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Abstrakt

Cirkadianni systém ovliviiuje téméi veskeré fyziologické procesy v téle savcli. Mimo jiné i detoxikacni
procesy Vv jatrech jsou pod cirkadidnni kontrolou. Jak centrélni, tak periferni hodiny v jatrech reguluji
expresi gentl podilejicich se na detoxikaci xenobiotickych latek a 1€¢iv. Prvni ¢ast prace shrnuje hlavni
charakteristiky centralnich a perifernich cirkadiannich hodin, v¢etné jejich molekuldrni podstaty. Ve
druhé ¢asti je pozornost soustiedéna na hlavni funkce jaterni tkan¢ se zaméfenim na detoxikacni
procesy. Tieti ¢ast je zaméfena na cirkadianni rytmy v expresi a aktivité¢ enzymil zvanych cytochromy
zameétuje na vliv cirkadidnniho systému na expresi jadernych receptort a transkripcnich faktorit PAR
bZIP, které jsou zapojené do regulace transkripce cytochromii P450. Posledni ¢ast popisuje vliv
cirkadianniho systému na Uc¢innost a toxicitu vybranych 1é¢iv, na metabolismus paracetamolu

s hlavnim ucelem popsat, jak je Casem podani ovlivnéna paracetamolem indukovana hepatotixicita.

Kli¢ova slova: cirkadidnni systém, jatra, detoxikace, cytochrom, paracetamol

Abstract

The circadian system influences almost all physiological processes in the mammalian body. Among
other things, detoxication processes in the liver are under circadian control. Both central and peripheral
clock in the liver regulate the expression of genes involved in the detoxication of xenobiotic substances
and drugs. The first part of this thesis summarizes the main characteristics of the central and peripheral
circadian clocks, including their molecular basis. The second part focuses on the main functions of
liver tissue with a focus on detoxification processes. The emphasis of the third section is on circadian
rhythms in the expression and activity of enzymes called cytochromes P450, which are the most
important system catalyzing phase I detoxication, and also briefly discusses the influence of the
circadian system on the expression of nuclear receptors and PAR bZIP transcription factors involved
in the regulation of cytochrome P450 transcription. The last section describes the influence of the
circadian system on the efficacy and toxicity of selected drugs, on paracetamol metabolism with the
main purpose of describing how paracetamol-induced hepatotoxicity is affected by time of

administration.
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1 Uvod

Zivé systémy se piizpusobily opakujicim se zménam prostiedi, jako je stiidani dne a
noci v disledku otaceni Zemé kolem své osy, coz vedlo v prubéhu evoluce ke vzniku
endogennich cirkadiannich hodin, pomoci nichz se mohou orientovat v ¢ase a udrzovat rytmus
s pfiblizné 24hodinovou periodou. Cirkadidnni systém u savcli vykazuje hierarchickou
strukturu. Sklada se z hlavnich cirkadiannich hodin neboli pacemakeru, ktery je ulozen v
suprachiasmatickych jadrech (SCN) v hypotalamu a perifernich hodin nachazejicich se
v ostatnich tkénich (Abe et al., 2002; Stephan a Zucker, 1972; Yamazaki et al., 2000). Diilezitou
vlastnosti cirkadidnnich hodin je to, Ze po odstranéni vné&jSich ¢asovych podnéth cirkadianni
rytmy pretrvavaji, ale stale jsou schopny se znovu vnéjSimi podnéty resetovat (Crosthwaite et
al., 1995; Czeisler et al., 1981). Aby byla zachovana synchronizace na urovni celého organismu
musi byt periferni hodiny synchronizovany centralnimi hodinami (Sinturel et al., 2021).
Cirkadidnni oscilace jsou geneticky zakddovany molekuldrnimi hodinami, které vykazuji
obdobnou molekularni architekturu jak v centrdlnich, tak perifernich cirkadiannich hodinéch
(Yagita et al., 2001). Hodinovy mechanismus spo¢iva v transkripci hodinovych gent do jejich
proteinovych produktl, které se vzijemné ovliviluji v transkripéné-translacénich
zpétnovazebnych smyckach (TTFL; z angl. transcription-translation feedback loop) a jsou
podkladem pro vznik cirkadiannich oscilaci.

Periferni cirkadidnni hodiny se nachézeji téméf ve vSech tkanich naSeho téla, pro ucel
této bakalarské prace se vSak zamé&tuji predevSim na ty v jatrech (Yoo et al., 2004). Jatra patii
mezi organy, u kterych bylo prokazano, Ze maji své vlastni cirkadidnni hodiny, které regulu;ji
rytmické procesy metabolismu a detoxikace endogennich i1 exogennich latek (Akhtar et al.,
2002; Panda et al., 2002; Sollberger, 1964).

Cilem této prace je popsat, jak jsou detoxikacni procesy a enzymy podilejici se na
detoxikaci odehravajici se v jatrech ovliviiovany cirkadiannim systémem. Prace se podrobné&ji
zamé&fuje na to, jak je cirkadiannim systémem ovlivnéna exprese a aktivita cytochromii P450
(CYP450), které zaujimaji vyznamné postaveni v detoxikacnich procesech v jatrech. Dale je
kratce pojednavano o cirkadidnnich rytmech v jadernych receptorech a transkripcnich faktorech
PAR bZIP (prolin and acidic amino acid rich basic leucine zipper) zapojenych do regulaci
transkripce CYP450, ¢imz ovliviiuji metabolismus xenobotik a hepatotoxicitu vyvolanou Iéky.
V neposledni fad¢ prace popisuje vliv cirkadidnnich hodin na farmakokinetiku vybranych 1é¢iv
a detoxikaci paracetamolu (APAP) se zamérem zjistit, zda je hepatotoxicita indukovand APAP

v jatrech ovlivnéna Casem jeho podani.



2 Cirkadianni systém

Cirkadianni systém u savcu je hierarchicky usporadan. Primarnim vstupnim signalem je
svétlo, které podava informaci o vnéjSim prostiedi hlavnim cirkadiannim hodindm sidlicim v
SCN. Na zdklad¢ informaci o svételnych podminkach okoli se v SCN upravuji rytmy tak, aby
odpovidaly pfesné¢ 24 hodinam a dale synchronizuji periferni oscilatory (Ralph et al., 1990;
Sujino et al., 2003; Yamazaki et al., 2000). Vystupni drahy vychazejici z SCN vyuzivaji
autonomné-neurondlni signalizace, sekreci hormont (napiiklad glukokortikoidy a melatonin),
modulaci télesné teploty a piijem potravy (Balsalobre et al., 2000; Brown et al., 2002; Buhr et
al., 2010; Stokkan et al., 2001; Ueyama et al., 1999).

Naruseni cirkadidnniho systému je spojovano s celou fadou zavaznych ¢i méné
zavaznych onemocnéni (Barton et al., 1994; Huang et al., 2021; Shanmugam et al., 2013). Mezi
cetné komplikace patii poruchy a nepravidelnost spanku, psychické problémy, rozvoj obezity,
deprese, oslabeni imunity, metabolické poruchy, onemocnéni jater, nékteré typy mozkovych
onemocnéni a mnohé dalsi (Buysse et al., 2008; Cappuccio et al., 2008; Grajewski et al., 2016;
Jouffe et al., 2022).

2.1 Centralni hodiny v suprachiasmatickych jadrech

Svétlo je dominantnim externim synchronizatorem cirkadianniho systému. Svétlo je
vniméano prostfednictvim vnitin€ fotosenzitivnich retindlnich gangliovych bunck sitnice
(ipRGC; z angl. intrinsically photosensitive retinal ganglion cells). IpRGC na rozdil od
klasickych fotoreceptorl (ty€inek a ¢ipki) exprimuji fotopigment melanopsin, ktery je citlivy
na modré svétlo, reaguji na fotony depolarizaci, maji extrémné pomalou kinetiku odezvy a
jejich axony se promitaji do nekolika mozkovych center (Do et al., 2009; Lucas et al., 2003;
Provencio et al., 2000). Retinohypotalamicky trakt (RHT; z angl. retinohypothalamic tract)
propojuje ipRGC s oblasti tzv. jadra v SCN (Berson et al., 2002; Giiler et al., 2008). V reakci
na aktivaci gangliovych bunék se v SCN uvolnuji neurotransmitery glutamatu a PACAP (z
angl. pituitary adenylate cyclase-activating peptide), ¢imz se aktivuji NMDA a AMPA
receptory, coz zplisobi depolarizaci membréany a piiliv Ca?" (Hannibal et al., 2000; Ikeda et al.,
2003; Lundkvist et al., 2005; Michel et al., 2006). Vapnik aktivuje proteinkinazy, coz vede k
aktivaci CREB (cAMP response element-binding protein), ktery nasledné indukuje transkripci
vazbou na CRE (vépnikové/cAMP responzivni elementy) a aktivuje expresi gent Perl a Per2

(period) (B. Lee et al., 2010; Travnickova-Bendova et al., 2002).



SCN jsou siti neurondlnich oscilatorii, které se nachazeji v blizkosti ptekiizeni
optického chiasmatu v hypotalamu. Skladaji se pfiblizn€¢ z 20 000 neuronti. SCN jsou funkéné
1 anatomicky rozdélena na dvé oblasti: ventrolateralni oblast ,,jadro* a oblast dorzomedidlni
,»obal“ (z angl. core a shell; Abrahamson a Moore, 2001; Card a Moore, 1984). Neurony ,,jadra®,
které piijimaji synaptické vstupy z ipRGC, exprimuji mimo jiné vazoaktivni intestinalni peptid
(VIP) a predavaji svételné vystupy neuronim ,,obalu®, které exprimuji predev§im arginin
vasopresin (AVP), ktery se podili na nastaveni faze mozkovych i perifernich hodin (Evans et
al., 2015). Hlavnim primarnim pfenaseCem vétSiny neuroni v SCN je kyselina gama-

aminomaselnd (GABA) (Okamura et al., 1989). (Strecker et al., 1997).

2.2 Periferni hodiny v jatrech

SCN generuji behavioralni, hormonalni, fyziologické rytmy, které sjednocuji bunééné
autonomni oscilatory v perifernich tkadnich (Mohawk et al., 2012). Na zaklad¢ téchto rytmi
cirkadianni hodiny v jatrech generuji rytmické procesy metabolismu, syntézy a detoxikace

(Obr. 1).
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Obr. 1: Cirkadianni regulace fyziologie jater. Hlavni hypotalamické hodiny synchronizuji periferni oscilatory, vcetné
cirkadiannich hodin v jatrech. K synchronizaci jaternich hodin centralnimi hodinami dochazi napriklad prostrednictvim
rytmicke aktivity, prijmu potravy a teploty. Jaterni hodiny ridi Sirokou Skalu fyziologickych procesii, vcetné jaterni detoxikace.
Rytmicka exprese genii zapojenych do jaterniho metabolismu a detoxikace dava vzniknout cirkadiannim rytmim v
detoxikacnich procesech. PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase), PKLR (pyruvate kinase liver and red blood cell),
KLF10,15 (kriippel-like factor 10,15), INSIG (insulin-induced gene 1), SREBP (sterol regulatory element-binding protein),
PPAR (peroxisome proliferator-activared receptor), PGCI (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
1), LXR (liver X receptor), DBP (D-box binding protein), TEF (thyrotroph embryonic factor), HLF (hepatic leukemia factor),
TFPI (tissue factor pathway inhibitor), ODC (ornithine decarboxylase). (Prevzato a upraveno podle Reinke a Asher, 2016)



Studie z 21. stoleti dokladaji, Ze po odstranéni SCN cirkadianni oscilace v nékterych
perifernich tkanich ptetrvavaji, ale vedou k desynchronizaci na urovni organismu (Sinturel et
al., 2021; Yoo et al., 2004). Periferni cirkadianni hodiny, jako jsou ty v jatrech, jsou tedy
schopny do urcité miry nezavislé synchronizace i dal§imi environmentalnimi podnéty (tzv.
zeigebery). Teplota, socidlni faktory, podavani 1éCiv, pfijem potravy patii mezi silné
,»zeitgebery* pro nékolik perifernich hodiny v rtiznych organech (Atger et al., 2015; DeBruyne
et al., 2014; Greenwell et al., 2019; Refinetti, 2010). Experimenty vyuzivajici ¢asove
omezené¢ho krmeni (RF; z angl. time restricted feeding) ukézaly, ze denni rytmus v pfijmu
potravy je hlavnim synchroniza¢nim signalem pro cirkadianni hodiny a cirkadidnni transkripcni
expresi v jatrech a dalSich perifernich tkanich (Stokkan et al., 2001; Vollmers et al., 2009).
Jatra, jakozto dilezity metabolicky a detoxikacni organ tudiz mohou fidit jaterni cirkadianni
rytmy na zéklad€ slozeni nebo naCasovani pfijmu potravy, na druhé strané organ jako jsou
ledviny, budou vykyvy v pfijmu potravy mnohem mén¢ ovlivnény (Manella et al., 2021;
Vollmers et al., 2009). Navic se piedpoklada, ze zmény v obvyklém nacasovani piijmu potravy
mohou odd¢lit fazi perifernich oscilatorti od faze SCN (Damiola et al., 2000; Lamia et al., 2008;
Stokkan et al., 2001). Toto tvrzeni podepiraji napt. studie RF na mysSich, kdy pfi krmeni
v dennim ¢ase, tedy v dobé jejich neaktivity, doSlo k posunu faze v genové expresi v perifernich
oscilatorech az o 12 hodin, zatimco faze v cyklické expresi genti v SCN zistala nedotéena
(Damiola et al., 2000; Mukherji et al., 2015). Vice nez 70 % cyklickych mysSich jaternich
transkriptomt ztraci rytmus pii nepravidelném piijmu potravy, ale vZdy se jedna o déj, ktery je
vratny (Eckel-Mahan et al., 2013; Greenwell et al., 2019).

NezaleZi pouze na dob¢ pfijmu potravy, ale také na jejim slozeni. Bylo dokdzano, ze
cirkadidnni systém v jatrech a tukové tkani je citlivy na zmény ve slozeni potravy (Kohsaka et
al., 2007). Potrava s vysokym obsahem tuku u hlodavct posouvala fazi cirkadidnnich hodin a

vedla k metabolickym abnormalitim (Branecky et al., 2015; Mendoza et al., 2008).

2.3 Molekularni podstata
Hlavni podstatou generovani cirkadiannich rytma je pravidelna oscilace hodinovych
gent, jejich translace do proteinovych produktii, posttranslacni modifikace (PTM) a jejich
vzéajemné interakce.
Pozitivni zpétnovazebnd smycka je tvorena aktivatory neboli pozitivnimi prvky, které
tvofi hodinové geny Clock (circadian locomotor output cycles) neboli jeho analog NPAS2

(neuronal PAS domain protein 2) a Bmall (brain and muscle ARNT-like protein 1) koédujici



transkrip¢ni faktory. Clock a Bmall patii do stejné rodiny, jsou si sekvencné podobné, obsahuji
doménu bHLH (helix-loop-helix) a PAS doménu, diky niZ mohou dimerizovat (Gekakis et al.,
1998). Pomoci DNA vazebného motivu se mohou vazat na enhancerovou oblast promotoru
(5°’CACGTG3") neboli na tzv. E-box a tim aktivovat transkripci represort (Jin et al., 1999;
Yoshitane et al., 2014).

Negativni zpétnovazebnou smycku tvoii represory neboli, negativnimi prvky. Sem se fadi
geny periodl,2 (Perl, Per2) a cytochromel,2 (Cryl, Cry2). Byly provedeny experimenty na
mysich, s cilenym narusenim gent Per/ i Per2 s GCelem zjistit, jakou maji roli v cirkadidannim
systému. Vyfazeni Perl 1 Per2 vedlo k Gplné ztraté cirkadiannich rytmt a tudiZ se prokézalo,
ze hraji dilezitou roli v udrzovani cirkadianni rytmicity (Bae et al., 2001; Shearman et al., 2000;

Zheng et al., 2001).

2.3.1 Princip fungovani transkripéné-translacnich zpétnovazebnych smycek

Hlavni molekuldrni mechanismy, které jsou podkladem vzniku cirkadidnnich oscilaci
v sav¢ich bunkach, jsou TTFL, které mizeme rozdé€lit na hlavni a vedlej$i smycky a PTM (napf.
fosforylace). Jak je zndzornéno na Obr. 2, hlavni zpétnovazebnd smycka je tvofena pozitivnimi
prvky, ty heterodimerizuji v cytoplazm¢, vstupuji do jadra, kde se akumuluji a iniciuji
transkripci. V jadie heterodimer CLOCK/BMALTI béhem dne nased4 na promotorovy E-box
negativnich prvka a indukuje transkripci Per a Cry (Gekakis et al., 1998; Hao et al., 1997;
Kume et al., 1999). Nasledné dochazi k negativni zpé&tné vazb& plisobenim proteinovych
produkti PER a CRY. Proteinové produkty PER a CRY jsou translatovany do cytoplazmy, kde
spolu interaguji a poté se premist'uji zpét do jadra, aby blokovaly, jinymi slovy vypnuly vlastni
transkripci, inhibi¢énim plisobenim na komplex CLOCK/BMAL1 (Kume et al., 1999; Sato et
al., 2006). To ma za vysledek disociaci CLOCK/BMAL1 od chromatinu (Kume et al., 1999).
Aby se mohl novy cyklus znovu opakovat, musi dojit k degradaci PER/CRY heterodimerii
(Akashi et al., 2002). Komplex PER/CRY je regulovan komplexem E3 ubiquitin ligdzou a
nasledné degradovan v proteazomu (Busino et al., 2007; Reischl et al., 2007). K pfepisu a
proteosyntéze dochazi v SCN v subjektivni den, k translokaci do jadra a inhibici v noci a
k degradaci komplexu PER/CRY na konci subjektivni noci (C. Lee et al., 2001).

Druhé hlavni zpétnovazebna smycka je tvorena opéct proteiny BMALI a CLOCK, které
soucasné s iniciaci piepisu gent Per a Cry iniciuji transkripci gentt Ror (o, f, y; z angl. RAR
orphan receptor) a genit Nridl, 2 (z angl. nuclear receptor subfamily 1 group D memberl, 2)
kodujici jaderné receptory REV-ERBa a REV-ERBB. REV-ERBs a RORs patii mezi blizce

piibuzné osifelé¢ jaderné receptory (z angl. orphan nuclear receptors), které rozpoznavaji
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podobné cis elementy RORE (z angl. RORE response element) v cilovych genech nejen Bmall
a o vazbu na nich kompetuji (Forman et al., 1994). Zatimco REV-ERB funguje jako represor
Bmall, ROR je jeho transkripénim aktivatorem (Akashi a Takumi, 2005; Guillaumond et al.,
2005). PER/CRY inhibuji v noci CLOCK/BMALI, dochazi soucasné k inhibici piepisu REV-
ERBa, tim padem transkripcni faktor ROR muze aktivovat transkripci Bmall (Preitner et al.,
2002). V disledku toho klesaji hladiny BMAL1 béhem subjektivni noci, které jsou tak
v antifazi k oscilacim PER a CRY béhem subjektivniho dne (Ueda et al., 2002).
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Obr. 2: Molekularni mechanismus cirkadiannich hodin savcii. Na obrazku jsou graficky znazornény zakladni TTFL
cirkadiannich hodin. Hlavni TTFL je tvorena aktivatory CLOCK a BMALI a jejich cilovymi geny Perl, Per2, Cryl, Cry2.
CLOCK a BMALI tvori heterodimericky komplex a aktivuji transkripci genii Per, Cry a jinych cilovych genii nazyvanych tzv.
ccg (geny Fizené hodinami) navazanim na jejich E-boxy. Jakmile jejich koncentrace dosdhne urcité hodnoty, multimerizuji
v cytoplazmé a premistuji se do jadra, kde inhibuji viastni transkripci. Na regulaci zpétnovazebné smycky se podileji jaderné
receptory REV-ERBs a RORs, které kompetujii o vazbu na RORE a vzapéti potlacuji/podporuji transkripci Bmall. Epigenetické
mechanismy (napr. acetylace, deacetylace a miRNA) hraji roli v regulaci exprese a funkci hodinovych genii. Stabilita proteinii
PER a CRY je fizena jejich degradaci v proteasomu (komplex 26 S). Proteiny urcené k degradaci jsou nejprve fosforylovany
kasein kindzou Ie/0 a AMP kindzou, coz je signalem k degradaci E3 ubikvitin ligazou (ligazovy komplex SCF za ucasti f-TrCP).
AMPK (AMP-activated protein kinase), p-TrCP (p-transducin repeat-containing protein), SCF (Skp-Cullin-F-box protein),
FBXL3 (F-box and leucine rich repeat protein 3), Ub (ubiquitin), CCG (clock-controlled genes). (Prevzato a upraveno podle
Mohawk et al., 2012)



Tteti zpétnovazebna smycka je tvorena transkripénimi faktory DBP (D-box binding
protein) a NFIL3 (nuclear factor, interleukin 3 regulated), téz nazyvany E4BP4 (E4 promoter-
binding protein 4), které jsou regulovany opét heterodimerem CLOCK/BMAL1 a CRY1
(Ripperger a Schibler, 2006; Stratmann et al., 2010). Faze rytmu DBP a E4BP4 je opacna a
hladiny proteini kolisaji v téméf opacné fazi v SCN a jatrech (Mitsui et al., 2001). DBP 1 NFIL3
se vazi na elementy D-boxu na cirkadidnnich promotorech, véetné RORa a RORP (Ueda
et al., 2005).

Ptikladem negativni smycky, kterda propojuje cirkadianni hodiny s bunéénym
metabolismem je smycka propojujici heterodimer CLOCK/BMAL1 a kofaktory
vnitrobunéénych redoxnich reakci, nikotinamidadenindinukleotidem (NAD). Intracelularni
hladiny NAD+ vykazuji 24hodinové rytmy (Nakahata et al., 2009). Redukované formy
kofaktort NAD(H) a NADP(H) podporuji vazbu CLOCK/NPAS2:BMALI1 na DNA, zatimco
jejich oxidované formy tuto vazbu inhibuji (Rutter et al., 2001). Navic nizka hladina NAD+
udrzuje PER2 v cytoplazmé a snizuje expresi cirkadiannich gent regulovanych E-boxem a
RORE (Ramsey et al., 2009).

Kromé vyse popsanych TTFL, které hraji hlavni roli v tvorbé cirkadiannich rytmt, jsou
molekularni oscilace regulovany a modulovany dalSimi posttranskripénimi modifikacemi a
PTM a mnoha dalSimi bunéénymi a systémovymi cirkadidnnimi mechanismy (Hirayama et al.,

2007; Kondratov et al., 2003; C. Lee et al., 2001; Rutter et al., 2001).

2.3.2 Posttransla¢ni modifikace

PTM reguluji ¢innost hodinovych gent, hraji zasadni roli v regulaci jejich stability,
aktivity, bunééného umisténi a degradaci (C. Lee et al., 2001). Mezi nejvyznamné&jsi PTM
v cirkadiannich rytmech patii naptiklad fosforylace, acetylace, SUMOylace, ubikvitinace a
dalsi (Akashi et al., 2002; Cardone et al., 2005; Hirayama et al., 2007).

Kasein kinazy hraji zasadni roli v cirkadidnnich rytmech, konktrétné se jedna o kasein
kinazu I epsilon (CKIg) a delta (CKI8). Ucastni se fosforylace celé fady cirkadiannich proteind,
napiiklad CRY, BMALI ¢i PER (Eide et al., 2002; Vielhaber et al., 2000). Nepatrné¢ zmény
v aktivit¢ kinaz zpisobuji jejich sniZzenou fosforylaci a vedou k extrémnim zménam
cirkadianniho denniho cyklu. CKIe a CKId maji na proteinu PER stejna vazebna mista a o vazbu
na ném soutézi (Camacho et al., 2001). Fosforylace proteinu PER je nezbytna pro tvorbu dimeru
PER/CRY a nasledny transport do jadra. PER funguji jako tzv. ,scaffold proteiny, které
piivadéji proteiny CRY a CKle do tésné blizkosti, aby mohl vzniknout multimerni komplex

CKlIe-PER-CRY, ktery je schopen translokovat do jadra a fosforylovat BMALI (Eide et al.,
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2002). Fosforylace Ser90 u BMALI1 podporuje jeho cytoplazmatickou/jadernou translokaci a
je nezbytna pro heterodimerizaci s CLOCK a néaslednou transkripci (Tamaru et al., 2015).
Nekteré fosforylace mohou vést k degradaci nebo pravé naopak ke stabilizaci fosforylac¢nich
cilt (Akashi et al., 2002). PER2 ma kolem 20ti fosforyla¢nich mist, fosforylace Serd77, 478,
479 vede k jeho degradaci, zatimco fosforylace péti serinli po¢inaje Ser662 k jeho stabilizaci
(Shanware et al., 2011; Shirogane et al., 2005; Vanselow et al., 2006). Ubikvitin ligazy jsou
nasledné zodpovédné za degradaci fosforylovanych proteinti. Zasluhou ligazy E3 typu HECT
dochazi k ubikvitinaci BMAL1 poté co je fosforylovan na Ser17/Thr21 (Gossan et al., 2014;
Sahar et al., 2010). Diky tomu heterodimer CLOCK/BMALI1 navazany na E-box muze byt
odstranén.

Dalsi dulezitou PTM je acetylace, kdy naptiklad deacetylaza Sirtl negativné reguluje
expresi hodinovych gent, tim, Ze katalyzuje deacetylaci a degradaci proteinu PER (Ashimori
et al., 2021; Bellet et al., 2013). Metylace piisobi podobnym zplsobem a dalsi PTM jsou také

vyznamné pro spravné fungovani cirkadiannich rytm.

3 Detoxikacni procesy v jatrech

Na&s organismus je denn¢ vystaven pusobeni riznorodych toxickych latek v podobé
chemikalii, tézkych kovu, farmaceutickych ptipravkl, dopliki stravy, drog, hormonti a latek
zneciStyjicich Zivotni prostfedi. Nezbytnym procesem pro zdravy a spravné fungujici
organismu je proces zvany detoxikace. Detoxikace potencialn¢ nebezpecnych endogennich i
exogennich latek zahrnuje tii fdze odehravajici se v jatrech s hlavnim cilem ukoncit jejich

biologické Uc¢inky, tedy neutralizovat, odstranit ¢i zneSkodnit toxické latky.

3.1 Funkce jater

Jatra jsou hlavnim mistem biotransformace, podileji se na metabolismu makronutrientt,
regulaci objemu krve, produkci hormonti, produkci zZluc¢i, homeostazi lipidii ¢i cholesterolu,
podporuji imunitni systém a odbouravéni nezaddoucich chemickych latek, véetné¢ mnoha
soucasnych 1éciv (Trefts et al., 2017). Mimo jiné jsou hlavnim mistem deionizacie T4 a T3
hormoni, ukladani zivotn¢ dulezitych kovi, syntézy ¢i degradace cholesterolu a odbouravani
hemu (Trapani, 2012; Visser et al., 1988). Pokud bychom se napiiklad podivali na odbouravani
hemu vice podrobnéji, jatra jsou diilezita ptedev§im tim, Ze pifijimaji nekonjugovany bilirubin,
(degradac¢ni produkt hemu, ktery je v nekonjugovaném stavu pii vyssich koncentracich toxicky)
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navazany na albumin (S. Kumar a Bandyopadhyay, 2005; Kutty a Maines, 1981). V jatrech
dochazi ke konjugaci kyselinou glukuronovou a bilirubin se stava hydrofilnim (Billing et al.,
1957). VétSina je vyloucena Zluci dél do tlustého stfeva a mensi ¢ast je reabsorbovéana zpét do
krevniho fecist¢ (Tenhunen et al., 1968). Jatra jsou také dulezitd v metabolismu vitamind,
zaprvé hlavné proto, Ze se v nich vétSina vitaminii rozpustnych v tucich uskladiiuje. Zadruhé se
zde vitaminy pfemé&nuji z provitaminl na vitaminy a na jejich aktivni formy. Naptiklad vitamin
A je uskladiiovan v jatrech. V ptipad¢ potiteby je zjater uvoliiovan do krevniho obéhu,
popiipad¢ je pfeménén oxidaci na aktivni formu, kyselinu retinovou, ktera je esencidlni pro
fototransdukci (D’Ambrosio et al., 2011). V neposledni fad¢ tidi syntézu téméf vSech
plazmatickych bilkovin v téle jako albuminu, vSech srazecich faktori kromé faktoru VIII,

vazebnych globulini (Wion et al., 1985).

3.2 Detoxikacni procesy

Hlavnim principem detoxikace v jatrech je chemicka pfeména potencialné toxickych
molekul neboli biotransformace. Proces detoxikace zahrnuje navazani, distribuci a eliminaci
xenobiotik. Lipofilni povaha vétSiny xenobiotik umoznuje jejich difuzi pies biologické
membrany, stejnd vlastnost brani jejich vylucovani z té€la. Detoxikace v jatrech spociva pravé
pfedevsim v transformaci endogennich a exogennich latek z jejich lipofilni formy na hydrofilni
formu, kterou Ize pak G¢inn€ vyloucit z téla ven (Reinke a Asher, 2016). Tato schopnost jater
je zavisla na expresi Siroké Skaly biotransformacénich enzymi, jeZ maji rozmanitou substratovou
specifitu a jsou schopny si poradit s obrovskym mnoZstvim rtznych chemickych struktur
(Grant, 1991). Biotransformacni procesy u savct obecné zahrnuji tiifdzovy proces: faze I, faze
IT a faze III detoxifikace (n¢kdy se faze III neuvadi jako samostatné faze, pouze jako transport
metabolitl z téla ven; Xu et al., 2005).

Féaze I je prvni linii obrany, kdy se xenobiotika pfeméiuji na méné toxické latky.
Dochazi ke zménam v jejich chemické struktufe prosttednictvim oxidace, redukce a hydrolyzy
za vzniku hydrofilnéjSich meziprodukti (Y.-K. J. Zhang et al., 2009). Prvni krok ¢asto zahrnuje
navazani mnoha cizorodych latek, v¢etn€ klinicky pouzivanych ¢kt na jaderné receptory, coz
je aktivuje (NR; z angl. nuclear receptors; Zmrzljak a Rozman, 2012). Jakmile jsou aktivovany
reguluji cilové geny vazbou na promotorové nebo enhancerové sekvence na specifickych
rozpoznavacich mistech (Nakata et al., 2006). Mezi cilové geny NR patii metabolizujici
enzymy jako jsou CYP450, ale také enzymy faze II (Saini et al., 2004). Hlavnimi enzymy faze
I jsou predevsim CYP450, ale 1 alkoholdehydrogendzy, aldehyddehydrogenazy,



karboxylesterazy (CES; z angl. carboxylesterases), oxidoreduktazy a dalsi proteiny, které
katalyzuji nékteré z reakci faze I (Y.-K. J. Zhang et al., 2009).

Vedlejsi produkty faze I mohou stale predstavovat toxickou hrozbu pro télo, proto je
zapotiebi, aby modifikované metabolity vstupovaly do faze II a piedeslo se tak jejich
nahromadéni a nésledné posSkozeni jater. V druhé fazi se spojuji vzniklé meziprodukty
s enzymy faze Il v procesu zvaném konjugace (Grant, 1991). Proteiny faze II konjuguji 1éCiva
s hydrofilni molekulou za ucelem zvySeni rozpustnosti., kterd usnadiiuje jejich vyluCovani
zluci, stolici a/nebo moci. Sulfatace (enzymy sulfotransferazy, SULT), glukuronidace (enzymy
UDP-glukoronosyltransferdzy, UGT) a konjugace glutathionu (enzymy gluthathion-S-
transferazy, GST) predstavuji tii nejrozsifenéj$i zpiusoby detoxikace ve fazi II (prehledné
shrnuto v Zamek-Gliszczynski et al., 20006).

Posledni fazi je vylouceni z té€la neboli faze III detoxikace. K vylouceni dochazi pomoci
transportért,, které vychytavaji xenobiotika z krve do jater nebo pomédhaji eliminaci jiz
metabolizovanych xenobiotik. Pro transport metaboliti z hepatocyti do zlu¢i slouzi
kanalikularni transportéry (z angl. canalicular transporter) zahrnujici MRP2 (multidrug
resistance-associated protein 2), BCRP (breast cancer resistance protein), MDR1 (multidrug
resistance protein 1) a dalsi. Dalsi cestou je vylu¢ovani metaboliti moci, kdy jsou smétfovany
zpét do krve, odkud putuji do ledvin a poté do moci. Prikladem takovych transportéri jsou
MRP3, 4 a6 (Y.-K. J. Zhang et al., 2009; Zmrzljak a Rozman, 2012).

Ackoliv se toxicita biotransformaci vétSinou vyrazné snizuje, ukézalo se, Ze v nékterych
ptipadech vznikaji béhem metabolismu reaktivnéjs$i meziprodukty, které vykazuji vétsi toxicitu
nez jejich matefské slouceniny. Prfikladem je metabolismus APAP nebo aflatoxinu
prostfednictvim CYP450, které davaji vzniknout toxickym meziproduktim (He et al., 2006).
Aktivita enzymil faze II musi byt v rovnovaze s enzymy faze I, jinak se toxiny mohou v téle
hromadit a nespravné metabolizovat, a tak ptipadné poskodit DNA a proteiny (Grant, 1991; Liu
etal., 2023).

4 Cirkadianni systém a detoxika¢ni procesy v jatrech

Cirkadianni regulace jaterni detoxikace, zejména metabolismu xenobiotik, se zda byt
jednou z klicovych roli biologickych hodin (Akhtar et al., 2002; Gachon a Firsov, 2011; Panda
et al., 2002; Y.-K. J. Zhang et al., 2009). Ukazalo se, ze velky pocet detoxikacnich drah, na

kterych se podileji CYP450, vcetné metabolismu 1¢kti a xenobiotik, vykazuje cirkadidnni
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oscilace v jejich expresi a aktivit¢ (Brownie et al., 1979; Gachon et al., 2006). Vzijemna
zavislost mezi cirkadidnnimi a metabolickym systémy zplsobuje, ze poruchy v jednom
systému pravdépodobné recipro¢né ovlivni i druhy. Velkd ¢ast gent, které vykazuji denni
oscilace ve své expresi, koduje dulezité regulatory metabolismu sacharida, lipidii a cholesterolu
a také regulatory detoxikacnich mechanismt. V jatrech mezi n¢ patii transkripcni faktory
rodiny PAR bZip (Gachon et al., 2006), represor E4BP4 piibuzny PAR bZip (Mitsui et al.,
2001), NR (Yang et al., 2006) a dalsi, které reguluji expresi metabolizujicich proteind. Na
zéklad¢ modulace rytmické exprese genli zapojenych do metabolismu a detoxikace vznikaji
oscilace v detoxikac¢nich procesech (L. Zhang et al., 2022; Zhao et al., 2019).

Cirkadianni regulace ve fazi I spociva v rytmické expresi genl jadernych receptord,
které reguluji expresi hlavnich metabolizujicich enzymt faze I-11I (Reinke a Asher, 2016). Mezi
hlavni enzymy faze I v jatrech s cirkadidnni rytmicitou v jejich expresi patii enzymy CYP450
(CYP1A2, CYP2A4/5, CYP2EL, CYP3A4, CYP2B10, CYP3A11, CYP4A10 a dalsi) dale pak
CES3, FMOS, SULTI1 a dalsi (Chen et al., 2020; Lavery et al., 1999; T. Zhang et al., 2018; Y .-
K. J. Zhang et al., 2009). Obecn¢ se exprese mRNA vétSiny enzymil ucastnicich se faze |
v jatrech u mysi zvySuje béhem tmavé faze dne, tedy v dob¢, kdy pfijimaji potravu a maji
nejvetsi Sanci na vystaveni se toxinim (Gachon et al., 2006; Y.-K. J. Zhang et al., 2009).

VétsSina enzymt faze II se také rytmicky exprimuje, ale exprese vrcholi ve znacné
odlisnych cirkadiannich fazich. Konjugace glutathionu v ¢asné svételné fazi, glukuronidace v
pozdni svételné fazi a sulfatace v Casné tmavé fazi. Obecné se exprese mRNA enzymi faze II
zvySuje béhem svételné faze dne (Gachon et al., 2006; Guo et al., 2018; H. Xu et al., 2020).

Enzymy faze Il vykazuji pouze mirnou nebo Zadnou cirkadidnni rytmicitu, s vyjimkou
nekterych transportérti z rodiny MDR (Kotaka et al., 2008; Murakami et al., 2008; Yu et al.,
2019; Y.-K. J. Zhang et al., 2009).

4.1 Rodina enzymt cytochromu P450

detoxikace. Podileji se na metabolismu hormont, lipid, metabolismu melatoninu, kyseliny
arachidonové, kofeinu, biosyntéze cholesterolu, Zlu¢ovych kyselin, steroidnich hormont a
dalSich (ptehledné shrnuto ve Froy, 2009). Jsou to membranoveé vazané hemoproteiny, které
maji v aktivhim misté hem-zelezné centrum, na kterém je navazan cystein-thioldtovy ligand.

Vétsina téchto enzymi funguje jako monooxygenazy, jez vkladaji jeden atom kysliku do
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koncentrace je nejmarkantnéj$i v jatrech, ale jsou piitomny i v jinych tkanich jako jsou
napftiklad ledviny, placenta, gastrointestinalni trakt, nadledviny nebo ktize ( Zhao et al., 2019).
CYP450 z rodiny 1-3 jsou zodpovédné za metabolismus az 75 % klinicky pouzivanych 1¢kt,
kam spadaji psychoaktivnich latky, vcetné amfetaminti a opioidi, APAP, teofylinu,
mitoxantronu, aflatoxinu B1 a mnoha dalSich (He et al., 2006; Johnson et al., 2014; Rossato et
al.,2013; T. Zhang et al., 2018; Z.-Y. Zhang a Kaminsky, 1995). Ovliviiuji i¢inek, bezpecnost,
biologickou dostupnost a rezistenci vic¢i 1ékiim nebo reciprocné 1éky maji vliv na CYP450
(Zhao et al., 2021). Ze vSech CYP450 v lidskych jatrech se nejhojnéji vyskytuje CYP3A
(ptiblizné 30 %), ktery metabolizuje vice neZ 60 % lékt dostupnych na trhu, nasleduje CYP2C,
CYP1A2 a CYP2EI (Achour et al., 2014; Rendic a Guengerich, 2015; Shimada et al., 1994).

4.1.1 Dikazy existence cirkadiannich rytmi v jaternich cytochromech P450

Ve studii od Kim a Lee z roku 1998 bylo prokazano, ze jednorazova davka APAP
(400mg/kg), ktera byla podana intraperitonedlné mySim v 8:00, 14:00 nebo 20:00 vyvolala ve
20:00 hodin u mysi vyrazné¢ vyssi hepatotoxicitu, nez pokud byla podana v 8:00 hodin rano
nebo ve 14:00 hodin, kdy nevyvolala témét Zzadnou hepatotoxicitu. APAP se v jatrech
metabolizuje prostiednictvim CYP450 a jaterniho gluthathionu (GSH), ktery dosahuje vysSich
hladin v 8 hodin rano. Zda se, Ze niZsi biotransformacni schopnost prostiednictvim CYP450 a
vy$si hladiny GSH chrani jatra pied poskozenim APAP. Jak je zndzornéno na obr.3, CYP450
dosahuji vyssich hladin v no¢nich hodinach. Tuto teorii podporuje i dalsi studie, ve které byla
prokézana vyssi exprese CYP450 v noci, coz odpovida vétsi hepatotoxicité vyvolané APAP ve
20:00 hodin (Y.-K. J. Zhang et al., 2009). Aby se prokdzala souvislost mezi cirkadiannim
proteinem CLOCK a detoxikaci v jatrech, byly vytvofeny mysi s knockoutem v genu Clock
(Clock-/-). Delece vedla k naruseni denni exprese UGT1A1, SULT2A7 a nékterych enzymu
CYP450 (Zhao et al., 2019). Navic knockoutované mysi Clock-/- vykazovaly vyssi toxicitu
kumarinu a cyklofosfamidu, ktera se zhorSovala v disledku sniZzené detoxikace kumarinu a
zvySené tvorby toxického metabolitu. (Zhao et al., 2019).

V ramci zkoumani cirkadianni regulace v bunécnych kulturach hepatomu (HepaRG,
HepG2) byly identifikovany cirkadianni exprese v lidskych CYP450 metabolizujicich 1éky
(Chen et al., 2020). V pokusu byly pouzity synchronizované buniky hepatomu za ucelem
detekovat roli cis elementl (E-box, D-box, RRE a RORE) v generovani rytmickych signala.
Bylo zjisténo, Ze z 10 hlavnich gentit CYP450 bylo 6 exprimovano rytmicky (CYP1A2, 2B6,
2C8, 2D6, 2E1 a 3A4), zatimco dalsi Ctyfi nerytmicky (CYP1B1, 2A6, 2C9 a 2C19). Déle se
potvrdila rytmickd exprese CYP1A2, ktera byla fizena pfimo proteinem BMAL1 vazbou na
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jeho E-box, zatimco rytmicka exprese CYP2E1 a CYP3A4 byla regulovéna vazbou na elementy
E-boxu i D-boxu. K rytmickym oscilacim u CYP2B6 a CYP2CS pfiispival protein REV-ERBa
vazajici se na RRE. Tyto vysledky dokazuji, Ze cirkadianni exprese CYP450 je rytmicka a je
regulovana prostfednictvim vazby cirkadidnnich proteinti na jejich cis-elementy (Chen et al.,
2020). Na zaklad¢ uziti reportérového genu luciferazy, bylo zjisténo ze jaderny receptor REV-

ERBua pozitivné reguluje rytmickou expresi CYP2E1 v mysich jatrech (L. Zhang et al., 2022).

4.1.2 Cytochromy P450 a cirkadidnni regulace

Jaterni aktivita CYP450, ktera vyrazné¢ ovliviiuje ucinnost a toxicitu 1éc¢iv, v prubéhu
dne kolisa (Chen et al., 2020; Y.-K. J. Zhang et al., 2009). Byly prokazany cirkadidnni rytmy
v expresi a aktivit¢ n€kolika CYP450, véetné CYP2B10 (Gachon et al., 2006), CYP2E1
(Matsunaga et al., 2008), CYP1A2 (Chen et al., 2020) a dalSich. Exprese CYP450 vrcholi
v dob¢ aktivni faze zvitat, podobné jako je tomu u zbytku mRNA enzymi faze I (tj. v noci)
(Radzialowski a Bousquet, 1968; Y.-K. J. Zhang et al., 2009).

CYP450 nejsou ve valné vétsiné pripadii regulovany piimo pies heterodimer
CLOCK/BMALL, ale nepfimo prostfednictvim hodinami regulovanych gent, ptedevSim
prostfednictvim transkripénich faktort PAR bZIP, ale i dalSich. Existuji vSak studie, které
prokazuji pfimou regulaci prostfednictvim CLOCK a BMALI. CLOCK a BMALI se mohou
pfimo vézat na jeden nebo vice cis-prvkl a aktivovat nebo potlacovat transkripci enzymd.
Prikladem pifimé regulace je studie, kterd prokdzala pfimou regulaci prostiednictvim vazby
CLOCK na E-box CYP2A4/5 (Zhao et al., 2019). Chen et al. 2020 prokézali, ze BMALI je
pfimym pozitivnim reguldtorem CYP1A2. Hodinové geny navic mohou regulovat expresi
metabolizujicich enzyml kombinaci pfimého a nepifimého mechanismu. Bylo zjiSténo, Ze
CLOCK neni jedinym aktivatorem CYP2AS (lidsky CYP2A®6), v predchozi studii ptispivaly
k jeho denni expresi dal$i transkripcni faktory DBP a PPARy (peroxisome proliferator-
activated receptors), tedy aktivace CYP2AS muZe probihat nejspiSe pifimo pies CLOCK, ale
téZ nepfimym regulacnim mechanismem (Deng et al., 2018; Zhao et al., 2019). Ptikladem
nepiimého mechanismu je regulace pies zdkladni hodinovy gen Bmall. Bmall propojuje
cirkadidanni hodiny a metabolismus CYP3Al11 prostfednictvim DBP/HNF4a (hepatocyte
nuclear factor 4a). Deficit Bmall snizuje expresi CYP3A11 v mysich jatrech (Lin, Wang, et al.,
2019).

Kromé vySe zminénych mechanismu se zda, ze transkripéni faktory PAR bZIP a NR
hraji kli¢ovou roli v regulaci transkripce CYP450 zapojenych do detoxikacnich fazi (Gachon

et al., 2006; Tong et al., 2019; Xiong et al., 2002; T. Zhang et al., 2018). Existuji 1 dalsi
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transkrip¢ni faktory napiiklad HNF1a, ktery je vyznamny pro regulaci metabolismu, transportu
snizenou expresi CYP1A2 a CYP2EI, a naopak zvySenou expresi CYP4A1 a CYP7A1 (Maher
et al., 2006; Matsunaga et al., 2008).

4.2 Cirkadianni rytmy v jadernych receptorech a jejich role v jaterni detoxikaci

NR funguji jako xenobiotické senzory, které jsou hojné exprimované v jatrech
(Sugatani, 2001). V reakci na xenobiotické latky se hromadi v jadfe a aktivuji transkripci gent
faze I-111, které koduji enzymy metabolizujici xenobiotika a 1éky (Goodwin et al., 2002;
Thomas et al., 2013; T. Zhang et al., 2018). Modulaci aktivity jadernych receptorti dochazi ke
zménam v metabolismu 1¢ékii a dalSich xenobiotik (Honma et al., 2002; Wei et al., 2000; T.
Zhang et al., 2018). Ve studii od Yang et al. z roku 2006 bylo prokazano, ze vice nez 50 %
analyzovanych mysich jadernych receptorit podléha regulaci cirkadiannimi hodinami v jedné
ze Ctyt klicovych metabolickych tkani. V jatrech rytmicky oscilovaly receptory CAR
(konstitutivni androstanovy receptor), PPAR, SHP (small heterodimer partner), REV-ERBa,
REV-ERBB, RORy a dalsi, ale napiiklad PXR (pregnanovy recepor X) v jaterni tkani
nevykazoval cirkadianni rytmy (Yang et al., 2006). Pfedpoklada se, Zze NR jsou hodinami fizené
geny (Kanno et al., 2004). Transkripce PPARa je indukovéana vazbou CLOCK a BMALI na E-
box, narozdil od exprese PPARY, ktera je regulovana PAR bZIP a E4BP4 prostfednictvim
vazby na D-box (Canaple et al., 2006; Oishi et al., 2005; Takahashi et al., 2010). Gachon et al.
v roce 2006 ukazali, Ze rytmicka exprese CAR a SHP je regulovéana transkripcnimi faktory
PARDZIP.

CAR a PPAR jsou kli¢ovymi NR, které reguluji rytmickou expresi CYP450 a ABC
transportérti (R. Kumar et al., 2017; Thomas et al., 2013; Xiong et al., 2002). CAR aktivuje
transkripci CYP2B, CYP3A a enzymu faze I, jako je UGT (Goodwin et al., 2002; R. Kumar
et al., 2017; Sueyoshi et al., 1999; Xiong et al., 2002). PPAR je transkripnim regulatorem
jaterniho CYP3A4, CYP2CS a dalSich (Maglich et al., 2002; Thomas et al., 2013, 2015). Dal$im
jadernym receptorem je SHP, ktery vSak postrada doménu vazajici DNA (Seol et al., 1996).
Reguluje expresi interakci sjinymi NR a dal§imi transkripénimi faktory, kterou inhibuje
(Ourlin et al., 2003). T. Zhang et al. v roce 2018 prokazali, Ze SHP je pozitivnim transkripénim
regulatorem mnoha enzyml CYP450, véetné CYP1A2, CYP2AS, CYP2B10 a CYP3AL11.



4.3 Cirkadianni rytmy v transkripénich faktorech PAR bZIP a jejich role v jaterni
detoxikaci

PAR bZIP jsou ¢leny rodiny transkripcnich faktorii bohatych na prolin a kyselé
aminokyseliny. U savci sem patii hlavni 3 ¢lenové: DBP, TEF (thyrotroph embryonic
factor)/VBP (vitellogenin promoter-binding protein), HLF (hepatic leukemia factor) a jim
piibuzny transkripcni represor E4BP4 t¢Z nazyvany nuklearni faktor, regulovany NFIL3
(Drolet et al., 1991; Hunger et al., 1992; Iyer et al., 1991; Mueller et al., 1990). E4BP4 sdili s
DBP, TEF a HLF blizce ptibuznou DNA vazebnou doménu, ale postradd doménu PAR (Cowell
et al., 1992). Tito zastupci jsou pro nas zajimavi, jelikoz se rytmicky exprimuji jak v neuronech
SCN, tak v né€kterych typech perifernich tkani vcetné jater a ledvin (Fonjallaz et al., 1996;
Lopez-Molina, 1997; Ripperger et al., 2000; Wuarin a Schibler, 1990). Jejich exprese je
regulovana cirkadiannimi hodinami prostfednictvim rytmické vazby CLOCK a BMALI na
jejich promotorovou oblast (Ripperger a Schibler, 2006). Mysi postradajici vSechny 3 PAR
bZIP geny jsou vysoce nachylné k toxicité¢ vyvolané xenobiotickymi latkami (cyklofosfamid,
mitoxantron), zrychlen¢ starnou, maji sklony ke vzniku epilepsie a pfedcasné umiraji, pti¢emz
véku jednoho roku se dozije méné nez 20 % (Gachon et al. 2004, 2006).

PAR bZIP reguluji transkripci riznych gent zapojenych do detoxikace a metabolismu.
Z taze I reguluji transkripci CYP2B, CYP2C, CYP2A a CYP3A, z faze I CES3, GSTA3 a
dal$i (Gachon et al., 2006; Lopez-Molina, 1997; Tong et al., 2019). DBP reguluje cirkadianni
expresi genlt CYP3A4, CYP2A4 a CYP2AS v mysSich jatrech (Lavery et al. 1999). Takiguchi
et al. vroce 2007 ukézali, ze DBP a E4BP4 ptisobi reciprokymi mechanismy na transkripci
CYP3A4, zatimco DBP transkripci CYP3A4 aktivuje, E4BP4 ji naopak inhibuje. E4BP4
soutézi s DBP, TEF a HLF o stejna vazebna mista, ale narozdil od nich ma opacnou fazi exprese
mRNA v SCN a jatrech (Mitsui et al., 2001). Negativné reguluje transkripci cilovych gend,
jedna se napiiklad o transkripci CYP3A11 (lidsky CYP3A4), ¢imz ovliviiuje metabolismus
1é¢iv a farmakokinetiku (Ben-Moshe et al., 2010; Tong et al., 2019). Riizné tirovné, na kterych
mohou transkripéni faktory PAR bZip regulovat geny zapojené do detoxikace, jsou

schematicky zndzornény na Obr. 3.
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Obr. 3: Znazornéni rozdilné urovné regulace cirkadidnni
detoxikace transkripénimi faktory PAR bZIP. Cirkadidnni
rytmy v expresi DBP, TEF, HLF jsou regulovany
cirkadiannimi oscilatory. Transkripcni faktory ridi oscilace
primou ¢i neprimou cestou., coz ndsledné vyusti v rytmickou
expresi detoxikacnich proteinii (mezi né se radici CES, GST,
UGT, CAR, CYP450 a dalsi). V konecné fazi je samotnd
detoxikace cirkadidannim procesem. (Prevzato a upraveno
podle Gachon et al., 2006)

Jedna se o regulaci pfimou nebo nepfimou. Pfima regulace probihd navazanim PAR

bZIP na promotorové oblasti cilovych gend, naptiklad v piipadé CYP2AS5 a CYP3A4 (Gachon

et al., 2006; Takiguchi et al., 2007). Zda se vsak, Ze transkrip¢ni faktory PARbZip plisobi na

metabolismus xenobiotik pfedev§im nepiimo, prostfednictvim CAR (Gachon et al., 2006).

Hepatocyty a epitelialni buiiky klki tenkého stieva jsou jediné buiiky, u kterych je znamo, ze

exprimuji CAR ve vysokych hladinach (Qatanani a Moore, 2005). Uvnitf hepatocytti je CAR

zadrzovan v cytoplazmé a tvoii komplex s proteiny tepelného Soku (HSP90) (Yoshinari et al.,

2003). Po aktivaci (napfiklad navazdnim fenobarbitalu) je translokovan z cytoplasmy do jadra,

kde podléha dal§im aktivacnim krokam, které vedou k transkripéni aktivaci jeho cilovych gent,

vcetné CYP450 (Kawamoto et al., 1999; Swales a Negishi, 2004). Jak jiz bylo zminéno vyse,
CAR indukuje expresi CYP2B, CYP3A, CYP2B10, enzymu faze II, jako UGT (Gachon et al.,
2006; Goodwin et al., 2002; R. Kumar et al., 2017; Sueyoshi et al., 1999; Xiong et al., 2002).

5 Cirkadidnni systém a metabolismus léciv

VétSina 1é¢iv v nasem téle podléhd riznorodym biotransformacnim procestim v jatrech.

Bylo prokazano, Ze cirkadianni oscilace ve farmakokinetice i farmakodynamice ovliviluji

ucinnost a toxicitu mnoha terapeutickych latek u zvitat a lidi (Cao et al., 2005; Cui et al., 2003;

Haus et al., 1972; Li et al., 2013; P. Lin et al., 2015). Hlavnim cilem chronofarmakokinetiky je
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vyuzit znalosti o cirkadiannich rytmech v kinetice 1é¢iv, a tim 1épe cilit na dobu jejich podavani,

aby doslo k co nejvétsim moznym lécebnym ucéinkiim a zaroven se snizila toxicita.

5.1 Vliv cirkadidnnich rytmi na farmakokinetiku 1é¢iv

Farmakokinetické procesy se obecné déli na absorpci, distribuci, metabolismus a
vyluCovani 1éCiv (tzv. ADME). Farmakokinetika tedy sleduje osud Iéku od jeho podani, pies
procesy, kterymi 1€k v organismu prochazi, az po jeho vylouceni a urcuje koncentraci 1éCiva a
metabolitu v cilovych tkénich. Ze studii z poslednich let vyplyva, Ze cirkadianni systém
ovlivituji procesy ADME, kli¢ovou roli hraji predev§im denni oscilace v expresi
metabolizujicich enzymt (napt. CYP3A11, CYP2EL, CYP2B10) a transportért (Y. Lin, Wang,
et al.,, 2019; T. Zhang et al., 2018; Zhao et al., 2019). Jeden z prvnich experimentt, ktery
dokazoval vliv cirkadiannich hodin na G¢innost a toxicitu 1€kt byl proveden v roce 1981, kdy
byly testovany cirkadianni zmény v biologické dostupnosti a ucincich indometacinu
(Clench et al., 1981). Zjisténim bylo, Ze Gi¢innost indometacinu je vyssi, pokud je 1€k podan ve
vecernich hodinach (Clench et al., 1981).

V dalSich experimentech byly testovani knockouti pro rizné hodinové geny. Mysi s
nulovou alelou Bmall, mutaci genu Clock vykazovaly zvySenou toxicitu indukovanou
cyklofosfamidem (CPA, 1ék pouzivany k 1éb& riznych forem rakoviny a k potlaceni
imunitniho systému), zatimco mysi, které mély knockoutované oba geny Cry byly odolng;si
oproti wild type mySim (Gorbacheva et al., 2005). Gorbacheva et al. tak dokézali, Ze cirkadianni
hodiny ovliviiuji expresi gent zapojenych do metabolismu 1é¢iv a podili se na casové zavislé
toxicité. V souladu se studii Gorbacheva et al. z roku 2005 je studie od Zhao et al. z roku 2019,
ktefi ukazali, Ze mysi s nulovou alelou Clock vykazuji zvySenou toxicitu indukovanou CPA.
Metabolismus CPA probiha v jatrech prostfednictvim CYP2B10 (lidsky ortolog CYP2B6)
ktery ho pfeménuje na toxicky meziprodukt 4-hydroxycyklofosfamid (Pass et al., 2005; Roy et
al., 1999). Exprese CYP2B10 je regulovdana PAR bZIP prostfednictvim CAR, ale také
proteinem CLOCK prostiednictvim REV-ERBa/B (Gachon et al., 2006; Zhao et al., 2019).
Jaterni exprese CYP2B10 osciluje béhem dne s vys$Simi hladinami v ¢asné svételné fazi, ktera
experimentl byl ablatovan gen pro Bmal, coz vedlo ke snizenému metabolismu prostfednictvim
CYP3Al11 (Y. Lin, Wang et al., 2019). CYP3A11 (lidsky ortolog CYP3A4) se podili na

metabolismu napftiklad akonitinu, hypakonitinu, triptolidu, brucinu a retrorsinu (Guo et al.,

17



2018; Lin et al., 2019; Zhou et al., 2019). Hepatotoxicita vyvolana t¢mito 1éCivy byla umysi
zavazngjsi ve dne v dusledku nizsi exprese CYP3A11 (Obr. 4). (Y. Lin, Wang, et al., 2019;
Zhou et al., 2019).

A
A A Toxicka latka
" Pomaly metabolismus
Sysoks ioxion napt. akonitin
hypakonitin
A — triptolid
brucin
retrorsin
Cirkadianni oscilace CYP3A11
B
A —
Pomaly metabolismus
Nizka toxicita ‘ Lek
napi. APAP
A —, , _r'—* > A Toxicky metabolit
L \ Rychly metabolismu na pf. NAPQI
L Vysoka toxicita

Cirkadianni oscilace CYP2E1

Obr. 4: Rozdilna chronotoxicita zpiisobena rytmickou expresi enzymii CYP3A11 (A) a CYP2E1 (B).
Metabolismus  zprostiedkovany CYP3A1l funguje jako detoxikacni proces, zatimco metabolismus
zprostiedkovany CYP2E1 produkuje toxicky metabolit NAPQI (N-acetyl-p-benzochinon imin). Chronotoxicita
zprostiedkovana témito dvéma enzymy vykazuje opacné trendy. Napriklad vyssi exprese CYP3A11 béhem nocni
faze vede k nizsi hepatotoxicité, zatimco vyssi exprese CYP2EI vede k vyssi hepatotoxicité (zvySend tvorba
toxického metabolitu). (Prevzato a upraveno podle Yu et al., 2022)

5.2 Hepatotoxicita indukovana paracetamolem v zavislosti na cirkadiannich hodinach

APAP je analgetikem a antipyretikem jeZ bylo poprvé popsano v roce 1878 a dnes je
klinicky populdrnim a Siroce pouZivanym a volné prodejnym lécivem s podobnymi G¢inky jako
ma ibuprofen a aspirin (Tan et al., 2020). Z diivejsi literatury je zndmo, ze strava vyznamné
ovlivituje hepatotoxicitu indukovanou APAP, konkrétné hladovéni ji zhorSuje (Matsunaga et
al., 2004). Nedavné¢ studie dokazuji, ze toxicita APAP je ovlivnéna cirkadiannimi hodinami, at’
uz se jedna o centralni cirkadidnni hodiny, které tidi biosyntézu gluthathionu nebo jaterni
hodiny, které fidi syntézu CYP450 (Johnson et al., 2014). APAP je v terapeutickych davkach
povaZovan za bezpec¢ny, avsak jiz od roku 1966 jen znamo, Ze pti jeho pfedavkovani je toxicky
(Davidson a Eastham, 1966; Larson et al., 2005). V USA je kazdoro¢né¢ hospitalizovano
50-80 000 pacientll na predavkovani APAP, které zptsobuje akutni selhani jater a ledvin a

zpusobi ptiblizné 500 tmrti rocné (Gummin et al., 2022).
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Hepatotoxicita APAP je pfipisovana jeho biotransformaci na reaktivni metabolit N-
acetyl-p-benzochinon imin (NAPQI) (Dahlin et al., 1984). Pii terapeutickych davkach vétsina
APAP podléhd v jatrech biotransformacnim procesim glukoronidace a sulfurace za vzniku
netoxickych meziprodukti avSak vedlejsi cestou (5-10 %) je pfeména prostiednictvim CYP450,
piredevsim CYP2EI, na reaktivni meziprodukt NAPQI (Cheung et al., 2005; Lee et al., 1996).
NAPQI je toxicka latka, ktera je schopna se v terapeutickych davkach vazat na cysteinovy thiol
GSH v hepatocytech za vzniku APAP-GSH, ktery miize byt vylou¢en moci z téla ven (James
et al., 2003). Pfedavkovani vSak zptsobuje, ze jaterni GSH je saturovan a APAP je pfeménovan
ve vetsi mite prostiednictvim CYP2EIL (Allameh et al., 1997). Vznika velké mnoZstvi NAPQI,
ktery se vaze na jaterni makromolekuly (mitochondrialni proteiny a nukleové kyseliny) a
naruSuje tim elektronovy transportni fetézec, coz vede k mitochondridlni dysfunkei,
nevratnému poskozeni oxida¢nim stresem a nekrédze jater (Jollow et al., 1974; Xie et al., 2014).
Studie provedend na lidskych pacientech, ve které byly sledovany hladiny biomarkeri
mitochondridlniho poskozeni, mitochondridlni DNA a fragmentt jaderné DNA v plazmé po
predavkovani APAP ukazala, ze hlavni pfi¢inou hepatotoxicity u lidi je poskozeni
mitochondridlni DNA a fragmentace jaderné DNA (McGill et al., 2012).
mysi s deleci CYP2E] netrpi poSkozenim jater vyvolanym APAP (Cheung et al., 2005; Zaher
et al., 1998). Vytvofenim knouckouti v genech pro Clock a Bmall a narusenim
zpétnovazebného represivniho komplexu (napt. Per) se prokazalo, ze exprese CYP2E1 je pod
cirkadianni kontrolou (DeBruyne et al., 2014). Knouckouti vykazovali zvySeny metabolismus
xenobiotik a mensi citlivosti vici hepatotoxicit¢ APAP (DeBruyne et al., 2014). DalSim
potenciadlnim modulator metabolismu a hepatotoxicity APAP prostrednictvim exprese CYP2E1
by mohl byt SHP nebo CAR (J. Zhang et al., 2002; T. Zhang et al., 2018). Nedavna studie od
J. Lu et al. z roku 2020 potvrdila, Ze toxicita APAP u mysi vykazuje cirkadianni rytmus. Mysi
poskozeni jater, neZ pokud byla stejna davka podana v ZTO (piedstavuje zacatek svételné faze
dne), navic se zjistilo, ze dulezitou roli hraje hodinovy gen Per2 (Lu et al., 2020).
hepatotoxicitou vecer, coz koreluje se zvysenou expresi CYP2E1 v tuto denni dobu, ktery se
podili na vzniku toxického NAPQI a poskozuje jaterni tkan (DeBruyne et al., 2014; Johnson et
al., 2014; Matsunaga et al., 2008).



6 Zavér

Mnoh¢ studie provedené na mysich ¢i na lidskych kultivovanych buiikach prokazuji
cirkadianni rytmy v expresi metabolizujicich enzymit, jadernych receptorti, transkripénich
faktorti a dalsich jaternich genti, které se se svoji rytmickou expresi podileji na vzniku
cirkadiannich oscilaci v detoxikacnich procesech v jatrech. Majoritni skupinou enzymu
ucastnicich se faze I detoxikace jsou CYP450. Vétsina enzymi CYP450 vykazuje cirkadianni
rytmicitu ve své expresi, s pievazné vyssimi hladinami exprese béhem tmavé faze dne. Exprese
CYP450 je regulovana ptimo ptes heterodimer CLOCK/BMALI, ale také prostfednictvim
transkripénich faktorti, ptedev§im PAR bZIP a jadernych receptorii, véetné CAR, SHP, REV-
ERBa, REV-ERBf, RORy, PPAR. Klinické diisledky cirkadianni rytmicity v expresi CYP450
jsou v praci ukazany na ptikladu CYP2E1. CYP2E1 je povazovan za hlavniho ucastnika
metabolismu APAP, ktery se podili na vzniku toxického meziproduktu NAPQI. Hepatotoxicita
toxicitou rano, coz koreluje s vy$§imi hladinami exprese CYP2E1 a vy$§im metabolismem ve
vecernich hodinach.

Vzhledem k tomu, Ze cirkadianni systém reguluje rytmickou expresi detoxikacnich
enzymil a transportérti, hraje tak klicovou roli ve zméndch toxicity a Gi¢innosti 1é€iv. Predevs§im
jaterni aktivita CYP450 vyrazné€ ovliviiyje ti€inky 1€k, a proto jsou cirkadianni rytmy v expresi
CYP450 dalezitym cilem pro studium metabolismu 1é¢iv a farmakokinetiky. V této praci bylo
popsano, ze naptiklad metabolismus cyklofosfamidu, indometacinu, akonitinu, hypakonitinu,
triptolidu, brucinu a retrorsinu probiha prostfednictvim cirkadianné exprimovanych CYP450,
které na zaklade vyssSich/nizSich hladin exprese ovliviiuji terapeutické ucinky 1éki. V klinické
praxi je tudiz dulezité zohlediovat vhodné nacasovani podavani Iéku, aby doslo k co nejveétsSim
moznym lécebnym UCinkiim a soucasné¢ se zamezilo v maximalni mozné mife vedlejSim

ucinkim.
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