeoxycholova kyselina) ve form¢ volné
kyseliny, jako konjugat s glycinem ¢i taurinem. Je zndzornéna mira jejich aktivace FXR receptoru.
Modifikovano dle: Wang et al. (1999).

Dalsi vliv struktury na aktivaci FXR demonstrovala skupina Fujino et al. (2004).
Konverzi karboxylové skupiny v poloze 24- na hydroxylovou skupinu u kyselin CA a CDCA
vznikly odpovidajici alkoholy. Jejich schopnost aktivovat farnesoidni X receptor byl
srovnatelny s vlivem pivodni kyseliny, vyhodou je, Ze dochéazi k vyraznému usnadnéni jejich
transportu do buiiky. Tento objev mlze vést k navrzeni novych latek s pozitivnim vlivem na
homeostazu zlucovych kyselin a cholesterolu (Fujino et al. 2004).

CDCA, aktivator snejvétSim potencidlem, aktivoval jak mySi FXR (v koncentraci

50 uM ), tak i lidsky FXR (v koncentraci 10 uM). Tyto hodnoty odpovidaji fyziologickym
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intracelularnim koncentracim in vivo (Makishima et al. 1999, Parks et al. 1999, Wang et al.
1999).

Wang et al. (1999) popsali, ze zlucové kyseliny aktivuji pouze FXR podjednotku
heterodimeru FXR/RXR. CDCA, LCA, CA ani DCA k této aktivaci FXR nevyzaduji Zzadnou
specidlni metabolickou konverzi (Parks et al. 1999). Déle bylo objeveno, Ze aktivace FXR
neni vysledkem pouze vazby zlucovych kyselin, ale 1 vazby koaktivatori (Makishima et al.
1999, Parks et al. 1999).

Zlutové kyseliny se nejéast&ji nachazeji v konjugaci s glycinem nebo taurinem (viz
Obr. 12). Tyto konjugaty jsou hydrofilni slouceniny, které nepronikaji pfes bunécné
membrany. Proto, pro absorbci téchto konjugovanych derivath ze stieva, je v builkdch
vyzadovéna piitomnost aktivniho ilealniho transportéru zZlucovych kyselin IBAT (z angl. ileal
bile acid transporter). Bylo zjisténo, ze FXR muze byt aktivovan konjugovanymi derivaty
pouze ve tkanich, ve kterych dochazi k expresi IBAT, jako je termindlni ileus, jatra a ledviny.
Z toho vyplyva, Ze konjugaty ZluCovych kyselin reprezentuji endogenni ligandy FXR ve
tkanich, které exprimuji IBAT, zatimco nekonjugované formy mohou mit funkci jako
endogenni ligandy ve tkanich, které¢ neexprimuji IBAT. Obé formy Zlucovych kyselin, jak
nekonjugované tak 1 konjugované jsou schopny aktivovat FXR ve fyziologickych

koncentracich (Makishima et al. 1999, Parks et al. 1999, Wang et al. 1999).

Homeostdza zlucovych kyselin a cholesterolu

Hlavni metabolickd drdha eliminace cholesterolu je cesta konverze na zlucové
kyseliny (viz Obr 13). Koncové produkty této drahy jsou primarni zluc¢ové kyseliny CDCA
a CA, ob¢ jsou produkovany vyhradné v jatrech, kde mohou byt dale metabolizovany
konjugaci s glycinem nebo taurinem. Tyto Zlucové kyseliny jsou vylu¢ovany do stieva, zde
podstoupi 7a-dehydroxylaci zprosttedkovanou stievni mikrofléorou a jsou konvertovany na
sekundarni Zlucové kyseliny LCA a DCA. Ty jsou dale reabsorbovany v ileu a transportovany
zpét do jater cestou portalni cirkulace (Huber et al. 2002, Makishima et al. 1999, Parks et al.
1999, Wang et al. 1999).

Pro konverzi cholesterolu na zlucové kyseliny je vyZadovéano okolo deseti enzymii, ale
,Hrate limiting* krok je 7a-hydroxylace cholesterolu, kterd je katalyzovana enzymem CYP7A1
(cholesterol 7a-hydroxylaza), ktery ptedstavuje kli¢ovy enzym biosyntézy zlu¢ovych kyselin

(Wang et al. 1999).
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Obr. 13 Konverze cholesterolu na Zlu¢ové kyseliny. Klasicka cesta zahrnuje enzymy CYP7A1, coz je ,rate
limiting* krok, CYP8B1, CYP27A1 a koncovym produktem této drahy je primarni zlucova kyselina CA.
Alternativni cesty se ucastni enzymy CYP27A1 a CYP7BI1, koncovym produktem je primarni zlu¢ova kyselina
CDCA. Primarni zlucové kyseliny jsou stievni mikroflorou konvertovany na sekundarni zlu¢ové kyseliny LCA

a DCA. Modifikovano dle: Baptissart et al (2013).

Zlucové kyseliny transkripci reguluji svou vlastni biosyntézu i sviij vlastni
enterohepaticky transport (viz Obr. 14). Biosyntéza Zluovych kyselin je regulovana jak
pfimo, v zavislosti na pfijmu potravy, tak i mechanismem zpétné vazby. Ob& tyto regulacni
cesty zahrnuji kaskddu hormonalnich nuklearnich receptorti. Pfimé regulace, v zdvislosti na
dieté, je zprosttedkovdna pomoci oxysterolii, které vznikaji v disledku akumulace
cholesterolu z potravy. Oxysteroly plsobi na receptor LXRa, ktery je pozitivnim regulatorem
transkripce CYP7A1 a tim padem i pozitivnim regulatorem degradace cholesterolu. Zpé&tna
regulace je zprosttedkovana pomoci zlucovych kyselin, které aktivujici FXR a to vede
k potla¢eni exprese CYP7Al. Transkripce CYP7A1 je stimulovdna hromadénim jeho
substratu, tedy cholesterolu (Huber et al. 2002, Makishima et al. 1999, Parks et al. 1999,
Wang et al. 1999).

Kromé toho, ze zlu€ové kyseliny reguluji svou vlastni syntézu, tak také reguluji sviyj
vlastni transport (viz Obr. 14). Navrat zluCovych kyselina ze stfeva do jater je usnadnén
pomoci specifickych vazebnych proteinil, které transportuji zluc¢ové kyseliny skrz intestinalni

enterocyty. Jednim z nich je [-BABP, jehoz exprese se zvySuje jako odpovéd na zlucové
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kyseliny prostfednictvim FXR (Huber et al. 2002, Makishima et al. 1999, Parks et al. 1999,
Wang et al. 1999).

Ligandem obsazeny FXR také inhibuje transkripéni aktivitu receptoru LXRa (viz
Obr. 14) (Wang et al. 1999).

CHOLESTEROL
Jatra
S CYP[7A1
e OXYSTEROLY
> FXR
Y
e FXR
- ZLUCOVE KYSELINY
Jatra
h =
5
L ZLUCOVE KYSELINY

strevo

l

EXKRECE
Obr. 14 Schéma transkripéni kontroly homeostizy cholesterolu a Zlucovych kyselin prostiednictvim

nuklearnich receptori FXR (farnesoidni X receptor) a LXRa (liver X receptor o). Modifikovano dle:
Makishima et al. (1999).

Farnesoidni X receptor a liver X receptor a maji opacné funkce. LXRa je pozitivni
regulator transkripce CYP7AL1 a syntézy zluCovych kyselin, zatimco FXR zplsobi potlaceni
exprese CYP7A1 a tim inhibuje syntézu Zlu¢ovych kyselin. Zlu¢ové kyseliny tedy maji
schopnost potlacit svou vlastni syntézu v jatrech i snizit syntézu svych transportnich proteint
ve stievé prostfednictvim nuklearniho receptoru FXR (Huber et al. 2002, Makishima et al.
1999, Parks et al. 1999, Wang et al. 1999).

Objev zlucovych kyselin jako endogennich ligandli FXR ptedstavoval velky prilom
ve vyzkumu FXR. Signaliza¢ni drahy zprostfedkované FXR a LXRa se staly cilem dalSich
vyzkumt zamétenych na regulaci homeostazy cholesterolu a zlu¢ovych kyselin (Makishima

et al. 1999, Parks et al. 1999, Wang et al. 1999).

Steroidni hormony

Jelikoz v nadledvinkach nebyl objeven fyziologicky vyznamny tok Zluovych kyselin,
tak se spekuluje o moznosti, Ze si nadledvinky syntetizuji svého vlastniho endogenniho FXR
agonistu. Howard et al. (2000) prokdzali, Ze skutecn¢ existuje endogenni ligand

nadledvinkového FXR. Jedna se o steroidni hormony androsteron (5a-androstan-3a-ol-17-on,
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viz Obr. 15) a etiocholanolon (5B-androstan-3a-o0l-17-on, viz Obr. 15), které slabé aktivuji
farnesoidni X receptor. Fyziologicky vyznam tohoto jevu ¢ekd na objasnéni (Howard et al.

2000, Lee et al. 2006a).

Androsteron Etiocholanolon

Obr. 15 Chemicka struktura endogennich agonisti farnesoidniho X receptoru: androsteronu

(3a-hydroxy-Sa-androstan-17-on) a etiocholanolonu (3a-hydroxy-5p-androstan-17-on).

Dalsi prirodni agonisté
Ptirozenym ligandem FXR je 1 oxysterol 22R-hydroxycholesterol (viz Obr.16).
Nicméné fyziologické disledky jeho aktivace FXR zatim nejsou zcela objasnény (Bunce

a Campbell 2010b).

HO

Obr. 16 Chemicka struktura pfirodniho agonisty farnesoidniho X receptoru — 22R-hydroxycholesterolu.

V soucasné dob& byly identifikovany rtizné ptirodni produkty jako potencionalni
ligandy-agonisté¢ FXR, jedna se o kyselinu ginkgolovou (kyselina s aromatickou strukturou
izolovand z rostliny Ginkgo biloba, viz Obr. 17), forskolin (diterpén produkovany rostlinou
Coleus forskohlii, tato litka ma bronchodilatacnimi ucinky, viz Obr. 18), coumestrol
(fytoestrogen, viz Obr. 18), cafestol (diterpén produkovany rostlinou Coffea arabica, viz
Obr. 18), xanthohumol (prenylovany flavonoid zrostliny Humulus lupulus, viz Obr. 18),
marchantin A a marchantin E (latky aromatické struktury izolované z rostliny Marchantia

paleacea var. diptera, viz Obr. 19) (Hofta et al. 2004, Howard et al. 2000, Suzuki et al. 2008).
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COOH

OH Ginkgolova kyselina 15:1 Ginkgolova kyselina 17:1

OH

Obr. 17 Chemicka struktura prirodniho agonisty farnesoidniho X receptoru — ginkgolové kyseliny.
Vysvétlivky: 15:1 (15uhlikovy fetézec, dvojna vazba v poloze 8) a 17:1 (17uhlikovy fetézec, dvojna vazba
v poloze 10). Modifikovano dle: Suzuki et al. (2008).
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Obr. 18 Chemicka struktura pfirodnich agonisti farnesoidniho X receptoru: forskolinu, xanthohumolu,
cafestolu a coumestrolu. Modifikovano dle: Xanthohumol (2013), Coumestrol (2013), Forskolin (2013),
Cafestol (2013).
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Marchantin A Marchantin E

Obr. 19 Chemicka struktura prirodnich agonisti farnesoidniho X receptoru: marchantinu A

a marchantinu E. Prevzato z: Suzuki et al. (2008).

Synteticti agonisté

Nésledné studie vedly k vygenerovani celé fady syntetickych ligandi-agonist
farnesoidniho X receptoru. Ze semisyntetickych sloucenin odvozenych od zlucovych kyselin
se jednd napt. o kyselinu 6-ethyl-chenodeoxycholovou (6-ECDCA, viz Obr. 20), coz je
sloucenina odvozend od ptirozeného ligandu FXR kyseliny chenodeoxycholové (CDCA).
6-ECDCA se stala alternativnim ligandem-agonistou FXR a v soucasné dob¢ je v klinickém
zkousSeni pro 1é¢bu riznych jaternich onemocnéni (Bunce a Campbell 2010b, Matsubara et. al

2013).
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DalSimi vyvinutymi agonisty FXR jsou napi. syntetické latky GW4064, GW9047,
AGN29, fexaramin, MFA-1 a mnoho dalSich. Nejvice pouzZivany je nesteroidni analog
isoxazolu GW4064 (viz Obr. 20), ale jeho potencionidlni bunétna toxicita a mala
biodostupnost omezuje Sirsi pouziti. Proto bylo syntetizovano nékolik analogii GW4064, ale
ani ty stale nefesi problém nizké biodostupnosti (Bunce a Campbell 2010b, Matsubara et. al

2013, Soisson et al. 2008).

COH

HO™"

6-ECDCA GW4064
Obr. 20 Chemicka struktura syntetickych agonisti farnesoidniho X receptoru: 6-ECDCA (kyselina

6-ethyl-chenodeoxycholova) a GW4064. Modifikovano dle: Matsubara et. al (2013).

Antagonisté farnesoidniho X receptoru

V kontrastu s agonisty FXR, je zatim zndm jen maly pocet antagonisti FXR.
Z ptirodnich latek rostlinného pivodu byl identifikovan guggulsteron (viz Obr. 21),
stigmasterol (steroid ze skupiny rostlinnych sterolti, viz Obr. 22) a tuberatolidy (terpenoidy
izolované z korejskych strunatcti Botryllus tuberatus). Guggulsteron je extrakt z pryskyfice
stromu Commiphora mukul. Urizar et al. (2002) zjistili, Ze guggulsteron prostiednictvim
antagonistického uU¢inku na FXR sniZzuje HDL-cholesterol (Bunce a Campbell 2010b,
Matsubara et. al 2013).

HO™"

6-ECDCA GWa064
Obr. 21 Chemicka struktura prirodniho antagonisty farnesoidniho X receptoru: E-guggulsteronu a

Z-guggulsteronu. Modifikovano dle: Urizar et al. (2002).
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HO

Stigmasterol
Obr. 22 Chemicka struktura piirodniho antagonisty farnesoidniho X receptoru — stigmasterolu.

Modifikovano dle: Carter et al. (2007).

V posledni dob¢€ bylo objeveno (Zhao et al. 2004), Ze n¢které polynenasycené mastné
kyseliny mohou vystupovat jako ligandy-antagonisté farnesoidniho X receptoru. Jedna se
o kyselinu arachidonovou, kyselinu dokosahexaenovou a linolenovou (viz Obr. 23) (Bunce

a Campbell 2010b, Matsubara et. al 2013, Wang et al. 2008).

— — COOH — — — COOH
mCHii <— — — CH
3

Kyselina arachidonova Kyselina dokosahexaenova

COOH

Kyselina alfa-linolenova
Obr. 23 Chemicka struktura piirodnich antagonisti farnesoidniho X receptoru: kyseliny arachidonové,

kyseliny dokosahexaenové a kyseliny a-linolenové.

Mezi syntetické antagonisty farnesoidniho X receptoru patii derivaty zlucovych
kyselin (5a-bufol, 5p-bufol, Sa-cyprinol a lithocholdt) a napt. synteticka sloucenina AGN34
(Matsubara et. al 2013).

3.2.9. Cilové geny

FXR reguluje expresi Sirokého spektra cilovych genti tak, Ze se jako monomer nebo
jako heterodimer FXR/RXR vaze do responzivniho elementu FXR (FXRE). Nejdulezité;si
vazebnou sekvenci pro FXR je IR-1, dale dochazi k vazbé na IR-0, DR-2 a DR-5 (Bunce
a Campbell 2010b). FXR reguluje Sirokou Skalu cilovych genii bud’ piimo, nebo
prostiednictvim sirot¢iho nukledrniho receptoru pojmenovaného jako maly heterodimericky

partner SHP (z angl. small heterodimer partner) (Wang et al. 2008).
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VétSina cilovych geni FXRa je regulovana zplGsobem nezavislym na isoformé.
Nicméné nékolik genti je vice citlivych na FXRa2 a FXRa4 neZ na FXRal a FXRa3. Jedna
se o geny kodujici iledlni vazebny protein ZluCovych kyselin I-BABP (z angl. ileal bile
acid-binding protein), transmebranovy protein syndekan-1 (z angl. transmembrane heparan
sulfate proteoglycan, SDC-1), aA-crystallin (s funkci chaperonu) a fibroblastovy rlstovy
faktor 19 (z angl. fibroblast growth factor, FGF19), protein, ktery se ucastni regulace syntézy
zluCovych kyselin). Fyziologicka role aktivace geni prostfednictvim rtiznych isoforem FXR
neni dosud zcela objasnéna (Lee et al. 2006a).

Soucasné studie demonstruji, ze FXR reguluje fadu gent (viz Tab. 4), které se ti€astni
metabolismu Zlucovych kyselin, lipidl a lipoproteinti, glukézy, transportu zlu€ovych kyselin,
rovnéz reguluje geny podilejici se na hepatoprotekci ¢€i na riistu sttevnich bakterii (Bunce

a Campbell 2010b, Lee et al. 2006a).

Tab. 4 Lidské geny regulované aktivovanym FXRa. Geny pro produkty oznacené * jsou

preferencné regulovany FXRa2 a FXRo4.

Organ Funkce Produkt genu Regulacni efekt

Metabolismus Zlu¢ovych

Jatra kyselin a lipida BSEP Indukce

MRP2 Indukce

MDR3 Indukce

SHP Indukce

BAT Indukce

BACS Indukce

NTCP Represe

CYP7A1 Represe

CYP8B1 Represe

SREBP-1c Represe

Metabolismus lipoproteinti ApoC-II Indukce

PLTP Indukce

SDC-1* Indukce

VLDLR Indukce

HL Represe

ApoC-II1 Represe

ApoA-I Represe

PONI1 Represe

Hepatoprotekce CYP3A4 Indukce

PXR Indukce

aA-crystallin*® Indukce

SULT2AL1 Indukce
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UGT2B4 Indukce

C3 Indukce
Metabolismus glukozy PEPCK Indukce a represe
Gluko6za-6-fosfataza Represe
Tenké sttevo Resorbce Zlu¢ovych kyselin ~ I-BABP* Indukce
OSTa, OSTP Indukce
FGF19* Indukce
ASBT Represe
Antibakteridlni Antiogenin Indukce
Karbonicka anhydraza 12 Indukce
iINOS Indukce
IL-18 Indukce
Ledviny Transport Zlu€ovych kyselin ~ OSTa, OSTf Indukce
MRP2 Indukce
ASBT Represe
Nadledvinky Nezndma OSTa, OSTPB Indukce
SHP Indukce

Vysvétlivky: BSEP (exportni pumpa pro zlucové kyseliny), MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2),
MDR3 (gen mnohocetné rezistence k 1ékiim 3), SHP (maly heterodimericky partner), BAT (bile acid-CoA :
amino acid N-acetyltransferase), BACS (bile acid-CoA synthetase), NTCP (sodik-dependetni taurocholatovy
kotransportni protein), SREBP-1c¢ (sterol regulatory element binding protein 1¢), ApoC-II (apolipoprotein C-III),
PLTP (transportni protein pro lipidy), SDC-1 (syndekan-1), VLDLR (receptor pro lipoproteiny o velmi nizké
hustoté), HL (hepaticka lipaza), ApoC-III (apolipoprotein C-III), ApoA-I (apolipoprotein A-I), PONI
(paraoxonaza 1), PXR (pregnanovy X receptor), SULT2A1 (dehydroepiandrosterone-sulfotransferase), UGT2B4
(UDP-glukuronyltransferaza 2B4), C3 (complement 3), PEPCK (fosfoenolpyruvatkarboxykinaza), I-BABP
(iledlni vazebny protein zlucovych kyselin), ASBT (apical sodium-coupled bile salt transporter), iNOS
(inducibilni syntaza oxidu dusnatého), IL-18 (interleukin 18), OSTa (organic solute transporter o), OSTp
(organic solute transporter §). Modifikovano dle: Lee et al. (2006a).

Cilové geny ucastnici se homeostdzy zZlucovych kyselin

FXR reguluje geny, které hraji roli na riznych Grovnich metabolismu zlu¢ovych
kyselin a jejich enterohepatalni cirkulace (viz Obr. 25):
a) enzymy CYP7A1 (cholesterol 7a-hydroxylaza), CYP8B1 (sterol 12a-hydroxylaza),
b) sekrece ZzluCovych kyselin: BSEP (exportni pumpa pro Zlucové kyseliny), MRP2
(multidrug resistance-associated protein 2), sekrece fosfolipidi: MDR3 (gen mnohocetné
rezistence k 1€¢ktim 3) skrz kanalikularni membranu hepatocytu,
c) transport Zluovych kyselin: I-BABP (iledlni vazebny protein zlu€ovych kyselin), OSTa
a OSTp (organic solute transporter o a ), ASBT (apical sodium-coupled bile salt transporter),
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NTCP (sodik-dependetni taurocholatovy kotransportni protein) a OATP8 (organic anion
transporting polypelptide 8),

d) konjugace a detoxikace zlucovych kyselin: BACS (bile acid-CoA synthetase) , BAT (bile
acid-CoA : amino acid N-acetyltransferase).

metabolismu (Lee et al. 2006a).

FXR jako senzor pro zlu¢ové kyseliny potlacuje transkripci CYP7A1. Downregulace
CYP7ALl, ,rate-limiting” enzymu v konverzi cholesterolu na Zzlucové kyseliny, probiha
prostiednictvim regulacni kaskady, ktera zafind vazbou Zlucovych kyselin na FXR.
Farnesoidni X receptor zpiisobuje nejen downregulaci exprese CYP7AI, ale také potlacuje
expresi dal§itho klicového enzymu syntézy zlucovych kyselin - CYP8B1 (viz Obr. 25).
Goodwin et al. (2000) popsali, ze se FXR/RXR heterodimer indukuje expresi nuklearniho
receptoru pojmenovaného jako maly heterodimericky partner SHP (z angl. small heterodimer
partner), prostfednictvim vazby na IR-1 element SHP promotoru. SHP nasledné inhibuje
aktivitu jaterniho receptorového homologu 1 LRH-1 (z angl. liver receptor homolog), ktery je
pozitivni regulator promotoru CYP7A1 (viz Obr. 24). Touto kaskadou je potlacena exprese
CYP7A1 i CYPSBI (Bunce a Campbell 2010b, Goodwin et al. 2000, Huber et al. 2002, Lee
et al. 2006a).
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CYP7A1

DR-1 LRHRE

Obr. 24 Regulacni kaskada exprese CYP7A1. Ligandy zlucové kyseliny aktivuji FXR receptor, ten ve formé
heterodimeru s RXR receptorem vaze na IR-1 (invertovana repetice oddélend 1 parem bazi) responzivniho
elementu FXR (FXRE) promotoru SHP (maly heterodimericky partner). SHP nasledné¢ inhibuje LRH-1 (jaterni
receptorovy homolog 1) disociaci jeho komplexu s HNF4 (hepatocyte nuclear factor 4). Disociovany LHR-1
ztraci funkci pozitivniho regulatoru promotoru CYP7A1 a tim dochazi k potlaceni transkripce CYP7AL.
Vysvétlivky: DR-1 (pfima repetice oddélend 1 parem bazi), LRHRE (responzivni element LRH-1).
Modifikovano dle: Davis et al. (2002).

Dale FXR kontroluje enterohepatalni cirkulaci Zlucovych kyselin prostfednictvim
regulace genu pro exportni pumpu pro zlu¢ové kyseliny BSEP (z angl. bile salt export pump)
a genu pro trasportni protein MRP2 (z angl. multidrug resistance-associated protein 2) (viz
Obr. 25). BSEP je hlavni exportér Zlu¢ovych kyselin skrz membranu hepatocytti do zlu€ovych
kanalkti. Exprese tohoto transportéru je citliva na tok zlu¢ovych kyselin skrz hepatocyty a na
miru transkripce BSEP genu. Ananthanarayanan et al. (2001) poukézali na to, Ze FXR/RXR
aktivovany Zlu¢ovymi kyselinami pfimo aktivuje transkripci BSEP pomoci vazby na IR-1
element BSEP promotoru. Ligandem aktivovany FXR chrani jatra pted cholestazou,
prostiednictvim BSEP (Ananthanarayanan et al. 2001, Bunce a Campbell 2010b).

MRP2 zprostfedkovava odtok aniontickych konjugovanych sloucenin skrz membranu
hepatocyti do zlu€ovych kanalkd. Kast et al. (2002) v roce 2002 objevili, Zze FXR aktivuje
transkripci MRP2 prostfednictvim vazby na ER-8 evertovanou repeticic MRP2 promotoru

(Bunce a Campbell 2010b, Kast et al. 2002).
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FXR zvySuje expresi lidského genu mnohocetné rezistence k 1ékiim 3 MDR3 (z angl.
multi-drug resistance gen 3), jenz koduje P-glykoprotein (viz Obr. 25). Jedna se o ABC
(z angl. ATP-binding cassette) transportér, ktery je zdsadni pro prostup fosfolipidii skrz
kanalikularni membranu hepatocytti, coz doklada i1 fakt, Ze nedostatek MDR3 vede
k progresivni familidrni intrahepatalni cholestaze typu III. Huang et al. (2003) objasnili, Ze
MDR3 gen je transaktivovan vazbou FXR/RXR heterodimru do IR elementu promotou tohoto
cilového genu (Huang et al. 2003, Lee et al. 2006a).

V tenkém stievé FXR reguluje vstiebavani a enterohepatdlni cirkulaci zlucovych
kyselin prostfednictvim upregulace ilealni vazebny protein Zlucovych kyselin I-BABP (z angl.
ileal bile acid-binding protein) (viz Obr. 25). [-BABP je cytosolovy protein, ktery vaze
zlucové kyseliny s vysokou afinitou. Jeho exprese probihd v tenkém stievé v ileu a i€astni se
enterohepatalni cirkulace zlucovych kyselin. V roce 1999 Grober et al. (1999) objasnili, ze
zluCové kyseliny indukuji expresi lidského I-BABP genu prostfednictvim interakce mezi
FXR/RXR heterodimerem a IR-1 elementem I-BABP promotoru (Bunce a Campbell 2010b,
Grober et al. 1999, Huber et al. 2002).

FXR zvySuje expresi genu transportéri OSTa a OSTP (z angl. organic solute
transporters a a ), které jsou rozhodujici pro enterohepatalni cirkulaci Zlu€ovych kyselin (viz
Obr. 25). Jsou pritomny ve stievé (ale 1 v ledvinach a nadledvinkach) a usnadnuji transport
zluCovych kyselin do portalni Zily. Tato aktivace probiha opét cestou IR-1 elementu (Bunce
a Campbell 2010b, Lee et al. 2006a, Lee et al. 2006b).

Dal8imi cilovymi geny FXR, které jsou vyznamné pro transport Zlucovych kyselin,
jsou sodik-dependentni transportér zodpovédny za aktivni transport konjugovanych Zlucovych
kyselin ze stteva ASBT (z angl. apical sodium-coupled bile salt transporter)
a sodik-dependetni taurocholatovy kotransportni protein NTCP (z angl. natrium-taurochlorat
cotransporting polypeptide), ktery ma funkci vyznamného jaterniho transportéru
konjugovanych zlucovych kyselin (viz Obr. 25). Neimark et al. (2004) zjistili, ze Zlucové
kyseliny negativné reguluji lidsky ASBT prostfednictvim FXR. NTCP podléhd rovnéz
negativni regulaci pomoci FXR (Bunce a Campbell 2010b, Lee et al. 2006a, Neimark et al.
2004).

Farnesoidni X receptor se podili na enterohepetalni cirkulaci Zlucovych kyselin také
aktivaci genu pro lidsky transportni protein OATP8 (z angl. organic anion transporting
polypelptide 8) (viz Obr. 25). Jednéd se o transportér lokalizovany v membrané hepatocytl
a zprostiedkovava uptake organickych aniontii, xenobiotik a peptidii do builky. Jung et al.

(2002) pozorovali, ze FXR aktivovany zlu€ovymi kyselinami aktivuje transkripci genu pro
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OATPS8 pomoci vazby do IR-1 elementu promotoru tohoto genu (Bunce a Campbell 2010b,
Jung et al. 2002).

Aktivace FXR 7ZluCovymi kyselinami ve stfevé vede kindukci lidského
fibroblastového ristového faktoru 19 FGF19 (z angl. fibroblast growth factor 19), ktery
zpusobi potlaceni exprese CYP7A1 a CYP8BI1. Dochazi k tomu prostfednictvim vazby
FGF19 na FGFR4, ktery aktivuje JNK-dependentni signalizacni kaskadu (z angl. c-Jun
N-terminal kinases) a dochazi k represi CYP7A1 a CYP8BI1 (viz Obr. 25). Objevem této nové
signaliza¢ni kaskady Holt et al. (2003) nastifiuji mechanismus zpétnovazebnou kontrolu
syntézy zluCovych kyselin a zdiraziiuje regulaéni vyznam FXR (Bunce a Campbell 2010b,
Holt et al. 2003, Lee et al. 2006a).

Farnesoidni X receptor také hraje roli v tvorbé konjugatti zlucovych kyselin. Ty jsou
syntetizovany v hepatocytech, konjugovany s taurinem nebo glycinem pomoci enzymiit BACS
(z angl. bile acid-CoA synthetase) a BAT (z angl. bile acid-CoA : amino acid
N-acetyltransferase) a vylu€ovany do zlu€ovych kanalkd pomoci dvou membranovych ABC
transportéric. (BSEP a MRP2) (viz Obr. 25). Pircher et al. (2003) popsali FXR
zprostfedkovanou indukci exprese genli BACS a BAT cestou interakce IR-1 elementu
a promotorti téchto genl. Tvorba konjugati zlu€ovych kyselin je zdsadnim krokem jejich

enterohepatalni cirkulace (Bunce a Campbell 2010b, Lee et al. 2006a, Pircher et al. 2003).
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Obr. 25 Schématické znazornéni enterohepatilni cirkulace Zlucovych kyselin. Je vyznacCena syntéza
cholesterolu (C) a jeho nasledna konverze na Zlucové kyseliny (BA). Zkratka PL je pouzita pro fosfolipidy.
Zlu¢ové kyseliny se piimo vazou na FXRa v jatrech a ve stievé a tim se FXR aktivuje a zprostiedkovava represi
nebo indukci cilovych gentl. Vysvétlivky: ABCGS (ATP-binding cassette protein G5), ABCGS8 (ATP-binding
cassette protein G8), hMDR3 (lidsky gen mnohocetné rezistence k 1ékiim 3), mMDR2 (mysi gen mnohocetné
rezistence k 1ékim 2), BSEP (exportni pumpa pro zlu¢ové kyseliny), MRP2 (multidrug resistance-associated
protein 2), SHP (maly heterodimericky partner), BACS (bile acid-CoA synthetase), BAT (bile acid-CoA : amino
acid N-acetyltransferase), JNK (c-Jun N-terminal kinases), FGFR4 (receptor pro fibroblastovy ristovy faktor 4),
FGF15 (fibroblastovy rustovy faktor 15), FGF 19 (fibroblastovy rastovy faktor 19), NTCP (sodik-dependetni
taurocholatovy kotransportni protein), OSTa (organic solute transporter o), OSTP (organic solute transporter f3),
IBABP (ilealni transportér zlucovych kyselin), ASBT (apical sodium-coupled bile salt transporter), iNOS
(inducibilni syntdza oxidu dusnatého), CDCA (chenodeoxycholova kyselina), CA (cholova kyselina), LCA
(lithocholova kyselina), DCA (deoxycholova kyselina). Modifikovano dle: Lee et al. (2006a).

Cilové geny ucastnici se homeostazy krevnich lipidu a lipoproteini

Soucasné studie demonstruji, ze FXR také reguluje fadu gentl, které maji vyznam pro
metabolismus lipoproteind, triglyceridii a mastnych kyselin (viz Tab. 4). Jedna se o cilové
geny FXR zapojené v metabolismu:

a) HDL-cholesterolu ApoA-I (apolipoprotein A-I), PLTP (phospholipid transfer protein),
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b) triglyceridi a lipidd ApoC-II (apolipoprotein C-II), ApoC-III (apolipoprotein C-III),
SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein Ic), VLDLR (very low density

lipoprotein receptor).

HDL-cholesterol

Farnesoidni X receptor hraje roli v metabolismu lipoprotienit o vysoké hustot¢ HDL
(z angl. high density lipoprotein) (viz Obr. 26). Aktivace FXR zluCovymi kyselinami vede
k snizeni hladiny HDL-cholesterolu, zatimco deaktivace FXR hladinu HDL-cholesterolu
zvySuje. Dochdzi k tomu cestou regulace genové exprese, aktivovany farnesoidni X receptor
snizuje hladinu HDL-cholesterolu prostfednictvim potlaceni exprese genu ApoA-I a indukce
exprese genu PLTP (Dufour a Clavien 2010).

FXR monomer negativné reguluje expresi lidského apolipoproteinu A-I (ApoA-I).
Claudel et al. (2002) objasiiuji, Ze tento monomer aktivovany Zlu€ovymi kyselinami se vaze
na responzivni element promotou cilového genu a zptisobuje downregulaci exprese ApoA-I
(Bunce a Campbell 2010b, Claudel et al. 2002).

Urizar et al. (2000) objasnili, ze farnesoidni X receptor zvysuje expresi specifického
plazmatického transportniho proteinu pro lipidy PLTP (z angl. phospholipid transfer protein).
Ten je nezbytny pro pfevod lipoproteinu o velmi nizké hustot¢ VLDL (z angl. very low
density lipoprotein) na HDL. Zlu¢ovymi kyselinami aktivovany FXR indukuje expresi PLTP
genu prostiednictvim interakce s IR-1 elementem PLTP promotoru (Bunce a Campbell
2010b, Urizar et al. 2000).

Ligandy-agonisté farnesoidniho X receptoru mohou mit s nejvétsi pravdépodobnosti
Skodlivy vliv na kardiovaskuldrni soustavu a disledku sniZzeni hladiny HDL-cholesterolu.
Tento fakt je tfeba brat na ztetel napft. pti dlouhodobé 1é€bé cholestazy agonisty FXR (Dufour
a Clavien 2010).

Triglyceridy a lipidy

Farnesoidni X receptor ovliviluje hladiny triglyceridii a lipida tak, Ze upravuje
transkripci fady gent zapojenych do jejich metabolismu a syntézy. Aktivovany FXR snizuje
plasmatické hladiny triglycerida (viz Obr. 26). Kast et al. (2001) ukézali, ze aktivovany FXR
receptor indukuje transkripci apolipoproteinu C-I1 (ApoC-II). Déle bylo objeveno ze, aktivace
FXR vede ke snizeni exprese transkripéniho faktoru SREBP-1c (z angl. sterol regulatory
element binding protein 1c), ktery fidi expresi genli Ui€astnicich se syntézy mastnych kyselin

a triglyceridi. Aktivovany farnesoidni receptor potlacuje expresi apolipoproteinu C-III
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(ApoC-III); vede k indukci exprese VLDLR (z angl. very low density lipoprotein receptor)
receptoru pro lipoproteiny o velmi nizké hustot¢ VLDL (z angl. very low density lipoprotein),
ucastniciho se odbouravani VLDL (Bunce a Campbell 2010b, Dufour a Clavien 2010, Kast et
al. 2001, Lee et al., 2006a).

Vsechny tyto vysledky poskytuji vysvétleni, jakym mechanismem dochazi ke snizeni
plasmatickych hladin triglyceridli, rizikovych faktord pro rozvoj kardiovaskuldrnich
onemocnéni, pomoci zZlucovych kyselin a mnoha ligandii-agonisti FXR. Ty jsou, diky témto
vlastnostem, stfedem zajmu dalSich vyzkumu (Dufour a Clavien 2010).

) ApoA-|
1 PLTP

Snizeni HDL-cholesterolu

Ligand-agonista FXR
SniZeni triglyceridi
1 ApoC-llI
1 SREBP-1c

4 Indukce + ApoC-lI

| Represe + VLDLR

Obr. 26 Schématické znazornéni regulace homeostazy lipidi prostiednictvim farnesoidniho X receptoru.
Aktivace FXR ligandy-agonisty (Zlu¢ovymi kyselinami) vede prostfednictvim indukce nebo potlaceni exprese
fady cilovych gent ke snizeni hladin HDL-cholesterolu a ke sniZeni hladin triglyceridt.. Vysvétlivky: ApoA-I
(apolipoprotein A-I), PLTP (transportni protein pro lipidy), ApoC-III (apolipoprotein C-III), SREBP-1c (sterol
regulatory element binding protein 1c), ApoCII (apolipoprotein C-1I), VLDLR (receptor pro lipoproteiny o velmi
nizké hustoté). Modifikovano dle: Dufour a Clavien (2010).

Cilové geny ucastnici se homeostdzy glukozy

Soucasné studie demonstruji, Ze FXR také reguluje geny, které se ti¢astni glukozového
metabolismu. Jedna se o geny pro PEPCK a glukozu-6-fosfatdzu (viz Tab. 4).

Duran-Sandoval et al. (2004) vroce 2004 zjistili, Ze u potkanli s indukovanym
diabetem byla sniZena jaterni exprese FXR a diky tomu nastinili, Ze exprese farnesiodniho X
receptoru je regulovéana hladinou gluk6zy. Stayrook et al. (2005) objasnili, Ze aktivace FXR
vede k indukci exprese fosfoenolpyruvatkarboxykinazy PEPCK (z angl. phosphoenolpyruvate
carboxykinase) v primédrnich hepatocytech, jednoho zklicovych enzymu tucastniciho se
regulace glukoneogeneze a tim stimuluje produkci glukézy primarnimi hepatocyty, tento vliv
je nepfiznivy u onemocnéni diabetem. Oba tyto objevy vedly k navrhu, Ze zde funguje

zpétnovazebna kontrola hladiny gluk6zy zprostfedkovana FXR receptorem (Bunce
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a Campbell 2010b, Dufour a Clavien 2010, Duran-Sandoval et al. 2004, Lee et al., 2006a,
Stayrook et al., 2005).

Naproti tomu n¢kolik neddvnych studii, napt. Ma et al. (2006) poukédzalo na
skute¢nost, ze zlu¢ovymi kyselinami indukovana aktivace FXR vede k potlaceni exprese gentl
pro enzymy PEPCK a glukdza-6-fosfataza, které umoziluji jaterni glukoneogenezi. Diky tomu
dochazi ke snizeni glykémie a tento vliv je pfiznivy u diabetu. Aktivace FXR vedla také
k zvySeni inzulinové senzitivity. S tim koresponduji i dalsi studie, napt. Zhang et al. (2006)
z roku 2006, kdy byly pouzity FXR deficitni mysi, jenz vykazovaly porusenou glukézovou
toleranci a inzulinovou rezistenci. (Bunce a Campbell 2010b, Lee et al. 2006a, Ma et al. 2006,
Zhang et al. 2006).

Rizné vysledky studii, kdy hladiny glukézy v disledku aktivace farnesoidniho X
receptoru rostou, klesaji nebo zlstavaji nezménény, naznacuji, Ze klicové faktory musi byt
teprve identifikovany. Pro posouzeni téchto ucinkli a jejich zakladnich molekularnich
mechanismu jsou nutné dalsi vyzkumy, které¢ v budoucnu objasni potencionalni vyznam FXR
selektivnich agonisti a jejich vliv na diabetes mellitus 2. typu. Nicmén¢ se jiz nyni FXR jevi
jako dilezity regulator homeostazy glukdézy in vivo (Bunce a Campbell 2010b, Dufour
a Clavien 2010, Lee et al. 2006a).

Cilové geny ucastnici se riistu strevnich bakterii

Nedavné studie vedly k objeveni cilovych genti sttevniho FXR receptoru, které maji
antibakterialni vlastnosti. Jedna se o geny kodujici angiogenin, karbonickou anhydrazu 12,
inducibilni syntdzu oxidu dusnatého (z angl. inducible NO synthase, iNOS) a interleukin 18
(IL-18) (viz Tab. 4) (Bunce a Campbell 2010b, Lee et al. 2006a).

Inagaki et al. (2006) zjistili, Ze u mysi postradajicich stfrevni FXR doslo ke zvySeni
hladin stfevnich bakterii a k ustupu epitelidlni bariéry. K tomuto efektu dochézi
prostiednictvim aktivovaného FXR, ktery zvySuje expresi cilovych geni s antibakteridlnimi
vlastnostmi. Jednim z nich je gen koédujici angiogenin, protein Gi€astnici se akutni faze zanétu
a ma ucinné antibakterialni a antimykotické ucinky. Dal$im cilovym genem FXR je gen pro
karbonickou anhydrazu 12, kterd hraje roli v udrzeni optimalniho pH a iontové rovnovahy.
FXR také reguluje gen pro inducibilni syntdzu oxidu dusnatého, jejiz produktem je oxid
dusnaty, ktery ma piimé antimikrobni ucinky, reguluje mnoho riznych aspekti vrozené
imunitni odpovédi veetné produkce hlenu a epitelidlni bariérové funkce (Inagaki et al. 2006,

Lee et al. 2006a).
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Farnesoidni X receptor ma klicovou roli v udrZeni stievni bakteridlni rovnovéhy,
chrani stfevo pfed pfemnozenim bakterii a jejich prostupem skrz epitelidlni bariéru, coz by

mohlo vyustit v systémovou infekci (Lee et al. 2006a).

Cilove geny podilejici se na hepatoprotekci

Farnesoidni X receptor reguluje geny, které se i€astni ochrany pted cytotoxickymi
vlivy Zlucovych kyselin (viz Tab. 4). Tato FXR zavisld hepatoprotekce je zprostiedkovana
FXR potlacenim exprese enzymui zapojenych do syntézy zluCovych kyselin (CYP7A1),
zvySenou expresi proteinli umoznujicich transport fosfolipidi a Zlucovych kyselin do Zluci
(MDR2, gen mnohocetné rezistence k 1éktim 2, z angl. multidrug resistant protein 2) (viz
Obr. 25). Aktivace FXR vede ke zvyseni jaterni exprese aA-crystallinu, ktery funguje jako
chaperon a méa ochranny vyznam pied denaturaci bilkovin (Lee et al. 2006a).

V nedavné dobé¢ bylo prokdzano skupinou Jung et al. (2006), Ze FXR miize aktivovat
transkripci genu PXR. Aktivovany PXR vede k indukuje fadu genti, jenz se podili na
odbouravani Zlucovych kyselin a tim chrani jaterni bunky pfed toxickymi vlivy, které
vyplyvaji z akumulace Zlucovych kyselin. (Lee et al. 2006a Jung et al. 2006).

FXR ma rovnéz vliv na tvorbu cholesterolovych Zlu¢ovych kamenti. Wittenburg et al.
(2003) objasnili, Ze Zlu€ovymi kyselinami aktivovany FXR zvySuje v jatrech expresi gentl pro
heterodimerni membranovy transportér cholesterolu ABCG5/ABCGS8 (z angl. ATP-binding
cassette proteins) (viz Obr. 25). Farnesoidni X receptor tedy mlize mit vyznam pro ochranu
pted Zlucovymi kameny (Lee et al. 2006a, Wittenburg et al. 2003).

Farnesoidni X receptor také potlacuje hepaticky zanét zprostfedkovany skupinou
transkripcnich faktort NF-kB (z angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells), které¢ ovliviiuji expresi genii pro zanétlivou odpoveéd’. Prostiednictvim NF-kB ma
FXR pozitivni vliv jak na ochranu hepatocyti, tak i na regeneraci jater (Wang et al., 2008).
Soucasné je tato protizdnétliva funkce identifikovana u hladkého cévniho svalstva a endotelu
cév, a to poukazuje na potencidlni roli FXR v plsobeni proti zanétlivé odpovédi

zprostifedkované pomoci NF-kB (Bunce a Campbell 2010b).

Cilové geny ledvin

Nedavné studie vedly k objeveni gentl, které jsou cilem ledvinového farnesoidniho X
receptoru. Jedna se o geny pro OSTa, OSTP a MRP2, jejichz exprese je aktivovanym FXR
indukovéana a gen pro ASBT, jehoZ exprese je potlacena (viz Tab. 4). VSechny tyto proteiny

se nachdzeji na basolateralnim povrchu ledvinovych tubuldrnich bun¢k a podileji se na
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transportu pii reabsorbei zlu€ovych kyselin. Nicméné role FXR v ledvinach jesté neni zcela

objasnéna (Lee et al. 2006a).

Cilové geny nadledvinek

Jako cilové geny nadledvinkového FXR byly objeveny geny pro OSTa, OSTf a SHP,
jsou indukovany FXR-dependentnim zpiisobem (viz Tab. 4). Je pravdépodobné, ze OSTa
a OSTP slouzi v nadledvinkéch, stejné¢ jako ve stfeve, k transportu zluovych kyselin,
nicméné nékteré studie poukazuji na skutecnost, ze by heterodimer OSTo/OSTf mohl slouzit
jako transportér pro dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), steroidni hormon, ktery je
v konjugované formé vylucovany nadledvinkami. Mira exprese FXR v kiife nadledvinek
umysi je pomérné vysoka, ale jesté neni zcela ziejmé, co jsou jeho endogenni agonisté

a 1jeho funkce zde stale zlstava neobjasnéna (Lee et al. 2006a).

3.3. Anthokyanidiny

Anthokyanidiny jsou velice roz$ifenou skupinou rostlinnych barevnych pigmentt
kvéth a plod, méné cCasto i listll ¢i kotent. Jednd se o pocetné velmi rozsédhlou skupinu,
nebot” bylo identifikovano 25 anthokyanidint, které tvoii az 300 rtiznych anthokyani. Tyto
slouceniny jsou nositelé rizného zabarveni od oranzové, pies Cervené, fialové az po modré.
Diky témto vlastnostem jsou hojné pouzivany jak v potravinaistvi, tak i ve farmaceutickém

a kosmetickém pramyslu (Opletal a Koula 2013, Tomko et al. 1989, Velisek 2002).

3.3.1. Chemicka struktura

Anthokyanidiny jsou aglykony a spolu scukry tvofi glykosidy anthokyany.
Anthokyanidiny se fadi mezi flavonoidy, jejichz zakladni strukturu tvofi flavan (viz Obr. 27).
Velisek (2002:21) uvadi, ze: ,,vSechny anthokyanidiny jsou odvozeny od jedné zdkladni
struktury, kterou je flavyliovy (2-fenylbenzopyryliovy) kation* (viz Obr. 26). VSech 15
anthokyanidini je v poloze C-4" substituovano hydroxylovou skupinou. OdliSnost mezi
jednotlivymi slouceninami je dana substituci v polohdch C-3, C-5, C-6, C-7, C-3" a C-5'
(Opletal a Koula 2013, Velisek 2002).
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Flavan Flavyliowy kation
{2-fenylbenzopyroliovy kation)

Obr. 27 Chemicka struktura flavanu, ktery tvofi zakladni strukturu flavonoidi a flavyliového kationtu,

ktery je zakladni strukturou anthokyanidini. Modifikovano dle: Velisek (2002).

NejvyznamnéjSich Sest anthokyanidini ma v poloze C-3 hydroxyskupinu (viz
Obr. 28). Nejhojnéji se v ptirode vyskytuje cyanidin (nazev ziskal podle chrpy, z lat. Cyanus),
déle pelargonidin (nazev dle pelargonie, z lat. Pelargonium), potom peonidin (nézev podle
pivonky, z lat. Peonia), dale delfinidin (ndzev dle stracky, z lat. Delphinium), poté petunidin
(nazev dle petunie, z lat. Petunia) a nejméné Casto se vyskytuje malvidin (nazev podle slézu,

z lat. Malva, diive oznacovan také jako oenidin) (Velisek 2002).

OH OH OCH;
OH OH OH
@ ® @
HO O HO 0 HO O
e L, ™ oo
= OH & OH = OH
OH OH OH
Cyanidin Delfinidin Malvidin
(fialowy) (purpurové modry) (purpurovy)

Pelargonidin Peonidin Petunidin
(Sarlatové cerveny) (fialowy) (purpurové modry)

Obr. 28 Chemicka struktura Sesti nejvyznamnéjSich anthokyanidini. Modifikovano dle: Opletal a Koula
(2013) a Velisek (2002).

Anthokyanidiny jako volné aglykony se v rostlinnych materidlech vyskytuji ztidka,
hlavnimi pigmenty jsou glykosidy anthokyany. Cukernou sloZku tvoii pét rtiznych sacharidd,
jedna se o D-glukozu, méné Casto o D-galaktozu a velmi zfidka o L-rhamnézu, D-xyldézu
a L-arabinézu. Ty se vzdy vadzou na hydroxyskupinu v poloze C-3, navic muze byt

glykosylovéna i dal$i hydroxyskupina v poloze C-5 a C-7. Vyjimecné se cukr mlze vazat na
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OH-skupiny v polohach C-7, C-3", C-4" a C-5" jako monosacharid, disacharid nebo
trisacharid. Cukry mohou byt acylovany kyselinami, jako je kyselina octova, malonova nebo
fenolovymi kyselinami (napf. kyselinou kévovou, p-kumarovou, ferulovou ¢i sinapovou)
(Tomko et al. 1989, Velisek 2002).

Barevnost anthokyanti zavisi na fad€ faktorl, intenzivni barvu maji jen pii pH < 3,5,
dale zabarveni zavisi na tvorb& komplexu s kovem jako je Fe’" nebo A" (Tomko et al. 1989,

Velisek 2002).

3.3.2. Vyskyt a pouziti

,2Anthokyany se vyskytuji v mnoha druzich rostlin, kde jsou lokalizovany v buné¢nych
vakuolach a stabilizovany interakcemi typu ion-ion s organickymi kyselinami (malonovou,
jable¢nou, citronovou).” (Velisek 2002:23).

Ze skupiny léCivych rostlin se anthokyany vyskytuji v nejvétsi mife u celedi
brusnicovité (Vacciniaceae), srstkovité (Grossulariaceae), bezovité (Sambucaceae), razovité
(Rosaceae), hluchavkovité (Lamiaceae), lilkovité (Solanaceae) a kosatcovité (Iridaceae).
Drogy s obsahem anthokyant se vyuzivaji pro svljj protizanétlivy a antiedematdzni ucinek, za
ucelem sniZzeni lomivosti a permeability kapilarnich stén, indikuji se pii zénétech
v oftalmologii, pfi mikrokrvaceni a v neposledni fad€ se pouZivaji jako barviva. Mezi tyto
drogy patii myrtilli fructus (bortivkovy plod, Vaccinium myrtillus, Vacciniaceae), tento plod
obsahuje derivaty cyanidinu, peonidinu, delfinidinu (napf. myrtillin), malvidinu a petunidinu.
Dale se pouziva sambuci fructus (plod bezu ¢erného, Sambucus nigra, Sambucaceae), jenz
obsahuje glykosidy cynidinu (napt. sambucin), ribis nigri fructus (plod rybizu ¢erného, Ribes
nigrum, Grossulariaceae) s obsahem glykosidii delfinidinu a cyanidinu, hibisci flos (kvét
ibisku, Hibicscus sabdariffa, Malvaceae), u n¢hoz je v nejvyssi mife zastoupen derivat
delfinidinu (hibiscin). Déle je vyuzivan aroniae fructus (plod ardnie, Aronia melanocarpa,
Rosaceae) s obsahem glykosidii cyanidinu a cyani flos (kvét chrpy, Cyanus segetum,
Asteraceae), ktery obsahuje derivatd cyanidinu (Flavonoidy 2011, Opletal a Koula 2013,
Tomko et al. 1989).

Potravinafsky vyznamné rostliny s obsahem anthokyant (viz Tab. 5) nélezi napt. do
Celedi révovitych — Vitaceae (hrozny vinné révy), rizovitych — Rosaceae (jahody, maliny,
ostruziny, tfeSné, Svestky a dalsi), lilkovitych — Solanaceae (lilek, odriidy brambor s cervenou
slupkou), brukvovitych — Brassicaceae (napt. Cervené zeli, fedkvicky), viesovcovitych —

Ericaceae (boruvky, brusinky) a olivovitych — Oleaceae (olivy). Z téchto ptirodnich zdroja se
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izoluji anthokyany a vyuZivaji se jako potravinarskd barviva. Jako potravinaiska barviva se
nejcastéji pouzivaji anthokyanovéd barviva ziskana ze slupek vinné révy (Vitis vinifera,
Vitaceae), z plod ¢erného bezu (Sambucus nigra, Sambucaceae), z plodu aronie cernoplodé

(Aronia melanocarpa, Rosacea) ¢i z kvéta ibisku (Hibiscus Sabdariffa, Malvaceae) (Velisek

2002).

Tab. 5 Hlavni anthokyanova barviva vybranych potravin.

Cesky nazev

Latinsky nazev

Hlavni anthokyanova barviva - derivaty:

angrest - cervené
odrady

bortivka
brambory - Cervené
odrudy

brambory sladké
brusinka

cibule

granatové jablko
hruska (slupka) -
cervené odridy
jablko (slupka) -
cervené odrudy
jahoda

kukufice - ¢ervené
odrady

lilek

malina

mango

oliva

ostruzina

plod bezu
pomeranc - ¢ervené
odrady

rybiz Cerny

rybiz Cerveny
fedkvicka - Cervené
odrady

Svestka

vinné hrozny -
cervené odridy

visné
zeli Gervené

Ribes grossularia
Vaccinium myrtillus

Solanum tuberosum
Ipomoea batatas
Vaccinium vitis-idaea
Allium cepa

Punica granatum

Prunus persica

Malus pumila
Fragaria sp.

Zea mays

Solanum melongena
Rubus idaeus
Mangifera indica
Olea europea
Rubus fruticosus
Sambucus nigra

Citrus sinensis
Ribes nigrum
Ribes rubrum

Raphanus sativus
Prunus domestica

Vitis vinifera
Vitis labrusca

Prunus cerasus
Brassica oleracea

cyanidinu

delfinidinu

pelargonidinu, cyanidinu, peonidinu,
delfinidinu, petunidinu a malvidinu
cyanidinu a peonidinu

cyanidinu a malvidinu

cyanidinu a peonidinu

cyanidinu, delfinidinu a pelargonidinu

cyanidinu

cyanidinu
pelargonidinu a cyanidinu

cyanidinu, pelargonidinu, peonidinu
delfinidinu

cyanidinu a pelargonidinu
peonidinu

cyanidinu

cyanidinu a malvidinu

cyanidinu

cyanidinu a delfinidinu
cyanidinu a delfinidinu
cyanidinu

pelargonidinu a cyanidinu
cyanidinu a peonidinu

cyanidinu, peonidinu, delfinidinu,
petunidinu a malvidinu
cyanidinu, peonidinu, delfinidinu,
petunidinu a malvidinu

cyanidinu a peonidinu

cyanidinu

Modifikovano dle: Velisek (2002).
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3.3.3. Vyznam

Soucasné studie prokazaly, Ze anthokynidiny maji silné antioxida¢ni ucinky (Hou et.
al 2004). Hou et. al (2004) popsali poprvé na molekularni urovni, ze anthokyanidiny mohou
hrat roli v chemoprevenci rakoviny. Maji vliv na tfi rizné signaliza¢ni drahy tohoto procesu:
jednak anthokyanidiny zabratiuji transformaci bunék prostfednictvim inhibice transkripéniho
faktoru AP-1 (activator protein 1) a inhibice drahy mitogenem aktivované proteinkindzy
MAPK (mitogen-activated protein kinase), dale potlacuji rozvoj zanétu a karcinogeneze
blokaci dradhy NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
a inhibici genové exprese enzymu cyklooxygenazy 2 (COX-2), ktera se Gc€astni zanétlivych
procesit a hraje kli¢ovou roli vrozvoji nddori. Anthokyanidiny také zplisobuji apoptozu
nadorovych bun€k prostiednictvim aktivace signaliza¢ni drahy reaktivnich forem kysliku
ROS (z angl. reactive oxygen species), JNK (c-Jun N-terminal kinases) a kaspazy, ktera je
enzymem UcCastnicim se apoptdzy. Dosud ale neni zndmo, jestli jsou tyto drahy rovnéz
ovliviiovany pfirozené se vyskytujicimi glykosidy anthokyany (Hou et. al 2004).

Anthokyanidiny jsou po pfijmu z potravy absorbovany ze stfeva a distrubuuji se do

krevniho ob¢hu (Hou et. al 2004).
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4. Cil prace

Cilem této experimentalni diplomové préce je testovani potencialnich ligandi lidského
farnesoidniho X receptoru (FXR) ze skupiny pfirodnich rostlinnych barviv anthokyanidint
(cyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin) za pouziti lidské
hepatomové bun&cné linie HepG2.

Vtéto praci chceme otestovat vliv anthokyanidinh na bunéénou aktivitu
prostiednictvim metody CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay od firmy
Promega.

Dale chceme vyuzit molekularné biologickych metod gene reporter assay a one hybrid
assay k prokazani mozné interakce téchto anthokyanidinli s lidskym farnesoidnim X
receptorem.

Experimentalni vysledky této prace by mohly naznacit existenci novych ligandi FXR
receptoru ze skupiny anthokyanidini a mohly by pfedznamenat dalsi studium testovanych
latek v souvislosti s dyslipidémiemi, hyperglykémii a diabetem 2. typu, metabolickym

syndromem ¢i homeostazou zlucovych kyselin.

55



5. Experimentalni ¢ast
5.1. Material

5.1.1. Buné¢na linie HepG2

Modelovéa bunécna linie HepG2 byla izolovéana biopsii z jater patnactiletého bélocha
muzského pohlavi z dobfe diferenciované¢ho hepatocelularniho karcinomu, jednd se o buiky
epitelidlni morfologie. Tato linie bunék je béZné pouzivana v biochemickych
a molekuldrné-biologickych studiich k popisovani funkci jaternich bun€k. Bunky produkuji
fadu vyznamnych plazmatickych proteinii jako je napfiklad albumin, alfa-2-makroglobulin,
alfa-1-antitrypsin, transferin ¢i plasminogen. Povrchové antigeny viru hepatitidy B nebyly
zjiStény. Builky reaguji na stimulaci lidskym rastovym hormonem. Jedna se bunécnou linii
adherentni (buiiky pfilnou na dno kultivacni nddoby a rostou v jedné vrstve) (General Cell
Collection: HepG2 2013, HepG2 (Cytokines & Cells Encyclopedia — COPE) 2013).

Kultivaci jsme provadéli v tzv. plném médiu — DMEM obsahujici 2 mM glutaminu,
10 % fetdlniho bovinniho séra a 1 % neesencidlnich aminokyselin. Inkubace probihala
v bunéném inkubétoru temperovaném na teplotu 37 °C pii 5 % CO,. HepG2 buniky jsme
pasazovali pii 70-80% konfluenci za pouziti 0,25% trypsinu. Na kultivac¢ni destiCky jsme

bun&&nou linii nasazovali v koncentraci 20 000-30 000 bun&k na 1 cm?.

5.1.2. Pomiicky, pristroje

48jamkové desticky
96jamkové desticky
destickovy spektrofotometr-luminometr Genios Plus (Tecan)
inkubétor

kahan

kultivacni lahve
lamindrni box
mikropipety

mikroskop

odsavacka

plastové mikrozkumavky

plastové zkumavky
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sklenéné Pasteurovy pipety

tiepacka

5.1.3. Reagencie

anthokyanidiny (Extrasynthese, Francie):

- cyanidin (Extrasynthese, Francie)

- delfinidin (Extrasynthese, Francie)

- malvidin (Extrasynthese, Francie)

- pelargonidin (Extrasynthese, Francie)

- peonidin (Extrasynthese, Francie)

- petunidin (Extrasynthese, Francie)

CDCA (Sigma-Aldrich)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagles’s médium (Sigma-Aldrich)
DMSO dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

fetalni bovinni sérum (PAA)

glutamin (Sigma-Aldrich)

Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (Invitrogen)
Luciferase Assay Reagent II (Promega):

- Luciferase Assay Buffer II (Promega)

- Luciferase Assay Substrate (Promega)

neesencialni aminokyseliny (Sigma-Aldrich)

Op‘[i—MEM® I Reduced Serum Medium (Invitrogen)

Passive Lysis Buffer (Promega)

PBS fosfatovy pufr

plasmid pFXRE-luc2P (plasmid byl pfipraven v laboratofi Doc. PharmDr. Petra Pavka, Ph.D.)
plasmid pGAL4-FXR

plasmid pGLS5-luc (Promega)

plasmid pRL-TK (Promega)

plasmid pSG5-FXR

roztok reagencii CellTiter 96° AQueous One Solution (Promega):
- MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-
tetrazolinum) (Sigma Aldrich)

- PES (fenazin ethosulfat)
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Stop & Glo® Reagent (Promega):

- Stop & Glo® Buffer (Promega)

- Stop & Glo® Substrate (Promega)
0,25% trypsin (Sigma-Aldrich)

5.2. CellTiter 96° AQyeous One Solution Cell Proliferation Assay

5.2.1. Princip

Jedna se o kolorimetrickou metodu, kterd je urcena ke kvantifikaci Zivotaschopnych
bunék v testech cytotoxicity a ke sledovani poctu buné€k pfi testovani inhibice bunécéné
proliferace. Bunécnd viabilita je monitorovana jako aktivita mitochondridlnich enzymu
dehydrogendz. Predpokladame, Ze ziva buitka ma dehydrogenazu aktivni, zatimco buiika
v nekroze nebo apoptoze nikoliv (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
2012, Dvorak 2011).

Tato metoda vyuZziva reagencie tetrazolinovou sl MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolinum) a PES (fenazin ethosulfat).
Tato reagencia jsou stabilni v jednom roztoku. Test je zalozen na pteméné MTS na barevny
(tmavé modrofialovy) formazan rozpustny v médiu (viz Obr. 29). Redukce probihd pomoci
enzymil dehydrogenaz mitochondrialniho respiraniho fetézce a za ucasti kofaktorit NADPH
(redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfit) a NADH (redukovany nikotinamid
adenin dinukleotid) pouze v metabolicky aktivnich bunikach (viz Obr. 30). Proto tato metoda
detekuje vyhradné viabilni buniky. Mira ptemény MTS na barevny formazan je imérna poctu
zivotaschopnych bun€k vyjadienych v procentech. Kvantifikace vzniklého formazanu se
provede méfenim absorbance pfi vinové délce 490 nm (maximum absorbance formazanu),
pouZije se 96jamkové desticka (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
2012, Dvorak 2011).

V naSem experimentu jsme tuto metodu vyuZili k testovani cytotoxického vlivu

studovanych anthokyanidinli v danych koncentracich na buiiky linie HepG2.
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Obr. 29 96jamkova desticka s barevnymi roztoky formazanu pi#i naSem experimentu, metoda CellTiter

96° AQeous One Solution Cell Proliferation Assay.

OCH,COOH OCH,COOH
303
803 )@/
- (O sy
N\N®

CH3 CH3

M N\z

CHs CHj

e
o oo

redukovany PES oxidovany PES
NAD@® NADH
NADP NADPH

N

zivotaschopna burika

Obr. 30 Preména MTS na barevny formazan. Vysvétlivky: MTS  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolinum), PES (fenazin ethosulfat), NAD" (oxidovany
nikotinamid adenin dinukleotid), NADP" (oxidovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfit), NADH
(redukovany nikotinamid adenin dinukleotid), NADPH (redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat).
Modifikovano dle: CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (2012).
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5.2.2.

Pracovni postup

Buniky linie HepG2 jsme nasadili na 96jamkovou desticku. Pfidali jsme do kazdé
jamky 100 pl plného média, tzn. DMEM jenz obsahovalo 2 mM glutaminu, 10 %
fetalniho bovinniho séra a 1 % neesencialnich aminokyselin.

Buiiky jsme inkubovali 24 hodin v bunééném inkubatoru temperovaném na teplotu
37 °C pii 5 % COs.

Po 24 hodinach jsme odséli plné médium z bun¢k, pfidali jsme 100 pl PBS, odsali
PBS.

Potom jsme k bunikam ptidali do kazdé jamky 100 pl roztoku testovanych latek, tento
roztok se skladal z jednotlivych testovanych anthokyanidinli v danych koncentracich,
rozpusténych v DMSO a v Opti-MEM médiu. Jako kontrolni vzorek jsme pouzili
roztok DMSO v Opti-MEM médiu o koncentraci 1 %o.

Nasledn¢ jsme buiiky nechali 24 hodin inkubovat.

Roztok reagencii CellTiter 96° AQueous One Solution jsme rozmrazili ponofenim do
vodni l4zn€ o teploté 37 °C na 10 minut.

Ptidali jsme 20 pl tohoto roztoku reagencii do kazdé jamky desticky.

Desticku jsme nechali inkubovat 2 hodiny.

Poté jsme méfili absorbanci vzniklych roztokl formazanu v jednotlivych jamkach pti
490 nm. Pro vyhodnoceni jsme pouzili destickovy spektrofotometr-luminometr

Genios Plus (Tecan).

10. Ziskané vysledky jsme vyhodnotili.

5.3. Gene reporter assay

5.3.1. Princip

Metoda gene reporter assay je urena ke studiu genové exprese u eukaryotnich bun¢k.

Ze samotného nazvu vyplyva, ze se jedna o systém, ktery nds informuje (reportuje) o zméné

genové exprese. Dale tuto metodu miizeme vyuzit ke studiu bunééné fyziologie, receptorové

aktivity, bunécné signalizace, transkripCnich faktorti, tprav mRNA ¢i skladani proteind

(Introduction to Reporter Gene Assays 2013, Kamenickova 2012).

Princip spociva v transfekci expresniho vektoru do vhodnych hostitelskych bunck

a kontransfekci reportérového vektoru do téchto bunck. Expresni vektor zajisti expresi

studovaného genu (napf. genu pro nuklearni receptor) v cilové buiice. Reportérovy plasmid
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obsahuje reportérovy gen (napt. gen pro luciferdzu) a promotorovou (regulacni) oblast pro
studovany gen nukledrniho receptoru, kterd se nachazi tésné¢ pred kodujici DNA
reportérového genu. Pokud je reportérovy vektor konstruovan spravné, tak transkripéni
aktivita studovan¢ho genu a interakce ligandu s nuklearnim receptorem koreluje s mirou
exprese reportérového genu. Expresi reportérového genu lze kvantifikovat a tim vyjadfit
aktivitu studovaného genu nebo interakci ligandu s nukledrnim receptorem (Introduction to

Reporter Gene Assays 2013, Kamenickova 2012).

Plasmidové vektory

Plasmidové vektory jsou malé¢ kruhové molekuly DNA (1-200 kbp) vyskytujici se
bézné v bakteridlnich bunkach. Plasmidy jsou déale geneticky upravené vlozenim molekuly
cizi DNA (o velikosti kolem 10-20 kbp). Kazdy vektor obsahuje tzv. mnohocetné klonovaci
misto, ve kterém dojde k otevieni kruhu, vlozi se do néj cizi DNA a kruh se opét uzavie tak,
aby se cizi DNA stala jeho soucasti. Aby doslo k replikaci v hostitelské buiice, obsahuje
kazdy plasmid sekvenci, ktera je rozpoznavana DNA-polymerazou hostitelské burky, coz je
vétSinou Escherichia coli. Tato sekvence je oznaCovana jako ORI (z angl. origin, tedy pocatek
replikace). V cilové buiice dochézi k replikaci nezavisle na chromozomalni DNA. Takto lze
vytvofit plasmid-konstrukt pfesné€ pro dany tcel, necha se pomnozit (naklonovat) vlozenim do
bakterii a ziska se z nich zpét v mnohondsobném mnozstvi (Raclavsky 2003).

Expresni vektory jsou konstrukty vytvofené rekombinantnimi technologiemi pro
sledovani miry exprese studované¢ho genu. Slouzi pro dopravu a expresi genu do cilovych
bun€k, vyuziji jejich transkripéniho a translaéniho aparatu k syntéze proteinu, ktery je
kédovan cDNA obsazenou v plazmidu. Vznikly protein mize byt bud samostatny nebo
fuzovany s jinym proteinem. Expresni plasmidy nesou silné eukaryotické promotory
a terminatory (Vondrejs a Storchova 1997).

Reportérovy plasmid obsahuje ve své struktufe reportérovy gen a promotorovou
(regulacni) oblast pro studovany gen nuklearniho receptoru, kterd se nachdzi tésné pied
reportérovym genem. Transkripéni aktivita studovaného receptoru koreluje s mirou aktivace
nukledrniho receptoru a jeho transkripéni aktivitou. Reportérovy gen nam takto hlasi

(reportuje) miru genové exprese studovaného genu.

V nasem experimentu jsme transfekovali do bun¢k linie HepG2 expresni plasmid

pSG5-FXR, ktery obsahuje kéduji DNA sekvenci (¢cDNA) lidského FXR receptoru. FXR
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receptor je ligandy-agonisty aktivovany transkripéni faktor, ktery se spolu
s RNA-polymerazou vaze do specifickych promotorovych sekvenci FXRE (z angl.
FXR-responsive elements). FXRE je obsazena v reportérovém plasmidu pFXRE-Iuc2P, ktery
obsahuje ireportérovy gen pro svétluSskovou luciferdzu. Po nasednuti RNA-polymerazy
a transkripéniho faktoru dochazi k iniciaci transkripce, k translaci (Alberts et al. 1998).
Zahajuje se tedy exprese reportérového genu pro enzym luciferazu, po dodani substratu
dochazi k luminiscenci (viz Obr. 31). My jsme pro nas experiment pouzili systém dudlnich
reportéri. Jednalo se o reportérovy tzv. experimentdlni plasmid a jako tzv. kontrolni
reportérovy plasmid jsme pouzili pRL-TK nesouci reportérovy gen pro Renilla luciferazu.
Tuto metodu jsme vyuzili pro dva experimenty. V prvnim jsme pomoci znamého
ligandu-agonisty lidského nukledrniho FXR receptoru ovétovali, zda je expresni plasmid
pSG5-FXR zkonstruovan spravné. Tim zajistime, aby vysledky dal§iho méteni byly prikazné.
V druhém experimentu jsme zjiStovali, zda jsou testované latky ligandy-agonisty FXR
receptoru. Detekei luminiscence jsme ovétovali, zda doSlo ke zvySeni exprese genu pro
luciferdzu, kterd je vysledkem zvySené transkripéni aktivity FXR receptoru aktivovaného

ligandem-agonistou. Testovani jsme provadéli ve srovnani s kontrolou (1%o roztok DMSO).

Expresni plasmid Reportérovy plasmid
pEGS-FER pFERE-luc2P
cDIA pro FXE cDIA pro
+ receptor " luciferéz

}Vﬁovﬁ promotor o ».,\ FXRE
EIT4-

. . polymeraza
Ligand S \ ks Substrat
.P.'}CR

E = : Switle
luciteraza

: FXRE cDIA pro uciferdm

Obr. 31 Schéma naSeho experimentu, metoda gene reporter assay. Expresni plasmid pSG5-FXR nese cDNA
(kédujici DNA) pro FXR (farnesoidni X receptor), reportérovy plasmid pFXRE-luc2P obsahuje FXRE
(responzivni oblast FXR) a cDNA pro luciferazu. FXR aktivovany ligandem se vaze de FXRE a zahajuje expresi

reportérového genu.
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Transfekce

Plasmidové vektory se do hostitelskych bunék mohou vkladat riznymi technikami, my
jsme pouzili metodu transfekce pomoci lipofekéniho &inidla Lipofectamine™ 2000
Transfection Reagent, neboli lipofekci. Jedna se o transfekcei transientni, tedy ze plasmid je
vloZen do hostitelské buniky ,,ad hoc* pro dany experiment. Opakem je transfekce trvala.
Negativné nabita DNA nemiiZze projit lipidovymi membranami bunék rovnéz s negativnim
nabojem. Proto vyuZijeme lipofekéni Cinidla, jejichz struktura je analogickd k fosfolipidim
biologickych membran, jedné se o kationické lipidy, které tvoii lipozémy. Dojde k uzavieni
DNA uvnitt lipozomu, vznikly komplex (lipoplex) pronika do buniky endocytdézou a DNA se
dostava zendozémi do jadra (viz Obr. 32) (Lipofectamine® 2000 Reagent 2012,
Cotransfecting Plasmid DNA and RNAi into Mammalian Cells Using Lipofectamine® 2000
2005, Transfection 2003, Pavek 2010, Kamenickova 2012).

Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent je vhodny pro transfekci nukleovych
kyselin do eukaryotnich bun¢k. Komplexy DNA a lipofektaminu se ptidavaji pfimo na bunky
v kultivaénim médiu, které maji konfluenci 70-90 %. Pro fedéni plasmidi DNA
i lipofektaminu se pouziva médium Opti-MEM. Pro tvorbu komplexti se doporucuje pomer

DNA (pg) : lipofektaminu (ul) v rozmezi 1 : 2 az 1 : 3 (Lipofectamine® 2000 Reagent 2012).

Bunééna membrana Jadro

. . %
0-@ , £ 3 . : Endozém se

smisenymi lipidy

Lipozdm Lipoplex

i + ¥ Endozém

Obr. 32 Lipofekce. DNA je uzaviena uvnitt lipozomu, vznikly lipoplex pronika do buiikky endocytézou a DNA
se dostava z endozomii do jadra. Modifikovano dle: Frébort (2006).

Princip Dual-Luciferase® Reporter Assay System

V nasem experimentu jsme pouzili systém dualnich reportéri Dual-Luciferase®

Reporter Assay System, diky kterému lze dosdhnout ptesnéjSich vysledkli. Tato metoda
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vyuziva soucasné dvou reportérovych plasmidi, které nesou geny pro enzym luciferazu. Prvni
gen pochazi ze svétlusek (Photinus pyralis) a druhy ze svitivych kordlnatct renil fialovych
(Renilla reniformis). Evolu¢ni ptivod téchto dvou enzymi luciferdz je odliSny a proto mayji
irozdilnou strukturu a substratové pozadavky. Diky témto rozdilim mizeme méfit
luminiscenci v jednom vzorku a postupné za sebou tak, ze jednotlivé luminiscen¢ni signaly
mizeme selektivné rozlisit (Dual-Luciferase” Reporter Assay System 2011, Allard a Kopish
2008).

Prvni reportérovy plasmid tzv. experimentilni reportérovy plasmid obsahuje
promotorovou oblast pro studovany gen a svétluskovou luciferazu. Hladina jeho exprese
koreluje s transkripcni aktivitou studovaného genu. Druhy reportérovy plasmid tzv. kontrolni
plasmid slouzi pro vnitini kontrolu a obsahuje gen pro Renilla luciferazu. Normalizaci
aktivity svétluskové luciferazy na aktivitu Renilla luciferazy provadime stanovenim jejich
poméru a slouzi k minimalizaci variability experimentu, kterd miiZze byt zplisobena rozdily
v bunécné viabilité, v efektivnosti transfekce, v pipetovani odlisnych objemt ¢i v efektivnosti
lyzy bunék. Eliminaci vlivu téchto vngjSich podminek docilime pifesnéjsi interpretace
experimentalnich dat (Dual-Luciferase” Reporter Assay System 2011, Allard a Kopish 2008).

Expresi obou genll pro enzymy postupné detekujeme chemoluminiscenéné. Nejdiive
méfime luminiscenci svétluskové luciferdzy. Stabilizovany luminiscenéni signal vznikd po
ptidani substratu pro svétluskovou luciferazu - Luciferase Assay Reagentu II. Po kvantifikaci
tento signal v jednom kroku zhaSime a zaroven pifidavame substrat pro Renilla luciferazu
pomoci Stop & Glo® Reagentu. Tim vznika druhy luminiscenéni signal, ktery po ukon&eni
méfeni postupné slabne. Odezva luciferdzového testu je okamzitd. Vyzafované svétlo ma
vlnovou délku v oblasti 550-570 nm, barevné je tedy zelené az zluté. Intenzita vyzafovaného
svétla je piimo im&ma ke koncentraci emzymu luciferazy (Dual-Luciferase” Reporter Assay
System 2011, Allard a Kopish 2008).

Svétluskova luciferdza je monomerni protein o velikosti 61 kDa, pro jeho enzymovou
aktivitu neni zapotfebi post-translacni modifikace. Diky tomu mize puasobit jako genovy
reportér hned po translaci. Po smichani enzymu a substratu dochazi k luminiscenci diky emisi
fotonu prostiednictvim oxidace svétluskového luciferinu, tato reakce vyzaduje Mg”*, ATP
(adenosintrifosfat) a O, (viz Obr. 33) (Dual-Luciferase® Reporter Assay System 2011).

Renilla luciferdza je 36kDa monomerni protein. Stejné jako u svétluSkové luciferazy
neni zapotiebi posttranslacni modifikace pro spravnou funkci tohoto enzymu a diky tomu
muze ihned po translaci pasobit jako genovy reportér. Po smichani tohoto enzymu a substratu,

kterym je koloenterazin dochdzi za pfitomnosti O, k luminiscencni reakci. Jedna se
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o autoluminiscenc¢ni reakci koloenterazinu, pti které dochéazi k emisi fotonu (viz Obr. 33)

(Dual-Luciferase® Reporter Assay System 2011, pRL Renilla Luciferase Control Reporter
Vectors 2013).

svétluskova Q
N oe

HO S, /N COOH luciferaza S, p
N S +ATP + 0, Mg2* N S + AMP + PP, + CO, + svétlo

\
N_ N el N
| | luciferaza =
—_—
N
N N
H
HO HO

Coelenterazin Coelenteramid

Luciferin Oxyluciferin

o /—(: :>—OH

OH

o+ svétlo

O:(_@
Renilla NH
% + CO

Obr. 33 Bioluminiscen¢ni reakce katalyzované svétlu§kovou luciferazou a Renilla luciferazou. Vysvétlivky:

ATP (adenosintrifosfat), AMP (adenosinmonofosfat), PP; (difosfitovy P,0;* ion). Modifikovano dle:

Dual-Luciferase” Reporter Assay System (2011).

Material

pSGS5-FXR — expresni plasmid nesouci cDNA lidského nuklearniho receptoru FXR

pFXRE-Iuc2P — reportérovy plasmid obsahujici regula¢ni oblast FXRE pro FXR receptor

(obsahuje 4 kopie oblasti IR lidského genu NR0OB?2) a reportérovy gen pro svétluskovou

luciferdzu

pRL-TK — expresni plasmid nesouci cDNA pro Renilla luciferazu

5.3.2. Pracovni postup

1.

Nasadili jsme 48jamkovou desti¢ku s 30 000 buiikami linie HepG2 na jednu jamku
(o plose 1 cm).

Ptidali jsme do kazdé jamky 160 pl plného média, tzn. DMEM jenz obsahovalo 2mM
glutaminu, 10 % fetalniho bovinniho séra a 1 % neesencialnich aminokyselin.

Nechali jsme 24 hodin inkubovat v bunééném inkubatoru temperovaném na teplotu
37 °C pii 5 % COs,.

Pted transfekci jsme vyménili staré pIné médiu za nové plné médium (160 pl).

Vypocitali jsme si potfebné mnozstvi DNA plasmidu a lipofektaminu.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

Pro vlastni transfekci jsme si pfipravili 60 pl transfekéni smési na jamku, ta se skladala
ze dvou Casti:

a) Prvni ¢ast byla sloZzena z 30 pl média Opti-MEM s obsahem plasmidi pSG5-FXR
(100 ng na jamku), pFXRE-luc2P (200 ng na jamku) a pRL-TK (50 ng na jamku).

b) Druhd ¢ast obsahovala 30 pl Opti-MEM média a lipofektaminu (v poméru 2,5 : 1
k DNA plasmidiim).

Po péti minutidch jsme obé ¢asti smichali, inkubovali 20 minut za pokojové teploty
a pipetovali 60 pl této transfekéni smési na jamku.

Inkubovali jsme 24 hodin.

Po 24 hodinéch jsme odsali z bun¢k smés plného média a transfekéni smési. Nasledné
jsme pfidali na 6-8 hodin 100 pl Opti-MEM média na kazdou jamku.

Po inkubaci jsme ptidali 150 pl roztoku sloZzeného z testovanych latek o pozadované
koncentraci rozpusténych v DMSO a média DMEM na kazdou jamku. Jako kontrolni
roztok jsme pouzili roztok DMSO v DMEM o koncentraci 1 %o.

Poté nasledovala 24 hodinova inkubace.

Nésledné jsme odstranili z bunék roztoky a oplachli buiky pomoci PBS ohtatého na
teplotu 37 °C.

Pridali jsme Passive lysis buffer o objemu 100 pl na jamku a nechali jsme desticku
zmrznout. Vzniklé krystaly zlyzovaly bunky.

Ptipravili jsme si 96jamkovou desticku a na ni jsme po rozmrznuti z kazdé jamky
pipetovali 40 pl lyzatu a 40 pl Luciferase Assay Reagentu II, neboli luminolu
(ptipraveného z 10 ml Luciferase Assay Buffer II a lyofylizitu Luciferase Assay
Substrate).

Nasledovala analyza chemiluminiscence na destickovém spektrofotometru-
luminometru Genios Plus (Tecan). Jako prvni jsme analyzovali luminiscenci
svétluSkove luciferazy.

Pridali jsme 40 pl Stop & Glo® Reagentu (pFipraveného z Stop & Glo®™ Buffer a Stop
& Glo® Substrate v poméru 50 : 1). A nasledné jsme analyzovali chemoluminiscenci
Renilla luciferazy na destickovém spektrofotometru-luminometru Genios Plus
(Tecan).

Ziskané vysledky jsme vyhodnotili.
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5.4. One hybrid assay

5.4.1. Princip

Metoda one hybrid assay je urcena ke studiu interakci mezi proteinem a DNA in vivo.
Jedna se o upravenou metodu Two hybrid assay. Oproti ni vyuziva jen jeden fuzni protein
(sloZzeny z X, neboli navnady a DNA-vazebné domény). Druhy fizni protein (sloZzeny z Y,
neboli kofisti a aktivatni domény) v této metodé neni pouzit. Funkce druhého fhzniho
proteinu je nahrazena endogennimi koaktivatory u dané bunécné linie, které se podili na

aktivaci transkripéniho faktoru.

Princip Two hybrid assay

Metoda Two hybrid assay slouZi ke studiu interakci mezi dv€ma proteiny in vivo. Tato
assay byla plivodné vyvinuta pro kvasinky (Y2H, yeast two-hybrid), dnes existuji modifikace
i pro bakterialni a sav¢i buniky (Wildova a Rumlova 2008).

Principem této metody je interakce mezi dvémi proteiny, pii které vznika jeden
vysledny protein s funkci transkripéniho faktoru. Prvni interagujici protein se oznacuje jako
X, neboli jako tzv. ndvnada (z angl. bait protein). Je fuzovany s DNA-vazebnou doménou
DBD (z angl. DNA-binding protein) pfipojenou na jeho N-konci, kterd zajistuje vazbu
vzniklého transkripéniho faktoru do specifickych promotorovych oblasti. Druhy protein je
potencidlnim vazebnym partnerem, nese oznaceni pismenem Y, jednd se tzv. kofist (z angl.
prey protein). Prey protein je fuzovany s transkripéni aktivacni doménou AD (z angl. activator
domain). Interakci mezi t€émito dvéma fuznimi proteiny dochazi ke spojeni dvou domén
(DBD a AD) a naslednému vzniku aktivniho transkripéniho faktoru, ktery se vaZze na
promotorovou DNA reportérového genu a aktivuje transkripci (viz Obr. 34). Mira interakce
protein-protein koreluje s mirou exprese reportérového genu. Expresi reportérového genu lze
kvantifikovat a tim vyjadfit rozsah interakci mezi studovanymi fuznimi proteiny na zakladé
vazby ligandu na bait protein (Wildova a Rumlova 2008, CheckMate " /Flexiz Vector
Mammalian Two-Hybrid System 2009).

Limitujicim faktorem této techniky je moznost pouZzit pouze ty proteiny, které jsou
transportovany do jadra bunék, a které maji ve form¢& fuznich proteinli zachovanou jak

strukturu, tak i aktivitu (Wildova a Rumlova 2008).
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1. Fazni protein 2. Fazni protein

X, navnada

*\ /

Aldrvovany transloipénd faldor

., navnada

Transkripce

Obr. 34 Schéma metody Two hybrid assay. Prvni fuzni protein (X, navnada) je fuzovany s BDB (DNA-
vazebnou doménou), druhy fizni protein (Y, kofist) je fizovany s AD (aktivaéni doménou), interakci téchto
dvou proteintt vznika aktivni transkripéni komplex vaze se na vazebné misto promotoru reportérového genu

a tim aktivuje transkripci.

GAL4/UAS systém

Tento dvojity systém je pievzat z kvasinek (Saccharomyces cerevisiae) a pivodné byl
vytvofen pro genetickou analyzu modelového organismu octomilky (Drosophila
melanogaster). GAL4/UAS systém vyuziva kvasinkovy protein GAL4 a regula¢ni sekvenci
UAS (z angl. upstream activating sequences) k indukci exprese gent rtzného phvodu.
Principem je umisténi studovaného genu za promotor obsahujici UAS regulacni sekvenci. Na
UAS sekvenci se vaze GAL4 ,,driver”, fungujici jako transkripéni faktor a iniciuje expresi
studovaného genu (Sonnenfeld 2013, Dolezal 2009).

Vyhodou pouziti tohoto systému je, ze se GAL4 a UAS vyskytuji pouze u kvasinek,
zatimco tato geneticka informace neni obsazena v lidském genomu, a proto se pfi jeho pouziti
na bunééné linii HepG2 véaze do UAS pouze protein GAL4. Dalsi endogenni trankripéni

faktory se do UAS vézat nemohou, a proto nedojde timto zptisobem ke zkresleni vysledki.

V nasem experimentu jsme pro metodu one hybrid assay vyuzili systém duédlnich

reportérli postupu gene reporter assay. Na§ experiment je zaloZen na transfekci tii typt
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plasmidt do bunék linie HepG2. Prvnim typem je fizni expresni plasmid pGAL4-FXR, ktery
nese cDNA pro ligand-vazebnou doménu lidského nuklearniho receptoru FXR a ¢cDNA pro
kvasinkovou DNA-vazebnou doménu transkripéniho faktoru GAL4. Expresi DNA tohoto
plasmidu v buiice vznika fizni protein slozeny z tzv. navnady (ligand-vazebna doména FXR)
a kvasinkové DNA-vazebné domény GAL4. Déle jsme do bunck kotransfekovali druhy typ
plasmidu pGLS5-luc, tedy reportérovy vektor, ktery je zkonstruovan zresponzivni oblasti
GAL4 (regulacni sekvence UAS) a zreportérového genu pro svétluskovou luciferazu.
Interakci mezi vzniklym fiznim proteinem a endogennimi koaktivatory se vytvari
transkripéni komplex, aktivovany ligandy-agonisty FXR, které se vazi do ligand-vazebné
domény. Cast tohoto fuzniho proteinu GAL4 DNA-vazebnd doména se vaze do specifickych
promotorovych oblasti (UAS) reportérového genu pro luciferdzu a dochéazi k iniciaci
transkripce tohoto genu (viz Obr. 35). Jako tfeti plasmid je do bunék kotransfekovan
reportérovy tzv. kontrolni vektor pRL-TK nesouci reportérovy gen pro Renilla luciferazu,
slouZzi pro vnitini kontrolu. Expresi gent pro luciferdzu Ize detekovat chemoluminiscencné.
Touto metodou jsme zjistovali, zda jsou jednotlivé testované latky ligandy-agonisty
FXR receptoru. Méfenim luminiscen¢nich signali jsme ovéetfovali, zda doslo ke zvySeni
exprese genu pro luciferazu, ktera je vysledkem zvySené transkripcni aktivity FXR receptoru
aktivovaného ligandem-agonistou za pfitomnosti koaktivatorti. Testovani jsme provadéli

oproti kontrole (1%o roztok DMSO).
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1. Fazni expresni plasmid 2. Reportérovy plasmid
pEALA-FHR pGELS-luc

cDMA pro FXR cDMNA pro
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. FRRLED Endogenni
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Obr. 35 Schéma naseho experimentu, metoda one hybrid assay. Fuzni expresni plasmid pGAL4-FXR nese
c¢DNA (kodujici DNA) pro ligand-vazebnou vazebnou doménu (LBD) farnesoidniho X receptoru (FXR) a cDNA
pro GAL4 (kvasinkovy protein GAL4) DNA-vazebnou doménu (DBD). Reportérovy plasmid pGLS5-luc

obsahuje UAS (aktivaéni sekvence) a ¢cDNA pro luciferazu. Ligandem aktivovanda FXR LBD interaguje
s endogennimi koaktivatory, vznika aktivovany transkripcni faktor, DBD se vaze do UAS a tim aktivuje

transkripci reportérového genu.

Material

pGAL4-FXR — fuzni expresni plasmid nesouci cDNA pro ligand-vazebnou doménu lidského
nuklearniho receptoru FXR a cDNA pro kvasinkovou DNA-vazebnou doménu transkripéniho

faktoru GAL4

pGL5-luc — reportérovy plasmid obsahujici responzivni doménu kvasinkového transkripéniho
faktoru GAL4 (regulacni sekvence UAS) a reportérovy gen pro svétluskovou luciferazu

pRL-TK — expresni plasmid nesouci cDNA pro Renilla luciferazu
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5.4.2. Pracovni postup

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Nasadili jsme 48jamkovou desticku s 30 000 buiikami linie HepG2 na jednu jamku
(o plose 1 cm).

Ptidali jsme do kazdé jamky 160 pl plného média, tzn. DMEM jenz obsahovalo 2mM
glutaminu, 10 % fetalniho bovinniho séra a 1 % neesencialnich aminokyselin.

Nechali jsme 24 hodin inkubovat v bunééném inkubétoru temperovaném na teplotu
37 °C pii 5 % COs.

Pted transfekci jsme vymeénili staré plné médiu za nové plné médium (160 pl).
Vypocitali jsme si potfebné mnozstvi DNA plasmidi a lipofektaminu.

Pro vlastni transfekci jsme si pfipravili 60 pl transfekéni smési na jamku, ta se
skladala ze dvou ¢asti

a) Prvni ¢ast byla sloZzena z 30 pl média Opti-MEM s obsahem plasmidi pGAL4-FXR
(80 ng na jamku), pGL5-luc (150 ng na jamku) a pRL-TK (50 ng na jamku).

b) Druhd cast obsahovala 30 ul Opti-MEM média a lipofektaminu (v poméru 2,5 : 1
k DNA plasmidim).

Po péti minutidch jsme obé ¢asti smichali, inkubovali 20 minut za pokojové teploty
a pipetovali 60 pl této transfekéni smési na jamku.

Inkubovali jsme 24 hodin.

Po 24 hodinach jsme odsali z bun¢k smés plného média a transfekéni smési. Nasledné
jsme pfidali na 6-8 hodin 100 pl Opti-MEM média na kazdou jamku.

Po inkubaci jsme pfidali 150 pl roztoku sloZeného z testovanych latek o pozadované
koncentraci rozpusténych v DMSO a média DMEM na kazdou jamku. Jako kontrolni
roztok jsme pouzili roztok DMSO v DMEM o koncentraci 1 %o.

Poté nasledovala 24 hodinova inkubace.

Nasledné jsme odstranili z bun¢k roztoky a oplachli buiikky pomoci PBS ohtatého na
teplotu 37 °C.

Pridali jsme Passive lysis buffer o objemu 100 pl na jamku a nechali jsme desticku
zmrznout. Vzniklé krystaly zlyzovaly bunky.

Ptipravili jsme si 96jamkovou desticku a na ni jsme po rozmrznuti z kazdé jamky
pipetovali 40 pl lyzatu a 40 pl Luciferase Assay Reagentu II, neboli luminolu
(ptipraveného z 10 ml Luciferase Assay Buffer II a lyofylizitu Luciferase Assay

Substrate).

71



15. Nésledovala analyza chemiluminiscence na destickovém spektrofotometru-
luminometru Genios Plus (Tecan). Jako prvni jsme analyzovali luminiscenci
svétluskove luciferazy.

16. Ptidali jsme 40 pl Stop & Glo”™ Reagentu (piipraveného z Stop & Glo® Buffer a top &
Glo® Substrate v poméru 50 : 1). A nasledné jsme analyzovali chemoluminiscenci
Renilla luciferazy na destickovém spektrofotometru-luminometru  Genios Plus
(Tecan).

17. Ziskané vysledky jsme vyhodnotili.

5.5. Statisticka analyza dat

Statistické zpracovani vysledkli z metody gene reporter assay (1. a Il.experiment) jsme
provedli v programu GraphPad Prism 6.01 Trial (2012).

Pouzili jsme analyzu rozptylu (ANOVA) s post-Dunnettovym testem. Statisticka
vyznamnost na trovni p < 0,05 je vyznafena v grafech *.

Dale jsme provedli neparovy t-test. Statistickd vyznamnost na urovni p < 0,05 je

vyznacena v grafech **.
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6. Vysledky

6.1. CellTiter 96° AQyeous One Solution Cell Proliferation Assay

Pomoci této metody jsme testovali cytotoxicky G€¢inek jednotlivych anthokyanidinli na
bunécné linii HepG2 (viz Obr. 36).

Na 96jamkovou desticku jsme umistili jednotlivé testované latky v triplikatech, vzdy
ve dvou koncentracich (25 pM a 50 pM). Jednalo se o peonidin, petunidin, pelargonidin,
malvidin, delfinidin a cyanidin. Zasobni roztoky téchto latek byly pfipraveny v DMSO
v koncentraci 50 mM. Jako kontrolni vzorek jsme pouZili roztok DMSO v Opti-MEM médiu
o koncentraci 1 %o v Sesti jamkéch. Buniky byly vystaveny vlivu testovanych latek po dobu 24
hodin.

Test cytotoxicity anthokyanidint na linii HepG2,
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
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Obr. 36 Test cytotoxicity vybranych anthokyanidini metodou CellTiter 96° AQucous One Solution Cell
Proliferation Assay na bunécné linii HepG2. Buiky byly exponovany testovanym latkdm 24 hodin
v koncentracich uvedenych v grafu. Vysvétlivky: DMSO (dimethylsulfoxid).

V tomto experimentu jsme zjistili, Ze u bunck linie HepG2, které¢ byly vystaveny vlivu
vSech testovanych anthokyanidinli ve dvou koncentracich (50 pM a 25 pM) po dobu
24 hodin, doslo k mirnému zvySeni proliferace (viz Obr. 36). Z vysledku je tedy patrné, ze
ob¢ tyto koncentrace nemaji na bunky cytotoxicky vliv a proto mizeme testovat vliv téchto

anthokyanidint, aniz by hrozilo riziko fale$né interpretace vysledk.
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Vysledky metody CellTiter 96 AQucous One Solution Cell Proliferation Assay nebyly
podrobeny statistické analyze, nebot maji pouze informativni charakter pro dalsi

experimenty.

6.2. Gene reporter assay

Tuto metodu jsme vyuZili pro dva experimenty. V prvnim jsme na bunécné linii
HepG2 pomoci znamého ligandu-agonisty (kyseliny chenodeoxycholové, CDCA) lidského
nukledrniho FXR receptoru ovétovali, zda je expresni plasmid pSG5-FXR zkonstruovan
spravné s cilem zajistit pfesnéjsi interpretaci experimentalnich dat z dalSich méteni. Testovali
jsme, zda skutecné dojde ke zvySeni exprese reportérového genu pro luciferdzu, kterd je
vysledkem zvySené transkripéni aktivity FXR receptoru aktivovaného znamym ligandem-
agonistou (viz Obr. 37).

V druhém experimentu jsme na bunécné linii HepG2 ovétovali, zda jsou jednotlivé
testované latky ligandy-agonisty FXR receptoru. Méfenim luminiscencnich signalli jsme
zjiStovali, zda doslo ke zvySeni exprese reportérového genu pro luciferazu prostrednictvim
zvySené transkripcni aktivity FXR receptoru aktivovaného ligandem-agonistou (viz Obr. 38).

Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili kyselinu chenodeoxycholovou (CDCA), kterd je zndmym

ligandem-agonistou FXR receptoru.

1. experiment

48jamkovou desticku jsme si rozdélili na dvé ¢asti. V prvni ¢asti jsme transfekovali do
bunék expresni plasmid pSG5-FXR nesouci cDNA pro FXR receptor i oba reportérové
vektory pFXRE-luc2P a pRL-TK. Na tuto ¢ast jsme umistili testovanou latku
v kvadruplikatech. Druhd cast 48jamkové desticky obsahovala bunky transfekované pouze
reportérovymi plasmidy, tato ¢ast slouzila pro kontrolu. Na tuto ¢ast jsme umistili testovanou
latku v duplikatech. Studovanou latkou byl znamy agonista FXR receptoru CDCA
o koncentraci 30 uM. Jako kontrolni vzorek jsme pouzili DMSO v DMEM o koncentraci
1 %o. Builky byly vystaveny vlivu testovanych latek po dobu 24 hodin (viz Obr. 37).
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Aktivace reportérového plasmidu prostrednictvim pFXRE-luc2p
(v porovnani oproti kontrole bez pouziti pSG5-FXR), linie
HepG2, Dual-Luciferase® Reporter Assay System
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Obr. 37 Test interakce studované latky CDCA (kyselina chenodeoxycholova) s FXR receptorem metodou
Dual-Luciferase® Reporter Assay System, za pouZiti reportérového konstruktu pFXRE-luc2P
a expresniho konstruktu pSG5-FXR (v porovnani oproti kontrole bez pouziti pSG5-FXR) na buné¢né linii
HepG2. Bunky byly exponovany testovanym latkam 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu. Vysvétlivky:

DMSO (dimethylsulfoxid), statisticka vyznamnost na trovni p < 0,05 je zaznacena ** (neparovy t-test).

V tomto experimentu jsme pozorovali, Ze doSlo ke zvySeni transkripéni aktivity FXR
receptoru u testované latky CDCA (30 uM) se statistickou vyznamnosti na trovni p < 0,05
(v grafu vyznaceno **, neparovy t-test). Timto jsme ovéfili, ze se jedna o ligand-agonistu
FXR receptoru. V kontrolnim vzorku bez FXR receptoru CDCA nezvysila aktivaci

reportérového konstruktu.

1l experiment

Do buné¢k jsme transfekei vnesli expresni vektor pSG5-FXR kédujici gen pro lidsky
nukledrni FXR receptor i oba reportérové plasmidy pFXRE-luc2p a pRL-TK. Studované latky
jsme testovali v duplikatech, vzdy ve tfech koncentracich (10 pM, 25 pM a 50 uM). Jednalo
se 0 CDCA, peonidin, petunidin, pelargonidin, malvidin, delfinidin a cyanidin. Jako kontrolni
vzorek jsme pouzili roztok DMSO v Opti-MEM médiu o koncentraci 1 %o v triplikatu. Bunky
byly vystaveny vlivu testovanych latek po dobu 24 hodin (viz Obr. 38).

75



Aktivace reportérového plasmidu prostrednictvim pFXRE-luc2p,
linie HepG2, DualdLuciferase® Reporter Assay System
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Obr. 38 Test interakce studovanych latek s FXR receptorem metodou Dual-Luciferase® Reporter Assay
System, za pouZiti konstruktu pFXRE-luc2P na bunéé¢né linii HepGz2. Buiky byly exponovany testovanym
latkam 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu. Vysvétlivky: DMSO (dimethylsulfoxid), CDCA (kyselina

chenodeoxycholova), statisticka vyznamnost na urovni p < 0,05 je zaznacena * (ANOVA) a ** (neparovy t-test).

Vtomto experimentu jsme pozorovali zvySeni transkripéni aktivity lidského
nuklearniho receptoru FXR u peonidinu v koncentracich 25 uM a 50 uM, u petunidinu
v koncentracich 10 pM, 25 uM a 50 pM, u pelargonidinu v koncentraci 50 uM, u malvidinu
v koncentracich 25 pM a 50 uM, u delfinidinu v koncentracich 25 uM a 50 uM a u cyanidinu
v koncentracich 25 uM a 50 uM). Touto metodou jsme zjistili, Ze tyto anthokyanidiny
interaguji s lidskym nuklearnim FXR receptorem, tedy Ze jsou jeho ligandy-agonisty.

Zvyseni transkrip¢ni aktivity farnesoidniho X receptoru se statistickou vyznamnosti na
urovni p <0,05 (v grafu vyznaCeno **, neparovy t-test) bylo pozorovano u CDCA
v koncentraci 50 pM, u peonidinu v koncentraci 50 uM a u cyanidinu v koncentraci 50 uM.
Zvyseni transkripcni aktivity FXR receptoru se statistickou vyznamnosti na arovni p < 0,05
(v grafu vyznaceno *, ANOVA) bylo timto experimentem zjisténo u delfinidinu v koncentraci

50 uM.
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6.3. One hybrid assay

Pomoci této metody jsme na bunécéné linii HepG2 zjistovali, zda jsou jednotlivé
testované anthokyanidiny ligandy-agostity lidského nukledrniho FXR receptoru. Detekci
luminiscencnich signald jsme ovefovali, zda doslo ke zvySeni exprese reportérového genu pro
luciferdzu, které vychazi ze zvySené transkripéni aktivity exprimované ligand-vazebnou
doménou FXR receptoru. Pfedpokladem je aktivace tohoto transkripéniho faktoru
endogennim koaktivatorem za pfitomnosti ligandu-agonisty. Jako pozitivni kontrolu jsme
pouzili kyselinu chenodeoxycholovou (CDCA), kterd je zndmym ligandem-agonistou FXR
receptoru.

V tomto experimentu jsme transfekovali do bunck fuzni expresni plasmid
pGAL4-FXR nesouci cDNA pro ligand-vazebnou doménu lidského nuklearniho receptoru
FXR a reportérovy plasmid pGLS5-luc nesouci reportérovy gen pro svétluskovou luciferazu.
Ttetim kotransfekovanym plasmidem byl expresni vektor pRL-TK nesouci cDNA pro Renilla
luciferazu. Testovanymi latkami, které jsou potencionalnimi ligandy-agonisty FXR receptoru,
byly jednotlivé anthokyanidiny v koncentraci 50 pM. Jednalo se o peonidin, petunidin,
pelargonidin, malvidin, delfinidin a cyanidin. Peonidin a petunidin jsme testovali v duplikatu,
ostatni anthokyanidiny jsme zkoumali v poctu jeden vzorek. Pro pozitivni kontrolu jsme
pouzili CDCA v koncentraci 30 pM, také v duplikatu. Jako kontrolni vzorek slouzil roztok
DMSO v Opti-MEM médiu o koncentraci 1 %o, rovnéz v duplikdtu. Doba inkubace byla 24
hodin (viz Obr. 39).
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Aktivace reportérového plasmidu prostrednictvim
PGAL4-FXR, linie HepG2, One hybrid assay
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Obr. 39 Test interakce studovanych latek s FXR receptorem metodou one hybrid assay, za pouziti
konstruktu pGAL4-FXR na bunécéné linii HepG2. Bunky byly exponovany testovanym latkdm 24 hodin
v koncentracich  uvedenych v grafu. Vysvétlivky: DMSO  (dimethylsulfoxid), CDCA  (kyselina

chenodeoxycholova).

Timto experimentem bylo zjiSténo zvyseni transkripcni aktivity exprimované ligand-
vazebnou doménou FXR za pfitomnosti peonidinu (50 uM), petunidinu (50 uM), delfinidinu
(50 uM) a cyanidinu (50 uM) oproti kontrolnimu vzorku DMSO (1 %o). Je tedy zfejmé, ze

tyto anthokyanidiny interaguji s lidskym nuklearnim FXR receptorem.
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7. Diskuze

V této experimentalni diplomové praci jsme studovali latky ze skupiny anthokyanidint
(cyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin) na lidské hepatomové
bunécné linii HepG2 a jejich interakce s lidskym farnesoidnim X receptorem (FXR).

Cytotoxicky ucinek jednotlivych anthokyanidini jsme testovali pomoci metody
CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay od firmy Promega. Negativni
vliv na bunécnou aktivitu se u zadné z testovanych latek neprojevil, a proto jsme mohli
uvedené anthokyanidiny studovat v dalSich bunécnych experimentech, aniz by hrozilo riziko
faleSné interpretace vysledkid v disledku cytotoxického pisobeni testovanych latek na
pouzitou bunéénou linii.

Dale jsme vyuzili béznych molekularné biologickych metod gene reporter assay a one
hybrid assay pro ovéfeni interakci studovanych latek s lidskym farnesoidnim X receptorem.

Postupem gene reporter assay jsme v prvnim experimentu, za pouziti znamého
ligandu-agonisty FXR (kyseliny chenodeoxycholové, CDCA), ovéfovali, zda je pouzity
plasmid zkonstruovan spravné, s cilem vyloucit ovlivnéni a zkresleni experimentalnich dat
z dalSich méfeni. Timto experimentem jsme prokazali, Ze plasmid je zkonstruovan spravné
a ovéftili, ze CDCA je skute¢né ligandem-agonistou FXR receptoru.

Druhym experimentem gene reporter assay jsme zjistili, Ze statisticky vyznamnymi
aktivatory lidského farnesoidniho X receptoru jsou peonidin (50 pM), delfinidin (50 puM)
a cyanidin (50 pM).

Pfi pouziti metody one hybrid assay jsme pozorovali zvySeni transkripcni aktivity
exprimované ligand-vazebnou doménou FXR =za pfitomnosti peonidinu, petunidinu,
delfinidinu a cyanidinu (vSechny v koncentraci 50 pM). Limitaci tohoto experimentu je
skute¢nost, Ze peonidin a petunidin byly pouzity v duplikétu, ostatni pouze v jednom vzorku
ato zdivodu nedostatku materidlu. Na zdkladé tohoto faktu nemohla byt provedena
statistickd analyza dat. Pro objasnéni této problematiky bude zapotiebi provedeni dalSich
experimentd.

Na zéklad¢ naSich vysledkil pfedpokladame, Ze anthokyanidiny peonidin, delfinidin
a cyanidin jsou ligandy-agonisté lidského farnesoidniho X receptoru.

Lidsky farnesoidni X receptor ovlivitiuje mnoho signaliza¢nich drah prostfednictvim
genové regulace bud’ piimo, nebo interferenci se signalizacnimi drahami dalSich nuklearnich
receptori. FXR reguluje fadu gent, které hraji vyznamnou roli v mnoha fyziologickych

funkcich jako je metabolismus ZluCovych kyselin a cholesterolu, udrZzeni homeostizy
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glukdzy, krevnich lipidd a lipoproteinli, zachovani rovnovahy stfevnich bakterii, FXR se
podili i na hepatoprotekci a na regeneraci jater. Diky tomu je farnesoidni X receptor slibnym
terapeutickym cilem pro 1é€bu a prevenci onemocnéni jako je cholestdza, onemocnéni
cholesterolovymi Zlu¢ovymi kameny, steatohepatitida, dyslipidémie, ateroskler6za, diabetes
mellitus 2. typu, metabolicky syndrom, rakovina jater a dal$i formy rakoviny jako je karcinom
prsu. Na druhou stranu mé ligandem aktivovany FXR receptor Caste¢né negativni vliv na
kardiovaskularni systém v dusledku snizeni hladiny HDL-cholesterolu. To je tfeba brat na
zietel pii potencidlni dlouhodobé 1écbé fady onemocnéni agonisty FXR (Bunce a Campbell
2010b, Dufour a Clavien 2010).

Vsechny tyto funkce FXR receptoru jsou v poslednich letech v poptedi védeckého
zajmu. V mnoha soucasnych studiich je, pro 1écbu a prevenci téchto onemocnéni, testovana
fada ligandt farnesoidniho X receptoru.

Nami studované anthokyanidiny jako potencidlni ligandy FXR receptoru jsou
aglykony glykosidii anthokyant, fadi se do skupiny sekundarnich rostlinnych metabolitii
flavonoidd. Jedna se o velmi rozsahlou skupinu barevnych pigment kvéti a plodu ¢i listi.
Anthokyany se vyskytuji u fady rostlin, které se pouzivaji pro své 1écebné ucinky i jako zdroj
pro izolaci pfirodnich barviv hojné vyuZzivanych v potravinaiském ¢i farmaceutickém
primyslu. Soucasné studie poukazuji na silny antioxida¢ni efekt anthokyanidinii a na jejich
roli v chemoprevenci rakoviny (Hou et. al 2004).

Peonidin, kterého mlizeme pokladat za liganda-agonistu FXR receptoru, se nachazi ve
formé derivatl napt. v plodu brusnice bortvky (Vaccinium myrtillus), v cervenych odrudach
hroznl (plody vinné révy, Vitis vinifera a americké révy, Vitis labrusca), v hlizach rostliny
lilek brambor (Solanum tuberosum, Cervené odrudy) a v tadé dalSich rostlin. Delfinidin se
hojné vyskytuje ve formé derivatii napi. v plodu brusnice bortvky (Vaccinium myrtillus),
v plodu rybizu ¢erného (Ribes nigrum), v kvétu ibisku stdanského (Hibicscus sabdariffa),
v hlizach rostliny lilek brambor (Solanum tuberosum, ¢ervené odridy), v Cervenych odriidach
pomerancl (plod pomerancovniku ¢inského, Citrus sinensis) ¢i v ¢ervenych odridach hroznt
(plody vinné révy, Vitis vinifera a americké révy, Vitis labrusca). Derivaty cyanidinu se
vyskytuji ze vSech anthokyanidinti nejhojnéji, jen namatkou se jedna napt. o plody vinné révy
(Vitis vinifera, cervené odridy), plody rybizu cerného (Ribes nigrum), plody aronie
cernoplodé (Aronia melanocarpa), plody bezu ¢erného (Sambucus nigra) ¢i kvéty chrpy
modré (Cyanus segetum) (Flavonoidy 2011, Tomko et al. 1989, Velisek 2002).

NaSe vysledky naznacuji, ze farmakognostické drogy obsahujici peonidin, delfinidin

nebo cyanidin ¢i dopliky stravy s obsahem téchto pfirodnich barviv by mohly mit vliv na
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homeostazu Zlucovych kyselin, krevnich lipidd, lipoproteini a glukézy. Nase vysledky by
mohly nastinit budouci potencidlni vyznam peonidinu, delfinidinu ¢i cyanidinu v 1écbé
a prevenci onemocnéni jako je triglyceridémie, ateroskleroza, diabetes mellitus 2. typu,
metabolicky syndrom, cholestaza, steatohepatitida, onemocnéni cholesterolovymi zlu¢ovymi

kameny ¢i rakovina jater a prsu.
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8. Zavér

Cilem této experimentalni diplomové prace bylo testovani potencidlnich liganda
lidského farnesoidniho X receptoru (FXR) ze skupiny anthokyanidinti (cyanidin, delfinidin,
malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin) za pouziti lidské hepatomové bunécéné linie
HepG2.

Nejdiive jsme otestovali cytotoxicitu jednotlivych anthokyanidinli na této bunétné
linii pomoci metody CellTiter 96" AQueous One Solution Cell Proliferation Assay od firmy
Promega. U Zadné z testovanych latek se neprojevil negativni vliv na bunécnou aktivitu.

S vyuzitim metod gene reporter assay a one hybrid assay jsme zjistili, Ze peonidin,
delfinidin a cyanidin (vSechny v koncentraci 50 uM) vykazuji interakci s lidskym
farnesoidnim X receptorem. NaSe vysledky tedy poukazuji na to, Ze peonidin, delfinidin
a cyanidin jsou ligandy-agonisté lidského receptoru FXR.

Na zékladé naSich vysledkl lze pfedpokladat, Ze peonidin, delfinidin a cyanidin maji
vliv na metabolismus a transport Zlu€ovych kyselin, homeostazu glukézy, krevnich
lipoproteinii a lipidi. Tyto poznatky by mohly pfedznamenat vyznam peonidinu, delfinidinu
a cyanidinu v 1écbé a prevenci onemocnéni jako jsou napt. dyslipidémie, ateroskler6za,
diabetes mellitus 2. typu, metabolicky syndrom, cholestdza ¢i onemocnéni cholesterolovymi

zlu¢ovymi kameny.
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