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Abstrakt
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Béhem vyvoje byl kazdy organismus nucen vytvofit si sviij vlastni komplexni obranny
systém zabrafujici hromadéni endogennich a cizorodych latek, véetné 1éCiv, v téle. Tyto
obranné systémy zahrnuji biotransformacni enzymy I. a II. faize metabolismu a transportni
proteiny. Jednu z hlavnich roli v regulaci metabolismu endogennich a biotransformaci

exogennich latek ma konstitutivni androstanovy receptor (CAR).

Cilem této prace bylo stanoveni vlivu aktivace lidského konstitutivniho androstanového
receptoru (hCAR) u humanizovanych mysi na genovou expresi l1€kovych transportéri
a biotransformacnich enzymt v ledvinadch. A nésledné posoudit vliv aktivace CAR na
expresi vybranych genti v HK2 bunééné linii. V obou ptipadech byla zdkladnim principem
izolace mRNA pomoci standardni fenol-chloroformové extrakce nésledované reverzni

transkripci a QRT-PCR reakcemi.

Vprvni casti byl zkoumdn vliv CITCO, agonisty hCAR, na expresi genl
biotransformacnich a transportnich proteini v ledvinach humanizovanych mysi.
Ke statisticky vyznamnému zvyseni exprese doslo u genli Ugtlal a Slc22al. V druhé ¢asti
experimentll jsme se zaméfili na ovlivnéni exprese gend v lidské HK2 bunééné linii po
pridani latek piisobicich na CAR. V jediném piipad€ jsme zaznamenali vyznamné zvySeni
exprese — a to u genu CYP2B6 po podani kombinace CITCO 10 uM + PK11195 10 uM.
Vyznamné sniZeni exprese bylo pozorovano u vysledki genu CYP344, a to po podéni

fenobarbitalu 500 uM a kombinace PK11195 10 uM + CITCO 10 uM.

Porovnani ziskanych vysledkl s daty zkoumajici regulaci genové exprese CAR v jatrech
naznacuje, Zze CAR hraje 1 v ledvinné tkani vyznamnou roli, nicméné se do zna¢né miry

odliSuje a jeji presna definice vyzaduje dalsi vyzkum.



Abstract
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During evolution, each organism was forced to create its complex defense system to prevent
the accumulation of endogenous and foreign substances, including drugs, in the body. These
defense systems are composed of Phase I and Phase II enzymes and transport proteins. One
of the main roles in the metabolism of endogenous and biotransformation of exogenous

substances is ensured by the constitutive androstane receptor (CAR).

This work aimed to determine the effect of activation of the human constitutive androstane
receptor (hCAR) on the gene expression of drug transporters and biotransformation
enzymes in the kidneys of humanized mice. Additionally, to examine the effect of CAR on
the expression of selected genes in the HK2 cell line. In both cases, the isolation of mMRNA
was performed using the classic phenol-chloroform extraction followed by reverse

transcription and the qRT-PCR reactions.

Firstly, we studied the influence of CITCO, an agonist of hCAR, on the expression of
biotransformation and transport protein genes in the kidneys of humanized mice.
The expression of Ugt/al and Slc22al genes was increased with statistical significance.
In the second part, we focused on the influence of genes in the human HK2 cell line after
the addition of substances affecting the CAR. In only one case, a significant increase of the
CYP2B6 gene after administration of CITCO 10 uM + PK11195 10 uM was apperent.
A significant reduction of expression was observed for the CYP3A44 gene after
administration of phenobarbital 500 uM and the combination PK11195 10 uM
+ CITCO 10 uM.

A comparison of the results with studies investigating the regulation of gene expression by
CAR in the liver suggests that CAR also plays a significant role in kidneys, however, it

differs and its exact definition requires further research.
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1. Seznam zKkratek

Actb
ADME
AF-1
ABC
AMPK
ASC-2
BCRP
CAR
CCRP

CITCO

DAX-1

DBD
DMEM
DMSO
EGF
EGFR
FXR
Gapdh
GCNF

GST

beta-aktin

absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece
aktivacni funkce 1

ATP-binding cassette

AMP-aktivovana proteinkindza

aktivacni signalni kointegrator

breast cancer resistence protein
konstitutivni androstanovy receptor

CAR cytoplasmic retention protein

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

dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenital

critical region on the X chromosome, Gene 1
DNA vazajici doména

Dulbecco's Modified Eagle Medium
dimethylsulfoxid

epidermalni riistovy faktor

receptor epidermélniho rastového faktoru
farnesoid X receptor

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

germ cell nuclear factor

glutathion-S-transferaza



GRIP1/TIF2

hCAR
hPXR
HSP
LBD
MATE
mCAR
MDRI1
mPXR
MRP2
NCoR
NBD
NR
NTD
OAT
OATP
OCT
PB
PBREM
PCN
PGC-1
P-gp
PKI11195

PP2A

protein 1 interagujici s glukokortikoidnim

receptorem/transkripcni intermediarni faktor 2
lidsky konstitutivni androstanovy receptor
lidsky pregnanovy X receptor

heat shock protein

ligand vazajici doména

mammal multidrug and toxin extrusion protein
mys$i konstitutivni androstanovy receptor
multidrug resistence protein 1

mysi pregnanovy X receptor

multidrug resistence-associated protein 2
korepresor jaderného receptoru

nukleotid vazajici doména

nukleédrni receptory

N-termindlni doména

organic anion transporter

organic anion transporting polypeptide

organic cation transporter

fenobarbital

phenobarbital responsive enhancer modules
S-pregnen-3f-ol-20-on-16a-karbonitril

gama koaktivator 1 aktivovany peroxisomovym proliferdtorem
p-glykoprotein
1-(2-chlorofenylmethylpropyl)-3-isochinolin-karboxamid

proteinova fosfataza 2A



PPAR
PXR
RACKI1
RIF
RXR
SF-1
SHP
SLC
SLCO
SMC-1
Spl

SR
SRC-1
SULT
TCPOBOP
T™MD

UGT

peroxisome proliferator activated receptor
pregnanovy X receptor

receptor pro aktivovanou C-kinazu 1
rifampicin

retinoidni X receptor

steroidogenic Factor 1

small heterodimer partner

solute carrier

solute carrier organic anion

protein udrzujici strukturu chromozomu 1
specificky protein 1

steroidni receptory

steroidni koaktivator 1

sulfotransferaza
4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)|benzen
transmembranova doména

UDP-glukuronosyltransferazy

10



11

2. Uvod

Béhem evoluce si kazdy organismus vytvoftil vlastni komplexni obranny systém
zabranujici hromadéni endogennich metabolitl a cizorodych latek, vcetné 1€Civ, v téle. Tyto
obranné systémy se sestavaji z biotransformacnich enzymu a transportnich proteind.
Ackoliv mnoho ve vod¢ rozpustnych sloucenin je snadno eliminovano transportnimi
proteiny, lipofilni latky mnohdy vyzaduji biotransformaci pro zvySeni své rozpustnosti ve
vodé. Mezi enzymy zodpovédné za biotransformaci fadime enzymy 1. faze — zejména
cytochromy P450, které jsou zodpovédné za vneseni polarni funk¢ni skupiny, a enzymy II.
faze metabolismu — tzv. transferdzy, katalyzujici konjugaci sve vodé rozpustnymi
skupinami. Slouceniny se tak transformuji na ve vod¢ rozpustné, neaktivni metabolity, které

mohou byt pomoci transportéri vylouceny Zluci nebo moci (Gao a Xie 2010).

Na udrzovani homeostazy organismu a rovnéz i detoxifikaci organismu od
metabolickych zplodin ale i latek exogenniho ptivodu se podili celd fada mechanismti. Mezi
hlavni zplsoby patii regulace genové exprese pomoci jadernych receptorti — konstitutivni
androstanovy receptor (CAR) a pregnanovy X receptor (PXR), které reaguji na potencialné
nebezpecné endogenni i exogenni latky a vylucuji je z téla prostiednictvim regulace genové
exprese biotransformacnich enzyml a transportnich proteinti. Udava se, ze reguluji
pfiblizn€ 90 % veskerych metabolickych reakci II. faze. Oba receptory jsou exprimovany
v nejveétsi mife v jatrech, dale v ledvinach, plicich, stfevni sliznici a placenté a jsou
aktivovany Sirokou $kalou piirodnich i syntetickych slou¢enin. Ulohy PXR a CAR se
piekryvaji a mnohdy neni mozné odlisit, jakou mérou se kazdy z nich na regulaci podili

(Gao a Xie 2010, Zhao et al. 2021).

JelikoZ je vétSina biotransformacnich reakci situovéna v jatrech, je pravé jim
vénovano nejvice studii, ackoliv je znamo, Ze biotransformace probihd i v dalSich tkanich,
véetné ledvin (Zhao et al. 2021). Jiz starSi studie prokdzaly, Ze lidské ledviny mayji
vyznamnou schopnost biotransformace xenobiotik, z nichZz néktera jsou dokonce
biotransformovana ve vétsi mife ledvinami nez jatry (Anders 1980). Ku piikladu bylo
zjisténo, ze glukuronidace propofolu lidskymi ledvinovymi mikrozomy je 3-4x vys§i neZ u
lidskych jaternich mikrozomii (Knights et al. 2013). Proto je velmi diilezité v eliminaci

cizorodych latek porozumét nejen roli jater, ale 1 tloze ledvin.
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3. Teoreticka Cast

3.1. Farmakokinetické déje

Jednou z oblasti farmakologie je farmakokinetika zabyvajici se pohybem IéCiv v téle
od jejich podani az po jejich vylouceni ven z organismu. Zaroven zkouma i faktory
a podminky, které mohou pohyb 1é¢iva ovlivnit. Tato véda se zabyva primarné 1éCivy, avSak
stejné principy se uplatiiuji i pro dalsi latky, jako jsou endogenni latky, toxiny nebo
polutanty zivotniho prostfedi. Akronym ADME je tvofen pocateCnimi pismeny hlavnich
farmakokinetickych fazi: Absorpce, Distribuce, Metabolismus a Exkrece. Posledni dvé
zminéné se dohromady oznacuji jako eliminace a predstavuji zplsob detoxifikace
organismu. Tyto Ctyfi procesy jsou hlavnimi determinantami prib&hu lékového profilu
v ¢ase a urcuji tak prabéh ucinkl po podani 1éc¢iva. Studium absorpce je dilezité z hlediska
rychlosti nastupu ucinku a intenzity vsttebani. Distribuce 1é¢iva na misto u¢inku je zasadni
pro jeho pozadovany efekt. Rychlost eliminace je pak klicova k odpovédi na otazku, jak
Casto je potfebné podavat dané léCivo kudrzeni efektivni koncentrace. Hlavnimi
eliminanimi organy jsou jatra a ledviny, velikost potfebné davky 1é¢iva se odviji od funkce

zminovanych organt (Hedaya 2012).

VSechny ctyfi farmakokinetické faze jsou ovlivnény nejen konkrétnimi parametry
daného organismu (v€etné véku, pohlavi, genetické vybavy), ale také vlastnostmi molekuly

1é¢iva — jeho strukturou, velikosti, polaritou atd. (Hedaya 2012).

3.2. Biotransformacni procesy

Metabolismus a biotransformace jsou souhrnem dileZitych biotransformaénich
procest, ve kterych jsou endogenni a exogenni latky obecné modifikovany na méné aktivni
produkty ztracejici sviij ucinek. Tyto produkty jsou mnohdy polarn€jsi (hydrofiln€jsi) nez
puvodni molekula a jsou tak snadnéji vylou¢eny moci nebo zluc¢i ven z organismu. Existuji
1 vyjimky v podobé proléciv, kdy se preménou molekuly ziskava aktivni forma léciva.
Néktera 1é¢iva mohou byt vylou€ena, aniz by doslo k jejich strukturdlni zméné, avSak
vétSina 1éCiv biotransformacnim zméndm podléha. K tém miZe dochazet jiz v ustni dutiné
anebo az po distribuci krevnim feciStém do organil a tkani jako jsou jatra, kterd hraji

klicovou ulohu v biotransformaci xenobiotik. V mnohem mensi mife se na biotransformaci
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podileji 1 dalsi tkan¢ jako jsou ledviny, plice, intestinalni sliznice, kiize nebo placenta

(Gibson a Skett 2013, Matalova a Buchta 2020).

Biotransformaci miizeme rozdé€lit do dvou fazi, pii kterych dochazi ke zméné
molekuly s cilem zvyseni jeji polarity. Prvni faze zahrnuje reakce jako je oxidace, redukce,
hydrolyza nebo izomerizace. Obvykle jsou tak do molekuly zavedeny polarni funkéni
enzymy této faze jsou cytochromy P450, které se nachazi zejména v jatrech, ale i v dalSich
organech vcetn¢ ledvin, placenty, gastrointestindlniho traktu a ktze. Jedna se
o membranove vazané hemoproteiny vyznacujici se velmi Sirokou substratovou specifitou.
Utastni se okolo 75 % veskerych metabolickych reakci, coz mnohdy mtize vést k riiznym
lékovym interakcim z dlivodu indukce nebo inhibice daného enzymu. CYP450 mimo jiné
hraje diilezitou roli pii biosyntéze cholesterolu, prostacyklini, tromboxanu A: a steroidnich
hormontl. Genetické polymorfismy a epigenetické zmeény v genech cytochromu mohou byt
ptic¢inou interindividualnich rozdilti v terapeutické ucinnosti 1€kti. Mezi nejvyznamnéjsi
formy CYP patii CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2EI a CYP3A4 (Lincova et al. 2006, Matalova a Buchta 2020, Zhao et al. 2021).

Gen CYP2B6, ktery se vyzna€uje svou velmi Sirokou substratovou specifitou, je
vysoce polymorfnim a podili se na 3-12 % z celkové biotransformace 1é¢iv. Jedna se o
preferencni enzym pro mnoho klinicky vyznamnych 1é¢iv, jakymi jsou propofol, bupropion,
metadon, cyklofosfamid, nevirapin nebo efavirenz. Exprese tohoto enzymu byla dokazana
nejen v jatrech, ale 1 v dalSich tkanich vcetné ledvin, srdce, placenty, stieva a plic. MySim
orthologem lidského enzymu CYP2D6 je enzym Cyp2bl10 (Knights et al. 2013, Li et al.
2018).

Enzym CYP3A4, jehoZ piivodni ulohou byl ziejm& metabolismus endogennich
steroidil, se G€astni vétSiny znamych premeén 1é€iv, na kterych se podili cytochromy P450 —
jedna se ptiblizn€ o 35-42 % klinicky pouzivanych lé¢iv. V lidskych jatrech tvoii v priiméru
30 % obsahu vSech CYP 450 a stava se tak nejvyznamnéjSim mistem Iékovych interakci.
Kromé jater se nachazi i v dalSich tké&nich, jakymi jsou plice, ledviny, nadledviny, tenké
stievo, kiize a varlata. Typickymi substrdty enzymu jsou napi. amlodipin, amiodaron,
atorvastatin, simvastatin a diazepam. Mezi silné induktory CYP3A4 fadime napf.
fenobarbital, fenytoin, rifampicin (RIF) ¢i karbamazepin. A silnymi inhibitory jsou ku

prikladu klaritromycin, ketokonazol, itrakonazol, ritonavir, indinavir, saquinavir nebo
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grapefruit. MySim orthologem lidského enzymu CYP3A4 je enzym Cyp3all (Kousalova
et al. 2003, Suchopar et al. 2023).

CYP2C19 je polymorfnim genem enzymu, ktery je lokalizovan pievazné v jatrech
atenkém stievé a ucastni se biotransformace vyznamnych 1é¢iv jako je omeprazol,
citalopram, mefenytoin, diazepam a nékteré barbituraty. Tento enzym také katalyzuje
bioaktivaci protidestickového 1é¢iva klopidogrelu. MysSim orthologem lidskych enzymi

CYP2C19 a CYP2C9 je enzym Cyp2c29 (anonym 2024, Funck-Brentano et al. 2024).

V druhé fazi biotransformace, tzv. konjugacni, jsou metabolity vzniklé v prvni fazi
konjugovéany kovalentni vazbou s polarnimi endogennimi slouceninami za vzniku jesté
polarnéjsiho metabolitu. Podle navazaného konjugatu mizeme reakce rozdélit do n¢kolika
typt. Nejcastéjsi znich je glukuronidace, ve které dochéazi ke konjugaci s kyselinou
glukuronovou, a sulfatace, pfi které metabolit reaguje se zbytkem kyseliny sirové —
tzv. sulfatem. DalSimi reakcemi jsou N-acetylace, methylace apod. Tyto reakce jsou
katalyzovany  transferdzami, mezi  nejvyznamnéj§Si znich  fadime  UDP-
glukuronosyltransferazy (UGT) a sulfotransferazy (SULT), dale se na reakcich podili N-
acetyltransferazy, glutathion S-transferazy (GST) a methyltransferazy (zejména thiopurin
S-methyltransferaza a katechol O-methyltransferaza). Slouceniny vzniklé v dasledku
biotransformacnich reakci mohou byt transportovany zpét do krve a nasledné byt vylouceny
ledvinami, nebo jsou eliminovany Zlu¢i za pomoci efluxnich ABC-transportéra (ATP-

binding cassette) (Lincova et al. 2006, Matalova a Buchta 2020, Anzenbacher 2023).

UGTIAI  je  genem  enzymu  nazyvaného  bilirubin-uridin-difosfat-
glukuronosyltransferaza patticiho mezi UGT, které provadi glukuronidaci. Jedna se o jediny
enzym provadéjici glukuronidaci bilirubinu, latku produkovanou pii rozpadu Cervenych
krvinek, na jeho netoxickou formu, kterd mize byt vyloucena z téla. Nékteré polymorfismy
UGTIAI jsou spojovany s onemocnénimi jako je Gilbertiv syndrom nebo Crigler-

Najjarditv syndrom 1. a II. typu (Gong et al. 2001, Suchopar et al. 2023).

3.3. Jaderné receptory

Jaderné neboli nuklearni receptory (NR) jsou definovany jako ligandem aktivované
transkripéni faktory, které reguluji kli¢ové funkce v organismu jako je metabolismus,

reprodukce, vyvoj, cirkadidnni rytmus nebo z&nét, a proto jsou také vyznamnym
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terapeutickym cilem. Jejich dysregulace mize vést ke kardiovaskularnim,
neurodegenerativnim nebo nddorovym onemocnénim. Dilezitou roli hraji 1 pfi
biodegradaci xenobiotik. VétSina ligandt jadernych receptorti je malymi lipofilnimi
molekulami, které mohou snadno difundovat pifes membranu bun¢k a vazat se na receptor
— pfirozen¢ se jednad o steroidy, retinoidy a fosfolipidy. Avsak existuji i dalsi ligandy,
typicky hormony §titné Zlazy, které jsou do bun€k importovany aktivné. NR mohou byt
aktivovany také xenobiotiky z vné&jSiho prostfedi vCetné 1é¢iv — napf. synteticka analoga

hormonit, RIF nebo glitazony (Weikum et al. 2018, Frigo et al. 2021).

3.3.1. Struktura jadernych receptori

Kromé¢ dvou atypickych receptori DAX-1 (Dosage-sensitive sex reversal-adrenal
hypoplasia congenital critical region on the X chromosome, Gene 1) a SHP (Small
heterodimer partner), jsou jaderné receptory tvoieny ze Ctyt nebo péti domén A-F (viz Obr.
1), znichz kazdd ma svou specifickou roli. Hmotnost NR se muze lisit, ale obecn¢ se

pohybuje mezi 66 a 100 kD.

e A/B doména: N-terminalni doména (NTD): Tato doména je velmi neusporadanou.
Obsahuje aktivaéni funkci-1 (AF-1), ktera interaguje s mnozstvim koregulacnich
proteini. NTD je cilem mnoha post-transla¢nich modifikaci v€etné fosforylace,
SUMOylace a acetylace.

e (C doména: DNA vézajici doména (DBD): Je tvofena dvéma poddoménami. Ob¢
se skladaji ze Ctyf cysteinovych zbytki, které koordinuji zinkovy iont a vytvari
motiv zinkového prstu vazajici DNA.

e D doména (tzv. Hinge region): Jednd se o kratky, flexibilni linker mezi DBD
a ligand vazajici doménou (LBD), ktery obsahuje hlavni jadernou lokaliza¢ni
sekvenci.

e E doména: Tato strukturné konzervovana doména bézné¢ obsahuje 11 a-helixt a 4
B-listy. Hlavni soucasti je LBD, kterd vytvafi hydrofobni kapsu vazajici nejen
ligandy, ale také koregula¢ni proteiny v misté aktivaéni funkce 2 (AF-2). Tato
kapsa je sloZzena pfiblizné ze 75 % hydrofobnimi zbytky, ale zaroven obsahuje
kritické polarni zbytky, které jsou klicem k tvorbé vodikovych vazeb mezi
receptorem a ligandem a pomadhaji ke spravné orientaci ligandu. E-doména je

zvlast’ dilezita pro dimerizaci NR, které tvofi heterodimery.
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e Fdoména: Nékteré receptory obsahuji kratkou variabilni C-koncovou doménu. Ve
vetsing piipadi ma neznamé funkce, avSak nedavné studie naznacuji jeji klicové
role v odpovédi estrogenniho receptoru a na selektivni modulatory estrogenovych

receptort (Weikum et al. 2018, Arao a Korach 2021, Frigo et al. 2021).

_ A/B C D E F
N- NTD  DBD | H LlBD  CTD —<¢
AF-1 NLS AF-2

Obr. 1 Strukturni domény nukledrnich receptorti. A/B doména: N-terminalni doména
(NTD) s aktivaéni funkci 1 (AF-1); C doména: DNA-vazajici doména (DBD); D
doména (Hinge region): obsahuje nuklearni lokaliza¢ni sekvenci; E doména obsahuje
ligand vézajici doménu (LBD) a aktivacni funkci 2 (AF-2); F doména: C-koncova

doména. Pievzato z: Frigo et al. (2021)

3.3.2. Rozdéleni jadernych receptori

V lidském téle se nachazi 48 jadernych receptort rozdélenych do 7 podrodin. U vice
nez poloviny jadernych receptorti neni zndm endogenni ligand, proto se tyto receptory
oznacuji jako sirot¢i. U nekterych z téchto receptorii byl vSak pozdé€ji objeven jejich

pravdépodobny ligand, a proto jsou oznaCovany jako sirot¢i adoptované receptory.

e Podskupina 0: Tato skupina zahrnuje dva atypické receptory: DAX-1 a SHP.
Tyto proteiny jsou unikatni svou strukturou sestavajici se pouze z LBD, ktera
obsahuje béZzné motivy pro koaktivatory NR. Diky nim mohou interagovat
s LBD jinych receptora v procesu regulace transkripce.

e Podskupina 1: Jedna se o poc¢etnou rodinu tvofenou receptory hormont $titné
zlazy, CAR, PXR, receptory kyseliny retinové, receptory skupiny peroxisome
proliferator activated receptor (PPAR), reverse-Erb receptory, farnesoid X
receptorem (FXR), jaternimi X receptory a receptorem vitaminu D. Tyto
receptory jsou regulovany riznymi lipofilnimi molekulami, jakymi jsou napf.
thyroidni hormony, steroly, Zlu¢ové kyseliny a mastné kyseliny.

e Podskupina 2: Podrodina zahrnujici sirotci receptory — retinoidni X receptory

(RXR), hepatocyte nuclear factor 4 a chicken ovalbumin upstream promoter
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transcription factors. U vSech téchto NR bylo prokéazéno, ze vdzou mastné
kyseliny, avsak neni jasné, zda prave tyto ligandy hraji roli v regulaci genové
exprese, typické pro ostatni skupiny NR. RXR je ve skupin¢ jedinym
receptorem se znamym aktivacnim ligandem, kterym je kyselina 9-cis-
retinova.

e Podskupina 3: Tuto podrodinu tvoii steroidni receptory (SR), které reguluji
metabolické, reprodukéni a vyvojové procesy. Radime sem androgenni
receptor, progesteronovy receptor, glukokortikoidni receptor,
mineralokortikoidni receptor a estrogenni receptory a a . Hormony odvozené
od cholesterolu, jako je estrogen a kortizol, reguluji SR ptimou vazbou.

e Podskupina 4: Jedna se o podrodinu tvofenou sirot¢imi receptory: nerve
growth Factor 1B, nurr-related Factor-1 a neuron-derived orphan Receptor-1.
Zminéné receptory jsou dilezité pro vyvoj a udrzeni funkce neurond.

e Podskupina 5: Tato podrodina zahrnuje steroidogenic Factor 1 (SF-1) a liver
receptor Homolog-1. Obecné jsou tyto receptory stale klasifikovany jako
sirot¢i, ale diikkazy naznacuji, Ze jsou regulovany fosfolipidy. LRH-1 a SF-1
jsou dulezité pti vyvoji a metabolismu.

e Podskupina 6: Do této podrodiny spadd pouze jeden sirotéi receptor — germ
cell nuclear factor (GCNF) hrajici vyznamnou roli pfi ontogenetickém vyvoji.
GCNF mé v porovnéni s ostatnimi velmi odliSnou LBD a nema aktivacni
funkci hormonalnich receptorti, proto je fazen do samostatné skupiny

(Weikum et al. 2018).

3.3.3. Mechanizmus u¢inku jadernych receptori

Jak jiz bylo fe€eno diive, jaderné receptory se nachazi uvnitt buiiky, a proto je vétSina
ligandti malymi lipofilnimi latkami, které snadno prochazi bunéénou membranou, ptipadné
maji v membrané sviij prenaseC. V cytoplazmé jsou receptory udrzovany jako monomery
v neaktivnim stavu pomoci proteinti tepelného Soku (v angl. heat shock proteins (HSP)).
Jakmile se ligand dostane do builky, dojde kjeho navazani pies LBD, coz vyvola
konformacéni zménu vedouci k uvolnéni proteinti tepelného Soku a translokaci receptoru do
jadra buniky. V jadie dochdzi pomoci DBD k navazani receptoru, ktery miize byt bud’ ve

formé monomeru, homodimeru nebo heterodimeru, na specifick¢é sekvence DNA
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oznacované jako DNA-responzivni elementy. Po tomto navazani ptichazi na scénu rizné
proteiny souhrnné oznacované jako koregulatory, které s NR interaguji v misté¢ AF-1 a AF-
2. Je jich znamo ptiblizn€ 200 a podle jejich funkce je miizeme rozdélit do dvou kategorii
— aktivujici koaktivatory a potlacujici korepresory. Timto zplisobem dochazi k regulaci

genove exprese (Frigo et al. 2021, Honkakoski 2022).

3.3.4. Sirot¢i adoptované receptory — CAR a PXR

Konstitutivni androstanovy receptor a pregnanovy X receptor jsou dva blizce
ptibuzné jaderné receptory patiici do skupiny sirot¢ich adoptovanych receptori. V roce
1994 byl objeven lidsky CAR receptor (hCAR), jehoz ¢astym heterodimernim partnerem je
RXR. Tento heterodimer se vaze do responzivnich elementii pro CAR —napt. direct repeat 4
nebo everted repeat separated by 8 nucleotides. O tfi roky pozdé&ji, v roce 1997, byl objeven
mys$i CAR (mCAR). Dalsi vyzkumy nasledné vedly k identifikaci PXR, u kterého byla
prokéazana aktivace derivaty dexametazonu a pregnenolonu (Stoner et al. 2007, Dash et al.

2014).

Oba receptory funguji jako senzory endogennich a exogennich sloucenin i jejich
biotransformacnich produktt. Jejich hlavnim tkolem je zvySeni eliminace téchto toxickych
latek pomoci regulace transkripce biotransformacnich enzymi a transportéri. Funkce
receptorl PXR a CAR se mohou piekryvat — n€které geny mohou byt regulovany obéma.
AvSak mohou se liSit rozdilnou preferenci, ku ptikladu CAR je selektivnéjsi pro lidsky
CYP2B6. Oba receptory se také podili na ovliviiovani energetické homeostazy skrz regulaci

metabolismu glukézy a lipida v jatrech (Dash et al. 2014).

Kriticky problém pfi studiu funkce PXR a CAR spociva v selektivité ligandu mezi
lidmi a mySmi kvili vyraznym mezidruhovym rozdilim v aminokyselinovych
sekvencich jejich LBD. Napiiklad RIF a SR12813 jsou silnymi agonisty pro lidsky PXR
(hPXR), ale ne pro mysi PXR (mPXR), zatimco silny agonista mPXR 5-pregnen-3f-o0l-20-
on-16a-karbonitril (PCN) je Spatnym agonistou pro hPXR.

Na druhou stranu 6-(4-chlorofenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd-O-
(3,4-dichlorobenzyl)oxim (CITCO) je silnym agonistou pro hCAR, ale ne pro mCAR,
zatimco 4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen (TCPOBOP) je selektivni pro mCAR.

Pro ptekonani druhovych rozdilll v rozpoznéavani ligandl a pro usnadnéni studii lidskych
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receptorti na zvifecich modelech byly vytvofeny humanizované mysi modely (Wang et al.

2012).

3.3.5. PXR receptor

PXR je exprimovan pfevazné v jatrech a stfevech a je aktivovan Sirokou Skalou
ptfirodnich a syntetickych sloucenin. RIF je silnym aktivatorem hPXR, selektivnim
agonistou mPXR je PCN. Po aktivaci vytvaii heterodimer s RXR a aktivuje transkripci
cilovych gent, kterymi jsou: geny z 1. faze metabolismu napi. CYP344 a CYP2C, z 2. taze
pak UGT (konkrétn¢ gen UGT1AI)a SULT. Dale ovlivituje geny transportérti 1¢¢iv, jakymi
jsou Multidrug resistence protein 1 (MDRI1, také zndmy jako P-glykoprotein (P-gp))
a multidrug resistence-associated protein 2 (MRP2) (Gao a Xie 2010, Oladimeji a Chen
2018).

3.4. CAR receptor

Konstitutivni androstanovy receptor, ktery se stal naSim hlavnim tématem, je
jadernym receptorem patficim do podrodiny 1 skupiny [ (NRI1I3). Pavodné byl
charakterizovan jako xenosenzor indukujici expresi genu CYP2B6, ktery se podili na
biotransformaci Sirokého spektra xenobiotik. Pozdé&ji v§ak bylo prokazano, Zze CAR reguluje
vice nez 2000 gent kodujicich klicové enzymy metabolismu 1é¢iv a xenobiotik. Mezi cilové
enzymy 1. faze fadime CYP3A4, CYP2C19, CYP2CS8, CYP2B6 (i jeho mysi ortholog
Cyp2b10), CYP1A1 a CYP1A2 (posledni dva zminéné jsou hlavnimi cilovymi geny aryl
hydrokarbonového receptoru). Regulovanymi enzymy 2. faze jsou SULT, GST a UGT,
mezi které se fadi UGT1A1. Navic bylo zji§téno, Ze transportéry 1€kt provadéjici eflux
biotransformovanych xenobiotik jsou CAR receptorem regulovany také. Mezi
nejvyznamnéjsi regulované transportéry patii MDR1 (gen ABCBI), MRP2 (gen ABCC2),
u které¢ho se ukazalo, Ze je nezavisle na sobé€ regulovan tfemi jadernymi receptory (CAR,
PXR a FXR), dadle MRP4, BCRP (breast cancer resistence protein) a OATP2 (organic anion
transporting polypeptide 2), ktery zajiStuje transport aniontovych slou€enin a bilirubinu

(Dash et al. 2014, Pustylnyak et al. 2020).

Déle se zjistilo, ze CAR ovlivituje homeostazu glukdézy a metabolismus lipida.

Nachazi se pfevazné v cytoplazmé hepatocyti, ale v mensi mife ho miZzeme najit i ve stieve,



20

srdci, mozku ¢i ledvinach. Jeho exprese muze byt modifikovana patofyziologickymi stavy
(trauma, sepse, zanét), genetikou, jinymi NR, hladovénim nebo odchylkou od cirkadianniho

rytmu (Dash et al. 2014, Kublbeck et al. 2020).

CAR, podobn¢ jako vétSina ¢lend nadrodiny, ma klasickou doménovou strukturu,
ktera zahrnuje LBD a DBD se dvéma zinkovymi prsty. DBD se podili na interakci receptoru
s useky DNA, nazyvanymi jako responzivni elementy, v regulacnich oblastech cilovych
genl. LBD slouZi k navdzani ligandu a obsahuje domény aktivujici transkripci jako je AF-

2 (Pustylnyak et al. 2020).

3.4.1. Aktivace CAR

CYTOSOL

Obr. 2 Piima a nepiima aktivace CAR receptoru vedouci k ovlivnéni genové exprese
v jadie. EGF — epidermalni rastovy faktor, EGFR — receptor epidermalniho ristového
faktoru, RACK1 — receptor pro aktivovanou C-kinadzu 1, PP2A — proteinovéa fosfatdza 2A,
hsp90 — heat shock protein 90, CCRP — cytoplazmaticky CAR reten¢nim proteinem, PB —

fenobarbital, PBREM — Phenobarbital responsive enhancer modules
Modifikovano dle: Dash et al. (2014)

Aktivace CAR je n€kolikakrokovym procesem. V neaktivnim stavu se CAR nachazi

v bunécné cytoplazmé v komplexu s né¢kolika proteiny: s HSP90, s cytoplazmatickym CAR
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retencnim proteinem (CCRP) a s membranou asociovanou podjednotkou proteinové
fosfatazy 1B. Navic je jeSté stabilizovan chaperonovym proteinem HSP70 (Mottino

a Catania 2008, di Masi et al. 2009, Dash et al. 2014, Pustylnyak et al. 2020).

Ptima aktivace: Jakmile dojde k interakci s ligandem, HSP90 a CCRP, které udrzuji
neaktivni stav receptoru, se oddéli a CAR je pfemistén do jadra. Zasadni ulohu ma
proteinova fosfatdza 2A (PP2A), ktera defosforyluje CAR a umoziiuje tak jeho translokaci.
Zaroven muze aktivace zahrnovat navazani koaktivatort, mezi které patii GRIP1/TIF2
(Protein 1 interagujici s glukokortikoidnim receptorem/transkripcni intermediarni faktor 2),
PGC-1 (gama koaktivator 1 aktivovany peroxisomovym proliferatorem), SRC-1 (steroidni
koaktivator 1), Sp1 (Specificky protein 1), ASC-2 (aktiva¢ni signalni kointegrator) a SMC-
1 (protein udrzujici strukturu chromozomu 1), nebo disociaci korepresorii (napt. NCoR
(korepresor jaderného receptoru)). Nasledn¢ dojde k tvorbé heterodimeru s RXR, vazbé na
PBREM (Phenobarbital responsive enhancer modules) a indukci genové exprese (viz
Obr. 2) (Mottino a Catania 2008, di Masi et al. 2009, Dash et al. 2014, Pustylnyak et al.
2020).

Nepiima aktivace: Rada sloudenin, které aktivuji transkripéni aktivitu, nejsou
pfimymi ligandy CAR, nedochdzi tedy k interakci s LBD receptoru, ale mohou ho aktivovat
nepiimo prostiednictvim signalnich transdukénich drah. Tato aktivace zahrnuje
defosforylaci pomoci PP2A. Predpoklada se, Ze PP2A je aktivovana prostfednictvim jiné
drahy zahrnujici EGFR (receptor epidermalniho ristového faktoru) a RACKI (receptor pro
aktivovanou C-kindzu 1). V nepfitomnosti aktivujici latky se EGF (epidermalni ristovy
faktor) vaze na EGFR, ¢imz aktivuje Src kindzu, ktera fosforyluje RACKI1 a nedochézi tak
k aktivaci CAR. Pokud vSak dojde k expozici nepfimému ligandu — napt. PB, ligand se
navdze na EGFR, coZ vede k inaktivaci Src kinazy. V disledku toho nefosforylovany
RACKI interaguje s PP2A a CAR je aktivovan. Jelikoz se PB ucastni aktivace AMPK
(AMP-aktivovana proteinkinaza), piedpoklada se, ze AMPK aktivuje PP2A. Klasickym
piikladem nepfimého aktivatoru jak mysiho, tak lidského CAR receptoru je PB a bilirubin.
Dal§imi latkami patiici mezi 1éCiva a zaroven aktivujici lidsky CAR jsou napft. valproova
kyselina, efavirenz, karbamazepin, sulfonamidy nebo nevirapin (Mottino a Catania 2008,

di Masi et al. 2009, Dash et al. 2014, Pustylnyak et al. 2020).
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3.4.2. Agonisté a antagonisté CAR

CAR je aktivovan mnoha endogennimi (viz Tab. 1) a chemickymi latkami ze skupin
1€k, pesticidt (napft. pyretroidy a karbamaty) a sekundarnich metaboliti rostlin (viz Tab. 2)

(Pustylnyak et al. 2020).

Zatimco endogenni ligandy hCAR nejsou znamé, fada ptirozené se vyskytujicich
steroidll jako napft. androstanol, androstenol a 5B-pregnan-3,20-dion ptisobi na CAR jako
inverzni agonisté, ktefi podporuji korepresory a tim snizuji transkripcni aktivitu. Od nich
byl odvozen 1 samotny nézev receptoru. Estrogenové derivaty vykazuji agonistickou
1 antagonistickou povahu tim, Ze po vazbé na CAR indukuji navazani jak koaktivatoru SRC-

1, tak korepresoru NcoR (Mottino a Catania 2008, Mejdrova et al. 2023).

Doposud byly popsany dvé slouceniny, které vykazuji pfimou interakei s ligand-
vazajici kapsou: TCPOBOP — modelovy agonista mySiho CAR (struktura je zobrazena na
Obr. 3), a CITCO — modelovy agonista lidského CAR (struktura CITCO je znazornéna na
Obr. 4, Obr. 5 pak vyobrazuje 3D znazornéni LBD lidského CAR spolu se svym
modelovym ligandem CITCO) (Pustylnyak et al. 2020).

cI N ¢ 0" N

Obr. 3 TCPOBOP neboli 4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen

Pievzato z: https://www.medchemexpress.com/tcpobop.html
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Obr. 4 CITCO neboli 6-(4-chlorofenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-
karbaldehyd-O-(3,4-dichlorobenzyl)oxim

Ptevzato z: https://www.medchemexpress.com/citco.html
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CITCO je velmi lipofilni slouCeninou, kterd ma limitovanou selektivitu, ta se odviji
od pouzité koncentrace. V nizkych koncentracich (pfiblizn¢ 1uM) je Cisté agonistou CAR.
Jakmile vSak koncentraci zvySime, dochdzi k postupné ztraté specifity. V 10uM
koncentraci se stdva zaroven cCastecnym agonistou PXR — vysledny pozorovany efekt je
tedy smiSeny (viz Tab. 3). Odlisit v jaké mife se jedna o efekt CAR a PXR receptoru neni
mozné, respektive to doposud nebylo odhaleno. Rozlisit to 1ze pouze vhodné nastavenymi

experimentalnimi podminkami — nizkou koncentraci (Lin et al. 2020).

Obr. 5 Model ligand-vazajici domény (LBD) CAR receptoru s navdzanym agonistou
CITCO. Sroubovice jsou znazornény jako oznadené cylindry (H1 — HI2). Aktivaéni
Sroubovice H12 je znazornéna modie. Zelené je pak znazornén koaktivatorovy peptid
(CoA). CITCO je zobrazeno ve zlaté barve, jeho klicové aminokyselinové zbytky Sedé
zbarvené jsou oznaceny jako F161, N165, F243 a Y326. Svétle Sedy mrak v pozadi je
zpusoben strukturou B-listu LBD. Pfevzato z: Honkakoski 2022

1-(2-chlorfenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-isochinolinkarboxamid neboli
PK11195, typicky periferni ligand benzodiazepinového receptoru, byl prokézan jako silny
selektivni antagonista hCAR, zatimco aktivita mCAR nebyla zménéna. Mechanizmus

spoc¢iva v inhibici interakce hCAR s koaktivatory SRC-1 a GRIP1. Jedna ze studii dokdzala,
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ze PK11195 je nasledné¢ metabolicky pfeménén z antagonisty na agonistu hCAR, coz
ptispiva k indukci CYP2B6 A CYP3A4 v primarnich hepatocytech a HepaRG buiikéach (Li
et al. 2008, Mackowiak et al. 2017).

Je tfeba také poznamenat, ze nékteré chemikalie aktivujici CAR se mohou vézat i na

jiné NR, zejména na PXR a PPAR.

Tab. 1 Endogenni latky ovliviiujici CAR a PXR

Nazev slouc¢eniny Receptor Utinek
3,17B-estradiol hCAR inverzni agonista
Sa-androst-16-en-3a-ol hCAR inverzni agonista
Sa-androstan-3a-ol hCAR inverzni agonista
) hPXR agonista
>p-pregnan-3,20-dion hCAR inverzni agonista
Bilirubin hCAR agonista
Estradiol hPXR agonista
0 g . hCAR agonista
AUEDIILSE h/mPXR agonista

hCAR - lidsky konstitutivni androstanovy receptor, hPXR — lidsky pregnanovy X

receptor, mPXR — mysi pregnanovy X receptor

Modifikovano dle: Dash et al. (2014)

Tab. 2 Sekundarni rostlinné metabolity ovliviiujici CAR a PXR

Nazev slouceniny Zdroj Receptor Ug¢inek Klinické vyuziti

Artemisinin Pelyn¢k rocni mCAR agonista malarie
antiseptikum,

Diallylsulfid Cesnek kuchyiisky mCAR agonista posileni
obranyschopnosti

Ginkgolid A Jinan dvoulaloény  hPXR agonista prokrveni

. Ttezalka . .
Hyperforin teckovand hPXR agonista lehké deprese
Fytoestrogen .

Kumestrol 2 &eledi Fabaccae hPXR antagonista  menopauza

Paklitaxel Celed tisovité mCAR agonista karcinomy

Schizandrin A a B Schizandra ¢inskda  hPXR agonista adaptogen

mCAR — mysi konstitutivni androgenovy receptor, hPXR — lidsky pregnanovy X
receptor

Modifikovano dle: Gao a Xie (2012)
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Tab. 3 Syntetické a semisyntetické latky ovliviujici CAR a PXR

Nazev slou¢eniny Receptor Utinek Klinické vyuziti

17a-ethinylestradiol hCAR inverzni agonista antikoncepce

Androstanol hCAR inverzni agonista -

CITCO 1 uM hCAR agonista -

CITCO 10 1M E}%?II{{ aélgs(,)tlelzlésr:; agonista

Efavirenz hCAR agonista HIV/AIDS

Fenobarbital E;ﬁfc’)?ll{{ Zggﬁi:z zéachvaty a uzkosti

Fenytoin hCAR agonista epilepsie

Karbamazepin hCAR agonista flle)lillfg;zi,cké bolest

Meklizin hmgﬁ[i{ ?f\(,);lzsfj s nauzea, zvraceni

Nevirapin hCAR agonista HIV/AIDS

PCN mPXR agonista -

PK11195 hCAR antagonista -

Pyrethroidy hCAR agonista insekticidy

Rifampicin hPXR agonista I‘C)L;l:())i?;;;éza a

Rifaximin WXR OSSP {iopaieis v
zanety

SR12813 hPXR agonista -

Sulfonamidy hCAR agonista chemoterapeutika

TCPOBOP mCAR agonista -

Valproova kyselina hCAR agonista epilepsie

hCAR — lidsky konstitutivni androstanovy receptor, mCAR — mys$i konstitutivni
androstanovy receptor, hPXR — lidsky pregnanovy X receptor, mPXR — mysi

pregnanovy X receptor

Modifikovéano dle: Dash et al. (2014)
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Vzhledem k tomu, ze se bunécné membrany skladaji z lipidové dvojvrstvy, ktera

umoznuje volny prinik pouze lipofilnim slou¢enindm mensi velikosti, je pro zivot bunky

nutnd ptitomnost transportéri. Obvykle se jedna se o membranové proteiny primarné

zodpovédné za transmembranovy pienos velkych a hydrofilnich latek endogenniho ptivodu

a xenobiotik, vCetné fady 1ékti, dovnitf a ven z bun¢k. Tyto dé&je jsou zasadni v udrzeni

homeostazy a pro pifenos 1é¢iv do cilovych tkani nebo eliminac¢nich orgédni. Mnoho

Iékovych transportérti ma Siroké spektrum strukturné nezavislych substratl, coz se stava

Castou pri¢inou lékovych interakci (viz Tab. 4). Vzdjemna soutéz 1€¢iv o vazbu na pienasec

muze zpusobit neoCekdavané zmény hladin 1éku a mozné toxické nezaddouci ucinky.

Transportéry jsou exprimovany v celém téle, zejména se vSak nachazi v epitelu jater, ledvin,

stieva, a organu s bariérovou funkci, jako je mozek, placenta nebo varlata (Lin et al. 2015,

Nigam 2015, Zhang a Hagenbuch 2019).

Tab. 4 Ptiklady 1é¢iv, které interaguji s ABC a SLC (solute carrier) transportéry

Lécivo Nazev transportéru
ABC SLC22 SLCO SLC47
Metotrexat ABCCI (MRP1)  SLC2246 (OAT1) SLCOIA2 (OATP1A2)
(antirevmatikum, ABCC2 (MRP2)  SLC2248 (OAT3) SLCOIB3 (OATP1B3)
cytostatikum) ABCC3 (MRP3)  SLC22A411 (OAT4)
ABCC4 (MRP4) )
ABCC5 (MRPS)
ABCG2 (BCRP)
Acyklovir SLC22A41 (OCT1) SLC47A1
(antivirotikum) SLC2246 (OATI) (MATEI)
- SLC2247 (OAT2) - SLC4742
SLC2248 (OAT3) (MATE2)
Rosuvastatin ABCG?2 SLC2248 (OAT3) SLCOIA2 (OATP1A2)
(statin) SLCOIBI (OATP1B1)
SLCOIB3 (OATP1B3) -
SLCO2B1 (OATP2B1)
Cimetidin SLC2242 (OCT2) SLC47A1
(antagonista SLC2248 (OAT3) (MATEI)
histaminového Hz - - SLC47A42
receptoru) (MATE2)
Metformin SLC22A41 (OCT1) SLC47A1
(antidiabetikum) SLC2242 (OCT2) (MATEI)
i SLC2243 (OCT3) i SLC47A42

(MATE2)
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ABC — ATP-binding cassette, SLC — solute carrier, SLCO — solute carrier organic anion,
OAT — Organic anion transporter, OATP — Organic anion transporting polypeptide, OCT
— Organic cation transporter, MATE — mammal multidrug and toxin extrusion protein

Modifikovano dle: Nigam (2015)

Transportéry Ize podle jejich energetické spotfeby rozdelit na pasivni a aktivni.
Pasivni transportéry pohybuji substraty dle elektrochemického gradientu, zatimco aktivni
pienaseji své substraty proti gradientim a spotfebovavaji pii tom energii. Ta je zpravidla
poskytnuta ve form¢ ATP. Aktivni transportéry muzeme dale rozd€lit na primarni, které
vyuzivaji energii ptimo ziskanou z hydrolyzy ATP — napt. ABC transportéry, a sekundarni,
které vyuZzivaji elektrochemickych gradientt (zpravidla Na“ nebo H" iontll) vytvofenych

primdrnimi transportéry — napt. SLC transportéry (Zhang a Hagenbuch 2019).

Mezi hlavni skupiny Iékovych transportérii, kterym je ve farmakokinetice vénovana
vétsi pozornost, patii dvé nadrodiny zahrnujici vice nez 400 proteinti. Jedna se o jiz
zminované SLC a ABC transportéry, které hraji dalezitou roli v procesech ADME. Jejich
substratova specificnost je ¢asto Siroka. Ob¢ skupiny transportérti jsou ve velké mite
exprimovany v jatrech a ledvinach. Celkové u nékolika desitek ABC transportérd a SLC
transportérii byla popsana piima Ucast pfi translokaci 1é¢iv. Transportéry jsou rovnéz

dileZitou soucasti biologickych bariér (Nigam 2015).

3.5.1. SLC transportéry

SLC transportéry pienaseji molekuly vétSinou dovnitt bun€k, ale n¢které z nich mayji
1 opacnou funkci. U lidi bylo odhaleno 395 membranovych SLC transportnich proteind,
které jsou organizovany do 52 rodin. Hraji velmi vyznamnou roli v lidské fyziologii — napf.
pii absorpci a reabsorpci aminokyselin, glukozy, ve vodé€ rozpustnych vitamind, zinku ¢i
zeleza. Rovnéz transport 1éCiv je zprostiedkovany témito proteiny, z ¢ehoz mohou pramenit
vyznamné lékové interakce. Maji riznou specifi€nost, existuji jak vysoce selektivni,
interagujici s izkou skupinou substratl, tak méné selektivni, pfijimajici Sirokou Skalu
chemicky rtiznorodych substrath (napt. OAT (organic anion transporter) v rodiné SLC22)

(Lin et al. 2015, Nigam 2015).

Podrodiny 1ékovych transportérit ze skupiny SLC, kterym se zatim ve

farmakokinetice dostalo nejvétSi pozornosti, jsou: SLC21 (polypeptidy transportujici
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organické anionty OATP), SLC22A (transportéry organickych aniontd OAT, transportéry
organickych kationtii OCT a transportéry organickych kationtti/karnitinu OCTN), SLC15A
(peptidové transportéry PEPT) a SLC47A (extruze vice 1é€iv a toxinli, MATE) (Liu 2019).
Konkrétné jsou to pak SLC2246 (také znamy jako OATI1), SLC2248 (OAT3), SLC2241
(OCT1), SLC2242 (OCT2), SLCOiIB1 (OATPIB1) a SLCOIB3 (OATPIB3) (Nigam
2015).

Jednim z gend, jehoz expresi jsme zkoumali v my$ich ledvinach, je Slc22al (Octl).
Byl objeven jako prvni savéi organicky kationtovy transportér, pozdéji byly odhaleny
1dalsi. Tento transportér je vysoce exprimovan v lidskych i hlodav¢ich jatrech, dale
sttevech a ledvinach. V lidské ledviné je OCT]1 lokalizovan na luminalnich membranach
proximalnich a distalnich tubulii. Transportuje Sirokou skélu substratii, véetné 1€k, toxint
a endogennich sloucenin. /n vitro bylo dokazano, Ze zprostiedkovava transport strukturné
odlisnych kationtovych sloucenin, mezi které patii prototyp organického kationtu —
tetracthylamonium, metformin, cimetidin, imatinib, oxaliplatina, tramadol a rizné
endogenni slouceniny jako jsou cholin, serotonin a dopamin (Jonker et al. 2003, Nie et al.

2005, Goswami et al. 2014, Hyrsova et al. 2016).

3.5.2. ABC transportéry

ABC transportéry jsou jednou znejvétSich rodin membranovych pienaSecu.
Doposud bylo odhaleno 48 gentli rozdélenych do 7 rodin: ABCA (12), ABCB (11), ABCC
(13), ABCD (4), ABCE (1) a ABCG (5). Clenové podrodiny ABCB jsou oznaovani jako
MDR transportéry a ¢lenové podrodiny ABCC jako MRP transportéry. Pievazné se jedna
o efluxni pumpy. Nachazi se téméf ve vSech Zivych organismech od bakterii aZ po
eukaryota. Jejich funkce je kli¢ova, ovliviiuje absorpci, distribuci i eliminaci. Ugastni se
primarné efluxu jak endogennich slou€enin (Zivin, peptidli pro prezentaci antigenu,
zluCovych kyselin, lipidii a polysacharidi), tak xenobiotik, v€etné toxinl a 1é¢iv. Zaroven
jsou spojovany s rezistenci vici nékterym IéCiviim v bakteridlnich i eukaryotickych

bunkach.

Mezi ABC transportéry interagujici s léCivy patii MDR1 (také znamy jako p-
glykoprotein, ABCBI) a BCRP (breast cancer resistence protein) znamy jako ABCG2, dale
jsou to MRP1 (4BCCI), MRP2 (ABCC2) a MRP4 (ABCC4, mysi ortholog Abcc4)
(Choudhuri a Klaassen 2006, Beis 2015, Nigam 2015, George 2023, Moore et al. 2023).
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Zékladni struktura ABC transportérti je slozena ze dvou transmembranovych domén
(TMD), které obsahuji vazebné misto pro ligand, a dvou nukleotid vézajicich domén
(NBD), kter¢ jsou umistény intracelularné a pohani translokaci ligandu diky hydrolyze ATP
(viz Obr. 6). U vétSiny ABC transportért jsou domény usporadany sttidavé: TMD-NBD-
TMD-NBD. Uptakeové transportéry maji navic substrat vazajici protein, ktery vaze ligandy
a prendsi je do konkrétniho TMD k transportu. Sekvence NBD je vysoce konzervovanou
¢asti, naopak TMD je mezi jednotlivymi transportéry variabilni, jelikoz obsahuje

substratove specifické Useky pro translokaci konkrétni molekuly (Beis 2015, George 2023).

SUBSTRAT

!

OO OO m OOORE
ooo-om 0066 :
N NBD NBD NBD NBD

w\_/ 8. =&

a HYDROLYZA
ATP

T

Obr. 6 Mechanizmus transportu molekul pomoci ABC transportérii. Po navazani
substratu, hydrolyze ATP a nasledné konformacni zmén¢ dochazi k presunu latky na

druhou stranu membrany. Modifikovano dle: Chen (2016)

MDR1 (P-glykoprotein)

Je efluxnim transportérem, ktery vyznamné ovliviiuje farmakokinetiku nékterych
sloucenin. Byl identifikovan Torontskou skupinou (Juliano a Ling) roku 1976 v kolchicin
rezistentnich bunikach vajecnikli ¢inského kiecka a stal se tak prvnim objevenym
transportérem z této skupiny. V soucasnosti je nejznéméjéim a stale velmi studovanym
je zvySena exprese MDRI1 na membranach naddorovych bun¢k, které pumpuji molekuly
1é¢iv zpét do extracelularniho prostoru, ¢imz snizuji akumulaci cytostatika v rakovinnych
bunikach. Pfi¢inou zvyseni exprese MDR1 je samotna 1éc¢ba (Juliano a Ling 1976, Fickova

et al. 2009, Chen et al. 2016).
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V lidskych bunikach je MDR1 kodovan genem ABCBI lokalizovaném na 7.
chromozomu, konkrétn¢ 7q21.12. U hlodavci je kédovan dvéma geny, a to Abcbla
a Abcb1b. Mysi gen Abcbla je inducibilni a vice exprimovany ve stieve, zatimco Abcb1b
je dominantni v ledvinach. V expresi MDR1 se vSak uplatiiuji vyrazné mezidruhové
rozdily. Protein se sklada ptiblizn€ z 1280 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost je 170
kDa. Transportér je tvofen z 12 transmembranovych a-helixti a v téle je lokalizovan na
apikdlnich membranéach riznych bunék, jako jsou hepatocyty, buiiky proximalniho tubulu
ledvin, enterocyty, buiiky placenty a varlat nebo endotelialni bunky mozkovych kapilar.
Jeho hlavni tlohou ve stifeve je omezeni absorpce peroralné podavanych 1é¢iv do systémové
cirkulace, v mozku omezuje prunik 1€kti a toxinl pies hematoencefalickou bariéru (HEB),
v placent¢ je jeho ptitomnost kli¢ova pro ochranu plodu. V hlavnich elimina¢nich organech,
konkrétné v hepatocytech a bunkach proximalniho tubulu ledvin, usnadnuje exkreci latek
a jejich metabolitd do Zluce a moce a tim 1 jejich vylouceni z téla. Obecné tedy hlavni kol
MDRI1 spoc¢ivad v ochran¢ organti a plodu pied Skodlivymi ucinky exogennich latek
a zaroven usnadiuje exkreci endogennich a exogennich latek z téla (Choudhuri a Klaassen

2006, Klaassen a Aleksunes 2010, Su et al. 2017, Elmeliegy et al. 2020, George 2023).

Mnoho 1é¢iv interaguje s MDR1 transportérem, obecné je mizeme rozdelit do tii
skupin na substraty, induktory a inhibitory. Jejich kombinaci pak mze dochéazet k Iékovym
interakcim, které mohou vést k nedosazenym terapeutickym nebo naopak az toxickym
hladinam léc¢iva. Typickymi piiklady substrath MDRI1 jsou digoxin, fexofenadin, kortizol,
aldosteron, antracykliny, atorvastatin, diltiazem, chinolony nebo dabigatran etexilat.
Inhibitory zpiisobuji akumulaci substratu uvnitt buniky, kterd mize dosdhnout az toxickych
koncentraci spojenymi s nezddoucimi u¢inky. Mezi nejvyznamnéjsi inhibitory fadime
klaritromycin, itrakonazol, verapamil atd. Oproti tomu induktory zptsobuji aktivaci PXR
a CAR nadmérnou expresi proteinu vedouci ke zvySené exkreci a sniZzené koncentraci 1é¢iv

v plazmé¢. K induktorim patfi rifampicin, fenytoin, karbamazepin nebo extrakt z tiezalky

teCkované (Fickova et al. 2009, Elmeliegy et al. 2020).

Dalsi ABC transportéry

MRP2 (4BCC?2) je organickym aniontovym transportérem exprimovanym v jatrech,
ledvinéch, stfevech a placenté. Podili se na vylucovani Sirokého spektra organickych

aniontll véetné konjugath glutathionu, glukuronovych konjugati a sulfatovanych konjugatt
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zlucovych soli stejné tak jako nekonjugovanych sloucenin do zluci, moc¢i nebo stfevniho

lumen (Ito 2008).

MRP3 (4BCC3) je efluxnim transportérem, ktery hraje zasadni ulohu v transportu
bilirubinu, xenobiotik a vIékové rezistenci. V nejvétsi mife je exprimovan
v intrahepatalnich zlu€ovych cestach a nadledvinach, dale v tenkém stfevé, ledvinach
a slinivce biisni. Na rozdil od MRP1 a MRP2, které¢ maji vyssi afinitu ke glutathionovym
konjugatim, ma MRP3 vétsi afinitu ke glukuronidovym konjugatim bilirubinu a 1éCiv.

Dalsimi typickymi substraty MRP3 jsou zlucové soli (Zelcer et al. 2001).

MRP4 (ABCC4) je ATP-dependentnim transportérem exprimovanym v ledvinéch,
jatrech, hematoencefalické bariéfe, prostaté, varlatech a dalSich tkdnich. Jeho funkce
spociva v podileni se na vylucovani zZluCovych kyselin, ochrané tkani pfed xenobiotiky
a v transportu bunécnych signalnich molekul (véetné eikosanoidii a cyklickych nukleotidit),

zluc¢ovych kyselin, uratii a konjugovanych steroidnich hormoni (Renga et al. 2011).
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4. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo stanovit vliv aktivace lidského konstitutivniho
androstanového receptoru u humanizovanych mysi na genovou expresi vybranych lékovych
transportérii a biotransformacnich enzymt 1. a I1. faze v mysich ledvinach. Dale bylo cilem
posoudit vliv aktivace CAR in vitro, v lidskych imortalizovanych buiikach proximalniho

tubulu, v HK2 bunééné linii.
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5. Experimentalni ¢ast

Nasi experimentalni praci mizeme rozdé€lit do dvou ¢asti. V prvni jsme se vénovali
sledovéani zmén genové exprese v ledvinach mysi po aplikaci CITCO vzhledem ke kontrolni

skuping.

V druhé ¢asti prace jsme pracovali s HK2 bunéénou linii, kdy jsme opét pozorovali
vliv aplikace latek ovlivitujici CAR na zmény genové exprese v této lidské ledvinné

bunééné linii.

5.1. Pouzité materialy a pristroje

5.1.1. Zvirata

Pro experiment byly pouzity humanizované mysi s lidskym NR1/3, NR112 a CYP3A4
genem (tedy geny pro CAR, PXR a CYP3A4), které byly pfipraveny ve spolupraci se
spolecnosti Biocev. Po dobu tii dnli bylo ttem myS§im podavano CITCO (10 mg/kg) a dal§im
ttem (kontrolni) vehikulum skladajici se z roztoku 50% PEG400 ve smési s 10% EtOH
podavany v davce 100 ul na 25 g hmotnosti. Latky byly aplikovany intraperitonedlné, tedy
do bfiSni dutiny. Nasledné byly mySi usmrceny, vSechny organy jim byly odebrany a
bezprostiedné zamrazeny pomoci tekutého dusiku. V naSem experimentu jsme vyuzili

pouze ledviny, a to cca 20 mg z kazdé¢. Pfesné hmotnosti jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5 Hmotnost mysi, jejich ledvin a vzorku pouzitého v dalSich krocich experimentu

Vzorek Hmotnost mysi Hmotnost ledvin Hmotnost
[g] lg] odebraného
materialu [mg]
752 (ctrl) 22,4 0,32 18,45
468 (ctrl) 26,1 0,38 19,19
310 (ctrl) 25,5 0,36 18,23
676 (CITCO) 25,7 0,36 17,17
469 (CITCO) 27,4 0,40 19,06
755 (CITCO) 25,8 0,33 18,82

Ctrl — kontrolni vzorek, CITCO — vzorek po podani CITCO
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5.1.2. Bunééna linie HK?2

HK2 bunky (viz Obr. 7) pochézi z epitelu proximalnich tubulti lidské ledviny
dospélého muze. Buiiky byly imortalizovany transdukci geny E6/E7 lidského papilomaviru
16 (HPV-16) a jsou hojn¢ vyuzivany ke studiu jejich fyziologie, poskozeni a reparace (Ryan
et al. 1994). Bunécna linie byla zakoupena od American Type Culture Collection, USA.

Obr. 7 Bunééna linie HK2 bun¢k nalevo s nizkou a napravo s vysokou denzitou

Ptevzato z: https://www.atcc.org/products/crl-2190#detailed-product-information

5.1.3. Pristroje a pomiicky

96jamkova plata vhodna pro ucely PCR (Applied Biosystems, USA)

Analytické vahy (Boeco, Némecko)

Automatické pipety se Spickami s filtrem a bez filtru (Eppendorf, Némecko)
Homogenizator Fastprep-24 5G (MP Biomedicals, USA)

Chladici stojan na mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Chlazena centrifuga 3K30H (Sigma Laboratory Centrifuges, USA)

Inkubator (Sanyo, Japonsko)

Kuli¢ky oxidu zirkoni¢itého vhodné pro homogenizaci (Benchmark Scientific, USA)
Kultivaéni lahve 75 cm? (TPP, Svycarsko)

Kultivaéni plato 24jamkové (Thermo Fisher Scientific, USA)

Laminérni box TopSafe 1.8 (Bioair Instruments, Italie)


https://www.atcc.org/products/crl-2190#detailed-product-information
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Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Mikrozkumavky pro tcely PCR (Eppendorf, Némecko)

Nitrilové rukavice

Optické folie vhodné pro ucely PCR (Applied Biosystems, USA)
Optické stripy vhodné pro ucely PCR (Applied Biosystems, USA)
Petriho misky (TPP, Svycarsko)

Pinzeta

Plynovy kahan

Sérologické pipety (TPP, Svycarsko)

Skalpel

Spektrofotometr NanoDrop 1 000 (Thermo Fisher Scientifin, USA)
Tepelny cycler QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, USA)
Tiepacka Lab Dancer (IKA, Némecko)

Vakuové odsavacka

Vodni lazen (Julabo, Némecko)

Zkumavky se §roubovacim vi¢kem (TPP, Svycarsko)

5.1.4. Chemikalie a reagencie

96% ethanol (Penta, Ceské republika)

CITCO (Merck, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Merck, Némecko)
DMSO (dimethylsulfoxid, Merck, Némecko)
Fenobarbital (Merck, Némecko)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Merck, Némecko)
Hydroxid sodny (Merck, Némecko)

Chlorid draselny (Merck, Némecko)

Chlorid sodny (Merck, Némecko)
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Chloroform (Penta, Ceska republika)

Isopropanol (Sigma Aldrich, USA)

M¢édium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

PK 11195 (Merck, Némecko)

RevertAid RT Reverse Transcription Kit RevertAid RT (200 U/ul)
Rifampicin (Merck, Némecko)

TagMan Fast Advanced Master Mix (Life Technologies, USA)
TagMan sondy (Life Technologies, USA)

TRI Reagent (Merck, Némecko)

Trypsin-EDTA (0,25 %) (Merck, Némecko)

Voda pro injekce (B. Braun, Némecko)

5.1.5. Priprava fosfatového pufru (PBS)

Pro nasi praci byla nutna ptiprava fosfatového pufru o fyziologickém pH. Soli byly
navazeny arozpustény v destilované vode¢ do objemu 1 1 dle nasledujici tabulky 6. Hydroxid
sodny byl ptidany do hotového roztoku pro tipravu vysledného pH na hodnotu 7,4. Poté byl

puft sterilizovéan v autoklavu a vyuzit k oplachu bunék.

Tab. 6 SloZeni fosfatového pufru

g/l koncentrace
KCl 0,21 2,7mM
NaCl 8,01 137 mM
Na;HPOq4 3,58 10 mM
NaH2PO4 1,56 10 mM

NaOH pro Upravu pH na 7,4
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5.2. Experimentalni metody

5.2.1. Kultivace bunék a bunééné experimenty

HK2 bunécna linie byla kultivovana v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) s vysokym obsahem gluk6zy obohaceném o 2mM L-glutamin a 10 % fetalniho

bovinniho séra. Inkubovéany byly pti 37 °C a 5 % CO; ve vlhéené atmosfére.

Pasazovani bunék bylo provadéno po dosazeni ptiblizné 80 % konfluence. Nejprve
bylo pomoci vakuové odsavacky odsato staré médium (adherentni bunky zistavaji
pfichyceny ke dnu kultivacni lahve) a buiiky byly oplachnuty PBS, které bylo nasledné
odsato. Poté byly do lahve ptidany 3 ml roztoku trypsinu-EDTA pro uvolnéni buné¢k a lahev
byla umisténa na 2 min do inkubatoru. Po inkubaci byly pfidany 3 ml média pro inaktivaci
trypsinu. Obsah lahve byl pomoci sérologické pipety dostate¢né promichan do vzniku
homogenni suspenze. Cast byla pfenesena do nové lahve a umisténa do inkubétoru pro
zachovani bunécné linie. Zbytek suspenze bylo pouzito pro nasazeni 24jamkového plata
(v hustoté 10° bun&k na jamku), které nam poslouzilo k naslednym experimenttim. Plato

bylo vlozeno do inkubatoru.

Po 24 hodinach inkubace bylo plato vyjmuto zinkubatoru a pomoci vakuové
odsavacky bylo odsato star¢ médium. V pofadi jamek, ve kterém jsme odsavali, bylo
pfidavano ptredem pfipravené nové médium s testovanymi latkami ovlivitujicimi CAR.
Pracovali jsme v triplikatech — tedy kazdé tii jamky obsahovaly jednu podminku, ptipadné

jejich kombinaci. Testovanymi latkami byly zvoleny:

Fenobarbital 500 uM

e CITCO 10 uM

e CITCO 1 uM

e PKI1119510uM

e PKI1119510 uM + CITCO 10 uM
e Rifampicin 10 uM

Takto pfipravené plato bylo ulozeno zpét do inkubatoru.

Po dalSich 24 hodinach inkubace bylo plato vyjmuto ven, médium bylo odsato
a pomoci PBS opatrné omyty butiky. PBS jsme nésledn¢ odsali a do kazdé jamky s buiikami

ptidali TRI Reagent, diky némuz byly buniky lyzovany. Plato bylo uloZeno do mrazéku.
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Bunécné experimenty byly provadény ve tiech na sob& nezavislych experimentech

provadénych za stejnych podminek — v technickych triplikatech.

5.2.2. 1zolace RNA

Zasadnim cilem nékterych laboratornich vyzkumi, vcetné¢ naSeho, je RNA, jejiz
izolace a purifikace jsou prvnimi kritickymi kroky mnoha analytickych metod. Pro
relevantni vysledky jsou potiebné Cisté, neposkozené molekuly RNA. Jeji zisk by mél byt
efektivni a reprodukovatelny. Ziskava se z riznych heterogennich materialti, jakymi jsou
cerstvé ¢i zmrazené tkané€, bunécéné linie nebo dlouhodobé chemicky zachovalé vzorky.
Existuje vice metod, kterymi lze izolaci a naslednou purifikaci RNA provézt. Pii nasi praci
byla pouzita metoda zaloZzena na vyuZziti standardni organické fenol-chloroformové

extrakce (Vomelova et al. 2009).

Princip

Pro lyzu bun¢k byl vyuzit TRI Reagent. Jedna se o roztok guanidin izothiokyanatu a
fenolu, ktery je schopny rozrusit buiiky, aniz by poskodil RNA. Po ptidani chloroformu
dojde k oddéleni vodni a organické faze. RNA je rozpusténa v horni vodni vrstvé, mezifaze
obsahuje DNA a v organické vrstvé jsou obsazeny zbytky bunc¢k — proteiny, lipidy,
polysacharidy, ...). Diky rozdé€leni do f4zi Ize RNA, DNA a protein teoreticky purifikovat
z jednoho vzorku — odtud nézev TRI Reagent. Po pfidani isopropanolu k odebrané vodné
fazi dochazi k vysrdzeni RNA, po nasledném stoceni tvofici bélavy shluk tzv. peletku.
Nasledné je nutné peletky precistit ledove chladnym ethanolem a rozpustit ve vodé zbavené

DNas a RNas (Rio et al. 2010).

Postup

Nejprve bylo z mySich ledvin skalpelem ufiznuto 6 jednotlivych vzorkti o hmotnosti
cca 20 mg. Vzorky pfi tom byly umisténé na ledu z divodu zabranéni denaturace. Poté byly
pfeneseny do Sesti uzaviratelnych zkumavek, pficemZz kazda jiz obsahovala pét
homogenizacnich kulicek. Nasledné byl do kazdé zkumavky ptidan 1 ml TRI Reagentu,
vzorky byly umistény do homogenizatoru a zhomogenizovany pfi rychlosti 7 m/s po dobu

50 s.

VétSina nasledné prace probihala v laminarnim boxu. Po homogenizaci byly vzorky

s TRI Reagentem piepipetovany do novych mikrozkumavek bez kulicek, do kterych jsme
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piidali 150 pl chloroformu a prottepali na tfepacce po dobu 15 s. Vzorky jsme nechali 5 min
inkubovat pti pokojové teplote. Dale byly zkumavky umistény do predchlazené centrifugy
a zcentrifugovany (12 000G, 15 min, 4 °C). Béhem toho doslo k rozdé¢leni fazi na vodnou
vrstvu s RNA, mezifazi a narizovélou organickou fazi. Do novych mikrozkumavek bylo
z kazdého vzorku preneseno 350 pul vodné faze. (Zbylé dvé faze jsou pro nas odpadem.)
Poté bylo do kazdé mikrozkumavky se vzorkem ptfidano 350 pl isopropanolu, promichano
2 s na tfepacce a 10 min jsme nechali vzorky inkubovat pfi pokojové teploté pro precipitaci
RNA. Po inkubaci byly vzorky znovu zcentrifugovany (12 000G, 15 min, 4 °C), pfi¢emz se
nam na dné vytvorily bilé peletky RNA. Roztok, ve kterém se peletka nachazela, byl odsan
do odpadni lahve, peletka se udrzela na dné. K peletce bylo ptidano 900 pl vychlazeného
70% ethanolu k promyti RNA a mikrozkumavka byla promichana pomoci tiepacky po co
nejkratsi dobu s cilem uvolnéni peletky ode dna. Vzorky byly poté inkubovéany 1 hod na
ledu umisténém v lednici. Po uplynuti této doby byly vzorky znovu zcentrifugovéany
(12 000G, 15 min, 4 °C) a celé promyvani bylo zopakovano jest¢ jednou — odsati 70%
ethanolu, ptidani 900 pl nového 70% ethanolu, protfepani pro odlepeni peletky ode dna,
inkubace 1 hod v lednici a centrifugace (12 000G, 15 min, 4 °C). Po promyti peletek byl
70% ethanol pomoci Spicky kompletné odsan, ptfitom jsme si davali velky pozor na to,
abychom omylem neodsali peletku. Vzorky jsme nechali 10 min stat pii pokojové teplot¢,
aby doSlo k odpateni zbytkového ethanolu a tim k uplnému vysuSeni peletek. (Sucha
peletka zprisvitnéla.) Po odpateni byly peletky rozpusStény ve 30 ul RNAse a DNAse free
vodé. Z kazdého vzorku byly odebrany 2 ul ke spektrofotometrickému zmeéteni Cistoty

a koncentrace RNA.

5.2.3. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty RNA

Do uzaviratelnych 0,5ml mikrozkumavek byly z kazdého vzorku odebrany 2 ul
a pomoci spektrofotometru Nanodrop 1000 bylo provedeno méfeni koncentrace RNA. Jako
slepy vzorek byla vyuZita voda zbavend DNas a RNas. Pro vSechny vzorky byly zméteny
hodnoty absorbance pii vinovych délkach 230, 260 a 280 nm, déle Cistota I, Cistota II
a koncentrace RNA. Cistota I je ovlivnéna kontaminaci bilkovinami a jeji hodnota se rovna
poméru absorbanci A260/A280, idealnd by se méla pohybovat nad 1,8. Cistota II vychazi
z miry kontaminace fenolem, vypocitava se z poméru A260/A230 a hodnota by se m¢la
blizit 2. Podle zjiSténych hodnot koncentraci RNA bylo jednoduchym vypoctem

dopocitano, kolik vody je nutné ptidat, abychom ziskali u vSech vzorki stejnou koncentraci
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250 ng/ul. Spektrofotometrie byla provadéna u vzorkl z mysich ledvin (viz Tab. 7) 1 z HK2

bun¢k (viz Tab. 8).

Tab. 7 Vysledky spektrofotometrického méfeni po izolaci mRNA z mySich bun¢k

. . Namérena

Vzorek A230 A260 A280 Cistotal Cistotall koncentrace

[ng/pl]
752 (ctrl) 11,581 27,562 13,887 1,98 2,38 1102,47
468 (ctrl) 10,265 23,404 11,933 1,96 2,28 936,16
310 (ctrl) 10,766 25,299 12,710 1,99 2,35 1011,98
676 (CITCO) 9,480 21,805 11,065 1,97 2,30 872,18
469 (CITCO) 12,964 30,466 15,391 1,98 2,35 1218,6
755 (CITCO) 14,080 32,807 16,551 1,98 2,33 1312,30

A — absorbance pfi urcité vinové délce, ctrl — kontrolni vzorky, CITCO — vzorky po

podani CITCO

Tab. 8 Vysledky spektrofotometrického méteni po izolaci mRNA z HK2 bunécné linie.

V tabulce jsou uvedené pouze vysledky z jedné izolace jako reprezentativni stanoveni.

Namérena
Vzorek A230 A260 A280 Cistotal Cistotall koncentrace
[ng/pl]
DMSO 1 %o 6,392 13,807 7,265 1,90 2,16 552,29
RIF 10 uyM 6,690 14,450 7,461 1,94 2,16 578,00
CITCO I uM 6,163 12,818 6,642 1,93 2,08 512,71
CITCO 10 uM 12,657 27,086 13,746 1,97 2,14 1083,46
Fenobarbital 500 uyM 6,708 13,618 7,088 1,92 2,03 544,73
PK11195 10 uM 7,326 13,919 7,177 1,94 1,90 556,76
PK11195 10 uM
+CITCO 1 yM 6,654 12,843 6,654 1,93 1,93 513,73
PR11195 10 uM 6815 13562 7.094 191 1,99 542,47

+ CITCO 10 uM

A — absorbance pii urcité vinové délce
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5.2.4. Reverzni transkripce

Pti reverzni transkripci dochdzi k syntéze cDNA (DNA komplementarni ke
studované RNA) z izolované mRNA pomoci RNA-dependentni DNA polymerdzy. Zisk

cDNA je nutny pro dalsi pokracovani experimentu.

Postup

Do vétsi zkumavky byla napipetovana smés nahodnych hexamerti, voda zbavena
DNas a RNas, smés nukleotidii, pufr, RevertAid RT (reverzni transkriptaza) a inhibitor
RNas. Obvykle se tato smés piipravuje v trochu vétsim mnozstvi, avsak musi byt zachovan
spravny pomér slozek. Cely postup je provadén na ledu, aby bylo zabranéno poskozeni
mRNA, transkriptdzy a inhibitord RNas, které¢ jsou velmi citlivé na teplotu. Nasledné byly
pfipraveny mikrozkumavky, do kterych bylo napipetovano 16 pl reakéni smési a 4 pl
mRNA (viz Tab. 9). Pomoci pipety byly vzorky opatrné promichdny a kratce stoceny
v centrifuze. Poté byly vzorky vlozeny do tepelného cycleru, ve kterém probéhl piepis

mRNA na cDNA za nésledujicich podminek:

= 5 min pfi teploté 25 °C
= 60 min pfi teploté 42 °C
= 5 min pfi teploté 70 °C

Po skonceni reakce byly vzorky ochlazeny pomoci ptredchlazeného stojanku

a nafedény pridanim vody zbavené DNas a RNas.

Tab. 9 Objem jednotlivych slozek pro 1 reakci (4 ul mRNA + 16 pl reakéni smési)

Slozka Objem [pl]
mRNA templat 4
Néhodné hexamery 1
Voda zbavend DNas/RNas 7
Pufr 4
RiboLock RNase inhibitor (20 U/ul) 1
dNTP mix 2
RevertAid RT (200 U/pul) 1

RevertAid RT — reverzni transkriptdza, AINTP mix — smé&s nukleotidi
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5.2.5. Kvantitativni Reverse Transcription PCR (qRT-PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je pomérné jednoduchou metodou, ktera
umoziuje amplifikaci (zmnoZeni) pozadovaného fragmentu DNA z templatu cDNA.
Velkymi vyhodami této metody jsou jednoduchost, rychlost, velka citlivost, ktera se vSak
muze stat i negativem v piipad€ kontaminace, a fakt, ze k provedeni reakce staci velmi malé
mnozstvi vzorku DNA. V soucasnosti se této metody vyuziva v mnoha oborech, vcetné

molekularni biologie a forenzni mediciny.

Postup

Do nachystanych mikrozkumavek byla napipetovana voda zbavena RNas, TagMan
Fast Advanced Master mix a TagMan sonda zkoumaného genu. Tyto slozky se dohromady
oznacuji jako mastermix. Dale bylo pfipraveno 96jamkové plato, do kterého byl dle predem
pfipravené mapky napipetovan mastermix a nasledné byly pfidany jednotlivé vzorky cDNA
(viz Tab. 10). Desti¢ka byla ptelepena folii, kratce stocena v centrifuze a umisténa do
tepelného cycleru, ve kterém probéhla PCR reakce. Pied spusténim reakce byly nastaveny

pozadované podminky (viz Tab. 11).

Tab. 10 Objemy jednotlivych sloZzek pro 1 reakci

Slozky Objem [pl]
Voda zbavena RNas 4,0
TaqMan Fast Advanced 10,0
TagMan sonda 1,0
Templat DNA 5,0
Celkovy objem 20,0

Tab. 11 Podminky priabéhu PCR

Pocet cyklu Teplota [°C] Cas [min]
Holding stage 1 50 2:00
95 0:20
Cycling stage 40 95 0:01

60 0:20
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5.2.6. Statistické zpracovani dat

Data ziskana ztepelného cycleru byla nejprve zpracovana pomoci MS Excel.
V tomto programu byly podle specialniho vzorce (viz Obr. 8) vypocitany priméry hodnot
jednotlivych vzorki, které udéavaji bud’ zvyseni nebo snizeni exprese konkrétniho genu,
ajejich smérodatné odchylky. U mySich vzorkii byly navic jesté¢ spoCitany prameéry

kontrolnich a CITCO treatovanych mysi.

2 ()81955Ct(DM50)—Ct(vzorek)

fold = 2,081955Ct(housekeeping DMSO)—Ct(housekeeping vzorku)

Obr. 8 Vzorec vyuzity k vypoctu praimérnych hodnot exprese genti vzork

Ct — cycle treshold

Ke statistickému a grafickému zpracovani dat byl vyuzit program GraphPad Prism
10.1.2 (GraphPad Software Inc., USA). Ke zhodnoceni statistické vyznamnosti u vzork
ledvin ziskanych z humanizovanych mysi byl pouZit Wilcoxontv test. V ptipad¢ in vitro
experimentl na HK2 bunécéné linii byla pro statistickou analyzu zvolena jednosmérna
ANOVA analyza s Dunnettovym post-hoc testem, kdy vSechny hodnoty byly porovnavany
vzhledem k hodnotam 1%. DMSO. Jako statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty
P <0,05.

Bunééné experimenty byly provadény ve tfech na sobé nezavislych biologickych
opakovanich provedenych v technickych triplikatech. Experimenty provadéné na mysich
ledvinach byly provedeny na celkem 6 ledvinach ziskanych od 6 riznych mysi (3 pro

kazdou podminku), qRT-PCR bylo provedeno v technickych duplikatech.
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6. Vysledky

6.1. Ovlivnéni exprese genti po aktivaci CAR receptoru podanim CITCO

v ledvinach humanizovanych mysi

V prvni ¢asti experimenti bylo pozorovano, jakym zptisobem ovlivni CITCO
v davce 10 mg/kg expresi genii biotransformacnich enzymu a lékovych transportéri
u PXR-, CAR- a CYP3A4-humanizovanych myS$ich modeld. Sledovany byly mysi geny
i lidsky gen CYP3A44. Konkrétné se jednalo o geny CYP3A44, Cyp2b10, Cyp2c29, Slc22al,
Abcc4, Abcbla a Ugtlal. Hodnoty byly vztazeny k praméru dvou housekeeping genii —
Actb (beta-aktin) a Gapdh (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenéza).

6.1.1. Biotransformacni enzymy

Na nasledujicim grafu (Obr. 9) mizeme pozorovat vliv CITCO na expresi genil
biotransformacnich enzymi CYP344, Cyp2bl0, Cyp2c29 a Ugtlal. Vysledky ukazuji
statisticky vyznamné zvySeni exprese genu Ugt/al. Zména exprese genu lidského enzymu
CYP3A44 amysich genti Cyp2b10 a Cyp2c29 nebyla ovlivnéna se statistickou vyznamnosti,

data v8ak naznacuji indukéni trend.
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Obr. 9 Graf zobrazujici vliv CITCO na expresi genl biotransformacnich enzymi.

Experimentalni metodou byly qRT-PCR reakce, které prob&hly v technickych duplikatech.
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Hodnoty vzorki ovlivnéné CITCO jsou vyjadieny jako nasobky hodnot kontrolnich vzorkd,

které byly stanoveny jako 1. Jako statisticky vyznamna byla povazovana hodnota *P <0,05.

6.1.2. Lékové transportéry

V dal$im grafu (Obr. 10) mizeme vidét ovlivnéni exprese mysich genti 1ékovych
transportért Abcbla (Mdrla), Abcc4 (Mrp4) a Slc22al (Octl). Po aktivaci CAR doslo ke
zvyseni hladiny exprese gentl Slc22al a Abcc4. Avsak pouze u Slc22al byla zaznamenana

statistickd vyznamnost. Exprese genu Abcha byla po podani CITCO mirné snizena, snizeni

vSak nebylo statisticky vyznamné.

Abcb1a Abcc4 Sic22a1
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Obr. 10 Graf zobrazujici vliv CITCO na expresi genl kodujicich 1ékové transportéry.
Experimentalni metodou byly kvantitativni PCR reakce, které probehly v technickych
duplikatech. Hodnoty vzorkd ovlivnéné CITCO jsou vyjadfeny jako nasobky hodnot

kontrolnich vzorki, které byly stanoveny jako 1. Jako statisticky vyznamna byla

povazovana hodnota *P <0,05.

6.2. Stanoveni exprese genli po podani latek ovliviiujicich CAR v HK2

bunécéné linii

V druhé ¢asti experimentl jsme se zamétili na zmény expresi gentt v HK2 bunécné
linii vlivem latek ptlisobicich na CAR, a to konkrétné¢ CITCO (1 a 10 uM),
fenobarbital 500 pM, PK11195 10 uM, rifampicin 10 uM a jejich kombinace.

V ptipadé¢ genu CYP2B6 (viz Obr. 11 A) byl zaznamenin jediny statisticky
vyznamny vysledek, a to u vzorku, ke kterému byla ptfidana kombinace PK11195 10 uM a

CITCO 10 uM. U zbylych vzorkli nebyl pozorovan vyznamny vliv na zménu genové

exprese.
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Exprese genu CYP2C19 (viz Obr. 11 B) nebyla ndmi vybranymi latkami v danych

koncentracich vyznamné ovlivnéna.

Co se tyCe exprese genu CYP344 (viz Obr. 11 C), tak k jejimu statisticky
vyznamnému snizeni doslo po podani fenobarbitalu 500 uM a kombinace PK11195 +
CITCO 10 uM. U ostatnich vzorki jsme nepozorovali statisticky vyznamnou zménu

exprese CYP3A4.

Jak miizeme vidét v poslednim grafu, podobné jako u genu CYP2C19, ani v ptipadé
MDRI1 transportéru — gen ABCBI, (viz Obr. 11 D) nedoslo ke zméné v expresi.
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Obr. 11 A-D Graf zobrazujici vliv latek ptisobicich pfes CAR na regulaci genové exprese
genl biotransformacnich enzyml CYP2B6, CYP2C19, CYP3A4 a 1ékového transportéru
ABCBI. Jako statisticky vyznamna byla povaZovéana hodnota *P <0,05, **P <0,01.
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7. Diskuse

Béhem dlouhého obdobi evoluce si zivé organismy vytvorili detoxifikaéni systémy
slouzici k ochrané¢ pied posSkozenim cizorodymi latkami. Tyto systémy zahrnuji
biotransformacni enzymy I. i II., tzv. konjugacni, faze a transportéry, jejichz exprese je
regulovana mj. nukledrnimi receptory PXR a CAR. Tyto receptory jsou exprimovany

prevazné v jatrech, ale mizeme je v mensi mife najit i v jinych orgdnech (Wang et al. 2012).

Konstitutivni androstanovy receptor hraje klicovou roli v regulaci mnoha
fyziologickych procesti véetné metabolismu endogennich a biotransformace exogennich
molekul. CAR muze byt aktivovan pfimym navazanim ligandu i nepiimo prostfednictvim
signaliza¢nich transdukénich drah. Vazbou na specifické responzivni elementy DNA CAR
indukuje expresi svych cilovych gent kodujicich jak enzymy 1. (primérné¢ CYP450) a II.
faze (napt. UGT, SULT, GST) metabolismu, tak transportnich proteinti z rodiny ABC
(napt. MDR1) i SLC (napt. OAT1). Vliv aktivace CAR na expresi téchto genli muze vést
ke vzniku 1€ékovych interakci, které mohou ovlivnit vSechny faze farmakokinetiky, coz
muze vést az k selhdni terapie n¢kterych ¢asto uzivanych lé€iv. Je tieba také upozornit na
vyrazné mezidruhové rozdily v aminokyselinovych sekvencich ligand vazajicich domén,
od kterych se odviji i jejich strukturné odlisné ligandy (Dash et al. 2014, Matalova a Buchta
2020, Pustylnyak et al. 2020).

Ze lidské ledviny maji vyznamnou schopnost biotransformace xenobiotik, dokézaly jiz
starSi studie. Nekteré latky jsou dokonce biotransformovany v nejvétsi mife ledvinami
(Anders 1980). Jasnym ptikladem je glukuronidace propofolu, ktera z nejvétsi ¢asti probiha
v ledvinach (Knights et al. 2013). Ztoho jasné¢ vyplyvd, ze funkce ledvin ma
v biotransformaci 1é¢iv dilezitou ulohu.

Vyhodou 1 nevyhodou, se kterou jsme se stietavali béhem nasi prace, je nedostatek
relevantnich studii, se kterymi bychom mohli nase vysledky porovnavat, poukazuje v§ak na
nezbytnost dal§itho vyzkumu. VétSina vyzkumnych skupin se primarné zabyva studiem
jater, ptestoZe bylo prokéazano, ze ledviny hraji v metabolismu xenobiotik také vyznamnou
ulohu. Z tohoto diivodu jsme byli nuceni porovnavat nase vysledky s vysledky vyzkumi
provadénych prevazné na jatrech a jak se ukazalo v druhé ¢asti experimentil, cesta regulace

genove exprese v ledvinach se ziejmé od jater vyznamné lisi.

V prvni ¢asti prace byl sledovan ucinek CITCO, agonisty lidského CAR, na expresi

biotransformacnich a transportnich gent v ledvinach humanizovanych mysi (lidsky NR113
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(CAR), NRII2 (PXR) a CYP3A44). Podle toho byly vybrany geny, jejichz exprese je
prozkouména zejména v jatrech, avSak o expresi v ledvindch existuje jen velmi malo
informaci. Konkrétn¢ jsme zvolili mysSi geny biotransformacnich enzymt Cyp2c29,
Cyp2bl0, Ugtlal, dale mysi geny transportéra Sic22al, Abcbl, Abcc4 a v neposledni fade
lidsky gen biotransformaéniho enzymu CYP3A44. Pro normalizaci vysledka byly pouzity
standardni housekeeping geny Gapdh a Actb.

Nuklearni receptory CAR a PXR maji podobné funkce. Oba reguluji celou fadu genti
a jejich ucinky se mnohdy piekryvaji, proto je narocné odlisit, jakou mérou se kazdy z nich
podili na vysledném efektu. U nékterych gent byla vSak prokézéna preference jednoho
z receptorti. Maglich et al. (2003) dokézali, ze CITCO, ptimy agonista hCAR, vykazuje
vetsi efekt na expresi genu CYP2B6, zatimco rifampicin, ligand PXR, mél vétsi ucinek na
CYP3A44. Tento fakt potvrdili i Lin et al. (2020), ktefi provadeli studii na lidskych
progenitorovych jaternich buitkach HepaRG. Po podani CITCO, které je i CasteCnym
agonistou PXR, o riznych koncentracich (0,2; 1 a 10 pM) doslo ke zvySeni exprese genu
CYP344. Aktivita CITCO byla nasledné¢ blokovana specifickym antagonistou hPXR
SPA70. Pii jejich experimentech byly vyuzity i HepaRG bunky, ve kterych byl vypnut gen
NRI113, tedy gen kodujici hCAR. Zjisténi jednoznaéné potvrdila, Ze ptfi indukci genu
CYP3A44 CITCO primarn¢ ptisobi ptes hPXR.

JelikoZ ndmi testované mysi mély gen pro lidsky enzym CYP3A4, rozhodli jsme se
pro jeho testovani. Po podani CITCO (10 mg/kg) bylo pozorovano znacné zvySeni exprese
— pfiblizn€ 15nasobné, které vSak v disledku vysoké interidividualni variability nebylo
statisticky vyznamné. Pro potvrzeni statistické vyznamnosti vysledkli by bylo potiebné

otestovat v&tSi mnozstvi tkani ziskanych z vétsiho poctu testovanych mysi.

Cyp2b10 je jednim z hlavnich biotransformacnich enzymi podilejicim se na I. fazi
metabolismu. Jednd se o mySi ortholog lidského CYP2B6, ktery se podili na
biotransformaci 3-12 % klinicky vyuzivanych 1é¢iv. Tento enzym, at’ uz jeho lidska ¢i mysi
varianta, patii mezi hlavni cilové geny CAR v hepatocytech, v mensi mife se na regulaci
podili i PXR. Diky témto poznatkim a skutecnosti, Ze je velmi malo dostupnych
relevantnich studii zabyvajicich se touto problematikou v ledvinach, jsme vybrali praveé
Cyp2b10 jako jeden z testovanych genli. Vyzkum Jarukamjorna et al. (2001) dokazuje, Ze
gen Cyp2b10 se v mysich ledvinach skutecné nachézi. Pii nasem testovani doslo ke zvySeni

exprese genu piiblizné 1,8ndsobné, avSak statistickd vyznamnost, pravdépodobné kviili
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interindividudlni variabilité¢ kontrolni skupiny mysi, potvrzena nebyla. Vysledky ziskané
z ledvin humanizovanych mysi bychom mohli porovnat se studii, kterou uskute¢nili Kurian
et al. (2020), avSak provadénou na primarnich hepatocytech ziskanych z humanizovanych
mysi (hCAR), ve kterych doslo po expozici CITCO (20 mg/kg vahy) k téméi 20ndsobnému
zvyseni exprese Cyp2bl0. Jarukamjorn et al. (2001) se primarné zabyvali expresi Cyp2b
enzymu v jatrech a ledvinach. Jejich pozorovani naznacuji, ze induktory exprese pisobi na
Cyp2bl0 riznou meérou v ledvinach a v jatrech. Vysvétleni této skutecnosti spociva
v odlisnych regulacnich cestach mezi jatry a ledvinami. Proto neni mozné nase vysledky
zcela porovnavat s vysledky ziskanymi z jater. Je mozné, ze v jatrech je odezva na podnét
siln€j$i a zaroven bylo v prvni zminéné studii s hepatocyty vyuzito CITCO v mnozstvi

20 mg/kg, pti nasi praci pouze 10 mg/kg (Kurian et al. 2020).

Dal$im nami studovanym genem se stal gen biotransforma¢niho enzymu Cyp2c29,
ktery je mySim orthologem lidskych enzymiit CYP2C19 a CYP2C9. Po podani CITCO
(10 mg/kg) nebylo pozorovano statisticky vyznamné ovlivnéni exprese genu. Toto zjisténi
je v souladu s vysledky regulace exprese lidského genu CYP2C19 v HK2 buiikach. Zadna

studie se stejnou nebo alespon podobnou problematikou nezabyvala.

Ugtlal je mySim genem enzymu II. fize metabolismu podilejiciho se na detoxifikaci
latek. NaSe data ukazuji na pfiblizn€ trojndsobné statisticky vyznamné zvySeni exprese
tohoto genu po podani CITCO v ledvinach humanizovanych mysi. Niu et al. (2020), ktefi
pracovali s lidskymi primarnimi hepatocyty, ke kterym bylo pfidano CITCO (5 uM),
zdokumentovali 2,9nasobné zvyseni exprese UGT1A1 oproti kontrole. V této koncentraci
pusobi CITCO vyhradné pifes CAR receptor. Z toho miizeme vyvodit, Ze nejen v jatrech,
ale 1 v ledvinach hraje CAR vyznamnou roli a v tomto pfipad€ ndmi ziskana data z mySich

ledvin koreluji s vySe zminovanymi daty z lidskych hepatocyti.

OCT1 (SLC2241) je dominantnim transportérem organickych kationtovych léciv
a nékterych pozitivné nabitych endogennich latek. Tento transportér je u lidi v nejvétsi mife
exprimovan v sinusovych membranach hepatocytl, v mensi mife i v dalSich tkéanich
(ledviny, nadledviny, varlata, slezina, plice) a jejich nadorech. Oproti tomu je exprese
u mysi dominantni pravé v ledvinach (Klaassen a Aleksunes 2010). Niu et al. (2020) se
zabyvali regulaci transportnich genti v lidskych hepatocytech od rlznych darca
kultivovanych v tzv. sendvi¢i a doSlo k mirnému sniZeni exprese SLC22A41 po podani

CITCO 5 puM. Naopak nase data ziskana z ledvin humanizovanych mysi ukazuji na vice
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nez dvojnasobné statisticky vyznamné zvyseni exprese genu Slc22al. Mezi touto a pravé
zminénou praci vSak existuji rozdilné parametry véetné vyuziti odlisného druhu a odlisné

tkané.

Regulace OCT1 a jeho orthologl je druhové a tkanoveé velmi specificka. Exprese
v lidskych ledvindch je ve srovnani s lidskymi jatry o 4-5 tadd nizsi, tedy je spis
zanedbatelnd. Pii¢emz zatimco v lidské ledviné je OCTI1 lokalizovan na luminalnich
membranach proximalnich a distalnich tubuli, u mysi je silna exprese proteinu Octl
lokalizovana na bazolateralnich membranach proximalnich tubult. To dokazuje rozdily
nejen mezi druhy, ale i mezi tkdnémi, které mohou byt pfi¢inou rozdilného ovlivnéni
exprese. Kromé toho dochazi u vétSiny nadorovych bunéénych linii k vyznamné down-

regulaci, coZ do jisté miry omezuje studium regulace SLC2241 (Hyrsova et al. 2016).

Jednim z transportérti, kterymi jsme se zabyvali, byl MRP4 (4BCC4) patfici mezi
ABC transportéry. Tento transportér se v lidském organismu nachdzi v jatrech i v ledvinach
a jeho hlavni ulohou je transport fady endogennich molekul — cyklickych nukleotidi, ADP,
eikosanoidli, konjugovanych steroidnich hormont, Zzluovych kyselin, urati, a také
xenobiotik. Béhem experimenti Massona et al. (2008), kteti se zabyvali snizovanim HDL
aktivaci CAR receptoru u mysi, byla sledovana i jaterni exprese typického cilového genu
CAR — 4bcc4 u wild type mysi a u mysi s deficitem CAR po podani TCPOBOP (3 mg/kg),
modelového agonisty mySiho CAR. V prvnim piipad€ doSlo k vyrazné — pfiiblizné
10néasobné, indukci exprese transportéru, zatimco v druhém piipadé zlistala exprese témér
nezménéna, coZ poukazuje na zasadni roli CAR receptoru. NaSe vysledky z ledvin
ukazuji cca 2,9ndsobny nartst priméru oproti kontrole. V obou pracich tedy doslo k nartistu
exprese Abcc4, avSak v rozdilné mife. Hlavnim diivodem je zfejm¢ pouziti riiznych organt,
riznych agonistl a také fakt, ze ve zminované studii byly pouZity nehumanizované mysi.
V ptipadée ptisobeni TCPOBOP na mysi jatra miiZze byt exprese sledovaného genu ovlivnéna

citlivéji oproti ptisobeni CITCO na transgenni mysi ledviny.

P-glykoprotein je jednim z nejznaméjsich efluxnich transportéri zavislych na ATP.
U lidi je kédovéan genem ABCB1, u prasat genem Abcb 1 au hlodavct dvéma geny — Abcbla
a Abcb1b. Bylo zdokumentovano, Ze MDRI1 je vysoce exprimovan ve stievech, jatrech
a ledvinach lidi a hlodavcli a ze ma zasadni roli v biologické dostupnosti a 1ékovych
interakcich nékterych xenobiotik. Mysi geny doposud nebyly dostatecné prozkoumany, co

se tyCe vlivu CAR na jejich expresi. Objevila se vSak studie Lemmena et al. (2013)
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zabyvajici se regulaci Abcbl a Abcg2 (gen kodujici efluxni transportér BCRP) v praseci
hematoencefalické bariéfe po podani CITCO. Hlavnim tkolem MDRI1 v této bariéte je
ochrana mozku pied piisobenim xenobiotik. Jejich vyzkum ukézal, ze po aktivaci prasec¢iho
CAR receptoru (pgCAR) pomoci ligandu hCAR CITCO doslo k upregulaci obou
transportért, kdezto specificky mCAR ligand TCPOBOP nemél zadny vliv na expresi
transportérti (Guo a Huang 2016). Také Gray et al. (2009) potvrdili toto zjisténi skutecnosti,
7ze LBD pgCAR je z 84 % homologni s LBD hCAR, zatimco mezi mCAR a hCAR byla

odhalena pouze 71% homologie aminokyselin.

Pii naSich experimentech jsme nezaznamenali prakticky zadny vliv na regulaci
exprese Abchla, coz neodpovidd plivodnim prfedpokladim vyvozenym na zikladé vySe
zminéné prace. Nejednd se vSak o nikterak statisticky signifikantni rozdil. Pfi¢inou naSich
odlisnych vysledkt oproti zminéné studii by mohlo byt pouziti rozdilnych tkani a druhd.
Mozek je obzvlast’ nachylnou tkani, a proto je propustnost hematoencefalickou bariérou

velmi omezena. Je tedy mozné, Ze ke zvySeni exprese Mdrl dochéazi primarné zde.

V druhé casti naSich experimentll jsme se zabyvali ovlivnénim exprese genl
biotransformacnich enzymi CYP2B6, CYP2C19, CYP3A4 a transportéru MDRI po

treatovani HK2 bunék vybranymi latkami.

Co se tyce genu CYP2B6, po podani CITCO 1 uM nedoslo k nikterak vyznamnému
ovlivnéni exprese, které vSak bylo pozorovano v jatrech v praci (Kurian et al. 2020),
v ledvinach je situace ziejme jina. S vyjimkou bunék ovlivnénych zaroven CITCO 10 uM
a PK11195 10 uM jsme v HK2 bunikach nepozorovali Zadny statisticky vyznamny vliv na
regulaci exprese CYP2B6. Po podani kombinace CITCO 10 uM a PK11195 10 uM doslo
ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese CYP2B6 — tuto hodnotu mizeme porovnat
s hodnotou kombinace CITCO 1 uM a PK11195 10 uM, ktera sice nedosahla statistické
vyznamnosti, ale 1 v tomto pfipad€¢ byl pozorovan trend zvySeni exprese vzhledem ke
kontrole. Zminéna skutecnost je podpofena fakty, ze PK11195 mulzZe byt v buikach
transformovéano na agonistu CAR a také tim, ze CITCO v koncentraci 10 uM je nejen
agonistou hCAR, ale i ¢aste¢nym agonistou hPXR, coz mohlo agonistické ptisobeni CITCO
jesté podpoftit (Mackowiak et al. 2017). Posledni testovanou latkou byl rifampicin,
modelovy agonista PXR. Jelikoz je CYP2B6 preferencné ovliviiovan pies CAR, proto jsme

u n¢j nepozorovali vliv na expresi.
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CYP2C19 je biotransformacnim enzymem, ktery je ptevazné lokalizovan v jatrech
a tenkém stieveé a Ucastni se biotransformace nékterych vyznamnych 1é¢iv. Doposud byla
publikovand pouze jedna studie Knightse et al. (2013) hodnotici expresi CYP2C19
v lidskych ledvinach, kde jeho exprese detekovana nebyla. Béhem experimenti s HK2
bunikami jsme vSak expresi tohoto genu detekovali (dokonce byla CT hodnota o 4 cykly
nizsi nez u genu CYP3A44), nicméné neni puisobenim latek nikterak ovlivnéna. Toto zjiSténi

je v souladu s vysledky regulace exprese mysiho orthologu Cyp2c29.

Biotransformacéni enzym CYP3A4 se podili az na 42 % znamych ptemén klinicky
vyznamnych 1é¢iv a predstavuje tak jeden z dominantnich mechanizmii 1ékovych interakci.
Jednad se o typicky cilovy gen PXR, ktery je vSak v men$i mife rovnéz ovlivnén
prostfednictvim CAR. Aktivaci zminovanych receptori dochazi ke zvySeni exprese

CYP3A4 v lidskych jatrech (Suchopar et al. 2023).

Vysledky exprese genu biotransformacniho enzymu CYP344 v HK2 buikéach
naznacuji, Ze vlivem plsobeni zndmého ptimého agonisty hCAR CITCO v koncentracich
1 uM a 10 uM, dochazi ke snizovani exprese, coz je v souladu i s dale diskutovanym
pusobenim fenobarbitalu. Dle nasich vysledki se zda, ze CITCO putisobi v ledvinach jinym

zpusobem nez v jatrech.

Po podani fenobarbitalu 500 uM, ktery je obecné znam jako nepiimy aktivator CAR
receptoru a agonista PXR, jsme zaznamenali statisticky vyznamné sniZeni exprese CYP3A44
pfiblizn€ na polovinu oproti kontrole. V jinych vyzkumech — napf. vyzkumu Niua et al.
(2020), avsak provadénych na lidskych hepatocytech, obvykle dochazelo k vyznamnému
zvySeni exprese CYP3A44. Nami popsany efekt v lidskych HK2 bunkéch je tedy v rozporu
s regulaci v lidskych hepatocytech, ale i v mySich ledvinach. U kombinaci PK11195 +
CITCO 1 puM a PK11195 + CITCO 10 pM muzeme pozorovat sniZzeni exprese, v druhém
piipad€ dokonce sniZeni se statistickou vyznamnosti. Rifampicin 10 uM hladinu exprese
vuci kontrole nijak vyznamné neovlivnil, coZ znaci, Ze PXR nehraje z hlediska regulace
biotransformace 1é¢iv v ledvinach vyznamnou roli. Objasnéni pfesného mechanizmu
regulace exprese CYP344 v ledvinach vSak vyzaduje dalSi rozsédhlé zkoumadni, které
pfevySuje moznosti této diplomové prace. Vzhledem k naSim vysledkiim exprese genu
CYP344 se znovu zda, Ze ledviny funguji v expresi biotransformacnich enzymi
a transportérii odliSnym zplisobem nez jatra. Studie zabyvajici se regulaci CYP344

v lidskych ledvinach nejsou dostupné.
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ABCBI je genem kodujicim efluxni protein MDR1. Jedna se o jeden z nejznaméjSich
transportért, ktery je exprimovan ve stievé, HEB, jatrech, ledvinach, placenté, varlatech
a mimo jiné i v nadorovych buiikach, jimz mnohdy zajist'uje rezistenci viici farmakoterapii.
Stejné jako testovany gen CYP2C19, ani gen ABCBI nebyl vici kontrole nijak vyznamneé
ovlivnén, coz odpovidd nasim poznatkiim zjisténym studiem mysSich ledvin, avSak je
v rozporu s vy$e zminovanou studii Lemmena et al. (2013), ktera popisuje zvySeni exprese
Abcb1 v praseci hematoencefalické bariéfe po podani CITCO. I v tomto ptipad¢ Ize moznou
pricinu odlisnych vysledkl ledvin a HEB spatfit v hodnoceni rozdilnych tkani a zivocisnych

druhd.

VétSina nami ziskanych vysledkd z ledvin humanizovanych mys$i odpovidala
ptedpokladiim zjiSténych jinymi studiemi na jatrech. AvSak zdavodu velké
interindividudlni variability statistickd analyza ukéazala vyznamnou CAR dependentni
regulaci pouze v ptipad¢ Ugtlal a Slc22al. Moznym feSenim by mohlo byt zvySeni poctu
testovanych tkani studovanych mysi. Vysledky ziskané z HK2 bun€k ndm naopak ukézaly,
ze hCAR v ledvinach se chova jinym zptsobem nez v jatrech. Pro lepSi porozuméni dané

problematice je nutné provedeni dalSich vyzkumi.

Nasi praci jsme dokézali ze CAR receptor hraje vyznamnou roli nejen v jatrech, ale
1 v ledvinéach. A je proto dulezité se i nadale vénovat jeho vyzkumu v obou organech, a to
nejen zdivodu studia 1ékovych interakci, ale 1 kvuli zapojeni CAR do
homeostazy energetického metabolismu a dal$ich fyziologickych funkci. V budoucnu by se
nové poznatky mohly stat napf. potencidlnim novym piistupem v prevenci a 1écbé obezity

a diabetu mellitu (Kublbeck et al. 2020).
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8. Zavér
Cilem mé diplomové prace bylo prozkoumat vliv CITCO, agonisty lidského CAR, na
expresi vybranych genti v ledvinach humanizovanych mysi. Zjistili jsme, ze CITCO vyznamné
zvySuje expresi genlt Ugtlal a Slc22al. Indukéni trend jsme pozorovali i u genl Abcc4,
CYP3A44, Cyp2bl0, avsak z divodu interindividualni variability nebylo zaznamenano
statisticky vyznamné zvyseni. ReSenim by mohlo byt zvyseni poétu testovanych mysich tkani.

Na zbylé geny Abcbla a Cyp2c29 nemélo podéani CITCO nikterak vyznamny vliv.

Dalsim cilem bylo posouzeni vlivu aktivace CAR in vitro v HK2 bunécné linii. V ptipadé
CYP2B6 jsme zaznamenali vyznamné zvySeni exprese po podani kombinace CITCO 10 uM
a PK11195 10 uM. Zbylé latky expresi tohoto genu nijak vyznamné neovlivnily. Vysledky
exprese gentt CYP2C19 a ABCBI po podani latek neukdzaly vyznamné ovlivnéni oproti
kontrolnimu vzorku DMSO 1%o. Jako posledni byl testovan gen CYP3A44, u kterého jsme po
podani fenobarbitalu 500 pM a kombinace PK11195 10 uM + CITCO 10 pM pozorovali
statisticky vyznamné snizeni exprese, z ¢ehoz mizeme vyvodit, ze regulace genové exprese
prostiednictvim lidského CAR v ledvinach probihd jinym zptisobem, resp. se ji ucastni vétsi

mnozstvi faktort, které zatim nebyly identifikovany.

Vysledky naSich experimentl piinasi nové poznatky o vlivu aktivace CAR na regulaci
genove exprese v ledvinach a mohou se tak stat podkladem pro dalsi vyzkumy regulace genové
exprese prostiednictvim aktivace jadernych receptort. Pro plné porozuméni regulacni role CAR
v ledvindch a dalSich extrahepatalnich tkanich je tieba jesté dalSiho vyzkumu, ktery presahuje

rdmec této diplomoveé prace.
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