OBSAH

L VO o 3
2 CROIESTEIOL......ociiiciiic 4
2.1 Struktura @ VIQStNOSEE .........cccccvriiiiiiiiiiiiice 4
2.2 Transport @ MetabOlISMUS .........cviieiieieicscre e 5

3 ZIu€ovE KySEHNY (BA) ........ccoouimeeeeeeeeeereeeieeeeeeeeeeeeesese e sen s aeneanes 6
3.1 Struktura @ VIAStNOSET ..........cooveiiiiiiiciiice e 6
3.1.1 Primarni a sekundarni BA ..o 7
3.1.2  Enterohepatalni obeh...........cooiiiiiiiiiiii 7

3.2 SYNEEZA....eiiiieiiie e 8
3.2.1  KIasicka draha .........cocveiiiiiiiiie e 9
3.2.2  Alternativini drdha.........cccoooiiiiiii 9
3.2.3  RegUIACE SYNIEZY ....ccviiiiiiiiiiiiiecie e 10

4 Cholesterol-7a-hydroxylaza (CYP7AL).......cccovvmiiiininc i 11
A1 FUNKCE......oiiiiiieee e 11
4.2 REGUIACE. ... 11
4.2.1 Elementy odpovidajici na Zlu€ové kyseliny ..........c.ccovvviirvenininnnnnn 12
4.2.2 Farnesoidni X receptor (FXR).......ccooviiiiiiiiiiiiii e 13

4.3 Regulacni drahy ......cccooiiiiiiiiiier s 15
4.3.1 FXR/SHP draha.......ccccooiiiiiiiiiiiieiic e 15
4.3.2 FXR/FGF19/FGFR4 draha.........ccccoooiiiiiiiiiiiiie 17
4.3.3 Drahy nezavislé na aktivaci FXR ........c.ccooiiiiiiiii 18

4.3.4 Uloha glukézy, inzulinu a glukagonu v regulaci aktivity CYP7AL.. 22

4.3.5  DIUMAINT VATIACE oeevvvneee et et e e e e e et e e e e e e e eeenaan s 25



4.4 Uloha CYP7AL1 v regulaci choleSterolémie...........ovvvervrvvveeereenesesenesienens 26

441 Uloha LXRQ .....cooiveiveirieiieieisiesiesiss s 27
4.4.2  PolymorfiSmus CYPTAL ......ooooiiiecee e 27
5 ZLAVEE ..ottt et e e e et a e e e et e e e e e araea e aanes 29
6 SezNAM ZKIateK.........coooiiiiiiieiee e 30

7 Prehled pouZité literatury..............ccccooiiiiiiiiiiiiec e 32



1 Uvod

Cholesterol jako nezbytna komponenta bunéénych membran a prekurzor fady
hormonti je zivotné dilezitou soucasti zivoc€isného téla. Zvysena hladina cholesterolu
ktera zpusobuji vice nez polovinu tmrti ve vyspélych zemich. Koncentrace cholesterolu
je velmi efektivné regulovana, vyznamnou ulohu hraje v tomto sméru pieména
cholesterolu na zlu¢ové kyseliny. Ty jsou potiebné pro vstiebavani tukii z potravy
a zaroven umoznuji odstranéni cholesterolu z téla. V tomto procesu hraje klicovou roli
enzym cholesterol-7a-hydroxylaza, ktery katalyzuje prvni krok pfemény cholesterolu na
zluCové kyseliny. Pochopeni mechanismt, kterymi je aktivita tohoto enzymu
regulovana, by tedy mohlo pfispét k objevu novych cest v prevenci a terapii
hypercholesterolémie a kardiovaskularnich onemocnéni.

Cilem této prace je shrnout soucasny stav znalosti o regulaci aktivity tohoto

klicového enzymu syntézy zlucovych kyselin.



2 Cholesterol

Cholesterol je jednou ze zakladnich slouc¢enin pro zivociSnou bufiku. V organismu
plni mnoho dilezitych biologickych funkci. Cholesterol je hlavni strukturni soucasti
bunécnych membran ovliviujici jejich vlastnosti (permeabilitu a fluiditu) a je vychozi

latkou pro syntézu steroidnich hormont, vitaminu D a zlucovych kyselin (1).

2.1 Struktura a vlastnosti

Cholesterol se fadi do skupiny ve vod¢ nerozpustnych lipida. Jeho molekula je
tvofena steroidnim jadrem s navazanou hydroxylovou skupinou (OH) na 3. uhliku (C3)
a rozvétvenym alifatickym fetézcem o 8 uhlikovych atomech na C;7 (Obr. 1). Navazana
OH skupina mu poskytuje slaby amfipaticky charakter. Cholesterol se v burnkach
vyskytuje také esterifikovany s navazanou mastnou kyselinou. Esterifikovany

cholesterol je transportni a zasobni formou cholesterolu a je absolutné hydrofobni.

Obr. 1: Struktura cholesterolu.

Cholesterol v bunkach je plivodu exogenniho (z potravy) a endogenniho
(syntéza). Syntéza cholesterolu de novo probiha téméf ve vSech tkanich, pfedevsim pak
v hepatocytech, nervové tkani a enterocytech. Vychozi latkou pro jeho syntézu je
acetyl-koenzym A a cela biosynteticka draha se skladd z nékolika desitek kroku.
Klicovym enzymem biosyntézy cholesterolu je 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym
A-reduktdiza (HMGR). Aktivita tohoto enzymu je regulovdna piedevSim zasobami
cholesterolu v bunce. Pii jeho dostatku je aktivita enzymu utlumena a naopak, je-li

cholesterolu v buiice mélo, je HMGR aktivovana a za¢ina syntézu cholesterolu (2).



2.2 Transport a metabolismus

Cholesterol je v krevni plazmé transportovan uvnitf lipoproteinovych castic.
Chylomikrony transportuji exogenni cholesterol z tenkého stieva do jater. Lipoproteiny
o velmi nizké (VLDL), stfedni (IDL) a nizké hustoté (LDL) pfenéseji cholesterol z jater
do perifernich tkani, kde mtize byt uskladnén nebo pouzit jako stavebni komponenta
membran. LDL jsou internalizovany do bunék za pomoci LDL receptort, které jsou
pfitomny také na povrchu jaternich bunék. Cirkulujici LDL tedy mohou pienaset
cholesterol také zpét do jater. Posledni skupinou jsou lipoproteiny o vysoké hustoté
(HDL), které prenaseji cholesterol z perifernich tkani do jater (3).

V jatrech je cholesterol vyloucen do Zluce, kterd predstavuje hlavni cestu jeho
vylu€ovani z téla. Cholesterol je ve zlu¢i pfitomen ve dvou formach: nativni
a metabolizovany na Zzlucové kyseliny. Priblizné polovina cholesterolu ze Zzluce
a vétsina zlucovych kyselin je v tenkém stfevé reabsorbovana a vraci se do jater. Druha
polovina Zlu¢ového cholesterolu odchazi z téla stolici ve form¢ neutralnich steroidu.
Enterohepatalni obéh cholesterolu a BA ma zasadni ulohu v regulaci syntézy

cholesterolu v jatrech a ovliviiuje jeho pfijem exogenni cestou (2).
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Obr. 1: Transport cholesterolu (pfevzato z (4)).
Vysvétlivky: HDL — lipoproteiny o vysoké hustoté, IDL — lipoproteiny o stiedni hustote, LDL —

lipoproteiny o nizké hustoté, VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté



3 Zludové kyseliny

Zlu¢ové kyseliny (BA) jsou kyselé steroidni slou¢eniny vznikajici oxidaci
cholesterolu v jatrech. Jsou hlavni soucasti Zluci, ktera je nezbytnd pro spravné traveni
tukti v tenkém stieveé. BA hraji dilezitou tlohu v odstrafiovani cholesterolu z téla a jeho
metabolismu — jejich syntéza ptedstavuje hlavni katabolickou drahu cholesterolu
arychlost jejich syntézy ovlivituje cholesterolémii, dilezity faktor vzniku mnoha
zavaznych onemocnéni.

BA jsou také dilezité signalizacni molekuly. Mohou se vazat na rizné receptory,
aktivovat je a tim aktivovat celé signalizacni drahy zahrnuté v regulaci metabolismu

lipidl a glukézy a detoxikacnich reakcich.

3.1 Struktura a vlastnosti

BA jsou tvofeny 24 uhlikovymi atomy karboxylovou skupinou na Coys.
Ke steroidnimu jadru jsou pfipojeny 2 az 3 OH skupiny — nejéastéji v pozicich 3a, 7a
a 12a. VSechny tyto OH skupiny jsou orientovany smérem na jednu stranu od jadra
a vytvaii tak hydrofilni povrch molekuly (a strana) oddéleny od hydrofobniho (P strana)
(Obr 3).

BA stimuluji sekreci zlucovych lipidu a diky jejich amfipatické struktute vytvareji
spolecné se zluCovymi fosfolipidy a dalSimi latkami tzv. ,,smiSené micely”. BA ve
smiSenych miceldch umoziuji solubilizaci cholesterolu a ostatnich lipofilnich sloucenin
ve Zlu¢i a v tenkém stfevé emulguji dietni tuky a v tucich rozpustné vitaminy

a usnadnuji tak jejich vstfebavani (5).
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Obr. 3: Znazornéni poloh OH skupin v molekule BA — o/f strana (upraveno dle (6)).
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3.1.1 Primarni a sekundarni BA

BA vznikajici z cholesterolu de novo v jatrech jsou tzv. primarni BA, kyselina
cholova (CA) a chenodeoxylova (CDCA) (Obr. 4). Vétsina BA je konjugovana
s aminokyselinami glycinem nebo taurinem, coz snizuje jejich toxicitu a zvysuje jejich
rozpustnost pro sekreci do zluce. Konjugované BA jsou v tenkém stievé plisobenim
sttevnich bakterii dekonjugovany a dehydroxylovany na pozici 7a na tzv. sekundarni
BA, kyseliny deoxycholovou (DCA) a litocholovou (LCA) (7).

CA a CDCA se bézné vyskytuji u Clovéka. U rtznych zivocisnych druha se
mohou vyskytovat i jiné BA, které jsou pro n¢ specifické, liSici se hlavné v poloze OH
skupin. Naptiklad mys a potkan produkuje vyznamné mnozstvi kyseliny muricholové,
kterd je hydrofilngj$i nez CA, prase kyselinu hyocholovou a medvéd kyselinu

ursodeoxycholovou (5, 8).
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Obr. 4: Struktura a hydrofobicita nejbéznéjsich BA (pfevzato z (9)).
Vysvétlivky: CA — cholova kyselina, CDCA — chenodeoxycholova kyselina, DCA — deoxycholova
kyselina, LCA — litocholova kyselina, UDCA — ursodeoxycholova kyselina

3.1.2 Enterohepatilni obéh

Konjugované BA jsou vylouceny do Zluée a uloZeny v zluéniku. Cast BA (nékteré
nekonjugované BA) je absorbovéana hned ve zlu€ovych cestach a transportovana zpét do
hepatocyti (= cholehepatalni ob&h). Po kazdém jidle dochdzi ke kontrakci Zluéniku
a uvolnéni BA do tenkého stieva, kde jsou vyuzity pro vstiebavani tukii a cholesterolu.
BA jsou enterohepatdlnim ob&hem transportovany riznymi pienaseci, které jsou
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umistény na apikalni a bazolateralni membran¢ enterocytl a hepatocytii (Obr. 5). V ileu
je 95% BA resorbovano a cirkulujici portalni krvi jsou transportovany zpét do jater, kde
reguluji jejich vlastni syntézu z cholesterolu. CA, CDCA a DCA jsou resorbovany,
zatimco vétSina LCA odchazi stolici z téla.

Celkovy obsah BA v téle je okolo 3 g a jejich recyklace probéhne 4-12 krat za
den. Ztraty BA stolici (0,2 — 0,6 g/denn¢€) nahrazuje jejich syntéza v jatrech de novo (7).
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Obr. 5: Enterohepatalni obéh zlucovych kyselin (pfevzato z (10)).

Vysvétlivky: ABCG5/8 — transportéry z rodiny ATP-vézicich proteinti, ASBT — apikalni Na'-
dependentni transporter pro Zluéové kyseliny, BSEP — exportni pumpa pro zlucové kyseliny,
NTCP — Na'-taurocholatovy kotransportujici polypeptid, OSTa/p — transportér pro zluové

kyseliny a dalsi organické slouceniny

3.2 Syntéza

BA jsou syntetizovany z cholesterolu v hepatocytu. Mohou vznikat dvéma
riznymi Dbiosyntetickymi dradhami: 1) klasickou/neutralni drahou z cholesterolu
a 2) alternativni/kyselou drahou z oxysteroli, které vznikaji hydroxylaci cholesterolu na
postrannim fetézci (Obr. 6). Iniciace alternativni drdhy probiha i v jinych tkanich
(napfiklad v mozku), pro konecnou syntézu BA pak musi byt oxysteroly do jater
transportovany (8).

Tyto drahy se 1i$i enzymy katalyzujicimi reakce pfemény cholesterolu na BA
a Vv poméru, kterym pfispivaji k tvorbé BA. Alternativni drdha u lidi predstavuje 10 %

produkce BA, zatimco u mysi je to 45 % (6).



Na syntéze BA se podileji enzymy lokalizované v riznych bunéénych
kompartmentech. Modifikace steroidniho jadra cholesterolu probihd v cytosolu,
endoplazmatickém retikulu a mitochondriich, zkradceni postranniho fetézce

Vv peroxizomech (8).

3.2.1 Klasicka draha

Klasickou drahu syntézy BA aktivuje mikrozomalni enzym cholesterol-7a-
hydroxylaza (CYP7A1), ktery uvniti endoplazmatického retikula pridava OH skupinu
na 7a pozici cholesterolu za vzniku 7a-hydroxycholesterolu. CYP7A1 je klicovy enzym
klasické biosyntetické drahy BA a je specificky pouze pro jatra. Syntéza pokraCuje
hydroxylaci 7a-hydroxysterolu na pozici 120 mikrozomalnim enzymem sterol-12a-
hydroxyldzou (CYP8BI1). Nasleduje hydroxylace postranniho fetézce na Cy7, kterd je
katalyzovana mitochondrialni sterol-27-hydroxylazou (CYP27A1) a vznikajici
intermediat je transportovan do peroxizomi. Zde dochdzi k oxidacnimu S$tépeni
postranniho fetézce o 3 uhliky a Cy4 je konvertovan na karboxylovu skupinu. Hlavni BA

vznikajici touto cestou je CA (7).

3.2.2 Alternativni draha

V alternativni biosyntetické draze dochéazi nejdiive k oxidaci cholesterolu na
postrannim fetézci a nasledné probihaji modifikace steroidniho jadra. Prvnim krokem
alternativni biosyntetické drahy je oxidace cholesterolu na 27-hydroxysterol, kterou
katalyzuje CYP27A1 syntetizovana v mnoha tkanich. Cholesterol mize byt oxidovan
také na 25-hydroxysterol a 24-hydroxysterol a to predevS$im v mozku cholesterol-24-
hydroxylazou (CYP46Al1). Dalsi enzymy oxysterol-7a-hydroxylazy CYP7BI
a CYP39A1 katalyzuji hydroxylaci vznikajicich oxysteroli. CYP7BI1 je specifickd pro
tuto drahu a pridava OH skupinu na pozici 7o 25-hydroxysterolu a 27-hydroxysterolu,
zatimco CYP39A1 hydroxyluje pouze 24-hydroxysterol. VSechny vySe uvedené
enzymy jsou exprimované v ruznych extrahepatalnich tkanich, ale pouze jatra jsou
schopna kompletn¢ dokoncit syntézu BA a proto musi byt oxidované metabolity pro
kone¢nou pteménu na BA do jater transportovany. Hlavnim produktem této drahy je

CDCA (5).



a Cholesterol b Cholesterol

holesterol holéasterol
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27-Hydroxycholesterol

CYP7A1
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f f
f f
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Obr. 6: Biosyntéza BA, a- klasicka draha, b - alternativni draha (pfevzato z (11)).
Vysvétlivky: CYP39A1 — 24-hydroxycholesterol-7a-hydroxylaza, CYP7A1 — cholesterol-7a-
hydroxylaza, CYP7B1 — 25-hydroxycholesterol-7a-hydroxylaza

3.2.3 Regulace syntézy

Syntéza BA podléha zpétnovazebné inhibici. BA vracejici se enterohepatalnim
obéhem do jater zpétnovazebné inhibuji svoji vlastni syntézu piedevSim potlacenim
exprese a aktivity enzymu CYP7AI, ktery jak jiz bylo uvedeno, katalyzuje v klasické
draze biosyntézy BA prvni krok pfemény cholesterolu na BA hydroxylaci na jeho 7a
pozici (7). Podobné jsou zpétnovazebné inhibovany i dal§i enzymy biosyntézy BA,
CYP8BI1 a CYP27Al. Inhibice exprese genil pro tyto enzymy probiha prostfednictvim

jaderného receptoru pro zlucové kyseliny, farnesoidniho X receptoru (5).
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4 Cholesterol-7a-hydroxylaza

CYP7AL je protein kédovany genem lokalizovanym na 8. chromozomu u lidi, na
4. chromozomu u mys$i a na 5. chromozomu u potkanti. U ¢lovéka se sklada z 504
aminokyselin, u hlodavct z 503 (12). Poprvé byl izolovan vysoce purifikovany protein
CYP7ALI z jater potkana a nasledn¢ byla uspésné klonovana cDNA genu pro CYP7AL.
Od té doby byl gen CYP7A1 sekvenovan u mnoha zivoc¢iSnych druhli vcetné Clovéka

(13).

4.1 Funkce

CYP7A1 je mikrozomalni monooxygendza, €len rodiny cytochromi P450
(CYPs). Cytochromy P450 jsou hemoproteiny katalyzujici oxidaci riznych organickych
sloucenin vyuzivajici jako kosubstrat molekularni kyslik. Rozpoznavaji specifické
molekuly nebo funkéni skupiny svych substrati a spolupracuji s NADPH: cytochrom
P450 reduktazami, které dodavaji elektrony pro oxida¢ni reakce. Jsou to primarné
membranové vézané proteiny lokalizované ve vnitini membrané mitochondrii
a endoplazmatického retikula (ER). CYPs jsou pfitomné v mnoha tkanich téla a hraji
dilezitou roli v metabolismu hormonti, cholesterolu, vitaminu D a xenobiotik (8, 14).
CYP7AT1 je lokalizovana na membrané¢ ER v hepatocytech a katalyzuje hydroxylaci

cholesterolu v pozici 7a dle nasledujici rovnice:

cholesterol + NADPH + H* + 02 — 7a-hydroxycholesterol + NADP* + H,0

Tato reakce je prvni klicovou reakci pfemény cholesterolu na BA v jatrech.

4.2 Regulace

Tato prace se zabyva regulaci aktivity CYP7A1 u c¢loveka. Diskutovany budou
i vysledky ziskané na experimentalnich modelech (mysi, potkani), i kdyz je znamo, ze
V regulaci exprese existuji vyznamné mezidruhové rozdily.

Enzymova aktivita CYP7Al je regulovdana hlavné na transkripéni urovni
a pozitivné koreluje s mnozstvim ptepisované mRNA. Klicovou roli v regulaci
transkripce CYP7AL hraji jaderné receptory, které se po navazani piislusnych ligandt

aktivuji a stavaji se u¢innymi transkripnimi faktory (TF). Hlavnim TF, ktery hraje
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centralni roli v regulaci transkripce CYP7AL je farnesoidni X receptor (FXR) a jeho
hlavnimi ligandy jsou BA (7).

Aktivace FXR je jednim z moznych zpiisobt, jak BA reguluji expresi CYP7A1
a svoji vlastni syntézu. BA mohou aktivovat také jiné jaderné receptory nezavisle na
FXR nebo sekreci prozanétlivych cytokinl z jaternich makrofagt, které aktivuji drahy
vedouci k inhibici transkripce CYP7AL. Epigenetickymi mechanismy (de/acetylace,
methylace) mize dochazet také k remodelaci chromatinu v promotoru CYP7AL a zmény

Vv jeho struktuie inhibuji transkripci (13).

4.2.1 Elementy odpovidajici na Zlu¢ové kyseliny

Promotor genu CYP7AL1 obsahuje dvé vysoce konzervované oblasti oznacované
jako elementy odpovidajici na Zlucové kyseliny (BARE). BARE jsou esencialni pro
bazalni expresi CYP7AL. Jejich soucasti jsou sekvence ptimych repetic (DR), které jsou
vazebnymi misty pro TF ucastnici se zpétnovazebné regulace CYP7Al ZzluCovymi

kyselinami (Obr. 7).

42.1.1 BAREIN

BARE 1I je lokalizovana v oblasti -149/-118 a obsahuje DR1 motiv, ktery je
vazebnym mistem pro jaterni nuklearni faktor 4o (HNF4a) (15). HNF4a je hlavni
transkripéni aktivator mnoha genli dulezitych v metabolismu cholesterolu a glukdzy
Vv jaternich bunkach (napifiklad geny pro CYP8AI, fosfoenolpyruvatkarboxyldzu
a gluko6zo-6-fosfatazu). HNF4a interaguje s ,,proliferaci peroxizomu aktivovanym
receptorem 7y koaktivatorem la* (PGC-1a) a transaktivuje promotorovou aktivitu téchto
gent a CYP7AL. BARE II obsahuje také vazebné misto pro homolog jaterniho receptoru
(LRH-1), znamého také jako transkripéni faktor pro a-fetoprotein (FTF). Vazba HNF4a
nebo LRH-1/FTF je nezbytna pro bazalni transkripci CYP7A1 (7).

4212 BAREI

U hlodavct byla v oblasti BARE I lokalizované v tiseku -73/-55 identifikovana
sekvence nukleotidii oznacovana jako DR4 motiv. DR4 je vazebnym mistem pro jaterni
X receptor a (LXRa), ktery je aktivovany intermedidrnimi produkty metabolismu
cholesterolu — oxysteroly. LXRa aktivuje transkripci CYP7Al a tim umoziuje
hlodavcim zvySovat syntézu BA. (6) Podrobnéji bude tloha LXRa popsdna v kapitole
4.4.1. DR4 motiv se nevyskytuje v lidském promotoru CYP7A1, odpovidajici oblast

obsahuje vazebné misto pro jaterni nuklearni faktor 1o (HNF1a).
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Obr. 6: BARE elementy (pfevzato z (6)).

Vysvétlivky: BARE — elementy odpovidajici na zlu¢ové kyseliny, CYP7A1 — cholesterol-7a-
hydroxylaza, DR — pfima repetice, FXR — farnesoidni X receptor, FXRE — element odpovidajici
na FXR, HNF40 — jaterni nuklearni faktor 4a, IR — invertovana repetice, LRH-1 — homolog
jaterniho receptoru 1, LRH RE — element odpovidajici na LRH, LXR — jaterni X receptor, LXRE —

element odpovidajici na LXR, RXR — retinoidni X receptor, SHP — maly heterodimerni partner

4.2.2 Farnesoidni X receptor

FXR je jaderny receptor piivodné popsany jako receptor aktivovany farnesolem za
suprafyziologickych podminek. Na konci minulého stoleti bylo prokazano, ze
nejefektivnéjSimi endogennimi ligandy aktivujicimi FXR jsou primarni hydrofobni BA,
napiiklad CA a CDCA, zatimco hydrofilni kyseliny muricholové a ursodeoxycholova,
vyskytujici se bézné€ u hlodavcl, FXR neaktivuji. Volné i konjugované BA se vazi do
odpovidajici vazebné domény FXR, ktery vytvaii heterodimer s retinoidnim X
receptorem (RXR). Vznikajici heterodimer se vdze do elementu odpovidajiciho na FXR
(FXRE) v promotoru cilovych gent a stimuluje jejich transkripci (7).

FXR je klicovym regulatorem udrzovani homeostaze BA. Krom¢é regulace
syntézy hraje FXR dileZitou roli také v regulaci jejich sekrece a transportu. Ovliviluje
expresi genl pro pienasece BA jak v jaternich buikach tak v enterocytech a tim celou
enterohepatalni cirkulaci. FXR indukuje geny pro Na'-dependentni taurocholatovy
kotransportujici polypeptid (NTCP) pro ptijem BA do jater, protein exportujici zlucové

kyseliny (BSEP) pro jejich sekreci pies kanalikularni membranu do Zluce, protein
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vazajici BA ve stfevé (IBABP) a dalsi (Obr. 7). FXR ovliviiuje také expresi fady genti
zahrnutych v metabolismu lipidd, glukézy a energetického metabolismu (7, 10).
Promotor CYP7AL ale neobsahuje vazebné misto pro FXR. Mechanismy, kterymi
FXR inhibuje transkripci CYP7A1 se proto uskute¢tiuji nepiimo. FXR indukuje expresi
jiného jaderného receptoru, oznacovaného jako maly heterodimerni partner (SHP), ktery
funguje jako vysledny represor v promotoru CYP7Al. FXR aktivuje syntézu BA také
nezavisle na produkci SHP, nebot dochazi k aktivaci rastovych faktort, které

signalizuji k vysledné inhibici CYP7A1 (7).

Obr. 7: Pisobeni FXR na geny zahrnuté v metabolismu BA (pfevzato z (9)).

Vysvétlivky: ASBT — apikalni Na’-dependentni transporter pro Zlu¢ové kyseliny; BAAT — ,,bile
acid CoA:amino acid N-acyltransferase®, BACS — ,bile acid CoA synthetase“ (enzymy odpovédné
za konjugaci BA s aminokyselinami); BAs — zlucové kyseliny; BSEP — exportni pumpa pro
ZluCové kyseliny; conj-BAs — konjugované zlucové kyseliny; CYP7A1 — cholesterol-7a-
hydroxylaza, CYP8B1 — sterol-12a-hydroxylaza; IBABP — protein vazajici zlu¢ové kyseliny ve
stteveé; FGF19/15 — fibroblastovy rustovy faktor 19/15; FGFR4 — receptor pro FGF; MRP2 —
,multidrug resistance-associated protein“; NTCP — Na'-taurocholatovy kotransportujici
polypeptid; OSTa/p — transportér pro zlu¢ové kyseliny a dalsi organické slouc¢eniny; SHP — maly
heterodimerni partner; SULT2A1 — sulfotransferdza, UGTB4 (enzymy II. faze detoxikacnich

reakcich v jatrech, které ptidavaji sulfaitovou skupinu na BA pro snizeni jejich toxicity)
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4.3 Regulacni drahy

4.3.1 FXR/SHP driha

BA vracejici se enterohepatalnim ob&hem do jater aktivuji FXR v hepatocytech.
FXR interaguje s RXR a aktivovany FXR:RXR heterodimerni komplex se vaze do IR1
elementu (invertovana repetice oddélend jednim nukleotidem) v promotoru genu, ktery
kéduje SHP a aktivuje jeho expresi. SHP interaguje s LRH-1 v BARE v promotoru
CYP7Ala inhibuje jeho transaktivacni aktivitu (Obr. 8). SHP muze interagovat také
s HNF4a a branit jeho interakci s PGC-1a a v dasledku toho dochazi také k inhibici
transkripce CYP7AL. Vazebna mista pro HNF40 a LRH-1 se v promotoru CYP7A1l
¢aste¢n¢ prekryvaji a oba tyto TF o vazbu na BARE soutézi (7).

IR1

CIGGACTTAGTTCAAGGCCG | CYP7AL \.j
LA

-~

=

BARE-1I
Obr. 8: FXR/SHP draha (ptevzato z (17)).
Vysvétlivky: BARE II — element odpovidajici na zlucové kyseliny, CDCA — chenodeoxycholova
kyselina, CYP7Al — cholesterol-7a-hydroxylaza, FXR — farnesoidni X receptor, FTF -
transkripéni faktor pro a-fetoprotein (= LRH-1- homolog jaterniho receptoru 1), HNF4a — jaterni

nuklearni faktor 40, RXR - retinoidni X receptor, SHP — maly heterodimerni partner

4311 SHP

SHP je jaderny receptor, ktery nema DNA vazebnou doménu. Méa dimerizacni
doménu, kterou interaguje se svymi ligandy - dalSimi jadernymi receptory a inhibuje
jejich transaktivaéni aktivitu v promotorech cilovych gent. SHP tak funguje jako
pleiotropni regulator, ktery ovliviiuje geny zahrnuté v riznych biologickych procesech,
jako je napiiklad energeticky metabolismus, stresova odpovéd’, kontrola bunééného
cyklu, reprodukce a mnoho dalSich. V regulaci metabolismu cholesterolu a BA, SHP
funguje jako transkripcni represor genll pro transport, konjugaci a syntézu BA a gent

pro vychytavani a tvorbu cholesterolu.
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Represni mechanismy, kterymi SHP ovlivituje transkripci cilovych geni zalezi na
vlastnostech promotoru konkrétniho genu. SHP brani interakci jadernych receptorti
sjejich koaktivatory (napt. HNF4a a PGC-la) nebo muze zprostiedkovat
,hasmerovani“ remodelacniho komplexu do promotoru cilového genu, ktery zptisobi

zmeény ve struktutfe chromatinu a dochazi k inhibici transkripce (18, 19).

4.3.1.2 Remodelace chromatinu

SHP miZze rovnéz interagovat s mSin3A-Swi/Snf remodelaénim komplexem
obsahujicim histon deacetylazy (HDACSs) a navadét ho do promotoru CYP7AL (Obr. 9).
Swi/Snf komplex se uplatiiuje v mnoha bunécnych procesech a jeho soucasti je ATPaza
oznacovana jako Brm. Swi/Snf komplex katalyzuje remodelaci chromatinu za vyuziti
energie z hydrolyzy ATP. To vede k disociaci koaktivatori a histonacyltranferaz
(HATs) z promotoru CYP7ALl. Deacetylace katalyzovana HDAC1 a nasledna
dimethylace methyltransferazou G9a na Lys-9 histonu 3 spolecné se snizenou acetylaci
a pritomnost dalSich korepresorii a histon modifikujicich enzymi zplsobuji inhibici

transkripce CYP7AL (19, 20).

A Transcription "on”
A
G Ol
b A o [SHP
Bile acids
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SHP-mSin3A- Swi/Snf

Transcription “off”

CYPTA ; E

m ‘ /‘ BARE TATH

Obr. 9: Pasobeni SHP na remodelaci chromatinu CYP7Al(upraveno dle (19)).

Vysvétlivky: BAFs — faktory asociované s Brm; BARE — element odpovidajici na Zlucové
kyseliny, Brm — ATPaza asociovana s Swi/Snf remodelaénim komplexem; CYPA71 — cholesterol-
7o-hydroxylaza; HATs — histonacyltranferazy; HDACs — histondeacetylazy; HNF4o — jaterni
nuklearni faktor 4a; IR-1 — invertovana repetice oddélena jednim nukleotidem, JNK — c-Jun
termindlni kindza; LRH-1 — homolog jaterniho receptoru; mSin3A — transkrip¢ni korepresor; p300,
CBP, SRC-1- transkripéni koaktivatory; PXR (SXR) — pregnanovy X receptor (receptor pro

steroidy a xenobiotika), SHP — maly heterodimerni partner
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43.2 FXR/FGF19/FGFR4 draha

Dalsi cestou inhibice exprese CYP7A1 je signalizace prostfednictvim rlstovych
faktori nezévisla na expresi SHP. BA aktivuji FXR nejen v jatrech, ale také v tenkém
sttevé. Aktivovany FXR indukuje expresi fibroblastového rtustového faktoru 19
(FGF19, u mysi FGF15), ktery je produkovan v men$im mnozstvi také v primarnich
jaternich bunkach. Fibroblastové rastové faktory (FGFs) jsou mitogenetické cytokiny,
které¢ hraji dulezitou roli v bunéfné signalizaci, angiogenezi, bunécném ristu,
diferenciaci a migraci, tkdnovych opravach a metabolické regulaci.

FGF19 produkovany v enterocytech je uvoliovan do krevniho ob&hu, kdyz BA
vstupuji do ilea. FGF19 je transportovan z tenkého stieva do jater a interaguje
sreceptorem FGFR4 v membrané jaternich bunék. Aktivace FGFR4 vyZzaduje
pfitomnost koreceptoru, na membranu vazané glykosidazy [-Klotho, ktera je
exprimovana spole¢né¢ s FGFR4 v hepatocytech. B-Klotho indukuje mitogenem
aktivovanou proteinkindzu ERK1/2, kterd spousti signalizaéni drahu, kterda vede
k inhibici transkripce CYP7A1 (Obr. 10). Zlu¢ové kyseliny a FGF19/FGFR4
signalizace aktivuji také c-Jun terminalni kindzu (JNK) fosforylujici transkripéni faktor
c-Jun, ktery rusi transaktivacni aktivitu HNF4o a dochazi k inhibici exprese CYP7AL.
Signalizace FGF19/FGFR4 pfedstavuje spojeni mezi jatry a tenkym stievem ve
zpétnovazebné inhibici syntézy BA a chrani pfed akumulaci toxickych BA v jatrech.

FGF19 produkovany v jatrech slouZi také jako parakrinni faktor, ktery inhibuje
CYP7AL signalizaci na okolni jaterni buniky a jako autokrinni faktor, ktery piimo
aktivuje vnitrobunécné signalizac¢ni drahy vedouci k inhibici transkripce CYP7A1 a tim

inhibici syntézy BA v jatrech (7, 21).
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Obr. 10: FXR/FGF19/FGFR4 signalizace (pievzato z (7)).

Vysvétlivky: ASBT — apikalni Na'-dependentni transporter pro zlu¢ové kyseliny, BARE 1I —
element odpovidajici na zlu¢ové kyseliny II, BSEP — exportni pumpa pro zlucové kyseliny,
CDCA - chenodeoxycholova kyselina, CYP7A1 — cholesterol-7a-hydroxylaza, ERK1/2 —
extracelularnim signalem regulovana proteinkinaza, FGF19 — fibroblastovy ristovy faktor 19,
FGFR4 — receptor pro FGF, FXR — farnesoidni X receptor, FTF (= LRH-1) — transkrip¢ni faktor
pro a-fetoprotein (= homolog jaterniho receptoru 1), HNF4a — jaterni nuklearni faktor 4a,
IBABP — protein vazajici zlucové kyseliny ve stfeveé, IR1 — invertovana repetice oddélend jednim
nukleotidem, NTCP — Na'-taurocholatovy kotransportujici polypeptid, RXR — retinoidni X

receptor, SHP — maly heterodimerni partner

4.3.3 Drahy nezavislé na aktivaci FXR

Existuje nekolik zpiisobl regulace exprese CYP7AL, které nezavisi na aktivaci
FXR. Tyto mechanismy se uplatiiuji v ochrané jater pted potencidlnimi toxickymi
vlastnostmi BA (7).

BA mohou byt i pfes své prospé€$né ucinky zdravi Skodlivé, jsou-li v jatrech
ptitomny ve vysokych koncentracich. LCA je sekundarni BA, ktera vznika v tenkém
sttevé z primarni CDCA  7a-dehydroxylaci stfevnimi bakteriemi. LCA vracejici se do
jater je toxickd — zplsobuje zhorSeni toku zluci, akumulaci BA a zlu¢ovych toxint.
Akumulace toxickych BA v jatrech mlze zpusobit jaterni cholestdzu, cirhozu jater

a rakovinu tlustého stieva (16).

4.3.3.1 Pregnanovy X receptor

Sekundarni LCA je ligandem pro pregnanovy X receptor (PXR) a receptor pro
vitamin D (VDR) (7). PXR je jaderny receptor, ktery chrani organismus pied
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Skodlivymi uc¢inky endogennich a cizorodych sloucenin. Vaze Siroké spektrum ligandi
jako jsou antibiotika, protinadorové léky a antidepresiva a aktivuje mnozstvi genil
zapojenych v metabolismu 1é¢iv a steroidnich sloucenin. PXR reguluje také transkripci
genti zahrnutych v biosyntéze, transportu a detoxikaci BA a genli zahrnutych
v glukoneogenezi (16).

Aktivovany PXR se vaze do BARE I elementu v promotoru CYP7AL a interaguje
s HNF4a vazanym v BARE II. PXR zabranuje interakci HNF4a s jeho koaktivatorem
PGC-1a, coz vede k disociaci PGC-la z promotoru a v dasledku toho k inhibici

transkripce CYP7A1 (22) (Obr. 11).

BARE-II

Obr. 11: Zpétnovazebna inhibice exprese CYP7A1 zprostiedkovana BA (upraveno dle (22)).
Vysvétlivky: BARE — element odpovidajici na BA, CBP — protein vazajici CREBP (transkrip¢ni
koaktivator; CREBP — protein vazajici element odpovidajici na cAMP), CYP7A1 — cholesterol-
7a-hydroxylaza, HAT — histonacyltransferaza, HDAC - histondeacetylaza, HNF40 — jaterni
nukleédrni faktor 40, PGC-1a — proliferaci peroxizomu aktivovany receptor y koaktivator 1a, Pol II
— RNA polymeraza II, PXR — pregnanovy X receptor, RXR — retinoidni X receptor, TFIID —
TATA vézajici protein transkripéniho faktoru DII

4.3.3.2 Receptor pro vitamin D

VDR je cytosolicky receptor a jeho hlavnim ligandem je aktivni forma vitaminu
D3. VDR hraje zasadni roli v udrzovani homeostazy vapniku a fosfatu a je dulezity pro

spravny vyvoj kosti. LCA uc¢inné aktivuje VDR pfi nizSich koncentracich nez PXR.

VDR je lokalizovéan v cytosolu a po navazani ligandu je translokovan do jadra. V jadie
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vytvari heterodimerni komplex s RXR, ktery se vaze do promotoru CYP7AL a inhibuje
jeho transkripci. Bylo navrzeno nékolik moznych mechanismi, kterymi k inhibici
dochazi: VDR se muze vazat do BARE I elementu a interagovat s HNF4a vazanym
v BARE I, ¢imz brani interakci s jeho koaktivatory; VDR mize soutézit s HNF4a
0 vazbu do BARE II; VDR miize soutézit s HNF4a o vazbu koaktivatort; VDR muze
navadét do promotoru CYP7A1L korepresory, které mohou ménit konformaci chromatinu
a inhibovat transkripci CYP7AL.

VDR aktivuje také sulfotransferazu 2A1, ktera detoxikuje LCA a modifikovana
LCA muze byt sekretovana do zluce (23).

4.3.3.3 Uloha Kupfferovych bun&k a cytokint

Kupfferovy bunky jsou rezidentni makrofagy, které sidli v jatrech na rozhrani
mezi cirkulaci a parenchymatickymi bunikami. Produkei cytokinli aktivuji vrozenou
imunitni odpoveéd’ na vstup bakterii nebo bakterialnich produktt do traviciho traktu.

Kupfterovy buiiky funguji jako senzory relativni koncentrace BA vstupujicich do
jater portalni krvi pfes enterohepatalni cirkulaci. Vysoké koncentrace BA, které se
objevuji napt. pii cholestdze, indukuji expresi prozanétlivych cytokinti interleukinu 1
(IL-1PB) a tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNFa) v Kupfferovych bunikach. Ty jsou
nasledné uvolnény do jaternich sinusoidii a na povrchu parenchymatickych bun&k
rozpoznavany vysokoafinitnimi receptory. TNFa a IL-1p aktivuji TNF receptor, ktery
signalizuje aktivaci MAPK/JNK drahy. JNK fosforyluje transkripéni faktor c-Jun, ktery
interaguje s HNF4a., coz vede k inhibici transkripce CYP7AL (6, 7) (Obr. 13).

Bé&hem akutni faze odpovédi na poSkozeni jaternich bunék zlucovymi kyselinami
produkuji Kupfferovy bunky a hepatocyty velké mnozstvi cytokini a reaktivnich
volnych radikald, které aktivuji klidové jaterni hvézdicovité bunky (HSC). HSC
prochazi transdiferenciaci v myofibroblasty, které produkuji cytokiny, mnoho
komponentli extracelularni matrix a aktivuji fibrogenezi v jatrech. Aktivované HSC
uvoliuji transformacni rastovy faktor B1 (TGFB1), ktery hraje dtlezitou roli v aktivaci
a proliferaci HSC. TGFpB1 je produkovan také Kupfferovymi buiitkami a aktivuje ,,Toll-
like receptor 4 na povrchu HSC a sekreci TGFB1. BA také stimuluji v hepatocytech
produkci thrombospondinu 1, ktery aktivuje latentni TGFB1 v HSC, coZ vede k jejich
aktivaci. TGFB1 aktivuje sviij receptor TRBII na povrchu jaternich parenchymatickych
bunck a aktivuje SMAD signalizacni drahu. TRPII je serin/threoninové kindza, ktera

fosforyluje a aktivuje transkripéni faktor Smad3. Smad3 vstupuje do jadra, interaguje
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s HNF4a a zaroven navadi korepresory mSin3 a HDACI1 do chromatinu v promotoru
CYP7AL. Dochazi k inhibici transaktivacni aktivity HNF4a a deacetylaci histond, ktera
vede Kk inhibici transkripce CYP7A1 (7, 24) (Obr. 12).

ROS
TGFi1 4+— Cylokines
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Obr. 12: Aktivace HSC a ptsobeni TGFB1 na transkripci CYP7AL (pievzato z (24)).

Vysvétlivky: CYP7A1 — cholesterol-7-hydroxylaza, HDAC — histodeacetylaza 1, HNF4o — jaterni
nuklearni faktor 40, HSC — jaterni hvézdicovité buiiky, mSin3 — transkripéni korepresor, ROS —
reaktivni volné radikaly, TGFB1 — tumor rastovy faktor BI, TRBI/III — receptor pro TGFBI/III,
Smad3 — transkripéni faktor

TGFB1 a BA aktivuji také Ras/MAPK/JNK drahu, kterd vede k fosforylaci
transkripéniho faktoru p53. Fosforylovany p53 inhibuje transaktivacni aktivitu HNF4a
a dochazi k inhibici transkripce CYP7A1l. BA aktivuji také protein kinazu C (PKC),
ktera fosforyluje c-Jun. Fosforylovany c-Jun rovnéz inhibuje aktivitu HNF4a a tim
blokuje transkripci CYP7AL. Béhem akutni faze odpovédi na poranéni jater je z HSC
také uvolilovan jaterni ristovy faktor (HGF), ktery aktivuje sviij receptor cMet a MAPK
drahu, kterd inhibuje CYP7A1 a syntézu BA (7, 25).

Mechanismi inhibice CYP7AL cytokiny a rtstovymi faktory existuje celd tfada
a presné molekuldrni mechanismy nejsou doposud zcela zndmé (Obr. 13). Schopnost
BA indukovat expresi regulacnich cytokini je déna typem BA a jeji koncentraci
Vv portalni krvi. Vlastnosti BA vracejicich se do jater také rozhoduji o tom, ktery

represni mechanismus se bude uplatiovat (26).
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Obr. 13: Zpétnovazebna inhibice CYP7AL (ptevzato z (7)).

Vysvétlivky: AKT — protein kindza B, CAR — konstitutivni receptor pro androstan, cMet —
receptor pro HGF, CYP7AL — cholesterol-7a-hydroxylaza, DR1 — pfima repetice oddélena jednim
nukleotidem, EGFR — receptor pro epidermalni ristovy faktor, ERK — extracelularnim signalem
regulovana protein kinaza (MAPK - mitogenem aktivovana protein kinaza), FTF (= LRH-1) —
transkrip¢ni faktor pro o-fetoprotein, HGF — jaterni rustovy faktor, HNF40 — jaterni nuklearni
faktorda, IL-1p — interleukin 1B, IR — receptor pro inzulin, IRS — substrat pro IR, JNK — c-Jun N-
terminalni kinaza (MAPK), LPS — lipopolysacharid, MEKs — kinazy aktivujici ERK, MEKKs —
kinazy aktivujici MEK/ERK drahu, PGC-la — proliferaci peroxizomt aktivovany receptor y
koaktivator la, PI3K — fosfoinositid-3-kinaza, PKC — protein kindza C, PXR — pregnanovy X
receptor, Raf-1 — protoonkogen serin/threonin-protein kinaza, Ras — mala monomerni GTP-aza,
TGFB1 — tumor rustovy faktor B1, TLR4 — ,,Tool-like receptor 4“, TNFR — receptor pro TNF,
TRBI/II — receptor pro TGFBI/II, VDR — receptor pro vitamin D; c-Jun, FoxO1, p53, Smad2/3 —
transkripéni faktory

4.3.4 Uloha glukézy, inzulinu a glukagonu v regulaci aktivity CYP7A1

Syntéza BA se zvySuje béhem postprandidlni periody a klesd béhem lac¢néni.
Béhem postprandidlni periody je zvySena produkce glukézy a inzulinu jako odpovéd’ na
prijem potravy a energie, na rozdil od glukagonu, ktery je produkovan v prabéhu
lacnéni. Glukdza i inzulin maji schopnost aktivovat expresi CYP7AL, zatimco glukagon

vykazuje opacny efekt.
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4.3.4.1 Glukoza

Organizmus odpovida na zvySeny pfijem glukdzy aktivaci transkripce gent
zahrnutych v glykolyze a lipogenezi. V hepatocytech glukéza inhibuje AMP-
aktivovanou proteinkinazu (AMPK), ktera funguje jako metabolicky pfepina¢ pro
adaptaci bunky na ménici se vyzivové a energetické podminky. Ma-li bunika hodné
energie (glukdzy) zvySuje se koncentrace ATP a snizujici se pomér AMP/ATP vede
k inhibici AMPK. To vede k aktivaci fady biosyntetickych drah. Inaktivace AMPK
rovnéz brani fosforylaci HNF4o a umoziuje jeho navazani do promotoru CYP7AL
a aktivaci transkripce genu.

Glukoza také zvysuje aktivitu jaderného enzymu ATP-citratlyazy, ktery zvysuje
obsah acetyl-CoA v jadie. Acetyl-CoA je substratem pro histonacyltransferazy, které
acetyluji histon 3 a histon 4 v chromatinu CYP7Ala stimuluji tak transkripci genu.
Glukéza navic brani di- a tri- methylaci H3K9 methyltransferazou G9a, ktera je
znamym represorem transkripce CYP7A1 (27) (Obr. 14).
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Obr. 14: Regulace transkripce CYP7A1 glukézou (pievzato z (27)).

Vysvétlivky: AcH — acetylovany histon, ACL — ATP-citratlyaza, AMP — adenosinmonofosfat,
AMPK — AMP-aktivovana proteinkindza, ATP — adenosintrifosfat, CYP7A1 — cholesterol-7a-
hydroxylaza, HATs — histonacyltranferazy, HNF4o — jaterni nuklearni faktor 4o, Me-H3K9 —
methylovany histon 3 na Lys9
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4.3.4.2 Inzulin

Inzulin je hormon produkovany B-bunkami pankreatu, ktery podporuje
vychytavani glukoézy z krevniho ob&hu ve svalech a jatrech a v tukové tkani stimuluje
tvorbu tukti. Inzulin je jednim z efektort, ktery ovliviiuje transkripci CYP7AL a mlize se
tak vyznamnym zpusobem podilet na regulaci syntézy BA. Bylo prokézano, ze inzulin
ma dvoji efekt na expresi CYP7AL: za fyziologickych koncentraci rychle stimuluje
expresi CYP7A1, zatimco dlouhodobé piuisobeni inzulinu ma za nasledek inhibici
exprese genu. Tento dvoji efekt je zprostfedkovan dvéma TF citlivymi na inzulin:
FoxO1 (inzulinem regulovany forkhead box O1) a SREBP-1c (protein vazici se na
element regulovany steroly). Inzulin stimuluje rychlou fosforylaci FoxO1, ktera vede
k jeho odstranéni z jadra a dochazi k aktivaci transkripce CYP7A1, zatimco dlouhodobé
pusobeni inzulinu indukuje expresi SREBP-lc, ktery nasledné inhibuje transkripci
CYP7AL.

FoxOl je jaderny TF, ktery se vaze do elementi odpovidajicich na inzulin (IRE)
v promotorech cilovych genli. V pfitomnosti inzulinu dochézi k aktivaci Akt/protein
kindzy B, ktera fosforyluje FoxOl. Fosforylovany FoxOl je odstrafiovan z jadra
a degradovan v proteazomu. U potkana se FoxO1 vaze do IRE elementu v promotoru
CYP7AL a ptimo reguluje jeho expresi. V promotoru lidského genu CYP7AL nebyl
odpovidajici IRE element identifikovan a FoxO1 funguje jako korepresor inhibujici
CYP7AL. V nepiitomnosti inzulinu FoxO1 interaguje s HNF4a v promotoru CYP7AL
a zabraniuje tak interakci HNF4a s jeho koaktivatorem PGC-1a. V pfitomnosti inzulinu
se FoxO1 se uvolnuje z HNF4a, PGC-1a muze interagovat s HNF4a a dochazi k rychlé
stimulaci exprese CYP7AL (28).

Inzulin rovnéz stimuluje aktivitu proteinii vazicich se na element regulovany
steroly (SREBPs) v promotoru cilovych gend, ve kterych funguji jako TF. Existuji tii
formy SREBP oznacované jako SREBP-la, SREBP-1c a SREBP2. SREBP-la
a SREBP-1c vznikaji alternativnim sestfihem jako produkty jednoho genu a funguji
jako aktivatory exprese kliCovych gentli syntézy mastnych kyselin a triglyceridii. SREBP
2 je koédovany jinym genem a slouzi jako aktivator geni zahrnutych v biosyntéze
cholesterolu (29).

SREBP-1¢c muze fungovat také jako represor nezavisly na vazbé do promotorové
DNA. Dlouhodobym ptisobenim inzulinu indukované SREBP-1c inhibuje transaktivaci
CYP7A1 zabranénim interakce HNF4a s PGC-1a (28).
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4.3.4.3 Glukagon

Glukagon je hormon produkovany A-bunikami pankreatu ptsobici proti G¢inkiim
inzulinu. Je-li v krvi nedostatek glukozy, aktivuje v jatrech odbouravani glykogenu na
glukozu, kterd je nasledné rozvedena do tkani. Glukagon je uvolnovan z pankreatu
béhem lacnéni a inhibuje transkripci genu pro CYP7A1L.

Glukagon zvySuje prostiednictvim proteinkindzy A (PKA) fosforylaci HNF4a.
Fosforylované HNF4a se nevaze do promotoru CYP7AL a transkripce a syntéza BA je
inhibovana. Glukagon indukuje fosfoenolpyruvatkarboxykinazu (PEPCK, enzym
glukoneogeneze) a ptispiva tak k udrzovani postprandialni hladiny glukézy a piedchazi
poklesu hladiny glukozy v krvi. Po poziti potravy produkce glukagonu klesa, exprese
CYP7AL je reaktivovana a dochazi k syntéze BA, aby mohly byt vyuzity pro absorpci
tukd v tenkém stfeve. V jatrech BA aktivuji FXR/SHP drahu, ktera inhibuje PEPCK
a brani vzniku hyperglykémie.

Regulace exprese CYP7A1l prostiednictvim glukagon/cAMP/PKA signalizace
ainzulinu je jednim z mechanismii udrzovani homeostdze glukozy a energetického

metabolismu (30).

4.3.5 Diurnalni variace

Aktivita enzymu CYP7AL1 a tudiz i syntéza BA vykazuji diurnalni rytmicitu. Pti
studiu zmén aktivity CYP7A1 se jako marker pouzivda méfeni koncentrace
7a-hydroxycholest-4-en-3-onu (C4), intermediarniho produktu pii syntéze BA (31). C4
je transportovan v krvi lipoproteinovymi Casticemi pfenasejicimi cholesterol, proto se
pro piesnéjsi stanoveni pouziva pomér C4/cholesterol (C4/chol). C4/chol vykazuje
Vv pribéhu dne dva rozdilné vrcholy (dvou az ¢tyfnasobny vzrist oproti bazalni hlading).
Pii pravidelné konzumaci jidla (v devét hodin rano, v poledne a v Sest hodin vecer) byly
nejvyssi koncentrace C4 stanoveny kratce po poledni a kolem devaté hodiny vecer (Obr.
15). V priibéhu noci se koncentrace C4 snizuje a do rana se navraci na bazalni hladinu.
Koncentrace BA v krvi roste po piijeti potravy, tedy v postprandidlni periodé, za kterou
se da u lidi povazovat vétSina dne, kdy je aktivné pfijimana potrava. Vrcholy C4/chol
byly stanoveny v dobé&, kdy je koncentrace BA vracejicich se portalni krvi je nejvyssi,
C0Z je v rozporu s tim, ze v této dob¢ by méla prevladat inhibice zplisobend BA. Tento
rozpor nebyl dosud zcela vysvétlen — regulace syntézy BA je velmi komplexni proces
aneni také napiiklad zndmo, zda ke zméndm koncentrace C4 v plazmé nedochézi

pozdéji nez ke zménam koncentrace enzymu CYP7A1 v jatrech (32, 33).
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Syntéza BA u clovéka tedy v pribéhu dne kolisd s nejvyraznéjsi aktivitou kolem
poledne a v pozdnich vecernich hodindch a je nezavisld na syntéze cholesterolu. Je
zajimavé, ze u hlodavct, ktefi pozivaji potravu predevsim v noci, CYP7A1 1 klicovy
regulacni enzym syntézy cholesterolu, HMGR, vykazuji nejvyssi aktivitu kolem
pulnoci. Jejich aktivita poté postupné klesd k minimu v poledne. Tato synchronni
regulace zfejm¢ souvisi s tim, ze u hlodavct je rychlost syntézy BA v porovnani
s produkei cholesterolu 5 — 6 krat vyssi nez u lidi a vysoky stupen syntézy BA ma tudiz
veétsi naroky na mnozstvi nové syntetizovaného cholesterolu. Relativné pomalé
konverze cholesterolu na BA u lidi tak mize mit zvlaStni vyznam v rozdilné
homeostaze cholesterolu mezi témito druhy. Stejné tak mtize byt vyznamnym faktorem
v rozvoji onemocnéni jako jsou hypercholesterolémie a aterosklerdza u lidi, zatimco

u hlodavcti se tyto nemoci nevyskytuji (32).
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Obr. 15: Diurnalni variace aktivity CYP7A1 (pievzato z (32)).

4.4 Uloha CYP7A1 v regulaci cholesterolémie

Homeostaze cholesterolu je v organismu udrzovana tfemi hlavnimi
metabolickymi drdhami. Dostatecné zasobeni bun€k cholesterolem zajiStuje syntéza
cholesterolu de novo v jatrech. Buiky miizou rovnéz ziskavat cholesterol internalizaci
LDL castic pfenaSejicich cholesterol krvi do tkéni a zpét do jater. Tfeti neméné
dtlezitou drahou pfispivajici k udrZzovani optimalni hladiny cholesterolu v organismu je

degradace cholesterolu na BA (13).
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4.4.1 Uloha LXRa

Je znamo, ze CYP7AI hraje dulezitou roli v udrzovani cholesterolémie u mysi
a potkant. Po podani dietniho cholesterolu se cholesterolémie u téchto zvirat neméni,
nebot’ dochazi k aktivaci LXRa, ktery se vaze do DR4 motivu v BARE I v promotoru
CYP7AL, aktivuje jeho transkripci a cholesterol je odbouravan na BA (6) (Obr. 16).
U kmene mysi, ktery na podani cholesterolu odpovidal vzestupem cholesterolémie bylo

zjisténo, ze nedochazi ke zvyseni transkripce CYP7A1 (34).

0O a Cholesterol

'

g Oxysterols

-+ O O O Bile acids

Obr. 16: Aktivace LXRa oxysteroly (upraveno dle (35)).
Vysvétlivky: LRH — homolog jaterniho receptoru, LXR — jaterni X receptor, RXR — retinoidni X
receptor

LXRa je jaderny receptor, ktery je aktivovan oxysteroly vznikajicimi
vV mitochondriich jako odpovéd’ na vysoké koncentrace cholesterolu v bunice. U ¢lovéka
se podili na udrzovani cholesterolémie tim, Ze funguje jako transkripéni faktor genti pro
ABC pienasece, které jsou spojeny s exportem cholesterolu z bun¢k (ABCI1, ABGI,
ABGS5 a ABCGS). LRXa vytvafi heterodimerni komplex s RXR, ktery se vaze do
elementii odpovidajicich na LXRa (LXRE) v promotoru cilovych genil a aktivuje jejich
expresi. U c¢lovéka nebyl DR4 motiv v odpovidajici oblasti promotoru CYP7A1l

identifikovan a LXRa transkripci neovliviuje (6).

4.4.2 Polymorfismus CYP7Al

V 90. letech minulého stoleti bylo demonstrovano, ze promotor genu pro
CYP7AL u ¢loveéka vykazuje variabilitu — byly popsany 2 bézné varianty, které se 1isi

ptitomnosti A/C nukleotidd v pozici -203. Bylo prokazano, ze existuje vztah mezi
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hladinou LDL-cholesterolu (LDL-C) a timto promotorovym polymorfismem. Varianta
C je spojena s vyssi hladinou LDL-C a celkového cholesterolu (36, 37).

Pti analyze dat kohorty 121 muzu z ¢eské populace, u kterych mezi rokem 1988
a 1996 klesl cholesterol o 0,8 mmol/l bylo zjisténo, Ze pokles cholesterolémic byl
homozygotnich pro alelu -203 A (Obr. 16). Vzhledem k tomu, Zze v tomto obdobi doslo
v Ceské populaci k dramatické zméné stravovacich navyku (pokles spotieby zivocisnych
tukl a zvlasté tukt zivociSnych, zvysena spotieba ovoce a zeleniny), autoii uzavreli, Ze
tento polymorfismus pravdépodobné rozhoduje o tom, jak reagujeme na piijem dietniho
tuku a cholesterolu. (38). K podobnému zavéru dospéli také holandsti autofi (39).

Ve studii na zdravych dobrovolnicich bylo ukézéno, Ze podani diety s nizkym
obsahem tuku a cholesterolu je spojeno s vyznamnym poklesem cholesterolémie
u homozygotnich nositelti varianty -203C, nikoli u homozygott pro variantu pro -203A
(40).

Metodou dudlni luciferdzové eseje bylo prokazéano, Ze alela -203C miiZze byt
v HepG2 bunkach exprimovana az 5 krat vice nez alela -203A (41). Z toho lIze usoudit,
ze jedinci, ktefi jsou homozygotnimi nositeli alely C mohou vytvaret vice proteinu
CYP7A1 aefektivnéji premeéiuji cholesterol na BA. To by mohlo vysvétlit, pro¢
nositelé této varianty genu odpovidaji na zménu dietniho pfijmu cholesterolu vyrazng;si

zménou cholesterolémie.
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Obr. 17: Polymorfismus -203A/C genu CYP7Al a zména LDL-C — populaéni studie (upraveno dle (38)).
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5 Zavér

CYP7AL hraje dalezitou ulohu v udrzovani homeostaze cholesterolu a zlucovych
kyselin. Aktivita CYP7A1 v hepatocytech je regulovana na transkripéni Girovni a zavisi
na mnoha faktorech, které souvisi se zdravotnim, hormonalnim a nutri¢cnim stavem
jedince. Klicovou ulohu zde hraje zpétnovazebna inhibice CYP7A1 zprostiedkovana
zlucovymi kyselinami, které se vraceji do jater v enterohepatalnim ob&hu. Tento névrat
zlucovych kyselin do jater aktivuje rizné jaderné receptory, proteinkinazy a transkripcni
faktory, které vytvareji komplikované signaliza¢ni drahy vedouci k inhibici transkripce
CYP7AL a reguluji tak biosyntézu zlucovych kyselin z cholesterolu.

I kdyz byla charakterizovdna celd fada regulacnich drah, jejich kvantitativni
ptispévek k regulaci aktivity enzymu nebyl dosud jednozna¢né ur€en. Stejné tak neni
znamo, které mechanismy jsou klicové pro regulaci diurndlni variace CYP7AI
u ¢loveéka — aktivita enzymu je paradoxné nejvyssi v dobé, kdy se do jater vraci zluCové
kyseliny. Malo je rovnéz znamo o tom, jak pfispiva regulace aktivity CYP7Al
k regulaci cholesterolémie u ¢lovéka.

Detailni vysvétleni regulace tohoto enzymu by mohlo pfispét k ti¢innéjsi prevenci

kardiovaskularnich onemocnéni a k terapii hypercholesterolémie.
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6 Seznam zkratek

ABC
AMPK
ASBA

BA
BARE

BSEP

CA
CDCA
c-Jun
CYP27A1
CYP39A1

CYP7A1
CYP7Al

CYP7B1

CYP8B1
CYPs
DCA
DR
EGFR

ERK

FGF19
FGFR4
FOXO1
FTF

FXR
FXRE
HAT
HDAC
HGF
HMGR

HNF4a
HSC
IBABP

IL-1p
IR

ATP - binding cassette
AMP-activated protein kinase
Apical sodium-dependent bile acid
transporter

Bile acids

Bile acid response element

Bile salt export pump

Cholic acid

Chenodeoxycholic acid
Activator protein 1

Sterol 27-hydroxylase
24-hydroxycholesterol 7a-
hydroxylase

Cholesterol 7a-hydroxylase
Cholesterol 7a-hydroxylase gene

25-hydroxycholesterol 7a-
hydroxylase

Sterol 12a-hydroxylase
Cytochrome P450

Deoxycholic acid

Direct repeats

Epidermal growth factor receptor

Extracellular signal-regulated
Kinase

Fibroblast growth factor 19
Fibroblast growth factor receptor
Forkhead box protein O1
a-fetoprotein transcription factor

Farnesoid X receptor

FXR response element

Histone acyltransferase

Histone deacetylase

Hepatocyte growth factor
3-hydroxy-3-methylglutaryl-
koenzym A reductase

Hepatocyte nuclear factor 4a
Hepatic stellate cell

Intestinal bile acid binding protein

Interleukin 1P
Inverted repeats
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ATP - vazebna kazeta
AMP-aktivova proteinkinaza
Apikalni Na*- dependentni
transportér pro zlucové kyseliny
Zlugové kyseliny

Element odpovidajici na zlucové
kyseliny

Pumpa exportujici zlu¢ové soli
Cholova kyselina
Chenodeoxycholova kyselina
Aktivacni protein 1 - TF
Sterol-27-hydroxylaza
24-hydroxycholesterol-7a-
hydroxyldza
Cholesterol-7a-hydroxylaza
Gen pro cholesterol-7a-
hydroxyladzu
25-hydroxycholesterol-7a-
hydroxyldza
Sterol-12a-hydroxylaza
cytochromy P450
Deoxycholova kyselina

Pfima repetice

Receptor pro epidermalni ristovy
faktor

Extracelularnim signalem
regulovana proteinkindza
Fibroblastovy rtustovy faktor 19
Receptor pro FGF 19
Inzulinem regulovany TF
Transkrip¢ni faktor pro a-
fetoprotein

Farnesoidni X receptor
Element odpovidajici na FXR
Histonacyltransferaza
Histondeacetylaza

Jaterni rastovy faktor
3-hydroxy-3-methylglutaryl-
koenzym A-reduktaza

Jaterni nukleérni faktor 4a
Jaterni hvézdicovité buiky
Protein vazajici Zluové kyseliny
ve stieve

Interleukin 1P

Invertovana repetice



JNK
LCA
LDL
LDL-C

LRH-1
LXRE
LXRa
MAPK

MCA
NTCP

p53
PGC-1a

PXR
Ras
RXR
SHP
Smad
SREBP
TF
TGFpI
TNFa
VDR

c-Jun N-terminal kinase
Lithocholic acid

Low density lipoprotein

Low density lipoprotein-
cholesterol

Liver receptor homologue-1
LXR response element

Liver X receptor o
Mitogen-activated protein Kinase

Murocholic acid

Na’-dependent taurocholate
cotransporting polypeptide
Cellular tumor antigen p53
Peroxizome proliferator-activated
receptor y coactivator la
Pregnane X receptor

Small G-protein Ras

Retinoid X receptor

Small heterodimer partner
Mothers against DPP homologue
SRE-binding protein
Transcription factor

Tumor growth factor f3

Tumor necrosis factor o

Vitamin D receptor
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C-Jun N-terminalni kinaza
Litocholova kyselina
Lipoprotein o nizké hustoté
LDL-cholesterol

Homolog jaterniho receptoru 1
Element odpovidajici na LXR
Jaterni X receptor a
Mitogenem aktivovana
proteinkinaza

Muricholova kyselina

Na"’ - taurocholatovy
kotransportujici polypeptid
Bunécny tumorovy antigen p53
Proliferaci peroxizomil aktivovany
receptor y koaktivator 1o
Pregnanovy X receptor

Maly G-protein Ras
Retinoidni X receptor

Maly heterodimerni partner
Transkripcni faktor

Protein vazajici SRE
Transkripcni faktor

Tumor rastovy faktor BI
Tumor nekrotizujici faktor o
Receptor pro vitamin D
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