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1. Cil prace

Cilem této experimentalni rigorézni prace je testovani potencialnich liganda
konstitutivniho androstanového receptoru ze zadané skupiny 16 latek definované struktury.

U téchto latek bude nejdfive testovana cytotoxicita na bunécnych liniich HepG2 a
MZ-Hepl metodou MTT assay ve dvou koncentracich latek 4 a 20 uM.

Daéle se latky budou testovat pomoci metod gene reporter assay, two-hybrid assay
a one-hybrid assay k prokazani mozné interakce téchto latek s lidskym konstitutivnim
androstanovym receptorem (hCAR), a to také ve dvou vySe uvedenych koncentracich s
pouzitim zminénych buné&cnych linii.

Pozitivni vysledky této prace by mohly pfedznamenat dalSi studium konkrétnich
latek, napf. testovani dalSich koncentraci, testovani indukce genu cytochromu P450 a in
Vivo experimenty na zvifecim modelu s diabetem Il. typu, obezitou a hyperlipidémii. Tato

prace by mohla event. vyustit i v syntézu novych latek podobné chemické struktury.



2. Uvod

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR) je zastupcem nuklearnich receptor(
(NRs), které tvofi superrodinu ligandem-aktivovanych transkripénich faktort ovliviujicich
expresi cilovych genda.

Nékteré nuklearni receptory nemaji zname selektivni fyziologickée ligandy, proto jsou
oznaCované jako ,orphan® receptory (receptory sirotci). Pokud jsou pro tyto receptory
objeveny funkéni ligandy, jsou tyto receptory zafazeny do kategorie ,adopted® orphan
receptory. V této skupiné je vedle CAR zafazen i PXR - pregnanovy X receptor. Nuklearni
receptor CAR vykazuje, na rozdil od jinych nuklearnich receptort, v nepfitomnosti ligandu
ur€itou konstitutivni aktivitu.

CAR (NR113) a PXR (NR112) pusobi jako tzv. ,senzory“ toxickych endogennich
metabolitd i exogennich chemickych latek. Tato jejich unikatni funkce je odliSuje od
receptort steroidnich hormond nebo hormonu §titné Zlazy. V minulém desetileti byl CAR
s indukci biotransformacnich enzymdu, kterou zpUsobuji 1éCiva nebo jina xenobiotika.
V poslednich nékolika letech se v8ak vyzkum soustfeduje nejen na CAR a PXR coby
xenosenzory, které koordinované reguluji clearence xenobiotik, ale je také zkouman jejich
vyznam v modulovani hormonalni, lipidové a energetické homeostazy, nadorového bujeni
a jaterni steatdzy. Posledni studie naznacuji, Zze by agonist¢ CAR mohly byt pouzivany

k terapii obezity, diabetu Il. typu a dyslipidémie.



Obecna c¢ast

3.1 CAR - klasifikace nuklearniho receptoru

Lidsky CAR (hCAR) byl objeven v roce 1994 jako orphan receptor MB67 (Baes a
kol., 1994). Byl popsan jako heterodimericky partner retinoid X receptoru (RXR). Bylo
zjisténo, ze hCAR je shopny vazby k retinoic acid response elementum (RAREs), ale
rozsah aktivace je mnohem niz8i nez u RXR (pozn. Pivodné zkratka CAR pfedstavovala
oznaceni receptoru constitutive activator of retinoid response). Izolace a charakterizace
mySiho CAR (MCAR) byla provedena v roce 1997. V té dobé se prfedpokladalo, ze CAR
receptor je zaméfen na RAREs elementy, a nebyl tehdy znam jeho vyznam pro regulaci
cytochromu P450 (CYPs), enzym faze | biotransformace (di Masi a kol., 2009).

Nasledné byl CAR studovan predevSim v souvislosti s indukci gen pro CYP2B
subrodinu cytochromu P450 prostfednictvim fenobarbitalu (PB) nebo podobné pusobicich
induktord  (napf. chlorpromazin, fenytoin, 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridiloxy)]benzen
(TCPOBOP) a polychlorované bifenyly) a byla odhalena jeho funkce jakozZto nuklearniho
receptoru - xenosenzoru. Vyvinuti mMCAR knockout mySiho kmenu potvrdilo, Ze je mCAR
nezbytny pro indukci Cyp2b10 prostfednictvim induktori a umoznilo identifikovat mnoho
dalSich gend, které tento receptor reguluje (Swales a Negishi, 2004).

Mezitim byl v roce 1998 identifikovan mysi PXR (mPXR). Byl pojmenovan pregnane
X receptor, protoZze se ukazalo, Ze je aktivovan derivaty dexametazonu a pregnenolonu.
V roce 1998 byl také klonovan lidsky steroid X receptor, ktery se ukazal pfibuzny s CAR a
vitamin D receptorem (VDR) (Blumberg a kol., 1998). Prokazalo se, ze se jedna o lidsky
homolog mPXR a byl pfejmenovan na hPXR. Vzhledem k Siroké funkci nuklearnich
receptord - xenosenzorl v homeostaze steroidnich hormond vznikla hypotéza, zZe
prapuvodni protein nuklearnich receptord mohl fungovat jako senzor endobiotik a od
tohoto hypotetického predchudce receptort pokracoval vyvoj dalSim rozSifovanim spektra
ligandu i regulovanych genu (di Masi a kol., 2009).

V soucCasnosti je CAR (NR113) Kklasifikovan do prvni podrodiny nuklearnich
receptorll (receptory podobné thyroid hormone receptoru), skupiny | - receptory podobné
vitamin D receptoru.

Role CAR v organizmu neni zatim zcela objasnéna zejména diky nedostatku
dobrych modeld a ligandid tohoto receptoru. CAR ma schopnost ovlivnit mnoho
signaliza¢nich cest prostfednictvim pfimé modulace exprese genll a prostfednictvim

interference s dalSimi NR signalizacnimi cestami. To vytvafi unikatni integrovany systém,
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ktery fidi metabolizmus nejen xenobiotik, ale i endogenné produkovanych steroidd a
dietarnich faktort. Na rozdil od svého nebliz§iho pfibuzného receptoru PXR, u néhoz se
jeho funkce opira vyhradné o vazbu ligandu, CAR funguje nezavisle na ligandu a muze byt
regulovany pfimou vazbou ligandu nebo nepfimymi aktivaCnimi procesy. V této souvislosti
jsou dal8i studie mechanistickych aspekti CAR aktivace, nuklearni translokace a
transkrip&ni aktivity velmi dulezité nejen pro objasnéni signalizanich cest, ale i vymezeni
CAR vuci PXR. Budouci vyzkum zfejmé bude sméfovat také ke zkoumani vztaht CAR
s ostatnimi nuklearnimi receptory (jako jsou napf. farnesoid X receptor (FXR), liver X
receptor (LXR), peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), estrogenni receptor
(ER) a glukokortikoidni receptor (GR)), k poznani struktury resp. funkce vazebné domény
pro ligandy (LBD, z angl. ligand binding domain) na zakladé krystalografie, ke studiu a
identifikaci cilovych gent CAR pomoci metod DNA-microarray a RT-PCR, a ke zkoumani
funkce CAR v extrahepatickych tkanich jako napf. ve stfevé a ledvinach (di Masi a kol.,
2009).

Na zacatku nového stoleti byl zajem o CAR receptor velmi nizky (jenom 27 ¢lanku
citovanych v PubMed databazi od roku 1994 do ledna 2000), ale v poslednich letech
vyrazné vzrostl (481 ¢lanku citovanych v PubMed databazi od roku 2000 do konce roku
2008) (di Masi a kol., 2009).

3.2. CAR - organizace genu a struktura proteinu

3.2.1 CAR - organizace genu

Pro mnoho genu, v€etné genu nuklearnich receptord, je obvyklé, Ze prochazi
procesem alternativniho sestfihu (splicing) (pozn. tj. alternativni sestfih prekurzorové
MRNA na izofomy mRNA) za vzniku nékolika tzv. splice variant. Alternativni sestfih se
odrazi v proteinovych izoformach, které se mohou liSit nejen ve struktufe, ale i ve
funkénich vlastnostech (di Masi a kol., 2009).

Podobné také polymorfizmy (single nucleotide polymorphisms, SNPs), které
zpusobuji proteinové varianty, mohou ovlivnit konstitutivni (bazalni neboli na ligandu
nezavislou) nebo indukovanou (na ligandu zavislou) aktivitu nuklearniho receptoru.
Napfiklad pfi studii mezi japonskou populaci bylo nalezeno 30 SNPs v NR1I3 genu (Ikeda
a kol., 2003). Bylo prokazano, ze varianty CAR a PXR hraji roli v interindividualni

variabilité exprese CYP genli a mohou byt zapojené do vzacnych atypickych Iékovych
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odpovédi a zménéné citlivosti vici karcinogenum (di Masi a kol., 2009).

hCAR je produktem NR1I3 genu, ktery je lokalizovan na chromozomu 1, locus 1923
(Thigpen, 2004). NR1I3 gen je slozen z 8545 bps (paru bazi) a zahrnuje 9 exon
rozdélenych 8 introny. Bylo identifikovano 22 unikatnich hCAR variant mMRNA obsahuijicich
ruzné kombinace alternativniho sestfihu (napf. delece exonu 2,4,5 a 7, Caste¢na delece
exonu 9, a inzerce 12 nebo 15 bps z intrond 6 nebo 7). ACkoli nékteré CAR mRNA varianty
vznikaji jednim alternativnim sestfihem, vétSina izoforem CAR mRNA pochazi z vice
alternativnich sestfihu v riznych kombinacich. Nékolik CAR mRNA variant (ij. izoformy -
17, -18, -19, -20, a -21) je nevhodnych ke kodovani funk&nich proteind, protoZze maiji
pfed€asné terminacni kodony pochazejici z nonsense mutaci a ziejmé muze dojit k rychlé
degradaci. Ostatni CAR mRNA varianty by mohly kédovat unikatni CAR proteiny. Zatimco
v lidskych hepatocytech bylo objeveno mnoho mRNA transkriptll, tak pouze jedina CAR
mRNA varianta byla detekovana v tenkém stfevé (izoforma-6), srdci (izoforma-22) a
prostaté (izoforma-10) (Lamba a kol., 2004) (di Masi a kol., 2009).

Izoforma-3 je povazovana za tzv. wild-type formu CAR. Tato izoforma kdduje
xenosenzor dlouhy 348 aminokyselin. DNA vazebna doména (DBD, z angl. DNA binding
domain) je kédovana exony 2 a 3, H region (hinge region) je kddovan ¢asti exonu 4, ligand

vazebna doména (LBD) je kodovana exony 4-9 (di Masi a kol., 2009).

Gene, 1q23 =

o ®

9 P Hg 4 3 n:" o®
8545 base pairs C{ 1 2 3 4 5 6 7 9
NC_000001.9 =

[

mRNA isoform-3

1381 base pairs ‘ 123 4]s]|6|7]8 9
NM_005122 1
Protein isoform-3 .99 107-348 ;
348 amino acids l _DBD h{ ] LBD J
NP_005113 13 100-106

Obr. 1
Schéma lidského genu pro CAR, CAR mRNA a CAR protein-izoformy-3

NR1I3 gen je sloZzen z 8545 paru bazi a zahrnuje 9 exonu rozdélenych 8 introny. Izoforma-3 je povaZovana za wild-type formu. Tato
izoforma kéduje xenosenzor dlouhy 348 aminokyselin. DBD (DNA vazebna doména) je kédovana exony 2 a 3, H region (hinge region)

Je kbdovan casti exonu 4, LBD (ligand vazebna doména) je kodovana exony 4-9 (prevzato z di Masi a kol., 2009).
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3.2.2 CAR - struktura proteinu

Protein nuklearniho receptoru se sklada ze Ctyf Casti: z N-terminalni aktivacni
funkce 1 (AF-1, angl. activation function 1) (pozn. AF-1 u receptord CAR a PXR schazi.),
z DNA vazebné domény (DBD), spojovaci oblasti (H region), ligand vazebné domény
(LBD) a C-terminalni aktivacni funkce (AF-2). AF-1 umoziiuje aktivaci nezavislou
na ligandu, rozpoznava dalSi transkripcni faktory a koaktivatory. DBD svoji specifitou
k promotorové sekvenci konkrétnich genu urCuje Skalu genu, které jsou regulovany. LBD je
zodpovédna za vazbu ligandu, jako jsou hormony, zluCové kyseliny, lipidy, IéCiva a jina
xenobiotika (Tirona a Kim, 2005; Urquhart a kol., 2007). LBD tvofi jakousi kapsu, ve které
ligandy nekovalentné interaguji s aminokyselinovymi skupinami LBD domény na zakladé
jejich chemické struktury. Mechanismus aktivace nuklearnich receptori je velmi
komplikovany proces, spoluucastni se ho dale represorové proteiny, fada koaktivatord
i proteiny s enzymovou aktivitou ovliviiujici chromatinovou strukturou DNA (Pavek a kol.,
2005).

Sekvence hCAR a hPXR jsou velmi blizké a prokazuji, ze vznikly relativnhé nedavno
ze spoleCného progenitoru. Identita a podobnost aminokyselin u hCAR izoformy-3 a hPXR
izoformy-2 je 37,9% resp. 53,3%. VétSina ze zbytkll aminokyselin, které se ucastni vazby
DNA, je v DBD hCAR a hPXR receptort zachovana nebo ¢aste¢né zachovana. DBD byva
nejvice neménnou oblasti nuklearnich receptoru. Naproti tomu H region, spojujici DBD
s LBD, se vyznaCuje velice nizkou totoznosti a podobnosti aminokyselin, coz muze
odrazet odliSné subcelularni rozmisténi a regulaci intracelularnimi signalnimi kaskadami u
receptord hCAR a hPXR. LBD ma mirné zachovanou sekvenci, to reflektuje jiné vlastnosti
téchto receptori vazat ligandy. Nicméné okraj C-terminalu LBD, ktery odpovida
transaktivacni doméné a je zapojen do vazby kofaktorl, ma sekvenci riznou (di Masi a
kol., 2009).

Bylo identifikovano nékolik pfirozenych mutaci hCAR a hPXR. His246Arg a
Leu308Pro varianty redukuji konstitutivni (tj. na ligandu nezavislou) transaktivacni aktivitu
hCAR, coz by mohlo byt zpisobeno konforma&nimi zménami transaktivaéni domény AF-2.
Zatimco hCAR polymorfni varianta His246Arg ve srovnani s wild-type receptorem hCAR
vykazuje zretelné redukovanou aktivitu v pfitomnosti agonisty 6-(4-chlorofenyl)imidazol
[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd O-(3,4-dichlorobenzyl)oxim (CITCO), varianta Leu308Pro

zustava vuci tomuto ligandu vnimava. Nizka afinita CITCO k His246Arg varianté hCAR
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odrazi rozhoduijici roli tohoto aminokyselinového zbytku pro navazani ligandu, je totiz
umistén v a7 helixu uc€astnicim se formovani LBD ligand vazajici kapsy. DalSi Val133Gly a
Asn323Ser polymorfni varianty hCAR vykazuji miry konstitutivni aktivity a vnimavosti vici
CITCO podobné tém, které ma wild-type receptor hCAR (di Masi a kol., 2009).

Front View Top View

Obr. 2

Konstitutivni androstanovy receptor CAR

(A) Struktura mCAR/hRXRa heterodimeru ve dvou pohledech otoc¢enych o 90°. hRXRa je zobrazen Zlutou barvou, mCAR
modrou kromé AF2 helixu, které jsou cervené. Dva koaktivatory TIF2 jsou fialové. mCAR vaZze TCPOBOP, hRXRa kyselinu
retinovou.

(B) mCAR-LBD strukturu tvori ¢tyfvrstvy helixovy sendvié (a-helixy jsou zobrazeny jako modré valce, B-struktury jako Zluté
stuzky)

Zkratky: AF-2, aktivacni funkce 2; LBD, ligand vazebna doména;, RXRa, retinoid X receptor-a; TCPOBOP, 1,4-bis[2-(3,5-
dichloropyridyloxy)] benzen; TIF2, transcription intermediary factor 2 (pfevzato ze Suino a kol., 2004).

3.3 CAR - architektura LBD

Trojrozmérné struktury CAR-LBD a PXR-LBD sdili zakladni NR-LBD a-helixovy
sendviCovy fold (,zahyb*), ve kterém Ize rozliSit oblasti kliC¢ové pro vazbu ligandu, poznani
koregulatoru a dimerizaci (di Masi a kol., 2009).

Flexibilni ligand vazajici kapsy CAR-LBD a PXR-LBD umoznuji vazat Sirokou fadu
strukturalné nepodobnych endogennich a exogennich ligandi. CAR-LBD a PXR-LBD AF-2
doména vaze Leu-Xxx-Xxx-Leu-Leu (pozn. Xxx reprezentuje rizné zbytky aminokyselin)
struktury transkripénich koaktivatord a lle/Leu-Xxx-Xxx-lle/Val-lle motivy pfitomné
v korepresorech. Nicméné u CAR-LBD a PXR-LBD dimerizace bylo popsano odlisné
usporadani. Helix a10 obsahuje sekvenci bohatou na Leu, ktera se zda byt nezbytna pro

translokaci xenosenzoru z cytozolu do jadra (di Masi a kol., 2009).
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Struktura hCAR-LBD se sklada z jedenacti a-helixi, dvou 310 helixd (ozna¢enych
a2 a a2’) a tfech B-struktur. Tvar aX helixu v hCAR-LBD a mCAR-LBD pfispiva ke
konstitutivni aktivitt CAR vytvofenim rigidni struktury mezi helixy a10 a oAF. Ligand
vazajici kapsa CAR-LBD je oramovana helixy a2, a3, o4, a5, a6, a7, a10 a B-strukturami 3
a 4, s objemem okolo 600 A3 (di Masi a kol., 2009).

heterodimeric hRXRo-LBD/mCAR-LBD

Obr. 3
3-D struktura heterodimeru hRXRa-LBD/mMCAR-LBD vazané s TCPOBOP a
koaktivatorem TIF2

hRXRa-LBD: a-helixy - azurova barva, B-struktury - tmavé zelena, aAF helix - modra, ligand kyselina retinova — bila, TIF2 koaktivator —
Cervena; mCAR-LBD: a-helixy - fialova, B-struktury - zelena, aX a aAF helixy - zluta, ligand TCPOBORP - bila, TIF2 koaktivator — ¢ervena
(pfevzato z di Masi a kol., 2009)

Obecna architektura CAR-LBD/hRXRa-LBD back-to-back heterodimeru je podobna
jinym RXRa heterodimerickym  strukturam v  aktivnich  konformacich. Velky
heterodimerizaéni interface (okolo 1000 A?) napomaha asociaci, ktera hraje kliovou roli
v CAR/RXR aktivaci a signalizaci (di Masi a kol., 2009).
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Obr. 4

Zpusoby vazby ligandu ke CAR-LBD

A- Zpusob vazby 5a-androst-16-en-3a-olu k mCAR-LBD
B- Zptsob vazby (5B)-pregnan-3,20-dionu k hCAR-LBD
C- Zpusob vazby CITCO k hCAR-LBD

D- Zptsob vazby TCPOBOP k mCAR-LBD

Ligand je znazornén modrou barvou, zbytky aminokyselin pak jako tyCinky vybarvené podle typu atomu (pfevzato z di Masi a kol.,
2009).

3.4 CAR - exprese

Vzhledem K jejich roli v ochrané zivych organismu pfed exogennim ohrozenim neni
prekvapenim exprese xenosenzorit CAR a PXR v mistech vstupu a metabolizmu
xenobiotik. Exprese CAR je vysoka v jatrech a v epitelialnich burikach klkd tenkého stfeva.
Mimo to je CAR v nizké mife exprimovan v mysim i lidském srdci, kosternim svalu, mozku,
ledvinach a v lidskych plicich. Fyziologicka role CAR v téchto tkanich nebyla ale zatim

zcela prozkoumana (di Masi a kol., 2009).
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3.5 CAR - ligandy a aktivatory

PFi ohlédnuti do historie byly ligandy nuklearnich receptort identifikovany pomoci
cell-based reporter metod, ve kterych je expresni plazmid kodujici zkoumany receptor
vloZen do bunék spolu s plazmidem obsahujicim reportérovy gen. Tyto metody umoznily
identifikovat mnozstvi latek, které maji schopnost aktivovat CAR a PXR, ale tato metoda
se zda byt ponékud zavadéjici, kdyz popisuje interakce s CAR a PXR. Napf. typicky
aktivator CAR fenobarbital se nevaze pfimo ke CAR, ale vyvolava nuklearni translokaci a
nasledné transkripéni aktivitu CAR. Nicméné ligand-binding techniky ukazuji, Ze CAR a
PXR vazaji strukturalné rozmanitou skupinu latek a specificnost ligandu téchto receptoru
je druhové zavisla. CAR a PXR, podobné jako ostatni ,adopted” nuklearni receptory, které
hraji ulohu ve vnimavosti k dietarnim lipiddm (tj. PPAR), oxysterolim (tj. LXR) a Zlu¢ovym
kyselinam (tj. FXR), maji nizSi ligandové afinity nez klasické receptory steroidnich
hormont (napf. ERs). Hodnoty EC50 pro vazbu ligandi ke CAR a PXR jsou
v mikromolarnim pasmu na rozdil od nanomolarnich hodnot u klasickych receptort
steroidnich hormond. To vedlo k revizi nazoru na vlastnosti rozpoznani ligandd pomoci
xenoreceptorl a formovani konceptu nizké afinity a specifiCnosti, ale vysoké kapacity
indukovat bunécné signalizace (di Masi a kol., 2009).

Charakteristika CAR jako orphan receptoru vedla k hledani endogenniho ligandu,
zvlasté z davodu zjevné konstitutivni aktivity receptoru. Dva androstanové metabolity 5a-
androst-16-en-3a-ol (androstenol) a 5a-androstan-3a-ol (androstanol) byly identifikovany
jako ligandy CAR, které potlacuji konstitutivni aktivitu CAR (Swales a Negishi, 2004). Stale
plati, Ze endogenni ligand s vysokou afinitou ke CAR je dosud neznamy a CAR by mél byt
povazovany za orphan receptor s mnoha endogennimi ligandy, jako jsou vySe zminéné
androstanové metabolity a (5B)-pregnan-3,20-dion, a s exogennimi ligandy, jako
chlorpromazin, klotrimazol, o,p-DDT, uhlovodiky (napf. 2,3,3",4°,5",6-hexachlorobifenyl,
CITCO a TCPOBOP), methoxychlor a kyselina retinova. Ligandova afinita ke CAR se
vyznamné li§i mezi druhy a nékteré pfipady ligandové vazby ke CAR zlstavaji dosud
pfedmétem diskuzi. TCPOBOP a CITCO jsou jedinymi latkami, u kterych je prokazané, ze
se specificky vazou k mCAR resp. k hCAR (di Masi a kol., 2009).

PXR se ve srovnani s CAR jevi jako mnohem vice ligandové Sirokospektry. Nékteré
ligandy PXR by mohly pusobit také jako agonisté CAR. Mnoho riznych chemickych latek,
které aktivuji CAR a PXR, pfimo vaze LBD téchto receptorli. Nékteré z téchto ligandl
mohou ale také vazat LBD ostatnich nuklearnich receptorti, jako jsou ERs, FXR, LXR,

androgenni receptor (AR), GR, VDR, mineralokortikoidni receptor (MR), progesteronovy
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receptor (PR) a thyroid hormone receptor (THR), ¢imz se zvétSi reakce organizmu na
potencialni toxicitu endobiotik a xenobiotik. Nicméné CAR a PXR jsou schopné vazat
napadné ruznorodou skupinu latek s molekularnimi hmotnostmi v rozmezi od méné nez
250 kDa do vice nez 800 kDa. Tato Sirokospektrost, nebyvala v rodiné nuklearnich
receptor, je zaruCena strukturalnimi vlastnostmi LBD téchto receptord. V kontrastu
s jinymi nuklearnimi receptory, které vazi nékolik ligandd s vysokou afinitou, ma PXR

receptor rozvinutou schopnost odpovédét na riznorodou fadu ligandu s nizkou afinitou (di

Masi a kol., 2009).

Tabulka 1
Ligandova afinita agonisti ke CAR receptoru
Ligand Receptor EC50 (nM) Uginek Reference
5a-androstan-3a-ol hCAR EC50 = 1000->10000 | inverzni agonista | Moore a kol. (2000)
mMCAR EC50 = 250 - 1500 inverzni agonista | Moore a kol. (2000)
Tzameli a kol. (2000)
Forman a kol. (1998)
5a-androst-16-en-3a-ol mMCAR EC50 = 400-~5000 inverzni agonista | Forman a kol. (1998)
Kawamoto a kol. (2000)
Shan a kol. (2004)
CITCO hCAR EC50 = 25-304 agonista Maglich a kol. (2003)
klotrimazol hCAR EC50 = 50-~1000 inverzni agonista | Maglich a kol. (2003)
Moore a kol. (2000)
di(2-ethylhexyl) ftalat hCAR EC50 =211 agonista DeKeyser a kol. (2009)
17B-estradiol mMCAR EC50 = 1000 agonista Kawamoto a kol. (2000)
estron mCAR EC50 = 1000 agonista Kawamoto a kol. (2000)
meklizin hCAR EC50 = ~500-1000 inverzni agonista | Huang a kol. (2003)
mCAR EC50 =25 agonista Huang a kol. (2003)
(5B)-pregnan-3,20-dion hCAR EC50 = 670-3000 agonista Moore a kol. (2000)
Maglich a kol. (2003)
mMCAR EC50 = >10000 slaby agonista Kawamoto a kol. (2000)
>> 10000 inverzni agonista
progesteron mMCAR EC50 = ~3000 inverzni agonista | Kawamoto a kol. (2000)
TCPOBOP mMCAR EC50 = 20-100 agonista Suino a kol. (2004)
Moore a kol. (2000)
Tzameli a kol. (2000)
testosteron mCAR EC50 = ~7000 inverzni agonista | Kawamoto a kol. (2000)

(Castecné prevzato z di Masi a kol., 2009, a doplnéno)
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Chemické struktury ligandi hCAR a mCAR receptort

19



Nékteré chemické slou€eniny neaktivuji CAR jako ligandy pfimou vazbou s LBD,
ale podporuji nuklearni translokaci CAR zatim neznamym mechanizmem a nazyvaji se

aktivatory. Mezi aktivatory CAR se fadi fenobarbital a bilirubin.
H
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0

fenobarbital
COO COO

bilirubin
Obr. 6

Chemické struktury fenobarbitalu a bilirubinu — aktivatordi CAR receptoru

Flavonoidy jako aktivatory CAR nuklearniho receptoru

V nedavno provedené studii byla testovana skupina polyfenoll z hlediska
schopnosti modulovat aktivitu CAR. Tato studie je zajimava nejen proto, Ze pouzivala
podobné metody jako experimentalni ¢ast této prace, ale predevsim, Ze pfinasi nové
vyznamné téma vztahu CAR a latek, které tvofi souc€ast nasi potravy a napf. jsou i

obsaZeny v potravnich doplnicich.

chrysin baikalein galangin
Obr. 7

Chemické struktury flavonu
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Tato studie testovala skupinu flavonu, katechind a dalSich bioaktivnich polyfenold,
které pusobily na HepG2 buriky transfekované CAR expresnim plazmidem a reportérovym
plazmidem obsahujicim regulacni misto lidského CYP2B6 genu. Tato studie prokazala, ze
baikalein (5,6,7-hydroxyflavon) je silny aktivator lidského i mySiho CAR. Katechingallaty
také aktivovaly lidsky a mySi CAR. Dale byl kontrolnim (wild-type) a CAR knockout mySim
podavan baikalein a chrysin (5,7-hydroxyflavon) a jejich jaterni mRNA byla analyzovana
pomoci real-time RT-PCR. Signifikantni zvySeni mnozZstvi Cyp2bl0 mRNA (pozn.
Cyp2b10 je cilovy gen mCAR, CAR se vaze na phenobarbital-responsive enhancer modul
(PBREM) umistény na pozicich -2339/-2289 bp mysSiho Cyp2b10 genu.) bylo pozorovano
jen u wild-type mySi krmenych dietou obsahujici chrysin. Tyto vysledky naznacuji, ze
dietarni flavonoidy reguluji CAR aktivitu a proto urychluji detoxifikaci i energeticky

metabolizmus (Yao a kol., 2010).
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Obr. 8

Aktivace hCAR zavisla na davce flavonoidti

Chrysin, baikalein a galangin (3,5,7-hydroxyflavon) byly testovany zhlediska schopnosti aktivovat CAR v zavislosti na davce.
Hvézdickami byla oznacena signifikantni zvySeni relativni luciferazové aktivity ve srovnani s dimethylsulfoxid (DMSO) kontrolami. Na
rozdil od chrysinu, ktery maximalné aktivoval CAR pfi 5uM, baikalein a galangin prokazovali konstantni zvyseni CAR aktivace zavislé na
davce u 10uM a nizsich koncentraci. Je ale mozné, Ze aktualni aktivita chrysinu v této zkouSce byla podhodnocena bunécénou toxicitou
ve vy$Sich koncentracich, protoZe se snizenim relativni luciferdzové aktivity se sou¢asné objevilo i sniZzeni aktivity kontrolniho reportéru
(Renilla luciferaza) (pfevzato z Yao a kol., 2010).
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Vétsina potravin obsahuje fytolatky, témi jsou napf. flavony a katechiny. Rostliny
produkuji tyto polyfenoly k prvotni obrané proti ultrafialovému zafeni, tvorbé kyslikovych
radikall a/nebo napadeni organizmy. Z hlediska Clovéka pak mohou tyto slou¢eniny mit
pozitivni uCinek na zdravi tim, ze zabranuji ateroskler6ze a moduluji imunitni odpovéd.
Navic nékteré z téchto fytolatek plsobi na specifické bunécné proteiny a prokazuji tedy
tzv. ,food functionality“. V Ciné se jiz dlouho pouziva &aj Yin Chin jako tradiéni zptsob
lé&by novorozenecké Zloutenky zpisobené akumulaci bilirubinu. Uginnou slozkou &aje Yin
Chin je dimethylskuletin, ktery ma strukturu pfipominajici A a C kruhy flavonoidu. Ukazalo
se, ze tato slou€enina prostfednictvim CAR indukuje geny odpovédné za solubilizaci a
exkreci bilirubinu (Yao a kol., 2010).

3.6 CAR - aktivace

V mysSich hepatocytech se CAR nachazi v pfirozeném stavu v cytoplazmé (pozn. na
rozdil od vétSiny orphan nuklearnich receptord, které se nachazi v jadfe, a naopak
podobné jako klasické nuklearni receptory steroidnich hormont - napf. GR). Retence
v cytoplazmé zabrariuje chronické aktivaci CAR cilovych genll a umoziuje odpovidajici
regulaci aktivity receptoru. Nedavno byla zjisténa dalSi vlastnost CAR aktivace, kterou je
translokace receptoru k membrané, coz zvySuje moznost zapojeni signalizacnich
komponent dulezitych pro CAR aktivaci a ulozenych v membrané. Na rozdil od aryl
hydrokarbonového receptoru (AhR), ktery je aktivovan pfimou vazbou ligandu, nuklearni
translokace CAR nevyzaduje nutné pfimou vazbu ligandd. Bylo prokazano, ze fenobarbital
a bilirubin jsou aktivatory CAR, ale pfitom se nezda, Ze by pfimo interagovali s CAR-LBD
(Moore a kol., 2000). Silny fenobarbitalu podobny aktivator TCPOBP se vaze pfimo
k mCAR a translokuje receptor do jadra. A¢koli se nezda, ze by hCAR vazal TCPOBORP, je
tento xenosenzor v jatrech humanizovanych mysSi, ve kterych ma nadmérnou expresi,
translokovan do jadra (pozn. u humanizovanych mysi je mCAR nahrazen hCAR a ty slouzi
jako farmakologické a toxikologické modely ke studiu Iékovych odpovédi) (Swales a
Negishi, 2004). Aktivatory tedy mohou vyvolat nuklearni translokaci CAR nezavisle na
schopnosti vazby k receptoru (di Masi a kol., 2009).

Sregulaci CAR translokace je také spojena defosforylace. Okadaicka kyselina
(angl. okadaic acid), inhibitor proteinové fosfatdzy, totiz blokuje fenobarbitalem
indukovanou expresi cilového genu a zabranuje nuklearni akumulaci CAR. Soucasna

nadmérna exprese proteinove fosfatazy 2A (PP2A) a mCAR zvySuje nuklearni translokaci
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MCAR indukovanou TCPOBOP v HepG2 bunkach. Defosforylace CAR vytvari tedy
rozhodujici signal pro jeho uvolnéni z cytozolického komplexu po zapUsobeni aktivatoru
(di Masi a kol., 2009).

CAR je navazan v cytozolu v multiproteinovém komplexu, ktery obsahuje nedavno
identifikovany protein oznaceny cytoplasmic CAR retention protein (CCRP) a chaperon
Hsp90 (heat shock protein 90). Nadmérna exprese CCRP v bunkach lidského hepatomu
vlastné usnadni akumulaci CAR v cytozolu, a proto dojde po stimulaci TCPOBOP k vétsi
nuklearni translokaci receptoru. Toto zdlrazriuje roli, kterou hraje CCRP v mechanizmu
nuklearni translokace CAR receptoru. Kromé toho komplex Hsp90:CAR také pfibira PPA2,
ktera katalyzuje mCAR Ser202 defosforylaci. Ser202Asp mutace, napodobuijici fosforylaci,
rusi nuklearni akumulaci CAR indukovanou fenobarbitalem, na rozdil od mutace
Ser202Ala, ktera podporuje akumulaci CAR v jadie (di Masi a kol., 2009).
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Obr. 9

Mechanizmus aktivace CAR receptoru

CAR se v cytozolu nachazi v multiproteinovém komplexu obsahujicim cytoplasmic CAR retention protein (CCRP) a Hsp20 (heat shock
protein 90). Po navazani CAR ligandu TCPOBOP je k makromolekularnimu komplexu pribiréna proteinova fosfataza PP2A. PP2A
katalyzuje CAR Ser202 defosforylaci, ktera nasledné podpofi nuklearni akumulaci CAR. Fenobarbital (PB), ktery je aktivator CAR, ale
ne ligand, aktivuje PP2A zatim neznamym mechanizmem Cili podporuje translokaci CAR do jadra prostfednictvim ligandové nezavislé
cesty. Po translokaci do jadra prochazi CAR dal$imi kroky aktivace, které zahrnuji plisobeni Ca®*lkalmodulin-dependentni kinazy
(KN62 a KN93 jsou jeji inhibitory), CAR/RXRa heterodimerizaci, vazbu CAR-DBD k phenobarbital-responsive enhancer modulu

(PBREM) nachéazejicimu se v promotorech cilovych genu a pribiréni koaktivator( (pfevzato ze Swales a Negishi, 2004).
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CAR nuklearni translokace nevede nutné k zvySeni transkripce cilového genu.
Translokace CAR do jadra by méla byt nasledovana CAR/RXRa asociaci (fj.
heterodimerizaci), navazanim CAR-DBD k RE a pfibiranim koaktivatord (napf. TIF2,
peroxisome proliferative activated receptor-y coactivator 1a (PGC-1a) a steroid receptor
coactivator 1 (SRC-1)). V tomto signalizacnim schématu slouZzi translokace CAR do jadra
jako prvni dllezity krok k regulaci transkrip&ni aktivity xenosenzoru (di Masi a kol., 2009).

Vzhledem ke korelaci nuklearni translokace s indukci cilového genu a konstitutivni
aktivitou CAR se zpoc&atku predpokladalo, Ze nuklearni translokace vede k aktivaci CAR.
Nové&jsi studie prokazaly, Ze KN-62, inhibitor Ca?'/kalmodulin-dependentni kinazy,
potlauje indukci Cyp2b10 mRNA stejné jako aktivaci NR1-reportérového luciferazového
konstruktu, které jsou v mySich primarnich hepatocytech vyvolané prostfednictvim PB a
TCPOBOP. Tento inhibitor ale nezabranuje indukované nuklearni akumulaci CAR
prostfednictvim fenobarbitalu, coZz naznacuje, Ze CAR mulze prodélat v jadie zfetelny

aktivacni proces (Swales a Negishi, 2004).

Vazebna mista CAR v promotorech cilovych genu

CAR aktivuje transkripci prostfednictvim vazby obecné pfedevsim k DR4 motivim,
jako jsou napf. dvé NR-vazebna mista, které obklopuji misto nuklearniho faktoru 1 uvnitf
51-bp PB-responsive enhancer modulu (PBREM) Cyp2b10 genu. CAR ma také schopnost
aktivovat 290-bp fragment gtPBREM (-3483/-3194) UGT1Al genu. Pdvodné byly
v gtPBREM lokalizovany dva DR4 (direct repeat 4) a jeden DR3 element (oznatené NR4,
gtNR1 a NR3), z nichz gtNR1 poskytoval hlavni CAR vazebné a aktivaéni misto, ackoli
dalSi dvé mista byla potfebna pro optimalni gtPBREM aktivitu. Pozdéji byl nalezen v
gtPBREM hned pod NR4 dalsi DR3 element, ke kterému by se mohly vazat CAR i PXR
(Swales a Negishi, 2004).

Pro maximalni indukci exprese CYP2B6 genu je vedle PBREM nepostradatelny
také xenobiotic-responsive enhancer modul (XREM) v distalni oblasti promotoru CYP2B6
genu. Kvazebnym motivim CYP2B6-XREM (specificky k NR3 a NR8) se vazi
heterodimery CAR/RXRa a PXR/RXRa (Wang a kol., 2003).
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CYP3A4 XREM dNR1 - 7732 TGAACTtgc. TGACCC -7718
MDR 1-DR4(I) - 7852 TGAACTaactTGACCT -7837
Obr. 10

Lokalizace a sekvence CYP2B6-XREM

Tento CYP2B6-XREM byl identifikovan pomoci pocitacového vyhledavani v -10 kb oblasti promotoru CYP2B6 genu. Mezi -8.5 a -8.6 kb
byl identifikovan klastr odpovidajicich polovin vazebnych mist. V navaznosti na NR1 a NR2 motivy v PBREM byly tyto motivy oznaéeny
NR3 - NR8 (A). Dale jsou srovnany sekvence NR3 a dal$i znamych vazebnych motivi spjatych s PXR/CAR cilovymi geny (B) (pfevzato
z Wang a kol., 2003).

3.7 CAR - funkce nuklearniho receptoru

Clovék a zvifata jsou vystaveny potencialng toxickym chemickym latkam
endogenniho i ciziho plvodu v€etné ZluCovych kyselin, cholesterolu a oxysterol(,
steroidnich hormonu, bilirubinu a mastnych kyselin (endobiotik), jakoz i toxind,
karcinogenu, polutantt, léCiv, dietarnich slozek a bylinnych pfipravkl (xenobitok).
Za uCelem Ccelit toxickym inzultim a udrzet homeostatickou rovnovahu v dalezitych
metabolickych cestach doSlo k vyvinuti obrannych mechanizmd zahrnujicich enzymy a

transportni  proteiny schopné biotransformacCnich reakci a nasledné eliminace
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endobiotickych a xenobiotickych metabolitd. Studie za pouziti CAR/PXR knockout a
transgennich myssich modell prokazaly prekryvajici se skupinu cilovych genl téchto
receptor(, jejichz exprese je kliCova pfi odpovédi na potencialné Skodlivé chemické latky.
CAR a PXR funguji jako senzory toxickych vedlejSich produktd z endogennich
metabolickych slou€enin a exogennich chemickych latek s cilem usnadnit jejich eliminaci.
Oba receptory, CAR a PXR, jsou aktivovany nékterymi stejnymi ligandy, reguluji
podmnozinu spole¢nych genu a sdili stejné nebo podobné response elementy pro vazbu
téchto nuklearnich receptoru (di Masi a kol., 2009).

Ackoli byly PXR a CAR nejprve identifikovany jako ,xenobiotické receptory”, pfibyva
dikazu, které naznaluji, Ze tyto receptory maiji stejné dulezitou roli v homeostaze
endobiotik. PXR a CAR pfispivaji k energetické homeostaze prostfednictvim svych ucinkd
na jaterni lipogenezi, B-oxidaci mastnych kyselin a glukoneogenezi. Také se objasnilo, Ze
pfi inhibici lipogeneze a glukoneogeneze nepusobi PXR a CAR samostatné, ale spiSe
interaguji s mnoha dalSimi transkripénimi faktory a koregulatory véetné PPARa, PGC-1aq,
hepatocyte nuclear factor-4-a (HNF4a), fork-head insulin-responsive transcription factor 1
(FoxO1) a winged helix/fork-head transcription factor (FoxA2) (Wada a kol., 2009).

V ramci odpovédi na vystaveni xenobiotikiim receptory CAR a PXR chrani télo tim,
Ze indukuji geny fazi detoxifikace I, Il a Ill. Tyto receptory jsou znamé i tim, ze urychluji
spotfebu energie prostfednictvim regulovani gend spojenych s metabolizmem lipidi a
cukru. Tento druh integrované genové regulace je logicky, jelikoz se detoxifikaéni procesy
skladaji z oxidace, konjugace a membranového transportu, které jsou svazané se
spotfebou energie z NADPH a ATP (Yao a kol., 2010).

3.7. Detoxifikace prostirednictvim CAR

Biotransformaéni proces xenobiotik se déli do dvou fazi - faze | a Il. Hlavni reakce
ve fazi | jsou oxidace (napf. hydroxylace a deaminace), redukce (napf. pfijeti vodikovych
atomi) a hydrolyza (napf. Stépeni esterovych a amidovych vazeb). Jednou
jako -OH, -NH2, -COOH nebo —SH, ¢imz se vytvofi produkt zvany primarni metabolit.
Reakce faze Il jsou zato syntetické nebo konjugaéni reakce, které kombinuji toxikanty
nebo primarni metabolity pfimo s endogennimi substancemi (napf. Gly, Cys, glutathion,
sulfaty a kyselina glukuronovd). NADPH-cytochrom P450 (CYP), systém flavinové
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reakcemi faze |. Zastupci CYP superrodiny (hemdependentni mono-oxygenazy) jsou
exprimovany v jatrech, stfevech a ledvinach, tj. primarnich organech pro vychytavani,
metabolizmus a exkreci xenobiotik. CYP mikrozomalni enzymy reprezentuji supergenovou
rodinu hemoproteind, které katalyzuji metabolickou pfeménu udivujici Skaly xenobiotik i
endogennich substratd (napf. steroidni hormony) na vice polarni derivaty. V lidském
genomu se doposud podaifilo identifikovat 57 genu pro rizné izoformy CYP, které Ize
zaradit do 18 rodin a 43 podrodin. Pro metabolizmus |éCiv jsou nejdulezitéjSi izoformy
CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 a CYP1A2 (di Masi a kol., 2009).
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7

Nucleus

Phase | Phase Il Transporters
enzymes enzymes
CYP3A UGTs
CYP2B SULTs

(iii) CYP2C GSTs
- OH - OCgHy O
” _— " oH = ’ e 5 Excretion
@ o @ 0sOH
Xenobiotics and
endobiotics ’ o8H

TRENDS in Endocrinology & Metabolism

Obr. 11
Regulace enzymu fazi | a Il a transportéru faze Ill prostfednictvim nukledrnich
receptori CAR a PXR

Aktivace CAR a PXR vede ke koordinovanému regulovani metabolizujicich enzyma fazi | a Il a transportért faze lll. (i) PXR agonisté se
vaZou pfimo k receptoru. (iii) Mezi agonisty CAR je u CITCO a TCPOBOP prokazano, Ze se vazou pfimo k hCAR resp. k mCAR
receptoru, zatimco fenobarbital se k receptoru nevaze. Fenobarbital aktivuje PP2A (proteinova fosfatdza 2A) a disociuje CAR od CCRP
(cytoplasmic CAR-retention protein), coz ve k (iii) nuklearni translokaci CAR a transkripci genti kédujicich metabolizujici enzymy fazi | a
I a transportéry faze Ill. Zkratky: CITCO, 6-(4-chlorofenyl)imidazol[2,1-b] [1,3]thiazol-5-karbaldehyd O-(3,4-dichlorobenzyl) oxim; CYP,
cytochrom P450; GST, glutathion-S-transferaza; MDR, multidrug resistance protein; MRP, multidrug resistance-associated protein;
OATP, organic anion transporter polypeptide; PBRE, phenobarbital-response element; PXRE, PXR-response element; RXR, retinoid X
receptor; SULT, sulfotransferdza; TCPOBORP, 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)] benzen; UGT, UDP-glukuronosyltransferaza (prevzato z
Wada a kol., 2009).
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Tabulka 2

Nékteré CAR cilové geny zapojené ve fazich I, Il a lll detofixikace

Faze Cilovy gen Organizmus Uginek na cilovy gen
I Aldh1A1 mys$ 1
I Aldh1A7 mys$ 1
| CYP1A1 my$ 1
| CYP2A4 mys 1
I CYP2A6 Clovék 1
I CYP2B1 potkan 1
I CYP2B2 potkan 1
I CYP2B6 Clovék 1
I CYP2B10 mys, Clovék 1
I CYP2C6 potkan 1
I CYP2C7 potkan 1
I CYP2C9 Clovék )
I CYP2C19 Clovék )
I CYP3A1 potkan 1
I CYP3A4 Clovék 1
I CYP3Al11 mys, Clovék 1
Il GSTAlL mys, potkan 1
Il GSTA2 my$, potkan 1
Il GSTA3 my$, potkan 1
Il Gstm1l mys, potkan 1
Il Gstm2 mys 1
I UGT1A1 mys, &lovék 0
Il UGT2B1 potkan 1
1] MDR1A mys, &lovék 0
1l MRP1 mys 1
1l MRP2 my$, potkan, Clovék 1
1l MRP3 mys$, ¢lovék 1
1l MRP4 my3 1
1l OATP2 mys, potkan 1

Pozn.: t-indukce (up-regulace) genu (prevzato z di Masi a kol., 2009)

Na rozdil od CYP enzymd, lokalizovanych pfedevsim v hladkém endoplazmatickém

retikulu, enzymy faze Il jsou situovany v cytoplazmatické matrix. Metabolizujici nebo
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konjugaCni enzymy faze Il patfi do mnoha superrodin zahrnujicich sulfotransferazy
(SULT), UDP-glukuronosyltransferazy (UGT), NAD(P)H-chinon oxidoreduktazy, NAD(P)H-
menadion reduktazy, epoxid hydrolazy, glutathion-S-transferazy (GST) a N-
acetyltransferazy. ZvySena hydrofilita xenobiotik, ziskana pomoci reakci katalyzovanych
enzymy faze Il, obecné zlepSuje jejich exkreci Zlu€i a/nebo moci (di Masi a kol., 2009).

Dulezitym rysem regulace enzym( faze | a I, jakoz i transportéra tzv. ,faze Il je,
Ze mohou byt indukovany na vysSi Uroven exprese po expozici specifickym substratiim i
strukturalné rdznorodym slouCeninam. Celkové regulace genové exprese ruznych
metabolizujicich enzyma fazi |, Il a transportéra ,faze Il ma potencialni vliv na
metabolizmus, eliminaci, farmakokinetiku, farmakodynamiku, toxikokinetiku,
toxikodynamiku a Iékové interakce, ¢imz chrani lidsky organizmus pfed vystavenim zdravi
Skodlivym xenobiotikim. CAR koordinuje regulaci mnoha genu, coz vede ve vétsSiné
pfipadud k metabolické detoxifikaci pomoci CYP enzym( a transferaz uvniti hepatocytl a
nasledné k uUplnému odstranéni metaboliti z krve pomoci transportért, kterymi jsou
prfedevsim P-glykoprotein (P-gp, také znamy jako multidrug resistance protein-1 — MDR1),
multidrug resistence-associated proteins (MRPS) a organic anion transporting polypeptide
2 (OATP2) (di Masi a kol., 2009).

3.7.2 CAR jako rizikovy faktor

Obrana vUgi toxicité pomoci zvySeni metabolizmu mize ¢asto naopak podpofit tuto
toxicitu, které by méla zabranit. CAR byl nedavno identifikovan jako kliCovy regulator
metabolizmu a hepatotoxicity acetaminofenu. Kromé& znamych GSTs, které jsou
indukovany fenobarbitalem, CAR také reguluje glutathion-S-transferazu-pi (GSTPi),
enzym, ktery zvySuje depleci glutathionu a tak podporuje toxicitu acetaminofenu. Toxicita
vyvolana vysokymi davkami acetaminofenu se objevila u wild-type mysi, ale ne u mCAR
knockout (MCAR-null) mySi, coz je v souladu s rezistenci vici této toxicité, ktera byla u
GSTPi-null mySi. Podobné CAR aktivatory PB a TCPOBOP senzibilizovaly mysSi vuci
kokainové hepatotoxicité, ktera schazela u mCAR-null mysSi. Oxid dusnaty (NO) muze
chranit buriky vUuci takové xenobiotiky indukované toxicité pomoci svych antioxidacnich
vlastnosti, které mohou ukondit lipidovou peroxidaci a oxidativni stres. CAR reguluje gen
lidské indukovatelné NO syntazy (iNOS) prostiednictvim DR4 elementu. Nicméné
prodlouzena expozice vi¢i NO posune bunéény redoxni stav znovu do oxidované formy
cestou oxidace thiolu napf. glutathionu. Chronicka aktivace CAR tedy muize podpofit
hepatotoxické ucinky (Swales a Negishi, 2004).

29



3.7.3 Uloha CAR v metabolizmu bilirubinu

Bilirubin, konecny oxidativni produkt katabolizmu hemu, je jednim z nejvice
toxickych pfirozenych rozkladnych produktl v téle. Jeho akumulace je spojena se
Zloutenkou, ktera muize chronicky vést k neurotoxicité a event. k fatalni encefalopatii.
Glukuronidace pomoci uridin-5"-difosfat-glukuronosyltransferazy 1A1 (UGT1A1) je hlavni
detoxifikaCni cestou bilirubinu a tento konjugat je secernovan pres kanalikularni membranu
hepatocytd do Zluci aktivnim transportérem MRP2. Dlouhou dobu bylo znamo, Ze by
fenobarbital mohl snizovat zvySené hladiny bilirubinu. Nyni je vysvétleno, Ze to zpUsobuje
CAR, ktery je schopen podpofit exkreci bilirubinu indukci UGT1A1, OATP1, MRP2 a
GSTA1. DalSi ZluCovy transportér MRP3, jehoZz substratova specificita se prekryva
s MRP2, je také indukovatelny fenobarbitalem, ale tato indukce se zda byt na CAR

nezavisla a role CAR v regulaci MRP3 tedy neni ziejma (di Masi a kol., 2009).

3.74 Uloha CAR v homeostaze zluéovych kyselin

Zlugové kyseliny, které jsou produkovany jatry, jsou nezbytné pro eliminaci
nadbytec¢ného cholesterolu z téla a solubilizaci, absorpci a transport dietarnich lipidi ve
stfevé. Homeostaza Zlu€ovych kyselin je citlivé regulovana, protoze ZluCové kyseliny jsou
detergenty, které mohou byt extrémné toxické, pokud se zvySi jejich hladiny. Navic
sekrece ZIuCi je dllezitou cestou pro eliminaci velkych hydrofobnich endobiotik a
xenobiotickych metabolitd zahrnujicich mnoho konjugatt s velkou molekulovou hmotnosti.

Jak bylo prokazano u mysi, mCAR indukuje enzymy a transportéry spojené
s eliminaci zlu€ovych kyselin, jmenovité Cyp3a11, Sult2a1 a transportér Mrp3. Proto tato
protektivni role CAR pfispiva k udrzeni normalnich hladin cholesterolu nepfimo pres
regulaci homeostazy ZluCovych kyselin. Tato funkce CARu se objevuje pfi absenci
kliCovych senzorl ZluCovych kyselin — receptori FXR a PXR. Bylo prokazano u FXR/PXR
double knockout mySi, Zze kyselina cholova vedla k vy$§im hodnotam exprese CAR a
Cyp2b mRNA, a také Ze pfedchozi podani fenobarbitalu nebo TCPOBOP indukovalo
skupinu cilovych gendq, jejichz prepis vyustil v ochranu proti toxicité bilirubinu s redukci
sérovych koncentraci zZlu€ovych kyselin a bilirubinu. Zda se tedy, ze CAR, PXR a FXR
spolupracuji na ochrané proti toxicité jaternich Zlu€ovych kyselin (di Masi a kol., 2009).
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3.7.5 Uloha CAR v homeostaze steroidnich a tyroidnich hormont

Jako prvni endogenni modifikatory CAR aktivity byly identifikovany steroidy
androstanol a androstenol, které inhibuji aktivitu receptoru disociaci interakce mezi CAR a
SRC-1. Obdobné progesteron a testosteron potlacuji konstitutivni aktivitu CAR. Naproti
tomu farmakologické hladiny estradiolu, estronu i pregnan-3,20-dionu (metabolit
progesteronu) mohou aktivovat CAR u hlodavcl resp. u Clovéka. Protoze CYP2B, hlavni
cil CAR aktivace, metabolizuje estrogeny i androgeny a CAR regulovana UGT1A1
glukuroniduje estrogeny, tak by indukce téchto enzymul zpusobena aktivaci CAR pomoci
xenobiotik a endobiotik mohla zvySit katabolizmus steroidnich hormonl. Mimo to muaze
CAR zvysit sulfataci steroidl za ucasti fenobarbitalu prostfednictvim transaktivace genu
3'-fosfoadenosin 5°-fosfosulfat syntazy 2 (PAPSS2). Xenobiotika tudiz prostfednictvim
CAR mohou ovlivnit rizné urovné homeostazy steroidd indukci CYPs a transferaz
spjatych s metabolizmem estrogena a jejich steroidnich prekurzort (di Masi a kol., 2009).

Dalsi dukaz, ze CAR muze by spojeny s metabolizmem steroidnich hormon(, se
objevil, kdyz byl v lidském genu pro CAR identifikovan distalni glucocorticoid-response
element (GRE), 4.4 kb nad mistem transkripéniho startu. Tato skuteCnost pfinasi do
endokrinni homeostazy dalSi rozmér komplexnosti (Pozn. Zustava zajimavou otazkou,
jakymi dalSimi zplsoby je regulovana exprese samotného CAR jako transkripéniho
faktoru.) (Swales a Negishi, 2004).

Tyroidni hormon (TH) ma mimo jiné vyznamnou ulohu v jaterni regeneraci a vyuziti
energie. Hladiny TH jsou kontrolovany vyvazovanim jeho syntézy, metabolizmu a sekrece.
Tyrotropin (TSH) zvySuje syntézu neaktivniho 3-5-3°-5'-tetrajodtyroninu (tyroxin, T4) ve
stitné zlaze, ktery je pak pfreménén na rtizné formy TH dejodazami perifernich cilovych
tkanich, jako jsou jatra a ledviny. Je prokazano, ze chronicka lécba fenobarbitalem
podporuje hypertrofii §titné Zlazy u lidi a potkanu. Fenobarbitalem indukovana CAR
aktivace snizuje sérovou hladinu celkového T4, zatimco nebyly naméfeny zmény sérovych
hladin aktivniho trijodtyroninu (T3). Také chronicka |éCba CAR aktivatorem fenytoinem
vedla ke snizeni sérovych hladin celkového T4 a podporovala hypertrofii stitné zlazy. Od té
doby, co je znamo, Zze TH je sulfatovan a glukuronidovan kvdli clearenci a exkreci, se
pfedpoklada, ze enzymy faze Il (fj. UGT1A1 a SULT1A1) jsou urlujicimi faktory
odpovédnymi za pokles T4. Nicméné zlstava neobjasnéno, jestli UGT1A1 a SULT1A1
jsou hlavnimi enzymy konjugujicimi TH a pro€ tyto enzymy efektivnéji konjuguji T4 ve
srovnani s T3 (di Masi a kol., 2009).
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V souvislosti s ulohou CAR v energetické homeostaze je prokazané, Zze béhem
dlouhodobého pustu dochazi k jeho indukci, a proto se predpoklada, CAR reaguje na
nutricni stres. U CAR deficitnich mySi se projevuje porucha pulstové adaptace a pfi
kalorickém omezeni ztraci tyto mysSi vice hmotnosti. Fyziologické dusledky CAR aktivace
béhem dlouhodobého plstu nejsou plné objasnéné. Jednim z moznych mechanizmu,
kterym CAR ovliviiuje reakce na pust, je regulace metabolizmu TH prostfednictvim jeho
metabolizujicich enzymu faze Il, jako jsou Ugt1a1, Sultn, Sultlal a Sult2a1. Nicméné
zmény hladin TH béhem pUstu jsou aspon ¢aste¢né nezavislé na CAR, protoZe podavani
CAR agonistl nepostacovalo k ovlinéni sérovych hladin aktivniho tyroidniho hormonu T3
(Wada a kol., 2009).

3.7.6 Uloha CAR v glukoneogenezi a lipidovém metabolizmu

Jatra jsou nepostradatelnym organem z hlediska metabolické homeostazy.
NaruSeni lipidového a gluk6zového metabolizmu v jatrech muze zpusobit ruzné
kardiovaskularni a metabolické nemoci napf. aterosklerézu, diabetes 2. typu, obezitu a
inzulinovou rezistenci. Jatra udrzuji homeostazu triglycerid pomoci ukladani cirkulujicich
mastnych kyselin ve formé triglyceridll, oxidace mastnych kyselin a sekrece triglyceridu
formou VLDL. Za normalnich podminek jatra produkuji triglyceridy pfeménéné z mastnych
kyselin a glukdzu jako hlavni zdroje energie, kterymi se zajistuje energeticka homeostaza
celého organizmu. Aby se uspokojila potfeba energie béhem hladovéni nebo cviCeni,
jsou z adipocytd uvolfiovany mastné kyseliny a v jatrech je produkovana glukéza, které
jsou pak vyuzité kosternim svalstvem (di Masi a kol., 2009).

Jatra hraji dulezitou roli v pfizpisobeni metabolického procesu vzhledem k dennimu
cyklu pfijimani potravy a puUstu. Glukéza a inzulin jsou u lidi a mySi pod vlivem
cirkadiannich rytmd. Provedené studie prokazaly, Ze jaterni exprese CAR vykazuje
cirkadianni rytmus. Konkrétné CAR a cilové geny CAR jsou u mysSi béhem dne vysoce
exprimovany, ale vnoci je exprese mensi. Nicméné glukoneogeneze, glykolyza a
metabolizmus mastnych kyselin vrcholi v noci. Zustava tedy objasnit, jestli doba a rozsah
detoxifikace potravnich slozek zprostfedkovana CAR souvisi s poruchami ukladani
energie (Wada a kol., 2009).
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3.7.6.1 CAR aglukoneogeneze

Jaterni glukoneogeneze obstarava dulezity zdroj energie, je citlivé regulovana
inzulinem a glukagonem, a hraje zasadni roli pro pfeziti béhem pustu nebo hladoveéni.
Enzymy spojené s glukoneogenezi zahrnuji zejména glukoza-6-fosfatazu (G6Pazu) a
fosfoenolpyruvatkarboxykinazu (PEPCK). G6Paza je kliCovy enzym, ktery reguluje
sérovou hladinu glukézy katalyzovanim defosforylace glukéza-6-fosfatu generovaného
z glukoneogeneze i glykogenolyzy. PEPCK katalyzuje vytvofeni fosfoenolpyruvatu
z oxalacetatu za uvolnéni oxidu uhli¢itého a GDP. V jatrech je glukoneogeneze pozitivné
regulovana glukokortikoidy, cAMP a glukagonem, a negativné regulovana inzulinem a
glukézou (Konno a kol., 2008).

Mezi mechanizmy uc€inkl inzulinu a xenobiotik existuji funk&ni vazby. Je dlouho
znamo, Ze lécba latkami, které jsou nyni nazyvané aktivatory CAR a PXR, potlacuje jaterni
glukoneogenni enzymy a geny. Bylo prokazano, ze fenobarbital snizuje plazmatickou
hladinu glukézy u diabetickych pacientd. Ackoli zUstava nejasny pfesny mechanizmus,
vétSina dosud ziskanych dat silné nasvédcCuje tomu, Ze aktivace CAR a PXR potlacuje
glukoneogenezi interferovanim s transkripcnimi faktory nebo kofaktory spojenymi s
transkripéni regulaci téchto glukoneogennich enzymd. Regulace glukoneogeneze
prostfednictvim fork-head insulin-responsive transcription factor 1 (FoxO1) muze byt také
ovlivnéna CAR receptorem. FoxO1 je kliCovy regulator, ktery pozitivné reguluje
glukoneogenni enzymy béhem pustu (kdyz se snizuji hladiny inzulinu), coz je dilezité pro
gluk6zovou homeostazu. Ukazalo se, Ze - podobné jako inzulin - CAR potlacuje vazbu
FoxO1 k insulin-response sekvencim v promotorech genu glukoneogennich enzymd, tedy
oslabuje schopnost FoxO1 stimulovat glukoneogenni geny, jako je PEPCK. To poskytuje
pravdépodobné vysvétleni, jakym zpusobem lécba fenobarbitalem zlepSuje inzulinovou
senzitivitu u non-inzulin-dependentniho diabetu (diabetu Il. typu). Pfima interakce mezi
CAR a PXR s FoxO1 se zda byt zasadnim mechanizmem potladujicim geny pro G6Pazu a
PEPCK1 pfi odpovédi na xenobiotika. A€koli jinym molekularnim mechanizmem nez je u
inzulinu, interakce CAR a PXR s FoxO1l vede k potlaceni glukoneogeneze. Mimo to je
CAR spojeny s peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1a (PGC-1a),
transkripénim kofaktorem indukovanym pfi pustu, ktery reguluje energeticky metabolizmus
(di Masi a kol., 2009).
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Indukce CAR pfi plstu by snad mohla vyzadovat koaktivator PGC-1a, protoze
PGC-1a zvySuje CAR aktivitu v ligand-independentnim rezimu i zesiluje transkripCni
aktivitu CAR v pfitomnosti jeho agonistd. Byl identifikovan evolu¢né zachovany HNF4a-
response element (HNF4-RE) umistény v proximalnim promotorovém regionu genu CAR,
coz by snad mohlo vysvétlit koordinovanou indukci PGC-1a a CAR béhem pustu (Wada a
kol., 2009).

Ve studii pouzivajici mysi, kterym byl podavan fenobarbital, se prokazala suprese
jaternich glukoneogennich enzymi PEPCK a G6Pazy, a tato suprese byla CAR
dependentni. To pfipomina supresi stejnych glukoneogennich enzymud u mysSi
s aktivovanym PXR. HNF4a je pozitivni regulator glukoneogeneze. Zda se, ze CAR
inhibuje expresi genu glukoneogennich enzymu prostfednictvim inhibice HNF4a, ktera je
dosazena kompetici CAR s HFN4a pfi vazbé k DR1 (direct repeat 1) motivu v
promotorovém regionu genu glukoneogennich enzymu. Tento kompeti¢ni mechanizmus by
dale mohl fungovat i pfi vazbé koaktivatort jako napf. TIF2 a PGC-1a. Pokud tomu tak
opravdu je, mohlo by to vysvétlit inhibi¢ni u€inek CAR na dalSi kliCové geny spojené
s glukézovym a lipidovym metabolizmem (Wada a kol., 2009).

Vztah mezi CAR a AMPK (AMP-aktivovana proteinova kinaza) by snad mohl mit
také vliv na energetickou homeostazu. CAR aktivator fenobarbital mize zvysit aktivitu
AMPK. AMPK je indikator stavu energie bunky a funguje jako energeticky senzor. Tato
stimulace AMPK je nezbytna k tomu, aby fenobarbital mohl indukovat expresi CAR
cilovych genu. Farmakologicky inhibitor AMPK nebo dominantné negativni forma AMPK
rusi tyto ucinky fenobarbitalu, zatimco agonista AMPK zvySuje fenobarbital-responzivni
aktivaci CAR cilovych genu a nuklearni translokaci CAR v mysSich jatrech (Rencurel a kol.,
2006; Wada a kol., 2009).

3.7.6.2 CAR a lipidovy metabolizmus

Jaterni lipidovy metabolizmus zahrnuje syntézu lipidd (lipogenezi), oxidaci
mastnych kyselin (B-oxidaci) a sekreci lipidQ. Lipogeneze je definovana jako syntéza lipid{
de novo a zahrnuje syntézu mastnych kyselin a jejich naslednou pfeménu na triglyceridy
v jatrech a tukové tkani. ZvySena jaterni lipogeneze maze vést k steatéze manifestované
nadmérnym hromadénim triglyceridd. Lipogeneze je efektivné regulovana mnoha zpUlsoby

v€etné hormon, genetickych faktor( a vyzivy. Vedle syntézy mastnych kyselin de novo je
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dalSi cestou lipogeneze v jatrech vychytavani mastnych kyselin z cirkulace a jejich
preména na triglyceridy, coz nastava pfi nadbytku cirkulujicich mastnych kyselin (napf. pfi
inzulinové rezistenci a obezité) (Wada a kol., 2009).

Jaterni lipidovy metabolizmus hraje hlavni roli v preziti béhem pustu a/nebo
béhem dlouhého cvi€eni. Kdyz jsou hladiny glykémie nizké, jatra zvySuji B-oxidaci
mastnych kyselin a ketogenezi, aby zasobily extrahepatické tkané ketolatkami. Soucasné
jatra snizuji lipogenezi, aby sniZili jaterni ukladani triglyceridd. Za téchto podminek jsou
up-regulovany karnitin palmitoyl transferaza 1A (CPT1A) a mitochondrialni 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA syntaza 2 (HMGCSZ2), které jsou kliCovymi enzymy v B-oxidaci resp.
ketogenezi. Kdezto stearoyl-CoA desaturaza 1 (SCD1), kliCcovy enzym pro syntézu
nenasycenych mastnych kyselin, je up-regulovana glukézou a fruktdzou. Pfi absenci
inzulinu stimuluje winged helix/fork-head transcription factor (FoxA2) expresi CPT1A a
HMGCS2. Inzulin potladuje tyto dva geny inaktivaci FoxA2 prostfednictvim AKT-
dependentni signalizacni cesty. Inzulin také zvySuje transkripci SCD1 genu zejména
aktivaci sterol regulatory element-binding protein (SREBP) (pozn. SREBP je transkrip&ni
faktor, jehoz cilovymi geny jsou pfedevsim geny pro LDL receptor a HMG-CoA reduktazu)
(di Masi a kol., 2009).

Posledni studie prokazaly spojeni CAR s lipidovym metabolizmem. Aktivace CAR (a
PXR) muize potlacovat lipidovy metabolizmus a snizovat sérové hladiny triglycerid(
prostfednictvim redukovani hladin SREBP-1, hlavniho regulatoru lipidového metabolizmu.
Inhibi¢ni u€inky CAR mohou byt také pficteny indukci Insig-1, proteinu s antilipogennimi
vlastnostmi. Insig-1 je protein endoplazmatického retikula, ktery blokuje proteolytickou
aktivaci SREBPs. Kdyz jsou vysoké hladiny buné&ného cholesterolu, Insig proteiny vazi a
zadrzuji SREBP cleavage-activating protein (SCAP) v endoplazmatickém retikulu a
zabranuji mu, aby doprovodil SREBPs do Golgiho komplexu k jejich proteolytické aktivaci.
Naopak SREBP-1 aktivace inzulinem nebo cholesterolem (pozn. pfi jeho nedostatku)
v mySich jatrech nebo v primarnich lidskych hepatocytech inhibuje transkripéni aktivity
PXR a CAR. Vtomto smyslu funguje SREBP-1 jako inhibitor, ktery nevaze DNA, ale
blokuje interakci PXR a CAR s kofaktory jako napf. SRC-1. DalSi studie ukazuji, ze CAR
muze byt spojeny s patogenezi nealkoholické steatohepatitidy, s regulaci sérovych hladin
triglyceridi za podminek metabolického stresu a s regulaci HDL (high-density lipoproteins)
u wild-type mySi a transgennich mysi s lidskym apolipoproteinem A-l (apoA-1) (pozn.
aktivace CAR vedla u mysi ke snizeni cirkulujiciho HDL, pravdépodobné na zakladé
down-regulace exprese ApoA-I genu) (Wada a kol., 2009).
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Obr. 12

Schéma role CAR receptoru v jaterni energetické homeostaze

CAR plsobi jako negativni regulator lipidového metabolizmu, B-oxidace mastnych kyselin a glukoneogeneze. (a) CAR inhibuje
lipogenezi indukci Insig-1, proteinu, ktery ma roli v regulaci lipogennich genti pomoci SREBP. Insig proteiny vazi a zadrzuji SCAP v ER
a zabrariuji mu, aby doprovodil SREBPs na misto proteolytické aktivace v Golgiho komplexu. (V Golgiho komplexu jsou SREBPs
rozstépené dvéma protedzami a bHLH-Zip doména SREBPs postupuje od membrany do jadra, aby se navazala k sterol-response
elementum v promotorovém regionu cilovych gend.) (b) CAR inhibuje (-oxidaci mastnych kyselin. CAR soutézi s PPARa o jeho
vazebné misto v promotoru genu 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy. Aktivace CAR také snizuje expresi CPT1, rychlost limitujiciho
enzymu [-oxidace. (c) CAR inhibuje glukoneogenezi. CAR se vaze k FoxO1, coz potlacuje expresi FoxO1 cilovych genii. CAR také
soutézi s HNF4a o jeho vazebné misto (DR1) a s HNF4a také soutézi o NR koaktivatory. V schématu Sipky oznadluji pozitivni regulaci
neboli aktivaci a zarazky oznacuji negativni regulaci neboli represi. Zkratky: CPT1, karnitin palmitoyl transferaza 1; DR-1, direct repeat
rozloZeny jednim nukleotidem; ER, endoplazmatické retikulum; FoxO1, forkhead transcription factor O1; G6Paza, glukéza-6-fosfataza;
HNF4a, hepatocyte nuclear factor-4-a; IRS, insulin-response sekvence (FoxOl-vazebna mista); PGC-1a, peroxisome proliferator-
activated receptor-y coactivator-1a; PPARa, peroxisome proliferator-activated receptor-a;, PEPCK, fosfoenolpyruvéatkarboxykinaza;
SCAP, SREBP cleavage-activating protein; SREBP, sterol regulatory element-binding protein;, TCA, citratovy cyklus (pfevzato z Wada
akol., 2009).

Uginek CAR na energetickou homeostazu by snad mohl byt také zaloZen na
funkénim propojeni s PPARa, nuklearnim receptorem, ktery ma vyznamnou roli
pfi mobilizaci energie béhem pulstu. Bylo popsano, ze PPARa agonista WY 14643 indukuje
expresi CAR genu PPARa-dependentnim zpusobem a také zesiluje fenobarbitalem
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indukovanou traksripci CYP2B1, ktery je prototypickym cilovym genem CAR. CAR indukce
pfi pustu schazela u PPARa-deficientnich mysSi. V promotoru genu CAR byl identifikovan
DR1 motiv, ktery se ukazal, Zze je nezbytny pro CAR indukci. Proto by mohla
platit hypotéza, Ze jelikoz jsou volné mastné kyseliny pfirozenymi ligandy PPARa
receptord, jejich zvySeni zpusobené pustem by mohlo indukovat CAR (Wieneke a kol.,
2007). Nicméné nedavna publikovana studie uvadi kontroverzni vysledky ukazujici, Ze
tento PPARa agonista WY 14643 zpusoboval translokaci CAR z cytoplazmy do jadra, tedy
nezbytny krok pro CAR aktivaci. Navic PPARa ligandy jako WY 14643 a ciprofibrat by
snad mohly fungovat jako CAR inverzni agonisté pomoci pfimé vazby k receptoru (Guo a
kol., 2007). V souladu s pfedstavou, ze CAR interaguje s PPARa behém pustu, bylo
prokazano, ze CAR interferuje s metabolizmem mastnych kyselin prostfednictvim vazby
k DNA elementim, které se prekryvaji s PPARa vazebnym mistem v promotorovém
regionu 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy, dulezitého enzymu v peroxizomalni B-oxidaci
mastnych kyselin. Navic u wild-type mySi fenobarbital snizuje expresi mitochondrialni
CPT1, rychlost limitujiciho enzymu B-oxidace, a tento ucinek nebyl pozorovany u mCAR
knockout mys$i (Wada a kol., 2009).

Pfi nedavno provedené studii CAR byla odhalena jeho neCekana role v prevenci
obezity a zmirnéni diabetu 2. typu . Pfi pouziti modelu obezity indukované vysoce tucnou
dietou (high fat diet — HFD) se ukazalo, Zze podavani CAR agonisty TCPOBOP wild-type
mysSim ucinné zabranovalo vzniku obezity nebo vedlo k zpétnému redukovani dfive
vyvolané obezity. LéCba TCPOBOP zlepSila inzulinovou senzitivitu u modelovych mysi s
diabetem 2. typu indukovanym HFD i u geneticky modifikovanych obéznich (leptin
deficientnich ob/ob) mysi. V kontrastu s tim se u CAR-null mySi na normalni dieté zjistila
spontanni inzulinova insenzitivita, ktera nemulze byt odstranéna lécbou TCPOBOP.
Steatéza jater u HFD mySi a ob/ob mysi byla zfetelné snizena léCbou TCPOBOP.
Metabolické pfinosy CAR aktivace mohou byt vysledkem kombinace toho, Zze dochazi k
inhibici lipogeneze, k inhibici sekrece VLDL (very low density lipoproteins) a exportu
triglyceridd, a k inhibici glukoneogeneze. Zaroven pUsobi i zvySeni energetického vydeje
hnédé tukové tkané (BAT — brown adipose tissue) a zvySeni periferni tukové mobilizace.
Tato studie odhalila dullezité metabolické funkce CAR receptoru a muize z tohoto
.xenobiotického receptoru® vytvofit novy terapeuticky cil z hlediska terapie obezity a
diabetu 2. typu (Gao a kol., 2009).

DalSi studie ucinkua aktivace CAR sledovala vliv podavani TCPOBOP na sérové

hladiny lipidG a glukdzy, a jaterni transkriptom u mysi, které byly bud na normalni dieté
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nebo dieté obsahujici 1% cholesterolu a navozujici hyperlipidémii (resp. vySSi séroveé
hladiny celkového, LDL i HDL cholesterolu, triglyceridi a glukézy). Podavani TCPOBOP
ve skupiné na normalni dieté vedlo ke snizeni celkového sérového cholesterolu (na
zakladé aktivace LDL uptake z cirkulace a represe HDL exportu, potvrzenych i analyzou
transkriptomu), k zvySeni sérové hladiny triglyceridi a ke statisticky nesignifikantnimu
snizeni sérové hladiny glukozy. Pfi analyze transkriptomu v této skupiné byla potvrzena
up-regulace genu spojenych se syntézou mastnych kyselin, ketogenezi a tvorbou acetyl-
CoA (substratu pro syntézu cholesterolu a mastnych kyselin) a down-regulace genu
spojenych s degradaci mastnych kyselin, syntézou jaterniho glykogenu a glukoneogenezi.
Ve skupiné mysi s hyperlipidémii vedlo podavani TCPOBOP opét ke snizeni celkového
sérového cholesterolu (na zakladé aktivace LDL uptake z cirkulace a represe HDL exportu,
potvrzenych i analyzou transkriptomu), ke snizeni sérové hladiny glukdzy a ke statisticky
nesignifikantnimu snizeni sérové hladiny triglyceridl. Pfi analyze transkriptomu v této
skupiné byla potvrzena up-regulace genu spojenych se syntézou cholesterolu, ketogenezi,
tvorbou acetyl-CoA, uptake glukézy a down-regulace genl spojenych s degradaci
mastnych Kkyselin, syntézou jaterniho glykogenu a glukoneogenezi. Exprese genu
spojenych se syntézou mastnych kyselin byla v této skupiné beze zmény. Zajimavy byl
pfedevSim ucinek z hlediska cholesterolu, protoZze pfi podavani TCPOBOP doslo k velmi
vyraznému odstranéni nadmérného dietarniho cholesterolu ze séra i jater za soucasného
zvySeni syntézy cholesterolu (bez zvySeni SREBP2), coz Ize vysvétlit zejména up-regulaci

LDL uptake a aktivaci syntézy zlu€ovych kyselin a efluxu zluci (Rezen a kol., 2009).

A TCPOBOP / normal diet B TCPOBOP / high fat diet
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Obr. 13
Usinky TCPOBOP a cholesterolové diety na jaterni metabolizmus glukézy a

triglyceridu
A. Uginky TCPOBOP pii norméini dieté. B. Uéinky TCPOBOP pri dieté obsahujici 1% cholesterolu.

Tuéné neprerusované Sipky - nartst, nepferusované Sipky - beze zmény, prerusované Sipky — pokles (pfevzato z ReZen a kol., 2009).
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Vzhledem ke skuteCnosti, ze CAR inhibuje glukoneogenezi a lipogenezi (pozn.
v pfipadé lipogeneze jsou zatim zavéry studii nejednotné a kontroverzni), vyvstava
zasadni otazka, jestli CAR aktivace nabizi terapeutické pfinosy u obéznich a diabetickych
pacientl, ktefi ¢asto trpi souCasné hyperglykémii a hyperlipidémii. Je prokazané, Zze CAR
agonista fenobarbital zlepSuje inzulinovou senzitivitu a zlepSuje glukézovy a lipidovy
metabolizmus u diabetickych potkanu a diabetickych pacientd. Ackoli je znamo, Ze
fenobarbital ovliviuje CAR, stale zbyva determinovat, jestli je antidiabeticky efekt
fenobarbitalu na CAR Zzavisly a jestli i ostatni CAR agonisté maji podobny antidiabeticky
ucinek. DalSi studie endobiotické role CAR zfejmé posunou tento ,stary“ receptor do nové
ery (Wada a kol., 2009).

3.7.°7 CAR a metabolicka kostni onemocnéni

Protoze CAR ligandy mohou regulovat metabolizmus a ovlivnit homeostazu
vitaminu D, méla by byt také zvazena role CAR z hlediska osteomalacie vyvolané Iéky.
CAR ovliviujici latky fenytoin a fenobarbital jsou mnohem &astéji spojené s osteomalacii
nez ligand PXR rifampicin. PXR byl zkouman v souvislosti s homeostazou vitaminu D a
metabolickym kostnimi onemocnénimi, jeho role ovSem zlstava nejasna (di Masi a kol.,
2009).

3.7.8 Extrahepaticka uloha CAR

Vedle jater je CAR také velmi exprimovan v epitelialnich bunkach klki tenkého
stfeva. Jelikoz CAR pusobi jako xenosenzor k ochrané pfed exogennimi inzulty, je jeho
exprese v misté vstupu do téla pochopitelna. Klinické studie oralné podavanych l|éCiv
demonstrovaly, Ze intestinalni metabolizmus léCiv muze signifikantné redukovat oralni
biodostupnost. CAR zprostfedkovana indukce Cyp2b10, GSTs p1 a 81, a Siroce specifické
efluxni pumpy/transportéru Mdr1a ve stfevé mulze zvySit first-pass metabolizmus
xenobiotik (Swales a Negishi, 2004).
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4, Experimentalni ¢ast

4.1 Reagencie a bunééné linie

Reagencie

PBS fosfatovy pufr

0,25% Trypsin (Sigma-Aldrich)

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid (Sigma-Aldrich)
DMSO dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

DMEM Dulbecco's Modified Eagle‘s Medium (Sigma-Aldrich)

neesencialni aminokyseliny (Sigma-Aldrich)

Lipofectamine 2000 (Invitrogen)

Opti-MEM (Minimum Essential Medium) | Reduced Serum Medium (GIBCO/ Invitrogen)

Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega) - obsahuje:
- Luciferase Assay Buffer I

- Luciferase Assay Substrat (Lyophilized Product)

- Stop&Glo Buffer

- Stop&Glo Buffer Substrate, 50x

- Passive Lysis Buffer, 5x

40



Bunécné linie
1. Bunécna linie HepG2
Popis bunécné linie

HepG2 adherentni bunécna linie byla izolovana z jater patnactiletého bélocha,
z dobre diferenciovaného hepatocelularniho karcinomu. Povrchové antigeny viru hepatitidy

B nebyly detekovany. Buriky odpovidaji na stimulaci lidskym rdstovym hormonem.

Kultivace linie

Linie byla kultivovana v DMEM médiu obsahujicim glutamin ve 2 mM koncentraci,
1% neesencialnich aminokyselin a 10% fetalniho bovinniho séra. HepG2 bunky byly
pasazovany pfi konfluenci (70-80%) s pouzitim 0,25% trypsinu nebo trypsinu/EDTA
v poméru 1:3 az 1:6. Na kultivaéni plata byly nasazeny v koncentraci 2-30 000 bunék na

cm? plochy kultivaéniho plata.

2. Bunééna linie MZ-Hep1l

Popis bunécné linie

Lidska hepatokarcinomova linie. Povrchové antigeny viru hepatitidy B nebyly

detekovany. Buriky odpovidaji na stimulaci lidskym rdstovym hormonem.

Kultivace linie

Linie byla kultivovana v DMEM médiu obsahujicim glutamin ve 2 mM koncentraci,
1% neesencialnich aminokyselin, 1% pyruvatu sodného a 10% fetalniho bovinniho séra.
MZ-Hep1 burky byly pasazovany pfi konfluenci (70-80%) s pouzitim 0,25% trypsinu nebo
trypsinu/EDTA v poméru 1:3 az 1:6. Na kultivacni plata byly nasazeny v koncentraci 2-30

000 bunék na cm? plochy kultivacniho plata.
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4.2 Testované latky a jejich koncentrace

K experimentum této prace bylo pouzito celkem 16 latek ve formé zasobnich
roztoku latek v DMSO, které byly vriznych vy8Sich koncentracich. Latky byly
syntetizovany ve VUFB a nalezi spole¢nosti Zentiva. Latkdm oznadenym pétimistnym
kédem byla pfidélena Cisla 1-17B, pod kterymi pak byla vedena v dalSich postupech. Pred
dalSimi experimenty bylo nutno naredit tyto roztoky DMEM médiem, aby byly ziskany
testované koncentrace 4 yM a 20 pM. Z divodu validity dat bylo u roztokd testovanych
latek doplnéno rozpoustédlo DMSO tak, aby bylo v8ude v 1%0 v/v koncentraci.

PFi v8ech experimentalnich metodach byla jako kontrola pouZita jamka s 1%o v/v
DMSO v DMEM médiu. Jako standard pro srovnani interakce s CAR receptorem byl pfi
testovani zadanych latek pouzit modelovy agonista CITCO v 1uM koncentraci. Vedle
testovani zadanych 16 latek byl v experimentech testovan i klotrimazol, inverzni agonista
CAR receptoru, a to také v 1uM koncentraci.

Tabulka 3

Cisla v experimentech a kédy testovanych ldtek

1 119232| | 6B | 20072 | | 10B |19026| | 14 | 20076

2 119428 7 | 19385 | | 11B |20492| | 15 | 19363

3B [20247| | 8B | 20067 | | 12B |19370| |16B | 19246

4B 20007 9 | 20294 13 |19760| |17B| 19071
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Obr. 14

Chemické struktury testovanych latek

4.3 Metoda MTT assay

MTT assay umoznuje spektrofotometrickou neradioaktivni kvantifikaci buné&ného
ristu a viability. Tato metoda bez pouziti radioaktivnich izotopl je =zalozena na
metabolizaci tetrazoliové soli MTT. MTT test je vyuzivan ke kvantifikaci bunécné

proliferace v zavislosti na rastovych faktorech, cytokinech a nutrientech. Dale se, jako
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v nasem experimentu, pouziva i ktestovani cytotoxicity. Ve srovnani s metodami
pouzivajicimi radioaktivni izotopy je bezpeclnéjsi, pfesna (zméfena absorbance silné
koreluje s poCtem bunék), citliva (zachycuje malé mnozstvi bunék), rychla, jednoducha
(neni potfeba dalSich reagencii).

Tento test je zalozen na rozStépeni Zluté tetrazoliové soli MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) na fialové nerozpustné krystaly
formazanu metabolicky aktivnimi bunikami. MTT je pfeménén na formazan enzymem
sukcinat-tetrazolium reduktazou, ktera patfi k mitochondrialnimu dychacimu fetézci a je
aktivni pouze u zZivotaschopnych bunék. Redukce vyZzaduje koenzymy NADH a NADPH.
Jelikoz je tetrazoliova sul redukovana na formazan pouze metabolicky aktivnimi burikami,
metoda detekuje vyhradné Zzivotaschopné buriky. Krystaly formazanu jsou nasledné
rozpustény a vysledny barevny roztok je kvantifikovan spektrofotometricky pfi 590 nm
(Roche Applied Science, Cell Proliferation Kit | (MTT), 2002).

O '
N ST
@—(’ mitochondridlni "

Reailivas S

MTT formazan

Obr. 15

Preména Zlutého MTT na fialovy formazan mitochondrialnimi reduktazami
(pfevzato z Rulcova, 2009)

Zakladni kroky MTT testu

1. Bunky rostouci v 96-jamkové desti¢ce se inkubuji se Zlutym roztokem MTT 4 hodiny.
2. Béhem inkubacni doby se tvofi fialové krystaly formazanu. Tyto krystaly jsou
nerozpustné ve vodném roztoku, rozpoustéji se po pfidani rozpoustédla (DMSO).

3.  Rozpustény formazan se kvantifikuje spektrofotometricky. Nartst poctu zivych bunék
vede ke zvySeni celkové metabolické aktivity bunék ve vzorku. A toto zvySeni pak
presné koreluje s mnozstvim fialovych krystali formazanu, které je monitorovano

pomoci absorbance. Jako kontrola je pouzit 1%o. v/v DMSO v DMEM médiu.
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Pracovni postup

1. Bunky inkubovat 24 hodin (resp. 48 hodin) v 96-jamkové desti¢ce pfi 37°C,
v atmosféfe 5% CO,. Na jamku nejprve pfidat 100 pl pfipravenych roztoku
testovanych latek v kultivaCnim médiu (o koncentracich 4 uM a 20 uM).

2.  Navazit MTT a pfipravit ve zkumavce Zluty roztok MTT o koncentraci 5 mg/ml

rozpusténim v PBS. Po uplynuti inkubace pfidat 10 ul roztoku MTT do kazdé jamky.

Inkubovat 4 hodiny pfi 37°C, v atmosféfe 5% CO..

Odstranit médium odsatim.

Pfidat 30 ul DMSO do kazdé jamky.

Nechat destiCku michat na Thermomixeru, dokud nedojde k rozpusténi fialovych

2

krystalu.
7. Meéfeni absorbance pfi 590 nm na destickovém spektrofotometru/luminometru
Genius Plus (Tecan).

8.  Vyhodnoceni dat.

Obr. 16

96-jamkova desticka s testovanymi latkami v MTT experimentu
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4.4 Metoda gene reporter assay

Metoda gene reporter assay je Siroce pouzivana ke studiu genové exprese
eukaryot abunécné fyziologie. Jeji vyuziti zahrnuje studium receptorové aktivity,
transkripCnich faktoru, intracelularni signalizace, mRNA processingu a skladani proteina.

Princip metody gene reporter assay spocCiva ve vlozeni cirkularni DNA tzv.
reportérového plazmidu do bunky. Tento reportérovy plazmid obsahuje regulacni oblasti a
reportérovy gen (v nasem pfipadé gen pro svétluskovou luciferazu). Tento reportérovy gen
je prostfednictvim regulaCnich oblasti plazmidu a s nimi interagujicich bunécnych
transkripénich faktorl transkribovan na mRNA luciferazy. Po transkripci a translaci
reportérového genu je jeho exprese detekovana enzymatickou reakci nebo
chemiluminiscencné. SouCasné muze byt do bunky viozen transkripéni faktor (napfiklad
nuklearni receptor) interagujici s regulacnimi oblastmi reportérového plazmidu. Vlozeni
tohoto transkripéniho faktoru se uskuteciuje pomoci expresniho plazmidu s patficnou
kodujici DNA, ktera vstupuje do procesu transkripce a translace.

V nasem experimentu vkladame do bunék expresni plazmid pro nuklearni receptor
hCAR souc¢asné s reportérovym plazmidem obsahujicim gen pro svétluSkovou luciferazu a
ovéfujeme, zda po inkubaci bunécné linie s roztokem testovanych latek nedoSlo k zvySeni
transkripCni aktivity exprimovaného receptoru hCAR (resp. luminiscence luciferazy z
reportérového konstruktu) ve srovnani s kontrolou, tj. jestli testované latky nejsou ligandy-
agonisté hCAR receptoru. V naSem experimentu obé& pouzité linie téméF neexprimuji
endogenni CAR - vySe zminény postup je proto velmi selektivni.

V reportérovych systémech se ke zvySeni presnosti bézné pouzivaji dualni
reportéry. Tento zpusob vychazi ze simultanni exprese a méfeni dvou individualnich
reportérovych enzymul v jednom systému. ,Experimentalni® reportér koreluje s efektem
specifickych experimentalnich podminek, zatimco aktivita kotransfekovaného ,kontrolniho®
reportéru slouzi jako vnitfni kontrola. Normalizace aktivity experimentalniho reportéru
k aktivité vnitfni kontroly minimalizuje experimentalni variabilitu, zpusobenou rozdily
v bunécné viabilité nebo ucinnosti transfekce. | ostatni zdroje variability, jako rozdily
v pipetovanych objemech, efektivité bunécné lyzy a efektivité testu, mohou byt takto
ucinné eliminovany. Systém dualnich reportérl tak umoznuje spolehlivéjsi interpretaci
experimentalnich dat pomoci redukce vnéjSich vlivli. Kontrolni reportér je vlozen pomoci
expresniho plazmidu s patficnou kodujici DNA, ktera vstupuje do procesu transkripce a

translace.
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V na8ich experimentech (i v metodach two-hybrid assay a one-hybrid assay)

pouzivame Dual-Luciferase® Reporter Assay System od firmy Promega.

Princip Dual-Luciferase® Reporter Assay System

Aktivity firefly (svétluska Photinus pyralis) a Renilla (Renilla reniformis) luciferaz
jsou méfeny postupné po sobé v jednom vzorku. Nejdfive je méfen firefly luciferazovy
reportér po pridani Luciferase Assay Reagentu Il (pfipraveného z Luciferase Assay Buffer
Il a Luciferase Assay Substrate), kdy nasledné vznika luminiscenéni signal. Po kvantifikaci
luminiscence je signal zhasnut pfidanim Stop&Glo Reagentu (pfipraveného z Stop&Glo
Buffer a Stop&Glo Substrate, 50x) a sou€asné je iniciovana reakce Renilla luciferazy
pfidanim substratu pro Renilla luciferazu. Reakce Renilla luciferazy produkuje také
stabilizovany luminiscencni signal, ktery po ukonCeni méfeni pomalu slabne. Vzhledem
k tomu, Ze firefly a Renilla luciferazy maji odliSny evolué¢ni puvod, maji rizné enzymové
struktury i odliSné substratové pozadavky. Tyto rozdily umozniuji selektivné rozlisit jejich po
sobé jdouci bioluminiscencni reakce. To také dovoluje, aby pfi pouZiti Dual-Luciferase
Reporter Assay byla najednou zastavena luminiscence reakce firefly luciferazy a soucasné

aktivovana luminiscence reakce Renilla luciferazy.

Firefly luciferaza je 61 kDa monomerni protein, ktery nevyZaduje posttranslacni
modifikaci pro svou enzymatickou aktivitu. PUsobi tak jako genovy reportér ihned po
translaci. Emise fotonu je dosazeno prostfednictvim oxidace luciferinu. Tato reakce
vyZaduje ATP, Mg® a O,. V/ysledkem je generovani zablesku, ktery rychle sldbne po

smichani enzymu a substratu.

Renilla luciferaza je 36 kDa monomerni protein, u néhoz, obdobné jako u firefly
luciferazy, neni nutna posttranslacni modifikace pro jeho funkci. Luminiscenéni reakce
katalyzovana Renilla luciferazou spotifebovava kyslik a koelenterazin za emise fotonu.
Podstatnou vlastnosti koelenterazinu je, Ze emituje ve vodnych roztocich slabou
autoluminiscenci. Dual-Luciferase Reporter Assay System obsahuje chemikalie, které
redukuji autoluminiscenci na uroven, ktera neni detekovatelna (Promega Technical Manual
No. 040, Dual-Luciferase® Reporter Assay System, 2009).
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Obr. 17

Bioluminiscenc¢ni reakce katalyzovaneé firefly a Renilla luciferazami

(prevzato z Promega Technical Manual No. 040, Dual-Luciferase® Reporter Assay System, 2009).

Transfekce

Zakladem genovych reportérovych metod je transfekce, tj. vneseni nukleovych
kyselin do eukaryotickych bunék pomoci lipozomd. Lipozomy jsou dvouvrstevné koloidni
Castice obsahujici kationické lipidy. Na zakladé elektrostatickych interakci tvofi komplex
s nukleovou kyselinou a bunéfnou membranou, ¢imz umoziuji inkorporaci nukleove
kyseliny do buriky (Rulcova, 2009).

Lipofectamine 2000 je patentovany preparat firmy Invitrogen vhodny pro transfekci
nukleovych kyselin do eukaryotickych bunék. Vykazuje vysokou efektivitu transfekce.
Komplexy DNA-Lipofectamine se mohou pfidavat pfimo k bunkam v kultivaénim médiu.
Pomér DNA (v pg):Lipofectamine 2000 (v pl) pfi pouziti k tvorbé komplextu by mél byt 1:2
az 1:3 u vétSiny bunéénych linii. V dobé transfekce je doporucena konfluence bunék 90-
95% k dosazeni vysoké ucinnosti a exprese. Pro nafedéni reagencie Lipofectamine 2000
se doporucCuje Opti-MEM | Reduced Serum Medium — u sérovych médii by mohlo dojit k
tvorb& komplexti s DNA obsaZenou v téchto médiich (Invitrogen, Lipofectamine™ 2000,
2006).
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Zasobni roztoky plazmidu

pRL-TK — expresni plazmid pro Renilla luciferazu

pCR3-hCAR — expresni plazmid pro lidsky nuklearni receptor CAR

a

p(ER6)3-tata-luc — reportérovy plazmid obsahujici tfi sekvence ER6 s vazebnymi misty
pro hCAR (z CYP3A4 genu), TATA box (vazebné misto Pol Il a bazalnich transkrip&nich
faktord) a reportérovy gen pro firefly luciferazu

nebo

pPBREM(CYP2B6)-luc - reportérovy plazmid obsahujici PBREM s vazebnymi misty pro
hCAR (z CYP2B6 genu), virovy SV40 promotor s vazebnym mistem Pol Il a bazalnich

transkripénich faktoru, a reportérovy gen pro firefly luciferazu

Pracovni postup metody gene reporter assay

1. Nasadit 48-jamkovou desti¢ku s 20 000 butikami na jamku (plocha 1 cm?). Pfidat 250
pI média na jamku, inkubovat 24 hodin.

Vypocitat mnozstvi plazmidu a Lipofectaminu potfebnych k experimentu.

3.  Pfipravit na jamku 30 pl Opti-MEM média s obsahem DNA:

a) reportérového plazmidu 250 ng na jamku
b) expresniho plazmidu pCR3-hCAR 50ng na jamku
c) expresniho plazmidu pRL-TK 30ng na jamku.

4.  Pripravit na jamku 30 pl Opti-MEM média s Lipofectaminem 2000 v poméru 2,3:1 k
DNA plazmiddm. Po 5 minutach smichat s plazmidy, inkubovat 20 minut za pokojové
teploty. Z 48-jamkové desticky odstranit médium, nahradit novym médiem (200 ul) na
jamku, pfidat 60 pl transfekéni smési na jamku. Inkubace 24 hodin.

5. Po 24 hodinach odstranit médium. Pfidat roztoky testovanych latek v pozadovanych
koncentracich, 100 pl na jamku. Jako negativni kontrola slouzi 1%. v/iv DMSO. 24
hodinova inkubace v temperovaném bunééném CO, inkubatoru.

6. Oplachnout desti¢ku pomoci PBS.

7.  Pfidat 100ul Passive lysis buffer do kazdé jamky, destiCku nechat zmrznout — krystaly
lyzuji buriky.

8. Zkazdé jamky pFenést 40 ul lyzatu na 96-jamkovou destic¢ku, pfidat 30 ul Luciferase

Assay Reagentu II.
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9. Analyza chemiluminiscence prostfednictvim firefly luciferazy na destiCkovém
spektrofotometru/luminometru Genios Plus (Tecan).

10. Pripravit Stop&Glo Reagent ze Stop&Glo Substrate, 50x a Stop&Glo Buffer v
poméru 1:50. Pfidat 25 pl na jamku.

11. Analyza chemiluminiscence prostfednictvim Renilla luciferazy na destiCkovém
spektrofotometru/luminometru Genios Plus (Tecan).

12. Vyhodnoceni dat.

Obr. 18
48-jamkové desticky s testovanymi latkami v gene reporter, one-hybrid a two-

hybrid experimentech

4.5 Metoda two-hybrid assay

Two-hybrid systém umoziuje charakterizovat interakce mezi dvéma proteiny
v bunétném prostfedi (napf. interakce mezi nuklearnim receptorem a koaktivatorem).
V pfipadé CAR receptoru je mira interakce CAR-LBD s koaktivatorem zavisla na
pfitomnosti ligandu CAR. Two-hybrid systémy vyuZivaji dvé rizné domény se specifickou
funkci: DNA vazebnou doménu (DBD), ktera je schopna vazby na DNA a aktivacni
doménu (AD, angl. activation domain), ktera umozriuje aktivaci transkripce prostfednictvim
polymerazy. V two-hybrid assay jsou vytvofeny dva fuzni proteiny:
1) fuzni protein sloZeny z ,navnady“ (angl. bait protein; X) a DNA-vazebné domény
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2) jeho potencialni vazebny partner, fuzni protein slozeny z ,kofisti“ (angl. prey protein; Y)
a aktivaCni domeény.

Fuzni proteiny jsou do buriky opét transfekovany pomoci expresnich plazmid,
které vstupuji do procesu transkripce a translace. Pokud protein X interaguje s proteinem
Y, jejich vazba zformuje funkéni transkripCni faktor vazajici se na promotorovou DNA a
zaroven aktivujici transkripci reportérového genu, jehoz produkt, protein, Ize detekovat.
Exprese reportérového genu je méfitkem interakce mezi proteiny. Tuto expresi v naSem

experimentu detekujeme opét pomoci Dual-Luciferase® Reporter Assay System.

CheckMate ™/Flexi® Vector Mammalian Two-Hybrid System

analyza interakci protein:protein

Luciferase

pGL4.31 Expression
(luc2P/GALAUAS/Hygro) — GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 |—TATA m +
Vector
—{GALa | GAL4 | GAL4 ) GAL4 | GAL4}—TATA +
T T AW LT
—{GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 | —TATA et

X,Y - nuklearni receptor, koaktivator, korepresor
nuklearni receptor x koaktivator, nuklearni receptor x korepresor
PXR x SRC-1, PXR x SMRT(NCOR2)

Obr. 19

Schéma two-hybrid systému

(pfevzato z Rulcova, 2009)

Two-hybrid system se opira o tfi plazmidy, které jsou sou€asné transfekovany do
bunék linie. Kazdy plazmid ma specifické vlastnosti. Jeden plazmid kéduje DBD a bait
protein (DBD-X). Druhy plazmid kéduje transkripéni aktivaéni doménu a prey protein
(AD-Y). Treti plazmid je reportérovy, ma cCtyfi az pét DNA vazebnych mist (UASG), za
kterymi nasleduje TATA box pfed specifickym reportérovym genem (v nadem pfipadé firefly

luciferazy).
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Obvyklé uspofadani two-hybrid systému je takové, Zze DNA-vazebnou doménu
v DBD-X tvofi GAL4 protein, transkripéni aktivaéni doména v AD-Y je nejCastéji z VP16
proteinu viru herpes simplex a reportérovy plazmid obsahuje Ctyfi az pét GAL4 vazebnych
mist umisténych pfed TATA boxem a specifickym reportérovym genem (Promega, Protein
Interaction Guide, 2007; Wildova a Rumlova, 2008). GAL4 protein je transkripCni aktivator
Saccharomyces cerevisiae. Jeho DBD se vaze na UASG (upstream activation sequence
of GAL), ¢ast promotoru reportérového genu.

V nasem experimentu vkladame do bunék expresni plazmid pro fuzni protein
slozeny z GAL4 DBD a z LBD nuklearniho receptoru CAR (ij. bait proteinu, X) a sou€asné
pro Renilla luciferazu, a expresni plazmid pro fuzni protein obsahujici transkripéni AD
(VP16) a koaktivator SRC-1 (tj. prey protein, Y).

V nasem experimentu ovéfujeme, zda po inkubaci bunécné linie s roztokem
testovanych latek nedoSlo (ve srovnani s kontrolou - 1% v/v DMSO) k narustu exprese
reportérového genu (resp. luminiscence), ktery by vychazel ze zvySené transkripéni
aktivity exprimované LBD receptoru hCAR interagujici s koaktivatorem v pfitomnosti
ligandu, tj. jestli testované latky nejsou ligandy-agonisté hCAR receptoru. Pro srovnani
pouzivame vedle 1 uM roztoku CITCO i 1 pM roztok klotrimazolu, inverzniho agonisty,
ktery by mél z divodu, Zze hCAR receptor vyviji bez vazby ligandu konstitutivni aktivitu,

snizit transkripéni aktivitu receptoru v porovnani s kontrolou.

Zasobni roztoky plazmidu

pGL5-luc — reportérovy plazmid obsahujici pét vazebnych mist GAL4 a reportérovy gen
pro firefly luciferazu

pPGAL4-hCAR-LBD - expresni plazmid pro fuzni protein obsahujici GAL4 DBD a LBD
nuklearniho receptoru hCAR. Tento plazmid sou¢asné obsahuje kodujici DNA (cDNA) pro
Renilla luciferazu

VP16-SRC-1 — expresni plazmid pro fuzni protein obsahujici transkripéni AD (VP16) a
koaktivator SRC-1

Protoze konstrukt pGAL4-hCAR-LBD jiz obsahuje cDNA pro Renilla luciferazu, odpada

pfidani ¢tvrtého plazmidu pRL-TK a metoda se tak zjednoduSuje.
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Obr. 20
Mapa DNA konstruktu pGAL4-hCAR-LBD

Zkratky: CMV - cytomegalovirovy promotor, Amp - ampicilinovéa rezistence v E. coli, SV40 - simian virus 40 promotor, SV40 late

Poly(A) - polyadenylacni konec, T7 - promotor pro in vitro transkripci

Pracovni postup metody two-hybrid assay

1.

Nasadit 48-jamkovou desti¢ku s 20 000 burikami na jamku (plocha 1 cm?). Pfidat 250
Ml média na jamku, inkubovat 24 hodin.

Vypocitat mnozstvi plazmidl a Lipofectaminu potfebnych k experimentu.

Pfipravit na jamku 30 ul Opti-MEM média s obsahem DNA:

a) reportérového plazmidu pGL5-luc 200 ng na jamku

b) expresniho plazmidu pGAL4-hCAR-LBD 100ng na jamku

c) expresniho plazmidu VP16-SRC-1 100ng na jamku.

Pfipravit na jamku 30 pl Opti-MEM média s Lipofectaminem 2000 v poméru 2,3:1 k
DNA plazmidim. Po 5 minutach smichat plazmidy s Lipofectaminem 2000, inkubovat
20 minut za pokojové teploty. Z 48-jamkové destiCky odstranit médium, nahradit
novym mediem 200 pl na jamku, pfidat 60 ul transfekéni smési do kazdé jamky.
Inkubace 24 hodin.
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5. Odstranit médium. Pfidat roztoky testovanych latek v pozadovanych koncentracich,
100 pl na jamku. Jako negativni kontrola slouzi 1%. v/v DMSO. 24 hodinova inkubace
v temperovaném bunécném CO, inkubatoru.

6. Oplachnout desti¢ku pomoci PBS.
Pfidat 100ul Passive lysis buffer do kazdé jamky, destiCku nechat zmrznout — krystaly
lyzuji bunky.

8. Z kazdé jamky prenést 40 pl lyzatu na 96-jamkovou desticku, pfidat 30 pl Luciferase
Assay Reagentu II.

9. Analyza chemiluminiscence prostfednictvim firefly luciferazy na destiCkovém
spektrofotometru/luminometru Genios Plus (Tecan).

10. Pripravit Stop&Glo Reagent ze Stop&Glo Substrate, 50x a Stop&Glo Buffer v
pomeéru 1:50. Pridat 25 pl na jamku.

11. Analyza chemiluminiscence prostfednictvim Renilla luciferazy na destiCkovém
spektrofotometru/luminometru Genios Plus (Tecan).

12. Vyhodnoceni dat.

4.6 Metoda one-hybrid assay

Tato metoda je obménou two-hybrid assay s tim rozdilem, Ze se v ni pouZiva jen
jeden fuzni protein. V naSem pfipadé ten, ktery je slozeny z GAL4 DBD a z LBD
nuklearniho receptoru hCAR (tj. bait proteinu, X). Fuzni protein slozeny z AD a prey
proteinu schazi. Jeho funkce pfi aktivaci transkripce je nahrazena endogennimi

koaktivatory, které jsou pfitomny v bunikach linie.

Zasobni roztoky plazmidu

pGL5-luc — reportérovy plazmid obsahujici pét vazebnych mist GAL4 a reportérovy gen
pro firefly luciferazu

pPGAL4-hCAR-LBD - expresni plazmid pro fuzni protein obsahujici GAL4 DBD a LBD
nuklearniho receptoru hCAR. Tento plazmid soudasné obsahuje cDNA pro Renilla

luciferazu.
Pracovni postup

Pracovni postup je zcela stejny jako u two-hybrid assay, ale v bodé 3 vypustit pfidani
expresniho plazmidu VP16-SRC-1 (3.c).
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4.7 Statisticka analyza

Analyza rozptylu (ANOVA) a Dunettlv test byly pouzity, za pomoci softwaru
GraphPad Prism, ke statistickému vyhodnoceni dat z metod gene reporter assay, two-
hybrid assay a one-hybrid assay. Statisticka vyznamnost na urovni p<0.05 je vyznacCena *,
na urovni p<0.01 pak **.

95



5. Vysledky

5.1 Metoda MTT assay

Pomoci metody MTT assay jsme testovali cytotoxicitu 16 zadanych latek
definované struktury ve dvou koncentracich 4 a 20 uM na bunéc&nych liniich MZ-Hep 1 a
HepG2.

A.
MTT test na MZ-Hep1 bunééné linii
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Obr. 21

MTT test na MZ-Hep1 bunécné linii

Buriky linie MZ-Hepl byly inkubovany 24 hodin v pritomnosti testovanych latek (koncentrace 20 uM) a 48 hodin (koncentrace 4 a 20
UM). MTT metoda byla provedena podle pracovniho postupu uvedeného v oddile 4.3, str.43. Méfitkem cytotoxicity testované latky je
pomér viability bunék stanovené po uvedené inkubaci spektrofotometrickou kvantifikaci vytvoreného fialového formazanu vici
kontrole s 1%o v/v DMSO .

V prvnim MTT experimentu jsme testovali latky ve dvou koncentracich 4 a 20 uM na
bunééné linii MZ-Hep 1 s dobou expozice 48 hodin a v koncentraci 20 uM i s dobou
expozice 24 hodin. Vysledky tohoto experimentu nebyly podrobeny statistické analyze,
protoze nejsou cilem této rigorézni prace a maji pouze informativni charakter pro dalSi
experimenty. V této zkouSce se prokazal vyraznéjSi pokles viability bunék (vzhledem ke
kontrole s 1%o0 v/v DMSO) u latek €. 13 (v koncentraci 20 uM a expozici 24 a 48 hodin), €.
14 (v koncentraci 20 uM a expozici 24 hodin, a v koncentraci 4 yM a expozici 48 hodin) a
¢. 17 (v koncentraci 20 yM a expozici 48 hodin). Naopak zvy3ena viabilita bunék nad

150% vUci kontrole byla zjisténa u latek €. 1 a 4B v koncentraci 20 uM a expozici 48 hodin.
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MTT test na HepG2 buneéné linii
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Obr. 22

MTT test na HepG2 bunéc¢né linii

Buriky linie HepG2 byly inkubovany 24 hodin v pfitomnosti testovanych latek (koncentrace 4 a 20 uM). MTT metoda byla provedena
podle pracovniho postupu uvedeného v oddile 4.3, str.43. Méfitkem cytotoxicity testované latky je pomér viability bunék stanovené

po uvedené inkubaci spektrofotometrickou kvantifikaci vytvofeného fialového formazanu vici kontrole s 1%o v/v DMSO .

V druhém MTT experimentu jsme testovali latky ve dvou koncentracich 4 a 20 yM
na bunécné linii HepG2 s dobou expozice 24 hodin. Vysledky tohoto experimentu opét
nebyly podrobeny statistické analyze, protoze nejsou cilem této rigorézni prace a maji
pouze informativni charakter pro dalSi experimenty. V této zkouSce se prokazal vyraznéjsi
pokles viability bunék (vzhledem ke kontrole s 1%. v/iv DMSO) u latek ¢. 8B a 13
v koncentraci 20 uM, a u latky €. 14 v obou koncentracich 4 a 20 yM. Naopak zvySena
viabilita bunék nad 150% vuici kontrole byla zjisténa u latek €. 2, 3B, 4B, 8B, 9 a 10B
v koncentraci 4 uM.

Pozn. U fenobarbitalu a TCPOBOP bylo prokazano, Zze u mysSi silné podporuji
tumorogenezi. ZvySuji proliferaci hepatocytl, potlacuji apoptézu a podporuji jaterni
hyperplazii (Rezen, 2009).

Vétsina latek v uvedenych koncentracich a pfi uvedenych dobach expozice
(v dalSich metodach je v pracovnich postupech stanovena doba inkubace 24 hodin)

nepulsobila cytotoxicky, coz umoznilo jejich dalSi testovani.
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5.2 Metoda gene reporter assay

1)

Po provedeni dvou MTT experimentl jsme testovali vSech 16 latek v koncentracich
4 a 20 yM metodou gene reporter assay za pouziti reportérového plazmidu p(ER6)3-tata-
luc a bunééné linie MZ-Hep1l.

Touto metodou jsme ovéfovali, zda po inkubaci bunécné linie s testovanymi latkami
nedoSlo ke zvySeni transkripni aktivity exprimovaného receptoru hCAR (resp.
luminiscence luciferazy z reportérového konstruktu) ve srovnani s kontrolou (1% v/v
DMSO), j. jestli testované latky nejsou ligandy-agonisté hCAR receptoru.

Tato metoda nam poslouZzila u skupiny testovanych latek jako zakladni screening
z hlediska interakce s CAR receptorem a umoznila nam provést selekci testovanych latek
pro dalSi experimenty. Vysledky tohoto experimentu opét nebyly podrobené statistické

analyze, protoze mély pouze informativni charakter pro dalSi experimenty.

A.
Test interakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou gene reporter assay
s plazmidem p(ERG)s-tata-luc na MZ-Hep1 bunécné linii
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Obr. 23

Test interakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou gene reporter assay

s plazmidem p(ER6)3-tata-luc na MZ-Hep1 bunécéné linii.
Buriky linie MZ-Hep1 byly po pfedchozi plazmidové transfekci inkubovany 24 hodin v pfitomnosti testovanych latek (koncentrace 4 a 20
UM). Metoda gene reporter assay byla provedena podle pracovniho postupu uvedeného v oddile 4.4, str.A46. Méfitkem interakce

testované latky s receptorem je pomeér luminiscenci firefly a Renilla luciferaz u testované latky vzhledem k tomuto poméru u kontroly -
1%o v/v DMSO .
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Zvysenou transkripéni aktivitu nuklearniho receptoru po inkubacni dobé 24 hodin
(vzhledem ke kontrole s 1%0 v/v DMSO) jsme v obou koncentraci 4 a 20 yM zaznamenali
u latek €. 2, 4B, 6B, 15 a 16B. Zajimava byla pfedevSim hodnota u testované latky ¢. 4B
v koncentraci 20 pM.

V dalSich metodach jsme proto testovali jen latky 2, 4B, 15 a 16B.

B.
Vysledky chemiluminiscence prostfednictvim Renilla luciferazy ziskané touto

zkouSkou jsou dalSim ukazatalem pUsobeni testovanych latek na viabilitu bunék a doplfuji

tak vySe uvedené vysledky MTT experimentu.

Vliv testovanych latek na viabilitu MZ-Hep1 bunék uréenou na zakladé aktivity Renilla luciferazy
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Obr. 24

Viiv testovanych latek na viabilitu MZ-Hep1 bunék uréenou na zakladé aktivity

Renilla luciferazy vici kontrole v ramci gene reporter assay

Buriky linie MZ-Hep1 byly po pfedchozi plazmidové transfekci inkubovany 24 hodin v pfitomnosti testovanych latek (koncentrace 4 a 20
uM). Metoda gene reporter assay byla provedena podle pracovniho postupu uvedeného v oddile 4.4, str.46. Méfitkem cytotoxicity

testované latky je pomér viability bunék urcené aktivitou Renilla luciferazy vuéi kontrole s 1%o v/v DMSO .

Vyraznéjsi pokles viability bunék po inkubacni dobé 24 hodin (vzhledem ke kontrole
s 1%o v/iv DMSO) uréené na zakladé aktivity Renilla luciferazy byl patrny u latek &. 1, 13 a
15 v koncentraci 20 uyM. Naopak zvySena viabilita bunék nad 150% vac&i kontrole byla
zjisténa u latek €. 4B v koncentraci 20 yM a u latek ¢&. 11B, 12B, 16B a 17B v koncentraci
4 uM.

Kdyz se srovnaji vysledky viability z tohoto experimentu a vySe uvedenych
dvou MTT experimentl na bunéénych liniich MZ-Hep1 a HepG2, ve vS§ech metodach
byl zaznamenan pokles viability bunék u latky €. 13, naopak vyssi viabilita bunék

byla ve vSech metodach zaznamenana u latky ¢. 4B.
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V dalSich gene reporter experimentech jsme testovali jiz jen latky 2, 4B, 15 a
16B ve dvou koncentracich 4 a 20 pM na bunécéné linii HepG2. Prvni experiment byl
proveden s reportérovym plazmidem p(ER6)3-tata-luc, druhy s reportérovym
plazmidem pPBREM(CYP2B6)-luc.

A.
Gene reporter assay s reportérovym plazmidem p(ER6)3-tata-luc

V tomto experimentu byl pouzit p(ER6)3-tata-luc — reportérovy plazmid obsahuijici
tfi sekvence ER6 s vazebnymi misty pro hCAR (z CYP3A4 genu), TATA box (vazebné
misto Pol Il a bazalnich transkripnich faktorl) a reportérovy gen pro firefly luciferazu.
Jako standard pro srovnani interakce s hCAR receptorem byl pfi testovani zadanych latek

pouzit modelovy agonista CITCO v 1uM koncentraci.

Testinterakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou gene reporter assay
s plazmidem p(ER6)3-tata-luc na HepG2 bunééné linii
2,50
*x
—T

2,00 A -
> “ &
3 =
S 150 -
k4
£ 4
(<4
2 100
(o]
172]
2

0.50

0,00

2 S S N
& K A S S & 8 o W
© & Q R q Y ® K & @
& o> o o o Ko o ° °
‘:bo ‘g; - Q{:b bek- ‘_’DQ‘ &,b Ib.o_ fb‘o'
@ ® ¥ * & v ¥
Obr. 25

Test interakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou gene reporter assay

s plazmidem p(ER6)3-tata-luc na HepG2 bunéc¢né linii.

Buriky linie HepG2 byly po predchozi plazmidové transfekci inkubovany 24 hodin v pfitomnosti testovanych latek (koncentrace 4 a 20
uM). Metoda gene reporter assay byla provedena podle pracovniho postupu uvedeného v oddile 4.4, str.46. Méfitkem interakce
testované latky s receptorem je pomér luminiscenci firefly a Renilla luciferaz u testované latky vzhledem k tomuto poméru u kontroly -

1%o v/v DMSO. Statisticka vyznamnost na trovni p<0.05 je vyznacena *, na trovni p<0.01 pak **.

Timto experimentem s dobou inkubace 24 hodin bylo zjiSténo zvySeni transkripcni
aktivity hCAR (vzhledem k 1%. v/iv DMSOQO) se statistickou vyznamnosti na urovni p<0.05 u
latek 4B a 16B v koncentraci 20 pM. ZvySeni transkripCni aktivity hCAR se statistickou

vyznamnosti na urovni p<0.01 pak bylo zaznamenano u latky €. 4B v koncentraci 4 yM.
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B.
Gene reporter assay s reportérovym plazmidem pPBREM(CYP2B6)-luc

V tomto experimentu byl pouzit pPBREM(CYP2B6)-luc - reportérovy plazmid
obsahujici PBREM s vazebnymi misty pro hCAR (z CYP2B6 genu), virovy SV40 promotor
s vazebnym mistem Pol Il a bazalnich transkrip&nich faktorl, a reportérovy gen pro firefly

luciferazu.

Test interakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou gene reporter assay za pouziti plazmidu
pPBREM(CYP2B6)-luc na HepG2 bunécné linii
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Obr. 26

Test interakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou gene reporter assay
s plazmidem pPBREM(CYP2B6)-luc na HepG2 bunéc¢né linii.

Buriky linie HepG2 byly po predchozi plazmidové transfekci inkubovany 24 hodin v pritomnosti testovanych latek (koncentrace 4 a 20
UM). Metoda gene reporter assay byla provedena podle pracovniho postupu uvedeného v oddile 4.4, str.46. Méfitkem interakce
testované latky s receptorem je pomér luminiscenci firefly a Renilla luciferaz u testované latky vzhledem k tomuto poméru u kontroly -

1%o0 v/v DMSO. Statisticka vyznamnost na trovni p<0.05 je vyznacena * na trovni p<0.01 pak **.

Timto experimentem s dobou inkubace 24 hodin bylo zjisténo zvySeni transkrip&ni
aktivity nuklearniho receptoru (vzhledem ke kontrole s 1%. v/iv DMSO) se statistickou
vyznamnosti na urovni p<0.05 u latky €. 4B v koncentraci 4 yM a dale u latek €. 2, 15 a
16B v koncentraci 20 uM. ZvySeni transkripCni aktivity hCAR se statistickou vyznamnosti
na urovni p<0.01 pak bylo zaznamenano u latky €. 4B v koncentraci 20 uM.

ZvySena luminiscence (stanovena pomérem luminiscenci firefly a Renilla luciferaz u
testované latky vzhledem k tomuto poméru u kontroly - 1%, v/v DMSO) byla odrazem
zvétSené exprese reportérového genu na zakladé transkripéni aktivity exprimovaného

hCAR nuklearniho receptoru, se kterym interagovala testovana latka.
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Tato metoda prokazala interakci testovanych latek ¢. 2, 4B, 15 a 16B

S nuklearnim receptorem hCAR, tj. to, ze jsou jeho ligandy — agonisté.

5.3 Metoda two-hybrid assay

Metoda two-hybrid assay byla opét zvolena k prokazani interakce testovanych
latek s nuklearnim receptorem hCAR resp. s jeho vazebnou doménou (LBD) v pfipadé zde
pouzitého expresniho plazmidu pGAL4-hCAR-LBD. V experimentu jsem ovérovali, zda po
inkubaci bunéc¢né linie s médiem obsahujicim testované latky nedoslo k nartstu exprese
reportérového genu (resp. luminiscence firefly luciferazy) ve srovnani s kontrolou, ktery by
vychazel ze zvySené transkripCni aktivity exprimované LBD receptoru CAR interagujici
s koaktivatorem v pfitomnosti ligandu, tj. jestli testované latky nejsou ligandy-agonisté
hCAR receptoru.

Jako reportérovy plazmid byl pouzit pGL5-luc obsahuijici pét vazebnych mist GAL4
a reportérovy gen pro firefly luciferazu. Dale byl pouzit pGAL4-hCAR-LBD (expresni
plazmid pro fuzni protein obsahujici GAL4 DBD a LBD nuklearniho receptoru hCAR, a
soucasné i pro Renilla luciferazu) a VP16-SRC-1 (expresni plazmid pro fuzni protein

obsahuijici transkripéni aktivaéni doménu VP16 a koaktivator SRC-1).

V tomto experimentu jsme testovali jen latky €. 2, 4B, 15 v jedné koncentraci 20 uM
na bunécné linii HepG2. Pro srovnani jsme vedle 1 uM roztoku CITCO pouzili i 1 uyM
roztok klotrimazolu, inverzniho agonisty, ktery by mél z divodu, Zze hCAR receptor vyviji
bez vazby ligandu konstitutivni aktivitu, snizit transkripéni aktivitu receptoru v porovnani
s kontrolou. Doba inkubace byla opét 24 hodin.

Timto experimentem s dobou inkubace 24 hodin bylo zjisténo zvyseni transkripéni
aktivity nuklearniho receptoru (vzhledem ke kontrole s 1%, v/iv DMSO) se statistickou
vyznamnosti na urovni p<0.05 u CITCO (koncentrace 1 yM) a latek €. 2 a 15 (koncentrace
20 pM). Zvyseni transkripCni aktivity hCAR se statistickou vyznamnosti na urovni p<0.01
pak bylo zaznamenano u latky €. 4B (koncentrace 20 pM). Snizeni transkripCni aktivity
hCAR se statistickou vyznamnosti na urovni p<0.01 pak bylo zaznamenano u klotrimazolu

(koncentrace 1 uM).
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Test interakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou two-hybrid assay
s plazmidy pGAL4-hCAR-LBD a VP16-SRC-1 na HepG2 bunécné linii
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Obr. 27
Test interakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou two-hybrid assay
s plazmidy pGAL4-hCAR-LBD a VP16-SRC-1 na HepG2 bunécné linii.

Buriky linie HepG2 byly po pfedchozi plazmidové transfekci inkubovany 24 hodin v pfitomnosti testovanych latek (koncentrace 20 uM).
Metoda two-hybrid assay byla provedena podle pracovniho postupu uvedeného v oddile 4.5, str.50. Méritkem interakce testované latky
s receptorem je pomér luminiscenci firefly a Renilla luciferaz u testované latky vzhledem k tomuto poméru u kontroly - 1%o. v/v DMSO.

Statisticka vyznamnost na trovni p<0.05 je vyznacena * na urovni p<0.01 pak **.

ZvySena resp. snizend luminiscence (stanovena pomérem luminiscenci firefly a
Renilla luciferaz u testované latky vzhledem k tomuto poméru u kontroly - 1%. v/v DMSO)
byla odrazem zvétSené resp. zmenSené exprese reportérového genu na zakladé
transkripCni aktivity LBD nuklearniho receptoru hCAR interagujici s koaktivatorem SRC-1
v pfitomnosti ligandu.

Tato metoda prokazala interakci testovanych latek s nuklearnim receptorem
hCAR. Testované latky €. 2, 4B a 15 jsou podle vysledku tohoto experimentu, stejné
jako modelova latka CITCO, ligandy — agonisté hCAR receptoru. Tento experiment

dale potvrdil, Zze klotrimazol pusobi jako inverzni agonista hCAR receptoru.
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54 Metoda one-hybrid assay

Tato metoda byla oboménou two-hybrid assay s tim rozdilem, Ze byl vynechan VP16-
SRC-1 (expresni plazmid pro fuzni protein obsahuijici transkrip&ni aktivaéni doménu VP16
a koaktivator SRC-1). Jeho funkce pfi aktivaci transkripce byla nahrazena endogennimi
koaktivatory. Reportérovy plazmid pGL5-luc (obsahujici pét vazebnych mist GAL4 a
reportérovy gen pro firefly luciferazu) a plazmid pGAL4-hCAR-LBD (expresni plazmid pro
fuzni protein obsahujici GAL4 DBD a LBD nuklearniho receptoru hCAR, a souc€asné i pro

Renilla luciferazu) zlstaly v této metodé zachovany.

Test interakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou one-hybrid assay
s plazmidem pGAL4-hCAR-LBD na HepG2 bunééné linii
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Obr. 28
Test interakce testovanych latek s hCAR receptorem metodou one-hybrid assay

s plazmidem pGAL4-hCAR-LBD na HepG2 bunécné linii.

Buriky linie HepG2 byly po predchozi plazmidové transfekci inkubovany 24 hodin v pfitomnosti testovanych latek (koncentrace 4 uM).
Metoda gene reporter assay byla provedena podle pracovniho postupu uvedeného v oddile 4.6, str.54. Méritkem interakce testované
latky s receptorem je pomér luminiscenci firefly a Renilla luciferaz u testované latky vzhledem k tomuto poméru u kontroly - 1%. v/v

DMSO. Statisticka vyznamnost na urovni p<0.05 je vyznacena *.

V tomto experimentu jsme testovali také jen latky €. 2, 4B, 15 v jedné koncentraci 4
MM na bunécéné linii HepG2. Pro srovnani jsme opét pouzili 1 yM roztok CITCO a 1 uM

roztok klotrimazolu. Doba inkubace byla opét 24 hodin.
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Timto experimentem bylo zjisténo zvySeni transkripéni aktivity nuklearniho
receptoru (vzhledem ke kontrole s 1%0 v/v DMSO) se statistickou vyznamnosti na urovni
p<0.05 u latky €. 4B (koncentrace 4 uM). Snizeni transkripcni aktivity hCAR se statistickou
vyznamnosti na urovni p<0.05 pak bylo zaznamenano u klotrimazolu (koncentrace 1 uM).

Zvysena resp. snizena luminiscence (stanovena pomérem luminiscenci firefly a
Renilla luciferaz u testované latky vzhledem k tomuto poméru u kontroly - 1%. v/v DMSO)
byla odrazem zvétSené resp. zmenSené exprese reportérového genu na zakladé

transkrip€ni aktivity LBD nuklearniho receptoru hCAR v pfitomnosti ligandu.

Tato metoda prokazala interakci testované latky €. 4B s nuklearnim
receptorem hCAR. Testovana latka ¢. 4B je podle vysledku tohoto experimentu
ligandem - agonistou hCAR receptoru. Tento experiment dale potvrdil, ze

klotrimazol pusobi jako inverzni agonista hCAR receptoru.
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6. Diskuze

Receptory jsou zodpovédné za selektivitu pusobeni latek. Selektivita zavisi na
velikosti molekuly, tvaru a elektrickém naboji a tyto parametry ur€uji, zda a s jakou
intenzitou se urcita latka vaze — mezi obrovskym poctem chemicky odliSnych vazebnych
mist dostupnych v bunce — pravé na urcity bunécny receptor. Zmény v chemické strukture
latky proto mohou velmi vyrazné zvySit nebo snizit vazebnou afinitu v odliSnych tfidach
receptor0 a vysledkem je zména terapeutického nebo toxického ucinku. Receptory
podstatné urCuji kvantitativni vztahy mezi davkou/koncentraci latky a farmakologickymi
uCinky agonistd a zprostfedkuji i u€inek farmakologickych antagonistl. Stupen selektivity
|éCiva, jak z pohledu cileného zasahu v urcité tkani nebo organu, tak z pohledu spektra
vyvolanych reakci, muze byt voditkem pro posouzeni poméru mezi terapeutickou
prospésnosti a nezadoucimi u€inky (rizikem podavani) IéCiva (Lincova a kol., 2007).

Molekularné biologické pfistupy posunuly vyzkum izoforem jiz znamych receptor
do oblasti identifikace stovek gena pro zcela nové, dosud u Clovéka neznamé receptory.
Sekvencni analyza umozniuje zafadit mnoho z nich do jiz znamych rodin receptoru. Jejich
funkce jsou potvrzovany pfi pouziti selektivnich ligandu téchto receptord. Pro mnoho
z nové objevenych receptorl vSak nejsou zadné ligandy znamy — proto je pro tyto
receptory pouzivan termin sirotéi receptory (orphan receptors). To je podnétem pro
hledani jejich fyziologickych funkci a pfislusnych endogennich ligandd. | pfes neznalost
funkCni ulohy jsou sirotCi receptory povazovany za potencialné zajimavou oblast ve vyvoji
léCiv (Lincova a kol., 2007).

Androstanovy konstitutivni receptor je pravé ur€itym prototypem sirotCich receptoru
- a to nejen z hlediska své identifikace a hledani fyziologickych funkci a ligandu, ale i
z aspektu mozného terapeutického vyuziti.

V soucasné dobé neni v podstaté znama uplna funkce ani ligandy lidského CAR
receptoru. VétSina informaci o CAR receptoru pochazi z mySiho knockout modelu za
pouziti TCPOBOP a je velmi pravdépodobné, ze funkce mysSiho a lidského CAR se bude
v rlznych aspektech liSit podobné, jako je tomu napf. u lidského a mySiho PXR.
V soucasnosti muzeme pro studium lidského CAR pouzit pouze nedokonalé a malo aktivni
CITCO a fenobarbital s nepfimym a hodné nespecifickym ucinkem ve vysokych davkach.

Nalezeni specifického agonisty CAR pro lidsky ortholog by umoznilo vibec
definovat funkci lidského CAR receptoru. Na zakladé dat na zvifecich modelech Ize zatim
spiSe spekulovat o terapeutické hodnoté agonistd CAR. Nalezeni novych ligandu, k ¢emuz

by snad mohla pfispét i tato prace, by proto mohlo umoznit zakladni vyzkum funkce
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lidského CAR. Teprve nasledné se bude moci vice uvazovat o mozné farmakoterapeutické
aplikaci agonistl CAR receptoru. Poznani v8ech funkci lidského CAR by také mohlo
osveétlit, jestli aktivace CAR nemulze byt duvodem klinicky vyznamnych nezadoucich
ucinku a interakci pfi podavani jiz registrovanych I&Civ.

Co se tyCe moznosti terapie IéCivy interagujicimi s CAR receptorem, jsou tak
nyné&jSi poznatky teprve ve fazi prvnich studii. Tyto studie se soustfeduji nejen na jiz déle
znamou funkci CAR receptoru v biotransformaci a exkreci nezadoucich chemickych latek
(napf. bilirubinu), ale novéji i na funkci receptoru v metabolizmu glukézy a lipida.

Z hlediska uplatnéni interakce s CAR receptorem v terapii se v dnesni dobé zajem
soustfeduje na podavani inverznich agonistd CAR pfi non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) (pozn. k snizeni inhibice B-oxidace mastnych kyselin v jatrech), na podavani
agonistl CAR k IéCbé cholestazy a Zloutenky, ale pfedevs§im na podavani agonistut CAR
pfi 1é€bé diabetu Il. typu, obezity a dyslipidémie. Je ale ziejmé, Ze tuto terapii by mohlo
nasledovat (vedle napf. hepatickych nezadoucich ucinku) riziko interakci, nebot bylo
prokazano, ze CAR indukuje expresi ruznych enzymu fazi | a Il biotransformace a
transportért faze Il (viz tabulka 2, str. 28). Nezbytnou soucasti studie l€Civ interagujicich
s CAR receptorem bude proto i testovani a ur€eni jejich indukéniho profilu, zejména
z hlediska enzymu fazi | a Il. Riziko interakci a nezadoucich u¢inkd by snad nebylo tak
vyznamneé u kratkodobé IéEby obezity, ale pro volbu dlouhodobé terapie diabetu II. typu a
dyslipidémie je zasadni.

Na tomto misté bych se presto odvazil ,na tenky led“ diskuze a zamyslel se nad
moznym pfinosem téchto |€Civ primarné v terapii diabetu Il. typu, protoZe pozitivni ucinek
na metabolizmus glukézy byl jednoznacné prokazan, a dale bych pak uvedl eventualni
interakce s Casto souCasné aplikovanymi farmakologickymi skupinami - antihypertenzivy a
hypolipidemiky. Vedle toho, ze je vliv CAR na metabolizmus popsan jen nékolika studiemi
na zvifecich modelech, jsem si také samoziejmé& védom i nesouladu pfi srovnani
teoretického 1éCiva — agonisty CAR receptoru se souc¢asné pouzivanymi IéCivy, nicméné
v horizontu let se pravdépodobné farmakoterapie zcela zasadné nezmeéni.

Vedle inzulinu se kterapii diabetu pouzivd cela fada dalSich |éCiv
s hypoglykemizujicim ucinkem, ktera lze podle cesty podani rozdélit na peroralni
antidiabetika (PAD) a injekéni antidiabetika (IAD), podle chemické struktury a mechanismu
uc¢inku pak na biguanidy, glitazony, derivaty sulfonylurey, glinidy, inkretiny, inhibitory
dipeptidylpeptidazy a inhibitory stfevnich a-glukosidaz (Suchopar a kol., 2009).

Biguanidy zpomaluji resorpci glukézy ze stfeva a snizuji glukoneogenezi v jatrech.
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Snizuji glykémii postprandialni i nalacno. Nevazi se na plazmatické bilkoviny, nepodléhaiji
biotransformaci v jatrech a z organismu se vyluCuji prakticky uplné moci. Biguanidy
nezvysuji sekreci inzulinu a jejich podavani neni spojeno s rizikem vzniku hypoglykémie.
Metformin je v souCasné dobé& peroralnim antidiabetikem prvni volby. Je indikovan
v monoterapii u nemocnych s diabetem 2. typu nedostateCné kompenzovanym dietou a
dalSimi rezimovymi opatfenimi, vhodny je zejména u diabetikll s nadvahou a obezitou. Lze
ho kombinovat s ostatnimi peroralnimi antidiabetiky i s inzulinem (Suchopar a kol., 2009).

Srovnani uc€inku agonisty nuklearniho receptoru CAR s metforminem ma
odUvodnéni nejen z hlediska mechanizmu ucinku (snizeni jaterni glukoneogeneze), ale i
z hlediska pouziti u diabetikl s nadvahou. Z hlediska interakci s jinymi soucasné
podavanymi IéCivy metformin nepodléha biotransformaci, naopak agonista CAR receptoru
by zfejmé mohl vykazovat interakce a byl by pravdépodobné vhodny jen k ménécetné
farmakoterapii. MoZnou vyhodou |éCby diabetu Il. typu agonistou CAR by snad mohlo byt
jeho soucCasné ovlivnéni metabolizmu lipidd. Je ale pravé otazkou, jak by pfedevSim
dlouhodoba terapie agonistou CAR ovlivnila plazmatické hladiny lipidl, protoze posledni
studie vlivu CAR aktivace na metabolizmus (Gao a kol.,, 2009; Rezen a kol., 2009)
neposkytuji zcela jednoznacné a pozitivni vysledky. V téchto studiich bylo ovéfeno snizeni
sérove hladiny celkového, LDL, ale i HDL cholesterolu. Co se ty€e vlivu na sérové hladiny
triglyceridd, u€inek CAR aktivace souvisel s druhem diety pouzité v experimentu.

Interakce agonisty nuklearniho receptoru CAR se sou€asné podavanymi |&éCivy Ize
predvidat z toho, Ze bylo prokazano, ze CAR indukuje nékolik hlavnich jaternich CYPs
spojenych s metabolizmem IéCiv u Clovéka — pfedevSsim CYP2B6, CYP3A4 a CYP2C9.
Jako téma uvahy o moznych interakcich agonisty CAR receptoru, jako mozného léCiva k
terapii diabetu Il. typu, se jednoznacné nabizi kombinace s dalSimi IéCivy podavanymi pfi
metabolickém syndromu - antihypertenzivy a hypolipidemiky.

Antihypertenzivy prvni volby jsou u diabetikll inhibitory angiotenzin konvertujiciho
enzymu (ACE) nebo sartany, pfi rozvinuté diabetické nefropatii je vyhodné jejich soucasné
podavani. Do kombinace s inhibitory ACE nebo sartany jsou nejvyhodnéjsi metabolicky
neutralni blokatory vapnikovych kanald. Za méné vhodna l|éCiva, pfedevSim u diabetik(
s metabolickym syndromem, jsou povazovany [-blokatory a diuretika (Suchopar a kol.,
2009).

ACE inhibitory podléhaiji v jatrech extenzivni biotransformaci, ale nejsou substraty
CYPs. Sartany telmisartan a valsartan se v jatrech jen minimalné biotransformuji na

neucinné metabolity. Losartan se z malé ¢asti biotransformuje v jatrech prostfednictvim
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CYP2C9 na 40x ucinngjSi kyselinu losartanovou. Blokatory vapnikovych kanall se
extenzivné biotransformuji v jatrech (nékteré i ve stfevé) prostfednictvim CYP3A4 na
neucinné metabolity. K souCasnému podavani léCiva — agonisty CAR receptoru a
antihypertneziva z vy$e uvedenych skupin by zfejmé bylo mozné zvolit vhodnou kombinaci
bez interakce (telmisartan, valsartan). Pfi nutnosti podani dalSiho antihypertenziva —
blokatoru vapnikovych kanalid by mohlo dochazet ke snizeni jeho plazmatickych hladin,
coz |ze za urCitych podminek vyvazit zménou davkovani.

Pokud by se spolu sterapii agonistou CAR wuvazovalo o soucasném
podanim hypolipidemika ze skupiny statind (inhibitord hydroxymethylglutaryl-koenzym A
(HMG-CoA) reduktazy), Ize na zakladé vysSe uvedenych studii (Gao a kol., 2009; Rezen a
kol., 2009) usoudit, ze aktivace CAR vede ke snizeni sérové hladiny celkového a LDL
cholesterolu, a to jinymi mechanizmy nez u statint, tudiz by zifejmé doSlo k zesileni
hypocholesterolémického ucinku a podavani statini by event. mohlo byt nadbytecné.
Nicméné pfi komedikaci agonisty CAR a statind by prostfednictvim indukce CYPs mohlo
dochazet k sniZeni jejich plazmatickych hladin, protoZe v souCasné dobé pouzivané latky
jsou substraty CYP3A4 (simvastatin, lovastatin a atorvastatin) a CYP2C9 (fluvastatin a
rosuvastatin).

PFi souCasném podavani fibratll (pUsobi jako aktivatory PPARa, fenofibrat navic
mirné aktivuje i PPARy, ¢imz mirné zlepSuje glukdézovou toleranci a sniZuje hladinu
glykosylovaného hemoglobinu) by zfejmé dochazelo i k protichtdnému
farmakodynamickému pusobeni a kompeticim. Je prokazano, ze CAR soutézi s PPARa o
jeho vazebné misto v promotoru genu 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy. Aktivace CAR
snizuje a naopak aktivace PPARa zvysSuje expresi CPT1, rychlost limitujiciho enzymu (-
oxidace. Mimo to peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1a (PGC-1a) je
transkripnim koaktivatorem nejen nuklearnich receptori PPAR, ale i nuklearniho
receptoru CAR. Studie, pfi které byl wild-type mySim na HFD dieté 8 tydnUu podavan
TCPOBOP, prokazala signifikantni potlaceni exprese PPARa a jeho cilovych genl
spojenych s B-oxidaci v jatrech i kosternich svalech (Gao a kol., 2009). Nicméné souCasné
podavani fibratd by pravdépodobné mohlo zmirnit negativni vliv aktivace CAR na hladinu
HDL — cholesterolu a ukladani triglyceridu v jatrech.

Dal8i otazkou pfi pouziti agonisty CAR receptoru v terapii by byl jeho vliv na
proliferaci hepatocytll event. jaterni hyperplazii, protoze pfi experimentech na mysich byly
odhaleny praveé tyto ucinky u fenobarbitalu a TCPOBOP. V souvislosti s vlivem na jatra by
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bylo nutné zdokumentovat také ucinek agonisty CAR receptoru na ukladani triglyceridd
event. rozvoj NAFLD.

Dale Ize i pfipomenout, Ze bylo prokazano, Ze chronicka lécba fenobarbitalem,
aktivatorem CAR, podporuje hypertrofii Stitné zlazy. Tento uc€inek se vysvétluje tim, zZe
fenobarbitalem indukovanad CAR aktivace snizuje sérovou hladinu celkového T4
prostfednictvim up-regulace enzymu faze Il (. UGT1A1 a SULT1A1). Z toho by zifejmé
mohla vyplyvat i kontraindikace |éCiva — agonisty CAR pfi hypotyredze.

Protoze CYP2B, hlavni cil CAR aktivace, metabolizuje estrogeny i androgeny a
CAR regulovana UGT1A1 glukuroniduje estrogeny, indukce téchto enzym( zplUsobena
podavanim agonisty CAR by mohla zvysit katabolizmus steroidnich hormont, coz by
mohlo napf. prohloubit deficit estrogenl nebo vést k interakci se sou¢asnou hormonalni
substitu¢ni terapii event. kontracepci.

Terapie agonisty CAR receptoru by zfejmé mohla byt specificka a ,zajimava“ v tom,
Ze by vedle diabetu II. typu, mohla mit i pozitivni vliv na nadvahu a hypercholesterolémii.
Omezeni nebo mozné zapory této terapie, zejména pfi dlouhodobém podavani, by ziejmé
souvisely predevSim se snizenim sérové hladiny HDL-cholesterolu, interakcemi na
zakladé indukce enzymu fazi | a Il biotransformace, jaterni hyperplazii, jaterni steatézou a
zvySenim metabolizmu steroidnich a tyroidnich hormona. Z téchto davodu je i mozné, ze
by agonisté CAR receptoru mohly byt indikovany pouze ke kratkodobé terapii obezity.

Orphan receptory jsou potencialné zajimavou oblasti z hlediska vyvoje novych I&Civ.
Vzhledem k tomu, Zze CAR receptor nejen sou€asné moduluje metabolizmus glukdzy a
lipidd, ale i indukuje expresi riznych enzymu fazi | a Il biotransformace a transportéru faze
[ll, bude zasadni a nezbytnou soucasti studii moznych IéCiv interagujicich s CAR
receptorem pravé testovani a urceni jejich indukéniho profilu, zejména z hlediska enzym{
fazi | a ll. Tento indukéni profil bude, vedle objasnéni vSech metabolickych a neZzadoucich

ucinkd, pravdépodobné smeérodatny pro dalSi vyuziti testovanych latek ve farmakoterapii.
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Zaver

Cilem této experimentalni rigorézni prace bylo testovani potencialnich ligandu
lidského konstitutivniho androstanového receptoru ze zadané skupiny 16 latek definované
struktury.

Nejprve jsme pomoci metody MTT assay testovali cytotoxicitu zadanych latek ve
dvou koncentracich 4 a 20 yM na bunécnych liniich MZ-Hepl (obr. 21, str.56) a HepG2
(obr. 22, str. 57). Sou€asné v obou testech byla prokazana cytotoxicita u latek ¢. 13 a 14.
Naopak zvySenou viabilitu bunék (resp. proliferativni ucinek testované latky) jsme
zaznamenali souCasné vobou testech u latky €. 4B. VétSina latek v uvedenych
koncentracich nepuUsobila cytotoxicky, coz umoznilo jejich dalsi testovani. V této i v dalSich
experimentech byl jako kontrola pouzit 1%o. v/v DMSO v DMEM médiu.

V dalSich experimentech jsme jiz testovali moznou interakci zadanych latek
s nuklearnim receptorem hCAR. Nejprve jsme testovali vSech 16 latek ve dvou
koncentracich 4 a 20 yM na bunécné linii MZ-Hepl metodou gene reporter assay
s pouzitim reportérového plazmidu p(ER6)3-tata-luc (obr. 23, str. 58). Tato metoda nam
poslouzila u skupiny testovanych latek jako zakladni screening z hlediska interakce s CAR
receptorem. Na zakladé jejiho vysledku jsme provedli selekci a v dalSich metodach
testovali jen latky €. 2, 4B, 15 a 16B. Aktivita Renilla luciferazy vici kontrole zjisténa
v ramci této metody byla dalSim doplfujicim ukazatelem vlivu testovanych latek na viabilitu
MZ-Hep1 bunék, kterym se potvrdily vysledky pfedchozich MTT testl resp. cytotoxicita
latky €. 13 a proliferativni u€inek latky ¢&. 4B (obr. 24, str. 59).

DalSim krokem bylo testovani latek €. 2, 4B, 15 a 16 ve dvou koncentracich 4 a 20
MM na jiné bunécné linii HepG2 metodou gene reporter assay s pouzitim stejného
reportérového plazmidu p(ER6)3-tata-luc (obr. 25, str. 60). Timto experimentem s dobou
inkubace 24 hodin bylo zjis§téno zvySeni transkripéni aktivity nuklearniho receptoru hCAR
se statistickou vyznamnosti na urovni p<0.05 u latek ¢. 4B a 16B v koncentraci 20 uM.
Zvyseni transkripéni aktivity CAR se statistickou vyznamnosti na urovni p<0.01 pak bylo
zaznamenano u latky €. 4B v koncentraci 4 pM.

Dale jsme testovali latky €. 2, 4B, 15 a 16 ve dvou koncentracich 4 a 20 yM na
bunécné linii HepG2 metodou gene reporter assay s pouzitim reportérového plazmidu
pPBREM(CYP2B6)-luc (obr. 26, str. 61). Timto experimentem s dobou inkubace 24 hodin
bylo zjisténo zvySeni transkripni aktivity nuklearniho receptoru hCAR se statistickou
vyznamnosti na urovni p<0.05 u latky ¢. 4B v koncentraci 4 uM a dale u latek €. 2, 15 a
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16B v koncentraci 20 uM. ZvySeni transkripCni aktivity hCAR se statistickou vyznamnosti
na urovni p<0.01 pak bylo zaznamenano u latky ¢. 4B v koncentraci 20 yM.

Nasledné jsme metodou two-hybrid assay testovali latky €. 2, 4B, 15 v jedné
koncentraci 20 uM na bunécné linii HepG2 (obr. 27, str. 63). Pro srovnani byl pouzit vedle
1 UM roztoku CITCO i 1 yM roztok klotrimazolu, inverzniho agonisty. Timto experimentem
s dobou inkubace 24 hodin bylo zjiSténo zvySeni transkripCni aktivity nuklearniho
receptoru hCAR se statistickou vyznamnosti na urovni p<0.05 u CITCO (koncentrace 1
MM) a latek €. 2 a 15 (koncentrace 20 uM). ZvySeni transkripéni aktivity hCAR se
statistickou vyznamnosti na urovni p<0.01 pak bylo zaznamenano u latky &. 4B
(koncentrace 20 uM). Snizeni transkripéni aktivity hCAR se statistickou vyznamnosti na
urovni p<0.01 pak bylo zaznamenano u klotrimazolu (koncentrace 1 uM).

Poslednim experimentem byla metoda one-hybrid assay, kterou jsme testovali také
jen latky ¢&. 2, 4B, 15 v jedné koncentraci 4 uM na bunéc¢né linii HepG2 (obr. 28, str. 64).
Pro srovnani jsme opét pouzili 1 uyM roztok CITCO a 1 yuM roztok klotrimazolu. Doba
inkubace byla opét 24 hodin. Timto experimentem bylo zjisténo zvySeni transkripni
aktivity nuklearniho receptoru hCAR se statistickou vyznamnosti na urovni p<0.05 u latky
€. 4B (koncentrace 4 uM). Snizeni transkripéni aktivity hCAR se statistickou vyznamnosti
na urovni p<0.05 pak bylo zaznamenano u klotrimazolu (koncentrace 1 uM).

V metodach two-hybrid assay a one-hybrid assay byl poprvé pouzit konstrukt
pGAL4-hCAR-LBD, ktery tim, Zze sam jiZz obsahuje cDNA pro Renilla luciferazu,
zjednodusSuje metodu, protoze odpada pridani dalSiho plazmidu pRL-TK. Tento konstrukt
byl primarné pfipraven pro tuto rigordzni praci, jeho funkénost byla ovéfena a Ize ho pouZit
v dalSich studiich interakci s hCAR receptorem.

Zavérem: za pouziti metod gene reporter assay, two-hybrid assay a one-hybrid
assay jsme testovali potencialni ligandy lidského konstitutivniho androstanového receptoru
ze zadané skupiny 16 latek definované struktury. Vysledky experimentt prokazaly, Ze latky
receptorem byla zjisténa u latky Cislo 4B, koéd 20007, chemickym nazvem 2-

(acetylsulfanyl)-4-(2",4 -difluorbifenyl-4-yl)-4-oxobutanova kyselina (chemicka struktura viz

obr. 14, str. 42). Vysledky této rigordzni prace naznacuji, ze tato latka by mohla byt dale
testovana jako potencialni spolehlivy specificky agonista k dalSimu objasfiovani funkci
lidského konstitutivniho androstanového receptoru nebo snad i jako potencialni 1€Civo,
které by prostrfednictvim aktivace tohoto zajimavého receptoru mohlo ovliviiovat lidsky

metabolizmus.
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8. Abstrakt

Konstitutivni androstanovy receptor - CAR je zastupcem nuklearnich receptord,
které tvofi superrodinu ligandem-aktivovanych transkripénich faktort ovliviiujicich expresi
cilovych genu.

V minulém desetileti byl CAR studovan pfedevSim v souvislosti s indukci
biotransformacnich enzym0 1éCivy nebo jinymi xenobiotiky, ale v poslednich nékolika
letech se vyzkum soustfeduje i na jeho funkci v hormonalni, lipidové a energetické
homeostaze. Nedavno byly odhaleny dulezité metabolické funkce CAR, které mohou z
tohoto ,xenobiotického receptoru® vytvofit novy terapeuticky cil z hlediska terapie diabetu
Il. typu, obezity a dyslipidémie.

Cilem této experimentalni rigorézni prace bylo testovani potencialnich ligandu
lidského CAR (hCAR) ze zadané skupiny 16 latek definované struktury.

Za pouziti metod gene reporter assay, two-hybrid assay a one-hybrid assay jsme
testovali tuto skupinu z hlediska interakce s hCAR. Vysledky experimentl prokazaly, Ze
zjisténa u 2-(acetylsulfanyl)-4-(2°,4 -difluorbifenyl-4-yl)-4-oxobutanové kyseliny. Vysledky
této rigorézni prace naznacuiji, ze tato latka by mohla byt dale testovana jako potencialni
spolehlivy specificky agonista k dalSimu objasfiovani funkci lidského konstitutivhiho
androstanového receptoru nebo snad i jako potencialni IéCivo, které by prostfednictvim

aktivace tohoto zajimavého receptoru mohlo ovliviiovat lidsky metabolizmus.
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Abstract

The constitutive androstane receptor — CAR is a representative of nuclear receptors
that form a super-family of ligand-activated transcription factors regulating expression of
target genes.

In the last decade, CAR was mainly investigated in connection with an induction of
biotransformation enzymes by remedies or other xenobiotics but in the past few years the
research has also concentrated on a role of this receptor in hormone, lipid and energy
homeostasis. Recently, there have been revealed some new important metabolic functions
of CAR that may establish this ,xenobiotic receptor® as a new therapeutic target for
treatment of type 2 diabetes, obesity and dyslipidemia.

The aim of this experimental rigorous thesis has been the examination of potential
ligands of the human CAR (hCAR) from a given group of 16 chemicals with a defined
structure.

Using methods gene reporter assay, two-hybrid assay and one-hybrid assay we
have tested this group from the perspective of an interaction with hCAR. The results of our
experiments have proved that four of these compounds are ligands — agonists of hCAR.
The strongest interaction of hCAR has been identified with 2-(acetylsulfanyl)-4-(2°,4"-
difluorbiphenyl-4-yl)-4-oxobutanoic acid. The results of this rigorous thesis imply that this
compound might be further examined as a potential reliable specific agonist helping to
clarify the functions of the human constitutive androstane receptor or perhaps also as a
potential remedy that might, via an activation of this interesting receptor, regulate human

metabolism.
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