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Souhrn:

UDP-glukuronosyl transferasa 2B7 je biotransfaimia enzym metabolizujici
mnoZstvi exogennich i endogennich gnmin. Nej¢tSi exprese tohoto enzymu byla zjis
v jatrech, ale jehoiftomnost byla potvrzena i versvni tkani, stejé tak jako receptoru pro
vitamin D, ktery je ve sgvni tkani exprimovan ve velkém mnozZstvi.

Tato prace se zaffila na prozkoumani mozného vlivu aktivovaného rémep pro
vitamin D na UDP-glukuronosyl transferasu 2B7. keumani byly pouzityit koncentrace
kalcitriolu reprezentuijiciit stavy (hypovitamindza, fyziologicka hladina a kyyptamindza)
organismu a firozeny antioxidant resveratrol jako induktor, vytKici se v mnoZzstvi degn
konzumovanych pokrin Exprese UDP-glukuronosyl transferasy 2B7 byla urkéna
ve dvoucasech (24h a 48h) naregni nadoroveé linii. Po aktivaci receptoru kalatem byl
zjisten statisticky vyznamny pokles hladiny mRNA pro UBQRkuronosyl transferasu

a indukce po fisobeni resveratrolu.



Summary:

UDP-glucuronosyl transferase 2B7 is biotransforomenzyme which metabolises
very many exogenous and endogenous compounds. réaeg expression of this enzyme
was detected in the liver, but its presence has besfirmed in the intestinal tissue, as well
as the receptor for vitamin D, which is highly eagged in large quantities in the intestinal
tissue.

This work has focused on the examination of thsside influence of the activated
vitamin D receptor on UDP-glucuronosyl transfer@8¥. Three concentration of calcitriol
were used to represent the three conditions (hygoimnosis, physiological level and
hypervitaminosis) of the organism and the naturaioaidant resveratrol as an inductor,
occurring in a number of daily consumed foods. Expression of UDP-glucuronosyl
transferases 2B7 was examined in two times (du2dig and 48h) for an intestinal cancer
line. After the receptor activation by calcitrioktatistically significant decrease was detected
a statistically significant decrease in the lew@dsnRNA for UDP-glucuronosyl transferases
and the induction stimulated by resveratrol.
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1. Uvod:

Jiz po tisice let se v kazdodennim Zé&atetkavame s mnoZstvim chemickych
slowenin, které fisobi na nas organismus. Setkavame se s nimi vekaduod i v potra\g.
Muze jit o fizna potravni aditiva, lIéky, nebo zm&eni ovzdusi. Lidskééto si tedy muselo
vyvinout tizné mechanismy pro odstegm latek, které jsowlu cizi.

V lidském tle se vyvinuly specializované proteiny, které odidwaji nejtiznéjsi
xenobiotika. Nazyvaji se biotransfortma enzymy a biotransformace sama niafdéze.
Vprvni fazi zmisobi enzymy zpolarizovani sléeniny rekolika  zpisoby:
zavedenim/odkrytim polarni skupiny, desulfuraciidagi nebo i redukci. Bobi tak #zné
flavin obsahujici monooxygenasy (FMO), cyklooxyganaebo i Siroka skupina cytochrém
P450.

V druhé fazi dochazi ke konjugaci molekuly, ktdrg@a zpolargna v prvni fazi,

s rekterou z mnoha latek (cukry, aminokyseliny, sulfdys- skupina,...), aby se zvysila jeji
rozpustnost ve vada mohla tak byt snazdijata do m@i a vylowena ven zda. V teeti fazi
dochazi k samotnému transportu ven #kyy nacéemz se podili mnozstvi membranovych
transportar (OATP, OCT,...).

Nekteré z &chto enzynd ¢i transportél jsou regulovany aktivovanymi transkEmgmi
faktory, teba receptorem pro vitamin D. Ovlémi hladiny €chto enzynd miZe byt zavazné
a je proto nutné prozkoumat tyto vzadjemné interakezabranit tak nezadoucinigkam.



2. Biotranformace:

Biotransformace je veliceuteZity a specializovany &l na odstradni nezadoucich
latek ven zdla. Maze jit jak o latky endogennihaipodu tak i fizna xenobiotika jako téva,
vzdusné polutanty a négnéjSi chemické latky fijjimané v potrav. Lze ji cklit az nactyii
faze.

Ve fazi 0 dochazi k transportu lipofilni latky dmunky pomoci penaséd nebo
samovolnou difuzi. V podstaje shodna s fazi 3, jen se netransportuji latky ale dovnit
(Bock 2003). Poté, co je latka transportovana dokpudochazi k jejimu zpolarizovani
nékolika zpisoby. Tento & je ozn@&ovan jako faze |. Ve fazi Il dochazi k navazani
endogenniho substratu a vesme pripadi k snizeni fyziologickych a biochemickychidka,
ovSem existuji i vyjimky, nafklad u morfinu (Saskia a kol 1999; Eissing a k@012).
V tieti fazi jde o transport molekuly ven zibky a jeji sekreci do mw. Tyto faze jsou

ukazany na obrazktislo 1

Faze Il

UGTs i
Nukleofil —— S MRPtaﬁzolaterélni)
/ SULTs Sulfokonjugéty L~
X X CYPs lI NQO1 I
Elektrofil = GSH kojugaty MRP2 (apikalni)
GSTs ~

DNA, proteiny

Obr. ¢. 1: Znazorgni biotransforméni faze 0 az Ill v probihajici v Boe (obrazek fevzat
z Bock 2003).



2. 1. Faze I;

V prvni fazi biotransformace, je latka zpolarizosamnoha zfsoby a velkym
mnozstvim enzyiin Dvé nejwtSi skupiny jsou cytochromy P450 a flavin obsahujic

monooxygenasy.

Cytochromy P450:

Cytochromy P450 (CYP) jsou Siroka skupina hemowchynii, které byly nalezeny
ve spoust druhi od bakterii, pes rostliny az po hmyz a zata (Nelson a kol., 1996). CYP
maji mnoha uplatmi, mezi &z pati jak biosyntéza latek (upiatji se fi biosyntéze
cholesterolu a mnoha dalSich latek), tak i detawmekarganismu od mnohych xenobiotik
a endobiotik, s nimiz se iMeme casto setkavat. &které vyznamné latky jsou uvedeny
v tabulce ¢. 1. Né&zvoslovi cytochrotn P450 je zaloZzeno na zakéadhomologie
v aminokyselinovych sekvencich, jak je uk&zano reéhématu ¢. 1 (Anzenbacher
a Anzenbacherova, 2001; Nelson a kol., 1996).

CYP3A4 je obech povazovan za jeden z nejdzit¢jSich cytochrom, jelikoz
metabolizuje velké mnozstvi l&Kjsou jich zndmy desitky) a jeho indukce se vejétrmize
zvySit 0 vice nez 60% (Anzenbacher a Anzenbacher@@81). CYP3A4 je ovlivén
transkrigné mnoha receptory, mezi¢h pati konstitutivni androstanovy receptor (CAR),
pregnanovy X receptor (PXR) (Pavek a Balg 2008) a aryl uhlovodikovy receptor (AhR)
(Kumagai a kol., 2012).

Mnoho latek, které jsou metabolizovany CYPy takéghi jako jejich induktory. Bylo
zjisténo, Ze dioxin zvySuje hladinu CYP1Al, CYP1A2 a CBR1(Bock a Kdohle, 2006). Se
spoustou induktdr se nizeme setkavat deénNagiklad nikotin zvySuje hladinu CYP2B1
(Khokhar a kol., 2010; Anzenbacher a Anzenbacher@@®1) a ethanol CYP2E1 (Zhog
a kol., 2012). DalSimi latkami jsoureba barbituraty, které indukuji hladinu CYP3A4
a CYP3A5 (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).
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Tabulkag. 1: Nekolik substrat metabolizovanych cytochromy P450 (Amin a kol., 281
Zhong a kol., 2018 Anzenbacher a Anzenbacher4&2001; Vaynshteyn a Jeong 2€f1:2
Eissing a kol., 2013; Heit a kol., 2018!; Chenoweth a kol., 2013.

Substréat Vybrané enzymy metabolizujici substrat
Nikotin cyp2Bé’, cyp2ag”
Etanol CYP2EL"®
Morfin CcYP2BT”, cYpP2B?’!, CYP3A4’!
Kofein CYP1AT Ccyp1AZ34
Steroidy CYP2A#'
Diazepam cyp2c1d

Samostatny clen
Cytochrom P450 . .
Podrodina, homologie 55%

Rodina, homologie 40%

Schémac. 1: Nazvoslovi cytochrotn P450 (informace k vytweni schématu ipvzaty

z Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).

Flavin obsahujici monooxygenasy (FMO):

Jedna se o dalSi vyznamngast enzym, které napomahaji v detoxifikaci organismu.
Jsou to NADPH dependentni mikrosomalni flavoprate(@ashman, 2000). V savcich
se nachazi ¢ podobnych gein pro FMO ozn&enych jako FMO1l az FMOS5. dkteré
izoformy FMO mohou mit v rané fazi vyvoje vysSiigkt, jako teba FMO1l ma &Si
zastoupeni i vyvoji plodu (pozdji aktivitu ztraci) a FMO3 u dosfeho ¢lovéeka. FMO4
a FMOS5 jsou vzacné izoformy (Eswaramoorthy a K006). Mezi substraty FMO gatieba
trimetylamin nebo nikotin (Anthony a kol., 2011;e&cy a kol., 1998).

Defekt ve FMO nize vést k Bkolika onemoc#nim, mimo jiné i k tzv. syndromu
rybiho zapachu. Je to igobeno vyldovanim trimetylaminu (normatnse vyliuje jeho
oxidovana forma), potem a dechem. Podstatou té&tochg jsou mutace v genetickém kodu
FMO (Treacy a kol., 1998).
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2. 2. Faze ll:

Druha faze biotransformace spojuje latky z prvaief s skterymi endogennimi
latkami a ve ¥tSin¢ pripadi je ¢ini méreé toxickymi a mén biologicky aktivnimi. Zarovi
zvySuje jejich rozpustnost ve vda@ tim jejich snad¥Si odstragni z €la ven pomoci mé
(Bock, 2003; Zhang a kol., 1998).

UDP-glukuronosyl transferasy (UGT):

NejvyznamujSi a nejpdetrgjSi skupinou enzyiin druhé faze jsou UDP-glukuronosyl
transferasy (UGTs), které pouZivaji ¢egEji endogenni  sloteninu  uridin
5’-difosfoglukuronovou kyselinu (UDPGA) jako donorukerné slozky s endobiotiky

i xenobiotiky (Bock, 2003). Podrobjn se jim budeme &novat v kapitole 3.

Sulfotransferasy (SULT):

Mezi dalSi vyznamné enzymy druhé fazefipstilfotranserasy (SULTS). Prviélanek,
ktery popisoval sulfatovou konjugaci, byl publikev& roce 1876 a od té doby byla
identifikovana superrodina génoznaovanych jako SULT, které katalyzujitgmos S@
skupiny pomoci 3’-fosfoadenosin 5 -fosfosulfatu %A na cilovou molekulu. Akceptorové
molekuly mohou byt jak endogenni substraty (dopant@stosteron), tak i xenobiotika.
OvSem z wkterych xenobiotik se po navazani substratu stavajiageny a karcinogeny
(Gamage a kol., 2006).

SULT se vyskytuji bdi vazané v membr&nGolgiho aparatu, kde probiha navazani
SO; skupiny na peptidy, nebo se vyskytuji wow cytoplazng a jako substrat jim slouzi
rozlicna xenobiotika adktera endobiotika jako steroidy, Zlwé kyseliny a neurotransmitery
(Gamage a kol., 2006; Negishi a kol., 2001).

Metyltransferasy:

Existuje rekolik druhi methyltransferas, ale vSechny katalyzugmos CH skupiny
na nejfizrejSi substraty a jsou nezbytné pro spravné fungowégdanismu. Donorem CHje
S-adenosyl methionin (SAM), ktery se pegani od&peni CH skupiny néni na S-adenosyl
homocystein (SAH) (Richard a Weinshilboum, 2006).

Mezi vyznamné N-methyltransferasy fatikotinamid N-methyltransferasayigemz
vykyvy v jeji hladit mohou byt indikatorem nadorového onem#in jater jako je

hepatocelularni karcinom (Kim a kol.,, 2009). Glych-methyltransferasa je utbZita
12



v regulaci hladiny S-adenosylmethioninu (SAM) a d&mosylhomocysteinu (SAH) (Wang
a kol., 2007). Histamin N-methyltransferasa je zadygowdna za odbouravanigvaznésasti
histaminu v lidskémgte (Kennedy a kol., 2008).

DalSimi zastupci jsou O-methyltransferasy. Katédbanetyltransferasa (COMT) je
dalezita v degradaci neurotrasmiigako dopamin, adrenalin a noradrenalin (Sagudlg ko
2010). Chlorfenolovad O-metyltransferasa se vysleytuieba v houb Trichoderma
longibrachiatum Je zodpo&dna za detoxifikaci chlorfendl(Feltrer a kol., 2010).

Vyznamnym zastupcem je téz thiopurin S-metyltraresfe (TPMT). Tento
cytosolicky enzym Kkatalyzuje S-metylaci ngn€jSich substrdit, mezi rz pati
i azathiopurin a 6-merkaptopurin, coz jsou dlouHmdouzivand léiva (Wang a
Weinshilboum, 2006).

(A)  sH ' SCH,
S0 —~— LI
X >~

(B)
COMT CH;0

HO oH coMmT oH
| Mg* |
HO CHCH,NH, —7T' HO CHCHZNH,
SAM SAH

) MNormetadrenalin
Noradrenalin

Obr. ¢. 2: Riklad metylace |éku a hormonu pomoci methyltramsfeTPMT a COMT
(obrazek pevzat z Richard a Weinshilboum, 2006).

Glutathion-S-transferasy:

Glutation-S-transferasy (GST) katalyzuji konjugaa@lektrofilnich  slogenin
s glutationem (GSH). Tato katalyticka reakce bydamé popsana v roce 1961 (Booth a kol.
1961). Tyto enzymy (a mnozstvi jejich pseudagese vyskytuji u nefizrgjSich zivaichi
(Caenorhabditis elegaps rostlin (Populus trichocarpa (Josephy, 2010; Brentner a kol.,
2008).

V lidech se vyskytuje osmiitl &chto enzyni a mezi jejich substraty gatjak
exogenni sloteniny jako akrylaldehyd, 1-chloro-2,4-dinitrobenzexebo akrylamid tak
i endogenni slateniny (peroxid vodiku nebo lipidové hydroperoxidyyto enzymy mohou

byt cytosolické i membraneév vazané (Josephy, 2010). Také mohou byt ve dorm
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homodimeru nebo heterodimerujgemz heterodimer mohou tiibjediné s podjednotkami

stejné tidy (Armstrong, 1996).

Acetyltransferasy:

Pomoci acetylace se takéime buka zbavovat nezadoucich stemin. Arylamine
N-acetyltransferasa je cytosolicky enzym. Konjugignobiotika s acetylovou skupinou,
jejimz donorem je acetyl koenzym A. Mezi jeji suést pati latky jako
N-hydroxy-4-aminobifenyl a N-hydroxy-2-(acetylamjndluor, které maji karcinogenni
Gcinky (Sim a kol., 2008).

14



2. 3. Faze Il

V tieti fazi funguji nejiznéjSi transportéry aipnasee, které musiignést sloteniny
ven z buky. Velkou skupinu z nich twd MRP (z anglického multidrug resistence protein).
Jedné se o ATP-dependentni glykoproteiny, ktenéyskytuji i u jinych druli nez jeclovek,
napiklad u krysy(Rattus rattus) mySi (Mus musculusp huseriku rolniho (Arabidopsis
thaliana) U ¢loveka bylo identifikovano nejmén6 ¢leni rodiny MRP (MRP1 az MRP 6),
piicemz pouze MRP1, MRP2, MRP3 a MRR&mASI sloteniny konjugované s endogennimi
substraty z druhé faze biotransformace (Kdnig g K8I99).

Mezi dalSi penaSée pati OATPs (organic anion transporting polypeptidddgré
zprostedkovavaji transmembranovy transport velkého mmoZainfipatickych slotenin
a vyskytuji se ve velkém mnozstvi tkani (plicetgasrdce, geva, ledviny, placenta). Mezi
pienasené slaeniny pati Zlu¢ové soli, tyroidni hormony, aniontové polypeptidyganicka
barviva a velké mnoZstvi léla jinych xenobiotik. Jedna se o 12-doménové transibndnové
proteiny kodované superrodinou geBLCO (Hagenbuch a Meyer, 2003).

DalSi vyznamnou skupinou jsou OCTs (z anglickéfganic cation transporters), jez
jsou nezavislé na gradientu sodiku (Na-independgnignasée). Vyskytuji se v mnoha
tkanich jako je mozek, ledviny, srdce, plice, ptaae buiky imunitniho systému, jatra
a stevo, kde pini dlezitou roli genaséi mnoha klada nabitych latek. Mze jit jak
o endogenni kationty, tak aizna I€iva a toxiny (Koepsell 2007; Koepsell 1998). Tyto
transportéry jsou zahrnuty ve velké ragdsozngenim SLC22. P&t sem jak it typy (OCT1,
OCT2 a OCT3) transporti&rorganickych katiorit usnadujicich difizi tak i transportéry
kationti a karnitinu, ozn&govanych jako OCTN (Koepsell 2007).
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3. UDP-glukuronosyl transferasy (UGT):

UDP-glukuronosyl transferasy jsou glykoproteingimézejici se v endoplazmatickém
retikulu (a rkkdy i v jaderném obalu) mnoha tkani, H&fad v jatrech, #zi, ledvinach,
mozku a zazivacim traktu. Platmezi hlavni enzymy zodpégné za odsttavani
nezadoucich lipofilnich latek zla tim, Ze zvysuji jejich polaritu, aby byly Iépkngnovany
moci, a snizuji jejich biochemickou aktivitu. Tyto k§ mohou byt jak exogenniho tak
i endogenniho jvodu (Radominska-Pandya a kol., 1999xktéré z &chto latek jsou

uvedeny v tabulceislo 2.

Tabulkac¢. 2: Nekteré z latek metabolizovanych UDP-glukuronosyhsfarasami (Rodrigues
a kol., 2018, Senafi a kol., 1994; Court, 2008'; Eissing a kol., 2014; Chatzistefandis
a kol., 2018 Jin a kol., 1998; Jakobsson a kol., 2086 Chen a kol., 201%)

Substréat Enzym
Bilirubin UGT1A1M
Serotonin UGT1AB!
Trifluoroperazine UGT1A4!
Propofol UGT1A%!

Kyselina valproova

UGT1A%, UGT1A4Y UGT1A6”,
UGT1A9® UGT2B7

S-oxazepam UGT2B1%
Morfin UGT2B7"
1-naftol UGT2B1Y

Testosteron UGT2B17

Trans-3"-hydroxycotinin UGT2B10

U savdé se vyskytuje 11%lena superodiny gein UGT rozdlenych dodétyr rodin
(UGT1, UGT2, UGT3 a UGTB8). V lidech se vyskytujhjdw rodiny glukuronosyltransferas
(UGT1 a UGT2). Enzymy p#ti do rodiny UGT1 maji unikatni prvni exon z callgoh peti
a dalSictyti exony jsou sdilené. Geny pro UGT2 se skladajgesti exon (pouze UGT2A1
a UGT2A2 vznikaji odlisSnym segtem variabilniho prvniho exonu). Rodina UGT2 je
roz&klena do dvou podrodin a to UGT2A a UGT2B, jejickenyg leZi na chromosomu 4q13.

Nazvoslovi UGT se tvd stejre jako v gipact P450 podle podobnosti sekvence aminokyselin
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(Mackenzie a kol., 2005). Z farmakologického i fymigického hlediska jsou to velmi
dulezité enzymy druhé faze, které spojuji endogennieaobiotické sloteniny s uridin
5"difosfoglukuronovou kyselinou (UDPGA), jak je zoéireno na obrazku 3 (Saskia a kol.,
1999).

HO

2"":‘“ O0—
W COOH H$
|

OH :5__;\-/_ oH 0— >
|

/

Y HO
;,..-"?H. . HO i "Eil o {)x\ {I:\\_ ) UGT ~
- + A gl oY g O n ":’ + UDP
= o ! "/-p-—(] |

HO HO H
|-Maphthol UDPGA Maphthol glucuronide
Obr. ¢. 3: Riklad odbouravani 1-naftolu z organismu pomoci UilR«uronosyltransferas
(obrazek pevzat z knihy A textbook of modern toxicology, Eshelodgson, 3. edice, 2004).

Mezi endogenni molekuly, které jsou odbouravarati ilirubin, steroidy, Zldove
kyseliny, a tyroxin (Bock 2003, Burchell a kol.,98). Tyto enzymy z organismu odbouravaji
i mnoho xenobiotik, které dogla vstupuji jako vzduSné polutanty, nebo jsdijimpany
v potraw. Muze jit o mnoho lék, jako feba morfin nebo paracetamol, jez jsou vetasto
pouzivany v léksstvi. V rekterych ojediglych pripadech vede konjugace s UDPGA
k nezadoucimdinkiam, jako je feba teratogeneze a karcinogeneze (Saskia a ko).1999

Piikladem zvySeného cinku latky muze byt morfin-6-glukuronid, vznikajici
z morfinu, ktery je pouzivan jako analgetikum, amikum a P lécb¢ pnijmovych
onemocgni. Vznikly metabolit ma 100x sigjsi (inky jako analgetikum nez morfin (Saskia
a kol., 1999; Paul a kol., 1989). Jehoipbhycas k eliminaci ven zla je prodlouzZeny a to
muze vést k mnoha komplikacim. Z celkového mnoZstetfinu, jez se dostane déld, je
na morfin-6-glukuronid metabolizovano (enzymem UBTR jen 10%. 80% je
metabolizovano na morfin-3-glukuronid, coZ je neakt latka. DalSich 5% je pomoci
CYP3A4 gemenéno na normorfin a zbyléast je pomoci glomerularni filtrace vykena do
maoci v nezrménéné podob. Viz schémaislo 2 (Eissing a kol., 2012, Saskia a kol., 1999).
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Schéma:. 2. Metabolismus morfinu a kodeinu (obrazékvzat z Eissing a kol., 2012).

Rodiny UGT1 a UGT2 vyuZivaji ipvazrié endogenni slaieninu UDPGA, jako
donora cukerné slozky, ale bylo prokadzano, Ze egzymohou pouZzit i UDP-glukézu a
UDP-xyldzu, ale za snizené rychlosti reakce. Rysthieakce p pouziti UDPGA ntize byt az
desetinasobna oproti jinym UDP cukr (Sahidan a kol., 1994).
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3.1. UGT2BT7:

UGT2B7 je individualni¢len podrodiny UGT2B. U lidi se vyskytuje 7 fuirkch
¢leni této podrodiny a to UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2BUGT2B15 a UGT2B28
(Mackenzie a kol., 2005). Gen pro UGT2B7 se sklagl&esti exaih o celkové délce 16kb
(Radominska-Pandya a kol., 2001). UGT2B7 se vys&ywe velkém mnozstvi tkani, jako
jsou jatra, tenké a tlustéisto, m@ovy nmechyt, déloha, plice, nadledviny nebo ledviny
(Ekstrom a kol., 2013; Nakamura a kol., 2008). kfadohoto enzymu je vyraZrovlivnéna
vékem. Napiklad ve fetélnich plicich a ledvindch bylakolikandsobs vysSi hladina
UGT2B7 nez ve fetalnich jatrech, ale jatra ddé&ipo ¢lovéka maji &tSi expresi nez jatra
plodu (Ekstrom a kol., 2013). Tento enzym metalpdiznnoho latek, z nichzékteré jsou

uvedeny v tabulce. 3.

Tabulka ¢. 3: Vybrané substraty UGT2B7. V tabulce jsou uvedexkteré z latek
metabolizovanych enzymem UGT2B7 (Eissing a kol12) Uchaipichat a kol., 206%;
Bélanger a kol., 2008; Buchheit a kol., 2024; Chen a kol., 2018; Chatzistefanidis a kol.,
2012°: Tang, 2008!; Bowalgaha a kol., 206%; Sadeque a kol., 20%3.

Obchodni nebo trivialni Pouziti
nazev

Morfin™ Analgetikum, antitusikum
Zidovudin? Antiretrovirovy lék
Efavirenz’ Antiretrovirovy lék
Ibuprofen” Analgetikum, antipyretikum

Chloramfenicdf’ Antibiotikum
Kodeirt™! Analgetikum
Valproové kyseling! Antikonvulzivum

Diklofenak”! Antiflogistikum
Naproxef! Antiflogistikum
Lorcaserit?) Lék na hubnuti
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Mezi endogenni substraty tohoto enzymuripatkteré derivaty estrogenu, estradiol,
hyodeoxycholovéa kyselina (HDCA), androgeny acalke kyseliny (Hevir a kol., 2011; Lu a
kol., 2005; Mackenzie a kol., 2003; Sten a kol.020 Ma molekulovou hmotnost 52kDa
(Ritter a kol., 1990).

U tohoto enzymu se vyskytuje¢kolik polymorfismi. Nékteré z nich ovliviuji
rychlost, s jakou je odbouravanitd latka. Byl potvrzen vliv polymorfistn na rychlost
odbouravéani lamotriginu (Blanca Sanchez a kol.,02@ingkham a kol., 2012), zidovudinu
(Kwara a kol., 2009), silodosinu (Wdflga kol., 2012) nebo i¢ba flurbiprofenu (Wang a
kol., 2011). Takeé byly zjighy vyznamné procentualni rozdily mezi vyskytem pabyfismi
v porovnanitiznych druli populaci (Lampe a kol., 2000; Bhasker a kol., 2000

Dale bylo prokazano, Ze tercialni butylhydrochif@BHQ) je induktorem UGT2B7.
Jedna se o antioxidant pouzivajici se jako potraditivum. Po vystaveni bgk této latce, se
hladina mRNA pro UGT2B7 zvysSila az 10ti nasebfMinzel a kol., 1999). | &které
ligandem aktivované transktipi faktory mohou ovlivnit hladinu tohoto enzymu. &ilex
pati nagiklad FXR a PPAR (Bock. 2012; Zollner a Trauner, 2009).

Byl potvrzen vyskyt UGT2B7 v endoplasmatickémkelii i v jaderném obalu a to
jak na vigjSi tak i na vniini strar, cozZ by mohlo znat ochranu jadraid toxickymi latkami
(Radominska-Pandya a kol., 2002; Radominska-Paady@., 2001). Také bylo zji&to, ze
v endoplasmatickém retikulu by mohl titokomplexy (dimery, tetramery,...) a interagovat
s CYP3A4 za tvorby multiproteinového komplexu, ktenetabolizuje latky (Jacqueline a
kol., 2005).
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4. Regulace biotransformanich enzymi

Regulace biotransformiaich enzyni probiha pevazri transkrigné. Bylo prokazéano,
Ze velké mnoZstvi receptoovliviiuje mizné enzymy prvni, druhé a dokonce i proteifefit
faze. Tyto ligandem aktivované transkimp faktory se vazi do vazebnych mist na DNA
ve forme monomet jako feba "estrogen receptor-related receptor" (ERR) eintic
acid-related orphan receptor” (ROR). Ve férnhomodimeit se vaze najklad
glukokortikoidni receptor (GR), hepatocytarni jaderfaktor 4 (HNF4) nebo zarodey
burgcny jaderny faktor (GCNF). Hodnreceptoii se vaze i ve forthheterodimek. Mezi e
pati tieba pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni asthinovy receptor (CAR),
farnesoidni X receptor (FXR) nebo receptor pro kgserans-retinovou (RAR). Po navazani
bud’ spousti, nebo tlumi transkripctiplusnych gein (Wang a LeCluyse, 2003). Dale jsou

popsany skteré vyznamneé receptory a jim regulované biotams&ni enzymy.

Aryl uhlovodikovy receptor (AhR):

Aryl uhlovodikovy receptor se vyskytuje v cytoptazv neaktivni forn¢ v komplexu
s chaperonovymi proteiny (Hsp90 a ko-chaperon pX2R2), které se odpoji po translokaci
do jadra (Meyer a Perdew, 1999; Monostory a Pagc2888). Velké mnozstvi latek, které
pati mezi nebezpmé polutanty Zivotniho prastdi (polychlorované dibenzodioxiny,
dibenzofurany, polycyklické aromatické uhlovodiks® mohou na tento receptor navazat
(jsou ligandy) a tak jej aktivovat. Po navazanafigu se (AhR) translokuje do jadra, kde
se spoji s AhR jadernym translokatorem (Arnt) doren¢ heterodimeru AhR-Arnt se navaze
na xenobioticky responzivni element (XRE) obsahujisekvenci jaderné DNA
(5"- CACGCNA-3) a poté spousti transkripgighuSnych gein (Monostory a Pascussi, 2008;
Wang a LeCluyse, 2003). Jeho exprese bylachama ve velkém mnozstvi tkani, jako jsou
tieba plice, placenta (nejvySSi mnozstvi), jatrayilgda v tenké sevo (Pavek a Du@k,
2008)

Tento receptor transkidpé ovliviiuje fadu biotransformaich enzyni prvni i druhé
faze jako teba: CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP3A4, UGT1Al, UGT1A3GT1A4,
UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, GSTA2 (Kumagai a kol., 201ock 2011; Pavek a Dvak
2008; Monostory a Pascussi, 2008)
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Konstitutivni androstanovy receptor (CAR; NR113):

Jednd se o dalSi cytosolicky receptor, ktery jee(sjat s pregnanovym X receptorem
(PXR). V cytoplazm je v komplexu s chaperonovym proteinem HSP90 a&Haperonem
CCRP. Nej¥tSi mnozstvi tohoto receptoru bylo zjiso v jatrech (Konno a kol., 2008;
Monostory a Pascussi, 2008; Pavek a iako2008). Lidsky CAR se sklada zé domeén
(vétSina jadernych receptbrobsahuje g domén). Po translokaci do jadra se ke komplexu
CAR-CCRP-HSP90-ligand navéaze jesproteinova fosfataza 2A (PP-2A), kterauze
po pisobeni fenobarbital zpisobit translokaci CAR do jadra i bez navazanéhaniiy
(Pavek a Dviak, 2008). Poté dojde Kipojeni koaktivatoi a ve forng¢ heterodimeru CAR-
RXRa navazani do CAR responzivniho elementu (CARRE, iuymotDR4 a DR5)
za sogasného uvoltni CCRP a HSP90. Koaktivatory pro CAR jsou NCOALG(R1
a PPARPB (Pavek a Did@k, 2008; Monostory a Pascussi, 2008). Je aktivoxgliym
mnoZstvim struktumh riznorodych xenobiotik jako jerdba chloropromazin, chlorované
bifenyly nebo metoxychlor (Monostory a Pascuss&O0 Shrnuti aktivace receptoru CAR
a PXR a jejich navazani na sekvenci v DNA jestith obrazkwislo 4.

CAR miZze ovliviovat regulaci biotransforniaich enzyni, ale i energeticky
metabolizmus organismu a to pomoci ovéivhmetabolizmu glukozy a lipid Casto je toto
ovlivnéni navzgjem provazano (Gao a Xie, 2010; Konno g R6D8).

Nékteré z ovliviéenych biotransforménich enzynmi pomoci regulace transkripce jsou
napg.: CYP3A4, CYP3A5, CYP2A6, CYP2B1, CYP2B6, CYP2GBYP2C9, CYP2C19,
UGT1A1l (Monostory a Pascussi, 2008; Pavek aiBk02008; Muangmoonchai a kol., 2001)

fenobarbital ——

ligand pro CAR n

ligand pro PXR &
—_

@dr -

Qtoplazma

Obr. ¢. 4: Aktivace CAR a PXR a spousf transkripce fislusnych geir (obrazek pevzat
z Pavek a Dviak, 2008).
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Pregnanovy X receptor (PXR; NR112):

NejvetSi vyskyt tohoto receptoru byl stanoven v jatréehvek a Dviak, 2008), ale
byl nalezen v tenkém i tlustémiet€ a ledvinach. Mezi jeho aktivatory patmnoho
uzivanych léek (rifampicin, klotrimazol, mifeprisoton) a velké mistvi endogennich
slowenin (progesteron, estrogeny, androstenol, litanholkyselina) i slozky potravy jako
treba hyperforin (Monostory a Pascussi, 2008; Magkchkol., 2003). Tento receptor
se vyskytuje v cytoplazéna steji jako CAR i on je ped degradaci chrén vazbou
s chaperonovym proteinem HSP90 a ko-chaperonem CE&Ravazani ligandu vstupuje do
jadra ve fornd heterodimeru PXR-RX& Spol€né s koaktivatory jako FOXO-1, NCOAL,
NCOAZ2, PGC-1 se navaze na PXR responzivni eleni®®XRRE; motivy DR3, DR4, ERG6,
ERS8 a IR0) a spusti transkripdiigluSnych gef (Konno a kol., 2008; Monostory a Pascussi,
2008). Steja jako CAR tak i PXR se stale v posledni dalkazuje jako vyznamna slozka
ovliviwujici energeticky metabolizmus organisniegevsim psobenim v jatrech (Gao a Xie,
2010; Konno a kol., 2008).

Mezi biotransforméni enzymy ovliviné timto receptorem gatCYP2A6, CYP2B6,
CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, UGT1Al, TIA3, UGT1A4,
UGT1AG6, (Bock 2011; Pavek a Dkék, 2008; Monostory a Pascussi, 2008).

Receptor pro vitamin D (VDR; NR1I1):

Bylo zjiSttno, Ze i tento receptor seu#e podilet na regulaci biotransforénéch

enzymi. Podrobgji je tento receptor probran v kapitole 5.
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5. Receptor pro vitamin D (VDR; NR1I1):

Receptor pro vitamin D je hlavni faktofi pdrzovani homeostazy vapniku a fosforu
vtéle. Fi aktivaci tohoto receptoru jeho ligandemu,a5-dihydroxycholekalciferolem
(kalcitriol) dochazi ve sevech ke stimulaci vibavani vapniku a fosforu a k reabsorpci
téchto dvou minerdl z krve a jejich ukladani do kosti.fiPnedostatku kalcitriolu
(zpisobeného nepstji nedostatkem slu@iho swtla) dochézi u vystavenych jedinc
ke kivici, raiznym vyvojovym porucham a dalSim onem&uim, z nichZ se mnoho ke
vyvinout v raném ¥ku (Torun a kol., 2013; Haussler a kol, 1998). Vh&zodpovida jen
za spravnou mineralizaci kosti a za hospedias vapnikem a fosforem &ld, ale @&astni se
i mnoha dalSich fyziologicky tdezitych proces jako je imunitni systém (Penna a Adorini,
2000). V nedavnée debbyla dokonce prokazana spojitost mezi polymorfism&DR
a diabetem typu 1 (Garcia a kol., 2007). VDR {¢e#ity i v centralnim nervovém systému
a srdéni tkani, kde se poji siznymi onemocénimi (Eloranta a kol., 2012; Haussler a kol.,

1998) a dlezitou roli hraje i pi buné¢ném fistu a diferenciaci (Saini a kol, 2012).

v e

'-FFH_-'-_— _
y — |
1a, ZS(QH]DE/ T-

H Ciloj gen | /

A MRNA oo ,,’ _
\\k _— . 1 i
~— Jadro B
i e

Schéma. 3: Fisobeni aktivovaného receptoru pro vitamin D (okkd#evzat z Kato, 2000).

VDR pati do superrodiny jadernych recept@ro hormony a nachazi se na dlouhém
raménku chromozomu 12 (Haussler a kol, 1998). lwmian gevazie kalcitriolem, ale
muze byt aktivovan i litocholovou kyselinou (Monosta Pascussi, 2008). Na vazebné misto
na DNA se véZe ve forénheterodimeru a to s jednou z forem RXR (RXRXRB, RXRy)
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(Kato, 2000). Mysi VDR se fize navazat i ve formhomodimeru (Ebihara a kol., 1996).
Poté, co je ve forthheterodimeru s jednou z variant RXR se navazeatamin D responzivni
element (VDRE), ktery ma motiv ifmych opakovani (direct repeats; DR) hexameru
odckleného temi pary bazi a spousti transkripci mnohaig@fang a kol., 2012; Kato, 2000).
Exprese VDR byla potvrzena skoro ve vSech tkanigfimkou je jen rkolik malo
tkanf jako teba Purkjiovy buiky v moze&ku nebo zrala iiéné pruhovana svalovina (Waty
a kol.,, 2012). B molekularnich analyzach se zjistilo, Zze VDR tpato tidy jadernych
ligandem aktivovanych transktipich faktofi a strukturd je podobnym receptdm jako
PXR, CAR a farnesoidni X receptor (FXR). VSechnip tyeceptory sdileji schopnost vazat
metabolity Zld¢ovych kyselin a ovliiovat biotransformé&ni enzymy skrz transkripci, jak je
ukazano na schématu4 (Bouillon a kol., 2008; Eloranta a Kullak-Ukkic2005).

OATPIB3 4 MDR3 4

I-BABP A

=

BACS
BAT 5

UGT284 4

BSEP 4

E Zlutove kﬁrsetinyE

FXR 4

SULT2ATA

Ad e
¢ MRP24A | €—
Qatplads
cYP3Aq 4 @
A Mrp3
A 4
Tt

Schémac¢. 4: Aktivace jadernych receptorzlu¢ovymi kyselinami (schéma igvzato
z Eloranta a Kullak-Ublick, 2005).

VDR nemusi byt aktivovan jen Kkalcitriolem nebo ¢duymi kyselinami. Bylo
syntetizovano velké mnozstvi analokglcitriolu, které se uplatji v 1&¢bé a vazi se na VDR
s miznou afinitou (Nagpal a kol., 2001). Po navazagardu je VDR transportovan do jadra
ave forn¢ heterodimeru s RXR transktips ovliviiuje enzymy prvni a druhé faze jako
nagiklad CYP3A4, CYP2B6, CYP2C9, CYP24, SULT2A1 (Elataa Kullak-Ublick, 2005;

Pascussi a kol., 2003; Tashiro a kol., 2007). Neddwlo zjiS€no, Ze ovliviuje i transportér

25



OATP1A2, ktery nachazi uplatni v treti fazi biotransformace (Eloranta a kol., 2012).
Po uvolréni z receptoru je kalcitriol znovu hydroxylovananiku 10,24,25 (OH) vitaminu
D3, ktery je posléze eliminovan &a ven (Holick, 2007). VDR je po odpojeni z pronrowe
oblasti degradovan pomoci ubiquitin-proteazomovgystému (Chi a kol., 2009; Li a kol.,
1999).
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5. 1. Vitamin D:;

ey

miliony let (Holick, 2003). Chemicky se rozliSujva druhy vitaminu D a to vitaminsD
(cholekalciferol) a vitamin P (ergokalciferol). Vitamin B se z velké ¢asti tvai
ze 7-dehydrocholesteroluagobenim UV-B (290 - 315 nm) i&ni, zbytek je ziskavan
v potrav. Vitamin D, se nachazi v rostlinach aigeme ho tedy ziskat pouze v potra@bs
dvé molekuly jsou na obrazktislo 5 (Zhu a DeLuca, 2012; Holick, 2007).

e HD‘"'@/

Vitamin D5 Vitamin Dsy

Obr.¢. 5: Struktura vitaminu £a vitaminu B (obrazek pevzat z Zhu a DelLuca, 2012).

Aktivni  forma vitaminu R je 1u,25-dihydroxycholekalciferol, ktery vzniké
25-hydroxylaci pomoci CYP27A1, CYP2R1, CYP2J2/3,R3A4, CYP2D25, CYP2C11
(pouze CYP27A1 je mitochondrialni enzym, ostatmiujsnikrosomalni) a d-hydroxylace
(CYP27B1). Tento postup je popsan na schénieio 5. Produkce 25-hydroxyvitaminus D
probihd v jatrech a kotiea forma je tvéena v ledvinach (Zhu a DelLuca, 2012).

f*

Vitamin Dy

hwv, A
e
¥
/

CYP27A1

CYP2R1
Migko CYP2J2/3
Houby CYP3A4
Ryby CYP2D25

CYP2C11

CYP27B1

1a,25(0H),D, 25(0H)D,

Schémag¢. 5: Femena vitaminu B na aktivni metabolit d,25-dihydroxycholekalciferol
(obrazek pevzat ze Zhu a DelLuca, 2012).
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Fyziologicka hladina vitaminu D (25(OH)vitamingDbyla stanovena na 75 nmol/l
(Holick, 2008). Hladina biologicky aktivni formy ¢125-dihydroxycholekalciferol) je hlidana
zpétnovazebnou regulaci, aby nemohlo dojiti gvySeném fijmu vitaminu v potra¥ nebo
dlouhodolgjSimu pobytu na slunci) k hypervitaminéze (Holi@Q08; Zhu a DelLuca, 2012).
Standarda se stanovuje hladina vitaminu D z mnoZzstvi 25(Qtavinu D; v krvi. Hladina
51 az 75 nmol/l je brana jako nedostatek vitamira libdnoty pod 50 nmol/l jsou brany jako
deficitni (Holick, 2008; Holick, 2007).

V nekolika studiich také byl prokézan pozitivni vliwijmu vitaminu 3 a snizeni
onemocgni. U mongolskych &i, které v zimnich rsicich pily mléko obohacené
ovitamin @ (300 IU), prokazatek doSlo ke snizeni respémrich onemocEni oproti
kontrolni skupig (Camargo a kol., 2012). V dalSi studii podavatyedh vitamin @ (1200
IU) a placebo. Skupinaét, které byl podavan vitaminsPonemocala chipkou mer, nez

deti, které pobirali jen placebo (Urashima kol., 2D10
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6. Cil prace:
Cilem této prace je zjistit roli receptoru proawitin D v expresi biotransforrér@ho
enzymu UGT2B7 na butiné linii LS174T pouzitim metody Real Time PCR.
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7. Material a pristroje:

Material:

-plastové Spiky 0,1 - 10ul, 10 - 100ul a 100 - 100Qud (Eppendorf)

-burg¢na linie LS174T (ECACC, 87060401)

-komegni médium DMEM (Sigma Aldrich, D6546) obohaceno amb roztoku glutaminu
200 mM (Sigma Aldrich, G8540), 5ml neesencialniotirkyselin (Sigma Aldrich, M7145),
50 ml fetalg bovinniho séra, 5 ml roztoku antibiotik penicilina streptomycinu
(Penicilin-10000 units/ml; Streptomycin-10000 mg/niGibco, 1221644)

-buniina (Vitrum)

-ddH,0

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

-1x fosfatovy pufr (500 ml ddi©, 4 g NaCl, 0,1 g KCI, 1,605 g pdPO, * 12H,0,
0,1g KH,POy)

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

-75% etanol (Sigma Aldrich, 459844)

-chloroform (Sigma Aldrich, C2432)

-serologické pipety 0,1 -2 ml, 1 -5 ml, 1 - 10 tht 25 ml (Orange Scientific)

-6-ti jamkové kultiv&ni destéky (Orange Scientific)

-96-ti jamkové bilé PCR desgky (Roche)

-UPL sondy 86 (Roche, 04689119001) a 60 (RocheB&8&0011)

-trypanova motl(0,4% Trypan blue v PBS)

-Primery pro UGT2B7 (Forward (*495A5), Reverse (54®), Generi Biotech); GAPDH
(Forward (**766S2), Reverse (*766S3), Generi Bible€CYP24 (Forward (*728J7), Reverse
(*728J6), Generi Biotech), sekvence jsou uvedetabulcecislo 4

-10x reakni pufr (Biolabs, F-572B)

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

-inhibitory RNAs (Biolabs,M0307L)

-M-MuLV (reverzni transkriptaza (200000 U/ml), Badls, M0253L)

-stredni kultiv@ni lahev o obsahu 25 étOrange Scientific)

-plastova Skrabka (Cell scraper, Sigma Aldrich)
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-TRI reagent (Sigma Aldrich, T9424)

-random Primers (N2201FA)

-kalcitriol (Sigma Aldrich, D1530)

-resveratrol (Sigma Aldrich, R5010)

-dimetyl sulfooxid (Lach-Ner s.r.0., 20022-CT0)
-Probes Master (Roche, 04707494001)

-Sybr Green (04707516001)

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

Tabulkac. 4: Sekvence priméipro izné geny

Gen Sekvence primeru (Forward) Sekvence primerudiRe)
UGT2B7 ACCAAATGTTGATTTTGTTGGA| CACCACAACACCATTTTCTCC
GAPDH CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC ACGACCAAATCCGTTGACT(
CYP24 GTGGCTCCAGCCAGACCCTA| GGCGAGGTTGGTACGAGGTEG
Pristroje:

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

-centrifuga 5415 R (Eppendorf)

-stolni centrifuga Z 100 M (Hermle)

-termoblok dry bath incibator MD-02N (BioTech)
-vodni lazé LCB22D (LabTech)

-LightCycler 480 Il (Roche)

-mikroskop NIB-100 (Novel Optics)

-Pipety reference 0,1 - 248, 1 - 10ul, 10 - 100ul, 2 - 20ul, 100 - 100Qul (Eppendorf)
-Burkerova konirka (Marienfeld)

-FastPette (LabNet)
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8. Metodika:

Vyseti bunék do 6-ti jamkovych kultivaénich desek:

1) Narostlou bué&inou linii LS174T ve stdni kultiv&ni lahvi jsem penesl z inkubatoru do
sterilniho laminarniho boxu.

2) Pomoci 10 ml sérologické pipety jsem odebratéstaultivatni médium D6546 a poté
kultivacni lahev promyl roztokem 1x fosfatového pufru. Rompyti jsem pufr také odsal
pomoci 10 ml sérologické pipety.

3) Do kultivatni lahve jsem fidal 1 ml roztoku trypsinu a kultivai lahev penesl
do inkubétoru, kde jsem ji nechal 5 minut.

4) Po uplynuti 5 minut jsemig@nesl| kultivéni l[ahev zgt do laminarniho boxu atiglal 9 ml
noveého pedeltateho kultivéniho média.

5) Obsah kultivani lahve jsem fepipetoval do 15 ml plastové zkumavky. Z tohoto #stei
jsem odebral 1Ql roztoku burk a v plastové 1,5 ml mikrozkumavce jej smichalOsu9
roztoku trypanové mad

6) Roztok buak smichany s trypanovou miodsem nanesl do Birkerovy kainky a spgital
jsem mnozstvi buik v 10-ti étvercich. Po ziskani pméru jsem pdet burgk ve ¢tverci
vynasobil zedovacim faktorem 10a ziskal mnoZstvi bak v 1 ml.

7) Poté jsem vysel 1 milion bék na jamku v 2 ml média. Taktdipravené kultivani desky

jsem dal na 24h do inkubatoru.

Pridani chemikalii k buiikam:

1) Po 24h hodinich jsem wjdl 6-ti jamkové kultivéni desky z inkubatoru argnesl je
do laminarniho boxu.

2) Ze vSech jamek jsem odebral staré kuttvanédium a pidal nové, obsahujici poZzadované
chemikalie podle schématislo 6.

3) Po 24h nebo 48h jsem z jamek odsal médium ikyboplachnul 1 ml vychlazeného
1x fosfatového pufru.

4) Poté jsem do kazdé jamkyigal 1 ml TRI Reagent. Biky jsem z jamek seSkrabnul
do TRI Reagent pomoci plastové Skrabkyenpsl do 2 ml mikrozkumavek.
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Schéma. 6: RozvrZzeni 6-ti jamkovych de&tk. V kazdé jamce (kroénjamek s ozn&nim

X, které jsou prazdné) je 1 milion btk LS174T a 2 ml média D6546. Chemikalie byly
do jamek pidany podle tabulkygislo 5. Buiky byly takto kultivovany bd’ 24 hodin nebo 48
hodin.

OO0 OO
O O

24h ‘ ‘

Tabulka¢. 5: Obsah jednotlivych jamek v experimentu.

Oznafeni jamky Obsah jamky

UT (kontrola) 4ul DMSO

VD3 10 2ul DMSO + 2ul 1a, 25(0OH) vitamin D; (10 uM)

VD3 75 2l DMSO + 2ul 1a, 25(0OH) vitamin Dy (75 uM)

VD3 150 2ul DMSO + 2yl 1o, 25(0H) vitamin D; (150uM)

RVT 2 ul DMSO + 2ul resveratrolu o koncentraci 100 mM
RVT VD3 10 2ul resveratrolu (100 mM) + gl 1a, 25(OH) vitamin Ds (10 uM)
RVT VD3 75 2ul resveratrolu (100 mM) + gl 1a, 25(OH) vitamin Ds (75 uM)
RVT VD3 150 2ul resveratrolu (100 mM) + @l 1a, 25(OH) vitamin D; (150 uM)
X Prazdna jamka

VSechny jamky (krom prazdnych) dale obsahuji 2 ml média D6546 a 1omilburgk
LS174T.
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Izolace RNA z buré¢ného lyzatu a néfeni koncentrace:

1) Zlyzované bikky v TRI Reagent v mikrozkumavkach jsem zhomogerazgomoci
nasavani a vysavani do &py.

2) Po homogenizaci jsem do kazdé mikrozkumavkigagb 200 ul chloroformu a obsah
mikrozkumavek prdaepal po dobu 1 minuty. Poté jsem mikrozkumavky aédtat pi
laboratorni tepl@t 10 minut.

3) Po uplynuti 10-ti minut jsem mikrozkumavky céioigoval 15 minut B 4°C
na 13000 RPM.

4) Do ¢istych mikrozkumavek chlazenych na ledu jsem pdrfagaci grenesl 50Qul vodné
faze, ktera byla po centrifugaci debviditelnd na povrchu roztoku.

5) K vodné fazi v novych mikrozkumavkach jsertidpl 500 ul izopropanolu a obsah
zkumavek promichal pomoci vortexu.

6) Po promichani jsem nechal mikrozkumavky 8 matat a poté je centrifugoval 13 minut
pii 4°C na 13000 RPM.

7) Po centrifugaci jsem odstranil supernatant alktp gidal 1 ml 75% etanolu vychlazeného
na -20°C. Vzorek jsem lehce zvortexoval a poté rdegbval 5 minut pi 4°C
na 13000 RPM.

8) Po centrifugaci jsem znovu odstranil supernagagidal 1 ml 75% etanolu vychlazeného
na - 20°C. Vzorek jsem znovu lehce zvortexoval @trfegoval za stejnych podminek jako
v boct 7.

9) Po centrifugaci jsem odebral supernatant a letpefidal 35 pl vody. VSechny
mikrozkumavky jsem poté dal do termobloku nastalienga 65°C na 5 minut.

10) Koncentraci RNA jednotlivych vzoilisem poté zril na pristroji NanoDrop1000.

Syntéza cDNA z mRNA:

1) Fipravil jsem sadu novych mikrozkumavek a pomockiané koncentrace RNA jsem
naredil vodou jednotlivé vzorky tak, aby v kazdé mikkamavce bylo ful vody a 1000 ng
RNA vzorku. Mikrozkumavky byly chlazeny na ledu.

2) Do kazdé mikrozkumavky s RNA jsentigal 1 ul nahodnych primér o koncentraci
100 pmolfl.

3) Mikrozkumavky jsem vloZil do termobloku a inkut@ 5 minut @i 65°C. Poté jsem je

zchladil ledem a kratce sfibve stolni centrifuze.
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4) Ke kazdému vzorku v mikrozkumavce jseiidal 6 pl reakeni snesi, gipravené podle
tabulkyc¢islo 6.

5) Po gidani reakni snesi jsem mikrozkumavky std na stolni centrifuze.

6) Po centrifugaci jsem vlozil mikrozkumavky dorterbloku na 1 hodinuip42 °C.

7) Po uplynuti hodiny jsem vlozil mikrozkumavky termobloku na 10 minut na 65 °C a po
uplynuti této doby jsem je zchladil ledem.

8) K vysledné cDNA v mikrozkumavkach jsentidal 48 ul vody a mikrozkumavky

promichal pomoci vortexu.

Tabulkac¢. 6: MnoZstvi latek v redki snesi pro jeden vzorek.

Pouzita chemikalie Objem pl]
M-MuLV (reverzni transkriptaza 0,6
Inhibitor RNAas 0,3
dNTP (nukleotidy) 0,6
10x reakni pufr 1,2
Voda 3,3
Real Time PCR:

1) Vzorky pro PCR jsem nanaSel na 96-ti jamkovdowbPCR destku. Do kazdé jamky
jsem dal chemikalie podle tabulkislo 7 (podle zjiSovaného genu).

2) Kazdy vzorek jsemdthal ve fech opakovanich (triplikat).

3) Po napipetovani jsem PCR désti pielepil folii a centrifugoval  4°C, 3 minuty na 1500
RPM.

4) Po centrifugaci jsem PCR de&ti vlozil do LightCycler 480 Il a nastavil prograpodle

tabulkyc¢islo 8.

5) Vysledna data jsem normalizoval na hodnotu GAPmifmoci metodyAACt. Hodnota
UT=1. Experimenty jsemtikrat opakoval a vysledky vyhodnotil pomoci studesat Ttestu.

Vysledky s p<0,05 jsou brany jako statisticky vyame.
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Tabulka¢. 7: Sngs pro PCR.

Detekovany gen: UGT2B7

Chemikalie Objem [ul]
Smes primefi F + R pro UGT2B7 0,8
UPL 86 0,2
Probes Master 5
Voda 1
cDNA vzorku 3
Detekovany gen: GAPDH
Chemikalie Objem [ul]
Smes primefi F + R pro GAPDH 0,8
UPL 60 0,2
Probes Master 5
Voda 1
cDNA vzorku 3
Detekovany gen: CYP24
Chemikalie Objem [pl]
Smes primefi F + R pro CYP24 1
SyberGreen 5
Voda 1
cDNA vzorku 3

Uvedené objemy v tabulce jsou vzdy pro jednu jam&k®6-ti jamkové desite.




Tabulka¢. 8: Nastaveni PCR

Detekovany gen: UGT2B7, GAPDH

Format detekce

Mono Color Hydrolysis Probe/UPL Prob

Objem 10l
Cyklus Teplota [°C] Cas Pdet cykla
Preinkubace 95 10 min 1
Amplifikace 95 10s 45
60 30s
Chlazeni 40 30s 1
Detekovany gen: CYP24
Format detekce Syber Green I/HRM Dye
Objem 10l
Cyklus Teplota [°C] Cas Pdet cykl
Preinkubace 95 5 min 1
Amplifikace 95 10s 40
67 7s
72 17 s
Krivka tani 95 5s 1
65 1 min
97 1s
Chlazeni 40 10s 1
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9. Vysledky:

N¢které ligandem aktivované transknp faktory mohou ovlitiovat hladiny
biotransforma&nich enzynd. Toto ovlivréni bylo prokazano i u receptoru pro vitamin D.
V této praci jsem se tedy rozhodl zjistit vztah mektivovanym VDR a hladinou mRNA pro
UGT2B7. K tomuto experimentu jsem pouZil nddorosgtiavni linii, ve které je exprimovan
VDR i UGT2B7 a mohl jsem tedy snadno sledovat vztezi nimi.

JelikoZ mi neni znamo, za jakou dobuiza aktivovany VDR transkrimé ovlivnit
MRNA pro UGT2B7, rozhodl jsem se sledovat daay a to 24 hodin a 48 hodin. K aktivaci
VDR jsem pouZil jeho firozeny ligand kalcitriol a to veifech koncentracich, teoreticky
reprezentujiciit fyziologické stavy uélovéka (hypovitaminézu, normalni fyziologicky stav
a hypervitaminozu).

Jelikoz jiz dive Munzel a kol. prokazali, Ze tercialni butylhgdhinon (TBHQ)
indukuje hladinu mRNA pro UGT2B7 (Mtinzel a kol.,9899, rozhodl jsem se vyzkouSet dalSi
antioxidant a to resveratrol (RVT). St&jrmko TBHQ, je RVT antioxidant vyskytujici se ve

straw, se kterym se fizeme den&isetkat.

UGT2B7 mRNA za 24h
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Graf¢. 1: Exprese mRNA UGT2B7 za 24h. Data v grafu jpoumérem ze ti experimeni a
jsou vyjadena jako nasobek indukce (fold induction) oprotntkolnimu vzorku (UT). Data
jsou normalizovana na expresi GAPDH. Hodnoty ¢ena [*] jsou statisticky vyznamné
(P<0,05) w¢i UT. Hodnoty ozn&ené [#] jsou statisticky vyznamné (P<0,05)¢ivRVT.
Kalcitriol ve vzorku byl v nM koncentraci (10 nM57M nebo 150 nM). Resveratrol byl
vzdy v koncentraci 100M.
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UGT2B7 mRNA za 48h
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Graf ¢. 2: Exprese mRNA UGT2B7 za 48h. Data jsou normoaina na expresi GAPDH.
Hodnoty ozn#&ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05)¢v UT. Hodnoty ozn&ené [#]
jsou statisticky vyznamné (P<0,05)¢&v RVT. Kalcitriol ve vzorku byl v nM koncentraci (1
nM, 75 nM nebo 150 nM). Resveratrol byl vzdy v kenttaci 10QuM.

\% grafu ¢islo1 a2 je vidt, Ze k potlgeni hladiny MRNA doslo jii za nejkratéi
odpowd. Doslo ke snizeni hladiny mRNAriplizné na polovinu ve vSech koncentracich a
ve vSech sledovanyckiasech. Kalcitriol také dokézalciané pot&it zvySenou expresi
vyvolanou resveratrolem.

Abych potvrdil, Ze snizeni hladiny mRNA pro enzy®T2B7 souvisi s aktivovanym
VDR, zmefil jsem hladinu CYP24. Je znamo, Ze aktivovany ViDBukuje expresi mRNA
pro CYP24. Pokud tedy bude ve vzorku aktivovany VDRIsi se satasré s nim zvednou
mnozstvi mMRNA pro CYP24 oproti kontrole. Taktéznjsee rozhodl| sledovat dwasy a to
24 hodin a 48 hodin.

39



CYP24 mRNA za 24h
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Graf ¢. 3: Exprese mRNA CYP24 za 24h. Data jsou normefima na expresi GAPDH.
Hodnoty ozn&ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05KvUT. Kalcitriol ve vzorku byl
v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM).

CYP24 mRNA za 48h
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Graf ¢. 4: Exprese mRNA CYP24 za 48h. Data jsou normefima na expresi GAPDH.
Hodnoty ozn&ené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05)vUT. Kalcitriol ve vzorku byl
v nM koncentraci (10 nM, 75 nM nebo 150 nM).

V grafu 3 a 4 je vi&k zvySena hladina mRNA pro CYP24 v obou sledovariasech
a i hladine 75 nM ve vzorku dochazi k maximalnimu zvySenitelty jasné, ze VDR je
ve vzorcich skut@¢ aktivovan a mZe se vézat do promotorové oblasti igea ty

transkrigné ovliviovat.
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10. Diskuze:

V nasi praci jsem se rozhodl zjistit mozny vlixceptoru pro vitamin D na hladinu
MRNA UGT2B7. VDR je exprimovan skoro ve vSech tkénia enzym UGT2B7
metabolizuje Sirokou Skalu lélka také se nachazi v mnozstvi ongaRokud by jeho hladina
byla ovlivréna aktivovanym VDR, mohlo by se jednat o farmakadkyg vyznamny poznatek.

Vitamin D jsem bitkam podaval v aktivni fort) protoze k jeji kon&né syntéze
dochézi v ledvinach a toho by mojéesti nadorova linie nebyla schopna. Hladinu vitamin
D (v jiz aktivni forme kalcitriolu) jsem zvolil ve fiech koncentracich. Hladina 10 nM
reprezentuje nedostatek vitaminu D, hladina 75 mdrezentuje normalni fyziologickou
hladinu a 150 nM fedstavuje nadbytek vitaminu Diif®zena fyziologicka hladina vitaminu
D se stanovuje z 25(OH)vitaminu [Holick, 2008).

Jiz diive bylo prokazano, Ze hladinu biotransfotmiah enzyni Ize ovlivnit tiznymi
latkami. Mezi latky pozitive ovliviaujici hladinu UGT2B7 pdt nagiklad tercialni
butylhydrochinon (TBHQ), ktery v organismu fungigéo antioxidant (Minzel a kol., 1999).
V experimentu jsem se rozhodl pro trans—3,4' 5ydnbxystilben (resveratrol), coz je
prirodni antioxidant, vyskytujici se v mnoha potradh jako tebacervené vino, bdivky,
ostruziny, brusinky, hrozny nebo maliny (SzajdeBaowska, 2008; Stervbo a kol., 2007).
Na zéklad téchto informaci jsem se jej rozhodl vyzkouSet jakedpokladaného induktora
UGT2BY7.

Statisticky vyznamny nést byl pozorovan ve vzorku obsahujici resveratral pouze
po 48 hodinach. Indukce resveratrolem byla ovSergimez v experimentu, kde byl pouzit
TBHQ, ktery provedl Minzel a kol.. Zatimco TBHQ zwvail jeho hladinu az 10ti nasabn
(Minzel a kol., 1999), indukce resveratrolem bylauze trojnasobna oproti kontrolnimu
vzorku. OvSem jeieba zminit, Ze indukce TBHQ bylaé¢tena po 72 hodinach a jacti
indukci resveratrolem pouze po 48 hodinach, nawdozfvam téz jinou nadorovou linii
(LS174T misto CaCo-2) a trochu jinou metodiku.

VSechny tti koncentrace kalcitriolu vedly ke statisticky v@nnému (P<0,05) sniZzeni
hladiny mRNA UGT2B7 a to jak po 24 hodinach, tgboi 48 hodinach. VDR dokazal snizit
hladinu i ges pisobeni resveratrolu a to také v obou stanovovargasiech (24h i 48h).
Prokézal jsem tedy, Ze aktivovany VDR owiije hladinu mRNA pro UGT2B7. UZidve
bylo popsano, Ze VDR je aktivovan i Zavymi kyselinami (coz je vyznamné veestech) a
ovliviiuje hladinu gkterych enzym jako podrodiny CYP3A4 a tim zrychluje odbouravani
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toxickych latek ve sew, které ho aktivovaly (Makishima a kol., 2002)e@ rekolika lety
byl popsan i vliv lidského FXR na UGT2B7. Po jehktieaci Zluwovymi kyselinami
dochazelo ke snizovani mRNA pro UGT2B7. Tento vyakoyl provaédn na nadoroveé linii
CaCo-2, ktera je také odvozena od dustrevniho epitelu a sledovargs byl 48 hodin (Lu a
kol., 2005).

Downregulace na urovni mRNA se ovSem neda povaZaea farmakologicky
vyznamne zji&ni, protoZe vykonnou funkci vyt¥az enzym samotny. Proto by bylo dobré
zjistit, jestli je pokles UGT2B7 i na arovni probei a ne pouze na urovni mRNA. Toto je tedy

namnet pro dalSi vyzkum.
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11. Zawkr:

V teoretické ¢asti této prace jsem popsal biotransformaci se émamm na
UDP-glukuronosyl transferasy. Dale jsem popsatkotik ligandem aktivovanych
transkrignich faktoti, které mohou ovlitovat rekteré enzymy a transportéry. Detajin
jsem se zawiil na receptor pro vitamin D a na informace o sar@ot vitaminu D.
PodrobgjSi informace jsem poskytnul také o samotném hisfiamanim enzymu
UGT2B?7.

V experimentalnéasti jsem se za#il na samotnou aktivaci VDR veisini nadorove
linii a jeho vliv na hladinu UGT2B7. Jak VDR takUGT2B7 jsou norméaka exprimovany
ve stew i v jinych tkanich. Po aktivaci receptoru jehtirpzenym ligandem kalcitriolem
doSlo jiz @i nejnizSich hladinach ke statisticky vyznamnémiZemni hladiny mRNA pro
UGT2B7 a to v obou stanovenyalasech (za 24 i 48 hodin). Resveratrol jako induktor
zapisobil az po 48 hodinach. V experimentu jsem tedgk@zal, Ze aktivovany VDR
ovliviiuje hladinu mRNA pro UGT2B7.

DalSi studie by se mohla zabyvat problémem, jestlidownregulace mRNA pro
UGT2B7 dotykd o enzymu a jestli je i vyr@zovlivnéna jeho katalyticka aktivita. Pokud

by se prokazalo snizeni i na této Urovni, mohladomit fyziologické dsledky.
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13. Seznam pouzitych zkratek a symbial

AhR = aryl uhlovodikovy receptor

Arnt = AhR jaderny translokator

ATP = adenosintrifosfat

CAR = konstitutivni androstanovy receptor
CARRE = CAR responzivni element

CCRP = CAR retami protein

COMT = katechol O-metyltransferasa

CYP = cytochrom P450

DR = direct repeat

ER = everted repeat

ERR = estrogen receptor-related receptor
FMO = flavin obsahujici monooxigenasa
FOXO-1 = forkhead box O1

FXR = farnesoidni X receptor

GAPDH = glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
GCNF = zarodiy burecny jaderny faktor
GSH = glutation

GST = glutation-S-transferasy

GR = glukokortikoidni receptor

HDCA = hyodeoxycholova kyselina

HNF4 = hepatocytérni jaderny faktor 4
Hsp90 = protein teplotniho Soku 90

IR = inverted repeat

U = mezinarodni jednotka

MRNA = mediatorova RNA

MRP = multidrug resistence protein
NADPH = nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NCOA1 = steroid receptor coactivator 1
NCOA2 = steroid receptor coactivator 2
OATPs = organic anion transporting polypeptides
OCTN = kationovy a karnitinovy transportér
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OCTs
PAPS
PCR
PGC-1
PP-2A
PPAR
PPARPB
PXR
PXRRE
RAR
ROR
SAH
SAM
SULT
TBHQ
TMPT
UDPGA
UGT
UV-B
VDR
VDRE
XAP2
XRE

= organic cation transporters

= 3’-fosfoadenin 5 -fosfosulfat

= polymerazoviettzova reakce

= Peroxisome proliferator-activated recegonma, coactivator 1
= proteinova fosfataza 2A

= Peroxisome proliferator activated receptor alph
= PPAR vézajici protein

= pregnanovy X receptor

= PXR responzivni element

= receptor pro kyselinu trans-retinovou
= retinoic acid-related orphan receptor
= S-adenosyl homocystein

= S-adenosyl methionin

= sulfotransferasa

= tercialni butylhydrochinon

= thiopurin S-metyltransferasa

= uridin 5"-difosfoglukuronova kyselina
= UDP-glukuronosyl transferasa

= ultrafialové z&eni B

= receptor pro vitamin D

= vitamin D responzivni element

= hepatitis virus B X-associated protein

= xenobioticky responzivni element
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