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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikoldgie

Studentka: Martina FeleSova

Skolitel: PharmDr. Lucie Smutna, PhD.

Nazov diplomovej prace: Studium expresie biotransformaénych a transportnych

proteinov v oblickach

Xenobiotika predstavuju kazdodennu sucast Zivota Zivych organizmov. Ich
zdrojom su mimo iného strava, prostredie, podavané lie€iva, potravinové farbiva
a iné. S cielom ochranit sa proti ich negativnemu vplyvu si Zivé organizmy

vyvinuli komplexné metabolické procesy, ktoré tieto latky z tela eliminuju.

V tejto praci sme sa konkrétne zamerali na vplyv agonistu mysSieho Car —
TCPOBOP na ovplyvnenie expresie biotransformacnych a transportnych génov.
Podstatou bola izolacia mRNA z obli¢iek mySi pomocou klasickej fenol-
chloroformovej metddy, nasledna transkripcia mRNA na cDNA. V poslednom

kroku bola vykonana RT-PCR reakcia.

Vysledkom su grafy znazorfujuce, ako podavanie TCPOBOP ovplyvnilo
expresiu sledovanych génov. Z tychto grafov je jasné, Ze TCPOBOP ma urcity
vplyv na expresiu ciefovych génov. V pripade Cyp3a11, Cyp2b10, Slc22a2
a Ugt3a2 dosSlo k niekolkonasobnému zvySeniu expresie po podani tohto
agonistu. U génov Nr1i2, Nr1i3, Sultc2, Abcc2, Abcb1a a Abcb1b vysledky az tak
signifikantné neboli. Expresia ciefovych a kontrolnych skupin sa od seba v tychto

dvoch pripadoch az tak vyznamne neodliSovali.



Abstract
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Title of diploma thesis: Study of expression of biotransformation enzymes and

transport proteins in kidneys

Xenobiotics are a part of the everyday life of living organisms. Their source
is, among other things, diet, environment, administered medicines, food colorings
and others. The living organisms have developed complex metabolic processes
that eliminate these substances from the body in order to protect themselves

against their negative influence.

Within this work, we specifically focused on the effect of the murine Car
agonist — TCPOBOP on influencing the expression of biotransformation and
transport genes. The essence was the isolation of mMRNA from the murine kidneys
using the classic phenol-chloroform method, followed by the transcription of
MRNA into cDNA. In the last step, the RT-PCR reaction was performed.

The results are graphs showing how the administration of TCPOBOP
affected the expression of the monitored genes. It is clear from these graphs that
TCPOBOP has some effect on the expression of target genes. In the case of
Cyp3ali, Cyp2b10, Sic22a2 and Ugt3az, there was a several-fold increase in
expression after administration of this agonist. For the Nr1i2, Nr1i3, Sultc2,
Abcc2, Abcb1a and Abcb1b genes, the results were not significant. The
expression of the target and control groups did not differ significantly from each

other in these two cases.



Obsah

T Z0zZNam SKratieK.........cccooeririiiiiee e 7
2 UVOU ... 11
3 TeoretiCka Cast ..........ccooiiiiiiii e 13
3.1 NUKIEArNe reCeptory........cooiiieiiieieceeceeeeee e 13
3.1.1 Klasifikacia nuklearnych receptorov...........cccccoevvevevvevieeieneene. 13
3.1.2  Struktira nuklearnych receptorov............cecoeeveceeereereeveeeae. 15
3.1.3 Mechanizmus ucinku jadrovych receptorov .............ccccueeuee.e. 16

3.2 Vazbaligand —receptor — DNA.........cco oo, 17
3.3 Orphan receptors — sirotské receptory...........cccevvevvevieccieniecieennnn, 18
3.3.1 CAR e 19
3.3.1.1 FUNKCIE CAR ..o 22
3.3.1.2  Metabolizmus gIuKOZY...........ccoccviviiiieiiieeeeeeeeeee e 23
3.3.1.3 Metabolizmus lipidOV...........cooeeiiiieeeeeeeeeeeee e, 24
3.4 ABC tranSPOMEry .......cooveieiecececeeeeeeee et 25
3.4.1 Priebeh efluXU ..o 26

3.5 TCPOBOP ...t 27

4 GBI PrACE ...ttt ettt et 29
5 Experimentalna Cast ..........coovoiiiieiice e 30
5.1 MaAErIAL.....ooi s 30
5.1 ZVIErata .....c.ooviiiiiiiiiccce e 30

5.2 ChemiKAlIE ......c.ooviiieic e 31
5.3 Pristroje @ POMOCKY .........ccooevuieiiiiecieeceeeeeee e 31
5.4 MEIOAY ..ot 32
5.4.1 1zolacia RNA zZ obliCieK .........ccoooviiiininiiiiccec 32

o S It B = 1 0 Vo1 o TSR 32

5.4.1.2 POSIUP oo 33



5.4.2 Spektrofotometria...........ccooveiiiiiiiiie 34

5.4.3 Reverzna transkripCia.........cccocvveeiieciiieiieieeieeeeee e 35
5.4.3.1 POSIUP ..o 35

5.4.4 Real-time PCR ... 36
54410 PriNCIP..oiooiiiciieeeeeeee ettt e 36
5.4.4.2 POSIUP ... 36
5.5 Statistické SPracovanie dat ............coeeeeeeeereeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeenen. 38
B VYSIEAKY ..o 39
6.1  NUKIEArne reCeptory.........cccooviiiiiieciee e 39
6.2 Biotransformacné gény............ccooveiiiiiiiiiie e 40
6.3  TransSPortN€ gENY ........cccooeviiiiieieeceeeeeeee e 40
6.4 Biochemickeé vysledKy..........ccooooiiiiiioiicce e 41
T DISKUSIA ..ottt 42
8 ZAVE ..ttt 49



1 Zoznam skratiek

ABC

Abcc?2

Actb

AF-1 a AF-2

AhR

AMK

API

AR

ATP

BCRP

BSEP

CAR

CCRP

cDNA

CITCO

COUP-TF

CYP450

DAX-1

DBD

ATP-binding cassette

ABC podrodina C ¢len 2
Beta-aktin

Aktivacna funkcia 1 a 2

Aryl hydrokarbénovy receptor
Aminokyselina

Voda pre injekcie

Androgeénovy receptor
Adenozintrifosfat

Breat cancer resistance protein
Bile salt export pump
Konstitutivny androstanovy receptor
CAR cytoplasmic retention protein
Komplementarna DNA

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

Transkripény faktor kuracieho ovalbuminu
Cytochrém P450

Dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia
congenital critical region on the X chromosome, gene
1

DNA viazuca doména



DM I1. typu
DNA
ERaap
FBP1
FOXO1
FXR
G6Pase
Gapdh
GCNF
GR
GST
HFD
HNF4
HR
HRE
HSP, HSP90
IGF-BP
LBD
LRH-1
LXR
MDR1
MK

MR

Diabetes mellitus Il. typu
Deoxyribonkleova kyselina
Estrogénovy receptor a a 3

Fructose biphosphatase 1

Forkhead box protein O1

Farnesoid X receptor
Glukoza-6-fosfataza
Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
Zarodoc¢ny bunkovy jadrovy faktor
Glukokortikoidny receptor
Glutathion-S-trasnferaza

High fat diet

Hepatocyticky jadrovy faktor 4
Hormone receptor
Hormon-responzivny element

Heat shock protein, heat shock protein 90
Insuline-like growth factor-binding protein
Ligand viazuca doména

Peceriovy receptor homolog-1
Pecenovy X receptor

Multidrug resistance gene 1

Mastné kyseliny

Mineralokortikoidny receptor



mMRNA
MRP2 a MRP4
NBD1 a NBD2
NGF1-B
NOR-1

NR

NR4A2
NTCP

NTD

NURRH1
OATPs

PB

PBREM

PCX

PEPCK
PP2A

PPARY

PR

PXR

RAR
REV-ERB
RNA

rt-PCR

Mediatorova RNA

Multidrug resistance-associated protein 2, resp. 4
Nukleotid-viazuca doména 1 a 2

Receptor nervového rastového faktoru 1B
Sirotsky neurénovy faktor 1

Jadrovy receptor

Jadrovy receptor podrodina 4 Clen A

Na* taurocholate-transporting polypeptide
N-terminalna doména

Nurr faktor 1

Organic anion transporting polypeptides
Fenobarbital

Phenobarbital responsive enhancer modules
Pyruvat karboxylaza

Fosfoenolpyruvat karboxykinaza

Fosfataza 2A

Receptor y aktivovany peroxizomovym proliferatorom
Progesterénovy receptor

Pregnanovy X receptor

Receptor kyseliny retinove;j

Reverzny Erb receptor

Ribonukleova kyselina

Kvantitativha polymerazova retazova reakcia



RXR

SF-1

SHP

SULT

TAG

TCPOBOP

TMD1 a TMD2

TR

UDP

UGT

VDR

Retinoidovy X receptor

Steroidogénny faktor 1

Small heterodimer partner
Sulfotransferaza

Triacylglyceroly
1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzén
Transmembranova doména 1 a 2
Receptor hormdnov Stitnej Zlazy
Uridindifosfat

UDP glukuronosyltransferaza

Receptor vitaminu D
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2 Uvod

Zivé organizmy na dennej baze prichadzaju do kontaktu s mnoZstvom
cudzorodych latok pochadzajucich z réznych zdrojov — vzduch, voda, péda Ci
potrava. Kazdy z tychto elementov vyrazne ovplyvnuje kvalitu ich zZivota, ¢i uz
pozitivne ako zdroj energie, pripadne na syntézu inych, Zivotne potrebnych
makromolekul. AvSak vacsina latok je pre organizmy nepotrebna, pripadne az
Skodliva. (lovdijova et al. 2010)

Latky pochadzajuce z vonkajSieho prostredia (= exogénne) obecne
nazyvame xenobiotika. Nazov xenobiotikum pochadza z gréckych slov ,xenos*
znamenajuci cudzi ¢i neznamy a ,bios* Cize zivot. Ide teda o latky prirodzene sa
nevyskytujuce v zivych organizmoch. Ide napriklad o lieCivé pripravky,
kontaminanty Zivotného prostredia, potravinové farbiva, kozmetické pripravky,

pesticidy a mnohé iné. (lovdijova et al. 2010)

Toxické vSak mdzu byt aj latky telu vlastné (= endogénne), respektive
moze ist o produkty metabolizmu. Aj tych sa organizmus €o najskér zbavuje,
pretoze nan moézu mat neziaduci vplyv. Prikladom su cholesterol, bilirubin,

ZICové soli alebo steroidné hormony. (Skalova et al. 2011)

Aby neboli Zivé organizmy zbyto€ne zataZované vplyvom xenobiotik a boli
schopné udrzat si homeostazu, vyvinuli si viaceré ochranné mechanizmy.
Primarne ide hlavne o metabolizmus cudzorodych latok v peceni, ktory brani
hromadeniu potencialne toxickych lipofilnych zlu€enin. Tato stratégia zahffia
xenosenzory - receptory, ktoré rozoznavaju xenobiotika a nebezpelné
endogénne molekuly, atiez sa podielaju na metabolizme a transportnych
procesoch v tele. Patria sem CAR — konstitutivny androstanovy receptor a PXR
— pregnanovy X receptor z nadrodiny jadrovych receptorov a aryl
hydrokarbénovy receptor AhR, €len rodiny transkripénych faktorov. (di Masi et al.
2009)

Proces detoxifikacie, Cize odstranenia xenobiotika, pozostava z troch
hlavnych krokov. Molekuly ucastniace sa na tychto procesoch podla toho

rozdefujeme na:
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e oxidacné enzymy — CYP, hlavne podrodina CYP450

e konjugacné enzymy— UGTs, GSTs, SULTs

e transportné proteiny — OATs, MDRs, MRPs (Moreau et al. 2007,
Wallance et al. 2013)

Aj napriek tomu, Ze tieto proteiny, Ci uz biotransformacné, ale aj
transportné, su zodpovedné najma za metabolizmus, deaktivaciu a transport
lieCiv a chemikalii, svoju ulohu maju aj pri katabolizme ZICovych kyselin,
steroidnych hormoénov a hormoénov Stitnej zlazy, pri ktorych je riziko, Ze

xenobiotika narusSia ich prirodzené funkcie. (Moreau et al. 2007)

Najvacsi vyznam v procese detoxifikacie maju transportné
a biotransformacné proteiny nachadzajuce sa v pecCeni, oblickach,
gastrointestinalnom trakte, pfucach a mozgu. Podieflaju sa nal. a |l. faze procesu

biotransformacie latok. (Nova 2013)

V prvom kroku, tiez nazyvanom aj konverzia dochadza k odkrytiu alebo
vneseniu novych funkénych skupin do S$truktiry xenobiotika. Enzymy
zodpovedné za reakcie typu oxidacia, redukcia, hydrolyza, hydratacia
a izomeracia zabezpeclia, Ze z pbvodne lipofilnej zluCeniny sa stane viac
hydrofilna. (Van Vugt-Lussenburg et al. 2022)

Pokial vSak latka pri vstupe je uz dostatocne hydrofilna, prvy krok nie je
potrebny a pristupuje sa hned k druhému. Jeho podstatou je konjugacia
s endogénnou molekulou, najCastejSie ide o kyselinu glukuronidovu, glutathion
alebo r6zne aminokyseliny. Vysledkom tohto procesu je menej aktivna zlu¢enina
s eSte vySSou hydrofilitou, ktord méze byt nasledne vylu€ena z organizmu
mocom alebo Zzl¢ou. Tento proces sa niekedy nazyva tretia faza, ktora
predstavuje transport xenobiotika alebo jeho metabolitu z hepatocytov do ZICe,
pripadne do krvi, odkial sa mézu v oblickach prefiltrovat’ a vylucit sa mocom.
(Skalova et al. 2011)
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3 Teoreticka cast’

3.1 Nuklearne receptory

Délezitu ulohu pri biodegradacii Skodlivych latok maju nuklearne
receptory. Su definované ako ligandom aktivované transkripéné faktory, ktoré su
stimulované  steroidnymi  hormdénmi (estrogén, progesterén) a inymi
liposolubilnymi molekulami (kyselina retinova, hormony Stitnej zfazy, fosfolipidy).
Na rozdiel od vacsiny intracelularnych poslov, tieto ligandy mézu samostatne
prechadzat plazmatickou membranou a bezprostredne interagovat s jadrovymi
receptormi v bunke, namiesto nutnosti viazat’ sa na receptor na povrchu bunky.
(Sever et al. 2013)

Po aktivacii nuklearne receptory priamo reguluju transkripciu génov, ktoré
kontroluju Siroké spektrum biologickych procesov v organizme, ako napriklad
bunkové delenie, vyvoj, metabolizmus, reprodukciu, zapalové procesy,

cirkadialne rytmy a iné. (Weikum et al. 2018)

3.1.1 Klasifikacia nuklearnych receptorov
Jadroveé receptory sa obecne rozdeluju do 7 zakladnych podrodin.

Podrodina 0: Skupina obsahujuca atypické receptory DAX-1 (z angl.
dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenital critical region on the
X chromosome, Gene 1) a SHP (z angl. small heterodimer partner). Tieto dva
proteiny su unikatne svojou Strukturou, obsahujucou len LBD. Tato doména
obsahuje motivy bezné pre ko-aktivatory NR, pomocou ktorych mézu interagovat

s LBD ostatnych receptorov v procese regulacie transkripcie.

Podrodina 1: Pocetna podrodina tvorena receptormi aktivovanymi
proliferatorom peroxisomu — PPAR, receptormi kyseliny retinovej — RAR,
farnesoid X receptorom — FXR, receptormi horménov S§titnej Zlazy — TR,
pecenovymi X receptormi — LXR, reverznymi Erb receptormi — REV-ERB,

konstitutivnym androstanovym receptorom — CAR, pregnanovym X receptorom
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— PXR, areceptormi vitaminu D — VDR. Su regulované Sirokym spektrom
lipofilnych molekul, ako napriklad Zl€ové kyseliny, steroly, hormony Stitnej zlazy

alebo mastné kyseliny.

Podrodina 2: Tvorena sirotskymi receptormi RXR — retinoidny X receptor,
COUP-TF - transkripny faktor kuracieho ovalbuminu a HNF4 — hepatocyticky
jadrovy faktor 4. VSetky viazu mastné kyseliny, avsak nie je isté, Ci prave ony

hraju rolu v ligandom-riadenej regulacii, typickej pre ostatné skupiny NR.

Podrodina 3: Podrodina tvorena steroidnymi receptormi, ktoré su
kfuCovymi regulatormi reprodukcnych, metabolickych a vyvojovych procesov.
Patri sem progesteronovy receptor — PR, mineralokortikoidny receptor — MR,
androgeénovy receptor — AR, estrogénové receptory — ERa aER}B,
glukokortikoidny receptor — GR. Ich ligandy predstavuju hormény odvodené od

cholesterolu, ako kortizol a estrogén.

Podrodina 4: Skupina tvorena sirotskymi receptormi NGF1-B — receptor
nervového rastového faktoru 1B, NURR1 — Nurr faktor 1, NOR-1 — sirotsky
neurénovy faktor 1. Su to proteiny nevyhnutné na rozvoj neurénov a ich

zachovanie.

Podrodina 5: Skupina zahrfiujuca steroidogénny faktor 1 (SF-1) a
pecenovy receptor homolog-1 (LRH-1). Sice su tieto receptory obecne
klasifikované ako sirotské, dOkazy naznacuju, Ze ide o proteiny regulované

fosfolipidmi. Ich hlavnou funkciou je podiefanie sa na metabolizme a vyvoiji.

Podrodina 6: Posledna podrodina obsahuje len jeden receptor —
zarodo¢ny bunkovy jadrovy faktor (GCNF), ktory sa vyznamne podiela na
ontogenetickom vyvoji. Dévodom, preco tvori samostatnu skupinu je zasadny
rozdiel v jeho LBD a absencia aktivacnej funkcie HR (AF-H). (Weikum et al. 2018)

14



3.1.2 Struktura nuklearnych receptorov

Napriek rozdielom vo velkosti, tvare a naboji ligandov zdielaju jadrové
receptory rovnaku zakladnu Strukturu, pozostavajucu zo Siestich domén A az F

zobrazenych na Obr. 1, pricom kazda z nich ma Specificku ulohu.

e A/B doména - N-terminalna doména (NTD) obsahujuca jednu z dvoch
transaktivaCnych domén — aktivaénu funkciu 1 (AF-1). Tato doména je
cielom viacerych posttranslacnych modifikacii, ako fosforylacia,
acetylacia a SUMOylacia

e C doména - DNA viazuca doména (DBD) tvorena dvoma poddoménami,
pricom kazda obsahuje Styri cysteinové zvysky, ktoré koordinuju
zinoCnaty ion a vytvaraju Zn finger viazuci molekulu DNA v tvare slucky

e D doména — spojovacia oblast (angl. hinge region), ktora sluzi na
prepojenie DBD a LBD, obsahuje sekvenciu nuklearnej lokalizacie

e E doména - ligand viazuca doména (LBD), ktora je schopna okrem
ligandu viazat aj ko-regulacné proteiny. Priestorové usporiadanie
pripomina vrecko, v ktorom ligandy nekovalentne interaguju so skupinami
AMK na zaklade ich chemickej Struktury

e F doména — C-terminalna doména, je najvariabilnejSia v sekvencii aj
dizke. U viacerych jadrovych receptorov nie je jasne definovana.
Dévodom je, ze zvySky AMK nasledujuce za LBD, ktoré tvoria tuto
doménu, su kvéli ich kratkej sekvencii Casto povazované za sucast LBD.
(Weikum et al. 2018, Sever et al. 2013, Wiech et al. 2021)
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N-Terminalna Spojovacia C-Terminalna
Doména oblast Doména

ABC D F

LBD

Obr. 1 Obecna Struktura nuklearnych receptorov. Modifikované z: Fruchart
et al. (2019)

3.1.3 Mechanizmus u€inku jadrovych receptorov

Vacsina nuklearnych receptorov sa bez pritomnosti ligandu nachadza
v cytoplazme v neaktivnom stave v proteinovom komplexe s chaperonovymi
proteinmi — HSP (z angl. heat shock protein). Po naviazani ligandu dochadza
k uvolneniu z tejto vazby a translokacii receptoru do jadra bunky. V jadre sa
receptor viaZze na Specificku sekvenciu DNA (hormén-responzivne elementy) bud
vo forme homo- alebo heterodiméru. Migracia do jadra a interakcie s ostatnymi
regulatormi génovej transkripcie, vratane RNA polymerazy, acetyltransferaz
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a deacetylaz, umoznuje regulaciu geénovej transkripcie — €i uz zvysSenu alebo

znizenu expresiu. (S.P.H Alexander et al. 2019)

Podla mechanizmu ucCinku rozdelujeme jadrové receptory do 4

zakladnych kategorii:

e 1. typ — NR sa bez pritomnosti ligandu nachadzaju v cytoplazme
v komplexe s chaperonovymi proteinmi. Po naviazani ligandu sa receptor
uvolni z tohto komplexu a je translokovany do jadra, kde sa bezne viaze
na palindromaticky hormén-responzivny element ako homodimér
a dochadza k reguldcii transkripcie.

e 2.typ —receptory su lokalizované v jadre a interaguju s ko-represormi. Po
naviazani ligandu su tieto proteiny nahradené ko-aktivatormi. Tato
skupina NR bezne tvori heterodiméry s RXR.

e 3. typ — podobne ako predchadzajuca skupina receptorov, aj tieto NR sa
vyskytuju v jadre a vytvaraju vazby s ko-represormi a ko-aktivatormi.
Rozdielom je, Ze sa na HRE (hormén-responzivny element) viazu ako
homodiméry.

o 4. typ —takmer identické 2. typu NR, s tym rozdielom, Ze sa viazu na HRE

ako monoméry. (Weikum et al. 2018)

3.2 Vazba ligand — receptor — DNA

Jadrové receptory tvoria vazbu s réznymi malymi lipofilnymi ligandmi, ako
steroidy, hormony Stitnej Zfazy, retinoidy a lipidy, ktoré bud samostatne
prechadzaju cytoplazmatickou membranou, alebo su cez membranu
transportované. Bez pritomnosti ligandu maju NR tendenciu byt nestabilné
a nasledné naviazanie ligandu stabilitu vyznamne zvySuje. Ligandy sa na
receptory viazu cez LBD, ktorda zo zhruba 75% pozostava z hydrofébnych
zvySkov, ale taktiez obsahuje aj polarne zvysky, ktoré zabezpecuju tvorbu
vodikovych vazieb — tie pomahaju so spravnou orientaciou ligandu. (Weikum et
al. 2018)
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DBD nuklearneho receptoru sa viaze na responzivne elementy DNA.
Nasledne NR naberu rozlicné proteiny suhrnne zvané koregulatory. Dnes je
znamych priblizne 200 koregula¢nych proteinov deliacich sa do dvoch kategorii
— ko-aktivatory a ko-represory. Tieto interaguju s aktivaCnymi funkciami AF1
a AF2 receptoru. (Weikum et al. 2018)

3.3 Orphan receptors — sirotské receptory

Podstatou fungovania jadrovych receptorov je teda naviazanie ligandu,
zmena konformacie receptoru a translokacia komplexu ligand-receptor do jadra
bunky. Vacésina jadrovych receptorov ma zname fyziologické ligandy, vysoko
Specifické molekuly, ktoré tuto kaskadu po naviazani aktivuju. AvSak existuju aj
nuklearne receptory bez prirodzeného ligandu. Podla toho sa nazyvaju sirotské
receptory. Ich aktivacia neprebieha na urovni naviazania ligandu, ale ide
o alternaciu na urovni expresie receptoru, fosforylaciu a interakcie s ko-
aktivatormi a represormi. Mimo toho mézu byt sirotské receptory aktivované aj
vazbou mimo ligand-vazbového miesta, ako napriklad 6-merkaptopurin, ktory
aktivuje NR4A2 cez AF-1 doménu. (Kelly et al. 2018)

»<Adoptované siroty® sa nazyvaju receptory, o ktorych sa pdvodne
uvazovalo ako o sirotskych receptoroch, avSak neskdr boli objavené ich
prirodzené ligandy. Patri sem napriklad PPARy, RXR a LXR. (Kelly et al. 2018)
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3.3.1 CAR

Obr. 2 Krystalicka Struktura CAR. Prevzaté z: Protein data bank (2005)

Jadrovy receptor, na ktory som sa zamerala v tejto praci je konstitutivny
androstanovy receptor (CAR), je ¢lenom nadrodiny jadrovych receptorov 1l,

spolu s PXR a VDR. Jeho krystalicka Struktura je zobrazena na Obr. 2.

Tiez znamy aj ako NR1I3, tento nuklearny receptor bol identifikovany
vroku 1994 ako receptor interagujuci s responzivnymi elementmi kyseliny
retinovej. Pévodne bol definovany ako konstitutivne aktivovany receptor, kedze
tvori heterodimér s RXR a viaze sa na responzivny element kyseliny retinovej
v nepritomnosti ligandu. Neskér bolo preukazané, ze aktivacia CAR je
niekolkokrokovy proces. Inicialny krok je translokacia do jadra a interakcia
s RXRaq, proces ktory méze byt nezavisly na vazbe ligandu. Je zname, Zze CAR
sa zucCasthuje na reguldcii transkripcie génov liekovych transportérov ako je
Oatp2 a skupina MRP transportérov, hlavhe MRP2. (Mottino et al. 2008)
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CAR sa vyskytuje prevazne v peceni, ale takisto ho mdézeme najst aj
v mimohepatalnych tkanivach, ako tenké ¢revo &i oblicky. Patofyziologické stavy
ako je uraz, sepsia, zapal alebo podavanie lieCiv mézu modifikovat expresiu
CAR. In vivo sa CAR nachadza v cytoplazme tvoriac komplex s proteinmi ako
heat shock protein 90 (HSP90) a CCRP (CAR cytoplasmic retention protein).
Navyse, fosfataza 2A (PP2A) sa tiez zuCastiuje na tvorbe komplexu HSP90-
CCRP-CAR. Translokacia CAR do jadra, s najva¢Sou pravdepodobnostou
zavisla na aktivite PP2A, je nasledovana asociaciou s RXR a vazbou na PBREM
(Phenobarbital responsive enhancer modules). Tym padom aktivacia CAR méze
zahfnat priamu vazbu agonistu, naviazanie ko-aktivatoru, disociaciu ko-
represoru a naslednu jadrovu translokaciu a heterodimerizaciu s RXRa, pred tym

nez sa naviaze na DNA a indukuje génovu expresiu. (Mottino et al. 2008)

Niektoré ligandy CAR, ako napriklad androstenol, vykazuju aktivitu
inverznych agonistov, ovplyviujuc tento receptor v zmysle zvySenej aktivacie ko-
represorov, namiesto ko-aktivatorov, ¢oho vysledkom je znizena transkriptna
aktivita CAR. Derivaty estrogénu vykazuju poésobenie agonistov aj antagonistov.
Nakoniec, niektoré aktivatory CAR nie su ligandmi in vitro. Mimo iného ide
o fenobarbital a bilirubin, ktoré moézu modifikovat aktivitu CAR nepriamou
aktivaciou, zvySenim jadrovej translokacie receptoru bez vazby na doménu
ligandu. (Mottino et al. 2008)

CAR je aktivovany roznymi chemickymi zlu¢eninami — lieCiva, pesticidy,
polyfenoly ainé. ECso potrebnd na naviazanie ligandu koliSe medzi
nanomolarnou az mikromolarnou koncentraciou, z ¢oho vyplyva, Ze aj ligandy
viazuce sa s nizkou afinitou mézu vyvolat vyrazné signaly. Aktualne pozname
len 2 zlu€eniny schopné priamej interakcie s vazbovym miestom CAR -
TCPOBOP (modelovy agonista mySieho Car) a CITCO (modelovy agonista
ludského CAR). Ich afinita ku CAR sa vyrazne liSi medzi jednotlivymi
organizmami. TCPOBOP aktivuje Car u mysi, ale nie u fudi, zatial ¢o CITCO sa
chova presne naopak — aktivuje CAR u ludi, ale nie u mysi. Okrem toho méze
byt CAR aktivovany aj nepriamo transdukciou signalov. Ako priklad sluZi
fenobarbital, ktory aktivuje signalne drahy v hepatocytoch, ¢o vedie k aktivacii
CAR. (Pustylnyak et al. 2020)
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Konstitutivny androstanovy receptor bol povodne charakterizovany ako
xenosezor indukujuci expresiu génu CYP2B. Neskodr bolo demonstrované, ze
CAR reguluje mnohé gény kdédujuce klu€ové enzymy metabolizmu lieciv a inych
xenobiotik, vratane enzymov |. a Il. fazy metabolizmu. Enzymy I. fazy predstavuju
mimo iného CYP3A, CYP2C19, CYP2B6 a jeho mysi ortholog Cyp2b10. Medzi
enzymy Il. fazy regulované CAR patria SULT (sulfotransferaza), UGT (UDP-
glukuronozyltransferaza), GST (glutathion-S-transferaza). Transportné proteiny
zahfmaju P-glykoprotein, MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2),
MRP4 (multidrug resistance-associated protein 4), BCRP (breast cancer
resistance protein), OATP1B3 (organic anion-transporting polypeptide 1B3),
OATP1A2 (organic anion-transporting polypeptide 1A2), BSEP (bile salt export
pump) a NTCP (Na* taurocholate-transporting polypeptide). (Urquhart et al.
2007)

Po aktivacii receptoru ligandom dochadza k uvolneniu heat shock protein
a CCRP (CAR cytoplasmic retention protein) do cytoplazmy a translokacii CAR
do jadra bunky. Pri tomto procese zaroven dochadza k defosforylacii receptoru
pomocou proteinovej fosfatazy 2A (PP2A). (Kublbeck et al. 2020)
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CYTOSOL

Obr. 3 Proces translokacie CAR do jadra priamou a nepriamou cestou

a nasledné ovplyvnenie génovej expresie. Prevzaté z: Dash et al. (2014)

3.3.1.1 Funkcie CAR

Vdaka novym poznatkom vieme, Ze xenosenzory nesluzZia len na
rozoznavanie potencialne Skodlivych latok v organizme, ale predstavuju prienik
viacerych signalnych drah a tym mézu ovplyvnovat rozne biologické funkcie, Ci
uz pozitivne alebo negativne. Mimo iného ide o vplyv na metabolizmus lipidov,

homeostazu glukézy a zapalové procesy. (Kublbeck et al. 2020)

Uginok CAR na metabolickii homeostéazu je sprostredkovany mimo iného
vplyvom na syntézu MK, 3-oxidaciu, syntézu ZlCovych kyselin a glukoneogenézu.
Vysledkom aktivacie su znizené hladiny glykémie, zlepSena glukézova tolerancia

a citlivost’ na inzulin a takisto zlepSené hladiny TAG v krvi. (Kiblbeck et al. 2020)
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3.3.1.2 Metabolizmus glukézy

PecCenova glukoneogenéza je tesne kontrolovana inzulinom
a glukagénom a hra délezitu ulohu pri preziti po€as postenia sa a hladovania.
Uginok Car na metabolizmus glukdzy sa prejavuje potlagenim glukoneogenézy

a znizenymi sérovymi hladinami glukdézy u mysi. (Moreau et al. 2007)

Po prijati potravy sledujeme zvySenie glykémie v krvi, na Co organizmus
reaguje uvolnenim inzulinu, ktory potlacuje tvorbu glukdzy v pec€eni potlacenim
transkripcie fosfoenolpyruvat karboxykinazy (PEPCK) a glukoza-6-fosfatazy
(G6Pase). Zaroven zvysSuje vstup glukozy do buniek, ¢oho vysledkom su znizené
hladiny glukézy. (Moreau et al. 2007, Kublbeck et al. 2020)

Naopak, poCas postenia sa su gény PEPCK a G6Pase reaktivované
transkripciou FOXO1 (Forkhead box protein 0O1), scielom zahgjit
glukoneogenézu v nepritomnosti inzulinu a zvySit sérové hladiny glykémie.
AvsSak aktivovany CAR sa vie naviazat na FOXO1 a potlacit jeho funkciu, ¢im
zabrani interakcii FOXO1 s inzulin-responzivnymi elementmi v IGF-BP (insulin-
like growth factor-binding protein), PCX (pyruvate carboxylase), FBP1 (fructose
bisphosphatase 1), PEPCK a G6Pase a vo vysledku potlacit expresiu tychto
génov. (Moreau et al. 2007, Kublbeck et al. 2020)

V skorSich stadiach boli u pacientov uzivajucich fenobarbital — znameho
agonistu CAR, pozorované nizsie hladiny plazmatickej glykémie a inzulinu poc¢as
postenia, zlepSena glukézova tolerancia a odpoved inzulinu na zataz glukézou
bez ovplyvnenia telesnej hmotnosti u diabetickych pacientov. Podobné ucinky
boli pozorované u mysi, kde TCPOBOP-aktivovany Car predchadzal, respektive
ZlepSoval obezitu a symptédmy DM II. typu spbésobené HFD (high-fat diet).
(Moreau et al. 2007, Kublbeck et al. 2020)

Aktivacia CAR takisto zvySuje mitochondrialny metabolizmus, zvySuje
produkciu zICovych kyselin, eliminaciu laktatu a produkciu glukozy, ¢oho
vysledkom je zlepSena glukozova tolerancia a citlivost na inzulin. (Moreau et al.
2007, Kublbeck et al. 2020)
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3.3.1.3 Metabolizmus lipidov

Homeostaza lipidov je v organizme dosahovana pomocou komplexnych
mechanizmov. NaruSenie tvorby a katabolizmu lipidov je spajané s viacerymi
metabolickymi ochoreniami, ako obezita a diabetes mellitus. Rovnovaha
lipidového spektra je tesne udrziavana procesmi lipogenézy, B-oxidacie, prijmu
lipidov aich naslednej sekrécie. Nedavne Studie ukazali, Ze viaceré lieCiva,
o ktorych uz dnes vieme, Ze sluzia ako aktivatory CAR, ovplyvriuju metabolizmus
lipidov. Prikladom je fenobarbital, antiepileptikum, ktoré vykazuje podstatné

zmeny Vv hladine lipidov v peceni a plazme pacientov. (Kublbeck et al. 2020)

Vplyv CAR na metabolizmus lipidov su viac kontroverzné nez jeho vplyv
na hladiny glukdzy. Vo vSeobecnosti, viaceré Studie ukazali, Ze ovplyvnenie CAR
mbze viest kzmenam hladin pecCenovych TAG ateda tvorit délezity
mechanizmus veduci Kk nepriaznivym vysledkom metabolickych efektov
xenobiotik. (Moreau et al. 2007, Kiblbeck et al. 2020)

U hlodavcov viaceré Studie ukazali, ze Car je kfu€ovy mediator v procese
ochrany proti steatéze prostrednictvom potlaCenia lipogenézy a glukoneogenézy
a nasledne aktivacia Car chrani pred stukovatenim pecene. Dévodom, preco
dochadza k zlepSeniu steatézy a stukovatenia pecene je inhibicia lipogenézy
a podporenim B-oxidacie u HFD mysi, ktorym bol zaroven podavany TCPOBOP.
Vysledkom je znizeny pecCenovy podiel cholesterolu spésobeny zvySenim jeho
metabolizmu ZI€ovymi kyselinami. Takisto su znizené sérové hladiny ZICovych
kyselin indukciou expresie génov ako niektoré CYP, UGT a SULT, ktoré su

zapojené v metabolizme a exkrécii zI€ovych kyselin. (Kublbeck et al. 2020)

Iné Studie vSak ukazali, ze aktivacia CAR vedie k zvySenej lipogenéze,
zvySenym hladinam cirkulujucich mastnych kyselin a keténov, a potlacuje B-
oxidaciu. Naviac, v primarnych hepatocytoch neovplyvnila aktivacia CAR

expresiu lipogenickych génov. (Moreau et al. 2007)

Tento nesulad méze byt z Casti spésobeny rozdielmi v metabolickych
podmienkach aregulacii pocetnych ciest v rdéznych experimentalnych

podmienkach. V tomto pripade treba zobrat do uvahy, ze HFD ovplyviuje
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expresiu, respektive aktivaciu jadrovych receptorov aich ciefovych génov.
(Kublbeck et al. 2020)

3.4 ABC transportéry

ABC transportéry (ATP-binding cassette) predstavuju jednu z najvacsich
a najstarSich nadrodin proteinov, ktoré sa nachadzaju vo vSetkych zivych
organizmoch. Ich hlavnou Uulohou je udrziavanie homeostazy v bunkach
pomocou efluxu xenobiotik a endogénnych toxickych metabolitov, a tiez sekrécia

latok do systémovej cirkulacie. (Weismanova et al. 2012)

Vacsina ABC transportérov su membranové proteiny transportujuce Siroku
Skalu molekul cez bunkové membrany, vratane aminokyselin, lipidov,
cholesterolu, iénov, vitaminov, peptidov, proteinov, polysacharidov a lieCiv.
(Lewinson et al. 2020)

Struktara tychto proteinov pozostava zo $tyroch funkénych domén — dve
transmembranové domény (TMD1 a TMD2) a dve cytoplazmatické nukleotid-
viazuce domény (NBD1 a NBD2). Kym sekvencia NBD je vysoko konzervovana,
TMD su vysoko variabilné medzi jednotlivymi transportérmi v zavislosti na
translokovanej molekule — obsahuju Useky pre substratovu Specifitu. (Lewinson
et al. 2020)

NBD je tvorena z viacerych Casti, pri€om kazda plni urcitu ulohu pri vazbe,
stabilizacii a hydrolyze molekuly ATP, hlavného zdroja energie pri rotacii
transportéra v cytoplazme pri efluxe latok. Medzi tieto Casti patri Walker A, C

motiv a Walker B. (Weismanova et al. 2012)

Na druhej strane, TMD hra vyznamnu ulohu pri vybere, uzavreti
a transporte substratu z bunky do extracelularneho prostredia. Ide o doménu
schopnu menit svoju priestorovi konformaciu a rotovat v cytoplazmatickej

membrane, ¢o umoziuje samotny eflux substratu. (Weismanova et al. 2012)
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3.4.1 Priebeh efluxu

Odstranenie xenobiotik a endogénnych toxinov z bunky prebieha vo

viacerych krokoch zahriiujucich rézne konformacné zmeny a rotaciu ABC

transportérov v cytoplazmatickej membrane.

1.

Asociacia transportéru so substratom — bez pritomnosti substratu je
transportér v tzv. otvorenej forme bez naviazanej molekuly ATP s vysokou
afinitou k substratu. Po rozoznani a naviazani Specifického substratu
v cytoplazme bunky alebo cytoplazmatickej membrane dochadza ku
konformaénym zmenam a naviazaniu molekuly ATP.

Vazba ATP - suCast NBD1 nazyvana Walker A tvori vazbu s ATP
molekulou z jednej strany, a zaroven motiv C z NBD2 viazZe tuto molekulu
ATP z druhej strany, ¢o vytvara ,sendvi¢ovu“ vazbu (Walker A — ATP - C
motiv). Tato vazba zaroven ufahCuje naviazanie druhej molekuly ATP na
Walker A oblast NBD2 a motiv C z NBD1, ¢oho vysledkom su dve
,sendvicove” vazby dvoch molekul ATP. Vysledkom je priblizenie TMD1
a TMD2 a prechod transportéra do uzavretej polohy, ktora tvori dutinu
uzatvarajucu substrat.

Hydrolyza prvej molekuly ATP — tymto krokom ziskava transportér
dostatok energie na rotaciu v cytoplazmatickej membrane, kedy sa
odvracia od vnutrobunkového prostredia do extracelularneho prostredia.
Vysledkom je zniZzena afinita TMD k substratu, ktory sa nasledne z vazby
uvolni.

Navrat transportéru do pévodnej konformacie — po efluxe substratu
dochadza k hydrolyze druhej molekuly ATP. Ziskana energia je vyuzita na
navrat transportéru do pévodnej polohy — oto€eny smerom do vnutra
bunky v otvorenej forme. Takto pripraveny transportér mdze nasledne

viazat’ dalSiu molekulu substratu. (Weismanova et al. 2012)
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Obr. 4 Jednotlivé kroky efluxu xenobiotika pomocou ABC transportéru. Prevzaté
z: Wu et al. (2019)

3.5 TCPOBOP

1,4-Bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen (TCPOBOP), latka pdvodne
izolovana ako kontaminant pesticidov, sa neskdr ukazala byt velmi silnym
fenobarbitalu podobnym induktorom mysSieho pecefiového cytochrému P450.
Jedina davka dokaze zvysit aktivitu enzymu monooxygenazy na viac nez 20
tyzdnov. (Poland et al. 1980)

Zaujimavostou je, ze TCPOBOP je druhovo Specificky vo svojich
ucinkoch. Ako priklad sluZi, ze u potkanov a morciat nedochadza k indukcii
cytochrému P450 ani pri vyrazne vysSich davkach. Naopak, k indukcii dochadza

u Sirskych zlatych Skreckov. Predpoklada sa, ze je to sp6sobené pritomnostou,
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respektive nepritomnostou TCPOBOP responzivnych receptorov u jednotlivych
druhov. (Romano et al. 1986)

Mimo aktivacie monooxygenazy sa vplyv TCPOBOP na pecen mysi
prejavuje podobe ako fenobarbital — promotor nadorového bujenia. Dochadza
k vyraznému a prudkému zvacseniu velkosti peCene, coho nasledkom je rozvoj

hepatokarcinogenézy. (Smith et al. 1993)

Obr. 5 Chemicka struktura TCPOBOP. Prevzaté z: MedChemExpress
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4 Ciel prace

Stanovenie  expresie  vybranych biotransformacnych  enzymov,
transportnych proteinov a nuklearnych receptorov v obliCckach mysi pomocou
gRT-PCR metddy.
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5 Experimentalna ¢ast’

5.1 Material

5.1.1 Zvierata

V experimente boli pouzité nehumanizované mysi albinskeho typu, ktoré
boli pripravené v spolupraci so spolo¢nostou Biocev. MySi boli po dobu 3 dni
treatované TCPOBOP alebo len vehikulom (kontrolné vzorky), nasledne boli
usmrtené a boli im odobraté vSetky organy. Pri naSich pokusoch boli pouzivané

iba oblicky, vzdy cca 20 mg. Konkrétne hodnoty hmotnosti su uvedené v Tab. 1.

Hmotnost’
Hmotnost’ mysi Hmotnost’
Vzorka * odobratého
[a] obliciek [g]
materialu [mg]
4 T 24,7 0,30 (0,15+0,15) 21,74
5 T 29,1 0,34 (0,17+0,17) 20,34
6 C 23,3 0,30 (0,14+0,16) 20,51
8 C 25,8 0,30 (0,15+0,15) 19,52
9 C 25,2 0,30 (0,16+014) 20,90

Tab. 1 Hmotnost' jednotlivych mySi pouzitych v pokuse, ich obliCiek a
vzoriek obliCiek pouzitych v dalSich krokoch

* T = vzorka treatovana TCPOBOP, C = kontrolna vzorka
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5.2 Chemikalie

TRI Reagent (Sigma Aldrich, USA)

Chloroform (Penta, Ceska republika)

Isopropanol (Sigma Aldrich, USA)

70 % ethanol (Penta, Ceska republika)

RevertAid RT (200 U/ul) (LifeTechnologies, USA)

Voda pre injekcie (B. Braun, Nemecko)

TaqgMan Fast Advanced Master Mix (LifeTechnologies, USA)

Primer/ Probe mix — Tag man sondy (LifeTechnologies, USA)

5.3 Pristroje a pomdcky

O

O

(@]

o

Analytické vahy (Boeco, Nemecko)

Automatické pipety Eppendorf Research Plus (Eppendorf, USA)
Chladiaci stojan na mikroskumavky (Eppendorf, USA)
Chladena centrifuga 3K30OH (Sigma Laboratory Centrifuges,
USA)

Mikroskumavky (Eppendorf, USA)

Mikroskumavky pre ucely PCR (RNAse free, Eppendorf, USA)
Laminarny box TopSafe 1.8 (Bioair Instruments, Taliansko)
Spektrofotometer NanoDrop 1 000 (Thermo Fisher Scientifin,
USA)

Spicky s filtrom na pipety s réznym objemom (Eppendorf, USA)
Tepelny cycler QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems, USA)

Vakuova odsavacka

Skumavky so $rébovacim vieckom (TPP, Svajgiarsko)

Pinzeta

Skalpel

Petriho misky (TPP, Svajgiarsko)

Vortex Lab Dancer (IKA, Nemecko)

Gulicky oxidu zirkonicCitého (Benchmark Scientific, USA)
Homogenizator Fastprep-24 5G (MP Biomedicals, USA)
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5.4 Metody

5.4.1 lzolacia RNA z obli¢iek

Ribonukleova kyselina (RNA) predstavuje délezity ciel Sirokého spektra
laboratérnych analyz. Casto je nutné izolovat RNA z heterogénnych materialov,
ako je Cerstvé alebo zmrazené tkanivo, bunkové linie alebo vzorky dlhodobo
chemicky konzervované. Preto je schopnost ziskat Cistu a neporusenu RNA

predpokladom spolahlivych a relevantnych vysledkov. (Vomelova et al. 2009)

5.4.1.1 Princip

TRI Reagent predstavuje jednofazovy roztok guanidin isothiokyanatu
a fenolu, ktory zachovava integritu RNA, zatial ¢o narusSuje bunky a rozpusta ich
zlozky. Po pridani chloroformu sa tato zmes poriadne premiesa, pri naslednej
centrifugacii dochadza k oddeleniu faz na vodnu a organicku. RNA sa nachadza
vyluéne vo vodnej zloZke. V organickej su necistoty ako extracelularne
membrany, polysacharidy a iné. Po oddeleni vodnej zlozky je RNA vyzrazana
isopropanolom za tvorby peletiek mMRNA, ktoré su nasledne precistené pomocou

ethanolu a rozpustené v DNase/RNase free vode. (Likhite et al. 2011)
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Obr. 6 Separacia vodnej a organickej fazy a nasledna precipitacia
gélovitej RNA peletky. Prevzaté a upravené Z:

https://theory.labster.com/phenol-chloroform-method-nucleic-acid-

isolation/

5.4.1.2 Postup

Z obliCiek, ktoré nam boli poslané som si najprv pripravila jednotlivé vzorky
o hmotnosti cca 20 mg. Krajanie prebiehalo na fade, aby vzorky ¢o najmenej
podliehali denaturacii. Ziskané vzorky boli nasledne umiestnené do skumaviek
so Srébovacim vieCkom a gumickou, v ktorych uz bolo 6 homogenizacnych
guligiek. Dal$i krok prebiehal v laminarnom boxe — do skiimaviek bol pridany 1ml
TRI Reagentu. Takto pripravené vzorky sa nasledne homogenizovali pri rychlosti
7 m/s po dobu 50s. Tato homogenizacia nebola dostatona, tak sa pridalo este

jedno kolo pri rychlosti 6 m/s po dobu dalSich 40s.

K vzorkam bol nasledne pridany chloroform — 200 ul a boli pretrepavané
15s. Po odstati 5 min pri laboratérnej teplote sa vzorky sto ili v predchladenej
centrifuge (15min, 12 500G, 4°C). Tymto procesom sa od seba oddelili vodna
a organicka faza. Vodnu fazu (cca 500 pl) obsahujucu RNA som odobrala do
novej skumavky, pridala isopropanol (500 pl) a nechala inkubovat 10 min pri
laboratérnej teplote. Vyzrazana RNA bola opat’ sto€ena (15min, 12 500G, 4°C).
Po centrifugacii bol odsaty isopropanol a na dne skumavky bolo mozné

pozorovat precipitat RNA ako bielu gélovitu peletku. K tej bol nasledne pridany
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1ml 70% ethanolu. Dal$im krokom bol vortex skimavky, aby sa peletka uvolnila
z dna skumavky a dokladne premyla. Potom boli vzorky inkubované 1 hod na
lade v chladniCke. Po uplynuti tejto doby boli vzorky znovu centrifugované
(15min, 12 500G, 4°C) a celé premyvanie sa zopakovalo este raz — odsatie 70%
ethanolu, pridanie 1ml nového 70% ethanolu, inkubovanie v chladnicke, tentokrat
cez noc. Na druhy den boli vzorky posledny krat sto¢ené (15min, 12 500G, 4°C),
bol odsaty ethanol a peletky sa nechali schnut' 10 minut pri laboratérnej teplote.
Potom boli rozpustené v 30 yl RNAse free vody. Z tohto objemu sa odobrali 2 pl

na zmeranie Cistoty a koncentracie RNA.

5.4.2 Spektrofotometria

Do skumaviek boli odobraté 2 pl z kazdej vzorky a bolo zrealizované
spektrofotometrické meranie koncentracie RNA pomocou pristroja Nanodrop.
Ako kontrolny roztok bola pouzitda RNase free voda. Absorbancia bola merana pri
vinovej dizke 230, 260 a 280 nm. Zistili sa tym hodnoty koncentracie, &istoty |
(kontaminacia proteinmi) a Cistoty Il (kontaminacia fenolom), znazornené v Tab.
2. Hodnota Cistoty | vychadza z pomeru A260/A280 a idealne sa pohybuje nad
hodnotou 1,8. Cistota Il predstavuje pomer A260/A230 a v dal$ich krokoch by
mali byt pouzité vzorky, u ktorych sa blizi ku 2. Zistené hodnoty koncentracii boli

pouzité na nariedenie vSetkych vzoriek na rovnaku koncentraciu 250 ng/ pl.

Namerana
Vzorka A230 A260 A280 Cistotal  Cistota Il koncentracia
(ng/pl)
4 22,525 51,300 25,961 1,98 2,28 2051,99
5 22,389 50,512 25,587 1,97 2,26 2020,47
6 19,965 44,405 22,608 1,96 2,23 1776,18
8 26,109 57,024 29,289 1,95 2,18 2280,98
9 26,802 57,481 29,974 1,92 2,14 2299,25

Tab. 2 Vysledky spektrofotometrie ukazujuce, Ze vSetky vzorky su

vhodné k dalSiemu spracovaniu
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5.4.3 Reverzna transkripcia

Reverzna transkripcia zahfha syntézu cDNA zizolovaného mRNA
pomocou  RNA-dependentnej DNA  polymerazy. Ziskame  cDNA

(komplementarna DNA), ktora bude nasledne pouzita v dalSich krokoch.

5.4.3.1 Postup

Do jednej vacsej skumavky si napipetujeme zmes nahodnych hexamérov,
vodu, pufer, RNase inhibitor, zmes nukleotidov a reverznu transkriptazu.
Nasledne si vezmeme mikroskumavky a napipetujeme do nich pripravenu zmes
a 1 yg mRNA templatu. Cely tento proces prebieha na fadovej dosticke, aby bola
zaru€ena €o najvysSia stabilita RNA. Ziskame tak 20 ul vzorky, ktoré viozime do
tepelného cycleru. Proces prepisu mRNA na cDNA sa uskutoChuje nasledovne
(viz Tab. 3):

= 5 minut pri teplote 25°C
= 60 minut pri teplote 42°C
= 5 minut pri teplote 70°C

Objem [ul]
mRNA templat (1 pug) 4
Nahodné hexameéry 1
DNase/RNase free voda 7
Pufer 4
RiboLock RNase inhibitor 1
dNTP mix 2
RevertAid RT 1

Tab. 3 Mnozstvo jednotlivych zloZiek pre 1 reakciu. Po prebehnuti reakcie

bola ziskana cDNA nariedena pomocou DNase/RNase free vody
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5.4.4 Real-time PCR

5.4.4.1 Princip

Polymerazova retazova reakcia (z angl. polymerase chain reaction) je
metdda zaloZena na in vitro amplifikacii Specifického fragmentu DNA z templatu
cDNA. Termocycler zaroven detekuje produkt reakcie po kazdom cykle pomocou
fluorescencie. Ide o metddu bezne vyuzivana v biologickych a biomedicinskych
odvetviach. (Zhu et al. 2020)

5.4.4.2 Postup

Najprv si pripravime mastermix pozostavajuci z primerov, TagMan Fast
Advanced a vody pre injekcie (API), ktory pipetujeme do 96 jamkovej dosti¢ky na
PCR. Nasledne pridame templaty cDNA jednotlivych génov. Ako negativna
kontrola sluzi APl namiesto cDNA templatu. DostiCku potom vilozime do
tepelného cycleru a spustime PCR za podmienok uvedenych v nasledujucej
tabulke (viz Tab. 4 a 5).

Zlozky Objem [ul]
Voda 4.0
TagMan Fast Advanced 10,0
Primer 1,0
cDNA templat 5,0
Celkovy objem 20,0

Tab. 4 Mnozstvo jednotlivych zloZiek pre 1 reakciu
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Pocet cyklov Teplota [°C] Cas [min]

Holding Stage 1 50 2:00
95 0:20
Cycling Stage 40 95 0:01
60 0:20

Tab. 5 Podmienky priebehu PCR
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5.5 Statistické spracovanie dat

Data ziskané z tepelného cycleru boli najprv spracované pomocou MS
Excel, kedy sme z technickych triplikatov jednotlivych vzoriek spocitali hodnoty
priemeru jednotlivych vzoriek a ich smerodajné odchylky. Nasledne sme spocitali
aj priemery oboch skupin vzoriek (kontrolné a TCPOBOP treatované mysi)

vratane ich smerodajnych odchyliek.

K Statistickému spracovaniu dat bol pouzity software GraphPad Prism 9.
Za ucelom zhodnotenia $tatistickej vyznamnosti rozdielov hodnét medzi oboma
skupinami bol pouzity Studentov T-test. Hodnota P <0,05 je povaZzovana za

Statisticky vyznamnu.
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6 Vysledky

V ramci experimentu sme sledovali, ako pésobenie TCPOBOP ovplyvni
expresiu génov Nri1i3, Nr1i2, Cyp2b10, Cyp3ai1, Sultic2, Ugt3a2, Abcc2,
Slc22a2, Abcb1a a Abcb1b v oblickach mysi. Vysledky su vztiahnuté na dva
housekeeping gény — Gapdh a Actb.

6.1 Nuklearne receptory

V prvej Casti sme sa zamerali na gény kodujuce jadrové receptory. Na
nasledujici grafu (Obr. 7) mézeme vidiet vplyv TCPOBOP na expresiu génov
Nr1i2 a Nr1i3, ktory ani v jednom pripade nebol vyznamne ovplyvneny aktivaciou
Car.
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Obr. 7 Graf zobrazujuci vplyv TCPOBOP na expresiu génov kédujucich jadrové
receptory. qRT-PCR reakcie boli vykonané v technickych triplikatoch, hodnota
kontrolnych vzoriek bola stanovena ako 1 a treatované vzorky su vyjadrené ako
ich nasobky. K $tatistickému vyhodnoteniu ziskanych dat bol pouzity Studentov
T-test.
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6.2 Biotransformaéné enzymy

V druhej ¢asti mame graf (Obr. 8) zobrazujuci vplyv TCPOBOP na gény
kodujuce biotransformacné enzymy, konkrétne ide o gény Cyp2b10, Cyp3aii,
Sult1ic2 a Ugt3aZ2. V tomto pripade sme pozorovali vyznamné zvySenie experesie
Cyp2b10, Cyp3ai1i1 a Ugt3a2 pri vzorkach vystavenych pésobeniu TCPOBOP,
expresia posledného vyssie spomenutého konjugaéného enzymu Sult1c2 nebola

Statisticky vyznamne zmenena.
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Obr. 8 Graf zobrazujuci vplyv TCPOBOP na expresiu génov kddujucich
biotransformacné enzymy. qRT-PCR reakcie boli vykonané v technickych
triplikatoch, hodnota kontrolnych vzoriek bola stanovena ako 1 a treatované
vzorky su vyjadrené ako ich nasobky. K Statistickému vyhodnoteniu ziskanych
dat bol pouzity Studentov T-test **P < 0,01.

40



6.3 Transportné gény

V tretom, poslednom grafe (Obr. 9), mame vyobrazené hladiny génov,
ktoré koduju transportné proteiny — Slc22a2, Abcc2, Abcbla a Abcb1b.
V pripade génov kodujucich transportné proteiny doslo k Statisticky vyznamnému
zvySeniu expresie uptakového transportéru Si/c22a2 a efluxného Abcb1a v

désledku aktivacie Car. Vplyv na zvySné dva transportéry nebol vyznamny.
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Obr. 9 Graf zobrazujuci vplyv TCPOBOP na expresiu génov kddujucich
transportné enzymy. gRT-PCR reakcie boli vykonané v technickych triplikatoch,
hodnota kontrolnych vzoriek bola stanovena ako 1 a treatované vzorky su
vyjadrené ako ich nasobky. K Statistickému vyhodnoteniu ziskanych dat bol
pouzity Studentov T-test *P < 0,05, **P < 0,01.
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6.4 Biochemické vysledky

V nasledujucej tabulke (Tab. 6) su zobrazené vysledky vybranych
biochemickych markerov. Ziadny znich po podani TCPOBOP nevykazuje
Statisticky vyznamné zmeny v hladinach. Vhodné by bolo porovnat napr. hodnoty
glykémie alebo lipidov po podani TCPOBOP, kedZe predpokladame, Ze by boli

vyznamne ovplyvnené, avsak tieto vysledky k dispozicii nemame.

Vzorka Ca** Fe Kys. moéova Urea Mg? Fosfaty Kreatinin Na* K* Cl-
(mmol/l) (umolfl) (pumolll) (mmolll) (mmolll) (mmol/l) (umolfl) (mmol/l) (mmoll/l) (mmoll/l)
T 2,51 28,71 43,03 7,6 0,94 1,73 6,9 148 4,75 108,3
T 2,37 25,07 34,1 5,75 0,82 1,78 7,41 150 499 1116
C 2,28 32,02 77,58 7,05 0,79 1,75 7,59 147 5,49 1093
C 2,28 22,56 53,24 6,13 0,87 1,65 8,79 149 4,92 1095
C 2,35 26,63 28,48 6,9 0,75 1,49 5,57 148 4,37 108,7

Tab. 6 Vysledky biochemického vySetrenia vzoriek. K Statistickému vyhodnoteniu

ziskanych dat bol pouzity Studentov T-test.
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7 Diskusia

Xenobiotikum je termin pouzivany na popis chemickej zlu€eniny, ktora je
cudzia zivym organizmmom a zahffia priklady ako pesticidy, lieCiva, ochucovadia,
potravinové aditiva, priemyselné chemikalie a iné. Odhaduje sa, Ze ludia su
vystaveni 1-3 miliGnom xenobiotik po€as svojho Zivota. Vacsina tychto latok sa
do tela dostava potravou, vzduchom, pitnou vodou, podavanim lie€iv a vplyvom

zivotneého Stylu. (Patterson et al. 2010)

Ako reakciu na neustale pésobenie xenobiotik si Zivé organizmy vyvinuli
systém na ich detoxifikaciu, s ciefom ochrany pred moznou toxicitou tychto
cudzorodych latok. Tento systém pozostava hlavne z biotransformacnych
enzymov a transportérov. Prvej fazy biodegradacie sa zucasthuju hlavne
cytochromy P450, ktoré patria do nadrodiny monooxygenaz. Tieto enzymy su vo
vysokej miere exprimované v peceni a tenkom Creve a ich hlavnou ulohou je
katalyzovat’ prvy krok detoxifikacie. V tomto bode prevladaju hlavne procesy
hydroxylacie a oxidacie. Konjuga¢né reakcie druhej fazy su katalyzované velkou
skupinou transferdz, ako napriklad sulfotransferaza (SULT), glutathion S-
transferaza (GST) a UDP-glukuronosyltransferaza (UGT). Tieto enzymy
konjuguju polarne funk&né skupiny na xenobiotika, respektive endobiotika, za
vzniku vo vode rozpustnych, neaktivnych metabolitov vylu¢enych ZI€ou alebo

mocom. (Wang et al.)

V tejto praci sme sa zamerali na u¢inok TCPOBOP, znameho agonistu
Car u mysi, na expresiu biotransformacnych a transportnych génov v obli¢kach
mySi. Podla toho sme aj vyberali gény, na ktoré sa zameriame — su to cieloveé
gény mysSacieho Car v peceni, ale o regulacii v oblickach nie su zname takmer
Ziadne informacie. 18lo konkrétne o gény Nr1i2, Nr1i3, Cyp2b10, Cyp3aii,
Sultic2, Ugt3a2, Sic22a2, Abcc2, Abcb1a a Abcb1b. Cyp2b10 a Cyp3atli
predstavuju modelové cielové gény pre Car a Pxr (pricom pri Cyp3ali je
regulacia dominantne cez Pxr a pri Cyp2b10 je to hlavne cez Car), ide o mysie
ortholégy fudskych CYP2B6 resp. CYP3A4. Ako kontrola nam sluzili
housekeeping gény Gapdh a Actb.
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Vplyv TCPOBOP na expresiu génov u mySi bol uz viackrat skumany.
Vacsina studii sa vS8ak zamerala na pdsobenie tohto Car agonistu v peceni. My
sme sa naopak zamerali na ovplyvnenie expresie génov v oblickach, kde az tak

vela Studii vykonanych nebolo.

Bazalna expresia CAR je najvyraznejSia v pecCeni. V oblickach je CAR
exprimovany na urovni 10 — 30% hodnét v peceni. Délezité viak je, Ze expresia
CAR v obli¢kach je sice niz8ia nez v peceni, pripadne inych organoch, ale stale
je dost vysoka na to, aby dochadzalo k regulacii génovej expresie aj v oblickach.
(Nannelli et al. 2008)

Vysledky, ktoré sme ziskali, vo vacsSine odpovedali nasSim predpokladom
vychadzajucim z uz existujucich studii. KedZe sme v ramci pokusov pouzivali
TCPOBOP, ¢o je znamy agonista mySieho Car, predpokladali sme, Ze expresia
génu Nr1i3 by mohla byt ovplyvnena. Vysledky cielovej skupiny sa vS8ak nijako
vyznamne neliSili od kontrolnej skupiny. Ako odévodnenie nam sluzi praca Choi
a kolektiv (2018), kedy bol pozorovany vplyv TCPOBOP na aktivaciu Car. Na
zaciatku boli mysi s ischémiou obliCiek, ktora spdsobila znizenie hladiny proteinu
Car v pecCeni. Nasledné podavanie TCPOBOP spatne zvySilo proteinovu
expresiu Car a zvySilo jeho nuklearnu translokaciu. AvSak zaujimavym zistenim
bolo, Ze expresia mRNA Car zostala na rovnakej urovni aj po administracii
TCPOBOP. Dévod, pre¢o ktomu doSlo, vSak mbéze byt dany rozdielnymi
fyziologickymi resp. patofyziologickymi parametrami. Rozdielom medzi touto

pracou a nasimi pokusmi v8ak je, Ze my sme nepouzivali ischemické oblicky.

Gén Nr1j2 kodujuci pregnanovy X receptor po podani TCPOBOP
nevykazoval zZiadne ovplyvnenie expresie. Dévodom je, ze TCPOBOP nie je
ligandom tohoto receptoru a teda jeho podavanie na receptor ziadny vyznamny
vplyv nema, nepredpoklada sa teda ani moznost autoregulacie. (Torres-Vergara
et al. 2020, Smutny et al. 2020) Navic ani nebylo potvrzeno, Zze by PXR spadal

mezi cilové geny receptoru CAR.

Cyp2b10 pari spolu s Cyp3a11 medzi hlavné biotransformacné enzymy |.
fazy. Jedna sa o analégy fudského CYP2B6, resp. CYP3A4, ktoré sa podielaju
na biotransformacii vacsiny klinicky pouzivanych lieCiv. Tieto enzymy su

typickymi ciefovymi génmi jadrovych receptorov CAR (CYP2B6) a PXR

44



(CYP3A4) v hepatocytoch. Ztohto dévodu sme sa rozhodli prave oich
testovanie, pretoze o regulacii ich génovej expresie v oblickach nie su dostupné

relevantné Studie.

V pripade génu Cyp2b10 sme pozorovali Statisticky vyznamné zvySenie
expresie po podani TCPOBOP. Dévodom je, ze Cyp2b10 je cielovy gén
aktivacie Car u mysi. Rovnaké vysledky pozorovali aj Baskin-Bey a kolektiv

(2007) pri Studii vplyvu TCPOBOP na mysSie hepatocyty.

Vysledky expresie génu Cyp3a11 su porovnatelné s génom Cyp2b10.
KedZe oba tieto gény predstavuju cielové gény ovplyvnenia Car, po jeho aktivacii
u nich, pochopitelne, dochadza k vyrazne zvySenej expresii. K podobnym
vysledkom sa dopracovali aj Baskin-Bey a kolektiv (2007), tato Studia vSak bola
vykonana analyzou peCene mysi, nie je teda mozné posudit presnu analdgiu

vysledkov.

Gén Sult1c2 vykazoval po podani TCPOBOP zvySenie expresie, ktoré
vSak v dosledku vysokej interindividualnej variability nebolo Statisticky vyznamné.
Pre potvrdenie trendu by bolo treba otestovat va¢sie mnozstvo tkaniv ziskanych
z vadésieho poétu jedincov. Ziadne $tudie sa doposial nezaoberali regulaciou
Sult1c2 v oblickach, avSak data ziskané z pe¢ene mySi naznacuju, ze by mohla
byt tato regulacia vyznamna. Vo viacerych Studiach bol sledovany vplyv
TCPOBORP aj na tento gén, povacsine v peceni. V tomto organe vykazoval vzdy
vyznamne zvySenu expresiu, svedcia o tom aj prace Cheng a kolektiv (2017) a
Alnouti a Klaassen (2011). NajpravdepodobnejSim dévodom, preco tomu tak je,
je metabolicka aktivita peCene, ako hlavného biotransformaéného organu,
v porovnani s oblickami. KedZe v peceni prebieha vyznamna vacsina dolezitych
metabolickych procesov, je tu samozrejme zvySena expresia Sult, ktoré mézu
nasledne citlivejSie reagovat’ na podanie Car agonistu TCPOBOP. (Park et al.
2016, Cheng et al. 2017, Runge Morris et al. 2013)

Ugt3a2 je gén podielajuci sa na detoxifikacii cudzorodych latok z tela
pocas Il. fazy metabolizmu. U mysSi je tento gén exprimovany hlavne v peceni a
oblickach. Studia Meech a kolektivu (2012) sa podrobnejsie zaoberala génmi
UGT3A. Popisovala, Zze u mysSi je v oblicCkach omnoho vysSia expresia Ugt3a2
oproti Ugt3a1 (v oboch pripadoch sa jedna o orthology ludského UGT3A7 génu,
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pricom Ugt3a2 ma blizSie k ludskému UGT3A7). Neskumala vSak vplyv Ziadneho
Car agonistu na expresiu nami sledovaného génu. Na druhej strane, praca Li a
kolektivu (2015) sa zamerala na vplyv mimo iného TCPOBOP na expresiu
viacerych transkripnych faktorov — medzi inymi aj Ugt2b34, Ugt2b35 a Ugt2b36.
Vo vysledku teda zatial neexistuje ziadna Studia, ktora by sa zamerala na mysi

gén Ugt3a2 a ovplyvnenie jeho expresie pomocou TCPOBOP.

VySSie spomenuté prace (Meech et al. 2012, Li et al. 2015) nam vsak
pomahaju pochopit, preCo sme pri naSich pokusoch pozorovali Statisticky
vyznamneé zvySenie expresie Ugt3a2 po podani TCPOBOP. Vysoka bazalna
hladina tohoto génu citlivo reagovala na podanie Car agonistu a vysledkom bolo

viac nez 4-nasobné zvysenie expresie.

Slc22a2 je gén kdédujuci transportny protein Oct2. Tento gén patri do
pocetnej rodiny génov Slic22, ktoré hraju klu€ovu rolu v transporte malych
endogénnych molekul, liekov a toxinov medzi tkanivami a telovymi tekutinami.
Slc22a2 je primarne exprimovany v oblickach, ale v menSom mnozstve ho
najdeme aj dalSich tkanivach. Ako uz z nazvu vyplyva, zabezpecCuje hlavne
transport kationov, ale v menSom mnozstve transportuje aj aniony a zwitteriony.
V oblickach je umiestneny na bazolateralnej membrane proximalneho tubulu a
zabezpecCuje transport kationickych lieCiv a endomolekul z krvi do tubularnych

buniek. (Yue Cui a D.Klaassen, Nigam)

Konkrétne tento gén este nebol Studovany, ¢o sa tyka uc¢inku TCPOBOP
na jeho expresiu. AvSak v podobnej studii od Wang a kolektiv (2017) boli
sledované rbézne transportné proteiny v oblickach v suvislosti s hladinami
bilirubinu. V momente zvySenej produkcie bilirubinu spésobenej alkoholickym
poskodenim pecene doslo k zniZeniu expresie sledovanych génov — mimo iného
Oatp1al (Slcot1a) v oblickach. Po naslednom podani TCPOBOP doSlo
k navrateniu hladin Car na povodnu uroven, zniZeniu hladin bilirubinu a zvySeniu
expresie Oatp1a1 (Wang et al. 2017). Tieto poznatky naznacuju, ze Car mdze aj
napriek svojej dominantne pecefiovej lokalizacii regulovat génovu expresiu
v obli¢kach. V dalsej studii vykonanej na primarnych ludskych hepatocytoch bolo
zistené, Ze pribuzny transportér s primarne pecefiovou lokalizaciou — OCT1

(SLC22A1), bol down-regulovany po vystaveni buniek pésobeniu fenobarbitalu,
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ktory je povazovany za agonistu ludského CARu (Jirogel et al. 2006). AvSak
nejedna sa o agonistu Specifického pre CAR, ale je schopny aktivovat aj PXR,
¢o mbze vysvetlovat vysSie spominanu down-regulaciu OCT1, ktora bola uz
v minulosti popisana (Hyrsova et al. 2016, Linhao et al. 2019). AvSak v praci
publikovanej Jirogelom a kolektivom musime vziat na vedomie vacsie mnozstvo
rozdielnych parametrov, vratane pouzitého tkaniva, medzidruhovych rozdielov i
mozné odliSnosti medzi regulacnymi Specifikami danych transportérov, ktoré
mozu vysvetlit nimi popisanu down-regulaciu oproti nami pozorovanému

zvyseniu expresie Slc22a2.

Abcc2 je gén kodujuci Mrp2 efluxny protein, ktorého expresia je
regulovana pomocou Car a Pxr. Z toho vyplyva, Ze podavanie agonistov tychto
receptorov bude viest k znac¢nej indukcii Abcc2 mRNA hodnét. V Studii Kast et
al. (2002) bol pouzity fenobarbital, ktory aktivuje ludsky CAR a PXR, a u mysi sa
chova len ako agonista Car. Testované boli ludské, potkanie a mySacie
hepatocyty. Podavanie fenobarbitalu viedlo k zvySenej expresii Abcc2 mRNA.
NasSe vysledky vSak tejto studii neodpovedaju. Dévodom mébze byt pouzitie
rozdielnych organov ¢i agonistov. Mrp2 je ako effluxny protein vo vysokej miere
exprimovany v peceni, avSak v obliCkach az také vysoké zastupenie nema.
Druhym dévodom méze byt pouzite rozdielneho agonistu. Kym fenobarbital
pdsobi ako neSpecificky agonista a mbéze zvySovat expresiu génu Abcc2 rdznymi
mechanizmami, TCPOBOP svojim rozdielnym pdsobenim nemusi aktivovat

cesty potrebné k zvySeniu hladin Abcc2.

Abcb1a je gén kodujuci protein Mdria. Ide o vyznamny efluxny
transportér, ktory chrani bunky pred toxickym vplyvom latok, vratane lieCiv.
Ludskym ortholégom je ABCB1, teda gén kédujuci MDR1, tiez znamy ako
P-glykoprotein. V studii (Wang et al. 2017) bola po podani TCPOBOP
pozorovana zvySena expresia Abcb1a v kapilarach mozgu u mySi a potkanov.
Dalsia praca, ktora sa venovala vplyvu TCPOBOP na expresiu Abcb1 bola $tudia
od Lemmen a kolektiv (2013), kde boli sledované zmeny vyvolané pésobenim
réznych agonistov na Car. Sledované boli gény Abcb1 a Abcg2, pokusnymi
zvieratami boli v tomto pripade prasata. Boli im podavani Car agonisti CITCO a
TCPOBOP. Vysledkom bolo, ze po podani CITCO doslo k zvySenej expresii
sledovanych génov, v pripade TCPOBOP bol vysledok opacny. Vyplyva z toho,
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Zze TCPOBOP pésobi ako selektivny agonista CAR u mysSi, a u fudi, resp. u

prasiat ako agonista nepésobi. (Lemmen et al. 2013)

V inej $tudii (Cui a Klaassen, 2016) bol pozorovany vplyv CAR agonistov
na rézne gény ovplyviiujuce metabolizmus v peceni. Mimo iného bol pozorovany
aj vplyv TCPOBOP na gén Abcb71a. Vysledkom bola vyznamna up-regulacia
tohoto génu — zhruba 1,5-nasobné zvySenie. NaSe vysledky odpovedaju tejto
studii. Ciefovym organom sice boli oblicky, ale po podani TCPOBOP takisto

doslo k Statisticky vyznamnému zvySeniu expresie — zhruba dvojnasobnému.

Abcb1b, gén kobdujuci protein Mdrib nie je az tak dopodrobna
preskumany, ¢o sa vplyvu TCPOBOP na jeho expresiu tyka, obecne sa povazuje
za malo indukovatelny, avSak jeho expresia v oblickach je vSeobecne vysSia
(Klaassen et Aleksunes, 2010). Stadia Whyte-Allman et al. (2017) sa v$ak blizsie
zamerala na Car a Pxr a ich ulohu v regulacii transportnych proteinov na urovni
hematotestikularnej bariéry (BTB, blood-testis barrier) u mysi. Zistili, Ze po
podani TCPOBOP sa zvySila expresia Abcb1b priblizne 1,5-nasobne, ¢o
znamena, ze Car zasahuje do regulacie tohoto ABC transportéru. Nase vysledky
tiez zaznamenali mierne zvySenie expresie Abcb1b po podani TCPOBOP,
takmer 1,3-nasobne, €o vSak nie je Statisticky signifikantné zvySenie. Hlavhym
dévodom tychto rozdielnych vysledkov mdéze byt pouZzitie roznych organov, kde
v pripade BTB mdZzZe byt expresia nami sledovaného génu citlivejSie ovplyvnena
danym Car agonstom, nez v pripade obliCiek. Mierne zvySenie expresie mdze
byt tiez spésobené tym, ze P-gp v obli¢kach reaguje na pritomnost TCPOBOP
ako exogénneho toxinu a zvySena expresia je odpovedou organizmu na snahu
odstranit tuto latku z organizmu. Nezanedbatelna nie je ani mozna
interindividualna variabilita, ktorej sa da vyhnut pouzitim vacSieho suboru
testovanych obli¢iek mysi. (Whyte-Allman et al. 2017, Huls et al. 2007).

Prekazkou ale zaroven i vyhodou, s ktorou sme sa pocas tejto prace
stretavali najviac, je nedostatok Studii, z ktorych by sa dalo vychadzat, resp.
porovnat s nimi naSe vysledky. Len malo vyskumnych skupin sa venuje
sledovaniu aktivacie Car v oblickach, prevazna vacsina je zamerana na pecen,

ako hlavny metabolicky organ.
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8 Zaver

Ciefom tejto prace bolo preskumat vplyv TCPOBOP, agonistu mysieho
Car na expresiu vybranych génov — Nr1i3, Nr1i2, Cyp3a11, Cyp2b10, Sultic2,
Ugt3a2, Abcc2, Sic22a2, Abcb1a a Abcb1b. Zistili sme, Ze tato latka vyznamne
zvySuje expresiu génov Cyp3a11 a Cyp2b10, ktoré prestavuju ciefové gény
aktivacie Car u mySi. Vyznamné zvySenie sme pozorovali tiez u génov Slc22a2
a Ugt3a2. U génu Nr1i3 vysledky naznacuju, Zze mySaci Car pravdepodobne
nepodlieha autoregulacii, pretoze ciefova aj kontrolna skupina vykazovali zhruba
rovnaku expresiu tohto génu. Pre presnejSie vyjadrenie by bolo potrebné pouzit
vacsie mnozstvo vzoriek aj z ddvodu moznej vySSej interindividualnej variability.
Gén Nr1i2 nepredstavuje ciefovy ligand pre mySaci Car, takZze jeho expresia
nebola po¢as pokusu ovplyvnena. Nakoniec, u génov Sult1c2, Abcc2, Abcb1a
a Abcb1b vysledna expresia nebola vyznamne odliSna medzi jednotlivymi

testovanymi skupinami.

Poznatky ziskané ztychto pokusov teda mézu byt dalej pouZzité pri
vyskume regulacie génovej expresie prostrednictvom jadrovych receptorov
a nasledny vplyv na metabolizmus xenobiotik, a to nie len v pe€eni — hlavhom
metabolickom organe, ale aj dalSich extrahepatalnych tkanivach, ako su nami
hodnotené oblicky. Vyznam tejto Studie teda nespociva len v odhalovani novych

faktov, ale méze prispiet i k zvySeniu bezpecnosti farmakoterapie.
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