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Abstrakt

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR) hraje v organismu vyznamnou roli xenosenzoru,
a proto je hojné¢ exprimovan v ledvinach, jatrech, zlu¢niku a v epitelu tenkého streva, kde
dochazi k biotransformaci xenobiotik. CAR je také dualezitym faktorem pro eliminaci
zlucovych kyselin a bilirubinu. Taktéz se ukazalo, ze CAR mé vyznamnou roli v regulaci
metabolismu glukézy a lipidii. Naruseni metabolismu tukti a glukozy je ¢astou pfi¢inou
kardiovaskularnich a metabolickych onemocnéni, jako jsou ateroskler6za, cukrovka druhého
typu, obezita a inzulinova rezistence. Tento stav nazyvame metabolickym syndromem a
miva za nésledek vazné poskozeni orgdnt. Diky schopnosti ovliviiovat metabolismus se
CAR, respektive jeho komplex s RXRa (retinoidni X receptor a), stal slibnym biologickym
cilem pro vyzkum potencialnich 1é¢iv metabolického syndromu. Cilem této diplomové prace
byla ptedevSim strukturni charakterizace proteinového komplexu CAR/RXRa spolu
s agonistou IV676*HCI, kterd by detailn€ popsala interakci této malé molekuly s

receptorem. Ziskané strukturni informace by byly vyuzity pfi navrhu novych agonisti.

Kli¢ova slova: jaderny receptor, konstitutivni androstanovy receptor, biofyzikalni

charakterizace



Abstract

The constitutive androstane receptor (CAR) plays an important role as a xenosensor in the
organism and is therefore widely expressed in the kidney, liver, gallbladder and in the small
intestine epithelium, where the biotransformation of xenobiotic occurs. CAR is also an
important factor in the elimination of bile acids and bilirubin. CAR has also been shown to
have an important role in regulation of glucose and lipid metabolism. Impairment of lipid
and glucose metabolism is a common cause of cardiovascular and metabolic diseases such
as atherosclerosis, type 2 diabetes, obesity and insulin resistance. These diseases are called
metabolic syndrome and result in severe organ damage. CAR respective its complex with
RXRa (retinoid X receptor o) has become a promising biological target for drug discovery
for metabolic syndrome. The major aim of this study was a structural characterization of the
CAR/RXRa protein complex together with the agonist IV676*HCI, which would describe
in detail the interaction of this small molecule with the receptor. Obtained structural

information would be used to design improved agonists.

Key words: nuclear receptor, constitutive androstane receptor, biophysical characterization
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1. Teoreticky uvod

1.1 Jaderné receptory

Nejvetsi skupinu  transkripénich faktorti v eukaryotnich bunikach tvofi superrodina
strukturn€ podobnych proteinli ozna¢ovanych jako jaderné receptory. Biologicka aktivita
téchto receptorii je regulovdna vazebnymi partnery, kterymi nejCastéji byvaji steroidni
hormony, jako je naptiklad testosteron, aldosteron, estrogen, kortizol, progesteron a dalsi.
Krom¢ steroidnich hormonti se mezi vazebnymi partnery vyskytuji i nesteroidni slouc¢eniny,
jako je naptiklad 9-cis retinova kyselina, zlucové kyseliny a dal§i. Jaderné receptory
rozeznavaji specifickd mista na DNA, na ktera se vazou a pisobi jako transkripéni
regulatory. Postupem casu byly diky sekvenénim podobnostem objeveny dal§i jaderné
receptory, jejichz pfirozeni vazebni partneti nebyli nalezeni. Predpoklada se, ze by mohlo jit
o endogenni slou¢eniny nebo metabolické produkty. Tyto receptory byly pojmenovany jako

jaderné osifelé receptory [1, 2].

Jaderné receptory reguluji Siroké spektrum fyziologickych procesii: metabolismus, bunécné
d€leni, imunitni reakce, vyvoj, reprodukci, udrzovani homeostazy a dal§i. Kromé
fyziologickych procesli ovliviiuji 1 mnohé patologické procesy, jako je nadorové bujeni,
neurologické a psychiatrické syndromy, poruchy imunity, cukrovka, revmatoidni artritida,
astma, hormonalni rezistence, poruchy kardiovaskularniho systému, metabolicky syndrom,
predcasné starnuti a dalsi [3-7]. Jaderné receptory jsou i pies svoji dlouhou historii velmi

zajimavymi cili nejen pro akademicky vyzkum, ale zejména pro vyzkum potencialnich 1é€iv.
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1.2 Strukturni podobnost jadernych receptoru

Prestoze jsou biologické procesy fizené jadernymi receptory velmi rozséhlé, maji tyto
proteiny pozoruhodnou strukturni podobnost. Nejvétsi homologie se vyskytuje v
aminokyselinové sekvenci domény vazajici DNA, takzvané DBD domény (z angl. DNA-
binding domain), kterou tvoii dva zinkové prsty. Dale se pak vyskytuje v doméné vazajici
malé molekuly, takzvané LBD doméné (z angl. ligand-binding domain) [8]. Rozlozeni
domén je vyobrazeno v Obr. 1 (A). Jak naznacuje jeji nazev, DBD doména zprostiedkovava
vazbu receptoru na specifické sekvence DNA. LBD doména pak zprostiedkovava vazbu na
malé molekuly, kterymi jsou obvykle molekuly lipofilniho charakteru. Schopnost LBD
domény regulovat transkripci je fizena a-helixem na C-konci proteinu, nazyvanym AF-2.
Vazba malé molekuly na receptor zptisobi konforma¢ni zménu domény, kterd je po navazani

na DNA schopna spustit transkripci vybranych genti (Obr. 1 (C,D)).

Nejméné konzervovanou oblasti jadernych receptori je transaktivaéni doména — TD (z angl.
transactivation domain), ¢asto nazyvana jako AF-1 (Obr. 1 (A)). AF-1 doména vykazuje
variabilitu jak v délce, tak v aminokyselinové sekvenci u riznych c¢lenti superrodiny
jadernych receptorii. Nejprve se myslelo, ze se jedna o vysoce selektivni oblast proteinu
v disledku interakci této domény s jinymi jadernymi receptory. Tyto proteinové komplexy
jsou nasledné¢ zodpovédné za specifitu receptoru. Nicméné dnes jiz vime, Ze specifita

receptoru neni vyhradné ovlivnéna jen témito proteinovymi komplexy [1, 9, 10].
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(A)

Obr. 1 — (A) Schematické rozloZzeni domén jadernych receptorti. (B) DBD doména
s fragmentem DNA tvofena dvéma zinkovymi prsty (6XWH). (C) LBD doména bez
vazebného partnera (6HN6). (D) LBD doména s navazanym, rizoveé vyzna¢enym vazebnym
partnerem (1FBY). V casti (C) a (D) je tyrkysovou barvou vyznacen C-koncovy a-helix
nazyvany AF-2. Vazba malé molekuly na receptor zplsobi konforma¢ni zménu domény,
ktera je poté schopna spustit transkripci vybranych gentll. V zavorkéch jsou uvedeny kody

struktur ulozenych v PDB databdazi.
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1.3 Klasifikace jadernych receptort

Superrodinu jadernych receptorti mizeme rozdélit do 7 podrodin na zakladé jejich sekvencni

podobnosti.

Podrodina 0: Tato podrodina zahrnuje atypické receptory: DAX-1 (z angl. dosage-sensitive
sex reversal-adrenal hypoplasia congenital critical region on the X chromosome, gene 1) a
receptor, ktery se nazyva kratky heterodimerni partner - SHP (z angl. short heterodimer
partner). Tyto dva receptory jsou jedine¢né tim, ze obsahuji pouze LBD doménu. Tvofi

heterodimery s jinymi jadernymi receptory a spolu s nimi reguluji transkripei [11, 12].

Podrodina 1:Tato rozsahla podrodina je tvofena receptory hormoni $titné zlazy - TR (z angl.
thyroid hormone receptor), receptory kyseliny retinové - RAR (z angl. retinoic acid
receptor), receptory aktivovanymi proliferitorem peroxisomu - PPAR (z angl. the
peroxisome proliferator-activated receptor), reverznich Erb receptorti - REV-ERB (z angl.
reverse Erb receptor), farnesoidnich X receptorti - FXR (z angl. farnesoid X receptor),
jaternich X receptori - LXR (z angl. liver X receptor) a receptort vitaminu D - VDR (z angl.
vitamin D receptor). Tyto proteiny jsou regulovany fadou lipofilnich molekul, jako jsou

hormony §titné Zlazy, mastné kyseliny, zZlucové kyseliny a steroly [13].

Podrodina 2: Tato podrodina obsahuje osifelé receptory, jako jsou retinoidni X receptory -
RXR (z angl. retinoic X receptor), transkripéni faktory kufeciho ovalbuminu - COUP-TF (z
angl. chicken ovalbumin upstream promoter transcription factors) a hepatocyticky jaderny
faktor 4 - HNF4 (z angl. hepatocyte nuclear factor 4). U vSech téchto osifelych receptort
bylo prokdzano, Ze se vaZou na mastné kyseliny. RXR ma zvlastni vyznam, protoZe tvoii
heterodimerni komplexy s mnoha jadernymi receptory a je jedinym ve skupiné se zndmym

aktivujicim ligandem, kyselinou 9-cis retinovou [13].
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Podrodina 3: Tato podrodina zahrnuje steroidni receptory, které jsou klicovymi regulatory
fady metabolickych, reprodukcnich a vyvojovych procesti. Zahrnuje androgenni receptor -
AR (z angl. androgen receptor), progesteronovy receptor - PR (z angl. progesteron receptor),
glukokortikoidovy receptor - GR (z angl. glucocorticoid receptor), mineralokortikoidovy
receptor - MR (z angl. mineralocorticoid receptor) a dva uzce souvisejici estrogenové
receptory - ERa a Erf (z angl. estrogen receptor). Hormony odvozené od cholesterolu, jako

je kortizol a estrogen, reguluji steroidni receptory prostiednictvim piimé vazby [13, 14].

Podrodina 4: Tato podrodina obsahuje osifelé jaderné receptory nervového rustového
faktoru 1B - NGF1-B (z angl. nerve growth factor 1-B), Nurr faktor 1 - NURR1 (z angl.
Nurr-related factor-1) a osifelého neuronového receptoru - NOR-1 (z angl. neuron-derived

orphan receptor-1). Tyto proteiny jsou potiebné pro vyvoj a udrzbu neuronové sité [13].

Podrodina 5: Tato skupina obsahuje steroidogenni faktor 1 - SF-1 (z angl. steroidogenic
factor 1) a jaterni receptor homolog-1 - LRH-1 (z angl. liver receptor homolog-1). I kdyZ se
stale obecné klasifikuji jako osifelé jaderné receptory, ditkazy naznacuji, Ze tyto proteiny
jsou regulovany fosfolipidy. SF-1 a LRH-1 jsou zivotné dulezité pro vyvoj a metabolismus

[13, 15].

Podrodina 6: Tato skupina obsahuje pouze jeden receptor, zdrodecny bunécny jaderny
faktor - GCNF (z angl. germ cell nuclear factor). Tento protein se fadi do své vlastni
kategorie kvuli vyraznému rozdilu v jeho LBD doméné. Neobsahuje a-helix na C-konci

proteinu, takzvany AF-2 helix, diky kterému je doména schopna regulovat transkripci [13].

Kompletni pfehled zastupcii jadernych receptort zatazenych do podrodin s ligandy, které je

aktivuji, je vypsan v tabulce 1.

16



Podrodina Jméno Zkratka Ligand

0B DAX-1 DAX-1 Neznamy
Kratky heterodimerni partner SHP Neznamy

1A Receptor hormont §titné zlazy-o TRa Hormony §titné zlazy
Receptor hormont §titné zlazy-3 TRB Hormony stitné zlazy

1B Receptor kyseliny retinové-o RARa Kyselina retinova
Receptor kyseliny retinové-f RARB Kyselina retinova
Receptor kyseliny retinové-y RARy Kyselina retinova

1C Receptor aktivovany proliferatorem peroxisomu-o PPARa Mastné kyseliny
Receptor aktivovany proliferatorem peroxisomu-f3 PPATP Mastné kyseliny
Receptor aktivovany proliferatorem peroxisomu-y PPARy Mastné kyseliny

1D Reverzni Erb receptor-o REV-ERBa Hem
Reverzni Erb receptor-§ REV-ERBB Hem

1E Farnesoidni X receptor-o FXRa ZluGova kyselina
Farnesoidni X receptor-8 FXRp Neznamy

1F Jaterni X receptor-a LXR a Oxysteroly
Jaterni X receptor-8 LXRp Oxysteroly

1G Receptor vitaminu D VDR 10,25-dihydroxyvitamin D3
Pregnanovy X receptor PXR Xenobiotika
Konstitutivni androstenovy receptor CAR Xenobiotika

2A Hepatocytarni jaderny faktor 4-o HNF4a Mastné kyseliny
Hepatocytarni jaderny faktor 4-3 HNF43 Mastné kyseliny

2B Retinoidni X receptor-o RXRa Kyselina 9-cis retinova
Retinoidni X receptor-f3 RXRp Kyselina 9-cis retinova
Retinoidni X receptor-y RXRy Kyselina 9-cis retinova

2C Testikularni receptor 2 TR2 Neznamy
Testikularni receptor 4 TR4 Neznamy

2E Receptor specificky pro fotoreceptorovou buiiku PNR Neznamy

2F Transkripéni faktor kufeciho ovalbuminu-o COUP-TFa Neznamy
Transkripéni faktor kufeciho ovalbuminu-f3 COUP-TFB Neznamy
Transkripéni faktor kufeciho ovalbuminu-y COUP-TFy Neznamy

3A Estrogenovy receptor-o ERa Estrogen
Estrogenovy receptor-f§ ERB Estrogen

3B Estrogenu piibuzny receptor-a ERRa Neznamy
Estrogenu pfibuzny receptor- ERRB Neznamy
Estrogenu pfibuzny receptor-y ERRy Neznamy

3C Androgenni receptor AR Androgen
Glukokortikoidni receptor GR Glukokortikoidy
Mineralokortikoidni receptor MR Mineralokortikoidy
Progesteronovy receptor PR Progesteron

4A Receptor nervového rustového hormonu 1B NGF1-B Neznamy
Nurr faktor 1 NURRI1 Nenasycené mastné kyseliny
Osifely neuronovy receptor NOR-1 Neznamy

5A Steroidogenni faktor 1 SF-1 Fosfolipidy
Jaterni receptor homolog-1 LRH-1 Fosfolipidy

6A Zarode¢ny bunéény jaderny faktor GCNF Neznamy

Tabulka 1 — Superrodina lidskych jadernych receptort, jejich nazvy, zkratky a ligandy,

které¢ je aktivuji [13].
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1.4 Mechanismy ucinku jadernych receptort

Jaderné receptory se od sebe lisi také mechanismem ucinku, podle néhoz je mizeme délit

do 4 typu [9, 13, 16, 17].

Typ I: Nejcastéjsimi zastupci tohoto typu jsou steroidni receptory, které jsou aktivovany
steroidnimi hormony jako naptiklad estrogeny, androgeny, progestageny a kortikoidy. Tyto
receptory se nachazeji v cytoplazmé a tvoii proteinové komplexy s chaperonovymi proteiny
— HSP (z angl. heat shock protein). Po aktivaci, tedy po navazani ligandu na receptor,
proteinovy komplex s HSP disociuje a receptor se pfemistuje do jadra bunky. V jadru tvofi
homodimer a vaze se na specifické useky DNA obsahujici dva stejné protichiidné sekvencni

motivy (Obr. 2 (A)).

Typ II: Receptory tohoto typu jsou napiiklad RAR a LXR. Vyskytuji se v jadie bunky.
V nepiitomnosti aktiva¢niho ligandu je receptor v konformacnim stavu, ktery uptednostiuje
vazbu korepresorovych proteini. Tyto proteiny aktivuji histonové deacetylazy, tedy
enzymy, které posiluji asociaci histonti s DNA, a tim potlacuji transkripci cilovych gent.
Vazba aktivacnich ligandii na jaderné receptory vyvolava konformaci receptoru, ktery
prednostné vaze koaktivatorové proteiny. Tyto proteiny cCasto maji vlastni
acetyltransferazovou aktivitu, ktera oslabuje asociaci histoni s DNA, a tim podporuji
transkripci genll. Takto aktivované receptory bézné tvoii heterodimery s RXR a vaZou se na

specifické opakujici se sekvence DNA (Obr. 2 (B)).

Typ I1I: Tento typ receptorit ma obdobny mechanismus uc¢inku jako receptory druhého typu.
V jadie ovSem tyto receptory tvoii homodimery a vazou se na specifické opakujici se

sekvence DNA. Ptikladem receptoru tfetiho typu je naptiklad VDR (Obr. 2 (C)).

Typ 1V: Tento typ receptorti ma podobny mechanismus ucinku jako receptory druhého typu,
s tim rozdilem, Ze se tyto receptory vazou na DNA v podobé monomeru a rozpoznavaji delsi

specifické sekvence. Piiklady typu IV jsou LRH-1 a SF-1 (Obr. 2 (D)).
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Obr. 2 — Schéma mechanisma ucinku jadernych receptord. (A) Receptory typu I jsou
umistény v cytoplazmé v komplexu s chaperonovymi proteiny. Po navazani ligandu je
receptor uvolnén z tohoto komplexu a je transportovan do jadra, kde se typicky vaze na
palindromické sekvence DNA v podobé¢ homodimeru a reguluje transkripci. (B) Receptory
typu Il jsou lokalizovany v jadfe. Vazba ligandu na receptor spusti acetyltransferdzovou
aktivitu koaktivatorovych proteind, ktera oslabuje asociaci histoni s DNA a tim podporuje

transkripci gend. B&zné tvoii heterodimery s RXR a vézou se na specifické opakujici se

sekvence DNA. (C) Typ III méa obdobny mechanismus jako #yp II s tim rozdilem, Ze tvofi

homodimery. (D) 7yp IV ma obdobny mechanismus jako #yp II stim rozdilem, ze tvoii

monomery a vaze se na delsi specifické sekvence DNA. Obrazek byl vytvoren dle [13].
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1.5 Retinoidni X receptory

Prvni identifikovany retinoidni X receptor oznacovany jako RXRa byl ptivodné ptifazen do
podrodiny jadernych ositelych receptort [18]. Specificky vSak reagoval na vysoké
koncentrace kyseliny all-trans retinové, které ho aktivovaly. Dale bylo zjisténo, Ze jeho
dalsim vazebnym partnerem je kyselina 9-cis retinova. Stejné tak s témito vazebnymi

partnery reagovaly pozdéji objevené isoformy téhoz receptoru RXR[3 a RXRy [18-20].

RXR receptory byly identifikovany jako nezbytné faktory pro ucinnou vazbu na DNA
nékolika ¢lenti superrodiny jadernych receptorti. Bylo prokézano, ze tvofi heterodimerni
struktury s jinymi jadernymi receptory [21]. Dalsi studie ukazaly, ze RXR muze také tvotit
homodimer RXR/RXR, coz naznacuje existenci nezavislé RXR signalni drahy [18, 22].
Diky témto vlastnostem jsou RXR receptory mezi ¢leny rodiny jadernych receptort
jedinecné. Navzdory Cetnym studiim od jejich pocatecniho objevu, stale jesté neexistuje

shoda ohledné jejich hlavni biologické role.

Ackoli mnohé tyto zékladni otazky stale jeste zlistavaji nezodpovézeny nebo jsou odpovédi
kontroverzni, je jasné, Ze RXR receptory jsou dileZitymi hraci v né€kolika biologickych
signalnich dradhach. Tvofi mnoho heterodimerii s vazebnymi partnery z fad clent
superrodiny jadernych receptort a funguji jako transkripcni faktory, které jsou aktivované
vazbou malé molekuly. Diky tomu se zde oteviraji terapeutické ptilezitosti, jak dokazuje
klinické pouziti RXR-selektivnich malych molekul oznacovanych jako rexinoidy, které se

pouzivaji k 1écbé rakoviny a metabolickych poruch [17, 19, 23, 24].
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1.6 Konstitutivni androstanovy receptor (CAR)

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR) je protein, ktery je v lidském genomu kédovan
genem NR1I3. K jeho objevu doslo v roce 1994 a byl fazen mezi osifelé jaderné receptory.
Poté vsak byli objeveni jeho vazebni partnefi a byl zafazen do prvni skupiny jadernych

receptortl (viz tabulka €. 1). Jeho mysi analog (mCAR) byl prvné popsan v roce 1997 [25].

V pribéhu let byly odhalovany jeho hlavni funkce. Zjistilo se, ze ma vliv na indukci genti
kédujici cytochromy P450, zejména na podrodinu CYP2B. Indukce téchto genil je
zprostiedkovana fenobarbitalem ¢i jinymi induktory, jako jsou polychlorované bifenyly,
fenytoin, TCPOBOP (1,4-bis[2-(3,5-dichlorpyridyloxy)]benzen) a dal§i. V experimentech
se ukazalo, ze CAR je nezbytnym faktorem pro indukci dalSich genti cytochromt P450,
podrodiny CYP2B10. Ma tedy velky vliv na metabolismus xenobiotik a v organismu

figuruje jako xenosenzor [26].

1.6.1 Exprese CAR

Jelikoz CAR v organismu hraje dilezitou roli xenosenzoru, je v hojné mife exprimovan ve
tkanich, kde dochazi ke vstupu a biotransformaci xenobiotik, pfevazné v jatrech a epitelové
tkani tenkého stfeva. Déle je CAR exprimovan v ledvinach, Zlu¢niku, plicich, kosternim
svalstvu, mozku a srde¢ni tkani. Jeho funkce v nékterych z téchto tkani vSak nebyly doposud

detailn¢ prozkoumény [26].

1.6.2 Funkce CAR

Kromé senzoru toxickych latek v organismu a indukce biotransformaénich enzymt hraje
CAR dulezité role 1 v jinych metabolickych drahach. M4 vyznam pii metabolismu
endogennich latek a tim pfispiva k udrzeni homeostazy vnitiniho prostfedi organismu. Dalsi
role ma v B-oxidaci mastnych kyselin, jaterni lipogenezi a glukoneogenezi Ve vétSiné
ptipadl plisobi v synergii s mnohymi dalSimi koregulatory a vytvaii slozité metabolické

drahy.
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1.6.2.1 Eliminace zluc¢ovych kyselin

Zlu¢ové kyseliny jsou velmi dilezité latky, které pomahaji emulgovat, vstiebavat a
transportovat lipidy ve stievé. Jejich produkce je velmi peclive fizena, ponévadz ve vyssich
koncentracich mohou mit toxicky ucinek. Experimenty na mySich potvrdily, ze CAR
indukuje transportni proteiny a enzymy dulezité pro eliminaci zluCovych kyselin. Indukuje

tvorbu sulfotransferazy 2A1, transportni protein MRP3 a cytochrom P450 CYP3AI11.

V dalsich experimentech na mysich, kterym byly vyjmuty geny pro receptory FXR a PXR,
bylo zjisténo, ze kyselina cholova zptsobila rapidni zvySeni koncentrace CAR. Lze tedy
pfedpokladat, ze FXR, PXR a CAR spolupracuji pti udrzovani homeostazy zlucovych
kyselin [25].

1.6.2.2 Eliminace bilirubinu

Bilirubin je zlu¢ové barvivo vznikajici rozpadem hemu v hladkém endoplazmatickém
retikulu retikuloendotelidlnich bun€k v jatrech, kostni dfeni a ve slezin€. Jeho nahromadéni

v organismu muze zapfiinit zloutenku nebo az fatalni encefalopatii.

CAR indukuje expresi biotransformacniho enzymu glukuronyltransferdzy UGT 1Al a
proteinového transportéru MRP2. UGT 1A1 vytvoti z bilirubinu ve vodé rozpustny
konjugat, ktery je pak pomoci MRP2 vyloucen do Zluci [25].

1.6.2.3 Metabolismus glukozy

Glukoneogeneze je diilezitym metabolickym procesem, kterym organismus udrzuje hladinu
gluko6zy v krvi. Spolu s odbourdavanim zasobniho glykogenu mé zasadni vyznam b&hem
hladovéni. Dulezité enzymy zapojené do glukoneogeneze jsou
fosfoenolpyruvatkarboxykinaza (PEPCK) a glukéza-6-fosfatiza (G6Paza). PEPCK
katalyzuje pfeménu oxalacetatu na fosfoenolpyruvat a G6Paza katalyzuje defosforylaci
glukoza-6-fosfatu. Na regulaci jaterni glukoneogeneze ma pozitivni vliv glukagon a

glukokortikoidy. Negativni vliv m4 inzulin a glukéza [27].

22



CAR interaguje s transkripénimi faktory hrajicimi dilezitou roli v indukci glukoneogennich
enzymt, jako je naptiklad transkrip¢ni faktor FoxO1. CAR spolu s inzulinem inhibuje vazbu

FoxO1 na promotory genti pro enzymy PEPCK a G6P4azu a tim potlacuje jejich indukci [25].

1.6.2.4 Metabolismus lipidu

Metabolismus lipidd v jatrech zahrnuje sekreci lipidii, P-oxidaci mastnych kyselin a
lipogenezi. V pribéhu lipogeneze se syntetizuji mastné kyseliny, které jsou dale preménény
na triglyceridy a uklddany do tukové tkané a jater. Lipogeneze zahrnuje i vychytdvani
volnych mastnych kyselin z krevni cirkulace a jejich konverzi na triglyceridy. Toto
vychytavani nastava pti nadbytku mastnych kyseliny v krevnim fecisti naptiklad pti obezité
¢i inzulinové resistenci. Nadmérné hromadéni triglyceridu v jatrech zptisobené zvySenou

lipogenezi miize vést az k steatdze [28].

Ukézalo se, ze CAR ma dulezitou roli v regulaci metabolismu lipidd. Indukuje expresi
proteinu Insig-1, ktery v endoplazmatickém retikulu blokuje aktivaci proteinu SREBP.
SREBP je transkrip¢ni faktor regulujici indukci genli dvou dileZitych proteinti v lipidovém
metabolismu: HMG-CoA reduktazy a LDL receptoru. Timto mechanismem sniZuje hodnoty

triglyceridi [25, 28].

Diky nedavné studii na mySich se zjistilo, Ze CAR ma pozitivni vliv v prevenci obezity a
také ve zmirnéni pribéhu cukrovky druhého typu. Ve studii byla mySim vyvolana obezita
dietou s vysokym obsahem tuku a byl jim podavan znamy CAR agonista TCPOBOP.
Aktivace CAR receptoru viditelné¢ vedla ke zmirnéni jiz rozvinuté obezity ¢i dokonce
k prevenci jejitho vzniku. Dalsi experimenty vedly ke zjisténi, Ze podavani TCPOBOP
mysim s cukrovkou druhého typu vyrazné zlepSuje inzulinovou senzitivitu. Pozitivni vliv
aktivace CAR receptoru na metabolismus je zpusoben nékolika faktory. Dochazi k inhibici

glukoneogeneze, lipogeneze a sekrece lipoproteinovych partikuli do krevniho ob&hu [29].

wrwe

onemocnéni, jako jsou aterosklerdza, cukrovka druhého typu, obezita a inzulinova

rezistence. Tento stav nazyvame metabolickym syndromem a miva za nasledek vazné
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poskozeni organt. Diky schopnosti ovliviiovat metabolismus se CAR stal slibnym

biologickym cilem pro vyzkum potencidlnich 1é¢iv metabolického syndromu.

1.6.3 Mechanismus aktivace

Podobné jako steroidni receptory se CAR nachdzi v cytoplazmé. V nedavné dobé bylo
zjisténo, ze pro jeho aktivaci nemusi dojit k pfimé vazb¢ ligandu na jeho LBD doménu, ale
muze byt aktivovan 1 takzvanou nepifimou cestou skrze signdlni drdhu receptoru

epidermélniho rastového faktoru — EGFR (z angl. epidermal growth factor receptor) [30].

Ptimou cestou lze CAR aktivovat naptiklad vazbou znadmého ligandu TCPOBOP. Po
navazani ligandu na LBD doménu receptoru dojde k aktivaci proteinové fosfatdzy PP2A (z
angl. protein phosphatase 2A), defosforylaci tyrosinu 38 a naslednému uvolnéni CAR
z proteinového komplexu CAR/Hsp90/CCRP. Po translokaci z cytoplazmy do bunécného
jadra vytvoti heterodimer s RXR a indukuje expresi cilovych genii (Obr. 3) [25].

Neptimou cestou lze aktivovat CAR prostfednictvim fenobarbitalu. Fenobarbital se vaze na
EGFR a zptsobuje defosforylaci proteinu RACK-1 (z angl. receptor of activated protein C
kinase-1). Nasledn¢ dojde k aktivaci proteinové fosfatdzy PP2A a receptor je aktivovan

stejnym mechanismem jako v ptipad¢ ptimé cesty (Obr. 3) [31].
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Obr. 3 — Schematické vyobrazeni mechanismu aktivace CAR - pfimou cestou skrze vazbu
ligandu TCPOBOP na LBD doménu a nepfimou cestou vyuzivajici signalni drahu receptoru

epidermélniho ristového faktoru.
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1.6.4 Struktura CAR v komplexu s RXRa
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Obr. 4 — Struktura heterodimeru CAR/RXRa v komplexu s nesteroidni slouceninou CITCO
(6-(4-chloramfenyl)imidazo[2,1-B][1,3]thiazole-5-carboaldehyde = O-(3,4-dichlorobenzyl)
oxime), mastnou kyselinou a SRC-1 peptidem (z angl. steroid receptor co-activator 1).
Oranzovou barvou je vyobrazena endogenni mastna kyselina a CITCO, které jsou zanofeny
v hydrofobnich kapsach proteintl. Cervenou barvou jsou vyobrazeny AF2 helixy, riZovou

barvou SRC-1 peptidy a Zlutou barvou 310 helixy. Obrazek byl vytvoten dle [32].
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2. Cile

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo detailné popsat, na atomarni Grrovni, interakci

ligandu IV676*HCI s konstitutivnim androstanovym receptorem.

Specifickymi cili diplomové prace byla:

e Exprese a purifikace rekombinantnich proteinit CAR a RXR
e Biofyzikalni charakterizace komplexu CAR/RXR
o Krystalizace komplexu CAR/RXR s vazebnymi partnery
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3. Materialy a pristroje
3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

-merkaptoethanol Sigma-Aldrich

Agarosa Serva,

Akrylamid/Bisakrylamid Rotiphorese gel 30 (37,5:1), Carl
Roth

Ampicilin Carl Roth

Coomassie Brilliant Blue G 250

Sigma-Aldrich

Dihydrogenfosfore¢nan draselny Penta
Dodecylsiran sodny (SDS) Sigma-Aldrich
Ethanol Penta
Ethidium bromid Carl Roth
Glukoza Carl Roth
Glycerol Sigma-Aldrich
Glycin Sigma-Aldrich
Hydrogenfosfore¢nan sodny Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny Penta

Chlorid hore¢naty Penta

Chlorid sodny Penta
Imidazol Sigma-Aldrich
Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) Sigma-Aldrich
Kanamycin Carl Roth
Kvasni¢ny extrakt Carl Roth
Kyselina chlorovodikova Penta
Kyselina octova Lachema
Laktoza Carl Roth
Methanol Penta
N,N,N’,N*-tetramethylethylendiamin (TEMED) | Sigma-Aldrich
Ni-NTA agarosa Protino
Persiran amonny Sigma-Aldrich
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Siran amonny Penta

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Sigma-Aldrich

Trypton Carl Roth

3.1.2 Pouzité pufry, roztoky a média

Elektoforéza v polyakrylamidovém gelu
o Elektrodovy pufr (Tris-glycinovy pufr): 25 mM Tris HCI, pH 8,8; 0,25 M glycin,
0,1% (w/w) SDS,
o Vzorkovy pufr: 125 mM Tris pH 6,8; 20% (v/v) glycerol, 0,2% (v/v) bromfenolova
modf, 4% (w/v) SDS, 10% (v/v) B-merkaptoethanol

e Standard molekulovych vah: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10-250
kDa, Thermo Fisher Scientific

Detekce proteinii v polyakrylamidovém gelu

o Vyvolavaci roztok: 0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G 250, 50% (v/v)

methanol, 10% kyselina octova

Transformace plazmidovou DNA a proteinové exprese v bakteriich
o LB médium (Luria-Bertani): 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1 % (w/v) trypton, 85
mM chlorid sodny
o 7Y médium: 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 85 mM
chlorid sodny, 6 mM laktéza, 2,8 mM glukoza, 0,5% (v/v) glycerol, 1 mM MgCl,,
50 mM KH,PO,, 50 mM Na,HPO,, 25 mM (NH,),SO,

Izolace proteint

e Lyzacni pufir: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, 3 mM f3-
merkaptoethanol, 10% glycerol
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Afinitni chromatografie na Ni-NTA agarozovém resinu

e Ekvilibracni pufir: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 300 mM NacCl, 20 mM imidazol, 3 mM
B-merkaptoethanol, 10% glycerol

e  Promyvaci pufr A: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 300 mM NaCl, 20mM imidazol, 3 mM
B-merkaptoethanol, 10% glycerol

e Promyvaci pufir B: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 M NaCl, 20 mM imidazol, 3 mM f3-
merkaptoethanol, 10% glycerol

o  Promyvaci pufr C: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 300 mM NaCl, 30 mM imidazol, 3
mM B-merkaptoethanol, 10% glycerol

o Promyvaci pufr D: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 300 mM NaCl, 40 mM imidazol, 3
mM B-merkaptoethanol, 10% glycerol

o  Eluéni pufi: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 300 mM NaCl, 300 mM imidazol, 3 mM [3-
merkaptoethanol, 10% glycerol

Gelova permeacni chromatografie
o Ekvilibraéni pufir: 25 mM Tris-HCl, pH 8,0; 200 mM NaCl, 3 mM f-
merkaptoethanol, 10% glycerol

Komerc¢ni sady krystaliza¢nich roztoku
e JCSGI

JCSG II

e JCSGIII

e JCSGIV

e Morpheus
e ProPlex

¢ Neo

Cirkularni dichroismus

e PBS pufr: 10 mM Na;HPOy4, 1.8 mM KH>PO4, pH 7,4; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl
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Analyticka ultracentrifugace

e Tris pufr: 25 mM Tris-HCI, pH 8,0; 200 mM NaCl, 3 mM B-merkaptoethanol

3.1.3 Enzymy, peptidy a ligandy

e Ulpl: Protedza ptipravena rekombinantné¢ ve Skolici laboratofi. Obsahuje
histidinovou kotvu na N-konci.

e SRCI: Peptid syntetizovany v laboratofi Dr. Pavla Majera na UOCHB AV CR v.v.i.
Sekvence peptidu: ERHKILHRLLQEG.

o IV676*HCI: Agonista CAR receptoru, pfipraveny v laboratoti Mgr. Radima Nencky
PhD na UOCHB AV CR v.v.i. Struktura ligandu je vyobrazena na Obr. 5.

=N
/ Cl
N HCl
S Cl
\]‘\I’N

NH,
O

Obr. 5 — Struktura ligandu IV676*HCI.

3.1.4 Bakterialni kmeny a expresni plazmidy

Escherichia coli NiCo21 (DE3), New England BioLabs: Chemicky kompetentni bunky E.
coli odvozené od BL21 (DE3). Rekombinantni proteiny znacené polyhistidinovou kotvou,
které jsou izolovany pomoci afinitni chromatografie (napf. na Ni-NTA nosici), jsou Casto
kontaminovany endogennimi proteiny s afinitou pro nikelnaté ionty. Proteinovy expresni
kmen NiCo21 (DE3) byl navrZen tak, aby minimalizoval kontaminaci endogennimi proteiny

pfi afinitni chromatografii.
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P209: Plazmid pro heterologni expresi lidského proteinu RXRa (227-456). Obsahuje umély
gen (syntetizovany firmou Eurofins) kodujici RXRa (227.456) v expresnim vektoru typu
pSUMO. RXRa (227-456) je kontrolovan indukovatelnym T7 promotorem a pii expresi
poskytuje proteinovy produkt ve formatu: 6xHis (histidinova kotva) — SUMO — RXRa (227-

456)-

p210: Plazmid pro heterologni expresi lidského proteinu CAR (103-351). Obsahuje umély gen
(syntetizovany firmou Eurofins) kodujici CAR (103-351) v expresnim vektoru typu pKUMO.
Expresni vektor pPKUMO je odvozen z expresniho vektoru pRSFD vneSenim genu pro
SUMO protein. CAR (103-351) je kontrolovan indukovatelnym T7 promotorem a pii expresi
poskytuje proteinovy produkt ve formatu: 6xHis (histidinova kotva) — SUMO — CAR (13-

351).

3.1.5 Ostatni material

e Chromatograficky nosi¢: HisPur™ Ni-NTA, Thermo Fisher Scientific

e Koncentrdatory: Amicon® Ultra 3K a Microcon®, Millipore Irealand Ltd.
e Dialyzacni membrana: Membra-cel® 14 kDa, Carl Roth

e Krystalizacni desticky: Intelli-plate102-0001-20,Art Robbins Instruments

3.2 Pristroje

Centrifugy Avanti Centrifuge J301, rotor JLA-16.250,
Beckmann Coulter

Avanti Centrifuge J-265 XPI, rotor JLA-9.1000,

Beckmann Coulter

Allegra X-15 R Centrifuge, rotor SX47910A,

Beckmann Coulter

Centrifuge 5418, rotor FA-45-18-1, Eppendorf
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FPLC

Sonikator

Blokovy termostat

Aparatura pro elektroforézu

Krystaliza¢ni roboti

pH metr

Rotaéni inkubator

Nylonové smycky

Vortex

Optima AUC-Absorbance/Interference, rotor An-50
Ti, Beckmann Coulter
Centrifuge 5424 R, rotor FA-45-24-11, Eppendorf

AKTA purifier, GE Healthcare Life Sciences

QSonica Q700, Sonicator
Sonda: model CL-334

SBH130D, Stuart

Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad

Zdroj PowerPac Basic, Bio-Rad

CrystalGryphon, Art Robbins Instruments

Mosquito Crystal, TTP Labtech

HI 3220 pH ORP Meter, Hanna instrument

Innova 44, New Brunswick

Incubation Mini Shaker, VWR international

MiTeGen

Gene 2, Scientific Industries
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Vodni lazen

Predvazky

Analytické vahy

Spektrofotometry

Magnetick4 michacka

Autoklav

Inkubétor

Rotaéni michacka

Susicka

Mikroskopy

Rotaéni anoda

CD spektropolarimetr

JB Aqua 2 Plus, Grant

EMB 500-1, Kern

Adventurer Pro, Ohaus

Spectophotometer ND-1000, Nanodrop

BioPhotometr plus, Eppendorf

Jenway 1000, Hotplate and Stirrer

Unisteri HP 336-1

Memmert IPP 400

TubeRoller, Bechmark Scientific Inc.

Slab gel dryer model GD 2000, Bio-Rad

SZX10, Olympus

JANSi UVEX, JAN Scientific Inc.

MicroMax™-007 HF Microfocus

J-1500, Jasco
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4. Metody

4.1 Transformace bakterialniho kmene Escherichia coli NiCo21

(DE3) expresnimi plazmidy

Bakterialni suspenze chemicky kompetentnich bunék E. coli NiCo2l1 (DE3) byly
transformovany pfipravenymi expresnimi plazmidy pomoci metody teplotniho Soku [33].
Do 100 pl bunék byl ptidan 1 pl plazmidu a smés byla drzena 30 minut na ledu. Nasledn¢
byla smés 45 sekund inkubovéana ve vodni l4zni o teplot¢ 42 °C a poté 5 minut na ledu.
K takto transformované bakterialni suspenzi bylo ptidano 300 pul LB média a vysledna smés
byla inkubovéna pfi teploté 37 °C v rotacnim inkubatoru Incubation Mini Shaker po dobu 1

hodiny.

Po 1 hodiné kultivace byla suspenze rozetfena na LB agarovou plotnu s antibiotikem
(ampicilin 100 pg/ml nebo kanamycin 50 pg/ml v zavislosti na expresnim plazmidu) a poté

byla ptes noc ponechdna pii 37 °C v inkubatoru Memmert IPP 400.

4.2 Heterologni exprese CAR

Jedna kolonie bakterii transformovanych (kapitola 4.1 str. 36) expresnim plazmidem p210
(kapitola 3.1.4 str. 32) byla pfenesena do 100 ml LB média s kanamycinem (50 pg/ml) a
byla pfes noc kultivovana v rotaénim inkubatoru Innova 44 pfi teploté 37 °C a otackach 220

ot./min.

Takto pfipravené inokulum bylo vyuZito na zaockovani LB médii s kanamycinem (50
png/ml). Do 1 1 LB média ve 21 Erlenmeyerové baiice bylo pfiddno 6 ml inokula. Bakterialni
kultury byly poté kultivovany pii teploté 37 °C a otackdch 220 ot./min v rota¢nim
inkubatoru. Kazdou hodinu byla na spektrofotometru BioPhotometr plus méfena hodnota
ODeoonm. Pfi dosaZeni hodnoty ODesoonm pfiblizné 0,8 byla indukovana exprese ptidanim
IPTG o vysledné koncentraci 300 pumol/l. Nésledné byla ztlumena teplota na 18 °C a

kultivace pokracovala pfes noc.
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Nasledujici den byla kultivace ukoncena a bunéénd biomasa oddé€lena centrifugaci (5000
ot./min, 8 min, 4 °C, Avanti Centrifuge J-265 XPI, rotor JLA-9.1000). Pelety byly

zamrazeny a ulozeny v -80 °C.

4.3 Heterologni exprese RXRa

Postup piipravy inokula pro heterologni expresi RXRa byl obdobny jako v ptipadé CAR
(kapitola 4.2 str. 36). Jedinou obménou bylo vyuziti expresniho plazmidu p209 (kapitola
3.1.4 str. 32) s resistenci na ampicilin. Ampicilin byl do 100 ml LB média ptidan do finalni

koncentrace 100 pg/ml.

Ptipravené inokulum bylo vyuzito na zaokovani autoindukénich ZY médii s ampicilinem
(100 pg/ml). Do 11 ZY média ve 21 Erlenmeyerové baiice bylo pfiddno 6 ml inokula.
Bakterialni kultury byly poté kultivovany pfi teploté 37 °C a otackach 220 ot./min v rotacnim
inkubatoru. Kazdou hodinu bylo na spektrofotometru BioPhotometr plus méfeno ODsoonm.
Pii dosazeni hodnoty ODsoonm ptiblizné 1,0 byla ztlumena teplota na 18 °C a kultivace

pokracovala pies noc.

Naésledujici den byla kultivace ukoncena a bunécné biomasa oddé€lena centrifugaci (5000
ot./min, 8 min, 4 °C, Avanti Centrifuge J-265 XPI, rotor JLA-9.1000). Pelety byly

zamrazeny a uloZeny v -80 °C.

4.4 lzolace proteinu

4.4.1 Disrupce bunék

Zamrazena bunécnd biomasa byla rozmrazena a resuspendovdna v lyzaénim pufru
vychlazeném na 4 °C (5 ml/g biomasy). Vznikld buné¢na suspenze byla sonikovana na
sonikatoru QSonica Q700. Vykon byl nastaven na 60% a bunécna suspenze byla intenzivné
chlazena na ledu. Uvolnény cytosol z rozbitych bakterialnich bunék byl oddélen centrifugaci

(30000 ot./min, 45 min, 4 °C, Avanti Centrifuge J-301, rotor JLA-16.250).
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4.4.2 Chromatografické metody
4.4.2.1 Afinitni chromatografie

Prvnim krokem purifikace zkoumanych proteinti byla afinitni chromatografie pomoci Ni-
NTA resinu. Resin byl nejprve promyt 50 ml ekvilibraéniho pufru a poté ho bylo ptidano 5
ml k bunéénému lyzatu. Smés bunécného lyzatu a Ni-NTA resinu byla inkubovéna na
rotacni michacce TubeRoller pfi teplot¢ 4 °C po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byla smés
odstedéna (1620 g, 2 min, 4 °C, Allegra X-15 R Centrifuge, rotor SX47910A) a supernatant
byl odstranén. Poté byl resin 3x promyt 50 ml promyvaciho pufru A, 1x 50 ml promyvaciho
pufru B a znovu 50 ml promyvaciho pufru A. Oddéleni resinu od supernatantu bylo
provedeno centrifugaci dle vySe uvedenych parametra. Takto vyciStény resin byl nanesen na
plastovou kolonku a proteiny z n¢j byly eluovany 8 ml elu¢niho pufru. Eluat byl posléze

analyzovan pomoci SDS-PAGE.

4.4.2.2 Stépeni Ulp1 proteazou a afinitni chromatografie

Po prvnim purifika¢nim kroku na Ni-NTA resinu byla od proteinovych konstruktti odStépena
histidinova kotva se SUMO proteinem. K proteinovému roztoku ziskanému v pfedchozim
kroku (kapitola 4.4.2.1 str. 38) byla ptidana Ulp1 protedza v poméru k substratu 1:50 (v/v).
Cilovy protein byl Stépen pies noc pii 4 °C a posléze byl dialyzovan proti ekvilibra¢niho

pufru.

Druhym purifikaénim krokem, jehoZ ucelem bylo oddéleni SUMO proteinu s histidinovou
kotvou od zbytku proteinového konstruktu, byla znovu afinitni chromatografie na Ni-NTA
resinu. Na kolonku s Ni-NTA resinem promytym ekvilibraénim pufrem byl nanesen
proteinovy roztok. Resin se nasledné promyval 8 ml promyvacich pufrt C a D a 8 ml

elucniho pufru. Frakce byly sbirany a nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE.

4.4.2.3 Gelova permeacéni chromatografie

Tretim purifikaénim krokem byla gelova permeaéni chromatografie. Pro ¢isténi cilovych
proteinti byly zvoleny kolony HiLoad 16/600 Superdex 75 prep grade o objemu 120 ml,
Superdex 75 increase 10/300 GL o objemu 24 ml a Superdex 200 increase 10/300 GL o
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objemu 24 ml. Kolona byla pfipojena na FPLC stanici AKTA purifier a nasledné byla
promyta ekvilibratnim pufrem. Proteinové roztoky byly nandSeny na kolonu
prostiednictvim 5 ml smycky piipojené k FPLC stanici. Elu¢ni profily byly analyzovany
spektrofotometricky pfi 280 nm. Frakce odpovidajici jednotlivym vrcholim v

chromatogramu byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

4.5 Elektroforéza

4.5.1 SDS-PAGE

SDS-PAGE gel se skladal ze zaostfovaciho gelu o slozeni 4% (v/v) Akrylamid/Bisakrylamid
(37,5:1); 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1% (w/v) SDS; 0,05% (w/v) (NH4),S,0g; 0,005%
(v/v) TEMED a dé¢liciho gelu o slozeni 15% (w/v) Akrylamid/Bisakrylamid (37,5:1); 375
mM Tris pH 8,8; 0,1% (w/v) SDS; 0,05% (w/v) (NH4),S,0g; 0,001% (v/v) TEMED.

Zpolymerizovany gel byl umistén do vertikalni polohy do aparatury Mini-PROTEAN Tetra
Cell a aparatura byla naplnéna elektrodovym pufrem. Proteinové vzorky byly v poméru 1:2
smichdny se vzorkovym pufrem a naneseny na SDS-PAGE spole¢né se standardem
molekulovych vah. Aparatura byla zapojena do zdroje PowerPac Basic. Elektroforéza

probihala pfi napéti 220 V a laboratorni teploté po dobu jedné hodiny.

Proteiny na SDS-PAGE byly detekovany pomoci barviciho vyvolavaciho roztoku a

naslednym odbarvenim pomoci destilované vody bylo dosazeno interpretovatelného gelu.

4.5.2 Suseni gelu

Gely byly za Gcelem dokumentace a archivace suseny na susicce slab gel dryer model GD

2000 pfti teploté 65 °C po dobu 90 minut.
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4.6 Priprava proteinového komplexu CAR/RXRa/SRC1

Vycisténé proteiny CAR a RXRa byly po poslednim kroku purifikace smichany v molarnim
pomeéru 1:1. K proteinové smési byl pfidan dvojnasobny molarni nadbytek peptidu SRCI.
Sm¢és byla inkubovéna pfi teploté 4 °C po dobu 2 hodin. Nasledn¢ byla za tcelem analyzy
vzniklého proteinového komplexu provedena gelova permeacni chromatografie (dle
kapitoly 4.4.2.3 str. 38) na kolon¢ Superdex 200 increase 10/300 GL. Frakce odpovidajici
jednotlivym vrcholim v chromatogramu byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (dle

kapitoly 4.5.1 str. 39).

4.7 Priprava proteinového komplexu CAR/RXRa/SRC1
s IV676*HCI

K pfipravenému proteinovému komplexu (dle kapitoly 4.6 str. 40) byl pfidan pétindsobny
molarni nadbytek ligandu IV676*HCI. Nasledné byla smés odstfedéna (10000 ot./min, 10
min, 4 °C, Centrifuge 5424 R, rotor FA-45-24-11) a sediment byl odstranén.

4.8 Cirkularni dichroismus

Proteinovy komplex CAR/RXRa/SRCI1 pfipraveny dle kapitoly 4.6 str. 40 byl dialyzovan
proti PBS pufru a koncentrovan na 0,5 mg/ml. Posléze byl proméfen na CD
spektropolarimetru J-1500 pti délce optické drahy 0,1 mm. Ziskand CD spektra byla pouzita
k vypoctu zastoupeni prvkil sekundarni struktury a tim i ke kontrole spravného sbaleni
proteinového komplexu. Méfeni bylo provedeno s pomoci pracovniki analytické laboratote

UOCHB AV CR v.v.i.
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4.9 Analyticka ultracentrifugace

Analyticka centrifugace byla provedena za ucelem zjiSténi oligomernich stavti proteini CAR
a RXRa a k charakterizaci proteinového komplexu CAR/RXRa/SRCI. Proteinovy komplex
CAR/RXRa/SRCI1 byl ptipraven dle kapitoly 4.6 str. 40 ve stechiometrickych pomérech
CAR:RXRa — 1:1, 1:2 a 2:1. Posléze byl spolu se samotnymi proteiny CAR a RXRa
dialyzovan proti tris pufru pro analytickou ultracentrifugaci. Takto pfipravené vzorky byly
analyzovany metodou sedimenta¢ni rychlosti na ultracentrifuze Optima AUC-
Absorbance/Interference, rotor An-50 Ti, Beckmann Coulter (480000 ot./min, 20 °C, pocet
snimk: 400, vinové délky: 280, 320 nm).

4.10 Proteinova krystalografie

4.10.1 Priprava krystalt

Pro ptipravu krystalii byla pouZita metoda difize par v uspotfadani sedici kapky. Pomoci
krystaliza¢niho robota CrystalGryphon bylo pipetovano 70 pl komerénich krystalizacnich
roztokli do rezervoari desti¢ek Intelli-plate102-0001-20. Nasledné byly krystalizacnim
robotem Mosquito Crystal pfipraveny sedici kapky vzniklé smichanim 200 nl
CAR/RXRa/SRCI1 s IV676*HCI ptipraveného dle kapitoly 4.7 str. 40 a 200 nl komer¢niho
krystalizaéniho roztoku z rezervodru. Takto ptipravené desticky byly poté pielepeny

prithlednou lepici paskou, aby se zabranilo Uniku par.

Pomoci optického mikroskopu Olympus SZX10 byly desticky kazdé 2 dny kontrolovany.

Proteinové krystaly byly zamraZeny v tekutém dusiku.

4.10.2 Méreni difrakce

Difrakéni experiment byl proveden pomoci médéné rotacni anody MicroMax™-007 HF
Microfocus. Za ucelem sniZeni radiacniho poskozeni byly krystaly kontinudlné chlazeny

parami tekutého dusiku na teplotu 100 K.
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5. Vysledky
5.1 Exprese a purifikace CAR

Bunécnd masa ziskand kultivaci bakterii E. coli NiCo21 (DE3) transformovanych expresnim
vektorem pro CAR (103-351) byla pouzita k purifikaci proteinu (dle kapitoly 4.2. str. 36.).
Proteinovy produkt pfipraveny heterologni expresi je fuzni protein ve formatu 6xHis
(histidinova kotva) — SUMO — CAR (103351. Samotny protein CAR je dlouhy 248

aminokyselin a ma molekulovou hmotnost 28418 Da.

Diky histidinové kotvé na fuznim SUMO — CAR proteinu byla uspésné k purifikaci pouzita
afinitni chromatografie pomoci Ni-NTA resinu (dle kapitoly 4.4.2.1 str. 38) Cistota eluatu
byla kontrolovdna pomoci SDS-PAGE dle kapitoly 4.5.1 str. 39 (Obr. 6 (A)).
K proteinovému vzorku byla ptfidana Ulpl protedza a posléze byl vzorek dialyzovan pies
noc pfi 4 °C do ekvilibraéniho pufru. Vzorek byl poté znovu nanesen na Ni-NTA resin za
ucelem oddéleni odstépeného SUMO proteinu s histidinovou kotvou od CAR dle kapitoly
4.4.2.2 str. 38). Sbirané frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 6 (B)).

(A) (B)

ST FT 1 2 3 4

kDa

100

CAR

10

Obr. 6 — SDS-PAGE sbiranych frakci po afinitni chromatografii na Ni-NTA resinu. (A)
Prvni purifikaéni krok s pomoci Ni-NTA resinu. ST MW — standard molekulovych

hmotnosti, 1 — eluovany vzorek pied Stépenim Ulpl proteazou, 2 - eluovany vzorek po
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Stépeni Ulpl protedzou. (B) Druhy purifikacni krok s pomoci Ni-NTA resinu. ST MW —
standard molekulovych hmotnosti, FT — protekla frakce, 1 — frakce po promyti ekvilibra¢nim
pufrem, 2 — frakce po promyti promyvacim pufrem C, 3 — frakce po promyti promyvacim

pufrem D, 4 — frakce po promyti elu¢nim pufrem.

Frakce FT, 1, 2 a 3 obsahujici od$tépeny cilovy protein CAR byly spojeny a koncentrovany
pomoci koncentratoru Amicon® Ultra 3K. Protein byl dale ¢istén gelovou permeacni
chromatografii na koloné Superdex 75 increase 10/300 GL dle kapitoly 4.4.2.3 str. 38. Elu¢ni
profil je vyobrazeny na Obr. 7 (A). Vrchol pii eluénim objemu 11,3 ml byl analyzovan na

SDS-PAGE (Obr. 7 (B)).
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Obr. 7 — (A) Chromatogram z gelové permeaéni chromatografie. Vertikdlnimi ¢arkami na

ose eluéniho objemu jsou vyznaceny analyzované frakce (1-5). (B) SDS-PAGE frakei 1-5,
ST MW — standard molekulovych hmotnosti

5.2 Exprese a purifikace RXRa

Bunééna masa ziskana kultivaci bakterii £. coli NiCo21 (DE3) transformovanych expresnim
vektorem pro RXRa (227.456) byla pouzita k purifikaci proteinu (dle kapitoly 4.3 str. 37).
Proteinovy produkt pfipraveny heterologni expresi je fuzni protein ve formatu 6xHis
(histidinova kotva) — SUMO — RXRa (227.456). Samotny protein CAR je dlouhy 229

aminokyselin a ma molekulovou hmotnost 26476 Da.
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Diky histidinové kotvé na fiznim SUMO — RXRa proteinu byla uspeésné k purifikaci pouzita
afinitni chromatografie pomoci Ni-NTA resinu (dle kapitoly 4.4.2.1 str. 38). Cistota eluatu
byla kontrolovana pomoci SDS-PAGE (Obr. 8 (A)). K proteinovému vzorku byla pfidana
Ulp1 proteaza a posléze byl vzorek dialyzovéan pies noc pii 4 °C do ekvilibra¢niho pufru.
Vzorek byl poté znovu nanesen na Ni-NTA resin za tcelem oddéleni odstépeného SUMO
proteinu s histidinovou kotvou od RXRa (dle kapitoly 4.4.2.2 str. 38). Sbirané frakce byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 8 (B)).

(A) (B)
ST FT 1 2 3 4
MW
kDa kDa =mmmm
—
100 s
17%0 70 -
56 - w -
@Y S («—SUMO-RXRa
3B W
35 - . * RXRa
25 - @ RxRra 25 |
~ @ + sumo
15
_— 15 B

Obr. 8 — SDS-PAGE sbiranych frakei po afinitni chromatografii na Ni-NTA resinu. (A)
Prvni purifikaéni krok s pomoci Ni-NTA resinu. ST MW — standard molekulovych
hmotnosti, 1 — eluovany vzorek pied Stépenim Ulpl proteazou, 2 - eluovany vzorek po
Stépeni Ulpl proteazou. (B) Druhy purifika¢ni krok s pomoci Ni-NTA resinu. ST MW —
standard molekulovych hmotnosti, FT — protekla frakce, 1 — frakce po promyti ekvilibra¢nim
pufrem, 2 — frakce po promyti promyvacim pufrem C, 3 — frakce po promyti promyvacim

pufrem D, 4 — frakce po promyti elu¢nim pufrem.

Frakce FT, 1, 2 a 3 obsahujici odStépeny cileny protein RXRa byly spojeny a koncentrovany
pomoci koncentratoru Amicon® Ultra 3K. Protein byl déle ciStén gelovou permeacni
chromatografii na kolon¢ HiLoad 16/600 Superdex 75 prep grade dle kapitoly 4.4.2.3 str.
38. Elucni profil je vyobrazeny na Obr. 9 (A). Vrcholy pfi elu¢nich objemech 56 ml a 67 ml
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byly analyzovany na SDS-PAGE (Obr. 9 (B)). Vrchol pfi eluénim objemu 56 ml dle

kalibrace kolony odpovida dimeru a vrchol pfi 67 ml monomeru.
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Obr. 9 — (A) Chromatogram z gelové permeacni chromatografie. Vertikalnimi ¢arkami na
ose elu¢niho objemu jsou vyznaceny analyzované frakce (1-11). Vrchol pii elu¢nim objemu
56 ml dle kalibrace kolony odpovida dimeru a vrchol pfi 67 ml monomeru. (B) SDS-PAGE
frakei 1-11, ST MW — standard molekulovych hmotnosti.

5.3 Priprava proteinového komplexu CAR/RXRa/SRC1 a jeho

biofyzikalni charakterizace

Vy¢isténé proteiny CAR a RXRa byly koncentrovany pomoci koncentratoru Amicon® Ultra
3K na koncentraci 1,5 mg/ml a smichény s peptidem SRC1 dle kapitoly 4.6 str. 40. Za
ucelem oddéleni vytvoreného proteinového komplexu od volnych proteini a peptidu SRC1
bylo vyuzito gelové permeacni chromatografie na koloné Superdex 200 increase 10/300 GL.
Eluc¢ni profil je vyobrazen na Obr. 10 (A). Vrcholy byly analyzovany na SDS-PAGE (Obr.
10 (B)). Vrchol pfi eluénim objemu 12,9 ml dle kalibrace kolony odpovida tetrameru RXRa,
vrchol pfi 14,3 ml vytvofenému komplexu CAR/RXRa/SRC1 a vrchol pfi 16 ml monomeru
CAR.
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Obr. 10 — (A) Chromatogram z gelové permeacni chromatografie. Vertikalnimi ¢arkami na
ose eluéniho objemu jsou vyznafeny analyzované frakce (1-4). (B) SDS-PAGE frakci 1-4.
1,2 - tetramer RXRa, 3 - komplex CAR/RXRa/SRC1, 4 - monomer CAR, ST MW - standard

molekulovych hmotnosti.
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5.3.1 CD spektroskopie

Za ucelem vypoctu zastoupeni prvkl sekunddrni struktury a tim i ke kontrole spravného
sbaleni proteinového komplexu CAR/RXRo/SRC1 bylo zméfeno spektrum cirkuldrniho
dichroismu (dle kapitoly 4.8 str. 40). Dle vypoctu je sekundarni struktura komplexu tvoiena

z 99% helixy a 1% je nestrukturované. CD spektrum je vyobrazeno na Obr. 11.
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Obr. 11 — Graf zavislosti molarni elipticity na vlnové délce proteinové komplexu

CAR/RXRa/SRCI. SloZeni prvki sekundarnich struktur: 99% helix, 1% nestrukturované.

5.3.2 Analyticka ultracentrifugace

Pro zjisténi oligomernich stavii proteinii CAR a RXRa a k charakterizaci proteinového
komplexu CAR/RXRa/SRC1 byly vzorky métfeny na analytické ultracentrifuze metodou
sedimentacni rychlosti (dle kapitoly 4.9 str. 41). Data byla analyzovédna v programu Sedfit.
Vysledkem analyzy vzorkl jsou grafy distribuci sedimentacnich koeficientd c(S), které
ukazuji na zastoupeni Castic s danymi sedimenta¢nimi koeficienty ve vzorcich. Integraci

ploch pod vrcholy distribuci byly uréeny hodnoty sedimentac¢nich koeficientt.
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CAR byl méfen pii koncentracich 1,6 mg/ml a 2,4 mg/ml. Vykazoval dva vrcholy. Prvni
vrchol se sedimentacnim koeficientem 2,4 S odpovidd monomeru. Druhy, mensi, vrchol se

sedimentacnim koeficientem 3,4 S odpovidéa dimeru. Graf je vyobrazen na Obr. 12 (A).

RXRa byl méfen pii koncentracich 1,2 mg/ml a 1,6 mg/ml. Vykazoval tfi vrcholy. Prvni
vrchol se sedimentacnim koeficientem 2,6 S odpovida monomeru. Druhy vrchol se
sedimentacnim koeficientem 3,3 S odpovida dimeru. Tteti vrchol se sedimentaénim
koeficientem 5,2 S odpovida tetrameru. Graf je vyobrazen na Obr. 12 (B). Pozorované

vysledky jsou v souladu s pfedchozimi experimenty (Obr. 9 a Obr. 10).
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Obr. 12 — Grafy distribuci sedimentacnich koeficientii ¢(S), které¢ ukazuji na zastoupeni
¢astic s danymi sedimentacnimi koeficienty ve vzorcich. (A) CAR - prvni vrchol mé4 hodnotu
sedimentac¢niho koeficientu 2,4 S a druhy 3,4 S. (B) RXRa - prvni vrchol ma hodnotu
sedimentacniho koeficientu 2,6 S, druhy 3,3 S a tfeti 5,2 S.

Proteinovy komplex CAR/RXRo/SRC1 byl pfipraven dle kapitoly 4.6 str. 40 ve
stechiometrickych pomérech CAR:RXRa — 1:1, 1:2 a 2:1 a nasledné prométen. Namétené
hodnoty naznacuji existenci komplexu pouze ve stechiometrickém poméru 1:1 (Obr. 13).
Pro ptehlednost vysledki byly hodnoty distribuci sedimentacnich koeficienti ¢(S)

normalizovany.
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Obr. 13 — Piekryté grafy normalizovanych distribuci sedimentacnich koeficientt c(S), které
ukazuji na zastoupeni ¢astic s danymi sedimenta¢nimi koeficienty ve vzorcich. Cernou
barvou je vyobrazen proteinovy komplex CAR/RXRa/SRCI ve stechiometrickém poméru
CAR:RXRa — 1:1, ¢ervenou ve stechiometrickém poméru CAR:RXRa — 1:2, modrou ve
stechiometrickém poméru CAR:RXRa — 2:1, zelenou barvou je vyobrazen CAR a rizovou

RXRa.
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5.3.3 Priprava krystali proteinového komplexu CAR/RXRa/SRC1
s ligandem IV676*HCI

Ptipraveny proteinovy komplex CAR/RXRo/SRC1 s inkorporovanym ligandem
IV676*HCI (dle kapitoly 4.7 str. 40) byl koncentrovan na koncentraci 3 mg/ml a pouzit pro
ptipravu krystalt dle kapitoly 4.10.1 str. 41. Krystaliza¢ni desticky byly kontrolovany kazdé
dva dny. Po dvou tydnech nebyly nalezeny zadné krystaly. Kapky v krystalizacnich

destickach byly ¢iré, bez viditelné precipitace.

Proteinovy komplex CAR/RXRa/SRCI1 s inkorporovanym ligandem IV676*HCI byl poté
postupn¢ koncentrovan na koncentraci 5 mg/ml, 7 mg/ml a 10 mg/ml. V téchto
koncentracich byl znovu pouZit pro ptipravu krystali. Pfi koncentraci 10 mg/ml bylo

v krystalizacni desticce piiblizné 50% kapek s viditelnou precipitaci. Po 8 dnech vyrostly

viditelné krystaly (Obr. 14).

Krystaly byly kontrolovany pomoci mikroskopu. Posléze byly pomoci krystalografickych
smycek vyloveny a zamraZeny v tekutém dusiku. Nasledné byly provedeny difrak¢ni
experimenty na médeéné rotacni anod¢ dle kapitoly 4.10.2 str. 41. Pfi experimentech nebyla

pozorovand zadna difrakce.
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Obr. 14 — Krystaly ziskané v podmince s CAR/RXRa/SRC1 a ligandem IV676*HCI
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6. Diskuse

V ramci diplomové prace byly uspéSné piipraveny rekombinantni proteiny CAR a RXRa
(viz kapitola 5.1 str. 42 a 5.2 str. 43) v dostatecném mnozstvi a Cistoté¢ pro strukturni a
biofyzikalni studie. Nasledn¢ bylo ovéieno, ze tyto proteiny spolu tvoii komplex (viz

kapitola 5.3 str. 45).

Z naméteného spektra cirkuldrniho dichroismu bylo vypoéteno zastoupeni prvki
sekundarnich struktur (Obr. 11 str. 47). Sekundarni struktura komplexu CAR/RXRa/SRC1
byla tvofena z 99% helixy a 1% bylo nestrukturované, jak bylo pfedpokladano na zakladé
znamé krystalové struktury. Toto pozorovani bylo v souladu s predpokladem, Ze komplex

CAR/RXRa/SRCI1 je spravné sbaleny [32].

Urceni oligomerniho stavu nami pfipraveného komplexu CAR/RXRa a jednotlivych
proteini bylo provedeno metodou sedimentacni rychlosti na analytické ultracentrifuze.
Ziskand data byla analyzovana v programu Sedfit. Integraci ploch pod vrcholy distribuci
byly ur¢eny hodnoty sedimentacnich koeficientl a zjistény oligomerni stavy proteini CAR
a RXRa. CAR vykazoval vrcholy se sedimenta¢nimi koeficienty 2,4 S odpovidajici
monomeru a 3,4 S odpovidajici dimeru (Obr. 12 (A) str. 48). RXRa vykazoval tfi vrcholy se
sedimentacnimi koeficienty 2,6 S odpovidajici monomeru, 3,3 S odpovidajici dimeru a 5,2
S odpovidajici tetrameru (Obr. 12 (B) str. 48). Analyzovana sedimentacni data proteinového
komplexu CAR/RXRa/SRC1 piipraveného ve stechiometrickych pomérech CAR:RXRa —
1:1, 1:2 a 2:1 naznacuji, Ze komplex existuje pouze ve stechiometrickém poméru 1:1 (Obr.

13 str. 49), jak naznacuje diivejsi krystalograficka studie [32].

Krystaly ziskané z roztoku obsahujiciho proteiny CAR/RXRo/SRC1 a ligand IV676*HCI
byly zamrazeny v tekutém dusiku a pfipraveny pro difrakéni experiment (viz kapitola 5.3.3
str. 50). Pfi difrakénim experimentu na médéné rotacni anod¢ nebyla pozorovand Zadna
difrakce. To naznacuje, Ze se jedna o makromolekuldrni krystaly. Nizkomolekularni latky
jako napf. anorganické soli maji vzdy vysoce uspotfaddanou krystalovou miizku a vykazuji
difrakci. Ur€eni slozeni pfipravenych krystalii pomoci difrakéniho experimentu nebylo

mozné.
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7. Zavér

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo detailné popsat, na atomarni urovni, interakci
ligandu IV676*HCI s konstitutivnim androstanovym receptorem. Dil¢imi cili proto byla
piiprava rekombinantnich proteinit CAR a RXRa, ovéfeni spravného sbaleni ptfipravenych
rekombinantnich proteind, jejich biofyzikalni charakterizace, zejména zjisténi oligomernich
stavl proteinu CAR a RXRal a ptiprava krystali komplexu CAR/RXRa/SRC1 s ligandem
IV676*HCI pro difrakéni experiment.

Ptipravené proteiny byly vyuzity na pfipravu proteinového komplexu CAR/RXRa
s peptidem SRC1. Nasledné bylo z dat cirkuldrniho dichroismu vypoc¢teno zastoupeni prvkl
sekundarnich struktur a tim i ovéfena spravnost sbaleni proteind. Pomoci analytické
ultracentrifugace byly zjistény jejich oligomerni stavy a dale pak ur¢en stechiometricky stav

komplexu CAR/RXRa/SRCI.

Podatilo se pfipravit proteinové krystaly, které¢ vSak nevykazovaly pii difrakénim

experimentu difrakei.
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