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Nézev rigordzni prace: Vyzkum novych ligandii FXR receptoru

Lidsky farnesoidni X receptor (FXR) je ligandy aktivovany transkripéni faktor patiici
do superrodiny nuklearnich receptort. FXR se vaze na sviij responzivni element (FXRE) jako
monomer nebo jako heterodimer s retinoidnim X receptorem (RXR), coz vede
k aktivaci transkripce cilovych genli. FXR pozitivné ¢i negativné reguluje Sirokou Skalu
cilovych gent tcastnicich se udrzovani homeostdzy zluCovych kyselin, cholesterolu, lipida
a metabolismu glukozy. FXR dale transkripéné reguluje geny podilejici se na regulaci
imunitni odpovédi, na rozvoji zanétu, na udrZeni intestindlni bariérové funkce a geny
kontrolujici koagulaci a remodelaci cévni stény. Diky tomu se do poptedi zajmu soucasnych
védeckych studii dostava nalezeni ligandii FXR, které by byly vhodné k terapeutickému
vyuziti. Vedle pfirozenych Zlu€ovych kyselin byl v lofiském roce zaregistrovan prvni 1é¢ivy
ptipravek obsahujici jako léCivou latku polosynteticky ligand FXR receptoru, a to kyselinu
obeticholovou (6-ECDCA) pro terapii primarni biliarni cholangitidy. My jsme se v této
experimentalni rigorézni praci zaméfili na testovani potencidlnich ligandi lidského FXR ze
skupiny steroidnich sloucenin patficich mezi steroidni hormony, neuroaktivni steroidy, latky
odvozené od Zlucovych kyselin a dalsi latky za pouziti lidské hepatomové bunécné linie
HepG2. Vliv jednotlivych steroidnich sloucenin na bunécnou viabilitu jsme nejdiive testovali
prostfednictvim metody MTT assay, vyrazny negativni vliv latek na wviabilitu se vSak
neprojevil. Pro prokazani interakci studovanych latek s lidskym FXR jsme vyuzili
molekularné biologickou metodu gene reporter assay. Na zdkladé¢ naSich vysledki
predpokladame, ze latka podobna pfirozenym Zlu¢ovym kyselindm 12-oxo-5B-cholan-24-ova
kyselina a sloucCenina 5B-androstan-3p-ol jsou ligandy-agonisty lidského FXR receptoru.
Kyselina 12-oxo0-5B-cholan-24-ova se jevi byt siln€jSim agonistou, nez je ptirozend zlucova
kyselina chenodeoxycholovda (CDCA). Tyto naSe vysledky by mohly poskytnout uzite¢ny

pohled pii vyvoji novych lé€iv cilenych na FXR receptor.
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Human farnesoid X receptor (FXR) is ligand-activated transcription factor that
belongs to the nuclear receptor superfamily. FXR binds to its response element (FXRE) as
monomer or heterodimer with retinoid X receptor (RXR) resulting to activation of
transcription of target genes. FXR positively or negatively regulates a wide range of target
genes involved in maintaining the homeostasis of bile acids, cholesterol, lipid and glucose
metabolism. Furthermore, FXR transcriptionally regulates genes involved in regulation of the
immune response, in the development of inflammation and maintaining the intestinal barrier
function and genes controlling coagulation and remodeling of the vessel wall. The interest of
current scientific studies is to find the new ligands of FXR, which would be suitable for
therapeutic use. Besides the natural bile acids, the first medicinal product containing semi-
synthetic FXR ligand, obeticholic acid (6-ECDCA) as active substance was registered last
year for the treatment of primary biliary cholangitis. In this experimental rigorosum thesis we
focused on testing of the potential ligands of FXR from group of steroid compounds that
belongs to the steroid hormones, neuroactive steroids, the compounds derived from bile acids
and other using the human hepatoma cell line HepG2. In preliminary experiments, effects of
tested compounds on cell viability was tested by MTT assay, however, no meaningful
negative effect on cell viability was observed. To demonstrate the interactions of studied
steroids with the human FXR, the molecular biological method gene reporter assay was used.
Based on our results, we assume that the substance similar to the natural bile acids 12-oxo-5p-
cholan-24-oic acid and the compound 5B-androstane-3[3-ol are ligands-agonists of the human
FXR. In addition, 12-ox0-5B-cholan-24-oic acid appears to be more potent agonist than the
natural bile acid chenodeoxycholic acid (CDCA). These results could provide useful insights

to development of new drugs targeting to FXR receptor.
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1. Seznam zkratek

3D
Sa-DHP
5B-DHP
6-ECDCA
AD

AF-1
AF-2
AMP
ANOVA
AP-1
ApoC-I
ApoC-I1
ApoC-III
ApoC-1V
ApoE
AR
ASBT
ATP
BAAT
BACS
BAR
BSEP
CA

CAR
CARM-1
CDCA
cDNA
CoA
CoRNR
CTE
CXCL2
CYP3A4

trojrozmérny, z angl. three-dimensional
Sa-dihydroprogesteron

5B-dihydroprogesteron

6a-ethyl-chenodeoxycholova kyselina, obeticholova kyselina
autonomni doména

aktivacni funkce 1

aktivacni funkce 2

adenosinmonofosfat

analyza rozptylu

aktivacni protein 1

apolipoprotein C-I

apolipoprotein C-II

apolipoprotein C-III

apolipoprotein C-IV

apolipoprotein E

androgenni receptor

z angl. apical sodium-coupled bile salt transporter
adenosintrifosfat

z angl. bile acid-CoA : amino acid N-acetyltransferase

z angl. bile acid-CoA synthetase

receptor pro Zlucové kyseliny, z angl. bile acid receptor
exportni pumpa pro zlucové kyseliny, z angl. bile salt export pump
cholova kyselina, z angl. cholic acid

konstitutivni androstanovy receptor, z angl. constitutive androstane receptor
z angl. coactivator-associated arginine methyltransferase 1
chenodeoxycholova kyselina, z angl. chenodeoxycholic acid
koédujici/komplementarni DNA

koenzym A

korepresorovy nukledrni receptorovy box

C-termindlni rozsifeni, z angl. C-terminal extension

z angl. chemokine C-X-C motif

cytochrom P450 isoforma 3A4



CYP7ALl
CYP8BI1
DBD
DCA
DHEA
DHT
DMEM
DMSO
DNA
DOPE
DR
DRIP-205
EGCG
ER

ER

ERR

ERRa

FAS
FGF15
FGF19
FGF4R
FXR
FXRE
FXRa
FXRp
G6Pase
GABA
GR
GRIP-1
GSK3a
HDL
HMG-CoA

cytochrom P450 isoforma 7A1, cholesterol 7a-hydroxylaza
cytochrom P450 isoforma 8B1, sterol 12a-hydroxylaza
DNA-vazebna doména, z angl. DNA-binding domain
deoxycholova kyselina, z angl. deoxycholic acid
dehydroepiandrosteron

dihydrotestosteron

z angl. Dulbecco’s modified Eagles’s medium
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin

piima repetice, z angl. direct repeat

z angl. vitamin-D-receptor-interacting protein 205
epigalokatechin-3-galat

estrogenni receptor

evertovana repetice, z angl. everted repeat

receptor spojeny s estrogennimi receptory, z angl. estrogen receptor-related

receptor

receptor o spojeny s estrogennimi receptory z angl. estrogen receptor-related

receptor o

syntdaza mastnych kyselin, z angl. fatty acid synthase

lidsky fibroblastovy rustovy faktor 15, z angl. fibroblast growth factor 15
lidsky fibroblastovy riistovy faktor 19, z angl. fibroblast growth factor 19
FGF4 receptor, z angl. fibroblast growth factor 4 receptor

farnesoidni X receptor

responzivni element FXR, z angl. FXR responsive element

farnesoidni X receptor a

farnesoidni X receptor 3

glukoza-6-fosfataza, z angl. glucose-6-phosphatase

y-amino maselna kyselina, z angl. y-amino butyric acid

glukokortikoidni receptor

z angl. glucocorticoid receptor interacting protein 1

glykogen syntdza kinaza 3a, z angl. glycogen synthase kinase 3a
lipoproteiny o vysoké hustoté, z angl. high density lipoproteins
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA



HNF4a hepatocytarni nukleéarni faktor 4a

IBABP iledlni vazebny protein zlu€ovych kyselin, z angl. ileal bile acid-binding
protein

IL8 interleukin 8

IR invertovana repetice, z angl. inverted repeat

LBD ligand-vazebna doména, z angl. ligand-binding domain

LCA lithocholova kyselina, z angl. lithocholic acid

LDL lipoproteiny o nizké hustoté, z angl. low density lipoproteins

LPL lipoproteinova lipaza, z angl. lipoprotein lipase

LRH-1 jaterni receptorovy homolog 1, z angl. liver receptor homolog 1

LXR jaterni X receptor, z angl. liver X receptor

LXRa jaterni X receptor a, z angl. liver X receptor a

MDR3 gen mnohocetné rezistence k 1ékiim 3, z angl. multi-drug resistance gen 3

MeCA methylester cholové kyseliny

MeDCA methylester deoxycholové kyseliny

MR mineralokortikoidni receptor

mRNA informacni/mediatorovd RNA, z angl. messenger RNA

MRP2 z angl. multidrug resistance-associated protein 2

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid

NAD® oxidovany nikotinamid adenin dinukleotid

NADH redukovany nikotinamid adenin dinukleotid

NADP* oxidovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NADPH redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NAFLD nealkoholicka steatdza az steatofibroza jater, z angl. nonalcoholic fatty liver
disease

NASH nealkoholicka steatohepatitida

NCoR jaderny korepresor, z angl. nuclear corepressor

NFxB nukledrni faktor kappa B

NGFI-B nervovy rustovy faktor I-B, z angl. nerve growth factor I-B

NLS jaderny lokalizacni signal, z angl. nuclear localization signal

NMDA N-metyl-D-aspartat

NR nukledrni receptor

NRRE responzivni element nukledrniho receptoru, z angl. nuclear receptor responsive
element



NTCP

NTD
OATP
OSTa
OSTp
PBS
PEPCK
PGC-1a
PLTP
PPAR

PPARy

RXR
RXRa
SAR
SBARMs
SDS

SF1

SHP
SMRT

sodik-dependetni taurocholatovy kotransportni protein, z angl. natrium-
taurochlorat cotransporting polypeptide

N-termindlni doména

z angl. organic anion transporting polypelptide

z angl. organic solute transporter o

z angl. organic solute transporter 3

fosfatovy puftr, z angl. phosphate buffered saline
fosfoenolpyruvatkarboxykinaza, angl. phosphoenolpyruvate carboxykinase
z angl. PPARY coactivator la

transportni protein pro fosfolipidy, z angl. phospholipids transfer protein
receptor aktivovany peroxizomovymi proliferatory, z angl. peroxisome
proliferators-activated receptor

receptor aktivovany peroxizomovymi proliferatory vy, z angl. peroxisome
proliferators-activated receptor y

difosfatovy ion

progesteronovy receptor

z angl. protein arginine methyl transferase 1

pregnanovy X receptor

receptor pro kyselinu retinovou, z angl. retinoic acid receptor

receptor pro kyselinu retinovou a, z angl. retinoic acid receptor o
receptor pro kyselinu retinovou vy, z angl. retinoic acid receptor y
responzivni element

ribonukleova kyselina

sirot¢i receptor a spojeny s receptory pro kyselinu retinovou, z angl. retinoic
acid receptor-related orphan receptor o

pregnanovy X receptor

pregnanovy X receptor o

vztah struktury a G¢inku, z angl. structure-activity relationship

selektivni FXR modulatory, z angl. selective bile acid receptor modulators
dodecylsulfat sodny, z angl. sodium dodecyl sulfate

steroidogenni faktor 1

maly heterodimericky partner, z angl. small/short heterodimer partner

z angl. silencing mediator for retinoic and thyroid hormone receptors
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SRC-1-3

SREBP-1C
SULT2A1
SXR

TR

UCA
UDCA
UDP
UGT2B4
VDR
VLDL
VLDLR

steroidni receptorové koaktivatory 1-3, z angl. steroid receptor coactivators
1-3

z angl. sterolregulatory element-binding protein 1C

sulfotransferaza 2A 1

z angl. steroid and xenobiotic receptor

thyroidni receptor

ursocholova kyselina, z angl. ursocholic acid

ursodeoxycholova kyselina, z angl. ursodeoxycholic acid
uridindifosfatglukéza

z angl. UDP-glucuronosyltransferase 2B4

receptor pro vitamin D, z angl. vitamin D receptor

lipoproteiny o velmi nizké hustoté, z angl. very low density lipoprotein
receptor pro lipoproteiny o velmi nizké hustoté, z angl. very low density

lipoprotein receptor
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2. Uvod

V této experimentdlni rigor6zni praci se zabyvame potencialnimi interakcemi lidského
farnesoidniho X receptoru (FXR) s 44 vybranymi steroidnimi slouceninami ze skupiny
steroidnich hormonti, neuroaktivnich steroidl, latek odvozenych od ZzluCovych kyselin
a dal$imi steroidnimi slou¢eninami.

Farnesoidni X receptor je ligandy-aktivovany transkripéni faktor patiici do
superrodiny nuklearnich receptorti. FXR se vaZe na svij responzivni element (FXRE) jako
monomer nebo jako heterodimer s retinoidnim X receptorem (RXR), coz vede
k aktivaci transkripce cilovych gent. FXR pozitivné, ¢i negativné reguluje Sirokou Skalu
cilovych gend ucastnicich se udrzovani homeostazy zluCovych kyselin, cholesterolu, lipida
a metabolismu glukozy. FXR dale transkripéné reguluje geny podilejici se na regulaci
imunitni odpovédi, na rozvoji zanétu, na udrzeni intestindlni bariérové funkce a geny
kontrolujici koagulaci a remodelaci cévni stény.

Endogennimi ligandy FXR jsou Zzlucové kyseliny, odtud pochdzi oznaceni tohoto
receptoru jako BAR (receptor pro zluCové kyseliny, z angl. bile acid receptor). Vedle
piirozenych zlucovych kyselin bylo identifikovano Siroké spektrum jak pfirodnich, tak
i (polo)syntetickych ligandli agonisti 1 antagonisti FXR receptoru se steroidnim
i nesteroidnim strukturnim zakladem.

Steroidni latky jsou ve velkém rozsahu pfitomny mj. v Zivocisné fisi. Mezi
a steroidni hormony, slouZici v organismu jako signalni molekuly. V této préci testujeme
kyselinu 12-oxo-5B-cholan-24-ovou, kterd je modifikaci pfirozené Zzlucové kyseliny
lithocholové (LCA), a latky ze skupiny steroidnich hormonti, napt. dihydrotestosteron (DHT),
Sa-androstandion, androsteron, epiandrosteron a dal§i. Dale studujeme latky ze skupiny
neuroaktivnich steroidd, coz jsou steroidni slouceniny, které moduluji excitabilitu neuronti
prostfednictvim interakce s neurotransmiterovymi membranovymi receptory. Jednd se
o allopregnanolon, pregnanolon, epipregnanolon, epiallopregnanolon, Sa-dihydroprogesteron,
5B-dihydroprogesteron, 3a-androstandiol, etiocholanon, androsteron adalsi latky jim
strukturné podobné.

Pozitivni vysledky této experimentdlni rigorézni prace by mohly pifedznamenat
existenci novych ligandii FXR receptoru ze skupiny steroidnich hormont, neuroaktivnich
steroidd, latek odvozenych od zluCovych kyselin ¢i dalSich latek a mohly by poskytnout

uzitecny pohled pti vyvoji novych 1é¢iv cilenych na FXR.
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3. Teoreticka ¢ast
3.1. Obecné o farnesoidnim X receptoru

FXR je ligandy-aktivovany transkripéni faktor, ktery patii do superrodiny nukledrnich
receptorii (NR), subrodiny 1, skupiny H a je clenem 4 (NR1H4). Své pojmenovani ziskal na
zaklad¢ vyzkumu skupiny Forman et al. (1995), ktera objevila, Ze je aktivovan farnesoidnimi
slouCeninami, zejména farnesolem, a stal se tedy adoptovanym sirot¢im receptorem. Teprve
pozd¢ji bylo tfemi na sob& nezavislymi védeckymi skupinami (Makishima et al. 1999, Parks
et al. 1999, Wang et al. 1999) objasnéno, ze endogennimi ligandy FXR jsou zlucové kyseliny,
nebot’ aktivuji FXR ve fyziologickych koncentracich, zatimco u farnesolu k aktivaci dochazi
teprve v suprafyziologickych koncentracich. FXR ziskal nové oznaceni BAR (receptor pro
zlucové kyseliny, z angl. bile acid receptor). Nasledné studie vedly k identifikaci dalSich jak
pfirodnich, tak i (polo)syntetickych ligandli agonisti 1 antagonistd se steroidnim
i nesteroidnim strukturnim zakladem. FXR se vaze na svij responzivni element (FXRE) jako
monomer nebo jako heterodimer s retinoidnim X receptorem (RXR), coz vede k aktivaci
transkripce cilovych gent (Carr a Reid 2015, Forman et al. 1995, Makishima et al. 1999,
Parks et al. 1999, Teodoro et al. 2011, Wang et al. 1999).

Existuji dva geny kodujici FXR receptor: FXRa (NRI1H4) a FXRP (NRIHS). FXRa
(déle v praci jen FXR) je konzervovan od ryb az po ¢loveka, u lidi a hlodavet koduje tento
gen Ctyfi FXRa izoformy receptoru (FXRal—-4) jako vysledek ucasti riznych promotort
a RNA sestfihu. Vyskyt FXRal—4 je tkanove specificky, doposud byly rtzné izoformy
nalezeny v mnoha tkanich a buné¢énych typech: FXRal1-2 se u lidi nachazi pfevazné v jatrech
a nadledvinach, zatimco FXRoa3—4 je nejvice zastoupen v tlustém stievé, dvanactniku
a v ledvinach. V mnohem mensi mife byl vyskyt FXRa pozorovan i v tukové tkéani, v srdci
a dalSich tkanich. Druhy FXR receptor, FXRp, vystupuje jako sensor pro lanosterol u mysi,
kraliki a pst, nicmén¢ u lidi je pseudogenem. VétSina FXR cilovych gent je regulovana
zpusoben nezavislym na izoformé receptoru (FXRal-4) (Carr a Reid 2015, Fiorucci et al.
2007, Fiorucci et al. 2009, Teodoro et al. 2011).

FXR pozitivn¢ ¢i negativné reguluje Sirokou Skalu cilovych genii Gcastnicich se
udrzovani homeostazy zluovych kyselin, cholesterolu, lipidi a metabolismu glukézy. FXR
dale transkripcné reguluje geny podilejici se na regulaci imunitni odpovédi, na rozvoji zanétu,
na udrZeni intestindlni bariérové funkce a geny kontrolujici koagulaci a remodelaci cévni

stény (Adorini et al. 2012, Carr a Reid 2015, Hollman et al. 2012).
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Homeostdza zlucovych kyselin

V jatrech FXR sniZuje syntézu zlucovych kyselin a to tak, ze podporuje transkripci
SHP (maly heterodimericky partner, z angl. small/short heterodimer partner), ktery vystupuje
jako represor konverze cholesterolu na Zzlu€ové kyseliny prostfednictvim downregulace
exprese enzymil ucastnicich se syntézy zluCovych kyselin, tedy klicového CYP7AI
(cholesterol 7a-hydroxylaza, cytochrom P450 isoforma 7A1) a CYP8B1 (sterol
12a-hydroxylaza, cytochrom P450 isoforma 8B1) (viz Obr. 1). FXR také podporuje uvolnéni
lidského fibroblastového ristového faktoru 19 (FGF19, z angl. fibroblast growth factor 19) do
stieva, ten odtud postupuje do jater a vaze se na FGF4 receptor (FGF4R, z angl. fibroblast
growth factor 4 receptor) nachazejici se na bunééném povrchu hepatocytli, snizuje expresi
CYP7AL1, a tim potlacuje syntézu zlucovych kyselin (viz Obr. 1) (Calkin a Tontonoz 2012,
Fiorucci et al. 2009, Hollman et al. 2012, Pavek et al. 2012).

Zludové kyseliny jsou, diky amfipatickym vlastnostem, toxické ve vysokych
koncentracich. FXR sniZuje toxicitu Zlu€ovych kyselin v jatrech prostfednictvim zvySeni
exprese enzymi modifikujicich zluové kyseliny — jednd se o SULT2A1 (sulfotransferaza
2A1), UGT2B4 (z angl. UDP-glucuronosyltransferase 2B4) a CYP3A4 (cytochrom P450
isoforma 3A4) (viz Obr. 1). UGT2B4 a SULT2A1 zabezpecuji v jatrech glukuronidaci
a sulfataci Zlu€ovych kyselin a ¢ini je vice hydrofilnimi, méné biologicky aktivnimi a snadnéji
vylucitelnymi (Calkin a Tontonoz 2012, Fiorucci et al. 2009, Hollman et al. 2012).

Zlugové kyseliny jsou pred vyloudenim do Zluéi konjugovany s glycinem ¢&i taurinem,
FXR usnadiiuje konjugaci Zlucovych Kyselin prostiednictvim zvySeni exprese enzymil
BACS (z angl. bile acid-CoA synthetase) a BAAT (z angl. bile acid-CoA : amino acid
N-acetyltransferase) (viz Obr. 1) (Calkin a Tontonoz 2012).

FXR podporuje export Zlucovych Kkyselin z hepatocytii do Zlucovych kanalkt
prostiednictvim indukce transkripce exportni pumpy pro zlu¢ové kyseliny BSEP (z angl. bile
salt export pump) a transportniho proteinu MRP2 (z angl. multidrug resistance-associated
protein 2) a zvySuje export fosfolipidii prostfednictvim zvySeni exprese genu mnohocetné
rezistence k Iékim 3 MDR3 (z angl. multi-drug resistance gen 3) (viz Obr. 1) (Calkin
a Tontonoz 2012, Fiorucci et al. 2009, Hollman et al. 2012).

Ve sttevé FXR snizuje absorpci Zlucovych kyselin prostiednictvim downregulace
transportéru ASBT (z angl. apical sodium-coupled bile salt transporter), podporuje pohyb
zluCovych kyselin napfi¢ enterocyty diky iledlnimu vazebnému proteinu zlu¢ovych kyselin
IBABP (z angl. ileal bile acid-binding protein) a stimuluje navrat Zlucovych Kyselin do

jater prostfednictvim zvySeni exprese transportérii OSTa a OSTP (z angl. organic solute
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transporters o a B), které se podili na jejich enterohepatalni cirkulaci (viz Obr. 1) (Calkin
a Tontonoz 2012, Hollman et al. 2012).

FXR déle sniZuje uptake Zlu¢ovych kyselin do hepatocyti kvili negativni regulaci
transportniho proteinu OATP (z angl. organic anion transporting polypelptide) a sodik-

dependetniho taurocholatového kotransportniho proteinu NTCP (z angl. natrium-taurochlorat

cotransporting polypeptide) (viz Obr. 1) (Calkin a Tontonoz 2012, Fiorucci et al. 2009,
Hollman et al. 2012).

Hepatocyt

i | fsUlTzar b Syntéza Hlugovych kyselin
: T UCT2B4 CYP7A1, 4 CYP8B1Y,
' T CYP3A4 5

4 ijgenze _\I" ¢ | Modifikace a sekrece | /BacS) L A I
3P : , Zluéovych kyselin BAAT
y : Flucové .
| BSEP) Soli Zludovych FGF4R'
J kyselin -

* Enteto-
(L hepaticka
b

| Zluénik »
. cirkulace

Strevo Entero
eyt IBABP

Og'r FGF15
T FGF19

—

“ Ak Abrc;spce ;:/ (

Obr. 1 FXR reguluje cilové geny ucastnici se metabolismu Zlu¢ovych Kkyselin, cholesterolu, lipidua
a glukézy. Aktivovany farnesoidni X receptor (FXR) zprostiedkovava indukci (1), ¢i represi (]) cilovych gent.
Vysvétlivky: ASBT (apical sodium-coupled bile salt transporter), BAAT (bile acid-CoA : amino acid
N-acetyltransferase), BACS (bile acid-CoA synthetase), BSEP (exportni pumpa pro Zlu¢ové kyseliny), CYP3A4
(cytochrom P450 isoforma 3A4), CYP7A1 (cytochrom P450 isoforma 7A1), CYP8BI1 (cytochrom P450
isoforma 8B1), FAS (syntdza mastnych kyselin), FGF15 (fibroblastovy ristovy faktor 15), FGF19 (fibroblastovy
rustovy faktor 19), FGF4R (fibroblast growth factor 4 receptor), G6Pase (glukdza-6-fosfataza), IBABP (ilealni
vazebny protein zluCovych kyselin), MDR3 (gen mnohocetné rezistence k lékim 3), MRP2 (multidrug
resistance-associated protein 2), NTCP (sodik-dependetni taurocholatovy kotransportni protein), OATP (organic
anion transporting polypelptide), OSTa (organic solute transporter o), OSTP (organic solute transporter ),
PEPCK (fosfoenolpyruvatkarboxykinaza), SREBP-1C (sterolregulatory element-binding protein 1C), SULT2A1
(sulfotransferaza 2A1), UGT2B4 (UDP-glucuronosyltransferase 2B4). Modifikovano dle: Calkin a Tontonoz
2012.
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Homeostaza glukozy

FXR receptor také hraje dulezitou roli v metabolismu glukézy. V jatrech FXR
potlacuje glukoneogenezi prostfednictvim downregulace dvou klicovych enzymt pii syntéze
glukozy:  fosfoenolpyruvatkarboxykindzy = PEPCK (z angl. phosphoenolpyruvate
carboxykinase) a glukdza-6-fosfatdzy (G6Pase, z angl. glucose-6-phosphatase) (viz Obr. 1)
(Calkin a Tontonoz 2012, Hollman et al. 2012).

FXR také indukuje syntézu glykogenu v jatrech tak, ze zvysuje fosforylaci glykogen
syntazy kindzy 3o (GSK3a, z angl. glycogen synthase kinase 3a), rozhodujicitho enzymu
v syntéze glykogenu. Modulace homeostazy glukézy prostiednictvim FXR byla také popsana
1 na urovni produkce inzulinu a inzulinové senzitivity (Hollman et al. 2012, Modica et al.

2010).

Homeostaza triglyceridu a lipidi

Aktivovany FXR sniZuje plazmatické hladiny triglyceridi tak, Ze potlacuje
lipogenezi v jatrech cestou inhibice exprese transkripéniho faktoru SREBP-1C (z angl.
sterolregulatory element-binding protein 1C) a syntdzy mastnych kyselin FAS (z angl. fatty
acid synthase) (viz Obr. 1). FXR také pfispiva ke snizeni hladiny triglyceridli prostfednictvim
inhibice lipoproteinové lipazy LPL (z angl. lipoprotein lipase), jejiZ interakce s lipoproteiny
o velmi nizké hustot¢ VLDL (z angl. very low density lipoprotein) a chylomikrony vedou
k uvolnéni triglyceridli. K inhibici LPL dochdzi na zékladé FXR pozitivni regulace exprese
apolipoproteinu C-II (ApoC-II) a negativni regulace exprese apolipoproteinu C-III
(ApoC-III). S redukci hladiny triglyceridi je také spojena FXR indukce exprese receptoru pro
lipoproteiny o velmi nizké hustot¢ VLDLR (z angl. very low density lipoprotein receptor),
transportniho proteinu pro fosfolipidy PLTP (z angl. phospholipids transfer protein)
a apolipoproteinu E (ApoE) (Calkin a Tontonoz 2012, Hollman et al. 2012, Modica et al.
2010).

FXR receptor sniZuje plazmatické hladiny HDL-cholesterolu prostiednictvim
pozitivni regulace exprese PLPT zodpovédného za transfer fosfolipidii a cholesterolu z LDL
(lipoproteiny o nizké hustoté, z angl. low density lipoproteins) do HDL (lipoproteiny
o vysoké hustoté, zangl. high density lipoproteins) a potlaenim exprese jaternich
lipoproteinii, jako jsou napi. ApoE, apolipoprotein C-I (ApoC-I) a apolipoprotein C-IV
(ApoC-1V), které se ucastni vychytdvani HDL jatry a jsou hlavnimi aktéry v clearance HDL
cholesterolu (Modica et al. 2010).
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Receptor FXR (stejné jako ostatni nuklearni receptory) se povazuje za ligandem
aktivovany transkripéni faktor, nebot” schopnost receptoru modulovat transkripci cilovych
genit (genomicky efekt) je indukovana vazbou ligandu na receptor. Nicméné¢ NR nejsou
pouze transkripénimi faktory vzdy ukotvenymi v bunééném jadru. Subcelularni lokalizace
nuklearnich receptorti se 1isi: 1 kdyz nékteré jsou povazovany za vyhradné jaderné, mnoho
znich (véetné FXR) kyvadlové putuje mezi jadrem a cytosolem, piicemz podil vyskytu
v jadfe je variabilni a obvykle se zvySuje po vazbé ligandu. Konformacni zmény NR
indukované vazbou ligandu mohou také podporovat jejich separaci z cytosolovych chaperontl,
fosforylaci a homo- nebo hetero-dimerizaci, coz spolu dohromady zvySuje vazbu na ptislusné
responzivni elementy (Ordonez-Moran a Munoz 2009, Dufer et al. 2012).

I presto, Ze u vétsSiny svych piimych cilovych genii NR zvysuji transkripcni rychlost,
jaderné receptory mohou rovnéz inhibovat genovou expresi, a to bud’ pfimo prostfednictvim
pfimé vazby na negativni responzivni element (represe) a nebo nepiimo prostfednictvim
antagonizace dalSich transkripCnich faktorii cestou fyzikéalni interakce nebo interference
s jejich regulatory (transreprese), jako je tomu v pfipadé antagonismu aktivacniho proteinu 1
(AP-1) a nukledrniho faktoru kappaB (NF«xB). K regulaci cilovych genit FXR miize takeé
dochazet prostfednictvim cilového genu pro sirotéi nuklearni receptor nazyvany maly
heterodimericky partner (SHP, z angl. small/short heterodimer partner). SHP je atypicky
jaderny receptor, nebot’ mu chybi DNA-vazebnd doména a jeho hlavni funkci je represe
ostatnich nuklearnich receptort prostiednictvim kompetice s jejich koaktivatory. K nejvyssi
expresi SHP dochézi v jatrech. Prostfednictvim téchto odliSnych mechanismt jsou ligandy
NR hlavnimi regulatory genové exprese u vyssich organismi modulujici transkripéni rychlost
nepfeberného mnozstvi gen zpisobem zéavislym na typu bunék (Fiorucci et al. 2009,
Ordonez-Moran a Munoz 2009, Pavek et al. 2012).

Jaderné receptory byly dlouhou dobu povazovany vyhradné za skupinu ligandem
regulovanych transkripénich faktorti ucinkujicim v bunéném jadre, pozdéji vSak byl, na
zéklad¢ rychlého tc¢inku ligandiit NR na bunécné urovni, objeven ucinek nezavisly na genové
expresi (non-genomicky efekt). Non-genomicky ucinek nepusobi aktivaci cilovych genil
receptoru, je vysledkem aktivity NR majicich U¢inek mimo bunééné jadro a zahrnuje
modula¢ni aktivitu iontovych kandli, kindz, fosfatdz a dalSich enzymt vyskytujicich se
v riznych typech bun¢k. Non-genomicky efekt byl také pozorovan u FXR receptoru.
Soucasné studie podporuji teorii, Ze non-genomicky a genomicky efekt se mize propojit

v charakteristickém mechanismu uc¢inku ligand NR tak, Ze non-genomicky efekt predstavuje
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signalni dradhu pozadovanou pro efekt na genomické trovni (Dufer et al. 2012, Gronemeyer et

al. 2004, Ordonez-Moran a Munoz 2009).

3.2. Struktura farnesoidniho X receptoru

FXR receptor sdili spoleCnou vSeobecnou strukturni organizaci s ostatnimi c¢leny
superrodiny nuklearnich receptor. FXR, stejné jako typicky nuklearni receptor, obsahuje
¢tyfi hlavni funkéni regiony: A/B region, neboli N-termindlni doménu (NTD), C region také
oznacovany jako DNA-vazebna doména (DBD, z angl. DNA-binding domain), D region (tzv.
hinge region) a E region neboli ligand-vazebnou doménu (LBD, z angl. ligand-binding

domain) (viz Obr. 2) (Pavek et al. 2005).

A
N- A/B c C

Vysoce Milo Vysoce
Konzervace konzervovany konzervovany konzervovany
Funkce - Ligand-nezavisla - Vazba na DNA - Flexibilni - Ligand-dependentni aktivaéni funkce AF-2
aktivaéni funkce - Dimerizace (maly ¢lanek - Vazba ligandu
AF-1 vyznam) - Jaderny - Vazba koregulatorii
- Interakce s kofaktory lokalizaéni - Dimerizace
- Allosterickéd signal - Jaderny lokaliza¢ni signal
modulace receptoru - Vazba na
- Stabilita receptoru DNA (maly
vyznam)

Obr. 2 Strukturni a funkéni organizace nuklearnich receptori. A) Schématické zobrazeni obecné struktury
region nukledrnich receptort. Jednotlivé regiony se oznacuji pismeny A/B, C, D a E ve sméru od N-konce po
C-konec. Pod jednotlivymi regiony je popséna jejich konzervace. Piiklady funkei, které charakterizuji jednotlivé
domény, jsou shrnuty v odrazkach pod pfislusnymi regiony. B) Zndzornéna je obecna prostorova a funkéni
organizace nuklearnich receptort pii vazbé na DNA-responzivni sekvenci (vyobrazenym ptikladem je komplex
receptoru HNF4a (hepatocytarni nuklearni faktor 4a) ve formé homodimeru s DNA). Riuzovou barvou je

zobrazena DNA-vazebnd doména (DBD), zelené je vyobrazen hinge region, oranzova barva charakterizuje
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ligand-vazebnou doménu (LBD), ¢ervenou barvou je zobrazen koaktivator a svétle zelenou barvou je vyobrazen
ligand. Vysvétlivky: AF-1 (aktivacni funkce 1), AF-2 (aktivaéni funkce 2), N (amino-konec), C (karboxy-
konec). Modifikovano dle: Yang et al. 2014, Aagaard et al. 2011.

A/B doména (NTD, N-terminalni doména) je nekonzervovanym a vysoce variabilnim
regionem NR jednak v primarni sekvenci, jednak v délce, kterd se pohybuje od méné nez 50
az po vice nez 500 aminokyselinovych zbytkli (viz Obr. 2 A). Obsahuje jeden konstitutivni
ligand-nezavisly transaktivacni region nazyvany jako aktivacni funkce 1 (AF-1) a nékolik
transaktivacnich autonomnich domén (AD), NTD se tedy podili na aktivaci receptorového
komplexu nezavisle na interakci LBD s ligandy. A/B doména se rovnéZ ucastni interakci
s kofaktory a mize mit idal$i funkce, jako je napft. allosterickd modulace receptoru c¢i
ovlivnéni na stability receptorového komplexu (Aagaard et al. 2011, Huang et al. 2010,
Robinson-Rechavi et al. 2003, Yang et al. 2014).

C doména neboli DNA-vazebnd doména (DBD, z angl. DNA-binding domain) se
nachazi v centralni ¢ésti receptoru a je spolu s LBD nejvice konzervovanym regionem NR
(viz Obr. 2). Vysoky stupen konzervace je zachovan jak v primarni sekvenci
aminokyselinovych  zbytkti, tak 1 ve struktufe. LBD se skldda pfiblizné
z 66 aminokyselinovych zbytkil a u celé fady NR, véetné FXR, byla objasnéna 3D struktura
DNA-vazebné domény, kdy zdklad tvofi dva zinkové prsty (Zn-I a Zn-II) a dva svislé
a-helixy (viz Obr. 3 a Obr. 5). Typickym znakem DBD jsou dva vysoce konzervované motivy
zinkovych prsti C-X2-C-X13-C-X2-C a C-X5-C-X9-C-X2-C (C — cysteinovy zbytek, X —
jakykoliv aminokyselinovy zbytek), tyto Ctyii cysteinové zbytky kazdého zinkového prstu
koordinaéné vazi jeden zine¢naty iont (Zn*") (Aagaard et al. 2011, Helsen et al. 2012,
Robinson-Rechavi et al. 2003).

Prvni a-helix (DNA rozpoznévaci helix) se utvaii mezi motivem dvou zinkovych prsti
a pfimo interaguje s velkym Zlabkem dvojSroubovice DNA (viz Obr. 2 B). Kratky motiv
aminokyselinovych zbytki zodpovédny za specifickou vazbu na piislusnou sekvenci DNA,
kterd se oznacuje jako responzivni element nukledrniho receptoru (NRRE, z angl. nuclear
receptor responsive element), v piipadé FXR receptoru na FXR-responzivni element (FXRE),
se nachdzi na prvnim o-helixu a nazyva se P-box (viz Obr. 3). P-box se také podili na
dimerizaci NR, v pfipad¢ FXR receptoru se svym dimerizatnim partnerem RXR (viz
Obr. 11 B). Druhy a-helix se nachazi ve svislé poloze mezi Zn-II a prvnim a-helixem, ¢imz
stabilizuje strukturu DBD a umoznuje tak receptoru interakci s DNA, nicméné tento druhy

a-helix nema specificky kontakt s DNA-responzivnimi elementy. Druhy zinkovy prst (Zn-II)
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obsahuje motiv nazyvany D-box (viz Obr. 3), ktery hraje roli v dimerizaci (Aagaard et al.

2011, Robinson-Rechavi et al. 2003).

Prvni zinkovy prst

@% Druhy zinkovy prst

Obr. 3 Strukturni organizace DNA-vazebné domény nuklearnich receptori. Zaklad DNA-vazebné domény
tvori dva zinkové prsty a dva o-helixy. Ctyfi cysteinové zbytky (C) kazdého zinkového prstu koordinatné vazi
jeden zineénaty iont (Zn™). Na prvnim a-helixu se nachazi motiv nazyvany P-box, ktery je zodpovédny za
specifickou vazbu na responzivni element nuklearniho receptoru, napf. na motiv 5'-AGGTCA-3’. Druhy
zinkovy prst obsahuje motiv nazyvany D-box. D-box i P-box se podili na dimerizaci. Vedle zékladu
DNA-vazebné domény je dilezitym faktorem pro vazbu na piislusné sekvence DNA také C-terminalni rozsiteni
(CTE). Vysvétlivky: A (argininovy zbytek), G (glycinovy zbytek), T (tyrozinovy zbytek), C (cysteinovy zbytek),
N (amino-konec), C (karboxy-konec). Modifikovano dle: Aagaard et al. 2011.

Prostiednictvim vazby na specifické sekvence DNA cilovych gent reguluji nuklearni
receptory transkripci. Tyto sekvence jsou zpravidla lokalizovany v regulacnich sekvencich
cilovych gentli, relativné blizko jadra promotoru a jsou typicky slozeny ze dvou
hexanukleotidovych repetic. Ackoli sekvence jednotlivych NRRE mohou byt velmi variabilni,
vSechny NR maji vysokou afinitu k jednomu ze dvou motivl: 5'-AGAACA-3" ¢i 5'-
AGGTCA-3" (A — argininovy zbytek, G — glycinovy zbytek, T — tyrozinovy zbytek, C —
cysteinovy zbytek) (viz Obr. 3). Tyto hexamerni elementy jsou od sebe oddéleny mezerou,
ktera je tvofena jednim, dvéma nebo tfemi (nejcastéji) nukleotidy. Obrazek 4 A, B, C
znazoriuje uspoiadéani, v jakém se NR mohou vazat na své responzivni elementy: piima
repetice (DR, z angl. direct repeat), invertovana repetice (IR, z angl. inverted repeat) nebo

evertovana repetice (ER, z angl. everted repeat). FXR/RXR heterodimer se vaze s nejveétsi
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afinitou na sekvenci 5'-AGGTCA-3" v usporadani IR-1, tedy v uspotadani invertované
repetice s mezerou tvorenou jednim nukleotidem. Nicméné heterodimer receptort FXR/RXR
se v men$i mife vaze formou invertované repetice (nejcastéji IR-1 a IR-0) i na dalsi elementy,
které se odliSuji v sekvenci hexanukleotidli a dale se vaze na své RE i formou piimé ¢i
invertované repetice. Mén¢ Casto se FXR vaze na své RE ve formé monomeru. Vazebné misto
pro monomer se skladd z jednoho hexanukleotidového motivu a navic z dalsi sekvence, ktera
se nachazi se pred hexamernim elementem a oznacuje se jako 5° rozsifeni (viz Obr. 4 D).
Jedna se napt. o motiv GATCCTTG-5"-AACTCT-3" (Aranda a Pascual 2001, Helsen et al.
2012, Laffitte et al. 2000, Wang et al. 2008).

A dimér - DR B dimér-1R C dimér-ER
I | 4 E——) ) ! (E—
5'-AGGTCA-3" 5-AGGTCA-3’ 3-ACTGGA-5" 5-AGGTCA-3" 5'-AGGTCA-3" 3'-ACTGGA-5"

D monomér

I E—

GATCCTTG 5°-AACTCT-3"

Obr. 4 Schématické znazornéni vazby nuklearnich receptort na své responzivni elementy DNA. Nuklearni
receptory ve formé dimerd se vazi na hexanukleotidovy motiv napt. 5'-AGGTCA-3" regulac¢nich sekvenci
cilovych gend v nasledujicim usporadani: A) Ptima repetice (DR); B) Invertovana repetice (IR); C) Evertovana
repetice (ER). D) Nuklearni receptory ve formé¢ monomert se vazi na motiv napi. GATCCTTG-5"-AACTCT-3’
regulacnich sekvenci cilovych geni, ve kterém se pfed hexaneukleotidovym elementem nachdzi motiv tzv.
5" rozsifeni. Vysvétlivky: A (argininovy zbytek), G (glycinovy zbytek), T (tyrozinovy zbytek), C (cysteinovy
zbytek), n (pocet nukleotidit).

Vedle zakladu DBD je dilezitym faktorem pro specifickou vazbu na piislusné
sekvence DNA také C-termindlni rozsifeni (CTE, z angl. C-terminal extension) (viz Obr. 3).
CTE je slozeno z 10-30 aminokyselinovych zbytkd, nasleduje po pln¢ konzervované ,,GM*
sekvenci (G — glycinovy zbytek, M — methioninovy zbytek) zdkladu DBD a je narozdil od
DBD vysoce variabilni naptic¢ NR (viz Obr. 5). Mnoho nuklearnich receptorit ma CTE motivy
prostfednictvim interakci s malymi zlabky DNA. DNA sekvence po strandch responzivnich
elementl se tedy podileji na selektivni vazbé nékterych NR na DNA. Navic pro receptory,
které tvoii dimer s RXR, tedy i FXR, mtize CTE formovat dimerizacni povrch zodpovédny za
rozmisténi vazebnych partnerii. U receptorli, které se vazi na DNA ve form& monomerd,
roz§ifuje CTE interakéni povrch, coz vysvétluje, pro¢ tyto receptory rozpoznavaji RE, které

jsou rozsahlejsi nez hexanukleotidovy motiv (Aagaard et al. 2011, Helsen et al. 2012).
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Obr. 5 Strukturni organizace DNA-vazebné domény nuklearnich receptori. A) Na obrazku je schématicky
znazornéna obecna struktura DNA-vazebné domény (DBD) a konzervace jednotlivych sekvenci: zéklad DBD,
tvofeny 66 aminokyselinovymi zbytky, je vysoce konzervovan, zatimco konzervace neni udrzena
v C-terminalnim rozsifeni (CTE), respektive hinge regionu. Vyobrazeny jsou jednotlivé funkéni motivy DBD,
které se podileji na vazbé na DNA a dimerizaci: prvni zinkovy prst (Zn I), P-box a prvni a-helix, D-box, druhy
zinkovy prst (Zn 1II), druhy o-helix a motivy bohaté na argininové zbytky (A). B) Vyobrazena je obecna
prostorova strukturni organizace zakladu DNA-vazebné domény se zndzornénymi jednotlivymi funkénimi
motivy. Vysvétlivky: ,,GM* (GM sekvence, G — glycinovy zbytek, M — methioninovy zbytek). Modifikovano
dle: Aagaard et al. 2011.

Selektivita FXR receptoru pro cilové specifické DNA-responzivni elementy je
ptedevsim kodovana prostiednictvim DBD, tedy DNA rozpoznavacimi helixy a vzorci pro
heterodimerizaci s RXR. DNA-responzivni elementy nakonec lokalizuji fyziologickou
odpovéd’ na ligandy do presného genetického programu, ktery je jak casové, tak i prostorove
tizeny (Aagaard et al. 2011; Huang et al. 2010).

D doména (hinge region) je malo konzervovand, nachazi se mezi DNA-vazebnou
doménou a ligand-vazebnou doménou a proptijéuje receptorim velkou flexibilu (viz Obr. 2).
Hinge region byl doneddvna povazovan pouze za flexibilni ¢lanek, ktery umoziuje DBD
a LBD zaujmout navzajem odliSnou orientaci a usnadnit tak vazbu na DNA RE (responzivni
element) a dimerizaci. Pozdé¢ji se ale ukazalo, Ze D doména pfispiva u mnoha NR
k receptorové funkci, nebot’ obsahuje sekvenci aminokyselinovych zbytki vazicich se do
malého zlabku DNA, ty jsou umistény C-termindlné k DBD a jsou oznacCovany jako
C-terminalni rozsifeni. CTE byva také v ne€kterych literarnich zdrojich, napt. dle Aagaard et

al. (2011), zmitlovano jako soucdst C domény (viz Obr. 5). Hinge region dale obsahuje
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jaderny lokaliza¢ni signal (NLS, z angl. nuclear localization signal), ktery mize piesahovat do
C domény (Aagaard et al. 2011, Huang et al. 2010, Robinson-Rechavi et al. 2003).

E region, neboli ligand-vazebna doména (LBD, z angl. ligand-binding domain) je
nejvetsi doménou, nebot’ se sklada z 200-300 C-terminalnich aminokyselinovych zbytki (viz
Obr. 2). Tento region je napifi¢ NR, véetné¢ FXR receptoru, vysoce konzervovany, jeho
sekundarni struktura je 1épe konzervovana (viz Obr. 6) nez primarni sekvence. E doména je
zodpovédna za mnoho funkci, které jsou vétSinou indukované vazbou ligandu. Jednd se
pfedevS§im o aktivacni funkci 2 (AF-2), kdy LDB interaguje s ligandy a zprostfedkuje tak
transkripcni aktivaci ligand-dependentnim zptisobem. LBD také obsahuje vazebna mista pro
koaktivatory ¢i koregulatory, dale tento region zprosttedkovava dimerizaci, obsahuje jaderny
lokalizacni signal a Casto obsahuje i represni funkce (Aagaard et al. 2011, Huang et al. 2010,

Robinson-Rechavi et al. 2003, Wallace a Redinbo 2013).

F
-

Pohled zepiedu Pohled zezadu

Obr. 6 Schématické znazornéni konzervace ligand-vazebné domény nukleirnich receptori. Sekundarni
strukturni prvky vyobrazené modie se fadi mezi konzervované Casti ligand-vazebné domény, zatimco bézova
barva charakterizuje nekonzervované strukturni prvky, které lemuji ligand-vazebnou kapsu. A) Pohled zeptedu.

B) Pohled zezadu. Modifikovano dle: Wallace a Redinbo 2013.

Vsechny NR vykazuji podobné strukturni vlastnosti LBD, ta se zpravidla sklada
z 11-13 o-helixit a 2—4 B-listi. LBD FXR obsahuje 12 a-helixt. a-helixy jsou uspotfadany do
globularni domény, které je oznacovana jako ,,tiivrstvy antiparalelni sendvic* (viz Obr. 7). Tti
dlouhé¢ helixy (H3, H7 a H10) tvoii vné&jsi dvé vrstvy, stiedni vrstva tvotfena helixy (HS, H6,
HS8 a H9) je ptitomna pouze v horni poloviné domény, tudiz tvoifi dutinu pro vazbu ligandu,
ktera se nazyva ligand-vazebna kapsa. Velikost této centralni hydrofobni kapsy se pohybuje
témet od nulového objemu (kdy je ligand-vazebnd kapsa vyplnéna vlastnimi hydrofébnimi
postrannimi fetzci receptoru) aZ po objem vétsi nez 1500 A’. Tvar a velikost ligand-

vazebnych kapes 1 jejich vnimavost k molekulam jsou vysoce indukovatelné. Nejvice
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C-termindlni segment amfipaticky helix H12, ktery je hlavnim architektonickym prvkem
spojenym s AF-2 funkci, miize podstoupit dramatické posuny v pozici jako odpoved’ na vazbu
ligandu do kapsy (viz Obr. 10). Dalsi a-helixy LBD mohou také podstoupit posuny v pozici,
ty jsou sice nepatrné, ale ptesto vyznamné, nebot’ mohou ovlivnit aktivaci receptoru (Aagaard

et al. 2011, Downes et al. 2003, Helsen et al. 2012, Huang et al. 2010, Yang et al. 2014).

Koaktivator

Vngjsi vrstva B

¢

Ligand-vazebn4 kapsa

Obr. 7 Prostorova strukturni organizace ligand-vazebné domény nuklearnich receptori. Ligand-vazebna
doména (LBD) je tvofena zpravidla 11-13 o-helixy, které se oznaduji jako H1-H13. , Tfivrstvy antiparalelni
sendvi¢®“ je sloZzen z dvou vnéjsich vrstev, které jsou tvofeny helixy H3, H7 a H10, stiedni vrstva je tvofena
helixy H5, H6, H8 a H9. Centralni hydrofilni kavita, do které se vaze ligand (vyobrazen zelenou barvou), se
nazyva ligand-vazebna kapsa. Koaktivatorovy protein je znazornén Cervené. Vyobrazenym piikladem je LBD
hepatocytarniho nukledrniho faktoru 4o ve form€ monomeru. Vysvétlivky: AF-2 (aktivacni funkce 2).

Modifikovano dle: Yang et al. 2014, Soisson et al. 2008.

Ackoliv je u FXR receptoru udrzena vysokd mira konzervace sekunddrnich
strukturnich prvkt LBD, sekundérni struktura LBD se podoba sekundarni struktuie E regionu
dalSich NR (viz Obr. 6): leva strana ligand-vazebné kapsy je prekryta pouze tzv.
alfa-helixovym vickem, jak je ukazdno na Obr. 8§ C. Naproti tomu u jinych NR se b&zné
vyskytuje tzv. beta-vladsenkové (z angl. beta-hairpin) vicko (viz Obr. 8 A, B). Tyto sekundarni
strukturni prvky pirekryvaji ligand-vazebnou dutinu a umoziuji jeji uzavieni. Ligand-vazebna
kapsa FXR se podoba t¢ od LXR (jaterni X receptor, z angl. liver X receptor) a VDR
(receptor pro vitamin D), jen je o poznani mensi, kompaktnéj$i a s témét tplnou hydrofobni

povahou (Wallace a Redinbo 2013).
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a alfa-helixové vicko

Obr. 8 Sekundarni strukturni prvky, které prekryvaji ligand-vazebnou kapsy a umozni jeji uzavieni.
A) Strukturnim prvkem, ktery umozni uzaviit ligand-vazebnou kapsu, je tzv. beta-vlasenkové (z angl.
beta-hairpin) vicko. Nachazi se napf. u receptoru pro vitamin D (VDR, vyobrazen zluté), jaterniho
X receptoru o (LXRa, zndzornén zeleng) a glukokortikoidniho receptoru (GR, vyobrazen modrou barvou).
B) Ligand-vazebnou kapsu uzavira tzv. beta-vlasenkové vicko a zaroven alfa-helixové vicko nachazejici se nad
beta-vlasenkovym vickem. Vyobrazenym piikladem je sirotCi receptor a spojeny s receptory pro kyselinu
retinovou (RORa). C) Ligand-vazebna kapsa je uzaviena pouze tzv. alfa-helixovym vickem, je tomu tak
u farnesoidniho X receptoru (FXR). Vysvétlivky: a2—7 (a-helixy 2-7), B1-2 (B-listy 1-2). Modifikovano dle:
Wallace a Redinbo 2013.

AF-2 funkce je lokalizovana na C-konci ligand-vazebné domény receptoru a oznacuje
se takto funkce NR spojovat se koaktivatorem. LBD vystupuje prostfednictvim AF-2 jako tzv.
molekularni ,,switch®, ktery fidi uvolnéni korepresorového proteinu a nasledny rekruitment
koaktivatoru, coz vede k transkrip¢ni aktivaci NR. Prvni krok aktivace NR je vyvolan vazbou
ligandu-agonisty, coz indukuje konformacéni zmény receptoru. Po navazani agonisty dochazi
ke zméné pozice C-termindlniho helixu H12 (je oznacovan také jako AF-2 helix, helix
aktivacni funkce 2) oproti zbytku LBD, a tim receptor ptechazi z ,,off* stavu do ,,on“ stavu
(viz Obr. 9). V aktivnim stavu je AF-2 helix lokalizovan pfi¢n¢ vic¢i helixim H3 a H11.
Helixy H3, H11 a H12 tedy formuji nabitou sevienou hydrofobni kavitu, nazyvanou jako
AF-2 misto, které specificky pfijimd obecny strukturni motiv pfitomny u vétSiny
koaktivatori. Tento motiv ma ustdlenou sekvenci LXXLL (L - leucinovy zbytek,
X —jakykoliv aminokyselinovy zbytek) a pifi vazbé na LBD receptoru zaujimd dvé otacky
a-helixu. LBD takto ptispiva k modulaci a podpoteni genové transkripce (Aagaard et al. 2011,

Huang et al. 2010, Nettles a Greene 2003, Yang et al. 2014, Zhang et al. 2006).
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Obr. 9 Konformace ligand-vazebné domény nuklearnich receptori v inaktivnim a aktivnim stavu.
A) ,,Off stav ligand-vazebné domény nastava v pfitomnosti antagonisty. Helix H12 se nachazi v inaktivni
pozici. B) Po navazani agonisty se helix H12 orientuje do ,,on“ stavu, kdy je lokalizovan pti¢né vici helixim H3
a H11. Helixy H3, H11 a H12 formuji sevienou kavitu, kterd vaze koativatoriiv motiv LXXLL (L — leucinovy

zbytek, X — jakykoliv aminokyselinovy zbytek). Modifikovano dle: Nettles a Greene 2003.

Antagonisté blokuji efekt agonisti prostiednictvim kompetitivni vazby do stejného
vazebného mista NR. Tudiz receptor s navazanym antagonistou je v inaktivnim stavu (viz
Obr. 9 A) a ptfednostné vaze korepresorové proteiny (viz Obr. 10), coz vede k represi genové
transkripce. Jako odpovéd’ na vazbu antagonisty (nebo u nekterych NR pii absenci agonisty)
zméni AF-2 helix pozici a formuje rozsadhly vazebny povrch, na ktery se vaze strukturni motiv
LXXXIXXX(L/T) (I — isoleucinovy zbytek) nazyvany jako korepresorovy nuklearni
receptorovy box (CoRNR box, z angl. corepressor nuclear receptor box), a ktery je pfitomny
u béznych korepresorti. CoRNR box je delsi nez LXXLL motiv koaktivatorovych proteint,
pii vazbé na LBD receptoru zaujima tfi otdCky a-helixu. Vazebné povrchy LBD pro CoRNR
box korepresori a LXXLL motiv koaktivatori se castecné piekryvaji, tudiz je vylouceno
navazani koaktivatoru a korepresoru zaroveil. Navic se vazebny povrch pro CoRNR box
nalézd vregionu, ktery je obvykle obsazeny AF-2 helixem v aktivni konformaci, coz
podporuje fakt, ze se korepresor nemuize na ligand-vazebnou doménu navazat, kdyz je LBD

v aktivnim stavu (viz Obr. 10) (Aagaard et al. 2011, Huang et al. 2010, Yang et al. 2014).
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Obr. 10 Funkce AF-2 helixu ligand-vazebné domény receptoru. AF-2 helix (helix aktivacni funkce 2, helix
H12) je zodpovédny za odpovéd’ na vazbu ligandu. A) ,,Off* stav ligand-vazebné domény (LBD): v pfitomnosti
antagonisty umoznuje pozice AF-2 helixu (znazornén cervené) vazbu korepresoru (vyobrazen oranzovou
barvou) prostiednictvim rozsahlého vazebného povrchu, ktery se nazyva korepresorovy nuklearni receptorovy
box (CoRNR box). B) ,,On“ stav LBD: Vazbou agonisty dochazi k pfesunu AF-2 helixu (vyobrazen ¢ervené€) do
takové pozice, kterd upfednostiluje vazbu koaktivatoru (zndzornén zelenou barvou). Navic v této pozici AF-2
helix obsazuje ¢ast vazebného povrchu pro CoRNR box, a diky tomu se nemuze korepresor na LBD navézat.

Modikovéno dle: Aagaard et al. 2011.

Konformacni flexibita AF-2 helixu umoziuje nukledrnimu receptoru rozpoznat
pritomnost vazby ligandu, jak agonisty, tak 1 antagonisty, a rekrutovat koaktivator nebo
korepresor tak, Ze v kone¢ném disledku urcuje transkripéni aktivaci nebo represi NR. Vazba
ligandu a ligandem-zprostiedkovany rekruitment kofaktoru jsou zasadni pro funkci
nuklearnich receptorii. LBD hraje klicovou roli v signalizaci NR, a proto byly pravé na LBD
zameteny studie struktury a LBD se stala hlavnim cilem pro vyzkum 1éciv (Yang et al. 2014).

Ligand-vazebna doména, vedle vazby ligandt, zprostiedkovava také dimerizaci, ktera
je rozhodujici v mnoha regulacnich procesech. Superrodina nuklearnich receptori je na
zaklad¢ svych dimerizacnich vlastnosti ¢lenéna do tfi tfid oznacovanych jako ,hormondlni
receptory* (tfida I), ,,adoptované sirotci receptory* (tfida II), mezi které patii FXR, a ,,sirot¢i
receptory” (tfida III) (viz Obr. 11). NR tfidy I se vazi na své pfislusné RE jako homodimery,
zpravidla ,,head to head” zplisobem (viz Obr. 11 A). Do této tidy patii klasické steroidni
hormonalni receptory, jako jsou naptf. androgenni receptor (AR), estrogenni receptory (ER),
glukokortikoidni receptor (GR), mineralokortikoidni receptor (MR), progesteronové receptory
(PR) a hepatocytarni nuklearni faktor 4o (HNF4a). Hormonalni receptory (s vyjimkou ER)
s nenavazanym ligandem se nachdzeji v cytoplazmé v komplexu s proteiny teplotniho Soku.

Vazba hormonu indukuje konformacni zmény, které vedou k disociaci tohoto komplexu
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a dochézi k transportu do jadra, kde se receptor vaze na svij pfislusny RE a aktivuje
transkripci cilovych genil (Aagaard et al. 2011, Helsen et al. 2012, Yang et al. 2014).

NR ttidy II se vazi na své ptislusné RE jako obligatni heterodimery s retinoidnim
X receptorem (RXR), zpravidla ,,head to tail” zplisobem (viz Obr. 11 B). RXR existuje pfi
absenci ligandu pfednostné ve form¢ inaktivniho homotetraméru a ten se po vazbé ligandu
rozpojuje za vzniku heterodimeru s ostatnimi NR. Do této skupiny se fadi endokrinni
receptory, jako jsou napi. receptory pro kyselinu retinovou (RAR, z angl. retinoic acid
receptors) a thyroidni receptory (TR), které jsou aktivovany hormondlnimi ligandy. Tyto
receptory se 1 pii absenci ligandu nachazeji predevSim v jadre, kde tvoii komplex
s korepresory a jsou navazany na své RE. Po vazb¢ ligandu dojde ke konformacnim zméndm,
coz vede k vytésnéni korepresoru z komplexu a naslednému rekruitmentu koaktivatoru. Tento
vznikly komplex vyvola transkripéni aktivaci cilovych gent. Tiida II také obsahuje
adoptované sirot¢i receptory jako jsou napft. farnesoidni X receptor (FXR), jaterni X receptory
(LXR, zangl. liver X receptors) a receptory aktivované peroxizOmovymi proliferatory
(PPAR, z angl. peroxisome proliferators-activated receptors). Tyto receptory se nachdzeji
primarné v jadfe, kde jsou aktivovany velkym mnoZstvim rtiznych lipofilnich metabolitti, od
hojné se vyskytujicich ligandii s nizkou afinitou az po méné casto se vyskytujici ligandy
s vysokou afinitou. Tato tfida také obsahuje receptory, jako jsou napft. receptor pro vitamin D
(VDR, zangl. vitamin D receptor), konstitutivni androstanovy receptor (CAR, z angl.
constitutive androstane receptor) a pregnanovy X receptor (PXR). Receptory tfidy II vystupuji
jako metabolické senzory regulujici genovou odpovéd v zavislosti na metabolickém stavu
builky (Aagaard et al. 2011, Helsen et al. 2012, Yang et al. 2014).

NR ttidy III se vazi na své piislusné RE jako monomery (viz Obr. 11 C) nebo jako
dimery. Do této skupiny patii predevSim sirotci receptory, pro které nebyl doposud nalezen
74dny endogenni ligand. Radi se sem napf. tzv. receptory spojené s estrogennimi receptory
(ERR, zangl. estrogen receptor-related receptors), steroidogenni faktor 1 (SF1), receptor
znam také pod oznacenim nervovy rustovy faktor I-B (NGFI-B, z angl. nerve growth factor
I-B) a receptor oznacovany jako RevErb. Zajimavé je, ze n€které NR funguji mnoha zptsoby,
napi. FXR se miize vdzat na DNA jako monomer i jako heterodimer, a neni vyjimkou, ze se
nékteré NR vazi na své RE ve form¢ monomeri, homodimeri i heterodimert (Aagaard et al.

2011, Helsen et al. 2012, Wang et al. 2008, Yang et al. 2014).
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Obr. 11 Rozdéleni nuklearnich receptori do tii tFid na zakladé dimeriza¢nich vlastnosti. Vazbou ligandu
na ligand-vazebnou doménu (LBD) se tvoii aktivovany receptorovy komplex, dochazi k rekruitmentu
koaktivatoru a vznika tak aktivovany transkripcni faktor, ktery se prostfednictvim DNA-vazebné domény (DBD)
vaze na pfislusny responzivni element nuklearniho receptoru (NRRE) a spousti expresi cilovych gend.
A) Nuklearni receptory tfidy I se vazi na DNA jako homodimery zpravidla ,head to head” zpiisobem. Radi se
zde androgenni receptor (AR), estrogenni receptory (ER), glukokortikoidni receptor (GR), mineralokortikoidni
receptor (MR), progesteronové receptory (PR) a hepatocytarni nuklearni faktor 40 (HNF4a). B) Nuklearni
receptory tiidy II se vazi na DNA jako heterodimery s retinoidnim X receptorem (RXR) zpravidla ,,head to tail
zpusobem. Patii zde receptory pro kyselinu retinovou (RAR), receptor pro vitamin D (VDR), thyroidni receptory
(TR), jaterni Xreceptory (LXR), konstitutivni androstanovy receptor (CAR), receptory aktivované
peroxizomovymi proliferatory (PPAR), pregnanovy X receptor (PXR) a farnesoidni X receptor (FXR).
C) Nuklearni receptory tiidy III se vazi na DNA jako monomery. Do této skupiny nalezi nervovy rustovy faktor
I-B (NGFI-B), receptor RevErb, receptory spojené s estrogennimi receptory (ERR) a steroidogenni faktor 1
(SF-1). Modifikovano dle: Aagaard et al. 2011, Yang et al. 2014.

Dimerizace NR je ptfedevsim zprostfedkovéna rozsahlym dimerizaénim povrchem
lokalizovanym v LBD. Jedna se o zbytky helixd H7, H9 a H10, kter¢ jsou v blizkosti smycek
promotoru cilovych geni L89 a L9-10. Vznikd tak sty¢nd plocha, kterd obsahuje sit’
komplementarnich hydrofobnich nabitych aminokyselinovych zbytka. Jejich hydrofobni
interakce hraji diilezitou roli v pozici a stabilizaci dimerd. Helix H11 se odklani z osy dimeru,
nebot’ je v kontaktu s ligandem, ktery takto miize modulovat orientaci H11 a nasledné ovlivnit
stabilitu dimeru. Na dimerizaci se rovnéz podili i DBD nuklearnich receptort (dimerizace
DNA-indukovana ¢i DNA-nezévisla). Zatimco LBD stabilizuje dimery (ligandem-indukovana
dimerizace), DBD pfispiva prostfednictvim utvareni homodimert, heterodimert ¢i monomert

k vybéru responzivnich elementli NR. Spolecnd vazba dimerti (homodimert, heterodimert)
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na DNA, ale na odlisné responzivni elementy, déld z dimerizace obecny mechanismus pro
zvySseni specificity a afinity k vazebnému mistu (Brelivet et al. 2012, Helsen et al. 2012, Yang
et al. 2014).

F region nuklearni receptory mohou, ale nemusi, obsahovat. Jednad se o koncovou
doménu na C-konci, jejiz sekvence je extrémné variabilni a jeji struktura i funkce je doposud

neznama (Robinson-Rechavi et al. 2003).

3.3. Vztah struktury farnesoidniho X receptoru a jeho funkce

K usnadnéni vyzkumu G¢innych ligandi FXR bylo potfeba objasnit detailni vztahy
struktury a funkce ligand-vazebné domény (LBD) receptoru a ligandi. Ligand-vazebna
doména funguje jako molekularni ,,switch®, kdy jsou vazbou pftislusného ligandu-agonisty
vyvolany dynamické konformaéni zmény, které vylsti v uvolnéni navazaného korepresoru
a v nasledny rekruitment koaktivatoru, coz vede k transkripéni aktivaci FXR. Z pohledu
nebot’ umoznuje receptoru interagovat s mnoha ligandy diky své vysoké flexibilité
a hydrofobni povaze. Strukturni analyza objasnila, Ze nékteré vlastnosti ligand-vazebné kapsy
ptispivaji k ligand-vazebné afinité¢ a specificité. Ligand-vazebni kapsa se jak tvarem, tak
i1 velikosti 1isi u rtiznych jadernych receptort, a diky tomu se nasledné odliSuji specifika
pojmuti ligandd. Napf. do malé ligand-vazebné kapsy receptoru o spojeného s estrogennimi
receptory (ERRa, z angl. estrogen receptor-related receptor o) pasuji pouze ligandy se
4-5 uhliky. Naproti tomu velka ligand-vazebna kapsa napft. pregnanového X receptoru (PXR)
umoznuje vazbu antibiotika rifampicinu, jednoho z nejvétsich ligandii nuklearnich receptort.
Ligand-vazebn4 kapsa LBD FXR m4 objem 726 A’ je tedy mensi neZ napt. ligand-vazebna
kapsa receptoru SXR (z angl. steroid and xenobiotic receptor) o velikosti 1150 A3, ale naopak
je vétsi, neZ napt. ta od retinoidniho X receptoru o. (RXRa) o velikosti 439 A* (Downes et al.
2003, Yang et al. 2014).

Ligand-vazebna kapsa FXR je sloZzena z29 aminokyselinovych zbytkd, jejichz
chemické vlastnosti umoznuji interakce s ligandy. Aminokyselinové zbytky jsou, dle
vlastnosti, rozdéleny na hydrofobni, hydrofilni, bazické, kyselé, cysteinové a glycinové (viz
Obr. 12). Ligand-vazebna kapsa FXR je ptfedevSim hydrofébni povahy, uplatiiuji se ale
i polarni a dalsi aminokyselinové zbytky (Wallace a Redinbo 2013).
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Obr. 12 Detail ligand-vazebné kapsy farnesoidniho X receptoru. Aminokyselinové zbytky jsou, dle
vlastnosti, rozdéleny na hydrofobni (oranzové), hydrofilni (zelené), bazické (modré) a glycinové (bilé). Jak je
vidét i v tabulce 3.1, ligand-vazebna kapsa je pfedevs§im hydrofobni povahy, uplatituji se ale i polarni a dalsi

aminokyselinové zbytky. Modifikovano dle: Wallace a Redinbo 2013.

Ve snaze identifikovat molekuldrni determinanty spojené s vazbou ligandd,
rekruitmentem koaktivatori a expresi cilovych genti byla vroce 2003 objevena
krystalografickd struktura ligand-vazebné domény FXR v komplexu s riznymi ligandy. Diky
tomu byly objasnény mnohé otazky tykajici se strukturniho upotfddani LBD i mechanismu
pfijiméani ligandl a koaktivatorii. Bylo zjisténo, Ze LBD FXR ma vysoce konzervovanou
strukturu, nicméné vykazuje tfi charakteristické vlastnosti: 1) Zlu¢ové kyseliny se vazi svou
steroidni kostrou na FXR obracen¢ oproti jinym steroidnim ligandim pfislusnych NR;
2) helix HI12 je stabilizovan ZluCovymi kyselinami (agonisty) v aktivni konformaci.
Stabilizaci aktivni konformace zprosttedkovava tzv. n-kationtovy aktivacni ,,switch* tvofeny
triadou aminokyselinovych zbytkl tyrozinu, histidinu a tryptofanu; 3) LBD FXR obsahuje
idruhé koaktivator-vazebné misto oproti ostatnim NR. VSechny tyto tii charakteristické

vlastnosti maji vyznamné funk¢ni nasledky (Constantino et al. 2005, Nettles a Greene 2003).

Zlucové kyseliny se vazi svou steroidni kostrou na FXR obrdcené

Pracovni skupinou Downes et al. (2003) byla identifikovana struktura LBD FXR v komplexu
s CDCA (chenodeoxycholova kyselina, z angl. chenodeoxycholic acid), dal§imi endogennimi
zluovymi kyselinami a nesteroidnim ligandem fexaraminem. Nezavisle na tom védecka
skupina Mi et al. (2003) objasnila strukturu LBD FXR v komplexu se dvéma analogy
zlucovych kyselin 6-ECDCA (6a-ethyl-CDCA) a 3-deoxy-CDCA. Tyto strukturni studie
ukazaly, ze Zlucové kyseliny obsazuji ligand-vazebnou kapsu svym steroidnim jadrem, které
je orientovano obracené neZ u ostatnich steroidd. Kruh A Zlucovych kyselin smétuje

k C-terminalnimu helixu 12 (H12, AF-2 helix) receptoru. Tato orientace byla neocekdvana,
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nebot’ napf. testosteron, estrogen, glukokortikoidy, mineralokortikoidy a progesteron jsou
orientovany opacéné, tedy tak, ze k helixu 12 jejich ptislusného receptoru sméfuje jejich kruh
D a jejich kruh A je orientovan hluboko v ligand-vazebné kapse (viz Obr. 13) (Downes et al.
2003, Huang et al. 2010, Mi et al. 2003).
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Obr. 13 Prostorova orientace steroidnich zaklada ligandi p¥i vazbé na nuklearni receptory. Pohled na
ligand-vazebné interakce steroidnich zakladl testosteronu, estrogenu, glukokortikoidi, mineralokortikoidd

a progesteronu s piislusnymi nukledarnimi receptory, tedy s androgennim receptorem (AR), estrogennimi
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receptory (ER), glukokortikoidnim receptorem (GR), mineralokortikoidnim receptorem (MR)
a progesteronovymi receptory (PR) ukazuje, Ze jejich kruh A je orientovan hluboko v ligand-vazebné kapse
receptoru a jejich kruh D sméfuje k helixu 12. Zndzornéni orientace steroidni kostry zlucovych kyselin
(vyobrazena je 6-ethyl-chenodeoxycholova kyselina) v ligand-vazebné kapse farnesoidniho X receptoru (FXR)
ukazuje, Ze tato orientace je oproti ostatnim jadernym receptorim opacnd, nebot’ kruh A zluCovych kyselin
smétuje k helixu 12. Cervenou barvou jsou zndzornény vodikové vazby mezi OH-skupinami ligand@ a polarnimi
postrannimi fetézci aminokyselin ligand-vazebné kapsy. Carkované jsou vyobrazeny van der Waalsovy sily.
Vysvétlivky: Beta 1 (beta list 1), beta 3 (beta list 3). Pismena oznacuji zbytky nasledujicich aminokyselin:
A (alanin), C (cystein), E (kyselina glutamova), F (fenylalanin), G (glycin), H (histidin), I (isoleucin), L (leucin),
M (methionin), N (asparagin), Q (glutamin), R (arginin), S (serin), T (threonin), Y (tyrozin), V (valin),
W (tryptofan). Modifikovano dle: Huang et al. 2010.

Zlu¢ové kyseliny jsou amfipatické steroidy. Fyzikalné-chemické vlastnosti steroidni
kostry Zlu¢ovych kyselin jsou nezbytné k formaci jedné konvexni (vypouklé) hydrofobni
strany a druhé konkéavni (duté) hydrofilni strany. Steroidni kostra Zluovych kyselin nema
plochou strukturu diky atomu vodiku orientovanému v B-konfiguraci v poloze C-5 (viz Obr.
14). Tento substituent zpisobi to, ze spojeni kruhli A a B je v poloze cis, a diky tomu kruh A
lezi mimo rovinu kruht B, C a D. Diky tomu je vzdalenost mezi OH-skupinou na uhliku C-3
v poloze a a karboxylovou skupinou v poloze C-24 podstatné kratsi, nez je délka obrysu
molekuly, a diky tomu maji zlu€ové kyseliny zaobleny profil, ktery jim umoZziuje tésné
zapadnout do kapsy FXR (viz Obr. 13 a Obr. 14). Obrazky 13 a 14 ukazuji, jak se spolu
doplnuje tvar FXR ligand-vazebné kapsy a neplanarni kostra Zlucovych kyselin. Ligand-
vazebna kapsa FXR vyuzivd rovnéz amfipatickych vlastnosti zlucovych kyselin
k rozpoznavani jejich molekul. Primérni a sekunddrni zlu¢ové kyseliny maji dvé zietelné
strany — stranu a a . Na strané o jsou navazany hydroxylové skupiny v poloze C-3a, C-7a
a C-12a, zatimco strana f je slozena z uhlovodikového povrchu methylovych skupin v poloze

C-18 a C-19 (viz Obr. 14) (Mi et al. 2003).
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Obr. 14 Orientace steroidni kostry a vazebné interakce pri vazbé Zlucovych Kyselin do ligand-vazebné
kapsy farnesoidniho X receptoru. Na ptikladu 6-ethyl-chenodeoxycholové kyseliny (6-ECDCA) je ukéazano,
ze steroidni kostra Zlu¢ovych kyselin nema plochou strukturu, ale kruh A lezi mimo rovinu kruhtt B, C a D.
Zlu¢ové kyseliny maji dvé strany — stranu o a B. Na stranu o 6-ECDCA jsou navazany hydroxylové skupiny
v poloze C-3a a C-7a, strana B je slozena z uhlovodikového povrchu methylovych skupin v poloze C-18 a C-19.
Dale jsou znazornény vazebné interakce zlucovych kyselin a ligand vazebné kapsy farnesoidniho X receptoru
(FXR). Cervenou barvou jsou znazornény vodikové vazby mezi OH-skupinami a polarnimi postrannimi fetézci
aminokyselin ligand-vazebné kapsy. Carkovang jsou vyobrazeny van der Waalsovy sily. Vysvétlivky: Loop 1
(smycka 1). Pismena oznacuji zbytky nasledujicich aminokyselin: A (alanin), E (kyselina glutamova),
F (fenylalanin), H (histidin), I (isoleucin), M (methionin), R (arginin), S (serin), Y (tyrozin), W (tryptofan).
Modifikovano dle: Mi et al. 2003.

Obrazky 13 a 14 ukazuji, Ze jak steroidni kostra Zluovych kyselin, tak i ligand-
vazebna kapsa postradd dostatecny pocet donort a akceptorti vodikovych vazeb na to, aby
byly zluové kyseliny plné rozliSeny od jinych steroidnich hormond. Namisto toho se
u ligand-vazebné kapsy FXR vyvinul systém rozpoznavani zluCovych kyselin na zaklad¢
jejich jedinecného neplanarniho tvaru a amfipatickych fyzikalné-chemickych vlastnosti.
Mechanismus rozpoznavani na zaklad€ tvaru a fyzikalné-chemickych vlastnosti vyuZzivany
u FXR pro vazbu ligandl v podstaté znemozituje vSem ostatnim steroidim a metabolitim
cholesterolu aktivovat tento receptor. Napft. estrogeny maji aromaticky kruh A, a proto u nich
neni moznd cis-trans izomerie na uhliku C-5. Progesteron, testosteron, aldosteron
a glukokortikoidy maji v kruhu B dvojnou vazbu v poloze 5, a tudiZ nemaji vodik v poloze
C-5B potiebny pro orientaci spojeni kruhtt A/B do polohy cis. Navic, vedle odlisné prostorové
struktury, neméa zadna z téchto molekul amfipatické vlastnosti, spojené¢ s o a B stranami

zlucovych kyselin, které jsou urcujici pro jejich biologickou funkci a umoznéni vazby na
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FXR. Charakteristické prostorové usporadani zluCovych kyselin umoziuje jejich typicky
cis-orientovanému kruhu A prevést FXR receptor do aktivovaného stavu prostfednictvim tzv.
n-kationtového aktivacniho ,,switch®, ktery je lokalizovan hluboko v ligand-vazebné kapse

(Mi et al. 2003).

Helix HI2 je stabilizovan Zlucovou kyselinou v aktivni konformaci, tuto stabilizaci
zprostredkovava tzv. n-kationtovy aktivacni ,, switch *

Zlu¢ové kyseliny jsou v ligand-vazebné kapse FXR obklopeny helixy H3 a H7
a vyznamné se uplatiuje i kontakt s helixy H5, H6, H10/11 a H12. Po navazani zlucovych
kyselin (agonistil) do ligand-vazebné kapsy FXR dochazi ke zméné€ pozice helixu H12 do
aktivni konformace tak, Ze je orientovan naproti helixim H3, H4 a H10/11. Tato konformace
receptoru reprezentuje aktivovany stav, kdy posunem HI12 vznikne prostor pro vazbu
koaktivatoru. H12 takto umoziiuje stabilni interakce mezi receptorem a koaktivatorem. H12 se
dostava do své pozice prostfednictvim tvorby vodikovych vazeb mezi hydroxylovou skupinou
v poloze C-3a (pfitomnou u vSech ptirozené se vyskytujicich zZlucovych kyselin) a kyslikem
aminokyselinovych zbytki H444 (histidinovy zbytek) helixu H10/11 a Y358 (tyrozinovy
zbytek) helixu H7 (viz Obr. 14). Mi et al. (2003) objasnili, ze u zlu¢ovych kyselin, které maji
hydroxylovou skupinu i v poloze C-7a, napf. uchenodeoxycholové kyseliny, se tvofi
vodikové mustky mezi touto OH-skupinou a tyrozinovym zbytkem Y366 helixu 7 (viz Obr.
14). Huang et al. (2010) navic popisuji 1 vodikovy mustek mezi serinovym zbytkem S329
helixu 5 a touto OH-skupinou (viz Obr. 13). Vodikové vazby se také tvoii mezi OH-skupinou
karboxylu a argininovym zbytkem R328 helixu HS (viz Obr. 14). Znalost vazebnych interakci
mezi ligand-vazebnou kapsou a lithocholovou kyselinou (LCA, z angl. lithocholic acid) ¢i
deoxycholovou kyselinou (DCA, z angl. deoxycholic acid) poskytuje vysvétleni pro jejich
parcialn¢ agonistické vlastnosti. Tyto zlucové kyseliny postradaji hydroxylovou skupinu
v poloze C-7, netvoii tedy v této poloze vodikové mistky, néasledkem toho nedochazi
k ptremosténi helixtt H3 a H7 tak pevné, jako u CDCA, coz v kone¢ném dusledku ovlivni
stabilizaci helixu H12 v aktivni poloze. Nepfitomnost této OH-skupiny na kruhu B u LCA
a DCA snizuje jejich afinitu k FXR receptoru. Kyselina ursodeoxycholova (UDCA, z angl.
ursodeoxycholic acid) nema pfiliS velky aktivacni U¢inek na FXR, pfestoze ma dvé
hydroxylové skupiny v poloze C-3a a C-7B. OH-skupina na uhliku 7 je (oproti CDCA)
orientovana v poloze B, coz vede k formaci vice oteviené¢ ligand-vazebné kapsy. Toto
uspofadani nasledné ovliviiuje optimdlni pozici HI2 a vysledkem je parcidlni inhibice

koaktivatorové interakce. Ligand-vazebnd kapsa nema Zadné polarni postranni fetézce, které
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by mohly vazat hydroxylovou skupinu zlucovych kyselin v poloze C-12a, a proto je vazba
Vedle vodikovych mustkl se pii vazb¢ liganda do ligand-vazebné kapsy uplatiiuji 1 van der
Waalsovy sily (viz Obr. 14) (Constantino et al. 2005, Downes et al. 2003, Huang et al. 2010,
Mi et al. 2003).

Zlu¢ové kyseliny se b&Zné vyskytuji v konjugované formé s glycinem &i taurinem. Na
zéklad¢ studii krystalové struktury bylo zjisténo, ze karboxylovy konec Zlu¢ovych kyselin je
orientovan smérem ke vstupu do ligand-vazebné kapsy LBD, coz vysvétluje, proC si
konjugované zlu¢ové kyseliny zachovavaji schopnost aktivovat FXR. Karbonylovy kyslik na
uhliku C-24 u konjugovanych, stejné¢ jako u volnych zlucovych kyselin, formuje vazbu
s argininovym zbytkem R328 LBD FXR (Fujino et al. 2004; Modica et al. 2010).

VSechny pfirozené se vyskytujici zlu€ové kyseliny maji 3a-hydroxylovou skupinu na
kruhu A, kterd sice tvofi vodikové mustky s aminokyselinovymi zbytky ligand-vazebné
kapsy, ale pfimo neinteraguje s helixem H12. Hydroxylova skupina v poloze C-3a tedy sama
o sob¢ neni dostateCnd, a ani nezbytnd, ke stabilizaci helixu H12 do aktivni konformace. Jak
ukazuje obrazek 14, kruh A Zlucovych kyselin a 3a-hydroxylova skupina jsou orientovany
smérem k helixu H12, kde 3a-hydroxylova skupina tvoii vodikové mustky s histidinovym
zbytkem H444 na helixu H10/11 a kruh A prostfednictvim van der Waalsovych sil interaguje
tryptofanovym zbytkem W466, jedinym zbytkem helixu H12 nachéazejicim se v bezprostiedni
blizkosti ligandu. Tyto dva aminokyselinové zbytky funguji jako spoustéci mechanismus
aktivace FXR receptoru prostfednictvim formace m-kationtové interakce mezi indolovym
kruhem W466 (m-elektronovy systém) a kationtem na postrannim fetézci kolmo
orientovaného H444. Kruh A ZluCovych kyselin dale pfiléhd na tyrozinovy zbytek Y358
helixu H7, ktery dale vymezuje pozici H444 (viz Obr. 15). Tato n-kationtové interakce byla,
vedle FXR, popsana i u znacného poctu nuklearnich receptort jako molekularni ,,switch* pro
aktivaci receptoru, kdy ligand neni v pfimém kontaktu s H12, a receptor tak podléhad nepiimé
aktivaci AF-2 helixu. Naproti tomu, né¢které ligandy pfimo kontaktuji, a stabilizuji tak helix
H12 FXR receptoru. Za nepfitomnosti ligandu neni m-kationtova interakce mezi H444
a W466 stabilizovana, a helix HI12 tak nemlze byt orientovan do aktivni pozice. Tento
mechanismus vysvétluje, pro€ pfitomnost agonisty je tedy nutnd pro naslednou vazbu

koaktivatoru (Constantino et al. 2005, Huang et al. 2010, Mi et al. 2003).
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Obr. 15 n-kationtovy aktivacni ,switch®“ zprostiedkovava ligandem indukovanou stabilizaci aktivni
konformace farnesoidniho X receptoru. 3o-hydroxylova skupina ZluCovych kyselin (modfe vyobrazenym
piikladem je 3-deoxy-chenodeoxycholova kyselina, zelené je zndzornéna 6-ethyl-chenodeoxycholova kyselina)
se vaze vodikovym mistkem na histidinovy zbytek (H444) a van der Waalsovymi silami na tryptofanovy
(W466) a tyrozinovy (Y358) zbytek. Mezi H444 a W466 vznikaji m-kationtové interakce, které stabilizuji
helix 12 (H12) v aktivni konformaci. Vysvétlivky: H7—12 (helixy 7—12). Modifikovano dle: Mi et al. 2003.

LBD FXR obsahuje i druhé koaktivator-vazebné misto

Prekvapivym zjisténim bylo, ze FXR muze vézat dva koaktivatory zaroven (viz Obr.
16), nebot’ LBD FXR obsahuje vedle prvniho AF-2 vazebného mista pro koaktivator 1 druhé
koaktivator-vazebné misto, které je lokalizovano na helixu H3, pfimo sousedi s prvnim
vazebnym mistem a je k nému orientovano antiparalelnim zptsobem (viz Obr. 17 B). Toto
druhé vazebné misto obsahuje rovnéz hydrofobni tsek homologni k motivu LXXLL
koaktivatorovych proteinii (Constantino et al. 2005, Nettles a Greene 2003, Zhang et al.
2006).

Prvni koaktivator

Helix H12

Ligand Druhy koaktivétor

Obr. 16 Schématické znazornéni ligand-vazebné domény FXR za pritomnosti dvou koaktivatoru. Ligand
vazebna doména farnesoidniho X receptoru (FXR) obsahuje dvé vazebna mista pro koaktivatorové proteiny,
prvni koaktivator je zobrazen zelené, druhy koaktivator fialové, ¢ervenou barvou je vyobrazen helix H12

a tmaveé modra barva charakterizuje ligand (agonistu). Modifikovano dle: Constantino et al. 2005.
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FXR se vyskytuje v komplexu se svym heterodimerickym partnerem RXR, ktery
obsahuje jedno koaktivator-vazebné misto s vysokou afinitou pro motiv LXXLL, kdy vazba
koaktivatoru probiha prostiednictvim elektrostatickych sil. Mozné konformace LBD téchto
nuklearnich receptorii a nasledné interakce s koaktivatory jsou zobrazeny na obrazcich 17 C,
D a E. Prvni moznou variantou je kontakt motivi LXXLL obou dvou koativatori
s monomerem FXR, kdy dochazi k obsazeni obou dvou vazebnych mist LBD FXR (viz Obr.
17 C). Déale se muze kazdy koaktivatorovy protein vazat na jeden monomer komplexu
FXR/RXR, kdy koaktivator v LBD FXR obsazuje ,klasické* AF-2 vazebné misto (viz Obr.
17 D). V ptipadé, Ze je helix H12 v antagonistické pozici, a tedy znemoziiuje vazbu
koaktivatorového proteinu do ,,klasického* koaktivator-vazebného mista LBD FXR, LXXLL
motiv koaktivatoru interaguje s druhym vazebnym mistem FXR. Toto uspoiadani je

oznacovano jako tzv. ,,on deck® vazebné misto (Constantino et al. 2005, Nettles a Greene

2003).
B C
XR@ %
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Obr. 17 Mozné konformace LBD nuklearnich receptorii a interakce s koaktivatory. A) Ligand-vazebna

A

9

doména (LBD) nukleédrnich receptor nejcastéji obsahuje jedno koaktivator-vazebné misto, které tvoii seviena
kavita mezi helixy H3, H11 a H12. B) LBD farnesoidniho X receptoru (FXR) obsahuje i druhé koaktivator-
vazebné misto, které je lokalizovano na helixu H3 a je orientovano k prvnimu vazebnému mistu antiparalelné.
C), D) a E) Na ptikladu koaktivatord SRC 1-3 (steroidni receptorové koaktivatory 1-3), ktery ma tii LXXLL
motivy, z nichz dva jsou spojeny prostiednictvim mistku, jsou ukdzany mozné interakce koaktivatort a ligand-
vazebnych domén komplexu FXR/RXR (retinoidni X receptor). C) Motivy LXXLL obsazuji obé koaktivator-
vazebné mista FXR. D) Jeden motiv LXXLL obsazuje ,,klasické” vazebné misto FXR, druhy se vaze na vazebné
misto RXR. E) Helix H12 LBD FXR se nachéazi v antagonistické pozici, proto se motiv LXXLL vaze do
druhého koaktivator-vazebného mista oznaCovaného jako ,,on deck”, zatimco druhy LXXLL motiv obsazuje
vazebné misto RXR. Vysvétlivky: L (leucinovy zbytek), X (jakykoliv aminokyselinovy zbytek). Modifikovano
dle: Nettles a Greene 2003.

Toto druhé koaktivator-vazebné misto mize mit vyznamnou funkci v celkovém
procesu molekuldrniho rozpoznavani. Krom¢ FXR a jaterniho receptorového homologu 1
(LRH-1, z angl. liver receptor homolog 1) nebylo napfic¢ superrodinou nukledrnich receptorti
takovéto druhé vazebné misto pro koaktivatory pozorovano (Nettles a Greene 2003, Zhang et

al. 2006).
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K porozuméni role jednotlivych ligandl, vlivu vazby agonisti na rekruitment
koaktivatori a nasledného vlivu na expresi cilovych geni je klicova schopnost predpovidat
konforma¢ni zmény a stabilitu receptoru po navazani ligand. Proto je znalost vztaha
struktury a funkce (SAR, z angl. structure-activity relationship) ligandli a LBD FXR velice
dilezita (Constantino et al. 2005).

3.4. Koaktivatory, korepresory

Regulacni proteiny, které modifikuji transkripéni aktivitu nuklearnich receptord, se
oznacuji jako koreguldtory. D¢li se na dvé skupiny: koaktivatory, které se podili na zvyseni
transkripce cilovych genti pfi vazbé ligandu-agonisty na receptor, a korepresory, které
ptispivaji k potlaceni transkripéni aktivity pfi vazbé ligandu antagonisty na receptor ¢i ve
stavu, kdy na receptor neni navazan zadny ligand (viz Obr. 18). Doposud bylo objeveno pies
200 transkripénich koaktivatord. Jednd se o proteiny s riznou distribuci do bun¢k a tkéani
a s odliSnymi funkcemi. Mezi koaktivatory FXR patii naptf. steroidni receptorovy
koaktivator 1 SRC-1 (z angl. steroid receptor coactivator 1), GRIP-1 (z angl. glucocorticoid
receptor interacting protein 1), PRMT-1 (z angl. protein arginine methyl transferase 1),
CARM-1 (zangl. coactivator-associated arginine methyltransferase 1), PGC-la (z angl.
PPARYy coactivator 1a, peroxisome proliferators-activated receptor y coactivator 1a) a DRIP-
205 (z angl. vitamin-D-receptor-interacting protein 205) (Fiorucci et al. 2007, Huang et al.
2010, Lonard a O’Malley 2012).

Mezi korepresory FXR se tadi napt. jaderny korepresor NCoR (z angl. nuclear
corepressor) a korepresor SMRT (z angl. silencing mediator for retinoic and thyroid hormone

receptors) (Huang et al. 2010).
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FXRE RXRE FXRE RXRE
S-cisHA

Obr. 18 Koaktivatory a korepresory se podili na aktivaci ¢i represi transkrip¢ni aktivity FXR. Pii absenci
ligandu ¢i pti vazbé ligandu antagonisty tvofi farnesoidni X receptor (FXR) komplex s korepresorem a dochazi
k represi transkripce. Korepresory FXR jsou napt. NCoR (nuclear corepressor) a SMRT (silencing mediator for
retinoic and thyroid hormone receptors). Aktivace receptoru prostfednictvim vazby ligandu agonisty, napf.
kyseliny chenodeoxycholové (CDCA) pro FXR a 9-cis-retinové kyseliny (9-cisRA) pro retinoidni X receptor
(RXR), zpisobi uvolnéni korepresoru z komplexu a vznikd novy receptorovy komplex s koaktivatorem, ktery
vede k aktivaci transkripni aktivity. Mezi koaktivatory FXR patii napf. SRC-1 (steroidni receptorovy
koaktivator 1), GRIP-1 (glucocorticoid receptor interacting protein 1), PRMT-1 (protein arginine methyl
transferase 1), CARM-1 (coactivator-associated arginine methyltransferase 1), PGC-1a (peroxisome proliferator-
activated receptor-y coactivator 1a) a DRIP-205 (vitamin-D-receptor-interacting protein 205). Vysvétlivky: LBD
(ligand-vazebna doména), DBD (DNA-vazebna doména), AF-1 (aktiva¢ni funkce 1), AF-2 (aktiva¢ni funkce 2),
FXRE (responzivni element FXR), RXRE (responzivni element RXR), LXXLL (L — leucinovy zbytek, X —
jakykoliv aminokyselinovy zbytek). Modifikovano dle: Fiorucci et al. 2007.

Bylo pozorovéno, ze vazba odlisnych typl agonistll vede k aktivaci odliSnych soubort
cilovych genli nuklearnich receptori. Downes et al. (2003) zaznamenali, ze dva synteticti
agonisté FXR fexaramin a GW4064 indukuji genovou expresi s odliSnymi profily. Obdobny
jev byl pozorovan napt. u parcialnich agonistli estrogenového receptoru (ER) tamoxifenu
a raloxifenu, které¢ maji témet identickou krystalovou strukturu, ale 1isi se v aktivaci svych
cilovych genii. Tento fenomén pozorovany napfi¢ jadernymi receptory je zpusoben
prostfednictvim rekruitmentu odliSnych, ligand-specifickych koaktivatord. Nicméné
mechanismus, kterym dochazi k rekruitmentu téchto ligand-specifickych koaktivatort,
arelevance téchto molekul k regulaci specifickych cilovych genli prostiednictvim ligandi
FXR, nejsou stale objasnény (Aagaard et al. 2011, Downes et al. 2003, Fiorucci et al. 2007,
Nettles a Greene 2003).
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3.5. Ligandy
3.5.1. Steroidni ligandy agonisté

Jedna se zejména o endogenni zlu¢ové kyseliny, a pravé jejich modifikacim byl v poslednich
letech vénovan intenzivni vyzkum s cilem ziskat vice selektivni a G¢inné&jSi agonisty FXR.
Mezi endogenni steroidy aktivujici FXR patii také latky ze skupiny oxysteroll a steroidnich

hormonu.

Prirozené zlucové kyseliny

Zlu¢ové kyseliny jsou koneénymi produkty katabolismu cholesterolu. U ¢&lovéka
existuje pét hlavnich endogennich ZluCovych kyselin (viz Obr. 19 a Tab. 1): primarnimi
zluCovymi kyselinami jsou kyselina chenodeoxycholova (CDCA, z angl. chenodeoxycholic
acid, ¢. T1) a kyselina cholova (CA, z angl. cholic acid, ¢. T2), které jsou syntetizovany
z cholesterolu v jatrech; mezi sekundarni zluCové kyseliny se fadi deoxycholova kyselina
(DCA, z angl. deoxycholic acid, €. T3) a lithocholova kyselina (LCA, z angl. lithocholic acid,
¢. T4), které jsou tvoreny stievnimi bakteriemi z primarnich zlucovych kyselin
7a-dehydroxylaci, a kyselina ursodeoxycholova (UDCA, z angl. ursodeoxycholic acid, ¢. T5),
ktera je terciarni zluCovou kyselinou, jez je syntetizovdna v jatrech z ptislusné sekundarni

zlucové kyseliny (Lew et al. 2004, Modica et al. 2010, Wang et al. 1999).

Zlutova Ry Ra Rs
kyselina
COCA alH alH H
CA xOH axOH xOH
3 DCA aCH H aCH
o LCA aOH H H
UDCA aOH BOH H
Zlutova kyselina Ry
volna kyselina CH
H konjugdt s glycinem MHCH,COOH
= : konjugdt s taurinem | NMHCH.CH,50sH

Obr. 19 Chemicka struktura prirozenych Zlu¢ovych kyselin. Jsou zobrazeny piirozené zlucové kyseliny:
kyselina chenodeoxycholova (CDCA), kyselina cholova (CA), kyselina deoxycholova (DCA), kyselina
lithocholova (LCA) a kyselina ursodeoxycholova (UDCA). Tyto kyseliny se mohou vyskytovat ve volné
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podobé, castéji se vyskytuji v konjugované forme s glycinem ¢i taurinem. Dale je zobrazeno cis-spojeni kruhti

A/B zlucovych kyselin diky atomu vodiku v B-konfiguraci na uhliku €. 5. Modifikovano dle: Wang et al. 1999.

Tab. 1 Piehled ptirozenych zlucovych kyselin.

Cislo Zkratka Nazev Chemicka struktura
T1 CDCA  chenodeoxycholova 3a,7a-dihydroxy-5B-cholan-24-ova
kyselina kyselina

T2 CA cholova kyselina 30,70,120-trihydroxy-5B-cholan-24-ova
kyselina

T3 DCA deoxycholova kyselina 3a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ova
kyselina

T4 LCA lithocholova kyselina 3a-hydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina

TS5 UDCA  ursodeoxycholova kyselina  3a,7p-dihydroxy-5p-cholan-24-ova

kyselina

V roce 1999 bylo poprvé popsano, ze zluCové kyseliny jsou ve fyziologickych
koncentracich endogennimi ligandy FXR. Tento objev ulinily tfi na sob& nezavislé védecké
skupiny (Makishima et al. 1999, Parks et al. 1999, Wang et al. 1999), které zjistily, Ze ze
zlucovych kyselin je nejsilnéjsim aktivatorem FXR CDCA (ECs, = 50 uM). Dale tyto skupiny
pozorovaly, ze 1 CA, DCA a LCA jsou schopny aktivovat FXR, ale s mensi u¢innosti nez
CDCA. Toto pozorovani pozd¢ji doplnili Lew et al. (2004) pro CA a DCA a Yu et al. (2002)
pro LCA o zjisténi, ze tyto zlu¢ové kyseliny jsou schopny inhibovat aktivaci FXR receptoru
zpusobenou CDCA. CA, DCA aLCA tedy vystupuji jako parcidlni agonist¢ FXR. Ani
unejvice hydrofilni Zlu€ové kyseliny UDCA nebyla vSechna pozorovani konzistentni,
v poc¢atecnich studiich UDCA bylo zjisténo, ze UDCA neni schopna aktivovat FXR receptor,
nicméné pozd¢j$im testovanim skupinami Lew et al. (2004) a Campana et al. (2005) byla tato
hypotéza vyvracena, nebot bylo zjisténo, ze UDCA je parcialnim agonistou, ktery
kompetitivné¢ inhibuje schopnost CDCA aktivovat FXR (Campana et al. 2005, Lew et al.
2004, Makishima et al. 1999, Modica et al. 2010, Parks et al. 1999, Wang et al. 1999, Yu et
al. 2002).

Vysvétleni téchto nesrovnalosti mlze spocivat v pouzité experimentalni metode¢,
testovani in vitro schopnosti ligandu indukovat interakci LBD FXR s koaktivatorem (napf.
SRC-1 coactivator association assay) se nejevi jako nejlepsi experimentalni model, nebot

plné nevystihuje biologickou aktivitu receptoru. Vysledek transkripce zavisi na mnoha
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faktorech, jako je napf. vazba na specifickou sekvenci DNA a dimerizace. Tudiz se jako
vyhodnéjsi jevi pouziti tzv. cell-based assays, metod za pouziti bunck. Lew et al. (2004)
poukazuji na fakt, ze rozdilné ZluCové kyseliny maji, jako ligandy FXR, unikatni vlastnosti
v rozsahu od plné agonistickych pfes parcidlné agonistické aZz po antagonistické. Rizné
endogenni zlu¢ové kyseliny interaguji s FXR charakteristickym zplisobem, jejich vazba vyusti
v odlisn¢ konformace FXR, nasleduje promotoroveé-specificka vazba na DNA a vysledkem je
odlisna regulace exprese jednotlivych cilovych genti FXR genové-selektivnim zpiisobem.
Dale Lew et al. (2004) prokazali u plnych agonistl a parcialnich agonistii FXR existenci tzv.
auto-regulacni smycky (z angl. auto-regulatory loop) FXR signaliza¢ni drahy, tedy schopnost
regulovat expresi gent pro vlastni FXR protein. Auto-regula¢ni smycka byla identifikovana
iu nékterych dalSich nuklearnich receptorti, jako jsou napi. receptor aktivovany
peroxizomovymi proliferatory y (PPARy, zangl. peroxisome proliferators-activated
receptor y), receptory pro kyselinu retinovou o a y (RARa a RARYy, z angl. retinoic acid
receptor a and y) a jaterni X receptory (LXR, z angl. liver X receptors) (Lew et al. 2004,
Modica et al. 2010).

Zlugové kyseliny se obvykle vyskytuji v konjugované formé s glycinem &i taurinem
(viz Obr. 19). Bylo prokézano, ze konjugovand CDCA, CA, DCA i LCA aktivuji FXR
receptor na stejné urovni jako ptislusna volna kyselina (Makishima et al. 1999, Parks et al.
1999, Wang et al. 1999).

Z vysledki studii vztahu struktury a ucinku vyplyva, ze pro aktivaci FXR je kli¢ova
zakladni steroidni kostra (5B-cholan-24-ova kyselina), s typicky cis-orientovanym kruhem A
diky atomu vodiku orientovanému v B-konfiguraci v poloze C-5 (viz Obr. 19). Jak jiz bylo
zminéno v kapitole 3.3, hydroxylova skupina v poloze C-3a (pfitomna u vSech piirozené se
vyskytujicich zlucovych kyselin) se podili na aktivaci receptoru, nicméné neni nezbytna.
Hydroxylova skupina v poloze C-7a poskytuje CDCA vysokou kapacitu aktivovat FXR.
Naproti tomu absence 7a-OH (v piipadé DCA a LCA) naruSuje stabilni rekruitment
koaktivatoru, coz usti v ¢aste¢né agonistické vlastnosti. Hydroxylova skupina v poloze C-7f3
snizuje schopnost aktivovat receptor, proto UDCA, pfestoze ma dvé hydroxylové skupiny
v poloze C-3a a C-78, ma oproti CDCA nizsi afinitu k FXR a vykazuje parcialn¢ agonistické
vlastnosti. FXR LBD nemtiZze vazat hydroxylovou skupinu zlu¢ovych kyselin v poloze C-12a,
a proto CA a DCA maji nizkou afinitu k FXR (Downes et al. 2003, Mi et al. 2003, Modica et
al. 2010).

Z ptirozenych zlucovych kyselin se jako léciva pouzivaji kyselina ursodeoxycholova

(mj. k 1é¢b€ primarni bilidrni cirhodzy, primarni sklerotizujici cholangoitidy, hepatitis rtizné
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etiologie s cholestatickym syndromem, reaktivni gastritidy pfi duodenogastrickém refluxu
a k rozpousténi cholesterolovych Zlucovych kament), kyselina cholova (k 1é¢bé vrozenych
poruch syntézy primarnich zluCovych kyselin jako tzv. orphan drug) a kyselina
chenodeoxycholova (k 1é€b& vrozenych poruch syntézy primarnich Zlucovych kyselin jako
tzv. orphan drug) (Public summary of opinion on orphan designation: Chenodeoxycholic acid
for the treatment of inborn errors in primary bile acid synthesis 2015, Public summary of
opinion on orphan designation: Cholic acid for the treatment of inborn errors in primary bile
acid synthesis 2013, Souhrn udaji o pfipravku Ursodeoxycholova kyselina Strides 2014,
Souhrn udajt o pripravku Ursofalk 2014, Souhrn udaji o pfipravku Ursosan 2014).

Nicméné klinické pouziti Zlu€ovych kyselin je ¢astecné omezeno kvili jejich nizké
ucinnosti a selektivité, navic jsou pii systtmovém podani metabolizovany, a pokud jsou
podany ve vysokych koncentracich, mohou byt toxické. VSechny tyto ,nereceptorové*
vlastnosti délaji ze zlucovych kyselin latky ne zcela idedlni pro terapeutické pouziti, a proto
byl zapocat vyzkum derivati zluCovych kyselin, které by mély, jako 1éCiva, lepsi vlastnosti

(Sabbatini et al. 2013, Merk et al. 2012a, Merk a Schubert-Zsilavecz 2012b).

Modifikované Zlucové kyseliny

S vyuzitim vztahu struktury a aktivity (SAR, z angl. structure-activity relationship)
zluCovych kyselin a LBD FXR byly v poslednich letech navrzeny a studovany polosyntetické
a syntetické molekuly s cilem ziskat vice selektivni a uc¢innéj$i aktivatory FXR, nez jsou
endogenni zluCové kyseliny. Byly provedeny modifikace obecné struktury Zlucovych kyselin
ve dvou hlavnich typech: 1) modifikace steroidniho jadra a 2) modifikace postranniho fetézce
(viz Obr. 20). Tyto studie ukazaly, Ze i drobné upravy fyziologickych ZluCovych kyselin,
jejichz cilem je ziskat pozadovanou biologickou aktivitu, mohou vyznamné ovlivnit
fyzikalné-chemické vlastnosti, distribuci, metabolizaci a hlavné cytotoxické vlastnosti novych
analogli zluCovych kyselin. Jednd se zejména o pfitomnost a/nebo odliSnou prostorovou
orientaci hydroxylovych skupin, modifikaci kruhu B steroidniho jadra a postranniho fetézce,
které mohou vyvolat rizné konformacni usporadani téchto analogti zlucovych kyselin,
vyrazné pozménit jejich fyzikaln&-chemické vlastnosti a ndsledné¢ ovlivnit schopnost
aktivovat FXR (Merk et al. 2012a, Modica et al. 2010).

Z analogi Zlucovych kyselin, které jsou agonisty FXR, se jako 1ék v klinické praxi
prozatim pouziva kyselina obeticholova (6-ECDCA, 6a-ethyl-CDCA). Prvni 1éCivy ptipravek
s kyselinou obeticholovou byl v Evropské Unii (véetné Ceské republiky) zaregistrovan v roce

2016 jako tzv. orphan drug, a to k 1écbé primarni biliarni cholangitidy (oznaCované téz
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primarni bilidrni cirh6za) v kombinaci s kyselinou ursodeoxycholovou (UDCA) u dospélych
pacientll s nedostateCnou odpovédi na UDCA, nebo jako monoterapie u dospélych pacientt,
ktefi netoleruji 1écbu UDCA. S kyselinou obeticholovou dale v soucasné dob¢ probiha tada
klinickych studii pro lécbu primérni sklerotizujici cholangitidy, nealkoholické steatdzy az
steatofibrozy jater (NAFLD, zangl. nonalcoholic fatty liver disease), nealkoholické
steatohepatitidy (NASH), alkoholické hepatitidy, priymu pi1 malabsorpci zlu¢ovych kyselin,
familiarni  parcidlni  lipodystrofie a  dalSich  onemocnéni. Rovnéz  kyselina
norursodeoxycholova (se statusem tzv. orphan drug) byla testovana v klinické studii pro 1écbu
primarni sklerotizujici cholangitidy (Public summary of opinion on orphan designation:
Norursodeoxycholic acid for the treatment of primary sclerosing cholangitis 2014, Public
summary of opinion on orphan designation: Obeticholic acid for the treatment of primary
sclerosing cholangitis 2014, Public summary of opinion on orphan designation: 6alpha-ethyl-
chenodeoxycholic acid for treatment of primary biliary cirrhosis 2010, Sabbatini et al. 2013,
Search of: norursodeoxycholic acid 2017, Search of: obeticholic acid 2017, Souhrn udaji

o piipravku Ocaliva 2016).

Modifikace
postranniho fetézce
A

Modifikace steroidniho jadra

Obr. 20 Modifikace obecné struktury Zlucovych kyselin. Modifikace zlu¢ovych kyselin se déli na dva hlavni
typy: 1) modifikace steroidniho jadra, zejména na uhlicich €. 3, 5, 6, 7 a 12; a 2) modifikace postranniho fetézce,

zejména na uhlicich €. 21, 22, 23 a 24.

1) Modifikace steroidniho jadra
Modifikace v poloze C-3

Za ucelem stanoveni efektu hydroxylové skupiny v poloze C-3a u zlu¢ovych kyselin
byla syntetizovana 3-deoxy-CDCA (¢. T6). Pellicciari et al. (2004) prokazali, ze
3a-hydroxylové skupina miize byt eliminovana bez signifikantni ztraty schopnosti aktivovat

FXR oproti CDCA. Tento vysledek mlize byt interpretovan na zakladé krystalové struktury
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LBD FXR v komplexu s 3-deoxy-CDCA, kdy bylo zjisténo, ze 3-deoxy-CDCA se vaze do
ligand-vazebné kapsy stejnym zplsobem jako pfirozené Zlucové kyseliny, jen s tim rozdilem,
ze chybi vodikové vazby mezi OH-skupinou na uhliku C-3 a histidinovym zbytkem H444
helixu H10/11 1 tyrozinovym zbytkem Y358 helixu H7 (viz Obr. 14). Ke stejnému zavéru,
tedy ze 3a-hydroxylova skupina neni zodpoveédna za aktivaci FXR, dosli i Suzuki et al. (2008)
pii testovani dvou analogli Zlucovych kyselin, které¢ se od endogennich zluCovych kyselin
odliSovaly absenci 3a-hydroxylové skupiny. Zajimavé je, ze 3-deoxy-CA (C. T7) a 3-deoxy-
LCA (¢. T8) aktivovaly FXR na srovnatelné urovni jako CDCA, tedy na urovni vyssi nez
ptvodni LCA a CA. Eliminace 3a-hydroxylové skupiny, v tomto pfipad¢, zvySila potencial
aktivovat FXR (Merk et al. 2012a, Mi et al. 2003, Pellicciari et al. 2004, Suzuki et al. 2008).

Pro dalsi objasnéni role orientace hydroxylové skupiny v pozici C-3 na aktivaci FXR,
testovali Fujino et al. (2004) sérii syntetickych 3B- a/nebo 12f3- epimerd DCA (38,120-
dihydroxy-5B-cholan-24-ovou kyselinu, ¢. T9; 3a,12B-dihydroxy-5B-cholan-24-ovou
kyselinu, ¢. T10; 3pB,12B-dihydroxy-5B-cholan-24-ovou kyselinu, ¢. T11) a 3p-epimer LCA
(3B-hydroxy-5B-cholan-24-ovou kyselinu, ¢. T12). 3B-orientace hydroxylové skupiny u DCA
a LCA snizila jejich schopnost aktivovat FXR. Fujino et al. (2004) déle zavedli u CDCA do
pozice C-3a ¢i C-3B methylovou skupinu (3a,7a-dihydroxy-3B-methyl-5p-cholan-24-ova
kyselina, ¢. TI13; 3B,7a-dihydroxy-3a-methyl-5B-cholan-24-ova kyseliny, ¢. T14)
a pozorovali, ze zavedeni methylu do polohy C-3B zmensSuje uUc¢inek vyrazn€, zatimco do
polohy C-3a jen nepatrné ve srovnani s CDCA. SniZeni potenciadlu byt ligandem FXR je
pricitano sterickému branéni v disledku zavedeni objemného ligandu, ktery snizuje vazebnou
afinitu pro LBD FXR. TudiZ z téchto dat vyplyva, Ze 3B-orientace hydroxylovych skupin
1 alkylové substituenty v pozici C-3p snizuji schopnost aktivovat FXR. Dale Wang et al.
(1999) studovali uc¢inek na aktivaci FXR 7-oxo-LCA kyseliny (¢. T15) a 3,7-dioxo-5p-
cholan-24-ov¢ kyseliny (¢. T16) a vysledky ukazaly, ze keton v pozici C-3 je preferovan pred
3a-hydroxylovou skupinou (Fujino et al. 2004, Wang et al. 1999).

Tab. 2 Pichled latek, na kterych byl studovan vliv modifikaci zlu¢ovych kyselin v poloze C-3

steroidniho jadra na aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/nazev Chemicka struktura

T6 3-deoxy-CDCA 7a-hydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina

T7 3-deoxy-CA 7a,12a-dihydroxy-53-cholan-24-ové kyselina
T8 3-deoxy-LCA 5B-cholan-24-ova kyselina
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T9 - 3B,12a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

T10 - 3a,12B-dihydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina

T11 - 3B,12B-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina
T12 - 3B-hydroxy-5B-cholan-24-ovéa kyselina
T13 - 3a,70-dihydroxy-3p-methyl-5B-cholan-24-ova kyselina
T14 - 3B,7a-dihydroxy-3a-methyl-5p-cholan-24-ova kyseliny
T15 7-oxoLCA 7-0x0-30-hydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina
T16 - 3,7-dioxo-5B-cholan-24-ova kyselina

Modifikace v poloze C-5

Nekteré prace vyzdvihly dilezitost prostorové orientace vodiku v poloze C-5
a konfiguraci na spojeni kruhtt A/B (viz Obr. 21) pro schopnost Zlu¢ovych kyselin aktivovat
FXR. Ackoli pfirozen¢ se vyskytujici zlucové kyseliny u ¢lov€ka maji konfiguraci C-58,
n¢kolik druhit ryb a Zzab produkuje Sa-alkoholy ZzluCovych kyselin obsahujici trans-
orientovany kruh A. Nishimaki-Mogami et al. (2006) testovali alkoholy Zlucovych kyselin
Sa-cyprinol (€. T17), ktery byl izolovan ze zluci asijského kapra Cyprinus carpi, Sa-bufol
(¢. T18), ktery byl izolovan ze ZIu¢i zastupcti podtiidy dvojdySnych (Dipnoi), a jejich
5B-epimery (€. T19, ¢. T20). Vysledky ukazaly, ze 5B-cyprinol a 5B-bufol uéinkuji jako silni
agonist¢ FXR, zatimco jejich Sa-epimery Sa-cyprinol a Sa-bufol neaktivuji FXR, nybrz
kompetitivné inhibuji agonistou vyvolanou aktivaci FXR, jedna se tedy o FXR antagonisty.
Tyto vysledky navrhuji, Ze cis-orientace kruhu A dana konfiguraci C-58 je nezbytnad pro
aktivaci FXR. Trans-orientovany kruh A u Sa-alkoholti Zlu¢ovych kyselin patrné destabilizuje
agonistickou konformaci helixu 12, atudiZz nejspiSe nedochédzi k interakci mezi

koaktivatorovym peptidem a receptorem (Nishimaki-Mogami et al. 2006).

O

AL

Obr. 21 Obecna chemicka struktura modifikovanych Zlucovych Kkyselin s cis-spojenim kruhu A/B.
K cis-spojeni kruhtt A/B zluCovych kyselin dochazi diky atomu vodiku v o-konfiguraci na uhliku ¢. 5.
Modifikovano dle: Fiorucci et al. 2012.

V rozporu s vySe uvedenymi vysledky Iguchi et al. (2010) ptedkladaji, Ze cis-orientace

kruhu A Zlu€ovych kyselin (a jejich alkohol) dand konfiguraci C-5B neni nezbytnd pro
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aktivaci FXR. Tato védecka skupina zkoumala vztah struktury a aktivity dvou 5a- a 5B-
izomera CDCA a Sa-alkoholid ZluCovych kyselin. Sa-izomer CDCA (€. T21) piekvapivé
vykazoval aktivaci FXR na podobné urovni jako CDCA. Dva 5a-alkoholy odvozené od
CDCA (s hydroxylovymi skupinami v polohiach C-3a a C-7a), tedy latka & T22
(50-cholestan-3a,70,26-triol) a slou¢enina ¢. T23 (5a-cholestan-3a,70,26,27-tetrol)
vykazovaly srovnatelnou FXR agonistickou aktivitu, jako jejich ptislusné 5B-izomery (viz
Obr. 22). Naproti tomu dva Sa-alkoholy zlucovych kyselin analogické k CA
(s hydroxylovymi skupinami v polohdch C-3a, C-7a a C-120), tedy latka ¢. T24
(Sa-cholestan-3a,7a,12a,26-tetrol) a Sa-cyprinol (€. T17) nebyly schopné vyrazné aktivovat
FXR (Iguchi et al. 2010).
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Obr. 22 Konfigurace C-5f neni nezbytna pro aktivaci FXR a nepfitomnost hydroxylové skupiny v poloze
C-12a nesniZzuje schopnost aktivovat FXR. Aktivace farnesoidniho X receptoru (FXR) byla hodnocena
luciferazovou reportérovou assay, za pouziti Huh-7 bungk, které byly transfekovany expresnimi plasmidy
kodujicimi FXR, RXRa a reportérovym plasmidem nesoucim gen pro luciferazu. Sa-alkoholy zlu€ovych kyselin,
tedy latky ¢. T17 (5a-cyprinol), €. T22 (5a-cholestan-3a,7a,26-triol), €. T23 (5a-cholestan-3a,70,26,27-tetrol)
a ¢. T24 (5a-cholestan-3a,70,120,26-tetrol) byly testovany v koncentracich 1 uM, 5 uM a 10 uM. Tyto latky se
navzajem odlisuji strukturou postranniho fetézce a pfitomnosti hydroxylové skupiny v pozici C-12a. Vysledky
naznacuji, ze konfigurace C-58 neni nezbytna pro aktivaci FXR a nepfitomnost hydroxylové skupiny v poloze

C-12a nesnizuje schopnost aktivovat FXR. Modifikovano dle: Iguchi et al. 2010.

Iguchi et al. (2010) tyto zdanlivé nekonzistentni vysledky u 5a- (A/B trans) alkoholil
zluCovych kyselin na aktivaci FXR vysvétluji odliSnym poctem hydroxylovych skupin.
Ligand-vazebna kapsa FXR neobsahuje zadné polarni postranni fetézce, které by mohly vazat
C-12a hydroxylovou skupinu, a proto je vazba Sa-alkohold Zlu¢ovych kyselin s C-3a-, C-7a-

wewvr

nez vazba Sa-alkoholii Zlu¢ovych kyselin pouze s C-30- a C-7a-OH (analogicky k tirovni
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aktivace FXR prostfednictvim CDCA). Pro uplné objasnéni této problematiky bude potieba
dalsiho testovani (Iguchi et al. 2010).

Tab. 3 Pichled latek, na kterych byl studovan vliv modifikaci zlu¢ovych kyselin v poloze C-5

steroidniho jadra na aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/nazev Chemicka struktura

T17 Sa-cyprinol Sa-cholestan-3a,7a,120,26,27-pentol

T18 Sa-bufol Sa-cholestan-3a,7a,12a,25,26-pentol

T19 5B-epimer Sa-cyprinolu 5B-cholestan-3a,7a,120,26,27-pentol

T20 5B-epimer Sa-bufolu 5B-cholestan-3a,7a,120,25,26-pentol

T21 Sa-izomer CDCA 3a,7a-dihydroxy-5a-cholan-24-ova kyselina
T22 - Sa-cholestan-3a,7a,26-triol

T23 - 5a-cholestan-3a,70,26,27-tetrol

T24 - 5a-cholestan-3a,7a,12a,26-tetrol

Modifikace v poloze C-6

Modifikace na kruhu B steroidniho jadra vyznamné ovliviiuje schopnost aktivovat
FXR, nejvice klicova je pozice C-6a. Ptisli na to Pellicciari et al. (2002) diky objeveni vysoké
ucinnosti 6-ECDCA (6a-ethyl-CDCA, kyselina obeticholova, ¢. T25) (viz Obr. 23). FXR
agonisticky ucinek srovnatelny s ucinkem kyseliny obeticholové pozorovala védecka skupina
Sepe et al. (2016) jak u jejiho 3B-izomeru (latka €. T26), tak u slouceniny odvozené od
6-ECDCA, které¢ hydroxylova skupina v poloze C-3 zcela chybi (latka ¢. T27). Pellicciari et
al. (2002) testovali sérii analogii CDCA, které jsou charakterizovany vzestupné objemnymi
6a-substituenty: 6a-methyl-CDCA (latka ¢. T28), sloucenina s malym linearnim alkylovym
postrannim fetézcem, vykazovala vyssi u€innost v aktivaci FXR nez CDCA. Ukazalo se, ze
6-ECDCA je doposud nejvice G€innym steroidnim agonistou FXR, tato latka je mnohem vice
ucinnéd (ECso = 99 nM) nez CDCA. Dobrou tG¢innost vykazovala také 6a-propyl-CDCA (latka
¢. T29), zatimco 6a-benzyl-CDCA (latka ¢. T30) byla v podstaté inaktivni (Merk et al. 2012a,
Pellicciari et al. 2002, Sepe et al. 2016).
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6-ECDCA _\

Obr. 23 Chemicka struktura kyseliny obeticholové. Kyselina obeticholova (6-ECDCA, 6a-ethyl-

chenodeoxycholova kyselina) je odvozena od chenodeoxycholové kyseliny zavedenim ethylu do polohy C-6a.

6-LCDCA je nejvice uc¢innym steroidnim agonistou IFXR (farnesoidni X receptor).

Studie série 6a-substituovanych derivath CDCA umoznila navic popsat klicovy vztah
struktury a G¢inku. Pfirozené se vyskytujici zluc¢ové kyseliny nezaplni ligand-vazebnou kapsu
FXR svymi substituenty zcela upln€, nebot v ligand-vazebné kapse existuje oddélena
hydrofobni kavita, jejiz velikost je vhodna zejména pro malé linearni alkylové substituenty.
Pellicciari et al. (2002) ukazuji na semisyntetické kyseliné 6-ethyl-chenodeoxycholové, ze
6a-ethylovd skupina je v kapse umisténa v hydrofobni kavité, kterd existuje mezi
aminokyselinovymi zbytky 1359 (isoleucinovy zbytek) a F363 (fenylalaninovy zbytek) (viz
Obr. 14), ¢i dle Huang et al. (2010) i mezi tyrozinovym zbytkem Y366 a methioninovym
zbytkem M362 (viz Obr. 13), coz se projevi vyssi afinitou k receptoru. Naopak methylova
nebo objemnéjsi skupina (napf. benzylova) v této C-60 poloze ma, oproti ethylové skupiné,
ucinnost nizsi. Divodem je fakt, Ze mensi methylové skupina nevyplni hydrofobni kavitu tak
dobfe, jako vétsi ethylova skupina. Vysledna ztrata vazebné energie prostiednictvim snizeni
kontaktni plochy ma za nasledek ztratu wéinnosti. Objemngj$i substituenty jsou také
nepiiznivé, nebot’ van der Waalsovy sily se ptekryvaji, coz vede ke vzniku vyznamnych
odpudivych sil v ligand-vazebné kapse FXR (Constantino et al. 2003, Downes et al. 2003,
Huang et al. 2010, Mi et al. 2003, Modica et al. 2010, Pellicciari et al. 2002).

Vyse uvedené vysledky byly podnétem pro védeckou skupinu Pellicciari et al. (2004)
k syntéze a vyzkumu dalSich C-6a substituovanych CDCA analogl. Ackoli zadny z dalSich
testovanych derivati CDCA nebyl vice u¢inny nez 6-ECDCA, prospésny efekt substituce byl
pozorovan pii zavedeni malych linearnich alkylovych 6a-skupin (6a-allyl-CDCA, latka
¢. T31; 60-(2'-hydroxyethyl)-CDCA, latka ¢. T32 a 6a-propargyl-CDCA, ¢. T33), které
vykazovaly vysokou u¢innost. Tyto vysledky jsou v souladu s vySe popsanymi fyzikalné-

chemickymi vlastnostmi ligand-vazebné kapsy. Déle se jednalo o vice hydrofilni substituenty,
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jako je hydroxy- (6a-hydroxy-CDCA, ¢. T34) nebo methoxy- (6a-methoxy-CDCA, ¢. T35)
skupina, které vyrazné redukovaly aktivacéni efekt. Vice polarni skupiny a substituenty se
schopnosti tvofit vodikové mistky maji negativni vliv na a¢innost, coz je v souladu s velmi
hydrofébni povahou ligand-vazebné kapsy v misté komplementarnim k 6a-pozici. Zajimavé
je, ze vlozeni atomu fluoru na pozici 6 (6a-FCDCA, ¢. T36 a 68-FCDCA ¢. T37) mélo stfedni
efekt na aktivaci FXR. Fluor byl povazovan za potencialn€ uzitecny kvili své malé velikosti,
relativni lipofilité, hydrofobni/hydrofilni rovnovéaze a pfiméiené schopnosti vystupovat jako

vodikovy akceptor (Pellicciari et al., 2004).

Tab. 4 Piehled latek, na kterych byl studovéan vliv modifikaci zlu€ovych kyselin v poloze C-6

steroidniho jadra na aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/nazev Chemicka struktura

T25 6-ECDCA/ 6a-ethyl-3a,7a-dihydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina
obeticholové kyselina

T26 3B-izomer 6-ECDCA 6a-ethyl-3p,70-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

T27 - 6a-ethyl-7a-hydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina

T28 6a-methyl-CDCA 6a-methyl-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

T29 6a-propyl-CDCA 6a-propyl-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ové kyselina

T30 60-benzyl-CDCA 60-benzyl-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

T31 60-allyl-CDCA 6a-allyl-3a,7a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyselina

T32 60-(2'-hydroxyethyl)-  6a-(2’-hydroxyethyl)-3a,70-dihydroxy-5p-cholan-24-ova
CDCA kyselina

T33 6a-propargyl-CDCA 6a-propargyl-3a,7a-dihydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina

T34 60-hydroxy-CDCA 3a,60,7a-trihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

T35 6a-methoxy-CDCA 3a,7a-dihydroxy-6a-methoxy-5B-cholan-24-ova kyselina

T36 60-FCDCA 6a-fluor-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

T37 6pB-FCDCA 6p-fluor-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

Modifikace v poloze C-7

Pro objasnéni vlivu orientace hydroxylové skupiny v poloze C-7 na potencial
vystupovat jako ligand FXR testovali Fujino et al. (2004) polosyntetické alkoholy zlu¢ovych
kyselin a jejich pfislusné 7p-epimery: alkohol odvozeny od CDCA (CDC-OH, ¢. T38) a jeho
7B-epimer alkohol odvozeny od UDCA (UDC-OH, ¢. T39); alkohol odvozeny od CA (C-OH,
¢. T40) a jeho 7B-epimer alkohol odvozeny od kyseliny ursocholové (UCA, z angl. ursocholic
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acid), tedy UC-OH (¢. T41). CDC-OH je u¢innym aktivatorem FXR (stejné jako pivodni
CDCA), zatimco jeho 7B-epimer UDC-OH vykazoval velmi nizkou aktivitu (stejné jako
puvodni UDCA) (viz Obr. 24). C-OH siln¢ aktivoval FXR (narozdil od ptivodni CA), zatimco
jeho 7B-epimer UC-OH byl inaktivni (stejn¢ jako pivodni UCA). Tato pozorovani jasné
ukazuji, ze zlucové kyseliny a jejich alkoholy s 7B-hydroxylovym substituentem neaktivuji
FXR. Stereochemie hydroxylové skupiny na pozici C-7 je tedy rozhodujici pro aktivaci FXR,
jeji orientace v poloze B snizuje ucinnost (Fujino et al. 2004).

Relativni luciferdzova aktivita
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Obr. 24 Hydroxylova skupina v poloze C-7B sniZuje schopnost aktivovat FXR. Aktivace
farnesoidniho X receptoru (FXR) byla hodnocena luciferdzovou reportérovou assay, za pouziti CV-1 bunék,
které byly transfekovany expresnimi plasmidy kodujicimi FXR, RXRa a reportérovym plasmidem nesoucim gen
pro luciferazu. Alkoholy zluCovych kyselin liSici se od svych pfislusnych zlucovych kyselin hydroxylovou
skupinou v poloze C-7, tedy alkohol odvozeny od CDCA (CDC-OH, 5B-cholan-3a,7a,24-triol, ¢. T38), alkohol
odvozeny od UDCA (UDC-OH, 5B-cholan-3a,7f3,24-triol, ¢. T39), alkohol odvozeny od CA (C-OH, 5B-cholan-
3a,70,120,24-tetrol, ¢. T40) a alkohol odvozeny od UCA (UC-OH, 5B-cholan-3a,7p,12a,24-tetrol, ¢. T41), byly
testovany v koncentracich 20 uM a 50 uM. Pro srovnani je zobrazena trovenn aktivace FXR puvodnimi
zlu€ovymi kyselinami, tedy kyseliny chenodeoxycholové (CDCA), ursodeoxycholové (UDCA), cholové (CA)
aursocholové (UCA), které byly testovany ve stejnych koncentracich. Vysledky naznacuji, Zze hydroxylova

skupina v poloze C-7f snizuje schopnost aktivovat FXR. Modifikovano dle: Fujino et al. 2004.

Fujino et al. (2004) dale testovali, zda zavedeni postranniho alkylového fetézce do
polohy C-78 CDCA ovlivni jeji schopnost aktivovat FXR. Zavedeni methylové skupiny do
pozice C-78 CDCA (7B-methyl-CDCA, €. T42) snizuje jeji schopnost aktivovat FXR
0 65-80 %. Ptitomnost vétSich substituentll, tedy ethylové (7p-ethyl-CDCA, €. T43) nebo
propylové (7B-propyl-CDCA, ¢. T44) skupiny jesté vice redukuje jeji aktivitu (v ptipadé
ethylové skupiny na 5-20 % a v ptipad¢ propylové skupiny na 10-20 % aktivace CDCA).
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Tato data tudiz jasné fikaji, Ze nepolarni alkylové substituenty v pozici C-7 CDCA snizuji
schopnost aktivovat FXR. To je pfi¢itano sterickému branéni alkylového substituentu (stejné
jako u UCDA), kdy se formuje vice oteviend ligand-vazebna kapsa, coz usti v parcidlni
inhibici spojeni s koaktivatorem. Zajimavé je, Ze tento efekt alkylovych substituent v poloze
C-7B je v konstrastu s ethylovou substituci v pozici C-6a CDCA, kterd vede k velkému
zvySeni aktivace FXR. Nasledujici potadi ukazuje klesajici pozitivni vliv alkylovych
substituentll v poloze C-7f na aktivaci FXR: 7-methyl > 78-ethyl = 7B-propyl (Fujino et al.
2004).

Naproti tomu substituce methylem v pozici C-7a UDCA (7a-methyl-UDCA, ¢. T45)
neovlivituje jeji aktivitu. Je pravdépodobné, Ze methylova skupina na pozici C-7o neni
schopna zvySovat afinitu k FXR, nicmén¢ alternativnim vysvétlenim je, Ze sniZzeni afinity
zpiisobené sterickym branénim 7B-hydroxylové skupiny UDCA je pfili§ velké na to, aby byl
identifikovan pozitivni efekt 7a-methylové skupiny na aktivaci FXR (Fujino et al. 2004).

Wang et al. (1999) nahradili u LCA 7a- hydroxylovou skupinu oxoskupinou (7-0xo-
LCA, ¢. T15) a pozorovali troven aktivace mezi CDCA a UDCA. Na zaklad¢ téchto dat
navrhuji, Ze pozitivni vliv substituentil na aktivaci FXR v poloze C-7 klesa v tomto potadi:

7a-hydroxy > 7-oxo > 7B-hydroxy (Wang et al. 1999).

Tab. 5 Piehled latek, na kterych byl studovéan vliv modifikaci zlu¢ovych kyselin v poloze C-7

steroidniho jadra na aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T38 CDC-OH 5B-cholan-3a,7a,24-triol

T39 UDC-OH 5B-cholan-3a,7f3,24-triol

T40 C-OH 5B-cholan-3a,7a,12a,24-tetrol

T41 UC-OH 5B-cholan-3a,7f,12a,24-tetrol

T42 7B-methyl-CDCA 7B-methyl-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina
T43 7B-ethyl-CDCA 7B-ethyl-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina
T44 7B-propyl-CDCA 7B-propyl-3a,7a-dihydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina

T45 7o-methyl-UDCA 7o-methyl-3a,7B-dihydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina

Modifikace v poloze C-12
Fujino et al. (2004) testovali pro objasnéni role orientace OH- skupiny v pozici C-12

na aktivaci FXR dva 123- a 38,12- epimery DCA (tedy latky ¢. T10 a ¢. T11). Oba epimery
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vykazovaly aktivitu méné nez polovi¢ni oproti DCA. 12B-orientace hydroxylové skupiny
snizuje schopnost ligandu aktivovat FXR (Fujino et al. 2004).

Iguchi et al. (2010) dale studovali, jak aktivaci FXR ovlivni odebrani hydroxylové
skupiny z polohy C-12. Za timto ucelem testovali sérii alkoholl Zlu¢ovych kyselin: ze Zluce
kapra izolovany 5B-cholestan-3a,7a,120,26,27-pentol (¢. T19) a jeho analog bez 120-OH
skupiny (€. T46); polosynteticky 5B-cholestan-3a,7a,12a,26-tetrol (¢. T47) a jeho analog bez
120-OH skupiny (¢. T48). Jak je znazornéno na obrazku 25, dva alkoholy zlucovych kyselin
bez 120- hydroxylové skupiny, tedy latky ¢. T46 a ¢. T48, jsou schopny aktivovat FXR, a to
pfiblizné na Grovni jako CDCA (Iguchi et al. 2010).

Pozice hydroxylové [ Struktura postranniho
skupiny fetézce B 1M
I\/\(\ou - 5pM
oH [ - lopM
3o, 7a,12a €. T19
N
- & T45
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Relativni luciferazovi aktivita

Obr. 25 Nepiitomnost hydroxylové skupiny v poloze C-120 nesniZuje schopnost aktivovat FXR. Aktivace
farnesoidniho X receptoru (FXR) byla hodnocena luciferazovou reportérovou assay, za pouziti Huh-7 bunék,
které byly transfekovany expresnimi plasmidy kodujicimi FXR, RXRa a reportérovym plasmidem nesoucim gen
pro luciferazu. Alkoholy Zlucovych kyselin, tedy latky ¢. T19 (5B-cholestan-3a,70,120,26,27-pentol), ¢. T46
(5B-cholestan-3a,70,26,27-tetrol), ¢. T47 (5B-cholestan-3a,7a,120,26-tetrol) a ¢. T48 (5B-cholestan-3a,70a,26-
triol), byly testovany v koncentracich 1 uM, 5 uM a 10 pM. Tyto latky se navzajem odliSuji odliSuji strukturou
postranniho fetézce a pritomnosti hydroxylové skupiny v pozici C-12a. Vysledky naznacuji, Ze nepiitomnost
hydroxylové skupiny v poloze C-12a nesnizuje schopnost aktivovat FXR. Statistickd vyznamnost na urovni

p < 0,05 je vyznacena *. Modifikovano dle: Iguchi et al. 2010.

Obdobné vysledky byly skupinou Iguchi et al. (2010) pozorovany i pii porovnani
aktivace FXR u 5a-alkoholll Zlucovych kyselin analogickych k CA (s hydroxylovymi
skupinami v polohdch C-3a, C-7a a C-12a), tedy u latky ¢. T24 (5a-cholestan-3a,7a,120,26-
tetrol) a Sa-cyprinolu (€. T17, Sa-cholestan-3a,70a,12a,26,27-pentol), oproti jejich analogim
bez 12a-OH skupiny, tedy latky ¢. T22 (5a-cholestan-3a,7a,26-triol) a slouceniny ¢. T23
(5a-cholestan-3a,7a,26,27-tetrol). Jak je zobrazeno na obrazku 22, dva Sa-alkoholy odvozené

od CDCA Zlu€ovych kyselin bez 12a- hydroxylové skupiny, tedy latky €. T23 a ¢. T22,
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vykazovaly FXR agonistickou aktivitu, zatimco jejich analogy s 12a- hydroxylovou skupinou,
tedy latky ¢. T17 a €. T24, byly inaktivni. Z té€chto vysledkti je mozné usoudit, Ze odebranim
120~ hydroxylové skupiny nedochazi ke snizeni agonistické aktivity. Pro uplné objasnéni této
problematiky bude potieba dalSiho testovani (Iguchi et al. 2010).

Suzuki et al. (2008) testovali latku NIHS700 (12-hydroxyimino-53-cholan-3a,24-diol,
¢. T49) se steroidnim zdkladem, jejiz struktura se odliSuje od LCA substituenty na pozicich
C-12 a C-24. Sloucenina NIHS700 aktivovala FXR srovnateln¢ jako CDCA (Suzuki et al.
2008).

Tab. 6 Prehled latek, na kterych byl studovan vliv modifikaci Zlucovych kyselin v poloze
C-12 steroidniho jadra na aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T46 - 5B-cholestan-3a,7a,26,27-tetrol

T47 - 5B-cholestan-3a,7a,12a,26-tetrol

T48 - 5B-cholestan-3a,70a,26-triol

T49 NIHS700 12-hydroxyimino-5p-cholan-3a,24-diol

2) Modifikace postranniho retézce

Na cesté studia novych latek s FXR-agonistickou aktivitou byly hodnoceny i alkoholy
Zlucovych kyselin. Alkoholy zlucovych kyselin jsou meziprodukty v draze syntézy zluCovych
kyselin u savct a také predstavuji terminalni produkty katabolismu cholesterolu u vétSiny
evoluéné primitivnich obratlovetl (Iguchi et al. 2010, Nishimaki-Mogami et al. 2006).

Védecka skupina Fujino et al. (2004) studovala alkoholy odvozené od Zzlucovych
kyselin CDCA, CA, UDCA a UCA, u nichZz se zabyvala vlivem konverze karboxylové
skupiny v poloze C-24 na skupinu hydroxylovou na schopnost aktivovat FXR. Alkohol
zlucové kyseliny CDCA (CDC-OH, ¢. T38) vykazoval aktivitu srovnatelnou s CDCA (viz
Obr. 24), zajimavé ale je, ze ackoli CA byla inaktivni, alkohol od ni odvozeny (C-OH, ¢. T40)
efektivné aktivoval FXR. Alkoholy odvozené od UDCA (UDC-OH, €. T39) a od UCA
(UC-OH, ¢. T41) byly pii aktivaci FXR inaktivni, stejné jako piislusné Zlucové kyseliny.
Stejny efekt pozorovali u CDC-OH a C-OH i Iguchi et al. (2010). Tyto vysledky ukazaly, ze
alkoholy Zlu¢ovych kyselin odvozené od ZluCovych kyselin konverzi karboxylové skupiny na
alkoholovou vykazuji vlastnosti ligandi FXR v mife srovnatelné s pivodnimi ptisluSnymi

zlu€ovymi kyselinami. Touto konverzi neni vyrazné ovlivnéna vazebna afinita k FXR, ktera
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je zachovana diky vodikovym vazbdm mezi alkoholovym kyslikem ligandu na C-24
a argininovym zbytkem R328 ligand-vazebné kapsy. Negativni ndboj v postrannim fetézci
zlucovych kyselin tedy neni nezbytny pro FXR agonistickou aktivitu. Konverze karboxylové
skupiny na alkoholovou usnadniuje transport latky do buiiky (Fujino et al. 2004, Iguchi et al.
2010).

Vliv modifikaci karboxylové skupiny byl dale studovan védeckou skupinou Suzuki et
al. (2008), ktera u methylesteri kyseliny cholové (MeCA, ¢. T50) a deoxycholové (MeDCA,
¢. T51) pozorovala schopnost aktivace FXR na trovni CDCA. Karboxylova skupina neni tedy
pro aktivaci FXR nezbytnd, a jen drobnd modifikace struktury zluovych kyselin muize

zpusobit odliSnou regulaci FXR (Suzuki et al. 2008).

Tab. 7 Prehled latek, na kterych byl studovan vliv modifikaci Zlu¢ovych kyselin v postrannim

fetézci (esterifikace karboxylové skupiny) na aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T50 MeCA methylester kyseliny 3a,7a,12a-trihydroxy-5B-cholan-24-ové
T51 MeDCA methylester kyseliny 3a,120-dihydroxy-5p-cholan-24-ové

Ptedchozi objevy vedly ke zkoumdani vztahu struktury a aktivity celé fady zlu¢ovych
kyselin a alkoholt strukturné podobnych zluCovym kyselinam, které byly modifikovany
prodlouzenim ¢i zkradcenim postranniho fetézce a zavedenim rtizného poctu hydroxylovych
skupin do rozmanitych poloh postranniho fetézce. Iguchi et al. (2010) potvrdili, Ze sterol bez
hydroxylové skupiny v postrannim fetézci 5B-cholestan-3a,7a,120-triol (€. T52), ktery je
meziproduktem v biosyntetické draze zlucovych kyselin, nemé Zadnou FXR agonistickou
aktivitu, zatimco 5B-cholestan-3a,7a,12a,26-tetrol (¢. T47), ktery je produktem hydroxylace
na terminalni methylové skupiné slouceniny ¢. T52, je potencidlnim ligandem pro FXR. Tyto
vysledky navrhuji, Ze pfitomnost hydroxylové skupiny (nebo atomu kysliku) v postrannim
fetézci je nezbytnad pro FXR agonistickou aktivitu (Iguchi et al. 2010).

Dale byl studovan efekt pozice a konfigurace hydroxylové skupiny v postrannim
fetézci na schopnost aktivovat FXR. Tyto modifikace postranniho fetézce vedly k zajimavym
rozdilim ve vysledcich. Pellicciari et al. (2004) testovali funkci polohy C-22: zavedenim
hydroxylové skupiny do pozice 225- u CDCA vznikla latka ¢. T53, ktera pozoruhodné
vykazovala tfikrat niz8i aktivitu neZ CDCA. Obdobné vysledky pozorovala i védecka skupina
Iguchi et al. (2010), ktera testovala sérii osmi alkoholti Zlucovych kyselin, u nichz byl

postranni fetézec prodlouZen na 27 uhlikl. Zavedenim OH- skupiny do polohy C-22 vznikly
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dva stereoizomery: 22R- (latka ¢. T54) a 225- (latka ¢. T55). Izomer 22S5- aktivoval FXR na
srovnatelnou s CDCA. Substituce hydroxylovou skupinou v poloze C-22 zna¢né ovliviiuje
FXR agonistickou aktivitu, nebot zde hraje roli stérick¢ branéni okolo pozice C-22.
Pellicciari et al. (2004) substituovali polohu C-23 u CDCA hydroxylovou skupinou za vzniku
dvou enantiomerQ: 23R- (latka ¢. T56) a 23S- (latka ¢. T57). Ob¢ tyto latky vykazovaly jen
minimalni pokles aktivity oproti CDCA. Tyto vysledky jsou konzistentni s pozorovanim
skupiny Iguchi et al. (2010), kterd zavedenim OH- skupiny do polohy C-23 alkoholu Zlucové
kyseliny s 27 uhliky ziskala dvojici stereoizomerti: izomery 23S5- (latka ¢. T58) a 23R- (latka
¢. T59). Oba tyto izomery aktivovaly FXR ve srovnatelné mife jako CDCA. Zavedeni OH-
skupiny do polohy C-23 nema vliv na schopnost aktivovat FXR. Iguchi et al. (2010) dale
zavedli OH- skupinu do polohy C-24, ¢imz vznikla dvojice stereoizomerid: izomery 24S-
(latka €. T60) a 24R- (latka ¢. T61). Ob¢ tyto slouceniny aktivovaly FXR ve srovnatelné mite
jako CDCA. Sepe et al. (2016) testovali slouceniny odvozené¢ od 6-ECDCA (latky ¢. T62
a ¢. T63), kterym byla mj. zavedena hydroxylova skupina do polohy C-24. Ob¢ tyto latky
vykazovaly silnou aktivaci FXR. Zavedenim OH- skupiny do polohy C-25 ¢i C-26 vznikly
latky ¢. T64 a €. T47, které aktivovaly FXR ve srovnatelné mite jako CDCA. Vysledky téchto
studii ukazuji, Ze substituce OH- skupinou v polohach C-24, C-25 a C-26 nema vliv na
schopnost aktivovat FXR (Iguchi et al. 2010, Pellicciari et al. 2004, Sepe et al. 2016).

Tab. 8 Prehled latek, na kterych byl studovan vliv modifikaci zlu¢ovych kyselin v postrannim

fetézci (pfitomnost, pozice a konfigurace hydroxylové skupiny) na aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T52 - 5B-cholestan-3a,7a,12a-triol

T53 - (2285)-30,70,22-trihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina
T54 - (22R)-5B-cholestan-3a,7a,12a,22-tetrol

T55 - (225)-5B-cholestan-3a,7a,120a,22-tetrol

T56 - (23R)-30,70,23-trihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina
T57 - (235)-30,70,23-trihydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina
T58 - (235)-5B-cholestan-3a,7a,120,23-tetrol

T59 - (23R)-5B-cholestan-3a,7a,12a,23-tetrol

T60 - (24S5)-5B-cholestan-3a,7a,12a,24-tetrol

T61 - (24R)-5B-cholestan-3a,7a,12a,24-tetrol
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T62 - 6a-ethyl-5B-cholan-7a,24-diol
T63 - 6a-ethyl-5B-cholan-3f ,7a,24-triol
T64 - 5B-cholestan-3a,7a,12a,25-tetrol

Déle byl u zlucovych kyselin zkouman vliv pfitomnosti jinych nez hydroxylovych
skupin v polohdch C-22 a C-23 na aktivaci FXR. Pellicciari et al. (2004) zavedli do pozice
C-23 CDCA methylovou skupinu za vzniku latky ¢. T65. Tato latka vykazovala jen minimalni
pokles aktivity oproti CDCA. Studovan byl vliv cyklopropanace v pozicich C-22 a C-23
CDCA, kdy takto vznikly c¢tyfi diastereoizomery (latky ¢. T66, T67, T68 a T69). Dva cis
izomery (€. T66 a T67) zcela postradaly jakoukoliv aktivitu, zatimco jejich dva trans izomery
(¢. T68 a T69) byly schopny aktivovat FXR. Odlisné vysledky vysvétluje stérické branéni
okolo pozice C-22 v postrannim fetézci. Tato data jasn¢ ukazuji konformaéni preferenci
modifikaci postranniho fetézce Zlu€ovych kyselin pfi interakci s FXR receptorem (Pellicciari

et al. 2004).

Tab. 9 Pichled latek, na kterych byl studovan vliv modifikaci zlucovych kyselin v postrannim

fetézci (pfitomnost jinych nez hydroxylovych skupin) na aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T65 - 23-methyl-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

T66 - (225,23S5)-methylen-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina
T67 - (22R,23R)-methylen-30,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ové kyselina
T68 - (228,23 R)-methylen-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina
T69 - (22R,23S)-methylen-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

Dale byly skupinou Iguchi et al. (2010) syntetizovany alkoholy Zlucovych kyselin
s hydroxylovou skupinou na termindlni methylové skupiné, které mély odliSnou délku
postranniho fetézce. Jedna se o latky ¢. T70 s 23 uhliky, ¢. T71 s 24 uhliky, ¢. T72 s 25 uhliky
a ¢. T73 s 26 uhliky. Zkracovani postranniho fetézce vedlo ke klesajici schopnosti aktivovat
FXR, sloucenina ¢. T70, ktera je nejnizSim homologem v této fad¢, vykazovala pouze slabou
aktivaci FXR. FXR agonisticka aktivita zlu€ovych kyselin a jejich alkoholl klesé spolu se
zkracujici se délkou postranniho fetézce. Tyto vysledky jsou konzistentni s pifedchozimi
pozorovanimi védecké skupiny Pellicciari et al. (2004), které¢ ukazaly, Ze C22-zlucova
kyselina (22,23-dinor-CDCA, ¢. T74) majici kratSi postranni fetézec nez C24-zluCové
kyseliny nevykazovala FXR vazebnou aktivitu. OH-skupina alkoholu nebo karboxylu
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v postrannim fetézci zlucovych kyselin tvoifi vodikovou vazbu s argininovym zbytkem R328
ligand-vazebné kapsy a tato vazba stabilizuje interakci mezi FXR a jeho ligandem. Pro
formovani této vodikové vazby je potiebnd ptitomnost atomu kysliku ve vhodné vzdalenosti
od jadra. Timto je vysvétlen fakt, pro¢ C-22 Zlucové kyseliny ¢i alkoholy Zlucovych kyselin
s krat§im postrannim fetézcem nemohou interagovat se zbytkem R328 LBD FXR (Iguchi et

al. 2010, Pellicciari et al. 2004).

Tab. 10 Piehled latek, na kterych byl studovan vliv modifikaci ZluCovych kyselin

v postrannim fetézci (odlisna délka postranniho fetézce) na aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T70 - 24-nor-5B-cholan-3a,7a,12a,23-tetrol

T71 - 5B-cholan-3a,7a,120,24-tetrol

T72 - 26,27-dinor-5p-cholestan-3a,7a,12a,25-tetrol
T73 - 27-nor-5B-cholestan-3a,7a,12a,26-tetrol

T74 22,23-dinor-CDCA  22,23-dinor-3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova kyselina

Rovnéz byl studovan efekt poctu hydroxylovych skupin v postrannim fetézci na
aktivaci FXR. Za timto uc¢elem Iguchi et al. (2010) testovali sérii alkoholii zlu€ovych kyselin
(viz Obr. 25): ze Zluce kapra izolovany alkohol se dvéma OH- skupinami v postrannim fétézci
5B-cholestan-3a,7a,120,26,27-pentol (¢. T19) a jeho analog bez OH- skupiny v poloze C-27
(¢. T47); alkohol se dvéma OH- skupinami v postrannim fetézci 5p-cholestan-3a,70,26,27-
tetrol (¢. T46) a jeho analog bez OH- skupiny v poloze C-27 (¢. T48). Déle se jednalo o sérii
Sa-alkoholti zluovych kyselin (viz Obr. 22): alkohol se dvéma OH- skupinami v postrannim
fetézci Sa-cholestan-3a,7a,120,26,27-pentol (Sa-cyprinol, ¢. T17) ajeho analog bez OH-
skupiny v poloze C-27 (¢. T24); alkohol se dvéma OH- skupinami v postrannim fetézci
Sa-cholestan-3a,7a,26,27-tetrol (€. T23) a jeho analog bez OH- skupiny v poloze C-27
(¢. T22). Vysledky test poukazuji na skute¢nost, ze zvySeni poctu hydroxylovych skupin
v postrannim fetézci vede k poklesu FXR agonistické aktivity. Nicmén¢ u alkoholti se dvéma
OH- skupinami v postrannim fetézci Sa-cyprinolu (¢. T17) a Sa-bufolu (¢. T18) prokazali
Nishimaki-Mogami et al. (2006) FXR antagonistickou aktivitu, zatimco vysledky s jejich 5p-
epimery (€. T19, €. T20) ukazaly, ze 5B-cyprinol a 5B-bufol u€inkuji jako silni agonisté FXR.
Pro Gplné objasnéni vztahu struktury a aktivity alkoholti Zlucovych kyselin s vy$Sim poctem
OH- skupin v postrannim fetézci bude potieba dalSiho testovani (Iguchi et al. 2010,

Nishimaki-Mogami et al. 2006).
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V ramci snahy objevit nové ucinné a selektivni ligandy FXR receptoru byla provedena
analyza efektu po nahrazeni 24-karboxylové skupiny strukturné odliSnou skupinou na aktivaci
FXR. Presna role koncové karboxylové skupiny zlucovych kyselin byla testovana na
slouceninach, u kterych byly do pozice C-23 ¢i C-24 zavedeny skupiny s odliSnymi
elektrostatickymi a stérickymi vlastnostmi, schopnostmi vazat vodik a s riznymi pKa profily.
Jedna se o sulfatovou a sulfondtovou skupinu, aminoskupinu, ethylkarbamatovou skupinu,
oxazolidin-3,5-dion, cinnamylkarbamatovou skupinu a benzylketon. Pfi studiu jinych
kyselych skupin nez karboxylovych testovali Fujino et al. (2003) syntetickou slouc¢eninu
CDC-sulfonat (latka ¢. T75) vzniklou zavedenim sulfonitové skupiny na misto
24-karboxylové skupiny u CDCA. Bylo zjisténo, Ze CDC-sulfonat je ligandem FXR s mirou
odpovédi srovnatelnou s CDCA. Tyto vysledky pozdéji potvrdili Pellicciari et al. (2004). Ti
dale testovali latku CDC-sulfat (latka ¢. T76) vzniklou zavedenim sulfatové skupiny na misto
24-karboxylové skupiny u CDCA. CDC-sulfat aktivoval FXR v mensi mife, a vykazoval tedy
parcidlné agonistické vlastnosti. Skupina Rizzo et al. (2010) testovala slouc¢eninu INT-767
(latka ¢. T77), ktera je 23-sulfatovym derivatem 6-ECDCA. INT-767 vykazovala mirn¢ vyssi
ucinnost na FXR aktivaci, nez 6-ECDCA a CDCA. 24-sulfatovy derivat 6-ECDCA (latka
¢. T78) také popsali Sepe et al. (2016). Tato latka vykazovala srovnatelnou aktivaci FXR jako
6-ECDCA 1 jako pfislusna karboxylova kyselina (Fujino et al. 2003, Pellicciari et al. 2004,
Rizzo et al. 2010, Sepe et al. 2016).

Dale byly syntetizovany latky obsahujici aminoskupinu v postrannim fetézci, které
byly nésledné¢ hodnoceny pro svou schopnost aktivovat FXR. Pellicciari et al. (2004)
substituci distalni karboxylové skupiny aminoskupinou vytvoftili derivat (latka ¢. T79), ktery
byl piekvapivé stejné ulinny jako CDCA. Substituce karboxyldtu aminoskupinou totiz
vyrazné ovliviiuje jak elektrostaticky profil, tak i donor/akceptorové vlastnosti molekuly pro
vodikovou vazby. I ostatni substituce maji neptedvidatelny efekt: Derivat CDCA ziskany
substituci 24-karboxylové skupiny ethylkarbamatovou skupinou (latka ¢. T80) je parcidlnim
agonistou FXR, zatimco derivat ziskany zavedenim oxazolidin-3,5-dionové skupiny (latka
¢. T81) do polohy C-23 vykazoval vysokou aktivitu. Védecka skupina Gioiello et al. (2011)
u cinnamylkarbamatovych derivati CDCA a 6-ECDCA prokézala, ze sloucenina ¢. T82
s 6a-ethylovou skupinou (derivat 6-ECDCA) vykazuje velmi vysokou agonistickou aktivitu
vici FXR receptoru, zatimco derivat CDCA (latka ¢. T83) se jevi byt pouze parcialnim
agonistou FXR (Gioiello et al. 2011, Pellicciari et al. 2004).

Vyse uvedené vysledky poukazuji na fakt, ze pritomnost 24-karboxylové skupiny

v postrannim fetézci neni nezbytnd pro aktivaci FXR receptoru, tato karboxylova skupina
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muize byt substituovdna strukturné odliSnou skupinou, a diky tomu muze byt dosazeno
rtiznych funkénich efekt od plné agonistické aktivity az k parcidlni agonistické aktivité. Tyto
vysledky navrhuji, ze k aktivaci FXR neni tfeba zddného negativné nabitého ndboje

v postrannim fetézci (Merk et al. 2012a, Pellicciari et al. 2004).

Tab. 11 Piehled latek, na kterych byl studovan vliv modifikaci Zluovych kyselin
v postrannim fetézci (nahrazeni 24-karboxylové skupiny strukturné odliSnou skupinou) na

aktivaci FXR.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T75 CDC-sulfonat 3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-sulfonat

T76 CDC-sulfat 3a,70-dihydroxy-5p-cholan-24-sulfat

T77 INT-767 6a-ethyl-3a,70,23-trihydroxy-24-nor-5p-cholan-23-sulfat

T78 - 6a-ethyl-7a-hydroxy-5p-cholan-24-sulfat

T79 - 3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-amin

T80 - 3a,7a-dihydroxy-5B-cholan-24-ethylkarbamat

T81 - 3a,7a-dihydroxy-53-cholan-24-oxazolidin-3,5-dion

T82 - 23-N-(karbocinnamyloxy)-3a,7a-dihydroxy-6a-ethyl-24-nor-
5B-cholan-23-amin

T83 - 23-N-(karbocinnamyloxy)-3a,7a-dihydroxy-24-nor-5p-cholan-
23-amin

Dalsi steroidni agonisté

Vedle zluCovych kyselin a sloucenin od nich odvozenych byla FXR agonisticka
aktivita také pozorovana u steroidnich latek ze skupiny oxysterold a steroidnich hormoni
au syntetické slou¢eniny MFA-1. Deng et al. (2006) popsali, ze oxysterol (22R)-
hydroxycholesterol (latka ¢. T84) vystupuje jako dudlni agonista pro LXR a FXR, nebot’ jiz
diive bylo znamo, ze oxysteroly (vCetné (22R)-hydroxycholesterolu) jsou piirodnimi
endogennimi ligandy LXR receptoru, ktery reguluje skupinu cilovych genii dulezitych pro
metabolismus a transport cholesterolu. Oxysteroly jsou meziprodukty syntézy zlu€ovych
kyselin a steroidnich hormontl z cholesterolu a slouZi jako biologické senzory pro hladinu
cholesterolu v téle. Naproti tomu Zlucové kyseliny jsou skupinou metabolitl cholesterolu
a prostfednictvim aktivace FXR receptoru dochézi k regulaci fady cilovych genti podilejicich
se na syntéze, transportu a eliminaci zlucovych kyselin. FXR signalizace je tudiz funkcéné

spojena se signalizaci LXR a tyto drahy koordinované reguluji své cilové geny za ucelem
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udrzeni homeostazy zlu€ovych kyselin a cholesterolu. Na zéklad¢ studii krystalové struktury
LBD FXR vkomplexu s (22R)-hydroxycholesterolem a mutaci vybranych
aminokyselinovych zbytki bylo zjisténo, Ze se tento oxysterol vaze na FXR s urCitymi
odliSnostmi oproti CDCA: napf. argininovy zbytek R351 se nepodili na vazb& s timto
oxysterolem, naopak leucinovy zbytek L340 hraje dutlezitou roli v (22R)-
hydroxycholesterolem zprosttedkované aktivaci FXR (Deng et al. 2006).

Wang et al. (2006) objevili, ze androsteron (latka ¢. T85), produkt metabolismu
testosteronu, je ligandem agonistou FXR a piimo aktivuje LBD FXR zptisobem podobnym
pfirozenym zlu€ovym kyselindam. Od CDCA se odliSuje nepfitomnosti 7a-hydroxylové
skupiny, u které¢ se predpoklada, Ze interaguje s tyrozinovym zbytkem Y369 FXR receptoru.
Druhé hlavni strukturni odlisSnost oproti CDCA je neptitomnost Suhlikového karboxylového
fetézce v pozici C17, u kterého se predpoklada, ze vytvaii vodikovou vazbu s argininovym
zbytkem R262. Ocekava se, Ze tyto interakce budou u androsteronu chybét, tudiz lze
pfedpokladat, ze se androsteron vaze na FXR LBD mirné€ odlisn€ nezZ CDCA. Nicméné€ studie
krystalové struktury naznacuji, Ze androsteron, stejné jako zlu¢ové kyseliny, zaujima v ligand-
vazebné kapse FXR obracenou orientaci, oproti vazbé jinych steroidnich hormonl na své
pfislusné jaderné receptory. Dale bylo prokazdno, ze také etiocholanolon (latka ¢&. T86),
5B-izomer androsteronu, aktivuje FXR receptor. Jedna se tedy o endogenni ligandy FXR
produkované nadledvinkami. Abu-Hayyeh et al. (2013) popsali, ze 3B-sulfatovany metabolit
progesteronu (epiallopregnanolon sulfat, latka ¢. T87) vystupuje jako parcidlni agonista
farnesoidniho X receptoru (Abu-Hayyeh a Williamson 2015, Abu-Hayyeh et al. 2013, Wang
et al. 2006).

V neposledni fadé byl skupinou Soisson et al. (2008) objeven Uc¢inny steroidni ligand
FXR MFA-1 (latka ¢ T88, viz Obr. 26), jehoz postranni fetézec je, oproti ZluCovym
kyselinam, nahrazen benzylketonem, kruhy A a B jsou nenasycené. Tato latka navic postrada
hydroxylové skupiny v polohach C-3, C-7 a C-12, namisto toho je do polohy C-3 zavedena
karboxylova skupina. Zajimavé je, ze studie krystalové struktury komplexu LBD FXR
s MFA-1 objasnily, Ze se MFA-1 vaze do LBD odlisné¢ od pfirozené se vyskytujicich
zlucovych kyselin a vétSiny latek od nich odvozenych: steroidni kruhovy systém je natocen
piiblizné o 180° a kruh D smétfuje smérem k helixu 12 (AF-2), karboxylova skupina na kruhu
A je v pozici karboxylové skupiny postranniho fetézce ptirozenych zluCovych kyselin (viz
Obr. 27). Interakce s MFA-1 s FXR receptorem se lis$i od interakei s pfirozenymi ligandy tak,

ze dochazi k ptfimé vazb¢ mezi ligandem a helixy 3, 11 a 12 (Soisson et al. 2008).

62



»

HO
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Obr. 26 Chemicka struktura latky MFA-1. Slou¢enina MFA-1 (17B-(4-hydroxybenzoyl)-androsta-3,5-dien-3-
karboxylova kyselina) je u¢innym steroidnim ligandem farnesoidniho X receptoru (FXR), ktery se vaze do
ligand-vazebné kapsy odlisng od piirozené se vyskytujicich se zlu¢ovych kyselin. Modifikovano dle: Soisson et

al. 2008.

Obr. 27 Srovnani vazby MFA-1 a 6-ECDCA do ligand-vazebné kapsy FXR. Latka MFA-1 (vyobrazena
zIuté) se vaze do ligand vazebné kapsy farnesoidniho X receptoru (FXR) a aktivuje jej odlisné od piirozené se
vyskytujicich se ZluCovych kyselin a vétSiny jejich derivati. Fialovou barvou je vyobrazena 6-ethyl-
chenodeoxycholova kyselina (6-ECDCA), ktera piedstavuje orientaci pfirozenych Zlucovych kyselin: mezi
hydroxylovou skupinou v poloze C-3 a histidinovym zbytkem H444 a tyrozinovym zbytkem Y358 se tvofi
vodikové vazby. Oproti 6-ECDCA je steroidni kruhovy systém MFA-1 natocen piiblizné o 180°, karboxylova
skupina na kruhu A MFA-1 je v pozici karboxylové skupiny postranniho fetézce ptirozenych zluGovych kyselin
a kruh D sméfuje smérem k helixu H12, kde dochazi k pfimému kontaktu s H12 prostfednictvim van der
Waalsovych sil mezi aromatickam kruhem MFA-1 a tryptofanovym zbytkem W469. Vysvétlivky: H6—12 (helixy
6—12). Modifikovano dle: Soisson et al. 2008.
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Tab. 12 Piehled dalSich steroidnich latek, u kterych byla pozorovana FXR agonisticka

aktivita.

Cislo Zkratka/Nizev Chemicka struktura

T84 - (22R)-hydroxycholesterol

T85 androsteron 3a-hydroxy-5a-androstan-17-on

T86 etiocholanolon 3a-hydroxy-5B-androstan-17-on

T87 epiallopregnanolon sulfat 20-oxo-5a-pregnan-3p-ester kyseliny
sulfonoveé

T88 MFA-1 178-(4-hydroxybenzoyl)-androsta-3,5-dien-3-

karboxylova kyselina

3.5.2. Steroidni ligandy antagonisté

Pocet doposud objevenych antagonistli FXR je vyrazné niz$i neZ mnoZstvi agonistd,
ato i1 navzdory intenzivnimu vyzkumu vénovanému této oblasti. Néktefi FXR antagonisté
byli dokonce vyvinuti pouze za vyzkumnymi tcely 1 ptesto, Ze jejich potencidlni terapeutické
vyuziti bylo nejisté. VétSina téchto ligandl s antagonistickou aktivitou ma, jako zaklad
struktury, steroidni jadro.

Antagonisté FXR jsou molekuly, které¢ se do LBD receptoru vazi s vysokou afinitou,
ale neaktivuji ho, a tudiz nevyvolavaji fyziologicky efekt FXR aktivace. Navic jsou
antagonisté schopni inhibovat aktivaci receptoru zprosttedkovanou ligandy agonisty (viz Obr.
28). K tomuto jevu dochazi diky kompetitivni vazbé antagonisty do LBD s vysokou afinitou,
ale bez stabilizace AF-2 helixu v aktivni konformaci a prostfednictvim stabilizace téchto
komplexii FXR s korepresory, napf. sjadernym korepresorem NCoR (z angl. nuclear
corepressor). Nasledkem je branéni rekruitmentu koaktivatoru, a tudiz nedochazi k FXR

aktivaci (Merk et al. 2012a).
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Obr. 28 Schématické znazornéni schopnosti antagonisti inhibovat aktivaci FXR receptoru
zprostiredkovanou ligandy agonisty. Antagonisté (jako piiklad je zobrazen sulfatovany sterol izolovany
z motského organismu Ophiolepsis superba) jsou schopni inhibovat aktivaci farnesoidniho X receptoru (FXR)
zprostfedkovanou agonisty (jako priklad je uvedena kyselina chenodeoxycholovd, CDCA). Komplex FXR
s antagonistou je stabilizovan interakci s korepresoren, napf. s jadernym korepresorem (NCoR). Vysvétlivky:

RXR (retinoidni X receptor), FXRE (responzivni element FXR). Modifikovéano dle: Sepe et al. 2011.

Prvnim v literatufe popsanym FXR antagonistou byl guggulsteron (viz Obr. 29 A).
V roce 2002 Urizar et al. (2002) objevili, ze tato steroidni sloucenina, izolovana z pryskyftice
stromu Commiphora mukul, je velice uCinnym antagonistou FXR receptoru. Guggulsteron se
vyskytuje ve formé dvou izomerid E-guggulsteron (€. T89) a Z-guggulsteron (¢. T90)
a vykazuje antagonistickou aktivitu na mnoho dalSich nukledrnich receptori vcetné
estrogennich receptort (ER), glukokortikoidniho receptoru (GR), mineralokortikoidniho
receptoru (MR) a pregnanového receptoru (PR). Guggulsteron se vaze do LBD FXR tak, ze
steroidni jadro ma obdobnou orientaci jako u pfirozenych Zluovych kyselin (viz Obr. 31).
Pracovni skupina Park et al. (2011) syntetizovala slouceninu pseudo-guggulsteron (€. T91)
(viz Obr. 29 B), u které prokazala, ze je také antagonistou FXR receptoru (De Marino et al.
2012, Merk et al. 2012a, Park et al. 2011, Urizar et al. 2002).
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Obr. 29 Chemicka struktura guggulsteronu a pseudo-guggulsteronu. A) Guggulsteron se vyskytuje se formé
dvou izomeru: E-guggulsteron a Z-guggulsteron, a je steroidnim antagonistou farnesoidniho X receptoru (FXR)
ptirodniho ptivodu. B) Pseudo-guggulsteron je syntetickym steroidnim antagonistou FXR. Modifikovano dle:

Park et al. 2011, Urizar et al. 2002.

Dale bylo popsano nékolik dalSich steroidnich FXR antagonistd. Carter et al. (2007)
objevili, ze latka ptirodniho ptavodu stigmasterol (€. T92) (viz Obr. 30), fytosterol vyskytujici
se v sOji (Glycine max), je uc¢innym antagonistou FXR receptoru. Jak jiz bylo popsano
v kapitole 3.5.1., Nishimaki-Mogami et al. (2006) prokazali, Ze n¢které Sa-alkoholy
zlu¢ovych kyselin mohou vystupovat jako antagonist¢ FXR. Jedna se o Sa-cyprinol (¢. T17),
ktery byl ptivodné ziskan ze zluci asijského kapra Cyprinus carpi a Sa-bufol (¢. T18), ktery
byl izolovan ze Zlu¢i zastupct podtiidy dvojdysnych (Dipnoi) a nekterych druhi zab. Trans-
orientace kruhu A dana konfiguraci C-5a destabilizuje agonistickou konformaci helixu 12,
a proto patrné nedochazi k interakci mezi koaktivatorem a receptorem. Pozd¢ji byla skupinou
Verma et al. (2010) popsana latka CDRI 80/574 (&. T93) strukturné odvozena od zlu¢ovych
kyselin jako antagonista FXR (Carter et al. 2007, Huang et al. 2012, Nishimaki-Mogami et al.
2006, Verma et al. 2010).

Stigmasterol CDRI 80/574

Obr. 30 Chemicka struktura stigmasterolu a CDRI 80/574. Tyto latky jsou steroidnimi antagonisty
farnesoidniho X receptoru (FXR). Stigmasterol je ptirodniho piivodu a CDRI 80/574 je odvozena od zlu¢ovych
kyselin. Modifikovano dle: Carter et al. 2007, Huang et al. 2012.
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Tab. 13 Piehled steroidnich latek pfirodniho i syntetického ptvodu, u kterych byla

pozorovana FXR antagonistickd aktivita.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T89 E-guggulsteron (17E)-pregna-4,17(20)-dien-3,16-dion
T90 Z-guggulsteron (17Z)-pregna-4,17(20)-dien-3,16-dion
T91 pseudo-guggulsteron 3-ethyliden-androst-4-en-2,17- dion
T92 stigmasterol stigmast-5,22-dien-3f3-ol

T93 CDRI 80/574 3B-hydroxy-5,16-dien-pregnan-20-on

Z moftskych organismil bylo izolovano vice nez 1600 novych steroidnich latek a fada
znich byla studovéna, zda jsou ligandy FXR receptoru. Sepe et al. (2011) testovali sérii
sulfatovanych steroli izolovanych z motskych zivocicht tfidy hadice (Ophiuroida).
Studované steroly maji spolecné charakteristické rysy: jednd se o cis konformaci spojeni
kruhti A/B, negativni ndboj v postrannim fetézci a polarni skupina v a-pozici kruhu A.
Vsechny testované slouceniny obsahuji sulfatovou skupinu v poloze C3 a C21. Nejucinngjsi
byl sulfatovany sterol (¢. T94) (viz Obr. 28) izolovany z moiského organismu Ophiolepsis
superba, ktery ma del§i a objemné¢jSi postranni fetézec nez zlucové kyseliny, navic
obsahuje hydroxylovou skupinu v poloze C26, kterd se zd4 byt rozhodujici pro FXR
antagonistickou aktivitu. Tento sterol témét uplné¢ inhiboval efekt FXR aktivace
prostiednictvim CDCA, pravdépodobné prostiednictvim stabilizace komplexu s nuklearnim
korepresorem NCoR (viz Obr. 28) (Fiorucci et al. 2012, Merk et al. 2012a, Sepe et al. 2011).

O rok pozd¢ji Sepe et al. (2012a) popsali, ze dva sulfatované steroly solomonsterol A
(€. T95) a solomonsterol B (€. T96) izolované z motského zivocicha Theonella swinhoei jsou
antagonisty FXR. Ackoli spojeni kruht A/B je v trans konformaci narozdil od CDCA, bylo
prokézano, ze se tyto slouceniny vdzi do LBD FXR tak, ze jsou schopny tvofit triddu
vodikovych vazeb s tyrozinovym zbytkem Y358, histidinovym zbytkem H444
a tryptofanovym zbytkem W446 (Sepe et al. 2012a).
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Tab. 14 Piehled sulfatovanych sterolii izolovanych z moiskych zivocichii, u kterych byla

pozorovana FXR antagonistickd aktivita.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T94 - 24a-methyl-4,26-dihydroxy-5p-cholestan-3,2 1-disulfat
T95 solomonsterol A Sa-cholan-2,3,24-trisulfat
T96 solomonsterol B 24-nor-5a-cholan-2,3,23- trisulfat

De Marino et al. (2011) testovali sérii 10 polyhydroxylovanych steroida
s methylenovou skupinou v poloze C4, které byly izolovany z moiského zivocicha Theonella
swinhoei. Latky byly oznaceny jako theonellasteroly B-H (¢. T98-104) a conicasteroly B-D
(¢. T107-109). Sepe et al. (2012b) popsali dvé slouceniny theonellasterol (¢. T97)
a conicasterol (¢. T106) pochézejici z Theonella swinhoei, tedy parentni slouceniny pro dalsi
4-methylensteroly. Pozdéji byl skupinou Sepe et al. (2012a) zkoumén conicasterol E
(¢. T110) aDe Marino et al. (2012) studovali conicasteroly G-K (¢. TI111-115)
a theonellasterol J (¢. T105). Bylo pozorovano, ze tyto 4-methylensteroly antagonizovaly
transaktivaci FXR indukovanou prostfednictvim CDCA. I pfesto, ze spojeni kruhti A/B je
v trans orientaci a OH skupina s poloze C3 je v B-pozici, se tyto latky vazi do LBD FXR
obdobnym zpisobem jako pfirozené Zlucové kyseliny, tedy mezi helixy H2-3, H5-7 a H10/11,
a steroidni jadro mad podobnou prostorovou orientaci jako u ptirozenych zlu¢ovych kyselin.
Diky hydroxylové skupiné v poloze C3 jsou tyto 4-methylensteroly schopny tvofit vodikové
vazby s tyrozinovym zbytkem Y358 na helixu H7, histidinovym zbytkem H444 na helixu
H10/11 a s tryptofanovym zbytkem W446 na helixu 12. Dalsi interakce se rlizni v zavislosti
na substituci steroidniho jadra i postranniho tétézce (viz Obr. 31) (De Marino et al. 2011, De

Marino et al. 2012, Sepe et al. 2012a, Sepe et al. 2012b).
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Obr. 31 Srovnani vazby 6-ECDCA, guggulsteronu a vybranych 4-methylensterolii izolovanych
Z Theonella swinhoei do ligand-vazebné kapsy FXR. Tmavé modrou barvou je znazornéna kyselina
obeticholova (6-ECDCA), ktera reprezentuje orientaci ptirozenych zluGovych kyselin. Modfe je vyobrazen
E-guggulsteron a zlut¢ Z-guggulsteron. Oranzova barva pfedstavuje conicasterol G, riizova conicasterol J, tmavé
zelend barva reprezentuje conicasterol K, svétle modfe je zndzornén theonellasterol J, Cervené je vyobrazen
conicasterol, hnéd¢ dehydroconicasterol a zelenou barvou je vyobrazen nesteroidni swinhosterol B. VSechny
vyobrazené steroidni slouCeniny zaujimaji v ligand-vazebné kapse farnesoidniho X receptoru (FXR) obdobnou
orientaci steroidniho jadra jako pfirozené Zzlucové kyseliny. Pfitomny mohou byt mj. vodikové vazby

s tyrozinovym zbytkem Tyr358 a histidinovym zbytkem His444. Modifikovano dle: De Marino et al. 2012.

Tab. 15 Piehled 4-methylensteroli izolovanych z motskych zivocichd, u kterych byla

pozorovana FXR antagonistickd aktivita.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T97 theonellasterol 4-methylen-(24S5)-ethyl-5a-cholest-14-en-33-ol

T98 theonellasterol B 4-methylen-(24S)-ethyl-5a-cholest-7,9(11),14-trien-33-ol

T99 theonellasterol C  4-methylen-3p3-hydroxy-(24S5)-ethyl-5a-cholest-8(9)-en-15-on

T100 theonellasterol D 4-methylen-9a-methoxy-(24S)-ethyl-5a-cholest-8(14)-en-
3pB,15B-diol

T101  theonellasterol E  4-methylen-(24S)-ethyl-5a-cholest-8(14)-en-3[3,9a,15B-triol

T102  theonellasterol F 4-methylen-(24S5)-ethyl-5a-cholest-8(14)-en-3f3,7a, 1 5B-triol

T103  theonellasterol G 4-methylen-(24S5)-ethyl-5a-cholest-8(9)-en-3f3,11pB,14a,15a-
tetrol

T104  theonellasterol H  4-methylen-(24S)-ethyl-5a-cholest-8(9)-en-3f,11a,140,150-

tetrol
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T105  theonellasterol ] 4-methylen-(24S)-ethyl-5a-cholest-7,14(15)-dien-3-ol

T106  conicasterol 4-methylen-(24R)-methyl-5a-cholest-14-en-33-o0l

T107  conicasterol B 4-methylen-(24R)-methyl-5a-cholest-7,9(11),14-trien-33-ol

T108  conicasterol C 4-methylen-9a-methoxy-(24R)-methyl-5a-cholest-8(14)-en-
3B,15B-diol

T109  conicasterol D 4-methylen-(24R)-methyl-5a-cholest-8(14)-en-33,9a,15p-triol

T110  conicasterol E 4-methylen-(24R)-methyl-5a-cholest-8(14)-en-33,7a,15B-triol

TI111  conicasterol G 4-methylen-3f,150-dihydroxy-(24R)-methyl-5a-cholest-8(14)-

en-7-on

T112  conicasterol H 4-methylen-(24R)-methyl-5a-cholest-7-en-3f3,14a-diol

T113  conicasterol I 4-methylen-(24R)-methyl-5a-cholest-8(9)-en-3f3,11B,14a,150-
tetrol

T114  conicasterol J 4-methylen-3p,7a-dihydroxy-(24R)-methyl-5a-cholest-8(14)-
en-15-on

T115  conicasterol K 4-methylen-(24R)-methyl-5a-cholest-7,14(15)-dien-3p3-ol

V ramci snahy objevit nové pfirodni FXR antagonisty z motskych organismii popsali
Shin et al. (2012) dvé steroidni slouceniny 12B3-hydroxy-cholest-1,22-dien-3-on (€. T116)
a 20B-hydroxy-cholest-1,4-dien-3-on (¢. T117) izolované z kordlu Dendronephthya gigantea.
Obe tyto latky vykazovaly silnou FXR agonistickou aktivitu. Také Putra et al. (2012) objevili
dalsi ligandy antagonisty FXR pivodem z motskych korali. Jedna se o steroidni latku
gorgosterol (€. T118) a slouceninu ¢. T119 s 24-methylcholestanovym zakladnim skeletem,
které¢ byly izolované z kordll rodu Sinularia. U obou téchto latek byla pozorovéana FXR

antagonistickd aktivita (Fiorucci et al. 2012, Putra et al. 2012, Shin et al. 2012).

Tab. 16 Ptehled dalSich steroidnich latek izolovanych z motskych zivoc€icht, u kterych byla

pozorovana FXR antagonisticka aktivita.

Cislo Zkratka/Nazev Chemicka struktura

T116 - 12B-hydroxy-cholest-1,22-dien-3-on
T117 - 20B-hydroxy-cholest-1,4-dien-3-on
T118  gorgosterol 3B-gorgost-5-en-3-ol

T119 - (24S)-methyl-5a-cholestan-1a,33-diol
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3.5.3. Nesteroidni ligandy agonisté

Vyzkum nesteroidnich ligandi FXR zapocal zanedlouho po jeho objevu, nebot
steroidni latky jsou spojeny s vysokym potencidlem nezadoucich uéinkd. Zlucové kyseliny
aktivuji vedle FXR 1 pregnanovy X receptor (PXR), receptor pro vitamin D (VDR) a dalsi
jaderné receptory. Déle interaguji s transportem soli Zlu¢ovych kyselin a vazebnymi proteiny.
Na zaklad¢ téchto skutecnosti bylo potieba objevit vice selektivni ligandy, coz vedlo ke studiu
ptirodnich latek i k syntéze novych sloucenin (Merk et al. 2012a).

V roce 1995 bylo védeckou skupinou Forman et al. (1995) popsano, ze FXR receptor
je aktivovan meziproduktem metabolické drahy mevalonatu farnesolem (viz Obr. 32), odtud
ziskal receptor svlij nazev. FXR je déle aktivovan také nckterymi metabolity farnesolu

(Forman et al. 1995, Modica et al. 2010).
OH
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Farnesol

Obr. 32 Chemicka struktura farnesolu. Farnesol je prvnim objevenym endogennim agonistou farnesoidniho

X receptoru (FXR). Modifikovano dle: Forman et al. 1995.

Synteticti nesteroidni agonisté

Jako prvni nesteroidni a vysoce selektivni ligand FXR byl skupinou Maloney et al.
(2000) objeven isoxazolovy derivat GW4064 (viz Obr. 33), ktery je v soucasné dob¢
receptoru. Vykazuje vyrazné silnéjsi aktivaci FXR, nez je pozorovano u CDCA. Nicméné
kvili nizké biologické dostupnosti a toxicité neni latka GW4064 vhodna ke klinickému
pouziti. Dale byla od GW4064 odvozena cela tada derivatti isoxazolu (napt. GW9047
objeveny skupinou Maloney et al. (2000), GSK8062 popsany skupinou Akwabi-Ameyaw et
al. (2008), GSK2324 nalezeny skupinou Bass et al. (2011)), oxazolidinonové derivaty,
4-isopropylovy a pyrazolovy derivat, které popsali Smalley et al. (2015) a dalsi, jez vykazuji
FXR agonistickou aktivitu. Zadny znich vsak neni siln&j§im agonistou neZ ptivodni
sloucenina (Akwabi-Ameyaw et al. 2008, Bass et al. 2011, Maloney et al. 2000, Merk et al.
2012a, Smalley et al. 2015).
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Obr. 33 Chemicka struktura GW4064. Sloucenina GW4064 je syntetickym agonistou farnesoidniho
X receptoru (FXR) s velice vysokou afinitou. Modifikovano dle: Maloney et al. 2000.

Syntetickd aromatické latka fexaramin byla védeckou skupinou Downes et al. (2003)
popsana jako agonista FXR s afinitou téméf tak vysokou, jako vykazuje GW4064. Nicolaou et
al. (2003) dale objevili n€kolik latek odvozenych od fexaraminu (fexaren, fexarin, fexaramat a
fexarchloramid), které vystupuji jako ligandy agonisté FXR (Downes et al. 2003, Merk et al.
2012a, Nicolaou et al. 2003).

Dale byl skupinou Flatt et al. (2009) objeven agonista FXR a¢inné&jsi nez GW4064
a fexaramin. Jedna se o syntetickou latku WAY-362450 (FXR-450, neboli X335, viz Obr.
34), ktera se dostala az do dvou klinickych studii faze I, nicméné jeden z nich byl pfed¢asné
ukoncen z diivodu nevhodnych farmakokinetickych vlastnosti (nikoli z diivodu bezpecnosti
a tolerance), nebot’ slou¢enina WAY-362450 je Spatn¢ rozpustna ve vodé¢, a diky tomu ma
nizkou biologickou dostupnost. Na zdklad¢ téchto skute¢nosti byly syntetizovany dalsi
derivaty této latky s FXR agonistickou aktivitou (Flatt et al. 2009, Merk et al. 2012a, Search
of: WAY-362450 2017).

% WAY-362450

Obr. 34 Chemicka struktura WAY-362450. Sloucenina WAY-362450 (FXR-450, XL335) je syntetickym
agonistou farnesoidniho X receptoru (FXR) s velice vysokou afinitou. Modifikovano dle: Flatt et al. 2009.

Mezi dal$i popsané agonisty FXR se fadi synteticka aromaticka slou¢enina TTNPB
(reportovali Parks et al. (1999)), kterd neni vhodnym ligandem FXR, nebot je iligandem
RXR. Od ni Dussault et al. (2003) odvodili latky AGN29 a AGN31, které maji zachovanou
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afinitu k FXR, ale niz$i afinitu k RXR (Dussault et al. 2003, Merk et al. 2012a, Parks et al.
1999).

Dale byli nalezeni agonist¢ FXR receptoru se zakladni strukturou: pyrrazolidin-3,5-
dion (popsali Deng et al. (2008)), benzimidazol (publikovali Richter et al. (2011)), pyrrol[2,3-
d]azepin (objevili Mehlmann et al. (2009)), estery 1,1-bisfosfonati (demontrovali Niesor et al.
(2001)), pyrazol[3,4-¢][1,4]thiazepin-7-on  (reportovali Marinozzi et al. (2012)),
difenylmethan (nalezli Kainuma et al. (2006)), kyselina anthranilova (popsali Merk et al.
(2014a) a Merk et al. (2014b)) a dalsi (Deng et al. 2008, Kainuma et al. 2006, Marinozzi et al.
2012, Matsubara et al. 2013, Mehlmann et al. 2009, Merk et al. 2012a, Merk et al. 2014a,
Merk et al. 2014b, Niesor et al. 2001, Richter et al. 2011).

Prirodni nesteroidni agonisté

Jednim z prvnich nesteroidnich agonisti FXR ptirodniho ptivodu byl popsén skupinou
Howard et al. (2000): forskolin, diterpenoid izolovany z rostliny Coleus forskholii. Suzuki et
al. (2008) dale demonstrovali, Ze pfirodni aromatické latky marchantin A a marchantin E,
izolované zrostliny Marchantia paleacea, a aromaticka kyselina ginkgolova, pochézejici
z rostliny Ginkgo biloba, jsou ligandy agonisty FXR. Lin et al. (2014) popsali, ze slouceniny
cryptochinony A-D izolované z rostliny Cryptocarya chinensis se chovaji jako FXR agonisté.
Védeckou skupinou Cermanova et al. (2015) byla objasnéna schopnost boldinu, alkaloidu
z listd a kary stromu Peumus boldus, aktivovat FXR receptor. Takahashi et al. (2008)
provadéli screening sloucenin vyskytujicich se v potravindch a zjistili, Ze coumestrol,
fytoestrogen pfitomny v sdjovych kli€cich (Glycine max), je silnym agonistou FXR
(Cermanova et al. 2015, Howard et al. 2000, Lin et al. 2014, Suzuki et al. 2008, Takahashi et
al. 2008).

Zajimavosti je, ze schopnost aktivovat FXR vykazuji i pfirodni latky nachézejici se
v hojné¢ konzumovanych néapojich jako je pivo, kdva a cCaj. Pfirodni latka prenylovany
flavonoid xanthohumol (viz Obr. 35), vyskytujici se témét vyhradné ve chmelu (Humulus
lupulus) odkud césteCné prechazi i do piva, byla objevena védcem Nozawa (2005) jako
agonista FXR. Cafestol (viz Obr. 35), diterpén piitomny v nefiltrovanych kdvovych napojich
pochézejicich z kdvovych zrn, tedy ze semen kdvovniku (Coffea arabica a Coffea robusta),
vykazuje aktivacni vlastnosti na FXR receptor, jak demonstrovali Ricketts et al. (2007).
Epigalokatechin-3-galat (EGCG, viz Obr. 35), polyfenolickd sloucenina pfitomna v ¢aji

(v nejvetsi mife v zeleném caji) pochazejici z rostliny Camellia sinensis, byla skupinou Li et
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al. (2012) popséna jako agonista FXR receptoru (Jelinek et al. 2013, Li et al. 2012, Nozawa
2005, Ricketts et al. 2007, Speer a Kolling-Speer 2006).

OH
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COOH
HO 0L
- OH
OH
o7 OH OH
— O
OH
OH
Xanthohumol Cafestol Epigalokatechin-3-galat  onH

Obr. 35 Chemicka struktura xanthohumolu, cafestolu a epigalokatechin-3-galatu. Jedna se o agonisty
farnesoidniho X receptoru (FXR) pfirodniho ptivodu ptitomné v napojich jako je pivo, kava a ¢aj. Modifikovano

dle: Li et al. 2012, Nozawa 2005, Speer a Kolling-Speer 2006.

Agonisté z jinych skupin léciv

Vysokd diverzita ligandi FXR poukazuje na fakt, Zze LBD tohoto nuklearniho
receptoru je schopna vazat velké mnozstvi strukturné odlisnych slou¢enin. Lze tedy
predpokladat, ze 1é¢iva z jinych skupin, zejména ty, které plisobi na ostatni jaderné receptory,
mohou také aktivovat FXR receptor. Z tohoto diivodu byla vybrana 1é¢iva hodnocena pro
jejich schopnost aktivovat ¢i modulovat FXR. Nékteré znich vystupuji jako slabé FXR
ligandy, nicméné to neznamena, Ze tato schopnost je farmakologicky relevantni (Merk et al.
2012a).

Léciva ze skupiny glitazond, tedy agonisty PPARYy receptort se strukturnim zdkladem
v podobé¢ thiazolididionu, popsala védeckd skupina Kaimal et al. (2009). U troglitazonu
pozorovala schopnost modulovat FXR, zatimco u testované¢ho rosiglitazonu a pioglitazonu
vliv na FXR pozorovan nebyl. Léky ze skupiny statini, tedy inhibitory HMG-CoA reduktazy
(3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reduktazy), byly studovany skupinou Howe et al. (2011).
Fluvastatin, simvastatin a lovastatin vykazovaly slabou FXR agonisitickou aktivitu. Rovnéz
u derivatl sulfonylurey glibenklamidu a glimepiridu byla zjisténa schopnost modulovat
farnesoidni X receptor. Védecka skupina Jin et al. (2013) pozorovala u lé¢iva ze skupiny
antiparazitik ivermektinu schopnost modulace FXR receptoru (Howe et al. 2011, Jin et al.

2013, Kaimal et al. 2009, Merk et al. 2012a).
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3.5.4. Nesteroidni ligandy antagonisté

Oproti Sirokému spektru agonistli farnesoidniho X receptoru bylo doposud objeveno
pouze malé mnozstvi antagonistll, z nichz vét§i vyznam maji diive popsané slou€eniny se
steroidnim strukturnim zékladem. Nicméné v poslednich letech bylo popsano nékolik tfid
nesteroidnich latek, které maji potencial byt ligandy antagonisty FXR.

Védecka skupina Choi et al. (2011) demonstrovala, Ze tuberatolidy, tedy pfirodni
terpenoidy izolované z motskych Zivocichii Botryllus tuberatus, jsou silnymi antagonisty
FXR. Také skupina Di Leva et al. (2013) se vénovala zkoumani latek pochézejicich
z mofskych organismi a objevila, Zze sesterterpen suvanin (izolovany z Coscinoderma
mathewsi) a jeho dal$i derivaty vystupuji jako antagonist¢ FXR. Vyzkumna skupina Nam et
al. (2006) popsala, Ze scalaranové sesterterpeny izolované z korejskych motskych organismi
rodu Spongia vykazuji FXR agonistickou aktivitu. Rovnéz z ptirodnich zdrojt ziskali Tsai et
al. (2012) dva seskviterpenoidy atractylenolid II a III izolované z rostliny celedi Asteraceae
(Atractylodes macrocephala) a pozorovali u nich schopnost antagonizovat aktivaci FXR
zpusobenou CDCA (Di Leva et al. 2013, Choi et al. 2011, Nam et al. 2006, Tsai et al. 2012).

Prostfednictvim virtualniho screeningu chemickych knihoven sloucenin identifikovala
védecka skupina Huang et al. (2012) derivaty 1,3,4-trisubstituovaného-pyrazolonu a skupina
Song et al. (2015) latku 3-(tert-butyl)-4-hydroxyfenyl benzoat a derivaty benzamidu jako silné
nesteroidni antagonisty FXR. Skupina Yu et al. (2014) dale pozorovala schopnost
antagonizovat FXR receptor u heterocyklickych sloucenin se zakladni strukturou
substituovany-pyrazol-4-karboxamid. Védecka skupina Liu et al. (2014) popsala derivaty
hydroxyacetofenonu jako silné antagonisty FXR receptoru (Huang et al. 2012, Liu et al. 2014,
Song et al. 2015, Yu et al. 2014).

Vyzkumna skupina Lu et al. (2015) pozorovala FXR antagonistickou aktivitu
u nékterych 1é¢iv ze skupiny nesteroidnich antiflogistik (ibuprofen, indometacin a dalsi) (Lu

et al. 2015).

3.5.5. Modulatory farnesoidniho X receptoru

Vyvoji steroidnich i nesteroidnich sloucenin za ucelem objeveni silnych agonisti FXR
bylo vénovano velké usili, nicméné potencidlni zavazné nezaddouci uCinky agonistd FXR
limituji jejich vyuziti v klinické praxi. Proto se dalsi vyzkum zaméfuje na vyvoj selektivnich
FXR modulatori nazyvanych jako SBARM:s (z angl. selective bile acid receptor modulators).

Jedna se o latky schopné regulovat jednotlivé cilové geny FXR nebo jejich skupiny. Aktivace
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FXR receptoru agonisty nebo inhibice antagonisty ma prospeésny efekt, ale i vedlejsi ucinky.
PIny FXR agonismus (neboli transaktivace vSech FXR cilovych genti v plném rozsahu) miize,
vedle pozadovaného efektu, mj. inhibovat 1 fyziologickou syntézu a transport zluCovych
kyselin, coz mize narusit homeostazu cholesterolu. Proto je vyzvou do budoucna objevit silné
genove selektivni FXR modulatory, které¢ budou moci indukovat (nebo naopak inhibovat) jen
ur¢itou podskupinu FXR cilovych genl pfi zachovani neutrdlniho ¢i antagonistického (nebo
naopak agonistického) vlivu na jiné cilové geny. SBARMs by umoznili snizit pleiotropismus
receptorového Uc¢inku, a tim omezit nezddouci G€inky plnych FXR agonisti (Bijsmans et al.
2015, Gioiello et al. 2011, Huang et al. 2010, Merk et al. 2012a).

Nicméné vzhledem k tomu, Ze FXR kontroluje nepfeberné mnoZzstvi geni, je nalezeni
syntetickych ligandii se spravnym genové selektivnim profilem malo pravdépodobné.
ZvySovat Sance na nalezeni spravné molekuly pomdha kombinace velkych chemickych
knihoven a stovek ¢i tisicli testovatelnych chemickych latek, spolu s modernimi vysoce
vykonnymi screenengovymi metodami. Vyzkum vedouci k ziskani SBARMs muze byt také
zamefen na interakce ligandu se specifickymi oblastmi LBD, které¢ zptsobi odlisny
rekruitment koaktivatoru ¢i korepresoru. Ke studiu téchto interakci mezi ligandem a ligand-
vazebnou kapsou mohou pfispét jiz popsani agonisté ¢i antagonisté FXR a jejich vztah
struktury a u¢inku (SAR). Doposud byly ve studiich krystalové struktury objasnény desitky
komplext ligandi s FXR. Ziskané poznatky mohou byt pfinosné pro navrhovani novych
selektivnich FXR modulatort s odliSnymi biologickymi funkcemi a profily genové exprese,
které by byly vhodné k terapeutickému vyuziti (Bijsmans et al. 2015, Gioiello et al. 2011,
Huang et al. 2010, Merk et al. 2012a, Suzuki et al. 2008).

Doposud jedinou slou¢eninou oznacenou jako selektivni FXR modulator je synteticka
latka AGN34 (viz Obr. 36), kterd zvySuje CYP7A1 (cytochrom P450 isoforma 7A1) expresi
a zéroven snizuje expresi iledlniho vazebného proteinu zlucovych kyselin IBABP (z angl.
ileal bile acid-binding protein), zatimco ostatni FXR cilové geny, jako je napt. SHP (maly
heterodimericky partner, z angl. small/short heterodimer partner), nejsou ovlivnény. Tato
sloucenina ma také vysokou afinitu k RXR, a k tomu, aby byla G¢innd je vyZadovana
pritomnost FXR/RXR heterodimeru. Zajimavosti je, ze se AGN34 nevaze do klasické FXR
ligand-vazebné kapsy. Tato sloucenina je tudiz povazovana za allostericky moduldtor FXR

a nemuze prispét k studiu SAR dalsich ligandiit FXR (Dussault et al. 2003, Merk et al. 2012a).
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OH

AGN34

Obr. 36 Chemicka struktura AGN34. Synteticka latka AGN34 je doposud jedinou slou¢eninou oznacenou
jako selektivni modulator farnesoidniho X receptoru (FXR). Modifikovano dle: Merk et al. 2012a.

V literatuie byly popsany 1 dalsi latky, u kterych je navrzeno, Ze by mohly vykazovat
vlastnosti selektivnich FXR modulédtorii. Jednd se napf. o mometason fuorat, kyselinu
oleanovou, polynenasycené mastné kyseliny a dal§i. Vyzkumnd skupina Bijsmans et al.
vSak nebude interferovat s molekularnimi mechanismy, jejichz prostiednictvim FXR reguluje
své metabolické funkce. Tato skupina pozorovala u mometason fuoratu vlastnosti genové
selektivniho FXR modulatoru, nebot’ tato sloucenina potlacovala expresi prozanétlivych gent
CXCL2 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 2) a /LS8 (interleukin 8) prostfednictvim redukce
aktivity NFkB (nuklearni faktor kappa B), zatimco geny zodpovédné za ostatni metabolické
ucinky farnesoidniho X receptoru zistaly neovlivnény. Mometason fuorat, jako selektivni
nanomolarni afinité ke glukokortikoidnimu receptoru (GR). Liu a Wong (2010) publikovali,
ze kyselina oleanova, pentacyklicky triterpenoid pfirozené¢ se vyskytujici v rostlinach
(1 v n€kterych potravinach, napi. v olivovém oleji), inhibuje aktivaci FXR zplsobenou
CDCA, ale na druhou stranu zvySuje expresi SHP a zarovenl pozoruhodné neovliviiuje dalsi
cilovy gen FXR, OST-B (z angl. organic solute transporter ). Proto autofi navrhuji, ze by
kyselina oleanova mohla byt selektivnim modulatorem FXR. Parcialné antagonistické
vlastnosti na FXR pozorovala u této latky i skupina Chen et al. (2015). Védecka skupina Zhao
et al. (2004) popsala, ze polynenasycené mastné kyseliny (kyselina arachidonova,
dokosahexaenova a linolenovd) inhibuji aktivaci FXR receptoru zprostiedkovanou ligandem
agonistou, v kontrastu stim ale reguluji dva FXR cilové geny protichidnym zplisobem:
zvysuji genovou expresi exportni pumpy pro zlu¢ové kyseliny (BSEP, z angl. bile salt export

pump) a snizuji expresi kininogenu. Z tohoto diivodu je navrZeno, Ze by polynenasycené
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mastné kyseliny mohly byt FXR selektivnimi modulatory (Bijsmans et al. 2015, Chen et al.
2015, Liu a Wong 2010, Zhao et al. 2004).

Vyse uvedené vysledky poukazuji na slibny potencial v oblasti selektivnich FXR
modulatord, nicméné na tomto poli vyzkumu bude potieba ujit velice dlouhou cestu, ktera
povede k prozkoumani novych terapeutickych moznosti SBARMSs, jez nemohou byt vyuzity

pfi pouziti plnych agonistli FXR.

3.6. Steroidni slouceniny

Steroidy tvofi skupinu strukturné podobnych, fyziologicky uc¢innych a biochemicky
dynamickych sloucenin, které jsou ve velkém rozsahu pfitomny jak v Zivoci$né, tak
1 v rostlinné #i8i. Mezi zivoc¢isné steroidy patii tii dulezité skupiny sloucenin: steroly, Zlucové
kyseliny a steroidni hormony. Zejména v rostlinach se nachazeji farmakologicky vyznamné
latky se steroidni strukturou: steroidni alkaloidy, digitaloidy a saponiny (Kar 2006, Koolman
a R6hm 2012).

Vsem steroidim je spole¢né zakladni steranové jadro slozené ze Ctyf nenasycenych
cykli. Ddulezitd je vzajemnd orientace kruhli, jadro muize byt cCastecné nebo uplné
hydrogenované a mnoho steroidii ma také ke steroidnimu jadru pfipojeny postranni fetézec
(Kar 2006, Koolman a R6hm 2012).

V nasi praci jsme studovali slouceniny, které jsou svou strukturou podobné zlu¢ovym
kyselindm, latky ze skupiny steroidnich hormont, latky jim strukturné podobné, neuroaktivni
steroidy a dalsi steroidni slouceniny.

Zludové kyseliny maji strukturu odvozenou od cholesterolu, vznikaji z n&j v jatrech.
Typicky je postranni fetézec zkraceny o tfi uhliky, kdy posledni uhlikovy atom je oxidovan na
karboxylovou skupinu. Dvojné vazba v kruhu B je redukovéna a kruhy A a B jsou v orientaci
cis. Steroidni jadro nese jednu az tii OH-skupiny nejcastéji v poloze a, v pozicich 3, 7 a 12
(vice viz kapitola 3.5.1.). Zlu¢ové kyseliny udrzuji cholesterol v roztoku ve formé micel
a v tenkém stfevé napomadhaji traveni lipidii. V nasem experimentu jsme testovali latku
12-0x0-5B-cholan-24-ovou kyselinu, kterd je strukturné podobna Zlucovym kyselindm
(Koolman a R6hm 2012).

Steroidni hormony jsou pomérné vzacnou, pokud jde o mnozstvi v organismu, ale
fyziologicky velmi vyznamnou skupinou signdlnich latek, které reguluji mj. metabolismus,
rast a reprodukci. Dle biologické aktivity se steroidni hormony déli na kortikoidy
(mineralokortikoidy a glukokortikoidy) a na pohlavni hormony, které se dale cleni na

androgeny, estrogeny a gestageny. Do skupiny steroidnich hormonti také nalezi kalcitriol,
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steroid s otevienym kruhem. Steroidni hormony vznikaji pfeménou cholesterolu (Koolman
a R6hm 2012).

Steroidni hormony ucinkuji prostiednictvim vazby na své piislusné intracelularni
receptory, které néasledné zméni svou konformaci disociaci z chaperonovych molekul (napf.
proteiny teplotniho Soku) a translokuji se do jadra, kde se vazou do svych responzivnich
elementi (RE) lokalizovanych v regulacnich oblastech cilovych promotorii. Receptory pro
steroidni hormony tedy vystupuji jako transkripcni faktory v regulaci genové exprese (Biggio
a Purdy 2001).

V nasem experimentu jsme testovali mj. dihydrotestosteron (DHT), Sa-androstandion,
androsteron a epiandrosteron. DHT je v mnoha tkanich (prostata, skrotum, penis, kost a klize)
vlastni u¢innou formou testosteronu. Konverzi testosteronu na dihydrotestosteron katalyzuje
enzym Sa-reduktaza (Kittnar 2011).

Sa-androstandion je prekurzorem testosteronu a estronu (Showing metabocard for
Androstanedione 2016).

Androsteron je steroidni hormon ze skupiny 17-ketosteroidii, vykazuje slabsi
androgenni Uc¢inek. Epiandrosteron je net¢inny izomer androsteronu, vyskytuje se v normalni
lidské moci, v tkani testes a ovarii (Androsteron 2017, Epiandrosteron 2017).

Neuroaktivni steroidy jsou steroidni slouCeniny, které moduluji excitabilitu neurona
prostiednictvim interakce s neurotransmiterovymi membranovymi receptory a iontovymi
kanaly. Jedna se zejména o receptory GABA. (y-amino maselnd kyselina, z angl. y-amino
butyric acid), v mensi mife o N-metyl-D-aspartatové (NMDA) receptory a glutamatové
receptory. Neuroaktivni steroidy mohou byt jak pozitivnimi, tak 1 negativnimi regulatory
receptorti. Oproti genomickému Uc¢inku steroidnich hormont, ktery trva minuty az hodiny, je
non-genomicky ucinek velmi rychly, trvd milisekundy aZz sekundy (Biggio a Purdy 2001,
Reddy 2010).

Steroidy produkované rliznymi Zldzami s vnitini sekreci maji lipofilni povahu, a tak
mohou snadno prostupovat hematoencefalickou bariérou. Neuroaktivni steroidy, které jsou
tvofené piimo v mozku, se oznacuji jako neurosteroidy. Jako prekurzory pro syntézu
neurosteroidd slouzi cirkulujici steroidni hormony, které jsou produkovény v hipokampu
a v jinych ¢astech mozku (Biggio a Purdy 2001, Reddy 2010).

Neuroaktivni steroidy mohou byt, na zakladé strukturnich vlastnosti, klasifikovany do
zakladnich skupin: pregnanové (napi. allotetrahydrodeoxykortikosteron a nami testované
allopregnanolon, pregnanolon, epipregnanolon, epiallopregnanolon, Sa-dihydroprogesteron,

5B-dihydroprogesteron), androstanové (napi. androstenol a nami testované 3a-androstandiol,
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etiocholanon, androsteron) a sulfatované (pregnanolon sulfat a dehydroepiandrosteron sulfat)
(Bicikova a Hampl 2007, Biggio a Purdy 2001, Evans et al. 2005, Kaminski et al. 2006,
Reddy 2010).

Biosyntéza neuroaktivnich steroidi zahrnuje nckolik krokd, v nichZ z cholesterolu
vnikd pregnenolon, znéj progesteron a redukci progesteronu a deoxykortikosteronu
katalyzovanou enzymy Sa-reduktdza a 5B-reduktdza vznikaji Sa- ¢i 5p-pregnanové steroidy.
Tyto reakce jsou u savcl ireverzibilni. Pregnanolon je také prekurzorem pro
dehydroepiandrosteron (DHEA). Progesteron a DHEA jsou konvertovany na androstendion,
ktery je prekurzorem testosteronu. Estradiol je tvofen prostfednictvim enzymu aromatazy jak
z testosteronu, tak 1 z androstendionu (Biggio a Purdy 2001).

K G¢inkiim neuroaktivnich steroidd Ize obecné fici, Ze nekonjugované
derivaty 3o-hydroxy-pregnanu, jako jsou napiiklad allopregnanolon, pregnanolon
a allotetrahydrodeoxykortikosteron, pfevazné pozitivné¢ moduluji GABA receptory, vykazuji
tedy inhibi¢ni efekt na neurotransmisi a maji sedativni, anxiolytické a antikonvulzivni u€inky.
Obecn¢ plati, Ze sulfataci se neuroaktivni steroidy stavaji GABA negativnimi moduléatory
s u¢inkem opacnym, tedy excitaénim na neurotransmisi. Zarovenn mohou pulsobit jako
pozitivni modulatory NMDA receptorti. Pregnanolon sulfat a dehydroepiandrosteron sulfat
zvySuji pamét’ a maji anxiogenni efekt. Syntetické neuroaktivni steroidy, které maji lepsi
farmakokineticky 1 u€innostni profil, jsou hodnoceny za ucelem sedativniho a anxiolytického,
anestetického a antiepileptického terapeutického efektu (Bicikovd a Hampl 2007, Reddy
2010).
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4. Cil prace

Cilem této experimentalni rigorézni prace je studium interakci vybranych
44 steroidnich sloucenin (ze skupiny steroidnich hormonii, neuroaktivnich steroidi, latek
odvozenych od Zlucovych kyselin a dalSich) s lidskym farnesoidnim X receptorem (FXR) za
pouziti lidské hepatomové bunécné linie HepG2.

V této praci nejdiive otestujeme vliv vybranych 44 steroidnich sloucenin na bunécnou
viabilitu prostfednictvim metody MTT assay na bunécné linii HepG?2.

Dale pouZzijeme metodu gene reporter assay s vyuzitim reportérového luciferazového
DNA vektoru s responzivnim elementem pro FXR receptor (FXRE) na bunééné linii HepG2
za Ucelem otestovani mozné interakce studovanych latek s FXR receptorem.

Experimentalni vysledky této prace by mohly pfedznamenat existenci novych ligandi
FXR receptoru ze skupiny steroidnich hormont, neuroaktivnich steroidd, latek odvozenych
od Zlucovych kyselin ¢i dalsich latek a mohly by poskytnout uzitecny pohled pii vyvoji

novych léciv cilenych na FXR receptor.
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5. Experimentalni ¢ast
5.1. Material
5.1.1. Buné¢na linie HepG2

Jako modelovou bunécnou linii jsme pro nas experiment pouzili linii HepG2, ktera
byla ziskdna z bun¢k lidského jaterniho karcinomu. Tato linie je odvozena z jaterni tkané
15let¢ho bélocha, ktery mél dobie diferencovany hepatocelularni karcinom. Morfologie
HepG2 bun¢k je epitelidlni, tyto bunky maji 55 parG chromozomii a sceneruji mnoho
plazmatickych proteinti, jako je napf. transferin, fibrinogen, plasminogen ¢i albumin. HepG2
buitky mohou byt stimulovany lidskym rastovym hormonem. Tyto bunky jsou adherentni
arostou v jedné vrstvé v malych agregatech (HepG2 cell culture, stable transfection protocol
2016).

Bunéénou linii jsme kultivovali v tzv. plném médiu — DMEM obsahujici
2 mM glutaminu, 10 % fetalniho bovinniho séra a 1 % neesencialnich aminokyselin. Bunky
jsme inkubovali v bunééném inkubétoru temperovaném na teplotu 37 °C v atmosfétre 5% CO..
HepG2 buiikky byly pasdzovany pii 70-80% konfluenci za pouziti 0,25% trypsinu. Na
kultivaéni desticky jsme HepG2 linii nasazovali v koncentraci 20 000 — 30 000 bun¢k na

1 ecm? plochy kultivaéniho plata.

5.1.2. Pomiicky, pFistroje a reagencie

Pomiicky, pristroje

12jamkové desticky (Nunclon™ Delta Surface)

48jamkovée desticky (Nunclon™ Delta Surface)

96jamkové desticky (Nunclon™ Delta Surface)

automaticka pipeta (FastPette™)

destickovy spektrofotometr-luminometr (BioTek Synergy 2)
inkubator (New Brunswick an Eppendorf Company Galaxy 170 S)
kahan (Fuego SCS basic)

kultivaéni lahve (TPP®)

laminarni box (Telstar Bio Il Advance, Telstar Clean Air® EF/S)
mikropipety (Eppendorf Research)

mikroskop (DHM)

odsavacka (Knf Lab Laboport)

plastové mikrozkumavky (BIOplastics BV)
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plastové zkumavky (CAPP®)
sklenéné Pasteurovy pipety (Hirschmann®)
tfepacka (MS2 Minishaker IKA®)

vodni lazen (Memmert)

Reagencie
CDCA (chenodeoxycholova kyselina) (Generi BioTech)
DMEM (z angl. Dulbecco’s modified Eagles’s medium) (Gibco)
DMSO (dimethylsulfoxid) (Sigma Aldrich)
fetalni bovinni sérum (PAA)
glutamin (Sigma Aldrich)
GW4064 (Generi BioTech)
Luciferase Assay Reagent II — obsahuje:
- Luciferase Assay Buffer II (Promega)
- Luciferase Assay Substrate (Promega)
MTT labeling reagent (Sigma Aldrich)
neesencialni aminokyseliny (Sigma Aldrich)
Opti-MEM® I Reduced-Serum Medium (Gibco)
Passive lysis buffer (Promega)
PBS (fosfatovy pufr, z angl. phosphate buffered saline) (Sigma Aldrich)
plasmidy:
- pFXRE-luc2P (plasmid byl pfipraven v laboratofi prof. PharmDr. Petra Pavka, Ph.D.)
- pRL-TK (Promega)
- pSG5-FXR (Addgene)
- pSGS5-hRXRa (Addgene)
SDS (dodecylsulfat sodny, z angl. sodium dodecyl sulfate) (Serva)
Solubilization solution (Sigma Aldrich)
Stop & Glo® Reagent — obsahuje:
- Stop & Glo® Buffer (Promega)
- Stop & Glo® Substrate (Promega)
testované latky &. 1-52 (Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky)
TransFectin™ Lipid Reagent (Bio-Rad)
0,25% trypsin (Sigma Aldrich)
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5.1.3. Testované latky a jejich koncentrace

Studovanymi latkami v této praci bylo celkem 44 sloucenin se steroidnim zékladem
struktury, které jsme ziskali od Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské
republiky (skupina Mgr. Evy Kudové, Ph.D.). V této experimentalni praci jsme se soustiedili
zejména na testovani steroidnich sloucenin, které jsou oproti pfirozené se vyskytujicim
zlucovym kyselindam pomysiné¢ modifikovany na steroidnim jadru a zaroven v postrannim
fetézci. Studované steroidy jsme si, dle pomyslnych modifikaci, rozd¢lili do nasledujicich
skupin:

a) Modifikace jen na steroidnim jadru: tato skupina obsahuje pouze jedinou latku
(¢. 42), ktera se odliSuje od LCA absenci 3a-OH, a ma navic v pozici C-12 oxoskupinu (viz
Tab. 17 a Obr. 37).

b) Modifikace v postrannim Fetézci nebo i na steroidnim jadru: tato skupina se, dle
charakteru postranniho fetézce, dale d¢li na nésleduji podskupiny:

Postranni retézec zcela chybi: zékladni strukturou téchto sloucenin je tedy androstan.
Do této podskupiny se fadi latka ¢. 1, ktera je analogem LCA bez postranniho fetézce; a déle
slouceniny ¢. 4, 3, 5, 18 (5B-izomer androstenolu) a 47, u kterych je zaroven modifikovano
i steroidni jadro (viz Tab. 17 a Obr. 38).

Misto postranniho Fetézce je na uhliku C-17 karboxylova skupina: zékladni
strukturou je androstan. Tato podskupina osahuje testovanou latku ¢. 43, kterd se dale
vyznacuje 1 modifikacemi steroidniho jadra (viz Tab. 17 a Obr. 39).

Misto postranniho retézce je na uhliku C-17f hydroxyskupina: steroidnim
skeletem téchto sloucenin je androstan. Tato podskupina ¢ita studované latky €. 13 (5p-izomer
3a-androstandiolu), ktera je analogem LCA s OH-skupinou misto postranniho fetézce, 27
(30-androstandiol), 9 (5B-dihydrotestosteron), 10 (5a-dihydrotestosteron) a 15 (viz Tab. 17
a Obr. 40).

Misto postranniho retézce je na uhliku C-17 oxoskupina: zakladni strukturou
slou¢nin této podskupiny je androstan. Radi se sem latka &. 17, tedy etiocholanon, ktery je
pomyslnou modifikaci LCA s oxoskupinou misto postranniho fetézce, a dale slouceniny
s rozmanitymi modifikacemi i postranniho fetézce i steroidniho jadra: ¢. 20 (epietiocholanon),
19 (epiandrosteron), 22 (androsteron), 14, 12 (dehydroepiandrosteron), 23, 30
(5B-androstandion), 21 (5a-androstandion), 28 a 46 (viz Tab. 17 a Obr. 41).

Postranni Fetézec je zkracen na 1 uhlik, v polohach C-17p/20 je epoxid: zakladni
strukturou je tedy androstan. Tato podskupina obsahuje testovanou latku €. 16, ktera je 17p/20

epoxy steroidem (viz Tab. 17 a Obr. 42).
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Postranni retézec je zkracen na 2 uhliky, v poloze C-200 je hydroxyskupina:
sterodinim skeletem je tedy pregnan. Tato podskupina obsahuje studovanou latku ¢. 26 (viz
Tab. 17 a Obr. 43).

Postranni Fetézec je zkracen na 2 uhliky, v poloze C-20 je oxoskupina: zakladni
strukturou téchto sloucenin je pregnan. Do této podskupiny se ftadi latka ¢. 11, tedy
pregnanolon, ktery se od LCA 1i§i pouze v postrannim fetézci. Dale se jedna o latky
s ruznorodymi odliSnostmi na steroidnim skeletu ¢. 25 (allopregnanolon), 6 (epipregnanolon),
8 (epiallopregnanolon), 7 (pregnandion), 2 (5a-dihydroprogesteron), 51, 35, 29, 41, 38, 37,
34,44, 31, 36, 52 a 50 (viz Tab. 17 a Obr. 44 a 45).

Tab. 17 Chemicka struktura studovanych steroidnich latek.

Studovana Nazev/zkratka Chemicka struktura

latka ¢.

a) Modifikace jen na steroidnim jadru
42 - 12-ox0-5B-cholan-24-ové kyselina
b) Modifikace v postrannim Fetézci nebo i na steroidnim jadru

Postranni retézec zcela chybi

1 - 5B-androstan-3a-ol

4 - 5B-androstan-3f3-ol

3 - Sa-androstan-33-ol

5 - 5B-androstan-3-on

18 5B-izomer androstenolu 5B-androst-16-en-3a-ol

47 - 5B-androst-16-en-3-on

Misto postranniho retézce je na uhliku C-17 karboxylova skupina

43 - 3B-hydroxyandrost-5-en-17-karboxylova
kyselina

Misto postranniho retézce je na uhliku C-17p hydroxyskupina

13 5B-izomer 3a-androstandiolu  5B-androstan-3a,17p-diol

27 3a-androstandiol Sa-androstan-3a,17p-diol

9 5B-dihydrotestosteron 17B-hydroxy-5p-androstan-3-on
10 dihydrotestosteron/DHT 17B-hydroxy-5a-androstan-3-on
15 - 5B-androst-1-en-17a-o0l
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Misto postranniho Fetézce je na uhliku C-17 oxoskupina

17
20
19
22
14
12
23
30
21
28
46

etiocholanon
epietiocholanon
epiandrosteron
androsteron

dehydroepiandrosteron/DHEA
5B-androstandion

So-androstandion

3a-hydroxy-5p-androstan-17-on
3B-hydroxy-5B-androstan-17-on
3B-hydroxy-5a-androstan-17-on
3a-hydroxy-5a-androstan-17-on
Sa-androstan-17-on
3B-hydroxyandrost-5-en-17-on
17-oxoandrost-5en-3f-ester kyseliny octové
5B-androstan-3,17-dion
Sa-androstan-3,17-dion
3a-karboxymethyl-5B-androstan-17-on
3a-ethoxykarbonylmethyl-5p-androstan-17-on

Postranni Fetézec je zkracen na 1 uhlik, v polohach C-17p/20 je epoxid

16

17B/20-epoxy-17a-methyl-5B-androstan-3a-ol

Postranni Fetézec je zkracen na 2 uhliky, v poloze C-20a je hydroxyskupina

26

Sa-pregn-2-en-20a-ol

Postranni retézec je zkracen na 2 uhliky, v poloze C-20 je oxoskupina

11
25
6

51
35
29
41
38
37
34

pregnanolon
allopregnanolon
epipregnanolon
epiallopregnanolon
5B-dihydroprogesteron/
5p-DHP
Sa-dihydroprogesteron/
50-DHP

3a-hydroxy-5p-pregnan-20-on
3a-hydroxy-5a-pregnan-20-on
3B-hydoxy-5B-pregnan-20-on
3B-hydoxy-5a-pregnan-20-on
5B-pregnan-3,20-dion

Sa-pregnan-3,20-dion

20-ox0-5B-pregnan-3a-karboxylova kyselina
3a-karboxymethyl-5B-pregnan-20-on
3a-ethoxykarbonylmethyl-5B-pregnan-20-on
3a-karboxyethyl-5B-pregnan-20-on
3a-karboxypropyl-5p-pregnan-20-on
3B-karboxypropyl-5B-pregnan-20-on
20-ox0-5B-pregnan-3a-ester kyseliny

Stavelové
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44 - 20-oxo0-5B-pregnan-3a-ester kyseliny

malonové
31 - 20-oxo0-5B-pregnan-3a-ester kyseliny jantarové
36 - 20-ox0-5B-pregnan-3a-ester kyseliny

glutarové
52 - 20-ox0-5B-pregnan-3a-ester kyseliny adipové
50 - 20-oxo0-5B-pregnan-3a-ester kyseliny pimelové

o O
OH
42

H
Obr. 37 Chemicka struktura studované steroidni liatky s pomyslnou modifikaci, oproti prirozené se

vyskytujicim Zlu¢ovym Kkyselinam, jen na steroidnim jadru. Jedna se o latku ¢. 42.

g5
452 .

Obr. 38 Chemicka struktura studovanych steroidnich latek s pomyslnou modifikaci, oproti prirozené se

b b

o) 47
H

vyskytujicim Zluéovym kyselinim, v postrannim Fetézci nebo i na steroidnim jadru — postranni Fetézec

zcela chybi. Jedna se o latky €. 1,4, 3, 5, 18 a 47.

COOH

%

HO 43
Obr. 39 Chemicka struktura studované steroidni litky s pomyslnou modifikaci, oproti prirozené se
vyskytujicim Zlu¢ovym kyselinam, v postrannim fetézci i na steroidnim jadru — misto postranniho Fetézce

je na uhliku C-17 karboxylova skupina. Jedna se o latku ¢. 43.
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Obr. 40 Chemicka struktura studovanych steroidnich latek s pomyslnou modifikaci, oproti prirozené se
vyskytujicim Zlu¢ovym Kyselinam, v postrannim fetézci nebo i na steroidnim jadru — misto postranniho

Fetézce je na uhliku C-17p hydroxyskupina. Jedna se o latky ¢. 13,27,9, 10 a 15.
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Obr. 41 Chemicka struktura studovanych steroidnich latek s pomyslnou modifikaci, oproti prirozené se
vyskytujicim Zluéovym kyselinam, v postrannim fetézci nebo i na steroidnim jadru — misto postranniho

Fetézce je na uhliku C-17 oxoskupina. Jedna se o latky ¢. 17, 20, 19, 22, 14, 12, 23, 30, 21, 28 a 46.
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HO\“‘ 16
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Obr. 42 Chemicka struktura studované steroidni latky s pomyslnou modifikaci, oproti prirozené se
vyskytujicim Zlu¢ovym Kkyselinaim, v postrannim fretézci — postranni Fetézec je zkracen na 1 uhlik,

v polohach C-17p/20 je epoxid. Jedna se o latku €. 16.

.nOH

26

H

Obr. 43 Chemicka struktura studované steroidni latky s pomyslnou modifikaci, oproti prirozené se
vyskytujicim zlu¢ovym Kkyselinam, v postrannim fetézci i na steroidnim jadru — postranni Fetézec je

zkracen na 2 uhliky, v poloze C-200. je hydroxyskupina. Jedna se o latku ¢. 26.
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Obr. 44 Chemicka struktura studovanych steroidnich latek s pomyslnou modifikaci, oproti prirozené se
vyskytujicim Zlu¢ovym kyselinam, v postrannim fetézci nebo i na steroidnim jadru — postranni fetézec je
zkracen na 2 uhliky, v poloze C-20 je oxoskupina. Jedna se o latky ¢. 11, 25, 6, 8, 7, 2, 51, 35, 29, 41, 38, 37,
34 a 44.
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Obr. 45 Chemicka struktura studovanych steroidnich latek s pomyslnou modifikaci, oproti prirozené se
vyskytujicim Zlu¢ovym kyselinAm, v postrannim Fetézci i na steroidnim jadru — postranni Fetézec je

zkracen na 2 uhliky, v poloze C-20 je oxoskupina. Jedna se o latky ¢. 31, 36, 52 a 50.

Studované latky jsme rozpoustéli v DMSO s cilem ziskat roztoky o koncentraci
30 mM. Vzhledem ke steroidnimu charakteru jsou tyto latky $patné¢ rozpustné ve vodnych
roztocich, a tudiz nebylo mozno n¢které steroidy rozpustit na pozadovanou koncentraci. Proto
Jjsme u téchto Spatné rozpustnych sloucenin postupné piidavali rozpoustédlo DMSO za
ucelem ziskani roztoku testovanych latek o koncentraci 20 mM al0 mM. V koncentraci 30
mM jsme ziskali latky ¢. 6, 9, 10, 12, 17, 19, 20, 21, 22, 27, 28, 30, 31, 34, 35, 36, 38, 41, 46,
50 a 52 (viz Tab. 18). V koncentraci 20 mM jsme obdrzeli latky ¢. 4, 5, 7, 11, 14, 16, 25, 37,
44,47 a 51. Na koncentraci 10 mM se nam povedlo rozpustit latky €. 1, 2, 3, 8, 13, 15, 18, 23,
26, 29,42 a 43.

Tab. 18 Piehled maximalnich ziskanych koncentraci studovanych latek.

Koncentrace Studovana latka ¢.

30 mM 6,9,10,12,17, 19, 20, 21, 22, 27, 28, 30, 31, 34, 35, 36, 38, 41, 46, 50, 52
20 mM 4,5,7,11, 14, 16, 25, 37, 44, 47, 51

10 mM 1,2,3,8,13, 15, 18, 23, 26, 29, 42, 43

5.2. MTT assay

5.2.1. Princip

MTT assay je in vitro metoda, kterda méti metabolickou aktivitu Zivotaschopnych
bun¢k a je vhodnd pro kvantifikaci bunééné zivotaschopnosti a proliferace v zavislosti na

rustovych faktorech, cytokinech, mitogenech a nutrientech. Rovnéz se tato metoda pouziva

91



k testovani cytotoxického efektu sloucenin (Apoptosis, cell death and cell proliferation 2016,
In vitro toxicology assay kit MMT based 2016).

Principem této kolorometrické metody je pfeména naZzloutlé tetrazoliové soli MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) na fialové krystaly formazanu
prostiednictvim  mitochondridlnich  dehydrogendz  Zivotaschopnych  bun¢k. Pouze
zivotaschopné bunky prostfednictvim systému sukcinat-tetrazolium reduktaza, ktery nalezi do
mitochondridlniho dychaciho fetézce, $tépi za ucasti pyridinovych nukleotidovych kofaktorti
NADH a NADPH tetrazoliovy kruh MTT, ¢imz vznikaji fialové krystaly formazanu
nerozpustné¢ ve vodnych roztocich (viz Obr. 46). Po rozpusténi krystalti vznika purpurovy
roztok, ve kterém lze formazan kvantifikovat spektrofotometricky pii vinové délce
550-600 nm (maximalni absorbance pifi 570 nm). SniZeni poctu Zzivotaschopnych bunck
zpisobi nésledné snizeni vytvofeného mnozstvi formazanu, coz mize poukazovat na stupen
cytotoxicity zpuisobené zkouSenym materidlem. Naopak nardst poctu zivych bun¢k vede ke
zvyseni jejich metabolické aktivity ve vzorku a k naslednému zvySeni mnozstvi vzniklého
formazanu (Apoptosis, cell death and cell proliferation 2016, In vitro toxicology assay kit

MMT based 2016, MTT Cell Proliferation Assay 2011).

N /© HN
7 "\‘ e} N
N=N___N Br LN N_ ch
chce N// ~ 3
s\/e; Cha \g—z/

CHg CHs
MTT / \ Formazan
NADH NAD®®
NADPH NADP

N

zivotaschopna bunka

Obr. 46 Pieména MTT na fialovy formazan prostiednictvim mitochondrialnich dehydrogenaz
Zivotaschopnych bunék. Vysvétlivky: MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid),
NAD" (oxidovany nikotinamid adenin dinukleotid), NADP" (oxidovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat),
NADH (redukovany nikotinamid adenin dinukleotid), NADPH (redukovany nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat). Modifikovano dle: Apoptosis, cell death and cell proliferation 2016.
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5.2.2. Pracovni postup

1. Bunécnou linii HepG2 jsme nasadili na 96jamkovou desti¢ku v poctu 10 000 bun¢k na
jednu jamku. Do kazdé jamky jsme ptidali 100 pl plného média, tzn. DMEM, které
obsahovalo 10 % fetalniho bovinniho séra, 1 % neesencialnich aminokyselin a 2 mM
glutaminu.

2. Buiky jsme nechali inkubovat po dobu 24 hodin v bunéném
inkubdatoru temperovaném na teplotu 37 °C, v atmosféie 5 % CO.,.

3. Po 24 hodinach jsme z bunck odséli plné médium. Nésledné jsme do kazdé jamky
pridali 100 ul predem ptipraveného roztoku testovanych latek. Tyto roztoky se
sklddaly z jednotlivych testovanych latek rozpusténych v DMSO v danych
koncentracich a z média DMEM. Pro kontrolu jsme pouzili roztok DMSO v médiu
DMEM o koncentraci 1 %o. Déle jsme za ucelem kontroly pouzili roztok SDS
o koncentraci 1 %.

4. Buiky jsme inkubovali 24 hodin pti 37 °C, v atmosféte 5 % CO,.

5. Poté jsme ptidali 10 pl MTT labeling reagent (MTT o koncentraci 5 mg/ml v PBS) do
kazdé jamky.

6. Bunky jsme nechali inkubovat 4 hodiny pfi 37 °C, v atmosféfe 5 % CO,. Béhem této
inkubaéni doby se vytvorily fialové krystaly formazanu nerozpustné ve vodném
roztoku.

7. Do kazdé jamky jsme pfidali 100 pl Solubilization solution (10% SDS v 0,01M HCl)
za ucelem rozpusténi krystali formazanu.

8. Buiky jsme nechali 1 hodinu inkubovat pti 37 °C, v atmosféte 5 % CO..

9. Zkontrolovali jsme, Ze jsou krystaly fialového formazanu kompletné rozpustény
a spektrofotometricky jsme méfili absorbanci vzorkd s pouzitim destiCkového
spektrofotometru-luminometru BioTek Synergy 2. Pro méfeni absorbance formazanu
jsme pouzili vinovou délku 575 nm.

10. Ziskan¢ vysledky jsme vyhodnotili.

5.3. Gene reporter assay
5.3.1. Princip

Metoda gene reporter assay se pouziva ke studiu genové exprese a bunécnych déja
spojenych s genovou expresi u eukaryotickych bunék. Tuto metodu lze aplikovat na vyzkum

receptorové aktivity (tak, jako v nasem experimentu), transkripcnich faktori, bunécné
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signalizace, uprav mRNA (informacni/medidtorovda RNA, zangl. messenger RNA) ¢i
skladani proteini (Allard a Kopish 2008, Dual-Luciferase® Reporter Assay System 2015).

Principem této metody je transfekce expresniho vektoru, ktery zajisti expresi genu pro
studovany receptor do hostitelskych bunck, a transfekce reportérového plasmidu, ktery
obsahuje ve své struktufe specifickou vazebnou promotorovou sekvenci pro studovany
receptor, jez je zaklonovana téSn¢ pred reportérovy gen. Mira exprese reportérového genu
koreluje s transkripcni aktivitou sledovaného receptoru. Expresi reportérového genu lze
kvantifikovat, a tim vyjadfit aktivitu sledovaného receptoru. Jako hostitelské buiky se
nejCasteji pouzivaji nddorové bunécné linie, které jsou transientné¢ (pfechodn¢) ¢i stabilné
(trvale) transfekovany reportérovym plasmidem (Kamenickova 2012).

Vna$i praci jsme metodu gene reporter assay vyuzili pro studium interakci
testovanych steroidi s FXR receptorem. Do bunék linie HepG2 jsme transfekovali dva
expresni plasmidy: plasmid pSGS5-FXR nesouci cDNA (kdédujici/komplementarni DNA)
lidského nuklearniho receptoru FXR a expresni vektor pSG5-hRXRa, ktery obsahoval
kodujici DNA sekvenci lidského jaderného retinoidniho X receptoru o (RXRa) (viz Obr. 47).
Farnesoidni X receptor je ligandy-agonisty aktivovany transkripéni faktor, ktery se vaze na
svij responzivni element FXRE (z angl. FXR responsive elements) jako monomer nebo jako
heterodimer s receptorem RXR. FXRE byl obsazen ve struktuie reportérového plasmidu
pFXRE-luc2P, ktery nesl i reportérovy gen pro enzym luciferazu pochazejici ze svétlusek. Po
nasednuti transkripéniho faktoru se zahajuje exprese reportérového genu pro luciferazu a po
dodéni substratu luciferinu dochazi k luminiscenci (viz Obr. 47). Pro na§ experiment jsme
pouzili systém dudlnich reportérit Dual-Luciferase® Reporter Assay System. Vedle tzv.
experimentalniho reportérového plasmidu pFXRE-luc2P jsme do bunék kotransfekovali také
tzv. kontrolni reportérovy plasmid pRL-TK nesouci reportérovy gen pro Renilla luciferazu
(viz Obr. 49). Kvantifikaci luminiscence jsme ovétovali, zda doslo ke zvySeni exprese genu
pro luciferazu, kterd je vysledkem zvySené transkripcni aktivity FXR receptoru aktivovaného

ligandem-agonistou.
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Expresni plasmid
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Obr. 47 Schéma naSeho experimentu metodou gene reporter assay. Do bunky jsme transfekovali dva
expresni plasmidy: pSG5-FXR nesouci cDNA farnesoidniho X receptoru (FXR) a expresni vektor pSG5h-
RXRa, ktery obsahoval cDNA retinoidniho X receptoru a (RXRa) a dva reportérové vektory, z nichz
experimentalnim plasmidem byl pFXRE-luc2P nesouci responzivni element FXR (FXRE) a cDNA pro

svétluskovou luciferazu. FXR aktivovany ligandem se vaze do FXRE jako dimer s RXRa a zahajuje expresi

reportérového genu. Vysvétlivky: cDNA (kodujici/komplementarni deoxyribonukleové kyselina).

Transfekce — lipofekce

Pro transfekei, tedy zavedeni ciziho genetického materidlu do eukaryotickych bunék,
1ze vyuzit mnoha technik, my jsme zvolili metodu transientni transfekce pomoci kationickych
lipidd — lipofekci. Principem je tvorba lipozémil s lipidovou dvojvrstvou ve vodnych
roztocich, do nichz jsou uzavieny nukleové kyseliny. Vzniklé Utvary se nazyvaji lipoplexy,
které¢ aktivné pronikaji do bunky endocytézou ve formé endozomu. DNA, kterd je takto
zavedena do cytosolu, ale nemtze proniknout do bunécného jadra. Ptistup do jadra je mozny
az v ptipad¢, Ze se jadernd membréna rozpousti béhem mitézy (viz Obr. 48) (Transfection

2016).
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Obr. 48 Transfekce — lipofekce. DNA je uzaviena uvnitf lipozomu, vznikly lipoplex pronikd do buiky
endocytézou a DNA se dostava z endozémt do bunécného jadra béhem bunécného déleni. Vysvétlivky: DNA

(deoxyribonukleova kyselina). Modifikovano dle: Transfection 2016.

Pro vlozeni plasmidovych vektor do hostitelskych bun€k jsme v nasem experimentu
pouzili metodu transientni lipofekce s vyuzitim transfekéniho ¢inidla transfektinu
(TransFectin™ Lipid Reagent firmy Bio-Rad). Jedna se o kationické lipidové ¢inidlo slozené
z kationickych slouéenin a co-lipidu DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin),
které se pouziva pro transfekci nukleovych kyselin do savéich bunc¢k. Komplexy DNA
a transfektinu se ptiddvaji pfimo na bunky v kultivatnim médiu se sérem (ale 1 bez n¢j), které
maji 40-90% konfluenci. Pro tvorbu komplexi se doporucuje pomér DNA (ug)
a transfektaminu (ul) v rozmezi 1 : 2 az 1 : 3 (TransFectin™ Lipid Reagent 2016a,

TransFectin™ Lipid Reagent 2016b).

Systém dudlnich reportérii

Systém dudlnich reportérd Dual-Luciferase® Reporter Assay System umoziuje
simultanni expresi a méfeni dvou samostatnych reportérovych enzymi (luciferaz) v jednom
vzorku (viz Obr. 49) za ucelem dosazeni piesnéjSich vysledki. Aktivita experimentalniho
reportéru koreluje s transkripéni aktivitou FXR receptoru, zatimco aktivita kotransfekované¢ho
kontrolniho reportéru slouzi jako systém vnitini kontroly. Normalizace aktivity
experimentalniho reportéru k aktivit¢ wvnitini kontroly (stanovenim jejich poméru)

minimalizuje variabilitu experimentu zptisobenou rozdily v bun&tné viabilité, v ucinnosti
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transfekce, v pipetovani objemu ¢i v u¢innosti lyzy bunék (Dual-Luciferase® Reporter Assay

System 2015).

Pfidani substratu
pro svétluskovou

svetluskova luciferazu _
Transfekce luciferaza
experimentalniho - / ~ L
reportérového i e
) M ucm
plasmidu do bunky / U Pfidani substratu
. pro Renilla
e E g '] Remﬂa’ luciferazu
luc > luc S luciferaza

tk ~
—7 ~ Rluc mRNA
Riuc

th —

Rluc Transfekce kontrolniho
reportérového plasmidu do bunky

Obr. 49 Systém dualnich reportéri. Do bunék jsme transfekovali dva reportérové plasmidy: experimentalni
(pFXRE-Iuc2P), nesouci responzivni element farnesoidniho X receptoru (FXRE) a gen pro svétluskovou
luciferdzu (luc), a kontrolni vektor (pRL-TK), obsahujici gen pro Renilla luciferazu (Rluc) a konstitutivni
promotor (tk). Po nasednuti farnesoidniho X receptoru (FXR) do FXRE doslo k zahajeni exprese reportérového
genu pro svétluskovou luciferazu a po dodani substratu doslo k luminiscenci, kterou jsme kvantifikovali. Po
pridani substratu pro Renilla luciferazu jsme luminiscenéni signal rovnéz detekovali za i¢elem vnitini kontroly.

Modifikovano dle: Allard a Kopish 2008.

Prvni reportérovy vektor, tzv. experimentalni reportérovy plasmid, obsahuje v tésné
blizkosti specifické¢ vazebné promotorové oblasti pro studovany receptor reportérovy gen pro
enzym luciferdzu pochazejici ze svétlusek (Photinus pyralis). Enzym svétluskova luciferaza je
61kDa monomerni protein, ktery katalyzuje oxidacni reakci za vzniku svételného zablesku.
Emise fotonu je dosaZeno prostfednictvim oxidace svétluSkového luciferinu. Tato reakce
vyzaduje pfitomnost Mg**, ATP (adenosintrifosfat) a O, (viz Obr. 50). Svétluskova luciferaza
pro svou enzymovou aktivitu nevyzaduje post-translaéni modifikaci, a tudiz G¢inkuje jako

genovy reportér ihned po translaci (Dual-Luciferase® Reporter Assay System 2015).
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Obr. 50 Luminiscen¢ni reakce katalyzované enzymy svétluskovou luciferazou a Renilla luciferazou.
Vysvétlivky: ATP (adenosintrifosfat), AMP (adenosinmonofosfat), PP; (difosfatovy P,O,* ion). Modifikovano
dle: Dual-Luciferase® Reporter Assay System 2015).

Druhy reportérovy vektor, tzv. kontrolni reportérovy plasmid, obsahuje reportérovy
gen pro enzym Renilla luciferazu, ktery je plivodem ze svitivych koralnatcti renil fialovych
(Renilla reniformis). Enzym Renilla luciferaza je 36kDa monomerni protein, ktery katalyzuje
oxidaci koelenterazinu za vzniku svétla. Tato autoluminiscenéni reakce vyzaduje ptitomnost
O, (viz Obr. 50). Renilla luciferdza rovnéz nevyZaduje post-translacni modifikaci, a tudiz
ucinkuje jako genovy reportér ihned po translaci. Svétluskova a Renilla luciferdza jsou
rozdilného evolu¢niho ptivodu, aproto maji tyto enzymy odlisnou strukturu a odlisné
pozadavky na substrat. Tyto rozdily umoziuji méfeni luminiscence svétluskové luciferazy
a nasledné¢ luminiscence Renilla luciferdzy, pricemz jednotlivé signdly lze selektivné rozlisit
(Dual-Luciferase® Reporter Assay System 2015).

Expresi obou genti pro enzymy luciferdzy lze postupné detekovat
chemoluminiscenéné. Vyzatované svétlo ma v piipadé svétluskové luciferazy vinovou délku
560 nm a zelenoZlutou barvu, v ptipad¢ Renilla luciferdzy 480 nm a modrou barvu. Intenzita
vyzafovan¢ho svétla je piimo Umérnd ke koncentraci emzymu luciferdzy (Using the
Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader to Run the Dual-Luciferase® Reporter
Assay System 2006).

V nasem experimentu jsme nejdiive méfili luminiscenci svétluSkové luciferazy.
Stabilizovany luminiscen¢ni signal vznikl po pfidani Luciferase Assay Reagentu II — substratu
pro svétluskovou luciferazu. Po kvantifikaci jsme tento signal v jednom kroku zhasili

a zaroven piidali substrat pro Renilla luciferazu pomoci Stop & Glo® Reagentu. Takto vznikl
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druhy luminiscenéni signal, ktery jsme opét zméfili. Kvantifikaci exprese reportérového genu
jsme vyjadiili aktivitu FXR receptoru, respektive miru interakce studovanych ligandi s FXR
receptorem (Dual-Luciferase® Reporter Assay and Dual-Luciferase® Reporter 1000 Assay
Systems 2009).

Material

pSGS5-FXR — expresni plasmid nesouci cDNA lidského nuklearniho receptoru FXR
pSG5-hRXRa — expresni plasmid nesouci cDNA lidského retinoidniho X receptoru o (RXRa)
pFXRE-Iuc2P — experimentalni reportérovy plasmid obsahujici regulacni oblast FXRE pro
FXR receptor (obsahuje 4 kopie oblasti IR lidského genu NROB2) a reportérovy gen pro
svétluskovou luciferazu

pRL-TK — kontrolni reportérovy plasmid obsahujici reportérovy gen pro Renilla luciferazu

5.3.2. Pracovni postup
1. Bunécnou linii HepG2 jsme nasadili na 48jamkovou desticku v poctu 40 000 bun¢k na
jednu jamku (o plose 1 cm?). Pfidali jsme do kazdé jamky 250 ul plného média, tzn.

DMEM, jez obsahovalo 10 % fetdlniho bovinniho séra, 1 % neesencialnich

aminokyselin a 2 mM glutaminu.

2. Buiikky jsme nechali inkubovat po dobu 24 hodin v bunééném inkubatoru
temperovaném na teplotu 37 °C, v atmosféte 5 % CO..

3. Pted transfekci jsme vymeénili staré plné médium za nové plné médium (200 pl).

4. Vypocitali jsme si potiebné mnozstvi DNA plasmidl a transfektinu.

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

a) Prvni ¢ast byla slozena z 30 pl média Opti-MEM s obsahem plasmidi pSG5-FXR
(90 ng na jamku), pSG5-hRXRa (40 ng na jamku), pFXRE-luc2P (150 ng na
jamku) a pRL-TK (40 ng na jamku).

b) Druha c¢ast obsahovala 30 pl Opti-MEM média a transfektinu (v poméru 2 : 1
k DNA plasmidiim).

Po péti minutach jsme obé ¢asti smichali a nechali inkubovat 20 minut za pokojové

teploty s obCasnym protifepanim. Nasledn¢ jsme pipetovali 60 pl této transfekéni smési

na jamku.
6. Inkubovali jsme 24 hodin pti 37 °C, v atmosféie 5% CO..
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7. Po inkubaci jsme odstranili médium, ptidali 150 pl roztoku sloZzeného z testovanych
latek o pozadované koncentraci rozpusSténych v DMSO a média DMEM na kazdou
jamku. Jako kontrolni roztok jsme pouzili roztok DMSO v DMEM o koncentraci 1 %o.

8. Poté nasledovala 24 hodinova inkubace v temperovaném bunééném CO, inkubéatoru.

9. Nasledn¢ jsme odstranili z bun€k roztoky a oplachli buiiky pomoci destilované vody.

10. Ptidali jsme Passive lysis buffer o objemu 100 pl na jamku a nechali jsme desticku
zmrazit. Vznikl¢é krystaly zlyzovaly bunky.

11. Na 96jamkovou desticku jsme po rozmrznuti z kazdé jamky pipetovali 40 pl lyzatu
a40 pl Luciferase Assay Reagentu II, neboli luminolu (pfipraveného z 10 ml
Luciferase Assay Buffer II a lyofylizatu Luciferase Assay Substrate).

12. Nésledovala analyza chemiluminiscence na destickovém spektrofotometru-
luminometru (BioTek Synergy 2). Jako prvni jsme analyzovali luminiscenci
svétluskove luciferazy.

13. Ptidali jsme 20 pl Stop & Glo® Reagentu (piipravené¢ho z Stop & Glo® Buffer a Stop
& Glo® Substrate v poméru 49 : 1). Nasledné jsme analyzovali chemoluminiscenci
Renilla luciferazy na destiCkovém spektrofotometru-luminometru (BioTek Synergy 2).

14. Ziskana data jsme vyhodnotili.

5.4. Statisticka analyza dat

Pro statistické vyhodnoceni vysledki z metody gene reporter assay (I. experiment)
jsme pouzili program GraphPad Prism 6.01 Trial (2012).

Pouzili jsme analyzu rozptylu (ANOVA) s post-Dunnettovym testem. Statisticka
vyznamnost na trovni p < 0,0001 je vyznacena 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. MTT assay

Pomoci testu MTT assay jsme hodnotili u studovanych sloucenin vliv na bunéénou
zivotaschopnost a proliferaci buné€k ¢i cytotoxicky efekt na bunécné linii HepG2 (viz Obr. 51,
52 a 53).

Testované latky jsme umistili na 96jamkovou desticku v duplikatu, vzdy v nejvyssi
dosazené koncentraci: 30 uM (latky €. 6, 9, 10, 12, 17, 19, 20, 21, 22, 27, 28, 30, 31, 34, 35,
36, 38, 41, 46, 50, 52), 20 uM (latky ¢. 4, 5, 7, 11, 14, 16, 25, 37, 44, 47, 51) a 10 uM (latky
¢. 1,2,3,8, 13, 15, 18, 23, 26, 29, 42, 43). Jako kontrolni vzorek jsme pouzili roztok DMSO
vmédiu DMEM o koncentraci 1 %o ve ¢tyfech jamkéach. Bunky byly vystaveny vlivu
testovanych latek po dobu 24 hodin.

Vysledky tohoto experimentu nebyly podrobeny statistické analyze, nebot’ mély pouze

informativni charakter pro dalsi experiment. Experiment byl proveden jednou.

MTT assay na bunééné linii HepG2
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Obr. 51 Test metodou MTT assay u latek (¢. 6, 9, 10, 12, 17, 19, 20, 21, 22, 27, 28, 30, 31, 34, 35, 36, 38, 41,
46, 50 a 52) na bunééné linii HepG2. Buiky byly exponovany testovanym latkdm 24 hodin v koncentracich
uvedenych v grafu. Odchylky v grafu predstavuji smérodatnou odchylku. Statisticka analyza nebyla provedena.

Vysvétlivky: DMSO (dimethylsulfoxid), MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid).
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Obr. 52 Test metodou MTT assay u latek (€. 4, 5, 7, 11, 14, 16, 25, 37, 44, 47 a 51) na bunééné linii HepG2.
Buiiky byly exponovany testovanym latkdm 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu. Odchylky v grafu
pfedstavuji  smérodatnou odchylku. Statisticka analyza nebyla provedena. Vysvétlivky: DMSO
(dimethylsulfoxid), MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid).

MTT assay na bunééné linii HepG2
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Obr. 53 Test metodou MTT assay u latek (¢. 1, 2, 3, 8, 13, 15, 18, 23, 26, 29, 42 a 43) na bunécné linii
HepG2. Bunky byly exponovany testovanym latkdm 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu. Odchylky
v grafu pfedstavuji smérodatnou odchylku. Statistickd analyza nebyla provedena. Vysvétlivky: DMSO
(dimethylsulfoxid), MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid).

V tomto experimetu jsme pozorovali pokles viability bunék (vzhledem ke kontrole

s 1%0 DMSO) u latek €. 6, 9, 10, 17, 19, 20, 21, 28 a 46 (30 uM); u latek €. 4, 5,7, 16, 37 a 51
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(20 uM) a u latek €. 2, 3, 8, 13, 18, 23 a 29 (10 uM). Naopak zvysena viabilita bunék nad
140 % vuci kontrole byla zjiSténa u latek ¢. 30 (30 uM), 11 (20 uM) a 15 (10 uM).

I ptes pozorovany pokles viability bun¢k u vySe uvedenych studovanych latek jsme
ptikrocili k jejich dal§imu testovani, nebot’ u vétSiny latek v uvedenych koncentracich a pfi
dob¢ expozice 24 hodin (v nasledujicich experimentech je v pracovnich postupech stanovena

doba expozice rovnéz 24 hodin) nebyl pozorovany pokles bunécné zivotaschopnosti vyrazny.

6.2. Gene reporter assay

Metodu gene reporter assay jsme vyuzili pro dva experimenty provedené na bunééné
linii HepG2. V prvnim experimentu jsme testovali vSech 44 studovanych latek v jedné
maximalni ziskané koncentraci. Ugelem tohoto experimentu bylo zjistit, zda po inkubaci
bunék s testovanymi latkami doslo ke zvySeni transkripéni aktivity exprimovaného receptoru
FXR (resp. luminiscence luciferazy z reportérového plasmidu) ve srovnani s kontrolou
(DMSO o koncentraci 1 %o), tedy jestli testované latky maji potencidl byt ligandy-agonisty
FXR receptoru. Tento prvni experiment nam poslouzil jako tzv. zékladni screening a na
zakladé vysledkl tohoto experimentu jsme provedli vybér latek do dalSiho testovani.

V druhém experimentu jsme ovéiovali, zda jsou vybrané testované latky ¢. 4 a 42

ligandy-agonisté FXR receptoru a pozorovali, zda je jejich Gi€inek zavisly na koncentraci.

1. experiment — zdkladni screening

Realizovali jsme sérii experimenti za pouziti bunééné linie HepG2 a 48jamkovych
desti¢ek. Do pritomnych bunék jsme vzdy transfekci vnesli oba expresni vektory pSG5-FXR
koédujici gen pro lidsky nuklearni FXR receptor a pSG5-hRXRa nesouci cDNA lidského
retinoidniho X receptoru a (RXRa) i oba reportérové plasmidy pFXRE-luc2p a pRL-TK.

Studované latky jsme testovali v triplikatech (latky €. 6, 9, 10, 12, 17, 19, 20, 21, 22,
27, 28, 30, 31) ¢i v duplikatech (ostatni latky), vzdy v jedné maximalni ziskané koncentraci:
30 uM (latky €. 6, 9, 10, 12, 17, 19, 20, 21, 22, 27, 28, 30, 31, 34, 35, 36, 38, 41, 46, 50, 52),
20 uM (latky ¢. 4, 5,7, 11, 14, 16, 25, 37, 44, 47, 51) a 10 uM (latky €. 1, 2, 3, 8, 13, 15, 18,
23, 26, 29, 42, 43). U kazdého experimentu jsme jako pozitivni kontrolu pouzili dvé latky,
které jsou zndmymi ligandy-agonisty FXR receptoru. Jednalo se o slouceninu GW4064
v koncentraci 1 uM a o latku CDCA (kyselina chenodeoxycholovd) v koncentraci 20 puM.
Tyto latky jsme testovali v duplikatu ¢i triplikatu. Jako kontrolni vzorek jsme rovnéz pouzili

roztok DMSO v DMEM médiu o koncentraci 1 %o, také v duplikatu ¢i triplikatu. Bunky byly
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vystaveny vlivu testovanych latek po dobu 24 hodin. M¢fitkem interakce testovanych latek
s FXR receptorem je pomé&r luminiscenci svétluskové a Renilla luciferazy u testovanych latek
vzhledem k tomuto poméru u kontroly — 1%0 DMSO (viz Obr. 54, 55, 56, 57 a 58).
Statistickou analyzu bylo moZno provést jen u prvniho ze série experimenti (viz Obr.
54), kde byly latky (€. 6, 9, 10, 12, 17, 19, 20, 21, 22, 27, 28, 30 a 31) testovany v triplikatech.
U dalSich experimentii nebylo moZzno statistické vyhodnoceni provést, nebot’ latky byly

testovany v duplikatech. VSechny experimenty byly provedeny jednou.

Test interakce studovanych latek s FXR receptorem metodou gene
reporter assay za poutZiti reportérovych plasmidu pFXRE-luc2P
a pRL-TK na buné&éné linii HepG2
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Obr. 54 Test interakce studovanych latek (¢. 6, 9, 10, 12, 17, 19, 20, 21, 22, 27, 28, 30 a 31) s FXR
receptorem metodou gene reporter assay za pouZiti reportérovych plasmidi pFXRE-luc2P a pRL-TK na
bunééné linii HepG2. Buiiky byly exponovany testovanym latkdm 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu.
Odchylky v grafu predstavuji smérodatnou odchylku. Statistickd vyznamnost na urovni p < 0,0001 je
zaznacena * (ANOVA) a na urovni p < 0,05 ** (neparovy t-test). Vysvétlivky: FXR (farnesoidni X receptor),
DMSO (dimethylsulfoxid), CDCA (kyselina chenodeoxycholova).

104



Test interakce studovanych latek s FXR receptorem metodou gene
reporter assay za pouiiti reportérovych plasmidu pFXRE-luc2P
a pRL-TK na bunééné linii HepG2
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Obr. 55 Test interakce studovanych latek (€. 34, 35, 36, 38, 41, 46, 50 a 52) s FXR receptorem metodou
gene reporter assay za pouZiti reportérovych plasmidi pFXRE-luc2P a pRL-TK na bunééné linii HepG2.
Buiiky byly exponovany testovanym latkam 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu. Odchylky v grafu
predstavuji smérodatnou odchylku. Statisticka analyza nebyla provedena. Vysvétlivky: FXR (farnesoidni X

receptor), DMSO (dimethylsulfoxid), CDCA (kyselina chenodeoxycholova).
Zvysenou transkripcni aktivitu lidského nuklearniho receptoru FXR (oproti kontrole

1% DMSO) jsme pozorovali u né¢kolika testovanych sloucenin ziskanych v maximalni

koncentraci 30 uM. Jedna se o latky ¢. 17, 31, 34, 35, 41 a 46.
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Test interakce studovanych latek s FXR receptorem metodou gene
reporter assay za pouZiti reportérovych plasmidi pFXRE-luc2P
a pRL-TK na bunééné linii HepG2
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Obr. 56 Test interakce studovanych latek (¢. 4, 5, 7, 11, 14, 16, 25, 37, 44, 47 a 51) s FXR receptorem
metodou gene reporter assay za pouZiti reportérovych plasmidi pFXRE-luc2P a pRL-TK na buné¢né linii
HepG2. Bunky byly exponovany testovanym latkam 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu. Odchylky
v grafu pfedstavuji smérodatnou odchylku. Statisticka analyza nebyla provedena. Vysvétlivky: FXR (farnesoidni

X receptor), DMSO (dimethylsulfoxid), CDCA (kyselina chenodeoxycholova).
V experimentu, ve kterém byly testovany latky ziskané v maximalni koncentraci

20 uM, jsme pozorovali zvySeni transkripéni aktivity FXR receptoru (vzhledem ke kontrole

s 1%0 DMSO) u latek €. 4, 5, 14, 16, 44, 47 a 51.
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Test interakce studovanych latek s FXR receptorem metodou gene
reporter assay za pouZiti reportérovych plasmidu pFXRE-luc2P
a pRL-TK na bunééné linii HepG2
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Obr. 57 Test interakce studovanych latek (¢. 1 a 2) s FXR receptorem metodou gene reporter assay za
pouziti reportérovych plasmidi pFXRE-luc2P a pRL-TK na bunééné linii HepG2. Buriky byly exponovany
testovanym latkdm 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu. Odchylky v grafu pfedstavuji smérodatnou
odchylku. Statistickd analyza nebyla provedena. Vysvétlivky: FXR (farnesoidni X receptor), DMSO
(dimethylsulfoxid), CDCA (kyselina chenodeoxycholova).
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Test interakce studovanych latek s FXR receptorem metodou gene
reporter assay za pouZiti reportérovych plasmida pFXRE-luc2P
a pRL-TK na bunééné linii HepG2
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Obr. 58 Test interakce studovanych latek (¢. 3, 8, 13, 15, 18, 23, 26, 29, 42 a 43) s FXR receptorem
metodou gene reporter assay za pouZiti reportérovych plasmidi pFXRE-luc2P a pRL-TK na buné¢né linii
HepG2. Bunky byly exponovany testovanym latkdm 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu. Odchylky
v grafu pfedstavuji smérodatnou odchylku. Statisticka analyza nebyla provedena. Vysvétlivky: FXR (farnesoidni

X receptor), DMSO (dimethylsulfoxid), CDCA (kyselina chenodeoxycholova).

V nésledujicich experimentech, v nichz byly testovany latky ziskané v maximalni
koncentraci 10 uM, jsme pozorovali aktivaci reportérovych plasmidi prostrednictvim
nuklearniho receptoru FXR (oproti kontrole 1%, DMSO) u latek €. 1, 2, 8, 15, 29 a 42.

V tomto I experimentu jsme identifikovali latky, které interaguji s lidskym FXR
a mohly by vystupovat jako jeho ligandy-agonisté. Zajimavé byly hodnoty u testovanych
latek ¢. 17 a 31 (v koncentraci 30 uM) a predevsim u latky ¢. 42 (v koncentraci 10 uM), které
pirevySovaly miru aktivace FXR receptoru zplsobenou jeho znamym agonistou CDCA
v koncentraci 20 uM. Nicmén¢ vysledky u latek €. 17 a 31 nebyly statisticky signifikantni
a v experimentu s latkou ¢. 42 nemohla byt provedena statistickd analyza. Ptesto vSak byla

latka ¢. 42, na zaklad¢ pozoruhodné vysoké miry aktivace FXR, vybrana pro dalsi testovani.

1I. experiment — koncentracni zavislost
Metodu gene reporter assay jsme nasledné vyuzili k otestovani ucinku zavislém na
koncentraci u vybranych studovanych latek (¢. 4 a 42). Latka ¢. 42 byla vybrana na zaklad¢

zékladniho screeningu latek, ktery jsme provedli v I. experimentu. Latka €. 4 byla vybrana na
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zakladé pozorované schopnosti aktivovat FXR v I experimentu a zejména na zakladé
chemické struktury. Pro tento experiment byly pouZity opét bunky linie HepG2 na
48jamkovych destickach, do kterych byly transfekovany expresni plasmidy pSG5-FXR
a pSG5-hRXRa 1 oba reportétové plasmidy pFXRE-luc2p a pRL-TK.

Latky jsme studovali v koncentraci 1 uM, 5 uM a 10 uM vzdy v duplikatu. Pro
kontrolu jsme pouzili latku GW4064 v koncentraci 1 pM, ktera je znamym ligandem-
agonistou FXR receptoru, pipetovali jsme ji do dvou jamek. Déle jsme jako pozitivni kontrolu
pouzili znamého agonistu FXR receptoru kyselinu chenodeoxycholovou (CDCA) rovnéz ve
tiech koncentracich 1 uM, 5 uM a 10 pM, opé€t v duplikétu. Pro kontrolu jsme pouzili roztok
DMSO v DMEM o koncentraci 1 %o také ve dvou jamkach. Buiiky byly vystaveny vlivu
testovanych latek po dobu 24 hodin (viz Obr. 59).

U Il. experimentu nebylo mozno provést statistickou analyzu, nebot’ latky byly

testovany v duplikatech. Experiment byl proveden jednou.

Test interakce studovanych latek s FXR receptorem metodou gene
reporter assay za pouZiti reportérovych plasmid pFXRE-luc2P
a pRL-TK na bunééné linii HepG2
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Obr. 59 Test interakce studovanych latek (€. 4 a 42) s FXR receptorem v zavislosti na jejich koncentraci
metodou gene reporter assay za pouZiti reportérovych plasmidi pFXRE-luc2P a pRL-TK na bunécné linii
HepG2. Bunky byly exponovany testovanym latkdm 24 hodin v koncentracich uvedenych v grafu. Odchylky
v grafu pfedstavuji smérodatnou odchylku. Statisticka analyza nebyla provedena. Vysvétlivky: FXR (farnesoidni

X receptor), DMSO (dimethylsulfoxid), CDCA (kyselina chenodeoxycholova).

V tomto /I. experimentu zaméfeném na testovani interakci studovanych latek s FXR

receptorem Vv zavislosti na jejich koncentraci jsme pozorovali zvySeni transkripéni aktivity
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FXR receptoru u latky ¢ 4 vkoncentraci 10 pM aulatky ¢ 42 ve vSech
testovanych koncentracich (1 uM, 5 uM, 10 uM) vzhledem ke kontrole s 1%0 DMSO.
Naméfena hodnota u latky ¢. 4 v koncentraci 10 uM prevySovala miru aktivace FXR
zpiisobenou CDCA v pfislusné koncentraci (10 uM) a nepatrné zvySeni transkripcni aktivity
FXR jsme také pozorovali v koncentraci 5 uM vzhledem k CDCA v dané koncentraci (5 uM).
Zvlast zajimavé jsou vysledky u latky €. 42, ktera v kazdé ze tii testovanych koncentraci
(1 uM, 5 uM a 10 uM) prevySovala miru aktivace FXR receptoru zplisobenou kyselinou
chenodeoxycholovou v odpovidajicich koncentracich (1 uM, 5 uM a 10 uM). U latky ¢. 42
v koncentraci 10 puM v lze také pozorovat hodnotu pozoruhodné prevysujici miru aktivace

FXR receptoru zptisobenou agonistou GW4064 (v koncentraci 1 pM).
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7. Diskuze

Cilem této experimentalni rigorézni prace bylo studium interakci vybranych 44
steroidnich sloucenin (ze skupiny steroidnich hormont, neuroaktivnich steroidf, latek
odvozenych od Zlucovych kyselin a dalSich) s lidskym farnesoidnim X receptorem (FXR) na
lidské hepatomové bunécné linii HepG2. Pro tento cil byla vyuzita metoda gene reporter
assay, pomoci niz jsme realizovali dva experimenty: 1. experiment, ktery poslouzil jako tzv.
zakladni screening interakci s FXR receptorem a II. experiment, ve kterém jsme testovali
ucinek zavisly na koncentraci u vybranych latek. Vliv jednotlivych steroidnich slouc¢enin na
bunécnou viabilitu jsme testovali pomoci metody MTT assay na bunééné linii HepG2.

FXR receptor je ligandy-aktivovany transkripéni faktor patiici do superrodiny
nuklearnich receptori. FXR se vaZe na sviij responzivni element (FXRE) jako monomer nebo
jako heterodimer s retinoidnim X receptorem (RXR), coz vede k aktivaci transkripce cilovych
gent. FXR pozitivné ¢i negativné reguluje Sirokou Skalu cilovych genti ucastnicich se
udrzovani homeostazy zlucovych kyselin, cholesterolu, lipidi a metabolismu glukézy. FXR
dale transkripcné reguluje geny podilejici se na regulaci imunitni odpovédi, na rozvoji zanétu,
na udrZeni intestinalni bariérové funkce a geny kontrolujici koagulaci a remodelaci cévni
stény (Adorini et al. 2012, Carr a Reid 2015, Hollman et al. 2012).

Farnesoidni X receptor ziskal své pojmenovani na zakladé¢ vyzkumu skupiny védcii
Forman et al. (1995), ktera objevila, ze je aktivovan farnesolem, a stal se tedy adoptovanym
sirot¢im receptorem. Teprve pozdé€ji bylo tfemi na sobé nezdvislymi védeckymi skupinami
(Makishima et al. 1999, Parks et al. 1999, Wang et al. 1999) objasnéno, ze endogennimi
ligandy FXR jsou Zlucové kyseliny, nebot’ aktivuji FXR ve fyziologickych koncentracich,
a FXR tedy ziskal nové oznaceni BAR (receptor pro zluCové kyseliny, z angl. bile acid
receptor) (Forman et al. 1995, Makishima et al. 1999, Parks et al. 1999, Wang et al. 1999).

Vzhledem ktomu, Ze aktivita FXR je regulovéna ligandy, které mohou snadno
prostupovat bunéénou membranou, je tento receptor idealnim cilem 1é¢iv. Cetné studie vedly
k identifikaci dalSich jak ptirodnich, tak i (polo)syntetickych ligandl agonistil 1 antagonisti se
steroidnim i nesteroidnim strukturnim zékladem.

V nasi praci jsme studovali fadu latek ze skupiny steroidnich sloucenin, které jsou
svou strukturou podobné Zlucovym kyselinam, steroidni hormony, latky jim strukturné
podobné, neuroaktivni steroidy a dalsi steroidni slouceniny.

Zlutové Kkyseliny jsou konednymi produkty katabolismu cholesterolu. Udrzuji
cholesterol v roztoku ve form¢ micel a v tenkém stfevé napomahaji traveni lipidi. U ¢loveka

jsou pfitomny primdrni zlu¢ové kyseliny: kyselina chenodeoxycholova (CDCA) a kyselina
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cholova (CA), které jsou syntetizovany z cholesterolu v jatrech, sekundarni zlucové kyseliny:
kyselina deoxycholova (DCA) a kyselina lithocholova (LCA), které jsou tvofeny stfevnimi
bakteriemi z primarnich zluCovych kyselin a jedna terciarni zluCova kyselina: kyselina
ursodeoxycholova (UDCA), ktera je syntetizovana v jatrech z pfislusné sekundarni Zlucové
kyseliny. Zlugové kyseliny jsou endogennimi ligandy FXR receptoru ve fyziologickych
koncentracich, nejsilnéji jej aktivuje CDCA. Pro aktivaci FXR je klicova zékladni steroidni
kostra (5B-cholan-24-ovéa kyselina), s typicky cis-orientovanym kruhem A diky atomu vodiku
orientovanému v B-konfiguraci v poloze C-5. Kvlli tomu nema steroidni kostra Zlu¢ovych
kyselin plochou strukturu, naopak maji jednu konvexni (vypouklou) hydrofobni a druhou
konkavni (dutou) hydrofilni stranu, coz jim umoziuje tésné¢ zapadnout do ligand-vazebné
kapsy FXR. Zlu¢ové kyseliny zaujimaji v ligand-vazebné kapse FXR obracenou orientaci
oproti vazb& jinych steroidnich hormont na své pfislusné jaderné receptory (Huang et al.
2010, Koolman a R6hm 2012, Lew et al. 2004, Modica et al. 2010, Mi et al. 2003, Wang et al.
1999).

Z ptirozenych zlucovych kyselin se jako 1éCiva pro 1écbu onemocnéni jater a dalSich
souvisejicich nemocni pouzivaji kyselina ursodeoxycholovd, kyselina cholova a kyselina
chenodeoxycholova. Modifikacim zluovych kyselin byl v poslednich letech vénovan
intenzivni vyzkum s cilem ziskat vice selektivni a u€innéjsi agonisty FXR, které by mély jako
1é¢iva lepsi vlastnosti. Z analogli zluCovych kyselin se v souasné dob¢ jako 1ék v klinické
praxi pouziva kyselina obeticholova. Prvni 1éCivy piipravek s kyselinou obeticholovou byl
v Evropské Unii (v&etné Ceské republiky) zaregistrovan v roce 2016 jako tzv. orphan drug,
ato klécbé primarni bilidrni cholangitidy (oznaované téZ primdrni biliarni cirhoza)
v kombinaci s kyselinou ursodeoxycholovou (UDCA) u dospé€lych pacientli s nedostatecnou
odpovédi na UDCA, nebo jako monoterapie u dospélych pacientli, ktefi netoleruji 1écbu
UDCA. S kyselinou obeticholovou dale v soucasné dobé& probiha fada klinickych studii pro
1é¢bu primarni sklerotizujici cholangitidy, nealkoholické steatézy az steatofibrozy jater
(NAFLD, z angl. nonalcoholic fatty liver disease), nealkoholické steatohepatitidy (NASH),
alkoholické hepatitidy, prijmu pii malabsorpci Zlu€ovych kyselin, familidrni parcidlni
lipodystrofie a dalSich onemocnéni (Search of: obeticholic acid 2017, Souhrn udaji
o pfipravku Ocaliva 2016).

V naSem experimentu jsme testovali kyselinu 12-oxo-5B-cholan-24-ovou, kterd je
modifikaci kyseliny lithocholové.

Steroidni hormony vznikaji pfeménou cholesterolu a slouzi v organismu jako

signalni latky, které reguluji mj. metabolismus, rist a reprodukci. Steroidni hormony ucinkuji
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prostiednictvim vazby na své pfislusné receptory, které stejné jako FXR patii do superrodiny
jadernych receptorti. Vyzkumna skupina Huang et al. (2010) popsala, Ze se steroidni hormony
vazi do ligand-vazebnych kapes svych pfisluSnych receptorii s obracenou prostorovou
orientaci steroidniho jadra, nez je tomu u vazby zlu¢ovych kyselin do ligand-vazebné kapsy
FXR receptoru. Védecka skupina Mi et al. (2003) poukazala na to, Ze steroidni hormony navic
neodpovidaji neplanarnimu tvaru zluCovych kyselin a nemaji jejich amfipatické vlastnosti
spojené¢ sjejich o a B stranami, které jsou urCujici pro vazbu na FXR receptor. Napft.
estrogeny maji aromaticky kruh A, a proto u nich neni mozné cis-trans izomerie na uhliku
C-5. Progesteron, testosteron, aldosteron a glukokortikoidy maji v kruhu B dvojnou vazbu
v poloze 5, a tudiz nemaji vodik v poloze C-5B pottebny pro orientaci spojeni kruhti A/B do
polohy cis. Na zaklad¢é téchto faktl Ize predpokladat, ze vySe zminéné steroidni hormony
nebudou ligandy FXR receptoru. Nicméné védecka skupina Wang et al. (2006) objevila, ze
androsteron, produkt metabolismu testosteronu (bez dvojné vazby v poloze 5), je ligandem-
agonistou FXR, nebot’ jeho steroidni jadro zaujima v ligand-vazebné kapse FXR stejnou
orientaci jako Zlucové kyseliny (Huang et al. 2010, Koolman a Rohm 2012, Mi et al. 2003,
Wang et al. 2006).

Na zéklad¢ téchto skutecnosti jsme v nasem experimentu testovali vybrané latky ze
skupiny steroidnich hormoni, které odpovidaji vySe uvedenym strukturnim pozadavkiim pro
vazbu do ligand-vazebné kapsy FXR. Jednalo se napf. o dihydrotestosteron (DHT),
Sa-androstandion, androsteron, epiandrosteron a dalsi.

Neuroaktivni steroidy jsou steroidni slouceniny, které moduluji excitabilitu neuroni
prostfednictvim interakce s neurotransmiterovymi membranovymi receptory (zejména
s receptory GABA, (y-amino maselna kyselina)) a s iontovymi kandly. Neuroaktivni steroidy
vznikaji z cholesterolu a jejich biosyntéza zahrnuje nékolik krokti. Neuroaktivni steroidy
mohou byt, na zdklad¢ strukturnich vlastnosti, klasifikovany do zékladnich skupin:
pregnanové, androstanové a sulfatované (Biggio a Purdy 2001, Reddy 2010).

U nékterych neuroaktivnich steroida byla pozorovana schopnost aktivovat FXR: tento
ucinek pozorovala u androstanového neuroaktivniho steroidu etiocholanolonu védecka
skupina Wang et al. (2006) a u sulfatovaného pregnanového neuroaktivniho steroidu
epiallopregnanolon sulfatu vyzkumné skupina Abu-Hayyeh et al. (2013) (Abu-Hayyeh et al.
2013, Wang et al. 2006).

My jsme vnaSem experimentu studovali latky obdobné struktury ze skupiny
pregnanovych neuroaktivnich steroidti (allopregnanolon, pregnanolon, epipregnanolon,

epiallopregnanolon,  Sa-dihydroprogesteron,  5B-dihydroprogesteron),  androstanovych
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neuroaktivnich steroiddi (3a-androstandiol, etiocholanon, androsteron) a dal$i latky jim
strukturné podobné.

V nasi praci jsme testovali studované latky v koncentraci 30 uM, 20 uM nebo 10 uM.
Tyto koncentrace nebyly zvoleny cilen¢, na§im zamérem bylo testovat latky v koncentraci
30 uM (dle odborné literatury), nicmén¢ vzhledem k hydrofobnimu charakteru studovanych
sloucenin nebylo mozno nékteré latky na tuto koncentraci rozpustit. Proto jsme nemohli ziskat
data u vSech latek v koncentraci 30 uM a dané Spatné¢ rozpustné steroidy byly testovany
v maximalni ziskané koncentraci (20 pM nebo 10 uM). Podobny problém byl zaznamenan
ivodborné literatufe, védeckd skupina Suzuki et al. (2008) pozorovala, Ze kyselina
5B-cholan-24-ova se pii koncentraci 30 uM rychle vylu¢ovala z roztoku, a proto koncentrace
pouzita v experimentech byla omezena na 10 uM (Suzuki et al. 2008).

Nejdiive jsme testovali vliv jednotlivych steroidnich latek na bunécnou viabilitu
prostfednictvim metody MTT assay. Pozorovali jsme pokles viability HepG2 bunék
(vzhledem ke kontrole s 1% DMSO) u testovanych latek ¢. 6, 9, 10, 17, 19, 20, 21, 28 a 46
(30 uM); u latek ¢. 4, 5,7, 16,37 a 51 (20 uM) a u latek ¢. 2, 3, 8, 13, 18, 23 a 29 (10 uM).
Pokles bunécéné Zivotaschopnosti miize poukazovat na mozny cytotoxicky efekt studovanych
latek. I pfesto jsme piistoupili k dalSimu testovani steroidnich latek metodou gene reporter
assay, nebot’ vétSina latek v uvedenych koncentracich a pii dobé expozice 24 hodin
nepusobila vyrazné cytotoxicky, nebo se neprojevil Gcinek na viabilitu ¢i proliferaci bun€k.
V dal$im testovani pomoci metody gene reporter assay jsme stanovili dobu expozice
studovanym latkdm rovnéz 24 hodin. Navic jsme v obou experimentech metodou gene
reporter assay vyuzili systém dudlnich reportéri Dual-Luciferase® Reporter Assay System,
ktery umoznuje simultanni expresi a méfeni dvou samostatnych reportérovych enzymu
(luciferaz) v jednom vzorku za tcelem dosazeni piesnéjSich vysledkl. Tato metoda vyuziva
dvou reportérovych plasmidd, kdy aktivita kontrolniho reportérového plasmidu pRL-TK
slouzi jako systém wvnitini kontroly. Normalizace aktivity experimentdlniho reportérového
vektoru pFXRE-luc2P k aktivité¢ vnitini kontroly (stanovenim jejich poméru) minimalizuje
variabilitu experimentu zpusobenou mj. rozdily v bunétné viabilité. U latek ¢. 4 a 42,
u kterych jsme v II. experimentu provedeném metodou gene reporter assay testovali ucinek
zavisly na koncentraci, nebyl pozorovan vyrazny pokles viability bunck, proto Ize vyloucit
ovlivnéni a zkresleni dat v disledku potencialniho cytotoxického plisobeni téchto latek.

Nasledné jsme pouzili molekuldrné biologickou metodu gene reporter assay pro dva
experimenty. V 1. experimentu, ktery slouzil jako tzv. zdkladni screening, jsme testovali vSech

44 studovanych latek v jedné maximalni ziskané koncentraci (30 uM, 20 uM nebo 10 uM).
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Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili dvé latky, které jsou zndmymi ligandy-agonisty FXR
receptoru. Jednalo se o latku GW4064 a kyselinu chenodeoxycholovou (CDCA). ZvySenou
transkripéni aktivitu receptoru FXR (oproti kontrole 1%0 DMSO) jsme pozorovali u latek
v koncentraci 30 uM: ¢. 17 (etiocholanon), 31 (20-oxo-5B-pregnan-3a-ester kyseliny
jantarové), 34 (20-oxo-5B-pregnan-3a-ester kyseliny stavelové), 35 (3a-karboxymethyl-5p3-
pregnan-20-on), 41 (3a-karboxyethyl-5p-pregnan-20-on) a 46 (3a-ethoxykarbonylmethyl-5p-
androstan-17-on); u latek v koncentraci 20 uM: ¢. 4 (5B-androstan-3B-ol), 5 (5B-androstan-3-
on), 14 (5a-androstan-17-on), 16 (17p/20-epoxy-17a-methyl-5B-androstan-3a-ol), 44 (20-
oxo-5B-pregnan-3a-ester kyseliny malonové¢), 47 (5B-androst-16-en-3-on) a 51 (20-oxo0-58-
pregnan-3a-karboxylova kyselina) a u latek v koncentraci 10 uM: ¢. 1 (5B-androstan-3a-ol),
2 (5a-dihydroprogesteron), 8 (epiallopregnanolon), 15 (5B-androst-1-en-17a-ol), 29
(3a-ethoxykarbonylmethyl-5p-pregnan-20-on) a 42 (12-oxo-5B-cholan-24-ova kyselina).
Nase vysledky naznacuji, ze by tyto latky mohly byt ligandy-agonisty FXR receptoru.

Zajimavé byly vysledky u latek ¢. 17 (etiocholanon) a 31 (20-oxo0-5B-pregnan-3a-ester
kyseliny jantarové) v koncentraci 30 uM a predevsim u latky ¢. 42 (12-0xo0-5B-cholan-24-ova
kyselina) v koncentraci 10 uM, které pfevySovaly miru aktivace FXR receptoru zplisobenou
jeho znamym agonistou CDCA v koncentraci 20 uM. Nicméné vysledky u latek ¢. 17 a 31
nebyly statisticky signifikantni a v experimentu s latkou ¢. 42 nemohla byt provedena
statistickd analyza. Nemoznost provedeni statistick¢ analyzy u nékolika ze série testovani
v 1. experimentu vyplyvala ze skutecnosti, ze studované latky byly pouzity pouze v duplikatu
z diivodu nedostatku materidlu. Neprovedeni statistické analyzy a fakt, Ze experimenty byly
provedeny pouze jednou, je limitaci tohoto I experimentu, a pro plné objasnéni této
problematiky bude zapotiebi dalsiho testovani.

Presto vSak byla latka ¢ 42 (12-oxo-5B-cholan-24-ova kyselina), na zékladé¢
pozoruhodné vysoké miry aktivace FXR v I experimentu, vybrana pro dalsi testovani v /1.
experimentu. Do II. experimentu byla také vybrana latka ¢. 4 (5f-androstan-33-ol), a to na
zéklad¢ schopnosti aktivovat FXR receptor pozorované v 1. experimentu a zejména na zaklad¢
chemické struktury, kterou jsme chtéli blize otestovat, jako zastupce skupiny steroidnich
latek, jejichz zéklad tvofi androstan a kterym, oproti pfirozené¢ se vyskytujicim Zlu¢ovym
kyselinam, zcela chybi postranni fetézec. V tomto /1. experimentu jsme pomoci metody gene
reporter assay otestovali u¢inek na aktivaci FXR receptoru zavisly na koncentraci (1 uM,
5uM a 10 puM) u téchto dvou vybranych steroidnich latek. Pro kontrolu jsme pouzili latku
GW4064 a ptfirozenou zlucovou kyselinu CDCA, které jsou znamymi ligandy-agonisty FXR
receptoru. Latka ¢ 4 (5B-androstan-3B-ol) vykazovala v koncentracich 5 uM a 10 uM
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aktivaci FXR receptoru vyraznéjsi nez CDCA rovnéz v koncentracich 5 uM a 10 uM. Zvlast’
zajimavé vysledky byly pozorovéany u latky €. 42 (12-oxo-5B-cholan-24-ova kyselina), nebot’
ve vSech tfech koncentracich (1 uM, 5 uM a 10 uM) aktivovala FXR receptor vyraznéji nez
CDCA v odpovidajicich koncentracich (1 uM, 5 uM a 10 uM). Kyselina 12-oxo0-5B-cholan-
24-ova v koncentraci 10 uM rovnéz aktivovala receptor FXR pozoruhodné vyraznéji nez
agonista GW4064 (v koncentraci 1 pM).

Na zéklad¢ naSich vysledkii ptedpokladame, ze 12-oxo-5B-cholan-24-ova kyselina
(latka ¢. 42) a 5B-androstan-3f3-ol (latka €. 4) jsou ligandy-agonisty lidského FXR receptoru.
Kyselina 12-oxo0-5B-cholan-24-ova se jevi byt siln€jSim agonistou, nez je ptirozend zlucova
kyselina CDCA.

Limitaci tohoto /1. experimentu je opet neprovedeni statistické analyzy z divodu, ze
studované latky byly pouZity pouze v duplikatu kvili nedostatku materialu. A déale skutecnost,
ze tento 1. experiment byl proveden pouze jednou. Pro ovéteni nasich vysledkl bude potieba
dalSiho testovani.

Exprese cilovych genii FXR receptoru (a tedy terapeuticky ucinek 1é¢iv ligandiit FXR)
je zavisla na mnoha faktorech veetné struktury jednotlivych agonistl a od ni se odvijejiciho
zpusobu vazby do ligand-vazebné kapsy receptoru, kterd nasledné mé vliv na rektuitment
koaktivatoru Ci korepresoru a stabilitu receptoru po navazani liganda. Proto je znalost vztahti
struktury ligandii a jejich funkce velice dulezitd. Testované steroini latky jsme si, dle
pomyslnych modifikaci oproti pfirozené se vyskytujicim zlu€ovym kyselindm, rozd¢lili na
a) modifikace jen na steroidnim jadru a b) modifikace v postrannim fetézci nebo i1 na
steroidnim jadru.

Skupina latek s modifikaci jen na steroidnim jadru obsahovala pouze jednu
slouceninu 12-oxo0-5B-cholan-24-ovou kyselinu (latka ¢. 42), kterda ma zakladni steroidni
kostru (5B-cholan-24-ova kyselina), odliSuje se od LCA absenci 30-OH a ma navic v pozici
C-12 oxoskupinu. Dle dostupné literatury nebyly doposud zaznamendny interakce této latky
s FXR receptorem, ani slouceniny odvozené od zlucovych kyselin s oxoskupinou v pozici
C-12. Nase vysledky potvrdily zavery védeckych skupin Pellicciari et al. (2004) a Suzuki et
al. (2008), ze 3a-hydroxylova skupina neni zodpovédna za aktivaci FXR. Nase vysledky jsou
rovnéz v souladu s pozorovanim skupiny Suzuki et al. (2008), tedy Ze eliminace
3a-hydroxylové skupiny vedla ke zvySeni potencialu aktivovat FXR. Ovéfili jsme takeé
pozorovani skupiny Iguchi et al. (2010), ktera demonstrovala, ze pfitomnost OH-skupiny na

C-12 neni pro aktivaci FXR nezbytna. NaSe vysledky poukazuji na to, Ze zaména OH- na oxo-
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skupinu v poloze C-12 nesnizuje ucinek, naopak by mohla mit pozitivni vliv na aktivaci FXR
(Iguchi et al. 2010, Pellicciari et al. 2004, Suzuki et al. 2008).

Skupina latek s modifikacemi v postrannim retézci nebo i na steroidnim jadru byla
oproti prvni skupiné testovanych latek vyrazné obsédhlejsi. Zajimavé bylo pozorovani
u sloucenin, kterym postranni rFetézec zcela chybi — jejich zakladni strukturou je tedy
androstan. U Z4dné z nami testovanych latek nebyla aktivace FXR, dle dostupné literatury,
doposud popséna. Z této skupiny latek byla pozorovana zvysend transkripcni aktivita
receptoru FXR u 5B-androstan-3a-olu (latka ¢. 1), 5PB-androstan-3p-olu (latka ¢. 4),
5B-androstan-3-onu (latka ¢. 5) a 5B-androst-16-en-3-onu (latka ¢. 47). Nase vysledky jsou
v souladu sobjevem skupiny védci Wang et al. (2006), ktefi na latce androsteron
demonstrovali, ze 1 pies nepiitomnost Suhlikového karboxylového fetézce v pozici C-17
aktivuje FXR. Nicméné ne vSechny nami testované latky z této skupiny vykazovaly aktivaci
FXR, a tudiz pro objasnéni této problematiky bude zapotiebi dalSich experimentti (Wang et al.
20006).

Interakce latek s FXR, které maji misto postranniho fetézce na uhliku C-17
karboxylovou skupinu, nebyly doposud v dostupné odborné literatufe zaznamenany. My
jsme testovali 3B-hydroxyandrost-5-en-17-karboxylovou kyselinu (latka ¢. 43) a zvySenou
transkripCni aktivitu FXR jsme nepozorovali. Na zdklad¢ téchto vysledki by bylo mozno
ocekavat, ze odstranénim postranniho fetézce zluCovych kyselin a zavedenim karboxylové
skupiny na C-17 se Ucinek ztraci.

Interakce latek s FXR receptorem, které maji misto postranniho Fetézce na uhliku
C-17p hydroxyskupinu, nebyly, dle dostupné literatury, prozatim pozorovany. My jsme
z této skupiny latek testovali dihydrotestosteron (latka ¢. 10) a jeho 5B-izomer (latka €. 9),
3a-androstandiol (latka €. 27) a jeho 5B-izomer (latka ¢. 13) a 5B-androst-1-en-17a-0l (latka
¢. 15). ZvySenou transkripcni aktivitu FXR jsme pozorovali jen u 5B-androst-1-en-17a-olu.
Pro objasnéni vztahu struktury a schopnosti aktivovat FXR bude u této skupiny latek potieba
dalsiho vyzkumu.

Dale jsme studovali latky, u kterych se misto postranniho retézce na uhliku C-17
naléza oxoskupina. Jednalo se o ftadu latek vcetn¢ etiocholanonu (latka ¢&. 17),
epietiocholanonu (latka €. 20), androsteronu (latka ¢. 22), epiandrosteronu (latka ¢. 19),
dehydroepiandrosteronu (latka ¢. 12), 5B-androstandionu (latka ¢. 30), Sa-androstandionu
(latka €. 21) aj. Pozoruhodné vysokou aktivaci FXR receptoru, kterd pfevySovala miru
aktivace FXR receptoru zpusobenou CDCA, jsme pozorovali u etiocholanonu. Tento

vysledek odpovida pfedchozimu objevu védecké skupiny Wang et al. (2006). Naopak odlisny
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vysledek jsme ziskali u androsteronu (50-izomer etiocholanonu), v naSem experimentu
nevykazoval zadnou aktivaci FXR, zatimco Wang et al. (2006) tento u¢inek pozorovali. Dale
jsme sledovali zvySenou transkripéni aktivitu FXR u Sa-androstan-17-onu (latka ¢. 14)
a 3a-ethoxykarbonylmethyl-5B-androstan-17-onu (latka ¢. 46). Ostatni slouceniny studovany
ucinek nemély. Timto experimentem jsme nepotvrdili pozorovani popsané v odborné
literatufe, ze u slouCenin, u kterych se misto postranniho fetézce na uhliku C-17 naléza
oxoskupina, nedochazi ke ztrat¢ aktivacniho ucinku na FXR. Tato problematika bude
pravdépodobné komplexnéjsi, a pro jeji objasnéni bud¢€ potieba dal§iho vyzkumu (Wang et al.
20006).

Interakce latek s FXR receptorem, které maji postranni Fetézec zkracen na 1 uhlik
a v polohach C-17p/20 maji epoxid nebyly doposud v dostupné odborné literature
zaznamenany. My jsme testovali 178/20-epoxy-17a-methyl-5B-androstan-3a-ol (latka €. 16),
ktery zptisoboval zvySenou transkripéni aktivitu FXR.

O interakcich latek s FXR, které maji postranni Fetézec zkriacen na 2 uhliky
a v poloze C-20a maji hydroxyskupinu, jsme v dostupné odborné literature nenasli zminky.
My jsme testovali Sa-pregn-2-en-20a-ol (latka ¢. 26) a nepozorovali jsme u né zvySenou
transkripéni aktivitu FXR.

Déle jsme studovali fadu latek, u kterych byl oproti zluCovym kyselinam postranni
retézec zkracen na 2 uhliky a v poloze C-20 byla oxoskupina. Jednalo se m;.
o pregnanolon (latka ¢. 11), allopregnanolon (latka ¢. 25), epipregnanolon (latka ¢&. 6),
epiallopregnanolon (latka ¢. 8), 5B-dihydroprogesteron (latka ¢. 7), Sa-dihydroprogesteron
(latka ¢. 2) a dalsi slouceniny vcetné fady esteri steroidi s 3a-OH skupinou
a dikarboxylovych kyselin. Sledovali jsme, Zze epiallopregnanolon aktivoval FXR receptor.
Tento vysledek je v souladu s pozorovanim vyzkumné skupiny Abu-Hayyeh et al. (2013),
kterd popsala, Ze epiallopregnanolon sulfat vystupuje jako parcidlni agonista FXR. Naopak
z4dna ze slou€enin podobnych epiallopregnanolonu nevykazovala aktivaci FXR a tento
u¢inek neni ani zminén v dostupné odborné literatuie. Ani interakce dalSich nami
studovanych latek nejsou v dostupné literatufe popsdny. Daéle jsme pozorovali zvySenou
transkripéni aktivitu FXR u So-dihydroprogesteronu, naproti tomu jeho 5B-izomer tento
ucinek nevykazoval. Také jsme zaznamenali zvySenou transkripéni aktivitu FXR u 20-oxo-
5B-pregnan-3a-karboxylové kyseliny (latka ¢. 51), 3a-karboxymethyl-5p-pregnan-20-onu
(latka ¢. 35), 3a-ethoxykarbonylmethyl-5B-pregnan-20-onu (latka €. 29), 3a-karboxyethyl-5p-
pregnan-20-onu (latka ¢. 41), 20-oxo-5B-pregnan-3a-esteru kyseliny stavelové (latka ¢. 34),

20-o0x0-5B-pregnan-3a-esteru kyseliny malonové (latka ¢. 44) a vyrazné vysoké hodnoty
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u 20-ox0-5B-pregnan-3a-esteru kyseliny jantarové (latka ¢. 31). Na zaklad¢ téchto vysledki
by bylo mozno velmi obecné usuzovat, ze s objemnym substituentem v poloze C-3a
nedochazi ke ztrat¢ ucinku aktivace FXR receptoru, nicméné tato problematika bude
pravdépodobné¢ mnohem komplexnéjsi, a pro jeji objasnéni bude tfeba dalSiho vyzkumu
(Abu-Hayyeh et al. 2013).

NaSe vysledky naznacuji, ze 12-oxo0-5B-cholan-24-ové kyselina (latka €. 42), latka
strukturné podobnd piirozené zlucové kyseliné LCA, je siln€jSim agonistou FXR, nez je
endogenni Zlucova kyselina CDCA. Na zdklad¢ naSich vysledk dale ptedpokladame, Ze
steroid 5B-androstan-3-ol (latka €. 4) je rovnéz ligandem-agonistou FXR. Déle jsme nastinili
nove, doposud nepopsané vztahy zavislosti aktivity FXR na struktufe vybranych steroidnich
sloucenin (ze skupin steroidnich hormonti a latek jim strukturné podobnych, neuroaktivnich
steroidi, latek strukturné podobnych Zlu€ovym kyselindm a dalSich steroidnich sloucenin).
I pfesto, ze pro plné objasnéni této problematiky bude potieba dalSiho rozsahlého vyzkumu,
by mohly nase vysledky poskytnout uzitecny pohled pfi vyvoji novych 1é€iv, které interaguji

s FXR receptorem.
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8. Zavér

Cilem této experimentalni rigorézni prace bylo studium interakci vybranych 44
steroidnich sloucenin (ze skupiny steroidnich hormont, neuroaktivnich steroidf, latek
odvozenych od Zluovych kyselin a dalSich) s lidskym FXR za pouziti lidské hepatomové
bunécné linie HepG2.

Nejdiive jsme otestovali vliv jednotlivych steroidnich latek na bunécnou viabilitu
prostfednictvim metody MTT assay na bunééné linii HepG2. Pozorovali jsme pokles bunééné
viability u 22 z 44 testovanych latek. I pfesto jsme pfistoupili k dalSimu testovani steroidnich
latek metodou gene reporter assay, nebot’ vétSina latek v uvedenych koncentracich a pti dobé
expozice 24 hodin neplsobila vyrazné cytotoxicky, nebo se neprojevil uinek na viabilitu ¢i
proliferaci bun¢k.

Nasledné jsme vyuzili molekularné biologickou metodu gene reporter assay pro dva
experimenty. V I experimentu, ktery slouzil jako tzv. zakladni screening, jsme pozorovali
zvySenou transkripni aktivitu receptoru FXR u latek v koncentraci 30 uM: ¢. 17
(etiocholanon), 31 (20-oxo-5B-pregnan-3a-ester kyseliny jantarové), 34 (20-oxo-5p-pregnan-
3o-ester kyseliny Stavelové), 35 (3a-karboxymethyl-5B-pregnan-20-on), 41 (3a-
karboxyethyl-5B-pregnan-20-on) a 46 (3a-ethoxykarbonylmethyl-5B-androstan-17-on);
u latek v koncentraci 20 uM: ¢. 4 (5B-androstan-3B-ol), 5 (5B-androstan-3-on), 14 (Sa-
androstan-17-on), 16 (17p/20-epoxy-17a-methyl-5B-androstan-3a-ol), 44 (20-ox0-5f-
pregnan-3a-ester kyseliny malonové), 47 (5B-androst-16-en-3-on) a 51 (20-oxo-5p-pregnan-
3a-karboxylova kyselina) a u latek v koncentraci 10 uM: ¢. 1 (5B-androstan-3a-ol), 2 (50-
dihydroprogesteron), 8 (epiallopregnanolon), 15 (5B-androst-1-en-17a-o0l), 29 (3a0-
ethoxykarbonylmethyl-5B-pregnan-20-on) a 42 (12-ox0-5B-cholan-24-ova kyselina).

Ve II. experimentu, ve kterém jsme testovali u¢inek na aktivaci FXR receptoru zavisly
na koncentraci, jsme u latky ¢. 4 (5B-androstan-3B-ol) v koncentracich 5 uM a 10 uM
pozorovali vyssi aktivaci FXR receptoru nez u kyseliny chenodeoxycholové (CDCA). ZvIast
zajimavé vysledky byly pozorovéany u latky €. 42 (12-oxo0-5B-cholan-24-ové kyselina), nebot’
ve vSech tiech koncentracich (1 uM, 5 uM a 10 uM) aktivovala FXR receptor vyrazngji nez
CDCA. Kyselina 12-oxo0-5B-cholan-24-ova v koncentraci 10 uM rovnéz aktivovala receptor
FXR pozoruhodné vyraznéji nez agonista GW4064 (v koncentraci 1 uM). Na zaklad¢ naSich
vysledkii predpokladame, Ze latka podobna pfirozenym zluCovym kyselinam 12-oxo-583-
cholan-24-ova kyselina a slouc¢enina 5p-androstan-33-ol jsou ligandy-agonisty lidského FXR
receptoru. Kyselina 12-o0x0-5p-cholan-24-ova se jevi byt silnéj$im agonistou, nez je piirozena

zlucova kyselina CDCA.
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Experimentalni vysledky této prace by mohly pfedznamenat existenci novych liganda
FXR receptoru a mohly by poskytnout uzite¢ny pohled pii vyvoji novych 1é¢iv cilenych na

FXR receptor.
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