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Souhrn:

Pritomnost UGT2B7 a VDR byla potvrzena téméf ve vSech tkanich lidského téla.
Jelikoz VDR reguluje mnoho biotransformacnich enzyma vcéetné UGT2B15 a UGT2B17,
u kterych se spolecné s UGT2B7 predpoklada spolecny ancestralni ptedchidce, je mozné, ze
regulace exprese UGT2B?7 je ovlivnéna receptorem pro vitamin D.

Pro ovéfeni této hypotézy byl k aktivaci VDR pouzit kalcitriol a to ve tfech
fyziologicky relevantnich koncentracich a sledovany ¢as 24h byl pouzit pro detekci mRNA.
Detekce proteinu byla stanovena za 48h. Témér ve vSech sledovanych tkanich (LS180, MDA
MB231, CaCo-2, HepG2, MCF-7, A172, A549) byl prokazan funkéni VDR, ktery po aktivaci
kalcitriolem mnohonasobné¢ zvysil hladinu MRNA CYP24A1. Ve vétsin¢ systémdi, kde byl
VDR aktivovany kalcitriolem, doslo ke snizeni hladiny mRNA UGT2B7. Nicmén¢ se tento
pokles neprojevil na hladiné proteinu. Resveratrol, pifedpokladany induktor exprese, mél
v nékterych studovanych liniich represivni efekt (CaCo-2 a MCF-7). Sulforafan se jako
induktor neprojevil ani v jedné ze studovanych tkani. Lze tedy fici, Ze kalcitriol negativné
reguluje expresi mMRNA UGT2B7 a ve stievni a prsni tkani (LS180, CaCo-2, MDA MB 231,

MCEF-7), ale nijak neovliviiuje mnozstvi samotného proteinu (LS180 a HepG2).



Summary:

A presence of UGT2B7 and VDR was confirmed in almost all tissues of the human
body. Because VDR regulates many biotransformation enzymes including UGT2B15 and
UGT2B17 for which, along with UGT2B7, a common ancestral predecessor is assumed, it is
possible that regulation of the expression of UGT2B?7 is influenced by vitamin D receptor.

To verify this hypothesis, calcitriol was used for activation of VDR, namely in three
physiologically relevant concentrations and 24h observation was used to detect mRNA.
Detection of protein was set in 48h. In almost all the observed tissues (LS180, MDA MB231,
CaCo-2, HepG2, MCF-7, A172, A549) was demonstrated functional VDR, which activated
by calcitriol greatly increased level of mMRNA CYP24ALl. In most systems, where VDR was
activated by calcitriol, levels of MRNA UGT2B7 decreased. However, this decline was not
reflected on the level of protein. Resveratrol, assumed inductor of expression, had a repressive
effect in some studied lines (CaCo-2 and MCF-7). Sulforaphane as an inductor did not reflect
in any of the studied tissues. Therefore we can say, that calcitriol negatively regulate
expression of mMRNA UGT2B7 and in intestinal and breast tissue (LS180, CaCo-2, MDA MB

231, MCF-7), but it does not influence an amount of the protein itself.
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1. Uvod:

Biotransformace je komplikovany a né¢kolikastupnovy dé&j, ktery z tél organismu
odstraiiuje endogenni i exogenni latky. Mize se jednat jak o latky piijaté ze vzduchu, tak i o
slouCeniny obsazené ve stravé piipadné nebo latky vytvofené organismem, které jsou dale
nepotiebné ¢i toxické. Po vstupu do téla podléha latka tfem fazim biotransformace. V prvni
fazi je pouze zavedena ¢i odkryta polarni skupina, aby se kni mohl v dalsi fazi ptipojit
néktery zrozmanitych endogennich substratd. Ve tieti fazi pasobi uz jen rozliéné
transportéry, které usnadnuji vylouceni transformované molekuly ven z organismu.

Ve druhé fazi jsou nejvyznamngjsi skupinou UDP-glukuronosyl transferasy, které
katalyzuji konjugaci cukerné ¢asti kyseliny uridin 5°-difosfoglukuronové a substratu. V této
reakci je glukuronid navdzan na molekulu z prvni faze a zbytek kyseliny je vyuzit pro jiné
biochemicke reakce. Jednim z enzymu je i UGT2B7, ktery hraje dtlezitou roli v metabolizaci
1€kt a nékterych endogennich sloucenin. JelikoZ se jednd o slozZity proces, musi byt také
regulovéan a regulace probihé pievazné na urovni transkripce pomoci ligandem aktivovanych
transkripénich faktort a jednim z nich je i receptor pro vitamin D (VDR).

VDR se vaze do promotorové oblasti mnoha genil a tim transkripéné ovliviiuje fadu
biochemickych procest v lidském téle. Jelikoz byl prokazan jeho vliv na UGT2B15 a
UGT2B17, u kterych se predpoklada spoleény ancestralni predchtiidce, je tedy mozné,
Ze stejna regulace bude i v ptipadé UGT2B7.



2. Lidska UGT2B7 (E. C. 2.4.1.17):

UGT?2 je jedna ze Ctyf rodin nalezejicich do genové superrodiny UDP-glukuronosyl
transferas (UGT) a sama se dale d¢li na dvé podrodiny a to UGT2A a UGT2B. Gen pro
UGT2B7 nalezi mezi sedm funkénich genii a pét pseudogenti (sekvenovanim byl odhalen
predcasny STOP kodon) patticich do této podrodiny a nachdzi se na chromozomu 4ql3
spole¢né se tfemi zastupci podrodiny UGT2A (UGT2A1, UGT2A2 a UGT2A3) a zbytkem
podrodiny UGT2B. Jejich uspotadani na chromozomu je znazornéno na obrazku ¢&. 1. Clenové
podrodiny UGT2B nebyli nalezeni jen u clovéka, ale sedm jejich zastupci bylo
identifikovano v my$im genomu na chromozomu 5E1 a u krysy na chromozomu 14p21.
V obou piipadech také se tfemi zastupci podrodiny Ugt2a (Mackenzie et al. 2005).

Samotny lokus pro UGT2B7 se rozprostira po délce priblizné 61 926 bp, obsahuje dva
promotory (Promotor la, Promotor 1) a Sest exontl, pficemz exon 1 ma pét variant (1, 1a, 1b,
Ic, 1d) a exon 6 tii varianty (6a, 6b, 6¢), celkové tedy 12 exond. Toto usporadani je velmi
dilezité pti alternativnim sestfihu, o kterém bude fe¢ pozd¢ji. Struktura genu UGT2B7 je
naznacena na obrazku ¢. 2 (Ménard et al., 2013; Ménard et al., 2011). Za povSimnuti také
stoji, ze exony u vSech funkénich ¢lenti podrodiny UGT2B jsou vysoce konzervovany (kazdy
zéstupce UGT2 mé shodu v aminokyselinové sekvenci vétsi nez 70%) a vysoky stupefi
zachovani genomové organizace u Clent UGT2B7, UGT2B15 a UGT2B17 podporuje
hypotézu, Ze se vyvinuli ze spole¢ného ancestralniho genu (Mackenzie et al., 2005; Carrier et
al., 2000).

UGT2

2B20P 2B17 2B1S  2B10 2A3 2n27r 2Bl6P 2B7 2B11 2B2g  2BasP  2B24P  2B4d 24102

Obr. ¢. 1: Vzajemnd poloha genli rodiny UGT2 na chromozomu 4ql3 u clovéka. Gen
UGT2A1 a UGT2A2 maji variabilni prvni exon a exony 2 — 6 jsou sdilené. Pismeno P na
konci genu znaci pseudogen. Prekresleno podle Mackenzie et al., 2005.
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Obr. ¢. 2: Struktura genu UGT2B7. Obsahuje 12 exond (pét variant exonu 1 a tfi varianty
exonu 6) a dale dva promotory. Jsou znazornény délky exonu i intrond v parech bazi.
Pievzato z Ménard et al., 2013.

UGT2B7 se vyskytuje v mnoha tkanich. Zdaleka nejvétsi mnozstvi bylo detekovano
V jatrech, tenkém a tlustém stfevé, ledvinach, mo¢ovém méchyti a déloze. V minimalnim
mnozstvi byl v§ak nalezen i ve vétSin€ ostatnich tkéni, jako jsou tieba varlata, vajeéniky, prsa,
nadledvinky, plice, Zaludek a mozek. Vyskyt ve tkani ovSem nemusi vzdy pfesn¢ korelovat
s odvozenymi rakovinnymi liniemi, na kterych se vyzkum c¢asto provadi. V linii HEK293
se UGT2B7 témét nevyskytuje a pfitom je odvozena od embryonalnich ledvin a stejné tak
v linii HeLa odvozené od rakoviny d¢lozniho hrdla je témétf nedetekovatelné mnozstvi
(Nakamura et al., 2008a; King et al., 1999). Jednim z moznych vysvétleni nizké hladiny
UGT2B7 v embryonélnich ledvindch je zména exprese spolecné s vyvojem ¢loveéka.

Bylo prokazano, ze fetalni jatra maji ptiblizn€ 10x mensi expresi UGT2B7 neZ jatra
dospélého ¢loveka. Pfi porovnani fetalnich jater s fetalnimi plicemi a ledvinami byla exprese
nejveétsi v plicich (témét 8x vétsi nez v jatrech) a zvétSena v ledvinach (5x vétsi nez v jatrech).
Pfitom u dospélého cloveka jsou hlavnim mistem metabolizacnich procesi prave jatra, kde je
exprese téchto enzymi ve veétSiné piipadl vétsi nez v ostatnich tkanich. Je tedy mozné,
7e dospélé ledviny maji vyS$i hladinu UGT2B7 neZz embryonélni ledviny. Tato vyvojové
specificka regulace exprese neni jedinecna jen pro UGT2B7 ale byla pozorovéna i u jinych
zastupct podrodiny 2B a to napiiklad u UGT2B15 a UGT2B17 (Ekstrom et al., 2013).

Subcelularni lokalizace UGT2B7 je pievazné v endoplazmatickém retikulu, ale
v malém mnozstvi byl enzym nalezen na vnitini i vnéjsi jaderné membrang. Spole¢né s nim se
v jaderné membrané vyskytuje také UGT1A6 (Radomynska-Pandya et al., 2002).

Substratova specifita enzymt podrodiny UGT2B se vétsSinou piekryva, ale pokud se
jedna o UDP-glukuronosyl transferasy, tak metabolizmus pfemény morfinu (analgetikum) na
morfin 6-glukuronid a zidovudinu (antiretrovirovy 1ék) zajistuje pouze UGT2B7 (Coffman et
al., 1996; Barbier et al., 2000). Pfi metabolizmu morfinu pomoci UGT dochazi ke tvorbé
dvou metabolitti: morfin 3- glukuronidu (M3G) a morfin 6-glukuronidu (M6G). Tvorbu M3G
zajistuji, krom&é UGT2B7, dalsi glukuronosyl transferasy jako tfeba UGT1Al, UGTI1A3,
UGT1A6, UGT1A9 a UGT1A10. Naproti tomu M6G je aktivni latka a jeji tvorba je vazana
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vyhradn¢ na UGT2B7 (Stone et al., 2003). Jeji analgeticky ucinek na lidské télo je priblizné
50 — 100x vétsi nez efekt morfinu samotného (Paul et al., 1989; King et al., 1999). Nejvétsi
vyznam ma pravdépodobné v mozku, protoze M6G je v ném tvoien z morfinu a nemize
prochazet hematoencefalickou bariérou tak snhadno jako morfin. Jeho prostupnost
hematoencefalickou bariérou je az 57x nizsi ve srovnani s morfinem. M6G tedy déle setrvava
v mozku a svou vazbou na p-opioidni receptory (MOR) vyvolava pozadovany analgeticky
ucinek (King et al., 1999; Wu et al., 1997).

Nekteré vyzkumy prokazaly, ze MO6G je nejen transportovan z mozku pies
hematoencefalitickou bariéru, ale Ze mize byt transportovan dovnitt a to naptiklad pomoci
OATP2 nebo GLUT-1. Tento jev je logicky, protoze hlavnim mistem vyskytu UGT2B7 a
metabolizaci morfinu jsou jatra, kde je z celkového podaného mnoZstvi morfinu pfeménéno
na M6G piiblizné 10%. Pokud by se vétsina M6G vyskytovala v krvi, nemohl by se vazat
na p-opioidni receptory v mozku (Bourasset et al., 2003; De Gregori et al., 2012; Sattari et
al., 2011).

Morfin se do lidského téla nemusi dostat pouze ze stravy, kde je obsazen velmi hojné
(kromé primarnich rostlinnych puvodct jako je mak sety, kde se jeho vyskyt ocekava, byl
také detekovan v hlavkovém salatu, kravském mléce ¢i sen€), ale bylo prokazano, ze lidské
t€lo je schopno si ho vytvaiet. Na lidskych neuroblastomech (bunééna linie SH-SY5Y) byla
za pomoci radioaktivnich izotopl zjisténa metabolickd draha, ktera zahrnuje nejméné 19
krokd. Je velmi podobna chemické draze tvorby morfinu v maku setém, ale zasadnim
rozdilem je tvorba klicového meziproduktu (S)-reticulinu. Zatimco u maku jeho tvorba
postupuje pies (S)-norcoclaurin, u lidskych bunék je zahrnut (S)-norlaudanosolin (Boettcher
et al., 2005).

Pomér tvorby M6G/M3G pomoci UGT2B7 neni pevné dany a mize byt endogenné
regulovan pomoci CYP3A4 (biotransformaéni enzym prvni faze). CYP3A4 specificky
interaguje s UGT2B7 v mikrosomalni membrané a snizuje mnozstvi vytvoieného M3G
enzymem UGT2B7. Naproti tomu vSak stoupa mnozstvi vytvofeného M6G. Toto zjisténi
ukazuje, Ze tvorba multiproteinovych komplexi CYP3A4 s UGT2B7 v endoplazmatickém
retikulu a jaderném obalu neni jen za c¢elem detoxikace organismu, ale ma i regulacni funkci
(Takeda et al., 2005; Jacqueline et al., 2005; Fremont et al., 2005). V nedavné dob¢ se M6G
dostava znacné pozornosti a to diky zjisténi, Ze zmény v jeho hladiné mohou byt relevantnimi
patologickymi markery naptiklad pro Parkinsonovu nemoc ¢i sepsi. Dokonce byla vytvotrena

protilatka proti M6G, kterou by bylo mozno pouzit pti ELISA testech s vysokou u¢innosti a
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relativné dobrou specifitou, nanestésti se vaze i na kodein-6-glukuronid a morfin-3,6-
glukuronid (Laux-Biehlmann et al., 2014).

UGT2B7 metabolizuje mnoZzstvi jak exogennich latek, mezi néz patii naptiklad 1éky,
slozky stravy a environmentalni polutanty, tak 1 velké mnozstvi endogennich sloucenin.
Nekteré z exogennich substratd jsou vypsany v tabulce ¢. 1. Prehled vybranych endogennich

substratt je uveden v tabulce €. 2.

Tabulka & 1: Vybrané exogenni substraty UGT2B7 (Coffman et al., 1996M!); Barbier et al.,
20001%!; Jeong et al., 20145 Jin et al., 1993 Zhang et al., 2013"!; Precht et al., 2013
Innocenti et al., 2013 Gibson et al., 2013®®!; Grosse et al., 2013™; Foti et Fisher, 2005"%;
Al Saabi et al., 20131*Y; Picard et al., 2005!*%; Ciotti et al., 19991*%!; Strahm et al., 20131*!;
Mano et al,. 2007[1]*%); Mano et al., 2007[2]"®!; Innocenti et al., 2001*™; Blevins-Primeau et
al., 200918!; Court et al., 2003 Vandenbossche et al., 2014%).

Nazev Funkce/vyskyt
Morfint! Analgetikum
Zidovudin'”! Lék proti HIV
Fimasartan! Lék na hypertenzi
Derivéty 2-acetylaminofluorenut Environmentalni polutanty
Derivaty benzo(a)pyrenul™*! Environmentalni polutanty
Letrozol™ Inhibitor aromatasy (l1écba rakoviny prsu)
ABT-751!"1 Testovany lék na rakovinu (neuroblastom)
Laropiprant'®! Lék na regulaci hladiny cholesterolu
Bikalutamid® Lék na karcinom prostaty
Ethanol"%*! Zakladni slozka alkoholickych napoji
Kyselina mykofenolova!*’! Antibiotikum, imunosupresivum
Benzidin'*! Karcinogen 1 skupiny, vyuziti v primyslu
Nadrolon™*! Latka pouzivana pii dopingu
Gemfibrozil™] Lék na sniZeni hladiny lipida
Flurbiprofen®! Protizanétlivy 1ék
Epirubicint*”! Lék na rakovinu prsu
Tamoxifen!™®! Latka pouzivana pii 1é¢bé rakoviny prsu
Kodein*”! Analgetikum
Hydromorfon!”! Analgetikum
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Tabulka &. 2: Vybrané endogenni substraty UGT2B7 (King et al., 1999M): Sten et al., 2009
Lépine et al., 20045 Gall et al., 1999"!; Boettcher et al., 2005).

Néazev Funkce
5-hydroxytryptamin*! Neurotransmiter
Testosteron'?! Pohlavni hormon
Epitestosteron 17a-epimer testosteronu
Estradiol a jeho hydroxyderivaty!”! Zensky pohlavni hormon
Hydroxyderivaty estronul™ Zensky pohlavni hormon
Litocholové kyselinal™ Sekundarni zlucova kyselina
Hyodeoxycholova kyselina”! Sekundarni zludova kyselina
Morfin®! Produkt metabolické drahy

Je znamo nékolik latek inhibujicich aktivitu enzymu UGT2B7. Jako specificky
inhibitor byl zatim prok&zan pouze flukonazol (Uchaipichat et al., 2006). Nékolik vybranych

inhibitort a jimi inhibovanych UGT enzymii je uvedeno v tabulce ¢. 3.

Tabulka &. 3: Viybrané inhibitory UGT2B7 (Uchaipichat et al., 2006!; Barnes et al., 2014!%;
Xu et al., 2014%; Jeong et al., 2014}

Nazev Inhibované glukuronosyltransferasy

Flukonazol!!! UGT2B7

Benzylalkohol™ UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9, UGT2B4,
UGT2B7

p-Cresol' UGT1Al, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9,

UGT2B4, UGT2B7

Indoxylsulfat!! UGT1A1, UGT1A4, UGT1A9, UGT2B4,
UGT2B7

Kyselina hippurova”! UGT1Al, UGT1A9, UGT2B4, UGT2B7

Bacuchiol'! UGT2B7, UGT2B15, UGT2B17
HS-231 UGT1Al, UGT1A4, UGT1A9, UGT2B7

Také bylo zjisténo nékolik jednonukleotidovych polymorfismi (SNP) vyskytujicich se
v exonech genu pro enzym UGT2B7, z nichz nékteré jsou klinicky vyznamné. Jsou zobrazeny
v tabulce ¢ 4. Mnoho dalsich SNP pro UGT2B7 lze najit na strankach
http://lwww.pharmacogenomics.pha.ulaval.ca/files/content/sites/pharmacogenomics/files/Nom
enclature/dbsnp/UGT2B7.htm (zjisténo dne 15.3.2015).
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Tabulka ¢. 4. SNP v exonovych oblastech genu pro enzym UGT2B7 (Kim et al., 2014; Saeki
et al., 2004; Hirota et al., 2003; Holthe et al., 2003).

Umisténi SNP Aminokyselinova zdména Alelova zdmeéna
Exon 1 Ala71Ser* G>T
Exon 1 Argl24Arg A>G
Exon 1 Glu225Lys* G>A
Exon 2 Thr245Thr A>G
Exon 2 Pro267Pro T>A
Exon 2 His268Tyr* C>T
Exon 3 Val305Val G>A
Exon 4 Leu353Leu G>C
Exon 4 Tyr354Tyr C>T
Exon 5 Asp398Asn* G>A

Jak je vidét v tabulce €. 4, pouze u 4 z 10 zjisténych SNP v exonovych oblastech genu
UGT2B7 se jedna o mutace substitu¢ni a maji nejvétsi klinicky vyznam (v tabulce oznaéeny
hvézdickou). Zbylych Sest mutaci je oznacovano jako synonymni mutace, ale bylo prokéazéano,
ze vnekterych pifipadech mohou mit také vliv na vysledny protein, i kdyZz potadi
aminokyselin zistavd nezménéno. Napiiklad u genu pro MDRI protein je znamo,
ze synonymni SNP mutace muze vést ke zméné konformace vysledného proteinu (Kimchy-
Safarty et al., 2007).

Dale bylo zjisténo nékolik SNP vyskytujicich se v promotorové oblasti a nékolik
dalsich SNP bylo detekovano v intronech 2, 3 a 4 (Kim et al., 2014; Saeki et al., 2004).
U nékterych mutaci v promotorové oblasti bylo zaznamenino az dvojnasobné zvySeni
transkripéni aktivity pii testech na jaterni a stfevni bunécné linii (linie HepG2 a CaCo-2).
Geneticka variace na pozici -79 méla za nasledek 7mi nasobné snizeni promotorové aktivity
v bunééné linii HepG2 a 2,5 nasobné snizeni aktivity ve stievni linii CaCo-2. Oproti tomu jina
mutace, ktera se nachazi v pozici -66, byla bez zjevného efektu na aktivitu promotoru
(Duguay et al., 2004).

Nejdéle znamym a nejvice prozkoumanym polymorfismem je SNP His268Tyr. Tato
mutace je spojovana s vyssim rizikem rakoviny mocového méchyie u lidi vystavenych
benzidinu (Lin et al., 2005), nebo s vyssim rizikem kolorektalniho karcinomu (Logt et al.,

2009). Naopak u rakoviny prsu léCené epirubicinem miZe mit pozitivni ucinky,
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pravdépodobné kviili pomalejsi metabolizaci 1éku a jeho delSimu pisobeni v téle pacienta
(Parmar et al., 2011), i kdyz pfi laboratornich testech nebyly hlaseny rozdily v rychlosti
metabolizace epirubicinu mezi norméalni formou UGT2B7 a mutovanou variantou His268Tyr
(Innocenti et al., 2001). Naopak bylo zjisténo, Ze rychlost metabolizace latek, jako je
napiiklad flurbiprofen (Wang et al., 2011), nebo tamoxifen (Blevins-Primeau et al., 2009) je
vyrazné snizena. AvSak u mnoha lékil nema tato mutace zadny klinicky vyznam, jako tfeba
u hydromorfonu pii sou¢asném podavani naltrexonu (Vandenbossche et al., 2014), nadrolonu
(Strahm et al., 2013), kodeinu, morfinu ¢i zidovudinu (Court et al., 2003; Holthe et al., 2002).
O ostatnich polymorfismech v exonovych oblastech toho zatim neni znamo tolik jako o
His268Tyr, ale do budoucna lze také ptedpokladat jejich klinicky vyznam, jelikoz
u polymorfismi Ala71Ser a Asp398Asn byla rovnéz zaznamenana snizena rychlost
glukuronidace flurbiprofenu (Wang et al., 2011).

Nékteré¢ latky mohou zvySovat hladinu UGT2B7, mezi né patii naptiklad jiz
zminovany epirubicin a to prostfednictvim aktivace proteinu p53, ktery se po aktivaci vaze na
p53 responzivni element (p53RE) nachazejici se v promotorové oblasti pro UGT2B7. Hladina
MRNA byla zvySena 23-krat a hladina proteinu 2,7-krat v buinkach HepG2 vystavenych
epirubicinu po 24h vi¢i bunikam samotnym. Stejné tak byla zvySena katalytickd aktivita.
Rychlost tvorby M3G byla 5-ti ndsobna a tvorba M6G byla 8-krat vyssi (Hu et al., 2014).
Dalsi latkou, u které bylo potvrzeno zvySeni transkripéni aktivity genu UGT2B7 je tercialni
butylhydrochinon (TBHQ), ktery ve stfevni linii (Caco-2) zvysil hladinu mRNA UGT2B7
10ti nasobné (Miinzel et al., 1999) nebo pfirodni antioxidant sulforafan, ktery zvysil jak
hladinu mMRNA UGT2B7 tak i hladinu samotného proteinu (Nakamura et al., 2008). Latka
S opacnym ucinkem je kyselina litocholova, u niz bylo zaznamenano sniZeni transkripéni
aktivity (Lu et al., 2005).

Clenové genové superrodiny UGT viak nejsou ovliviiovani pouze SNP, ale i
posttranslaénimi modifikacemi, naptiklad N-glykosylace napoméha spravnému slozeni
enzymu UGT1A9 pii translaci (Nakajima et al., 2010). Tato posttranslaéni modifikace byla
prokdzana u UGT2B7 i nc¢kolika dalSich glukuronosyl trasnferas jako tfeba UGTI1Al,
UGT1A4, UGT1A9, UGT2B15, UGT2B17 (Nakajima et al., 2010; Barbier et al., 2000).
Efekt N-glykosylace na UGT2B7 byl prokazan na bunééné linii HEK293 (lidské embryonalni
ledviny). Ze tii potencialné glykosylovanych mist (asparagin na pozici 67, 68 a 315) se
glykosylace prokézala pouze na pozicich 68 a 315. Pii deglykosylaci téchto pozic doslo
ke snizeni afinity pro zidovudin a zvySeni pro morfin, ale bez jakéhokoliv efektu na rychlost

reakce (Nagaoka et al., 2012).
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Dalsi dtlezitou posttranslacni modifikaci je fosforylace (adice fosfatové skupiny na
aminokyselinu). V nedavné dobé bylo prokazano, ze valna ¢ast z&stupci podrodiny UGTI a
UGT2 je fosforylovano protein kinasou C (PKC). Mezi UGT fosforylované PKC patii
UGT1Al, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT1AIl0,
UGT2B7 a UGT2B15 (Basu et al., 2008). V této praci sice bylo ukazano, ze PKC ma vyrazny
vliv na aktivitu UGT2B7, jenze pouzity inhibitor (kurkumin) blokuje nejen PKC ale také
Src kinasu.  Naopak Mitra et al., 2009 prokazala, ze mutanti UGT2B7 pro mista
fosforylované PKC méli v podstaté normalni aktivitu, zatimco mutace v pozicich 236 a 438
(obé dvé pozice normalné obsahuji tyrosin fosforylovany Src kinasou) méla za nésledek témef
nulovou aktivitu enzymu UGT2B7. V téze studii zkouseli autofi i u¢inek nadmérné exprese
Src kinasy a aktivita enzymu UGT2B7 se zvysila o 50% (Mitra et al., 2009). Src kinasa vSak
nemd ucinek jen na aktivitu enzymu, ale i na preferovany substrat. Experiment provedeny
v bunéné linii COS-1 ukazuje, ze je-li UGT2B7 fosforylovany Src kinasou, muze
metabolizovat 4-OH-estradiol a 4-OH estron, nikoliv vSak 17p-estradiol. Pokud je fosforylace
zprostifedkovana jinou kinasou, metabolizacni reakce probihaji na vSech tfech slouc¢eninach
(Mitra et al., 2010). Dalsi posttransla¢ni modifikace, jako tfeba ubiquitinace, sumoylace ¢i
neddylace, zatim nebyly u UGT2B7 zjistény.

Ve studii, kterou provedl Holthe et al., 2003, jiz vSak bylo naznaceno, ze veskerou
interindividualni variabilitu v metabolizaci nemiiZzou zpusobovat pouze polymorfismy (Holthe
et al., 2003). Posttransla¢ni modifikace sice moduluji G¢inek UGT2B7, ale také nejsou
odpovédi na vSechny variace v metabolizaci sloucenin. Znacna ¢ast interindividualni
variability je totiz zplsobena rozdilnym sestiithem. Jak jiz bylo naznafeno na obrazku ¢. 1,
UGT2B7 mize mit nékolik variabilnich 5" zacatkt a stejné tak i 3" koncd. Piipadné mize
dojit k vysttizeni vnitiniho exonu ¢islo 4 nebo 5, poptipadé obou. Prvni popis dalsich variant
exonu piinesl vyzkum v roce 2008, pii kterém byly popsany dva nové exony (la a 1b)
(Innocenti et al., 2008). Doposud bylo odhaleno 22 sesttihovych variant, pfi¢emz varianta 1 je
pokladana za normalni typ UGT2B7. VSechny zndmé varianty sestiihu jsou zobrazeny na

obrazku ¢. 3.
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Obr. €. 3: Znamé varianty sestiihu UGT2B7.
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Obr. ¢. 3 pokracovani: Znamé varianty sestiihu UGT2B7. PferuSovana ¢ara znazoriiuje mista
sestiihu. Promotorové oblasti nejsou zobrazeny. Cisla nahofe oznacuji exony a Cisla dole
oznacuji pocet paru bazi exont. Obrazek pievzat z Ménard et al., 2011.

Doména vazajici substrat se nachédzi v exonu 1, takze katalytickou ¢innost mize
teoreticky vyvijet kromé varianty 1 (brana jako referenéni sekvence) i varianty 5, 6 a 7, které
maji pouze zkraceny C-konec proteinu. OvSem glukuronida¢ni aktivita byla v laboratornich
testech prokazana pouze u varianty 1 pro zidovudin a 4-hydroxy-estron. Nicméné, pfi
soucasné expresi varianty 1 s proteinem vzniklym z varianty 2 nebo 4 (izoforma i2 a i4, viz
tabulka €. 5), doslo ke snizeni glukuronida¢ni aktivity az o 56%, coz naznacuje ulohu téchto
izoforem jako negativnich regulatorti enzymové aktivity (Ménard et al., 2011). Tato negativni
regulace je znama i u izoforem UGT1A, které samotné postradaji enzymovou aktivitu, ale
pusobi jako negativni regulacni jednotky na ostatni ¢leny podrodiny UGTIA (Bellemare et
al., 2010).
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Na zaklad¢ in-silico analyz a in-vitro transla¢nich experimenti bylo zjisténo,
ze transkripty postradajici exon 1 zacinaji translaci az v exonu 2, v kodonu ATG. To celkové
davé pouze 7 izoforem enzymu UGT2B7 (tabulka ¢. 5) (Ménard et al., 2011).

Tabulka ¢. 5: Znamé izoformy UGT2B7 (Ménard et al., 2011)

Varianta sestfihu Izoforma Délka proteinu Hmotnost proteinu
UGT2B7_v1l UGT2B7_il 529 AMK 60,7 kDa
UGT2B7_v5 UGT2B7_i2 457 AMK 51,9 kDa
UGT2B7_v6 UGT2B7_i3 450 AMK 51,3 kDa
UGT2B7_v7 UGT2B7_i4 369 AMK 42,7 kDa

UGT2B7_v4, v10, UGT2B7_i5 280 AMK 31,7 kDa

v12, v14, v16, v17,
v20, v22

UGT2B7_v8, v18 UGT2B7_i6 208 AMK 22,9 kDa

UGT2B7_v9, vl11, UGT2B7_i7 120 AMK 13,6 kDa

v13, v15, v19, v21

Rozdilny je i vyskyt jednotlivych izoforem. V gastrointestinalnim traktu, jatrech a
ledvinach je hojné exprimovana UGT2B7 il a dalsi izoformy obsahujici exon 1. Vyskyt
ostatnich izoforem je vétSinou extrahepatdlni a silné tkanoveé specificky. Napiiklad
v ledvinach byly nalezeny vSechny izoformy UGT2B7, ale ve varlatech byly prokéazany
kromé& normalni izoformy pouze UGT2B7 i5 a UGT2B7_i6 (Ménard et al., 2013; Ménard et
al.,, 2011). Krome¢ tkanové specifity bylo prokazano, ze tento regulacné kontrolni proces
odpovidajici za expresi jednotlivych variant mRNA se velmi méni s vyvojem cClovéka
(pfechod od prenatalniho obdobi az do dospé€losti) a také je rozdilny mezi normélni a
rakovinou tkani. Pti porovnavani rakoviny ledvin s normalnimi ledvinami byla transkripce
variant neobsahujici exon 1 az 2,9-krat vyssi nez v normalni tkéni a soucasné doslo ke snizeni
exprese transkripti obsahujicich exon 1. Ve zdravych ledvindch obsahuje 58% vSech
transkriptt UGT2B7 exon 1, ale v rakovinné tkani pouze 30%. Pti porovnavani enzymové
aktivity na specifickém substratu UGT2B7 zidovudinu dosahovali normalni ledviny az 52-
krat vetsi rychlosti nez rakovinna tkan (Ménard et al., 2013).

Kromé¢ jiz vySe zminénych posttranslacnich modifikaci nebo modulaci izoformami,

probihd regulace genu UGT2B7 pievazné pomoci regulace transkripce ligandem
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aktivovanymi transkripénimi faktory. Jeden z nich je i jaterni jaderny faktor la (HNFla,
hepatic nuclear factor la), ktery se vaze do promotorové oblasti UGT2B7 a pozitivné
ovlivituje transkripéni aktivitu (Ishi et al., 2000). Psobi spole¢né s oktamernim transkripénim
faktorem-1 (Oct-1, octamer transcription factor-1), jehoz vazebné sekvence byly nalezeny
v promotoru UGT2B7 (Carrier et al., 2000), ale jeho vazba do téchto motivu stale nebyla
prokazéna. Jediny vliv Oct-1 na transkrip¢ni aktivitu UGT2B7, je jeho vazba na HNFla a
spole¢né tak zvysuji transkripéni aktivitu. Jelikoz je vazebné misto pro HNFla nejblize
pocateCnimu mistu transkripce ze vSech znamych transkripCnich faktorti regulujicich
UGT2B7 a Oct-1 muze vazat TFIIB (protein nezbytny pro zahjeni transkripce), je mozné,
ze tento transkripcni faktor ptisobi jako jakysi prostfednik a piestoze se sam nevaze na DNA,
zvySuje transkripéni aktivitu UGT2B7 genu vazbou na HNFla a asociuje s proteiny
nezbytnymi pro zahajeni transkripce (Ishi et al., 2000). Dalsi z transkripénich faktoru je
farnesoidni X receptor (FXR, farnesoid X receptor), ktery je aktivovan Zlu¢ovymi kyselinami
a negativné reguluje transkripci UGT2B7 (Lu et al., 2005).

Transkripéni faktor protein 53 (p53) je velmi zndmy tumorovy supresor, ktery
ovliviluje mnoho genti vazbou do p53 responzivniho elementu (pS3RE). Hu et al zjistil jeho
roli v aktivaci UGT2B7 jako reakci na genotoxické slouceniny, kterou v tomto piipadé
zastupoval epirubicin, jeden z protirakovinnych leki. Je zajimavé, ze p5S3RE se castecné
prekryva (4 bp) s responzivnim elementem pro FXR. Vazba p53 do promotorové oblasti
UGT2B7 né&kolikanasobné zvysi transkripci tohoto genu a tim je snaha odbourat genotoxické
latky z organismu, coz v ptipadé protirakovinnych 1¢ki jako je epirubicin mize mit nezadouci
nasledky (Hu et al., 2014). Dalsim transkripénim faktorem je NF-E2 p45 souvisejici faktor 2
(Nrf2, NF-E2 p45-related factor 2), ktery mize byt aktivovan sulforafanem nebo tercidlnim
butylhydrochinonem. Po jeho aktivaci pozitivné zvysuje expresi UGT2B7 (Nakamura et al.,
2008[b]). Posledni z transkripénich faktoru, ktery se prokazatelné vaze do promotorové
oblasti UGT2B7 je koncové souvisejici homeodoméni protein 2 (Cdx2, caudal-related
homeodomain protein 2), aktivovany napiiklad 4-hydroxitamoxifenem (Gregory et al., 2006).
Pro transkripcni faktory jako je Oct-1, Pxb-1 a C/EBP byla nalezena sekvence, do které by se
mohly véazat, ale jejich vazba do promotorové oblasti nebyla potvrzena (Carrier et al., 2000).
Transkripéni faktory, které se prokazatelné¢ vazi do promotorové oblasti UGT2B7 jsou

zobrazeny na obrazku €. 4.
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Obréazek ¢. 4: Transkripéni faktory, které se prokazateln¢ vazi do promotorové oblasti
UGT2B7. FXRE - FXR responzivni element, CDX RE - Cdx2 responzivni element, HRE -
HNFlo responzivni element, p53RE - p53 responzivni element, ARE - antioxidant
responzivni element, TBHQ - tercialni butylhydrochinon. Schéma bylo sestaveno na zakladé¢
publikaci Ishi et al., 2000; Carrier et al., 2000; Lu et al., 2005; Hu et al., 2014.



3. Receptor pro vitamin D (VDR; NR111)

Receptor pro vitamin D (VDR, vitamin D receptor) byl poprvé objeven v roce 1969
jako protein, ktery méa schopnost vazby biologicky aktivniho vitaminu D (Haussler et
Norman, 1969). Od tohoto objevu uplynulo mnoho ¢asu a dnes jiz vime, ze se jedna 0
ligandem aktivovany transkripcni faktor patfici do superrodiny jadernych receptort, ktery je
kodovan genem lezicim v centromerické oblasti (12cen-ql12) na chromozomu 12 (Taymans et
al., 1999). Tento gen se sklada ze 14-ti exonu rozprostirajicich se po délce vétsi nez 60 kb
(obrazek €. 5), pti¢emz prvni exon ma 6 variant, uplatiiujicich se pfi alternativnim sesttihu
(Crofts et al., 1998).

— === H— {HHIH =

{ LR I U {
Exony: 1f 1e 1a1d  1b 1c 2 3

e
45678 9
Obrazek ¢. 5: Struktura genu VDR. Obsahuje 14 exonti (Sest variant exonu 1) a rozprostira se
Vv oblasti pfiblizné 60 kb. Promotor neni zakreslen. Pievzato z Crofts et al. 1998.

Alternativnim sestfihem genu pro VDR vznikd 14 transkriptl, které zacinaji bud’
exonem 1a, 1d nebo 1f (pfi¢emz formy zacinajici exony la a 1d jsou nejcastéjsi). Exony 2 — 9
jsou spole¢né vSem transkriptim a ty se lisi pouze v dalSich variantich exonu 1, které jsou
bud’ ptitomny, nebo vynechany ve vysledné mRNA (Crofts et al., 1998). Ze vSech 14-
ti transkripti vSak byly prokdzany pouze 2 izoformy VDR (VDRA a VDRBL1). Nejéastéjsim
proteinem vznikaji z transkriptd je izoforma oznacovana jako VDRA, obsahujici 427
aminokyselin (velikost 48 kDa). Druha izoforma (VDRBL) je prodlouzena na N-terminalnim
konci o 50 aminokyselin (477 AMK) s hmotnosti 54 kDa (Sunn et al., 2001; Crofts et al.,
1998). Prodlouzeni zpisobuje rozdilnou reakci na ligand, zejmeéna na 10,25(OH), vitamin D3
a litocholovou kyselinu. V rakovinné bunééné linii COS1 je indukce promotoru CYP24A1 na
stejné urovni u obou izoforem po aktivaci litocholovou kyselinou, ale naptiklad v HEK293
nebo Caco-2 je snizena az o 36% u VDRBI. Avsak po aktivaci pomoci 1a,25(OH),D3 v linii
COSI1 je aktivace promotoru CYP24A1 vyssi az o 48% u VDRBI, coz spolecné s dalSimi
vyzkumy naznacuje, ze aktivace této izoformy receptoru zalezi na druhu ligandu, tkani a
ostatnich faktorech (Esteban et al., 2005).

Po translaci exond 2 — 9 vznikd 6 domen (A — F), které dohromady vytvaii celkovou
strukturu VDR a jeji nejdulezitéjsi ¢asti jsou DNA-vazebna doména (DBD, DNA-binding
domain: umoznuje VDR vazbu na DNA ve vitamin D responzivnim elementu (VDRE)),
dimeriza¢ni doména (heterodimerizace VDR s retinoidnim X receptorem (RXR) po aktivaci
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VDR ligandem), ligand-vazebnd doména (LBD, ligand-binding domain: slouzi k navazani
ligandu), transaktivatni doména (TAD, trans-activating domain: umoziuje Vvazbu
koregula¢nich proteinit) a doména umoziujici jadernou translokaci (Deeb et al., 2007).

Na rozdil od ostatnich jadernych receptori ma VDR natolik zkracenou A/B oblast,
ze postrada oblast aktivacni funkce 1 (AFI, activation function 1), oznaCovana také jako
ligand nezavisla domeéna, ktera se normalné nachazi na N konci receptoru. VDR tak mé pouze
aktivacni funkci 2 (AF2, activation function 2) na C konci oznacovanou jako na ligandu
zavisla domena (Nagpal et al., 2001; Sone et al., 1991). V DBD se vyskytuji zinkové prsty
(Znf, zinc finger), coz jsou struktury tvofené centralnim atomem zinku vazajiciho se k 4
dal$im aminokyselinam (v tomto pfipadé ma Znf motiv C2-C2, coz je propojeni pies
cysteiny) a tato strukturni zména napomaha lepSimu cileni VDR do VDRE (Nagpal et al.,
2001). Struktura VDRA je zobrazena na obr. ¢. 6.

DNA-vazebni doména

(ANK 2460, 91-115) VDR

Jaderni translokace 55 5208

(AMK 48-55, 78-105) @ @ AF-2
Ligand-vazebna doména N Pantei oblast 48kDa
(AN 217-244, 168-316, 396-410)

NG WUANE I 396 422 407 a
welc | D | bR |

|:| Dimerizaéni doména
[ANE 37,81-92, 244-263, 317-383)
|:| Transaktivaéni doména
(AN 248, 4164100

Obr. & 6: Struktura proteinu VDRA s jednotlivymi doménami. Cisla zobrazuji jednotlivé
aminokyseliny. S51 a S208 jsou mista fosforylace na serinu pro stabilizaci komplexu VDR-
la,25 (OH),;D3. AF2 je oblast na C konci proteinu a probihd na ni interakce s koregula¢nimi
proteiny. Obrazek pievzat z Deeb et al., 2007.

VDR je po translaci pfitomen Vv cytoplazmé i jadie vétSiny bunék lidského téla a to i
bez navazaného ligandu (Berger et al., 1988). Driv€jsi experimenty, které ukazovaly
vétSinovou distribuci VDR v jadre, byly vyvraceny pomoci fluorescenéné znaceného ligandu
VDR (BODIPY-kalcitriol). Pti experimentech se syntetickym ligandem bylo zjisténo, Ze
az 50% z celkového mnozstvi VDR piitomného V buiice je zaroven v cytoplazmé a pfi
navazani ligandu dojde k ustaveni rovnovahy v distribuci pfiblizné za 5 minut (Barsony et al.,
1997). Vyjimku tvoii specializované bunky jako naptiklad Purkynovy bunky v mozecku a
neurony Meynertova jadra, u kterych zatim nebyla pfitomnost VDR porkazana (Eyles et al.,
2005).
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Po navazani ligandu na ligand-vazebnou doménu dochazi ke konforma¢nim zménam a
VDR poté podstupuje fosforylaci pomoci PKC na serinu 51 (S51). Protein VDR s mutaci
VvV tomto misté, kterd znemoziuje fosforylaci, vykazuje velmi snizenou transkripéni aktivaci
VDR pomoci ligandu 1a,25 (OH);D3 a tim i ovlivnéni cilovych genta (Hsieh et al., 1991).
Stejné dilezita je i fosforylace na pozici 208 (S208), zpiusobena kasein kinasou II (CK-I1),
kterd také moduluje uc¢innost transkripéni regulace VDR (Jurutka et al., 1993).

Tyto fosforylace poméhaji stabilizovat komplex VDR/ligand (Hsieh et al., 1991;
Jurutka et al., 1993), ktery se poté vaze na jeden z podtypu RXR a to RXRa, RXRp nebo
RXRy. RXR musi byt bez navdzaného ligandu, jinak heterodimerizace neni mozna (Kato et
al., 2000; Sanchez-Martinez et al., 2008). Po vytvofeni heterodimeru VDR/RXR muze zadit
dochazet k vazbé dalSich proteinti (korepresorti ¢i koaktivatort). U ostatnich receptort
(naptiklad PPARSs) dochazi po vazbé antagonisty k navazani korepresorl a pfi vazbé agonisty
se navazuji spiSe koaktivatory (Sanchez-Martinez et al., 2008). U VDR vsak byla prokazana
vazba korepresorti jako je jaderny receptorovy korepresor (N-CoR, nuclear receptor
corepressor) (Dwivedi et al., 1998), nebo umlcujici mediator pro receptory retinoidnich a
tyroidnich hormonti (SMRT, silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors)
(Tagami et al., 1998) bez navazaného ligandu. Nicméné schopnost potlaceni genové exprese
bez navazaného ligandu je minimalni, i kdyz jsou pfitomny oba korepresory. Tato zjisténi
naznacuji, Ze SMRT a N-CoR negativné reguluji VDR zprostiedkovanou transkripci a bez
navazaného ligandu nemaji téméf Zadny ucinek na cilové geny. V minulosti se uvazovalo
pouze o modelu, pii kterém oba korepresory disociuji z VDR po navazani ligandu
10,25 (OH),D3 a tento model je bézny u jinych jadernych receptori (Sanchez-Martinez et al.,
2008).

Komplex VDR/RXR muze ovliviiovat genovou expresi dvéma zpusoby. Prvni a
nejcastéjsi zpisob je, Ze se vaze do promotorové oblasti cilovych gent na VDRE, ktery ma
motiv pfimych opakovani hexanukleotidové sekvence AGGTCA oddélené od sebe tremi
nukleotidy (DR3, direct repeats 3) (Nagpal et al., 2001). Do VDRE se ovSem vazi
nespecificky jest¢ dalsi dva receptory a to konstitutivni androstanovy receptor (CAR,
constitutive androstane receptor) (Moreau et al., 2007) a pregnanovy X receptor (PXR,
pregnane X receptor), coz pii aktivaci téchto receptorti vede k ovlivnénim enzymi normalné
aktivovanych vitaminem D (Pascussi et al., 2005). Druhym zptsobem je antagonizace tu¢inku
urcitych transkrip¢nich faktord, jako je tieba jaderny faktor aktivovanych T bunék (NFAT,
nuclear factor of activated T cells) (Takeuchi et al., 1998) nebo jaderny faktor kappa B (NF-
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kB, nuclear factor kappa B), ale tento mechanismus akce VDR/RXR heterodimeru je
minoritni (Harant et al., 1997).

Mezi nejvyznamnéjsi koaktivatory VDR, které umoziuji spusténi transkripce cilovych
geni, patii napiiklad koaktivatory steroidnich receptort pl60 (SRC/p160, steroid receptor
coactivators p160) nebo s receptorem pro vitamin D interagujici protein (DRIP, vitamin D
receptors interacting proteins) (Rachez et Freedman, 2000). Jejich pfitomnost vSak neni stala
a méni se svyvojem bunck. Napiiklad v proliferujicich keratinocytech byl identifikovan
DRIP 205 (jedna z podjednotek DRIP komplexu) spoleéné s SRC-3, ktery patii do SRC/p160,
jako hlavni koaktivator VDR. Ale v jiz diferenciovanych keratinocytech ztratil DRIP 205
ucinek, coz poukazuje na vyvojovou a tkanovou specifitu koaktivatorat VDR (Oda et al.,
2004). Po vazb¢ na jaderny receptor zaéne SRC/p160 vazat dalsi koaktivatory jako je CREB
vazajici protein (CBP, CREB-binding protein), p300/CBP asociovany faktor (PCAF,
p300/CBP-associated factor) a koaktivator asociovany s argininovou metyltransferasou
(CARM, coactivator associated arginine methyltransferase), které usnadiuji transkripci diky
asociaci histonové acetyltransferasy (HAT, histone acetytransferase) a metyltransferasy.
Tento sled udalosti zptsobi destabilizaci chromatinu a umozni zahajeni transkripce (Oda et
al., 2004; Rachez et Freedman, 2000; Leo et Chen, 2000).

Samotna transkripce je komplexni proces a koaktivatory nejsou jediné prvky, které
jsou vyzadovany pro jeji uspésné zahajeni. Po vazbé koaktivatori dochéazi ke tvorbé
zakladnich transkripénich faktort jako TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF a TFIIH (Nagpal
et al., 2001; Roeder, 1996). Zde byla prokazana pfima interakce ligand vazebné domény VDR
s TFIIB (MacDonald et al., 1995) a u TFIIA byla prokdzana piima reakce s heterodimerem
VDR/RXR, ktera je navic silné stimulovana ligandem VDR, 1a,25(OH),vitamin D3 (Lemon
etal., 1997).

Krom¢ koaktivatori vSak musime brat v potaz i korepresory. Nejznaméjsimi
korepresory vazajici se na komplex VDR/RXR jsou N-CoR a SMRT. Tyto korepresory se
vSak nevazi jen za pfitomnosti antagonistl, jak je zvykem u ostatnich jadernych receptort a
bylo zminéno vySe. V nedavné dobé bylo zjist€no, Ze vySe zminéné korepresory byly
navdzany na VDR spolu s koaktivatory SRC1, CBP a MED1 (mediator 1) a to po vazbé
agonisty 1a,25(OH),vitamin D3, nikoli antagonisty (Meyer et Pike, 2013). Mezi dalsi
korepresory, které se vazi na VDR, patii ,,bezvlasy (Hr, hairless), u néjz bylo prokazano,
Ze mutantni verze postradaji korepresorovou aktivitu. Hr si své jméno vyslouzil pravé proto,

ze je velmi dulezity pii rustu vlasa (Mi et al., 2011).
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Mezi piirozené ligandy VDR patii jiz zmifovany vitamin D, ktery ma v ptirodé dvoji
zastoupeni. Vitamin D3 neboli cholekalciferol si ve velkém mnozstvi tvoii pfevazna vétsina
suchozemskych zivocicha z pre-vitaminu D3 (7-dehydrocholesterolu) ptisobenim UV zafeni 0
vinové délce 290 — 315 nm (Holick, 2003). Samoziejmé existuji i vyjimky. Napiiklad
rypomys$ damarsky (Fukomys damarensis) ma jen minimalni mnozstvi vitaminu D v Kkrvi a
regulace véapniku je nezavisla na vitaminu D (Pitcher et al., 1994). Dalsi raritou jsou psi a
kocky, jejichz tvorba vitaminu D je minimalni oproti ostatnim podobnym Zivo¢ichum (How et
al., 1994). Vitamin D, (ergokalciferol) je pravdépodobné jeden z nejstarSich hormont na
sveété a je rostlinného pivodu. Byl nalezen u jednobunééné moiské tasy Emiliania huxlei,
kterd existuje v nezménéné podobé nejméné 750 miliond let (Holick, 2003).

At uz se jednd o rostlinny nebo zivoéisny vitamin D, kazdy z nich musi byt dvakrat
hydroxylovan a to prvné na pozici 25 za vzniku 25-hydroxyvitamin Dys3. Za tuto hydroxylaci
je odpovédnych sedm cytochromii P450 (CYP27A1, CYP2R1, CYP2J2/3, CYP3A4,
CYP2D25 a CYP2C11 (Zhu et DeLuca, 2012). Posledni hydroxylace na pozici 1a, ktera vede
k tvorb¢é metabolitu schopného vazby na VDR, je zprostfedkovavana CYP27B1, jehoz hladina
je ptisné regulovana (Zhu et DelLuca, 2012). Dal§im znamym pfirozenym ligandem VDR je
sekundarni Zlucova kyselina. Litocholova kyselina (LCA, litochol acid) plsobi jako aktivator
VDR, ktery poté zvySuje expresi enzymu CYP3A4, ktery metabolizuje LCA a zabranuje tak
jejimu hepatotoxickému a potencialné karcinogennimu u¢inku (Makishima et al., 2002).

Vzhledem k biologické dulezitosti VDR je zfejmé, Ze byla snaha syntetizovat mnoho
umélych ligandi VDR, z nichZ nékteré by Slo pouzit pii 1écbé riiznych onemocnéni. Jednim
z takovychto pfipravka je i tacalcitol, ktery uzivaji pacienti trpici lupénkou (Gollnick et
Menke, 1998) nebo alfakalcidol pouzivany pfi 1é¢bé osteopordzy (Nagpal et al., 2001).

Pomoci VDR je na transkripéni Grovni regulovano mnoho genti nalezejicich do jedné
ze tii fazi biotransformace. Z gent prvni faze se jedna naptiklad o CYP3A4 (Makishima et
al., 2002), CYP2B6, CYP2C9 (Drocourt et al., 2002) a samoziejmé enzym CYP24A1, ktery
je odpovédny za hydroxylaci vitaminu D na pozici 24 a tim zplsobi jeho biologickou
deaktivaci (Tashiro et al., 2007). Zenzymt druhé faze je zastoupen napiiklad enzym
SULT2A1 (Echchgadda et al., 2004) nebo SULT2B1b (jedna ze dvou izoforem enzymu
SULT2B1), ktery se ukazuje jako dulezity faktor v regulaci proliferace rakoviny prostaty (Seo
et al.,, 2013). Ztransportéru treti faze biotransformace regulovanych pomoci VDR lze
jmenovat OATP1A2 (Eloranta et al., 2012).
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4. Cil prace

Cilem této prace bylo porovnat tkanové specifické rozdily v regulaci enzymu
UGT2B7 v nékolika tkanich lidského téla a soustfedit se na dvé biotransformacné
nejvyznamnéjsi oblasti a to jatra a stievo. Porovnani bylo provedeno pfevazné na hladiné
mRNA, pouze u vybranych tkani i na hladin¢ proteinu. Déle byly ptipraveny vzorky pro

meéteni katalytické aktivity.
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5. Material a pristroje

Material a chemikalie:

-plastové $picky 0,1 - 10 pl, 10 - 100 ul a 100 - 1000 pl (Eppendorf)

- Dublecco’s modified Eagle’s medoum (DMEM, Sigma Aldrich, D6546)
-L-glutamin (Sigma Aldrich, G8540),

-neesencialni aminokyseliny (Sigma Aldrich, M7145),

-fetalné bovinni sérum (

-penicilin a streptomycin (Penicilin-10000 units/ml; Streptomycin-10000 mg/ml) (Gibco,
1221644)

-bunicina (Vitrum)

-ddH,0

-0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, T4049)

-1x PBS (Gibco, 1613686)

-izopropanol (Lab-Nev s.r.o0., 20037-ATO0)

-75% etanol (Sigma Aldrich, 459844)

-chloroform (Sigma Aldrich, C2432)

-sérologické pipety 0,1 -2ml,1-5ml, 1-10ml, 1 - 25 ml (TPP Biotech)
-6-ti jamkové kultiva¢ni desticky (TPP Biotech)

-96-ti jamkové bilé PCR desti¢ky (Roche)

-UPL sondy 86 (Roche, 04689119001) a 60 (Roche, 04688589011)
-trypanova modf (0,4% Trypan blue v PBS)

-Primery pro UGT2B7 viz tabulka ¢. 6 (Generi Biotech)

-Primery pro GAPDH viz tabulka ¢. 6 (Generi Biotech)

-Primery pro CYP24AL1 viz tabulka ¢. 6 (IDT)

-10x reakéni pufr (Biolabs, F-572B)

-dNTP 10 mM (dCTP (B1058A); dTTP (B1048A); dCTP (B1050A); dATP (B1053A)
TaKaRa)

-inhibitory RNAs (Biolabs,M0307L)

-M-MuLV (reverzni transkriptaza (200000 U/ml), Biolabs, M0253L)
-stfedni kultivagni ldhev o obsahu 25 cm? (TPP Biotech)

-plastova Skrabka (Cell scraper, Sigma Aldrich)

-TRI reagent (Sigma Aldrich, T9424)

-random Primers (TaKaRa, N2201FA)
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-kalcitriol (Sigma Aldrich, D1530)

-resveratrol (Sigma Aldrich, R5010)

-dimethylsulfoxid (Lach-Ner s.r.o., 20022-CTO)

-Probes Master (Roche, 04707494001)

-lyzaéni pufr pro proteiny (50mM HEPES, 5mM EDTA, 150mM NaCl, 1% TRITON,
pH=7,5)

-Naloxon (Sigma Aldrich, N7758)

-Sulforafan (Sigma Aldrich, S4441)

-protilatka proti UGT2B7 (BD Gentest, 04-20022)

-protilatka proti Aktinu (Santa Cruz Biotechnology, A2513)
-sekundarni protilatka anti-rabbit (Santa Cruz Biotechnology, J2811)
- sekundarni protilatka anti-goat (Santa Cruz Biotechnology, J0713)
-lauryl siran sodny (Sigma Aldrich, L3771)

-acrylamid (Bio Basic Canada INC., UN2810)

-TEMED (Bio Basic INC., TB0508)

-metanol (lach:ner, 20038-ATO0)

-acetonitril (Bio Basic Canad INC., AC1400)

-odtuénéné susené mléko (Laktino)

-persiran amonny (Sigma Aldrich, A3678)

-HEPES (Sigma Aldrich, H3375)

-EDTA (Sigma Aldrich, E9884)

-Trypanova modr (Sigma Aldrich, T6146)

-NaCl (lach:ner, 02150)

-TRITON™ X-100 (Sigma Aldrich, X100)

-substrat pro peroxidasu (C-digit, 926-95000)

Tabulka €. 6: Sekvence primerQ pro riizné geny

Gen Sekvence primeru (Forward) Sekvence primeru (Reverse)
UGT2B7 ACCAAATGTTGATTTTGTTGGA | CACCACAACACCATTTTCTCC
GAPDH CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC ACGACCAAATCCGTTGACTC

CYP24 TCATCATGGCCATCAAAACA GCAGCTCGACTGGAGTGAC
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Pristroje:

-laminarni box Bio Il Advance 4 (TELSTAR Technologles)
-nanodrop Lite (Thermo Scientific)

-centrifuga 5415 R (Eppendorf)

-stolni centrifuga Z 100 M (Hermle)

-termoblok dry bath incibator MD-02N (BioTech)

-vodni lazenn LCB22D (LabTech)

-LightCycler 480 Il (Roche)

-mikroskop NIB-100 (Novel Optics)

-Pipety reference 0,1 - 2,5 ul, 1 - 10 ul, 10 - 100 pl, 2 - 20 ul, 100 - 1000 pl (Eppendorf)
-Biirkerova komurka (Marienfeld)

-FastPette (LabNet)

-aparatura pro SDS-PAGE (BioRad)

-detek¢éni skenr Li-COR model 3600 (C-Digit)

-infinite M200PRO (TECAN)

Bunécné linie:

-LS180: Human Caucasian colon adenocarcinoma (ECACC; 87021202)
-CaCo-2: Human Caucasian colon adenocarcinoma (ECACC; 86010202)
-HepG2: Human Caucasian hepatocyte carcinoma (ECACC; 85011430)

-MDA MB231: Human Caucasian breast adenocarcinoma (ECACC; 92020424)
-MCF-7: Human Caucasian breast adenocarcinoma (ECACC; 86012803)
-A172: Human glioblastoma (ECACC; 88062428)

-A549: Human Caucasian lung carcinoma (ECACC; 86012804)
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6. Metodika:

Izolace RNA, reverzni transkripce a PCR

Celkova bunécna RNA byla izolovana pomoci TRI Reagent® podle navodu vyrobce. cDNA
byla syntetizovana z 1000 ng celkové bunééné RNA za pouziti M-MuLV reverzni
transkriptazy a chemikalii uvedenych v tabulce ¢. 7 po dobu 1 hodiny pti 42 °C. Na provedeni
g-PCR byly pouzity primery uvedené v tabulce ¢. 6 a Universal Probes Library systém podle

pokynii vyrobce. Pouzité chemikalie a ¢asy jednotlivych cyklu jsou uvedeny v tabulce ¢. 8.

Tabulka €. 7: Mnozstvi latek v reakéni smési pro jeden vzorek.

Pouzita chemikalie Objem [pl]
M-MuLV (reverzni transkriptaza) 0,6
Inhibitor RNAas 0,3
dNTP (nukleotidy) 0,6
10x reakéni pufr 1,2
dd H,O 3,3

Tabulka ¢. 8: Chemikalie a nastaveni PCR reakce

Objemy chemikalii pro 1 jamku na 96-ti jamkové desce

Chemikalie Objem [pl]
Smés primert F + R pro zajmovy gen 0,8
UPL pro zajmovy gen 0,2
Probes Master 5
Voda 1
cDNA vzorku 3
Nastaveni PCR
Format detekce Mono Color Hydrolysis Probe/UPL Prob
Objem 10 pl
Cyklus Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Preinkubace 95 10 min 1
Amplifikace 95 10s 45
60 30s
Chlazeni 40 30s 1
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Western blotting

Celkovy buné¢ny lyzat kazdého vzorku byl ziskan z jedné jamky z 6-ti jamkovych desek. Po
oplachnuti ve vychlazeném 1x PBS, byly bunky seSkrabnuty do vychlazeného PBS a
centrifugovany 3000 g po dobu 2 minut pii 4 °C. Pelet byl nasledné resuspendovan ve 120 pul
lyza¢niho pufru, vortexovan 5 minut a centrifugovan 13 000g po dobu 15 minut pii 4 °C.
Supernatant byl pouzit pro dalsi pokusy a obsah proteinil v supernatantu byl zjistén pomoci
metody Bratfordové (Bratford Reagent, podle pokynt vyrobce). 10% SDS-PAGE gel byl
pouzit v aparatufe od firmy BioRad za standardnich podminek podle pokynii vyrobce a
proteiny z gelu byly poté pireneseny na PVDF membranu pomoci blotovaci aparatury
(BioRad). Membrana byla poté umisténa na 1 hodinu do 5% roztoku odtu¢néného mléka v 1x
TBS/Tween pufru pii laboratorni teploté a poté inkubovana s primarni protilatkou proti
detekovanému proteinu (UGT2B7 nebo aktin). Primarni protilatka proti UGT2B7 byla fedéna
1:1000 v 5% roztoku BSA v TBS/Tween a inkubovana 3 hodiny pfi laboratorni teploté.
Protilatka proti aktinu byla fedéna 1:500 a pouzita stejné jako za predchozich podminek. Po
inkubaci s primarni protilatkou byla membréana oplachnuta 3x 5 minut v 20 ml 1x TBS/Tween
a poté inkubovana se specifickou protilatkou fedénou 1:5000 v 2,5% odtuénéném mléku
rozpusténém v 1X TBS/Tween. Detekce byla provedena pomoci Western blotting Luminol kit
podle pokynt vyrobce a detekovéana na skeneru Li-COR model 3600. K vyhodnoceni dat byl
pouzit software dodavany vyrobcem skeneru (Image Studio Digits v 3.1).

Bunécné linie

Vsechny bunééné linie byly kultivovany v Dublecco’s modified Eagle’s medoum (DMEM)
obohaceném o 100U/ml streptomycin, 4 mM L-glutamin, 10% fetalni bovini sérum, 100U/ml
streptomycin a 1% neesencialnich aminokyselin v inkubatoru pti 37 °C, 5% CO, a nasycené
vzdusné vlhkosti. Buiiky byly vystaveny chemikaliim po 24h (RNA) nebo 48h (proteiny a
katalyticka aktivita). Jako rozpoustédlo byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO) a burniky byly
vystaveny Kkalcitriolu (VD3), resveratrolu (RVT), sulforafanu (SFN) nebo tercidlnimu
butylhydrochinonu (TBHQ).

Katalyticka aktivita

Ptiprava vzorka pro detekci katalytické aktivity UGT2B7 byla provedena podle Donato et al.,
2010 beze zmény.
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7. Vysledky:

Jiz dlouho je znamo, ze ligandem aktivované transkripéni faktory ovliviiuji hladinu
biotransformac¢nich enzymt pomoci regulace transkripce. U kalcitriolu, ligandu VDR, byl
prokazan vliv na transkripci 1 translaci UGT2B15 a UGT2B17. SniZzeni hladiny mRNA a
proteinu obou gent bylo prokazano po oba sledované Casy a to 24h a 96h (Kaeding et al.,
2008). Jak jiz bylo zminéno vyse, u UGT2B15, UGT2B17 a UGT2B7 se piedpoklada
spoleény ancestralni pfedchtidce, ze kterého se tyto tiéi geny vyvinuly (Carrier et al., 2000).
Proto se lze domnivat, ze by u UGT2B7 mohla byt podobna regulace na trovni transkripce i
translace jako u dvou pravdépodobné piibuznych genti a ze UGT2B7 bude ovlivnén po
vystaveni kalcitriolu. Tato prace také navazuje na mou piedeslou bakalaiskou praci (Zenata
O., bakalatska prace 2013), v niZ lze na zéklad¢ vysledkl alespon pfedpokladat, Zze UGT2B7
je regulovan za pomoci VDR. Na zaklad¢ téchto dat jsem se rozhodnul provéfit moznou
regulaci UGT2B7 v jinych tkanich nez jen ve stfevni tkéni, ktera byla pouzita v bakalaiské
préaci. Zaroven jsem stievni tkan rozsifil 0 dalsi dvé rakovinné bunééné linie odvozené od
stievni tkané, a to LS180 (LS174T a LS180 jsou ob¢ ptfipraveny z tkan¢ stejné pacientky, ale
linie LS174T byla ptipravena trypsinizaci a je mezi liniemi vidét i rozdilnd morfologie, Vviz
obr. ¢. 7) a CaCo-2 (od prvné dvou jmenovanych linii se li§i tim, Ze byla odebrana jinému
pacientovi za pouziti techniky explantatovych kultur). Naméfené vysledky po vystaveni
téchto dvou linii koncentracim kalcitriolu a dvé dal§im latkam (resveratrol a sulforafan) jsou

vidét na grafu €. 1.

Obr ¢. 7: Porovnani morfologie LS174T (na snimku A) a LS180 (na snimku B). Linie
LS174T byla pfipravena za pouziti trypsinu a linie LS180 byla pouze odebrana. Ob¢ linie
pochazi ze stejné pacientky.
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Hladina mRNA UGT2B7 v LS180 a CaCo-2 za 24h
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Graf ¢. 1. : Exprese mRNA UGT2B7 v LS180 a CaCo-2 za 24h. Data jsou pramérem vzdy
alespon ze tfi nezavislych experimenti a jsou vyjadiena jako nasobek indukce (fold
induction) porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT,untreated cells). Data jsou
normalizovana na expresi GAPDH. Hodnoty oznacené [*] jsou statisticky vyznamne (P<0,05)
oproti UT. Kalcitriol byl pouzit v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol
a sulforafan byl pouzit v koncentraci uM (100 uM RVT a 10 uM SFN).

V grafu €. 1 je vidét u obou linii stejny trend a to pokles hladiny mRNA UGT2B7 po
oSetfeni bunck kalcitriolem jiz za 24h. SniZeni hladiny mRNA bylo u obou linii statisticky
vyznamné a tento pokles se shoduje s daty v bakalatské praci, kde jak za 24h tak za 48h doslo
ke snizeni mRNA UGT2B7 v rakovinné bunécné linii LS174T. Za 24h byl pokles ptiblizné o
50% pro vSechny koncentrace kalcitriolu. V piipadé delSiho testovaciho ¢asu 48h doslo ke
snizeni az o 70% (Zenata 0., Bakalatska prace, 2013). Co se tyce resveratrolu, tak v LS174T
pusobil slabé pozitivné na indukci exprese UGT2B7 a za 24h byla hladina mRNA vyssi 1,3-
krat, za 48h dokonce 3,1-kréat (Zenata O., Bakalaiska prace, 2013). V ptipadé bun&ené linie
LS180 byl pozorovan trend inhibice exprese, ktery vSak nebyl na hladiné statistické
vyznamnosti. U CaCo-2 byla transkripce UGT2B7 resveratrolem signifikantné sniZzena o
41%. Sulforafan snizil hladinu u obou linii, ale statisticky vyznamna data byla ziskana pouze
u linie CaCo-2.

Déle bylo potieba ovéfit, jestli dané snizeni mRNA opravdu souvisi S VDR.
Mnohokrat bylo prokézano, ze aktivovany VDR pozitivné ovliviiuje expresi CYP24A1 svou
vazbou do promotoroveé oblasti tohoto genu a poté dochéazi k mnohonasobné zvysené indukci

exprese MRNA CYP24A1. Toto méteni je vidét na grafu €. 2.

34
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Graf ¢. 2. : Exprese mMRNA CYP24A1 v LS180 a CaCo-2 za 24h. Data jsou prumérem vzdy
alesponn ze tii nezavislych experimenti a jsou vyjadiena jako nasobek indukce (fold
induction) porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi
GAPDH. Hodnoty oznaéené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl
pouzit v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
v koncentraci pM (100 uM RVT a 10 uM SFN).

Jak je vidét na grafu ¢. 2, v obou ptipadech doslo k mnohonasobnému zvyseni mRNA
hladiny CYP24A1 v bunkach vystavenych kalcitriolu oproti buiikach, ke kterym bylo ptidano
jen DMSO. Tim jsem prokazal, ze VDR signaliza¢ni draha je v téchto bunéénych systémech
funkéni a lze tedy predpokladat, ze snizeni exprese genu UGT2B7 muze souviset s VDR.
stejné experimenty i na linii HepG2 (odvozené od karcinomu jater). Na grafu ¢. 3 je vidét
hladina mRNA UGT2B7 a na grafu ¢. 4 hladina CYP24A1 v linii HepG2.
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Hladina mRNA UGT2B7 v HepG2 za 24h
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Graf ¢. 3. : Exprese mMRNA UGT2B7 v HepG2 za 24h. Data jsou primérem vzdy alespon ze
tii nezavislych experimentd a jsou vyjadfena jako nasobek indukce (fold induction)
porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi GAPDH.
Hodnoty oznac¢ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl pouzit
v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
v koncentraci uM (100 pM RVT a 10 pM SFN).
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Graf ¢. 4. : Exprese mMRNA CYP24A1 v HepG2 za 24h. Data jsou prumérem vzdy alespon ze
tii nezavislych experimenti a jsou vyjadiena jako nasobek indukce (fold induction)
porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi GAPDH.
Hodnoty oznac¢ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl pouzit
v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
v koncentraci pM (100 uM RVT a 10 uM SFN).
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Jak je vidét na grafu €. 5, tak jedind statisticky vyznamna zména, bylo lehké zvySeni
exprese UGT2B7 po pouziti resveratrolu. Pfitomnost kalcitriolu méla nulovy vliv na hladinu
UGT2B7 mRNA, stejn¢ tak i sulforafan. Pfi méteni hladiny mRNA CYP24A1 také nebyla
zjisténa statisticky vyznamna indukce pii vystaveni bunck kalcitriolu, coz ukazuje jen na
minimalni nebo nulovou pfitomnost funkéniho VDR v linii HepG2. Nicméné resveratrol se
Vv ptipad¢ bunééné linie HepG2 projevil jako induktor CYP24A1, stejn¢ tak i sulforafan. Ob¢
latky vSak dokéazaly zvySit hladinu mRNA CYP24A1 pravdépodobné jinou nez VDR
dependentni drahou.

ProtoZe byla exprese VDR a UGT2B7 detekovana takika ve vSech tkanich celého téla,
rozhodl jsem se ovétit vzajemny vztah v jinych liniich nez téch odvozenych od jater ¢i stfeva.
Dalsi bunécné linie na které jsem zaméfil svoji pozornost jsou odvozeny od rakoviny prsu
(MCF-7 a MDA MB231), glioblastomu (A172) a plicniho karcinomu (A549). Vysledky vlivu
kalcitriolu, sulforafanu a resveratrolu na hladinu mMRNA UGT2B7 v téchto liniich jsou vidét
na grafech ¢. 5, 7 a 8. Méfeni hladiny mRNA CYP24A1 pro potvrzeni aktivace VDR je na
grafech ¢. 6, 9 a 10.

Hladina mRNA UGT2B7 v MCF-7 a MDA MB231
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Graf ¢. 5. : Exprese mRNA UGT2B7 v MCF-7 a MD MB231 za 24h. Data jsou primérem
vzdy alesponi ze tii nezavislych experimentll a jsou vyjadfena jako nasobek indukce (fold
induction) porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi
GAPDH. Hodnoty oznaéené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl
pouzit v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
Vv koncentraci uM (100 uM RVT a 10 uM SFN).
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Hladina mRNA CYP24A1 v MCF-7 a MDA MB231
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Graf ¢. 6. : Exprese mRNA CYP24A1 v MCF-7 a MDA MB231 za 24h. Data jsou primérem
vzdy alespon tii nezdvislych experimentll a jsou vyjadiena jako nasobek indukce (fold
inductio zen) porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovdna na
expresi GAPDH. Hodnoty oznacené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT.
Kalcitriol byl pouzit v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan
byl pouzit v koncentraci uM (100 uM RVT a 10 uM SFN).

Jak je vidét na grafu €. 5, kalcitriol snizil hladinu mRNA UGT2B7 u obou prsnich linii
(vyraznéji u MDA MB231). Podstatna zména v regulaci genové exprese je u resveratrolu,
ktery u linie MCF-7 snizuje transkripci témét o 70%, ale u linie MDA MB231 zvySuje expresi
a to vice nez dvojnasobng. Snizeni genové exprese UGT2B7 pomoci sulforafanu bylo
vyrazné&j§i u MCF-7, kde pokles piesahl 50%. Po podani kalcitriolu byl VDR v obou
ptfipadech aktivovany, jak je vidét na grafu ¢. 6 s mnohonasobné zvySenou transkripci genu

CYP24A1 oproti kontrolnimu vzorku.

38



Hladina mRNA UGT2B7 v A172 za 24h
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Graf €. 7. : Exprese mMRNA UGT2B7 v A172 za 24h. Data jsou primérem vzdy alespon ze tii
nezavislych experimentii a jsou vyjadiena jako nasobek indukce (fold induction)
porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi GAPDH.
Hodnoty oznac¢ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl pouzit
v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
v koncentraci uM (100 pM RVT a 10 pM SFN).
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Graf ¢. 8. : Exprese mMRNA UGT2B7 v A549 za 24h. Data jsou primérem vzdy alespon ze
dvou nezavislych experimentii a jsou vyjadfena jako ndsobek indukce (fold induction)
porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi GAPDH.
Hodnoty oznac¢ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl pouzit
vnM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
v koncentraci pM (100 uM RVT a 10 uM SFN).
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Hladina mRNA CYP24A1 v A172 za 24h
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Graf ¢. 9. : Exprese mRNA CYP24A1 v A172 za 24h. Data jsou pramérem vzdy alespon ze
tii nezavislych experimentd a jsou vyjadfena jako nasobek indukce (fold induction)
porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi GAPDH.
Hodnoty oznac¢ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl pouzit
v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
v koncentraci uM (100 pM RVT a 10 pM SFN).

Hladina mRNA CYP24A1 v A549 za 24h

3.5 A
3.0 ~
2.5 A

1.7
15
2.0 1.5
15 +
1.0
10 - 0.9
0.5 | l l
0.0

UT 24h VD3 1024h VD3 7524h VD3 15024h RVT 100 24h SFN 10 24h

Fold induction

Graf ¢. 10. : Exprese mMRNA CYP24A1 v A549 za 24h. Data jsou primérem vzdy alespon ze
dvou nezavislych experimentl a jsou vyjadfena jako ndsobek indukce (fold induction)
porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi GAPDH.
Hodnoty oznac¢ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl pouzit
vnM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
V koncentraci uM (100 uM RVT a 10 uM SFN).

40



Co se tyce linie A172 a A549 (graf ¢. 7 a 8), tak po podani kalcitriolu nebyla
zaznaménana jakakoliv statisticky vyznamna zména exprese mRNA UGT2B7. Pozorovany
trend (indukce exprese) po podani resveratrolu se u linie A172 nepodafilo statisticky prokazat
a sulforafan byl u obou linii také bez uc¢inku. U linie A172 byla exprese mRNA CYP24Al
pozorovana a statisticky potvrzena pouze pro koncentraci 75 nM (graf. ¢. 9) z divodu vysoké
mezi expreimentélni variability, ktera zpisobila nemoznost vyhodnoceni indukce pomoci T-
testu jako statisticky vyznamnou. Nicmén¢ funkénost VDR v tomto systému neméla zadny
vliv na hladinu mRNA UGT2B7 (graf ¢. 7). Za nulovy vliv kalcitriolu u A549 mize
pravdépodobné minimalni pfitomnost funkéniho VDR jelikoZ stejné jako u linie HepG2 nebyl
pozorovan statisticky vyznamny narust mRNA CYP24A1 (graf ¢. 10).

Protoze jsem pozoroval pokles UGT2B7 mRNA v linii LS180, kde VDR byl funk¢ni,
rozhodl sem se jako dalsi krok detekovat hladinu proteinu UGT2B7 pomoci specifické
protilatky. Sledovany ¢as byl 48h a detekce probéhla v LS180 a HepG2. Reprezentativni
vysledek ze tfi nezavislych experimentt pro LS180 je na obrazku ¢. 8 a pro HepG2 na

obrazku ¢. 9. Statistické promitnuti kvantifikovanych dat pomoci detek¢niho programu Image

Studio Digits v 3.1 je vidét v grafu ¢. 11 pro LS180 a ¢. 12 pro HepG2.

UGT2ZB7 v L5180 za 48h

VD3 VD3 VD3 )
UT 10 75 150 RVT SEN

UGTD [mmpaiie | s e e S S s

Obr. ¢. 8: Hladina UGT2B7 proteinu v LS180 za 48h. Je zobrazen reprezentativni vysledek
Z nejméné tii nezavislych experimentt. Kalcitriol byl pouzit v nM koncentraci (10 nM, 75 nM
nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit v koncentraci uM (100 uM RVT a 10 uM
SFN).
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Obr. ¢. 9: Hladina UGT2B7 proteinu v HepG2 za 48h. Je zobrazen reprezentativni vysledek
Z nejméné tii nezavislych experimentt. Kalcitriol byl pouzit v nM koncentraci (10 nM, 75 nM
nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit v koncentraci uM (100 uM RVT a 10 uM
SFN).
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Hladina UGT2B7 v LS180 za 48h
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Graf ¢. 11. : Exprese UGT2B7 v LS180 za 48h. Data jsou prumérem vzdy alespon ze tii
nezavislych experimentii a jsou vyjadiena jako nasobek indukce (fold induction)
porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi aktinu.
Hodnoty oznac¢ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl pouzit
v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
v koncentraci uM (100 pM RVT a 10 pM SFN).
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Graf ¢. 12. : Exprese UGT2B7 v HepG2 za 48h. Data jsou primérem vzdy alespon ze tii
nezavislych experiment a jsou vyjadfena jako nasobek indukce (fold induction)
porovnavanych s kontrolnim vzorkem (UT). Data jsou normalizovana na expresi aktinu.
Hodnoty oznac¢ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT. Kalcitriol byl pouzit
v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol a sulforafan byl pouzit
v koncentraci uM (100 pM RVT a 10 uM SFN).
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Po vystaveni bunck kalcitriolu je statisticky vyznamné snizeni hladiny mRNA
UGT2B7 u LSI180, avSak hladina proteinu neni nijak ovlivnéna, spi§ dochéazi k 20-40%
naristu, 1 kdyz statisticky nevyznamnému. V linii HepG2 hladina mRNA Koreluje
S proteinem a bunky nejsou kalcitriolem nijak ovlivnény. Ani resveratrol se sulforafanem

nem¢li na hladinu proteinu jakykoliv vliv.
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8. Diskuze:

V této praci jsem zjiStoval vliv aktivovaného VDR na expresi UGT2B7 v nékolika
tkanich, jelikoz oba proteiny jsou exprimovany v mnoha castech lidského téla. Jako aktivator
VDR jsem zvolil kalcitriol (1a,25-dihydroxycholekalciferol), ktery je bézné piitomen
v lidském téle a je povazovan za jeden z nejucinngjsich aktivatorit VDR.

Mezi nejvyznamnéjsi tkan¢ z hlediska biotransformace patfi jatra a stfeva. Z tohoto
duvodu byly pouzity dvé stievni (CaCo-2 a LS180) a jedna hepatocytarni (HepG2) nadorova
linie na detekci exprese genu jak na urovni mRNA tak i proteinu. Buiiky obou stfevnich linii
oSetfené kalcitriolem vykazovaly mnohondsobné zvySeni hladiny mRNA CYP24Al, coz
svéd¢i o funkénim a aktivovaném VDR v systému. Zaroven doslo i k poklesu mRNA
UGT2B7. Nicménég, tento pokles se neprojevil na hladiné¢ samotného proteinu, u kterého
ptekvapivé doslo k jeho mirnému nardstu, ale toto zvySeni nebylo statisticky vyznamné.
V jaterni linii nedoSlo po pfidani kalcitriolu k Zadné statisticky relevantni udalosti. Hladina
mRNA UGT2B7 a stejné tak i CYP24A1 ziistala beze zmény, coz v tomto bunééném systému
poukazuje na nefunkéni VDR. Hladina proteinu UGT2B7 byla téz beze zmény.

Trend poklesu genové exprese UGT2B7 na trovni mRNA po oSetieni bunék
kalcitriolem podporuji i data z prsnich linii (MCF-7 a MDA MB231) u kterych také doslo
k vyraznému snizeni exprese UGT2B7 a zaroven k narGstu mRNA CYP24Al. Tato data
naznacuji, Ze VDR by mohl byt zapojen do regulace transkripce UGT2B7. I kdyZz doposud
nebylo objeveno vazebné misto v promotorové oblasti genu UGT2B7 (obr. ¢. 4), neznamena
to, Ze se na jeho regulaci nemlZe podilet. Napiiklad Oct-1 se také nevaze pfimo na DNA
V promotorové oblasti, ale svou vazbou na HNFla pomahd modulovat transkripéni aktivitu
(Ishi et al., 2000). Tento typ regulace neni u biotransformacnich enzymu ojedinély, ale byl
napiiklad pozorovan u CYP2A6. Glukokortikoidni receptor (GR) se pfimo nevaze na DNA,
ale podle dostupnych informaci zvySuje genovou expresi CYP2A6 kooperaci s jaternim
jadernym faktorem 4o (HNF4a, hepatocite nuclear factor 4a) (Onica et al., 2007). Je tedy
mozné, ze VDR reguluje UGT2B7 stejnym mechanismem a a¢ zatim nebyl nalezen VDRE
promotorové oblasti UGT2B7, mize po své aktivaci kalcitriolem fungovat na stejném
principu jako GR nebo Oct-1.

Vyse zminéné véci jsou ovSem vrozporu s daty z linie Al72. Jedna se o
glioblastomovou linii, u které sice buiikky po pifidani kalcitriolu vykazovaly zvySeni mRNA
CYP24A1, ale hladina mRNA UGT2B7 zistala nezménéna. Nicméné regulace v mozku se

muze lisit od ostatnich tkdni a mohu tu byt jiné kontrolni mechanismy zabraiujici snizeni
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hladiny mRNA UGT2B7. Jak jiz bylo feceno, UGT2B7 nemda v mozku jen detoxikacni
funkci, ale aktivné se podili na tvorbé M6G, ktery plisobi jako velmi silné analgetikum (Paul
et al, 1989; King et al, 1999) a je =zaroven transportovan do mozku pfes
hematoencefalitickou bariéru (Bourasset et al., 2003). Lze tedy piedpokladat, ze UGT2B7 ma
vice tkanove specifickych regula¢nich mechanismt, které¢ zabranuji snizeni hladiny mRNA.
Vzhledem Kk tomu, Ze na lidskych neuroblastomech (buné¢na linie SH-SY5Y) byla prokazéna
schopnost lidského téla vytvaret si morfin (Boettcher et al., 2005) je mozné, ze UGT2B7 je
kone¢ny enzym v biochemické draze, jejimz cilem je vznik M6G, latky mnohondsobné
ucinngj$i nez je samotny morfin, a proto je jeho hladina v mozku regulovéna vice nez
Vv ostatnich tkdnich. Na potvrzeni vazby VDR bud’ do sekvence na DNA, nebo na kooperaci
s nékterym z dalSich transkripcnich faktorti by samoziejmé bylo potfeba vice molekularné
mechanistickych studii.

Dalsim rozporem nalezenym v této praci je hladina proteinu UGT2B7, ktera
nekoreluje se snizenim hladiny mRNA UGT2B7 v LS180, ale naopak vykazovala statisticky
nevyznamné zvySeni. Divod mize byt stabilita proteinu UGT2B7. Ve studii, kterou provedl
Turgeon et al, 2001 zjistili, ze bunky HEK293 stabilné exprimujici sledovany
biotransformaéni enzym nebyl po osetieni cykloheximidem zadny pokles v expresi UGT2B7
ani po 12 hodinéach. Oproti tomu UGT2B17 mél sniZenou genovou expresi na urovni proteinu
jiz po 1 hodin¢ (Turgeon et al., 2001). Je tedy mozné, ze UGT2B7 je vysoce stabilni protein a
snizend hladiny mRNA neovlivni hladinu samotného proteinu. Nicméné, 1 v tomto piipadé
bude tfeba vice studii. Je mozné, Ze izoformy UGT2B7 maji vliv na stabilitu metabolicky
aktivni izoformy 1, jelikoz ovliviiuji samotnou aktivitu této izoformy jako negativni regulacni
jednotky. Navic je jejich distribuce velmi tkanoveé i vékove specificka (Ménard et al., 2013;

Meénard et al., 2011), coz poukazuje na dal$i mozné regulace UGT2B7.
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9. Zavér:

V teoretické ¢asti této prace je detailné popsan lidsky enzym UGT2B7 a receptor pro
vitamin D (VDR). U obou proteini jsou krom¢ zdkladnich informaci i poznatky o
postranslac¢nich modifikacich ¢i izoformach vznikajicich alternativnim sestfihem.

V praktické ¢asti prace jsem se vénoval vlivu aktivovaného VDR na expresi UGT2B7.
Ve stfevnich a prsnich liniich doslo ke snizeni hladiny mRNA UGT2B7 za 24h. V ostatnich
sledovanych liniich (HepG2, A172 a A549) nebyl zadny statisticky vyznamny rozdil u bun¢k
vystavenych Kalcitriolu oproti normalnim burikam. Aktivace VDR byla potvrzena pomoci
méfeni hladiny CYP24A1 mRNA. Kromé linie HepG2 a A549 doslo k jejimu
mnohonasobnému zvyseni, které znaci, Ze VDR je ve studovaném systému funkéni a
aktivovany. Pozorovany vliv kalcitriolu byl testovan i na hladinu proteinu, kde se vSak efekt
neprojevil a hladinu proteinu nesnizil. Nalezend data podporuji skutecnost, Ze VDR je zapojen
do regulace UGT2B7 a toto podezieni by bylo v budoucnu vhodné ovéfit molekularné-

genetickymi metodami.
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10. Seznam pouzitych zkratek:

VDR - receptor pro vitamin D

M3G — morfin 3 glukuronid

M6G — morfin 6 glukuronid

MOR - p-opioidni receptor

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus
p53RE — p53 responzivni element

TBHQ - tercialni butylhydrochinon

RVT — resveratrol

SFN — sulforafan

PKC — protein kinasa C

HNF1a — jaterni jaderny faktor 1a
HNF4a — jaterni jaderny faktor 4a

Oct-1 — oktamerni transkripéni faktor
TFIIB — transkripcni faktor I1 B

FXR — farnesoidni X receptor

FXRE — FXR responzivni element

p53 — tumorovy supresorovy protein 53
Nrf2 — NF-E2 p45 souvisejici faktor 2
Cdx2 — homeodoméni protein 2

CDX RE — CDX responzivni element
HRE — HNF1la responzivni element
ARE — antioxidant responzivni element
C/EBP — CCAAT/zesilovac vazajici protein
VDRA - receptor pro vitamin D izoforma A
VDRBL — receptor pro vitamin D izoforma B1
DBD — DNA-vazebna doména

LBD - ligand vazebna doména

TAD — transaktiva¢ni doména

AF1 — aktivac¢ni funkce 1

AF2 — aktivac¢ni funkce 2

VDRE - VDR responzivni element
RXRa, B, y — retinoidni x receptor a, B, y
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SMRT — umlcujici mediator pro receptory retinoidnich a tyroidnich hormonti
N-CoR — uml¢ujici receptorovy korepresor

PPARSs — peroxizomovy proliferatorem aktivovany receptor

DR3 — pfimé opakovani 3

CAR — Kkonstitutivni androstanovy receptor

PXR — pregnanovy X receptor

NFAT — jaderny faktor aktivovanych T bunék

NF-kB — jaderny faktor kappa B

SRC/p160 — koaktivatory steroidni receptorti p160

DRIP — s receptorem pro vitamin D interagujici protein

CBP — CREB vazajici protein

PCAF — p300/CBP asociovany faktor

CARM - koaktivator asociovany s argininovou metyltransferasou
HAT — histonova acetyltransferasa

MED1 — mediator 1

Hr — bezvlasy

UV — ultrafialové zareni

LCA — litocholova kyselina

GR — glukokortikoidni receptor
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