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1 Abstrakt

ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Alice Nova

Skolitel: Doc. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.

Nazev dizertacni prace: Interakce 1éCiv s nuklearnimi receptory pii regulaci

biotransformac¢nich enzymu a lékovych transportért

Biotransformacni enzymy metabolizujici xenobiotika hraji klicovou roli
v metabolismu, eliminaci a detoxifikaci xenobiotik, ktera se dostanou do kontaktu
s organismem a chrani tak organismus pted potencidlnimi Skodlivymi ucinky xenobiotik, i
nékterych endobiotik. Ve vétSin€ tkani se nachéazeji biotransformacni enzymy faze I, II 1
1ékové transportéry, které jsou exprimovany na bazalni Grovni nebo jsou inducibilni a
jejich exprese se zvySuje po vystaveni organismu xenobiotikiim. Ovlivnéni exprese a
aktivity  biotransformaénich enzymi a lékovych transportéri. mulze vyustit
v nepiedvidatelnou tkanovou a systémovou distribuci podanych 1é¢iv, nezadouci G¢inky
nebo selhani terapie.

Indukce biotransformacénich enzymt a Iékovych transportérii je zprostfedkovana
predev§im orphan nuklearnimi receptory - pregnanovym X receptorem (PXR) a
konstitutivnim androstanovym receptorem (CAR), a transkripnim faktorem aryl
hydrokarbonovym receptorem AhR.

Tato dizertani prace predklada vysledky tii studii, zabyvajicich se studiem
genove regulace 1€¢iv metabolizujicich enzymi a Iékovych transportéra prostiednictvim
nuklearnich receptort.

V prvni Casti dizertacni prace se zabyvame studiem stereoselektivnich interakei
biotransformacnich enzym cytochromu P450. Warfarin, S$iroce pouzivané
antikoagulans, je v praxi dostupny jako racemicka smés R a S enantiomert, pfi¢emz S-

warfarin vykazuje asi 5x vys$i antikoagula¢ni aktivitu, nez R- warfarin. V této studii



jsme ukazali, Ze R-warfarin interaguje s PXR a jeho prostfednictvim indukuje expresi
CYP344 a CYP2C9 mRNA v primarnich lidskych hepatocytech a ve stfevni
adenokarcinomové bunécné linii LS174T, zatimco S-warfarin vykazoval nizsi
schopnost transaktivovat cilové geny prostiednictvim PXR. Navic jsme zjistili, ze 4'- a
10-hydroxywarfariny jsou také ligandy PXR a indukuji CYP344 a CYP2C9 mRNA
v lidskych hepatocytech a tim padem by 4’- a 10-hydroxymetabolity R-warfarinu mohly
byt aktivnimi ligandy PXR. Tyto vysledky nabizeji otazku, zda by pouziti S-warfarinu
terapie v souvislosti s nezddoucimi farmakokinetickymi Iékovymi interakcemi, nez
soucasné pouzivani racematu warfarinu.

Ve druhé c¢asti této dizertacni prace, zabyvajici se studiem regulace organického
kationtového transportéru OCT1 jsme zjistili, Ze OCT1 je transaktivovan
prostiednictvim indukce HNF4a glukokortikoidnim receptorem (GR) v primarnich
lidskych hepatocytech, ale ne v modelovych hepatomovych liniich HepG2 a MZ-Hepl.
Tyto rozdily mohou byt zpiisobeny ovlivnénim transkripénich faktort podilejicich se na
regulaci OCT1 vlivem odliSnych signdlnich kaskad v normélnich hepatocytech a
hepatokarcinomovych bunéénych liniich. V 1,7 kb promotorové sekvenci jsme nenasli
zadny funkéni GR responzivni element a OCT1 tedy s nejvétsi pravdépodobnosti neni
ptimo transaktivovan GR, ale nelze vyloucit pfitomnost GR responzivniho elementu
v jinych pozicich promotoru OCT1

Posledni ¢ast dizertani prace se zabyva hleddnim novych ligandi CAR ze
skupiny chinazolinovych derivati. Z 20 nové nasyntetizovanych derivatii chinazolinu
jsme u tii latek, CHP4, CHPS5 a CHP6 popsali jejich interakci s vazebnou doménou
CARu. Ukazali jsme, Ze tyto tii latky transaktivuji pBREM/2B6 promotor
prostiednictvim sestfihovych variant CARu CAR1 i CAR3 v bunécné linii COS-1.
Interakce s CAR3 variantou jsou schopny pouze piimé aktivatory. CHP4, CHPS i CHP6
signifikantné potencovaly interakci mezi C- a N-terminalnimi regiony CAR ligand
vazebné domény, ¢ehoz jsou schopné pouze piimé aktivatory CARu. Testované latky
také transaktivovaly CYP2B6 mRNA v lidskych hepatocytech a bun&éné linii HepG2.
Nalezeni modelového ligandu CAR by mohlo pomoci detailn€ji prostudovat funkce

tohoto receptoru, jehoZ role v organismu neni v souc¢asné dobé€ zcela objasnéna.



2 Abstract

ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Pharmacology and Toxicology
Candidate: Alice Nova, MSc
Supervisor: Assoc. Prof. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis:  Drug interactions with nuclear receptors in the regulation of

drug metabolizing enzymes and drug transporters

Drug metabolizing enzymes play a key role in metabolism, elimination and
detoxification of xenobiotics exposed to the body and protect the organism from
potentially harmful effect of xenobiotics as well as certain endobiotics. Phase I and II
drug metabolizing enzymes and drug transporters are expressed in most tissues in basal
level or may be induced after exposure to xenobiotics. Affecting of expression or
activity of drug metabolizing enzymes and drug transporters may result in unpredictable
tissue and systemic drug distribution, to side effects or therapy failure. Up-regulation of
drug metabolizing enzymes and drug transporters mediates mainly orphan nuclear
receptors - pregnane X receptor (PXR) and constitutive androstane receptor (CAR) and
transcription factor aryl hydrocarbon receptor (AhR).

This doctoral thesis presents the results of three studies dealing with the gene
regulation of drug metabolizing enzymes and drug transporters via nuclear receptors.

In the first part of this thesis we examined whether warfarin enantiomers
stereoselectively interact with PXR to up-regulate main drug metabolizing enzymes of
the cytochrome P450 superfamily. Warfarin, a widely used anticoagulant, is
administered as racemic mixture of R- and S-warfarin. S-warfarin has five times greater
anticoagulant potency than R-warfarin. We found that R-warfarin interacts with PXR
and transactivates CYP344 and CYP2B6 mRNA in primary human hepatocytes and
LS174T intestinal tumor derived cell line. S-warfarin showed lower potency to
transactivate target genes via PXR. Furthermore, we found that 4’- and 10-

hydroxywarfarines are potent ligands of PXR and inducers of CYP3A4 and CYP2C9



mRNA in primary human hepatocytes and therefore 4’- and 10-hydroxymetabolites of
R-warfarin may be also ligands of PXR. These results raise the consideration whether
the use of S-warfarin together with VKORCI and CYP2C9 genotyping would be safer
alternative of anticoagulant therapy in relation to drug-drug interactions than the current
use of racemic warfarin.

Next part of this thesis is focused on glucocorticoid receptor regulation of
organic cation transporter 1 (OCT1) expression via HNF4a up-regulation in primary
human hepatocytes and hepatocarcinoma cell lines HepG2 and MZ-Hepl. We found
that OCT1 is transactivated via HNF4o up-regulation via GR in primary human
hepatocytes, but not in model cell lines. This discrepancy may be caused by affecting of
transcription factors involved in regulation of OCT1 due to different signaling pathways
in normal hepatocytes and tumor derived cell lines. We did not found any GR response
element (GRE) within 1,7 kb OCT1 promoter sequence and therefore OCT1 is unlikely
transactivated via GR.

The last part of this thesis is focused on finding of novel CAR ligands among
newly synthetized quinazoline derivates. We have tested 20 compouds, three of them,
namely CHP4, CHPS and CHP6, were found to interact with ligand binding domain of
CAR. We showed, that CHP4, CHP5 and CHP6 transactivate pPBREM/2B6 promoter via
both CAR1 and CAR3 splice variants in the COS-1 cell line. CAR3 exhibits affinity to
direct activators. CHP4, CHPS5 and CHP6 significantly enhanced the interaction
between C- and N-region of CAR LBD showing these compouds are direct CAR
activators. Finally, CHP4, CHP5 and CHP6 up-regulated CAR target gene CYP2B6
mRNA in primary human hepatocytes and HepG2 cell line. New model CAR ligands
might help us to elucidate physiologic functions and the role of this receptor in

organism.



Seznam zKkratek

ABC ATP binding cassette transporters

AD aktivaéni doména

AF-1 aktivacni funkce 1

AF-2 aktivaéni funkce 2

AhR aryl hydrokarbonovy receptor

ATP adenosintrifosfat

Aldh aldehyddehydrogenaza

AP-1 aktivatorovy protein 1

ASBT apical sodium-dependent bile acid transporter

ASC-2 apoptotic speck protein 2

BCRP breast cancer resistance protein

BSEP/SPGP bile salt export pump/sister of P-glycoprotein

C/EBPa CCAAT/enhancer binding proteins o

C/EBPB CCAAT/enhancer binding proteins 3

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CAR konstitutivni androstanovy receptor

CBP cAMP response element binding protein

CREB cAMP response element-binding protein

cDNA kodujici DNA

CITCO 6-(4-chlorofenyl)imidazol[2,1-b] [1,3]thiazol-5-karbaldehyd
0O-(3,4-dichlorobenzyl) oxim

Cmax maximalni plazmatické koncentrace

CYP cytochrom P450

DBD DNA vazebna doména

Dex dexametazon

DM2 diabetes mellitus 2. typu

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DMSO dimethylsulfoxid

DR direct repeat

DRIP/TRAP vitamin D receptor interacting protein/thyroid hormone associated

protein complex
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ECACC
ER
FBS
FoxOl1
FRET
FXR
GR
GRE
GRIP
GST
Gsta
Gstm
hCAR
HNF
hPXR
HSP90
LBD
LEFT
MATE
MDR
MRP
MPP
mRNA
MTS

NADPH
NCOALI
NcoR
NF-xB
NTCP
OAT
OATP
OCT
OCTN

European Collection of Cell Cultures
everted repeat

fetalni hovézi sérum

fork-head insulin-responsive transcription factor 1
fluorescence resonance energy transfer
farnesoid X receptor

glukokortikoidni receptor
glucocorticoid-response element
glucocorticoid receptor-interacting protein
glutathion-S-transferaza
glutathion-S-trabsferaza A
glutathion-S-transferaza Mu

lidsky konstitutivni androstanovy receptor
hepatocyte nuclear factor

lidsky pregnanovy X receptor

heat shock protein 90

ligand vazebna doména

liver-enriched transcription factors
multidrug and toxin extrusion transporter
multidrug resistance protein

multidrug resistance-associated protein
1-methyl-4-fenylpyridium

messenger RNA
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nuclear receptor coactivator 1

nuclear receptor co-represor

nuclear factor kappaB

sodium taurocholate cotransporting peptide
organic anion transporter

organic anion transporter polypeptide
organic cation transporter

novel organic cation transporter
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p/CAF
P300/CBP
PBRE
PBREM
PEPCK1
PEPT
PES
PGC-1a
P-gp
PPAR
PXR
PXRE
PXR-RE
R

RG
rOCT1
RT-PCR
RXRa
SHP
SLC
SMRT
SNP
SRC-1
SREBP
SULT
SWI/SNF
SXR
TCPOBOP
TEA

TG

TIF2
UASG
UDP
UGT

p300/CBP-associated protein

p300/CREB binding protein cointegrators
phenobarbital-response element
phenobarbital-responsive enhancer modul
fosfoenolpyruvatkarboxykinaza

oligopeptide transporter

fenazin ethosulfat

peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1a
P-glykoprotein

peroxisome proliferator-activated receptor
pregnanovy X receptor

PXR-response element

PXR-response element

relativni pomér exprese

referen¢ni gen (reference gene)

potkani OCT1

polymerazova fetézova reakce spojena s reverzni transkripci
retinoid X receptor-a

small heterodimer partner

solute carrier transporter

silencing mediator of retionoid and thyroid receptors
single nucleotide polymorphism, bodova mutace
steroid receptor coactivator 1

sterol regulatory element-binding protein
sulfotransferaza

switching/sucrose nonfermenting complex
steroidni X receptor
1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)] benzen
tertacthylamonium

cilovy gen (target gene)

transcription intermediary factor 2

upstream activation sequence of GAL
uridindifosfat

UDP-glukuronosyltransferaza
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VDR
VKORCI
ACt

vitaminovy D receptor
vitamin K epoxid reduktazovy komplex 1

rozdil v poctu cykli kontroly a vzorku
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3 Uvod

Lékové interakce neboli schopnost 1éCiva ovlivnit farmakokinetické procesy
souCasn¢ podanych 1é¢iv je zavaznym problémem farmakoterapie v mnoha
farmakoterapeutickych skupindch. O to naléhavéjsi je nutnost porozumét molekularni
podstaté interakci 1éCiv s biotransformacnimi enzymy 1. a II. fadze biotransformace i
s transportéry na urovni mechanizmi, které fidi genovou expresi biotransformacnich
enzymu a transportéru.

V této doktorské praci se zamétim piedevSim na transkripéni regulaci genové
exprese prostiednictvim pregnanového X receptoru (PXR, syn. steroidni xenobioticky
receptor, SXR), konstitutivniho androstanového receptoru (CAR), a glukokortikoidniho
faktory fidici regulaci exprese gent, jako jsou cytochromy P450 CYP3A4, CYP2C9,
CYPI1A1, enzymy II. faze biotransformace UGT (UDP-glukuronosyltransferaza
UGT1Al) a transportéri P-glykoproteinu a MRP2 (angl. Multidrug resistence-
associated protein 2) (Urquhart et al. 2007; Tirona a Kim 2005).

Ve své doktorské praci predkladam vysledky 3 vyzkumnych projekti.

V prvni ¢asti experimentalni ¢asti doktorské prace predkladam vysledky tykajici

se interakce enantiomerti warfarinu s pregnanovym X receptorem pii regulaci
nejdulezitéjSich biotransformacnich enzymi a P-glykoproteinového transportéru.
Vysledky byly publikovany v Journal of Thrombosis and Haemostasis.

Ve druhé casti predkladdm vysledky tykajici se studia regulace organického

kationtového transportéru 1 (OCT1/SLC22A1) prostiednictvim glukokortikoidniho
receptoru. Vysledky byly akceptovany v Casopise Pharmacological Reports.

Ve tieti asti prezentuji vysledky tykajici se hledani ligandl konstitutivniho
androstanového receptoru ze skupiny chinazolinovych derivatd. Vysledky jsou
pfipravovany k publikaci.

Vsechny tyto projekty maji spole¢né studium genovych regulaci prostiednictvim
riznych nuklearnich receptori. Pfestoze piedkladané experimentdlni vysledky jsou
soucasti zakladniho vyzkumu in vitro, experimenty by mohly obohatit také klinickou

aplikaci studovanych 1é¢iv pfi regulaci cilovych gent a jejich substrati.
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4 QObecna ¢ast — prehled soucasného stavu FeSené problematiky

4.1 Biotransformace xenobiotik

Vsechny zivé organismy jsou neustale v kontaktu s potencialné toxickymi latkami,
které jsou jak endogenniho, tak exogenniho ptivodu. Z endogennich latek lze jmenovat
zlucové soli, cholesterol, steroidni hormony, bilirubin, mastné kyseliny, z exogennich
(xenobiotik), toxiny, karcinogeny, polutanty, 1éCiva, potravinova aditiva, komponenty
kosmetickych piipravki i rostlinnych 1é¢ivych pripravkl. Aby si organismus pod tlakem
toxického plsobeni xenobiotik a endobiotik zachoval homeostdzu, vyvinul se komplexni a
precizni obranny mechanismus, detoxifikacni systém.

Detoxifikacni proces, zahrnujici indukovatelné metabolické enzymy a také efluxni
transportéry, je lokalizovan piedevS§im v jatrech, ale také v gastrointestindlnim traktu,
plicich, ledvinach, mozku i placenté. Metabolismus 1é¢iv a jinych xenobiotik je primarni
obrannd reakce organismu zabranujici akumulaci potencidlné toxickych lipofilnich
sloucenin. Cilem organismu je pomoci chemickych reakci — oznaCovanych jako
biotransformace, zménit strukturu a tim fyzikalné-chemické vlastnosti xenobiotik, jejich
biologickou aktivitu a v neposledni fad¢ urychlit exkreci Skodlivych chemickych latek
(Skalova et al. 2011; di Masi et al. 2009). Obranna strategie organismu vici xenobiotikiim,
mimo biotransformace a transportu xenobiotik, zahrnuje také rozpozndni xenobiotik a
Skodlivych endogennich molekul pomoci tzv. xenosenzori, coZ je vlastn€ prvnim krokem
detoxifika¢niho mechanismu. Jako xenosenzory jsou oznaovany pregnanovy X receptor
(PXR) a konstitutivni androstanovy receptor (CAR), ndlezici do rodiny nuklearnich
receptori (Moreau et al. 2008), a také aryl hydrokarbonovy receptor (AhR) zrodiny
transkrip¢nich faktorti (Francis et al. 2003).

Biotransformacni proces xenobiotik se déli do dvou fazi - faze I a II. Féaze 1
metabolismu se oznacuje jako konverze, kdy jsou do struktury xenobiotika vneseny
funkéni skupiny. Reakce faze I zahrnuji pfedevSim oxidoredukéni reakce. Do faze 11 se
fadi konjugacni reakce, kdy tzv. primarni metabolit, vnikly pomoci reakci faze I, reaguje
s endogenni slouc¢eninou. Hlavni konjugacni reakce xenobiotik jsou konjugace s UDP-
glukuronovou  kyselinou, sulfonace, konjugace s glutathionem, konjugace
s aminokyselinami, acetylace a metylace (Skalova a kol, 2011). Vzniklé konjugaty jsou

vétsinou hydrofilngjsi a méné biologicky aktivni neZz parentni latka a obecné se
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urychluje jejich exkrece zlu¢i nebo ledvinami. Mohou ovsem vzniknout 1 toxické
metabolity (Schilter et al. 1993, Chen et al. 2000, Plant 2007, Zhou et al. 2009).

Pomoci dvou fazi biotransformace z lipofilni slouCeniny tedy nejcastéji vznika
stabiln€j$i, ve vodé rozpustny metabolit, ktery je vhodnéjSim substratem pro
transportéry zprostfedkovanou eliminaci, kterd se n¢kdy oznacuje jako faze III.
Transportéry faze III jsou predevsim efluxni ABC transportéry P-glykoprotein (P-gp,
MDRI, angl. multidrug resistant protein-1), BCRP (angl. breast cancer resistence
protein) a transportéry MRPs (Kim 2003, Mizuno et al. 2003, Zhou et al. 2009, di Masi
et al. 2009)

Zasadnim objevem na konci milénia byl objev regula¢nich mechanizmii genové
exprese a predevSim nukledrnich receptorti, které fidi fadu genti Ucastnicich se
biotransformace a detoxifikace. Tento systém nelze tedy chépat jako staticky, ale
dynamicky, schopny byt regulovany podle aktudlni potieby. Genova exprese, tj. piepis
genetické informace ulozené v sekvenci genomové DNA do mRNA a posléze translace
mRNA do struktury funkéniho proteinu, je regulovana na nékolika urovnich.
Dominantnim mechanizmem genové regulace enzymi . a II. fize biotransformace a
vyznamnych l1ékovych transportéri je transkripéni regulace prostfednictvim nuklearnich
receptort (tzv. trans faktori) aktivovanych jejich ligandy, které nasedaji na specifické
responzivnich cis elementy (angl. response element) v promotorovych regula¢nich
sekvencich genti. Tento proces se také oznacuje jako indukce, a mezi indukované geny
nalezi geny Ucastnici se biotransformace nebo eliminace xenobiotik 1 endogennich latek.
Timto zpisobem organizmus ¢eli toxickému poskozeni xenobiotiky (Xie et al. 2004, Xu

et al. 2005, Urquhart et al. 2007, Kohle a Bock 2009).

4.2 Nuklearni receptory

Nuklearni receptory jsou transkripni faktory, které pisobi jako senzory

extracelularnich i intraceluldrnich signal®, maji dalezitou roli nejen v udrZeni metabolické

homeostazy a ochrany proti stresu indukovanému xenobiotiky, jak jiz bylo zminéno, ale 1

ve vyvoji a diferenciaci i v mnoha dalSich bunécnych procesech (di Masi et al. 2009, Gao a

Xie 2012).

U cloveka bylo identifikovano 48 nuklearnich receptorti, které jsou rozdéleny do tii

tfid podle ligand vazebné specifity (Sonoda et al. 2008, Li a Wang 2010). Endokrinni
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receptory, jako napiiklad androgenni, estrogeni a glukokortikoidni receptor, jsou citlivé
vuci odpovidajicim steroidnim hormonim. Vyznamnou skupinu tvofi tzv. ,,orphan
receptory (sirot¢i receptory), reprezentujici receptory s typickou strukturou a sekvencéni
podobnosti odpovidajici nuklearnim receptoriim, ovSem bez identifikovanych selektivnich
endogennich ligandt. Ty orphan receptory, u kterych byl identifikovan endogenni ligand,
se preklasifikuji jako ,,adopted orphan‘ receptory. Zatimco pro endokrinni receptory plati,
ze jsou schopné vazby s unikdtnim endogennim ligandem, ktery mé vysokou afinitu, a
tudiz jsou aktivovany endogennimi ligandy v nanomolarnich koncentracich, orphan
receptory naopak postradaji vysokoafinitni ligandy a je pro né typické, Ze jsou aktivovany
Sirokou Skdlou nizkoafinitnich lipofilnich ligandl v koncentracich mikromolarnich
(Tzameli et al. 2000, Nagy a Schwabe 2004, Li a Wang 2010). Do této druhé skupiny
nuklearnich receptori se vedle CAR tadi i PXR receptor.

Unikatni funkce CAR a PXR jako xenosenzort, je odliSuje od klasickych receptort
steroidnich hormont nebo hormont §titné Z1azy. PXR a CAR také vyvolavaji pleiotropni
efekty na organové funkce. Rovnéz je popsan cross-talk mezi xenosenzory a jinymi
nukledrnimi receptory nebo transkripcnimi faktory ovliviiujicimi endogenni signdlni
kaskady, zahrnujici metabolismus lipid a udrzovani glukézové homeostazy (Moore et al.
2003, Lim a Huang 2008). Takovy cross-talk muze vyustit v naruSeni fyziologickych
funkci xenobiotiky a miize vést, mimo jiné, k poruSeni endokrinni rovnovahy vyvolané
genove regulaci biotransformacnich enzymi a 1€kovych transportérti jsou shrnuty v tabulce

1.
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Tabulka 1. Nejdulezitéjsi ligandy aktivované nuklearni receptory v genové regulaci

biotransformacnich enzymi a 1ékovych transportéra.

vvvvvv

organ exprese

Cilové geny

Pregnanovy X NR1I2 Jatra, tenké stievo, Aldhlal CYP7A1
receptor (PXR) 3q13-g21 lymfocyty Aldhla7 Gstal,24
CYP1A2 Gstm1,2
Cyp2b10 MDR1
CYP2B6 Mrp3
CYP2C9 Oatp2
CYP3A4/5 SULT2A1
CYP3A7 UGT1Al1,3,4
Cyp3all
Cyp3al3
Cyp3a23
Konstitutivni NR1I3 Jatra Cyp2c29 Mrp3,Mrp4
androstanovy 1923.1 CYP2C9,19 MDR1
receptor (CAR) CYP3A4 Sult2al,9
CYP2A6 UTG1Al
Cyp2b2
Cyp2b10
CYP2B6
Glukokortikoidni NR3C1 Vsechny typy CYP2C9
receptor 12923.3 bun¢k CYP2B6
CYP3A4
CYP3A5
MDR1
CAR
PXR
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vvvvvv

Nuklearni receptor Gen/Lokalizace Nejdulezitéjsi Cilové geny

organ exprese

Vitaminovy D NR1I1 Tenké stfevo CYP2C9
receptor (VDR) 12q12-q14 placenta CYP3A4
SULT2A1

Malymi pismeny jsou oznaceny geny hlodavcu. Prevzato a upraveno z prdce: Tirona a

Kim 2005.

Jako u mnoha jinych genti, i u gend kodujicich nukledrni receptory, je popsano
nékolik  sestfihovych (transkripénich) variant, vzniklych inzerci nebo deleci
aminokyselinovych zbytki, posunem c¢tectho rdmce nebo vneseni prematurovanych
terminalnich kodond (di Masi et al. 2009). Asi 80% sestfihovych variant vytvaii izoformy
proteinu, které¢ se lisi ve struktufe nebo funkcénich vlastnostech (Modrek a Lee 2002,
Lamba et al. 2004). Déle jednonukleotidové polymorfismy SNP (angl. single nucleotid
polymorphism) umoznuji vznik variant proteind, které mohou mit pozménénou bud’
konstitutivni (bazalni, na ligandu nezéavislou) aktivitu nebo inducibilni (na ligandu
zavislou) aktivitu. Navic varianty CARu a PXR hraji roli v interindividudlni variabilité
exprese genl izoforem cytochromu P450, a mohou tak zptisobit vzacné atypické reakce na
podand 1é¢iva (Hustert et al. 2001, Koyano et al. 2004, Lin et al. 2009, di Masi et al. 2009).

Proteiny nuklearnich receptort se skladaji z nasledujicich ¢asti (viz Obr. 1): z N-
termindlni aktivacni funkce 1 (AF-1, angl. activation function-1) (funkce AF-1, umoZznujici
aktivaci nezdvislou na ligandu, ktera u receptori CAR a PXR schazi), z DNA vazebné
domény (DBD, angl. DNA binding domain), spojovaci oblasti (H region), ligand vazebné
domény (LBD, angl. ligand binding domain) a C-terminalni aktiva¢ni funkce (AF-2). AF-1
rozpoznava a interaguje s dal§imi transkripénimi faktory a koaktivatory. DBD vykazuje
specifitu k responzivni promotorové sekvenci cilovych gent, které jsou regulovany. LBD
je zodpovédna za vazbu ligandii nuklearnich receptort, jako jsou hormony, zlucové
kyseliny, lipidy, 1é¢iva a jind xenobiotika (Tirona a Kim 2005, Urquhart et al. 2007, di
Masi et al. 2009). LBD tvofi vazebnou kapsu, ve které ligandy nekovalentné interaguji

s aminokyselinovymi skupinami LBD na zékladé& jejich chemické struktury.
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N-terminalni doména
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\ DNA vazebna doména ligand vazebna doména (LBD)
\ (DBD)

Obr. 1 Struktura nuklearnich receptori. Pievzato a upraveno z: Huevel 2013

4.2.1 Pregnanovy X receptor (PXR)

Pregnanovy X receptor je kodovan genem slozenym z 38 kb genomové DNA
nachdzejicim se na 3 chromozému (3q12-q13.3). Gen NRII2 obsahuje 10 exonil
oddélenych 9 introny a koduje protein s 434 aminokyselinami (Hustert et al. 2001;
Kliewer et al. 2002). Zatim bylo identifikovdno 28 sestiihovych a polymorfickych
variant lidského PXR (Hustert et al. 2001). Trojrozmérna struktura PXR je na obrazku

Obr. 2 3D struktura ligand vazebné domény PXR. PXR LBD je zobrazena modte, A F2 region
rizové a koaktivator SRC-1 zelené. Zluté jsou zbarveny Pl a Pl fetdzce unikatni pro PXR

Pievzato z: Wang et al. 2012
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Aktivace PXR

Prestoze je PXR lokalizovan ptredev§im v jadfe, byla popsana také
cytoplazmatickd lokalizace a translokace PXR z cytoplazmy do jadra béhem aktivace.
Po aktivaci PXR ligandem dojde k uvolnéni korepresordi SMRT (angl. silencing
mediator of retionoid and thyroid receptors) a NcoR (angl. nuclear receptor co-represor)
a umozni se navazani koaktivatort GRIP (angl. glucocorticoid receptor-interacting
protein) a SRC-1 (angl. steroid receptor co-regulator 1). Zatimco SMRT a NcoR
stabilizuji chromatin a nésledné zabraiuji transkripci, koaktivatory napt. SRC-1 a GRIP
chromatin destabilizuji, a tim usnadiuji transkripénimu mechanismu piistup k DNA
(Harmsen et al. 2007). PXR tvoii dimer s retinoidnim receptorem o (RXRa) a spolecné
rozeznavaji specifické sekvence promotorové DNA regulovanych geni oznacované
PXR-RE (PXR responzivni element). PXR se vaze ptredevSsim na DR4 a DRS
responzivni elementy zdkladni sekvence AGGTCA (di Masi et al. 2009).

Role PXR v organismu

PXR je klicovym transkripénim regulatorem podrodiny enzymii cytochromu
P450 3A (Kliewer et al. 2002). Exprese PXR a CYP3A v tkanich se ptekryva a PXR je
aktivovan CYP3A induktory (di Masi et al. 2009). PXR také reguluje dalsi enzymy
biotransformace  xenobiotik, GST  (glutathion-S-transferazy), UGT, SULT
(sulfotransferazy), transportéry P-gp, MRP, OATP2 (angl. organic anion transporter
polypeptide 2) (viz Obr. 3) (di Masi et al. 2009). PXR ma navic ochrannou funkci proti
toxickému plsobeni ZzluCovych kyselin prostfednictvim regulace gent, které je
metabolizuji nebo transportuji (Ma et al. 2008), podili se na regulaci homeostazy
steroidnich hormont, a ovliviluje glukoneogenezi a metabolismus lipida (di Masi et al.

2009).
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Obr. 3 Regulace biotransformaénich enzymi faze I a II a transportéri prostiednictvim
nuklearnich receptori PXR a CAR. (i) agonisté PXR se vazi pifimo na receptor. (ii) Z agonistil
CAR se prfimo vazi na receptor jen TCOBOP a CITCO, fenobarbital se nevaze pfimo na
receptor. (iii) translokace CARu do jadra a transkripce gent kodujicich metabolizujici enzymy
faze 1 a II a 1ékové transportéry. CITCO (6-(4-chlorofenyl)imidazol[2,1-b] [1,3]thiazol-5-
karbaldehyd O-(3,4-dichlorobenzyl) oxim), CYP (cytochrom P450), GST (glutathion-S-
transferaza), MDR (multidrug resistance protein), MRP (multidrug resistance-associated
protein), OATP (organic anion transporter polypeptide, SLCO1B1), PBRE (phenobarbital-
response element), PXRE (PXR-response element), RXR (retinoid X receptor), SULT
(sulfotransferaza), TCPOBOP (1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)] benzen), UGT (UDP-

glukuronosyltransferaza). Pievzato z: Wada et al. 2009

PXR a farmakokinetické interakce

Vyznamnym klinickym nésledkem aktivace PXR je vyskyt farmakokinetickych
Iékovych interakei (nejcastéji u pacientll postizenych tuberkulézou, rakovinou, AIDS,
kardiovaskularnimi chorobami a diabetem). Indukce exprese izoenzymu cytochromu
P450 CYP3A4 predstavuje zéklad skupiny lékovych interakei, ve kterych jedno 1é¢ivo

urychluje metabolismus druhého (viz Obr. 4). Klinickym projevem téchto interakci je
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snizeni uc¢innosti terapeutického efektu (di Masi et al. 2009). Vysvétleni mechanismu

N 24

CYP3A

Liver, intestine

| Ethinylestradiol ~ Efavirenz Warfarin
i Erythromycin Cyclosporin Tamoxifen
| Atorvastatin GCarbamazepine Doxorubicin |

| Indinavir

Obr. 4 Molekularni podstata lékovych interakci zprostfedkovanych PXR. PXR jako transkripéni
faktor reguluje expresi genu CYP3A v jatrech a tenkém stfevu. Po vazbé 1é¢iva A (drug A) na
PXR vznikd heterodimer PXR-RXR, dochazi k indukci exprese enzymu a tim k urychleni
metabolismu 1é¢iva B (drug B), které je substratem CYP3A. OH, hydroxylova skupina. Pfevzato

z: Willson a Kliewer 2002.

4.2.2 Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni receptor (GR) je kdédovan genem NR3CI lokalizovanym na
chromozomu 5 (5q31). Gen o délce ptesahujici 157 kb s 9 exony vytvaiti mRNA pro
protein o 777 aminokyselinach (aktivni forma GRa). Sestihova varianta GRp (viz dale)
je o 35 aminokyselin kratsi a neaktivni (Charmandari et al. 2004). Mutace genu pro GR
mohou narusit transdukci signalu glukokortikoidii pozménénou odezvou tkani viici GR,
projevujici se od asymptomatickych az po zavazné stavy (Charmandari a Kino 2007).
Protein GR se sklada z variabilni N-terminalni domény, dvou hormonélné nezavislych
aktiva¢nich domén (AF1 a 2), DBD, H regionu a C-terminalni LBD (Gross a Cidlowski
2008, Revollo a Cidlowski 2009).

Aktivace GR

Inaktivni GR je vcytosolu vazan k proteinovému komplexu se dvéma

podjednotkami heat shock proteinu HSP90, které jako chaperony zabranuji
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neobsazenému GR translokaci do jadra. Po vazbé ligandu na GR v cytosolu se GR
uvoliiuje z chaperonového komplexu sHSP90 a imunofiliny, dochazi k jeho
fosforylaci, a glukokortikoidni receptor nasledné translokuje do jadra a jako homodimer
se vaze na vazebné responzivni misto promotorové DNA (GRE responzivni element).
GR je také schopen modulovat genovou expresi nezavisle na GRE, a to pomoci pitimych
protein-proteinovych interakci s dal$imi transkripénimi faktory, jako jsou AP-1
(aktivatorovy protein-1) a NF-«xB (ang. nuclear factor kappaB) (Jonat et al. 1990,
Scheinman et al. 1995, Charmandari et al. 2004) (viz Obr. 5).

Mnoistvi proteinu - NH3* Protein

Glukokortikoidy Bundiad * * Y fg@
I Y\

odpovéd’

A
AL

A
x Aktivace
. 4
‘&0 Translok
) 4 ranslokace

HSP 90

{1 { translace
s ANANK 3 [ ona

Cytoplazma = GT™M
i > DN > | TR
AP-1 AAAA

Obr. 5. Regulace transkripce prostiednictvim glukokortikoidniho receptoru. Glukokortikoidni
receptor po navazani ligandu disociuje z chaperonového komplexu a translokuje do jadra. Dimer
GR s navazanym ligandem naseda na responzivni misto (GRE) promotorové DNA a aktivuje
transkripci cilového genu, nebo fyzicky interaguje s p65 podjednotkou NF-kB a potlacuje NF-xB
regulovanou genovou expresi nebo fyzicky interaguje s c-Jun podjednotkou AP-1 komplexu a
inhibuje AP-1 modulovanou genovou expresi. AP-1 (aktivatorovy protein 1), GRE (GR
responzivni elemnet), NF-xB (nuclear factor kappa B). Pievzato a upraveno z: Necela a

Cidlowski 2004.

GR interaguje skrze AF-1 a AF-2 s koaktivatory, jako napt. CBP (angl. cCAMP
response element binding protein), SRC-1, TIF-2 (angl. transcriptional intermediary
protein-2), p300/CBP kointegraénim proteinem, a GRIP-1, coz zpusobi acetylaci
histont, rozvinuti DNA, remodelaci chromatinu a nasednuti transkripéniho komplexu
na DNA (Jenkins et al. 2001, Rosenfeld a Glass, 2001, Hayashi et al. 2004). (viz Obr. 6)
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Obr. 6 Schéma interakce koaktivatori s AF-1 a AF-2 doménami glukokortikoidniho receptoru a
jejich role v regulaci transkripce. AF (aktivaéni funkce); GR (glukokortikoidni receptor); GRE
(glukokortikoid-responzivni  element), SWI/SNF (angl. switching/sucrose nonfermenting
complex); DRIP/TRAP (angl. vitamin D receptor interacting protein/thyroid hormone associated
protein complex); p300/CBP (angl. p300/CREB binding protein cointegrators), p/CAF (angl.

p300/CBP-associated protein). Pievzato z: Charmandari et al. 2004.

Role GR v organismu

GRa je lokalizovan ubikvitné ve vSech typech bun€k a reprezentuje klasicky
GR, ktery ucinkuje jako ligand-dependentni transkripcni faktor. GRp je taktéz ubikvitné
exprimovan ve vSech tkanich, ale nevaze glukokortikoidy a neni transkripéné aktivni.
GRp je dominantni inhibitor GRa-zprostiedkované transaktivace cilovych gent (Oakley
et al. 1999, Charmandari et al. 2004). Glukokortikoidy fidi mnoho zakladnich procest
na bunécné, tkanové i organové urovni. Mezi jejich biologické funkce nalezi predevsim
hormondlni regulace gluk6ézové homeostazy, metabolizmu tukli a proteinil, apoptozy,

rustu, chovani aj. Kromé toho se glukokortikoidy podili na imunitni odpovédi bun¢k

prostiednictvim regulace exprese mnoha genti imunitniho systému, jako jsou cytokiny,
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chemokiny, adhezni molekuly, transkripéni faktory a dal§i geny zapojené do fizeni
imunitni odpovédi (Necela a Cidlowski 2004, Gross a Cidlowski 2008).

Abnormality v citlivosti na glukokortikoidy 1ze rozdélit do dvou hlavnich skupin
— rezistence a hypersenzitivita. Rezistence vici glukokortikoidim miize byt pfechodna,
trvald, kompenzovana nebo nekompenzovana (Charmandari et al. 2004). Kompletni
rezistence vuci glukokortikoidim je neslucitelna se zivotem, jak demonstruje studie
S GR deficientnimi zvifaty, kterd se sice rodi ziva, ale zdhy po narozeni na zékladé
respiratorniho selhani umiraji (Cole et al. 1995). Klinicky se glukokortikoidy pouzivaji
z dlouhodobého uzivani mohou vyustit v zdvazné stavy jako je Cushinglv syndrom,
stav piipominajici chorobu vyvolanou endogennim nadbytkem glukokortikoidt.

Glukokortikoidy ovliviiuji mnoho jinych transkripénich faktorti, signalnich
kaskad (viz ptehledovy ¢lanek Adcocka et al. 2004). GR se také podili na transkripéni
regulaci cytochromi CYP3A4, CYP2C9, CYP2B6, (El-Sankary et al. 2002; Tirona a
Kim 2005) a transportéru P-gp (Pavek et al. 2007). Neméné dulezity je cross-talk
fenomén nukledrnich receptorit PXR a CAR s GR, pii némz glukokortikoidy indukuji

expresi téchto nuklearnich receptord (Urquhart et al. 2007; Pascussi et al. 2007).

4.2.3 Konstitutivni androstanovy receptor

Gen kodujici CAR s oznacenim NR1I3 je lokalizovan na chromozému 1 (1q23).
CAR se sklada se z9 exonii oddélenych 8 introny a koéduje protein o 352
aminokyselinach (Auerbach et al. 2003, Savkur et al. 2003). Doposud bylo
identifikovano 22 unikatnich hCAR variant mRNA obsahujicich riizné kombinace
alternativniho sestfihu (napt. delece exontl 2,4,5 a 7, ¢asteCna delece exonu 9, a inzerce
12 nebo 15 bp z intront 6 nebo 7) (Auerbach et al. 2003, Lamba et al. 2004). Nékteré
CAR mRNA varianty vznikaji jednim alternativnim sestfihem, avSak vétSina izoforem
CAR mRNA pochézi z vice alternativnich sestfihli v riznych kombinacich (di Masi et
al. 2009). Sestfihové varianty CAR2 a CAR3 tvofi az jednu tietinu CAR transkripti
pfitomnych v lidskych hepatocytech, a predpoklada se, ze tvofi funkéni proteiny bez

vyraznéjsi konstitutivni aktivity (DeKeyser et al. 2009, Omiecinski et al. 2011).
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Aktivace CAR

Nuklearni receptor CAR vykazuje, na rozdil od jinych nuklearnich receptori, v
nepfitomnosti ligandu urcitou konstitutivni aktivitu (Xu et al. 2004). Translokace CAR
do jadra nevyzaduje pifimou vazbu ligandu (viz odstavec Ligandy konstitutivniho
androstanového receptoru). Na regulaci procesu translokace se také podili defosforylace
(di Masi et al. 2009) Translokace samotné nevede nutné ke zvyseni transkripce cilovych
gentl (Swales a Negishi 2004). Po translokaci tvoii CAR heterodimer s RXRa viz (Obr.
7) a interaguje s koaktivatory ASC-2 (angl. apoptotic speck protein 2), SRC-1, NCOAI
(angl. nuclear receptor coactivator 1), FoxO-1 (angl. forkhead box protein 1), GRIP1 a
PGC-1 (angl. PPARY co-activator 1) (Kodama et al. 2004, di Masi et al. 2009). CAR se
vaze predevSsim na DR4, DR3, ER6 a ERS8 responzivni elementy v promotorovych

oblastech cilovych gent (Sueyoshi a Negishi 2001, Kast et al. 2002).

Obr. 7 3D struktura ligand vazebné domény hCAR. Zobrazeni dimerizace RXRa aCAR LBD. CAR
LBD je zobrazena modie, AF2 region rizové a koaktivator SRC-1 zelené. Pievzato z: Wang et

al. 2012.

Role CAR v organismu

CAR ovliviiuje metabolismus bilirubinu indukci bilidrnich transportéri
UGTI1A1, OATP2, MRP2 a GSTA1 (di Masi et al. 2009; Wada et al. 2009). Neptimo
prostiednictvim regulace homeostdzy ZluCovych kyselin piispiva k udrZeni
fyziologickych hladin cholesterolu (di Masi akol., 2009; Wada et al. 2009). Béhem
dlouhodobého hladovéni dochazi k indukci CARu, a proto se predpoklada, ze CAR
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reaguje na nutricni stres (Wada et al. 2009). CAR potlacuje glukoneogenezi, fyzicky se
vaze k FoxOl a tim potlacuje jeho transkripéni aktivitu tak, ze mu zabranuje ve vazbé
k inzulin responzivnim elementim v promotorech cilovych genil enzymul
glukoneogeneze (glukozo-6-fosfatiza a fosfofenolpyruvat karboxykinaza, PEPCK1)
(Kodama et al. 2004). CAR muze také inhibovat HNF4a (angl. hepatocyte nuclear
factor 4a) zprostiedkovanou glukoneogenezi kompetici o DR1 vazebny motiv
v promotorech cilovych gent (Miao et al. 2006)

Aktivace CAR (a PXR) muze potlacovat lipidovy metabolizmus a sniZovat sérové
hladiny triglyceridi prostiednictvim redukovani hladin SREBP-1 (angl. sterol
regulatory element-binding protein), hlavniho regulatoru lipidového metabolizmu
(Wada et al. 2009). Antiobezitni efekt aktivace CARu byl popsan na mysich modelech
ve dvou studiich (Gao a Xie 2012; Masuyama a Hiramatsu 2012).

Ligandy a aktivatory CARu

Mezi prvni identifikované aktivatory CARu se tadi fenobarbital, ktery byl pozdéji
identifikovan jako nepiimy aktivator CARu, neinteraguje pifimo s LBD, ale vyvolava
nukleéarni translokaci a nésledné¢ CAR transkripcni aktivitu (Moore et al. 2000, di Masi et
al. 2009). Dva metabolity androstanu, Sa-androst-16-en-3a-ol (androstenol) a Sa-
androstan-3a-ol (androstanol) byly identifikovany jako ligandy CAR s nizkou afinitou,
které potlacuji konstitutivni aktivitu CAR (tzv. inverzni agonisté) (Swales a Negishi 2004).
Endogenni ligand s vysokou aktivitou neni dosud znam a CAR je proto stile fazen mezi
orphan receptory (di Masi et al. 2009).

Ptestoze mnoho latek bylo identifikovano jako aktivatory lidského CARu, napf.
endogenni (5fB)-pregnan-3,20-dion (s velmi nizkou afinitou), a exogennimi ligandy jako
chlorpromazin, fenytoin, B-naftoflavon, meklizin, klotrimazol, o,p’-DDT, flavonoidy
chrysin, baikalein, galangin (di Masi et al. 2009, Yao et al. 2010), pouze CITCO je jediny
ligand, u kterého byla prokazana specifickd vazba k CARu (di Masi et al. 2009).

4.3 Biotransformacni enzymy

NADPH-cytochrom P450 (CYP) systém hem-dependentnich mono-oxygendz je

V lidském genomu se doposud podafilo identifikovat 57 genti pro rizné izoformy CYP, ale

28



az 90% léciv je biotransformovano pouze nekolika enzymy z rodin 1 az 3 (Guengerich
2006, Crettol et al. 2010), nejdilezitéjsi izoformy jsou CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2El a CYPIA2 (di Masi et al. 2009). Mezi inducibilni enzymy patii
CYP1Al, CYP1A2, CYPIBI, CYP3A4, CYP3AS5, CYP2B6, CYP2C9 a CYP2CI09.
Zastupci CYP superrodiny jsou exprimovani predevSim v jatrech, stfevé, mén¢
v ledvinach, plicich, placenté nebo jinych organech.

Na rozdil od enzyml cytochromu P450 lokalizovanych pfedevSim v hladkém
endoplazmatickém retikulu, enzymy faze II se nachazi hlavné v cytoplazmé. Mezi
konjugacni enzymy faze II patii SULT, UGT, GST a N-acetyltransferazy (Xu et al. 2005,
di Masi et al. 2009).

Inducibilni biotransformac¢ni enzymy faze I

Cytochrom P450 3A4 (CYP3A4)

CYP3A4 je zhlediska exprese cytochromti P450 nejvice rozSifen a
biotransformuje vice nez 50% ptedepisovanych 1éCiv. CYP3A4 je vysoce exprimovan
v klicovych mistech biotransformace xenobiotik, v jatrech a tenkém stfevé. Variabilita
exprese nebo funkce CYP3A4 mize mit dramaticky dopad na terapeuticky efekt mnoha
léciv (Urquhart et al. 2007). Interindividualni rozdily v enzymatické aktivit¢ CYP3A4
mohou byt az 20 nasobné (Flockhart a Rae 2003).

Exprese CYP3A4 je regulovana nuklearnimi receptory CAR, GR, HNF4a,
farnesoidnim X receptorem (FXR) a vitaminovym D receptorem (VDR), pficemz

nejvyznamngéjsi je indukce CYP3A4 prostiednictvim PXR (Urquhart et al. 2007).

Cytochrom P450 2C9 (CYP2C9)

Druhym nejvice rozsifenym cytochromem P450 v jatrech je forma CYP2C9
(Miners a Birkett, 1998, Urquhart et al. 2007). Metabolizuje asi 16% ptedepisovanych
1éciv (Chen et al. 2004). Podobn¢ jako u CYP3A4 je i u CYP2C9 jeho exprese
regulovana prostfednictvim PXR, CAR, GR a HNF4a (Chen et al. 2004, Chen et al.
2005, Gerbal-Chaloin et al. 2002).
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Cytochrom P450 2C19 (CYP2C19)

CYP2C19 metabolizuje nékolik Siroce pouzivanych lé¢iv, napf. inhibitor
protonové pumpy omeprazol a anxiolytikum diazepam. CYP2C19 vykazuje
interindividudlni variabilitu a k mife této variability pravdépodobné piispiva i regulace

exprese CYP2C19 prostfednictvim GR, CAR a PXR (Urquhart et al. 2007).

Cytochrom P450 2B6 (CYP2B6)

CYP2B6 tvoii asi 5% vSech cytochromt P450, ale jeho exprese dosahuje az 100
nasobné interidividualni variability (Zanger et al. 2007). CYP2B6 je inhibovan
klopidogrelem a tiklopidinem, a indukovan prostiednictvim CAR a PXR (Zanger et al.
2007, Crettol et al. 2010).

4.4 Transportéry

Membranové transportéry hraji dulezitou roli v absorpci, distribuci a exkreci fady
1é¢iv. V soucasnosti bylo identifikovano nékolik desitek membranovych pienaseCovych
proteinlt (transportértl), které transportuji xenobiotika a farmaka ptres lipidovou
dvojvrstvu cytoplazmatické membrany (Tsuji 2006). Nejdilezitéjsi 1ékové transportéry
nalezejici do rodin ABC transportéru (angl. ATP Binding Cassette transporters) a SLC

(angl. Solute Carrier transporters) jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Nomenklatura nejvyznamnéjsich 1ékovych transportéri.

Oznaceni transportéru anglicky nazev Symbol®
ABC transportéry

MDR1/P-gp Multidrug resistant gene/P-glycoprotein ABCB1
BSEP/SPGP Bile salt export pump/sister of P-glycoprotein ~ ABCB11
MRP1 Multidrug resistance associated protein 1 ABCC1
MRP2/cMOAT Multidrug resistance associated protein 2 ABCC2
MRP3 Multidrug resistance associated protein 3 ABCC3
MRP4 Multidrug resistance associated protein 4 ABCC4
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Oznacdeni transportéru anglicky nazev Symbol?

BCRP Breast cancer resistance protein ABCG2
SLC transportéry

NTCP Sodium taurocholate cotransporting peptide ~ SLC10Al
ASBT Apical sodium-dependent bile acid transporter ~ SLC10A2
PEPT1 Oligopeptide transporter 1 SLC15A1
PEPT2 Oligopeptide transporter 2 SLC15A2
OATP1AZ2 Organic anion transporting polypeptide-A SLC21A3
OATP1B1 Organic anion transporting polypeptide-C SLC21A6
OATP1B3 Organic anion transporting polypeptide 8 SLC21A8
OATP2B1 Organic anion transporting polypeptide-B SLC21A9
OATP3A1l Organic anion transporting polypeptide-D SLC21Al11
OATP4A1 Organic anion transporting polypeptide-E SLC21A12
OATP1C1 Organic anion transporting polypeptide-F SLC21A14
OATP4C1 Organic anion transporting polypeptide-H SLC21A20
OCT1 Organic cation transporter 1 SLC22A1
OCT2 Organic cation transporter 2 SLC22A2
OCT3 Organic cation transporter 3 SLC22A3
OCTN1 Novel organic cation transporter 1 SLC22A4
OCTN2 Novel organic cation transporter 2 SLC22A5
OAT1 Organic anion transporter 1 SLC22A6
OAT2 Organic anion transporter 2 SLC22A7
OAT3 Organic anion transporter 3 SLC22A8
OAT4 Organic anion transporter 4 SLC22A9
MATE1 Multidrug and toxin extrusion transporter 1 SLC47A1
MATE2-K Multidrug and toxin extrusion transporter 2 SLC47A2

Nazvy transportéri nemaji v ceském jazyce ekvivalenty, proto jsou uvedeny anglické nazvy. Prevzato z:

Mizuno et al. 2003. Doplnéno z: Yonezawa a Inui 2011.

Transportéry se déli na primarni, sekundarni a terciarni podle toho, jak ziskavaji
energii nutnou k transmembranovému transportu substratii. Podle tohoto kritéria jsou
ABC transportéry (MDR, MRP a BCRP) povazovany za primarni transportéry,

ziskavajici energii nutnou k transportu hydrolyzou ATP (Schinkel a Jonker 2003,
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Mizuno et al. 2003). Sekundarni a terciarni transportéry, napt. OAT, OATP, NTCP,
OCT, OCTN a PEPT ziskavaji energii z kotransportu nebo antiportu iont nebo jinych
latek (Mizuno et al. 2003). Podle sméru transmembranového transportu jsou
transportéry déleny na tzv. ,,uptake® transportéry prendsejici substraty do bunky (napf.
OCT nebo OATP transportéry) a na ,,efluxni* transportéry vypuzujici substraty z bunky
(ABC transportéry) (Muller a Fromm 2011). Podle epitelialni lokalizace se transportéry
V hepatocytech, renalnim a stievnim epitelu, hematoencefalické, hematolikvorové a
placentarni bariéte je znazornéna na obrazku 8.

Indukce nebo inhibice transportéri piendSejicich 1éciva je dulezitym

mechanismem lékovych interakci (Muller a Fromm 2011).

Placenta

Hematoencefalicka
bariéra

hematoencefalické, hematolikvorové a placentarni bariéite. Modifikovano dle: Tsuji 2006.
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4.4.1 Transportér organickych kationti 1

Transportér organickych kationtd 1 (OCTI1, angl. Organic cation transporter 1,)
(struktura na obr. 9) je kodovan genem SLC22A1 a je spolu s geny kodujicimi OCT2 a
OCT3 lokalizovan v klastru na chromozomu 6 (6q26-7) (Koehler et al. 1997). Gen o
délce presahujici 36 kb s 11 exony vytvaii mRNA pro protein o 554 aminokyselinach.

Polymorfismy (SNP) OCT1 mohou vést k snizené nebo zvySené aktivité transportu

extracellular B

Obr.9 3D struktura potkaniho rOCT1. A. bo¢ni pohled, B. pohled z intracelularni strany membrany.
Molekularni struktury TEA a MPP jsou zobrazeny ve stejné Skale jako rOCT1. Barevné jsou vyznaceny
aminokyseliny, které jsou lokalizovany v substrat vazebné oblasti. TEA (tertaethylamonium), MPP (1-

methyl-4-fenylpyridium) Prevzato z: Koepsell et al. 2007.

OCT1 nélezi do rodiny membranovych transportnich proteinti (SLC, solute carrier
family). OCT1 je exprimovan ve vétSin€ tkani a byl detekovan v mnoha orgénech, ale u
clovéka je nejvice zastoupen v jatrech, kde je lokalizovan na sinusoidalni membrané
hepatocytti (Obr. 10) (Koepsell et al. 2007). OCT1 se podili na importu, ,,uptake®,
organickych kationtovych sloucenin z krve do hepatocyti a je tedy zodpovédny za

transport fady 1é¢iv do hepatocytti (Nies et al. 2011, Zhang et al. 1997).
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Substraty OCT1

Vétsina substratti prenaSenych OCT1 transportérem jsou organické kationty a slabé
baze, které jsou pii fyziologickém pH kladné nabity, ale OCT1 je schopen pienést i
nékteré nenabité slouceniny (Koepsell et al. 2007). Transportované substraty zahrnuji
endogenni substraty (cholin, acetylcholin), 1éCiva (metformin, aciklovir, ganciklovir,
chinidin, chinin, derivaty platiny) a také modelové latky (1-methyl-4-fenylpyridium,
MPP a tertacthylamonium, TEA). Né¢ktera 1€¢iva (antagonista glutamatového receptoru
fencyklidin, antagonisté histaminovych receptorti difenylhydramin a ranitidin, a
antidepresivum desipramin) inhibuji OCT1 transportér, ale nejsou samy pifendSeny.
Substraty, které transportuje OCT1, vykazuji vzadjemnou inhibici, ktera je kompetitivni a

koncentracn¢ zavisla (Koepsell et al. 2007).

OATP1A2

OA™
or OC*

Obr. 10.Lokalizace OCT1 a dalSich transportéri organickych kationti v hepatocytu. Zelena Sipka
vyznacuje piestup organickych kationtl z hepatocytu do sinusoidy (krevni kapilary). U OCT
transportérii je v ptitomnosti normalniho membranového potencialu (60 mV) preferovan uptake
kationtll (tlusta Sipka). OCT transportéry mohou zprostfedkovat i eflux kationtl, pokud je
itracelularni koncentrace daného kationtu asi 10x vy$§i nez extracelularni koncentrace. Pievzato

z: Koepsell et al. 2007.
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Regulace OCT1 prostiednictvim HNF4a

V promotorové oblasti genu pro OCT1 se nachazeji dva DNA responzivni elementy
(DR-2) pro HNF-4a (Saborowski et al. 2006). HNF-4a interakci s témito responzivnimi
elementy aktivuje transkripci OCT1. HNF4a je transkripcni faktor, ktery také nalezi do
rodiny nuklearnich receptorti. HNF4a spolu s dal§imi transkripcnimi faktory C/EBPa a
C/EBPp (angl. CCAAT/enhancer binding proteins a a ), HNFla (angl. hepatocyte
nuclear factor 1a) a HNF3y (angl hepatocyte nuclear factor 3y) nélezi do rodiny
transkripcnich faktori oznacovanych jako LEFT (amgl. liver-enriched transcription
factors). LEFT maji dillezitou roli v regulaci jaternich funkci a diferenciaci hepatocyti,
a také v transkripCni regulaci jaternich 1é¢iva-metabolizujicich enzymi a transportérii
(Schrem et al. 2002, Kamiyama et al. 2007, Watt et al. 2003, Rulcova et al. 2013).

Aktivace OCT1 prostfednictvim HNF4a je inhibovana chenodeoxycholovou
kyselinou prostfednictvim komponentu SHP (angl. small heterodimer partner)
transkripcniho represoru inducibilniho zlucovymi kyselinami (Saborowski et al. 2006).

Exprese OCT1 v hepatocytech se snizuje béhem cholestazy (Koepsell et al. 2007).
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5 Experimentalni ¢ast — pouzité metody a chemikalie

5.1 Chemikalie

(S)-(-)-warfarin a (R)-(+)-warfarin, dimethyl sulfoxid (DMSO), rifampicin,

dexametazon, 1a,25-dihydroxyvitamin D3, RU486, Sa-androstan-3f3-ol byly zakoupeny
od Sigma-Aldrich (ST. Louis, MO, USA), racemické 4°-, 6-, 7-, 8- and 10-

hydroxywarfariny od firmy Toronto Research Chemical (Toronto, Kanada), CITCO (6-
(4-chlorofenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd 0-(3,4-dichlorobenzyl) oxim)
od firmy BIOMOL Research, SRN. TRIZOL Reagent, Lipofectamin 2000 a médium
Opti-MEM byly zakoupeny od Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA.

Chinazolinové drivaty

Chinazolinové derivaty (tabulka 3) byly pfipraveny PharmDr. Marcelem

Spuldkem, Ph.D. ve spolupraci s Katedrou anorganické a organické chemie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.

Tabulka 3. Struktury a nazvy chinazolinovych derivati.

Kod Vzorec Mr Nazev
OH
N | o
CHP3 _ o 252,27  2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-ol
N
SH
268.33 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-

thiol
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Kod Vzorec Mr Nazev
o
\ - - - -
CHP5 \ 266,29 4-methoxy-2-(3-
N/)\©/ methoxyfenyl)chinazolin
s
\ - - - -
CHP6 d\ N 282,36 2-(3 methoxyfepyl) 4.
N/)\©/ methylsulfanylchinazolin
o
CHP7 NN 204,35 2-3 -methoxyfenyl)-4-
P propoxychinazolin
N I j
O/Y
CHPS SN 208,37 d-isobutoxy-2-(3-
P methoxyfenyl)chinazolin
N I j
O/\/
CHP9 SN 292,33 4-allyloxy-2-3-
P methoxyfenyl)chinazolin
N
347 39 4-benzyloxy-2-(3-

methoxyfenyl)chinazolin
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Kod Vzorec Mr Nazev
o
CHP11 SN . 280,32 4-ethoxy-2-(3-
P 3 methoxyfenyl)chinazolin
N I j
N
CHP13 q/ N 160.17 3-methyl-3,4-dihydrochinazolin-4-
| CHs; on
o
™
CHP14 | N Q 236,27 3-benzyl-3,4-dihydrochinazolin-4-on
|
o
N
()
CHP18 N 235,28 4-benzylaminochinazolin
HN\Q
N\YC\O 4-butylamino-2-(3-methoxyfenyl
CHP19 | ! 307,39 Htylamino-2 ( methoxyleny )-
N CH4 chinazolin
HN\/\/
S C ~0 4-isobutylamino-2-(3-
CHP20 Qf N (|3H3 307,39 methoxyfenyl)-chinazolin
A
N\Yj\o 4-benzylamino-2-(3-methoxyfenyl
CHP21 | : 341,41 enzylamino- ( methoxyfeny )-
_N CH3 chinazolin
HN\Q
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Kod Vzorec Mr Nazev
N. /( ]\
| i 2-(3-methoxyfenyl)-4-[2-(piperidin-
CHP22 N CHs 362,47 F ey L DI
1-yl)ethylamino]chinazolin
HN\/\N
o
. @N 3847 2-(3-methoxyfenyl)-4-
i pentylsulfanylchinazolin
~0
@;:;\/ij
ZN 4-hexylsulfanyl-2-(3-
22 S.. 352,49 methoxyfenyl)chinazolin
e
1
23 308,40 4-allylsulfanyl-2-(3-

methoxyfenyl)chinazolin
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Kod Vzorec Mr Nazev

O
M
w o L A6 hovsfenyl)hinazolin
]

5.2 Bunécné linie

Bunééné linie HepG2 a MZ-Hepl jsou adherentni linie odvozené
z hepatocelularniho karcinomu, linie LS174T je odvozena z adenokarcinomu tlustého
stieva a jako jedna z mala z lidskych bunéénych linii obsahuje inducibilni CYP3A4 a
relativné vysokou expresi PXR (Burk et al. 2005, Cerveny et al. 2007). Buné¢na linie
COS-1 je adherentni linie odvozena z bun¢k ledvin kockodana zeleného (Chlorocebus
sabaeus), byla ziskana z bunék CV-1 imortalizaci defektnim virem SV40, ktery je
schopen produkovat T antigen, ale neni schopen genomické replikace. Bunécné linie
HepG2, LS174T a COS-1 byly zakoupeny z Evropské kolekce bunéénych kultur
ECACC (European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK). Linie HepG2, MZ-
Hepl, LS174T a COS-1 byly kultivovany v DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium), ke kterému bylo pfiddno 10% fetadlniho hovéziho séra (FBS), 1% sodium
pyruvatu a 1% neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich) (detailni informace jsou
v piiloZenych publikacich). VSechny linie byly kultivovany bez pfitomnosti antibiotik a
nebyly pouzivany déle nez do 25. pasaze. Experimenty byly provedeny v médiu bez
fenolové Cervené (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) se stripovanym FBS. Finalni
koncentrace rozpoustédla DMSO v médiich bunéénych kultur ve vsech experimentech
byla 0,1% (v/v).

Primarni kultury lidskych hepatocyta. Hepatocyty byly izolovany z jaternich
segmentd, ziskanych lobektomii z dospélych pacientil, provadénou z 1écebnych divodi

nesouvisejicich s naSim vyzkumem. Vzorky lidskych hepatocytl pro studii zabyvajici se
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interakcemi warfarinu s PXR byly ziskany ze dvou pacientti: LH 28 (zena, 69 let) a LH
29 (Zena, 46 let). Izolace hepatocytti byla provedena na pracovisti Prof. RNDr. Zdenka
Dvoraka, Ph.D. z Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Odbér a
zpracovani biologického materiali byly provedeny v souladu s pozadavky piislusné
etické komise. Izolace a kultivace hepatocytd je popsana v publikacich Cerveny et al.
2007, Svecova et al. 2008. Hepatocyty byly z davodu stabilizace 48 h pied experimenty
kultivovany v médiu bez séra. Pro dal$i experimenty byly také pouzity komeréné
dostupné kultury lidskych primarnich hepatocyti (Biopredic International, Rennes,

Francie).

5.3 DNA konstrukty

p3A4-luc reportérovy plazmid obsahujici dvé dilezitd regulacni mista
lidského genu CYP3A4. Konkrétné plazmid obsahuje sekvenci
bazalniho promotoru (-361/+53) s vazebnym mistem pro PXR
(ER6) a distalni, tzv. Xenobiotic Responsive Enhancer Module
(XREM) lokalizovany mezi bazemi -7835 a -7208 promotoru

CYP3A4 genu.
pSG5-hPXR expresni plazmid pro nuklearni receptor PXR
pRL-TK expresni vektor pro Renilla luciferazu — normalizace metody a

transfekce bunék.
pGL5-luc reportérovy plazmid obsahujici pét vazebnych mist GAL4
pM-GAL4-PXRwt  fuzni konstrukt pro wild type PXR

pM-GAL4-PXRmut(S247W/C284W) fazni konstrukt pro konstitutivné aktivni
S247W/C284W dvojité mutovany nuklearni receptor PXR

pVP16-SRC-1 fazni expresni konstrukt pro koaktivator SRC-1

pSG-hGRa expresni plazmid pro glukokortikoidni receptor

pCR3-CAR expresni plazmid pro nuklearni receptor CAR

p(ER6)s-tata-luc reportérovy plazmid obsahujici tii sekvence ER6 odvozené

z CYP3 A4 promotoru s vazebnymi misty pro CAR
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GAL4-CAR-LBD

pTCMV2-CAR3

pBREM/2B6-luc

hCAR-C/pACT

hCAR-N/pBIND

fazni plazmid pro GAL4 vazebnou doménu a ligand vazebnou

doménu CAR
expresni plazmid pro nuklearni receptor CAR3

reportérovy plazmid obsahujici sekvence phenobarbital-

responsive enhancer modul promotoru CYP2B6

fazni plazmid kodujici VP16 aktivaéni doménu a C-terminalni

region CAR

fazni plazmid koédujici GAL4-DNA vazebnou doménu a N-

terminalni region CARu
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5.4 Molekularné biologické metody

5.4.1 Metoda gene reporter assay

Rlzné reportérové systémy jsou Siroce pouzivany ke studiu genové exprese
eukaryot a bunécné fyziologie. Vyuziti nachdzeji téz ve studiu receptorové aktivity,
transkrip¢nich faktort, intracelularni signalizace a mRNA processingu.

Princip metody spociva ve vlozeni plazmidové cirkularni DNA do buiiky, ktera
obsahuje regulacni oblasti a ¢cDNA pro reportérovy gen (v nasem ptipad¢ Firefly
luciferazu), ktery je regulacnimi oblastmi plazmidu a s nimi interagujicimi bunénymi
transkripcnimi faktory transkribovan na mRNA. Po transkripci a translaci reportérového
genu je jeho exprese detekovana enzymatickou reakci nebo chemiluminiscenéné.
Soucasné muze byt do bunky vloZen transkripéni faktor (naptiklad nuklearni receptor)
interagujici s regula¢nimi oblastmi reportérového plazmidu pomoci expresniho vektoru
s patfi¢nou kodujici DNA (Allard a Kopish 2008, Rulcova 2009).

Dualni reportéry se bézné pouzivaji ke zvySeni ptresnosti. Termin ,,dudlni
reportér se odkazuje na simultanni expresi a méteni dvou individuéalnich reportérovych
enzymi v jednom systému. ,,Experimentalni® reportér je vztazen k efektu specifickych
experimentdlnich podminek, zatimco aktivita kotransfekovaného ,kontrolniho*
reportéru poskytuje vnitini kontrolu, ktera slouzi jako zdkladni odpovéd’. Normalizace
aktivity experimentdlniho reportéru k aktivit¢ vnitfni kontroly minimalizuje
experimentalni variabilitu, zptisobenou rozdily v bunécéné viabilit¢ nebo efektivité
transfekce. Ostatni zdroje variability, jako rozdily v pipetovanych objemech, efektivita

bunécné 1yze, mohou tak byt eliminovany.

Princip Dual-luciferase reporter metody

Aktivita firefly (svétluska Photinus pyralis) a Renilla (Renilla reniformis)
luciferaz je métena nasledné v jednom vzorku. Firefly luciferazovy reportér je métren
jako prvni pfidanim Luciferase Assay Regentu II a generovanim stabilizovaného
luminiscen¢niho signalu. Po kvantifikaci luminiscence je signal ,,zhasnut® ptfiddnim
Stop&Glo Reagentu a soucasné je iniciovana reakce Renilla luciferazy ptidanim
substratu pro Renilla luciferazu. Vzhledem k tomu, ze Firefly a Renilla luciferazy maji

odlisny evolu¢ni ptivod, obsahuji rizné enzymové struktury a maji odlisné substratové
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pozadavky. Tyto rozdily umoziuji selektivni rozliSeni mezi jejich piisluSnymi
bioluminiscen¢nimi reakcemi. Tak mize byt pii pouziti Dual-luciferase reporter assay
inhibovana luminiscence reakce Firefly luciferazy a soucasné aktivovana luminiscence
reakce Renilla luciferazy.

Firefly luciferdza je monomerni protein, ktery nevyzaduje posttransla¢ni

modifikaci pro enzymatickou aktivitu. Plasobi tak jako genovy reportér ihned po
translaci. Emise fotonu je dosazeno béhem oxidace luciferinu v reakci vyzadujici ATP,
Mg®" a O,. Vysledkem je generovani zablesku, ktery rychle slabne po smichani enzymu
a substratu.

Renilla luciferdza je monomerni protein, u n¢hoz obdobné¢ jako u firefly

luciferazy, neni nutnd posttransla¢ni modifikace pro jeho funkci. Luminiscen¢ni reakce
katalyzovana Renilla luciferdzou spotfebovava kyslik a koelenterazin za emise fotonu.
Zakladni vlastnosti koelenterazinu je, ze emituje nizkou uroven autoluminiscence ve
vodnych roztocich. Dual-Luciferase Reporter Assay System obsahuje chemikalie, které
redukuji autoluminiscenci na uroven, ktera neni detekovatelna (Sherf et al. 1996,

Rulcova 2009).

Transfekce

Transfekce umozniuje vneseni nukleovych kyselin do eukaryotnich bunck
pomoci lipozomi. Lipozomy jsou dvouvrstevné koloidni ¢astice obsahujici katonické
lipidy. Na zakladé elektrostatickych interakci tvofi komplex s nukleovou kyselinou a
bunécnou membranou, ¢imz umoznuji inkorporaci nukleové kyseliny do bunky.

Lipofectamine 2000 je patentovany preparat firmy Invitrogen vhodny pro
transfekci nukleovych kyselin do eukaryotnich bunék. Vykazuje vysokou efektivitu
transfekce. Komplexy DNA — Lipofectamine 2000 se ptimo piiddvaji k buiikdm
v kultivaénim médiu.

Pomér DNA (v pg):Lipofectamine 2000 (v ul) pfi pouziti pro tvorbu komplext
by mél byt 1:2 az 1:3. V dob¢ transfekce je doporucena konfluence bunck 90-95%
k dosazeni vysoké ucinnosti a exprese. Pro metodu gene reporter assay je vSak
optimalnéjsi nizsi konfluence. Pro fedéni reagencie Lipofectamine 2000 se doporucuje
Opti-MEM 1 Reduced Serum Medium, aby se piedeslo tvorbé komplexi DNA

s fetalnim sérem (Invitrogen 2005).
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5.4.2 Metoda two-hybrid assay

Savéi two-hybrid system umoznuje popis interakci mezi dvéma proteiny
v prosttedi savCi bunky. Two-hybrid systémy vyuzivaji dvé rizné domény se
specifickou funkci: DNA vazebnou doménu (DBD), ktera je schopna vazby na DNA a
aktivacni doménu (AD, angl. activation domain), ktera umoznuje aktivaci transkripce.
V two-hybrid assay jsou vytvoieny dva fizni proteiny: protein ,,ndvnada“ (angl. bait
protein, X), ktery je zkonstruovan tak, aby mél DNA-vazebnou doménu na N-konci, a
jeho potencidlni vazebny partner, ,kofist“ (angl. prey protein, Y), ktery je spojen
s aktivacni doménou. Pokud protein X interaguje s proteinem Y, jejich vazba zformuje
funkéni transkripéni faktor véazajici se na promotorovou DNA a zaroven aktivujici
transkripci reportérového genu, jehoz produkt, protein, lze detekovat. Aktivita

reportérového plazmidu je métitkem interakce mezi proteiny (viz Obr. 11).

Luciferase
— Expression

pGL4.31
(luc2P/GAL4UAS/Hygro) —{ GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 —TATA —— Firefly Luciferase +

Vector
@9

—{GAL4 | GAL4 | GAL4 , GAL4 | GAL4|—TATA ——{ Firefly Luciferase > +

GAL4 pr—

—{GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4|—TATA ——{ Firefly Luciferase > +HH++

Obr. 11 Schématické znazornéni savéiho two-hybrid systému — analyza protein-proteinovych
interakei. X,Y — bait a prey protein (napf. nuklearni receptor, koaktivator, korepresor). VP-16 —

aktivacni doména, GAL4 — transkrip¢ni aktivator. Pfevzato z: Promega 2009.

Obvyklé usporadani two-hybrid systému se sklada zjednoho vektoru
obsahujiciho DNA-vazebnou doménu - GAL4 protein, dalsi vektor obsahujici aktivaéni
doménu (nejcasteji viru herpes simplex VP16) a tieti vektor obsahujici pét GAL4
vazebnych mist umisténych pted specifickym reportérovym genem (v naSem piipadé

Firefly luciferazy) (Rulcova 2009).
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GALA4 protein je transkripni aktivator Saccharomyces cerevisiae, jeho DBD se
vaze na UASG (angl. upstream activation sequence of GAL), cast promotoru

reportérového genu, a AD aktivuje transkripci.

5.4.3 Metoda RT-PCR

Polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci — RT-PCR je laboratorni
technikou pro amplifikaci urcitého segmentu molekuly RNA. Jeji fetézec je nejprve
(reverzng) cely piepsan do komplementirni DNA a poté nasleduje amplifikace
specifické DNA pomoci PCR metody.

RT-PCR poskytuje vysoce citlivou techniku, ktera umoziuje detekovat velmi
maly pocet kopii RNA molekul. Kvantifikace specifickych RNA molekul v bunikach a
tkanich vyjadiuje miru genové exprese. Hlavni vyznam detekce mRNA konkrétniho
genu tkvi v moznosti posouzeni prvniho kroku exprese, tj. transkripce z DNA. Ve
farmakologii tak nabizi dilezitou informaci, jak sledované 1é¢ivo ovlivituje transkripci

konkrétnich genti (Micuda et al. 2007, Rulcova 2009).

PCR

Polymerase chain reaction (polymerdzova fetézova reakce) je enzymova metoda
slouzici k syntéze definovaného Useku DNA in vitro, pro n&Zz jsou k dispozici
oligonukleotidové primery komplementarni k 3’a 5'-koncovym sekvencim useku, jenz
mé byt amplifikovan. Tato metoda poskytuje az 10° nasobné pomnozeni béhem 2-3
hodin. Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je moZzné PCR pouZit pro zjisténi
pfitomnosti velmi malého mnoZstvi nukleové kyseliny ve vzorku (teoreticky by méla
staCit jedind molekula DNA nebo RNA). Zakladem uspéSné reakce je pouziti
neporusen¢ho useku DNA, ktery mé byt amplifikovan. Velmi dilezitym pfedpokladem
pro uspésnou reakci je navrzeni vhodnych primert tak, aby byla zajiSténa specifita
reakce. Primery jsou dva syntetické jednovlaknové oligonukleotidy, obvykle 17-30
nukleotid dlouhé, ohranicujici replikovany tsek. Nukleotidova sekvence cilové DNA
tedy nemusi byt zndma, ale musi byt znamé alespoil sekvence kratkych tsekl na obou
koncich cilové amplifikované DNA. Primery, které hybridizuji na obou stranach cilové

DNA, fidi syntézu novych vlaken. Jejich syntézu katalyzuje termostabilni DNA
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polymeraza (napt. Taq z termofilni bakterie Thermus aquaticus) od 5 konce ke 3 konci
(Prasa 1997, Rulcova 2009).
Jednotlivé kroky amplifikace zahrnuji:

1) denaturaci templatu: Tohoto efektu je dosazeno zvySenim teploty vzorku na

95°C. DNA je denaturovana zpravidla 1 — 5 minut. Je dulezité, aby doslo ke kompletni
denaturaci (oddéleni) obou vlaken. Jinak by totiz mohlo dojit k velmi rychlé renaturaci
celé molekuly, coz by zabranilo interakci s primery.

2) pfipojeni primert (annealing): Timto druhym stupném je vlastné renaturace,

pii niz je reakéni smés ochlazena na zvolenou teplotu, ktera se (dle teploty
charakterizujici stabilitu duplexu DNA-primer) pohybuje kolem 60°C. Teplota vhodna
pro tuto reakci zavisi na délce oligonukleotidu a na zastoupeni A-T a G-C pard (tfi
vodikové mustky fixujici G-C zvySuji stabilitu a tim denaturacni teplotu) (Rumlova et

al. 2003, Rulcova 2009).

3) extensi pfipojenych primerd DNA polymerasou: V této fazi jsou ptipojovany

jednotlivé deoxynukleotidy ve sméru 5'— 3’. Teplota je v pfipadé pouziti Taq
polymerdzy pii tomto kroku zvySena na 75°C, coz je teplotni optimum tohoto enzymu.
Vytézek je =zavisly navhodnych reakénich podminkach, které je casto tfeba

optimalizovat. Jedna se zejména o koncentraci Mg2+ iontll a annealing teplotu.

Izolace celkové RNA

Fenol-chloroformova metoda extrakce ponechava nukleové kyseliny rozpusténé
ve vodném prostiedi (pufru) a dochazi k denaturaci proteinii. Chloroform je organické
rozpoustédlo a nemisi se s vodnym roztokem bunécného lyzatu, takze se smés rozdéli
na dvé faze, horni vodnou srozpustétnymi nukleovymi kyselinami a dolni
chloroformovou. Protfepavanim dochazi k miseni fazi, pti kterém fenol srdzi proteiny
pritomné ve vodném lyzatu. Po precipitaci izopropylalkoholem a centrifugaci se vytvoii
peleta. S nukleovymi kyselinami se srazeji (koprecipituji) i soli, které zvySuji ucinnost
srazeni nukleovych kyselin a déavaji pelet¢ bilé zbarveni, a které se odmyvaji 75%
etanolem. Peleta se rozpusti v RNase free vodé. DNA se odstrani piisobenim DNézy

(Raclavsky 2004, Rulcova 2009).
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Koncentrace a Cistota RNA se stanovi spektrofotometricky. Vyhodnoceni Cistoty
se provadi na zakladé poméru absorbanci Azgo/Azg0, vyhovujici hodnoty se nachazeji

Vv rozmezi 1,8-2,0.

Reverzni transkripce

V prvnim kroku RT-PCR, n¢kdy nazyvaném ,,first strand reaction®, je vytvoren
fetézec komplementarni DNA z templdtu (matrice) messengerové RNA za pouziti
deoxyribonukleotidi (ve formé trifosfati — dATP, dCTP, dGTP a dTTP) a RNA-
dependentni DNA-polymerdzy (reverzni transkriptdzy) béhem procesu reverzni
transkripce. M-MulLV je reverzni transkriptaza izolovand z Moloneyeho mySiho
leukemického viru (Moloney murine leukemia virus). Vzorek po extrakci obsahuje
celkovou RNA, tzn. mRNA, rRNA a tRNA. Molekuly mRNA maji polyA konec na
3’konci. Pro reverzni transkripci se vyuziva oligo(dT) fetézec jako primer, ktery se
navaze na polyA konec mRNA molekul a zajisti tak replikaci mRNA reverzni
transkriptazou, ktera potiebuje duplexni fetézec pro nasednuti a syntézu (Micuda et al.

2007, Priisa 1997, Rulcova 2009).

RT-PCR

Po dokonceni reverzni transkripce, tj. poté, co byla vytvofena komplementarni
DNA z plivodni jednofetézcové mRNA, je zahdjena standardni PCR. Do smési je
pfidana termostabilni DNA polymeraza (7aq), ptimé (forward-upstream) a zpétné
(reverse-downstream) DNA primery. Primery nesmi tvofit dimery ani vlasenky, tzn.
nesmi mit vzajemné komplementarni sekvence. Pro usnadnéni vazby DNA primerQ na
cDNA (annealing) je reakce zahfata na teplotu specifickou pro strukturu/sekvenci
primert (cca 50-70°C). Dalsi zahtivani (65-75°C) umoZiluje termostabilni DNA
polymerdze tvorbu dvoufetézcové DNA zprimeri navazanych na cDNA
(elongace/extenze). Reakce je poté zahtata ptiblizné na 95°C pro denaturaci a separaci
DNA fetézcii. Smés je poté opét ochlazena na teplotu, kterd umozni vazbu primerti a
cyklus se opakuje. Opakovani téchto kroka (zpravidla 40 cykli) vede k syntéze
segmentu definovaného primery, které jsou inkorporovany do nové vznikajicich
molekul. Fragmenty délky fetézce vymezené primery tvoii hlavni produkt reakce

(Micuda et al. 2007, Rulcova 2009).
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K detekci reakce se pouzivaji sondy, fluorescencni latky uvoliujici zareni
v ptfitomnosti PCR  produktu. Specifické sondy obsahuji ve své struktuie
oligonukleotidovy fetézec, kterym hybridizuji s PCR amplifikonem. Pracuji na principu
FRET (fluorescence resonance energy transfer) mezi fluorescenénim barvivem
(fluorofor) a zhaseCem (quencher) (obr. 12). Nartst fluorescenéni aktivity je zplisoben
zvySenim relativni vzdalenosti mezi molekulou fluorescen¢niho barviva a molekulou
zhasecCe. Intenzita fluorescence roste s poctem cykld a je zaznamenana analyzatorem

(real-time PCR) (Didenko 2001, Rulcova 2009).

1. Denaturation Step
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Obr. 12 Schéma RT-PCR s vyuZitim hybridiza¢nich FRET sond. Pievzato z: Gene expression, qPCR

array service 2013.

K zjisténi ovlivnéni exprese enzymil je nutné vyhodnotit kromé sledovaného
genu také expresi tzv. housekeepingového genu, ktery je exprimovan ve vSech bunkach.
Jedna se o skupinu genti kddujicich proteiny, jejichz aktivita je nezbytnd pro udrZeni

bunécnych funkci. Exprese housekeepingovych gent je v bunice stabilni bez ohledu na
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pfitomnost latek ovliviiujicich genovou expresi. Jako ptiklad lze uvést HPRT
(hypoxantinfosforibosyltransferaza), enzym metabolismu purinti. Detekce mRNA
housekeepingovych gent se také vyuziva jako interni kontroly PCR, kterou mohou
ovlivnit rozdily v mnozstvi RNA vnesené do reakce, efektivita reverzni transkripce a
amplifikace (Thellin et al. 1999, Rulcova 2009).

Pro analyzu hladiny exprese je nutné urcit linii treshold (prahovou hodnotu) a
pocet cykli C; (pocet cykli, ve kterych fluorescence dosdhne treshold hodnoty).
Vypocet relativni exprese cilového genu vztazena k referenénimu (housekeepingovému)

genu vychazi z poctu cyklu a efektivity reakce.

AC,TG (kontrola-vzorek)
_(Ere)™

R —

AC,RG (kontrola-vzorek)
(Epe)™

R relativni pomér exprese

E efektivita reakce

TG  cilovy gen (target gene)

RG  referen¢ni gen (reference gene)

AC;  rozdil v poc¢tu cykli kontroly a vzorku

(Pfaffl 2006)

5.4.4 MTS test viability/cytotoxicity

MTS test je urcen pro kolorimetrickou kvantifikaci bunééného riistu a viability.
Metoda  vyuzivd tetrazoliovou sil MTS  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium, vnitini siil) a fenazin ethosulfat
(PES). MTS pfijima elektrony od PES a to umoznuje MTS tvofit stabilni roztok. Tato
metoda je dale Siroce uZivdna ke kvantifikaci bunécné proliferace v zavislosti
na ristovych faktorech, cytokinech a nutrientech a také ke studiu cytotoxicity
chemickymi latkami.

Test je zaloZzen redukci MTS metabolicky aktivnimi bunikami za vzniku
fialového formazanu, ktery je rozpustny v kultivaénim médiu (obr. 13). Této piemény
na formazan je dosazeno prostfednictvim dehydrogenazovych enzyml v metabolicky

aktivnich bunkéch. Redukce vyzaduje pyridinové kofaktory NADH a NADPH. Protoze
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je tetrazoliova stl redukovana na formazan pouze metabolicky aktivnimi bunikami, tato

metoda detekuje vyhradné zivotaschopné bunky. Vysledny barevny roztok je

kvantifikovan spektrofotometricky pii 490 nm (Berridge et al. 2005, Promega 2012).

OCH,COOH o OCH,COOH
W Y
S \IN / N’O/
N=N @ S CH3 N_N CH
N
CHa CH3
MTS - Formazan

Obr. 13 Struktura MTS a redukovaného produktu formazanu. Pfevzato z: Promega 2012

5.4.5 Statisticka analyza

Analyza rozptylu (ANOVA) a Dunettiv test byly pouzity pro statistické

vyhodnoceni dat z metody gene reporter assay a two-hybrid assay pomoci softwaru

GraphPad Prism. Statistickd vyznamnost na trovni p<0,05 je vyznacena *, p<0,01

vyznacena **, p<0,001 je vyznaCena***.

je
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6 Cile prace

1. Studium interakci warfarinu a jeho enantiomerti s pregnanovym X receptorem
v transkripéni regulaci biotransforma¢niho enzymu cytochromu P450 CYP3A4
v hepatomové linii HepG2 a v primarnich lidskych hepatocytech.

2. Studium regulace organického kationtového transportéru OCT1 prostiednictvim
indukce HNF4a glukokortikoidnim receptorem v primarnich lidskych hepatocytech a

v hepatomovych liniich HepG2 a MZ-Hepl.

3. Hledani ligandii konstitutivniho androstanového receptoru ze skupiny

chinazolinovych derivati
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7 Vysledky a diskuze

Kapitola vysledky a diskuze je dé€lena na tfi Casti. Prvni Cast shrnuje vysledky
tykajici se stereoselektivnich interakci enantiomert warfarinu s PXR a vliv téchto
interakci na genovou regulaci hlavnich 1é¢iva metabolizujicich enzymu (vice informaci
v priloze P1). Druhda ¢ast shrnuje vysledky tykajici se regulace OCTI
glukokortikoidnim receptorem prostiednictvim HNF4a (vice informaci v piiloze P2).
Ve tieti ¢asti jsou predlozeny vysledky zabyvajici se hledanim novych ptimych ligandt

CARu z nové syntetizovanych derivatt chinazolinu.

7.1 Vliv stereoselektivnich interakci enantiomeru warfarinu s PXR na

genovou regulaci hlavnich 1é¢iva metabolizujicich enzymi

Warfarin  je  antikoagulans Siroce pouzivané vterapii a  prevenci
tromboembolickych ptihod (Rettie a Tai 2006). Warfarin ma uzky terapeuticky index a
Sirokou interidividualni variabilitu, hlavné diky genetickym polymorfismim CYP2C9 a
VKORCI (vitamin K epoxid reduktdzovy komplex 1) geni. Terapie warfarinem i titrace
davek je do zna¢né miry nepiedvidatelnd a predstavuje riziko krvaceni z predavkovani
nebo naopak tromboembolické komplikace pfi nedostatecném davkovani.

V praxi se podava racemickd smés R a S enantiomerti warfarinu, pficemz za
hlavni podil terapeutického efektu je zodpovédny S enantiomer (Kaminski a Zhang
1997). V této studii jsme se zamétili na otazku, zda R a S enantiomery warfarinu
interaguji s PXR a jeho prostfednictvim transaktivuji enzymy cytochromu P450
CYP3A4, CYP2C9, CYP2B6 a P-glykoprotein v kultufe primarnich lidskych
hepatocytti, hepatocelularni linii HepG2 a stifevni linii LS174T. Interference warfarinu
s metabolickymi (nebo transportnimi) aktivitami cilovych genii prostfednictvim PXR
muze zpusobovat farmakokinetické 1ékové interakce vedouci k toxicité¢ a nezddoucim

ucinkiim, nebo naopak selhani terapie u 1€¢iv podanych soucasné s warfarinem.
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Transaktivace CYP3A4 luciferazového reportérového konstruktu R-, S- a

racemickym warfarinem

Ke zjisténi, zda R-, S-warfarin a racemickd smés enantiomeri warfarinu
transaktivuji promotor genu CYP3A44 prostfednictvim PXR, jsme zvolili metodu gene
reporter assay (obr. 14). V tomto experimentu byl do bun¢k linie HepG2 pomoci
transfekce vnesen PXR expresni plazmid a CYP3A44 luciferazovy reportérovy plazmid.
Zjistili jsme, ze po 24 hodinové inkubaci R-warfarin v koncentraci 20 uM signifikantné
aktivuje CYP3A44 promotor. S-warfarin a racemat vykazuji aktivaci reportérového
plazmidu v mensi mife v porovndni s R-warfarinem. S-warfarin signifikantn¢ aktivoval
reportérovy konstrukt az pti koncentraci 50 uM. Mira aktivace u racematu se pohybuje

mezi hodnotami aktivace S a R enantiomeru warfarinu (Rulcova 2009).

Gene reporter assay p3A4-luc
6
O~ S-Warfarin
**
54 = R-Warfarin

1} R/S-Warfarin (racemate)

fold activation

a

0+ v ————r—rrT v —rrr)

1 10 100
concentration (pM)

Obr. 14 Vliv enantiomerd warfarinu na transaktivaci promotoru CYP3A4 luciferazového
reportérového konstruktu prostifednictvim PXR. Do bun¢k linie HepG2 byly transfekei
vneseny PXR expresni plazmid, p3A4-luc reportérovy plazmid a pRL-TK kontrolni plazmid,
pouzity pro normalizaci transfekce. Bufiky byly inkubovany 24 h sS-, R- a racemitem
warfarinu. Po inkubaci byly buiky lyzovany a byly analyzovany aktivity firefly i Renilla
luciferazy. Data reprezentuji primér ze tii experimentll = SD a jsou vyjadiena jako nasobek

aktivace luciferazové aktivity v poméru ke kontrole (0,1% DMSO). ¥*P<0,05, **P<0,01.
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Identifikace R-warfarinu jako ligandu PXR

Ke zjisténi, zda R- a S- warfarin interaguji s LBD PXR, jsme pouzili metodu
savéi two-hybrid assay, pomoci které jsme testovali vliv enantiomerii warfarinu
na konstitutivné aktivni S247W/C284W dvojité¢ mutovany PXR konstrukt v porovnani
s wild-type PXR expresnim plazmidem. Do buné¢k linie HepG2 byly transfekci vneseny
fazni plazmidy pM-GAL4-PXRwt nebo pM-GAL4-PXRmut s VP-16-SRC fiznim
plazmidem a reportérovy plazmid pG5-luc. Jako prototypovy ligand PXR jsme pouzili
rifampicin. Z obrazku 15 je patrné, ze R-warfarin v koncentraci 50 pM signifikantné
aktivuje reportérovy plazmid pG5luc prostiednictvim GAL4-PXRwt fizniho konstruktu
(1,6-nasobek aktivace, P<0,5). S-warfarin neaktivuje signifikantné tento konstrukt. Ani
jeden enantiomer warfarinu neaktivoval mutovany PXR v porovnani s kontrolou.
Z téchto vysledkt vyplyva, Ze R-warfarin interaguje s LBD PXR. R- i S-warfarin se
v buiikach HepG2 akumuluji ve stejném mnozstvi (Malakova et al. 2009), takze
vysledky v naSem experimentu nejsou ovlivnény rozdilnym vstupem enantiomerit do

bunék.

Two-hybrid assay
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Obr. 15 Identifikace R-warfarinu jako ligandu PXR pomoci metody sav¢i two-hybrid assay. Fazni
expresni konstrukty pM-GAL4-PXRwt nebo pM-GAL4-PXRmut(S247W/C284W) byly

transfekovany s VP16-SRC-1 fuznim plazmidem a pGSluc reportérovym plazmidem do bunék
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HepG2. Buiky byly inkubovany 24 h s 50 uM R-, S-warfarinem nebo rifampicinem jako
prototypovym ligandem PXR. Po inkubaci byly buiiky lyzovany a nasledné analyzovana firefly a
Renilla luciferazova aktivita. Data reprezentuji prumér ze t¥i experimentd + SD a jsou vyjadfena
jako nasobek aktivace luciferdzové aktivity v poméru ke kontrole (0,1% DMSO). *P<0,05,
**P<0,01.

Enantiomery warfarinu jsou odliSné metabolizovany stereoselektivnim
metabolismem (Kaminski a Zhang 1997). Hlavni kroky biotransformace warfarinu
prostiednictvim cytochromu P450 vedou ke vzniku monohydroxylovanych metabolita
(Kaminski a Zhang 1997). S-warfarin je v terapeutickych koncentracich metabolizovan
pfevazné CYP2C9 na 7- a 6-hydroxymetabolity, zatimco R-warfarin metabolizuji
hlavné¢ CYP3A4 a CYP1A2 za vzniku 4'-, 6-, 8- a 10- hydroxymetabolitd (Kaminski a
Zhang 1997, Miller et al. 2009). Zamétili jsme se tedy také na studium vlivu

hydroxymetaboliti warfarinu na indukci cilovych genti PXR.

Hydroxywarfariny transaktivuji CYP3A4 luciferazovy reportérovy konstrukt

prostiednictvim PXR

Pomoci metody gene reporter assay provedené v HepG2 bunkach jsme
zkoumali, zda hydroxywarfariny interaguji s PXR v transaktivaci CYP3A4. Zjistili
jsme, Ze 4’-, 7-, 8- a 10-hydroxymetabolity warfarinu signifikantné aktivuji reportérovy
konstrukt, jak je patrné na obrazku 16. 7-, 8- a 10-hydroxywarfarin se dokonce ukazuji
jako ucinngj$i aktivatory nez R-warfarin v ekvimolarnich koncentracich. 6-
hydroxywarfarin neaktivoval signifikantné reportérovy konstrukt, a proto jsme jej

nezahrnuli do dalSich experimentl provedenych v primarnich lidskych hepatocytech.
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Obr. 16 Vliv hlavnich metaboliti warfarinu na transaktivaci CYP3A4 promotor luciferazového
reportérového konstruktu prostfednictvim PXR. HepG2 bunky byly transfekovany PXR
expresnim plazmidem s p3A4-luc reportérovym plazmidem a pRL-TK kontrolnim plazmidem
pouzitym pro normalizaci transfekce. Bufiky byly inkubovany 24 h s 10 a 25 uM enantiomery
warfarinu, hydroxywarfariny a 10 uM rifampicinem. Po inkubaci byly bunky lyzovany a
probéhla analyza firefly i Renilla luciferazové aktivity. Data reprezentuji primérné hodnoty + SD
tii experimentdl a jsou reprezentovany jako nasobek aktivace luciferazové aktivity v poméru ke

kontrole (0,1% DMSO). *P<0,05, **P<0,01.

Vliv R-, S- a racemického warfarinu na expresi CYP344 mRNA v kultufe
primarnich lidskych hepatocyti a LS174T bunécné linii

V téchto experimentech jsme se zaméfili na studium vlivu R- a S-warfarinu na
expresi CYP344 mRNA v primarnich lidskych hepatocytech a v bunécné intestinalni
linii LS174T pomoci metody qRT-PCR. Zjistili jsme, Ze R-warfarin signifikantné zvysil
expresi CYP344 mRNA v lidskych primarnich hepatocytech (Obr. 17). Navic R-
warfarin signifikantné indukoval expresi dal§iho cilového genu, a to CYP2C9 (Obr. 17
C). S-warfarin indukoval expresi mRNA CYP344 a CYP2C9 v mensi mife a tato
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indukce nebyla signifikantni ve vSech kulturach lidskych primarnich hepatocytech.
Diulezitym zjisténim je, ze 10-, 4’- a 7-hydroxywarfarin signifikantn¢ indukovaly
mRNA genit CYP344 a CYP2C9 v lidskych primarnich hepatocytech (Obr. 17 C). 10-
hydroxywarfarin vykazuje vyssi induk¢ni aktivitu nez jeho parentni latka R-warfarin.
Lze tedy shrnout, ze 10-, 4’- a 7- hydroxymetabolity warfarinu jsou ligandy PXR a
indukuji jeho cilové geny. Rifampicin, R- i S-warfarin navic indukovaly expresi mRNA
dalsich genti regulovanych prosttednictvim PXR, a to CYP2B6 a MDR/P-glykoproteinu,

ale signifikantni indukci 1ze pozorovat pouze u rifampicinu (Obr. 17 C).
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Obr. 17

Vliv R-, S- a racemického warfarinu na expresi CYP3A4, CYP2C9, CYP2B6, CYP1Al a
MDR1 mRNA v primarnich lidskych hepatocytech. Tii kultury primarnich lidskych
hepatocytt (A-C) byly 24 h inkubovany s enantimery warfarinu, racematem warfarinu a 4’-, 7-,
8- a 10-hydroxymetabolity warfarinu. Po inkubaci byla izolovana celkova RNA a kvantifikace
mRNA byla provedena pomoci metody qRT-PCR. Uginky testovanych latek na cilové geny jsou
vyjadfeny jako nasobky exprese mRNA vztazené ke kontrole (bunky inkubované s 0,1%

DMSO). Data reprezentuji primér tii experimentd £ SD. * P<0,05, **P<0,01 a *** P<0,001.

V experimentu, ve kterém byla pouzita bunécna linie LS174T, je mozné po 48 h

inkubaci s 50 a 25 pM R-warfarinem pozorovat indukci CYP344 mRNA (7- a 4-
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nasobek, P<0,05), zatimco S-warfarin signifikantn¢ indukoval CYP344 mRNA pouze
v koncentraci 50 uM (Obr. 18).
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Obr. 18 Vliv R-, S- a racemického warfarinu na expresi CYP3A4 mRNA v bunééné linii LS174T.
Bunky linie LS174T byly inkubovany 48 h s 10 uM enantiomery warfarinu a rifampicinem. Po
inkubaci byla izolovana celkovd RNA a kvantifikace mRNA byla provedena pomoci metody
gRT-PCR. Uginky testovanych latek na CYP3A4 mRNA jsou vyjadieny jako nasobky exprese
mRNA vztazené ke kontrole (buniky inkubované s 0,1% DMSO). Data reprezentuji pramér tii

experimentl = SD. * P<0,05, *** P<(,001.

Zjistili jsme, Ze 10- a 4’-hydroxywarfariny vykazuji vysoky potencial indukovat
CYP3A4 a CYP2C9 v primarnich lidskych hepatocytech, a tudiz 10- a 4'-
hydroxymetabolity R-warfarinu mohou byt G€innymi ligandy PXR. Tento fakt je
dalezity proto, Ze 10- a 4’-hydroxywarfariny a R-warfarin samotny maji schopnost
inhibovat CYP2C9 v klinicky relevantnich plazmatickych koncentracich (Jones et al.
2010), 10-hydroxywarfarin je druhy nejcastéji se vyskytujici metabolit v plazmé
(Locatelli et al. 2005), CYP3A4 vykazuje Sirokou inter- a intraindividudlni variabilitu

exprese a aktivity v populaci. Navic CYP1A1 a CYP1A2 piispivajici k metabolismu R-
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warfarinu na 6- a 8-hydroxymetabolity, jsou inducibilni enzymy prostfednictvim AhR.
R-warfarin je také metabolizovan polymorfnimi a Siroce variabilnimi izoenzymy P450
CYP2C8, CYP2C18, CYP2C19 a CYP3AS. VSechna tato fakta poukazuji na vysoky
potencial vzniku farmakokinetickych l€kovych interakci zptisobenych R-warfarinem,
pokud je warfarin podavan jako racemat, a také variabilitu biotransformace S-warfarinu
zpusobenou R-warfarinem. Nabizi se otazka, zda by pouziti S-warfarinu spole¢né
s genotypizaci CYP2C9 a VKORCI byla bezpecnéjsi varianta antikoagulacni terapie
v souvislosti s nepfedvidatelnymi a nezadoucimi farmakokinetickymi Iékovymi
interakcemi, nez dosavadni pouzivani racematu warfarinu. Tato hypotéza ovSem
vyzaduje dal$i preklinické in vivo testy se zvifecimi modely, napf. my$ s knock-
outovanym Pxr, nez by byla vzata v tivahu pro klinicky vyzkum a farmakoterapii.

V této studii jsme zkoumali vliv enantiomeri warfarinu a jeho metabolith
v klinicky relevantnich koncentracich. Primérné plazmatické koncentrace R- a S-
warfarinu jsou 3,1 a 1,6 uM (Locatelli et al. 2005). V jiné studii byly zjiStény
koncentrace v plazmé cpn,x R- a S-warfarinu 2,9 a 2,8 uM (McAleer et al. 1997).
Maximadlni plazmatické koncentrace 10- a 7-hydroxymetabolitii dosahuji hodnot 1,5 uM
(Locatelli et al. 2005). Piedpokladame tedy, Ze po peroraln€¢ podané jednotlivé davce
muze byt koncentrace enantiomertt warfarinu v hepatocytech dostatecna k tomu, aby
vyvolala indukci enzymi cytochromu P450. Vychazime z faktu, Ze 1é¢iva dosahuji po
peroralnim podani vysSich koncentraci v portalni Zile, nez systémové cirkulaci (Kwan
1997). Na druhou stranu, metabolity warfarinu pravdépodobné nedosahuji dostatecnych

plazmatickych koncentraci, aby byly schopné ovlivnit expresi cilovych genii PXR.

7.2 Regulace OCT1 glukokortikoidnim receptorem prostrednictvim
HNF4«a

Transportér OCT1 je exprimovan pouze v normalnich lidskych hepatocytech a
jeho exprese je regulovana hlavné prostfednictvim HNF4a (Saborowski et al. 2006).

Ve spolupraci s Dr. Lucii Krausovou jsme studovali vliv GR na aktivaci a
inhibici HNF4a v kultufe primérnich lidskych hepatocytti. Vliv aktivace GR na expresi
HNF40. mRNA uz byl popsan. Indukce HNF4a mRNA dexametazonem byla zcela
inhibovéana antagonistou glukokortikoidniho receptoru RU486 (Vrzal et al. 2009).
Zvyseni exprese HNF40 mRNA glukokortikoidy byla popsana v potkanich i
v primarnich lidskych hepatocytech (Onica et al. 2008, Oyadomari et al. 2000), ale
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Onica et al. (2008) neprokazali indukci exprese HNF4a na trovni proteinu. Prokazali
jsme indukci exprese HNF4a proteinu v lidskych primarnich hepatocytech po 48 h
inkubace s dexametazonem (Rulcova et al. 2013), coz je vrozporu s diive
publikovanymi daty (Onica et al. 2008). Tento rozpor miiZze byt zpiisoben
interindividudlni variabilitou v odpovédi na aktivaci GR.

RNA interference s pouzitim HNF4a-siRNA ovliviluje expresi Iékovych
transportérti, z nich nejvice expresi OCT1 (Kamiyama et al. 2007). Stimulace
transkripéni aktivity HNF4a by tedy mohla primarné ovlivnit expresi a transport
kationtovych substrati do jater. Proto jsme se v této studii zaméfili na otazku, zda
glukokortikoidy mohou nepfimo indukovat genovou expresi OCT1 prostiednictvim

upregulace HNF4a zprostiedkované glukokortikoidnim receptorem.

Dexametazon indukuje expresi OCT1 v primarnich lidskych hepatocytech.

Nasledujici experiment byl proveden ve spolupraci s Dr. Lucii Krausovou. Ctyfi
kultury priméarnich lidskych hepatocytd byly kultivovany s glukokortikoidem
dexametazonem (Dex 100 nM), RU486 (1 uM, mifepriston, antagonista GR),
kombinaci dexametazonu a RU486, a to bud ve standardnim Isom médiu
s glukokortikoidy (+Dex médium), nebo v médiu bez glukokortikoidi (-Dex médium).
Z obr. 19 je patrné, ze RU486 signifikantné potlacil expresi OCTI mRNA ve vSech
¢tyfech kulturdch primarnich lidskych hepatocytti kultivovanych ve standardnim +Dex
médiu. V —Dex médiu dexametazon signifikantné indukoval expresi OCTI mRNA, a
tato indukce byla potlacena RU486. RU486 samotny nemél zadny efekt na expresi
OCTI mRNA v primarnich lidskych hepatocytech kultivovanych v —Dex médiu.
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Obr. 19 Vliv dexametazonu na expresi OCT1 mRNA. Ctyfi kultury primarnich lidskych hepatocytt
(A-D) byly kultivovany 16 h ve standardnim Isom médiu (+Dex médium) nebo v médiu bez
dexametazonu (-Dex médium) a nasledné inkubovany 24 h s 1 pM RU486, 100 nM Dex,
kombinaci dexametazonu a RU486 nebo 0,1% DMSO. Po inkubaci byla izolovana celkova RNA
a kvantifikace mRNA byla provedena pomoci metody qRT-PCR. Uginky testovanych latek na
OCT1 mRNA jsou vyjadieny jako nasobky exprese mRNA vztazené ke kontrole (bunky
kultivované v +Dex médiu a inkubované s0,1% DMSO). Data reprezentuji pramér tii

experimenta.

Navic dexametazon indukoval expresi OCT1 na Urovni proteinu ve tiech

kulturéch primarnich lidskych hepatocyt (Rulcova et al. 2013)

Dexametazon neindukuje expresi OCTI mRNA v bunéénych liniich odvozenych od

hepatocelularniho karcinomu.

V dalsich experimentech jsme pouzili hepatokarcinomové bunécné linie HepG2
a MZ-Hepl. Obé linie byly inkubovany 24 h s dexametazonem (Dex 100 nM), RU486
(1 uM), jejich kombinaci nebo 0,1% DMSO. Zjistili jsme, Ze dexametazon neindukuje
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expresi OCTI mRNA, ani kdyz jsou HepG2 a MZ-Hep!l bunky transfekovany s GR
expresnim plazmidem (obrazek 20A). Navic vbunkdch HepG2 neaktivoval
dexametazon ani luciferdzovy reportérovy konstrukt obsahujici sekvenci (-1649/+102)
genu OCTI s obéma DR-2 HNF4a responznimi elementy, a to ani po kotransfekci s GR

expresnim plazmidem (obrazek 20B).
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Obr. 20 Vliv dexametazonu na expresi OCT1 v bunéénych liniich MZ-Hepl a HepG2. Buikky MZ-
Hepl (A) nebo HepG2 (B) byly vindikovanych ptipadech transfekovany s GRo expresnim
konstruktem a nasledné inkubovany 24 h s dexametazonem (Dex, 100 nM), mifepristonem
(RU486, 1 uM), kombinaci dexametazonu a mifepristonu nebo 0,1% DMSO. Po inkubaci byla
izolovana celkovda RNA a kvantifikace mRNA byla provedena pomoci metody qRT-PCR.
Utinky testovanych latek na OCT1 mRNA jsou vyjadieny jako nasobky exprese mRNA

vztazené ke kontrole (buiiky inkubované s 0,1% DMSO) a nastaveny na hodnotu 1.

Dexametazon neindukuje expresi HNF4a v bunécnych liniich odvozenych od

hepatocelularniho karcinomu.

Buiiky linie HepG2 a MZ-Hepl byly inkubovany s dexametazonem (100 nM),
RU486 (1 uM), jejich kombinaci, nebo 1% DMSO. V téchto bunéénych liniich
dexametazon neindukuje HNF4a mRNA (obrazek 21). Ani kotransfekce s GR

expresnim plazmidem neméla vliv na expresi HNF4o mRNA.
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Obr. 21 Vliv dexametazonu na expresi HNF4o v bunééné linii MZ-Hepl a HepG2. Buinky Mz-Hepl
(A) nebo HepG2 (B) byly vindikovanych ptipadech transfekovany s GRo expresnim
konstruktem a nasledné¢ inkubovany 24 h s dexametazonem (Dex, 100 nM), mifepristonem
(RU486, 1 uM), kombinaci dexametazonu a mifepristonu nebo 0,1% DMSO. Po inkubaci byla
izolovana celkovda RNA a kvantifikace mRNA byla provedena pomoci metody qRT-PCR.
Utinky testovanych latek na HNF4a mRNA jsou vyjadfeny jako nasobky exprese mRNA

vztazené ke kontrole (butiky inkubované s 0,1% DMSQ) a nastaveny na hodnotu 1.

Nepozorovali jsme vliv dexametazonu na reportérovy luciferdzovy plazmid s
HNF4a responzivnimi elementy transfekovany do HepG2 a MZ-Hepl bunék.
Dexametazon neovlivnil expresi HNF4a na urovni proteinu ani v jedné z obou linii
(Rulcova et al. 2013).

Rozdily ve vlivu dexametazonu na expresi OCT1 v lidskych primarnich
hepatocytech a hepatokarcinomovych liniich, mize byt zplsoben epigenetickym
silencingem OCT1 v téchto liniich. Schaeffeler et al. (2011) zjistili, ze metylace OCT1
promotoru v hepatocelularnim karcinomu je zvySend v porovnani s normalnimi
hepatocyty. Metylace promotoru OCT1 by mohla potla¢it jeho transaktivaci
prosttednictvim GR, nicméné Zadna studie epigenetickou regulaci OCTI
v hepatokarcinomovych liniich nepopisuje. Jinym vysvétlenim by mohly byt rozdily
v signalnich kaskadach v normalnich hepatocytech a hepatokarcinomovych liniich,
které mohou mit vliv na aktivitu transkripcnich faktorti zahrnutych v regulaci OCTI.

Na zéklad¢ téchto vysledkl lze fici, ze v 1,7 kb promotorové sekvenci OCT1

genu neni zadny funkéni GR responzivni element, a OCT1 tedy nejspi§ neni piimo
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transaktivovan GR. Nelze ale vyloucit pfitomnost GR responzivniho elementu v jinych
pozicich genu OCTI. Souhrnné, data ziskana z této studie potvrzuji hypotézu, ze OCT1
je nepifimo regulovan aktivaci HNF4a prostfednictvim GR v lidskych primdrnich

hepatocytech.

7.3 Hledani ligandi konstitutivniho androstanového receptoru ze skupiny

chinazolinovych derivata

Diabetes mellitus 2. typu (DM2) je chronické onemocnéni charakterizované
nekontrolovanou hyperglykemii zptisobenou inzulinovou rezistenci v inicidlni fazi,
nasledované selhanim pankreatickych B bunck v pozdé&jsim stadiu. Potlaceni jaterni
glukoneogeneze je ucinna strategie v 1écbé DM2. V posledni dobé se vénuje pozornost
cross-talku mezi glukoneogenezi v jatrech a PXR a CAR. Napt. fenobarbital zlepSuje
glykemicky profil a zvySuje citlivost k inzulinu u pacienti s DM2 (Sotaniemi a
Karvonen 1989, Gao a Xie 2012). Nedavno byla popsana suprese glukoneogeneze
prostfednictvim CAR (Dong et al. 2009, Gao et al. 2009). Metabolicky benefit aktivace
CARu byl popsan u mysiho modelu gesta¢niho diabetu, kde podani agonisty CARu
vedlo ke zlepSeni glukdzové tolerance a gestani hyperglykémie a s ni asociované
hypertenze a proteinurie (Masuyama a Hiramatsu 2012). Mechanistickym vysvétlenim
muze byt CAR receptorem zprostiedkované potlaceni klicovych transkripénich faktorti
zapojenych v glukoneogenezi (Gao a Xie 2012).

K moZnému vyuziti potencidlu agonisti CARu v terapii metabolickych
onemocnéni v humdnni medicing je potieba piesné charakterizovat lidsky CAR 1 jeho
biologické funkce. VétSina informaci o tomto receptoru a jeho vlivu na metabolismus
pochézi ze studii na mySim orthologu Car a ze studii na mySich modelech. Funkce
mysiho a lidského CARu se pravdépodobné v jistych ohledech budou lisit, tak jak je
tomu napt. 1 u PXR. Pro studium a charakterizaci lidského CARu je nutné mit moZnost
pouziti ptimého ligandu, agonisty. V soucasné dobé je moznost pouZzit vin vitro
metodach ke studiu hCARu jeho piimy aktivator CITCO, tato latka je ale malo aktivni a
nevykazuje idedlni profil referencni latky (napf. nevykazuje klasicky profil davka —
ucinek). V nasledujici studii jsme provedli screening potencialnich ligandi hCARu ze
skupiny nové syntetizovanych chinazolinovych derivati, a latky z uzsiho vybéru jsme

podrobili detailnimu studiu jejich interakce s CARem.
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Vliv testovanych chinazolinovych derivati na transaktivaci luciferazového
reportérového plazmidu obsahujiciho ER6 responzivni element prostrednictvim

CAR a interakci s LBD CAR

Nasledujici dva experimenty jsme pouzili jako zakladni screening pro vSechny
testované chinazolinové derivaty ke zjisténi, zda interaguji s CAR receptorem a jeho
prostfednictvim transaktivuji reportérovy plazmid p(ER6)3-tata-luc, obsahujici tii
sekvence ER6 odvozené z CYP3A4 promotoru s vazebnymi misty pro CAR (Obr. 22 A)
a zda interaguji sLBD CARu (Obr 22 B). Ke studiu, zda testované latky
prostfednictvim CAR transaktivuji p(ER6)3-tata-luc, jsme pouzili metodu gene reporter
assay (Obr. 22 A). Bunky HepG2 byly transfekovany CAR expresnim plazmidem a
reportérovym plazmidem p(ER6)3-tata-luc. Po 24 h inkubace s testovanymi latkami
jsme pozorovali vyraznou aktivaci p(ER6)3-tata-luc u latek CHP4, CHPS5, CHP6 a
CHP12, a to v koncentracn¢ zavislém charakteru.

Pomoci metody two-hybrid assay jsme zkoumali interakci testovanych latek s
LBD CAR. Do bun¢k HepG2 byl transfekci vnesen plazmid kddujici fuzni protein
GAL4-CAR-LBD, plazmid VP-16-SRC-1 kodujici fuzni protein sloZeny z aktivaéni
domény VP-16 a koaktivatoru CARu SRC-1 a reportérovy plazmid pGLS5-luc. Po 24 h
inkubace s testovanymi latkami jsme pozorovali aktivaci reportérového plazmidu
latkami CHP3, CHP4, CHP5, CHP6, CHP10, CHP12, CHP14, CHP22 a 24. Pro
nasledujici experimenty jsme diky vysledkim téchto experimentt vybrali latky CHP4,
CHPS, CHP6 a CHP12, které transaktivovaly p(ER6)3-tata-luc reportérovy plazmid, a
soucasn¢ interagovaly s LBD CARu.
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Obr. 22 Vliv testovanych chinazolinovych derivati na transaktivaci luciferazového reportérového
plazmidu obsahujiciho ER6 responzivni element prostiednictvim CAR a interakci s LBD
CAR. A. Buitky HepG2 byly transfekovany pCR3-CAR expresnim plazmidem a pER6-luc
reportérovym luciferazovym plazmidem. Butiky HepG2 byly inkubovany 24 h s testovanymi
chinazolinovymi derivaty o koncentracich 1, 10 a 20 pM, CITCO nebo androstanolem. B.
Interakce testovanych latek s LBD CAR. Fuzni expresni konstrukt GAL4-CAR-LBD a fuzni
plazmid VP-16-SRC-1byly transfekovany s pG5luc reportérovym plazmidem do bunék HepG2.
Buiiky byly inkubovany 24 h s testovanymi latkami o koncentracich 2, 10 a 20 pM nebo s
prototypovym ligandem CAR CITCO. Po inkubaci byly bunky lyzovany a nasledn¢ analyzovana
firefly a Renilla luciferazova aktivita. Data reprezentuji pramér ze tii experimentd + SD a jsou

vyjadfena jako nasobky aktivace luciferazové aktivity v poméru ke kontrole (0,1% DMSO).
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Vliv testovanych chinazolinovych derivati na viabilitu bunék HepG2

V nasledujicim experimentu jsme zkoumali, zda testované latky vykazuji
cytotoxicky ucinek na bunéc¢né linii HepG2 pomoci MTS testu (CellTiter 96® AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay) (obr. 23). Zjistili jsme, ze po 24 h expozice
testovanych latek ve vSech pouzitych koncentracich nedoslo k vyznamnému poklesu
viability bunck. Tyto vysledky naznacuji, Ze testované chinazolinové derivaty

v

nevykazuji antiproliferativni nebo cytotoxicky uc¢inek v bunécné linii HepG2.

MTS viability assay in HepG2
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Obr. 23 MTS test viability/cytotoxicity vybranych chinazolinovych derivati v bunééné linii HepG2.
Bunky HepG2 byly inkubovany 24 h s chinazolinovymi derivaty CHP4, CHP5, CHP6, CHP12 a
latkou CITCO v indikovanych koncentracich, 0,1% DMSO a 10% DMSO, které¢ byly pouzity
jako kontroly. Bunky byly inkubovany s MTS (CellTiter96) a podrobeny analyze absorbance.
Data reprezentuji primér ze tii experimentd = SD a vyjadiuji viabilitu bun€k (100% viabilita pro

0,1% DMSO jako kontrolu).
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Transaktivace CYP3A4 luciferazového reportérového konstruktu vybranymi

chinazolinovymi derivaty

Ke zjisténi, zda vybrané chinazolinové derivaty transaktivuji promotor genu
CYP3A4 prostiednictvim CAR, jsme zvolili metodu gene reporter assay. Do bunék linie
HepG2 byl pomoci transfekce vnesen CAR expresni plazmid a CYP3A44 luciferazovy
reportérovy plazmid (obr. 24). Zjistili jsme, Ze po 24 hodinové inkubaci CH4 a CHS
aktivuji CYP3A44 promotor vyraznéji, nez CITCO, a mira aktivace je koncentratné

zavisla. CHS vykazuje aktivaci reportérového plazmidu v mensi mife.
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Obr. 24 Transaktivace  p3A4-luc  reportérového  plazmidu  chinazolinovymi  derivaty
prostiednictvim CAR. Bunky linie HepG2 byly transfekovany expresnim plazmidem pCR3-
CAR, reportérovym plazmidem p3A4-luc a kontrolnim plazmidem pRL-TK, pouzitym
k normalizaci transfekce. Buiiky byly inkubovany 24 h s vybranymi chinazolinovymi derivaty a
CITCO. Po inkubaci probghla analyza firefly i Renilla luciferazy. Data reprezentuji pramér tii
experimentll = SD a jsou vyjadiena jako nasobky aktivace luciferdzové aktivity v poméru ke

kontrole (0,1% DMSO).
Sestfihova varianta CAR3, na rozdil od wild type varianty CAR1, vykazuje nizsi

konstitutivni aktivitu, ale citlivost viici stejnym piimym ligandim CAR1 a navic neni

aktivovéana nepfimymi aktivatory typu fenobarbital (Omiecinski et al. 2011).
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CAR taktéz vykazuje jedinecné mechanismy aktivace v porovnani s ostatnimi
nuklearnimi receptory, a to jak translokaci do jadra, tak nuklearni aktivaci. Translokace
do jadra miize byt iniciovana jak nepfimymi aktivatory typu fenobarbital, tak agonisty
typu CITCO, takze translokace se povazuje za inicialni krok aktivace transkripce
prostiednictvim CAR. V intaktnich jatrech je CAR v nepfitomnosti aktivatoru
lokalizovan hlavné v cytoplazmé, ale po expozici s latkami typu fenobarbital se
akumuluje v jadru (Wang et al. 2004, Li et al. 2008). V imortalizovanych bunécnych
liniich se CAR akumuluje spontdnn¢ v jadru. Prestoze translokace neni jedinou
podminkou aktivace transkripce regulovanou CARem, do jist¢é miry spontanni
akumulace CARu komplikuje vysvétleni mechanismu aktivace CARu v metodéach
pouzivajicich buné¢né linie (Li et al. 2008).

K dal$imu studiu interakce testovanych latek s CARem jsme zvolili metody
umoziujici studovat interakci testovanych latek s CAR3 sestfihovou variantou, a tzv.
»assembly assay®, ve které se do bunck transfekci vnesou C- a N-termindlni regiony
CAR LBD a pouze v ptitomnosti piimého aktivatoru CAR se tyto domény spoji ve

funk¢ni celek schopny aktivace reportérového plazmidu.

Transaktivace @~ pBREM/2B6  luciferazového  reportérového  konstruktu

chinazolinovymi derivaty a jejich identifikace jako ligandi CAR

Pro zjisténi, zda testované chinazolinové derivaty aktivuji CAR pifimo nebo
nepiimo a jak jeho prostiednictvim transaktivuji pPBREM/2B6, jsme zvolili CARI1-
CAR3 komparativni assay s pouzitim CAR1 a CAR3 expresnich plazmidi
transfekovanych do bunék linie COS-1. Na obrazku 25 A je vidét, ze po 24 hodinové
inkubaci CHP4, CHP5 1 CHP6 transaktivuji pBREM/2B6 promotor vyraznéji, nez
CITCO, a to prostiednictvim CAR1 i CAR3. CHP6, na rozdil od CHP4 a CHP5
nevykazuje aktivaci reportérového plazmidu v koncentraéni zavislosti. Inverzni agonista
CARu androstanol v kombinaci s CITCO inhibuje aktivitu CITCO v ptipadé CARI1, ale
neinhibuje takto vyrazné aktivitu CITCO v ptipadé¢ CAR3.

K potvrzeni, ze vybrané chinazolinové derivaty aktivuji CAR pfimo, jsme
pouzili 1 metodu ,,assembly assay*, pomoci které jsme zkoumali interakci mezi N- a C-
terminalnimi regiony LBD CAR za pfitomnosti testovanych derivati. Do bun¢k HepG2
byly transfekci vneseny expresni plazmid hCAR-N/pBIND kodujici flzni protein
GAL4-DNA vazebné domény a N-terminalni region CARu, expresni plazmid hCAR-
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C/pACT koédujici fuzni protein s VP16 aktivacni doménou a C-termindlnim regionem

CARu spolecné s pG5-luc reportérovym plazmidem. Na obrazku 25 B je vidét, ze

CHP4, CHPS5 i CHP6 v koncentraci 30 uM signifikantné potencuji interakci mezi C- a

N- terminalnimi regiony CARu.

A.
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Obr. 25 Identifikace vybranych chinazolinovych derivati jako primych aktivatori CAR. A.

Transaktivace pPBREM/2B6 reportérového luciferazového plazmidu chinazolinovymi derivaty
prostiednictvim CAR1 a CAR3 variantami v bun&né linii COS-1. Buiiky linie COS-1 byly
transfekovany pCR3-CAR nebo pTCMV2-CAR3 expresnim plazmidem a pBREM/2B6-luc
reportérovym plazmidem. Buniky byly inkubovany 24 h s vybranymi chinazolinovami derivaty
v indikovanych koncentracich CITCO nebo kombinaci CITCO s androstanolem. B. Ligand

dependentni interakce chinazolinovych derivatl mezi N- a C-terminalnimi regiony LBD CAR.
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Buriky linie HepG2 byly transfekovany expresnimi plazmidy hCAR-C/pACT a hCAR-N/pBIND
a pG5-luc reportérovym plazmidem. Buiiky byly inkubovany 24 h s vybranymi chinazolinovymi
derivaty v indikovanych koncentracich a 1 a 10 uM CITCO. Po inkubaci byly bunky lyzovany a
probéhla analyza firefly i Renilla luciferazové aktivity. Data reprezentuji primérné hodnoty + SD
ti{ experimentd a jsou prezentovana jako nasobky aktivace luciferazové aktivity v poméru ke

kontrole (0,1% DMSO). *P<0,05, **P<0,01.

Vliv testovanych chinazolinovych derivati na expresi CYP2B6 mRNA v bunééné

linii HepG2 a v kultufe primarnich lidskych hepatocyti

V téchto experimentech jsme se zaméfili na studium CHP4, CHPS a CHP6 na
expresi CYP2B6 mRNA v bunééné linii HepG2 a v primérnich lidskych hepatocytech
pomoci metody qRT-PCR. Buiiky HepG2 byly transfekovany CAR expresnim
plazmidem. Po 24 h inkubaci s CHP4 Ize pozorovat signifikantni indukci CYP2B6
mRNA v koncentracich 1 i 5 uM, zatimco CHPS a CHP6 signifikantn¢ indukovaly
CYP2B6 mRNA pouze v koncentraci 10 uM (Obr. 26 A).

V experimentu, ve kterém byla pouzita kultura lidskych priméarnich hepatocytt,
jsme u latek CHP4, CHPS5 i CHP6 v koncentraci 10 pM pozorovali signifikantni indukci
CYP2B6 mRNA (Obr. 26 B).
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CYP2B6 mRNA HepG2 with CAR
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Obr. 26 Vliv testovanych derivati chinazolinu na expresi CYP2B6 mMRNA v bunééné linii HepG2 a
kultutfe lidskych primarnich hepatocyti. A. Bunky linie HepG2 byly transfekovany
expresnim plazmidem pCR3-hCAR. HepG2 (A) a primarni lidské hepatocyty (B) byly 24 h
inkubovany s vybranymi chinazolinovymi derivaty v indikovanych koncentracich a latkou
CITCO o koncentraci 10 pM. Po inkubaci byla izolovana celkova RNA a kvantifikace mRNA
byla provedena pomoci metody qRT-PCR. Uginky testovanych latek na CYP2B6 mRNA jsou
vyjadieny jako nasobky exprese mRNA vztazené ke kontrole (buiky inkubované s 0,1%

DMSO). Data reprezentuji pramér tii experimentti + SD. * P<0,05, *** P<0,001.
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Studie zabyvajici se aktivaci CARu poukazuji na jeho benefit
v charakteristickych znacich metabolického syndromu, vcetn¢ hyperglykémie,
dyslipidémie i hypertenze, coz poukazuje na zadané vlastnosti aktivace CARu jako
potencialniho terapeutického cile v metabolickych onemocnénich. Je ale nutné vzit
v potaz otazku bezpecnosti aktivatorit CARu z hlediska terapie metabolickych chorob.
Aktivace CARu fenobarbitalem nebo jeho derivatem TCPOBOP u mysi zvySuje jaterni
toxicitu paracetamolu (Zhang et al 2002). Aktivace CARu také vede k jaterni
hyperplazii (Gao a Xie 2012). Zatim neni zndmo, zda je mozné metabolicky benefit
aktivace CARu odd¢lit od jeho nezddoucich ucinkii. Mnoho chemickych latek
obsazenych v bylinnych piipravcich a polyfenoly v alkoholickych napojich aktivuji
CAR ptimo nebo nepiimo (Chang 2009, Li et al. 2009, Yao et al. 2010), a vétSina z nich
je pouzivana bez zjevné toxicity (Gao a Xie 2012).

Vzhledem k tomu, ze role CAR v regulaci 1éCiv metabolizujicich enzymu je
prozkouména na vyS$§i urovni, je nasnadé otdzka vzniku potencialnich
farmakokinetickych 1ékovych interakci aktivatori CAR se soucasné podanymi léCivy.
Dals$i nezbytnou soucasti studia aktivatori CAR bude také testovani jejich vlivu na

indukci exprese enzymil | a Il faze biotransformace.
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8 Zavér

Tato dizertatni prace v obecné Casti shrnuje soucasné poznatky z oblasti
biotransformace xenobiotik, popisuje roli nukleadrnich receptort v regulaci
biotransformacénich enzymu a lékovych transportéri, jejich roli v metabolismu lipidd a
glukozy a vénuje se 1 Iékovym transportériam.

V prvni casti experimentdlni ¢asti dizertacni prace, zabyvajici se studiem
stereoselektivnich interakci enantiomeri warfarinu s PXR a naslednym ovlivnénim
ligandem PXR a jeho prostiednictvim indukuje expresi CYP3A4 a CYP2C9 na Grovni
mRNA v lidskych primarnich hepatocytech. Naopak farmakodynamicky aktivnéjsi
S enantiomer vykazuje niz§i afinitu k PXR a méné GCinné transaktivuje cilové geny
PXR. Dale jsme ukazali, ze racemické 10-, 4'- a 7-hydroxywarfariny indukuji expresi
CYP344 a CYP2C9 mRNA v lidskych primarnich hepatocytech, a také aktivuji
CYP3A4 luciferazovy reportérovy konstrukt v bunééné linii HepG2.

Vétsina chiralnich 1€¢iv se v praxi pouzivé jako racemickéd smés dvou nebo vice

diastereoizomerti, které = mohou vykazovat rozdilné  farmakokinetické a
farmakodynamické vlastnosti. V nasi studii jsme ukazali viibec prvni ptiklad, kdy maji
enantiomery Siroce pouzivané¢ho léciva rozdilnou schopnost aktivovat PXR, dilezity
regulator biotransformacnich enzymi. Predpokladdme velky potencial R-warfarinu a
jeho metaboliti zpiisobovat farmakokinetické 1ékové interakce a navic ovlivnit
metabolismus S-warfarinu. Nabizi se otdzka, zda R-warfarin neni jen ,,enantiomerni
zatéz* v terapii warfarinem.
V experimentalni ¢asti vénujici se studiu regulace organického kationtového
transportéru OCT1, jsme zjistili, ze OCT] je transaktivovan prostfednictvim upregulace
HNF4a glukokortikoidnim receptorem v primarnich lidskych hepatocytech, zatimco
v modelovych hepatokarcinomovych liniich HepG2 a MZ-Hepl GR neovlivnil expresi
OCT1 ani HNF4a. Rozdily ve vlivu dexametazonu na indukci genové exprese OCT]1
v primarnich lidskych hepatocytech a hepatokarcinomovymi liniemi miZe zpisobovat
epigeneticky silencing OCT1 v hepatokarcinomovych liniich nebo vliv odliSnych
signalnich kaskad v normalnich hepatocytech a hepatokarcinomovych liniich na aktivitu
transkrip¢nich faktorii podilejicich se na regulaci OCT]1.

V této studii jsme zjistili, Ze dexametazon ma signifikantni vliv na indukci
OCT1 na tGrovni mRNA 1 proteinu v lidskych primarnich hepatocytech, ale OCT1

promotor v reportérovém konstruktu pfimo transaktivovan dexametazonem nebyl. V 1,7
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kb promotorové sekvenci OCT1 genu tedy neni zadny funkéni GR responzivni element,
a OCT]1 tedy nejspis neni pfimo transaktivovan GR, ale nelze vyloucit pfitomnost GR
responzivniho elementu v jinych pozicich promotoru OCT]1.

Lze tedy shrnout, ze gen SLC22A41 koédujici jaterni transportér OCT1 je
transaktivovan glukokortikoidy prostfednictvim HNF4a v primarnich lidskych
hepatocytech, ale ne v hepatokarcinomovych bunécnych liniich. Zjisténi vlivu
glukokortikoidli na akumulaci substratt OCT1 v jatrech, i na dal$i geny regulované
HNF4a vyzaduje dalsi studie.

Posledni cast experimentalni ¢asti se zabyva hledanim ligandii konstitutivniho
androstanového receptoru ze skupiny chinazolinovych derivati. 20 nové
nasyntetizovanych derivati chinazolinu jsme nejprve podrobili testu, zda transaktivuji
reportérovy promotor obsahujici tfi sekvence ER6 odvozené z CYP3A4 promotoru
s vazebnymi misty pro CAR a také jsme zkoumali, zda interaguji s LBD CAR pomoci
metody two-hybrid assay provedené na bunikach HepG2. Do dalSich experimentl jsme
vybrali tfi latky (CHP4, CHP5 a CHP6) a zjistili jsme, Ze transaktivuji CYP3A4
promotor v buitkdch HepG2 prostfednictvim CAR, transaktivuji pPBREM/2B6 promotor
v buiikdch COS-1 prostfednictvim CAR1 1 CAR3 sestfihové varianty, kterda je
aktivovana pouze piimymi ligandy. Pomoci metody two-hybrid assay jsme také zjistili,
ze CHP4, CHPS5 i CHP6 signifikantn¢ potencuji interakci mezi N- a C- termindlnimi
regiony CAR LBD v buitkdch HepG2, ¢ehoZ jsou schopny jen pfimé aktivatory CAR.
V bunkéach HepG2 transfekovanych CAR expresnim plazmidem, 1 primarnich lidskych
hepatocytech jsme pozorovali signifikantni indukci CYP2B6 mRNA po 24 h inkubaci
s testovanymi latkami. Souhrnem, tfi chinazolinové derivaty CHP4, CHPS a CHP6 jsou
pfimé aktivatory CAR, pricemz latka CHP4 vykazuje nékteré vlastnosti (napt. profil
indukce v zavislosti davka — ucinek) lepsi nez modelova latka CITCO.

Role CAR vorganizmu neni zatim zcela objasnéna pravdépodobné diky
nedostatku dobrych modelt a ligandl tohoto receptoru. Nalezeni modelového ligandu
CAR s lepSimi vlastnostmi, nez dosud pouzivané CITCO, by mohlo pomoci lépe

prostudovat funkce tohoto receptoru.
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