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SOUHRN

Uridin-5-difosfat-glukuronosyltransferazy (UGT) jsou enzymy II. faze
biotransformace podilejici se na konjugaci kyseliny glukuronové s lipofilnimi
slouceninami. Nasledn¢ jsou tyto polarni slouceniny eliminovany napf. moc¢i. Predmétem
zajmu je rodina enzyml UGTI1A a jeji izoformy, u kterych byla popsana indukovatelnost
dioxinem, ligandem aryl uhlovodikového receptoru (AhR). Nicméné role receptoru
pro vitamin D (VDR) v regulaci exprese UGT1A nebyla dosud ptesné popsana.
K objasnéni jeho role bylo uZito ndsledné¢ metodiky: inducibilita enzymi byla sledovéna
na komeréni linii LS174T izolované z lidského adenokarcinomu tlustého stfeva. Jako
negativni kontrola byl pfidan dimethylsulfoxid jako pozitivni dioxin. Aktivni forma
vitaminu D, kalcitriol, byl pouZit v koncentracich 10, 75 a 150 nmol/l. Po 24 a 48
hodinové kultivaci doSlo k vyizolovani proteinti a jejich nasledné specifické detekci
metodou Western blotting. ZvySena hladina enzymi UGTI1A byla podminéna ptidavkem
samotn¢ho kalcitriolu, avSak v kombinaci s induktorem, zde v podobé¢ dioxinu, byla
indukce vice patrnd. Nicméné s rostoucim stafim bunécné linie se ucinek kalcitriolu
samotné¢ho nebo v kombinaci dioxinu vytracel. Tento vysledek naznacuje, ze buné¢na linie

LS174T neni vhodnym modelem ke sledovani vlivu VDR na rodinu UGT1A enzym{l.



SUMMARY

Uridine-5-diphosphate-glucuronosyltransferases (UGT) are enzymes of phase II
biotransformation which are involved in the conjugation of glucuronic acid with lipophilic
compounds. Subsequently, these polar compounds are eliminated e.g. in urine. The focus
of the study is UGT1A family and its isoforms. These enzymes were described
as inducible by dioxin, which binds aryl hydrocarbon receptor (AhR). However, the role
of vitamin D receptor (VDR) in the regulation of expression UGT1A hasn’t been
accurately described. The subsequent methodology was used to clarify the role:
inducibility of the enzymes was observed on commercial line LS174T isolated from human
colon adenocarcinoma. Dimethylsulfoxide was added as a negative control
and as a positive dioxin. The active form of vitamin D, calcitriol, was used
in concentrations of 10, 75 and 150 nmol/l. After 24 and 48 hours of cultivation, proteins
were isolated. Western blotting was used for specific detection of these proteins.
The cause of increased level of UGT1A proteins was calcitriol itself, but in case
of addition of the inductor, here in the form of dioxin, the induction was more evident.
However, the effect of calcitriol itself or combined with dioxin was less evident at later
stages of the cell line. This result indicates that cell line LS174T isn’t a suitable model

for monitoring the impact of VDR on UGT1A family of enzymes.
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1. UVOD

Organismy pfedstavuji otevieny systém, ktery interaguje s velkym mnoZstvim
substanci ze svého okoli. Na jedné stran€ se milze jednat napf. o pfijaté Ziviny, mineraly
nebo vitaminy, tedy o latky slouZici jako zdroj energie nebo ,,stavebni material®. Na druhé
stran¢ stoji znacné mnozstvi cizorodych latek (xenobiotik). Jako =zastupce téchto
exogennich latek lze zminit napt. fenolické latky, nitroslouceniny a polyaromatické
uhlovodiky. Expozice naSeho organismu témto slou¢enindm je podminéna predevSim
provozem tepelnych elektraren, zpracovani uhli, vyrobou svitiplynu, dehtd, primyslovych
barviv, hnojiv, pesticidii a vybusnin. V Ceské republice stejné jako jinde ve svétd &eli
lidstvo problému kontaminace prostiedi. K tomuto jevu pfispivd nemalou mérou proces
industrializace. Dal$i skupinou pomérné nenapadné vyhlizejicich xenobiotik mohou byt
léciva, kosmetické ptipravky a potravni aditiva. 1 kdyz jsou mnohé slouceniny
syntetizovany s dobrym Umyslem, jejich stinnou strankou miize byt naruseni
fyziologickych pochodl a tim pozménéni vnitini homeostazy jednotlivce, tak 1 rovnovahy
celého ekosystému.

NaSe organismy si v prubéhu evoluce vytvotily propracovany defenzivni systém
v podobé inducibilnich enzymu a efluxnich transportéri. Poté co xenobiotikum piekona
prvotni bariéry (kazi, stftevni a plicni mukdzu), piichdzeji na fadu biotransformacni
enzymy. Jejich jednoducha strategie spocCivajici v omezeni biologické aktivity
signifikantné urychluje eliminaci xenobiotika, ¢imz zkracuje dobu expozice jeho moznych
Skodlivych Uc€inkti. Enzymy se nevyvinuly az jako odpovéd’ na industrializaci, ale byly
generovany uz u naSich ptfedka jako evolu¢ni adaptace na toxiny napi. jedovatych zab
a rostlin. V této tiché valce, kterd trva jiz tisice let, hraje klicovou roli regulace genové
exprese na transkripéni trovni. Tato regulace je zprostiedkovana receptory vystupujicimi
jako ligandem aktivované transkrip¢ni faktory.

Biotransformaci xenobiotik lze rozdélit do tfech fazi. Béhem 1. faze dochazi
ke katalyze napt. oxidace, redukce a hydrolyzy zprosttedkované hlavné cytochromy P450
a flavinovymi monooxygenazami. Tato interakce vyusti ve vznik polarnéjsi slouceniny. II.
faze vede ke konjugaci molekuly xenobiotika s kyselinou glukuronovou, glutationem
anebo jinymi endogennimi latkami. Vznikaji polarni metabolity, které se snadno rozpousti
ve vodé a nasledné eliminuji moc¢i nebo fekaliemi. III. fize umoZnuje transfer

modifikovaného xenobiotika pomoci transportérti vné bunku. II. faze je zprostiedkovana



celou Skalou enzyma, avSak predmétem této bakalarské prace budou pouze UDP-
glukuronosyltransferazy. Prubéh glukoronidace, tedy konjugace xenobiotika s kyselinou
glukoronovou, je zprostfedkovan étyfmi rodinami enzymi. Cleny prvni rodiny jsou pravé
enzymy UGT1A.

Prakticka cast bakaldiské prace je zaméfena na studium vlivu aktivovaného
receptoru pro vitamin D na expresi enzymii UGT1A. Uplna absence nebo sniZena exprese
téchto enzymil miiZze byt asociovana 1 s tak zdvaznymi patologickymi stavy, jako je napf.
Crigler-Najjariv syndrom I. a II. typu, hepatitida nebo karcinogeneze. Ptipadna
up-regulace téchto enzymli po podani vitaminu D by mohla mit vazné dasledky

pro metabolismus endogennich, tak i exogennich sloucenin.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Biotransformace

Zivé organizmy jsou neustale exponovany xenobiotikiim. Jedna se o synonymum
pro latky cizorodé, téz exogenni, které nemaji nutriéni hodnotu a ani neslouzi jako
»stavebni materidl“. Pod timto pojmem si lze predstavit latky jako jsou potravni dopliky,
I€ky, kosmetické ptipravky, enviromentalni polutanty, produkty primyslu atd. Exogenni
latky mohou ptedstavovat potencionalni riziko, jelikoz mohou interferovat s endogennimi
procesy a narusit tak homeostdzu vnitiniho prosttedi (Skalova et al., 2011).

Obranny mechanismus proti cizorodym latkdm zprosttedkovavaji enzymy
metabolizujici xenobiotika. Funkci téchto enzymili je pozménéni struktury, kterd ma
za nasledek zpolarnéni xenobiotika a tim urychleni eliminace. Vysledny metabolit je
exkretovan napft. ve form¢ moci nebo fekalii (Skalova et al., 2011).

Biotransformaci lze rozdélit do tfech dil¢ich biotransformaénich fazi.
I. faze zodpovidd za vznik hydrofiln€jsi slouc¢eniny odkrytim nebo vnesenim funkéni
skupiny. Béhem II. faze dochazi k interakcim mezi xenobiotikem a endogenni slouceninou.
III. faze zprostiedkovava transport modifikovaného xenobiotika vné buiku (Skalova et al.,

2011).

2.1.1 1. faze biotransformace

Vznik vice polarni slouceniny byva doprovdzen Cetnymi chemickymi reakcemi,
které jsou zajiStény piitomnosti enzymu. Za biotransformaci exogennich latek zodpovidaji
chemické reakce jako je oxidace, redukce, hydrolyza, hydratace a izomerace. U vysSich
organizmi je preferovana oxidac¢ni cesta. V jeji katalyze hraji nezastupitelnou tlohu hlavné

cytochromy P450 a flavinové monooxygenazy (Skalova ef al., 2011).

2.1.1.1 Cytochromy P450 (CYP)

I. faze biotransformace se ucastni hned n€kolik enzymovych systémi katalyzujici
cetné reakce. AvSak prioritni reakci celého procesu je monooxygenace katalyzovana CYP.
CYP mohou byt zodpovédné za detoxikaci, ale rovnéz za bioaktivaci obrovského mnozstvi
cizorodych chemickych latek. Rovnéz mohou provadét ucelné reakce, které zahrnuji
N- a O-dealkylaci, alifatické a aromatické hydroxylace, deaminace, N- a S-oxidace.

Ptiklady toxickych latek, které jsou metabolizovany v tomto systému jsou napf. nikotin
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a paracetamol, stejn¢ jako prokarcinogenni latky, napt. benzen a polycyklické aromatické
uhlovodiky (Klingenberg, 1958).

Pro monooxygenaci je nezbytny transport elektronu z nikotinamidadenin-
dinukleotidfosfatu (NADPH) prostfednictvim NADPH-CYP-reduktazy. Jednd se
o flavoprotein tvofeny jednim flavinmononukleotidem (FMN) a jednim flavinadenindi-
nukleotidem (FAD). Po piedani elektronu do katalytického cyklu CYP dochazi ke kaskadg,
ktera vede k oxidaci substratu (Obr. 1) (Skélova et al., 2011).

xvenobioticky substrat

Flavoprotein RH _
NADP+ (redukovany) 1 oxidovana
‘ Latla
3
P4s0IFe] P450[Fe*s] ROH
NADPH-CYP-reduktaza
RH
2
Flavoprotein
NADPH {oxidovany)
co Cytochrom P450 F’4|5U[FE‘+3]
| CcO ' ]
P450[Fe+?] ——————— P450[Fe*?] ROH
| |
RH RH
-3 4 0g f e
3 I

P450[Fe+2] oH+
I
RH

Obr. 1: Schéma katalytického cyklu CYP-monooxygenace

Upraveno podle http://basic-clinical-pharmacology.net/chapter 4 drug biotransformation.html
(stazeno dne 27. 2. 2013)

2.1.1.2 Flavinové monooxygendzy (FMO)

Vedle CYP jsou nejvyznamnégj§imi enzymy podilejici se na oxidaci xenobiotik.
Enzymy se vyznacuji prezenci jedné molekuly koenzymu flavinadenindinukleotidu (FAD).
Cilem katalyzy byvaji nukleofilni heteroatomy (S a N) nebo také anorganické ionty (HS,
I, CNS) (Skalové et al., 2011).

V' nepfitomnosti substratu tvoiti FMO komplex s NADPH. Nasledné se vaze
O, za vzniku hydroperoxyflavinu (FAD-OOH). V této reaktivni konformaci je enzym

pfipraven pro vazbu se substratem. Jakmile se substrat vyskytne v aktivnim misté enzymu,
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je jednim ze dvou atomii kysliku oxidovan, zatimco druhy atom kysliku reaguje za vzniku
vody. Oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP) se uvolni a opétovna vazba
s NADPH zacina novy cyklus oxidace (Eswaramoorthy ef al., 2006). FMO vazou substrat
pouze v jednom kroku reakce, ale NADP je vazan témét po celou dobu katalyzy. Tim je

samotny pribeh odlisny od interakce mezi substratem a CYP (Obr. 2) (Skalova et al.,

2011).

NADPH+H"
NADP* '\
\ FAD
7 [EMOY s
¢ N 5 7
NADP NADPH+H

fERToy FAP fExmoy 4P

H. l{r‘ 1
hﬂ’ Flavinové ']3

lni}lli}i}lﬁ'gf‘lliiZ}'
+
NADP"* NADP

-@FAD-{}H mFﬂDH:

oxidovana ' 0O
latka *& NADP* —Fd 2
C ) AD-OC
ROH [Frio FAD-OOH
xenobioticky

substrat
EH

Obr. 2: Schéma katalyzy flavinovymi monooxygenazami pri oxidaci substratu

Nakresleno podle Schlaich, 2007

2.1.2 1I. faze biotransformace

II. faze biotransformace je zajiSténa tzv. konjuga¢nimi enzymy. Ve vétSing pripadi
jsou tyto enzymy lokalizovany vcytozolu nebo mikrozomech hepatocytd,
ale v mensim mnozstvi jsou ptitomné témet ve vSech tkanich. Béhem této ¢asti detoxikace
dochazi ke vzniku konjungatu reakci produktii faze 1. s konjuga¢nim ¢inidlem. Konjugacni
¢inidla jsou endogenni latky. Podminkou reakce je splnéni energetickych narokl a to
vazbou s makroergnim kofaktorem (Skalova et al., 2011). Za reakce zprosttedkovavajici

konjugaci lze povazovat glukoronidace, sulfatace, acetylace, metylace, konjugace s
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glutathionem a aminokyselinami. Tyto reakce jsou zodpovédné za vznik hydrofilng;si
slouCeniny, kterou doprovazi i1 sniZzenad aktivita a toxicita. Konjugaty maji omezenou
schopnost pasivni difuze pfes membranu, a tak dochéazi ke snazsi eliminaci z organizmu.
Neékteré konjugaty vykazuji zna¢nou nestabilitu. Hydrolytickym S$tépenim mulze dojit
k opétovnému vzniku ptivodniho nebo jesté vice toxického xenobiotika. Jako piiklady Ize
uvést nckteré aminy a karboxylové kyseliny: morfin, diklofenak, tolmetin

a kyselina acetylsalicylova. (King ef al., 2002; Nakata et al., 2006).

2.1.2.1 Glukuronidace

Glukuronidace ptedstavuje hlavni konjuga¢ni reakci. Konjugace probihd mezi
fadou endogennich i1 exogennich latek a glukuronovou kyselinou pochazejici z kofaktoru.
Kofaktorem nejCastéji byva uridin-5-difosfo-glukuronova kyselina (UDPGA). V dalSich
piipadech lze zminit UDP gluk6zu, UDP xylézu a UDP galaktozu. Ke konjugaci dochazi
u nukleofilnich center molekuly jako je kyslik (napf. alkoholy, fenoly nebo karboxylové
kyseliny), dusik (napf. aminy), sira (napf. thioly) a v nékterych piipadech 1 uhlik.
Po konjugaci je generovan glukuronid a uridin-5-difosfat (UDP). Od predeslé konformace
a se vzniklé glukuronidy vyznacuji konformaci . UDP-glukuronosyltransterazy (UGT)
jsou enzymy odpovédné za katalyzu transferu glukuronové kyseliny na substrat (Obr. 3)
(King et al., 2000; Mackenzie ef al., 2005).

Ve vétsingé piipadi dochdzi ke vzniku glukuronidd, které jsou polarn€jsi a je
usnadnéna jejich exkrece do moc¢i nebo zZlu¢i. Mo¢i jsou vylu€ovany glukuronidy s nizsi
molekulovou hmotnosti. Pokud je molekulova hmotnost vétsi nez 350 g.mol”, tak jsou
glukoronidy exkretovany Zluci (Guillemette, 2003; Skalova ef al., 2011). Na druhou stranu
glukuronidace miize vést 1 ke vzniku reaktivnéj§iho produktu jako v pripade
morfin-6-glukuronidu, ktery je 50x reaktivnéj$i nez morfin. Dal§im pfipadem mohou byt
glukuronidy steroidil jako je testosteron a estriol, které mohou zptisobit cholestazu, tedy

poruchu vylu¢ovani zlu¢i do dvanactniku (King ef al., 2000).
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UDPGA kyselina ghikuromd

Obr. 3: Mechanismus glukuronidace

Nakresleno podle http://www.studydroid.com/index.php?page=studyPack&packld=88330
(stazeno dne 6. 2. 2013)

2.1.2.2 Konjugace s glutathionem

Hlavni roli hraje konjugacni €inidlo s ndzvem glutathion. K jeho vzniku dochazi
dvoustupniovou syntézou glutamatu, cysteinu a glycinu. Vznik konjugatu je podminén
pfitomnosti elektrofilniho metabolitu. Pfedmétem z4jmu byvaji epoxidy, ketony,
isokyanaty, alkyl- a arylhalogenidy. Konjugace s glutathionem je independentni
na ptredchozi aktivaci. Tim se odliSuje od glukuronidace a sulfatace. Reakce mize byt

urychlena pfitomnosti enzymil tzv. glutathion-S-transferaz (GST) (Skalova et al., 2011).

2.1.2.3 Sulfatace

Jedna se o chemickou reakci katalyzovanou konjuga¢nimi enzymy sulfotrans-
ferazami. Dochazi k transferu sulfatové skupiny (SOs’) z 3°-fosfoadenozin-5’fosfosulfatu
na nukleofilni skupinu akceptorové molekuly. Pravé zaporny naboj dava akceptorové
molekule charakteristick¢ vlastnosti. Nov€ ziskana hydrofilnéj$i povaha se uplatiiuje

pi1 interakci s receptory a transportnimi proteiny (Skalova et al., 2011).

2.1.3 1II. faze biotransformace

Dlouhou dobu se o biotransformaci hovofilo jako o dvoufdzovém procesu.
V posledni dobé se proces transportu xenobiotika z buiky povazuje za III. fazi
biotransformace (Vrzal et al., 2004). Dtlezitou roli vtéto fazi hraji transportéry
zprostiedkovavajici pifenos substance pies lipidovou membranu (Skalova et al., 2011).

Prvnim objevenym Iékovym transportérem byl P-glykoprotein povazovany

za prvniho ¢lena ATP binding cassette (ABC) 1ékovych transportér. Vznika expresi genu
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MDRI a zodpovid4d za mnohocetnou lékovou rezistenci. ABC transportéry vystupuji jako
primarni transportéry, které potiebnou energii k transportu ziskavaji hydrolyzou
adenozin-5 -trifostatu (ATP). Trans-epitelidlnim effluxem jsou riizné 1€ky transportovany
z bunky ven. Snizuje se intracelularni koncentrace, kterd je potfebna k pozadovanému
ucinku lé¢iva (Schinkel ef Jonker, 2003).

Konjugaty vzniklé bchem II. faze jsou z buiky exkretovany sekundarnimi
pienaseci. Jednimi z nich jsou transportni peptidy organickych aniontd (OATP). Zde je
pienos zajiStén ziskanou energii z antiportu nebo kontrasportu iontli. Analogicky
k OATP, existuje transportni systém nazvany transportéry organickych kationtti (OCT).
Timto zpiisobem je zajiSt€n pifenos napi. N-methyl-nikotinamidu, thiaminu, cholinu,
dopaminu, cimetidinu, serotoninu, histaminu, adrenalinu a noradrenalinu. Je tfeba brat
v potaz, ze se ve vet§iné jednd o prenaSeCe endogennich latek a iontl, nikoli xenobiotik

(Skalova et al., 2011; Vrzal et al., 2004).

2.2 Regulace enzymu metabolizujicich xenobiotika

Regulace exprese gent se odehrava na né€kolika Grovnich. Je zavisla na rychlosti
syntézy a degradaci enzymdu, koncentraci substrat, podminkach reakce (teplota a pH),
pfitomnosti aktivatori a inhibitord. Mezi nejdllezitéjsi prvky regulace I., II. a III. patfi
nukleérni receptory, které vystupuji jako ligandem aktivované transkripcni faktory (Obr. 4)
(Skalova et al., 2011). Po interakci ligandu s receptorem v cytozolu nasleduje konformacni
zména receptoru. Zména konformace je doprovdzena translokaci komplexu do jadra,
kde se vaze na cilovou sekvenci DNA (Vrzal ef al., 2004).

Mezi xenoreceptory, tedy receptory aktivovatelné xenobiotiky patii hlavné aryl
uhlovodikovy receptor (AhR), pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni androstanovy
receptor (CAR), dale také receptor pro kyselinu cis-retinovou (RXR), receptor pro kyselinu
trans-retinovou (RAR), receptor vitaminu D (VDR) a glukokortikoidni receptor (GR).
Ptehled nékterych receptori, jejich cilovych genti, agonistl a antagonistli je uveden
v Tab. I (Nakata et al., 2006; Vrzal et al., 2004).

Produkty exprese genid jsou esencialni pro embryondlni vyvoj a udrzeni
diferenciovanych celuldrnich fenotypii. Dysfunkce receptoru miize korelovat s obezitou,
infertilitou, diabetes mellitus II. typu, hyperlipidémii, hypertenzi, ateroskler6zou

a apoptozou bunck (Gronemeyer et al., 2004).
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Obr. 4: Regulace L., I1. a I1I. faze biotransformace

Prekresleno podle Nakata et al., 2006
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Tab. I: Prehled jednotlivych receptori

receptor cilové geny agonisté antagonisté
ABCG2¥ 7-ketocholesterol™  Indirubin' Apigenin!!! Kapsaicin'"
CYP1A1,2H 3-metylcholantren™  Indigo™ Baicalein!"! Karnosol"!
Anr | CYPIBI ) B-naftoflavon'” Kurkumin™ Chrysin!"] Kasuarir}ingl]
GSTA1M Benzo(a)pyren!”! Omeprazol”! Morin!"! Kurkumin!"’
UGTI1A1,6,9Y Bilirubin!?! Prostaglandin'” Genistein!" Resveratrol'
Dibenzoylmetan? ~ TCDD! Kaempferoll!  Tilirosid!"
CYP1A2M SULT2A1Y OATP2"! | Cyproteron™  Lovastatin”?  Taxol” Ketokonazol"”!
CYP2B6,10*7" UGT1A1,3,4""  MRP3!"! | Fenobarbital® Loratadin®®  Terbinafin!”
pxr | CYP2C9,19%7  GSTMI 20 Gemfibrozil®! Nifedipin'”
CYP3A4,5,7%7  ABCBI,11" Glutethimid®® Rifampicin!®!
CYP3A11,13,23'% ABCC1,2,31% Haloperidol”!  Ritonavir®!
CYP7A1M ABCG2" Klotrimazol® Tamoxifen"
CYP2A6! SULTIA1M CITCO" Zlu¢ové kyseliny™ | Androstanol
CYP3A4! SULT2A1,9"! Fenobarbital®’ Androstenol™!
CAR | CYP2BI1,2,1 o1 MRP3 ,4[7] Fenytoin[s] Klotrimazol™
CYP2(C9,19,291'% ABCB1!" Statiny!”]
UGTI1A1™ ABC(C2,3.4" Valproat!”!
CYP3A4!" CYP2C9" 22-oxakalcitriol™ Kalcitriol'" (23S)-25-dehydro-
CYP24A1"! SULT2A1H la,25-dihydroxy- Kalcipotriol'! la-hydroxycholekalciferol-
VDR | CYP27A1% ABCC2M dihydrotachysterol”  KarikalcitoI™ 26,23-lakton!'"]
CYP27B1™ 25-hydroxy- Seokalcitol'? 22S-butyl-25,26,27-trinor-1a,24-
CYP2B6™! doxercalciferol'?! Zlugové kyseliny!” dihydroxycholekalciferol

V tabulce jsou zahrnuty informace z nasledujicich publikaci: [1] Amakura et al., 2003; [2] Denison et Nagy 2003; [3] Guengerich, 1999; [4] Nakata et al., 2006; [5] Pavek
et al., 2005; [6] Pospéchova et al., 2009; Skalova et al., 2011; [8] Smolders et al., 2009a; [9] Steddon et al., 2001; [10] Tirona ef Kim, 2005; [11] Yoshimoto et al., 2012;
[12] http://www.tocris.com/pharmacologicalBrowser.php?Itemld=187884#.UVWz5zdoovb (stazeno dne 29. 3. 2013)




2.2.1 Aryl uhlovodikovy receptor (AhR)

Tento receptor spolu se svym represorem (AhRR) a nuklearnim translokatorem
(ARNT) je ¢lenem rodiny bHLH-PAS transkripénich faktori (Tirona er Kim, 2005).
JiZ bylo identifikovano vice nez 400 exogennich ligandli, mezi néZ patii napf. polycyklické
aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly, indoly, flavonoidy, ZluCova barviva,
derivaty mastnych kyselin a aminokyselin. Jeho nejznaméjsi a nejvice toxicky ligand je
nepochybné 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) (Ditrich ef Kaina, 2010). Expozice
TCDD je doprovazena teratogenezi, karcinogenezi, hepatotoxicitou, epitelidlni hyperplazii
a indukci enzymti (Nakata, 2006). Aktivace receptoru vede ke zvySeni hladiny enzymu
CYP (CYP1A, CYPIB), UDP-glukuronosyltransferaz (UGT1A) a GST (Mimura et al.,
1999).

V neptritomnosti ligandu je AhR wudrzovan v cytoplazmé v latentnim
komplexu se dvéma proteiny teplotniho Soku (hsp90), proteinem XAP2 a p23. Hsp90
interaguje s AhR prosttednictvim jak bHLH domény, tak PAS B, ktera obsahuje ligand
vazebnou oblast. Konformaéni zména je zodpovédna za odkryti jaderné¢ho lokalizaéniho
signalu (NLS), vyskytujiciho se na N-konci receptoru. Nasledné¢ dochazi k iniciaci
jaderného importu. Po prichodu do jadra jsou hsp90, XAP2 a p23 vyménény za protein
ARNT, ktery dimerizuje s AhR prostfednictvim bHLH a PAS domén. Heterodimer
ARNT/AhR se vaZe na cilové sekvence tzv. xenobiotické nebo také dioxinové responzivni
elementy (XRE/DRE). Tyto responzivni elementy obsahuji specifickou sekvenci
v promotorové oblasti cilovych geni 5°-TNGCGTG-3¢, kde N je libovolny nukleotid.
Pro iniciaci transkripce je nezbytné navazani transkripnich koaktivatora
ptes transaktivaéni domény (TAD) ARNT a AhR (Kewley et al., 2004). K samotnému
piepisu gentl dochazi prostifednictvim RNA polymerazy II. Nasledné je AhR transportovan

do cytozolu, kde je 26S proteazomem degradovan (Obr. 5) (Pavek et Dvotak 2008).
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Obr. 5: Schéma signalni transdukce po aktivaci aryl uhlovodikového receptoru

Nakresleno podle Kewley ef al., 2004; Pavek et Dvorak 2008

2.2.2 Pregnanovy X receptor (PXR)

Receptor byva nékdy nazyvan jako sirot¢i nuklearni receptor. I kdyz je PXR
pomérné promiskuitni, jeho primarni endogenni ligand neni doposud znam (Pavek et al.,
2005). Ligandy byvaji predevsim farmaceutické substance, enviromentalni kontaminanty,
steroidy a zlucové kyseliny. PXR je klicovy v regulaci exprese geni CYP34. Izoforma
CYP3A4 je zodpovédnd za biotransformaci vice jak 50 % lé¢iv (Guengerich, 1999). PXR
zodpovida za indukci biotransformacnich enzymu faze 1, Il a transportéra faze I11. Tyto,
ale také mnoho dalSich d&jii vedou ke zpolarnéni slou€eniny a nadsledné exkreci. Aktivace
receptoru chrani napt. pied hepatotoxickym efektem vysokych koncentraci zlucovych
kyselin béhem stravovani (Nakata et al., 2006).

Hojné se PXR vyskytuje v jatrech, méné v tenkém a tlustém sttevé, Zaludku
a ledvindch. Lokalizace je prioritné nuklearni, ale existuji 1 zminky o cytoplazmatické
lokalizaci a pfemisténi receptoru PXR z cytoplazmy do jadra béhem aktivace po vazbé
s ligandem. Cely proces je pomérnd slozity. Uastni se ho korepresorové proteiny,
koaktivatory 1 proteiny s enzymovou aktivitou ovliviujici strukturu chromatinu.

Dimerizace PXR s receptorem pro kyselinu cis-retinovou (RXR) slouzi k rozpoznani
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specifické promotorové DNA sekvence cilovych genli. Tato sekvence byva oznaovana

jako PXR responzivni element (PXR-RE) (Obr. 6) (Schuetz, 2004).

2.2.3 Konstitutivni androstanovy receptor (CAR)

CAR je dalsi receptor pattici do skupiny sirot¢ich nuklearnich receptori. Aktivace
CAR koreluje s pochody metabolizmu, regulaci bunécného cyklu, hypertrofii jater,
hepatokarcinogenezi a s léky indukovanym poskozenim jater. Cilové geny CAR koduji
enzymy I. a II. fize biotransformace, tak i transportéry podilejici se na detoxikaci
xenobiotik 1 endogennich latek jako jsou zlu¢ové kyseliny, hormony §titné zlazy, steroidni
hormony a mastné kyseliny. Prezence téchto latek souvisi s expresi cilovych geni
napt. UGTIAI, CYP2B6, CYP34A4 a CYP2C9, SULT2A9, MRP3 a OATP2 (Goodwin et
Moore 2004; Imai et al., 2004; Nakata et al., 2006; Zhang et al., 2004).

Cytoplazmaticky komplex tvofeny cytoplazmatickym CAR retenénim proteinem
(CCRP) a hsp90 zarucuje inaktivni stav receptoru. K aktivaci receptoru mize dojit dvéma
zpusoby. Pfimd aktivace je podminéna vazbou ligandu na CAR, pficemz dochézi
k nuklearni translokaci. Modelovou latkou u clovéka je 6-(4-chlorofenyl)imidazol
[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd-O-(3,4-dichlorobenzyl)oxim tzv. CITCO. Nejznam¢;j-
Simi induktory podstupujici nepfimou aktivaci jsou fenobarbital a fenytoin. Jedna se
o kaskadu, pfi niz se tvofi komplex CAR, fosfatdzy 2A (PP-2A), CCRP,
a hsp90. Tento komplex po prechodu do jadra spousti transaktivaci geni bez vazby
ligandu na receptor. V obou piipadech komplex kooperuje s responzivni sekvenci
(CAR-RE) v promotorové oblasti cilovych gent. Pfitomnost RNA polymerazy Il iniciuje
transkripci (Obr. 6) (Goodwin et Moore 2004).
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Obr. 6: Schéma transkrip¢ni regulace exprese gent Fizené receptory PXR a CAR
Nakresleno podle Pavek et Dvorak 2008

2.2.4 Receptor vitaminu D (VDR)

Receptor vitaminu D je dal§im ¢lenem rodiny jadernych receptort, ktery vystupuje
jako ligand-dependentni transkripéni faktor (Dusso et al., 2005). Lidsky VDR je produkt
genu, ktery je lokalizovdn na chromozomu 12. VDR stereospecificky vaze
la,25-dihydroxycholekalciferol (kalcitriol). Dal§imi agonisty je pocetna skupina homologt
kalcitriolu. Bylo jiZ syntetizovano tisice téchto homologil, avSak pouze asi deset znich
bylo zaclenéno do klinické 1€cby (Kubodera, 2010; Yoshimoto et al., 2012). VDR muize
byt aktivovan i endogennimi latkami jako jsou zlucové kyseliny (Pospéchova et al., 2009).
je pritomen téméf ve vétSiné ostatnich tkani. Kromé toho je VDR exprimovéan
1 v nadorovych bunkéch (Han et Chiang, 2009; Wu et Sun, 2011; Berger ef al., 1988).

VDR reguluje cetné fyziologické procesy, z nichz nejvyznamnéj$i jsou
metabolizmus vapniku a fosfatu v kostech, imunita, kardiovaskularni funkce, bunécny riist
a diferenciace. Pfirodni a syntetické VDR ligandy inhibuji nebo také indukuji proliferaci
rtiznych typt nddorovych bunc¢k (Matsunawa ef al., 2012; Pospéchova et al., 2009).

Pti absenci ligandu se VDR pohybuje mezi cytoplazmou a jadrem. Miuze

dimerizovat s RXR, ale tento heterodimer se vyznaCuje nizkou stabilitou a afinitou
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k responzivnimu elementu VDR (VDRE) (Smolders et al., 2009b). Po vazbé VDR
s ligandem dochazi ke konformacnim zménam, které vyusti v dynamickou interakci
s RXR. Aby doSlo kiniciaci transkripce je tfeba pfitomnosti transkripénich faktort
a koaktivatorti. K nejvyznamnéjSim koaktivatorim patii komplex proteinil interagujicich
s receptorem pro vitamin D (DRIP). Byva hlavnim terem jadernych receptort
a transkrip¢nich faktort, které interaguji s RNA polymerdazou II. DalSim dilezitym je
komplex skladajici se z koaktivatorti steroidnich receptorit (SRC) a vazebného proteinu
pro CREB (CBP). CREB je vazebny protein pro cyklicky adenozin-3",5"-monofosfat
(cAMP). Tento komplex nese charakter histonové acetyltransferazy (HAT), kterd dodava
acetylové skupiny k histonim, ¢imZz dochazi k rozvolnéni sbalené DNA. Korepresory
vystupuji jako histonové deacetylazy (HDAC) a acetylové skupiny odstranuji (Bannister
et Kouzarides, 2005; Matsunawa et al., 2012; Rachez et Freedman, 2000). Korepresor se
vaze na VDR-RXR heterodimer v absenci ligandu. Pfitomnost ligandu snizuje afinitu
korepresorti a zvySuje afinitu ke koaktivatorim. VDR-RXR heterodimer vaze ptednostné
vitamin D responzivni element (VDRE), ktery se skladd ze dvou piimych
hexanukleotidovych repetic (AGGTCA) oddé€lenych tfemi nebo ¢tyimi nukleotidy (DR3,
DR4) (Carlberg, 1995; Drocourt et al., 2002). Ptedmétem zajmu byvaji také sekvence
s obracenym potfadim nukleotidi, oddélené Sesti, sedmi, osmi, nebo deviti nukleotidy
(ER6, ER7, ERS8, ER9) (Obr. 7) (Barwick et al., 1996; Haussler et al., 1998; Matsunawa et
al.,2012).

Jestlize dojde k vazbé mezi VDR-RXR heterodimerem a ER6 vazebnym
elementem, dochéazi ke kompetici mezi PXR, CAR a VDR. Nésledkem byvéa napft. exprese
enzymi metabolizujicih 1éciva (CYP2B6, CYP2C9 a CYP3A4) (Berger et al., 1988;
Drocourt ef al., 2002; Thummel ef al., 2011). Koregulace mlize probihat i obracené. PXR
aktivovany léky moduluje genovou expresi CYP2441 vazbou do VDRE, ¢imZ nésledné
dochazi k inaktivaci vitaminu D. Tato nespecifickd vazba muze byt pfi¢inou Iéky

zpusobené osteomalacie (Pascussi et al., 2005).

22



kalcitriol Trea
A — + T

I

chromatin VDRE:
DR3, DR4

Qéd ro ERS, ER7, ERS, ER® /
Qytoplazma /

Obr. 7: Schéma transkripcni regulace exprese geni Fizené nukleirnim VDR
Nakresleno podle Smolders et al., 2009b; Rachez et Freedman, 2000

2.2.4.1 Vitamin D

Tento vitamin rozpustny v tucich se ve vétSim mnoZstvi vyskytuje napf. v rybim
tuku, jatrech, vajecném Zloutku, mléce a vznika v kiiZi po expozici slune€nimu zareni. Jeho
hlavni vyznam spociva v resorbci vapniku a fosfatu ze stfeva do krve. Avitamindza
koreluje s prezenci rakoviny, méknuti kosti (kfivice), diabetes mellitus II. typu, Crohnovy
choroby, psychickych a neurologickych poruch (Brown et al., 2012; Wu ef Sun, 2011).

V kizi dochazi k fotochemické syntéze vitaminu D (cholekalciferol) z provitaminu
D (7-dehydrocholesterol) za ptitomnosti ultrafialového zafeni. Rovnéz miize byt
cholekalciferol pfijat formou potravy a po stfevni absorpci se dostavd do krve, kde je
proteinem vazajici vitamin D (DBP) transportovan do jater (Deeb et al., 2007). Aktivace
vitaminu D je zahdjena v jatrech, kde je hydroxylovan enzymem CYP27A1 za vzniku
25-hydroxycholekalciferolu (kalcidiol), ktery je pak ptfeveden v ledvinéch na aktivni formu
la,25-dihydroxycholekalciferol (kalcitriol) konverzi enzymu CYP27B1 (Lechner et al.,
2007). V této nové konfiguraci interaguje s VDR, ¢imz dochdzi k aktivaci receptoru.
Jednim z cilovych geni VDR je CYP2441. Enzym katalyzuje hydroxilaci kalcitrolu
v poloze 24 ¢&imZz ho inaktivuje. Nasledné je tedy 1a,24,25-trihydroxycholekalciferol
vylouc¢en do mo¢i (Obr. 8) (Avila et al., 2007; Smolders et al., 2009a).
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Hladina vitaminu D je definovana koncentraci kalcidiolu. Tato koncentrace se
u zdravého cloveka pohybuje v rozmezi 50-75 nmol/l. Niz8i hodnoty byvaji oznacovany
jako avitamindza. Na druhou stranu jedinci s astou expozici slune¢nimu zafeni mohou
lehce vykazovat suprafyziologické hodnoty vyss$i nez 150 nmol/l (Lips, 2010; Vieth,
2009).
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Obr. 8: Model metabolizace vitaminu D

Nakresleno podle Deeb ef al., 2007; Smolders et al., 2009a

2.2.4.2 Zluéové kyseliny

Dal§imi hlavnimi ligandy VDR jsou zlucové kyseliny. Vyznamnymi zéstupci jsou
napt. kyselina lithocholova a chenodeoxycholova (Makishima ef al., 2002). Vznikaji jako
metabolity cholesterolu a jsou potfebné pro transport vitamind rozpustnych v tucich, lipida
a steroidd, dale pak pro stfevni absorpci a detoxikaci metabolitd, 1ékti a xenobiotik.
Zluéové kyseliny jsou vysoce toxické molekuly a jejich nahromadéni mize vyustit

az k rakovin¢ tlustého stteva. (Chiang, 2003).
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2.2.4.3 Interakce mezi AhR a VDR

Novodobé studie provedené na liniich monocyti a makrofagii hovoifi o mozné
interakci mezi AhR a VDR. Tyto linie byly oSetfeny pfidavkem kalcitriolu, tak 1 benzo|a]
pyrenu a inkubovany 24 hodin. V pfipad¢ samotného kalcitriolu nebyla zaznamenana
zvySena indukce na urovni medidtorové RNA (mRNA) ani proteinh CYP1A1l. Nicméné
po oSetieni samotnym benzo[a]pyrenem k této indukci doSlo. Kombinace obou ligand
zaptiCinila vyss$i indukci nez v ptipadé samotného benzo[a]pyrenu. V tomto piipade byla
odhalena nespecifickd vazba heterodimeru VDR-RXR do ER8 v CYPIAI promotoru.
Promotor genu CYPIAI je povazovan jako cilovy pro AhR a pfima interakce mezi timto
promotorem a VDR nebyla doposud zaznamenana. Spekuluje se o tom, ze by kombinace
ligandit mohla zvysit expresi CYPIAI nepiimou interakci AhR s VDR pies koregulacni
proteiny. Bude jesSté tfeba dalSich studii, aby doSlo k uplnému pochopeni molekuldrnich

mechanismi mezi VDR a cilovym promotorem AhR (Matsunawa et al., 2012).

2.3 UDP-glukuronosyltransferazy (UGT)

Jak jiz bylo feceno diive, UGT jsou konjugacni enzymy odpoveédné za katalyzu
transferu glukuronové kyseliny na substrat. Tato katalyza probihd v mnoha organizmech
od bakterii az po Clovéka s vyjimkou kockovitych Selem (Court et Greenblatt, 2000).

UGT jsou lokalizovany v lumenu endoplazmatického retikula (ER). Toto umisténi
ma své pro 1 proti. Jako vyhoda se jevi pfimy pfistup enzyma k metabolitim vzniklych
béhem 1. faze biotransformace. Nicméné lokalizace je nevyhodna pro pfistup substrati
a kofaktorti do aktivnich mist UGT. Omezeni pfistupu je jednim z faktord, ktery
signifikantné¢ down-reguluje aktivitu enzyma (Kiang et al., 2005). Ackoliv jsou jatra
povazovana za hlavni dé&jisté glukuronidace, tohoto procesu se ucastni nespocet dalSich
organt a tkani jako je tenké a tlusté stfevo, plice, mozek, zaludek, varlata, vajecniky
a ledviny (Obr. 9) (Guillemette, 2003).

Za poslednich nékolik mélo desetileti bylo detekovano obrovské mnozstvi moznych
substrat. Nékteré z nich jsou steroidni hormony, hormony S§titné zlazy, Zlu€ové kyseliny,
bilirubin, vitaminy rozpustné v tucich a tisice xenobiotik. Xenobiotika v sob& zahrnuji
ptiblizné 200 1é€iv, z nichZ n&které jsou uvedeny v Tab. II. Dale sem patfi karcinogeny,
enviromentalni polutanty a potravni doplitkky (Court et Greenblatt, 2000; Kiang et al.,
2005; Tukey et Strassburg, 2000).
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UGT jsou nejvyznamnéjs$i konjungacni enzymy a podileji se na 35 % vSech
konjungaénich reakci. Pf1 vyskytu dvou a vice xenobiotik v organizmu je vysoka
pravdépodobnost kompetice. Léciva, ke kterym maji UGT vyssi afinitu mohou
kompetitivné inhibovat detoxikaci jinych soucasné¢ podanych 1éCiv (Guillemette, 2003).
Indukce enzym je zajisténa prostfednictvim ligandem aktivovanych receptorti napt. CAR,
PXR a AhR (Zhou et al., 2005).

Nedostatena exprese nebo snizena aktivita UGT muizZe vést k patologickym staviim
jako je Crigler-Najjartiv syndrom 1. a II. typu, hepatitida nebo karcinogeneze. Crigler-
Najjarv syndrom vznikd mutaci genu, ktery exprimuje UGT. Z toho divodu dochazi
k castecné nebo uplné absenci enzymu zprosttedkovavajiciho konjugaci bilirubinu
s UDPGA. Timto je znemoZnéna exkrece bilirubinu Zlu¢i z téla (Tukey et Strassburg,

2000; Zhou et al., 2005).
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Obr. 9: Exprese UGT1A v lidskych organech
Vytvoreno podle Tukey et Strassburg 2000; Desai et al., 2003;
http://www.tutorvista.com/science/diagram-of-internal-organs#

(stazeno dne 14. 3. 2013)
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Tab. II: Léciva podléhajici glukuronidaci katalyzované UGT1A

izoforma konjugované lé¢ivo
Acetaminofen Irinotekan Retigabin
Buprenorfin Karvedilol Tamoxifen
UGT1A1 | Etoposid Kyselina mykofenolova  Thiokoralin
Ethinylestradiol Morfin Troglitazon
Ezetimib Naltrexon
Amitriptylin Fenoprofen Klonixin
Buprenorfin Ibuprofen Klozapin
UGTI1A3 Ciprofibrat ' Imipramin Kyselina valproova
Cyproheptadin Ketoprofen Morfin
Diklofenak Ketotifen Naproxen
Ezetimib Klofibrat Pitavastatin
Amitriptylin Irinotekan Posakonazol
Cyproheptadin Ketotifen Retigabin
UGTI1A4 Difenh}/dramin Klo?a'pin Ta@oxifen '
Doxepin Kotinin Trifluoperazin
Chlorpromazin Nikotin
Imipramin Olanzapin
A of . .
UGTIAG f:etammo en Kyselina valproova
Irinotekan Morfin
Irinotekan
T1A .
uG 7 Kyselina mykofenolova
Kyselina mykofenolova Naloxon Raloxifen
UGT1A8 | Kyselina niflumova Naltrexon
Morfin Propofol
Acetaminofen Ibuprofen Nikotin
Almokalant Irinotekan Oxazepam
Diklofenak Kotinin Propofol
UGT1A9 | Entakampon Kyselina mykofenolova  Raloxifen
Flavopiridol Kyselina niflumova Tamoxifen
F]urbiprofen Kyselina Valproové Thiokoralin
Gemfibrazol Morfin Tolkapon
UGTIA10 Kysel%na n}ykofenollové Morﬁr'1 Troglitazon
Kyselina niflumova Raloxifen

Tabulka byla vytvotrena podle Kiang et al., 2005
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2.3.1 Nomenklatura UGT

Na zéklad€¢ sekvencni identity a odliSného evoluéniho vyvoje exonli doSlo
k pojmenovani jednotlivych c¢lentt superrodiny UGT. Kazdy nazev genu obsahuje
ttipismennou zkratku UGT. Nasleduje arabské Cislo reprezentujici genovou rodinu. Dalsi
v potadi je pismeno A nebo B, které je pfiznacné pro podrodinu. Dalsi arabské Cislo blize
specifikuje konkrétni gen, napt. UGT1A4S8. Stejné Cisla a pismena jak u genu se doporucuje
uvadét 1 pro odpovidajici genovy produkt jako je komplementarni DNA (cDNA), mRNA
nebo enzymy. Nazvy psané kurzivou odpovidaji geniim napi. UGTIAS. Néazvy psané
bez kurzivy jsou pak pfizna¢né pro cDNA, mRNA, a enzymy napf. UGT1AS8. V nazvech
se nevyskytuji mezery mezi pismeny ani ¢islicemi. Geny zastupcl hlodavcii by mély byt
psany malymi pismeny po prvnim velkém (Ugtla8) (Mackenzie et al., 1997). Posledni
aktualizace nomenklatury UGT byla provedena v roce 2005 (Mackenzie et al., 2005).

2.3.2 Struktura UGT

UGT jsou syntetizovany jako proteinové prekurzory, jejichz délka se pohybuje
v rozmezi od 527 do 534 aminokyselin o molekulové hmotnosti 50-57 kDa. Samotna
aktivni ¢ast proteinu pak ¢ita pfiblizné¢ 505 aminokyselin (Obr. 10) (Tukey et Strassburg,
2000; Guillemette, 2003).

N-terminalni konec je tvotfeny v priméru 280 aminokyselinami. Na tomto useku se
vyskytuje nékolik vysoce konzervativnich domén, které jsou nezbytné pro membranovy
pienos a aktivitu enzymu (Wooster ef al., 1993). Je zde situovan signalni peptid, ktery
zprostiedkovava inkorporaci polypeptidoveého fetézce do lumenu ER. Po transferu proteinu
je signalni peptid rozstépen. S vyjimkou UGT1A10 se signdlni peptid vyskytuje u vSech
UGT (Burchell e Coughtrie, 1989; Ritter et al., 1992; Tukey et Strassburg, 2000). Tento
usek je kodovany exony 1 a obsahuje substrat vazebnou doménu. Na zaklad¢ specifického
uspofadani aminokyselin ve vazebném misté substratu je umoznéna interakce s konkrétnim
substratem. N¢&kolik studii sice popsalo piekryvajici se substratovou specifitu UGT,
nicméné tyto transferazy vykazuji vysokou specifitu a to i v ptipad¢, kdy je homologie
mezi UGT stejné podrodiny 95 % (Guillemette, 2003).

Ptestoze jsou UGT1 enzymy kodovany péti exony a UGT2 enzymy kdédovany Sesti
exony, tak je zde patrny vysoky stupenl similarity karboxylovych konct (Strassburg et al.,
1997). C-terminalni konec obsahuje vazebné misto pro kofaktor UDPGA (Tukey

et Strassburg, 2000). Na tomto Useku se rovnéz vyskytuje 1 hydrofobni sekvence, ktera
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kotvi protein na cytoplazmatické strané membrany ER (Burchell e Coughtrie, 1989; Ritter
et al., 1992).

Katalytickd jednotka je tvofena dimerizaci UGT monomert. Substrat difunduje
pfes membranu ER a vadZe se na aktivni misto vytvofené interakci dvou monomeril
na N-termindlnim konci. Stabilita dimeru je podminéna prezenci substratu. UDPGA vznika
v cytozolu, avSak transportéry je transportovdna pies proteinové kanaly do lumenu ER.
Transport je zprostfedkovan pravdépodobné jako antiport s UDP nebo noveé vzniklym
glukuronidem zpét do cytozolu (Skdlova et al., 2011; Bossuyt et Blanckaert 1996).
Po konjugaci je glukuronid vylouc¢en do cytozolu ptes stejné kanaly jak pro vstup UDPGA.
Odstranéni glukuronidu podporuje rozdéleni dimeru a umoziuje nasledné parovani se

stejnym nebo jinym monomerem (Radominska-Pandya ef al., 1999).

N-terminalni konec Cterminalni konec
Variahilni oblast Konzervativni oblast
- vazehné misto substrétu - vazebné misto UDPGA | Cytoz olicky
konec
Signalni L.
peptid Transmembranowva

doména

Obr. 10: Struktura enzymi UGT
Prekresleno podle Nagar et Remmel, 2006

2.3.3 Genové rodiny UGT

Na zaklad¢ sekvencni homologie Ize tuto superrodinu UGT rozdélit do ¢tyt rodin
a to na UGTI, UGT2, UGT3 a UGTS (Obr. 11). Ty se dale déli na podrodiny UGTIA4,
UGT24, UGT2B, UGT3A4A a UGTS8A. Proteiny vzniklé expresi gentt UGT! rodiny jsou
produkty jednoho specifického exonu a dalSich ¢ty exond, které jsou sdileny geny této
rodiny. Exonové sdileni je také patrné u ostatnich genovych rodin. Enzymy UGT2 vznikaji
dasledkem exprese Sesti exonll. U rodin UGT3 dochazi k expresi sedmi exonti a pét exonil

je exprimovano u rodiny UGTS8 (Mackenzie et al., 2005).
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Obr. 11: Fylogeneticky strom lidskych genovych rodin UGTI a UGT2
Prekresleno podle Barbier ef Bélanger, 2008

2.3.3.1 Genovad rodina UGT1

Rodina lidskych UGTI gent je lokalizovana na chromozomu 2q37. Jejich pfiblizna
velikost je 200 kb. Kazdy gen je tvofen péti exony, tedy jednim unikatnim a dal§imi ¢tyfmi
2-5, které jsou spolecné vSem genlim této rodiny. Kazdy gen obsahuje promotor, ktery
slouzi jako vazebné misto pro transkripéni faktory a RNA polymerazu II. Jejich celkovy
pocet je ttinact: UGTIAI, UGTIA2P, UGTIA3-UGTI0, UGTIAIIP, UGTIAI2P
a UGTIAI3P. Ptepisem jednotlivych genii by potencionalné mohlo byt generovano
tiinact transkriptd. Nicménég, Ctyii z tfindcti lidskych exond 1 (UGTIA2P, UGTIAIIP,
UGTIA12P a UGT1A13P) obsahuji mutace a jsou oznaceny jako pseudogeny. V prubchu
evoluce vznikly exony 2-5 soucasné spolu s ancestralnimi exony /41, 146 a piedky
soucasnych exonovych klastrit /42P-145 a 1A7-1413P. Soucasné uspotadani gentt UGT']
se pravdépodobné vyvinulo jako diisledek dvou divergentnich duplikaci (Mackenzie et al.,
2005).

Pivodni zamér byl pojmenovat geny podle jejich umisténi, tedy /41 je nejblize
a IA13P nejvice vzdaleny od sady exont 2-5. Toto rozhodnuti bylo u¢inéno na zakladé

dostupnych sekvencnich informaci tehdejsi doby. AvSak diky novému kompletnimu
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sekvenovani gentt UGT! bylo stanoveno nové pofadi, které 1épe odrazi umisténi lokust
vzhledem k exoniim 2-5. Spravné 3°-5 uspotadani je tedy: UGTIAIL, 1A2P, 143, 144,
145, 146, 147, 149, 1A13P, 1410, 148, 1AI1IP a 14A12P (Obr. 12) (Mackenzie et al.,
2005).

Spolegné
Variabilni exony 1 exony 2-5
Né1ze\4':I A12P A11P A8 AiI0 AI3P A9 A7 A6 A5 A4 A3 A2P Al | | 234 5|

Pozice: 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Obr. 12: Lokus UGT1
Prekresleno podle Mackenzie et al., 2005

2.3.3.2 Genova rodina UGT2

Lidska genova rodina UGT?2 se nachazi na chromozomu 4q13 a zahrnuje tfi ¢leny
podrodiny UGT2A a dvanact ¢leni (sedm geni a pét pseudogent) UGT2B podrodiny
(Mackenzie et al., 2005). Na rozdil od rodiny UGTI, kazdy gen UGT2 sestava z Sesti
exond. Jeden je specificky v zavislosti na exprimovaném proteinu a dalSich pét exonl je
spole¢nych vSem ¢lenim rodiny UGT2. Proménlivé exony nejsou sdileny az na jednu
vyjimku (UGT2A1 a 242). Alternativnim sestfihem primarniho transkriptu vznikaji riizné
formy mRNA. Z toho divodu mohou byt z jednoho genu syntetizovany rtizné izoformy
proteinu (Mackenzie ef al., 1997).

Podobné¢ jako UGTIA enzymy 1 zde vzniklé proteiny maji variabilni
N-terminalni konce a identické C-termindlni konce €itajici 288 aminokyselin (Mackenzie
et al., 2005). Jednotlivé sekvence gentt UGT?2 jsou vice nez ze 70 % homologni, a tak je
obtizné ur¢it mezidruhovou ortologii. Proto je rovnéz systémové oznaleni zaloZeno

na pofadi, kdy byly jednotlivé izoformy objeveny (Mackenzie ef al., 1997).

2.3.3.3 Genova rodina UGT3

Rodina UGT3 je tvofena dvéma Cleny a to UGT3A1 a 342, kteti jsou situovani
na chromozomu 5p13.2. Geny rodiny UGT3 jsou ptiblizné z 30 % homologni se sekvenci
gentt rodin UGTI, UGT2 a UGTS. Nicméné na rozdil od téchto tfi rodin neni znama

katalyticka a fyziologickd funkce a ani jejich distribuce v bunéénych kompartmentech.
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Pravdépodobné jsou geny slozeny ze sedmi exontl, které jsou od sebe vzdaleny asi 76 kb.

Geny koduyji protein €itajici 523 aminokyselin (Mackenzie et al., 2005).

2.3.3.4 Genovd rodina UGTS

Rodina UGT8 mé jediného ptedstavitele. Tento gen je lokalizovan na chromozomu
4q26 a skladd se z péti protein-kodujicich exont (Mackenzie et al., 2005). Jednéd se
o enzym UDP-galaktosyltransferdzu, ktery katalyzuje vznik galaktosylceramidu.
Galaktosylceramid je hlavnim glykosfingolipidem myelinu podilejici se na strukturni
a signalizacni funkci centralniho nervového systému (Dziggiel et al., 2010; Marcus

et Popko, 2002).

2.3.4 Regulace UGT

DilezZitou roli vregulaci genové exprese UGT hraji genetické polymorfizmy,
alternativni sestfih, epigenetickd dédicnost a transkripéni faktory. Exprese UGT enzym je
regulovana mnoha receptory, z nichz nejvyznamnéj$i je regulace pomoci CAR, PXR
a AhR. Tyto receptory se vazou do rtiznych mist promotoru jako jsou napft. sekvence DR3,
DR4, DRS, ER6 a ERS8 v ptipadé CAR a PXR nebo DRE vazebného mista pro AhR
(Sugatani et al., 2005; Pavek et Dvotak 2008). Mutace v téchto cilovych sekvencich snizuji
hladinu enzymu v priméru kolem 50%. Zéasadni vliv na expresi enzymu maji 1 mutace
v TATA boxu, tedy vmist¢ vazby RNA polymerdzy II. ZvySujici se pocet
dinukleotidovych repetic (TA) v TATA boxu je pfimo umérny down-regulaci exprese

proteinii (Beutler ef al., 1998; Bosma ef al., 1995).

2.3.4.1 UGTIAI

Enzym UGTI1ALl je snad nejvice prozkoumany ze vSech UGT. JiZ je zndmo vice
nez tticet genetickych variant tohoto enzymu. Promotor je cilovy pro receptory PXR,
CAR, AhR a receptor a aktivovany peroxizomovymi proliferatory (PPARa) (Bock, 2010).
Enzym katalyzuje glukuronidaci celé fady exogennich, tak 1 endogennich substratli, z nichz
je nejveétsi pozornost veénovdna bilirubinu. Mutace v TATA boxu participuji
s onemocnénim jako je Crigler-Najjariv syndrom I. a II. typu nebo invazivni karcinom
prsu (Desai et al., 2003). Crigler-Najjarav syndrom je asociovan se zvySenym poctem

repetic TA. V tomto piipad€ se v TATA boxu vyskytuje sedm repetic A(TA);TAA. Tento
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geneticky polymorfizmus vede az k 70% down-regulaci exprimovanych proteinil

potiebnych k metabolizaci bilirubinu (Beutler ef al., 1998; Bosma et al., 1995).

2.3.4.2 UGTIA3

Pro expresi enzymu je nezbytnd vazba aktivované¢ho receptoru PXR, VDR, CAR,
farnesoidniho X receptoru (FXR) nebo estrogenniho receptoru (ER) (Erichsen et al., 2010).
I tento enzym je pii snizené aktivité nebo expresi zodpoveédny za hyperbilirubinémii (Iwai
et al., 2004). Jednémi ze substrati UGTI1A3 jsou estrogeny. Jejich nedostate¢na
glukuronidace je asociovana s rakovinou prsu nebo délohy. Existuji zminky o genetickych
polymorfizmech zptisobené substitucemi nukleotidi. Tyto mutace maji za nasledek
koédovani odlisSnych aminokyselin v signalnich peptidech. Studie japonské populace
odhalila az 30% snizeni aktivity enzymt. V jinych ptipadech byla efektivita glukuronidace

1 370 % v zéavislosti na lokalizaci substituce (Iwai et al., 2004).

2.3.4.3 UGTI1A4

Jedna se o enzym, jehoz exprese je regulovana na transkripéni Grovni vazbou
receptoru predev§im AhR a ER. DitlezZitou roli mohou hrat mutace v promotorové oblasti
ve vzdalenosti 40-36 bp od start kodonu ATG. Oblast je lokalizovana v mist¢ DRE
vazebného motivu pro AhR. Tyto polymorfizmy zjisténé ptiblizné¢ u 8 % populace jsou
zodpovédné za sniZeni exprese enzymu az o 70 %. Down-regulace koreluje s karcinomem

plic nebo cholestdzou (Chen et al., 2009; Erichsen et al., 2008).

2.3.4.4 UGTIAS

Jesté donedavna byl tento gen povazovan jako nefunkéni, jelikoz nebyl UGT1AS
na urovni mRNA ani proteinii detekovan. Nové studie zaznamenaly vyskyt UGTI1AS
na Urovni mRNA v pfipad€ induktori 3-metylcholantrenu a rifampicinu. Z toho divodu
lze uvazovat o regulaci receptory AhR a PXR. Nicméné bude tfeba dalSich studii, aby byl

mechanizmus regulace pIn¢ pochopen (Finel et al., 2005).

2.3.4.5 UGTIA6

Exprese UGT1A6 je podmin€na ptitomnosti aktivovanych receptoric AhR a PXR
(Bock et Kohle, 2005). V beloSské populaci byly identifikovany alely nesouci mutace

na kodonech 181 a 184 v kodujici oblasti genu. Tento polymorfizmus snizuje efektivitu

33



glukuronidace nékterych substratih UGT1A6. Na druhou stranu tak mize byt zvySen ucinek
nékterych 1é¢iv jako napt. aspirinu. Pozitivni modulace Gc¢inku participuje se sniZzenym

rizikem karcinomu tlustého stteva (Bigler et al., 2001; Ciotti ef al., 1997).

2.3.4.6 UGTIA7

Jelikoz jsou pfednimi substraty polyaromatické uhlovodiky, tak neni divu, Ze je
enzym regulovan predev§im AhR (Tukey et Strassburg, 2000). Doposud bylo v lidské
populaci identifikovdno devét alel nesoucich rizné mutace v genu UGT1A47. Snad nejvyssi
riziko pfedstavuje tento polymorfizmus pro kufdky. SniZzenad aktivita enzymu je Casto
spojovana s orofaryngedlnim karcinomem a karcinomem tlustého stieva (Guillemette,

2003; Strassburg et al., 2002).

2.3.4.7 UGTIAS

Osekvenovanim exonu 1 byly zjiStény substituce v poloze 173 a 277. Substituce
vpoloze 173 nemé zasadnéjSi vliv na snizeni katalytické aktivity enzymu, kdeZzto
strukturalni zménou enzymu nez jeho omezenou expresi. Klinické disledky jednotlivych

variant UGT1AS8 nebyly doposud dikladné¢ monitorovany (Huang et al., 2002).

2.3.4.8 UGTIAY9

Doposud nebyl polymorfizmus genu UGT1A9 charakterizovan, ptestoze to odliSné
ucinky flavopiridolu naznacuji (Innocenti et al., 2000). Promotor genu je cilovy
pro aktivované receptory AhR a PPARa (Bock, 2010), nicméné byly popsany i jiné
transkripéni faktory, které se ucCasti exprese. V tomto piipade se jedna o jaterni nuklearni
faktor 1o (HNFla) a caudal-related homeobox 2 (Cdx2). Tyto transkripéni faktory se
ucastni exprese 1 u jinych izoforem exprimovanych v jatrech. V jejich pfitomnosti je

indukce enzymu az 3x zvySena (Gregory et al., 2004).

2.3.49 UGTIAIO

U tohoto genu byl zjistén jednonukleotidovy polymorfizmus na pozici kodonu 139
v kodujici oblasti. Jelikoz je tato izoforma nezbytnd v detoxikaci nékterych karcinogentl,

naptiklad obsazenych v cigaretovém kouti (benzo[a]pyren), jsou proto jedinci s timto
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polymorfizmem vice vystaveni riziku orofaringealniho karcinomu (Dellinger et al., 2006).
Dale byla monitorovdna rozsahla delece useku mezi nukleotidy 191 az 1854 v oblasti
promotoru. Provedené testy poukazuji az na trojndsobné zvyseni genové exprese v piipade

delece. Deleci pravdépodobné dochézi k odstranéni vazebnych mist pro represory (Balliet
etal., 2010)
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3. CILE PRACE

1) Vypracovani literarni reSerSe na téma bakalaiské prace.

2) Detekce UGT1A enzyml metodou Western blotting ve stfevni linii.

3) Vypracovani bakalarské prace a multimedialni prezentace k obhajobé bakalarské prace.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Material
4.1.1 Chemikalie

Tab. III: Seznam pouZitych chemikalii

X Katalogové

reagencie firma Sislo
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) | ULTRA Scientific 48599
Akrylamid/bis-akrylamid 40 % Bio Basic A0007
Bovinni sérovy albumin (BSA) Bio Basic ADO0023
Bradfordovo ¢inidlo Sigma-Aldrich B6916
Bromfenolova modf Sigma-Aldrich B0126
Deoxycholat sodny Sigma-Aldrich 30970
Dihydrogenfosfore¢nan draselny Lach-Ner 30016-APO
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich D8418
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich 43819
Dodecylsiran sodny (SDS) Sigma-Aldrich L3771
Dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného | Lach-Ner 30061-APO
%ﬁ;ﬁ; s Modified Eagle’s médium i Alltelh D6546
Fetalni bovinni sérum (FBS) PAA Al5-144
Glycerol BioBasic GB0232
Chlorid draselny Lach-Ner 30383-APO
Chlorid sodny Lach-Ner 30093-APO
[zopropanol Lach-Ner 20037-ATO
Kalcitriol Sigma-Aldrich D1530
cthansulionovd (HEPES) | Sigma-aldrich 13375
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) Sigma-Aldrich E6511
Kyselina chlorovodikova Lach-Ner 10033-A35
Kyselina octova Lach-Ner 10047-A80
L-glutamin Sigma-Aldrich G8540
Marker molekulové hmotnosti Thermo Scientific 26619
Methanol 99,9 % Lach-Ner 20038-ATO
Neesencialni aminokyseliny Sigma-Aldrich M7145
?%Ef\l/f ];,g)'-tetramethylethylenedlamln Bio Basic TB0508
Odblokovaci roztok (Stripping pufr) Milipore 2504
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Katalogové

Protilatka primarni:
aktin (I-19), kozi polyklonalni IgG
UGT1A (B-4) mysi monoklonalni IgG
CYP24 (C-18) kozi polyklonalni IgG
Protilatka sekundarni:
kozi proti mysi I[gG-HRP
krali¢i proti kozi IgG-HRP

Substrat pro kienovou peroxidazu

reagencie firma Cislo
Oktylfenol etoxylat (Triton X-100) Serva 37240
Penicilin-streptomycin Sigma-Aldrich P4333
Persulfat amonny (APS) Sigma-Aldrich A3678
f;\lg:exnée(glylenQ0)sorb1tan monolaurat i Alltelh P137-9
Ponceau S Sigma-Aldrich P3504

Santa Cruz Biotechnology | sc-1616
Santa Cruz Biotechnology | sc-271268
Santa Cruz Biotechnology | sc-32166

Santa Cruz Biotechnology | sc-2005
Santa Cruz Biotechnology | sc-2768

Santa Cruz Biotechnology | sc-2048

Susené mléko 1,3 % Laktino Promil
Tris-glycin pufr 10x Bio Basic A0029
Tris-glycin-SDS pufr 10x Bio Basic A0031
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) | Bio Basic TB0194
Tris pufr 10x (TBS) Bio Basic A0025
Trypanovéa modf Sigma-Aldrich T6146
Trypsin-EDTA 0,25% Sigma-Aldrich T4049
4.1.2 Roztoky
4x délici pufr (pH = 8,8): kultivacni médium:
72,6 g Tris 500 ml DMEM

400 ml deonizovana voda (dH,O)

10x fosfatovy pufr (PBS, pH = 7,4-7,5):
40 g chlorid sodny
1 g chlorid draselny
16,05 g dodekahydrat hydrogen-
fosfore¢nanu sodného
1 g dihydrogenfosfore¢nan draselny

500 ml dH,O

5 ml L-glutamin
5 ml neesencialni aminokyseliny
5 ml penicilin-streptomycin

50 ml FBS
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Iyzacéni pufi:
50 mmol/l HEPES
5 mmol/l EDTA
150 mmol/l chlorid sodny
1% Triton X-100

2x loading pufr (LB):
2,5 ml 4x zaosttovaci pufr
4 ml 10% SDS
2 ml glycerol
2 mg bromfenolova modf
0,31 gDTT
10 ml dH,O

Ix migracni pufr:
100 ml 10x Tris-glycin-SDS pufr
900 ml dH,O

Ponceau S Rouge:
0,5 g Ponceau S
5 ml kyselina octova

100 ml dH,O

10x TBS (pH = 7,5):
15,1 g Tris
58,4 g chlorid sodny
500ml dH,O

Ix TBS/Tween:
100 ml 10x TBS
0,5 ml Tween20
900 ml dH,O
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Ix transferovy pufi:
100 ml Tris-glycin pufr 10x
200 ml metanol

700 ml dH,O

4x zaostiovaci pufr (pH = 6,8):
24 g Tris
400 ml dH,O



4.1.3 Laboratorni pristroje

Tab. IV: Seznam pouzitych laboratornich pristroji

nazev a typ pristroje firma
Analytické vahy ABS 80-4 Kern & Sohn
Centrifuga 5415 R Eppendorf

Laminarni flowbox Bio II Advance | Telstar
Magnetické michadlo Hei-Mix S Heidolph

Minicentrifuga Z100 M Hermle

Inkubator Mitre 4000 Series Contherm Scientific
Mikroskop HT-NIB-100 All Pro Corporation
Proudovy zdroj CS-500V Cleaver Scientific
Spektrofotometr Infinite M200 Tecan

Termoblok MD-02N Major Science
Ttepacka Mini Rocket MR-1 Biosan

Vodni lazenn LCB 22D Labtech

Vortex Reax top Heidolph

Vyvolavaci automat XR 24 PRO Diirr Dental

4.1.4 Biologicky material

Jako biologicky materidl byla pouzita komeréni buné¢éna linie LS174T, kterad je
odvozena od adenokarcinomu tlustého stieva zeny (58 let). Linie byla pouzita
pro stanoveni hladiny proteint UGTI1A. Tyto buiiky maji tendenci vytvafet jedno

nebo vicevrstevné bunécné kompartmenty. Buiiky produkuji pomérn€ znacné mnozstvi

odpadnich latek.
4.2 Metody

4.2.1 Rozmrazeni bunék

Je nutné dodrzovat sterilni podminky pfi praci ve flowboxu. Pouzivané roztoky,
tak 1 pomicky musi byt rovnéz sterilni. Kultivacni médium DMEM obohacené o dalsi
slozky, 1x PBS a trypsin jsou vzdy pfed samotnou praci ohiaty na 37 °C ve vodni lazni.

Pokud byly buiiky dlouhodobé skladovany napt. v mrazaku (-80 °C) nebo tekutém
dusiku, je nezbytné pro dal§i manipulaci jejich rozmrazeni. Jestlize doslo k vytazeni bunék
z dusiku, je nezbytné odvétrani par ve flowboxu. U bunék vytazenych z mrazaku tento

krok pottebny neni. Nasledn¢ se vlozila mikrozkumavka s bunécnou suspenzi do vodni
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lazné na dobu 2 minut. Do pfedem ptipravené malé, sterilni kultivacni lahve se 4 ml média
byla pfepipetovana bunécna suspenze spolu s 1 ml média. Kultivacni lahev byla pfenesena

do inkubatoru (5% CO,, 37 °C a 95% vlhkost). Nasledujici den je nezbytna vyména média.

4.2.2 Trypsinizace a pocitani bunék

Tyto kroky vedou k obnoveni pfili§ konfluentni kolonie bunck. Trypsinizaci
nebo také pasazovani je nezbytné provadét piiblizné¢ kazdé 3 dny. Pfed zapocletim prace
ve flowboxu se zkontrolovala morfologie bunck pod mikroskopem. Néasledné doslo
k odsati kultivatniho média. Adherované bunky na dné kultivacni 1dhve byly promyty
Ix PBS (37 °C) za opétovného odsati. K rozruSeni adherentnich vztahi mezi bunkami
a dnem lahve se ptidal 1ml trypsinu. Po 3 minutové inkubaci (5% CO,, 37 °C a 95%
vlhkost) se pfidalo 9 ml média, ¢imz doSlo k neutralizaci trypsinu. Shluky bunék se
resuspendovaly opétovnym nasdvanim pomoci pipetovaciho sérologického nastavce.
Z takto pripravené suspenze bylo pfeneseno 10 pl do 0,5 ml mikrozkumavky a poté se
piidalo 90 pl trypanové modii. Cca 10 pl bylo prepipetovano do Biirkerovy komtrky
a prekryto podloZznim sklickem. Buiky se spocitaly v nejméné deseti velkych ctvercich.
Vysledné mnozstvi bunék v 1 ml bylo ziskdno vydélenim souctu bun€k poctem
sledovanych &tverct za nasledného vynasobeni 10°. Poté se provedlo feddni tak, aby bylo
v kultivaéni 1lahvi pfitomno 3-5 milioni bun€k ve 25 ml média. Pro vysev bunék
do kultivacnich desek je postup velice podobny s tim rozdilem, Ze je pottebné, aby doslo
ke kultivaci 1 milionu bunék spolu se 2 ml média na 1 jamku kultivacni desky. Kultiva¢ni
desky za téchto kultiva¢nich podminek byly umistény na 12 hodin do inkubdtoru,

¢imz byly vytvoreny adherentni vztahy mezi buitkami a dnem kultivacni desky.

4.2.3 Inkubace bunék s kalcitriolem

Bunécna kultura byla promyta 1x PBS (37 °C), ktery se nasledné¢ odsal. Poté byla
oSetfena 2 ml média spolu s 2 pl kalcitriolu o koncentraci 10, 75 nebo 150 umol/l. Timto
krokem se kalcitriol zfedil na vyslednou koncentraci 10, 75 nebo 150 nmol/l. Testované
koncentrace byly zvoleny tak, aby reprezentovaly rtizné¢ hladiny suplementace aktivnim
vitaminem D u rtiznych jedinct (Lips, 2010; Vieth, 2009). Rovnéz byly buiiky oSetieny
0,1% DMSO. Ten byl pouzit jako negativni kontrola. Jako pozitivni kontrola byly pouzity
buiiky oSetfené médiem obsahujicim TCDD o koncentraci 5 nmol/l (Obr. 13). Takto

oSetten¢ kultury byly inkubovany 24 a 48 hodin pro izolaci proteinti.
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4 yl DMSO
2 ml média

2 ul DMSO
2 ul VD310
2 ml média

2 ul TCDD
2 ul VD310
2 ml média

2 ul DMSO
2 ul VD575
2 ml média

2 ul DMSO
2 ul VD3150

2 ul TCDD
2 ul VD575
2 ml média

2 ul TCDD
2 ul VD;150
2 ml média

2 ml média

I:I - negativni kontrola (DMSO)
- - pozitivni kontrola (TCDD)

I:I - kalcitriol (VD3) o koncentraci 10, 75 a 150 umol/l

Obr. 13: Pipetovaci schéma 4-jamkové kultiva¢ni desky

4.2.4 Izolace proteini

Od této faze jiz neni nutno pracovat ve sterilnich podminkdch laminarniho
flowboxu. Po 24 a 48 hodinové kultivaci bun€k doSlo k odstranéni média. Buné¢na kultura
byla promyta ledové chladnym 1x PBS za nasledného odsati. Poté byl piidan
I ml 1x PBS do kazdé jamky kultiva¢ni desky. Bunécna suspenze spolu s 1x PBS byla
seSkrabana a pienesena do 1,5 ml mikrozkumavek. Ty byly centrifugovany (4000 rpm,
2 min, 4 °C). Dals$i tkony je tieba provadét vyhradné na ledu. Supernatant byl opatrné
odsat. Po tomto kroku je mozné mikrozkumavky s peletem zamrazit (-80 °C). K peletu se
pfidalo 150 pl lyza¢niho pufru. Cely obsah mikrozkumavky byl zhomogenizovan
propipetovanim. Nasledné¢ doSlo k vortexovani po dobu 10 minut a centrifugaci
(13000 rpm, 13 min, 4 °C). Stanoveni koncentrace proteinli v supernatantu bylo provedeno
metodou Bradfordové. Na zdkladé hodnot ziskanych ze spektrofotometru byly vzorky
proteint nafedény dH,O spolu s 20 ul 2x LB tak, aby bylo ve vSech mikrozkumavkach
konstantni mnozstvi proteind, tedy 10 pg pro vzorky UGTI1A a 25 pg pro vzorky
CYP24Al1. Nov¢é nafedén¢ vzorky byly vortexovany, centrifugovany a na zavér

inkubovany v termobloku (5 min, 95 °C).
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4.2.5 Polyakrylamidova elektroforéza v pritomnosti SDS (SDS-PAGE)

Nejdiive byl ptipraven gel pro SDS-PAGE smichanim jednotlivych reagencii
(Tab. V). TEMED a APS je ptfidan az na zavér, aby nedoslo k pfedCasnému zesitovani
gelu. Po naliti déliciho gelu mezi specialni skla bylo snizeno povrchového napéti gelu
ptidavkem 500 pl izopropanolu. Timto krokem se docililo rovnomérného povrchu
a odstranéni bublin z gelu. Po zaschnuti gelu je nutné izopropanol dikladn¢ vymyt dH,O.

Nasledné byl nalit 1 zaostfovaci gel. Na zavér doSlo ke vlozeni hiebinku do aparatury.

Tab. V: Reagencie pro piipravu déliciho a zaostiovaciho gelu

. délici gel zaostrovaci gel
reagencie
mnoZzstvi pro dva gely
délici/zaostfovaci pufr | 4 ml 1,5 ml
akrylamid 3,2ml 0,6 ml
dH,O 8,6 ml 3,84 ml
10% SDS 160 pl 60 ul
TEMED 16 ul 6 ul
10% APS 160 pul 45 ul

Ptipravené gely byly pfeneseny do elektroforetické aparatury za néasledného zaliti
migraénim pufrem. V dal§im kroku dosSlo k napipetovani 2 ul markru pro odecteni
molekulové hmotnosti separovanych proteinti do jamky v zaostfovacim gelu. Do dalSich
jamek se napipetovaly vzorky s vyizolovanymi proteiny o celkovém objemu 40 pl.
Poté byla elektroforeticka aparatura zapojena do elektrického pole. Separace probihala
zprvu pii proudu 15 mA/gel do té doby, nez se zakoncentrovaly proteiny na rozhrani mezi
zaostfovacim a délicim gelem. Poté doslo k pfenastaveni aparatury na 30 mA/gel. Proteiny

se separovaly dalSich 70 minut.

4.2.6 Western blotting

Nejdfive doSlo k hydrataci membrany z polyvinylidendifluoridu (PVDF)
v methanolu po dobu 1 minuty a dalSich 10 minut v dH,O. Po ukonceni elektroforézy byly
gely vyjmuty. Z nich bylo tfeba odstranit zaostfovaci gel. D¢lici gel byl vloZen do tzv.
sendvice v blotovaci aparatufe. Tento sendvi€ sestaval z n€kolika vrstev filtra¢nich papirt,

déliciho gelu a PVDF membrany. Po zhotoveni sendvice byly vSechny jeho vrstvy
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navlhCeny transferovym pufrem. Po piiklopeni vika se aparatura zapojila do elektrického
pole s pfednastavenym proudem 400 mA. Nasledny transfer proteini k anod¢ probihal
75 minut. Po uplynuté dobé byla PVDF membréna 3x promyta v dH,O. Pro kontrolu,
zda doslo k uspé€Snému transferu proteintl, byla membrana reverzibilné¢ obarvena v roztoku
Ponceau S Rouge. Nasledné¢ se membrana opctovné 3x promyla v dH,O a vysuSila
na filtraénim papife. Z PVDF membrany byla vyfiznuta oblast odpovidajici proteintim
o molekulové hmotnosti 35-75 kDa. Podle potieby je mozno PVDF membranu zatavit

do folie.

4.2.7 Imunudetekce

Nejdiive bylo nutno PVDF membranu rehydratovat v methanolu po dobu
20 sekund. Nasledn¢ byla membrana blokovdna 5% roztokem suSeného mléka
a 1x TBS/Tween za soucasné inkubace na tfepacce po 80 minut. Poté doSlo k zataveni
membrany do folie spolu s 5% roztokem BSA, 1x TBS/Tween a primarni protildtkou proti
UGT1A (Tab. VI). Nasledna inkubace na ttepacce trvala 90 minut. Po uplynuté dob¢ byla
membrdna promyta v dH,O 3x po 5 minutach. V dal§$im kroku doSlo k vystaveni
membrany sekundarni protilatce s kienovou peroxiddzou (Tab. VI) obsazené v roztoku
2,5% suSen¢ho mléka spolu s 1x TBS/Tween. Inkubace na tiepacce probihala po dobu
45 minut. Poté doslo k opétovnému promyti 3x 5 minut, nyni v 1x TBS/Tween. Membrana
byla ptekryta 500 pl substratu kienové peroxidazy. Po 2 minutové expozici byl piebytecny
substrat odstranén za nasledného vloZeni membrany do vyvoldvaci kazety. Signal byl
detekovan fotografickou f6lii a vyvolan pomoci automatu v temné mistnosti. Pro verifikaci
experimentu je doporuceno provést také detekci aktinu (Tab. VI), ¢imz se zjisti, zda bylo
ve vSech vzorcich stejné mnozstvi proteini. Pied dal$i imunudetekci byla membrana
odblokovana stripping pufrem. Imunodetekce byla rovnéz provedena s protilatkou proti

CYP24Al (Tab. VI).

Tab. VI: Redici pomér protilatek proti jednotlivym proteiniim

detek .| primarni | sekundarni
ete oYane protilatka protilatka
proteiny
fedici pomér
aktin 1:1000 1:5000
CYP24A1 | 1:500 1:2000
UGTIA 1:750 1:2000

44




5. VYSLEDKY

5.1 Vliv kalcitriolu na expresi enzymia UGT1A

Bunécna linie LS174T odvozena od adenokarcinomu tlustého stteva byla oSetiena
ptidavkem kalcitriolu o koncentracich 10, 75 a 150 nmo/l. Jako pozitivni kontrola byl
zvolen modelovy induktor dioxin (TCDD) o koncentraci 5 nmol/l. Zména hladiny proteint
byla pozorovéna oproti negativni kontrole 0,1% DMSO, v niz byl kalcitriol rozpustén.
Nasledné byly bunky inkubovany 24 a 48 hod. Byl sledovan ucinek na urovni proteini
po expresi cilovych genit UGT1A. Vysledné mnozstvi exprimovanych proteina je tedy
spolecné nasledujicim gentim: UGTIAI, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149 a 1410.
Experiment byl proveden ve tiech na sob& nezavislych opakovanich. Bylo provedeno
ovéfeni konstantniho mnoZstvi proteinti ve vSech vzorcich imunodetekci aktinu. Jelikoz
nebyly vysledky ptili§ konzistentni, z toho ditvodu bude na kazdy experiment pohlizeno
samostatné.

U experimentu ¢. 1 (Obr. 14) pozitivni kontrola indukovala UGT1A enzymy podle
ocCekavani. Byla zaznamenana zvySena hladina UGTI1A u vzork s rostouci koncentraci
kalcitriolu. Podobny trend byl zachovdn i1 u bunék inkubovanych s kalcitriolem
a induktorem TCDD za 24 hodin. U bunék inkubovanych 48 hodin byla korelace mezi
koncentraci kalcitriolu a nartistem hladiny proteint rovnéz zachovana. Tento jev neni pfili§
patrny u bun€k osetifenych kalcitriolem v kombinaci s TCDD. Zda se, Ze vliv na zvySenou
hladinu enzymi mé ptidavek samotného kalcitriolu, av§ak v kombinaci s induktorem je
indukce vice patrna.

Zvysena indukce u experimentu €. 2 (Obr. 15) je také zfejma, ale méné vyrazna nez
u 1. experimentu. ZvySujici se koncentrace kalcitriolu méla vliv na indukci UGT1A
proteind jen u vzorkl inkubovanych 24 hodin bez ptidani induktoru. V ostatnich ptipadech
nemd vliv na indukci enzyml pfidavek samotného kalcitriolu a to ani v kombinaci
s TCDD.

Vysledky experimentu ¢. 3 (Obr. 16) ukazuji, Ze pridavek kalcitriolu nemél
zasadngj$i vliv na zvySeni hladiny proteinti u bunék inkubovanych 24 nebo 48 hodin.

Nicméné 1 zde byl TCDD slabym induktorem.
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Obr. 14: Experiment ¢. 1 (expozice bunék po 5. pasazi)

Exprese proteini UGT1A po 24 a 48 hodinové inkubaci

Horni western blot analyza reprezentuje expresi proteini po 24 hodinové inkubaci. Zleva do prava
UT - negativni kontrola (z anglického untreated), VD; 10, 75 a 150 - kalcitriol o koncentracich 10, 75 a 150
nmol/l, TCDD - kultivace s TCDD, TCDD + VD; 10, 75, 150 - expozice TCDD a kalcitrolu o koncentracich
10, 75 a 150 nmol/l. Analogicky byly oznaceny vzorky inkubované 48 hodin.
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Obr. 15: Experiment ¢. 2 (expozice bunék po 6. pasazi)

Exprese proteini UGT1A po 24 a 48 hodinové inkubaci

Horni western blot analyza reprezentuje expresi proteini po 24 hodinové inkubaci. Zleva do prava
UT - negativni kontrola (z anglického untreated), VD; 10, 75 a 150 - kalcitriol o koncentracich 10, 75 a 150
nmol/l, TCDD - kultivace s TCDD, TCDD + VD; 10, 75, 150 - expozice TCDD a kalcitrolu o koncentracich
10, 75 a 150 nmol/l. Analogicky byly oznaceny vzorky inkubované 48 hodin.
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Obr. 16: Experiment €. 3 (expozice bunék po 7. pasizi)

Exprese proteinii UGT1A po 24 a 48 hodinové inkubaci
Horni western blot analyza reprezentuje expresi proteind po 24 hodinové inkubaci. Zleva do prava
UT - negativni kontrola (z anglického untreated), VD5 10, 75 a 150 - kalcitriol o koncentracich 10, 75 a 150
nmol/l, TCDD - kultivace s TCDD, TCDD + VD; 10, 75, 150 - expozice TCDD a kalcitrolu o koncentracich
10, 75 a 150 nmol/l. Analogicky byly oznaceny vzorky inkubované 48 hodin.
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5.2 Vliv kalcitriolu na expresi enzymu CYP24A1

Jelikoz je enzym CYP24Al silné inducibilni kalcitriolem, byl proto pouzit
pro verifikaci funkénosti VDR. ZvysSujici se hladina proteini CYP24A1 o velikosti 55 kDa

v zavislosti na koncentraci kalcitriolu prokazuje funkénost VDR (Obr. 17).

(kDa)
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Obr. 17: Verifikace funkénosti VDR

Western blot analyza reprezentuje expresi proteini CYP24A1 po 24 hodinové inkubaci. Zleva do prava
UT - negativni kontrola (z anglického untreated), VD5 10, 75 a 150 — expozice kalcitriolu o koncentracich
10, 75 a 150 nmol/l.
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6. DISKUZE

V praktické casti bakaldiské prace byl sledovan vliv kalcitriolu na hladinu
biotransformac¢nich enzymlit UGT1A. K objasnéni interakci byla pouZita komeréni bunécéna
linie LS174T odvozena od adenokarcinomu tlustého stfeva. K této volbé doSlo na zakladé
snahy sledovat vliv VDR na indukci UGTIA enzymi. Jejich geny jsou znamy jako cilové
pro AhR, avSak stale neni znamo, zda existuje né¢jaké kooperativni chovani mezi AhR
a VDR. Indukce proteinii byla zkoumana ve dvou casech. Tento strategicky krok byl
ucinén na zékladé predeslych studii. Existuji zminky o nizké indukci enzym UGT2A13
v buiikach izolovanych z kréli¢ich jater po 24 hodinové inkubaci s 4-hydroxybifenylem,
ackoliv maximalni hladiny bylo dosazeno aZ po 48 hodinach (Nguyen et Tukey, 1997).
Maximalni indukci enzymii bylo rovnéZz moZné ocekavat 1 po delSi inkubaci.
U experimentli provedenych na bunécné linii Caco-2 odvozené od lidského
adenokarcinomu tlustého stfeva byla sledovana hladina mRNA UGTI1A béhem 24-72
hodin. Nicmén¢ ke zvySeni katalytické aktivity enzymu doslo az po 96 hodinové inkubaci
(Miinzel et al., 1999) .

Normalné je hladina vitaminu D definovana koncentraci kalcidiolu. Jelikoz
vSak samotné bunky nejsou schopny metabolizovat kalcidiol na aktivni formu, byly
proto oSetfeny piidavkem kalcitriolu. Testované koncentrace byly zvoleny tak,
aby reprezentovaly suplementaci vitaminem D u rtiznych jedincti. Koncentrace 75 nmol/l
odpovidd hladin€ primérného clovéka. Koncentrace 10 nmol/l simuluje stav jedince
s avitamindzou. Suprafyziologické hodnoty vitaminu D o koncentraci 150 nmol/l byly
zjiStény u jedinctl s ¢astou expozici sluneénimu zateni (Lips, 2010; Vieth, 2009). Poté co je
kalcidiol metabolizovan na aktivni kalcitriol, dochédzi k indukci enzymu CYP24Al. Tyto
enzymy katalyzuji inaktivaci kalcitriolu, coZ ve vysledku vede ke snizeni jeho mnoZstvi.
Z toho divodu byly koncentrace pouzity 1 béhem experimentii za pfedpokladu, ze budou
dostate¢né pro simulaci fyziologickych hodnot.

Vysledky vSech tii experimentli vykazuji do jisté miry podobny trend v tom ohledu,
ze enzymy UGTIA byly inducibilni po oSetieni TCDD. Z vysledkii experimentu
¢. 1 lze soudit, Zze vliv na zvySenou expresi enzymu ma piidavek samotného kalcitriolu,
avSak v kombinaci s induktorem je indukce vice patrnd. Podobny jev byl pozorovan
1 u diivejsi studie, kdy byla sledovana exprese CYP1A1 na bunéénych liniich odvozenych

od monocytll a makrofagii po ptfidavku kalcitriolu. Tyto linie byly oSetfeny ptidavkem
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kalcitriolu, tak i1 benzo[a] pyrenu a inkubovany 24 hodin. V ptipadé samotného kalcitriolu
nebyla zaznamenana zvySena indukce. Nicméné kombinace obou ligandi zpiisobila vyssi
indukci nez vpfipadé samotného benzo[a]pyrenu. V tomto piipadé¢ byla odhalena
nespecifickd vazba heterodimeru VDR-RXR do ER8 v CYPIAI promotoru, ktery je
povazovan jako cilovy pro AhR. Zde byla zvySena exprese CYPIAI vysvétlena neptimou
interakci AhR s VDR za tcasti koregula¢nich proteini (Matsunawa et al., 2012). Jelikoz
oba experimenty vykazuji vysoké znamky similarity, proto je divodné se domnivat,
ze doslo k podobnym interakcim i1 u experimentu ¢. 1. U vzorka inkubovanych 48 hodin
a oSetfenych ptidavkem kalcitriolu i TCDD neni zvySena exprese oproti kontrole patrna.
Pravdépodobné jsou zde limitni faktory, které¢ po dosaZzeni maxima dal§i expresi
uzZ neumoznuji.

Byla zaznamenéna sniZujici se indukovatelnost v zavislosti na stafi bunécné linie.
U experimentu ¢. 1 (expozice po 5. pasdzi) byla pozorovana signifikantni indukce
v porovnani s kontrolou. Experiment €. 2 (expozice po 6. pasdzi) vykazoval podobny jev,
ovSem ne s tak vyraznou indukci. V ptipadé experimentu €. 3 (expozice po 7. pasazi) byl
induk¢éni Uc¢inek kalcitriolu 1 TCDD nejmensi v porovnani s ostatnimi experimenty.
Snizujici se sensitivita bunécné linie na piidavek kalcitriolu mize korelovat s jeji
nestabilitou. Uz diive byla pozorovéana diferenciace bunécné linie LS174T. Tento fakt byl
podlozen zvySenym procentem posunovych mutaci v pozdéjsich stadiich (Yashiro et al.,
2010). Pro verifikaci hypotézy by bylo zapotiebi dalSiho zopakovani testd, aby ji bylo
mozno statisticky potvrdit ¢i vyvratit. Pokud by se tato hypotéza ukazala jako validni,

nebylo by dale vhodné bunécnou linii LS174T pfi téchto studiich pouZivat.
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7. ZAVER

V této studii byl zkouméan vliv aktivace VDR na expresi biotransformacnich
enzymi UGTIA metodou Western blotting. Tato podrodina zahrnuje enzymy UGT1Al,
1A3, 1A4, 1AS5, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9 a 1A10. Vysledné mnozstvi detekovanych proteinti
tedy odpovida spole¢né expresi téchto genl. Pro objasnéni interakci byla bunécné linie
LS174T odvozena od adenokarcinomu tlustého stfeva oSetfena piidavkem kalcitriolu.
Vysledna exprese byla porovnavdna s modelovym induktorem TCDD a negativni
kontrolou 0,1% DMSO. Takto oSetfené¢ bunky byly inkubovany 24 a 48 hodin.

Byly provedeny tfi na sob&é nezavislé experimenty s nepfili§ konzistentnimi
vysledky. VSechny experimenty vykazovaly inducibilitu enzymi po ptidavku TCDD.
V ranych stadiich buné¢éné linie byla sledovana zvySend hladina enzyml. Enzymy byly
inducibilni samotnym kalcitriolem, av§ak v kombinaci s induktorem byla indukce vice
patrna. Vyslednd exprese byla pfimo umérnd koncentraci kalcitriolu. Po 48 hodinové
kultivaci bunék oSetfenych kalcitriolem 1 TCDD nebyla zvySena exprese oproti kontrole
patrnd. Tato fakta se stavala méné validni u experimentli provadénych se star§imi
bunéénymi liniemi. S vyS$im Cislem pasdZe bunécné linie LS174T rostla jeji nestabilita,
coz mélo za nasledek sniZzenou sensitivitu vici kalcitriolu. Z divodu obtiznosti
reprodukovat konzistentni vysledky byla bunénd linie LS174T shleddna nevhodnou

pro studium vlivu VDR na indukci UGT1A enzym.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABC
AhR
AhRR
APS
ARNT
ATP
bHLH
BSA
cAMP
Caco-2
CAR
CBP
CAR-RE
CCRP
cDNA
Cdx2
CITCO

CREB
CYP
DBP
dH,0
DMEM
DMSO
DNA
DRE
DRIP
DR3, 4
DTT
EDTA
ER

ATP vazebna doména (A TP binding cassette)

aryl uhlovodikovy receptor

represor aryl uhlovodikového receptoru

persulfat amonny

nukleérni translokator aryl uhlovodikového receptoru

adenozin-5 -trifosfat

bazicky helix-smycka-helix

bovinni sérovy albumin

cyklicky adenozin-3’,5 -monofosfat

bunécna linie lidského adenokarcinomu tlustého stieva
konstitutivni androstanovy receptor

vazebny protein pro CREB

responzivni element konstitutivniho androstanového receptoru
cytoplazmicky reten¢ni protein konstitutivniho androstanového receptoru
komplementarni deoxyribonukleova kyselina

caudal-related homeobox 2

6-(4-chlorofenyl)imidazol[2,1-b][ 1,3]thiazol-5-karbaldehyd-O-(3,4-
dichlorobenzyl) oxim

vazebny protein pro cyklicky adenozin-3’,5"-monofosfat
cytochrom P450

protein vazajici vitamin D

deonizovana voda

komeréni médium (Dulbecco s Modified Eagle’s medium)
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

dioxinovy responzivni element

komplex proteinll interagujicich s receptorem pro vitamin D.
piimé repetice oddélené tfemi nebo Ctyimi rozdilnymi nukleotidy
dithiothreitol

etylendiamintetraoctova kyselina

endoplasmatické retikulum/estrogenni receptor

ERG6, 7, 8,9 obracené repetice oddélené Sesti, sedmi, osmi nebo deviti nukleotidy
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FAD
FAD-OOH
FBS
FMN
FMO
FXR
GR
GST
HAT
HDAC
Hsp90
HEPES
HNFla
LB
LS174T
LXR
MDR1
mRNA
NADP
NADPH
NLS
OATP
OCT
p23
PAS
PBS
PP-2A
PPARa
PVDF
PXR
PXR-RE
RAR
RNA
RXR

flavinadenindinukleotid

hydroperoxyflavin

fetalni bovinni sérum

flavinmononukleotid

flavinové monooxygenazy

farnesoidni X receptor

glukokortikoidni receptor

glutathion-S-transferaza

histonova acetyltransferaza

histonovéa deacetylaza

protein teplotniho Soku o velikosti 90 kDa (heat shock protein)
4-(2-hydroxyethyl)-piperazin]-ethansulfonova kyselina
jaterni nuklearni transkrip¢ni faktor regulujici expresi UGT
loading pufr

buné¢na linie lidského adenokarcinomu tlustého stieva
jaterni X receptor

gen kodujici P-glykoprotein (multidrug resistence)
mediatorova ribonukleova kyselina
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu - oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu - redukovana forma
jaderny lokalizac¢ni signal

transportni peptid organickych aniontii

transportér organickych kationti

prostaglandin E syntaza 3

Per-ARNT-Sim doména

fosfatovy pufr s pridavkem chloridu sodného
proteinova fosfataza 2A

receptor aktivovany peroxizomovymi proliferatory
polyvinylidendifluorid

pregnanovy X receptor

responzivni element pregnanového X receptoru
receptor pro kyselinu trans-retinovou

ribonukleova kyselina

receptor pro kyselinu cis-retinovou
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SDS
SDS-PAGE
SULT
SRC
TAD
TBS
TCDD
TEMED
Tris
Tween20
UGT
UDP
UDPGA
UT

uv

VD3
VDR
VDRE
XAP2
XRE

dodecylsiran sodny

polyakrilamidova elektroforéza v ptitomnosti SDS
sulfotransferaza

komplex koaktivatori steroidnich receptorii
transaktivacni doména

Tris pufr
2,3,7,8-tetrachloro-dibenzo-p-dioxin
N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamin

tris (hydroxymethyl) aminomethan
polyoxyethylen(20)sorbitan monolaurat
UDP-glukuronosyl transferaza
uridin-5-difosfat
uridin-5-difosfo-glukuronova kyselina
negativni kontrola (untreated)

ultrafialové zafeni

kalcitriol

receptor vitaminu D

vitamin D responzivni element
X-asociovany protein 2

xenobioticky responzivni element
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