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Abstrakt
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Studentka: Karolina Ondraszkova
Skolitel: PharmDr. Toma§ Smutny, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Hledani selektivnich antagonistii konstitutivniho

androstanového receptoru

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR) je vyznamny, ligandem-fizeny xenosenzor,
ktery reguluje transkripci diilezitych enzymt biotransformujicich 1é¢iva (napt. CYP2B6).
Pregnanovy X receptor (PXR) spada do stejné skupiny nuklearnich receptort jako CAR.
Struktura a funkce obou receptort vykazuji mnohé spole¢né rysy. PXR ma ale vétsi a
flexibilngjsi ligand-véazajici doménu. V soucasné dob¢é neni prakticky k dispozici

selektivni, vysoce potentni a netoxicky inhibitor CAR.

Tato prace si klade za cil ur€it afinitu dfive identifikovanych latek v nasi skupiné
s antagonistickou aktivitou viici CAR. Jde o replikacni studii. Pro tyto Gcely jsme latky

testovali pomoci gene reporter a two-hybrid assay.

Ze vsech testovanych latek jsme dosahli nejlepsiho vysledku s latkou 1A. Metodou gene
reporter assay jsme zjistili, Ze substance 1A je schopna redukovat bazalni expresi CAR,
ale potlacuje také expresi CAR indukovanou pomoci modelového agonisty CITCO.
Vysoka afinita latky k receptoru byla potvrzena pomoci two-hybrid assay. Latka navic
neovliviiuje funkei PXR. U latky 1A byla pomoci testl cytotoxicity stanovena hodnota

ICso (= 18,88 uM).

Zaveérem této diplomové prace je, ze latka 1A ma vysokou afinitu a vykazuje
antagonisticky ti¢inek na CAR, pfi¢emz neaktivuje PXR. Vysledky prace mohou pomoci
identifikovat nové latky, které umozni studovat unikatni funkce CAR bez soucasného

ovlivnéni aktivity PXR.



Abstract
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Title of diploma thesis: An identification of selective antagonists of constitutive

androstane receptor

The constitutive androstane receptor (CAR) is an important ligand-regulated xenosensor
that regulates the transcription of important drug biotransforming enzymes (e.g.
CYP2B6). The pregnane X receptor (PXR) belongs to the same family of nuclear
receptors as the CAR. The structure and function of both receptors share many common
features. However, PXR has a larger and more flexible ligand-binding domain. At
present, a selective, highly potent and non-toxic inhibitor of CAR is not practically

available.

This work aims to determine the affinity of previously identified compounds in our group
with antagonistic activity towards CAR. This is a replication study. For this purpose, we

tested the compounds using gene reporter and two-hybrid assay.

Of all the tested substances, we obtained desired results with substance 1A. Using the
gene reporter assay method, we found that substance 1A can reduce basal CAR
expression but also suppresses CAR activity induced by the model agonist CITCO. The
high affinity of the substance for the receptor was confirmed by a two-hybrid assay.
Moreover, the substance does not affect PXR function. The ICso value (= 18,88 uM) of

1A was determined by cytotoxicity assays.

The conclusion of this thesis is that substance 1A has high affinity and exhibits an
antagonistic effect on CAR, while not activating PXR. The results of this thesis may help
to identify new substances that will allow to study unique CAR functions without

affecting PXR activity.
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1. Seznam zkratek

ABC

ADME

AF-1

AF-2

AMK

ANOVA

BP

CAR

CCRP

CINPALI

CITCO

CYP

DBD

DMEM

DMSO

DNA

ECACC

EGF

EGFR

FBS

FoxOl1

GRIP1

ABC transportér, ATP binding cassette
absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece
aktivacni funkce 1, na ligandu nezavisla
aktivacni funkce 2, na ligandu zavisla
aminokyselina

analyza rozptylu, analysis of variance

pary bazi

konstitutivni androstanovy receptor
cytosolovy CAR retencni protein

CAR inhibitor not PXR activator 1

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

cytochrom P450

DNA-vazebna doména

Dulbecco's Modified Eagle Medium
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

European Collection of Authenticated Cell Cultures
epidermalni ristovy faktor

receptor pro epidermalni rustovy faktor

fetalni bovinni sérum

,,forkhead* transkrip¢ni faktor Ol

protein 1 interagujici s glutamatovym receptorem
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GST glutathion S-transferdza

hCAR humanni konstitutivni androstanovy receptor

HFD vysokotu¢na dieta

HSP90 protein teplotniho Soku 90

ICso inhibi¢ni koncentrace

LBD ligand-vazebna doména

mCAR mys$i konstitutivni androstanovy receptor

MDRI transportér mnohocetné 1ékové rezistence 1

MK mastné kyseliny

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium

NAT N-acetyltransferdza

NK nukleova kyselina

NR nuklearni receptor

NR112 nuklearni receptor podrodina 1, skupina I, ¢len 2

gen kodujici pregnovy X receptor
NRI113 nuklearni receptor podrodina 1, skupina I, ¢len 3

gen kodujici konstitutivni androstanovy receptor

OATP polypeptidovy transportér organickych aniontt
OCT transportér organickych kationtti
PB fenobarbital

PBREM fenobarbitalovy responzivni element



PKI11195

PP2A

PPP1R16A

PXR

RACKI

RIF

RXR

snRNP

SRC-1

SULT

SV

TCPOBOP

Thr38

TPR

UAS

UGT

VDR

1-(2-chlorofenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-

isochinolinkarboxamid

proteinova fosfataza 2

membranova podjednotka proteinové fosfatazy 1
preganovy X receptor

receptor pro aktivovanou C kinazu 1
rifampicin

retinoidni X receptor

maly jaderny ribonukleoprotein

koaktivator 1 steroidniho receptoru
sulfotransferaza

sestiithova varianta, splice varianta
1,4-bis[(3,5-dichloropyridin-2-yl)oxy]benzen
threonin 38

tetratrikopeptidova repetice

upstream aktivaéni sekvence
UDP-glukuronyltransferaza

receptor pro vitamin D



2. Uvod

Nuklearni receptory jsou ligandem aktivované transkrip¢ni faktory, které ovliviiuji velké
mnozstvi fyziologickych pochodii v organismu (mj. vyvin, metabolismus a starnuti).
Maji také vliv na patologické procesy, naptiklad na rakovinu (Burris et al., 2023, Font-

Diaz et al., 2021).

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR) a pregnanovy X receptor (PXR) jsou ¢leny
nadrodiny nuklearnich receptorii. Oba tyto transkripcni faktory jsou povazovany za
klicové regulatory metabolismu a exkrece xenobiotik a endobiotik, nebot’ se podileji na

fizeni exprese dilezitych enzymi a transportérti (Buchman et al., 2018).

Vazba latek na PXR a CAR muze vést k zvySené nebo snizené€ expresi cilovych gend. Je
podkladem cetnych lékovych interakci vedoucich k neuspokojivym terapeutickym
vysledkiim. Zasah do funkce PXR a CAR muze také ovlivnit patofyziologické bunécné
pochody (Wang et al., 2012).

Jelikoz maji oba tyto nuklearni receptory promiskuitni vlastnosti a jsou tak schopny vazat
sirokou Skalu riznych latek, je obtizné vyvinout jejich selektivni ligandy. Pfipravena
latka tudiz miZe byt naptiklad antagonistou CAR, ale zarovenl agonistou PXR.
V soucasné dobé neni prakticky k dispozici selektivni, vysoce potentni a netoxicky

inhibitor CAR (Cherian et al., 2018).

Tato prace si klade za cil urcit afinitu latek, dfive identifikovanych v nasi skuping,
s antagonistickou aktivitou vii¢ci CAR. Tyto latky navic vykazovaly malou nebo zddnou
afinituk PXR. Jedna se o replikac¢ni studii. Vysledky prace mohou pomoci identifikovat
malé molekuly, které umozni studovat unikatni funkce CAR bez soucasného ovlivnéni

aktivity PXR.



3. Teoreticka Cast

3.1. Metabolismus xenobiotik

Osud xenobiotik v organismumé 4 faze, kterymi jsou absorpce, distribuce, metabolismus

a exkrece (ADME). Samotny metabolismus se dale rozklada na dvé hlavni faze.

Principem L. fize metabolismu je zavedeni polarni skupiny do lipofilni molekuly. Tuto
fazi ptedstavuji oxidacni, redukéni a hydrolytické reakce. Cilem I. faze je zvysit polaritu
molekuly, a tak i1 jeji rozpustnost ve vod€. Enzymy, které zprostiedkovavaji uvedené
reakce, jsou v nejvEétsi mife exprimovany v jatrech, Ize je ale nalézt i extrahepatalné, napft.

v gastrointestinalnim traktu, ledvindch a plicich (Dostalek et al., 2006, Chen et al., 2012).

II. faze spociva v konjugaci polarni skupiny latky s endogenni molekulou. Jako ptiklad
miizeme uvést konjugaci s kyselinou glukuronovou zprostiedkovanou enzymem
UDP-glukuronyltransferdsou (UGT). Dal§imi enzymy II. faze metabolismu jsou
N-acetyltransferazy (NAT), glutathion S-transferazy (GST), sulfotransferazy (SULT) a
dalsi (Chen et al., 2012).

Substraty pro metabolizacni enzymy jsou obvykle lipofilni latky. Procesem
biotransformace nabyva molekula hydrofilng;si charakter, a je tak schopna se vyloucit
z organismu. Latky, které maji hydrofilni vlastnosti, nepodléhaji pfeméné a jsou
vyluCovany z organismu pievazné v nezménéné, pivodni formé. Néktera xenobiotika
vstupuji pouze do 1. faze metabolismu (napi. lokalni anestetikum prokain podléha
hydrolyze), naopak néktera vstupuji pouze do II. faze (napft. paracetamol je pfeménovan

prevazné glukuronidaci) (Dostalek et al., 2006).

Neékdy navic k 1. a II. fazi metabolismu byva tazen transport latek do mista (faze 0)
a z mista (IIl. faze) biotransformace. Vyznamnou roli v pfenosu latek ptes plasmatickou
membranu bunék hraji molekularni transportéry. Ty lze rozdé¢lit do dvou skupin, které
predstavuji efluxni transportéry (ABC transportéry, ATP binding cassette) vyuzivajici
energii z ATP a uptake transportéry, které k pienosu vyuzivaji koncentracni gradienty
(napt. OATP, polypeptidovy transportér organickych aniontd a OCT, transportér
organickych kationtll) (Chen et al., 2012, Skalova et al., 2017).

Metabolismus 1é¢iv Casto vede ke vzniku neaktivnich metabolitli a nasledné k jejich

exkreci. Mohou vsak také vzniknout metabolity toxické. Pokud je podavané 1é¢ivo
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ve form¢é proléciva, vznikd beéhem jeho metabolismu vlastni terapeuticky aktivni
molekula. Z toho vyplyva, Ze exprese a aktivita biotransformacnich enzymi ovliviiuje

terapeuticky 1 toxicky profil 1é¢iva (Dostalek et al., 2006, web 1).

3.1.1. Enzymy nadrodiny P450

Nadrodina cytochromi P450 (CYP) zahrnuje hlavni enzymy 1. faze metabolismu.
Ze vsech 1éCiv, které jsou metabolizovany pomoci enzymt, se CYP podili
na biotransformaci asi 75 % z nich. Na zaklad¢ podobnosti sekvence aminokyselin
(AMK) jsou enzymy roziazeny do osmndcti rodin, které se oznacuji arabskou cislici
(napt. CYP2). Dale rozeznavame 43 podrodin, ty jsou v nomenklatuie specifikovany
pismenem. Tvofi je enzymy se shodou AMK sekvenci alespont z 55 % (napt. CYP2B).
Jednotlivé isoformy podrodin jsou poté Cislovany (napt. CYP2B6). Aktudlné je znamo

57 enzymt CYP (Machalz et al., 2021, Zhao et al., 2021).

Lidské CYP jsou membranovymi proteiny, nachazejicimi se bud’ na cytoplasmatické

stran¢ endoplasmatického retikula, nebo na matrixové strané¢ vnitini mitochondrialni

membrany (Machalz et al., 2021).

Neni bez zajimavosti, Ze geneticky polymorfismus podminuje aktivitu CYP. Mezi nejvice
polymorfni isoformy patii CYP2D6. Pravdépodobnou pii¢inou je lokalizace genu pro
CYP2D6 na dlouhém raménku 22. chromozomu, jenz je Usekem schopnym rychle
reagovat na meénici se podminky, v disledku ¢ehoz muze Casto podléhat mutacim

(Skalova et al., 2017, Zhao et al., 2021).

Interakce na irovni CYP mohou vyznamné ovlivnit u¢innost 1é¢by ¢i zptisobit nezddouci
ucinky. Mnoho substanci piisobi jako CYP induktory nebo inhibitory. Miize se jednat
o lé¢iva, produkty cigaretového koure, alkohol a dalsi latky. V pfipad¢ indukce CYP
hrozi, Ze dojde k rychlej$i metabolizaci lé¢iva, coZz v kone¢ném dasledku muize snizit

ucinnost 1€cby. Opacna situace nastava s inhibitory CYP (Zhao et al., 2021).

Vyznamnymi zastupci CYP jsou CYP2B6 a CYP3A4, které jsou pfedmétem studia této

diplomové¢ prace.



3.1.2. CYP2B6

CYP2B6 je jediny gen podrodiny CYP2B, ktery koduje funkéni enzym. Odhaduje se,
ze CYP2B6 metabolizuje nebo se ¢astecné podili na metabolizaci ptiblizné 8-13 %

klinicky vyznamnych 1é€iv (Desta et al., 2021).

Exprese tohoto enzymu je mezi jedinci velmi variabilni a je regulovana na transkripcni
urovni nuklearnimi receptory CAR a PXR. Exprese CYP2B6 miize byt indukovana
mnoha latkami, napft. antiretrovirotikem efavirenzem nebo artemisininem, jenz se uziva
na lécbu malarie. Nekteré induktory CYP2B6 jsou zaroven jeho substraty. Enzymatickou
indukei tak urychluji svou vlastni biotransformaci. Prikladem t&chto latek je opé&t

efavirenz a artemisinin, dale cyklofosfamid a ifosfamid (Desta et al., 2021).

3.1.3. CYP3A4

vevr

v jatrech, dale ve stfevé a méné v dalSich organech, jako jsou napt. plice a mozek.
CYP3A4 pravdépodobné figuruje v metabolizaci 30 % veskerych xenobiotik a az 50 %

1é¢iv uzivanych v humanni medicing (Skalova et al., 2017).

Mira exprese a aktivity CYP3A4 je vysoce variabilni, jelikoz miize byt zvySend indukci
induktory, nebo naopak snizend po podani latek, které plsobi inhibi¢né. Tento
mechanismus je divodem castych 1ékovych interakci. Béhem indukce dochazi ke snizeni
hladin lé¢iva, coz mlze mit za nasledek nedostacujici terapeuticky efekt. Pokud dochézi
k inhibici, 1é¢ivo mtze dosahovat vysokych plasmatickych koncentraci, a tak vykazovat
nezadouci a toxické ucinky. Mezi latky, které ovliviiuji aktivitu CYP3A4, spada Siroka
skalaléciv, slozky potravy, ale i latky znecist'ujici zivotni prostiedi. Regulace transkripce
podrodiny CYP3A probiha prostiednictvim PXR, CAR a dalSich nuklearnich receptori
(Kousalova et al., 2003, Skalova et al., 2017, Werk a Cascorbi, 2014).

Interak¢ni potencial na urovni CYP3A4 vykazuji 1 nckteré rostlinné piipravky.
Hypericum perforatum (Ttezalka teckovand), rostlina zceledi Hypericaceae
(tfezalkovité), je zndma predevSim pro své antidepresivni U¢inky, ale pisobi také
1é¢ivych ptipravcich a ¢ajich. Hyperforin, obsahova latka tfezalky, indukuje CYP3A4
a P-glykoprotein skrze vazbu na PXR (Nobakht et al., 2022).



Struktura CYP3A4 se pftili$ nelisi od ostatnich isoforem CYP, ale aktivni misto této
isoformy je flexibilngjs$i a oteviendjsi, a tak je pro substraty pristupnéjsi. CYP3A4 je
schopen vazat velké mnoZstvi riznorodych substratiia uvadi se, Ze v nékterych ptipadech

je mozné, aby vézal také dva substraty najednou (Svihovec etal., 2018, Zhao et al., 2021).
Tabulka 1 a 2 uvadi modelové induktory a inhibitory CYP3A4.

Induktory CYP3A4

Dexametason
Fenobarbital
Fenytoin
Karbamazepin
Rifabutin
Rifampicin
Trezalka teCkovana

Tab. 1: V tabulce je vycet nekolika typickych induktori CYP3A4.
Prevzato a modifikovano podle: Dostalek et al., 2006, Kousalova et al., 2003

Inhibitory CYP3A4
Amiodaron Indinavir
Bromokryptin = Itrakonazol
Cimetidin Ketokonazol
Klotrimazol Klaritromycin
Cyklosporin Midazolam
Danazol Mikonazol
Diltiazem Nefazodon
Ergotamin Nifedipin
Erytromycin ~ Nikardipin
Etinylestradiol Omeprazol
Flukonazol Progesteron
Fluoxetin Ritonavir
Fluvoxamin Saquinavir
Gestoden Testosteron
Grapefruitovy Troleandomycin
dzus

Chinidin Verapamil

Tab. 2: V tabulce je vycet nékolika typickych inhibitoru CYP3A4.

Prevzato a modifikovano podle: Kousalova et al., 2003



3.2. Nuklearni receptory

Nukleérni receptory (NR) tvofi Sirokou nadrodinu ligandem aktivovanych transkripcnich
faktort, které se podileji v rizné mife na biologickych pochodech organismu vcetné
metabolismu, homeostazy ¢i reprodukce. NR vazou ligandy a fidi expresi cilovych genii.
Dysregulace funkce NR miize vést k patologickym staviim. NR jsou proto zajimavé cile

potencialnich 1éciv (Papageorgiou et al., 2021).

Nadrodina NR ¢itd u ¢loveka 48 zastupct, ti se rozdé€luji do nékolika skupin. Sirotci
receptory piedstavuji ty, u nichZ zatim nebyl objeven endogenni ligand. Pokud byl
u téchto sirotCich receptorti po objeveni identifikovan fyziologicky ligand, tadi se
receptory do skupiny adoptovanych sirotCich receptorii. Dalsi skupinou jsou endokrinni
NR, jejichz ligandy jsou endokrinni hormony. CAR i PXR patii do skupiny adoptovanych
sirotéich receptorti (de Vera, 2018).

NR jsouklasifikovany do 7 podrodin (atypické, I-VI) dle jejich homologie. Atypické NR
tvofi unikatni podrodinu NR (0). Ve své struktufe maji zachovanou ligand-vazebnou
doménu (LBD), ale neobsahuji DNA-vazebnou doménu (DBD). Atypické receptory se
vazi na jiné NR, a tak ovliviiyji transkripci. Nejpocetnéjsi skupinou NR je podrodina I
(viz obr. 1). U téméf vSech clenli této podrodiny je zndm endogenni ligand. Do této

podrodiny patii mj. CAR a PXR (Burris et al., 2023).

B | Human Nuclear Receptor Superfamily |
[Boypiar s (o] (] (]
DAX1|[ | TRa/p HNF4afy ERu/p NGFI-B SF-1 GCNF
SHP RARa/fly RXRa/ply ERRa/ply NURR1 LRH-1
PPARa/Bly TR2/4 AR NOR-1
REV-ERBu/B | |TLX GR
RORa/ply PNR MR
FXRa/p COUP-TFI/II PR
LXRa/p EAR-2
VDR
PXR
CAR

Obr.1: Prehled podrodin nukledrnich receptori.

Prevzato z: Burris et al., 2023



3.2.1. Struktura NR

Architekturu NR obvykle tvoti 4 podjednotky (viz obr. 2). Prvni je doména, kterd
obsahuje aktiva¢ni funkci 1 (AF-1) nezavislou na ligandu. Dale nésleduje DBD, ktera je
nejkonzervativngjsi strukturou NR. Tvofi ji dva zinkové prsty, které rozpoznavaji
responzivni element, coz je specifickd sekvence DNA v promotorové oblasti genu.
Kladné nabity zinkovy iont tvoii kationické misto pro vazbu s negativné nabitou DNA.
DBD je pomoci hinge regionu spojena s LBD. LBD je misto, kam se vazou ligandy
a vyvolavaji tak konformacni zmény NR. Aktivaéni funkce 2 (AF-2) je soucasti LBD
(Burris et al., 2023, Sonoda et al., 2008).

Pokud se ligand navaze na LBD, dochéazi ke konformacéni zméné AF-2, uvolnéni
korepresort a k vazbé koaktivatort. Jsou ale také znamy receptory, jejichz AF-2 doména
je trvale aktivovana 1 ptesto, Ze nedoSlo k interakci s ligandem. Takové receptory se

oznacuji jako konstitutivné aktivni (Sonoda et al., 2008).

N} NTD DNA Blnghng Hinge Ligand Blr_mdmg
g Domain Domain
AF-1 AF-2

Obr. 2: Schéma struktury jaderného receptoru.

N (NTD): amino-terminalni ¢ast; AF-1. aktivacni funkce 1, DNA binding domain: DNA-
vazebnd doména; Hinge: spojovaci doména; Ligand binding domain: ligand-vazebna
doména; AF-2: aktivacni funkce 2; C: karboxy-termindlni cast

Prevzato z: Burris et al., 2023

3.3. Konstitutivni androstanovy receptor

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR, NR11I3) je transkripéni faktor z nadrodiny
NR. Na ziklad¢ jeho strukturni podobnosti s jinymi NR byl zatfazen do podrodiny 1
a skupiny I. Tuto skupinu sdilis PXR a receptorem pro vitamin D (VDR) (Hernandez et
al., 2012, Molnar et al., 2013).

Lidsky CAR (hCAR) byl poprvé popsany v roce 1994. Byl klasifikovan jako sirotci
receptor, jelikoZ po objeveni nebyl zndm jeho endogenni ligand. Zanedlouho poté bylo
popsano né¢kolik steroidnich endogennich ligandi CAR, dnes proto byva fazen do

skupiny adoptovanych sirotéich receptorti (Brozova et al., 2023).
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CAR je povaZovan za vyznamny xenosenzor regulujici expresi mnoha eliminacnich
proteintl. Rada pfirodnich a chemickych latek (véetnd 1é¢iv) ma afinitu k tomuto
receptoru a schopnost ovliviiovat jeho aktivitu. CAR transkripcné reguluje enzymy . faze
metabolismu (nékteré CYP isoformy), II. faze metabolismu (UGT a SULT) a také n¢které
transportéry jako je transportér mnohocetné 1ékové rezistence 1 (MDR1) (Brozové et al.,

2023, Hernandez et al., 2012, Oliviero et al., 2020).

Nedavné studie poukazuji na skutecnost, ze CAR nehraje roli pouze v metabolismu
a exkreci xenobiotik, ale také v mnoha fyziologickych a patologickych pochodech
v organismu, napf. v homeostaze gluk6zy, metabolismu tukd, lipidl, mastnych kyselin,

zlucovych kyselin a cholesterolu (BroZova et al., 2023).

Exprese CAR je vyznamnd pievazné v detoxikacnich organech jako jsou jatra, ledviny
a stteva, kde dochazi k preméné xenobiotik biotransformaénimi enzymy. V mensi mife
je také lokalizovan v tkanich jako je srdce, mozek, kosterni svalstvo, plice a dalsi

(Nishimura et al., 2004, Oliviero et al., 2020).
3.3.1. Ligandy CAR a mezidruhové rozdily

LBD CAR ma pievazné hydrofobni a flexibilni charakter. M4 velikost ptiblizn& 600 A,
n&které zdroje uvadeji az 675 A. Hydrofobni charakter kavity nazna¢uje, Ze ligandy CAR
jsou ptrevazné lipofilni molekuly. Zatim nebyly objeveny ucinné a netoxické ligandy
CAR, které by zaroven neptsobily na jiné NR. To je také divodem, pro¢ se tématikou
zabyvame v diplomové préaci. CITCO, 6-(4-chlorofenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-
karbaldehyd-O-(3,4-dichlorobenzyl)oxim, je modelova latka s vysokou afinitou
k receptoru CAR (viz obr. 3). Nevyhodou je, Ze ovliviiuje i aktivitu PXR, a to v zavislosti
na koncentraci. CITCO vSak nema ucinky na mysi CAR (mCAR), coz vypovida o tom,
ze existuji rozdily v LBD mezi hCAR a mysi variantou receptoru. CITCO je v naSich
experimentech pouZivan jako agonista pro hCAR. Pro mCAR byl identifikovan agonista
TCPOBOP, 1,4-bis[(3,5-dichloropyridin-2-yl)oxy]benzen, ktery vSak nepiisobi na hCAR
(Buchman et al., 2018, Lin et al., 2020, Mejdrova et al., 2023).
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Obr. 3. Agonista konstitutivniho androstanového receptoru

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

Struktura byla vytvorena pomoci ChemDraw Professional

Mezi nékteré dalsi latky s afinitou ke CAR patii PK11195 a klotrimazol, které jsou
inverznimi agonisty CAR. Ob¢ latky vSak také aktivuji PXR. Latka CINPAI inhibuje
CAR a je schopna antagonizovat aktivaci CAR zptisobenou CITCO. M¢lo se za to, Ze
CINPAI1 neaktivuje PXR, proto také byla pojmenovana CAR inhibitor not PXR
activator 1, ale dalsi studie toto tvrzeni vyvratily. Bylo potvrzeno, Ze PXR je aktivovan
jak CINPAL, tak i jeho dal§imi analogy (Cherian et al. 2015, Jeske et al., 2017,
Mackowiak a Wang, 2016).

Stoji za zminku, ze steroidni struktury androstanol a androstenol byly prvni
identifikované ligandy CAR. Androstanol je jeho inverzni agonista, ktery potlacuje

konstitutivni aktivitu CAR vlivem disociace koaktivatori (Xiao et al., 2013).
3.3.2. Utinky CAR na metabolismus

CAR v experimentech potlacuje glukoneogenezi. Mechanismus puasobeni zahrnuje
transkripéni faktor forkhead box O1 (FoxOl), ktery vlivem hladovéni zpiisobuje
zvysenou miru exprese genll pro glukosa-6-fosfatazu
a fosfoenolpyruvatkarboxykinazu 1, jezjsou enzymy podilejici se na glukoneogenezi. Po
jidleje inzulinem tato transkripce potlacena, a tak se zabranuje syntéze glukosy v jatrech.
Predpoklada se, ze CAR se muze vazat na FoxOl, a tim branit jeho funkci. Dochazi tedy

k represi gent pasobicich v procesu glukoneogeneze (Kiiblbeck et al., 2020).
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U mysi geneticky obéznich (ob/ob) a s vysokotu¢nou dietou (HFD) bylo prokazano, Ze
aktivovany CAR zlepSuje odpovéd na inzulin. Naopak mySibez CAR a mysi, kterym byl
podavan CAR antagonista, byly rezistentni na inzulin. Prvni studie na lidech ukazaly, ze
v piipad¢ aktivace CAR fenobarbitalem (PB) (nepfimy aktivator CAR) byly zlepSeny
plasmatické hladiny glukézy nalacno, inzulinova odpoveéd i glukézova tolerance

(Kiiblbeck et al., 2020).

U mysi krmenych HFD a lé€enych TCPOBOP byla inhibovana jaterni lipogeneze
a indukovéna [-oxidace mastnych kyselin (MK), tim doslo k potladeni jaterni steatozy.
CAR také indukuje expresi genti pro enzymy CYP a dal§i skupiny enzymd, jez
napomahaji v pfemeéné cholesterolu na zluCové kyseliny a nasledné jejich vylouceni

(Kiiblbeck et al., 2020).

Dalsi experimenty byly provedeny na skupiné mysi krmenych HFD, poté byly
medikovany TCPOBOP po dobu 1 tydne. V kosternim svalstvu, v jatrech i v tukové tkani
byla zna¢n¢ inhibovana exprese lipogennich genti. Podobné vysledky byly dosazeny po
8 tydnech podavani TCPOBOP. Dalsimi zjisténimi bylo, ze doslo ke zlepSeni stavu

jaterni steatozy a zmenSeni velikosti bilé 1 hnédé tukové hmoty (Gao et al., 2009).

Poznatky ohledné vlivu CAR na metabolismus lipidli jsou v soucasnosti nejasné a sporné,
jelikoz CAR miuze ptispivat za urcitych experimentalnich okolnosti k metabolismu lipid
1 negativné, napt. zvySenou lipogenezi ¢i vyssi koncentraci cirkulujicich MK (Kiiblbeck

et al., 2020).
3.3.3. Prima aktivace CAR

CAR je za bézné situace lokalizovan ve fosforylované formé v cytoplasmé, kde je vazan
v komplexu proteind, ktery tvofi protein teplotniho Soku 90 (HSP90), cytosolovy CAR
reten¢ni protein (CCRP), membranova podjednotka proteinové fosfatazy 18 (PPP1R16A)
a tetratrikopeptidova repetice (TPR). Po navazani ligandu se tento komplex uvolni, CAR
je translokovan do jadra, kde dochazi k jeho heterodimerizacis retinoidnim X receptorem
(RXR). Poté dochazi k navazani koaktivatoru, jako jsou napt. koaktivator 1 steroidniho
receptoru (SRC-1) a protein 1 interagujici s glutamatovym receptorem (GRIP1).
Nasleduje transkripce CAR cilovych gent. Jako pfiklad agonisty a pfimého ligandu CAR
muzeme uvést CITCO (Chen et al., 2012, Mackowiak a Wang, 2016).

Schéma pifimé aktivace je zndzornéno na obr. 4.
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Obr. 4: Prima aktivace CAR.

CAR: konstitutivni androstanovy receptor;, HSP90. protein teplotniho soku 90; CCRP:
cytosolovy CAR retencni protein; RXR: retinoidni X receptor; SRC-1: koaktivator 1
steroidniho receptoru; GRIPI: protein 1 interagujici s glutamdtovym receptorem,
cervend znacka (trojuhelnik) reprezentuje CITCO

3.3.4. Neprima aktivace CAR

Neptima aktivace probihd prostfednictvim receptoru pro epidermalni rastovy faktor
(EGFR). Antagonista EGFR inhibuje signal, ktery zprostiedkovava epidermalni ristovy
faktor (EGF). Dojde k defosforylaci receptoru pro aktivovanou C kinazu 1 (RACK1), coz
dale vede k defosforylaci Thr38 CAR receptoru pomoci proteinové fosfatazy 2 (PP2A).
Nasledkem defosforylace CAR je jeho jaderna translokace. V jadie dochazi k obdobnym
déjim jako v ptipadé pfimé aktivace, tj. heterodimerizaci CAR s RXR. Takto vznikly
komplex se vaze na responzivni elementy, které jsou lokalizovany na promotorech
cilovych genli CAR. V jadfe mimo jiné také dochéazi k naboru koaktivatort, jako jsou
napt. SRC-1 a GRIP1. K nepiimym aktivatorim CAR fadime PB. Konkrétnim piikladem
CAR responzivniho elementu je fenobarbitalovy responzivni element (PBREM), ktery se

nachdzi v promotorové oblasti genu pro CYP2B6 (Mackowiak a Wang, 2016).

Schéma nepiimé aktivace CAR je zndzornéno na obr. 5.
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Obr. 5: Neprima aktivace CAR.

CAR:  konstitutivni  androstanovy  receptor;,  EGF:  epidermalni  rustovy
faktor; EGFR: receptor pro epidermalni rustovy faktor, RACKI: receptor pro
aktivovanou C kinazu 1; PP2A: proteinova fosfataza 2; HSP90: protein teplotniho Soku
90; CCRP: cytosolovy CAR retencni protein;, RXR: retinoidni X receptor;, SRC-1:
koaktivator 1 steroidniho receptoru; GRIPI: protein 1 interagujici s glutamdtovym
receptorem; cervenad znacka (trojuhelnik) reprezentuje fenobarbital

3.3.5. Alternativni sestfih CAR

Alternativni sestfih je mechanismus, jenZ umoziuje z jednoho genu produkovat rizné
isoformy mRNA, které mohou byt nasledn¢ prekladany do rtiznych proteind. V lidskych
buiikach je zna¢ny rozdil v poctu genti kodujicich proteiny (~25 000) a v poctu proteint,
které jsou realn¢ produkovany (>90 000). Klasicky, konstitutivni sestfih probiha
odstraiiovanim intront a ndslednym spojenim exonu v potadi, ve kterém se nachazeji. U
procesu alternativniho sestiihu dochézi ke zméné€ v tomto procesu. Zménou muze byt
vynechani exontl, ponechani introntli, zména potadi exonid a dalsi (Singh a Ahi, 2022,

Wang et al., 2015).
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Sesttih je realizovan v jadie pomoci spliceosomu, coz je komplex proteinli a RNA,
skladajici se z 5 malych jadernych ribonukleoproteinti (snRNP, U1, U2, U4-U6) a vice

nez 300 riznych proteinti (Abramowicz a Gos, 2018).

Bylo objeveno nejméné 5 isoforem CAR a nékteré zdroje uvadéji, ze jich existuje az 22.
Takto vzniklé isoformy mohou vykazovat riznou expresi a biologické funkce.
Predpoklada se, Ze rizné isoformy maji afinitu k riiznym ligandim a také maji schopnost
regulovat expresi rozdilnych gent (di Masi et al., 2009, Lamba et al., 2004, Mukha et al.,
2021).

Gen pro CAR, NR113, je lokalizovan na chromozomu 1. Sklada se z 8545 parti bazi (bp)
a produkuje 9 exonil oddélenych 8 introny (di Masi et al., 2009).

Nejhojnéji zastoupené isoformy v lidskych jatrech jsou CAR1 a CAR3. CAR3 isoforma
ma vlozenou sekvenci péti AMK (15 bp) mezi exon 7 a 8. Dal$i varianta CAR2 ma
vlozenou sekvenci ¢tyf AMK (12 bp) mezi exony 6 a 7. Tyto modifikace jsou znazornény
na obr. 6. CARI1 vykazuje konstitutivni aktivitu, je tedy schopen regulovat expresi genti
také v ptipad€ neptritomnosti ligandu. U variant CAR2 a CAR3 je konstitutivni aktivita
potlacena a pro aktivaci je nutna pritomnost ligandu. Bylo zjisténo, Zze CAR3 je schopna
transaktivovat geny CYP2B6 a MDRI1 (gen kodujici P-glykoprotein), naopak nevykazuje
vétsi vlivna transkripci CYP3A4. Za indukci CYP3 A4 zodpovida isoforma CAR2 (Dring
et al., 2010, Mukha et al., 2021).
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N-{ AF1  DBD Hinge LBD/AF2 -C

Obr. 6: Schematické zndzornéni exonii genu NR113 (CAR).

SV1 predstavuje CARI. SV2 predstavuje CAR3, jenz ma inzert 15 paru bazi mezi exony 7
a 8. SV3 je varianta CAR2 majici 12 bp mezi exony 6 a 7. SV4, SV5, SV6 jsou dalsi
isoformy CAR.

N: amino-terminalni cast; AF-1: aktivacni funkce 1; DBD: DNA-vazebna doména;
Hinge: spojovaci doména; LBD: ligand-vazebna doména; AF-2: aktivacni funkce 2;
C: karboxy-termindlni cast

Prevzato a modifikovano podle: Mukha et al., 2021

3.4. Pregnanovy X receptor

Pregnanovy X receptor (PXR) je transkrip¢ni faktor nadrodiny NR. PXR byl objeven
a poprvé popsan v roce 1998. Tento NR je kodovan genem NR112, ktery se nachdzi na

chromozomu 3. Je slozen z 10 exond a 9 intronti (Tebbens et al., 2018).

PXR je povazovan za kliovy v expresi gentl, které koduji dilezité enzymy a transportéry
1é¢iv, napi. CYP2B6, CYP2C9, CYP3AS, CYP3A7, UGTIAl a MDRI. Je nutné
zdiraznit, Ze CYP3A4, enzym podilejici se na biotransformaci az 50 % léciv, je také pod
transkripcni kontrolou PXR. Nové vyzkumy poukazuji na skute¢nost, ze se PXR podili
ve zna¢né mife naregulaci endogenniho metabolismu glukozy, lipidt a zZlu¢ovych kyselin

(Pavek, 2016, Tebbens et al., 2018).

PXR je exprimovan zejména v jatrech a stievech, v mensi mife také v jinych tkanich,

napft. v ledvinach, plicich, mozku a nadledvinach (Tebbens et al., 2018).

Podobné jako CAR byl po objevu fazen mezi sirotéi receptory, protoze nebyl znam jeho
endogenni ligand. Pozdéji byl pfetazen do skupiny adoptovanych sirot¢ichreceptorti. Je
totiz aktivovan pregnanem, endogenni steroidni strukturou s 21 uhliky. Objev se také

promitl do nazvu tohoto receptoru (di Masi et al., 2009, Lv et al., 2022).

Aktivace PXR je zavisla na pritomnosti ligandu. Po jeho navazani dojde k uvolnéni vazby
PXR k proteiniim v cytosolu, k translokaci tohoto receptoru do jadra, heterodimerizaci

s RXR, jeho navdzani na responzivni elementy cilovych genti a dochazi

k jejich transkripci (Chang, 2009, Ma et al., 2008).
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Jsou popsany minimalné Ctyti sestiithové varianty tohoto receptoru. PXR1 a PXR2 reaguji
na agonisty indukci exprese cilovych genti, kdezto PXR3 a PXR4 expresi neindukuji. Zda
se, ze PXR3 interaguje s koregulatory, ale nezplisobuje aktivaci cilovych genti. PXR4
soutézi s PXR1 o ligand a koaktivatory, pfi¢emz vykazuje dominantni negativni uc¢inek

(Brewer a Chen, 2016, Tebbens et al., 2018).

LBD receptoru PXR ma velkou kavitu, ktera je schopna vazat Sirokou Skalu chemicky
ruznorodych latek. PXR interaguje s léCivy, produkty metabolismu rostlin, dopliiky
stravy a latkami zne€iSt'ujici Zivotni prostiedi. Jako ptiklad 1éciv z fad ligandii PXR

muzeme uvést antituberkulotikum rifampicin (jenz je také modelovym agonistou PXR),

-----

2008).
3.5. Strukturni podobnosti CAR a PXR

Oba NR interaguji s promotory genu prostfednictvim zinkovych prsti, které jsou
lokalizovany v DBD. Ta je spojena s C-koncovou LBD pomoci hinge regionu (viz obr.
2). Spojovaci oblast (hinge region) PXR a CAR ma jen malou sekvenéni podobnost AMK
(Buchman et al., 2018).

Krystalické struktura LBD lidského PXR byla popsana v roce 2001. Nasledné v roce
2004 byla popsana i u lidského CAR. PXR LBD je tvofena tfemi vrstvami o-helixd,
kdezto LBD CAR mai ¢tvrtou vrstvu, kterou tvori 3'% helixy. Ac¢koliv jsou mezi receptory
jisté strukturni podobnosti, jejich vyraznou individuélni charakteristikou je velikost LBD.
Rozmér LBD je ~600 A3 v piipadé CAR a ponékud vétsich rozmérii dosahuje u PXR
(~1200-1600 A%). Tento rozdil ve velikosti LBD PXR je zplsoben velkym inzertem
dvou B fetézeti (B1 and B1') a dal§im a-helixem (H2) mezi H1 a H3 (viz obr. 7) (Buchman
et al., 2018).

Zaveérem lze konstatovat, Ze CAR a PXR maji velké a flexibilni LBD, které umoziuji
vazbu strukturné raznych molekul. Tato vlastnost je hlavni piekazkou k nalezeni

selektivnich modulatort téchto receptori (Cherian et al., 2018).

Selektivni ligandy maji potencial rozliSit unikatni funkce PXR a CAR. Mohou tak byt

nastrojem pro pochopenti jejich role ve fyziologickych a patofyziologickych procesech.
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Obr. 7: Krystalicka struktura ligand vazajici domény CAR (a), ligand vazajici domény
PXR (b).

Prevzato z: Buchman et al., 2018
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4. Cil prace
Cilem experimentalni diplomové prace je replikacni studie diive identifikovanych latek
v nasi védecké skupiné, které vykazuji antagonistickou aktivitu viici CAR receptoru, ale

minimalné ovliviiuji PXR receptor. Dil¢i tikoly zahrnuji:

1. Vyhodnotit afinitu testovanych latek k receptoru CAR metodou two-hybrid assay.
2. Vyhodnotit vliv testovanych latek na aktivitu CAR a PXR receptoru metodou gene

reporter assay.
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S. Experimentalni ¢ast
5.1. Material

5.1.1. Bunééna linie HepG2
Buné¢né naddorova linie HepG2 byla ziskadna z jaterni tkan¢ od muze kavkazské rasy, jenz
byl diagnostikovan s hepatoblastomem. Buiiky maji adherentni vlastnosti a vazou se tedy

na kultivaéni povrchy (Arzumanian et al., 2021, web 2).

Bunky byly kultivovany ve vlhéené atmosféie pii 37 °C a 5 % CO,. Jako kultivacni
médium bylo pouzivano DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), které obsahovalo
10 % fetalniho bovinniho séra (FBS) a 1 % neesecialnich AMK. Pasdzovani probihalo
v poméru 1:6 jednou tydné, kdyz buniky dosahly 80% konfluence. Adherentni buiiky byly

uvolnény z povrchu kultivacni nadoby pomoci enzymu trypsinu.

Pocet bunék byl urcen pomoci Biirkerovy komirky, pti kalkulaci jsme nebrali zietel

na mrtvé buiiky obarvené trypanovou modfi.

Bunécna linie HepG2 byla zakoupena z General Collection od European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC) (web 2). Mikroskopicky snimek HepG2 bunék

muzeme vidét na obr. 8.

Obr. 8: Mikroskopicky snimek HepG2 bunécna linie.

Prevzato z: web 2
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5.1.2.

Plasmidy

pB-1,6kb/PB/XREM.luc (150 ng/ jamka)

reportérovy plasmid pro studium aktivity CAR, dar od Dr. Hongbing Wanga
(University of Maryland School of Pharmacy, Baltimore, MD, USA)

CAR van (100 ng/ jamka)

expresni vektor CAR, varianta X4 (Genscript, Piscataway, NJ, USA)
p-RL-TK (30 ng/ jamka)

expresni vektor, ktery koduje renilla luciferdzu (Promega, USA)
p3A4-luc (150 ng/ jamka)

reportérovy plasmid, ktery tvoifi zakladni promotor (-361/+53) s PXR
responzivnim elementem (ER6) a oblast zesilujici odpovéd’ na xenobiotika
(xenobiotic responsive enhancer module) (-7835/-7208) genu CYP3A4, obé
sekvence byly vneseny do plasmidu pGL3-Basic (Promega, USA) (popséno
v Pavek et al., 2010)

pSG5-PXR B (100 ng/ jamka)

expresni plasmid PXR, dar od Dr. S. Kliewera (University of Texas, Dallas, TX,
USA)

pGL4-UAS 9x (150 ng/ jamka) (Promega, USA)
reportérovy plasmid s 9 UAS responzivnimi elementy (Promega, USA)
hCAR-N/GAL4 (100 ng/ jamka)

expresni plasmid kéduje fizni protein, ktery je tvofen CAR Sroubovici 1 (AMK
103-150) spolu s kvasinkovou DBD GAL4 (popséano v Carazo Fernandez et al.,
2015)

hCAR-C/VP16 (100 ng/ jamka)

expresni plasmid koduje fzni protein, ktery tvoii CAR Sroubovice 3—-12 (AMK
151-349) a aktiva¢ni doména VP16 (popsdno v Carazo Ferndndez et al., 2015)
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5.1.3.

5.1.4.

Reagencia

DMEM (Thermo Fisher Scientific, USA)
10 % fetalniho bovinniho séra (FBS) (Merck, Némecko)
1 % neesencialnich AMK (Merck, Némecko)

Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, USA)

Fosfatovy pufr (PBS) (Merck, Némecko)

Fosfatovy pufr se ptipravuje ze zakoupenych tablet. Jedna tableta se rozpusti
v 1 litrudeionizované vody, ¢imzZ se ziska pufr o pH 7,4. SloZeni PBS je: 140 mM
NaCl, 10 mM fosfatovy pufr (NaH>PO4/NapHPO4) a 3 mM KCI.

Trypsin (Merck, Némecko)

Trypanova modi (Merck, Némecko)

Dual-Luciferase® Reporter Assay reagencia (Promega, USA)

Pasivni lyzovaci pufr (Promega, USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck, Némecko)

Lipofectamin 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)

Testované latky 1AF, 1ABr, 1AS, MV1, MVI1F, MV1Br, MVIS, 1BBr, 1BS,
MVI1B, 1A byly syntetizované ve spolupraci s Vysokou Skolou technickou
a ekonomickou v Ceskych Budgjovicich. Jejich chemickou strukturu zde

nemuzeme vzhledem k pfedpokladané budouci ochranné patentem zvetejnit.
CITCO a RIF (rifampicin) (Merck, Némecko)

Pristroje a pomucky

Laminarni box Telstar Clean Air EF/S

Kultivaéni lahve (TPP, Svycarsko)

Vakuova odsavacka
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e Inkubator New Brunswick Galaxy 170 S (Eppendorf, Némecko)

e Mikropipety a Spicky (Eppendorf, Némecko)

e Sérologické pipety (Eppendorf, Némecko)

e Svételny mikroskop

e Biirkerova komirka (Meopta, Ceska republika)

e 48jamkova kultivacni plata ¢ira (Thermo Fisher Scientific, USA)
e 96jamkova kultivacni plata ¢ira (Thermo Fisher Scientific, USA)
e 96jamkova kultivacni plata bila Nunclone (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Spektrofotometr Synergy 2 Biotek (BioTek, USA)

e Vodni lazen

e Zkumavky (15, 50 ml) (TPP, Svycarsko)

e Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

e Lednice

e Plynovy kahan

e Pasteurovy pipety 150 mm (Kimble, Némecko)

5.2. Metody

5.2.1. Testy cytotoxicity (MTS assay)

Za pouziti testu cytotoxicity jsme analyzovali, zda latky, pozdé€ji pouZivané v gene

reporter a two-hybrid assays, nevykazuji toxické uc¢inky na HepG2 bunky.

Experiment je zalozeny na kolorimetrické metodé¢, ktera prokazuje zivotaschopnost
bun¢k. V ramci pokusu jsme vyuzili komeréné¢ dostupny reagent CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation. Reagent obsahuje stl tetrazolinu, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium

(MTS). Zivotaschopné buiiky redukuji MTS na barevny produkt formazan (viz obr. 9).
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Mnozstvi vzniklého formazanu je vyjadiené absorbanci pti 490 nm a je pfimo umeérné

poctu viabilnich bunék (web 3).

OCH,COOH .
> S0; OCH,COOH so;

Qe O QY

NNE, S cH,

\{ N=N\H S CH,
CHs NN ch,
MTS - Formazan

Obr. 9: Struktura MTS a formazanu.

Prevzato z: web 3

Postup:

1.

HepG2 bunky byly nasazeny na 96jamkova plata v hustoté 40 000 bunék/ jamka.

2. Po 24 hodinach jsme buiiky oplachli PBS a nasledné exponovali k testovanym

latkam v mediu Opti-MEM obohaceném o 5 % FBS (100 pl/jamka). DMSO 10 %
jsme pouzili jako toxickou kontrolu a DMSO 3 %o jako netoxickou kontrolu
(100% viabilita). Testované latky 1AF, 1ABr, 1AS, MV1, MVI1F, MVIBr,
MVI1S, 1BBr, 1BS, MV1B jsme pouzili v koncentraci 10 uM. Testovanou latku

vvvvvv

testovali v §ir§im rozmezi koncentraci, tj. 30; 20; 10; 5; 2,5; 1; 0,1 a 0,01 uM.

. Po 24 hodindch expozice jsme piidali reagent CellTiter 96® AQueous One

Solution Cell Proliferation (MTS) (20 pl/ jamka), buniky ulozili do inkubatoru

(90 min) a nasledn€ zméfili absorbanci pii 490 nm.

Data byla ziskdna z 1 biologického méfeni provedeného v technickych
triplikatech. Vysledky jsou uvedeny jako primér+SD (z angl. standard deviation,
smérodatna odchylka). Od vysledki absorbance jsme také odecetli pozadi
(background), tj. hodnota absorbance (pfi1 490 nm) v kompletnich podminkach

kultivace, ale bez pfitomnosti bunck.

25



5.2.2. Transfekce bunék

Transfekce je proces inkorporace nukleovych kyselin (NK) do eukaryotickych bunék.
Vnéaseni NK je mozné fyzikalnimi (mikroinjekce, elektroporace) nebo chemickymi

metodami a muze slouzit jako nastroj pro studium funkce genii (web 4).

NK je polymer, ktery je sloZzen z monomernich jednotek, tzv. nukleotidt. Ten je tvoten

ze ti1 slozek, tj. cukru, dusikaté baze a zbytku kyseliny fosforecné, ktera nese negativni

naboj NK (Minchin a Lodge, 2019).

JelikoZ je bunénd membrana zaporné nabitd, musely byt vyvinuty metody transfekce,
které umozni ptenos souhlasné nabitych NK. Tyto metody neutralizuji zaporny naboj NK,
nebo dokonce maskuji negativni ndboj nabojem kladnym. Chemické metody transfekce
mohou byt provedeny pomoci latek jako je fosforeCnan vapenaty, diethylaminoethyl

(DEAE)-dextran anebo pomoci kationicky nabitych lipidi (web 4).

V nasi sérii experimentl byla pouzita chemicka metoda s vyuzitim kationicky nabitych
lipidi (komercné dostupny reagent Lipofectamin 3000), které se na zaklade
elektrostatické interakce vazou s negativné nabitymi fosfaty NK. Vstup komplexu

do bunky je zprostfedkovan endocytoézou. V buiice jsou nasledné NK uvolnény (web 4).
5.2.3. Gene reporter assay

Metoda se pouziva ke studiu NR a vyuziva reportérového genu. Ten koduje protein, ktery
ma snadno métitelnou enzymatickou aktivitu anebo je jinak detekovatelny (napi. pomoci

fluorescence) (Ito-Harashima & Yagi, 2021).

V ptipadé CAR experimentu jsme pouzili reportérovy plasmid nesouci isek promotorové
oblasti CYP2B6 (pB-1,6kb/PB/XREM.luc). Ta byla umisténa pied sekvenci svétluskoveé
luciferazy (reportérového genu). Zmeéna aktivity svétluSkové luciferazy neptimo odrazi

zmény aktivity CAR, kterd je ovlivnéna studovanymi latkami.

Pro receptor PXR jsme gen pro svétluskovou luciferazu vlozili za sekvence promotoru
genu CYP3A4 (p3A4-luc). V ptipadé aktivace PXR opét dochdzi ke zméndm exprese

a aktivity svétluskové luciferazy, ktera je mirou funkce PXR.
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Protokol genovych reportérovych studii je doplnén o kotransfekci expresnich plasmidu,
které kontinudlné produkuji ptislusné NR. Je to z divodu nizkych expresnich hladin PXR

a CAR v testované linii HepG2.

Detekce aktivity luciferazy byla provedena pomoci komeréné dodavanych reagencii
(Dual-Luciferase® Reporter Assay). Dudlni systém je zalozen na postupném meéteni
aktivity dvou enzymu v jedné reakci. V nasem experimentalnim designu je divodem
pouziti systému normalizace transfekéni UCinnosti mezi jednotlivymi jamkami
kultivacniho plata. Prvni signal produkuje svétluskovéa luciferdza z reportérového
plasmidu. Druhy signal produkuje kontinualné¢ exprimovana renilla luciferdza
(pochazejici z Renilla reniformis) produkovana z vlastniho kotransfekovaného plasmidu.
V experimentu vyuZzivame rozdilnych substrati enzymul. SvétluSkova luciferaza
katalyzuje pfeménu luciferinu (soucast Dual-Luciferase® Reporter Assay)
na oxyluciferin za vzniku luminiscenéniho signalu (viz obr. 10). Po naméfeni signélu je
do stejného vzorku ptidan Stop & Glo reagent (soucast Dual-Luciferase® Reporter
Assay), ktery obsahuje substrat pro renillu a zaroven zhasi signal svétluskové luciferazy.
Druhy signal slouzi jako kontrola transfekce a je pouzivan pro normalizaci vysledka (web
5). Luminiscence se méfi spektrofotometrem pro méieni luminiscence (Synergy 2 Biotek)

a intenzita emitovaného svétla je imérnd mnozstvi luciferazy.
Recombinant Firefly

; - o~
HO s /Nj/ COOH Luciferase o] s /NI(
N/> <S +ATP+0, > N; (S +AMP+PP+CO,+Light
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o /—< %OH Renilla ° <—< >—
)\ +0 Luciferase
2
‘ N ‘ _— N NH
|
N X
HO HO

Coelenterazine Coelenteramide

OH
+CO,+Light

Obr. 10: Znazorneni enzymatickych substratu a reakci, které jsou katalyzovany
svetluskovou luciferazou (firefly) a renilla luciferazou za vzniku detekovatelné
bioluminiscence (light).

Prevzato z: web 5
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Postup:
1. HepG2 buiiky jsme nasadili na 48jamkova plata v hustoté 110 000 bun¢k/ jamka.

2. Po 24 hodinéach jsme buiiky oplachli PBS (500 ul/ jamka), pfidali jsme 150 pl

DMEM (se suplementy) na jamku a ndsledovala transfekce.

3. Piipravilijsmesi 4 zkumavky (vzdy dvé pro kazdy receptor, tj. PXR a CAR). Do
vSech 4 zkumavek jsme piidali Opti-MEM v objemu potfebném na stanoveny

pocet jamek (15 pl/ jamka).
4. Do prvnich dvou zkumavek jsme ptidali Lipofectamin 3000 (0,45 pl/ jamka).
5. Do zbyvajicich 2 zkumavek jsme ptidali plasmidy pro gene reporter assay:
do zkumavky pro CAR gene reporter assay jsme piidali:
e reportérovy plasmid pB-1,6kb/PB/XREM.luc (150 ng/ jamka)
e expresni plasmid CAR (100 ng/ jamka)
e expresni plasmid p-RL-TK (30 ng/ jamka)
e reagent P3000 (soucast produktu Lipofectamin 3000) (0,6 ul/ jamka)

do zkumavky pro PXR gene reporter assay jsme piidali:

reportérovy plasmid p3A4-luc (150 ng/ jamka)

expresni plasmid pSG5-PXR B (100 ng/ jamka)

expresni plasmid p-RL-TK (30 ng/ jamka)

reagent P3000 (0,6 ul/ jamka)

6. Smési plasmidi (krok 5) jsme pienesli do zkumavek s Lipofectaminem 3000
(krok 4). Jemné jsme promichali pipetou a nechali inkubovat 10 minut pfi

pokojové teploté.

7. Po uplynuti inkuba¢ni doby jsme k HepG2 bunkam piidali prislusnou transfekéni

smés v objemu 30 ul/ jamka.
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Po 24 hodindch jsme si pfipravili v pfislusnych koncentracich roztoky
testovanych latek a kontroly (modelovy aktivator PXR (rifampicin) a aktivator
CAR (CITCO)) v Opti-MEM mediu s 5 % FBS. Odséli jsme staré médium
a buiiky jsme oplachli PBS (500 pl/ jamka). Poté jsme buiiky inkubovalis Cerstve
pfipravenymi roztoky testovanych latek (250 pl/ jamka).

Po 24 hodindch jsme odsali kultivatni médium, oplachli jamky PBS
(500 pl/jamka) a ptidali pasivni lyzovaci pufr (100 pl/ jamka). Zamrazili jsme
plata na nékolik hodin.

Béhem rozmrazeni kultiva¢nich plat jsme si nachystali bilé 96jamkové plato pro
detekci luminiscence. Do tohoto plata jsme napipetovali 40 pl lyzatu z kazdé

jamky kultiva¢niho plata.

Do kazdé jamky jsme dale pridali 40 pl substratu svétluskové luciferazy a zméftili

luminiscenci.

Nasledné jsme ptipravili Stop & Glo reagent (1 dil substratu do 49 dilt pufru).
Pridali jsme jej v objemu 30 pl na jamku. Poté jsme detekovali luminiscencni

aktivitu renilla luciferazy.

Data byla ziskdna z 1 biologického méfeni provedeného v technickych
triplikatech. Vysledky jsou uvedeny jako primér +SD (z angl. standard deviation,
smérodatnd odchylka) a normalizovdny na hodnotu luminiscence renilla

luciferazy.

Two-hybrid assay

Postup experimentu vyzaduje expresi dvou fragmentt proteinu CAR v bunice. Expresni
plasmid hCAR-N/GAL4 koduje fazni protein, ktery tvoti CAR Sroubovice 1 (AMK 103—
150) spolu s kvasinkovou DBD GAL4. Expresni plasmid hCAR-C/VP16 kéduje fazni
protein, ktery tvofi CAR Sroubovice 3—12 (AMK 151-349) a aktiva¢ni doména VP16.

Plasmidy jsou kotransfekovany spolu s reportérovym plasmidem nesoucim UAS vazebna

mista (pGL4-UAS 9x). Vazba ligandu méni konformaci fragmentti CAR a vede k jejich

vzajemné vazb¢é. Komplex se nasledné vaze prostfednictvim DBD GAL4 k responsivni

oblasti tvofené UAS vazebnymi misty v reportérovém plasmidu (viz obr. 11). Mira
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transkripce reportérového konstruktu vyjadiend luminiscenénim signdlem umoznuje

nepfimo monitorovat interakci testované latky s LBD CAR.

transkripce

1\

reportérovy gen

UAS B = ligand

Obr. 11: Schematické znazornéni principu two-hybrid assay.

UAS (upstream activating sequence, sekvence v reportérovém plasmidu, kam se vaze
GAL4); hCAR-N/GAL4: CAR fragment s navazanou DBD GAL4; hCAR-C/VP16: CAR
fragment s navazanou aktivacni doménou VP16. Po navdzani ligandu dojde ke spojeni
fragmentu, navazani DBD GAL4 na UAS, a to ndsledné vede k zahdjeni transkripce
reportérového genu.

Postup:
1. HepG2 bunky jsme nasadili na 48jamkova plata v koncentraci 110 000 buné€k/ jamka.

2. Po 24 hodinéch jsme buiiky oplachli PBS (500 pl/jamka), ptidali jsme 150 yl DMEM

(se suplementy) na jamku a nasledovala transfekce.

3. Piipravilijsme si2 zkumavky. Do obou jsme ptidali Opti-MEM v objemu potiebném
na definovany pocet jamek (15 pl/ jamka).

4. Do jedné z nich jsme ptidali Lipofectamin 3000 (0,45 pl/ jamka).
5. Do druhé z nich jsme ptidali plasmidy:

e reportérovy plasmid pGL4-UAS 9x (150 ng/ jamka)

e cxpresni plasmid hCAR-N/GAL4 (100 ng/ jamka)

e expresni plasmid hCAR-C/VP16 (100 ng/ jamka)

e expresni plasmid p-RL-TK (30 ng/ jamka)

e reagent P3000 (0,6 nl/ jamka)
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10.

1.

12.

13.

5.3.

Smés plasmidii (krok 5) jsme ptenesli do zkumavky s Lipofectaminem 3000 (krok 4).

Jemné jsme promichali pipetou a nechali inkubovat 10 minut pfi pokojové teploté.

Po uplynuti inkubaéni doby jsme k HepG2 bunkam ptidali ptislusnou transfekéni

smés v objemu 30 pl/ jamka.

Po 24 hodinach jsme si pfipravili v pfislusnych koncentracich roztoky testovanych
latek a kontrolu (aktivator CAR (CITCO)) v Opti-MEM mediu s 5 % FBS. Odsali
jsme staré¢ médium a bunky jsme oplachli PBS (500 ul/ jamka). Poté jsme bunky

inkubovali s Cerstveé pripravenymi roztoky testovanych latek (250 pl/ jamka).

Po 24 hodinéach jsme odsali kultivaéni médium, oplachli jamky PBS (500 pl/ jamka)

a pridali pasivni lyzovaci pufr (100 pl/ jamka). Zamrazili jsme plata na nékolik hodin.

Béhem rozmrazeni kultivacnich plat jsme si nachystali bilé 96jamkové plato pro
detekci luminiscence. Do tohoto plata jsme napipetovali 40 ul lyzatu z kazdé jamky

kultiva¢niho plata.

Do kazdé jamky jsme dale ptidali 40 pl substratu svétluSkové luciferdzy a zméftili

luminiscenci.

Nésledné jsme ptipravili Stop & Glo reagent (1 dil substratu do 49 dilt pufru). Ptidali
jsmejej v objemu 30 pl na jamku. Poté jsme detekovali luminiscen¢ni aktivitu renilla

luciferazy.

Data byla ziskana z 1 biologického méteni provedeného v technickych triplikatech.
Vysledky jsou uvedeny jako primeér £SD (z angl. standard deviation, smérodatna

odchylka) a normalizovany na hodnotu luminiscence renilla luciferazy.

Statisticka analyza

Zavislost bunécné viability na koncentraci latky byla popsana nelinearni regresni

analyzou a vypocitana hodnota ICso. Rozdily ve skupindch byly porovnany pomoci

Studentova neparového t-testu. Pti testovani vice skupin byla aplikovéna jednosmérna

analyza ANOVA (analyza rozptylu, z angl. analysis of variance) s pouzitim Dunnettova

post-hoc testu (statistické porovnani vzorkli exponovanych testovanym latkdm vaci

DMSO kontrole). VSechny statistické analyzy byly realizovany s pouzitim GraphPad
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Prism softwaru (verze 9.3.1., La Jolla, California, USA). Hodnota P < 0,05 byla

povazovana za statisticky vyznamny vysledek.
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6. Vysledky

6.1. Vysledky testii cytotoxicity

Bunky HepG2 byly exponovany testovanym latkdm v 10 uM koncentraci. Testovanou

analyzovali v §ir§im rozmezi koncentraci, tj. 30; 20; 10; 5; 2,5; 1; 0,1 a 0,01 uM. Délka
testovani byla stanovena na 24 h. Vysledky na obr. 12 naznacuji minimalni cytotoxicitu
testovanych latek na koncentracni hladiné 10 pM. Vyjimku ptfedstavuje latka MV1B
(64,1 % viability kontroly). Pozadi reakce (napt. barevnost latek) prakticky neinterferuje
s mefenim absorbance pii 490 nm, nebot’ namétené hodnoty s a bez pozadi jsou prakticky
totozné u vSech latek. Toxicka koncentrace DMSO (10 %) byla detekovatelna pouzitou
metodou. U latky 1A jsme dale samostatné vynesli zavislost bunétné viability
na koncentraci latky a popsali nelinedrni regresni analyzou (obr. 13, koncentrace 0,1 uM

nebyla zahrnuta do analyzy). Kalkulovana hodnota ICso dosahuje hodnoty 18,88 uM.
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Obr. 12: Grafznazornujici viabilitu bunék po expozici testovanymi latkami. Vysledky jsou
uvedeny jako prumeér £SD a vyneseny jako relativni % zmény bunécné viability
v porovnani s kontrolou (DMSO 3 %o, definovano jako 100 %). Data jsou prezentovana
s odectenim a bez odecteni backgroundu (pozadi).
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Cytotoxicita latky 1A (24 h)
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Obr. 13: Cytotoxicita latky 1A po 24 hodinach v HepG2 bunikdach. Vysledky jsou uvedeny
jako prumer £SD a vyneseny jako relativni % zmény bunécné viability v porovnani
s kontrolou (DMSO 3 %o, definovano jako 100 %). Data jsou analyzovana nelinedrni
regresi. Zavislost ma semilogaritmické zobrazeni (osa x je logaritmicka). ICsgje hodnota
odpovidajici koncentraci latky 1A, ktera snizi viabilitu bunék o 50 %.

6.2. Vyhodnoceni vlivu testovanych liatek na aktivitu CAR a PXR
pomoci metody gene reporter assay

6.2.1. Vliv latek na aktivitu CAR

Do dalsi analyzy byly zahrnuty latky 1A, MV1Bra MV1F (10 uM). Latka CITCO (1 pM)
byla pouzita jako modelovy agonista CAR. Genova reportérova studie, kterd vyuziva
expresni vektor pro CAR a reportérovy plasmid s CAR responsivnim promotorem,

ukazuje, ze latka 1A dokaze statisticky signifikantné snizit jak bazalni, tak indukovanou

aktivitu CAR. Dalsi testované latky nevykazovaly podobny efekt (obr. 14).
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HepG2 CAR 24h
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Obr. 14: Zména aktivity CAR v gene reporter assay po expozici k testovanym latkam (24
h). Vysledky jsou uvedeny jako priimér +SD a vyneseny jako relativni % zmény aktivity
viici DMSO (definovano jako 100 %). Rozdily ve skupinach byly porovndany pomoci
Studentova neparového t-testu. *** a ### P <0,001.

6.2.2. Vliv latek na aktivitu PXR

Jelikoz je naSi snahou najit selektivniho antagonistu CAR, testovali jsme potencialni
nezadouci vliv vybranych latek na aktivitu pfibuzného receptoru PXR. V nésledujici
analyze byly testovany latky 1A, MV1Br, MV1F, MV1, MV1S a 1ABr (10 uM). Latka
rifampicin (RIF, 10 uM) byla pouZita jako modelovy agonista PXR. Genova reportérova
studie, kterd vyuziva expresni vektor pro PXR a reportérovy plasmid s PXR responsivnim
promotorem, ukazuje, ze latka 1A neovliviiyje aktivitu PXR. Podobny vysledek dosahuje
1 latka MVT1F. U dalSich testovanych latek pti koncentraci 10 uM vidime afinitu k PXR
(obr. 15).
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Obr. 15: Zména aktivity PXR v gene reporter assay po expozici k testovanym latkam (24
h). Vysledky jsou uvedeny jako primér +SD a vyneseny jako relativni % zmény aktivity
viici DMSO (definovano jako 100 %). Statistické porovndni vzorkii exponovanych
testovanym latkam viici DMSO kontrole bylo provedeno pomoci jednosmérné analyzy
ANOVA s pouzitim Dunnettova post-hoc testu (*** P < 0,001, * <0,05).

6.3. Vyhodnoceni afinity testovanych latek k receptoru CAR pomoci
metody two-hybrid assay

Dalsim experimentalnim krokem bylo ovéfit afinitu testovanych latek k receptoru CAR
v two-hybrid assay. VSechny testované latky byly studovany pii koncentraci 10 uM
a HepG2 buiiky byly exponovény po dobu 24 h. Opét jsme pouzili CITCO (1 puM),
modelovy ligand CAR. V souladu s o¢ekavanim CITCO aktivovalo funkci CAR (téméf
13krat). Mizeme dale konstatovat, Ze ve vSech ptipadech, kde jsme spolu s CITCO
pouzili jednu z testovanych latek, je exprese reportérového genu nizsi (viz obr. 16).
Kompetice latek o vazebné misto CAR tak naznacuje jejich afinitu k receptoru. Vysledky
déaleukazuji, ze latka 1A mé jednu z nejsilné€jSich afinit mezi testovanymi latkami (pokles

aktivity CAR z témé&f 13ndsobného zvySeni na 4nasobné).
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Obr. 16: Zména aktivity CAR v two-hybrid assay po expozici k testovanym latkam (24 h).
Vysledky jsou uvedeny jako prumeér £SD a vyneseny jako relativni % zmény aktivity viici
DMSO (definovano jako 100 %). Statistické porovnani vzorkii exponovanych testovanym
latkam vuci CITCO (1 uM) bylo provedeno pomoci jednosmérné analyzy ANOVA s
pouzitim Dunnettova post-hoc testu (*** P < 0,001, ** < 0,01).
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7. Diskuze

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR) a pregnanovy X receptor (PXR) jsou jedny
z hlavnich transkripcnich faktort regulujici enzymy, které metabolizuji xenobiotika
a endogenni latky. Oba se podili na udrzovani vnitiniho prostiedi. Maji spole¢né funkce
a podobnost struktury. V soucasné dobé vsak neni prakticky k dispozici selektivni,
vysoce potentni a netoxicky inhibitor CAR (Brozova et al., 2023, Cherian et al., 2018,
Wang et al., 2012).

V ramci predkladané replikac¢ni studie jsme urcili afinitu latek, diive identifikovanych
v nasi skupiné, s antagonistickou aktivitou vii¢ci CAR, abychom pomohli s identifikaci
novych malych molekul, které by umoznily studovat unikatni funkce CAR bez

soucasné¢ho ovlivnéni PXR.

Vyhodnocenim screeningového testu cytotoxicity jsme urcili, Ze latky v koncentraci
10 uM nepiisobi na HepG2 buiiky toxicky (s vyjimkou latky MVI1B) (obr. 12). U latky
1A jsme testovali vice koncentraci a urcili ICso (= 18,88 uM) (obr. 13). Netoxicky
charakter latek pii zvolené koncentraci je dobry predpoklad pro jejich dalsi testovani
v reportérovych studiich. Limitem testu je pouziti nadorové linie, ktera obecné vykazuje
niz8i prediktivni schopnost cytotoxicity. Budouci studie by se mély zamé&fit na analyzu
viability v pokro€ilém in vitro modelu, napt. primarnich lidskych hepatocytech. Dale by

mély rozsifit paletu testll o dal$i markery bunécné viability.

U metody gene reporter assay jsme sledovali miru aktivace ¢ireprese CAR. Design studie
se zam¢til na tii latky. Konkrétné Slo o latky 1A, MVI1Br, MVI1F. Ty byly testovany jak
samostatné, tak v kombinaci s agonistou CITCO, abychom ptipadné prokazali schopnost
latky tlumit aktivaci timto modelovym agonistou. Latka 1A spé$né snizila jak bazalni
aktivitu, tak aktivitu vyvolanou CITCO (viz obr. 14). Efekt je vyznamny a predurcuje
latku k dalSimu testovani. Vzhledem k tomu, ze se CAR a PXR zastupuji ve svych

funkcich, bylo pro nase snazeni kli¢ové identifikovat latku, kterd nebude ovliviiovat PXR.

Slibnym zjisténim bylo, ze latka 1A nevykazuje aktivaci PXR (obr. 15). Podobné se
zachovala i latka MV1F. Jak bylo uvedeno, PXR ma vysokou afinitu ke xenobiotiktim,
pusobi jako obecny xenosensor (Ma et al., 2008). Identifikace latek, které ovliviiuji CAR,

ale nezasahuji do PXR, nejsou cetné.
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K verifikaci afinity latek ke CAR jsme pfistoupili za pouziti metody two-hybrid assay.
Rozsitili jsme skupinu testovanych latek (obr. 16). Ty velmi efektivné kompetovaly

s CITCO o CAR. Latka 1A vykazovala vysokou afinitu v testované skupin€.

Pti srovnani vysledki two-hybrid assay a gene reporter pro latky MV1F, MV1Br a 1A
miizeme vidéet, ze latka 1A v obou téchto metodach velmi signifikantné snizila aktivitu
CAR. Latky MVIF a MVI1Br mohly antagonizovat CAR v two-hybrid assay, ale ne
v gene reporter assay. Data ukazuji dilezitost komplementarnich metod, které jsou
zaloZzené na jiném mechanismu. MV1Br navic ovlivnila funkci PXR, coZ neni pro
dosazeni naSich cilti Zadouci.

Budoucim krokem v projektu musi byt testovani latek k dalSim potencidlnim cilim (NR)
a nasledné potvrzeni selektivity latek ke CAR. Dale bude tteba ovéfit efekt latky
v pokrocilejSim in vitro modelu (napt. primarnich lidskych hepatocytech). Latka 1A ma
zatim nejlepsi profil vlastnosti a mohla by se stat prekurzorem pro dalsi syntézu CAR

antagonistil s cilovymi vlastnostmi.
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8. Zavér
Zaveérem této diplomové prace je, Ze se ndm podafilo potvrdit antagonistu CAR, latku
1A, kterd neptisobi aktivacné na PXR. Vysledky prace mohou pomoci identifikovat malé

molekuly, které umoZzni studovat unikatni funkce CAR bez sou€asného ovlivnéni aktivity

PXR.
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