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Seznam zkratek 

 

Ag   antigen 

C/EBP   CCAAT/enhancer binding protein 

CAR   constitutive androstane receptor 

CCRP   CAR cytoplasmic retention protein 

CITCO ((6-(4-chlorfenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd O-(3,4-

dichlorbenzyl)oxim) 

CYP   cytochrom P450 

DBD   DNA binding domain 

DDI   drug-drug interaction 

DR   direct repeat 

dsDNA   double-stranded DNA 

EMSA   electrophoretic mobility shift assay 

ER   everted repeat 

FXR   farnesoid X receptor 

GRα   glucocorticoid receptor 

HDAC   histondeacetyláza 

HepG2   human hepatocellular liver carcinoma cell line 

HNF   hepatocyte nuclear factor 

HSP90   heat shock protein 90 

IR   inverted repeat 

LBD   ligand binding domain 

LETF   liver enriched transcription factor 

LI    lékové interakce 

MDR   multidrug resistance 

MODY1  maturity onset diabetes of the young 1 

mRNA   messenger ribonucleotid acid 

MRP   multidrug resistance  protein 

OATP   organic anion transporting polypeptide 

PGC-1α   peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1α 

Pgp   P-glykoprotein 

PP-2A   protein pohosphatase 2A 

PXR   pregnane X receptor 

RE   responzivní element 

RT-PCR  reverse transcriptase – polymerase chain reaction 

RXRα   retinoid X receptor 

SRC-1   steroid receptor coactivator 1 

SULT   sulfotransferáza 

UGT   UDP-glukoronosyltransferáza 

VDR   vitamin D receptor 

VPA   valproic acid 
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1 Úvod 

 

1.1 Problematika lékových interakcí 

Lékové interakce (LI) představují pro současnou medicínu a farmakoterapii 

významnou komplikaci. Za LI považujeme ovlivnění farmakodynamických či 

farmakokinetických vlastností léčiva jiným léčivem, potravou nebo jinou chemickou 

látkou z okolního prostředí. U polymorbidních pacientů, léčených několika léčivými 

přípravky současně či v návaznosti, jsou LI spíše pravidlem nežli výjimkou. 

Podle výsledného efektu je možno LI rozdělit na synergistické a antagonistické. 

Synergistické LI vedou k zesílení účinku, které může být záměrné a pro terapii 

příznivé, v jiných případech je však příčinou nežádoucích či toxických projevů. 

Naopak důsledkem antagonistické LI je snížení účinku. Příkladem žádoucí 

antagonistické LI je podání antidota, negativním následkem je pak neúčinná léčba.  

Zatímco k farmakodynamickým LI dochází na úrovni působení léčiva na cílové 

struktuře, farmakokinetické LI spočívají v interferenci spolupodaných xenobiotik 

v průběhu jejich absorpce, distribuce, biotransformace nebo exkrece. Struktury 

zodpovědné za vznik tohoto typu LI jsou hlavně biotransformační enzymy a lékové 

transportéry. Nejčastěji dochází k LI na cytochromu P450 3A4 [1]. 

Manifestaci LI lze často velmi těžko rozeznat. Problematickou oblastí je samoléčba, 

laik často nebývá informován o interakcích volně prodejného léčiva s předepsanými 

léky či potravou. Ani v ambulantní péči nejsou LI dostatečně sledovány, kontakt 

s pacientem je časově omezen a lékař mnohdy přehlédne i duplicitní preskripci. 

V nemocniční praxi je prostor pro sledování LI nejvhodnější, projevy interakcí však 

mohou být zaměněny za rozvoj léčené choroby či její komplikace bez nalezení 

souvislosti s farmakoterapií. U problematických léčiv s úzkým terapeutickým oknem 

(např. aminoglykosidy, digoxin, amiodaron, lidokain, takrolimus, vankomycin) je 

doporučeno monitorování plazmatických hladin [2]. V případě výskytu LI je nutno 

individuálně upravit dávkování léčiv nebo zvolit jinou farmakoterapii. 
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1.2 CYP3A4 

Enzymy cytochromu P450 (CYP) představují řadu mitochondriálních monooxygenáz 

obsahujících hemovou složku. Tvoří důležitý obranný systém organismu proti 

působení xenobiotik. Podílí se na I. fázi biotransformace 60 % všech léčiv [3]. 

CYP3A4 je nejvýznamnějším biotransformačním enzymem u dospělého člověka. 

Největší měrou je exprimován v játrech a tenkém střevě. Je zodpovědný za 

biotransformaci více než 30 % klinicky užívaných léčiv, a tím ovlivňuje jejich 

terapeutickou účinnost a bezpečnost. Kromě funkce v eliminaci léčiv byla také 

popsána jeho schopnost aktivovat prokancerogeny životního prostředí [4]. V rámci 

endogenního metabolismu katalyzuje 6β-hydroxylaci testosteronu a kortizolu [5]. 

CYP3A4 je příčinou výrazné interindividuální variability v odpovědi na podání léku, 

hladina mRNA CYP3A4 v hepatocytech se liší až 50x v populaci  [6]. Za určující 

příčinu se považuje výrazná reakce na indukční působení řady jeho substrátů. Svou 

roli hrají i další faktory jako jsou věk, dieta, hormonální stav a zánětlivé procesy [7]. 

Význam genetického polymorfismu nebyl u CYP3A4 prokázán [8], výraznější úlohu 

pravděpodobně zastupuje takzvaný regulační polymorfismus, tedy genetické variace 

jaterních transkripčních faktorů regulujících transkripci CYP3A4 [9]. Indukce 

exprese CYP3A4 na úrovni genu jsou spolu s inhibicí jeho enzymové aktivity na 

úrovni proteinu hlavní příčinou vzniku lékových interakcí. Proto není překvapivé 

úsilí vědců objasnit strukturu CYP3A4 promotoru, okolnosti jeho genové exprese a 

regulace transkripce. 

Transkripce genu pro CYP3A4 probíhá způsobem konstitutivním i indukovatelným. 

Konstitutivní transkripci v hepatální tkáni zajišťuje řada jaterně specifických 

transkripčních faktorů (LETFs, liver-enriched transcription factors) zahrnující 

HNF1α, HNF4α, HNF3γ (hepatocyte nuclear factor), C/EBPα a C/EBPβ 

(CCAAT/enhancer binding protein) a další. Podílí se na ní také hormony, jako jsou 

glukokortikoidy, růstový hormon a trijodthyronin (bez H) [7]. Aktivita konstitutivní 

transkripce se přizpůsobuje základním potřebám buňky. 

Indukovatelná transkripce CYP3A4 je vyvolána řadou chemicky odlišných látek 

(Tabulka 1). Jedná se zejména o up-regulaci (indukci) transkripce, tedy o regulaci 

pozitivní zpětnou vazbou, v jejímž důsledku dochází k dramatickému zvýšení 

exprese a aktivity CYP3A4 na přítomnost xenobiotika.  
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Významné induktory CYP3A4 

aminoglutetimid lansoprazol 

artemisinin modafinil 

dexametazon nevirapin 

efavirenz omeprazol 

fenobarbital oxkarbazepin 

fenytoin primidon 

hyperforin rifampicin 

karbamazepin troglitazon 

 

Tabulka 1: Významné induktory CYP3A4 [1]. 

 

Není to však jediný způsob, jakým xenobiotika působí na úrovni transkripce 

CYP3A4. Byly odhaleny látky s potenciálem down-regulace již aktivované 

(indukované) i konstitutivní exprese [10][11][12][13] (spojit !!). Indukovatelná 

transkripce se spouští aktivací nukleárních receptorů  PXR (pregnane X receptor), 

CAR (constitutive androstane receptor), VDR (vitamin D receptor), GRα 

(glucocorticoid receptor) a FXR (farnesoid X receptor) v důsledku přítomnosti 

specifického xenobiotika či zvýšené hladiny některých endogenních látek (hormony, 

žlučové kyseliny). Struktura promotoru CYP3A4 s vyznačenými oblastmi pro 

příslušné receptory a faktory konstitutivní a indukovatelné transkripce je 

schematicky znázorněná na obrázku (Obrázek 1). JEŠŤĚ CHYBÍ DRE v XREMu 

 

 

Obrázek 1: Struktura CYP3A4 promotoru. CYP3A4 promotor o velikosti 35,8 kb byl analyzován pouze 

13 kb od transkripčního startu [9, 14, 15]. Pro vazbu PXR a CAR byly identifikovány oblasti prPXRE 

(obsahuje ER6) a XREM (zahrnuje sekvenci DR3 a místo pro vazbu HNF4α). Modul CLEM byl 

vyhodnocen jako oblast bazální aktivace transkripce, jeho součástí je sekvence pro vazbu HNF1α a 

HNF4α. Později byla potvrzena také indukce prostřednictvím interakce PXR a této oblasti a 

identifikován responzivní element ER6 [16]. Zatím nejnovější studovanou sekvenci představuje oblast 

eNR3A4, která byla lokalizována uvnitř XREM. Byl prokázán její podíl na PXR aktivované transkripci 

prostřednictvím responzivního elementu DR4 [17]. Na obrázku jsou dále vyznačeny místa vazby 

dalších LETFs. Popsané vztahy vysvětlují okolnosti specifické transkripce CYP3A4 v hepatální tkáni. 

Schéma se nezabývá oblastmi pro vazbu obecných transkripčních faktorů.  
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Výsledkem indukce exprese CYP3A4 je zintenzivnění biotransformace jeho 

substrátů, a tím snížení jejich plazmatických hladin a léčebného efektu. Pokud je 

metabolit léčiva nositelem farmakodynamického účinku, dochází k překročení 

maximálních plazmatických koncentrací a manifestaci toxického účinku. 

 

1.3 Nukleární receptory podílející se na regulaci CYP3A4 

1.3.1 Xenosenzory PXR a CAR 

Pregnanový X receptor (PXR; NR1I2) a konstitutivní androstanový receptor (CAR; 

NR1I3) představují klíčové nukleární receptory zabezpečující indukovatelnou a do 

jisté míry také konstitutivní transkripci CYP3A4. Jsou aktivovány především 

xenobiotiky, kterým zajišťují eliminaci regulací exprese biotransformačních enzymů 

a lékových transportérů. Pro tuto funkci se označují také jako buněčné xenosenzory.  

PXR a CAR patří spolu s dalšími receptory do podrodiny nukleárních receptorů 

NR1). Sdílejí společnou proteinovou strukturu, kterou tvoří vysoce rozmanitá N-

terminální část, centrální oblast vážící se na DNA (DBD, DNA binding domain) a C-

terminální část vážící ligand (LBD, ligand binding domain). DBD je přibližně 70 

aminokyselin dlouhá a sestává se ze dvou zinkových prstů tvořených cysteinovými 

zbytky, které chelatují zinek. LBD čítá přibližně 250 aminokyselin a formuje se do 

hydrofobní kapsy vázající ligand. Její součástí jsou sekvence umožňující dimerizaci a 

vazbu koaktivátorů po navázání ligandu (AF-1, AF-2) [18].  

I jejich signální mechanismus je podobný, po navázání ligandu tvoří heterodimer 

s receptorem pro 9-cis-retinovou kyselinu (retinoid X receptor, RXRα), v této formě 

se váží na responzivní elementy cílového genu, čímž způsobují uvolnění 

korepresorových proteinů a naopak zformování obecných transkripčních faktorů a 

jejich koaktivátorů. Responzivní elementy pro vazbu heterodimeru RXRα jsou 

tvořeny párem sekvencí hexanukleotidů (5‘-AGGTCA-3‘), které se podle vzájemné 

orientace označují zkratkami DR (direct repeat), ER (everted repeat) a IR (inverted 

repeat). Podle počtu vmezeřených nukleotidů je ke zkratce dále přiřazeno číslo 1-8 

[18, 19]. 
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1.3.1.1 PXR 

PXR je exprimován v játrech, tenkém a tlustém střevě u člověka, králíka, potkana i 

myši [18] [20]. Jeho LBD se mezi druhy významně liší, což je příčinou rozdílné 

substrátové specificity a aktivačního profilu. Humánní PXR je nejvýznamnějším 

receptorem regulujícím transkripci genů pro enzymy I. a II. fáze biotransformace 

jako i některých lékových transportérů. PXR představuje hlavní receptor 

zprostředkující léčivem vyvolanou aktivaci CYP3A4 transkripce a je zodpovědný za 

mnohé lékové interakce, ke kterým dochází v důsledku indukce CYP3A4.  

Krystalografická struktura LBD PXR receptoru znázorňuje velkou flexibilní 

hydrofobní kapsu [19]. Pro širokou substrátovou specificitu LBD je PXR aktivován 

řadou látek, jedná se zejména o lipofilní organické molekuly < 1000 Da. Mezi 

endogenní ligandy patří steroidy (5β-pregnan-3,20-dion, estradiol a kortikosteron) a 

žlučové kyseliny (litocholová kys. a 3-keto-litocholová kys.) [18]. Vázající se 

xenobiotika jsou uvedena v  

Tabulka 2. Ligandem aktivovaný receptor nasedá na responzivní oblasti DR-3, DR-4, 

ER-6 v promotorových oblastech cílových genů. Reguluje expresi enzymů CYP3A4, 

CYP3A5, CYP3A7, CYP2C9, CYP2C19, CYP2B6, CYP2A6, UGT1A1-4 (UDP-

glukoronosyltransferáza), SULT2A1 (sulfotransferáza), MDR1 (multidrug 

resistance), MRP2 multidrug resistance protein), OATP1B1 (organic anion 

transporting polypeptide) [19]. Pro svůj plný indukční účinek na CYP3A4 promotoru 

vyžaduje interakci s dalšími transkripčními faktory a koaktivátory transkripce, 

konkrétně s HNF4α, SRC-1 (steroid receptor coactivator 1) a PGC-1α (peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α). Konstitutivní transkripční 

aktivita tohoto receptoru je dosud sporná [21] [22] sloučit. 

 

 

 

 

 

 



11 

 

Agonisté Antagonisté 

artemisin kava extrakt ketokonazol 

bosentan klotrimazol koumestrol 

dexametazon lovastatin sulforafan isothiokyanát 

efavirenz nifedipin  

etoposid nikardipin  

fenobarbital paklitaxel  

forskolin rifampicin  

ginkgo extrakt ritonavir  

guggulsteron spironolakton  

hyperforin tamoxifen  

isradipin topiramát  

karbamazepin topotekan  

 

Tabulka 2: Syntetická léčiva a přírodní produkty in vitro(proč in vitro ?)  modulující aktivitu PXR [11, 

23-25]. 

 

1.3.1.2 CAR 

Hlavním místem exprese nukleárního receptoru CAR jsou játra, v menší míře je dále 

exprimován v ledvinách [20]. PXR a CAR jsou si velmi blízké po stránce struktury i 

funkce, sdílejí primární strukturu DBD a LBD ze 70 % a 50 %. Liší se ve flexibilitě 

LBD kapsy, substrátová specificita pro CAR je v důsledku méně přizpůsobivé 

struktury LBD omezenější, přesto tyto dva receptory sdílejí některé ligandy [26]. 

Vyšší substrátová selektivita je též kompenzována možností nepřímé aktivace 

receptoru, která spočívá ve stimulaci transportu CAR do jádra prostřednictvím 

xenobiotikem navozené fosforylace proteinů, které ho fixují v cytoplazmě (Obrázek 

2) [23]. Kromě indukovatelné aktivity vykazuje CAR také významnou aktivitu 

konstitutivní, která může být modulována inverzními agonisty [27]. 
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Obrázek 2: Schéma aktivace CAR přímým a nepřímým mechanismem. V inaktivním stavu je CAR 

fixován v cytoplazmě proteiny CCRP (CAR cytoplasmic retention protein) a HSP90 (heat shock 

protein 90). K aktivaci dochází přímou vazbou ligandu na LBD receptoru, nebo nepřímo, 

nedostatečně vysvětlenou signální kaskádou, která zahrnuje navázání PP-2A (protein phosphatase 

2A) na komplex CAR s proteiny. Následkem uvolnění z vazby na proteiny se CAR translokuje do 

jádra, kde dimerizuje s RXRα, nasedá na svůj responzivní element (CAR-RE), váže koaktivátory 

transkripce a spouští přepis [28]. 

 

Endogenní ligandy zahrnují androstanol, androstenol, žlučové kyseliny a bilirubin 

[29]. Exogenní ligandy jsou shrnuty v  

Tabulka 3. Aktivní CAR nasedá na responzivní elementy DR-3, DR-4 a ER-6. Spolu 

s PXR koregulují expresi enzymů CYP3A4, CYP2C9, CYP2B6, UGT1A1, MDR1 a 

MRP2, čímž vytvářejí spletitý systém regulace biotransformačních procesů [30]. 

Bylo však prokázáno, že na rozdíl od PXR, coby klíčového regulátoru CYP3A4, 

představuje CAR hlavní regulátor genu pro enzym CYP2B6 [31].  

Agonisté a aktivátory  Inverzní agonisté 

6,7-dimethyleskuletin fenobarbital klotrimazol 

acetaminofen fenytoin guggulsteron 

artemisin fluvastatin meklizin 

atorvastatin klofibrát  

cerivastatin orfenadrin  

CITCO pravastatin  

 

Tabulka 3: Syntetická léčiva a přírodní produkty in vitro modulující aktivitu CAR (CITCO; ((6-(4-

chlorfenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd O-(3,4-dichlorbenzyl)oxim)) [32][23]. 
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1.3.2 GRα 

Glukokortikoidní receptor (GRα; NR3C1) patří do podrodiny NR3, nukleární 

receptory podobné estrogenu (estrogen-like). Váže glukokortikoidy a 

mineralokortikoidy a je tudíž zodpovědný za jejich genomický efekt 

na metabolismus sacharidů a lipidů, v procesech stresu a zánětu i v regulaci 

minerální a vodné (není nějaký odbornější termín?) homeostázy. Inaktivní GRα je 

lokalizován v cytoplazmě vázaný na multiproteinový komplex. Po aktivaci 

navázáním ligandu přestupuje do jádra, kde tvoří homodimer s dalším GRα. 

Dimerizace je nezbytná pro vazbu na glukokortikoidní responzivní element ve 

struktuře DNA, který je charakterizován sekvencí 5‘-XXTACAXXXTGTTCT-3‘, 

obsahující vazebná místa pro obě podjednotky dimeru [33]. 

Mechanismus působení GRα v regulaci transkripce CYP3A4 není přímý jako 

v případě výše uvedených receptorů a je závislý na přítomnosti glukokortikoidů. 

GRα aktivovaný glukokortikoidy přítomnými v buňce ve fyziologickém množství 

aktivuje transkripci a indukuje PXR, CAR a jejich partnera pro tvorbu dimeru RXRα, 

a tím intracelulární dispozici těchto receptorů [34]. 

1.3.3 HNF4α 

Hepatocytární nukleární faktor 4α (HNF4α; NR2A1) je součástí podrodiny receptorů 

NR2, nukleární receptory podobné HNF4 (HNF4-like). Vyskytuje se hlavně v 

játrech, v menší míře v ledvinách, tenkém střevě, kolonu a B-buňkách pankreatu. 

Řadí se do skupiny jaterně specifických transkripčních faktorů, reguluje konstitutivní 

expresi mnoha genů pro enzymy, transportéry a další nukleární receptory, a tak se 

podílí na kontrole metabolismu glukózy, cholesterolu a mastných kyselin, syntéze 

koagulačních faktorů a diferenciaci jaterní tkáně. Mutace genu pro HNF4α jsou 

spojovány s diabetem prvního typu. HNF4α je také označován jako sirotčí receptor 

(orphan receptor), tedy receptor bez známých ligandů. Přestože se prokázala jeho 

schopnost vázat estery acyl-CoA, není jasné, jestli tato vazba ovlivňuje jeho aktivitu. 

HNF4α je lokalizován přímo v jádře buňky, na promotory kontrolovaných genů 

nasedá ve formě homodimeru a tvoří vazbu s responzivním elementem DR1 či DR2 

[35][36].  



14 

 

Aktivace transkripce CYP3A4 prostřednictvím PXR a CAR vyžaduje přítomnost 

HNF4α [37], předpokládá se, že umožňuje vazbu dalších faktorů transkripce (SRC-1, 

PGC-1α) k formujícímu se komplexu [38]. 

 

1.4 Studovaná léčiva 

1.4.1 Azolová antimykotika 

Azolová antimykotika (Obrázek 3) tvoří skupinu léčiv používaných k terapii 

lokálních i systémových fungálních infekcí. Jejich preskripce stále stoupá v souladu 

se zvyšující se incidencí systémových mykóz u vážně nemocných pacientů. Jsou to 

však látky s významným vlivem na aktivitu CYP3A4 a jejich charakteristiky čítají 

řady popsaných lékových interakcí [1]. Jejich účinek na CYP3A4 se do jisté míry 

vysvětluje dvěma způsoby. Jednak samotným mechanismem účinku azolů, tedy 

inhibicí fungálního cytochromového systému, který však není dostatečně selektivní a 

postihuje i CYP3A4 hostitele. Další příčinou je způsob biotransformace zejména 

lipofilních azolů, kterou zajišťuje CYP3A4 a při níž může dojít k inhibici jeho 

enzymové aktivity.  

Azolová antimykotika však dále vykazují rozmanitý efekt na transkripci CYP3A4. 

Klotrimazol a ketokonazol jsou jedněmi z prvních popsaných ligandů PXR. 

Klotrimazol výrazně aktivuje expresi CYP3A4 prostřednictvím PXR, zatímco 

ketokonazol vazbou na PXR down-reguluje transkripci indukovanou rifampicinem 

[12]. Klotrimazol je dlouhodobě známým inverzním agonistou CAR. Dále byla 

popsána schopnost ketokonazolu a mikonazolu down-regulovat expresi CYP3A4 

indukovanou dexametazonem prostřednictvím GRα [39].  

Je kupodivu, že látky se shodným farmakodynamickým působením a více či méně 

podobnou strukturou vykazují rozdílný efekt na úrovni exprese CYP3A4. Na základě 

těchto poznatků, je možno předpokládat, že dalším mechanismem LI s azolovými 

antimykotiky je ovlivnění transkripce CYP3A4 prostřednictvím PXR. 
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Obrázek 3: Chemické struktury testovaných azolových antimykotik. 
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1.4.2 Kyselina valproová 

Kyselina valproová (Obrázek 4) je významným a relativně dobře snášeným 

terapeutikem generalizované a parciální epilepsie, dále se užívá k akutní léčbě a 

prevenci manické fáze u bipolárních poruch. V současnosti se sleduje její efekt na 

buněčný růst, diferenciaci, apoptózu a imunogenicitu nádorových buněk [40] 

Valproát se biotransformuje oxidací prostřednictvím mitochondriálních oxidáz a 

glukuronidací. Efekt valproátu na expresi genů byl v minulosti testován u potkanů, 

využitím metody microarray byly detekovány změny v expresi 121 genů [41]. Byla 

zaznamenána schopnost indukovat Cyp2b1, Cyp2b2 [42] [43] a Cyp3a2, ortolog 

lidského CYP3A4 [44]. Dále byl zjištěn in vitro inhibiční vliv na histondeacetylázy 

(HDAC), který vede k změně konformace chromatinu a aktivaci transkripce MDR1 

[44]. Inducibilita CYP3A4 prostřednictvím valproátu nebyla již dále testována. 

 

O
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Obrázek 4: Chemická struktura kyseliny valproové. 
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1.5 Metodika 

Základem experimentálních prací byly in vitro molekulárně biologické metody. 

Jedná se zejména o gene reporter assay, real time RT-PCR a EMSA (Electrophoretic 

Mobility Shift Assay). Gene reporter assay (Obrázek 5) a jeho variace one hybrid 

assay (Obrázek 6) a two hybrid assay (Obrázek 7) jsou metody umožňující testovat a 

kvantifikovat potenciál léčiv aktivovat daný promotor prostřednictvím sledovaného 

nukleárního receptoru, případně podíl dalších transkripčních faktorů na této aktivaci. 

Real time RT-PCR je rozšířená, vysoce citlivá metoda s širokým využitím, kterou 

není třeba detailněji představovat. Umožňuje relativní kvantifikaci množství mRNA 

sledovaného genu a změny tohoto množství v důsledku přítomnosti léčiva. EMSA 

(Obrázek 8) je elektroforetická metoda umožňující detekovat míru interakce DNA 

s nukleárními receptory v přítomnosti či nepřítomnosti léčivé látky.  

 

 

 

Obrázek 5: Gene reporter assay. Buňky se prostřednictvím lipozomů transfekují reportérovým 

plazmidem, který obsahuje promotor sledovaného genu (CYP3A4) a strukturní gen pro luciferázu 

(firefly luciferase). Spolu s ním je možno kotransfekovat expresní plazmid kódující sledovaný 

nukleární receptor (PXR) a expresní plazmid pro neinducibilní luciferázu jiného typu (renilla 

luciferase), který slouží ke standardizaci účinnosti transfekce, počtu a viability buněk. Transfekované 

buňky se poté inkubují s testovanými léčivy. Schopnost látek transaktivovat promotor prostřednictvím 

vazby na nukleární receptor se projeví změnou v expresi firefly luciferázy. Vyhodnocení experimentu 

se provádí pomocí luminometru, zaznamenává se intenzita luminiscence pro luciferázy obou typů. 

Porovnávají se podíly těchto hodnot získané z léčivy ovlivněných vzorků a neovlivněné kontroly.  
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Obrázek 6: One hybrid assay. Metoda slouží k vyhodnocení afinity sledované látky k LBD na PXR 

receptoru a schopnost vytvořeného komplexu ovlivnit transkripci strukturního genu. Do buněk se 

vnáší expresní plazmid kódující hybridní protein LBD PXR a GAL4, což je nukleární protein přítomný 

v kvasinkách, který zprostředkovává aktivaci určitých genů prostřednictvím galaktózy. Dále se 

kotransfekují reportérový plazmid obsahující promotor s responzivní oblastí pro GAL4 následovaný 

strukturním genem pro luciferázu (firefly luciferase) a expresní plazmid pro luciferázu typu renilla. 

Aktivovaný PXR zvyšuje expresi luciferázy, a tím i analyzovanou luminiscenci. Experiment se 

vyhodnocuje stejným způsobem jako v případě 2A.  

 

 

 

Obrázek 7: Two hybrid assay. Metoda vyhodnocuje schopnost ligandem aktivovaného PXR tvořit 

komplex s koaktivátorem transkripce SRC-1. Buňky jsou transfekovány expresními plazmidy pro 

hybridní proteiny PXR/GAL a SRC-1/VP16. VP16 je transkripční aktivátor herpes simplex viru, který 

umožňuje nasednutí polymerázy typu PolII na TATA box a iniciovat transkripci. Kotransfekovaný 

reportérový gen obsahuje promotor s responzivní oblastí pro GAL4 a TATA boxem, dále je jeho 

součástí strukturní gen pro firefly luciferázu. Zvýšená schopnost aktivovaného PXR tvořit komplex se 

SRC-1 vede k interakci podjednotek GAL4 a VP16 s promotorem, což se projeví významným nárůstem 

luminiscence v důsledku zvýšené transkripce genu pro luciferázu. Vyhodnocení se provádí stejným 

způsobem jako v předchozích případech. 
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Obrázek 8: EMSA. Technika je založena na zpomalení migrace komplexu dvouřetězcové biotinylované 

dsDNA a nukleárního receptoru (NR) (2) oproti nevázané značené dsDNA (1) na 

vertikálním polyakrylamidovém gelu. Použitá dsDNA obsahuje sekvenci studovaného responzivního 

elementu a sleduje se její schopnost vázat nukleární receptor. Nukleární receptory je možno získat 

rekombinantní přípravou či izolací jaderných frakcí buněk. Otestování a porovnání obou variant 

umožňuje určení podílu dalších proteinů přítomných v jádře na vazbě nukleárního receptoru 

k responzivnímu elementu. Specificitu je možno ověřit přidáním protilátky proti nukleárnímu 

receptoru (Ag), která po navázání způsobí výraznější zpomalení migrace komplexu (3). Další možností 

je přidání několikanásobně většího množství ne-biotinylované dsDNA stejné struktury jako značená 

dsDNA, která vede k zeslabení intenzity bandu (4) v důsledku vytěsnění značené dsDNA. Schopnost 

léčiva transaktivovat vznik komplexu se projeví změnou intenzity bandu (5 jako příklad efektu 

induktoru). Detekce je chemiluminiscenční, kvantifikaci vizualizovaných bandů lze provést pomocí 

počítačových programů. 

 

Experimenty byly realizovány s využitím kultur primárních lidských buněk a 

lidských buněčných linií. Používání zvířat není za tímto účelem doporučeno pro 

významnou mezidruhovou variabilitu jak enzymatické výbavy, tak i způsobu její 

genové regulace. Primární kultury lidských hepatocytů jsou považovány za 

standardní model s významnou výpovědní hodnotou týkající se biotransformace 

léčiv. Tento in vitro systém vykazuje podobný metabolický profil, jaký je přítomen 

in vivo. Primární hepatocyty exprimují většinu biotransformačních enzymů, které 

odpovídají na přítomnost induktorů [45]. Jsou izolovány z lidských jater a 

kultivovány po dobu několika dnů, zatímco si zachovávají dospělý fenotyp. 

Nevýhodou tohoto systému jsou omezené možnosti získání vhodných lidských jater, 

další komplikací je krátká životnost diferencovaných buněk, které nemají schopnost 

proliferovat. Navíc není možné hepatocyty jednoduše transfekovat prostřednictvím 

lipozomů. 
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Na rozdíl od primárních kultur buněčné linie téměř neomezeně rostou, přičemž si 

udržují víceméně stabilní fenotyp. Jsou snadno dostupné a standardizované mezi 

laboratořemi. Jedná se o zčásti dediferencovaný model, který však neexprimuje 

většinu jaterně specifických enzymů ( 

Tabulka 4) a transkripčních faktorů, je však snadno transfekovatelný. Proto je možné 

jej výhodně použít pro gene reporter assay experimenty a sledované struktury do 

buněk vnést pomocí plazmidů.  

 

 CYP1A1 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 

Hepatocytes 100 100 100 100 100 

HepG2 6,99 0,01 0,05 1,57 0,03 

 

Tabulka 4: Srovnání relativní exprese mRNA jednotlivých cytochromů v primární kultuře hepatocytů a 

lidské hepatomové HepG2 linii [46]. 
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1.6 Cíle disertační práce 

Jak již bylo řečeno v příslušné kapitole, CYP3A4 je biotransformační enzym většiny 

metabolizovaných xenobiotik. Je také hlavní příčinou lékových interakcí. 

Odhlédneme-li od funkční inhibice tohoto enzymu, dalším významným 

mechanismem ovlivnění jeho aktivity je regulace na úrovni transkripce CYP3A4 

genu. Již několik let se vědci detailně zabývají okolnostmi této regulace, strukturou 

CYP3A4 promotoru, určením typu a umístění responzivních oblastí pro nukleární 

receptory, spoluúčastí transkripčních faktorů a v neposlední řadě efekty léčiv na 

transkripci. Jedná se o širokou problematiku, která stále skýtá řadu otázek. Tato 

práce je výsledkem mého podílu na několika projektech, kterými se naše pracovní 

skupina zabývá, a je zaměřena na okolnosti hepatální genové regulace CYP3A4.  

Dílčí cíle této práce byly: 

 

1. Vliv vybraných azolových antimykotik na genovou expresi CYP3A4 

prostřednictvím PXR. Objasnění povahy sledovaných efektů na molekulární 

úrovni (2.1). 

 

2. Účinek kyseliny valproové na genovou expresi CYP3A4 prostřednictvím 

CAR. Zavedení metody EMSA na naše pracoviště za účelem testování 

interakcí adekvátních responzivních elementů v přítomnosti či nepřítomnosti 

kyseliny valproové (2.2). 

 

3. Objasnění role HNF4α při aktivaci CYP3A4 promotoru prostřednictvím 

GRα. Vysvětlení jaterní specificity této aktivace (2.3). 

 

Tato dizertační práce je koncipována jako soubor publikací, uveřejněných 

v odborných časopisech, které se bezprostředně týkají tématu práce.  
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2 Publikované práce 

 

2.1 Azole antimycotics differentially affect rifampicin-induced pregnane 

X receptor-mediated CYP3A4 gene expression. 

 

Svecova L, Vrzal R, Burysek L, Anzenbacherova E, Cerveny L, Grim J, Trejtnar F, 

Kunes J, Pour M, Staud F, Anzenbacher P, Dvorak Z, Pavek P. Azole antimycotics 

differentially affect rifampicin-induced pregnane X receptor-mediated CYP3A4 gene 

expression. Dug Metabolism and Disposition36:339–348, 2008. (IF 3,9072007) 

 

Abstrakt: 

Jak již bylo dříve prokázáno, azolové antimykotikum ketokonazol down-reguluje 

transkripci CYP3A4 genu indukovanou aktivovaným PXR receptorem, a to 

narušením interakce PXR s koaktivátorem transkripce SRC-1. Naopak některá 

(která-jen klotrimazol ne?) azolová antimykotika, která mají svou strukturu 

odvozenou od klotrimazolu, jsou známa svou schopností vázat se na PXR, a tím 

významně indukovat CYP3A4. V této studii jsme se zabývali účinky azolových 

antimykotik klotrimazolu, ketokonazolu, ekonazolu, oxikonazolu, mikonazolu, 

flukonazolu a itrakonazolu na expresi CYP3A4 zprostředkovanou PXR. Otestovali 

jsme účinky jednotlivých azolů na bazální i rifampicinem indukovanou expresi 

CYP3A4 v buněčné linii LS174T a v kultuře primárních lidských hepatocytů, jejich 

interakce s LBD PXR receptoru a jejich vliv na interakci SRC-1 s PXR. Dále jsme 

s využitím dose-response analýz popsali povahu možných interakcí testovaných 

azolů se známým PXR ligandem rifampicinem a jejich vliv na transaktivaci CYP3A4 

genu. Zaznamenali jsme aditivní a antagonistické interakce mezi azolovými 

antimykotiky a rifampicinem na PXR receptoru. Demonstrujeme schopnost 

oxikonazolu efektivně indukovat CYP3A4, která může být kompetitivně 

antagonizována rifampicinem. Dále ukazujeme, že aktivace CYP3A4 promotoru je 

komplexním procesem, který není určován výhradně navázáním azolů na PXR, ale 

také vlivem některých sledovaných látek na tvorbu komplexu SRC-1/PXR. Jedná se 

o další mechanismus, který se podílí na spletitém procesu transaktivace CYP3A4 

v přítomnosti či nepřítomnost ligandu PXR receptoru. 
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2.2 Valproic acid induces CYP3A4 and MDR1 gene expression by 

activation of constitutive androstane receptor and pregnane receptor 

pathways. 

 

Cerveny l, Svecova L, Anzenbacherova E, Vrzal R, Staud F, Dvorak Z, Ulrichova J, 

Anzenbacher P, Pavek P. Valproic acid induces CYP3A4 and MDR1 gene expression 

by activation of constitutive androstane receptor and pregnane X receptor pathways. 

Drug Metabolism and Disposition35:1032–1041, 2007. (IF 3,9072007) 

 

Abstrakt: 

Tato studie testuje hypotézu, zda je kyselina valproová (VPA) ve svém 

terapeutickém rozmezí schopna ovlivnit expresi CYP3A4 a Pgp 

prostřednictvím receptorů CAR a PXR. Interakce VPA s těmito nukleárními 

receptory byly studovány s využitím metod gene reporter assay, real time RT-

PCR, EMSA a analýzou katalytické aktivity CYP3A4. Použitím gene reporter 

assay v buněčné linii HepG2 byla zaznamenána schopnost VPA aktivovat 

CYP3A4 promotor přes CAR i PXR. Signifikantní efekt VPA na aktivaci 

MDR1 promotoru byl pozorován pouze u HepG2 kontransfekovaných CAR. 

Tato data korelují s up-regulací mRNA CYP3A4 a MDR1 v buňkách 

transfekovaných expresními plazmidy pro CAR či PXR a ovlivněných VPA. 

Dále VPA významně up-reguluje CYP3A4 mRNA v primárních hepatocytech 

a signifikantně zesiluje efekt rifampicinu. EMSA experimenty ukazují 

schopnost VPA podpořit vazbu komplexu CAR/RXRα na DR3 a DR4 

responzivní elementy genů CYP3A4, resp. MDR1. Analýzou specifické 

katalytické aktivity CYP3A4 jsme potvrdili signifikantní vzestup jeho 

aktivity v LS174T linii transfekované PXR a inkubované s VPA. Dále 

ukazujeme, že VPA synergisticky zvyšuje efekt rifampicinu na transaktivaci 

CYP3A4 v primárních lidských hepatocytech.  Naše výsledky demonstrují 

schopnost VPA up-regulovat CYP3A4 a MDR1 prostřednictvím receptorů 

CAR a PXR, ačkoli nemůžeme vyloučit i další mechanizmy, kterými by VPA 

ovlivňovala transaktivaci CYP3A4 a MDR1 (např. inhibicí histon deacetyláz a 

aktivací některých signálních kaskád).  
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2.3 Examination of glucocorticoid receptor α-mediated transcriptional 

regulation of P-glycoprotein, CYP3A4, nad CYP2C9 genes in 

placental trofoblast cell lines. 

 

Pavek P, Cerveny L, Svecova L, Brysch M, Libra A, Vrzal R, Nachtigal P, Staud F, 

Ulrichova J,Fendrich Z, Dvorak Z. Examination of glucocorticoid receptor α-

mediated transcriptional regulation of P-glycoprotein, CYP3A4, and CYP2C9 genes 

in placental trophoblast cell lines. Placenta 28:1004-1011, 2007. (IF 3,2382007) 

 

Abstrakt: 

Placentární trofoblast exprimuje v závislosti na stádiu těhotenství některé lékové 

transportéry, biotransformační enzymy a navíc nukleární receptory, které regulují 

jejich inducibilní transkripci. Nukleární receptor GRα je exprimován jak 

placentárním syncytiotrofoblastem, tak cytotrofoblastem. Jak je již známo, GRα 

reguluje inducibilní expresi některých enzymů CYP a lékového transportéru Pgp v 

játrech. Regulace transkripce lékových transportérů a CYP prostřednictvím GRα 

však dosud nebyla zkoumána v placentárním trofoblastu. V této práci se zabýváme 

expresí GRα a jeho vlivem na regulaci transkripce Pgp, CYP3A4 a CYP2C9 v 

buněčných liniích placentárního trofoblastu. S využitím metod real time RT-PCR, 

western blotu a gene reporter assay jsme detekovali expresi a aktivitu GRα v liniích 

JEG3 a BeWo. Up-regulaci exprese vlivem dexametazonu v placentárních liniích 

jsme však pozorovali pouze v případě MDR1 mRNA. Také v gene reporter assay 

experimentech byl v placentárních buňkách dexametazonem aktivován pouze 

promotor MDR1 genu a tato aktivace byla blokována přítomností RU486, známého 

antagonisty GRα. Promotory genů CYP3A4 a CYP2C9 byly v placentárních liniích 

aktivovány pouze po kotransfekci HNF4α, což naznačuje jaterně specifických 

charakter regulace těchto genů prostřednictvím GRα. Kotransfekce HNF4α však 

neměla žádný efekt na aktivaci MDR1 promotoru, což poukazuje na HNF4α 

independentní regulaci přes GRα. Ze získaných dat vyvozujeme, že GRα se může 

podílet na regulaci exprese Pgp v placentárním trofoblastu. Dále naznačujeme, že 

geny CYP3A4 a CYP2C9 nejsou v placentárních buňkách inducibilní 

prostřednictvím GRα v důsledku nepřítomnosti HNF4α a pravděpodobně též dalších 

jaterně specifických transkripčních faktorů. 
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2.4 Podíl na jednotlivých publikacích 

Předkladatelka dizertační práce je prvním autorem publikace 2.1, tedy sepsala 

příslušný rukopis. S laskavou pomocí Doc. PharmDr. Petra Pávka, Ph.D. provedla 

gene reporter assay experimenty a real time PCR analýzu všech vzorků. Kultivaci 

primárních hepatocytů a přípravu vzorků pro izolaci RNA zajistili Ing. Radim Vrzal, 

Ph.D. a Doc. RNDr. Zdeněk Dvořák, Ph.D. z Katedry buněčné biologie a genetiky 

Přírodovědecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. 

V případě publikace 2.2 je předkladatelka druhým a v případě 2.3 třetím autorem. 

Podílela se na částech experimentálních prací souvisejících s tématem disertační 

práce a úpravách textu. Zavedla metodu EMSA spolu s přípravou rekombinačních 

proteinů pro tuto metodu. Realizovala EMSA experimenty uvedené ve 2.2 kapitole a 

zčásti spolupracovala na gene reporter assay studiích, které jsou zahrnuty do 2.3 

kapitoly. 

Témata řešených projektů byla navržena Doc. PharmDr. Petrem Pávkem, Ph.D., 

který důsledně zastával roli školitele specialisty a dohlížel na správnou realizaci 

všech experimentů jako i na zpracování výsledků. Projekty byly schváleny a 

financovány grantovými agenturami IGA MZ a GAČR. 
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3 Závěr 

 

Regulace exprese biotransformačního enzymu CYP3A4 je předmětem zájmu mnoha 

vědeckých pracovišť na celém světě. Očekává se, že objasnění mechanismů jaterně 

specifické konstitutivní a indukovatelné transkripce jakožto i otestování účinků 

klinicky užívaných látek na regulaci exprese CYP3A4 napomůže důkladnějšímu 

porozumění funkce nejvýznamnějšího lidského detoxifikačního systému, osvětlí 

vznik některých LI a usnadní jejich predikci. 

Tato práce je reflexí aktuálního stavu problematiky genové regulace CYP3A4. 

S využitím v současné době upřednostňovaných molekulárně biologických metod a 

experimentálních modelů se nám podařilo splnit vytýčené cíle (2.6), výsledky 

experimentů byly publikovány v impaktovaných časopisech, prezentovány ústně či 

ve formě posterů na vědeckých konferencích a přispívají k rozšíření znalostí v řešené 

oblasti. 
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4 Publikované vědecké a odborné práce 

 

Publikace v impaktovaných časopisech 

1. Svecova L, Vrzal R, Burysek L, Anzenbacherova E, Cerveny L, Grim J, Trejtnar 

F, Kunes J, Pour M, Staud F, Anzenbacher P, Dvorak Z, Pavek P. Azole 

antimycotics differentially affect rifampicin-induced pregnane X receptor-

mediated CYP3A4 gene expression. DMD 36:339–348, 2008. IF dopsat Počet 

citací: 1. 

2. Cerveny l, Svecova L, Anzenbacherova E, Vrzal R, Staud F, Dvorak Z, 

Ulrichova J, Anzenbacher P, Pavek P. Valproic acid induces CYP3A4 and MDR1 

gene expression by activation of constitutive androstane receptor and pregnane 

X receptor pathways. DMD 35:1032–1041, 2007. IF Počet citací: 11. 

3. Pavek P, Cerveny L, Svecova L, Brysch M, Libra A, Vrzal R, Nachtigal P, Staud 

F, Ulrichova J, Fendrich Z, Dvorak Z. Examination of glucocorticoid receptor α-

mediated transcriptional regulation of P-glycoprotein, CYP3A4, and CYP2C9 

genes in placental trophoblast cell lines. Placenta 28:1004-1011, 2007.IF  Počet 

citací 3 nebo 4 nevím 

4. Dvorak Z, Vrzal R, Henklova P, Jancova P, Anzenbacherova E, Maurel P, 

Svecova L, Pavek P, Ehrmann J, Havlik R, Bednar P, Lemr K, Ulrichova J. JNK 

inhibitor SP600125 is a partial agonist of human aryl hydrocarbon receptor and 

induces CYP1A1 and CYP1A2 genes in primary human hepatocytes. Biochem 

Pharmacol. 2:580-8, 2008. (IF 4.0062007)Počet citací: 9. 

 

Ústní prezentace 

1. Novel insights in gene regulation of CYP3A4 enzyme via pregnane X nuclear 

receptor. The 5
th

 international conference of postgraduate medical students, 27. – 

29. 11. 2008, Hradec Králové. 

2. Activation of CYP3A4 promoter by selected azole antifungal drugs. International 

medical students´ congress in Novi Sad, 27. – 30. 7. 2006, Nový Sad, Srbsko. 
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Posterové prezentace a abstrakty publikované ve sbornících 

1. Svecova L, Pavek P. Transactivation of PXR-mediated CYP3A4 expression by 

selected azole antimycotics: comparison with rifampicin. ELSO 2007, 1. – 4. 9. 

2007, Drážďany, Německo. 

2. Bitman M, Vrzal R, Pospechova K, Svecova L, Stejskalova L, Dvorak Z, Pavek 

P.  Effect of valproic acid on extracellular mitogen-activated protein kinases 

(ERK) pathway and major transcriptional factors in hepatoma cell lines and 

primary human hepatocytes. 11th European Regional ISSX Meeting, 17. – 20. 5. 

2009, Lisabon, Portugalsko. 

3. Bitman M, Stejskalova L, Pospechova K, Svecova L, Vrzal R, Cerveny L, 

Dvorak Z, Pavek P. Role of extracellular-signal regulated kinase (ERK) pathway 

in PXR-mediated valproic acid-induced activation of CYP3A4 expression. 58. 

Farmakologické dny, 3. – 5. 9. 2008, Praha. 

4. Pavek P, Pospechova K, Svecova L, Syrova Z,  Bitman M, Stejskalova L, Blahos 

J. Cooperation of three distinct promoter regulatory elements of PXR, CAR and 

VDR nuclear receptors in transcriptional regulation of CYP3A4 gene. RNA Club 

ÚMG AV ČR, 28. 11. 2008, Praha. 

5. Stejskalova L, Pospechova K, Svecova L, Bitman M, Dvorak Z, Pavek P. 

Evidence of cross-talk between aryl hydrocarbon receptor and glucocorticoid 

receptor in placental trophoblast JEG3 cells. 58. Farmakologické dny, 3. – 5. 9. 

2008, Praha. 

6. Pavek P, Cerveny L, Svecova L, Vrzal R, Bitman M, Dvorak Z. Valproic acid 

induces CYP3A4 expression through constitutive androstane (CAR) nuclear 

receptor pathway. Nuclear Receptors: Orphan Brothers (Z1). 30. 3. – 4. 4. 2008, 

Whistler, Kanada.  

7. Henklova P, Vrzal R, Ulrichova J, Pavek P, Svecova L, Maurel P, Dvorak Z. 

Activation of human aryl hydrocarbon receptor in primary human hepatocytes 

and HepG2 cells by c-Jun-N-Terminal kinase inhibitor SP600125. XII. Setkání 

biochemiků a molekulárních biologů, 6. – 7. 2. 2008, Brno. 
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8. Cerveny L, Svecova L, Vrzal R, Bitman M, Dvorak Z, Pavek P. Valproic acid 

induces CYP3A4 expression through pregnane X (PXR) and constitutive 

androstane (CAR) nuclear receptor pathways. XII. Setkání biochemiků a 

molekulárních biologů, 6. – 7. 2. 2008, Brno. 

5 Souhrn 

 

CYP3A4 je významným enzymem podílejícím se na eliminaci většiny 

biotransformovaných xenobiotik. Hraje zásadní úlohu v detoxifikačním systému 

lidského těla, čímž je také zodpovědný za vznik řady lékových interakcí. Tyto 

interakce představují výraznou komplikaci současné farmakoterapie, neboť 

v krajních případech mohou ústit až k selhání léčby či život ohrožujícímu 

vystupňování toxických účinků.  

LI jsou důsledkem změn aktivity CYP3A4, která je mezi jednotlivci velice variabilní. 

Důležitým mechanismem ovlivnění aktivity CYP3A4 je regulace indukovatelné 

transkripce prostřednictvím xenobiotiky aktivovaných nukleárních receptorů. Jedná 

se zejména o receptory PXR, CAR a GR. Intenzivní studium struktury promotoru 

CYP3A4 a mechanismů regulace jeho transkripce v posledních letech ještě zdaleka 

není u konce, vztahy mezi jednotlivými receptory a kofaktory, stejně jako schopnost 

léčiv zasahovat do exprese CYP3A4 je doposud odkryta jen zčásti. 

Tato práce přispívá k objasnění některých otázek týkajících se účinků azolových 

antimykotik na aktivitu transkripce CYP3A4 zprostředkovanou PXR, schopnosti 

valproátu aktivovat PXR a CAR či okolností placentární exprese CYP3A4 

prostřednictvím GR. K experimentům byly využity moderní molekulárně biologické 

metody a probíhaly in vitro v kulturách primárních hepatocytů a buněčných linií.  

K jednotlivým cílům dizertační práce: 

1. Vliv vybraných azolových antimykotik na genovou expresi CYP3A4 

prostřednictvím PXR. Objasnění povahy sledovaných efektů na molekulární 

úrovni (2.1). 
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Otestovali jsme účinky vybraných azolových antimykotik (klotrimazolu, 

ketokonazolu, itrakonazolu, flukonazolu, oxikonazolu, ekonazolu a mikonazolu) na 

genovou expresi CYP3A4 prostřednictvím PXR v primární kultuře lidských 

hepatocytů a buněčných linií HepG2, LS174T a CV-1. S využitím metod real time 

RT-PCR, gene reporter assay, one hybrid assay a two hybrid assay jsme sledovali 

schopnost azolů transaktivovat promotor CYP3A4 nejen individuálně, ale také 

v přítomnosti rifampicinu, standardního induktoru CYP3A4 přes PXR. Zaznamenali 

jsme významné odlišnosti mezi jednotlivými azoly, identifikovali jsme potentní 

induktor oxikonazol a do jisté míry objasnili povahu sledovaných efektů na úrovni 

interakcí azolů s LBD PXR či na úrovni jejich schopností ovlivnit tvorbu komplexu 

PXR/SRC-1. Na základě dose-response analýz jsme zkonstatovali, že rifampicin není 

schopen plné aktivace PXR a ve vztahu k oxikonazolu se chová jako parciální 

agonista. Naopak rifampicin v přítomnosti ekonazolu nebo mikonazolu vykazuje 

aditivní efekt na aktivaci PXR. Pozorované účinky vedou k závěru, že schopnost 

azolů ovlivnit expresi CYP3A4 je pro každou strukturu individuální a že změny, 

které mohou v důsledku aktivace PXR zapříčinit, se neomezují pouze na studovaný 

enzym. 

2. Účinek kyseliny valproové na genovou expresi CYP3A4 prostřednictvím CAR. 

Zavedení metody EMSA na naše pracoviště za účelem testování interakcí 

adekvátních responzivních elementů v přítomnosti či nepřítomnosti kyseliny 

valproové (2.2). 

S využitím real time RT-PCR a gene reporter assay jsme popsali indukční účinek 

kyseliny valproové na genovou expresi CYP3A4 prostřednictvím CAR a PXR, a to 

v lidských hepatocytech a liniích HepG2 a LS174T. Po zavedení metody EMSA 

jsme pozorovali zesílení vazby komplexu CAR/RXRα na responzivní elementy DR3, 

DR4 a ER6 v přítomnosti valproátu. Dále jsme zaznamenali účinkem valproátu 

zvýšenou katalytickou aktivitu CYP3A4 v buňkách LS174T transfekovaných PXR. 

Kyselina valproová ovlivňuje expresi řady genů mechanismy, které zatím nejsou 

uspokojivě popsány. Tyto výsledky poprvé potvrzují schopnost valproátu aktivovat 

transkripci CYP3A4 prostřednictvím CAR a PXR (Naznačují také na možný vliv 

epigenetické regulace CYP3A4 a na možnost farmakologického zásahu do tohoto 

typu regulace. 
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3. Objasnění role HNF4α při aktivaci CYP3A4 promotoru prostřednictvím GRα. 

Vysvětlení jaterní specificity této aktivace (2.3). 

Metodou gene reporter assay jsme testovali schopnost buněk trofoblastu JEG3 

kotransfekovaných GRα a HNF4α exprimovat CYP3A4, a to v přítomnosti či 

nepřítomnosti dexametazonu. Vnesení HNF4α do buněk nemělo na expresi žádný 

vliv, pozorovali jsme pouze mírné zvýšení exprese po inkubaci s dexametazonem. 

Tato pozorování jsou v souladu se způsobem regulace transkripce CYP3A4 

prostřednictvím GRα, která se realizuje nepřímo zvýšením exprese PXR, CAR a 

RXRα. Tyto receptory se v trofoblastu nevyskytují, tudíž nedošlo k aktivaci 

transkripce CYP3A4. Zajímavý je ovšem signifikantně indukční účinek 

dexametazonu v přítomnosti HNF4α, který naznačuje důležitou úlohu tohoto jaterně 

specifického receptoru při indukovatelné transkripci některých genů. 

Závěrem je možno konstatovat, že vytýčené cíle byly naplněny. Experimentální 

práce přinesly zajímavé poznatky obohacující dosavadní znalosti ohledně aspektů 

genové regulace CYP3A4. Výsledky byly publikovány formou článků 

v impaktovaných časopisech a jako ústní i posterové prezentace na vědeckých 

konferencích.  
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6 Summary 

 

CYP3A4 is an important enzyme involved in elimination of majority of metabolized 

xenobiotics. It plays a major role in the detoxification system of the human body, 

therefore it is responsible for many drug-drug interactions (DDIs). DDI present a 

complication of current pharmacotherapy, in the extreme they can lead in failure of 

therapy or in life-threatening toxic effects. 

DDIs are caused by changes in enzymatic activity of CYP3A4, which is highly 

variable among individuals. An important mechanism of modulating CAP3A4 

activity is the regulation of inducible transcription by nuclear receptors, especially 

PXR, CAR and GR. The structure of CYP3A4 promoter and mechanisms of 

transcriptional regulation has been studding intensively for many years, but the 

research of relationship of nuclear receptors and transcriptional cofactors in CYP3A4 

transactivation is still incomplete.   

Present work contributes to elucidation of some questions concerning the effects of 

azole antimycotics on CYP3A4 transcription via PXR, potency of valproic acid to 

activate PXR and CAR or determinants of CYP3A4 expression via GR in placental 

cells. The experiments were performed with up-to-date molecular biology methods 

and  using in vitromodels of the primary human hepatocytes and hepatoma cell lines. 

To the aims of the doctoral thesis: 

1. The effects of selected azole antimycotics on CYP3A4 gene expression via PXR. 

Elucidation of nature of observed effects in the molecular level (2.1). 

We tested effects of selected azole antimycotics (clotrimazole, ketoconazole, 

itraconazole, fluconazole, oxiconazole, econazole and miconazole) on CYP3A4 gene 

expression via PXR in primary culture of human hepatocytes and cell lines HepG2, 

LS174T and CV-1. Using real time RT-PCR, gene reporter assay, one hybrid assay 

and two hybrid assay we investigated potency of each azole to transactivate CYP3A4 

promoter not only in monotherapy but also in co-treatment with rifampicin, the 

known CYP3A4 inductor via PXR. We noted significant differences among azoles, 

identified a potent inductor oxiconazole and illustrated nature of  CHibí !!! 
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