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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Interakce derivati rifampicinu s pregnanovym X

receptorem a OATP1B1 transportérem

Pregnanovy X receptor (PXR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor regulujici
jaterni expresi genil. Jeden z cilovych genti PXR, cytochrom P450 3A4 (CYP 3A4), je
PXR je rifampicin (RIF). RIF vstupuje do hepatocytl z bazolateralni strany pomoci
OATPIBI transportéru. Neni bez zajimavosti, Ze je RIF chemicky nestabilni molekulou.

Navic je metabolizovan v lidském téle.

V této diplomové praci jsme se rozhodli urcit afinitu derivati RIF (rifampicin
chinonu, rifampicin N-oxidu, 25-desacetylrifampicinu a 3-formylrifamycinu SV) k PXR
a OATPIBI, ktera je zatim jen omezené popsana. K tomuto tcelu jsme pouzili metody

two hybrid a gene reporter assay.

Pomoci two hybrid assay jsme zjistili, ze rifampicin chinon, rifampicin N-oxid a 3-
formylrifamycin SV (10 uM) aktivuji PXR srovnateln¢ jako RIF (pozitivni kontrola).
Naproti tomu 25-desacetylrifampicin ma niz$i afinitu k PXR nez RIF. Déle jsme
vyhodnotili vliv OATPIBI1 transportéru na bazolateralni transport RIF a jeho derivati.
RIF a rifampicin chinon indukoval aktivitu reportérového genu CYP3A4 silnéji v HepG2
buiikdch koexpresujicich PXR a OATPIB1 ve srovnani s HepG2 buiikami
transfekovanymi pouze s expresnim PXR vektorem. Vysledky neptimo ukazuji mozny

vliv OATP1BI na transport RIF a rifampicin chinonu.

Zaveérem naSe data ukazuji, Ze derivaty RIF aktivuji PXR a OATPIB1 muze byt

zapojen do transportu RIF a rifampicin chinonu.



Abstract
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Supervisor: PharmDr. Toma$§ Smutny, Ph.D.

Title of diploma thesis: Interactions of rifampicin derivatives with pregnane X

receptor and OATP1B1 transporter

Pregnane X receptor (PXR) is a ligand-activated transcription factor, which
regulates gene expression in the liver. Among PXR target genes, cytochrome P450 3A4
(CYP3A4) is the most important enzyme responsible for metabolism of clinically used
drugs. Rifampicin (RIF) is a prototype PXR ligand. It enters hepatocytes across the
basolateral membrane by OATPIBI1 transporter. Noteworthy, RIF is a chemically

unstable molecule. Additionally, it is also metabolized in the human body.

In this diploma thesis, we decided to determine the affinity of RIF derivatives (i.e.
rifampicin quinone, rifampicin N-oxide, 25-desacetylrifampicin, and 3-formylrifamycin
SV) to PXR and OATP1B1, which has not been explored in details so far. For this, two

hybrid and gene reporter assays were employed.

As revealed by two hybrid assay, rifampicin quinone, rifampicin N-oxide, and 3-
formylrifamycin SV (10 uM) activated PXR at a level comparable with RIF (positive
control). Contrary, 25-desacetylrifampicin showed a lower affinity to PXR than that of
RIF. Furthermore, we evaluated the impact of OATP1BI1 on the transport of RIF and its
derivatives. RIF and rifampicin quinone induced CYP3A4 gene reporter activity stronger
in HepG2 cells co-expressing PXR and OATP1B1 when compared to HepG2 cells
transfected only with PXR expression vector. The results indirectly point out possible

involvement of OATP1BI1 in the transport of RIF and rifampicin quinone.

In conclusion, our data demonstrates that RIF derivatives activate PXR and that

OATPIBI can be involved in the transport of RIF and rifampicin quinone.
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1 Seznam zkratek

AADAC
AF-1
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CYP
DBD
DDI
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ECACC
EDTA
FXR
GIT
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jednonukleotidovy polymorfismus, bodova mutace
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receptor pro steroidy a xenobiotika

zesilujici modul odpovidajici na xenobiotika



2 Uvod

Nuklearni receptory jsou skupinou transkripénich faktort, které se podileji na
regulaci bunécné proliferace, diferenciace a udrzovani homeostazy organismu. Do této
skupiny receptort patii i tzv. sirotéi adoptované receptory, jako je napf. pregnanovy X

receptor (PXR) (Pavek et al. 2005, Pavek 2016, Shi 2007).

PXR je ligandem aktivovany transkripéni faktor regulujici hepatocytarni expresi
genl. Typickym ptikladem cilového genu regulovaného PXR je CYP3A4, coZ je jeden
transkripcni aktivity PXR podminuje farmakokineticky vyznamné lékové interakce a
toxicitu. Indukce biotransformacnich enzymii pomoci PXR mize nejen snizit zamysleny
terapeuticky ucinek 1éciv, ale i zvysit produkci toxickych metaboliti (Carnahan a
Redinbo 2005, Correia 2006, Kousalova ef al. 2003, Mani et al. 2013, Martinkova et al.
2018).

Modelovym ligandem PXR je rifampicin (Mani et al. 2013), ktery vstupuje do
hepatocytli pomoci OATP1BI1 transportéru (Tirona et al. 2003).

Rifampicin (RIF) je polosyntetické antituberkulotikum ze skupiny rifamycint, které
jsou produkovany Streptomyces mediterranei. Byl objeven vroce 1957 jako derivat
rifamycinu B. Jeho baktericidni Uc¢inek je zalozen na inhibici DNA-dependentni
RNA-polymerazy. V soucasné dob¢ se pouziva prevazné k 1écbé tuberkulozy a lepry

(Alsayyed a Adam 2004, web 1).

RIF je chemicky nestabilni molekulou, navic je v lidském téle enzymaticky
metabolizovan (Nakajima et al. 2011, Sutradhar a Zaman 2021). V piedkladané praci
jsme se rozhodli ur¢it afinitu nékterych derivati RIF (rifampicin chinonu, rifampicin N-
oxidu, 25-desacetylrifampicinu a 3-formylrifamycinu SV) k PXR a OATPIBI, ktera

nebyla v minulosti detailné studovéna.



3 Teoreticka Cast

3.1 Biotransformace

Metabolismus neboli biotransformace je, vedle absorpce, distribuce a exkrece,
jednim z farmakokinetickych déja probihajicich v lidském téle, které nastavaji po podani
l1éc¢iva (xenobiotika). Latky jsou béhem biotransformace pfeménény na vice hydrofilni
molekuly, které jsou snadnéji vylouceny ledvinami nebo zluc¢i. LéCiva podand do téla
mohou byt metabolizovdna bud’ na latky s niz§im nebo Zadnym terapeutickym u¢inkem,
s ucinkem vys$§im, tj. proléciva anebo s uCinkem toxickym. Né&ktera 1éc¢iva nepodléhaji
biotransformaci viibec a jsou télem vyloucena v ptivodni form¢. Biotransformace probiha
pomoci biotransformacnich enzymi predevsim v jatrech (hepatocytech), stfeve, ale i
v plicich a ledvinach. Mizeme ji rozdé€lit do dvou fazi tj. reakce 1. faze a reakce II. faze.
V prvni fazi se xenobiotika stavaji polarnéjSimi, a to navazanim nebo odkrytim funk¢nich
skupin -OH, -NH> nebo -SH. Né&ktera pokracuji do druhé¢ faze, ktera zahrnuje konjugace
s endogenni latkou, a to napfiklad s kyselinou glukuronovou, sirovou, octovou nebo
s glutationem ¢i glycinem. Tato modifikace dale zvysi polaritu 1éciva (Correia 2006,

Martinkova et al. 2018).

Xenobiotika mohou byt pro biotransformaéni enzym substratem, induktorem,
inhibitorem nebo jejich vzajemnou kombinaci. Disledkem enzymové indukce je
urychleni biotransformace léCiva. Naopak v pifipad¢ inhibice je rychlost metabolismu

snizena (Correia 2006).

3.1.1 Biotransformacni enzymy

Enzymy jsou biologické katalyzatory s vysokou ucinnosti a komplexni regulaci.
Principem pulsobeni je sniZzeni velikosti aktivani energie reakce, kterd pak miize
probéhnout rychleji, za fyziologické teploty, tlaku a pH. Jedna katalyzovana reakce je
rozdelena do nékolika dil¢ich reakei, tzv. prechodnych stavil, z ¢ehoz kazdd méa hodnotu
aktivacni energie znatelné nizsi, a je tedy lehce dosaZitelnd v podminkach lidského téla.

Celkova hodnota aktivaéni energie reakce vSak zlistdva stejnd (Ledvina ef al. 2009).

Z hlediska struktury se enzymy skladaji z bilkovinné (apoenzym) a nebilkovinné
(koenzym) casti. Enzymy jsou vétSinou vétsi neZ substrat, jehoz pfeménu katalyzuji.
Enzym-substratovy komplex vznika vazbou substratu do aktivniho mista enzymu.
Aktivni misto je strukturni oblast enzymu, které kromé vazebnych skupin obsahuje i

katalytické skupiny zajiSt'ujici vlastni pfeménnou reakci (Ledvina et al. 2009).



Jeden enzym muize mit vice forem, které se od sebe lisi napt. velikosti molekuly,
strukturnimi odchylkami nebo vyssi odolnosti viici teploté. Tyto formy mohou vznikat na
podkladé genetickém (tzv. izoenzymy) nebo jiném, jako napfiklad béhem

posttranskripéni nebo posttranslacni tpravy (Ledvina et al. 2009).

Mezi zakladni biotransformacni enzymy 1. faze patii cytochrom P450 (CYP), ktery
existuje v mnoha riiznych izoformach jako naptiklad CYP1A1, 1A2, 2C9, 2C19, 2D6,
2E1 a 3A4. Nachazi se ve vnitini membrané mitochondrii nebo na membrané
endoplazmatického retikula. V lidském téle se CYP nachazi nejcastéji v jatrech, stieve,

mozku, plicich, klizi a ledvinach (Correia 2006, Waring 2020).

V lidskych jatrech je nejvice zastoupeny CYP3A4, tvoti zhruba 30 % vSech CYP.
Pravé CYP3A4 zajistuje biotransformaci vice jak 50 % klinicky pouzivanych 1é¢iv. Mezi
jeho typické induktory patifi napfiklad dexametason, fenobarbital, fenytoin,
karbamazepin, RIF a hyperforin. Mezi inhibitory amiodaron, clotrimazol, cyklosporin,
erytromycin, flukonazol, fluoxetin, grapefruitova S$t4va, indinavir, klaritromycin,
nifedipin, omeprazol, verapamil atd. Do skupiny substrati fadime amiodaron,
atorvastatin, diazepam, digitoxin, fentanyl, losartan a spoustu dalSich. Na podkladé zmén
aktivity CYP3A4 wvznikaji klinicky vyznamné farmakokinetické interakce Iéciv

(Kousalova et al. 2003).

Prikladem zavaznosti Iékovych interakci (z angl. drug-drug interactions, DDIs)
muze byt nasazeni RIF u pacienti po transplantaci, ktefi soub&zné uzivaji
imunosupresivum cyklosporin, substrat CYP3A4. RIF zvySuje transkripcni aktivitu PXR
a zpusobuje indukci CYP3A4. To vede k poklesu terapeutické koncentrace cyklosporinu

v krvi a nasledné k riziku rejekce transplantatu (Mani et al. 2013).

3.2 Nuklearni (jaderné) receptory

Nuklearni receptory jsou skupinou transkripénich faktort, které se podileji na
regulaci bunétné proliferace, diferenciace a udrzovani homeostdzy organismu. Jejich
zakladni molekularni funkci je regulace bunééné transkripce cilovych gend. Transkripéni
regulaci nukledrnich receptori upravuji dalSi proteiny (koaktivatory a korepresory)

(Pavek et al. 2005, Pavek 2016, Shi 2007).

Jaderné receptory tvofi nadrodinu proteinli (z angl. superfamily), které maji
podobné vlastnosti dané typickou strukturou funkcénich domén. Obecné se jaderny
receptor skladd z domény rozpozndvajici specifické sekvence promotorové DNA

5



tzv. DBD (z angl. DNA binding domain), spojovaci struktury (z angl. hinge), domény
vazajici ligand tzv. LBD (z angl. ligand binding domain) a tsekd AF-1 a AF-2. AF-1 je
aktivacni funkce na ligandu nezévisla, AF-2 je aktiva¢ni funkce na ligandu zavisla, viz

obr. 1 (Carnahan a Redinbo 2005, Pavek et al. 2005, Pavek 2016, Shi 2007).

1 41 141 434

Obr. 1 Znazornéni struktury lidského pregnanového X receptoru, zastupce nuklearnich

receptort
Modifikovano dle: Carnahan a Redinbo 2005

Do nadrodiny nukledrnich receptori patii mimo jiné steroidni a sirotci (z angl.
orphan) receptory, u kterych nezname jejich endogenni ligandy. Do skupiny sirotéich
receptorti miizeme jesté zaradit podskupinu tzv. adoptovanych sirotéich receptort, jejichz

ligandy byly identifikovany aZ po objeveni samotnych receptorti (Pavek 2016, Shi 2007).

Prvni skupina, steroidni jaderné receptory, jsou schopné vézat exogenni i
endogenni slouceniny a zahrnuji ¢tyfi druhy receptorti: glukokortikoidni, estrogenni,
androgenni a receptor kyseliny retinové (z angl. retinoic acid receptor, RAR) (Chen ef al.

2012).

Skupina sirot¢ich receptorii a adoptovanych sirotéich receptort tvoii témét 60 %
vSech jadernych receptori. Prikladem jsou receptory aktivované proliferatory
peroxisomu tj. PPAR (z angl. peroxisome proliferator-activated receptor), jaterni X
receptor (z angl. liver X receptor, LXR), konstitutivni androstanovy receptor (z angl.
constitutive androstane receptor, CAR) a PXR, které reguluji spravny vyvoj organismu,

udrzuji homeostazu a mohou se také podilet na rozvoji nékterych onemocnéni (Chen et

al. 2012).

Steroidni receptory se obecné vazou k DNA ve form¢ homodimeri, adoptované
sirotéi receptory pak jako heterodimery spolu s retinoidnim X receptorem o (z angl.
retinoid X receptor o, RXRa). V obou skupinéch se vyskytuji vyjimky, napt. homolog 1
jaterniho receptoru (z angl. liver receptor homolog 1, LRH-1) se vyskytuje ve formé

monomeru (Mani et al. 2013).



3.2.1 Pregnanovy X receptor

Mezi adoptované sirotéi jaderné receptory patii PXR, klasifikovany jako nuklearni
receptor podrodiny 1, skupiny I, ¢len 2 (NR112) a zaroven jako receptor pro steroidy a
xenobiotika (z angl. steroid and xenobiotic receptor, SXR). PXR fidi expresi
biotransformacnich enzymt prvni a druhé faze, a nékterych transportért, za ucelem
ochréanit organismus ptfed potencidlné Skodlivym vlivem exogennich i endogennich

slou¢enin (Carnahan a Redinbo 2005, Shi 2007, Skandalaki ez al. 2021).
Struktura a ligandy PXR

Lidsky PXR se sklada ze 434 aminokyselin a je kddovan genem NRII2, ktery se
nachazi na tfetim chromozomu. LBD PXR tvofi tfi vrstvy a-helix (modie) uspotadané do
tzv. sandwich tvaru a pét  vlaken (zluté¢ a riizove) usporaddanych antiparaleln¢ v jedné
plose, jak je vidét na obr. 2. AF-2 je zndzornéna zelené (Carnahan a Redinbo 2005, Ong

et al. 2011, Skandalaki ef al. 2021).

Obr. 2 Struktura LBD PXR. Modfe jsou znazornéné a-helix, zluté  vldkna obdobna pro
dalsi NR, razové B vlakna unikétni pro PXR, zelen¢ je zndzornéna AF-2.

Modifikovano dle: Ong et al. 2011

PXR je ligandem regulovany transkripcni faktor, ktery je schopen vézat velkou
Skéalu riznorodych molekul pravé diky své struktute LBD, ktera tvofi velkou flexibilni
hydrofobni kapsu o velikosti 1150 A3, coZ je skoro dvojnasobek oproti piibuznému CAR.
Typickymi ligandy PXR jsou molekuly lipofilni struktury s menSim poctem polarnich



skupin s velikosti v rozpéti 232 Da (fenobarbital) az vic jak 800 Da (rifampicin, taxol),
viz obr. 3. Pocet a molekularni riiznorodost ligandt pfedurcuje PXR jako jeden z hlavnich
sensorti xenobiotik. Mezi ligandy, vazajici se na PXR, patii naptiklad RIF, clotrimazol,
tamoxifen, nifedipin, vitamin E a K2, hyperforin z tiezalky teCkované a karotenoidy.
Z endogennich molekul jsou to naptfiklad zluCové kyseliny a jejich prekurzory,
progesteron, cholesterol a jeho metabolity (Carnahan a Redinbo 2005, Mani et al. 2013,
Péavek 2016, Skandalaki et al. 2021, Timsit a Negishi 2007).

414

Hyperforin

B eoa4 Rifampicin
2.1 A resolution :

2.8 A resolution

Obr. 3 LBD PXR ptizpiisobuje svoji strukturu pro riizné ligandy (hyperforin vlevo,
rifampicin vpravo)

Ptevzato z: Carnahan a Redinbo 2005
Polymorfismus genu pro PXR

Neni bez zajimavosti, ze gen pro PXR je polymorfni. V nizké frekvenci se zde
nachdzi bodové mutace (z angl. single nucleotide polymorphism, SNP). Odlisnost
v kodujici oblasti genu u europoidnich obyvatel odpovida 1 bp v 15 984 bp. VétSina SNP
ma frekvenci minoritni alely mensi nez 0,1, vSechny se ale vyznamné neli$i od Hardyho—
Weinbergova zdkona (P>0,05). Efekt polymorfismu je rizny podle toho, jestli se nachazi
v kédujicich nebo nekodujicich oblastech genu. V koédujicich oblastech mize zplsobit
zménu struktury LBD nebo DBD domén PXR a tim i potencialné ovliviiuje vazebnost
PXR k ligandiim a k cilovym oblastem DNA. Tento fakt miiZe mit vliv na rozdilnou
odpovéd’ populace jak v reakci na stejnou 1é¢bu, tak v riziku a zadvaZnosti onemocnéni. V
nekodujicich oblastech miiZze polymorfismus ptispivat ke zménam hladin PXR exprese

(Kotta-Loizou et al. 2013, Pavek et al. 2005, Skandalaki ef al. 2021, Zhang et al. 2001).



Lokalizace PXR

V téle se PXR nachazi predevs§im v jatrech, ale i v ledvinach, tenkém a tlustém
stieve, v zaludku, miSe a kostni dieni. Je mozné ho také detekovat v nadorovych bunkach
prsu a endometria, kde se patrné podili na regulaci jejich rustu, proliferaci, apoptoze a

vzniku metastdz (Carnahan a Redinbo 2005, Skandalaki et al. 2021).
Funkce PXR

Jak bylo jiz zminéno, PXR je zodpovédny za regulaci exprese enzymi, které
zajist'uji biotransformaci xenobiotik (1é¢iv). Mezi cilové enzymy PXR patii CYP (3A4,
2C9, 2C8, 2C19, 2B6), glutathion S-transferazy, sulfotransferdzy a karboxylesterazy
(Pavek et al. 2005). PXR také tidi expresi genl pro P-glykoprotein transportér MDR2
(mnohocetné 1€kové rezistence, z angl. multi drug rezistence 2) a OATP transportér
(polypetidovy pienaSeC¢ organickych aniontli, z angl. organic anion transporting
polypeptides) (Carnahan a Redinbo 2005, Skandalaki et al. 2021). Nedavna préce
ukézala, Ze PXR aktivovany RIF celkem indukuje 164 a inhibuje 334 genti v modelu 2D
kultivovanych lidskych hepatocyti (Kandel et al. 2016). Funkci PXR je tedy nejen
regulace biotransformace xenobiotik, ale podili se i na mnoha endogennich procesech
napf. metabolismu glukoézy, lipid, ZluCovych kyselin, vitaminii a regulaci zanétu.
Aktivace PXR mitize zphsobit Iékové interakce a vznik rezistence vici

chemoterapeutikiim (Mani et al. 2013, Skandalaki et al. 2021).
Agonisté a antagonisté PXR

Agonistické puasobeni ligandi zvySuje transkripcni aktivitu PXR. Prikladem
agonistil jsou artemisinin, clotrimazol, dexamethason, endosulfan, glycyrrhiza uralensis
extrakt, hyperforin, nifendipin, paklitaxel, fenobarbital, ginkgo biloba extrakt, RIF,
ritonavir, schisandra chinensis extrakt a taxol (Burk ef al. 2005, Carnahan a Redinbo
2005, Casabar ef al. 2010, Chang a Waxman 2008, Kliewer et al. 2002, Mu et al. 2006,
Yeung et al. 2006). Antagonisté pak blokuji u¢inek agonistli (Chang a Waxman 2008).
Mezi antagonisty PXR pati napiiklad flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, leflunomid,

SPA70 a trabectedin (Biswas et al. 2009, Chang a Waxman 2008, Lin et al. 2017).

Vyvojem malych molekul, které by se chovaly jako antagonisté PXR se zabyval
Mani et al. (2013). Tyto molekuly by snad mohly zvrétit vySe zminéné negativni disledky



pusobeni agonistll PXR, jako jsou Iékové interakce, rezistence nddort viici 1é¢be a mozna

1 samotny rust nadort.
Aktivace a regulace PXR

Aktivace PXR zacind navazanim ligandu pfimo do LBD PXR v bunétném jadre.
Zde pak vznika komplex s retinoidnim X receptorem (RXRa), koaktivatory (napf. steroid
receptor coaktivator-1, SRC-1) a RNA — polymerazou II. DBD identifikuje responzivni
misto PXR (z angl. response element, PXR-RE) regulovanych genli a
RNA — polymeraza II spousti transkripci za vzniku mRNA, které je nasledné pielozena
do proteinu, viz obr. 4. Aktivace PXR mize probihat taky vazbou ligandu piimo
v cytoplazmé s naslednou translokaci PXR do bunécného jadra. Degradaci PXR zajistuje
proteazom, coz je ATP-dependentni komplex degradujici vétSinu bunécnych proteinti

(Carnahan a Redinbo 2005, Masuyama et al. 2002, Pavek et al. 2005).

rifarmpicin
dotrimazol

hyperforin aj.
\J

Obr. 4 Regulace exprese gent pies PXR
Ptevzato z: Pavek et al. (2005)

V klidovém stavu, kdy na PXR neni navdzan agonista, je PXR regulovan
transkripénimi korepresory jako korepresor 1 a 2 jaderného receptoru (z angl. nuclear
receptor co-repressor, NCoR1 a NCoR2). NCoR1 a NCoR2 reguluji potlaceni bazalni
transkripéni aktivity PXR pomoci vazby histonovych deacetyldz (z angl. histone
deacetylases, HDACs) (Pongula a Mani 2013, Skandalaki et al. 2021).
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3.3 OATP

OATP, polypeptidové prenasece organickych aniontil, jsou membranové proteiny,
které jsou schopné intracelularné transportovat latky pies bunéénou membranu.
Transportéry jsou nezbytnou soucasti bun¢k, protoze buiika samotna je od okoli oddélena
bunécnou membranou, kterd zabranuje volnému priichodu latek. OATP se systematicky
déli do Sesti podskupin (OATP1 az OATP6), které zahrnuji celkem jedenact transportéru.
Tyto proteiny jsou kédovany geny, které se nazyvaji SLCO (z angl. solute carrier for
organic anions). Mezi typické substraty OATP patii digoxin, simvastatin, atorvastatin,
atenolol, telmisartan, methotrexat a diklofenak (Choudhuri a Klaasen 2020, Martinkova

et al. 2018, Prokes et al. 2017, Svoboda et al. 2011).

OATP tvoii 643 az 722 aminokyselin uspotadanych ve 12 helixech (H1-H12)
odd¢lenych Sesti extracelularnimi a péti intracelularnimi klickami znazornénych na obr.
5 (¢). Tustrativnim ptikladem (obr. 5) je proteinova struktura OATP1B3. Mezi vladkny
aminokyselin je na obr. 5 (a a b) vidét centralni por, pres ktery se uskutecituje transport.
Tento por ma kladny elektrostaticky naboj, ktery usnadiiuje vazbu a transport negativné
nabitych sloucenin. Obr. 5 (d) znazorfiuje navazany digoxin v centralnim poru

(Khondoker ef al. 2018, Svoboda et al. 2011).
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Obr. 5 Znazornéni struktury OATP1B3: (a) pohled z vnittku buiiky, (b) z vnéjsku
bunky, (¢) z boku, (d) znazornéni navazaného digoxinu (substratu)

Pfevzato z: Meier-Abt et al. 2006

Pro spravnou funkci OATP kandli je dilezitd klicka ¢. 5 mezi H9 a H10. Pokud
se na ni projevi genovy polymorfismus nebo jind modifikace, ovlivni to funkci celého
transportéru. Vyskyt polymorfismu v genu pro OATP1IB1 v H4 se projevi nejen
pozménénou funkci, ale 1 jeho odlisSnou expresi v lidském téle (Choudhuri a Klaassen

2020, Svoboda et al. 2011).

OATP mulZeme najit v jatrech (OATP1B1, OATP1B3), stievé (OATP2B1),
mozku, ledvinach, srdci, plicich, varlatech (OATP1C1). OATP2A1, 3A1 a 4Al jsou
ubikvitni. ZvySena nefyziologickd exprese OATP1B3 se nachazi v nddorovych bunkach
zaludku, prostaty, prsu, stfeva a pankreatu. Funkce OATP mohou byt ovlivnény indukci,
inhibici, genovym polymorfismem, zanétem, virovou infekci ¢i nealkoholickou
steatohepatitidou. Jsou také mistem lékovych interakci, které mohou vést k ovlivnéni
farmakokinetiky spolu podanych 1é¢iv (Khondoker ef al. 2018, Rodrigues et al. 2020,
Svoboda et al. 2011).
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Z hlediska funkce jsou OATP transportéry membranové pienaseCové proteiny nezavislé
na sodiku, které tidi transport strukturné riznych molekul. Pfikladem substratt OATP
jsou zlucové soli, bilirubin a jeho glukoronidy, thyroidni hormony, steroidni latky, 1é¢iva

uvedena vyse a n¢ktera dalsi xenobiotika (Svoboda ef al. 2011).

Je znamo, Ze prenasend molekula se navaze v pozitivné nabitém centralnim poru
transportéru, ale zatim nevime, jestli se vaze sama nebo spolu s dal§imi latkami. Stoji za
zminku, ze OATPIBI a 1B3 pravdépodobné funguji jako obousmérné kanaly pro
facilitovanou difuzi zavislé na elektrochemickém gradientu ptenaSené latky (Svoboda et

al. 2011).

3.3.1 OATPI1BI1

OATPI1BI1 (také OATP-C, OATP2, LST-1) se spolu s OATP1B3 vyskytuje pouze
v jatrech na basolaterdlni membrané hepatocyt a zajiStuje uptake xenobiotik z krve.
Transportér je kodovany genem SLCOIBI a protein OATPIB1 se sklada z 691
aminokyselin. Mezi jeho substraty patii Zlu¢ové kyseliny, bilirubin, 17beta-glukuronosyl
estradiol, leukotrien C4, statiny, antibiotika, sartany, ACEi, toxiny, cytostatika a RIF
(Khondoker ef al. 2018, Svoboda et al. 2011).

Tirona et al. (2003) zjistili, ze RIF vstupuje do jaternich bunék pomoci OATP1B1
a OATP1B3 (viz obr. 6). Na obr. 7 Ize vidét, ze zvySena exprese OATP1B1 potencuje
aktivaci PXR. Autofi déle zjistili, Ze transport RIF pomoci OATP1B1 je zavisly na Case

(faze plateau je dosazena po 30 min), transportér je tedy saturabilni.
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Obr. 6 Transport RIF (0,5 uM) do tranzientn¢ transfekovanych HeLa bunék
exprimujicich OATP-C (OATP1B1), OATP-8 (OATP1B3) a dalsi transportéry.
Porovnano vici kontrole (prazdny vektor)

Modifikovano podle: Tirona ef al. 2003
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Obr. 7 Graf ukazuje, Ze zvySena exprese OATP1B1 potencuje aktivaci PXR
v tranzientné transfekovanych Hela buiikach v gene reporter studii. + Zn je stabilné
indukovana exprese OATP1B1 pomoci zinku, - Zn ukazuje stejné buiiky bez indukce
exprese transportéru

Pfevzato z: Tirona et al. 2003

Ligandy jadernych receptort Casto prostupuji do bunék praveé prostiednictvim
OATP transportéri. Promotor SLCOIBI muze byt aktivovan transkripnimi faktory,
mezi které patii hepatalni nuklearni faktor (z angl. hepatic nuclear factor, HNF) 1a a 4a,
LXR a farnesoidovy X receptor (z angl. farnesoid receptor, FXR). Efekt téchto a dalSich
faktorti na expresi OATP1B1 je shrnut v tab. 1 (Khondoker et al. 2018, Svoboda et al.

2011).

Tab. 1 Efekt transkripcnich faktori na OATP1B1

Transkrip¢ni faktor Efekt na expresi OATP1B1
PXR Bez vlivu
CAR Bez vlivu
LXRa 1
FXR !

Modifikovano dle: Svoboda et al. 2011

Vzhledem ktomu, Ze OATPIB1 dokadZe transportovat Siroké mnozZstvi
xenobiotik, muize kompetice mezi jeho substraty zpisobit vyrazné zmény v

jejich plazmatickych koncentracich (Vavricka ef al. 2002, Yamaguchi et al. 2011).
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3.4 Rifampicin

RIF, zndmy také jako rifampin, je lipofilni 1é¢ivo o molekulové hmotnosti 822,94
Da, kter¢ se pouziva prevazné k 1écbé tuberkulozy. Patii do skupiny rifamycind, coz jsou
strukturné podobna makrocyklicka antibiotika produkovana Streptomyces mediterranei.
Struktura RIF je zndzornéna na obr. 8. Rifamyciny spadaji k ansamyciniim na zaklad¢
jejich typické struktury pfipominajici tvar kosiku. Mechanismem uc¢inku RIF je inhibice
DNA-dependentni RNA-polymerazy v bakteridlnich bunikach. (Anonym 2008, Maslow a
Portal-Celhay 2015, Nakajima et al. 2011).

Rifampicin

Obr. 8 Chemicka struktura RIF

Ptevzato z: Nakajima et al. 2011

RIF byl objeven v roce 1957 jako polosynteticky derivat rifamycinu B, ktery vznika
fermentaci ze Streptomyces mediterranei. Jeho nazev pochazi ze slangového slova , rififi
(znamenajiciho ve francouzstin€ problém), stejnojmenného popularniho francouzského
kriminalniho filmu. RIF se dobie absorbuje z GITu, ale je mozné i jeho intraven6zni
podani. Z hlediska distribuce je terapeutickych koncentraci dosazeno v séru, moci,
slinach, kostech, pohrudnici, pankreatické a mozkomisni tekutin¢. Vylu€ovan je pfevazné
zluci s poloasem mezi 2 az 5 hodinami. V jatrech je deacetylovan esterazou za vzniku
25-desacetylrifampicinu (Alsayyed a Adam 2004, Maslow a Portal-Celhay 2015).
Konkrétnim enzymem zodpovédnym za metabolismus RIF je patrné lidské arylacetamid

deacetylaza (AADAC) (Nakajima ef al. 2011).
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RIF ma prokdzanou klinickou tc¢innost proti Staphylococcus aureus, Legionella
pneumophila, Streptococcus skupiny A, Brucella spp., Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis. In vitro je G¢inny proti penicilin rezistentnimu Streptococcus
pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Haemophilus ducreyi a
dal$im gram negativnim bakteriim. V poslednich letech je ale velky narist rezistence vici
RIF, 297 % se mutace nachazi v tzv. RIF-resistant determining region (RDR), coz je
oblast celkem 81 bp rpoB genu, ktery koduje hlavni cil RIF. Rezistence nartsta velmi
rychle pokud je RIF pouzit v monoterapii, proto se smi pouZivat pouze v kombinacich.
Ptikladem rezistentnich kment je Mycobacterium fortuitum a chelonei. Rezistence se
vyskytuje 1 jako tzv. zkiizend rezistence vici dalSim rifamycinim jako rifapentin a

rifabutin (Anonym 2008, Alsayyed a Adam 2004, Nakajima et al. 2011).

Hlavni terapeutickou indikaci RIF je tuberkuléza (Mycobacterium tuberculosis,
vzdy v kombinaci s izoniazidem, pirazinamidem, streptomycinem nebo etambutolem) a
lepra (Mycobacterium leprae). Ve vyjimecnych piipadech je mozné RIF pouzit k 1écbé
meningitidy, stafylokokovych infekci a legionelozy. Kontraindikovan je pii t€zké poruse
jater, hepatitidé€, ¢i souCasném uzivani sachinaviru, ritonaviru a alkoholu (web 1). Mezi

dalsi mozné indikace RIF patii osteomyelitida a endokarditida (Nakajima et al. 2011).

RIF je nejenom pouzivan k 1é€bé mykobakteridlnich infekci, ale je také diky své
schopnosti indukovat biotransformacéni enzymy a transportéry vyuzivan jako modelovy

induktor v klinickych studiich (Tirona et al. 2003).

Obecné je RIF dobfe snasen. NejCastéjSim nezadoucim ucinkem je oranzové
zbarveni moci, slz a slin (klinicky nevyznamné). Pti 1€cb¢é mize dojit k hemolyze, ktera
muze vést k anémii, tubularni nekréze a k Soku. Hlavné v piipadech predavkovani je RIF
hepatotoxicky. Cytotoxicitou rifamycint se zabyvali Nakajima ef al. (2011), RIF ma ze
tti zkoumanych rifamycind (rifampicin, rifabutin, rifapentin) nejnizsi cytotoxicky
potencidl. Hlavni metabolit 25-desacetylrifamycin mé cytotoxicky potencidl nejnizsi
nebo Zadny. Relativné nejvétSim problémem RIF je jeho indukce CYP3A4 a P-
glykoproteinu prostfednictvim aktivace PXR, kvuli které vykazuje spoustu lékovych
interakci. Ptiklad 1éc¢iv s klinicky zdvaznymi Iékovymi interakcemi s RIF je shrnut v tab.
2. Jeho podani je pravé kvili tomu komplikované u polymorbidnich pacientt (Alsayyed

a Adam 2004, Baciewicz et al. 2013, Nakajima et al. 2011, Tirona et al. 2003).
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Tab. 2 Léciva s prokazanymi klinicky zavaznymi lékovymi interakcemi s RIF

Klinicky zavazné 1ékové interakce s RIF

Chinidin Ifosfamid Ritonavir
Cyclosporin A Itrakonazol Saquinavir
Dapson Carvedilol Simvastatin
Delavirdin Ketokonazol Sirolimus
Dextromethorfan Clarithromycin Tacrolimus
Disopyramid Codein Tamoxifen
Dolasetron Meflochin Tolbutamid
Ethinylestradiol Methadon Toremifen
Etoricoxib Midazolam Triazolam
Everolimus Morphin Verapamil
Fenprokuron Nateglinid Vorikonazol
Gliclazid Nelfinavir Wartfarin
Glimepirid Nifedipin Zopiclon
Glipizid Nilvadipin
Haloperidol Norethisteron
Indinavir Ondasetron
Imatinib Propafenon

Pfevzato z: Pavek et al. 2005

RIF patii mezi nejsilnéjsi znamé ligandy PXR a induktory CYP3A4, 2B6, 2C9 a P-
glykoproteinu. Maximalni indukce nastava po 7 dnech podavani, stejnou dobu trva i

navrat organismu do piivodniho stavu po jeho vysazeni (Pavek et al. 2005).

Nakajima et al. (2011) zkoumali, zda-1i metabolit RIF, 25-desacetylrifampicin je
schopny indukovat PXR. Pokus byl proveden pomoci gene reporter assay. Typem
pouzitych bun¢k byly HepG2. Na obr. 9 je vidét, Ze schopnost 25-desacetylrifampicinu
indukovat CYP3A4 je velmi nizka.
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Obr. 9 Srovnani schopnosti indukce CYP3A4 rifampicinem a 25-desacetylrifampicinem
(pti riznych koncentracich) metodou gene reporter assay

Modifikovano podle: Nakajima ef al. 2011

Jak bylo uvedeno, RIF je v téle enzymaticky metabolizovan na 25-
desacetylrifampicin (viz obr. 13). Je dilezité dale uvést, ze molekula RIF 1 spontanné
degraduje ve vodném prosttedi. Hlavni degradacni produkt RIF, rifampicin chinon (RFQ,
viz obr. 12), vznika neenzymatickou autooxidaci (viz obr. 10). Pomoci RFQ jako
standardu se urcuje kvalita 1é¢iva obsahujiciho RIF, protoze nizkd kvalita 1éCiva, tj.
pritomnost rozkladnych produkti a nizky obsah ucinné latky (RIF) zvySuje
pravdépodobnost vzniku antibiotické rezistence. RFQ byl prokazan jako pticina vzniku
rezistence konkrétné u E. coli a M. smegmatis. Zjistilo se, ze za fyziologickych podminek
(37 °C, inkubace 24 hodin) a pfitomnosti bakterii pfechazi RFQ redukci zpét na RIF
(Nakajima et al. 2011, Sutradhar a Zaman, 2021).
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Obr. 10 Autooxidace RIF na RFQ a redukce RFQ na RIF

Prevzato z: Sutradhar a Zaman, 2021

Dal8im degradacnim produktem je 3-formylrifamycin SV (viz obr. 14), ktery
vznikéd hydrolyzou RIF v kyselém prostfedi. Tento produkt prokéazal protimikrobialni

aktivitu in vitro, ale ne in vivo. Na zavér jmenujme degradacni produkt rifampicin N-oxid,
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viz obr. 15 (Gallo a Radaelli 1976, Maggi et al. 1966, Shishoo et al. 1999). Ptehled

degradacnich reakci a struktur derivata je na obr 11.

Hydrolyza na 25- desacetylrifampicin

0

Rifampicin

Oxidace na rifampicin

N-oxid

Hydrolyza na 3-formyl
rifamycin SV

Oxidace na rifampicin chinon

Obr. 11 Degradacni produkty rifampicinu

Modifikovano podle: Nakajima ef al. 2011

Derivaty RIF jsou znazornény na obr. 12-15:

Obr. 12 Rifampicin chinon
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Obr. 13 25-desacetylrifampicin

OH

Obr. 15 Rifampicin N-oxid

Struktury vytvofeny pomoci: web 2
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4 Cil prace
1. Stanovit afinitu derivati rifampicinu k nukledrnimu receptoru PXR.

Srovnani afinit derivatl rifampicinu s modelovym ligandem PXR, rifampicinem.
2. Nepiimo urcit transport derivati rifampicinu pomoci OATP1B1 transportéru.

Stanovit vliv exprese OATP1B1 transportéru na aktivaci PXR v pfitomnosti derivati

rifampicinu.
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5 Experimentalni ¢ast
5.1 Material a metody

5.1.1 Bunécna linie HepG2

HepG2 (viz obr. 16) je nddorova bunécna linie, kterd byla ziskdna z jaterni biopsie
bélosského 15letého muze s diferenciovanym hepatocelularnim karcinomem. Tyto
epitelialni buiky vylucuji hlavni plazmatické proteiny jako napiiklad albumin, a2-
makroglobulin, al-antitrypsin, transferrin a plasminogen. Bunécna linie je adherentni,

tzn. tvoti vazbu k povrchu kultivacni nadoby (web 3).

Kultivace bun¢k probihala v plném médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) obsahujicim 2 mM glutamin, 1 % neesencialnich aminokyselin a 10 % fetalniho
bovinniho séra. Bunky byly inkubovany pii 37 °C a 5 % CO; ve vlh¢ené atmosféte uvnitt
inkubatoru. Pii 70-80 % konfluenci, kterd nastala pfiblizné¢ po 6 dnech od posledni
pasaze, byly buiiky oplachnuty v PBS (fosfatovy pufr, z angl. phosphate buffered saline)
a inkubovany v 0,25 % trypsinu-EDTA (kys. edetova). Uginek enzymu byl nasledng

neutralizovan pfidanim plného média.

Mnozstvi bunék v 1 ml bunécné suspenze byl urcen pomoci Biirkerovy komiirky,
pii kalkulaci byly vyfazeny mrtvé buiiky obarvené trypanovou modfi. Do 48jamkového

plata bylo nasazovano 110 000 bunék na jamku, tj. na plochu 0,95 cm?.

Bunécna linie HepG2 byla ziskana z General Collection od European Collection

of Authenticated Cell Cultures (ECACC) (web 3).

Obr. 16 Bunééna linie HepG2

Pievzato z: web 3
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5.1.2 Pomiicky, pristroje

48jamkova kultivacni plata ¢ira (Thermo Fisher Scientific, USA)
96jamkova kultivacni plata bila (Thermo Fisher Scientific)
Biirkerova komiarka (Meopta, Ceské republika)

Centrifuga Z 326K (HERMLE Labortechnik GmbH, Némecko)
Inkubator (Sanyo, Japonsko)

Kahan plynovy

Kultivaéni lahve (TPP, Svycarsko)

Laminarni box TopSafe 1.8 (Bioair Instruments, Italie)

Lednice

Nesterilni latexové rukavice (VWR, USA)

Serologické pipety (TPP)

Sada automatickych pipet se Spickami (Eppendorf, Némecko)
Spektrofotometr pro méteni luminiscence Synergy 2 (BioTek, USA)
Svételny mikroskop (Optika Microscopes, Italie)

Viéhy (Boeco, Némecko)

Vakuové odsévacka

Vodni lazen TW12 (Julabo, Némecko)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf)

5.1.3 Plazmidy pouzité k transfekci HepG2 bunék

Gene Reporter assay:

Reportérovy plazmid p3A4-luc (150 ng/ jamka) obsahuje zékladni promotor (-361/+53)
s PXR responzivnim elementem (ER6) a ¢ast zesilujici odpoveéd’ na xenobiotika (z angl.
xenobiotic responsive enhancer module, XREM) (-7835/-7208) genu CYP3A4. Ob¢
sekvence byly vloZeny do vektoru pGL3-Basic (Promega, Madison, USA)
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Expresni vektor pRL-TK (30 ng/ jamka) kdéduje renilla luciferdzu, vyuziva se k

normalizaci transfekce (Promega)

PXR expresni plazmid pSG5-PXR B (100 ng/ jamka) (dar od Dr. S. Kliewera, University
of Texas, Dallas, TX, USA)

Expresni plazmid pro lidsky OATP1B1 pOATP1B1 (200 ng/ jamka) (Origene, Rockville,
MD, USA)

Prazdny plazmid pDNA3 (200 ng/ jamka) (Thermo Fisher Scientific)
Two Hybrid assay:

Reportérovy plazmid pGL4-UAS 9X (120 ng/ jamka) s 9 UAS responzivnimi elementy
(Promega)

Expresni plazmid G-PXR-W (100 ng/ jamka) (dar od Dr. A. Takeshita, Toranomon
Hospital, Japonsko)

Expresni vektor pRL-TK (30 ng/ jamka) koduje renilla luciferdzu, vyuzivad se k

normalizaci transfekce (Promega)

Expresni plazmid pVP16-SRC1-NDB (100 ng/ jamka) (dar od Dr. A. Takeshita,

Toranomon Hospital)

5.1.4 Reagencia a chemikalie

25-desacetylrifampicin D288726 (TRC, Kanada)

3-formylrifamycin SV BP627 (Sigma Aldrich — dnes Merck, Némecko)
Rifampicin chinon R0800000 (Sigma Aldrich — dnes Merck)
Rifampicin N-oxid BP400 (Sigma Aldrich — dnes Merck)

Rifampicin R7382 (Sigma Aldrich — dnes Merck)

DMSO (dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich — dnes Merck)
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)

Fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich — dnes Merck)

Gibco DMEM (Thermo Fisher Scientific)

Gibco OptiMEM (Thermo Fisher Scientific)
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L-glutamin (Sigma Aldrich — dnes Merck)
Lipofectamin 3000 (Thermo Fisher Scientific)
Neesencialni aminokyseliny (Sigma Aldrich — dnes Merck)

PBS pripravované v laboratoii podle tab. 3. Po tpravé pH je PBS sterilizovano pomoci

parniho autoklavu.

Tab. 3 Slozeni PBS pufru

Sloucenina Koncentrace v pufru g/11
NaCl 137mM 8,01g
KCl 2,7mM 0,21g
Na;HPOq4 10mM 3,58¢g
NaH>PO4 10mM 1,56g
NaOH K tpravé pH na 7,4

Trypanova modi (Sigma Aldrich — dnes Merck)

5.2 Transfekce — ivod do metody

Transfekce je proces umélého vlozeni nukleovych kyselin (DNA nebo RNA) do
bunék za ucelem zménit nebo sledovat jejich urcité funkce. Transfekce je pojem, ktery
souvisi s pfenosem nukleovych kyselin do eukaryotnich bun¢k. V piipad¢ bakterii a
bun¢k rostlin pouzivame termin transformace. Pfenos DNA pomoci viru mizeme popsat

pojmem transdukce (web 4).

Zakladni dva druhy transfekce jsou pfechodné (z angl. transient) a stabilni (z angl.
stable). Pti pfechodné transfekci je nukleova kyselina (NK) v buifice jen omezeny cas,
obecné 1-7 dni. Transferovana NK neni inkorporovana do genomu burky, proto se jiz
nenachazi v dalSich buné¢nych generacich. Stabilni transfekce zpiisobi vloZzeni NK do
genomu buiiky nebo je NK uchovana ve formé plazmidu. Z tohoto ditvodu se pozménéna

genova informace predava do dalSich generaci (web 4).

Bunéénd membrana ma negativni naboj a je nepropustna pro velké DNA a RNA
molekuly, které jsou také negativné€ nabité. Z hlediska technologického pfistupu mame
tf1 zakladni metody transfekce: chemickd metoda pouziva prenasec tvorici s NK neutralni

nebo pozitivni néboj; biologickd metoda (transdukce) je zaloZené na pfenosu nevirovych
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gent pomoci geneticky modifikovanych virti (napt. adenovirus, lentivirus, baculovirus
atd.); fyzikdlni metoda dostane NK piimo do cytoplazmy nebo jadra pomoci

elektroporace, mikroinjekce, fototransfekce atd (web 4).

Do chemickych metod patii lipofekce (cationic lipid-mediated delivery). Jedna se
o nejcastéji pouzivanou metodu transfekce. Principem je tvorba komplexu NK a kladné
nabitého lipidu pomoci elektrostatickych interakci. Tento komplex vstupuje do bunky
endocytozou a rozpada se v cytoplazmé. Uvolnéné NK bud’ postupuji dale do jadra nebo
zustavaji v cytoplazm¢. Tato metoda ma vysokou ucinnost, je rychld, relativné
jednoducha a pouzitelna pro riizné typy bunék. Casto pouZivanym komerénim reagentem
pro lipofekci je Lipofectamin 3000 (web 4), ktery jsme pouzili 1 v naSich experimentech.
Podle zdroje (web 5) mtze byt v piipadé HepG2 bunék s pouzitim Lipofectaminu 3000

dosazena transfekéni uéinnost vice nez 80 %.

5.3 Gene reporter assay — uvod do metody

Pro studium zmén genové exprese se vyuziva tzv. geneticky reportérovy systém.
Touto metodou je mozné sledovat aktivitu receptort, transkripénich faktort, bunécénou
signalizaci atd. Reportérovy systém vyuziva reportérového genu, ktery koduje protein,
jehoz aktivitu Ize snadno méftit. V nasem piipadé jsme vyuzili enzym luciferazu, ktery je
koédovany reportérovym genem /uc+. Gen pro svétluskovou luciferazu byl vlozen za tisek
promotorové oblasti CYP3A4. Indukce transkripce zplsobend vazbou PXR
k responzivnim oblastem promotoru CYP3A4 zpiisobi navySeni exprese svétluskové

luciferazy (web 6, web 7, web 8).

5.3.1 Dual-Luciferase reporter assay systém

Principem metody je postupna detekce aktivit dvou reportérovych proteinil, enzymd,
pomoci luminiscence v jedné reakci. Do buiiky je transfekovan vektor obsahujici
reportérovy gen pro svétluskovou luciferdzu (Photinus pyralis), ktery byl v nasem
ptipad¢ vlozen za promotorovou sekvenci CYP3A4. Zména aktivity transkripce CYP3A4
se odrazi ve zméné exprese a aktivity svétluskové luciferazy. Dalsi vlozeny vektor
kontinudlné exprimuje renilla luciferdzu (Renilla reniformis) a umoZziuje normalizovat

rozdily v transfekéni u€innosti mezi jednotlivymi jamkami (web 6).

Svétluskova a renilla luciferaza jsou dva strukturné odli$né proteiny (enzymy).
Rozdilné substraty umozni detekovat jejich aktivitu v jedné reakci. Jako prvni se po

pfidani Luciferase Assay Reagent II méfi svétluSkova luciferaza, kterd generuje stabilni
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luminiscentni signal. Nasledné se ptida Stop & Glo Reagent do stejného vzorku, ktery
zpusobi nejenom ukonceni svétluskové luminiscence, ale zaroven spusti luminiscenci
katalyzovanou renilla luciferdzou. Ta rovnéz vytvari stabilni signal a tvofi kontrolu
transfek¢éni Uc¢innosti. Na obr. 17 je vidét reakce, kterou oba enzymy katalyzuji.
Luminiscenci méfime vhodnym pfistrojem (spektrofotometr pro méfeni luminiscence
Synergy 2 Biotek), pficemz intenzita emitovaného svétla je pfimo umérnd mnozstvi

luciferazy (web 6).

Recombinant Firefly

HO 5 COOH Luciferase —0 o
\QHJ/ -r.-'-"\-'l'l:'+l._.fl.J \Q:H]/ +80P+PF 4 5t ight

My

Beetle Luciferin Oxyluciterin

£ Luciferase
M ! T — H
HO HO

Coelanterazine Coselenteramide

CH

+00, +Light

Obr. 17 Chemicka reakce katalyzovana svétluskovou (firefly) a renilla luciferazou za
vzniku bioluminiscence (light)

Modifikovano dle: web 6

Postup:

1. HepG2 bunky byly nasazeny na 48jamkova plata (110 000 bunék/ jamka).
2. Nasledujici den jsme provedli transfekci. Buiiky byly oplachnuty PBS (500 pl/
jamka) a byl pfidan plny DMEM (150 pl/ jamka).
3. Ve zkumavce jsme piipravili roztok plazmidi v OptiMEM mediu (15 pl/
jamka), ktery obsahoval:
a. expresni plazmid pSG5-PXR B (100 ng/ jamka),
b. reportérovy plazmid p3A4-luc (150 ng/ jamka),
c. pRL-TK (30 ng/ jamka) a
d. P3000 reagent (0,6 pl/ jamka; soucast Lipofectamin 3000 kitu).
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5.4

R

10.

Smés plazmidl z ptedchoziho kroku jsme rozdé€lili na dve stejné ¢asti a k jedné
jsme pridali expresni plazmid pOATP1B1 (200 ng/ jamka) a do druhé prazdny
plazmid pDNA3 (200 ng/ jamka).
Déle jsme ptipravili zkumavku s Lipofectaminem 3000 (0,45 ul/ jamka) v
OptiMEM mediu (15 pl/ jamka) a rozdélili ji rovnomérné do dvou
samostatnych zkumavek.
Cely objem smési plazmidi obohacenym o plazmid pOATP1B1 jsme ptidali do
jedné zkumavky s Lipofectaminem 3000. Podobné smés plazmidi s prazdnym
vektorem jsme smisili s druhou zkumavkou s Lipofectaminem 3000. Obg€ smési
jsme inkubovali 10 minut pii pokojové teploté.
Nasledné jsme pomalu napipetovali 30 pl ptipravenych transfekénich roztoki
na prislu$né jamky.
Po 24 h jsme HepG2 bunky oplachli 500 pl PBS a nésledné je kultivovali s:

a. RIF (0,5-10 uM),

b. RFQ (0,5-10 uM),

c. rifampicin N-oxidem (1-40 uM),

d. 3-formylrifamycinem SV (1-10 uM) a

e. 25-desacetylrifampicinem (10-80 pM).

f. DMSO (1 %o) byl pouzit jako kontrola.
Po dalsi 12 h inkubaci jsme detekovali aktivitu p3 A4-luc reportérového vektoru.
Nejprve jsme odsali kultivaéni médium obsahujici testované latky, nasledné
jsme buiiky oplachli 500 ul PBS a odsali do sucha. Poté byl k bunkam ptidan
pasivni lyzovaci pufr (100 pl/ jamka, Promega) a plata byla zmrazena.
Po rozmrazeni a odebrani lyzat jsme jako prvni zméfili aktivitu svétluskové
luciferazy pomoci Luciferase Assay Reagent II, ktery je soucasti kitu (Dual-
Luciferase Reporter Assay System). Nésledné jsme ptidali Stop & Glo Reagent
do stejného vzorku pro detekci luminiscence renilla luciferazy. Luminiscenci

Jsme méfili spektrofotometrem (Synergy 2 Biotek).

Two hybrid assay

Principem metody je interakce dvou proteintl, které pti vzdjemné vazbé stimuluji

expresi reportérového genu /luc2 (svétluSkové luciferdzy) v reportérovém plazmidu.

V nasi metodé€ jsme sledovali interakci fizniho PXR (obsahuje PXR LBD a kvasinkovou

DNA vazebnou doménu GAL4) a koaktivatoru SRC-1 (obsahuje receptor interakcni
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doménu (RID) SRC-1 a VP16 aktivacni doménu). Vazba ligandu zplsobi zménu

konformace PXR-LBD a vede k vazbé SRC-1. Komplex se vaze prostfednictvim GAL4

domény k responsivnim oblastem (UAS) reportérového vektoru. Mira luminiscence

svétluskové luciferazy odrazi vazbu ligandu k PXR (Svecova et al. 2008, web 9).

Postup:

1.
2.

HepG2 bunky byly nasazeny na 48jamkova plata (110 000 bun¢k/ jamka).
Nasledujici den jsme provedli transfekci. Bunky byly oplachnuty PBS (500 ul/
jamka) a byl ptidan DMEM (150 pl/ jamka).

. Ve zkumavce jsme pripravili smés plazmidi v OptiMEM mediu (15 pl/ jamka),

ktera obsahovala:

a. expresni fizni plazmid G-PXR-W (100 ng/ jamka),

b. reportérovy plazmid pGL4-UAS 9x (120 ng/ jamka),

c. pRL-TK (30 ng/ jamka),

d. vektor pVP16-SCRI1-NDB (100 ng/ jamka) a

e. P3000 reagent (0,6 pl/ jamka; soucast Lipofectamin 3000 kitu).
Déle jsme pftipravili zkumavku s Lipofectaminem 3000 (0,45 pl/ jamka) v
OptiMEM mediu (15 pl/ jamka).
Cely objem smési plazmidi jsme piidali do zkumavky s Lipofectaminem 3000
a inkubovali 10 minut pii pokojové teplot¢.
Nasledné jsme pomalu napipetovali 30 pl pfipraveného transfekéniho roztoku
na kazdou jamku.
Po 24 h jsme HepG2 buiiky oplachli 500 ul PBS a exponovali RIF, RFQ,
rifampicin N-oxidem, 3-formylrifamycinem SV a 25-desacetylrifampicinem
(10 uM) a jako kontrolu jsme pouZili 1 % DMSO.
Po dalsi 24 h inkubaci jsme detekovali aktivitu reportérovych plazmidu.
Nejprve jsme odsali kultivacni médium obsahujici testované latky, nasledné
jsme bunky oplachli 500 pl PBS a odsali do sucha. Poté byl k buitkkdm piidan
pasivni lyzovaci pufr (100 pl/ jamka, Promega) a plata byla zmraZena.
Po rozmrazeni a odebrani lyzatd jsme jako prvni zméfili aktivitu svétluskové
luciferazy (plazmid pGL4-UAS 9X) pomoci Luciferase Assay Reagent II, ktery
je soucasti kitu (Dual-Luciferase Reporter Assay System). Nasledné jsme
ptidali Stop & Glo Reagent do stejného vzorku pro detekci luminiscence renilla

luciferazy. Luminiscenci jsme méfili spektrofotometrem (Synergy 2 Biotek).
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5.5 Statisticka analyza

V ramci vyzkumu nds obecné zajimd, zdali je naSe hypotéza spravna ¢i Spatna.
K tomu ndm pomahd statistické¢ srovnani vysledki a vyhodnoceni jejich vyznamnosti
(hodnota P). Cilem statistického vyhodnoceni je vytvofit z omezeného poc¢tu vstupnich

dat obecny zavér (Litschmannova 2011, Mrkvicka a Petraskova 2006).

Nase data byla ziskdna ze 3 nezavislych biologickych méfeni provedenych
v technickych triplikatech. Vysledky jsou uvedeny jako stiedni hodnota +SD (z angl.
standart deviation, smérodatnad odchylka). Skupinové rozdily byly porovnany pomoci
Studentova neparového t testu. Pfi testovani vic jak dvou skupin byla pouzita
jednosmérnd analyza ANOVA (analyza rozptylu, z angl. analysis of variance) s pouzitim
Dunnettova post-hoc testu (statistické porovnani vzorklt exponovanych derivaty
rifampicinu viici DMSO kontrole). VSechny statistické analyzy byly provedeny pomoci
GraphPad Prism softwaru (version 9.0.2., La Jolla, California, USA). Jako statisticky
vyznamna byla brana hodnota P<0,05.
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6 Vysledky

6.1 Aktivace PXR rifampicinem a jeho derivaty analyzované metodou two

hybrid assay
Analyzu aktivace PXR RIF a jeho derivaty (10 uM) jsme provedli metodou two
hybrid assay v HepG2 bunkach (obr. 18). Buiiky byly inkubovany s latkami 24 h. RIF je

silnym agonistou PXR a slouzi jako pozitivni kontrola experimentu.

HepG2 bunky  Two hybrid assay 24 h

>
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ktivity vii¢ci DMSO kontrole
N W
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|

zmeéna a

0,0

Obr. 18 Aktivace PXR derivaty rifampicinu. Data jsou prezentovana jako relativni
zména aktivity reportérového plazmidu. Vysledky jsou porovnany vici kontrole
(DMSO 1 %o), ktera nabyva hodnotu 1. N=3. Statistické zpracovani bylo provedeno
jednosmérnym testem ANOVA s pouzitim Dunnettova post-hoc testu*P<0,05,
***P<(,001

Timto experimentem jsme zjistili, ze schopnost RFQ, rifampicin N-oxidu a 3-
formylrifamycinu SV aktivovat PXR je statisticky vyznamna a srovnatelnd s RIF.
Vysledky ukazuji, Ze schopnost 25-desacetylrifampicinu aktivovat PXR je niz8i, nez

v pfipadé€ ostatnich derivati. Tato aktivace PXR je nicméné stéle signifikantni.
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6.2 Vliv OATP1B1 transportéru na bazolateralni transport derivati
rifampicinu a aktivaci PXR
Zhodnoceni vlivu OATP1B1 transportéru na bazolaterdlni transport RIF a jeho

derivatl pii riiznych koncentracich jsme provedli metodou gene reporter assay v HepG2

buiikach (obr. 19-23). Bunky byly s latkami inkubovany po dobu 12 h.

RIF
HepG2 bukky  Gene reporter assay 12 h

s Prazdny plazmid
EOATPI1BI
-
| '
1 uM

10 pM 0,5 uM

zména aktivity viici DMSO kontrole
— NSl (98] > 9
=) = = © =}

=
[

Obr. 19 Aktivace PXR rifampicinem. Data jsou prezentovana jako relativni zména
aktivity reportérového plazmidu p3A4-luc. Vysledky jsou porovnany vici kontrole
(DMSO 1 %o), ktera nabyva hodnotu 1. N=3. Vliv exprese OATP1BI1 transportéru na
aktivaci reportérového plazmidu pro kazdou koncentraci rifampicinu byl vyhodnocen
Studentovym neparovym t testem, **P<0,01
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Rifampicin chinon
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Obr. 20 Aktivace PXR rifampicin chinonem. Data jsou prezentovana jako relativni
zména aktivity reportérového plazmidu p3A4-luc. Vysledky jsou porovnany vici
kontrole (DMSO 1 %o), ktera nabyva hodnotu 1. N=3. Vliv exprese OATP1BI1
transportéru na aktivaci reporterového plazmidu pro kazdou koncentraci rifampicin
chinonu byl vyhodnocen Studentovym neparovym t testem, *P<0,05

Rifampicin N-oxid
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Obr. 21 Aktivace PXR rifampicin N-oxidem. Data jsou prezentovana jako relativni
zmeéna aktivity reportérového plazmidu p3A4-luc. Vysledky jsou porovnany vici
kontrole (DMSO 1 %o), ktera nabyva hodnotu 1. N=3. Vliv exprese OATP1BI1
transportéru na aktivaci reporterového plazmidu pro kazdou koncentraci rifampicin N-
oxidu byl vyhodnocen Studentovym neparovym t testem
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3-formylrifamycin SV
HepG2 buiky  Gene reporter assay 12 h
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Obr. 22 Aktivace PXR 3-formylrifamycinem SV. Data jsou prezentovana jako relativni
zména aktivity reportérového plazmidu p3A4-luc. Vysledky jsou porovnany vici
kontrole (DMSO 1 %o), kterd nabyva hodnotu 1. N=3. Vliv exprese OATP1B1
transportéru na aktivaci reportérového plazmidu pro kazdou koncentraci 3-
formylrifamycinu SV byl vyhodnocen Studentovym neparovym t testem

25-deasacetylrifampicin
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Obr. 23 Aktivace PXR 25-desacetylrifampicinem. Data jsou prezentovana jako relativni
zména aktivity reportérového plazmidu p3A4-luc. Vysledky jsou porovnany vici
kontrole (DMSO 1 %), kterd nabyvéa hodnotu 1. N=3. Vliv exprese OATP1B1
transportéru na aktivaci reportérového plazmidu pro kazdou koncentraci 25-
desacetylrifampicinu byl vyhodnocen Studentovym nepdrovym t testem

Data nepfimo naznacuji, Ze OATP1B1 hraje roli v transportu testovanych latek.

Statisticky vyznamny efekt exprese OATP1BI1 transportéru na aktivaci CYP3A4
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reportérového vektoru byl zjistén u RIF (1 uM) a RFQ (1 pM). U ostatnich derivata je

pozorovatelny pouze trend vlivu OATP1BI1 exprese.
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7 Diskuse

RIF je polosyntetické antituberkulotikum produkované Streptomyces mediterranei.
V soucasné dobé je v kombinacich pouzivan k 1écbé tuberkulozy a lepry. Vzhledem
k dobré ucinnosti a méné Castym nezddoucim ucinkiim je jeho pouziti velmi rozsifené

(Alsayyed a Adam 2004, web 1).

RIF je modelovym ligandem PXR, zastupce nuklearnich receptorti. PXR je ligandem
aktivovany transkripéni faktor, ktery mimo jiné reguluje transkripci biotransformacnich
enzyml a bunéCnych transportéri. Ilustrativnim enzymem regulovanym PXR je
CYP3A4, ktery zajiStuje biotransformaci vice nez 50 % vSech klinicky vyznamnych
1é¢iv. PXR obsahuje velkou flexibilni hydrofobni kapsu, do které se vazou jeho ligandy.
Pravé diky prostorové flexibilit¢ LBD je PXR schopny vazat velkou §kélu strukturné
riznorodych ligandil (tzv. promiskuita receptoru) (Carnahan a Redinbo 2005, Kousalova

et al. 2003, Skandalaki et al. 2021, Tirona et al. 2003).

Navazani RIF do LBD PXR zptisobi aktivaci receptoru a zménu v expresi cilovych
zejména u polymorbidnich pacientt, ¢asto znacné komplikuji Ié¢bu onemocnéni a mohou

vést k zdvaznym zdravotnim komplikacim (Carnahan a Redinbo 2005, Pavek et al. 2005).

Bylo zjisténo, ze RIF je nestabilni molekulou v podminkach lidského téla tj. vodného
prostiedi a fyziologické télesné teploté. Rozkladem RIF vznikaji degradacni produkty:
RFQ, rifampicin N-oxid a 3-formylrifamycin SV. Navic enzymaticky vznika metabolit
25-desacetylrifampicin (Gallo a Radaelli 1976, Maggi et al. 1966, Nakajima et al. 2011,
Shishoo et al. 1999, Sutradhar a Zaman, 2021). V ramci nasi prace jsme proto zkoumali,
jestli 1 tyto degradacni produkty maji schopnost vazat se na PXR podobné jako parentni

latka RIF.

Ackoliv byla afinita RIF a 25-desacetylrifampicinu k PXR jiZ zkoumana (Nakajima
et al. 2011), podle nasich znalosti, nebyla jesté nikym studovana afinita dalSich derivati

RIF, RFQ, 3-formylrifamycinu SV a rifampicin N-oxidu.

Nakajima et al. (2011) zjistili, Ze schopnost 25-desacetylrifampicinu indukovat
CYP3A4 je velmi nizka. Tento pokus provedli na HepG2 bunécné linii metodou gene
reporter assay s CYP3A4 reportérovym plazmidem. Bunky byly inkubovany 48 hodin s

RIF nebo 25-desacetylrifampicinem v koncentracich 0-20 pM. NiZ3i afinita metabolitu
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byla pozorovana i v nasi studii (24 h, 10 uM) (obr. 18). Na rozdil od predchozi studie
jsme pouzili odlisny piistup (two hybrid assay). Studii jsme rozsitili o dalsi derivaty RIF,
RFQ, rifampicin N-oxidu a 3-formylrifamycinu SV. NaSe vysledky naznacuji, ze derivaty
mohou aktivovat PXR srovnateln¢ s RIF s vyjimkou 25-desacetylrifampicinu. Zavérem

1ze konstatovat, ze rozkladné produkty RIF pfispivaji k aktivaci PXR.

OATPIBI transportér ma schopnost transportovat RIF z krve do hepatocytti (Tirona
et al. 2003). V soucasné dob¢ nevime, zda je i kinetika derivati RIF ovlivnéna OATP1BI1
transportem. Schopnost derivati RIF vstupovat do buitky OATP1BI1 transportérem byla
zkoumana na tranzientn¢ transfekované¢ bunécné linii HepG2 metodou gene reporter
assay s CYP3A4 reportérovym vektorem a OATP1B1 expresnim plazmidem. Kratsi
inkubace s derivaty RIF (12 h) byla zvolena, protoze po delsi dob¢ by se jiz mohly latky
v bunice akumulovat a ptispévek transportéru by nebylo mozné detekovat. Koncentrace
testovanych latek byly voleny dle odhadu jejich afinity k PXR, tj RIF (0,5-10 uM), RFQ
(0,5-10 uM), rifampicin N-oxid (1-40 pM), 3-formylrifamycin SV (1-10 uM) a 25-
desacetylrifampicin (10-80 puM). Ptredpokladem naSeho experimentu je, ze zvySeny
transport PXR liganda do buiiky (pomoci OATP1B1 transportéru) muze vést k zesilené
indukci CYP3A4 reportéru, kterd tak odrazi vyssi intracelularni koncentraci latek.

Experiment umozni nepiimo usuzovat na afinitu derivati RIF k OATP1BI transportéru.

Vysledky naznacuji, ze RIF a RFQ jsou substratem OATP1B1 transportéru. Vyssi
koncentrace testovanych latek nebyly ovlivnény OATPIBI1 transportérem. Lze tedy
usuzovat i na alternativni cesty transportu latek pies bunécnou membranu. U ostatnich
derivati jsme nepozorovali statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami (prazdny vektor
vs OATPI1BI1). Nicméné¢ trend v rozdilech aktivit byl pozorovan napt. u rifampicin N-
oxidu. K detailn¢jSimu zhodnoceni a zpiesnéni ¢i potvrzeni vysledki by mohl pomoci
vetsi pocet opakovani méfeni s cilem snizit hodnotu smérodatné odchylky pokusii.
Dal$im krokem k potvrzeni substrati OATP1B1 z fad derivatd RIF muze byt pouziti

komplementarni experimentalni metody napt. akumulacni studie.
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8 Zavér
V této diplomové praci jsme se zaméfili na stanoveni afinity derivati RIF (tj. RFQ,
rifampicin N-oxid, 25-desacetylrifampicin a 3-formylrifamycin SV) k PXR a OATP1BI1.

K tomuto stanoveni jsme pouzili two hybrid a gene reporter assay.

Zjistili jsme, ze RFQ, rifampicin N-oxid a 3-formylrifamycin SV jsou schopné
aktivovat PXR srovnatelné s RIF. Dle pfedpokladu byla afinita 25-desacetylrifampicinu
k PXR mensi nezZ afinita RIF.

Déale jsme vyhodnotili vliv OATPIBI1 transportéru na bazolateralni transport

derivati RIF do bun€k. Data naznacuji, Ze OATP1BI1 hraje roli v transportu RIF a RFQ.
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