Biologie vitaminu A a jeho uloha ve
fyziologii zivo€ichu

E-mail: jipa@sci.muni.cz
Tel: 532 146 223 / 116



KAROTENOIDY
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RETINOIDY |

- Vitamin A jsou obecné lipofilni latky podobné struktury a aktivity (retinol,
retinal, kyselina retinova)

- Prekurzory retinoidu jsou karotenoidy, zejména .<aroten (~ 50 z >400 je
vyuzitelnych)

- NejdulezitejSim derivatem je kyselina retinova (RA), odvozena od retinalu

retinyl estery <-> retinol <-> retinal <-> kyselina retinova
(vit. A) (RA — retinoic acid)

- Télo je prijima v potrave, karotenoidy v rostlinné, vitamin A a jeho derivaty v
Zivocisne

Retinol equivalent (RE) = retinol v potrave (ug) + .(aroten (ug) + ostatni karotenoidy (uq)

6 12
RE uzen ~ 800 na den
RE u muzu ~ 1000 na den




STRUKTURY NEJBEZNEJSICH PRIROZENYCH RETINOIDU

Matural Retinoids
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Distribuce retinoidu v organismu

Retinoidy jsou resorbovany v tenkém strevé, v enterocytech se karotenoidy méni na
aktivni retinoidy (retinyl estery), s lipidy a dalSimi lipofilnimi latkami tvoricimi
chylomikrony jsou uvonény do lymfatického systému odkud se postupné uvolnuji do
celkového télniho obéhu. Zasoba je vytvarena v jatrech (50-85% celkového) v
lipidovych kapénkach ve hvézdicovitych bunkach jater.

karoteny & retinoidy
(potrava)
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Distribuce retinoidu v organismu

- 90% retinoidu je v téle v podobé retinyl estert v lipidové slozce chylomikronti,
Cast jich mize byt i pfimo v bunéénych membranach.

- beta-karoteny mohou byt navic ulozeny v tukové tkani

- v pripadé potreby (mobilizace zasob) je retinol uvolhovan z jater do krve,
vazany s v hepatocytech syntetizovanym proteinem RBP (retinol vazajici
(binding) protein). Tento komplex (holo-RBP) se vaze s transthyretinem (TTR,
prealbumin), ¢imz je zabranéno vyluéovani retinolu v ledvinach. Takto v
plasmeé cirkulujici retinol je pripraven ke zpracovani v cilovych bunkach.

- K preméné na konécné funkcni retinoidy dochazi az v misté spotreby.

I Retinoidy tedy plsobi zejména autokrinné a parakrinné !



Vybér nejvyznamejsich oblasti vyzadujicich metabolizmus retinolu/vit.A

A) fotorecepce B) rust a vyvoj organismu
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EETINCGL METAEBGLISM IN ANIMALS
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ULOHA RETINOIDU VE FOTORECEPCI

retinyl estery <-» retinol <-> retinal)<-> kyselina retinova
(vit. A) (RA — retinoic acid)
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MECHANISMUS REGULACE RUSTU A VYVOJE ORGANISMU RETINOIDY

Retingl Retinal
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Kyselina retinova (RA)

MORFOGEN & TERATOGEN

PLEIOTROPNI VLASTNOSTI

V prubéhu embryonalniho vyvoje je metabolismus RA nezbytny zejména pro formovani télni osy
a segmentaci (Hox geny), vyvoj CNS, oci, srdce, ledvin, pohlavnich organu, a epitelt obecné.

U dospélcu se pak podili zejména na udrzovani homeostaze imunitniho systému, epitelu a zrani
pohlavnich bunék (spermatogenezi).

LV 4

Proteiny regulujici u€inky RA v bunce

a) Enzymy
Metabolismus retinoidti, zejména oxidace.

a) Retinoidy vazajici proteiny
Zasoba v bunice, regulace jejich intracelularni koncentrace, transport.

a) Jaderné receptory RA (transkrip¢ni faktory)
Realizace transkripce na RA zavislych i nezavislych genu.



ENZYMY metabolismu RA

ENZYMY -1

Retinol dehydrogenazy : oxidace RETINOLU -> RETINALALDEHYD

Dvé skupiny alkoholdehydrogenaz, trida | a IV. Pritom trida | se zda malo vyznamna

pro metabolismus retinoidu, oproti tridé IV, kterou Ize detekovat v oblastech intenzivniho
metabolismu retinoidi od 10 dpc (mys). Pravdépodobné se ale uplatnuji i membranové
vazané alkohol dehydrogenazy (zname 2 co oxiduji retinol), uprednostnuji vSak pouze

9-cis isomery.



ENZYMY - I

2) Retinaldehyd dehydrogenazy : oxidace RETINALDEHYDU -> KYSELINU RETINOVOU
Tato reakce muze byt katalyzovana i aldehyd nebo xanthin oxidazami, ale pfevazneé je fizena
retinaldehyd dehydrogenazami. Byly identifikovany 3 typy, RALDH, které s liSi specifitou

k retinaldehydum a distribuci v organismu.

RALDH1 (=AHD2, ALDH1) ackoliv je relativné malo aktivni, je silné exprimovan v reting, a tak
prakticky vSechna RA v retiné je produktem tohoto enzymu. Dale je béhem embryogeneze
exprimovan ve stfednim mozku (mesencefalon) a v corpus striatum. Vaze také androgeny
a je mozné, ze tak zprostfedkovava interakci mezi RA a androgennimi jadernymi receptory.

RALDH2 je vysoce selektivni k retinaldehnydum. Zacina se exprimovat jiz v prubéhu gastrulace
A odpovida za produkci RA ve vSech tkanich zavislych na RA (mozek - zejména motoneurony,
micha, srdce, ledviny, pohlavni organy,...). RALDHZ2 -/- embrya hynou v dusledku neuzavieni
nervove trubice a poruch ve vyvoji srdce, prfidavkem RA, Ize tyto efekty potlacit.

RALDH3 (=V1) je sice vysoce aktivhi enzym, ale malo specificky k oxidaci rentinaldehyddm.
U Casnych embryi je exprimovan ve ventralni ¢asti retiny a v gangliich koncového mozku
(telencephalon). Pozdéji je pfitomen zejména v jatrech a kuzi. Spolecné s RALDH1 u embryi
katalyzuje preménu gamma-aminobutyraldehydu na GABA.



ENZYMY - il

CYP26 (=P450RAl) : oxidace KYSELINY RETINOVE -> KYSELINU 4-OXORETINOVOU
(Hydroxylaza kyseliny retinove, dvé formy CYP26A1 a CYP26B1)

CYP26 je Clenem velkeé rodiny cytochromt P450. V sou€asné dobé je jedinym znamym enzymem
katabolizujicim RA. Exprese CYP26 je indukovana RA, a je pfitomen minimalné ve vSech
burikach s metabolismem RA a v burikach citlivych k plasobeni RA. Jeho podil na deaktivaci RA
neni vSak plné objasnén. Napf. u Zab, 4-oxoRA je silnym aktivatorem receptord RA a tak

i bunécnych regulaci citlivych k RA.

Je pravdépodobné, Ze enzymu metabolizujicich retinoidy je vice, avSak s mensSim vyznamem
nez vyse jmenovani. Jejich exprese, podobné jako syntéza RA je v pribéhu embryonalniho
vyvoje velice dynamicka v zavislosti na typu tkané a vyvojovém obdobi. Obecné je souhra v jejich
expresi a aktivité nezbytna pro segmentaci (zejména regulace Hox genu) vyvijejiciho se embrya.



| Retinoidy vazajici proteiny |

1) Intracelularni

a) Bunécny retinol vazajici protein (CRBP — cellular retinol binding protein)
Vaze retinol i retinaldehyd a chrani je pfed oxidacemi a svétlem. Retinol vazany
na CRBP-1 vS8ak muze byt oxidovan na retinaldehyd retinol dehydrogenazou.
Uvolnény retinaldehyd je pak pristupny pro oxidaci RALDH na RA.

b) Bunécny RA vazajici protein (CRABP — cellular RA binding protein)
CRABP-I chrani RA pred dalsi metabolizaci podobné jako CRABP-II, ktery

je vSak pritomen nejen v cytoplasmé, ale i v jadfe, asociuje s receptory pro RA
a slouzi tak i jako transkripCni regulator / kofaktor.

Je zajimave, ze absence CRBP a CRABP (knock-out mySi) ma minimalni ucinek
na fenotyp organismu, na rozdil od vypnuti nékterého z enzymu (viz. vySe) nebo
receptoru (viz. nize).



Retinoidy vazajici proteiny

2) Vazané na membranu

Megalin (gp330 / LRP-2) - patrfi do rodiny LDL (low-density lipoprotein)
receptord. Je exprimovan v membranach zejména epitelialnich bunék a slouzi
jako receptor pro RBP a retinol (a také sonic hedgehog (Shh)). Megalin
zprostredkovava transport retinolu (vazaného jak na RBP tak LDL) skrze vrstvy
epitelialnich bunék, ale i do jejich intracelularniho prostoru. V ledvinach se podili
i na transportu dalSich lipofilnich vitamina (napf vit. D + vit. D vazajici protein, vit.
B12 + transcomalamin). Komplex ligand — megalin je pohlcen procesem
endocytozy a vznikly endosom cestuje bunkou na misto urceni.



Receptory RA

Receptor RA = RAR = retinoic acid receptor (RARJJJRARIJRAR isoformy)
RAR je aktivovany jak all-trans RA, tak 9-cis RA

Receptor retinoidu X = RXR = retinoid X receptor (RXRIIRXRIIRXRI isoformy)
RXR je aktivovany pouze 9-cis RA




RA receptory patfi do rodiny jadernych receptorti spole¢né s receptory
thyroidnich hormon, receptorem vit. D, receptory aktivujicimi
peroxisomove proliferatory (PPARSs), jaternim X Receptorem (LXR),
farsenoidovym receptorem (FXR) a se sirotCimi (orphan) receptory. S
temi zde jmenovanymi RXR tvori také heterodimery regulujici transkripci
mnoha ontogeneticky vyznamnych gend.

Regulace genu fizenych RA je zprostfedkovana jejimi receptory, které
zaroven slouzi i jako transkripCni faktory. Vytvareji funkéni homo
(RAR/RAR, RXR/RXR) i heterodimery (RAR/RXR), pficemz heterodimery
jsou vyrazné transkripéne silngjSi/aktivnéjsi. Jejich kombinace (48) jsou
specifické pro konkrétni promotoroveé sekvence (response elements) v
promotorech RA indukovanych genu.



Signalni draha jadernych receptoru
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Priklady promotorovych sekvenci s RAR/RXR vazebnymi misty
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Srovnani nékterych defektl vyvolanych nedostatkem RA (RAD),
oproti vyrazeni jednotlivych receprotii RAR nebo RXR

RAL RLARsy RA B2 RAREZEZ) B A B RA R R R RAR RN Hax
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Microphthalmia
Lens elongatlonfiber anomaly
Lens cell apoplosis
Meural retina apoplosis
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Absent trachealesophageal sephum
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Head and nervous system
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evarsion, no obylous gap. 9 Poorly differentiated.  © Open thombencephalon. "Motor mmclel of CRVT only. EThinning of marginal
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Obecné vyfazeni jednotlivych isoforem receptort (homozygoti -/- RAR.,
RA. nebo RARl) nema zadny zasadni ucinek na fenotyp takovych zvirat.
Po vyfazenim jednotlivych subtypu, vSak jiz miZzeme pozorovat riizné
malformace a nedostateCnosti. Z RAR se jevi nejvyznamnégjsi RAR.

Vétsi ucinek ma vyfazeni RXR, které je zpusobeno pravdépodobné jejich
ulohou pfi vytvareni heterodimera s ostatnim jadernymi receptory. RXR./-,
hyne 13.5-16.5 dpc, z duvodu nedostateéné vyvinutého srdce, ma také
nedostatecne vyvinuté oci. RXR./- je viabilni ale samci jsou sterilni.



Interakce transkrip€ni aktivity RA a nékterych drah transdukce signalu

Aktivni komplex RAR/RXR v mnoha pfipadech pusobi jako represor v promotorech
rozpoznavanych také AP-1 (Jun/Fos komplexy) a Smad proteiny (TGF.odina).

Na druhou stranu, aktivita RA receptort muze byt modifikovana jejich fosforylaci

na serinovych a threoninovych zbytcich serin/threonin kinazami. A to zejména MAPK
kinazami (Erk; JNK1,2,; p38), protein kinazou A (PKA) a na cyklinu H zavislou cdk?.
Tyto postranslaéni modifikace RA receptort vedou k dal$i variabilité v moznostech
regulovat RAR/RXR fizenou transkripci jak pozitivné, tak negativné a to i za nepfitomnosti
ligandu (RA). Modifikuji, zejména interakce s dalSimi proteiny transkripcniho komplexu.
Neékteré fosforylace (napf. p38 -> RAR. indukuji degradaci danych receptort)
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Serinové a threoninové zbytky fosforylované ( ) u RAR/RXR receptord,
ukazany jsou i potencionalné fosforylovatelné(cisia)

LBD/AF-2
RARIll EEVPS™4PPS77PPPLPR RKRRP
RARJll  EELVPSS7PPS70PLPPPR RKRRPS362Kp
MAPKSs + cdk7 PKA
RARR  EemvpscsopsoippPPPR RRRRPS'QP
RARJl  EEmMVPSS7PS7°PPPPPR RRRRPS/'QP
AF-1 DBD LBD/AF-2
< > < > <
rRxR ’ _ fasl B | c | D | =
SSSLNS““PTGR....S44P.. S48p.. S54p... SSO'p.. ST °P.PTT8’p  S%p_S101p LNPSS““°"PNDP
AF-1 (A/B doména) — oblast regulujici aktivaci transcripce, nezavisle na ligandu \ JNK1 + JNK2

DBD (C doména) — DNA vazajici doména (DNA-binding domain)
LBD/AF-2 (D/E doména) — oblast regulujici aktivaci transkripce, zavislé na ligandu



Systém pro detekci RA v bunkach/tkanich
(RARE-LacZ reportér)
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Exprese a aktivita RALDH-2 v mozku mysiho embrya (16 dpc)

A) In situ hybridizace mMRNA RALDH-2
B + C) RARE aktivita (RARE-LacZ reporter)

RALDH-2 | 2 ds postnatal

RARELacZ
with
meninges

RARELacZ % ' Detekce epxrese CYP26 (in situ mMRNA hybridizace)

with
m;mng% v retiné (A) a RARE aktivita (RARE-LacZ reporter)
removed . v embryonalni retiné (Celni a zadni pohled)(B)

McCaffery, 2000
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