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Seznam pouzitvch zkratek

ABC transportéry ....... angl. ,,ATP binding casette" — skupina transportéri
(€] 30 A glukokortikoidni receptor
21 U estrogenni receptor
VDR ..ovviviemenieereenienene receptor pro vitamin D
PXR ..ooooreeriviriiinrcninnenn. pregnanovy X receptor
CAR ...oovreerecreirvnreinenns konstitutivni androstanovy receptor
PPARG, B, ¥ .covereererennen angl. peroxisome proliferative activated receptor a, B, ¥
FXR oo farnesoidni X receptor
LXR ccoooiiineceaciiennn, jaterni X receptor
ABR ..o aryl hydrokarbonovy receptor
RXR v retinoidni X receptor
DBD ....coccoierrrinraerraeens angl. DNA binding domain
LBD ..o angl. ligand binding domain
N-CoR ...coocerrvrvrrvrrannne angl. nuclear receptor corepressor
SMRT ..ovvvirriverrierrnnens angl. silencing mediator of retinoid and thyroid receptors
SRC-1 oo angl. steroid receptor coactivator-1
SXR c.orvvitierereererineriererenas angl. steroid X receptor
CYP .o cytochrom P-450
PCN Lo pregnenolon 16a-karbonitril
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SPA oeeeeeiesneeenrenesrnrsaens angl. scintillation proximity assay

CARLA ...covrrieerinsianienes angl. coactivator receptor ligand assay

ECs0 cvvevermreeeressorsssennsnsnnns efektivni koncentrace, kterd vyvold 50% maximalni u¢inek

| 0] L angl. direct repeat

ER cooovrrreveenecnenceneienenienes angl. everted repeat

HSPO0 ..o angl. heat shock protein 90

CAR-RE ... CAR responsivni sekvence

PXR-RE ..o PXR responsivni sekvence

CCRP ..o angl. CAR cytoplasmic retention protein

TCPOBOP .....cccovireenene. 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridoxyl)] benzen

MDRI ....oovririreiriesierecreen, angl. multidrug resistance protein 1

MRP2 ...t angl. multidrug resistance-associated protein 2
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Cilem mé diplomové price bylo shrnout soutasné poznatky tykajici se nukieamich
receptortl pregnanového X receptoru PXR a konstitutivniho androstanového receptoru
CAR publikované ve sv&tové odborné literatufe. Zaméfila jsem se pfedeviim na
obecnou problematiku mechanismi aktivace transkripéni regulace cilovych geni
prostiednictvim PXR a CAR, popis regula¢nich oblasti nejznaméjsich cilovych genii
interagujicich s PXR a CAR, expresi PXR a CAR v tkénich a nejduleZitéjii klinické
interakce zprostiedkované nuklearnimi receptory PXR a CAR.

Konkrétnim cilem bylo vyhledat za pouziti databazi PubMed a GeneBank ty geny
z rodiny ABC transportérti, jejichZ transkripéni regulace je Fizena receptory PXR nebo

CAR. Dile vyhledat daldi geny prvni a druhé fize biotransformace regulované

prostrednictvim nukledrnich receptorit PXR a CAR.




2. OBECNA CAST




3.1. NUKLEARNI RECEPTORY

Nuklearni receptory tvofi rodinu ,ligandem aktivovanych* transkripénich faktori,
které se podili na regulaci exprese velkého poétu genii Glastnicich se bun&éného

metabolismu.

2.2. ROZDELENI NUKLEARNICH RECEPTORU

V lidském genomu je 48 nukledrnich receptorti. Podle jejich vazebného charakteru
je miZeme rozd&lit do dvou skupin — receptory pro endokrinni hormony a sirotéi
receptory. Do prvni skupiny nuklearnich receptort patii receptory pro b&Zné endokrinni
hormony {(glukokortikoidni receptor (GR), estrogenni receptor (ER), receptor pro
vitamin D (VDR), receptor pro hormony 3titné Zlazy a dal¥f), jejichZ ligandy byly
objeveny mnohem dfive neZ receptory. Druhou skupinu tvofi receptory oznatované
jako sirotéi (angl. orphan), protoZze jejich fyziologické ligandy nebyly dosud
identifikovany (viz pfehledovy &lanek Giguere, 1999). Do této skupiny patii napiiklad
pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor (CAR), které
budou popsany dale.

Mezi dnes zndmé nuklearni receptory (viz Obrazek 1) patii receptory Gcastnici se
detoxikace a Iékovych interakci (PXR a CAR); receptory, které se zdaji byt
potencidlnim Iékovym cilem u metabolickych onemocnéni, naptiklad PPARu a v,
farnesoidni X receptor (FXR), jaterni X receptor (LXR); receptory pro &lovékem
vyrobené toxiny ze Zivotniho prostiedi (aryl hydrokarbonovy receptor (AhR);
a retinoidni X receptor (RXR), ktery pisobi bud’ jako homodimer, nebo tvoii
heterodimer s mnoha jinymi receptory (véetné PXR, CAR, PPAR, FXR, LXR a TR)
(viz pfehledovy ¢lanek Ulrich, 2003).
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Raceptor Affected biological process

Phase | drug metabolism

Phase 1l drug metabolism

Drug transporters

Bile acid metabolism
Heme biosynthasis
Cholesterol biosynthesis
Oxidative stress

Peroxisome biogenasis

Cell proliferation

Cali growth

Cell differentiation
Glucose metabolism

Lipid metabolism

Apoptosis

Obrazek1

Agonisté nuklearnich receptori reguluji transkripci genti riznych biologickych procesu.
Mezi receptory je mnoho prekryvii a agonisté dasto reaguji s vice receptory. RXR mize
Pfimo ovlivnit transkripci, ale velkd &ast jeho u&inkd se projevi prostfednictvim

heterodimeru s jinymi receptory (pfevzato a upraveno podle préace Ulricha, 2003).

11




2.3. STRUKTURA NUKLEARN{CH RECEPTORU
e —————— e

Nukledrni receptory maji spoleCnou obecnou strukturu, kterou tvofi proménliva
doména zakon¢end aminoskupinou (N-konec), doména vazajici specifické sekvence
DNA (angl. DNA binding domain; DBD) z pfiblizn€ 70 aminokyselin, a ligandy
vézajici doména (angl. ligand binding domain; LBD) zakon&enid karboxylovou

skupinou (C-konec), ktera se sklada pfiblizn€ z 250 aminokyselin.

2.4. AKTIVACE NUKLEARNiICH RECEPTORU

Aktivace nuklearnich receptort je komplikovany proces, kterého se ¢astni ligandy,
korepresorové proteiny, koaktivatory a dal3i proteiny. Ligandy nukledrnich receptorii
jsou malé a lipofilni, a proto mohou difundovat do buné&k. Po navazani ligandu na LBD
dojde ke konformatni zméné nukledrnfho receptoru, coZ narudi interakce
s korepresorovymi proteiny (napf. N-CoR a SMRT) a umozZni interakce s koaktivatory
transkripce (napf. ¢lenové SRC-1 rodiny). Aktivované nukledmi receptory se vaZi na
kratké sekvence promotorové DNA cilovych gend, oznaované jako responsivni
sekvence, a tim stimuluj{ expresi t&chto cilovych geni.

Mezi zndmé endogenni ligandy patfi rozmanité lipofilni sloudeniny jako
jsou steroidni hormony, hormony §titné Zlazy, vitamin D. Diky rozvoji
molekularngbiologickych metod byly identifikovany i fyziologické ligandy nékterych
sirotCich receptorii — mastné kyseliny (receptory PPAR a, B, a v), Zlutové kyseliny
(farnesoidni X receptor), oxysterolové metabolity cholesterolu (jaterni X receptor

a a f3). Siroté{ receptory jsou ale aktivovany predevsim farmaky a dalSimi xenobiotiky.

2.5, SIROTCI RECEPTORY PXR A CAR

Pregnanovy nukledmi receptor X (angl. pregnane X receptor; PXR; NRI1I2;
syn. steroid X receptor; SXR) a konstitutivni androstanovy receptor (angl. constitutive
androstane receptor; CAR; NR1I3) jsou vyznamnymi regulatory transkripce velkého

poftu gent zapojenych do metabolismu xenobiotik, véetné oxidace, konjugace

12




a transportu. Na zaklade€ interakce s xenobiotiky reguluji expresi enzymu I. a II. faze
biotransformace a nékterych transportnich proteind. Pfi pisobeni xenobiotika dochazi
ve vétding piipadi k indukei exprese cilovych genu biotransforma¢nich enzymi a tim
k urychleni eliminace xenobiotik. Receptory PXR a CAR tedy maji dileZitou roli

v ochrang organismu pfed neZidouci kumulaci xenobiotik a také né&kterych

endogennich latek (viz kapitoly 3. a 4.).
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3. PREGNANOVY NUKLEARNI
RECEPTOR X
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3.1. CHARAKTERISTIKA PXR

Pregnanovy nukledrni receptor X, ktery patfi do rodiny ,ligandem aktivovanych*
transkrip&nich faktord, je dileZitou sloZkou obrannych mechanismi t&la proti toxickym
a cizorodym latkam (xenobiotikim). PXR je aktivovan Sirokym spektrem endo-
a exogennich chemickych sloucenin, mezi které patfi napf. steroidy, antibiotika,
3lukové kyseliny, pfirodni antidepresivum tfezalka nebo pesticidy. Tyto ligandy vedou
k aktivaci transkripce a indukci biotransformadnich enzyml, a tim k urychleni
eliminace xenobiotik. Proto je PXR, stejné jako jemu blizce pfibuzny CAR, nékdy
oznadovan jako xenosenzor. ProtoZe je ale aktivovan mnoha pfedepisovanymi léky,

ptedstavuje PXR také molekularni zaklad dileZité tfidy lékovych interakci.

V tgle je PXR ve velké mife pfitomen zejména v jatrech, méné potom v tenkém
a tlustém stfevé, v Zaludku a v ledvinach, Je tedy lokalizovan ve stejnych tkanich,
ve kterych jsou nejvice exprimovany a indukoviny CYP3A geny (viz piehledovy
¢lanek Kliewer a kol., 2002). U hlodaved byly dale detekovany niZ$i hladiny mRNA
pro PXR v plicich, d&loze, vaje¢nicich a placenté (Masuyama a kol., 2001).

Promotor PXR nebyl je3t& detailng popsan. Bylo ale prokazino, Ze glukokortikoid
dexamethazon zvyluje hladiny mRNA PXR v primdmich kulturdch lidskych
hepatocyti (Pascussi a kol., 2000) a H4IIE butikach hepatomu potkani (Huss a kol.,
2000). Tento uginek je zfejmé zprostiedkovany glukokortikoidnim receptorem (GR),
protoZe vyZaduje pouze nanomolirni koncentrace dexamethazonu a je blokovan
RUA486, tedy latkou, ktera je antagonistou GR. Indukce hladin mRNA PXR miiZe tedy
byt jednou z pfidin vyrazné stimulace exprese CYP3A dexamethazonem. Dale je
zajimavé, Ze exprese PXR v jatrech a vajeEnicich my3i se b&hem biezosti pfibliZné
padesatkrat zvysila (Masuyama a kol., 2001).

Tato zjisténi naznaduji, e exprese PXR miiZe byt stimulovana dal$imi hormony a
kromé toho poukézaly na moZnost, Ze je PXR zapojen do ochrany plodu a/nebo matky

bud’ pred xenobiotiky nebo pfed vysokymi hladinami endogennich steroidi.
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3.1.2. AKTIVACE PXR

Sloudeniny, jeZ aktivuji nukledrni receptory, byly identifikovany v reportérovych
studiich (angl. tzv. cell-based reporter assay). PHi téchto zkouSkach je plasmid, kédujicf
pro nas dileZity receptor, zabudovan do bunék spolu s reportérovym konstruktem.
Receptorovy plasmid miZe kédovat bud’ cely receptor, nebo chiméru &sti LBD a DBD
receptoru a jiného proteinu, napf. kvasinkového transkripéniho faktoru GALA.
Reportérovy plasmid obsahuje vazebnd mista bud’ pro cely receptor, nebo pro chiméru,
a to proti sméru genu kédujiciho reportérovy protein, ktery miZe byt snadno
kvantifikovan (napf. luciferaza nebo chloramfenikolacetyltransferaza).

Vyhodou chimér je, Ze eliminuji tzv. pozadi, které je zplisobeno endogennimi
receptory pfitomnymi v buiice, a Ze povoluji screening ligandi bez p¥edchozi znalosti

promotorové struktury genul.

3.1.2.1. SLOUCENINY AKTIVUJICI PXR

V cell-based reporter assay je PXR aktivovan riznymi sloudeninami
(viz Obrazek 2). Studie provedené s mysim PXR ukdzaly, Ze je G&inn& aktivovan
pregnenolon 16a-karbonitrilem (angl. pregnenolone 16a-carbonitrile; PCN), klasickym
induktorem CYP3A; glukokortikoidy (napf. dexamethazonem) i antiglukokortikoidy
(napt, RU486) (viz pfehledovy ¢&lanek Kliewer a kol.,, 1998). Tato zjiténi poprvé
naznafila, Ze by PXR mohl hrat roli v regulaci CYP3A.

Dalsi studie ukazaly piekvapivé mezidruhové rozdily v profilech aktivace PXR.
Zatimco je PCN uginnym aktivatorem PXR my$i a potkand, u receptori loveka
a kralika je jeho uginnost mnohem mensi, Naopak rifampicin aktivuje lidsky a krali&i
PXR, ale na receptory mysi a potkanii nema prakticky Zadny uéinek (viz piehledovy
Clanek Jones a kol., 2000). Profily aktivace PXR téchto slougenin blizce koreluji s tim,
Jak tyto slougeniny indukuji CYP3A v hepatocytech t&chto riznych druhi
(viz ptehledovy &lanek Kocarek a kol., 1995). Tyto udaje prokazaly, #¢ PXR slousi jako
klitovy reguldtor exprese CYP3A, a Z¢ indukéni profil CYP3A je urden tim, z jakého
druhu PXR pochézi.
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SR12813 taxol ET-743
g s OO
oH 1
i) Loding)
hyperforin 5B-pregnane-3,20-dione lithocholic acid

Obrazek 2
Ligandy lidského PXR. Chemicka struktura xenobiotik a endogennich latek, které
reguluyji ginnost PXR.

ET-743 je antagonista PXR, viechny ostatni litky jsou agonisté PXR.
(podle piehledového Elanku Kliewera a kol., 2002)
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Potet sloudenin schopnych aktivovat PXR se rychle zvy3uje a patii mezi né¢ mnoho
p&#né pouzivanych 1ékd. Mezi xenobiotika aktivujici PXR jednoho & vice druhd patii
znamé induktory CYP3A Jako je metyrapon, klotrimazol, fenobarbital, spironolakton a
trans-nonachlor. Daldimi aktivatory PXR jsou blokator kalciového kanalu nifedipin,
inhibitor HIV protedzy ritonavir, cytostatika paklitaxel (viz Obrazek 2), tamoxifen
a 4-hydroxytamoxifen, antidiabetikum troglitazon, hypolipidemika lovastatin
a SR12813 (viz Obrazek 2), sedativum glutethimid a endokrinni disruptory bisfenol A,
diethylhexylftalat a nonylfenol (viz pfehledovy &lanek Kliewer a kol., 2002).

Kromg t&chto xenobiotik je PXR aktivovan také fadou pFirozen® se vyskytujicich
steroidii. V3echny orthology PXR, od ryb aZ k ¢lovéku, udinng aktivuje progesteronovy
metabolit 5p-pregnan-3,20-dion (viz pitehledovy &lanek Moore a kol., 2000a;
Obrazek 2). PXR aktivuji i jiné steroidy, ale Gginek se mé&ni v zavislosti na druhu. Mys$i
PXR jsou aktivovdny rOznymi pregnany, véetn& pregnenolonu a jeho
170-hydroxylovaného derivatu. PXR krdlika Gginn& aktivuje progesteron a jeho
170-hydroxylovany derivat. Lidsky PXR je aktivovan estradiolem a v mensi mife také
kortikosteronem (viz pfehledovy &ldnek Jones a kol., 2000). Tato zji3téni, spolu
s objevenim zvy3ovani hladiny exprimovaného PXR b&hem gravidity (Masuyama
a kol., 2001), naznaily zajimavou moznost, Ze se PXR z&asti vyvinul jako ochrana t&la

pred vysokymi koncentracemi endogennich steroidd.

Zatimco vSechna vySe uvedeni xenobiotika jsou agonisty PXR, jeho prvni
antagonista byl objeven teprve nedavno. Je jim potencidlni cytostatikum ecteinascidin
743 (ET-743; viz Obréazek 2), které ve velice nizkych koncentracich blokuje v cell-
based reporter assays aktivaci lidského PXR prostiednictvim SR12813 nebo paklitaxelu
(Synold a kol., 2001).

3.2. STRUKTURA PXR

Narozdil od vétiny nukledrnich receptorti, které se svym ligandem interaguji
Vysoce selektivn€, vykazuje PXR nezvykle 3irokou substratovou specifitu. Tyto
nezvyklé ligand-vazebné vlastnosti jsou dany z&asti odliSnou strukturou tohoto

Ieceptoru (viz Obrazek 3).
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Na LBD PXR byly provedeny krystalografické studie v pfitomnosti
i v nepfitomnosti ligandi a bylo zjisténo, Ze celkové struktura je podobna jinym
nukledrnim receptorim: LBD tvoli 12 o-helixii slozenych do hydrofébni kapsy
ve spodni &asti proteinu (Watkins a kol., 2001). OvSem objem této ligand-vaZici kapsy
je vice nez 1300 A?, tedy mnohem vice neZ u vétSiny ostatnich nuklearnich receptori.
Tento velky objem je Céastedné zplsoben pfitomnosti dvou pfidavnych pasi
B-skladaného listu, ktery nebyl u ostatnich receptori této skupiny nalezen. Od ostatnich
nuklearnich receptor se PXR 1i8i déale tim, Ze kapsa pro ligand ma nezvykle hladky,
elipticky tvar (viz pfehledovy ¢lanek Kliewer, 2003). Tato kombinace velkého objemu
hydrofébni ligand-vaZici kapsy a jejtho hladkého tvaru tedy umoZiuje, aby PXR

fungoval jako senzor lipofilnich xenobiotik se Sirokou substratovou specifitou.

Obrizek 3
Trojrozmé&ma struktura PXR.
(podle prehledového &lanku Kliewera a kol., 2002)
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32.1. VAZBA LIGANDU NA PXR

Pro zji$téni toho, zda ligandy aktivuji PXR piimou vazbou na receptor, byly pouZity
dva typy zkousek vazby ligandd - scintillation proximity assay (SPA) a coactivator
receptor ligand assay (CARLA).

U prvni z metod, SPA, byl jako radioligand vyuzit [*H]SR12813 (viz ptehledovy
dlanek Jones a kol., 2000) - SR12813 je latka sniZujici hladinu cholesterolu, ktera
a&inné indukuje expresi CYP3A v lidskych hepatocytech. Na lidsky PXR se vaze
s hodnotou efektivni koncentrace ECso pfiblizn€ 40nM a je tedy jednim z nejsilngjsich
aktivatori tohoto receptoru u ElovEka. ProtoZe ale pfi aktivaci PXR u hlodavcu
vykazuje SR12813 daleko slabsi ucinek, nelze ho vyuzit pfi vazebnych zkouskach na
jejich receptorech (viz pfehledovy &lanek Jones a kol., 2000). Pii SPA je lidsky PXR
imobilizovan na kuli¢kach obalenych scintilaéni latkou a inkubovan s radioligandem.
Ten je poté, co se navaZe na receptor, dostateéné blizko, aby mohl aktivovat scintilaéni
kulitky a miZe byt detekovan standardnim scintilaénim detektorem. Pomoci této
metody miZe byt mé&fena i vazba neradioaktivnich ligand® a to na zikladé jejich
schopnosti kompetovat s radioligandy o vazbu na PXR.

Druhou metodou k uréeni toho, zda se slou¢enina vaZze na PXR je CARLA (Krey
a kol,, 1997), jeZz vyuZiva toho, Ze navazani ligandu na nuklearni receptor zptisobi
konformadni zménu, ktera umoZni interakci s koaktivatory (napf. SRC-1). Tuto
interakci lze zmé&Fit pomoci precipitace radioaktivng oznateného koaktivatoru se
zkoumanym receptorem. Touto metodou bylo dok4zéno, Ze se slougeniny vaZi piimo na
PXR (viz pfehledovy &lanek Kliewer a kol., 1998).

Mezi latky, které se vaZi na lidsky PXR, patfi napt. rifampicin, klotrimazol,
fenobarbital, troglitazon a ritonavir — hodnoty efektivni koncentrace ECsq pro tyto
interakce se nachézeji v rozmezi od nizkych mikromolarnich koncentraci u vétsiny
slou¢enin po milimol4arni koncentrace fenobarbitalu. Pfimo na PXR se va¥ také
pfirozené steroidy S5B-pregnan-3,20-dion, kortikosteron a estradiol, s hodnotami
efektivni koncentrace ECsq v rozmezi nizkych a stfednich mikromolarnich koncentraci.
PCN se dle otekavani u&inng vaze na PXR hlodaved, ale ne na lidsky ortholog PXR
(viz ptehledovy &lanek Kliewer a kol., 1998).
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52, DNA-VAZEBNE VLASTNOSTIPXR

3.2.2. U

Transkripci cilovych genti reguluji nuklearni receptory vazbou na specifické
responsivni sekvence. Clenové podrodiny NR1, kam PXR patii, se vazi vidy jako
heterodimery s RXR na responsivni sekvence sloZzené ze dvou kopii tradi¢niho
vazebného motivu AG(G/T)TCA. Tyto motivy jsou sestaveny bud’ jako direct repeat
(DR) s mezerou tféi (DR-3), &tyf (DR-4) nebo péti (DR-5) nukleotidli, nebo jako
everted repeat (ER), kde maji opaCnou orientaci, s mezerou $esti (ER-6) nebo osmi
(ER-8) nukleotidd. Vzijemna orientace a rozmisténi t&chto dvou tradi€nich sekvenci
urtuje, ktery zheterodimerd RXR se miZe navézat. Napiiklad heterodimery RXR
s vitaminem D, thyroidnim hormonem a RXRs se vaZou pfednostné na tradiéni
sekvence tvofici DR-3, DR-4 nebo DR-5.

Heterodimer PXR s RXR je schopny vazat se k DR-3, DR-4, ER-6 2 ER-8 motiviim,
tedy strukturné odliSnym responsivnim sekvencim (viz Obrazek 4). Nejdfive bylo
prokézano, Ze se heterodimer PXR s RXR G¢inné vaZe na DR-3 typ responsivnich
sekvenci pro xenobiotika, ktery je piitomen v promotorech CYP3A23 a CYP3A2
(viz ptehledovy cElanek Kliewer a kol.,, 1998). Heterodimer PXR/RXR se dale vaze
k DR-3 v CYP3A4 (Goodwin a kol., 1999) a k ER-6 v CYP3A4 (Lehmann a kol.,
1998). Responsivni sekvence DR-3 a ER-6 jsou zachovany také v dalgich xenobiotiky
indukovatelnych CYP, véetné CYP3A7 (Pascussi a kol., 1999). Kromé sekvenci DR-3
a ER-6 se PXR/RXR heterodimer vaZe také k DR-4 a DR-5 typu responsivnich
sekvenci (viz piehledovy &lanek Blumberg a kol., 1998). DR-4 responsivni sekvence
byly nalezeny napiiklad v promotorech gend CYP2B rodiny (Xie a kol., 2000a)
a MDRI (Geick a kol., 2001). Kast a kol. prokazali pomoci reportérovych konstrukti
obsahujicich kopie responsivni sekvence ER-8, Ze heterodimer PXR/RXR se vaZe i na

tuto sekvenci a G&inn& aktivuje geny, které ji obsahuji, jako napi. MRP2 (Kast a kol.,
2002).

3.2.3. POLYMORFISMY PXR

V metabolismu 162iv se vyskytuji vyznamné rozdily mezi jedinci. Tato
interindividualni variabilita zieymé souvisi s tim, Ze hladiny mRNA pro CYP3A4

vjatrech se u jednotlivych osob lidi vice nez padesatkrat. Né&které provedené studie
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naznatily, Ze by tyto rozdily mohly byt disledkem genetickych zmé&n, oviem doposud
bylo popséno pouze nekolik polymorfismii v CYP3A4 a nezda se, Ze by tyto zmény
obecné ovliviiovaly exprimaci nebo funkci CYP3A4 (Eichelbaum a kol., 2001).

Studie, které provedl Hustert a kol. a Zhang a kol. mély prokazat, zda jsou pfi¢inou
variability v metabolismu léciv polymorfismy PXR. V genu pro lidsky PXR zjistili
priblizné 40 bodovych mutaci (angl. single nucleotide polymorphisms) mezi nimiz je
7 mutaci, je? vedou k odliSnym proteinim PXR u b&losské, afroamerické a/nebo
africké populace (Hustert a kol., 2001; Zhang a kol., 2001). Ctyfi z nich (R122Q,
V140M, D163G, a A370T) vykazovaly zmény vzakladni a/nebo rifampicinem
indukované aktivité v cell-based reporter assay. Cetnost alel kaZdého =z téchto
polymorfismii byla ale mén€ neZz 2%, tudiZ neni mozné, aby tim byly vysvétleny
interindividualni rozdily v metabolismu 1é¢iv (Hustert a kol., 2001; Zhang a kol., 2001).

Je zajimavé, Ze tfi ,tiché* polymorfismy, které nemaji za nasledek zménu
aminokyseliny, koreluji se zménami v exprimaci CYP3A4 (Zhang a kol., 2001).
Lokalizace téchto polymorfismii ale nenaznaCuje Zadny mechanismus, ktery by
vysvétloval zmény v aktivité PXR. K uréeni toho, zda tyto, nebo jiné polymorfismy
PXR mohou slouZit k ptedpovézeni aktivity CYP3A4 in vivo, budou zapotiebi dalsi
studie (viz pfehledovy €lanek Kliewer a kol., 2002).

3.3.PXRIN VIVO

3.3.1. MYSI KMENY POSTRADAJICI PXR

Studie provédéné na mySich postradajicich funk&ni gen PXR poskytly geneticky
dikaz toho, Ze PXR reguluje metabolismus xenobiotik modulaci CYP3A a dal3ich geni
(Xie a kol., 2000b). Myi bez PXR se vyvijely a rozmnoZovaly zcela normalng,
neobjevily se u nich ?4dné fenotypové odchylky a Zadné podstatné rozdily od
Pfirozenych my3f neodhalila ani rozséhl4 sérova analyza. Vypad4 to tedy, Z2e PXR neni
nutny pro normélni vyvoj & normélni fyziologii dospélych jedinci za standardnich

laboratornich podminek.
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Mysi postrédajici PXR ale reagovaly odlisné na expozici xenobiotiky. Zatimco
u normélnich my3i zptisobuje PCN hepatomegalii prostfednictvim indukce bunééné
hypertrofie 2 hyperplasie, u mysi bez PXR tyto ucinky chybély (Staudinger a kol,
2001). U t&chto upravenych my3i byla take zjist€na odliné regulace exprese Cyp3all
po expozici xenobiotiky — ani PCN ani dexamethazon u nich neindukoval Cyp3all
v jatrech nebo sttevé (Xie a kol., 2000a). Zmény byly pozorovany také na virovni
enzymatické aktivity. U mySsi postradajicich PXR nezvy$il PCN 6B-hydroxylaci
testosteronu  ani nezkratit dobu trvani ochruti vyvolaného myorelaxanciem
zoxazolaminem — oboje je mirou aktivity Cyp3all (Staudinger a kol., 2001). PXR tedy
slouZi jako klicovy regulator exprese CYP3A11 in vivo,

Pomoci mysi postradajicich PXR bylo dale prokazano, Ze tento nukledrni receptor
reguluje i velky pocet jinych gendi, vEetné t&ch, které kéduji dalsi enzymy cytochromu

P450, konjugaéni enzymy a transportéry (Xie a kol., 2000b).

3.3.2. MYSi KMEN 8 "POLIDSTELYM" PXR

Aby vice prozkoumal mezidruhové rozdily ve farmakologii PXR, exprimoval Xie se
svymi kolegy lidsky PXR v jatrech my3i postradajicich PXR (Xie a kol., 2000a). Tak
jak bylo ofekdvéano, nebyl Cyp3all v t&chto ,,polidst&lych“ mysich indukovan PCN,
ale 0finné ho aktivoval rifampicin, ktery je huméanné-specifickym induktorem.
Indukeni profil CYP3A je tedy uréen druhovym piivodem PXR.
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4. KONSTITUTIVNI
ANDROSTANOVY RECEPTOR
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4.1 CHARAKTERISTIKA CAR
4l o

CAR je blizce pfibuzny receptoru PXR. Tyto dva receptory maji piiblizn€ ze 70%
stejne zastoupeni aminokyselin ve svych DBD, v LBD se aminokyseliny shoduji z 50%
(viz ptehledovy ¢lanek Blumberg a kol., 1998). Stejné jako PXR se i CAR podili na
regulaci genit L. a . faze biotransformace xenobiotik a ma také daleZitou roli

v metabolismu nékterych endogennich latek, napi. bilirubinu a Zlu¢ovych kyselin.

Pivodné byl popsan jako MB67 — sirotéi nuklearni receptor, ktery je ptitomen
v jatrech a nezédvisle na pfitomnosti exogenniho ligandu silné aktivuje reportérové
konstrukty v cell-based assay (Baes a kol., 1994). KdyzZ bylo pozd&ji zjijténo, Z¢ se na
MB67 vazou metabolity testosteronu androstanol a androstenol a potladuji tim jeho

zakladni u¢inek, byl tento receptor pfejmenovan na CAR (Forman a kol., 1998).

CAR a PXR jsou regulovany né€kolika stejnymi slou¢eninami, vietné xenobiotik
a pfirozenych steroidii, ale provedené studie, ve kterych byly CAR a PXR testovany
souborem téchto latck v cell-based reporter assays, prokazaly mnohem v&tdi
specifi¢nost interakei CAR (viz piehledovy &lanek Moore a kol., 2000a). Molekularni
modelovani LBD receptoru CAR zaloZené na struktufe PXR naznaduje, ¢ CAR ma
pravd&podobné mnohem mensi kapsu pro navézéani ligandu nez PXR (viz ptehledovy
¢lanek Kliewer a kol., 2002). Aviak CAR, narozdil od PXR, miiZze byt aktivovan

nepfimo riznymi chemickymi latkami, které podn&cuji jeho translokaci do jadra.

Zatimco PXR je lokalizovin zejména v jadfe, je CAR v neaktivnim stavu
lokalizovan ptevaZng v cytoplazmé (viz ptehledovy &lanek Goodwin a Moore, 2004).
Odtud se pak pii aktivaci ligandem dostiva tzv.translokaci do jadra. Typickym
induktorem tohoto receptoru je fenobarbital — v provedenych studiich bylo prokézéno,
Ze za mnoho jeho jiZ dobfe popsanych biologickych u&inki je odpovédny pravé CAR.
U hlodaved vyvolal fenobarbital vyraznou hypertrofii a hyperplasii jater a zna¢nou
indukci exprese CYP2B, u mysi, u kterych byl gen pro CAR prerusen homologni
rekombinaci, tyto 6inky zcela chybély (Wei a kol., 2000).
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Byly popsdny dva zplsoby aktivace CAR (viz Obrazek 4). Prvnim je piima
vazba ligandu na nuklearni receptor v cytoplazmé a nasledna translokace komplexu
receptoruy, ligandu a koaktivujicich proteinti (napf. HSP90) do jadra. Takto aktivuji
transkripci napt. CITCO (6-(4-chlorfenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd-O-
(3,4-dichlorobenzyl)oxim) anebo, u mysiho receptoru, TCPOBOP (1,4-bis[2-(3,5-
dichloropyridoxyl)]benzen). Pii druhém zpisobu je CAR aktivovan nepfimo, bez
navéazani ligandu na receptor — tuto nepfimou aktivact vyvolavé napi. fenobarbital nebo
fenytoin (viz piehledovy Clanek Goodwin a Moore, 2004). ProtoZe je ulinek
fenobarbitalu blokovan okaidovou kyselinou, ktera je inhibitorem fosfatazy, zda se, Ze
mechanismus, jimZz fenobarbital moduluje aktivitu CAR, zahmuje fosforylaci
(Kawamoto a kol., 1999).

Po translokaci komplexu CAR a koaktivitori z cytoplazmy do jadra tvoii tento
komplex heterodimer s RXR, a poté se vaze na CAR-RE responsivni sekvence

v promotorech regulovanych geni.
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steroidy,
rifampicin,
hyperforin,
paklitaxel

v

Pfim3 aktivace
(T CPOBOPF)

Nepifim4 aktivace
(fenobarbital,
bilirubin,
tithocholovi
kyselina, steroidy)

Obrazek 4

Na obrazku je zndzorn&n mechanismus aktivace PXR a CAR. PXR je aktivovéan pfimou
vazbou ligandu na PXR, ktery je lokalizovan v jadfe. Po navéazani ligandu se vytvafi
komplex s RXR a tento komplex se navaZe na PXR resposivni sekvence (PXR-RE)
regulovanych gend.

CAR je vneaktivnim stavu lokalizovan v cytoplazmé v komplexu sCAR
Cytoplasmic retention proteinem (CCRP) a heat shock proteinem (HSP90), Mize byt
aktivovan dvéma cestami. Pii prvni se ligand vaZe na CAR v cytoplazmé a komplex je
trar‘lslokovén do jadra. Druhym, ne pfili§ prostudovanym zpusobem je nepfima
aktivace, pti niZ se tvoii komplex fosfatézy 2A (PP-2A), CCRP, CAR a HSP90. Tento
komplex bez vazby ligandu na CAR pfestupuje do jadra, kde se vaZe na responsivni
sekvenci (CAR-RE) v promotoru regulovanych geni.

(pfevzato z Pavek a kol., 2005)
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Role receptorit PXR 2 CAR v regulaci metabolismu xenobiotik se Castelne
prekryvajl. Maglich se svymi kolegy proved! studii s PXR a CAR pfirozenych mysi,
aby prokazal odlitné, ale prekryvajici se winky téchto nuklearnich receptorll na
genovou transkripci. Pomoci PCN, selektivniho agonisty PXR, a TCPOBOP,
selektivniho agonisty CAR zjistili, Ze oba receptory specificky a koordinovang fidi
mnoho mysSich gentl véetns téch, které jsou zapojeny do oxidagni a konjugalni faze
metabolismu 1é¢iv a transportu 1é¢iv v jatrech a tenkém stfevé, spolene s mnocha geny
zapojenymi do metabolismu bilirubinu, Zlugovych kyselin a steroid@ (Maglich a kol.,
2002). Nékteré z genit byly regulovény spoleéné ob&ma receptory, jiné pouze jednim
nebo druhym typem t&chto nuklearnich receptori. Podobné odpovédi, ovSem
s ntkterymi zjevnymi druhové specifickymi uginky, zjistili i u kultivaci lidskych
hepatocytit pfi pouZiti rifampicinu (selektivni agonista PXR u lidi) a fenobarbitalu
(agonista pro lidsky PXR a CAR).

Pivodné se zdalo, e nukleami receptory CAR a PXR reguluji geny CYP2B
a CYP3A (Honkakoski a kol,, 1998b; piehledovy &lanek Kliewer a kol., 1998). CAR
reguluje geny CYP2B vazbou k DR-4 , fenobarbitalové“ responsivni sekvenci
(Honkakoski a kol.,, 1998a). Ta se li& od DR-3 a ER-6 sekvenci lokalizovanych
v CYP3A a vypadalo to tedy, Ze signalizatni dréhy PXR a CAR jsou odlidné. Pak bylo
ale prokdzano, ?e se k DR-4 ,,fenobarbitalové responsivni sekvenci vaze také PXR
a reguluje tak geny v cell-based reporter assays i in vivo u transgennich mysi
s konstituvné aktivnim VP16-human PXR (Xie a kol., 2000b). Stejn& tak CAR se muze
vizat k DR-3 a ER-6 responsivnim sekvencim, které byly pivodng popsany jako
vazebna mista PXR/RXR a reguluje expresi CYP3A (Xie a kol., 2000b; Wei a kol,,
2000).

Piekryv cilovjch geni CAR a PXR se ale netyké pouze rodin CYP2B a CYP3A.
V jétrech reguluji PXR a CAR spole¢ng &leny rodin CYP2C, glutathion-S-transferaz,
sulfotransferaz a UDP-glukoronosyltransferaz a transportéry MRP2 (Kast a kol., 2002;
Maglich a kol., 2002).

Tato zjisténi naznagila jisté prekryvy signaliza&nich drah CAR a PXR, ale jsou zde
specifické geny, které jsou aktivovany pouze bud® agonisty CAR nebo PXR, coZ

ztejmé prispiva k odlisné farmakologii xenobiotik.
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5. ABC TRANSPORTERY
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5.1, OBECNE INFORMACE O ABC TRANSPORTERECH
51. OB o

Nadrodina ABC (zangl. ATP-binding cassette) zahmuje geny produkujici
membranové proteiny, které se u€astni na energii zavislém transportu Sirokého spektra
substratii pfes extra- a intracelularni membrany, a to vEetné produktd metabolismu,
lipidd, jontt, sterolii a 1é€iv.

Do skupiny ABC transportéri dnes fadime 48 popsanych membranovych
transportéri schopnych transportu substrati za spotfeby energie z hydrolyzy ATP
(viz databéze http://www. gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/abe.html.).

Genetické variace v téchto genech zplsobuji nebo pfispivaji ke vzniku mnoha
onemocnéni ¢&lovéka, mezi které patif napiiklad cysticka fibréza, neurologicka
onemocnéni, degenerace sitnice, poruchy transportu cholesterolu a Zluéi, anémie. Bylo
také zjisténo, Ze zvySend exprese urlitych ABC transportéri se vyskytuje
vrakovinnych bunéénych liniich a tumorech, které jsou farmakorezistentni
(tzv. multidrug resistence fenomén) vii€i fadé€ cytostatik.

Zakonzervovani“ motivi ATP-vazZicich domén genii ABC transportéri v prib&hu
evoluce umoznilo identifikaci novych Elenti této nadrodiny na zdkladé sekvencni
homologie nukleotidii a proteini. Pomoci fylogenetickych analyz bylo 48 znamych
lidskych ABC transportéri rozdéleno do sedmi odli§nych podrodin proteinti. Pro kazdy

gen bylo zjisténo presné umisténi v lidskych chromozomech a byl dale charakterizovan.

52. TAKZVANE LFKOVE“ TRANSPORTERY ZE SKUPINY ABC
TRANSPORTERU

Jako tzv. lékové (z angl. drug) transportéry se dnes oznaCuji piedevsim
P-glykoproteinovy/MDR1 transportér (ABCB1), Multidrug resistance-associated
protein 2 (MRP2, ABCC2) a Brest Cancer Resistence (BCRP, ABCG2) transportéry.
Tyto transportéry transportuji fadu lé¢iv na riiznych mistech organizmu, oviem jejich
endogenni substraty dosud nebyly identifikovany. Proto se piedpokiadd, Ze tyto
transportéry jsou soucasti detoxikaé¢nich a obrannych mechanizmi té€la (viz prehledovy
Clanek Schinkel a kol., 2004).
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Transkripéni regulace lidského P-glykoproteinu a MRP2 transportéru byla popsana
prostfeclnictvim nukledrniho receptoru PXR (Geick a kol. 2001; Kast a kol. 2002).
v minulém roce bylo dale zjiSténo, Ze lidsky P-glykoproteinovy transportér je fizen
prostfednictvim CAR (Burk a kol., 2005). O regulaci dalich lidskych transportért ze
skupiny ABC nejsou ve svétové literatufe pfesvédCive udaje. Nekolik praci sice uvadi
indukci nékterych ABC transportért zndmymi ligandy PXR, responsivni sekvence
v promotorovych oblastech téchto genii v3ak nebyly popsany. Dalsi Udaje o regulaci
hlodavéich orthologli ABC transportérti jsou uvedeny v Pfiloze (viz kapitola 9.).
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6. CYTOCHROM P-450




6.1. CYTOCHROM P-450

Clenové nadrodiny hemobsahujicich moncoxygenaz cytochromu P-450 (CYP) jsou

diilezitou soudasti 1. faze biotransformace lipofilnich chemickych latek (Nelson a kol.,
1996). Zatimco jsou nikteré z téchto cytochromil pfi interakci se substraty vysoce

selektivni, jiné oxiduji velmi $iroké spektrum latek, véetng xenobiotik.

Pro fadu ze 48 dnes znimych cytochromit P-450 nebyla detailné prostudovana
transkripni regulace prostiednictvim nukledrnich receptori PXR a CAR. Naopak
promotorové oblast nejdilezit&jsiho cytochromu P-450 u ¢lovéka, CYP3A4 byla
detailnZ popséana v n€kolika nezavislych studiich.

Cytochrom CYP3A4 je nejvice exprimovany izoenzym cytochromu P-450 v jatrech
(30% jaterniho cytochromu P-450) i sttevé (70%), jeho podil na celkovém metabolismu
[é8iv je viak jesté vyznamngjsi — predpoklada se, Ze se podili na metabolismu poloviny
lé&iv (Mituda a kol., 1998), proto se budu v této praci vénovat podrobnéji pouze rodiné
enzymi CYP3A.

6.2. 1IZOENZYMY CYP3A

Diky své Siroké substratové specifité a tomu, Ze jsou ve velké mife pfitomny
v jatrech a stfevu, tedy tkanich, které jsou b&Zn& vystaveny chemickym 3kodlivinam
z prostfedi, jsou isozymy CYP3A zvla$t' vyznamné pro metabolismus xenobiotik u lidi
a dal3ich savct (viz pfehledovy £lanek Maurel a kol., 1996).

Exprese isozymi CYP3A (CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7) muZe byt indukovéna
strukturng riznymi chemickymi 14tkdmi, z nichz mnohé jsou zaroveii substritem
CYP3A (viz ptehledovy &lanek Maurel a kol., 1996). Tato indukce zajidt'uje
mechanismus pro amplifikaci detoxikaéni odpov&di béhem doby, kdy je télo vystaveno
xenobiotiku, po jeho odbourani se koncentrace CYP3A vraci na obvyklou hladinu.

ProtoZe je vice neZ polovina pfedepisovanych 1é8iv metabolizovana isozymy
CYP3A, je indukee jejich exprese vyznamné ve vztahu k moZnym Zivot ohroZujicim

lekovym interakcim, kdy jeden 1ék urychluje metabolismus druhého (viz kapitola 7.).
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Indukce CYP3A a dalgich enzymu lékového metabolismu miiZe také vést
K nadprodukci toxickych metabolitd. Napfiklad thiazolidinové antidiabetikum
troglitazon, iteré bylo staZeno kvilli zavaZné hepatotoxicité, je prostfednictvim CYP3A
oxidovéno na chinonovy metabolit, ktery zpasobuje poskozeni jater oxida¢nim stresem

(He a kol., 2001).

6.3. INDUKCE CYP3A

Uz pred vice nez fficeti lety bylo zji§téno, Ze urdité steroidy, véetn& syntetického
PCN, indukuji expresi ur€itych isoforem CYP (Selye, 1971). Tyto PCN-inducibilni
CYP byly vytidtény a ukdzalo se, Ze jsou odliSné od dfive popsanych isoforem
(Elshourbagy a Guzelian, 1980).

Dal3i vyzkumy na hepatocytech potkana ukazaly, Ze exprese tohoto CYP, ktery byl
oznaden jako CYP3A23, je krom& PCN také vyznamné aktivovana glukokortikoidem
dexamethazonem (Schuetz a kol, 1984). Provedené studie ale naznalily, Ze
molekularni mechanismus, ktery je podkladem aktivace exprese CYP2A23
dexamethazonem, je odlidny od signalizatnich drah klasickych glukokortikoidnich
receptort (GR; NR3C1; viz pfehledovy ¢lanek Kliewer, 2002).

Dnes vime, Ze mezi latky, které indukuji expresi CYP3A23 a CYP3A2 u potkan,
patfi strukturné nepodobné sloudeniny jako je PCN, dexamethazon, betamethazon,
hydrokortizon, o-methylprednisolon, mifepriston (RU486), dehydroepiandrosteron,
spironolakton; makrolidové antibiotikum triacetyloleandomycin; antimykotikum
klotrimazol; polychlorované bifenyly; chlorované organické pesticidy trans-nonachlor a
Y-chlordan; blokator kalciového kanélu nikardipin; inhibitor 11B-hydroxylazy
metyrapon; a barbiturat fenobarbital (viz pfehledovy ¢lanek Kliewer a kol., 2002).

V jétrech zdravého dospélého Sloveka previsda CYP3A4, kery je zde pfitomen ve
velkém mno¥stvi a udavs se, Zze je zapojen do oxidaéniho metabolismu velkého
mnozstvi sloutenin. Indukce exprese CYP3A4 xenobiotiky je dobfe zdokumentovéna
(Viz prehledovy lanek Maurel a kol., 1996). ProtoZe mezi litky indukujici CYP3A4
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patti také vétsina pfedepisovanych 1é¢iv, je tento jev podkladem &etnych, klinicky
vyznamn)’/ch, lékovych interakei.

Jednim z nejucinnéj3ich aktivatori exprese CYP3A4 in vivo i in vitro (za pouZiti
primamich kultur lidskych hepatocytd) je makrocyklické antibiotikum rifampicin
(viz Obrazek 2). Tak jako u hlodavéiho CYP3A23 je i exprese lidského CYP3A4

indukovéna steroidy, vetné dexamethazonu, RU486 (viz Obrazek 2), spironolaktonu

a cyproteronacetdtu. Déle CYP3A4 indukuje antimykotikum klotrimoxazol,
fenobarbital, fenytoin, fenylbutazon, sulfadimidin, inhibitory protonové pumpy

omeprazol a lansoprazol, a metyrapon (viz pfehledovy lanek Kliewer, 2002).

Indukce ¢élentt CYP3A podrodiny se li§i v zavislosti na druhu. Naptiklad zatimco
exprese lidskych CYP3A4 a kraliCich CYP3A6 je silné aktivovana antibiotikem
rifampicinem, hlodavéi CYP3A23 a CYP3A2 jsou timto lé€ivem indukovany omezené.
Naopak PCN je u¢innym induktorem CYP3A potkantl, ale expresi lidskych CYP3A4
a krali¢ich CYP3A6 indukuje pouze slabé (viz prehledovy élanek Kocarek a kol.,
1995). Tyto udaje naznalily, Ze v receptorech, které odpovidaji na xenobiotika
a indukuji expresi CYP3A genil, jsou pravdépodobné dilezité¢, druhové specifické,
rozdily.

6.4. RESPONSIVNI SEKVENCE V PROMOTORECH CYP3A

Responsivni sekvence byly definovany v promotorech genti kodujicich lidské,
krali¢i a hlodavéi CYP3A isozymy (mj. lidsky CYP3A4 nebo krali¢i CYP3A6). Kazda
z t&hto responsivnich sekvenci obsahuje dvé kopie vazebného mista nukledrniho
receptoru AGTTCA. Tato dvé vazebnd mista jsou sestavena bud’ jako direct repeat
s mezerou tii (DR-3) nebo &tyf (DR-4) nukleotidd, nebo jako everted repeat, kde maji
opacnou orientaci, s mezerou $esti nukleotidii (ER-6). V né&kterych genech se v direct
i everted repeat vyskytuji odchylky od tradiéni sekvence AGTTCA (viz Obrazek 5).
PXR se ke kazdé z t&chto responsivnich sekvenci vaZe vZdy jako heterodimer s RXR.

Pii studii, ve které byly chimérické CYP3A23- (baze -220 aZ -56), CYP3A4- (baze
-179 az -35) a CYP3A6- (baze -220 aZ -56) reportérové konstrukty vneseny do
hepatocytit potkana, byly tyto geny siln& aktivovany dexamethazonem a PCN, ale ne
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rifampicinem. V primdrnich kulturdch hepatocytii kralika byly CYP3A4 reportérové
plazmidy aktivovany rifampicinem a dexamethazonem, ale ne PCN. Bylo tak vhodné&
ukazano, Ze mezidruhové rozdily v indukci CYP3A jsou uréeny spiSe bunéénym
prostiedim neZ strukturou genu (Barwick a kol., 1996). Citlivost na dexamethazon,
PCN a rifampicin byla zji$téna u 18-ti bazového motivu, ktery zahrnuje nukleotidy
2170 a% -153 a -177 aZ -160 z CYP3A4 a CYP3A6. Tento element obsahoval motiv
ER-6 (Barwick a kol., 1996). Goodwin a kol. dile identifikovali sekvenci DR-3
v oblasti mezi - 7836 aZ -7208 promotorové oblasti genu CYP3A4, ktera ma vy3si
afinitu k receptorim PXR i CAR, a kterd se spolu s ER-6 tzv. proximélni oblasti

promotoru spolupodili na maximélnim induk&nim efektu (Goodwin a kol. 1999).
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CYP3A23 TGAACT TCA TGAACT CYP3A23 TTAALT CAAAGG AGGICA
Cnwrmen Ceemmn CRamer  emee- >
CYP3A2 TGAACT TTA TGAACT CYP3A4 TGAACT CAAAGG AQGTCA
Cunwuns Qe mme = Comeeme mmmas >
CYP3A2 TGACCT TCT TGAGCT CYP3AS TGAACT CAAALG AGGTAA
Comasn Lo w K= - Ceem - EERY ¥
CYP3A4 TGAACT TGC TGAOCC CYPIAS TGAACT CAGAGG AGGTCA
Comres L w - Cusmmwa 0 mweas >
DIRECT REPEAT{DR)4 CYPIAT TTAACT CAATGG AGGTCA
<x- - e e aasw >
CYP2B1 TGTACT TTCC TGAOCT
Cyp2bi0 <exeon Comenn MDRI TGAGAT TAAACA AGTTCA
LTS & & T
CYP2BS TGTACT TTCC TGAOCC
SR D EVERTED REPEAT (ER) 8
CYP2B6 TGGACT TTCC TGAACC ) TGAACT CTTAACCA AGTTCA
Cn Ko e S
G mwmme  esam= -~
CYP209 CAAALT CTTC TGACCT
xX---- Cuvmnn
MDR1 TGAACT AACT TGACCT
e o naw [ <P,
Obrazek 5

Responsivni sekvence PXR-RE (angl. PXR response elements).

PXR se vaZe jako heterodimer s RXR k DR-3, DR-4, ER-6 a ER-8 elementim
v regulatorni oblasti uvedenych gent.

Na obrazku jsou uvedeny tradi¢ni sekvence (angl. half-site) a jejich orientace.
Odchylky od tradi¢ni sekvence AG(G/T)TCA jsou oznageny (X).

(podle pfehledového ¢lanku Kliewera a kol., 2002)
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7.1. LEKOVE INTERAKCE

V soudasné dobé&, kdy pacienti ¢asto uzivaji soucasné vice druhu léku, jsou 1ékové
interakce zavaznym problémem. Ackoli se PXR piivodné vyvinul jako soulast
obranného mechanismu t&la proti lipofilnim xenobiotikiim, je pravé jeho aktivace
zékladem dileZité ttidy lékovych interakei.

Aktivace PXR létivem (napfiklad rifamipicinem aj.) a naslednd indukce exprese
CYP3A4 miize vést k nezddoucimu urychleni metabolismu jinych 1é¢iv. CYP3A4 se
tyka metabolismu vice neZ 50% ptedepisovanych lé¢iv, takZe lé€iva aktivujici PXR
mohou sniZit klinickou G¢innost vice neZ poloviny viech ostatnich 1é¢iv, ktera jsou
podana spole¢né s nimi, ¢asto s Zivot ohroZujicimi nasledky

V odborné literatufe byla popséna celd fada interakei, které se vysvétluji na zakladé
indukce biotransformaénich enzymi prostfednictvi nuklearnich receptori PXR a CAR.
Vramci své diplomové prace uvadim jen tfi pfiklady nejznaméjiich interakei

s hypericinem, rifampicinem a vybranymi antiepileptiky.

7.2. TREZALKA

PXR neni aktivovan pouze lé€ivy, ale také dal$imi chemickymi slou€eninami. Na
konci devadesitych let se vodborné lékaiské literatufe objevila fada ¢lanku
popisyjicich interakce rostlinného antidepresiva tfezalky (Jat. Hypericum perforatum;
angl. St. John's wort) s riznymi pfedepisovanymi léky - ordlnimi kontraceptivy,
imunosupresivem  cyclosporinem, inhibitorem HIV  protedzy indinavirem,
antikoagulanciem warfarinem a kardiotonikem digoxinem (Ernst, 1999; Johne a kol.,
1999). Ve viech piipadech vedla tiezalka ke zfetelnému poklesu Géinnych koncentraci
1é¢iva.

Nasledné bylo prokazano, Ze tfezalka aktivuje PXR v cell-based reporter assays a
indukuje exprimaci CYP3A4 v primarnich kulturach lidskych hepatocytt (Moore a
kol., 2000b). Analyza jednotlivych chemickych sloudenin, kterych tfezalka obsahuje
vice neZ dvacet ukazala, Ze latkou aktivujici PXR je hyperforin (viz Obrazek 2), jenzZ je

zodpovédny za antidepresivni ¢inek trezalky. Hyperforin se vaZe pfimo na PXR
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s vysokou afinitou — hodnota efektivni koncentrace ECsp pfiblizné 20nM (Moore a kol.,
2000b).

Tyto studie poskytly molekulani vysvétleni interakci mezi tfezalkou
a pfedepisovanymi léCivy a naznatily, Ze tfezalka bude interagovat i s dalSimi léCivy
metabolizovanymi CYP3A4.

Zjisténi toho, Ze PXR, vyznamny regulator exprese CYP3A4, je zodpovédny za
mnoho 1ékovych interakei, bylo velmi dileZité. Pomoci modernich metod jako je cell-
based assays a scintillation proximity binding assays je moZné¢ identifikovat chemické
slouteniny, které budou indukovat expresi CYP3A4 jiZ v poate€nich etapach vyzkumu
1ékii. Vyvijené 168ivé latky tak mohou byt testovany na to, zda aktivuji PXR a pokud
ano, je moZné je nahradit latkami se stejnou terapeutickou iginnosti, jeZ schopnost
aktivovat PXR postradaji.

Napiikiad antidiabetika troglitazon, pioglitazon a rosiglitazon jsou G€innymi
agonisty PPARy, ale pouze troglitazon je zarovefi silnym agonistou PXR
(viz piehledovy &lanek Jones a kol., 2000). Zatimco troglitazon interagoval u lidi
s dal$imi 1éky a piisobil hepatotoxicky, coZ vedlo k jeho stazeni (Watkins a kol., 1998),
u pioglitazonu a rosiglitazonu, které PXR neaktivuji, se tyto neZadouci uginky
neobjevily.

Dal$im ptikladem je cytostatikum paklitaxel a jeho analog docetaxel.
Antineoplasticky u€inek obou 1é¢iv je obdobny, aviak paklitaxel G¢inné aktivuje PXR
zatimco docetaxel ne (Synold a kol,, 2001). Rozdil v aktivaci PXR je zfejmé pfi¢inou

lepSich farmakokinetickych vlastnosti docetaxelu.

7.3. RIFAMPICIN

Lehmann a kol. identifikovali antituberkulotikum rifampicin jako silny ligand
receptoru PXR (Lehmann a kol. 1998). Jiz pfedtim se v3ak v&dé€lo, Ze tato latka je
silnym induktorem fady jaternich izoenzymi cytochromu P-450. Prostfednictvim
indukce biotransformace spolupodanych 1é€iv (ptedeviim skrze cytochrom CYP3A4)
byly pro rifampicin popsany zavazné nebo velmi zavazné 1€kové interakce s desitkami
1é&iv (viz ptehledny ¢lanek Niemi a kol., 2003; Suchopér a kol., 2005). Latky, se

kterymi byly popsany zavazné lékové interakce s rifampicinem uvéadi tabulka 1.
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Tabulka 1

Lé¢iva, u nichZ byly dokumentovany klinicky zavazné 1ékové interakce s rifampicinem.

Chinidin Imatinib Ondasetron
Cyklosporin A Ifosfamid Propafenon
Dapson Itrakonazol Ritonavir
Delavirdin Karvediol Saquinavir
Dextromethorfan Ketokonazol Simvastatin
Disopyramid Klarithromycin Sirolimus
Dolasetron Kodein Takrolimus
Ethinylestradiol Meflochin Tamoxifen
Etorikoxib Methadon Tolbutamid
Everolimus Midazolam Toremifen
Fenprokuron Morfin Triazolam
Gliklazid Nateglinid Verapamil
Glimepirid Nelfinavir Vorikonazol
Glipizid Nifedipin Warfarin
Haloperidol Nilvadipin Zopiklon
Indinavir Norethisteron
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INFOPHARM 2005 (Suchopar a kol. 2005} a ptehledného ¢lanku Niemi a kol. 2003.




7.4. ANTIEPILEPTIKA

U antiepileptik fenobarbitalu, primidonu, fenytoinu a karbamazepinu bylo
prokazano, Ze aktivuji PXR a CAR in vitro (viz ptehledovy &lanek Moore a kol,
2000a). Navic jiz v minulosti byla popséna fada lékovych interakci zprostfedkovanych
indukci biotransformaénich enzymii cytochromu P-450 (napf. CYP3A4, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2B6) témito 1é&ivy (viz piehledovy Elanek Patsalos a kol., 2003).

Za viechny uvadim dva piiklady zévaZnych lékovych interakci. Ross se svymi
kolegy prokazal interakce fenobarbitalu, primidonu a karbamazepinu
s antikoagulanciem warfarinem. Prosttednictvim indukce biotransformace warfarinu
vedou tato antiepileptika ke sniZeni jeho antikoagulatni aktivity (Ross a kol., 1980),
coZ muiZe mit Zivot ohroujici nasledky. V jiné studii byla popsana interakce fenytoinu,
ktery, na zakladé indukce biotransformaéniho enzymu CYP3Ad4, sniZuje plazmaticke

koncentrace cyklosporinu A (Freeman a kol., 1984).
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8. ZAVER
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Do nadrodiny ABC transportéri fadime membranové proteiny, které pfenaseji rizné
molekuly pfes extra- i intraceluldrni membrény, a to za spotieby energie z hydrolyzy
ATP. Rada klinicky diileZitych 1é¢iv je transportovéana lékovymi transportéry, které
zasadnim zpiisobem Fidi jejich absorpci, distribuci i eliminaci. Exprese n&kterych téchto
transportnich proteini (MDR1, MRP2, Mrp3, Mrp4) je regulovana nukledmimi
receptory PXR a CAR. Tyto dva receptory se také podili na ovlivnéni exprese enzymi

I. a II. faze biotransformace.

Receptory PXR a CAR se vyvinuly jako soudast detoxikagniho systému organismu
a chréani télo jak pfed xenobiotiky, tak i pfed kumulaci n&kterych endogennich latek.
Xenobiotika a endogenni sloudeniny, jeZ jsou ligandy PXR a CAR, aktivuji tyto
nuklearni receptory a tim indukuji expresi cilovych genf, které se podileji na
biotransformaci nebo eliminaci xenobiotik. Po odstranéni xenobiotika z téla jiZ nejsou
receptory aktivovany a koncentrace cilovych geni se vraci na plivodni hladinu.

PXR je receptor se Sirokou substritovou specifitou, coZ je dano jeho strukturou,
ktera se pondkud li3i od ostatnich nukledrnich receptorti. CAR sice vykazuje vétsi
specifi®nost vii¢i ligandiim, aviak narozdil od PXR muZe byt nékterymi slouceninami
(napiiklad fenobarbitalem) aktivovén nepiimo. Role t&chto dvou receptorii se ¢astedné

piekryvaji, ale jsou zde specifické geny aktivované pouze agonisty PXR nebo CAR.

Mezi xenobiotika aktivujici PXR a CAR patii fada 1é€iv. Ackoli se tedy PXR
plivodng vyvinul jako obranny mechanismus, pfedstavuje v dnesni dob&, kdy mnoho
pacientt uziva soutasné vice léki, molekularni zaklad lékovych interakei, pfi kterych je
metabolismus lé¢iva urychlen spolupodanym lé¢ivem. Do dnesniho dne byla popséna
uz cela tada interakci, jeZ jsou zpisobeny indukci biotransformaénich enzymi
prostiednictvi nukledrnich receptori PXR a CAR. A je pravdépodobné, Ze u dal3ich,

dosud nevysvétlenych interakci, bude potvrzena stejna pficina.

Ziskané znalosti 0 PXR a CAR nam dnes ale umoZziiuji minimalizovat tyto lékové
interakce. Pomoci sou¢asnych metod lze testovat jaky u€inek maji nové vyvijena i uz
schvalena ié¢iva na PXR a CAR a tim pfedpovédét jejich potencialni interakce. Jiz
béhem vyzkumu nového léiva, je tedy moZné zjistit, zda bude latka aktivovat PXR

a/nebo CAR a pokud ano, nahradit tuto latku latkou jinou, jeZ tento u¢inek nema a tak
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omezit moZné budouci 1ékové interakce. Stejné zkousky 1ze pouZit také u fytofarmak
a volné prodejnych potravnich doplitkd, které se také Casto uZivaji spoletn€ s légivy
a mohou ovliviiovat jejich ucinek.

Poznatky o PXR a CAR a o interakcich, které jsou nasledkem jejich aktivace, by
také mohly v budoucnu pomoci pfi bezpeéngjsim predepisovani lé¢iv. Pokud budou
Iékafi sezndmeni s touto problematikou, mohou volbou 1égiva neaktivujiciho PXR &

CAR predejit potencialnim 1ékovym interakeim.
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9. PRILOHA




9A. PREHLED GENU REGULOVANYCH PXR

Informace o genech, které jsou regulovany prostiednictvim PXR, byly vyhledany
v databazich PubMed a GeneBank. Patii mezi n¢ geny pro transportéry, enzymy
CYP450, konjugatni enzymy a také pro nékteré receptory. Geny uvedené velkym

pismem jsou lidské, malym pismem jsou oznadeny geny hlodavci.

ABC-transportéry:

a) MDR1 (multidrug resistance protein 1}
alternativni nazvy:
ATP-binding cassette, podrodina B, ¢len 1; ABCBI
P-glykoprotein 1; PGY1
GP170

Membranovy protein kodovany timto genem je ¢lenem nadrodiny ABC transportérd,
které pfenaseji rizné molekuly pfes extra- a intracelularni membrany. ABC geny se déli
na sedm odlinych podrodin - ABC1, MDR/TAP, MRP, ALD, OABP, GCN20, White.
P-glykoprotein je ¢lenem podrodiny MDR/TAP, jez se podili na lékové rezistenci.
Protein kédovany timto genem je ATP-dependentni Iékova efluxni pumpa pro
xenobiotické slou¢eniny se Sirokou substratovou specifitou. Odpovid4d za sniZené
hromadéni 1é&iv v rezistentnich bufikich a je &astou pfi¢inou rezistence vui
cytostatikiim, Tento protein také pilisobi jako transportér v hematoencefalické bariéfe
a v placent®, kde ma zasadni vyznam pro ochranu plodu pfed moZnym Skodlivym

pisobenim xenobiotik. MDR1 je ve velmi vysoké mife pfitomen v nadledvinach,

ve vysoké mife v ledvinach, mén& v plicich, jatrech, tlustém stfevé; a nizké hladiny
MDRI1 jsou v mnoha dalgich tkanich. Gen pro MDRI je také exprimovan v nékterych
! lidskych nadorech.

b) MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2)
altenativni nazvy:
ATP-binding cassette, podrodina C, ¢len 2; ABCC2

canalicular multispecific organic anion transporter 2; CMOAT2
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Protein, ktery je kédovany timto genem, patfi do nadrodiny ABC transportéru.
Je &lenem podrodiny CFTR/MRP, jez se podili na lékové rezistenci. MRP2 je piitomen
v hepatocytech a uiéastni se transportu konjugat farmak a endogennich latek do Zlugi.
Mezi substraty MRP2 patii cytostatika, napiiklad vinblastin, a proto se predpoklada, Ze

tento protein prispiva k 1ékové rezistenci u buné€k saveil.

c) Mrp3 (multidrug resistance-associated protein 3) druh: my$

alternativni nazvy:
ATP-binding cassette, podrodina C, ¢len 3; ABCC3
canalicular multispecific organic anion transporter 3; CMOAT3

Sekrece ZIudi v jatrech je z velké &asti fizena ABC transportéry, které jsou umistény
v kanalikularni membrané a zprostfedkovavaji ATP-dependentni transport Zlu€ovych
kyselin, fosfolipidi a organickych iontii. Kanalikularni hlodav¢i ABC-proteiny jsou
rozdélovany na: MDR1 (ABCBI1), MDR3 (ABCB4) a SPGP (ABCBI11), ktery se¢
podoba MDR1 P-glykoproteinu, zatimco MRP2 (ABCC2) je strukturou a sekvenci
podobny MRP1 (ABCC1) a transportuje podobné substraty. Mrp3 je &lenem MRP
podrodiny, kterd se podili na lékové rezistenci. Jeho funkce jeSt€ nebyla stanovena,

je moZné, Ze se Gidastni transportu Zludi a intestinalni exkreci organickych aniontd.

Dal8i transportéry z jinvch rodin:

a) Oatp?2 (organic anion transporter 2) druh: potkan
alternativni nazvy:
solute carrier organic anion transporter family, ¢len 1B1; SLCO1B1
liver-specific transporter; LST1
organic anion transporter C; OATPC
organic anion transporter 1B1; OATP1B1
dtive: solute carrier family 21 (organic anion transporter), &len 6; SLC21A6
Oatp2 zprostiedkovava transport mnoha organickych anionth véetné Zlu€ovych
kyselin, konjugatl estrogenu, ouabainu a digoxinu. Je moZné, Ze se podili na toxicité

digoxinu. V jatrech se udastni odstraitovani endogennich slouenin a xenobiotik z krve.
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b) OATP2 (organic anion transporter 2)

alternativni nazvy:
solute carrier organic anion transporter family, ¢len 1B1; SLCO1B1
liver-specific transporter; LST1
organic anion transporter C; OATPC
organic anion transporter 1B1; OATP1B1
dfive: solute carrier family 21 (organic anion transporter), len 6; SLC21A6
OATP?2 zprostfedkovava transport mnoha organickych aniontl v lidském t€le. Bylo
prokazano, 7e¢ OATP2 transportuje konjugované steroidy, zejména 17-B-glukuronosyl
estradiol; eikosanoidy; a thyroidni hormony nezavisle na sodiku. V jatrech se GZastni

odstrafiovani endogennich slou¢enin a xenobiotik z krve.

Konjugaéni enzymy:

a) SULT2A1 (rodina_ cytosolickych sulfotransferdz 2A, dehydroepiandrosteron-
preferujici, élen 1)
alternativni nazvy:
sulfotransferaza, dehydroepiandrosteron-preferujici; STD
DHEA sulfotransferaza
dehydroepiandrosteron sulfotransferaza

Sulfotransferazy (ST) maji duleZitou roli v metabolismu 1é¢iv a endogennich
sloudenin, protoZe katalyzuji pfeménu t&chto latek na sulfitové konjugaty, které jsou
vice hydrofilni a lépe rozpustné ve vodé, a tim usnadiiuji jejich eliminaci z organismu.

Sulfatace muZe byt také dileZita pro regulaci mnoha endogennich sloucenin, jako jsou

steroidy a neurotransmitery, jelikoZz mé&ni biologické vlastnosti téchto sloutenin.
Jednotlivé sulfotransferdzy se 13 vtkariové distribuci a substratové specifité.
SULT2A1 je pfitomna zejména v jatrech a nadledvinkach kde probihéd sulfatace

steroidt a Zlu€ovych kyselin.

b) UGT1A1 (rodina UDP-glykosyltransferaz 1. polypeptid Al)

alternativni nazvy:

uridindifosfatglykosyltrasferazova rodina 1, polypeptid Al
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uridindifosfat glykosyltransferaza 1; UGT]1
UDP-glykosyltransferaza 1
uridindifosfat glukuronosyltransferaza
fenol / bilirubin UDP-glukuronosyltransferaza
GNT1
Gen UGT1A1 kéduje UDP-glukuronosyltransferazu, enzym glukuronizace, pfi

|l které jsou malé lipofilni molekuly, jako jsou steroidy, bilirubin, hormony a léCiva,
pfeméfiovdny na ve vodé rozpustné, snadno eliminovatelné metabolity. Hlavnim

| substratem tohoto enzymu je bilirubin, mirnou aktivitu vykazuje také s jednoduchymi
fenoly, flavony a C18 steroidy. Mutace v genu UGTIAIT jsou pii€inou Crigler-
Najjarova syndromu typu L. a II. a Gilbertova syndromu.

| ¢) UGT1A3 (rodina UDP-glykosyltransferaz 1. pol tid A3
alternativni nazvy:
UGT1C
Tento gen rovnéZ kéduje UDP-glukuronosyltransferazu, enzym glukuronizace. Mezi

substraty tohoto enzymu patfi estron, 2-hydroxyestron a metabolity benzo-a-pyrenu.

d) UGT1A4 (rodina UDP-glykosyltransferdz 1, pol tid A4
alternativni nazvy:
UGTI1D
Gen UGTIA4 je daldim zgend kodujicich glukuronizalni enzym UDP-
glukuronosyltransferdzu. Tento enzym vykazuje mirnou glukuronizaéni aktivitu vidi

bilirubinu, vétdi vidi amintim, steroidim a sapogeninim.

e) Gstal (o-1 glutathion S-transferdza) druh: mys
alternativni nazvy:
glutathion S-transferaza Al
GST, tiida a, 1

Glutathion S-transferdzy jsou enzymy podilejici se na detoxikaci elektrofilnich
sloufenin, mezi néZ patii napfiklad karcinogeny nebo 1é¢iva, jejich konjugaci
s glutathionem za vzniku thioéterti. Geny kédujici tyto enzymy jsou vysoce polymorfni.

Tyto polymorfismy mohou ménit individudlni vnimavost ke karcinogenim a toxinim
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a ovliviiovat toxicitu a G&innost nékterych 1é&iv. Existuji dv& formy glutathion S-
transferazy, cytoplasmatickd a membranova, které jsou kédovany dvéma odlisnymi
genovymi rodinami. V sougasnosti je zndmo osm tfid cytoplasmatickych glutathion
S-transferaz, tento gen koduje glutathion S-transferazu patfici do tfidy o. Geny tfidy a
jsou nejhojn&ji exprimované glutathion S-transferdzy v jatrech. Krome metabolismu
bilirubinu a ddleZitych cytostatik v jatrech, vykazuje tato tiida enzymil glutathion
peroxidazovou aktivitu, &imZ chrani bufiky pted kyslikovymi radikaly a produkty

peroxidace.

Gsta2 (a-2 glutathion S-transferaza druh: potkan
alternativni nazvy:
glutathion S-transferaza A2
glutathion S-transferaza 2; GST2
jaterni GST2
GST, tiéida a, 2

Tento gen kéduje enzym glutathion S-transferdzu, ktery patii do tfidy o
cytoplasmatickych glutathion S-transferaz. Kromé& toho, Ze se Uastni metabolismu
mnoha xenobiotik, je také zapojen do transportu nékterych endogennich sloucenin,

napfiklad bilirubinu a hemu.

g) Gstad (a-4 glutathion S-transferaza) druh: my$

alternativni nazvy:
glutathion S-transferdza A4

Glutathion S-transferdzy katalyzuji konjugaci redukovanych glutathiond a raznych
elektrofilnich slou&enin, v&etné mnoha znamych karcinogeni a mutageni. Gsta4 je
cytoplasmaticka forma glutathion S-transferazy. Gstad je G¢inny katalyzator konjugace
4-hydroxynonenalu, coZ je duleZity produkt peroxidatni degradace arachidonové

kyseliny a marker oxida¢niho stresu.

h) Gstm1 (u-1 glutathion S-transferaza) druh: potkan

alternativni nazvy:
glutathion S-transferdza M1
glutathion transferaza, tfida y, 1
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GST1
jatemi a fibroblastova GST1

Tento gen kéduje glutathion S-transferdzu ze tfidy p cytoplasmatickych glutathion
S-transferaz. Tato tfida enzymil katalyzuje konjugaci elektrofilnich slougenin
s glutathionem a tim umoZiiuje jejich eliminaci. Tento ezym je povaZovan za
tzv.,scavenger, protoZe neutralizuje $kodlivé metabolity cizorodych sloudenin.
U nékterych lidskych populaci se objevuje vysoké procento absence tohoto genu a zda
se, e tato deficience je rizikovym faktorem rakoviny, jelikoZ zvy3uje vnimavost vici

karcinogentim.

ch) Gstm2(u-2 glutathion S-transferaza) druh: potkan
alternativni nazvy:
glutathion S-transferaza 4, GST4
glutathion S-transferaza M2
GST, svalova, GSTM

Také tento gen kéduje glutathion S-transferdzu ze tfidy p cytoplasmatickych
glutathion S-transferdz, které konjugaci elektrofilnich sloudenin s glutathionem
umoZiuji jejich eliminaci. Gstm2 ma dileZitou ulohu v metabolismu xenobiotik
a v odpovédi na oxidacni stres. Gstm2 je vysoce polymorfni, {imZ je d4na variabilita ve
vnimavosti viiéi karcinogenim a toxiniim a ovlivnéna toxicita a u€innost nékterych

lé€iv.

Izoenzymy cytochromu P-450:

a) CYP3A4 (cytochrom P-450, podrodina 3A, polypeptid 4)
alternativni nazvy:

CYP3; CYP3A

P450, rodina III

P450-I11, steroidy indukovatelny

glukokortikoidy indukovatelny P450; P450C3

cytochrom P-450PCN1
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nifedipin oxidéza

CYP3A4 kéduje enzym z nadrodiny cytochromu P-450. Proteiny cytochromu P-450
jsou monooxygenazy, které katalyzuji mnoho reakci zapojenych do metabolismu 1é€iv
a do syntézy cholesterolu, steroidi a dalSich lipidi. CYP3A4 je nejvice exprimovany
izoenzym cytochromu P-450 v jatrech dospélého ¢lovéka. Jeho expresi indukuyji
glukokortikoidy. CYP3A4 je odpovédny za oxidani metabolismus Sirokého spektra
xenobiotik, véetn& pfiblizné¢ 60% vSech pouZivanych 1é€iv. Mezi tato 1é¢iva patfi
napfiklad acetaminofen, kodein, cyklosporin A, indinavir, amlodipin, atorvastatin,

zolpidem, diazepam a erythromycin.

b) CYP2C9 (cytochrom P-450, podrodina 2C. polypeptid 9}

alternativni nazvy:
cytochrom P-450, fenobarbitalem indukovatelny

CYP2C9 koduje enzym znadrodiny cytochromu P-450. Je to jedna
z nejdilezitgjdich isoforem CYP450 pro metabolismus 1é&iv. Exprese CYP2C9 je
indukovana rifampicinem. Mezi lé¢iva, ktera jsou metabolizovana CYP2C9 patii
napfiklad warfarin, fenytoin, tolbutamid, glipizid, diklofenak a ibuprofen. Studie
prokazaly, Ze existuji jedinci, ktefi jsou pomalymi metabolizatory fenytoinu

a tolbutamidu, coZ naznaduje, Ze tento gen je polymorfni.

¢) CYP2C19 (cytochrom P-450, podrodina 2C, polypeptid 19)

alternativni nazvy:

mefenytoin 4-hydroxylaza
P450C2C
CYP2C

CYP2C19 kéduje klinicky vyznamny enzym znadrodiny cytochromu P-450.
Do sirokého spekfra léCiv, jejichz metabolismus je katalyzovan CYP2CI9, patii
napiiklad antikonvulzivum mefenytoin, antiulcerézum omeprazol, antidepresiva
diazepam a n&které barbituraty a antimalarikum proquanil. Polymorfismy v genu
CYP2C19 vedou ke zméné schopnosti metabolizovat mefenytoin (tzv. pomali a rychli

metabolizatofi mefenytoinu).
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d) CYP1A2 (cytochrom P-450, podrodina 1A, polypeptid 2)
alternativni nazvy:
cytochrom P-450, indukovatelny aromatickymi slou¢eninami
dioxinem indukovatelny P3-450
fenacetin O- deethyldza

Tento gen koéduje enzym z nadrodiny cytochromu P-450. Cytochrom P-450 -
monooxygenazovy systém katalyzuje mnoho reakci metabolismu 1éCiv a syntézy
cholesterolu, steroidd a daldich lipida. CYP1A2 piedstavuje téméf 15%
cytochromového systému v jatrech. Vice neZ 20 klinicky pouZivanych I€Civ je EasteCng
nebo uplné metabolizovano prostfednictvim CYP1A2, napfiklad kofein, teofylin,
imipramin, estradiol, ondansetron, klozapin a propranolol. Jeho exprese je indukovana
nékterymi polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky, z nichZ n&kolik bylo nalezeno

v cigaretovém koufi.

¢) CYP3A7 (cytochrom P-450, podrodina 3A, polypeptid 7}
CYP3A7 kéduje enzym z nadrodiny cytochromu P-450. Tento enzym hydroxyluje

testosteron a dehydroepiandrosteron 3-sulfat, ktery je zapojen do tvorby estriolu b&€hem
gravidity. Tento enzym také metabolizuje n€které jedy jako napiiklad aflatoxin B1.

f) Cyp3all (cytochrom P-450, podrodina 3a, polypeptid 11) druh: my$
g) Cyp3al3 (cytochrom P-450, podrodina 3a, polypeptid 13) druh: mys

Tyto geny kéduji enzymy cytochromu P-450 u mysi. Cyp3al3 je pfitomen ve vEtsi
mife ve stfevé, Cyp3all v jitrech. Oba tyto enzymy se podili na first-pass efektu pfi

metabolismu n&kterych sloucenin.

2b10 (cytochrom P-450, podrodina 2b, polypeptid 10 druh: my3

Cyp2b10 kéduje enzym cytochrom P-450 — monooxygenazového systému u mysi.

Gen Cyp2bl0 obsahuje fenobarbitalovou responsivni sekvenci, na kterou se jako
odpovéd’ na plisobeni fenobarbitalu vaZe heterodimer CAR/RXR a také PXR/RXR.

ch) CYP2B6 (cytochrom P-450, podrodina 2B, polypeptid 6)

alternativni nazvy:

cytochrom P-450, fenobarbitalem indukovatelny
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Také CYP2B6 kéduje enzym z nadrodiny cytochromu P-450, ktera je duleZitym
katalyzitorem biotransformaénich reakci. Exprese CYP2B6 je indukovana
fenobarbitalem. Prostfednictvim CYP2B6 jsou metabolizovana naptiklad cytostatika

cyklofosfamid a ifosfamid.

i) CYP7A1 (cytochrom P-450, podrodina 7A, polypeptid 1)
alternativni nazvy:

CYP7

cholesterol 7a-hydroxylaza

cholesterol 7a-monooxygenaza
CYP7A1 kéduje enzym z nadrodiny cytochromu P-450, ktery katalyzuje v jatrech
prvni krok pfemény cholesterolu na Zlutové kyseliny. Je tedy duleZity pro regulaci

syntézy Zlu¢ovych kyselin, zdkladniho mechanismu eliminace cholesterolu z tla.

Dal$i enzymy:

a) Aldhlal (aldehvd dehydrogenazova rodina 1, podrodina Al) druh: mys3

alternativni nazvy:
aldehyd dehydrogenaza 1; ALDHI
acetaldehyd dehydrogenaza 1
ALDH, jaterni cytosolova
retinal dehydrogenaza 1; RALDHI1

Aldehyd dehydrogenaza je dileZity enzym, Ucastnici se metabolismu alkoholu -
pteméfiuje acetaldehyd, vznikly z ethanolu pusobenim alkohol dehydrogenazy, na
acetat. V jatrech existuji dvé isoformy tohoto enzymu — cytosolova (ALDHI)
a mitochondridlni (ALDHZ2). Tento gen kdduje cytosolovou isoformu enzymu, ktera ma

vysokou afinitu k aldehydim a je siln& inaktivovana disulfiramem.

b) PAPSS2 (3-fosfoadenosin-S-fosfosulfat syntiza 2)

alternativni nazvy:

fosfoadenosin-fosfosulfat syntetaza 2
PAPS syntaza 2
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PAPS syntetaza 2
ATP sulfurylaza/adenosin fosfosulfat kinaza 2; ATPSK2
ATP sulfurylaza/APS kinaza 2
SK2

Sulfatace je dileZity zpisob modifikace endogennich (lipidy, proteiny,
a uhlovodiky) a exogennich (xenobiotika a 1é¢iva) slougenin. U savcl je pro viechny
sulfotransferdzy, enzymy Kkatalyzujici sulfataci, donorem sulfatové  skupiny
3'-fosfoadenosin 5'-fosfosulfat (angl. 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate, PAPS),
kiery je syntetizovan z ATP a anorganického sulfatu prostfednictvim dvou isoforem —
PAPSS1 a PAPSS2. Narozdil od mRNA pro PAPSS1, ktera je ve velkém mnoZstvi
pfitomna v lidském mozku, je mRNA pro PAPSS2 ve velkém mnoZstvi pfitomna
v lidskych jatrech. Pfi sulfataci nejprve ATP sulfurylaza katalyzuje syntézu adenosin-
fosfosulfatu (APS) z ATP a SO, a vdaldim kroku APS kinaza fosforyluje APS
v pfitomnosti dalsi molekuly ATP za vzniku PAPS. V niZ8ich organismech jsou tyto
d&je katalyzovany jednotlivymi enzymy.

¢) ALASI (delta-aminolevulanova syntaza)
alternativni nazvy:
ALAS
ALAS, ALASH
Delta-aminolevulanova syntaza katalyzuje kondenzaci glycinu se sukcinyl-CoA za
vzniku delta-aminolevulanové kyseliny. Tento v jadfe kédovany mitochondridlni

enzym je prvni a limitujici enzym biosyntézy hemu u savci.

Receptory:

a) Car (konstitutivni androstanovy receptor )

alternativni nazvy:

nuklearni receptory, podrodina 1, skupina I, ¢len 3; NR113
CAR

CAR-B

MB67
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Tento gen koduje konstituvni androstanovy receptor, ktery je popséan v néasledujici

kapitole. PXR, ktery je blizce pfibuzny CAR, se podili i na regulaci genu pro CAR.

b) AhR (aryl hydrokarbonovy receptor)
AhR koéduje ligandem aktivovany transkripéni faktor, ktery se ucastni regulace

biologické odpovédi na aromatické uhlovodiky. Receptor AhR reguluje enzymy
metabolismu xenobiotik, napfiklad enzymy cytochromu P-450. Mezi jeho ligandy patii
Siroké spektrum aromatickych uhlovodikii, které mohou byt toxické, nebo mit
teratogenni & imunosupresivni G&inky. Piedpoklidd se, Ze toto pulsobeni je

zprosttedkovéno pravé AhR.

¢) Pxr (pregnanovy X receptor)

alternativni nazvy:

nuklearni recepiory, podrodina 1, skupina I, {len 2; NR112
steroidni a xenobioticky receptor; SXR
PAR
PARI1
PAR2
Tento gen kéduje nukledrni pregnanovy X receptor (viz vyse). PXR se tedy sdm

castni regulace genu pro PXR.
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9B. PREHLED GENU REGULOVANYCH CAR

Informace o genech regulovanych prostiednictvim CAR, byly vyhledany
v databazich PubMed a GeneBank. Patfi mezi n€ geny pro transportéry, enzymy
CYP450, konjuga¢ni enzymy a také pro nékteré nukledrni receptory. Geny uvedené

velkym pismem jsou lidské, malym pismem jsou oznafeny geny hlodavci.

ABC transportéry

a) MDR1 (multidrug resistance protein 1)

alternativni nazvy:

ATP-binding cassette, podrodina B, ¢len 1; ABCB1
P-glykoprotein 1; PGY1

GP170

Membranovy protein kddovany timto genem je ¢lenem nadrodiny ABC transportért,
které prenaseji rizné molekuly pfes extra- a intracelularni membrany. ABC geny se déli
na sedm odlinych podrodin - ABC1, MDR/TAP, MRP, ALD, OABP, GCN20 a White.
P-glykoprotein je &lenem podrodiny MDR/TAP, jeZ se podili na lékové rezistenci.
Protein kédovany timto genem je ATP-dependentni lékova efluxni pumpa pro
xenobiotické sloudeniny se irokou substratovou specifitou. Odpovidd za sniZené
hromadéni 1é¢iv v rezistentnich bufikidch a je &astou pfifinou rezistence vuci
cytostatikiim. Tento protein také pisobi jako transportér v hematoencefalické bariéte
a v placenté, kde méa zasadni vyznam pro ochranu plodu pfed moZznym Skodlivym
plisobenim xenobiotik. MDR1 je ve velmi vysoké mife pfitomen v nadledvinach,
ve vysoké mife v ledvinich, méng v plicich, jatrech, tlustém stfevé, a nizké hladiny
MDR1jsou v mnoha dalich tkanich. Gen pro MDR1 je také exprimovan v n€kterych
lidskych nadorech.

b) Mrp3 (multidrug resistance-associated protein 3) druh: my$

alternativni nazvy:

ATP-binding cassette, podrodina C, ¢len 3; ABCC3

canalicular multispecific organic anion transporter 2; CMOAT?2
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Sekrece 7ludi v jatrech je z velké &asti fizena ATP-binding cassette (ABC) typem
proteinil, které jsou umist®ny v kanalikulirni membran€ a zprostfedkovavaji ATP-
dependentni transport Zludovych kyselin, fosfolipidd a organickych ionti.
Kanalikularni hlodav&i ABC-proteiny jsou rozdélovany na: MDR1 (ABCB1), MDR3
(ABCB4) a SPGP (ABCBI11), ktery se podoba MDR1 P-glykoproteinu, zatimco MRP2
(ABCC2) je strukturou a sekvenci podobny MRP1 (ABCC1) a transportuje podobné
substraty. Mrp3 je ¢lenem MRP podrodiny, ktera se podili na lékové rezistenci. Jeho
funkce jeité nebyla stanovena, je moZné, Ze se Udastni transportu Zlu€i a intestindlni

exkreci organickych anionti.

¢) Mrp4 (multidrug resistance-associated protein 4) druh: potkan

alternativni nazvy:
ATP-binding cassette, podrodina C, ¢len 4; ABCC4
multispecific organic anion transporter B; MOATB

Mrp4 kéduje membranovy protein z nadrodiny ABC transportéril, které pienaseji
rizné molekuly pies extra- a intracelularni membrany. Rakovinné buiiky, které maji
zvy$enou produkci lékovych transportérii, se mohou stat rezistentnimi vii€i Sirokému
spektru 1é&iv s riznou strukturou nebo riiznymi buné€énymi cily. Tento jev se nazyva
1ékova rezistence {angl. multidrug resistance, MDR). Mrp4 je élenem podrodiny MRP
ABC transportéra, ktera se na lékové rezistenci podili. Zprostiedkovava uvoliiovani
redukovaného glutathionu z hepatocyti do krve kotransportem s monoanionickymi

Zlu¢ovymi solemi.

Konjugaéni enzymy:

a) Suli2A1 (rodina sulfotransferaz.cytosolickd 2A, dehydroepiandrosteron-preferujici,
¢len 1 druh: my$
alternativni nazvy:

sulfotransferaza, dehydroepiandrosteron-preferujici; STD

DHEA sulfotransferaza

dehydroepiandrosteron sulfotransferdza
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Sulfotransferdzy (ST) maji dileZitou roli v metabolismu lé€iv a endogennich
sloudenin, protoZe katalyzuji pfeménu téchto latek na sulfitové konjugaty, které jsou
vice hydrofilni a lépe rozpustné ve vodé, a tim usnadiiuji jejich eliminaci z organismu.
Sulfatace miZe byt také dileZita pro regulaci mnoha endogennich slouéenin, jako jsou
steroidy a neurotransmitery, jelikoZ m&ni biologické vlastnosti t&hto sloucenin.
Jednotlivé sulfotransferazy se lisi v tkafiové distribuci a substratové specifit€. Sult2ZAl
je pfitomna zejména v jatrech a nadledvinkich kde probihd sulfatace steroidd

a Zlu€ovych kyselin.

b) Sultlal (rodina sulfotransferaz 1A, fenol-preferujici, len 1) druh: potkan
alternativni nazvy:
sulfotransferaza, fenol-preferujici 1, STP1
fenolova sulfotransferaza, termostabilni forma; STP
ST1A3

Sulfotransferazy katalyzuji sulfatovou konjugaci mnoha hormoni, neurotransmiterd,
IéCiv a xenobiotik. Fenol-preferujici sulfotransferaza je $iroce distribuovana v lidskych
a Zivotidnych tkanich. Tato destiCkova sulfofransferaza se nachazi v lidském téle ve
dvou forméch — prvni formou je termostabilni nebo-1i fenol-metabolizujici forma, ktera
je regulovana prostiednictvim CAR, druhou formou je termolabilni nebo-li monoamin-
metabolizujici forma (SULT1A3; STM). Gen Sultlal koduje termostabilni formu

a katalyzuje sulfatovou konjugaci katecholamini a fenolovych léCiv.

¢) UGT1A1 (rodina UDP-glykosyltransferdz 1, polypeptid Al)

alternativni nazvy:

uridindifosfatglykosyltrasferdzova rodina 1, polypeptid Al
uridindifosfat glykosyltransferaza 1; UGT1
UDP-glykosyltransferaza 1
uridindifosfat glukuronosyltransferaza
fenol / bilirubin UDP-glukuronosyltransferaza
GNT1
Gen UGTI1A1 koéduje UDP-glukuronosyltransferazu, enzym glukuronizace, pfi
které jsou malé lipofilni molekuly, jako jsou steroidy, bilirubin, hormony a 1é¢iva,

pfeméfiovany na ve vod¢ rozpustné, snadno eliminovatelné metabolity. Hlavnim
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substratem tohoto enzymu je bilirubin, mirnou aktivitu vykazuje také s jednoduchymi
fenoly, flavony a C18 steroidy. Mutace v genu UGTI1Al jsou pii¢inou Crigler-
Najjarova syndromu typu 1. a II. a Gilbertova syndromu.

I1zoenzymy cytochromu P-450:

CYP3A4 (cytochrom P-450, podrodina 3A, polypeptid 4
alternativni nizvy:
CYP3; CYP3A
P450, rodina III
P450-I11, steroidy indukovatelny
glukokortikoidy indukovatelny P450; P450C3
cytochrom P-450PCNI1
nifedipin oxidaza

CYP3A4 koduje enzym z nadrodiny cytochromu P-450. Proteiny cytochromu P-450
jsou monooxygenazy, které katalyzuji mnoho reakci zapojenych do metabolismu lé&iv
a do syntézy cholesterolu, steroidi a dalsich lipidi. CYP3A4 je nejvice exprimovany
izoenzym cytochromu P-450 v jatrech dospélého ¢loveka. Jeho expresi indukuji
glukokortikoidy. CYP3A4 je odpovédny za oxidaZni metabolismus Sirokého spektra
xenobiotik, veetné piiblizng¢ 60% vSech pouZivanych légiv. Mezi tato 1é&iva patfi
napiiklad acetaminofen, kodein, cyklosporin A, indinavir, amlodipin, atorvastatin,

zolpidem, diazepam a erythromycin.

b) CYP2B6 (cytochrom P-450, podrodina 2B, polypeptid 6)

alternativni nazvy:
cytochrom P-450, fenobarbitalem indukovatelny

Také CYP2B6 koduje enzym cytochrom P-450 — monooxygenazového systému
a jeho exprese je indukovatelna fenobarbitalem. CYP2B6 metabolizuje néktera

xenobiotika, napfiklad cytostatika cyklofosfamid a ifosfamid.
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¢) CYP2C9 (cytochrom P-450, podrodina 2C, polypeptid 9)
alternativni nazvy:
cytochrom P-450, fenobarbitalem indukovatelny

CYP2C9 koduje enzym znadrodiny cytochromu P-450. Je to jedna
indukovana rifampicinem. Mezi léiva, kterd jsou metabolizovana CYP2C9 patfi
napfiklad warfarin, fenytoin, tolbutamid, glipizid, diklofenak a ibuprofen. Studie
prokazaly, Ze existuji jedinci, ktefi jsou pomalymi metabolizitory fenytoinu

a tolbutamidu, coZ naznaduje, Ze tento gen je polymorfni.

d) CYP2C19 (cytochrom P-450, podrodina 2C, polypeptid 19
alternativni nazvy:
mefenytoin 4-hydroxylaza
P450C2C
CYP2C

CYP2C19 kéduje klinicky vyznamny enzym znadrodiny cytochromu P-450.
Do sirokého spektra 1€€iv, jejichZ metabolismus je katalyzovan CYP2C19, patii
naptiklad antikonvulzivum mefenytoin, antiulcerézum omeprazol, antidepresiva
diazepam a né&které barbituraty a antimalarikum proquanil. Polymorfismy v genu
CYP2C19 vedou ke zm&n& schopnosti metabolizovat mefenytoin (tzv. pomali a rychli

metabolizatofi mefenytoinu).

¢) CYP2AG6 (cytochrom P-450, podrodina 2A, polypeptid 6)

alternativni nazvy:

kumarin 7-hydroxylaza
cytochrom P-450, fenobarbitalem indukovatelny; P450PB
CYP2A3 (dtive)

CYP2A6 koduje enzym z nadrodiny cytochromu P-450. Proteiny cytochromu P-450
jsou monooxygendzy katalyzujici mnoho reakci zapojenych do metabolismu léciv
a syntézy cholesterolu, steroidi a dalSich lipidd. Exprese CYP2A6 je indukovana
fenobarbitalem. Enzym CYP2A6 katalyzuje hydroxylaci kumarinu, podili se také na
metabolismu nikotinu, aflatoxinu B1, nifrosamin(i a nékterych lé¢iv. U nékterych

jedinch byly nalezeny polymorfismy tohoto genu. Tito jedinci nemetabolizuji u¢inné
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kumarin 2 nikotin a jsou oznalovani jako pomali metabolizitoti. Polymorfismy

ovliviiuji také vnimavost vi&i rakoving plic a/nebo jater.

f) CYP2B1 (cytochrom P-450, podrodina 2B, polypeptid 1)
CYP2B1 kéduje enzym cytochrom P-450 - monooxygenazového systému a je

indukovatelny fenobarbitalem. CYP2B1 katalyzuje hydroxylaci mastnych kyselin.

2b2 (cvtochrom P-450, podrodina 2B, pol tid 2 druh: potkan
Cyp2b2 kéduje fenobarbitalem-indukovatelny enzym z nadrodiny cytochromu
P-450. Cyp2b2 se podili na metabolismu nikotinu a n&kterych IéCiv a aktivuje

(pro)karcinogeny.

h) Cyp2b190 (cytochrom P-450, podrodina 2b, polypeptid 10) druh: my3
Cyp2b10 kéduje enzym cytochrom P-450 — monooxygenazového systému u mysi.

Gen Cyp2bl0 obsahuje fenobarbitalovou responsivni sekvenci, na kterou se jako
odpovéd na plisobeni fenobarbitalu vaZe heterodimer CAR/RXR a také PXR/RXR.

Dal$i enzymy:

ALAS! (delta-aminolevuldnova syntdza)

alternativni nazvy:
ALAS
ALAS, ALASH
Delta-aminolevulanové syntiza katalyzuje kondenzaci glycinu se sukcinyl-CoA za
vzniku delta-aminolevulanové kyseliny. Tento v jadie kédovany mitochondrialni

enzym je prvni a limitujici enzym biosyntézy hemu u savci.
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