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SOUHRN

Cytochromy P450 jsou zapojeny v metabolismu §iroké fady 1é¢iv a xenobiotik. CYP3A4
je dominantnim enzymem v lidskych jatrech, kde je transkripéné regulovan mnozstvim
transkrip¢nich faktorti a hormont a je zapojen v metabolismu vice nez 50% klinicky uzivanych
Cleni téchto receptori a u clovéka zplsobuje xenobiotiky (napifiklad rifampicinem)
zprostiedkovanou indukci CYP3A4. PXR se vaze do responzivniho elementu v 5'-flanking
regionu genu CYP3A4. Do tohoto regionu se vaze také transkripéni faktor AP-1 tvofeny
heterodimery jun a fos, jejichz upstreamem je c-Jun-N-terminélni kindza zapojena do systému

signalni transdukce MAP kinaz.

Predlozena diplomova prace se zabyva ulohou JNK vregulaci CYP3A4
vyuzivajici expresni plasmid PXR, reportérovy plasmid obsahujici kompletni promotorovou
oblast cytochromu 3A4 a plasmid, ktery neobsahuje oblast CLEM4, do které se vaze transkripcni
faktor AP-1, jez je soucasti signdlni drahy JNK.



SUMMARY

Cytochromes P450 are involved in the metabolism of broad range of drugs and
xenobiotics. CYP3A4 is a dominant enzyme in human liver where it is transcriptionally regulated
by various transcription factors and hormones. It is also involved in the metabolism of more than
50% clinically used drugs. Among the most important regulators are nuclear receptors. Pregnant
X receptor belongs to one of the members of these receptors and it causes induction of CYP3A4
by xenobiotics (e.g. rifampicin) in humans. PXR binds to the responsive element in 5 -flanking
region of CYP3A4 gene. Transcription factor AP-1 also binds within this region. The
transcription factor consists of jun and fos heterodimers whose upstream is c-Jun-N-terminal

kinase integrated in the system of MAP kinase signal transduction.

The presented diploma thesis deals with the regulation of CYP3A4 by JNK using
expression plasmid PXR, a reporter plasmid containing complete promoter region of cytochrome
3A4 and a plasmid which does not contain CLEM4 region capable of binding AP-1 transcription
factor. This transcription factor is part of JNK signal pathway.
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CILE PRACE

- Zpracovani reserse na téma regulace biotransformacnich enzymui

- Optimalizace gene reporter assay pro riazné typy reportérovych plasmida. Byly vyuzity tfi
plasmidy oznacené A.-luc, obsahujici kompletni promotorovou oblast cytochromu 3A4,
3A4-luc, ktery neobsahuje oblast CLEM4 a ER6-/uc, Sestinukleotidova sekvence, ktera je
soucasti proximalniho promotoru CYP3A4 (prPXRE)

- Vliv farmakologické aktivace a inhibice JNK na transaktivaci téchto plasmidi



1 Uvod

Pted 3500 miliony lety byly fotosyntetizujici a anaerobni bakterie zavislé na H,S, H, nebo
organickych molekulach fungujicich jako darci elektronu ve fotosystému-1.

Ve fotosystému-II, ktery vyuzivaly Archean cyanobacteria byla darcem elektronu voda.
Z divodu obrovského zvyseni atmosferického kysliku zhruba pfed 2200 miliony lety se byly
prokaryotni organismy nuceny adaptovat na novy zpusob zivota a dochazelo k evoluci
symbiotickych eukaryotnich organismti stejné jako kevoluci enzymu CYP, schopného
detoxikace atmosferického kysliku.

Z hlediska evoluce je cytochrom P450 (CYP450) povazovan za velmi stary hemoprotein,
ktery se objevil mnohem dfive nez napt. hemoglobin (Nerbert et al., 1989; Nelson et al., 1996)
a je prikladem enzymu, ktery se vyvijel cestou divergentni evoluce. Z jednoho genu cytochromu
P450 archebakterii vice nez pied 1,5 miliardami let se do dnesni doby vyvinulo velké mnozstvi
odlisnych gent kodujicich cytochromy prokaryontnich i eukaryontnich organismd.

V pribehu evoluce zacal cytochrom P450 plnit 1 funkce v biosyntéze napt. barviv kvéta,
mastnych kyselin, kyseliny skoficové, steroidnich hormont, vitaminu D a prostaglandint
(Stiborova et al., 1999).

Zhruba pted 800 miliony lety dochdzelo u rostlin ke vzniku ochrannych mechanismi,
naptiklad fytotoxint, jimiz se branili pted Zivogichy Zivici se rostlinnou stravou. Zivo¢ichové
reagovaly na piitomnost téchto latek markantnim vyvojem rtznych forem cytochromu P450
z diivodu jejich detoxikace a eliminace (Nerbert e al., 1989). Podobna situace, jest¢ ve veétSim
rozsahu nastala v dob¢, kdy Clovék zacal syntetizovat nové umélé slouceniny a vnaset je do
zivotniho prostfedi. Pro eliminaci xenobiotik z lidského téla se v prabehu evoluce vyvinul

detoxikaéni systém, zahrnujici rozsahlou skupinu enzymd.
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2 Metabolismus xenobiotik

Aby se 1écivo dostalo do mista svého ucinku, musi projit pies fadu bunéénych membran
a to bud prostou (pasivni) difuzi nebo rlznymi transportnimi procesy zprostiedkovanymi
specifickymi prenaseci. Biotransformace xenobiotik se déli do 2 fazi. V prvni fazi detoxikace se
zvySuje polarita xenobiotika a tvofi se funk¢ni skupiny (-OH, -COOH, -NH,, -SH). Je-li
metabolit dostatecné polarni, mize byt snadno vyloucen vylouCen cestou renalni exkrece
(ledvinami) nebo biliarni sekreci. Nékteré malo polarni produkty vstupuji do faze II, pfi niz
dochazi ke konjugaci s polarnim nizkomolekularnim ligandem (kyselina glukuronovd, sirova,
octova, nebo aminokyseliny glycin ¢i glutamin) za vzniku vysoce polarniho metabolitu. Po této
biotransformaci je vétSina latek eliminovdna moci nebo stolici. Po dlouhou dobu byla
biotransformace d¢lena pouze do dvou fazi, nékteré zdroje vSak uvadeji fazi I,

transmembranovy export (Dostalek, 2006).

2.1 1. Faze

V 1. fazi biotransformace dochézi k odkryti nebo zavedeni polarni funkéni skupiny (-OH,
-COOH, -NH,, -SH) do molekuly lé¢iva. Enzymy, ucastnici se biotransformace xenobiotik, se
nachazi v lipofilnich membranach endoplasmatického retikula jater a dalSich tkani. Mezi reakce
I. faze jsou fazeny oxidace, ptfedstavujici vétSinu biotransformaci, kdy dochézi k zavedeni
hydroxylové skupiny do molekuly xenobiotika. Tyto reakce, zahrnujici naptiklad hydroxylace,
o-dealkylace (pfeména kodeinu na morfin), o-deaminace (pfeména amfetaminu na
fenylpropanon), N-oxidace a oxidace alifatickych alkoholi jsou lokalizovany vyhradné
v endoplasmatickém retikulu (ER). Reduktivni reakce maji u ¢lov€ka maly vyznam, vyskytuji se
pfevazné v ER a cytoplazmé a patii mezi né azo-, nitro- a keto- redukce. Hydrolytické reakce
jsou lokalizovdny mimo ER, mezi nejvyznamnéj$i substraty hydroldaz patii estery a amidy.
CYP450, soucast mikrosomalniho monooxigendzového systému se smisenou funkci (MFO-
mixed function oxidases) hraje vyznamnou roli v prvni fazi detoxikace organismu.

Funkci tohoto systému, kdy je jeden atom kysliku zabudovan do molekuly substratu

a druhy do molekuly vody, lze vyjadfit nasledujici rovnici:

RH + NADPH + H" + O, — ROH + NADP" + H,0O
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MFO systém obsahuje 3 hlavni slozky: flavoproteinovy enzym NADPH:cytochrom P450
reduktasu slouzici jako déli¢ elektronového paru, hemthioldtovy enzym cytochrom P450 a jeho
biologickou membranu. Lipidy membrany zpusobuji konformacni zmény cytochromu P450

vedouci ke zvySeni afinity k substratu.

Fed*

Fe3* ROH

Fe3* RH NADPH:cytochrom P450 reduktasa "¢
A |

N NADPH: h P4 k ox
FeOH3* R- RO cytochrom 50 reduktasa
RH
TT Fe?* RH
FeO3* RH 3.
0,
6.
- Hzg\
Fe-OOH RH Fe? -0, RH
\5_& .
H* red
Fe2* -O,”RH

NADPH:cytochrom P450 reduktasa °*

NADPH:cytochrom P450 reduktasa "¢

Obr. 1: Mechanismus aktivace kyslikového atomu (upraveno podle Guengerich, 2007)

Reakeni cyklus cytochroma P450 se sklada alespon z osmi kroka (schématicky znazornéno
na obr. 1) a probihd uspofddanym mechanismem. Hemové Zelezo je v klidovém stavu
s oxidaénim ¢&islem III v nizkospinovém stavu. Sestd valence je obsazena inertnim
(aminokyselinovym) ligandem nebo kyslikem vody. Po vzniknuti substratu [RH] do aktivniho
mista dochdzi k vytlaceni Sest¢ho ligandu Zeleza, které ziistane ve vysokospinovém stavu
a zaroven ke konformacni zméné v molekule enzymu. Tato zména ma za nasledek i zménu
spektralnich vlastnosti cytochromu P450 (posunem absorp¢niho pasu hemu). Vazbou substratu je

umoznéna jednoelektronova redukce cytochromu P450 interakci s NADPH:cytochrom P450
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reduktasou, &imz se hemové Zelezo redukuje na Fe", pficemz zlstavé stale pentakoordinovano
(vysokospinovy stav). Tato forma enzymu je pak schopna vazat molekularni kyslik nebo jiné
ligandy. Navazanim molekularniho kysliku se déle tvoii ternarni ferrisuperoxidovy komplex, kde
je zelezo opét hexakoordinované a v nizkospinové formé&. Tento nepftili§ stabilni komplex je dale
redukovan NADPH:cytochrom P450 reduktasou nebo NADH:cytochrom bs reduktasou, ¢imz
dochdzi k aktivaci kysliku na peroxidovy anion. Pokud neni druhy elektron doruc¢en dostate¢né
rychle, komplex se rozpada a uvolnény superoxidovy anionradikal je pak superoxiddismutasou
pfeménén na peroxid vodiku. Komplex cytochromu P450 s biatomickou molekulou kysliku po
druhé redukeci je jiz zcela aktivovanou formou cytochromu P450, ve které dochézi ke Stépeni
vazby O-0O, pficemz jeden atom kysliku je redukovan, pfijme dva protony a dojde k uvolnéni
vody, zatimco druhy zistane vdzdn na Fe hemu a vznikd tak ferrioxenovy komplex. Ten je
stabilizovdn mezomernim posunem elektronu z thiolatové siry na kyslik. Takto vznikly reaktivni
kyslikovy radikal je schopen vytrhnout vodikovy atom z molekuly vhodného substratu za vzniku
radikalu substratu a hydroxylového radikalu vazaného na Fe hemu. Dochazi k rekombinaci
radikald za vzniku nativni formy cytochromu P450 a hydroxyderivatu substratu [ROH], jenz je

z enzymu uvolnén (Stiborova et al., 2004).

2.2 1II. Faze

Do druh¢ faze detoxikace vstupuji produkty z faze prvni, ale také latky nezménéné, pokud
obsahuji vhodné funk¢ni skupiny. V této fazi dochéazi k navazani malé, vétSinou polarni molekuly
na funkéni skupinu substratu, ¢imZ se zvysi polarita metabolitu xenobiotika a usnadni se jeho
exkrece. VétSina konjugacnich reakei je katalyzovana enzymy ze tfidy transferaz (UDP -
glukuronosyltransferazy, glutathion-S-transferazy, sulfotransferazy). Mezi nejdilezitejsi
a nejcastéjsi reakce II. faze patii glukuronidace, neboli konjugace s kyselinou glukuronovou za
katalyzy UDP - glukuronosyltransferazou, ktera je lokalizovana do jater, ledvin, plic a placenty.
Zajimava je aktivita UDP - glukoronosyltransferazy béhem Zivota. Téméf inaktivni je v plodu
(Theresa et al., 2004), kdy je navic inhibovana pregnadiolem, coz vede ke snizenému vylu¢ovani
bilirubinu a k tzv. novorozenecké Zloutence. Jeji aktivita roste s vékem. Mezi dalsi syntetické

reakce patii sulfatace, N-acetylace, metylace, konjugace s glutathionem a aminokyselinami,

nejcastéji s glycinem za vzniku hippurovych kyselin.
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2.3 III. faze

Preménéné xenobiotikum se dostava z bunék do krve a vylucuje se z organismu stolici,
moci, potem a vydechovanym vzduchem. Nemetabolizovana xenobiotika nebo konjugéty,
vytvofené ve druhé fazi, transportuji z buiiky transmembranové proteiny. Nejznadméjsi protein je
P - gykoprotein (multidrug resistant protein, MDR1), ktery transportuje hydrofobni neutralné
nebo pozitivné nabité molekuly z buiikky do extracelularniho prostfedi a hraje vyznamnou roli
v absorpci, distribuci a eliminaci 1é¢iv (Ito a Alcorn, 2003). Bunky se timto chrani pfed vysokou
koncentraci xenobiotika v cytoplazmé. Kdyz koncentrace 1éciva v krvi stoupd, zvySuje se
rychlost eliminace ledvinami. P - glykoproteiny jsou ATP - dependentni membranové pienaSece
organickych iontl (Zhang et al, 1998) a plni tedy funkci ochrany organismi pted vlivy
toxickych latek v jejich organismu. MDR1 vytvaii velky vodni kanal, ktery je uzavieny smérem
k cytoplazmé a otevieny do extracelularniho prostoru (Rosenberg et al, 1997). V cytosolu se
nachazi dvé domény vazajici nukleotidy, kde se uskutecituje hydrolyza ATP za uvolnéni energie
vyuzivané k transportu substrati (Pechandova et al., 2006). S MDRI interaguje velmi rozsahé
mnozstvi chemicky 1 funkéné odliSnych latek. Je zajimavée, ze P - glykoprotein a CYP3A4 maji
piekryvajici se substratovou specifitu a kviili podobnosti induktorti a inhibitor,, mnoho 1ékovych
interakci ovlivni jak CYP3A4, tak P-glykoprotein (Lin a Yamazaki, 2003). Konjugaty
s kyselinou glukuronovou, sulfaty nebo glutation jsou vylouceny z builkky exportnimi pumpami
OATP (Organic anion transtporting polypeptides). OATP je genova ,,superrodina‘“ transportujici
amfipatické organické roztoky. VétSina znich jsou exprimovany v plicich, srdci, stieve,
ledvinach, placenté, ale nekteré z nich i v jatrech (Hagenbuch a Meier, 2003). Na transportu se
dale podili systém OCT (organic cation transporters) u ¢lovéka exprimované prevazné v jatrech
(Faber et al., 2003), transportujici malé organické kationty, jako dopamin, adrenalin,

noradrenalin, thiamin, cholin a serotonin.
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3 Cytochromy P450

Cytochromy P450, monooxigenazy se systematickym oznacenim 1.14.14.1 (Zuber et al,,
2002) tvofti ,,superrodinu“ hemthiolatovych enzymi zapojenych v metabolismu Siroké fady 1éciv
a xenobiotik. Tyto proteiny byly objeveny Klingenbergem v roce 1958 a pojmenovany o 3 roky
pozdéji (Omura ef al., 1962). Jedna se o pigment (odtud zkratka ,,P*), ktery po redukci hemového
zeleza v komplexu s CO (oxidem uhelnatym) absorbuje pii 450 nm (Omura a Sato, 1962; 1964).

Cytochromy P450 se vyskytuji v lidském téle pfevazné v jatrech, také v plicich,
ledvinéch, tenkém stfevé, kizi, mozku, placenté a nadledvinkach. Vyskytuji se prakticky ve
vSech typech savéich bunék s vyjimkou erytrocytti a svalovych bunék.

Mnozstvi cytochromli P450 je zavislé na mnoha faktorech jako je napf. geneticky
polymorfismus, vliv vnéjSich podminek (environmentdlni polutanty chemické ev. fyzikalni
povahy), vyziva, v€k, koufeni, konzumace alkoholu a piisobeni podavanych 1é¢iv (Stephens et
al., 1994; Guengerich, 1995; Daly, 1995). Polymorfismus je definovan jako geneticky podminéna
odliSnost postihujici alespont 2 % uvazované populace (Guengerich, 1995). Zmény, které se
vyskytuji méné¢ casto, se obvykle nazyvaji ,.genetickd deficience" nebo ,,vrozené chyby
metabolismu". Polymorfismus cytochromti P450 se také 1isi u riznych lidskych ras a populaci
(Guengerich, 1995).

U clovéka bylo identifikovdno 57 raznych forem CYP450 (Gonzales, 2005)
nsuperrodina® lidskych P450 se ¢leni na 4 rodiny enzymt (CYP1, CYP2, CYP3
a CYP4), které jsou zapojeny do metabolismu xenobiotik (Gonzales ef al., 1998).

oCYP1AZ
B CYP2AR
OCYPZEG
OCYPR2C
BCYP2DE
BCYPRED
BCYP3A
O Ostatni

Graf 1: Primérny podil jednotlivych isoforem na celkovém P450 v jatrech (vlevo), prumérny
podil jednotlivych isoforem na metabolismu 1é¢iv  (vpravo) (upraveno podle
www.lthk.cuni.cz/farmakol/interakce/P450.htm).
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3.1 Nazvoslovi

V 70. letech bylo mnoho forem CYP450 purifikovano z potkanich a krali¢ich jater
(Haugen et al., 1975; Johnson a Schwab, 1984; Ryan et al., 1978; Guengerich, 1987), pozdé&ji
z jater lidskych (Distlerath a Guengerich, 1987; Guenderich, 1995). V 80. letech doslo k velkému
pokroku v oblasti metod vyuzivajicich rekombinantni DNA a naslednému utvofeni jednotné
nomenklatury.

V soucasné dob¢ je uzivané nazvoslovi zalozené na podobnosti aminokyselinové
sekvence vytvofené Nebertem a jeho spolupracovniky (Nebert et al., 1987; 1989; Nelson et al.,
cytochromy se fadi mezi Cleny tzv. ,superrodiny®. Pfislusnost k ,,superrodiné* se oznacuje
zkratkou CYP (CYtochrome P450). Do stejné rodiny patii cytochromy majici sekvencni
homologii vétsi nez 40 % oznacené arabskou Cislici (CYP3), stejnou podrodinu uréuje primarni
struktura identickd z vice jak 60 % oznacend velkym pismenem (CYP3A) a posledni arabska

Cislice charakterizuje jednotlivy enzym (CYP 3A4).

3.2 Cytochrom 3A4

Nejvice zastoupend forma CYP450 v lidskych jatrech, kterd zaujima asi 30% veskerého
CYP450 je CYP3A (Shimada et al., 1994). Pivodné byl tento enzym nazyvan podle schopnosti
oxidovat nifedipin jako P450NF a pod timto ndzvem byl také poprvé izolovan (Brian et al.,
1990). Zprosttedkovani metabolismu a obecné pfemén endogennich steroida prevazné v jatrech,
stitevé a mozku, byla zfejmé jeho piivodni role (Thummel a Wilkonson, 1998). Genova rodina 3A
(CYP3A) cytochormu P450 u clovéka zahrnuje 4 geny, CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7
a CYP3A43, které jsou lokalizovany v tandemovém usporadani na chromozomu 7 (Gellner et al.,
2001). Podrodina CYP3A usnadiiuje eliminaci mnoha 1é¢iv, dalSich xenobiotik a endogennich
molekul jako androgeni, estrogenii a vitaminu D, z téla (Lambda et al., 2002). CYP3A4 je
u dospélého Cloveka dominantnim enzymem v lidskych jatrech a tenkém strevé, CYP3AS
a CYP3A7 je exprimovan pievdzné v jatrech fetdlnich (Hakkola er al, 2001). CYP3A4 je
zapojen v metabolismu vice nez 50% klinicky uZzivanych 1é¢iv, jako cyklosporin, nifidepin,
erythromycin a endogennich latek (Wrighton a Stevens, 1992; Guengerich, 1999), katalyzuje 603 -
hydroxylaci testosteronu a kortizolu (Brian et al, 1990) a je soucasti bioaktivace

enviromentalnich karcinogeni, jako aflatoxin B1 (Schimada et al., 1989).
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3.2.1 Regulace CYP3A4

V jatrech exprimovany CYP3A4 je transkripéné regulovan mnoZstvim transkripcnich
rustovych faktordi a hormont (napt. glukokortikoidy, triiodothyronin (Schuetz ef al., 1993; Liddle
et al., 1998) a xenobiotiky fenobarbitalem, clotrimazolem a rifampicinem (Daujat et al., 1991;
Schuetz et al., 1993; Kocarek et al., 1995).

Po podani urcitych latek, tzv. iduktorti (barbituraty, nékteré steroidy - dexamethazon,
rifampicin a extrakt z tfezalky teckované (Guengerich, 1997)), se jeho hladiny zvySuji.
Dusledkem tohoto typu interakci je snizeni hladiny metabolizované latky a vzrist hladiny
metabolitu. Latkami, které jsou bud’ souCasné substraty (statiny, blokatory vapnikovych kanala),
nebo latkami, které pevné obsadi vazebné misto enzymu a znemozni tak ti€¢innou eliminaci 1éCiva
(azoly, nektera makrolidova antibiotika), ptfipadné jinymi mechanizmy (slozky grapefruitového
dZzusu), dochézi k inhibici a snizeni aktivity CYP3A4. Nékteré induktory a inhibitory CYP3A4
jsou uvedeny v tabulce (viz tab. 1). Velmi Castym typem lékovych interakci je kompetice dvou
nebo vice latek, vazajicich se na CYP3A4, o vazebné misto na tomto enzymu, coz vede ke
zvySeni hladiny ,,znevyhodnéného* 1é¢iva. Farmakokinetické interakce na zékladé popsanych
principi mély v fad¢ piipadi zavazné dusledky vcetné selhani 1é€by nebo nezadoucich
a toxickych ucinkli vedoucich az k umrti pacienta (v disledku vyznamného zvySeni hladiny
jednoho Ié¢iva nebo obou soucasné podavanych lé¢ivych ptipravki) (Guengerich, 1997). Tato
skutecnost je vyznamna pii l€kovych interakcich, ¢imz se CYP3A4 dostava do oblasti zajmu

vyzkumu.
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induktory CYP3A4

barbituraty, phenytoin, carbamazepin, griseofulvin, primidon, rifampicin
dexamethason, sexualni steroidy

inhibitory CYP3A4

blokatory kalciového kanalu: diltiazem, mibefradil

antimykotika: itraconazol, ketoconazol, fluconazol

makrolidova antibiotika: erythromycin, clarithromycin, azithromycin
kortikosteroidy

antiestrogeny: tamoxifen

antiulcerdza: cimetidin

antidepresiva: fluoxetin, fluvoxamin

hypnotika: midazolam

imunosupresiva: cyklofosfamid

grapefruitova stava (popft. flavonoidy i jiného piivodu)

Tab. I:  N¢které  induktory a  inhibitory = cytochromu  3A4  (pfevzato
z http://nova.medicina.cz/odborne)

Klinické studie se substraty CYP3A4 indikuji, Ze pfiblizn€¢ 90 % interindividudlni
variability v aktivité hepatického CYP3A4, je determinované geneticky (Ozdemir et al., 2000).
Interinvidudlni variabilita v jeho aktivit¢ miize také ovlivilovat individudlni predispozice
k nddorim (rakovina jater a Zaludku) zpiisobenych environmentalnimi karcinogeny (Forrester et

al., 1990; Paolini et al., 1999).

4 Jaderné receptory

Prvni jaderny receptor (v anglické terminologii nuklearni receptor, NR) byl identifikovan
biochemickymi postupy roku 1960 (Jensen a Khan, 2004). Teprve ptfed 25 lety byl klonovan
lidsky glukokortikoidni receptor (GR, NR3C1) Evansem a jeho spolupracovniky a estrogenovy
receptor (ER, podtyp alfa NR3A1) Chambonem a Greenem (Hollenberg et al., 1985; Green et al.,
mnohobunéénych Zivocichti, dlouho pted divergenci obratlovcil a bezobratlych (Escriva et al.,

1997; Owen a Zelent, 2000).
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Nuklearni receptory (NR) patii mezi jednu z nejvétSich skupin transkripénich faktora se
48 ¢leny. Z doposud znamych 48 NR byl identifikovan endogenni ligand pouze pro 24 receptorti
(Germain et al., 2006). Tyto klasické receptory jsou na ligandu zavislé transkripéni faktory
a odpovidaji pfimo na rizné druhy metabolickych intermediati a latek hormonélni povahy
(Germain et al., 2006), ¢imZz je kontrolovana jejich aktivita. Receptor, ktery sdili stejnou
strukturu s dal§imi receptory, ale jehoz endogenni ligand jesté¢ nebyl identifikovan, se nazyva
orphanovy (sirot¢i) receptor.

V lidském genomu reguluji NR odlisné biologické procesy zahrnujici metabolismus,

homeostazi, vyvoj a reprodukci (Maglich et al., 2001).

4.1 Nomenklatura

Lidskd rodina nukledrnich receptori je clenéna na zdklad€ sekvencéni podobnosti
a fylogenetického stromu do 6 evolu¢nich skupin (Nuclear Receptor Nomenclature Committee,

1999; Escriva et al., 2000; Thornton a DeSalle, 2000):

1. Tato velkd skupina obsahuje receptory TRs, RARs, VDR (NRI1I1), a PPARs, také
orphanové (sirot¢i) receptory RORs, Rev-erbs, CAR (NR1I3), PXR (NR112), LXRs
a dalsi.

2. Skupina zahrnuje RXRs, COUP-TF, a HNF-4.

3. Subrodina zahrnuje steroidni receptory ERs, GRs, PRs, a ARs a ERRs.

4. Tato mald skupina obsahuje nervovym rustovym faktorem indukovany klon B skupinu
orfanovych recepterit NGFI-B (NR4A1), NURR1 (NR4A2) a NOR1 (NR4A3).

5. Dalsi malé skupina zahrnuje steroidogenni faktor 1 (NR5A1) a receptory piibuzné
Drosophila FTZ-F1.

6. Subrodina obsahuje pouze receptor GCNF1 (NR6A1), ktery se nehodi mezi zadné

uvedené subrodiny.

4.2 Struktura a funkce

Vsechni ¢lenové NR sdili nékolik konzervovanych strukturnich domén (vétSinou 5 nebo 6
oznacenych A-F od N-konce k C-konci), které jsou pro funkci receptoru nezbytné (Kumar et al.,

2004). Na C-konci se vyskytuje ligand-vazebnd doména (ligand binding domain, LBD), mezi
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riznymi NR je mirn¢€ konzervovana v sekvenci, zato vysoce konzervovana ve struktuie. Dovoluje
vazbu ligandu a dimerizaci. LBD obsahuje 4 strukturalné odlisné, ale funkéné spojené povrchy:
- dimerizacni, jez zprostiedkovava interakce s partnerem LBD,
- ligand-binding pocket (LBP), interaguje s odliSnymi malymi lipofilnimi molekulami
v ptipad¢€ navazani ligandu na NR,
- koregulacni vazebny povrch, ktery se vaze ke komplexu regulacnich proteinti, jez
moduluji pozitivné nebo negativné transkripéni aktivitu a
- aktivacni funkéni helix (AF-2). Po vazb¢ ligandu dochdzi ke konformaénim zménam, jez

zpusobi vazbu koaktivatori do AF-2 regionu (Glass a Rosenfeld, 2000).

LBD je spojena s doménou rozpoznavajici specifické sekvence promotorové DNA, tzv.
DNA-vazebnou doménou (DNA-binding domain, DBD) nekonzervovanymi zavésnymi oblastmi,
D regionem (Hinge region — tzv. pant). D region je velmi malo konzervovand doména, ktera
dovoluje rotaci C regionu, ¢imz zaujiméa odlisné konformace. DBD je nejvice konzervovana
doména. In vitro studie ukazuji, Ze se NR vazi pfes tuto doménu k hormondlnimu
responzibilnimu receptoru (HRE) (Kumar et al., 1986). DBD obsahuje 2 alfa fetézce a 2 zinkové
prsty bohaté na cystein, ucastni se také v post-translacni modifikaci, je zapojena v jaderné
lokalizaci a v interakci s transkripénimi faktory a koaktivatory.

VétsSina NR jsou aktivni jako dimery, bud’ jako homodimery, nebo heterodimery s retinoidnim
X receptorem (RXR). U obratlovel existuji 3 odlisné geny RXR, RXR a, B, v, ¢imZ vznika
mnoho proteinovych produktii v disledku odliSnych promotori a alternativniho sestfihu.

N-terminalni oblast A/B regionu je v sekvenci a délce vysoce variabilni, vSechny NR vSak
obsahuji region AF-1 (activation function 1), ktery funguje nezavisle na ligandu (Nagpal et al.,
1993). Transkripcni aktivace AF-1 je normalné velmi nizkd, spolupracuje ale s AF-2 doménou

v LBD za produkce silngjsi upregulace genové exprese.
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N-terminal Hinge

domain region
b A/B C D E
DNA binding Ligand binding
! domain (DBD) doman (LDB)

3D

Obr. 2: Strukturdlni organizace nuklearniho receptoru. Nahote: schématicka 1D
aminokyselinova sekvence nukledrniho receptoru. Dole: 3D struktura DBD (vazba k DNA)
a LBD (vazba hormonu) oblasti nukledrniho receptoru. Uvadénad struktura je struktura
estrogenniho receptoru. A/B = N-terminalni doména, C = DNA binding domain, D = hinge
region, E = Ligand binding domain, F = C-terminalni doména (www.wikipedia.org).

4.3 Intracelularni lokalizace

Studie, zabyvajici se subcelularni lokalizaci pregnanového X receptoru (PXR), poskytuji
konfliktni vysledky. Dvé skupiny védct prohlasuji, ze PXR je lokalizovany v jadfe bez ohledu na
vazbu ligandu. V jedné takové studii Kawana et al. (2003) za vyuziti transientni exprese v HelLa
buiikdch dokazali, Ze PXR byl lokalizovany v jadfe v absenci ligandu. Identifikovali také jaderny
lokaliza¢ni signdl (nuclear localization signal, NLS) v DBD pregnanového receptoru. Odstranéni
DBD me¢lo za nésledek vyhradné cytoplazmatickou lokalizaci a mutace v predpokladaném NLS
zaprtiCinila lokalizaci jednak v cytoplazmé, ale také v jadie. Tento vysledek byl shodny s druhou
praci za pouziti imunobarveni, kdy bylo dokazano, Ze lidsky PXR se vyskytuje vyhradné v jadie
bud’ v absenci ligandu, nebo ve vazbé (Koyano et al., 2004). Dalsi studie jsou opacného nazoru.
PXR z mysich jater se vyskytoval v cytoplazmé a translokoval do jadra pouze po ovlivnéni PCN
(pregnenolone-16 a-carbonitrile), nebo dalSimi agonisty (Kawana et al, 2003; Squires et al.,

Mrve

lidsky), nebo v povaze experimentu (in vivo vs. in vitro).
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Jaderna lokalizace NR je regulovana dimerizaci s RXR nebo interakci s koregulatory
(Baumann et al., 2001). V cytoplazmé se NR vazi s heat shock proteiny a tato asociace zabrani

transportu receptoru jadernymi pory (DeFranco ef al., 1998).

4.4 Koregulacni proteiny

Celkova aktivita NR zavisi na rozsahlém poctu koregulaénich proteinti, které se nevazi
k DNA pfimo, ale maji zfetelny efekt na vyslednou expresi genu (Glass et al, 2000).
Neligandové NR vytvaii komplex s korepresory, které inhibuji transkripéni aktivitu, ¢asto vazbou
dalsich kofaktorti, jez maji HDAC (histon deacetylasovou) aktivitu. HDAC vaze chromatinovou
strukturu, coZ vede ke kompakci chromatinu a transkripéni represi genll. Po aktivaci NR vazbou
ligandu nebo fosforylaci, dochdzi k indukci konformacnich zmén, které zpisobi disociaci
komplexu korepresoru a naslednou vazbu komplexu koaktivarotu. Vazbou komplexu, majiciho
HAT (histon acetylazovou) aktivitu, se zvysi transkripce genli. Koregulacni proteiny tim
poskytuji sekundarni specifitu v modulaci exprese genii skrz NR. Mnoho koaktivatort
nuklearnich receptort preferenéné interaguji s NR na C-termindlni AF-2 doméné ptes -LXXLL-

motiv ktery predstavuje prototypicky NR-interak¢ni motiv (Staudinger a Lichti, 2007).

4.5 Post - translac¢ni modifikace

Transkripcni aktivita NR je modulovand mnohymi post-translacnimi modifikacemi
receptoru samotného, nebo jeho koregulacnich proteinti. Fosforylace, acetylace, SUMOylace,
ubiquitinace a metylace maji vliv na funkci NR a piedstavuji dilezity bunécny integracni
mechanismus (Kouzarides, 2000; Wang et al., 2001; Fu et al., 2002; Perissi a Rosenfeld, 2005).
NR jsou fosfoproteiny a pievazna vétsina fosforylacnich mist lezi uvnitt aminoterminalniho A/B
regionu, dal$i mista jsou lokalizovana také v DBD a LBD (Rochette-Egly et al., 1995; Delmotte
et al., 1999). Nejvice modifikovana residua v A/B doméné¢ jsou seriny obklopené proliny. Proto
koresponduji se souhlasnymi misty pro prolin-dependentni kinazy, jez zahrnuji cyklin-
dependentni kindzy a MAPK (Morgan, 1995; Chang a Karin, 2001; Pearson ef al., 2001). Také
nekteré koaktivatory a korepresory (SRC-1, TIF2, RAC3, PGC-1, p300, CBP, NCoR a SMRT)
jsou fosfoproteiny, které jsou samy cileny ve funkci mnoha kinaz (Font de Mora a Brown, 2000;

Rowan et al., 2000; Yuan a Gambee, 2000; Knutti et al, 2001; Lopez et al., 2001; Vo
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a Goodman, 2001). Fosforylace mtize zvysit interakce koaktivatorti s NR, schopnost rekrutovat

HAT komplex a enzymatickou aktivitu.

4.6 Pregnanovy X receptor

PXR patii do "ligandem aktivované" rodiny transkripcnich faktord. Do této rodiny dale
nalezi CAR (konstitutivni androstanovy receptor), VDR (receptor pro vitamin D), GR
(glukokortikoidni receptor), ER (estrogenni receptor) a dalsi (Giguere, 1999).

U ¢lovéka PXR zplsobuje xenobiotiky zprostfedkovanou indukci CYP3A4 (Bertilsson, et
al., 1998; Blumberg, et al., 1998; Lehmann, et al., 1998), CYP3A7 (Pascussi et al., 1999;
Bertilsson et al., 2001) CYP2B6 (Goodvin et al., 2001), CYP2C8 a CYP2C9 (Gerbal-Chaloin et
al., 2001; Synold et al., 2001; Gerbal-Chaloin et al., 2002). PXR kontroluje expresi gent
kédujicich UDP-glucoronosyltransferazu a glutathion-S-transferdzu (Madhu a Klaassen, 1991;
Hosokava et al., 1993; Liu a Klaassen 1996; Dunn et al., 1999; Runge-Morris et al., 1999)
zapojenych ve II. fazi metabolismu xenobiotik a transmembranové proteiny MDR1 a MDR2
(Synold et al., 2001; Geick et al., 2001; Dussault ef al., 2001; Kast ef al., 2002) nezbytné pro fazi
III. Tim se PXR stava dulezitym a ucinnym reguldtorem exprese gentli, zapojenych ve vSech
fazich metabolismu xenobiotik a jejich exkreci. Kromé& vyznamné ulohy v metabolismu
cizorodych latek se PXR ucastni také regulace fyziologickych a patofyziologickych procest,
jakymi jsou kostni, cholesterolova, lipidova, mineralo- a glukokortikoidni homeostaza c¢i
zanétliva odpoveéd’ (Ma et al., 2008).

PXR interaguje s jeho piibuznym responzivnim elementem v 5’-flanking regionu cilovych
genu formaci heterodimeru s RXR. Neékteré z téchto elementi jsou rozpoznavané také CAR
(Sueyoshi et al., 1999) a VDR (Thummel et al., 2001; Drocourt et al., 2002) taktéz po
heterodimerizaci s RXR. PXR a CAR sdili ptekryvajici se funk¢énost ve vazbé ligandu a aktivaci
genl. Moore et al., (2000) zjistili, ze oba receptory mohou byt aktivovany stejnymi xenobiotiky,
ptikladné rifampicinem a fenobarbitalem.

PXR je exprimovany v jatrech, tenkém a tlustém stfevé (Lehmann et al, 1998). Tento
receptor vétSinou s nizkou afinitou vaze Siroky rozsah strukturdln€ odliSnych exogennich
a endogennich chemikalii zahrnujici 1é¢iva rifampicin, fenobarbital, nifidepin, clotrimazol,
mifepriston, metyrapon (Bertilsson et al., 1998; Blumberg et al., 1998; Lehmann et al., 1998;
Ogg et al., 1999; Moore a Kliewer, 2000; El-Sankari et al., 2000; Harvey et al., 2000; Drocourt
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et al., 2001) a steroidni hormony jako progesteron, estrogeny a kortikosterony (Moore a Kliewer,
2000). Pti analyze krystalové struktury bylo zjiSténo, Ze doména vdazajici ligand je vysoce
hydrofobni a flexibilni, a proto se molekuly odlisné velikosti mohou vézat v riznych orientacich

(Watkins et al., 2001).

4.6.1 Schématicka transaktivace pregnanového X receptoru

Ligand vstupuje do buniky pasivni difizi, nebo pomoci transportéri a vaze se
k nuklearnimu receptoru v cytosolu. PXR v cytoplazmé je v komplexu s chaperony, jako je hsp90
(heat shock 90 kDa). Ligandovany nukledrni receptor disociuje z multiproteinového komplexu
a translokuje do jadra, kde se vdZze s RXR nuklearnim receptorem za vzniku heterodimeru
PXR/RXR. K heterodimeru se pfipoji koaktivatory a komplex se vaze do regula¢niho regionu
(PXRRE) cilovych geni. Za pfitomnosti RNA polymerazy II (RNA pol II) dochazi k expresi
genll. Koaktivatory maji histon acetyltransferdzovou aktivitu, kterd dovoli dekompakci
chromatinu a néslednou aktivaci gent. V jadie muize byt PXR v asociaci s komplexem
korepresort. Komplex obsahuje korepresor SMRT (NCOR2) s histon deacetylazovou aktivitou.
Deacetylace histonti vede ke kompakci chromatinu a transkripéni represi gend. Vazba ligandu
k nuklearnimu receptoru PXR v jadie zplisobi uvolnéni korepresoru, naslednou vazbu komplexu
koaktivatort a transkrip¢ni aktivaci exprese geni. SHP (Short/Small heterodimer partner; small
heterodimer partner, NROB2) inhibuje PXR-zprostfedkovanou transaktivaci CYP3A4,
aktivovany PXR inhibuje expresi SHP, ¢imz je redukovand exprese SHP a aktivovana transkripce

CYP3A4 (Pavek a Dvortak, 2008).
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Obr. 3: Schématické transaktivace nuklearniho receptoru PXR. PXR, Pregnanovy X receptor;
RXR, retinoidni receptor; hsp90, heat shock protein 90; SHP, Short/Small heterodimer partner;
small heterodimer partner, NROB2; RNA poly II, RNA polymeraza II.

5 Transkrip¢ni regulace CYP3A4

Exprese Lidského CYP3A4 je také regulovand nuklearnim receptorem PXR. Heterodimer
PXR/RXR se vaze do responzivniho elementu [repetice AG(G/T)TCA] v 5’-flanking regionu
genu CYP3A4 a po plsobeni induktory dochazi ke stimulaci jeho transkripce (Bertilsson ef al.,
1998; Blumberg et al., 1998; Kliewer et al., 1998; Lehmann et al., 1998). Jones et al. (2000)
popsal, Ze spousta sloucenin, které indukuji expresi CYP3A se vazi pfimo k PXR. Také genetické
variace PXR miizou mit dramaticky dopad na expresi CYP3A4 (Eichelbaum a Burk, 2001).

Proximalni CYP3A4 promotor (baze -362 az +53), obracend repetice AG(G/T)TCA
hexamer oddéleny Sesti nukleotidy (ER-6), vystupuje jako minimalni promotor (prPXRE).
Druhy, distalni enhancer modul (XREM) lokalizovany mezi -7,8 a -7,2 kb, upstream zacatku

transkripce, je ve spojeni s elementy v regionu proximalniho promotoru, kam se vaze PXR
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a CAR, zprosttedkujiciho transaktivaci CYP3A4 (Goodwin ef al., 1999; 2002).

CLEM4 (constitutive liver enhancer module), region od -11,4 do -10,5 kb, ma funk¢nost
konstitutivni aktivace CYP3A4 (Goodwin et al., 2005). S CLEM4 interaguje fada transkripénich
faktord, ptikladné HNF1a, HNF4a, USF1 a AP-1 (Goodwin ef al., 2002). V CLEM4 byl nalezen
geneticky polymorfismus obsahujici tfinukleotidové inzerce TGT, jez ovlivni zvySeni aktivity
genu CYP3A4 in vitro (Matsumura et al., 2004). Dalsi funk¢éni vazebné misto HNF4a bylo
objeveno uvnitf distalniho enhancer modulu (XREM) (Tirona ef al., 2003). Toto vazebné misto je
zapojeno v indukci CYP3A4 kooperativni interakci se sousedicim PXR mistem (Tirona et al.,
2003). V 5’-flanking regionu genu CYP3A4 se nachazi n¢kolik C/EBP responzibilnich elementt.
C/EBPa je také zapojen v konstitutivni transkripci CYP3A4 srkz tfi proximalni elementy na
-121, -1393 and -1659 bp (Rodrigues-Antona et al., 2003). Dalsi distadlni enhancer zaujimajici
288 bp v genu CYP3A4 tvoii dvé izoformy, C/EBPa-LAP (liver activating protein) a C/EBPa-
LIP (liver inhibitory protein (Martinez-Jimenez et al., 2005).
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Obr. 4: Schématické znazornéni regulace CYP344 5’-flanking regionu v jaternich bunkach
specifickymi transkripénimi faktory (upraveno podle Martinez-Jiménez et al., 2007).

6 Proteinkinazy ativované mitogeny

MAP kindzy (MAPK) jsou skupina serin/threoninovych kinaz zapojenych do systému
signalni transdukce. Utastni se kontroly genové exprese, reguluji proliferaci, diferenciaci, déleni
a pohyb eukaryotickych bunék. MAP kindzy jsou aktivované ristovymi faktory, cytokiny, UV
zafenim, osmotickym Sokem a oxidativnim stresem (Ding et al., 2002; Meng et al., 2005; Patel et
al., 2006; Kim et al., 2006; Li et al., 2007; Song a Lee, 2007).

Tyto kinazy fosforyluji dilezité transkripéni faktory piimo, nebo pies down-streamové
mitogeny aktivované proteinkinazy (Yang a Sharrocks, 2003).

MAPKKK jsou aktivované up-streamovou kindzou a dal$imi faktory jako jsou ¢leny Ras

a Rho rodiny malych GTP4z (Nishida a Gotoh, 1993; Lewis a Shapiro, 1998; Avruch et al., 2001,
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Kyriakir a Avruch, 2001) vazbou cytokinti na receptor TNF superrodiny (Davis, 2000; Kyriakis a
Avruch, 2001). Existuje nejméné 20 MKKK a nejméné 14 z nich aktivuji dradhu MKK4/MKK7-
JINK/MAPK (viz obr. 4) Mezi takové MKK patii MLK (mixed lineage kinases), které jsou
schopny fosforylace MKK4 a/nebo MKK?7 (Gallo a Johnson, 2002). MKK?7 je aktivovana
pirevazné cytokiny (tumor nekrosis faktor, TNF) a interleukin-1 (IL-1), zatimco MKK4 je
primdrné aktivovand environmentalnim stresem (Davis, 2000).

Proteinkinazy obsahuji 11 konzervovanych subdomén. Subdoména I az VII MLK se pfi
prvotnim vyzkumu podobala serin/threonin kindzam, zatimco subdoména VIII az XI byla vice
podobna tyrosin kindzdm. Proto, po klonovani genii pro MLK, byly tyto kindzy nazvany ,,mixed
lineage kinases*.

Pozd¢ji biochemické studie ukazaly, ze funguji jako serin/threonin kindzy. V minulych
letech byly identifikovany tfi podrodiny MLK obsahujici 7 odlisnych kindz: MLKI1-MLK4,
DLK, LZK a ZAK (Gallo a Johnson, 2002).

K autoinhibici kinazové aktivity MLK1-4 slouzi amino-terminalni Src-homologni - 3
doména (SH3) (Gallo a Johnson, 2002). Za touto doménou se nachazi smérem k C-konci
kindzova doména, obsahujici katalytické misto pro fosforylaci. Nasleduje leucinovy zip,
zprostifedkujici dimerizace a oligomerizace proteinti (Gallo a Johnson, 2002). Za leucinovym
zipem smérem k C-konci nasleduje Cdc42/Rac-interaktivni vazebny motiv (CRIB), ktery
zprostifedkovava interakce s Rho rodinou GTPéaz. Karboxylovy konec téchto proteinti je odliSny
z divodu rozdilnych regulac¢nich funkci, vSechny jsou ovSem bohaté na prolin. Funkce téchto

sekvenci bohatych na prolin neni zatim vysvétlena (Gallo a Johnson, 2002).

MAPKKK aktivuje down-streamovou MAPKK fosforylaci na Ser/Thr, MAPKK
fosforyluje MAPK na Thr183 a Tyr185 odd¢lené prolinem a posledni aktivovand MAP kinaza

z této kaskady fosforyluje rozsahlé mnozstvi substratil na residuu serinu a threoninu.
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Obr. 5: Signalni drdha c-Jun-N-terminélni kinazy. ASK, apoptosis signal-regulating kinase;
DLK, dual leucine zipper-bearing kinase; JNK, c-Jun amino-terminal kinase; MEKK, MEK
kinase; MLK, mixed-lineage protein kinase; TAK, transforming growth factor activated-[3-
protein kinase; TAO, 1001 amino acid; SP600125, 1,9-pyrazoloanthrone.

Mezi nejznaméjsi a nejdilezitéjsi MAPK patfi:
- ERK - extracelularnimi signély regulovana kinasa
- JNK/SAPK - c-Jun N-terminalni kindzy / stresem aktivované proteinkinazy

- p38

6.1 ERK

ERK (extracelularnimi signaly regulovana kinasa) zahrnuje 2 izoformy, ERK1 (44kD)
a ERK2 (42 kD), které jsou aktivovany rastovymi faktory, nebo mitogeny (Putz et al., 1999)
a podili se na ristu bunky a diferenciaci. Tyto kinazy sdili 83% podobnost v aminokyselinové
sekvenci a jsou exprimovany prakticky ve vSech typech tkani (Henklova, 2008). ERK jsou
aktivované dualni fosforylaci na Thr202/Tyr204 (Sturgill et al., 1988; Payne et al., 1991).
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6.2 p38 MAPK

Tento protein ma velikost 38 kD a jeho klonovanim byly identifikovany 4 izoformy. Je
exprimovan naptiklad v srdci, mozku, placenté a ledvinach (Jiang et al., 1996). VSechny MAPK
p38 jsou aktivovany MAPKK (MKK3 a MKK®6) (Enslen ef al., 1998), jez zprostiedkovavaji
fosforylaci Thr180 a Tyr182 (separovany glycinem). Typickymi aktivatory jsou cytokiny (Jiang
et al., 1996), UV zéteni (Li et al., 2007), osmoticky stres a rustové faktory (Jiang et al., 1996).
MAP kinaza p38 vystupuje v zanétlivych reakcich (Jiang et al., 1996), apoptdze (Mchichi et al.,
2007) a bunééném cyklu.

6.3 JNK/SAPK

JNK byla poprvé identifikovana v roce 1990 jako potkani jaterni kindza pro s mikrotubuly
asiciovany protein 2, ktery byl aktivovany injekci cykloheximidinu (Kyriakis a Avruch, 1990).
Paralelni studie identifikovaly proteinkinazy o velikosti 46 a 55 kDa schopné fosforylace Ser 63
a 73 v regionu N-terminalniho konce c-Jun, ¢imZ potencovaly jeho transaktivacni funkei (Hibi et
al., 1993). Molekularnim klonovanim SAPK a JNK bylo roku 1994 ukazano, Ze jsou tato kindzy
identické (Kyriakis et al., 1994; Derijard ef al., 1994).

Enzymy JNK jsou piitomny v zivocisSnych druzich od hlistic, octomilek az po ¢loveka
(Kawasaki et al., 1999; David, 2000; Ramet et al., 2002; Gallo a Johnson, 2002) JNK je zapojena
v reakcich pfi bunééné smrti, preziti bun¢k a diferenciaci (David, 2000; Kyriakis a Avruch,
2001).

V ramci lidského genomu rodinu JNK kéduji 3 geny (Jnkl, Jnk2, a Jnk3), lokalizované na
odlisnych chromozomech: 10q11.22, 5q35 a 4q21.3 (http://www.ncbi.hlm.nih.gov/entrez).
V ramci alternativniho sesttihu je produkovano vice nez 10 odlisnych proteinti, velikost produktt
jednotlivych genli se pohybuje v rozmezi od 46 kDa do 55 kDa (Robert et al., 2005), pticemz
sekvenéni  homologie je vyS§i nez 80 % (Barr a  Bogoyevitch, 2001).
Kazda JNK je exprimovana ve form¢ kratké (46 kDa) a dlouhé (54 kDa) (Pulverer et al., 1991).
Alternativni formy JNK1/2/3 se lisi v jejich schopnosti vazat a fosforylovat odlisné substraty
(Kallunki et al., 1994; Gupta et al., 1996). Zatimco JNK1 je exprimovana v mnoha typech tkani,
JNK3 je situovana ptevazné¢ do mozku (Gupta et al., 1996). Izoformy JNK3 maji molekulovou

hmotnost pievazné vyssi diky jejich prodlouzenému NH; konci.
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JNK je aktivovana dualni fosforylaci MAP kinazou MKK4 a MKK?7. K aktivaci drahy
JNK vede vystaveni bun¢k UV zareni (Smeal ef al., 1991; 1992), hyperosmolarité, (Kyriakis et
al., 1994) teplotnimu Soku (Behrens ef al., 1994), cytokininim (Pulverer ef al., 1991; Yang et al.,
1997) nebo rastovym faktoram (Kallunki et al., 1994; Gupta et al., 1996).

Draha JNK je organizovana dvéma odliSnymi mechanismy:
- rozpoznani motivu mezi MKKK a MKK, MKK a MAPK

- Scaffold proteiny, které skladaji drahu MKKK-MKK-MAPK ve vétsi proteinovy

komplex

Scaffolding proteiny jsou schopny vazat specifické proteinové komponenty a fidit
interakce mezi nimi. Mezi takové proteiny patii naptiklad scaffold protein JIP (JNK-interacting
protein) (Dickens et al., 1997), POSH (plenty of SH3s) (Tapon et al., 1998), JLP (Lee et al.,
2002) a JSAP1 (Ito et al., 1999).

Jako prvni JNK-interacting protein byl identifikovan JIP1, ktery interaguje s JNK
a neinteraguje s p38 a ERK (Dickens et al, 1997). Je schopny védzat mnoho komponentl
zapojenych do aktivace JNK, mezi MAPKKK interaguje také s MLK3 a DLK, mezi MAPKK
interaguje s MKK7. Koexprese JIP1 s MLK3 nebo MKK?7 zvysi schopnost téchto kindz aktivovat
JNK. Pokud je tento protein overexprimovan, vaze JNK a drzi ji v cytoplazmé, ¢imz blokuje jeji

aktivitu zptisobenou piikladné UV zafenim.

POSH byl poprvé identifikovan jako Rac-interagujici protein kvasinkovou two-hybrid
metodou, interakce je zavisla na GTP (Donovan ef al., 2002). Xu a spolupracovnici prokazali, Ze
exprese POSH indukuje fosforylaci JNK a apoptdézu v nervovych bunkach (Xu et al, 2003).
Mimoto je schopny pfimé interakce s MLK, MKK4,7 a INK. POSH je také dalsi ptiklad scaffold
proteinu zpisobujici bunéénou smrt skrz MAPK signalni kaskadu.

JNK byla poprvé identifikovana pro jeji schopnost fosforylovat transkripéni faktor c-Jun,
a tim zvySovat jeji schopnost transaktivovat dal§i geny (Hibi et al., 1993). Tato fosforylace
zesiluje transkripéni aktivitu c-Jun pfi ztraté represe zptisobenou histondeacetylazou 3 (Weiss et
al., 2003). C-Jun dimerizuje sam se sebou a dalSimi transkripénimi faktory (jako c-Fos, ATF)

k vytvotfeni activator protein-1 (AP-1) transkripéniho faktoru, ktery reguluje expresi nékolika
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gentl odpovidajicich na stres. N-terminalni fosforylace c-Jun zvySuje jeho stabilitu (Musti et al.,
1997). INK také fosforyluje a aktivuje dals§i AP-1 proteiny, zahrnujici JunB, JunD a ATF2,
FOXO4 (Essers et al., 2004) a jaderné hormonalni receptory jako glukokortikoidni receptor
(Rogatsky et al., 1998).

Substraty JNK byly nalezeny také v dalSich bunéénych kompartmentech, coz rozsituje jeji
funkci za transkripéni déje. Tyto nejaderné substraty zahrnuji s mikrotubuly asociovany protein
tau (Yoshida et al., 2004), cytosolické proteiny jako E3 ligazu Itch (Gao et al., 2004)
a mitochondridlni proteiny zrodiny bcl, Bad a Bim (Putcha et al, 2003; Yu et al, 2004).
Kharbanda et al. (2000) zaznamenali, ze JNK muZze fosforylovat a zmensSit proapoptickou
aktivitu obou Bcl-2 a Bcl-x;. Pozdé€jsi studie dokézaly, ze indukce apoptdzy ozaienim je spojena
s translokaci JNK do mitochondrii a vazbou k Bcl-xi..

Donovan et al. (2002) pozorovali, Ze JNK je schopna také fosforylovat proapopticky
protein Bad na serinu 128 a potencovat jeho proapopritcky efekt. Podobné byla JNK pozorovana
ve schopnosti fosforylovat proapopticky protein Bim a Bmf, a tim zplsobit jejich uvolnéni
z dyneinového  motorového  komplexu, ktery se translokuje do  mitochondrii
a nasledovné¢ dochdzi kuvolnéni mitochondridlnich medidtord bunééné smrti (Lei
a Davis, 2003). Dalsi transkripéni faktor a substrat JNK je protein p53, ktery je fosforylovany na
Thr81 (Buschmann et al., 2001). Po fosforylaci JNK p53 zplisobuje apoptdzu, coz je ve shodé
s jeho anti-onkogenni roli. Na druhou stranu, kdyz je JNK inaktivni, vdZze p53 mezi residui 97
a 116 a cili p53 k degradaci do proteasomu. Timto je JNK pravdépodobné schopna aktivovat
transkripcni a netranskripéni mechanismy ke spuSténi bunééné smrti.

Po objeveni inhibitord JNK bylo ziejmé, ze JNK hraje rozhodujici roli jako regulator
v nespocetnych onemocnénich jako diabetes, mrtvice, neurotrauma, Alzheimerova choroba,

ztrata sluchu, prestoze specifita téchto inhibitort je stale v otazce (Xu et al., 1996).
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6.3.1 Transkripéni faktor c-Jun

Nejintenzivnéji studovany transkripéni faktor c-Jun patii do ttidy bZip (basic region
leucin zipper) proteintl, jelikoz molekula dimerizuje pfes formaci stocené spiraly, leucinového
zipu. Smérem k N-konci se nachazi aktivacni doména, kterd je fosforylovana JNK na serinu 63
a 73. C-Jun mize jednak homodimerizovat, nebo tvofit heterodimery s dalSimi proteiny patfici
k rodin¢ c-Fos (cellular homolog of Finkel Biskis Jinkins murine osteosarcoma virus oncogene)
nebo ATF2 (activating transcription factor) (Zoumpourlis et al, 2000; Grosch et al., 2003).
Dimery se nazyvaji AP-1 (activator protein-1), rozpoznavaji se a vazi pres komplex
makromolekularnich interakci (mezi rezidui aminokyselin proteinu a hlavnim zldbkem kladného
fetézce DNA) k specifickym sekvencim DNA né&kterych promotorti, jez obsahuji AP-1 mista
(pseudopalindromatickd ATGACTCAT nebo rizné varianty).
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Obr. 6: Signalni draha c-Jun-N-terminalni kinazy (upraveno podle
www.cellsignal.com/pathways/map-kinase.jsp)
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7 Uloha c-Jun-N-terminalni kinasy v regulaci CYP3A4

7.1 Material a metody

7.1.1 Biologicky material

Bunky lidského hepatocelularniho karcinomu (HepG2) byly kultivované v Dulbecco’s
modified Eagle’s mediu (DMEM) doplnéném fetdlnim bovinnim sérem na 10 % se 100 U/mL
streptomycinu, 1 mg/mL penicilinu, 4 mM L-glutaminu a 1% neesencidlnich aminokyselin.

Buriky byly udrzovany pti 37°C a 5% CO, v inkubatoru.
7.1.2 Chemikalie

PBS 10x (NaCl 40g, KCI 1g, Na,HPO, . 12 H,O 16,05g, KH,PO4 1g)

0,25 % trypsin — EDTA, T4049, Sigma-Aldrich

trypanova modf, Trypan Blue, cell culture tested, T6146-256, Sigma-Aldrich

Fugene-HD, Transfection Reagent REF 04709691001, Roche

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), obohacené o antibiotika (penicillin,
streptomycin) a 10 % fetalniho bovinniho séra, D5796, Sigma-Aldrich

Plasmidy: K vytvoieni reporterového plasmidu s regionem CLEM4 byla pouzita metoda PCR
vyuzivajici sense primer 3A4 -11.4sKpnl a antisepse primer 3A4 -10.5Sacl. Tento fragment byl
vlozen do p3 A4(XREM/prox)-/uc plasmidu za vytvoreni p(3A4-CLEM4/XREM/prox)-luc
plasmidu, oznac¢eného v této praci jako A.-luc. Plasmid, oznaceny jako 3A4-luc, obsahuje bazalni
promotor s proximalnim PXR responzivnim elementem ER6 a distalnim enhancerem XREM
5’flanking regionu genu 3A4 vlozeny do reporterového vektoru pGL3-Basic reporter vector
(Promega, Madison, WI) (Goodwin et al., 1999), expresni plasmid PXR byl navrzen Dr. S.
Kliewerem (University of Texas, Dallas, TX). Ke konstrukci plasmidu ER6-luc byly
syntetizovany komplementarni pary oligonukleotida obsahujici tfi tandemové kopie ER6
responzivniho elementu promotoru CYP3A44 oligonukleotidy byly klonované do pGL4.23
vektoru obsahujici minimalni promotor (Promega) (Svecova et al., 2008)

Rifampicin 10 mM, R8883, Sigma-Aldrich

D-Sorbitol, DB0941, Bio BASIC INC.

SP600125, 25mM, S5567, Sigma-Aldrich
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Reporter Gene Assay Lysis Buffer, 11897675001, Roche
Luciferazovy pufr (D-Luciferin, 114K60503; Adenisin 5 -triphosphate, sigma, 055K7029),
Sigma-Aldich
Lyzaéni pufr RIPA (150 mM NaCl, 10mM Tris (pH = 7,2), 0,1% SDS, 1% Triton X- 100, 1%
deoxycholate Na, 5SmM EDTA)
Bradfordovo ¢inidlo (425 ml destilované vody, 15 ml 95% etanolu, 30 ml 88% kyseliny
fosforecné, 30 ml zasobniho roztoku Bradford obsahujici 100 ml 95% etanolu, 200 ml 88%
kyseliny fosforecné, 350 mg Serva Blue G)
Deionizovana voda
40% bis Akrylamid, Lot: 080703, Bio BASIC INC.
Running pufr (1,5 Tris-HCI, pH = 8,8)
10% SDS, L4522, Sigma-Aldrich
10%APS, A3426, Sigma-Aldrich
TEMED, Bio BASIC INC.,TB0508
Stacking pufr (0,5 Tris-HCI, pH = 6,8)
izopropanol, 20037-ATO, Lach Ner
Laemliho pufr (2,5 ml 4x stacking pufr, 4 ml 10% SDS, 2 ml glycerol, 2mg bromophenol blue,
0,31 g DTT, gsp voda 10 ml)
PVDF membrana, IPVH00010, Millipore
100 metanol, 30637, Lach Ner
Ponseau-S, P3504, Sigma-Aldrich
1x TBS tween20pufr
8% mléko, Laktino, odtu¢néné 1,3% tuku/hm, PROMIL
Albumin, AD0023, Bio BASIC INC.
WB Ladder, Page Ruler Prest.Prot., Fermentas
mléko, Laktino, odtu¢néné 1,3% tuku/hm, PROMIL
primarni protilatky
JNK- Thr183/Tyr185 Antibody Phospho SAPK/INK, 92518
c-Jun- P-C-Jun(Ser63/73), D1007
sekundarni protilatky

goat anti-rabit [gG-HRP Cot#61708
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rabbit-anti-goat [gG-HRP Lot#H2407

Substrat pro kifenovou peroxidazu, sc — 3048, Santa Cruz
7.1.3 Laboratorni pristroje

Culture incubator, MITRE 4000, contherm; tfepacka, yellow Line TTS2, Maneko;
Napétovy zdroj POWER, Power station 300, Labnet; Box laminarni biohazard, FASTER BH —
EN2004, Chemos; Mikroskop Olympus T2, Sériové cCislo 103411; dvojita vertikalni gelova
elektroforéza, Scie - plast; elektroblotter TV100 — EBK, Scie — plast; centrifuga BR4i Jouan,
sériové Cislo 39905646; Digital Dry Bath, Accublock, Labnet; Vahy AFP 210L, Adam; autoklav
PS21A, Chirana; Lednice Calex; Cyklér ELISA READER EL 800, Biotech; Vyrobnik
Supinkového ledu F100, Compact; Box skiinovy mrazici SAN, Sanyo; Vyvoldvaci automat
rentgenovych snimkt, Diirr XR 24PRO, Diirrdental; Deep freezer VXE380, Jouan, sériové ¢islo
50607016; Spectofotometr reader, Synegry HT, Bio — Tek.

7.1.4 Metody

Pasazovani bunék

1. Meédium z kultivacni lahve jsem odsala, oplachla Sml sterilniho PBS.
2. Napipetovala jsem 1 ml trypsinu na 75 cm’ a vlozila do inkubétoru
(2-3 min. pti 37°C).

3. Dadle jsem nepipetovala 9 ml sérového média a promichala v homogenni roztok bunék.
Pocitani bun¢k

1. Ze suspenze bun¢k jsem odebrala 10 pl a smichala s 90ul trypanové modfi.

2. 10 pl této smési jsem pipetovala ke hran¢ kryciho sklicka Biirkerovy komtirky.

3. Spocitala jsem zivé (neobarvené) builky s pomoci mikroskopu v 10-ti cCtvercich
ohrani¢enych trojcarou, z téchto hodnot jsem vypocitala primér. Rozmér ¢tverce je 1 mm

x 1 mm, hloubka 0,1 mm = 0,1 mm’, tedy 10* v cm’ (ml). Bun&na suspenze je 10krat
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fedéna barvici smési, primér je nasoben faktorem 10° (pocet bungk na 1 ml média

suspenzni bunééné kultury).

Transfekce

. Do jedné zkumavky z tvrdého plastu jsem napipetovala FuGENE pro vSechny reakce (0,6

ul x pocet reakci) s bezsérovym médiem (20 ul x pocet reakci)
a nechala stat 5 min. pfi pokojové teploté.
Do druhé zkumavky jsem napipetovala potfebné mnoZzstvi roztoku plasmidu (50 ng

vektoru lidského PXR / jamka, 150 ng reporterového plasmidu / jamka).

3. Roztok FuGENE jsem pfepipetovala do zkumavky s plasmidem, promichala a nechala stat
15-20 min pti pokojové teploté.

4. Do sterilni falkony jsem si pfipravila suspenzi bunck, pouzila jsem 70000 bun¢k na jednu
jamku / reakci (24 jamkova deska) a doplnila sérovym médiem.

5. Do falkony se suspenzni kulturou bun€k v sérovém médiu jsem pipetovala smes
plasmid/FuGENE, sm¢s jsem promichala pfevracenim a rozpipetovala po 0,5ml do jamek
desticky.

6. Zkontrolovala jsem pfitomnost bun¢k v ndhodné vybranych jamkéch pod mikroskopem,
desticku popsala, oSetiila desinfekci a vlozila do inkubatoru piti 37°C.

Inkubace
1. Druhy den jsem vymeénila v destiCce médium za bezsérové a ulozila na 5 hodin do

b

inkubatoru.

Vytvotila jsem si roztoky pokusnych latek v bezsérovém médiu do pozadované
koncentrace (1 ml bezsérového média s 1 pl dané latky, fedéni 1000x).

Z jamek desticky jsem odsdla bezsérové médium a pfipipetovala po sténé¢ médium se

zkoumanou latkou.

VloZila jsem do inkubétoru do 37°C a 5,5 % CO,na 6 hod, ptfipadné na 24 hod.
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Lyza bun¢k

. Zkontrolovala jsem buiiky pod mikroskopem.

Vylila jsem médium z jamek 24jamkové desky a promyla jamky desticky PBS pufrem ze
stficky od proteini obsazenych v séru z média.

Pipetovala jsem 100 pl 5x fedéného Lysis buffer (Roche) a vlozila do -80°C na 15 - 20
min.

Desticku jsem umistila na tiepacku a nechala buiiky rozmrazit.

Zhomogenizovala jsem lyzat propipetovanim obsahu a rozehtala jsem si luciferazovy pufr
skladovany v mrazéaku.

Do jamky méfici desticky jsem pipetovala 70 pl luciferdzového pufru a 7 pl lyzaéni smési

a zméfila hodnotu aktivity luciferazy na luminometru.

Ptiprava bunécného extraktu a stanoveni proteinti

el

. Z6ti jamkové desky jsem vylila médium do vylevky, proplachla 2x PBS

a napipetovala 0,5 ml PBS.

Buiiky jsem seSkrabala scapperem a odpipetovala do eppendorfek. Praci jsem provadéla
na ledu.

Centrifugovala jsem 2 min pii 4°C pii 5000 rpm, supernatant jsem odsala.

Na bunécny pelet jsem napipetovala 150 pl lyza¢niho pufru RIPA a rozsuspendovala
pipetovnim v eppendorfce.

Kazdou eppendorfku jsem 10 min vortexovala.

Centrifugovala jsem 13 min pii 4°C pii 13000 rpm.

Supernatant jsem pouzila pro naslednou Bradfordovu reakci.

5 ul vzorku jsem natedila 20ul deionizované vody, rozpipetovala po 10ul do prihledné
96ti jamkové desky a ptidala 200 pl Bradfordova ¢inidla.

S pomoci programu GeneSprogram jsem na ELISA readru (Biotek) namétila absorbanci

pii vinové délce 580 nm , z niz jsem vypocitala koncentraci proteinu.
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Western blott

e

10.

1.

12.

13.

14.
15.

Piipravila jsem si gely podle rozpisu v tabulce (viz tab. 2). D¢lici (running) gel jsem
pipetovala mezi skla a prevrstvila izopropanolem pro vyrovnani povrchu.

Po ztuhnuti déliciho gelu jsem nalila gel zaostfovaci (stacking), zasunula hiebinek
a nechala polymerizovat v lednici do pfistiho dne.

Vzorky proteinli jsem smichala s Laemliho pufrem, povatila 5 min v 95°C, nanesla na
gel a separovala pii 40 mA / 2gely asi 2 hodiny.

PVDF (Polyvinylidendifluoridovou) membranu jsem hydratovala v 100% metanolu
a oplachla v destilované vod¢ a ulozila do transblotatnim pufru az do samotného
blottingu.
2 vrstvy filtra¢niho papiru velikosti Casti d€liciho gelu, kterd bude podrobena blotovani,
jsem navlhéila v blotovacim pufru a vlozila na navlhéenou houbicku na cerné dno
blotovaci aparatury.

Na filtrani papiry jsem umistila membranu, gel, nasledné dalsi 2 filtra¢ni papiry
a navlh¢enou houbicku.

Sendvi¢ jsem uloZila do blottovaci aparatury, naplnila transfer pufrem a obloZzila ledem.
Proud jsem nastavila na 300 mA.

Membranu jsem oplachla v deionizované vodé¢, ptidala ponceau S a ulozila na tfepacku
na 5 min.

Membranu jsem vymyla 5krat deionizovanou vodou a nechala uschnout na filtracnim
papite.

Nasledujici den jsem membranu rehydratovala v metanolu, opldchla deionizovanou
vodou, transfer pufrem pro odstranéni barvy a opét deionizovanou vodou.

Membranu jsem oplachla v 1x TBS Tween20 pufru, pfipravila si 8% mléko (odtu¢néné
susené mléko) v 1x TBS Tween20 pufru, ulozila do n€ membranu
a nechala 1,5 hod na tfepacce pii pokojové teplote.

Protilatky (c-jun, Santa Cruz, 1:500; JNK, Cell Signaling, 1:750) jsem pipetovala do 5%
roztoku BSA albuminu v 1x TBS Tween20 a nechala pfes noc na tfepacce.

Membranu jsem promyla 3x po 10 min v 1x TBS Tween20.

Sekundérni protilatku (1:4000) jsem inkubovala v 2,5% mléku a nechala 1,5 hod na

tfepacce.
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16. Membréanu jsem promyla 3x po 10 min v 1x TBS Tween20.
17. Na membranu jsem aplikovala substrat pro kienovou peroxiddzu smichanim komer¢nich
roztokli v poméru 1:1.

18. Membranu jsem osusSila buni¢inou a ulozila do ¢isté folie.

délici gel (8%) zaostfovaci gel
40% bisakrylamid 2 ml 0,4 ml
deionizovana voda 5,4 ml 2,56 ml
Running/stacking pufr 2,5 ml 1 ml
10% SDS 100 pl 40 ul
10% APS 100 pl 30 ul
TEMED 10 pl 4 ul

Tab. 2: Rozpis ptipravy gelt pro Western blott

7.2 Vysledky

7.2.1 Casova optimalizace a vybér plasmidi

Pro svoji praci jsem vyuzila 3 plasmidy oznafené A.-luc, obsahujici kompletni
promotorovou oblast cytochromu 3A4, 3A4-luc, ktery neobsahuje oblast CLEM4 a ER6-luc,
Sestinukleotidova sekvence, kterd je soucasti (PXR se vaze presné do ER6) proximalniho
promotoru CYP3A4 (prPXRE) (viz graf 2D). VSechny tyto reporterové plasmidy obsahuji za
promotorovou oblasti zaklonovany gen pro luciferdzu. Do HepG2 bunék jsem lipofekci
(lipofek¢ni ¢inidlo FuGene) vnesla expresni vektor pro lidsky PXR (50 ng / jamka) a vyse
popsané reporterové plasmidy (150 ng / jamka). Pro zjisténi odezvy jsem pouzila jeden
z nejsilnéjsich aktivatori PXR, rifampicin (RIF) v koncentraci 10 pM. Intenzita transaktivace
reportérovych plasmidi A.-/uc a ER6-luc byla po 6 i 24 hodinach inkubace srovnatelna (cca 3-
5x) (graf 2A a 2C). Oproti tomu intenzita transaktivace reportérového plasmidu 3A4-luc za

dobu 24 hodin byla mnohem vyssi (cca 17x) (graf 2B). Protoze vys$si hodnota indukce znaci
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vys$i citlivost stanoveni, rozhodla jsem se nadale pouzivat reportérovy plasmid 3A4-luc

vvvvv
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Graf 2: Casova optimalizace, vybér plasmidii a popis promotort. Doba inkubace RIF
v koncentraci 10 uM byla 6 h a 24 h. A) Plasmid ER6-/uc obsahuje dva hexamery obsahujici
obracenou repetici separovanou Sesti nukleotidy v proximalnim promotoru CYP3A4 (prPXRE).
B) Plasmid 3A4-/uc neobsahuje CLEM4. C) Plasmid A.-/uc obsahuje kompletni promotorovou
oblast CYP3A4. D) Promotorova oblast luciferazového konstruktu 5 flanking regionu CYP3A4.
Pismena a, b, ¢ oznacuji jednotlivé konstrukty A.-luc, 3A4-luc a ER6-luc. UT = negativni
kontrola, DMSO (dimethylsulfoxid), RIF = Rifampicin, aktivator PXR

7.2.2 Vliv farmakologické aktivace a inhibice JNK na transaktivaci plasmidu

A.-luc a 3A4-luc

Jeden z pouzivanych aktivatori JNK je sorbitol (SOR), ktery aktivuje JNK pies tvorbu
hyperosmotického prostiedi (Christoph ef al., 2001). Pisobeni SOR o koncentraci 0,4 M vyrazné
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potlacilo jak bazalni, tak RIF-indukovanou transaktivaci obou reportérovych plasmida (viz Graf

3A).

Farmakologicky inhibitor JNK, SP600125 v koncentraci 25 pM neovlivnil bazalni
transaktivaci u obou plasmidi,, ale vyrazn€¢ potencoval RIF-indukovanou transaktivaci
u plasmidu A.-luc, ale inhiboval RIF-indukovanou transaktivaci u plasmidu 3A4-/uc (viz Graf.

3B). Uginek sorbitolu nebyl slout¢eninou SP600125 potlaten.

9.00 -
8.00 + ®PXR+A -luc
7.00
6.00 - ¥ PXR+3A4-luc
5.00 -
4.00 -
3.00
2.00 -
1.00 - j
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UT SP

B PXR+A.-luc

B PXR+3A4-luc

Fold induction

RIF RIF+SP

Graf 3: PXR expresni plasmid s reporterovym plasmidem s kompletni promotorovou oblasti
cytochromu 3A4 (PXR+A.-luc) a PXR expresni plasmid s reporterovym plasmidem s oblasti bez
CLEM4 (PXR+3A4-/uc) UT = negativni kontrola, RIF = rifampicin v koncentraci 10 uM, SOR =
sorbitol v koncentraci 0,4 uM, SP = SP600125 v koncentraci 25 uM. Bunky byly inkubovany po
dobu 24 hodin.
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7.2.3 Aktivace JNK sorbitolem v bezsérovém médiu

Dale bylo tfeba ov¢tit, zda SOR za naSich experimentalnich podminek opravdu aktivuje
JNK. Aktivaci JNK jsme sledovali jako fosforylaci JNK a jejiho down-stream cile c-Jun.
Pozorovali jsme, Ze SOR v koncentraci 0,4 M aktivuje drahu JNK po 6 hod, zatimco po 24 hod je
aktivace JNK vyrazn¢ snizend (viz Obr. 7). RIF v koncentraci 10 pM neovlivituje aktivaci JNK
po 6 ani 24 hod. Piekvapivé inhibitor JNK, SP600125 v koncentraci 25 pM nezabranil fosforylaci

c-Jun, a pouze slab¢ snizoval fosforylaci INK.

6hin-FBS 24 hin -FBS
- Rif - Rif SP SP Rif+SP Rif+SP . Rif - Rif SP SP Rif+SP Rif+SP
SOR04AM - - + + - + - + - - + + - + - +

55kDa —»

43kDa —»

Obr. 7: Elektroforetogram JNK-P a c-Jun-P v proteinovych extraktech z HepG2 bunck. Aktivace
JNK sorbitolem v bezsérovém médiu za dobu 6 hodin (vlevo) a 24 hodin (vpravo). RIF =
rifampicin v koncentraci 10 uM SOR = sorbitol v koncentraci 0,4 pM, SP = SP600125

v koncentraci 25 pM. Protilatka proti JNK (nahote), protilatka proti fosforylované formé c-Jun
(dole).
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7.3 Diskuze

Cilem praktické casti diplomové prace bylo zjiSténi tlohy c-Jun-N-termindlni kinadzy
v regulaci CYP3A4. V této praci jsem zjistila, ze SOR aktivuje JNK a jeho ptitomnost potlacuje
bazalni 1 inducibilni transaktivaci obou promotor. SP nezabranil sorbitolem vyvolané supresi,
nicmén¢ se mi nepodafilo dokazat funk¢nost obecné pouzivaného inhibitoru, SP600125 (viz. obr.

7).

Rozdilnost ziskanych dat mize odrazet pfitomnost enhancerové oblasti oznacované jako
CLEM4 v jednom z plasmidu (A.-luc). Do této oblasti se vaze transkripéni faktor AP-1 slozeny
ze dvou podjednotek c-Jun a c-Fos, fungujici jako substraty JNK kindzy. Na zékladé¢ mého
pozorovani jsem dokazala, ze SOR aktivuje JNK, coz se projevi poklesem transaktivace (viz obr.
8). Jako jednoduché vysvétleni je mozné uvést hypotézu, ze INK fosforyluje PXR a tim zabrani
jeho vazbé do promotoru. Po pulisobeni inhibitoru SP600125 dosSlo naopak ke zvySené
transaktivaci. JelikoZ je slou¢enina SP600125 kompetitivni ATP inhibitor, je mozné, ze se navaze
do mista znemoziujici kindze JNK fosforylovat PXR a heterodimer c-Jun a c-Fos tvofici
komplex AP-1. Nedochdzi k inhibici PXR a komplex AP-1 se nevdze do AP-1 binding site

zpisobujici represi transaktivace, kterd v disledku téchto skutecnosti vzroste.

V ptipadé pouziti plasmidu 3A4-/uc SOR aktivuje JNK pouze na bazalni Grovni. JNK
muze fosforylovat PXR a tim inhibovat jeho aktivitu, celkova transaktivace je snizend. Pti pouziti
SP600125 je situace opacna, nez u plasmidu A.-/uc. Inhibitor SP600125 nezabraiiuje aktivaci
JNK a vykazuje stejny efekt jako SOR (viz obr. 9). Dvorak ef al. (2008) dokazal, Ze slouc¢enina
SP aktivuje 1 jiné signalni drédhy, napf. drdhu transkripéniho faktoru aryl uhlovodikového
receprotu (AhR). SP miiZze mit tento ucinek z diivodu rtiznych interakei, crosstalkl, které mohou
vést k tomu, Ze aktivace jedné signdlni drahy odcerpa transkripéni faktory signalni dréhy jiné.

Jeden promotor miize byt tedy aktivovan a druhy inhibovan.
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Obr. 8: U¢inek JNK na kaskadu PXR/CYP3A4 za pouziti plasmidu s kompletni promotorovou

oblasti
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Obr. 9: Utinek JNK na kaskadu PXR/CYP3A4 za pouziti plasmidu bez oblasti CLEM4
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7.4 Zavér

Provedla jsem optimalizaci experimentalnich podminek s vyuzZitimtfi plasmidi
oznacenych A.-luc, obsahujiciho kompletni promotorovou oblast cytochromu 3A4, plasmidu
3A4-luc, jez neobsahuje oblast CLEM4 a plasmidu ER6-luc, tj. Sestinukleotidova sekvence, ktera
je soucasti proximalniho promotoru CYP3A4 (prPXRE). Na zaklad¢ intenzity odpovédi
zaznamenané po aktivaci transientné transferovaného lidského PXR 1é¢ivem rifampicinem, jsem

pro dalsi praci zvolila dva plasmidy (A.-luc a 344-luc).

Aplikace sorbitolu (aktivator JNK) na HepG2 builky, vyrazné potladila jak bazalni, tak
RIF-indukovanou transaktivaci obou reportérovych plasmidi. Farmakologicky inhibitor JNK,
SP600125 bazéalni transaktivaci u obou plasmidid neovlivnil, vyrazné¢ vSak potencoval RIF-
indukovanou transaktivaci u plasmidu A.-luc, ale inhiboval RIF-indukovanou transaktivaci

u plasmidu 344-luc. Uginek sorbitolu slougenina SP600125 nepotlaéila.

Nasledné jsem ovéfila, ze sorbitol za pouzitych experimentilnich podminek opravdu
aktivuje JNK, a to sledovanim fosforylace JNK a jejiho down-stream cile c-Jun technikou
western bloting. Inhibitor JNK, SP600125 nezabranil fosforylaci c-Jun a pouze slab& sniZoval

fosforylaci JNK.

Jednim z moznych vysvétleni pro diferencidlni ucinky sorbitolu a SP600125 na
transkripéni aktivitu PXR v systémech s riznymi plasmidy je dudlni G¢inek JNK na signalni
drahy zapojené do indukce CYP3A4. Na jedné stran¢ aktivovana JNK fosforyluje c-Jun, ktery se
ve své transkripéné aktivni podobé vaze do AP-1 vazebného mista v CLEM-oblasti promotoru
CYP3A4 a nasledné¢ negativné moduluje expresi CYP3A4 genu. Na druhou stranu, JNK
pravdépodobné fosforyluje PXR, pfipadné¢ jeho transkripni koaktivatory a moduluje takto
pozitivn¢ transkripéni aktivitu PXR. Vysledny efekt JNK na expresi CYP3A4 je pak vyslednici

téchto dvou mechanismu.
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8 Seznam pouzitych zkratek

CYP 450 cytochrom P450

ER endoplazmatické retikulum

MFO systém mikrosomdlni monooxidazovy systém se smiSenou funkci
MDRI1 P-glykoprotien

ATP adenosintrifosfat

CYP3A4 cytochrom 3A4

GR glukokortikoidni receptor

OATP polypeptidy transportujici organické anionty
OCT polypeptidy transportujici organické kationty
ER estrogenni receptor

LBD doména vazajici ligand

LBP ligand binding pocket

AF-2 aktiva¢ni funk¢ni helix

DBD DNA vazebna doména

HREs hormonalni responzibilni element

RXR receptor pro kyselinu cis-retinovou

AF-1 aktivaéni funkce 1

NLS jaderny lokalizacni signal

HDAC histon deacetylaza

HAT histon acetylaza

MAPK proteinkinasa aktivovana mitogeny

PXR pregnanovy X receptor

CAR konstitutivni androstanovy receptor

VDR receptor pro vitamin D

hsp90 heat shock protein (90 kDa)

SHP short/small heterodimerizujici partner
CLEMA4 constitutive liver enhancer module of CYP3A4
XREM xenobiotic responsive enhancer module
MLK mixed lineage kinases

TNF tumor nekrosis faktor

IL-1 interleukin-1

SH3 aminoterminalni Src-homologni-3-doména
ERK extracelularnimi signaly regulovana kinasa
JNK/SAPK c-Jun N-terminalni kinazy / stresem aktivované proteinkinazy
JIP JNK-interagujici protein

POSCH plenty of SH3

bZip basic region pro leucinovy zip

AP-1 transkrip¢ni faktor AP-1
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