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Nazev diplomové prace: Role 1€kovych transportért v aktivaci pregnanového X receptoru

Nuklearni pregnanovy X receptor (PXR) se podili na udrzovani homeostazy
endogennich latek, ale také na regulaci exkrece latek exogennich. Aktivaci PXR dochazi
k regulaci exprese transportnich proteinti a biotransformacnich enzymu I. a II. faze.
Vzhledem k vysoké flexibilité ligand vazajici domény PXR, mtze byt aktivovany Sirokou
Skalou riznych xenobiotik. Mezi takové latky spada napft. rifampicin, ktery jakozto
modelovy agonista PXR zpisobuje klinicky vyznamné 1ékové interakce. Rifampicin v§ak
neni za fyziologickych podminek stabilni a dochazi ke vzniku degradacnich produktt

(rifampicin chinon, 25-desacetylrifampicin, 3-formylrifamycin SV a rifampicin N-oxid).

Cilem naSich experimentl bylo porovnat mezidruhovou aktivaci PXR rifampicinu
a jeho derivatl u Clovéka, opice, mysi a potkana. K tomuto ucelu byly provedené gene
reporter experimenty s vyuzitim HepG2 bunécné linie. Statisticky vyznamné vysledky
v aktivaci PXR byly pozorovany u lidského hPXR a opi¢iho oPXR u vSech derivati
rifampicinu s vyjimkou 25-desacetlyrifampicinu. Podobnost v aktivaci hPXR a oPXR
vykazovali vSechny derivaty rifampicinu, avSak v pfipadé oPXR dochéazelo
k nékolikandsobné nizsi aktivaci reportérového konstruktu. Potencial rifampicinu a jeho
derivatl transportovat se pomoci MDR1 byl stanovovan neptimo, opét s vyuzitim metody
gene reporter assay provedené na bunééné linii HepG2 transfekované MDRI1 nebo
prazdnym vektorem. Afinitu k MDR1 transportéru jsme pozorovali u rifampicinu,
rifampicin  chinonu, rifampicin N-oxidu, 3-formylrifamycinu SV a 25-

desacetylrifampicinu.

Néami studované interakce rifampicinu a jeho derivati s PXR a MDRI
transportérem hraji vyznamnou roli v lékovych interakcich, dosud vSak nebyly

podrobnéji zkoumany.
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The nuclear pregnane X receptor (PXR) is involved in maintaining the
homeostasis of endogenous substances as well as in regulation of excretion of exogenous
substances. PXR activation regulates the expression of transport and biotransformation
enzymes I. and II. phase. Due to the high flexibility of PXR ligand binding domain, it can
be activated by a wide range of xenobiotics. Including e.g., rifampicin, well-known PXR
agonist causes clinically significant drug-drug interactions. However, rifampicin is not
stable under physiological conditions and degradation occurs (into rifampicin quinone,

25-desacetylrifampicin, 3-formylrifamycin SV and rifampicin N-oxide).

The aim of our experiments was to compare the interspecies activation of PXR
(human, monkey, mouse and rat) by rifampicin and its derivatives. Hence, gene reporter
experiments were performed using the HepG2 cell line. Statistically significant results in
PXR activation were observed for human hPXR and monkey oPXR for all rifampicin
derivatives except 25-desacetylrifampicin. Similarity in the activation of hPXR and
oPXR was shown by all rifampicin derivatives, but in the case of oPXR there was several
times lower activation of the reporter construct. The potential of rifampicin and its
derivatives to be transported by MDR1 was determined indirectly using the gene reporter
assay method performed on the HepG2 cell line transfected with MDR1 or an empty
vector. The affinity to the MDRI transporter was observed in the case of rifampicin,
rifampicin  quinone, rifampicin N-oxide, 3-formylrifamycin SV and 25-

desacetylrifampicin.

The studied interactions of rifampicin and its derivatives with PXR and MDR1
transporter play an important role in the drug-drug interactions but have not been

investigated in more details so far.
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1 Seznam zkratek

AADAC lidska arylacetamid deacetylasa

ABC ATP-binding cassette

ADME absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece
ADP adenosindifosfat

AF-1 activator function-1

AP-1 activator protein 1

AR androgenni receptor

ATP adenosintrifostat

BCRP breast cancer resistence protein

BSEP bile salt export pump

C/EBP CAAT enhancer binding proteins

CAR konstitutivni androstanovy receptor

CCRP CAR cytoplasmatic retention protein

CYP cytochrom

DBD DNA-vazajici doména

DMEM dulbeccos modified eagle medium

DMSO dimethylsulfoxid

DR4 direct repeats

ECACC European Collection of Authenticated Cell Cultures
EDTA kyselina edetova

ER estrogenni receptor



ER6 everted repeats

FXR farnesoidni X receptor

GR glukokortikoidni receptor

GST glutathion S-transferasa

HEB hematoencefalicka bariéra

HMC-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A
hPXR lidsky pregnanovy X receptor

HSE heat shock element

Hsp90 heat shock protein 90

Inr initiator element

IR6 inverted repeats

LBD ligand-binding domain

LBP ligand binding pocket

LXR jaterni X receptor

MDRI1 transportér mnohocetné 1ékové rezistence 1
MEF1 MDRI1 promoter-enhancing faktor 1
mPXR mys$i pregnanovy X receptor

MR mineralokortikoidni receptor

mRNA messenger ribonucleotide acid

MRP multidrug resistence-associated protein
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NAT2 N-acetyltransferasa 2

NBD NBF hydrofilni nukleotid vazajici doménu



NCoR2
NF-Y
NK
NRI1I2
NTCP transportér
NTD
OAT
OATP
OCT
PBS
PCN
P-gp
pS3

Pi,
PPAR
PXR
PXRE
RAR
RIF
RXR
RXRa
SLC

SMRT

nuklearni receptorovy co-represor 2

nukleéarni transkripéni faktor Y

nukleova kyselina

nukleédrni receptor podskupiny 1, skupiny I a ¢len 2
Na'taurocholate cotransporter polypeptide
N-terminalni doména

organicky aniontovy transportér

organicky aniontovy transportni polypeptid
organicky kationtovy transportér

fosfatovy pufr

pregnenolone 16a-carbonitrile

P-glykoprotein

protein 53

fosfat

receptory aktivované proliferatory peroxizomu
pregnanovy X receptor

responsibilni element pregnanového X receptoru
receptor retinoidni kyseliny

rifampicin

retinoidni X receptor

retinoidni receptor o

solute carrier family

silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors



SRC-1 steroidni receptorovy co-aktivator 1

SULT sulfotransferasa

TMD hydrofobni transmembranova doména
TR tyroidni receptor

UDP uridinfosfat kyseliny glukuronové
UGT glukuronosultransferasa

XREM xenobiotic responsive enhancer module



2 Uvod

Enzymy cytochromu P450 (CYP450) maji hlavni roli pii biotransformaci 1éCiv a
endogennich latek v organismu. Ugastni se aZ 75 % veskerych metabolickych d&ju a
podileji se na biosyntéze steroidnich hormond, cholesterolu, prostacyklinti a tromboxanu
As. V lidském organismu je enzym CYP3A4 nejdilezitéjsi izoformou cytochromu P450
zodpovédny za biotransformaci vice nez 30 % klinicky vyuzivanych 1é¢iv, nékteii autofi
uvadi podil na metabolismu az z 50 %. Biotransformace ovliviluje biodostupnost
peroralné podavanych 1é¢iv, a tim upravuje jejich koncentrace v krvi. Studie potvrdily
pres 1000 riznych sloucenin, zahrnujicich i inhibitory a induktory enzymu, interagujicich

s izoformou CYP3A4 (Svihovec et al. 2018, Baylon et al. 2013, Chen et al. 2006).

Transportér MDR1 (multidrug resistence protein 1), oznafovéan téz jako P-
glykoprotein (P-gp, kde P znamené permeabilitu), patii do podrodiny ABCB efluxnich
transportérti podilejicich se na farmakokinetickych dé€jich uvniti organismu. Jeho hlavni
fyziologicka funkce spociva v ochrané organt a plodu pied exogenné podanymi latkami
a zajiSt'uje exkreci xenobiotik a endogennich latek. Zvysena exprese MDR1 transportéru
je ditvodem vzniku mnohocetné 1ékové rezistence a mlize znacné zkomplikovat terapii
(Dostalek et al. 2006, Choudhuri et al. 2006, Staudinger et al. 2013, Fung et al. 2009,
Yano et al. 2018).

K interakci na P-gp transportéru dochdzi mezi mnoha strukturné odliSnymi
molekulami. Inhibitory MDRI1 transportéru ovliviiuji jeho funkci kompetetivni/
nekompetetivni/ alosterickou vazbou na vazebné mista pfenasece. V diisledku riizné silné
inhibice MDRI1 transportéru dochdzi k fadé¢ lékovym interakcim, které mohou byt
potencialné zavazné v dasledku zvySeni koncentrace 1€Civ v organismu. Nadmérna
indukce exprese MDR1 pfenasece zplisobena induktory ma za nasledek zvysenou exkreci
a snizeni plazmatické koncentrace 1éciv v krvi (Fung et al. 2009, Hoosain et al. 2015,

Ganesan et al. 2021).

Rifampicin je povaZovén za silny induktor biotransformacnich enzymu lé¢iva a
membranovych transportérii podilejicich se na transportu 1é¢iv. Vyznamné ovliviiuje
vysledny terapeuticky efekt 1é¢iv a zplisobuje 1ékové interakce. Mechanismus indukce
CYP enzymt spociva v aktivaci pregnanového X receptoru (PXR) a zvySené expresi CYP

enzyml, zejména CYP3A4, které jsou vyznamnymi cilovymi geny PXR. DalS$im



z vyznamnych cilovych genti PXR je ABCBI, gen koédujici MDRI1 transportér, ktery je
mimo jiné vyznamné exprimovany ve stfevé. Aktivaci PXR tedy dochéazi ke zvySeni
exprese MDRI1 a tim se sniZuje biologicka dostupnost 1éCiv (Chen et al. 2006, Bulutoglu
et al. 2020).



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Farmakokinetické déje

Pohyb 1é€iv v organismu od podéani do jeho vylouceni vyznamné ovliviiuje ucinek
1é¢iv. Akronym ADME popisuje jednotlivé farmakokinetické procesy probihajici
v organismu. Vznikla spojenim pocatecnich pismen jednotlivych farmakokinetickych
fazi: Absorpce, Distribuce, Metabolismus, Exkrece. Cilem farmakokinetiky 1éciv je
znéazornit, jak koncentrace 1éCiv a jejich metabolitli ovliviiuje reakce organismu na podané
1é¢ivo. Absorpci se rozumi proces, béhem kterého dochéazi k pronikéni 1é¢iva z mista
podani do systémového krevniho ob&hu. Biologicka dostupnost 1é¢iv podavanych
enterdlni cestou podléhd efektu prvniho prichodu jatry (first-pass effect), kdy dochazi
v rizné mife k metabolismu na neuc¢inné nebo mén¢ ucinné metabolity. Distribuce 1é¢iva
krevni cestou do tkani je obousmérny transport probihajici zejména v krevnich
kapilarach. Transport do CNS reguluji i specidlni transportéry. Transportni protein MDR1
(téz oznacovan jako ABCBI nebo P-glykoprotein) fungujici jako obranny mechanismus,
transportuje opaénym smérem lé¢iva a cizorodé latky, které pronikly pres HEB (Svihovec

et al. 2018, Liillmann et al. 2007).

3.1.1 Metabolismus

Metabolismus spole¢né s exkrecnimi mechanismy tvoii zdsadni eliminacni
procesy v organismu. V¢étSina 1€Civ (xenobiotik) podstupuje po vstupu do organismu
ustni dutiny, nebo po distribuci 1é¢iva krevni cestou do organt a tkani, jako jsou jatra,
gastrointestinalni trakt, plice, ledviny, mozek a placenta. Detoxikacni cestou
biotransformace se z 1é¢iv stavaji polarn€jsi (hydrofilni) molekuly a mohou tak byt
snadno vylouceny Zlu¢i nebo moc¢i. Z farmakologického hlediska mlze pii chemické
pfeméné dochézet k biodeaktivaci, kdy zménou struktury lé¢iva se snizi az vymizi
puvodni terapeuticky ucinek. Naopak bioaktivaci se u vzniklého metabolitu zvysi
terapeuticky ucinek, ktery mize byt pro organismus az toxicky. Proléciva (prodrugs) je
oznaceni pro lé¢iva podavané ve farmakologicky nelG¢inné formé, které se
biotransformaci v misté ucinku stavaji t¢innymi. (Zhao et al. 2021, Dostalek et al. 2006,

Lincova et al. 2007).



Metabolickou pieménu 1é¢iv 1ze rozdélit na dveé faze. Biotransformacni reakce I.
faze vedou k zavedeni nové funkéni skupiny nebo zméné plivodni za Gcelem zvysit
polaritu molekuly. Nejcastéji enzymy katalyzuji reakce, pii kterych dochazi zejména k
oxidaci a redukci nebo k hydrolyze esterové vazby. Béhem reakci I. faze biotransformace
tak vznikd molekula 1é¢iva obsahujici ve své struktuie hydrofilni funkéni skupiny jako
napt. -OH, -SH, -COOH nebo -NH». Hlavni a nejdilezitéj$i enzymy, podilejici se na L.
fazi biotransformace xenobiotik, patfi do nadrodiny cytochromu P450 (CYP450), ktera
je spojovana az se tfemi Ctvrtinami biotransformacnich déji v organismu (Choudhuri et
al. 2006, Lillmann et al. 2007, Svihovec et al. 2018, Lincova et al. 2007, Zhao et al.
2021).

Vzniklé metabolity z I. faze pokracuji do konjugacni II. faze biotransformace,
kterd dava vzniku jest¢ polarnéjsi molekuly. Enzymy katalyzuji konjugacni reakce
metabolitu s malou endogenni slouceninou. Béhem reakce dojde k vytvofeni kovalentni
vazby mezi funkéni skupinou metabolitu 1é¢iva s konjugacnim cinidlem, kterym miize
byt napt. kyselina glukuronovd, sulfat, acetat, glutathion, methionin a aminokyseliny.
Enzymy konjugacni faze se oznacuji za transferasy. Pfenosem uridinfosfatu kyseliny
glukuronové pomoci UDP glukuronosultransferasy (zkrdcen¢ UGT) vznikaji
glukuronidy. Konjugacni faze déale =zahrnuje N-acetyltransferasu 2 (NAT2),
sulfotransferasy (SULT), glutathion S-transferasy (GST). Minoritnimi reakcemi jsou
konjugace metabolitl s aminokyselinami glycinem nebo glutaminem pomoci
acyltransferas. Vzniklé metabolity z obou fazi mohou pfestoupit z hepatocytu zpatky do
krve, nebo se pomoci jednoho z ABC-transportérii (ATP-binding-cassette transporter)
vylu€ovat do zlu¢i (Choudhuri et al. 2006, Lillmann et al. 2007, Svihovec et al. 2018,
Lincova et al. 2007).

Biotrasformacni enzymy jsou strukturdlné nespecifické a mohou se tak vyskytovat
v riznych formach liSici se strukturnimi odchylkami, které vznikly na genetickém
podkladé nebo postranskripéni a postranslaéni modifikaci. V obou fazich
biotransformace nachazime vice ¢i mén¢ specifické substraty a inhibitory ovliviiujici
metabolismus. Xenobiotika se mohou pfi interakci s enzymy projevit jako substraty nebo
inhibici a indukei enzymil ovliviiovat biotransformaci (Ledvina et al. 2009, Lincova et

al. 2007).



3.1.2 Exkrece

Posledni fazi farmakokinetickych déji je exkrece neboli vylouceni 1éCiv
z organismu v nezménéné formé nebo v podobé vzniklych metabolit. Tento proces zcela
neukoncuje ucinek vylouceného 1éc¢iva, doba odeznéni tcinku zavisi na mechanismu
pusobeni a souvisi se zménami vzniklymi béhem pfitomnosti 1éCiva v organismu.
Eliminace 1éCiv se ucastni mnoho organti, avSak mezi hlavni eliminacni organy patii
ledviny a jatra. Na ledvinné exkreci se podili systém tifi riznych mechanismi.
Glomerularni filtraci se sekretuji molekuly s hmotnosti do 5000 Da, u molekul s vyssi
molekulovou hmotnosti hraje roli jejich prostorové usporadani a ndboj. Kromée velikosti
molekuly 1é¢iv hraje roli i mira vazby latek na plazmatické bilkoviny. Tubularni sekrece
probihd proti koncentraénimu spadu pomoci membranovych ptfenasect eliminujicich
1é¢iva s vysokou vazbou na krevni bilkoviny. Proximalni ¢ast tubulu zajiStuje aktivni
transport exogennich a endogennich latek prostiednictvim specializovanych
membranovych transportéri. Tubuldrni reabsorpci se snizuje exkrece, ktera probiha
hlavné pasivni difuzi lipofilnich slouc¢enin. Vyznamny vliv na reabsorpci ionizovanych

latek méa pH moci (Svihovec et al. 2018, Lincova et al. 2007).

3.1.3 Cytochrom P450

Enzymy cytochromu P450 (CYP450) maji hlavni roli pfi metabolismu IéCiv a
endogennich latek v organismu. Ugastni se aZ 75 % veskerych metabolickych d&jt a
podileji se na biosyntéze steroidnich hormonti, cholesterolu, prostacyklind a tromboxanu
Az Enzymy cytochromu jsou pfitomny prakticky v kazdé lidské tkani. Nejvice je
metabolickd aktivita soustfedéna v jatrech, ledvinach, plicich, gastrointestindlnim traktu
a v kuzi. Na bunééné urovni jsou enzymy CYP lokalizoviny na membranach
endoplazmatického retikula, mikrosomil popf. mitochondrii. Mikrozomy vznikaji
rozbitim endoplasmatického retikula (ER) a spojenim zlomt do vacku o priméru 0,3 pm.
Tyto vaéky obsahuji kromé CYP450 i dal§i enzymy i¢astnici se metabolismu (Svihovec

et al. 2018, Zhao et al. 2021, Lynch et al. 2007, Baylon et al. 2013).

Vyznam oznaceni cytochromu P450 souvisi se strukturou enzymu. Struktura
odpovida hemoproteinim slozenych z okolo 400-500 aminokyselin dlouhé sekvence
s atomem Zeleza (hem) v aktivnim misté enzymu (planarni utvar). Absorpéni maximum

hemu je pii vinové délce 450 nm. CYP450 spolecné s monooxidasovym systémem tvoii



kovalentni vazbou s NADPH-cytochromem P450 reduktdsou komplex v poméru (10:1),
ktery je zdrojem elektronii. (Lincova et al. 2007, Lynch et al. 2007, Baylon et al. 2013).

V Protein Data Bank bylo dosud popsdno a ulozeno okolo 104 jednotlivych
struktur enzyml CYP450. Sekvence enzymi z rodiny CYP je z 40 % homolognia z 55 %
sdili identickou strukturu mezi enzymy jednotlivych podrodin. V kazdé molekule enzymu
je v aktivnim misté pfitomny atom zeleza (hem), ktery je pristupny substratim z okoli.
Tercialni struktura proteinovych fetézcii aminokyselin je stocena do 12 o helikdlnich
fetézcli a 4 B struktur skladanych listti. Lidsky CYP450 je ukotven k membrané N-
termindlnim koncem transmembranového helikalniho fetézce. Globularni proteinova ¢ast
molekuly interaguje s lipofilnim povrchem membrany a jeji orientace a smér je klicova
pro Ucinek se substraty (obr. 1). Substraty vstupuji do aktivniho mista enzymu v blizkosti
F a G helikdlnich fetézcl a zménou struktury této ¢asti molekuly miZze dochazet ke zméné
substratové specifity. Aktivni misto izoenzymu CY3A4 je v porovnani s ostatnimi
izoenzymy rozsahlé a molekula obsahuje vice vazebnych mist, a tim umoziuje
interagovat s vét§Sim mnozstvim substrati (Zhao et al. 2021, Baylon ef al. 2013, Chen et

al. 2006).

A-anchor
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Obr. 1 Prostorova struktura CYP3A4 (Baylon et al. 2013).

Xenobiotikum se v monooxygenasovém cyklu P450 navaze na Zelezity ion
CYP450 a pfijme elektron z NADPH-cytochrom reduktazy, tim dojde k redukci
zelezitého ionu na ion Zeleznaty. Reakci xenobiotika s molekuldrnim kyslikem, protonem
a elektronem vznika peroxidovy komplex, ze kterého se za odStépeni molekuly vody
vytvoii komplex obsahujici ve své molekule atom vodiku. Odstépenim vodiku

z molekuly vznikne volny radikal molekuly xenobiotika, ktery reaguje s vazanym
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radikélem za vzniku hydroxylované molekuly 1é¢iva (Lincova et al. 2007, Guengerich et

al. 2016).

Lidsky genom kdduje ptes 57 enzymi CYP450, geny jsou rozdéleny do 18 rodin
a 44 podrodin. Genom vyskytujici se u mysi obsahuje az 102 genii pro enzymy CYP450.
Gen 7q21.1 na lidském chromozomu reguluje syntézu izoenzymu CYP3A4 a CYP3AS.
Nazvy cytochromti P450 se tidi systematickou nomenklaturou vychazejici na zaklade
molekulové struktury a funkce enzymu. Jednotlivé enzymy se oznacuji zkratkou CYP a
fadi do rodin pomoci ¢islovky (napt. CYP3). Dale ziskavaji pismeno odpovidajici
konkrétni podrodiné (napt. CYP3A). Konec¢na c¢islovka urcuje konkrétni enzym (napf.
CYP3A4). Zatim je znamo cca 20 forem CYP450 enzyma metabolizujicich xenobiotika
u lidské populace (Mckinnon ez al. 2008, Chen et al. 2006, Svihovec et al. 2018, Patel et
al. 2020).

Enzymy CYP450 byly detekovany v nadorovych bunikach, kde jejich metabolicka
aktivita ovliviiuje Uc¢innost cytostatik. Nizka aktivita enzymi CYP450 v nadorovych
buitkdch muze snizit biotransformaci a aktivaci protinadorovych 1é¢iv. Naopak zvySena
exprese CYP450 mize byt spojovana s lékovou rezistenci a §patnou prognézou nemoci
v dtsledku nadmérného metabolismu substratti. CYP450 ma vliv i na prokarcinogeny,
které je metabolismem schopen aktivovat nebo inaktivovat. V disledku ptitomnosti
enzymi v nadorovych buiikach je i zde riziko 1ékovych interakci (Zhao et al. 2021,
Stavropoulou et al. 2018).

Enzymy CYP450

Existuje pfes 57 riznych druh enzymG CYP450 ucastnicich se metabolismu
v organismu. Rodiny enzyml CYPI, CYP2 a CYP3 metabolizuji az 80 % klinicky
podavanych 1é€iv. Vyznamna metabolicka aktivita byla popsdna u 6 dominantnich
enzymd, a to konkrétné u CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4.
Ostatni enzymy CYP450 se podili na metabolismu v mens$i mife napt. CYP1BI,
CYP2A6, CYP2A7, CYP2C8, CYP2EL, CYP2J2, CYP3AS5, CYP3A7. Celkovy
procentualni podil enzymi a vliv na biotransformaci v jatrech popisuje obr.2 (Zhao et al.

2021, Mckinnon et al. 2008).
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CYP2J2; 3%
CYP2E1; 3%

CYP2D6; 20%
Obr. 2 Procentudlni rozlozeni jaternich cytochromt P450 a jejich vliv na

metabolismus 1é¢iv (Zhao et al. 2021).

Rodina enzymii CYP1 reguluje metabolismus pifevazné v jatrech a plicich.
Substraty jsou molekuly xenobiotik obsahujici aromatické jadro. U enzym této rodiny
byla popsana jejich role v bioaktivaci karcinogenti (Svihovec et al. 2018, Zhao et al.

2021).

CYP2 je nejrozsifenéjsi rodinou, avSak s rozdilnymi vlastnostmi jednotlivych
enzymli. Enzym CYP2D6 véaze bazické slouceniny a hraje zéasadni roli ve
farmakogenetice. Tento enzym neni indukovatelny a v disledku variantnich alel v lidské
populaci nastavaji problémy s farmakoterapii. Podrodina CYP2C patfi mezi hlavni
metabolizujici enzymy u hlodavci. V lidském organismu se enzymy ucastni
biotransformace fady 1é¢iv. Dilezitost enzymu CYP2C9 spocivd v jeho podilu na
metabolismu warfarinu. Zasadni roli hraje jeho podobnost s enzymem vitamin K-
reduktasou podilejiciho se na chemické pfeméné warfarinu. Vyskyt variantnich alel a
riznych forem obou enzymi mize komplikovat farmakoterapii. S genovym
polymorfismem se setkdvame 1 u druhého enzymu této podrodiny CYP2CI19, ktery
metabolizuje napt. klopidogrel a inhibitory protonové pumpy (IPP). Enzym CYP2EI
ovlivitluje metabolismus Uzkého spektra lé¢iv, mezi které patii hlavné anestetika,

paracetamol a ethanol (Zhao et al. 2021, Svihovec et al. 2018).

3.14 CYP3A4

vvvvvv

zodpovédny za metabolismus vice nez 30 % klinicky vyuZivanych 1é¢iv, n¢ktefi autofi
uvadi podil na metabolismu az z 50 %. Jedna se o nejvice zastoupeny enzym v jatrech a
tenkém stfeve. Metabolizaci ovliviiuje biodostupnost peroralné podavanych 1é€iv, a tim

upravuje jejich koncentrace v krvi. Studie potvrdily ptfes 1000 rGznych sloucenin,
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zahrnujicich 1 inhibitory a induktory enzymu, interagujicich s enzymem CYP3A4
(Svihovec et al. 2018, Baylon et al. 2013, Chen et al. 2006).

Metabolicka aktivita enzymu miize byt ovlivnéna plsobenim induktort a
inhibitort CYP450. Tyto procesy jsou regulovany odliSnym mechanismem. Enzymové
indukce Ize docilit navySenim hladiny enzymu. Exprese CYP3A4 je stimulovéana fadou
faktori jako napf. hormony, jaderné receptory odpovidajici na xenobiotika apod.
V regulacni oblasti genu pro CYP3A4 se nachdzi dveé vazebna mista pro jaderné receptory
PXR, FXR a CAR. Jaderny receptor vytvaii komplex s retinoidnim X jadernym
receptorem (RXR) a vaze se na responzivni oblasti lokalizované v promotoru cilovych
genl. Nasleduje transkripce a translace genetické informace do struktury proteinu.
Transkripce probiha jak konstitutivné, tak i indukovatelnym zplisobem. Konstitutivni
transkripce je fizena podle potieb buiiky. Rada chemickych slou¢enin zptisobuje up-
regulaci CYP3A4 a vyvolava indukovatelnou transkripci. Typickymi 1é€ivy, u kterych je
potfeba pamatovat na moznou enzymovou indukeci, jsou antiepileptika (karbamazepin,
fenytoin, fenobarbital), antituberkulotikum rifampicin, antivirotika (efavirenz, nevirapin)
a hyperforin (sekundérni rostlinny metabolit nachézejici se v extraktu tfezalky teckované
— Hypericum perforatum). K enzymové inhibici dochézi ¢astéji a probihd mechanismem
odliSnym neZ u indukce. Pfi inhibici probihd interakce, béhem které substrat kompetuje
o vazebné¢ misto na CYP450 sjinym lé¢ivem. Inhibici metabolismu 1é¢iv dochazi
k zvySeni plazmatické koncentrace léCiva, a tim vé&tSi pravdépodobnost vyskytu
nezadoucich uc€inkl 1é¢iv. Enzymova inhibice ma formu reverzibilni nebo ireverzibilni.
Reverzibilni inhibice zahrnuje kompetitivni, vratnou kompetitivni inhibici a nevratnou
nekompetitivni inhibici enzymu. Rozdil mezi kompetitivni a nekompetitvni inhibici
spoc¢iva v mechanismu inhibice enzymu CYP450. Kompetitivni inhibitor obsadi vazebné
misto enzymu a zabrani navazéani substratu. U vratné nekompetitivni inhibice spolu
substrat a inhibitor nesoutézi, ale inhibitor se vdze na alosterické misto enzymu, a tim
inhibuje uc¢inek komplexu substratu a enzymu. Ireverzibilni inhibitor se vaze kovalentni
vazbou k vazebnému mistu enzymu a nevratné inhibuje u¢inek enzymu. Castymi
inhibitory CYP3A4 jsou azolové antimykotika (ketokonazol, itrakonazol), klaritromycin
nebo grapefruitova §t'dva, kterd inaktivuje sttevni CYP3A4 (Chen et al. 2006, Zhao et al.
2021, Svihovec et al. 2018).
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Ligandy a 1ékové interakce

v

Ptehled substratli, inhibitorti a induktorti nejdilezitéjsich izoforem CYP450 je

shrnut v nésledujici tabulce 1.

Tabulka 1 Seznam nejvyznamnéjSich enzymi CYP450 a jejich substratd, induktor a

inhibitort (Lynch et al. 2007).

Enzym Substrat Induktor Inhibitor
theofylin, karbamazepin, amiodaron,
klozapin, fenobarbital, ciprofloxacin,

CYP1A2
kofein rifampicin, fluvoxamin
tabak
karvediol, losartan, karbamazepin, fenytoin, amiodaron,
celekoxib, ibuprofen rifampicin flukonazol,
fluoxetin,
CYP2C9
metronidazol,
ritonavir,
omeprazol, fenytoin, karbamazepin, fenytoin, fluvoxamin,
CYP2C19 fenobarbital rifampicin ritonavir, isoniazid
karvediol, amitriptylin, - amiodaron,
kodein, donepezil, haloperidol, fluoxetin,
metoprolol, paroxetin, paroxetin,
CYP2D6
risperidon, tramadol ritonavir,
terbinafin
alprazolam, amplodipin, karbamazepin, klaritromycin,
atorvastatin, cyklosporin, trezalka teckovana, diltiazem,
diazepam, estradiol, fenobarbital, erytromycin,
simvastatin, sildenafil, fenytoin, rifampicin grapefruitova
CYP3A4 verapamil, zolpidem $tava, itrakonazol,

ketokonazol,
ritonavir,

verapamil

Enzymy se vyznacuji Sirokou substratovou specifitou. LéCiva interaguji s enzymy

CYP450 v riznych podobéach. Xenobiotikum miiZze vystupovat jako substrat, induktor

nebo inhibitor enzymu. Biotransformaci vice [éCiv jednim enzymem dochazi

k vzijemnym interakcim, kdy interagujici 1éCivo miize pulsobit jako substrat a

v pfitomnosti jiného inhibitoru/induktoru zplsobovat Iékové interakce. Enzym CYP450
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muze metabolizovat 1éCivo, které zdarovenl plsobi jako jeho induktor/inhibitor
(karbamazepin/erytromycin). Enzymovou indukci se zvySuje exprese a aktivita
metabolizujiciho enzymu CYP450, a tim se urychluje exkrece 1é¢iva. Plazmaticka
koncentrace 1é¢iva klesa az n€kolik dni po enzymové indukci. Exkreci 1é¢iva urychluje
sou¢asna indukce exprese MDRI transportéru fungujiciho jako efluxni pumpa. Casté
1ékové interakce klinicky podévanych 1éCiv probihaji v diisledku enzymové inhibice.
Vazbou inhibitoru v aktivnim mist¢ enzymu se snizuje biotransformace I[éCiva
metabolizujiciho se danym enzymem. Vyslednym efektem je nartist koncentrace 1éCiva
v krvi, kterd mize dosdhnout toxickych hodnot. U enzymové inhibice je interakce a
vysledny efekt okamzity (Lynch et al. 2007, Svihovec et al. 2018, Liillmann et al. 2007,
Patel et al. 2020).

3.1.5 Jaterni exkrece

Jatra jsou hlavnim elimina¢nim organem podilejicim se na metabolismu a exkreci
endogennich a exogennich latek. Absorbované 1é¢ivo se dostava krvi do jater, do kterych
priteCe vena portae a arteria hepatica cca 1,5 1 krve za minutu. Na bazolateralni
(sinusoidalni) membrané piechdzi léCivo po koncentratnim gradientu zkrve do
hepatocytu. Zpusob pfestupu pfes membranu zavisi na struktufe molekuly léciva a
aktivité pfenasecového systému. Lipofilni malé molekuly vyuZzivaji pro prostup prostou
difuzi, u vétsich polarnich nebo ionizovanych molekul je potieba k transportu vyuzit
pfitomny transportér. Lécivo pfitomné v hepatocytu miiZze podstoupit biotransformaci
pomoci enzymli CYP450 a konjugaci s konjugacnim cinidlem vytvofit hydrofilni
metabolit. Piivodni 1é€ivo nebo jeho metabolit jsou transportovany zpatky do krve nebo
eliminovany do Zlu¢i. Vzniklé metabolity pfechazi prostou difuzi nebo za ucasti ABC
membranovych transportérll pies bazolateralni membranu do krevniho ob&hu a nasledné

jsou vylouceny ledvinami (Van Montfoort ef al. 2003, Chandra ef al. 2004).

Exkrece do Zluového kandlku pies kanalikuldarni membranu probiha proti
koncentracnimu gradientu pomoci ABC membrénovych pienaSect, k jejich aktivaci je
potieba energie ve formé¢ ATP. Lé¢ivo nebo endogenni latka pfitomné ve Zluci jsou bud’
vylouc€eny stolici, nebo jsou v prostfedi duodena a tenkého stieva zpétne reabsorbovany.
Enzymatickou hydrolyzou metabolitti II. faze biotransformace dochazi ke vzniku piivodni

molekuly 1é¢iva a kprodlouzeni jeho ucinku. Tento proces je oznaCovan za
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enterohepatalni cirkulaci (Van Montfoort et al. 2003, Chandra et al. 2004, Svihovec et
al. 2018).

3.1.6 Jaterni transportni proteiny

Membranové proteinové pienaseCové systémy hraji kliCovou roli v hepatalni
absorpci a exkreci endogennich a exogennich latek. Podle mechanismu transportu se déli

na efluxni a influxni (up-take) transportéry (Choudhuri et al. 2006).

Influxni transportéry lokalizované na bazolateralni membrané hepatocytu prendsi
molekuly z krevniho systému do prostiedi hepatocytu (viz obr. 3). Nadrodina SLC
transportérii (solute carrier family) piedstavuje hlavni transportni systém regulujici
transport latek skrze hepatocyty a jaterni tkan. Tato skupina proteinovych pfenasecu se
sklada z mnoha druhd transportéri. NTCP transportér (Na'taurocholate cotransporter
polypeptide) je zodpoveédny za uptake sodikového ionu a soli Zlu¢ové kyseliny. Skupina
transportéri OCT (organic cation transporter) piendsi malé kladné nabité organické
molekuly. Dalsi skupinou pienasecii jsou OAT (organic anion transporter) a OATP
transportéry (organic anion transporting polypeptide). Tyto influxni pienasSeCe jsou
schopné prenaset celou fadu organickych aniontd. Typickymi substraty téchto prenasect
jsou napft. inhibitory HMC-CoA reduktasy, valsartan a zlucové kyseliny (Choudhuri et
al. 2006, Chandra et al. 2004, Corsini et al. 2013, Yasuhisa et al. 2007, Van Montfoort
et al. 2003).

Druhym typem jaternich transportnich proteini podilejicich se na exkreci jsou
efluxni transportéry, které pfendsi exogenni a endogenni latky z bunék (viz obr.c.3).
V hepatocytech hraji kli¢ovou roli pfenaSece nadrodiny ABC transportérii (ATP-binding
cassette). Dosud bylo identifikovdno mnoho podobnych transportér patficich do této
nadrodiny. Efluxni membranové prenaSece (MRP3, 4, 6) pfitomné na bazolateralni
membran¢ hepatocytu transportuji organické anionty z hepatocytu do jaternich sinusoid.
Jejich exprese je indukovana zejména pii deficitu MRP2 a cholestaze, kdy dochazi ke
kumulaci Zlu€ovych kyselin a bilirubinu uvnitf hepatocytu. Transportni proteiny
lokalizované na apikalni membrané hepatocytu v blizkosti ZluCového kanalku slouzi
k exkreci latek do Zluc¢i. Efluxni pumpa BSEP (4BCBII) (bile salt export pump)
eliminuje soli Zlu¢ové kyseliny v konjugované i nekonjugované formé. Mezi substraty

BCRP (ABCG?2) (breast cancer resistence protein) transportéru patii jednak ncktera
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chemoterapeutika jako napf. mitoxantron, ale i endogenni a dal$i exogenni latky, zejména
sulfatové konjugované metabolity steroidnich latek a xenobiotik. Na zlu¢ovém pdlu
jaternich bun€k se na biliarnim efluxu podili pfenase¢ MRP2 (ABCC2) (multidrug
resistance-associated protein 2), ktery zodpovida za ptenos organickych aniontl véetné
vzniklych konjugati s glutathionem, kyselinou glukuronovou a sulfitové konjugaty.
Specifickym jaternim efluxnim pfenasecem je MDR3 (ABCB4) (multidrug resistence
protein 3) ucastnici se exkrece fosfolipidii do zlu¢i. MDR1 (ABCBI) téz znamy jako
P-glykoprotein se vyznacuje Sirokou substratovou specifitou a je spojovan s lékovou
rezistenci. V nasledujici kapitole bude detailné probrana nadrodina ABC transportért a
MDRI transportér (Corsini et al. 2013, Chandra et al. 2004, Mao et al. 2015, Staudinger
etal.2013).

Apikdlni membréna

hepatocyt hepatocyt

CHE >
o (>
CHEe>

jadro
O -
O
b\

Tigh junction Bazolateralni/sinusoidalni membrana

Obr. 3 Grafické zndzornéni jaternich eliminacnich dé&ji vcetné klicovych
transportnich membranovych pfenaseclt. Zlutou barvou jsou znazornény efluxni
transportéry a Sedou barvou skupina influxnich prenasect. Nuklearni receptory jsou

oznaceny modrou barvou (Choudhuri ef al. 2006, HyrSova 2018, Corsini et al. 2013).

3.1.7 ABC transportéry

Transmembranové proteinové pienasece, které vyuzivaji energii v podobé ATP
na transport latek z intracelularniho prosttedi do extraceluldrniho, se oznacuji jako
transportni proteiny z rodiny ABC (ATP binding cassette). ABC transportéry jsou
lokalizovany v jatrech na apikalni i bazolaternalni membran¢ hepatocyti. Tyto prenasece
mohou transportovat Sirokou Skalu latek, které spadaji jak do skupiny endogennich, tak 1

exogennich latek. Z fad endogennich latek se jednd o lipidy, steroidy, hormony a
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bilirubin. Siroka substratova afinita 1é¢iv hraje diilezitou roli p¥i 1ékovych interakcich,
kdy nevhodné zvolené latky mohou vzajemné kompetovat o stejny transportér (Dostalek

et al. 2006, Chandra et al. 2004, Corsini et al. 2013).

Dosud bylo identifikovano 49 geni kédujicich jednotlivé transportni proteiny a
doslo k rozd€leni transportéri do 7 podrodin- ABCA (12), ABCB (11), ABCC (13),
ABCD (4), ABCE (1), ABCF (3) a ABCG (5). Skupina ABCB podrodiny je ozna¢ovana
jako MDR-ABC transportéry a podrodina ABCC transportérii nese oznaceni MRP-ABC.
ABCB podrodina je pfitomna v lidském organismu v podobé 11 druht proteinovych
prenasect. Klicovou roli v exkreci latek hraji zejména ABCBI (MDRI1), ABCB4
(MDR2/3) a ABCBI11 (BSEP). Tyto transportéry se skladaji z 1280 az 1320 aminokyselin
usporddanych do 12 transmembranovych a helixti (Dostalek et al. 2006, Chandra et al.

2004, Corsini et al. 2013, Choudhuri et al. 2006, Staudinger ef al. 2013).

MDRI1 (ABCB1I), znamy jako P-glykoprotein, je exprimovan v lidském organismu
v mnoha tkanich jako napf. ledviny, jatra, tenké stfevo, placenta, plice a
hematoencefalické bariéfe. Specifickymi jaternimi transportéry jsou ABCB11 (BSEP) a
ABCB4 (MDR2/3) (Dostalek et al. 2006, Chandra et al. 2004, Corsini et al. 2013,
Choudhuri et al. 2006, Staudinger et al. 2013).

3.1.8 P-glykoprotein (MDR1/4ABCBI)

Transportér MDR1 (multidrug resistence protein 1), oznafovan téz jako P-
glykoprotein (P-gp, kde P znamena permeabilitu), patii do podrodiny ABCB efluxnich
transportérti podilejicich se na farmakokinetickych déjich uvniti organismu. Jeho role
zavisi na pritomnosti prenasece v dané tkdni. MDRI1 transportér je exprimovan na
apikalni membran€ mnoha bunck jako napf. hepatocytech, buné€k hematoencefalické
bariéry, placenty, ledvin, tenkého stieva. MDRI, pfitomny na apikdlni membrané
kapilarniho endotelu HEB, kde transportuje latky zpatky do krve a brani vstupu
xenobiotik do mozkové tkan€. Jeho hlavni fyziologicka funkce spoc¢iva v ochrané organti
a plodu pfed exogenné podanymi latkami a zajiSt'uje exkreci xenobiotik a endogennich
latek. MDR1 pfenaSeC je ve velké mife exprimovan v nddorovych bunkéch a spojovan
s Iékovou rezistenci. Poprvé byl tento transportér detekovan v kolchicin rezistentnich
nadorovych ovaridlnich bunkach kiecka cinského. P-gp byl prvnim studovanym

transportnim proteinem odpovédnym za rozvoj rezistence u podavané cytostatické 1écby
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u onkologickych pacientli. ZvySena exprese MDRI1 transportéru je divodem vzniku
mnohocetné 1ékové rezistence (multidrug resistence) u nadorovych bun¢k (Dostalek et
al. 2006, Choudhuri et al. 2006, Staudinger et al. 2013, Fung et al. 2009, Yano ef al.
2018).

Gen kodujici expresi MDR1 transportéru, ABCB1, je lokalizovan na chromozomu
7, konkrétné se jednd o lokus p21-21.1. Piekladem genetické informace do struktury
proteinu vzniké transmembranovy pfenasec skladajici se z 1280 aminokyselin s celkovou
molekulovou hmotnosti 170 kDa. Prostorové uspotadani proteinovych fetézca
prochazejicich skrze membranu vytvaii dva symetrické homologni segmenty slozené
z 610 aminokyselin. Obé tyto ¢asti spolu funguji jako celek spojeny linkerem z pfiblizné
75 aminokyselin. Kazda polovina obsahuje 1 hydrofobni transmembranovou doménu
(TMD) a 1 hydrofilni nukleotid vazajici doménu (NBD, n¢kdy oznacovana jako NBF)
lokalizovanou na intracelularni stran€é membrany. Jednotlivé TMD se skladaji ze 6
vzajemné propojenych transmembranovych helikalnich fetézcl. Proteinovy pfenasec je
celkove tvofen z 12 transmembranovych o-helixid, kdy kazdé TMD odpovida 1 NBD
vazajici a hydrolyzujici ATP (viz obr.C. 4) (Fung ef al. 2009, Seigneuret et al. 2003,
Mora Lagares et al. 2021, Choudhuri et al. 2006).

TMDA TMD2 Transmembrane

/ segment

Lipid Bilayer

Intracellular COOH

Obr. 4 Grafické znazornéni prostorového uspotradani transportéru MDR1

(Choudhuri ef al. 2006).
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Mechanismus transportu

Efluxni transport P-glykoproteinem probihd riznymi mechanismy. Jednim
z moznych zpiisobil transportu substrati skrze transportér je prostfednictvim port
vzniklych z TMD. Model flipasy popisuje interakci substratu pfitomného na vnitini
vrstve fosfolipidové membrany s MDR1 receptorem, ktery obrati substrat na vnéj$i vrstvu
membrany proti koncentratnimu gradientu. Tento model vychazi z principu, kdy
transportované latky ziskavaji pfistup do prostoru TMD z vnitini ¢asti membrany.
Hydrofébni vakuova pumpa je model charakterizujici ptimou interakci MDR1 pienasece
a substratu v intracelularnim prostfedi nebo lokalizovaného uvnitf membrany.
Vysledkem je transport latek do extracelularniho prostfedi za soucasné hydrolyzy ATP
na ADP (adenosindifosfat) (Choudhuri et al. 2006, Fung et al. 2009, Kodan et al. 2021,
Urbatsch et al. 2003, Li-Blatter et al. 2012, Hoosain et al. 2015).

Pienos latek pfes membranu pomoci transportéru zacinad interakci substratu
s TMD na intracelularni stran¢ fosfolipidové membrany. V dal$im kroku se navaze ATP
na NBD, ktera podstoupi dimerizaci a zménu konformace. Pfevracenim vazebného mista
na extracelularni stranu dojde k uvolnéni navazaného substratu (viz obr. 5). Energii
k provedeni transportu zajistuje hydrolyza ATP na vznikly ADP a P;, zdroveii umoznuje

obnoveni piivodni konformace transportéru (Li-Blatter et al. 2012).

Drug released

Inward-facing (S J Outward-facing

Phospholipid
Bilayer

PGP
Mechanistic

Drug binding Conformations

- B
Obr. 5 Konformacni zména P-gp pfi efluxnim transportu vyobrazena ve 3D

(Ahmed Juvale et al. 2022).
Regulace exprese MDR1

Expresi MDRI iniciuje aktivace nuklearnich receptorii PXR (pregnanovy X
receptor) a CAR (konstitutivni androstanovy receptor) mnoha strukturdlné odliSnymi
substraty. Aktivované nukledrni receptory nasedaji na vazebna mista, tzv. DR4 motiv

(Direct repeats, které jsou oddélené 4 nukleotidy) lokalizovany v promotorové oblasti
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genu pro MDRI1 a nasledné dochazi k zahajeni transkripce MDR1. ABCBI gen lidského
MDRI transportéru obsahuje responzivni elementy pro pregnanovy X receptor (PXRE),
ktery zahrnuje nékolik vySe zminovanych DR4 motivi. V lidském promotoru MDR1
genu se nenachazi TATA box. Transkripci zde zahajuji iniciatorové jednotky Inr (initiator
element). V promotoru je ptitomna cela fada transkripénich regulacnich jednotek, jako je
GC-box a Y-box, které interaguji s transkripénimi faktory jako napt: NF-Y, p53, AP-1,
CAAT, C/EBP, HSE (heat shock element), MEF1 (MDR1 promoter-enhancing factor 1)
a mnoho dalsich. Studie neddvno prokazaly tcast protein kinasy C na regulaci exprese
ABCBI transportéru. Po transkripci je vzniklda mRNA transkribovdna do struktury
proteinu MDRI1. V posledni fazi vnikly protein podstupuje posttranslacni modifikace
zahrnujici glykosylaci a fosforylaci struktury proteinu. Geny kodujici MDR1 transportér
a enzym CYP3A4 jsou lokalizovany v tésné blizkosti na stejném chromozomu
v polohach 7q22.1 (CYP3A4) a 7g21.1 (MDRI1) (Al-Dosari et al. 2018, Sakaeda et al.
2002, Yano et al. 2018, Choudhuri et al. 2006, Ganesan et al. 2021).

K interakci na P-gp transportéru dochazi mezi mnoha strukturné odliSnymi
molekulami. Podle vysledné reakce, kterou navodi interagujici latka, lze tyto latky
rozdélit na substraty, inhibitory a induktory MDR1 pfenase€e. Substraty s afinitou k P-gp
jsou latky hydrofobni povahy s neutrdlnim nebo kladnym néabojem molekuly. K
nejvyznamnéj$im substratim patii 1éciva z farmakologickych skupin jako napi:
protinadorova 1éCiva, antihypertenziva, hypolipidemika, antibiotika, antiarytmika,
antidepresiva a mnoho dal§ich. Rada substrati P-gp je soucasné substraty CYP450 a

dochazi ke koordinované regulaci (Fung ef al. 2009, Mora Lagares et al. 2021).

Inhibitory MDRI1 transportéru ovliviiuji  jeho funkci kompetetivni/
nekompetetivni/ alosterickou vazbou na vazebné mista prenaSece. Vysledkem inhibice
MDRI transportéru je intracelularni akumulace substratu, kdy je lé¢ivo ptfitomneé
v organismu ve vysSich az toxickych koncentracich potencujicich nezddouci ucinky.
V disledku rizné silné inhibice MDR1 transportéru dochazi k fadé 1ékovym interakcim,

které mohou byt potencialné zdvazné (Hoosain ef al. 2015, Ganesan et al. 2021).

Nadmeérna indukce exprese MDRI1 pienasece zplisobend induktory ma za
nasledek zvySenou exkreci a sniZeni plazmatické koncentrace lé€iv v krvi. Lékova

rezistence nadorovych bunck je Casto pfi¢innou nadmeérné exprese genu pro P-gp.
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Tabulka 2 obsahuje prehled nejvyznamnéjsich substratd, inhibitorti a induktord MDRI1

transportéru (Hoosain et al. 2015, Choudhuri et al. 2006).

Tabulka 2 Nejvyznamnéjsi interagujici 1éCiva s P-gp (Dostalek et al. 2006).

Substraty Inhibitory Induktory
aldosteron amiodaron dexametazon
amitriptylin amitriptylin doxorubicin
amoxicilin atorvastatin fenobarbital
ciprofloxacin bromokriptin rifampicin
cyklosporin cyklosporin ritonavir
digoxin diltiazem hyperforin
diltiazem erytromycin trazodon
estradiol fentanyl
fenytoin grapefruitova stava
karbamazepin itrakonazol
kortikosteroidy klaritromycin
losartan simvastatin
takrolimus verapamil
vinblastin zeleny ¢aj
vinkristin

Lékova rezistence (multidrug resistence)

Nadorové bunky se stavaji rezistentnimi vici chemoterapii vlivem pozménéné
genové exprese nebo rezistence miZze byt vyvoldna v pribéhu 1écby nasledkem
adaptatniho mechanismu nadorovych bun€k na podavané chemoterapeutikum.
Rezistence mlze vznikat v dasledku napt. zmény vazebného mista 1é¢iva, mutace DNA
nebo zvySenou enzymatickou biotransformaci 1é€iv. Nejvyssi zéasluhu na vzniku
rezistence mad nadmérnd exprese ABC transportéri. Zména genetické informace pro
MDRI pfenase¢ umoziiuje vznik isoformy se zvySenou funkci. Nadmérna indukce
exprese P-gp pfispivd ke vzniku rezistence nadorovych bunck. Nadorové
nediferencované kmenové buniky byvaji bohaté na ABC pienaSeCe se zvySenou

schopnosti exkrece 1é¢iv (Prochazkova et al. 2012).
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3.2 Nuklearni receptory

Nuklearni receptory jsou cilovym mistem uc¢inku fady ligandem a hormonem
aktivovanych transkripénimi faktor. Ucastni se mnoho fyziologickych procesii
uvnitf organismu, jako napf. hormonalni regulace, ovliviiuji homeostdzu ionti a
endogennich latek, reguluji metabolismus xenobiotik a bunééné déleni. Dilezitou roli
hraji 1 pfi patologickych déjich a onemocnéni, které jsou spojovany s poruchou funkce
procest regulovanych prostfednictvim nukledrnich receptorii. Nejcastéji se jedna o
kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni, zanétlivé reakce a nadorové
onemocnéni. Mnoho klinicky vyznamnych onemocnéni (jako napf. diabetes mellitus 2.
typu, obezita, aterosklerdza, hyperlipidémie) je asociovdno s dysfunkci procest

regulovanych pomoci nuklearnich receptort (Tebbens ef al. 2018).

Dosud bylo objeveno 48 jednotlivych druhi nukledrnich receptorii, z toho 25 tvoti
sirotéi (orphan) receptory, u kterych stdle nebyly identifikovany ligandy. Nukledrni
receptory jsou nejéastéji regulovany malymi lipofilnimi ligandy z fad endogennich latek,
jako jsou steroidni slouceniny, retinoidy a fosfolipidy, tak i prostiednictvim exogennich
latek (napft. glitazony, rifampicin, synteticka analoga hormonil). Xenosenzory je oznaceni
pro jaderné receptory aktivované cizorodymi latkami z vnéjSiho prosttedi (xenobiotiky).
Po navazani ligandi na jaderny receptor dochazi k aktivaci transkripce, a tim dochazi k
ovlivnéni exprese cilovych genii (Tebbens et al. 2018, Huang et al. 2010, Weikum et al.

2018).

Nadrodina jadernych receptorti se sklada z vice nez 70 ¢lenti a je rozdélena do 2
podskupin podle vazajiciho ligandu. Prvni podskupinu tvoii receptory pro steroidni
hormony (GR, MR, AR, ER), receptor pro vitamin D3, retinoidni receptor (RAR) a
tyroidni receptor (TR). Tyto receptory mohou byt regulovany rtiznorodou skupinou
endogennich a exogennich latek. Druhou podskupinou, kterd tvoti az 60 % veskerych
nukledrnich receptorli, jsou sirot¢i (orphan) receptory. Klicovou roli hraji predevSim
aktivované proliferatory peroxizomi (PPAR), pregnanovy X receptor (PXR),
konstitutivni andostanovy receptor (CAR), jaterni X receptor (liver X receptor; LXR) a
farnesoidni X receptor (FXR). V nov¢jSich studiich se setkavame se tieti skupinou
jadernych receptorii oznaCovanou jako adaptované sirotci receptory, mezi které patii
napt. PXR, u kterého byl teprve nedavno definovan endogenni ligand (Chen ef al. 2012,
Safe et al. 2014).
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3.2.1 Pregnanovy X receptor (PXR)

Pregnanovy X receptor (PXR) je jednim z ligandem aktivovanych transkripcnich
faktordi nadrodiny nuklearnich receptord. Poprvé byla jeho funkce PXR objasnéna v roce
1998. Nazev souvisi s endogenni steroidni slouceninou pregnanem, ktery je spojovany
s aktivaci PXR. PXR vystupuje jako obranny adaptivni mechanismus organismu, ktery
pomaha pifi metabolismu a exkreci exogennich a toxickych latek. Klicovou roli hraje
vregulaci genové exprese biotransformacnich enzymi a transportnich proteint
ovliviiujicich farmakokinetické déje v organismu. PXR jaderny receptor je spojovan
s indukci exprese jak ABC ptenaseci (MDRI1), tak 1 biotransformac¢nich enzymu I.
(zejména CYP450) a II. faze (napt. UGT) metabolismu. Ugastni se fady fyziologickych
procesti podilejicich se na metabolismu glukosy, lipidt, cirkulaci zlu¢ové kyseliny a
homeostdze endokrinniho systému. Existuje mnoho isoforem lidského PXR s odliSnou
transkrip¢ni aktivitou. Transkripcni varianta 1 (PXR1) a 2 (PXR2), na rozdil od PXR3 a
PXR4, indukuji expresi cilovych genli. Neddvné studie PXR zabyvajicich se jeho
schopnosti regulace genové exprese v lidskych hepatocytech potvrdili up-regulaci 164
gent a down-regulaci u 334 genti (Lv et al. 2022, Svecova et al. 2008, Pavek et al. 2016,
Robbins ef al. 2014, Chai et al. 2016, Orans et al. 2005).

PXR je ve velké mife exprimovan v jatrech, tenkém a tlustém stievé a ledvinach.
V minoritnim mnoZstvi je hPXR (lidsky) a mPXR (mysi) pfitomny i v ostatnich tkéanich,
jako napt. plice, d¢loha, vaje¢niky, prsni tkan, Zaludek a mozek. Jaterni hPXR a mPXR
jsou lokalizovany v cytosolu a po navazani agonisty translokovany do bunétného jadra

(Orans et al. 2005, Pavek et al. 2016).

NRII2 (nuklearni receptor podskupiny 1, skupiny I a ¢len 2) je oznaeni pro gen
kodujici expresi hPXR. Tento gen je lokalizovan na chromozomu 3, konkrétné na lokusu
3ql11-q13.3. NRII2 gen se sklada z 10 exontli, mezi kterymi se nachazi 9 nekddujicich
oblasti genu (introny). Oblast exonu 2 az 9 obsahuje okolo 434 parti bazi kddujicich PXR
protein. Struktura PXR je rozdélena na n€kolik duleZitych domén (viz obr.6). DNA-
vazajici doména DBD (DNA-binding domain) mé 2 podoblasti tvofené 4 cysteinovymi
zbytky, které spolecné se zinkem vytvaii komplex (zinc finger) vazajici se na specifické
sekvence v DNA oznaCované jako pregnanové X responzivni jednotky (PXRE). Kazda
DBD se sklada ze 2 komplext nasledovanych amfifilnim helixem a peptidovou smyckou.

N-terminalni doména NTD (N-terminal domain) obsahuje region AF-1 (activator
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function-1), ktery hraje roli pfi interakci s co-regulacnimi proteiny. Postransla¢nimi
upravami (napf. acetylaci, fosforylace) NTD se aktivuje transkripni aktivita. Ligand-
vazajici doména LBD (ligand-binding domain), lezici v C-terminalni oblasti genu,
umoziuje specificky a selektivni mechanismus interakce agonisty s PXR. Strukturu LBD
tvoii celkem 11 o helixi a 4 B sklddané listy, které spolecné¢ vytvari hydrofobni
usporadani LBP (ligand binding pocket). Obr. 7 zndzoriiuje prostorové usporadani LBD
struktury PXR. Ligand vazajici doména je schopnd interagovat s transkripénimi co-
regula¢nimi proteiny prostfednictvim aktivacniho funkéniho regionu AF-2 (activation
function region). Oblasti DBD a LBD navzajem spojuje flexibilni linker ozna¢ovany jako
hinge region (Cheng et al. 2011, Pavek ef al. 2016, Mangelsdorf et al. 1995, Weikum
et al. 2018, Orans et al. 2005, Lv et al. 2022, Huang et al. 2010).

P us ub ub P us P P P P

T135 K160 K170 K198 $221 K226 T290 S305 5350 T40B

U U T R N A |

NH2 COOH
AF-1 DBD Hinge LBD AF-2

1 40 107 204 423 434

Obr. 6 Zakladni struktura PXR (Lv et al. 2022).

Obr. 7 Krystalicka struktura LBD PXR. Zelené€ je znazornén region AF-2, na ktery
je navazan co-aktivator SRC-1 (steroidni receptorovy co-aktivator) vyobrazeny Cervene.
Svétle hnéda barva odpovidd heterodimerizacnimu partneru PXR, RXRa (Chai et al.

2016).

PXR je v neaktivovaném stavu ptfitomny pievazné v cytoplazmé, a to v podobé
komplexu s chaperony, jako jsou Hsp90 (heat shock protein 90) a CCRP (CAR
cytoplasmatic retention protein). Navazanim ligandu na LBD PXR dochazi k aktivaci
receptoru, kterd je provazena konformacni zménou AF-2. V disledku konformaéni

zmény se rozpada chaperonovy komplex s PXR a receptor je translokovan pomoci
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energeticky zéavislych reakcich do bunééného jadra, kde wvytvaii heterodimer
s retinoidnim receptorem o (RXRa). Vznikly heterodimer PXR/RXRa interaguje
s transkripénimi co-aktivatory (napi. SRC receptorovy co-aktivator) a vaze se
prostiednictvim pregnanové X responzibilni jednotky receptoru (PXRE) na specificka
vazebna mista promoteru DNA (viz obr. 8). Vazebna mista promoteru obsahuji pfimo se
opakujici sekvence (direct repeats) TGAACT oddélené 3 nebo 4 nukleotidy (DR3, DR4).
Mezi dalsi cilové vazebné sekvence PXR/RXRa v promotoru patii obracené opakujici se
sekvence (IR6 nebo ER6 inverted resp. everted repeats) tvofené nukleotidovym
hexamerem AGGTTCA. Po interakci s DR3, DR4, IR6 a ER6 se zahajuje transkripce
cilovych gent do struktury proteini. PXR reguluje expresi genti pro biotransformaéni
enzymy CYP450 a tady transportnich pfenasect (napt. MDR1, MRP2) (Lv et al. 2022,
Robbins et al. 2014, Pavek et al. 2016, Tebbens et al. 2018).
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Obr. 8 Molekularni mechanismus aktivace PXR a regulace exprese genl (Lv et

al. 2022).

Klicovou roli v regulaci transkripce gend hraji ko-aktivatory a ko-represory
souhrnné oznacované jako co-regulatory. Co-aktivatory interaguji s LBD, kde se vazi na
AF-2 prostfednictvim Leu-X-X-Leu-Leu (X oznacuje aminokyselinu) opakujici se
sekvence a stabilizuji vznikly komplex PXR a ligandu. SRC-1 (co-aktivétor steroidnich
receptortl), ¢len rodiny SRC, patfi mezi prvni objevené co-aktivatory PXR.
V neaktivovaném stavu se na PXR véze nukledrni receptorovy co-represor 2 (NCoR2),
oznacovan také jako SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid hormone

receptors). Vazba co-aktivatoru ovliviluje remodelaci chromatinu a schopnost aktivace
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receptoru. Uginkem co-represoru dochazi k deacetylaci histonil a neschopnosti regulace

exprese genu (Pavek et al. 2016, Orans et al. 2005, Rigalli et al. 2021).

V disledku velké flexibility ligand vézajici domény je PXR schopny interagovat
s velkym mnozstvim strukturné odlisSnych ligandi. Mezi ligandy PXR patii endogenni
zlucové kyseliny a steroidni slouc¢eniny jako napt. 5p-pregnan-3,20-dion a estradiol. PXR
je cilovym mistem fady xenobiotik, které¢ kompetuji o vazebné misto na PXR s ostatnimi
slouceninami a vlivem vazby ovlivituji expresi cilovych genti a ucastni se tak 1€ékovych
interakci. U fady exogennich liganda byla zjisténa vysoka afinita k PXR, jedna se hlavné
o antibiotikum rifampicin, antihypertenzivum nifedipin, cytostatikum tamoxifen,
antimykotikum clotrimazol a pfirodni slouceninu hyperforin z tfezalky teCkované.
Aktivace ligandy PXR je ovlivnéna mezidruhovymi rozdily, napf. rifampicin je schopen
siln¢ aktivace genové exprese u hPXR, ale zanedbatelné aktivace genové exprese u
mPXR. Hlavnimi antagonisty PXR jsou zéstupci azolovych antimykotik, konktrétné
ketokonazol a jeho derivaty. Ketokonazol je schopen inhibovat ligandem aktivovanou
indukci PXR a zabrafuje interakci co-regulator s LBD (Pavek et al. 2016, Lv et al.
2022, Cheng et al. 2011, Chai et al. 2016, Orans et al. 2005).

3.3 Rifampicin

Rifampicin, téZ oznacovan jako rifampin, patii do skupiny semisyntetickych
ansamycinovych antibiotik. Skupina rifamycini byla v roce 1959 poprvé izolovana
z Norcardia mediteranei. Chemicka struktura rifampicinu obsahuje makrocyklicky
laktam s ansa uspofaddnim aromatické ¢asti molekuly (viz obr.9). Rifampicin je
derivatem rifamycinu B ziskaného fermentaci gram-pozitivni bakterie Streptomyces
mediterranei. Baktericidni G¢inek rifampicinu souvisi s mechanismem ucinku, ktery
spociva v inhibici bakterialni DNA-dependentni RNA polymerasy (Hartl et al. 2019, Ola
etal 2019.).

Obr. 9 Chemicka struktura rifampicinu (nakresleno v ChemDraw).
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Siroké spektrum u¢inku rifampicinu zahrnuje jak gram-pozitivni a gram-negativni
bakterie, tak i chlamydie, ricketsie a anaerobni bakterie. Hlavni terapeutickou indikaci
rifampicinu je lécba tuberkuldzy, kterou zptsobuje Mycobacterium tuberculosis. Mezi
minoritni indikace spada napft. 1écba lepry, osteomyelitidy a endokarditidy. Rifampicin
vykazuje 1 protizanétlivé ucinky v 1é€bé neurodegenerativnich onemocnéni. V dasledku
vyskytu rezistentnich kment se rifampicin nepodava v monoterapii, ale vzdy v kombinaci
s jinym antituberkulotikem (napf. isoniazid, streptomycin, pirazinamid a etambutol)
K selhani terapie muze také dojit nésledkem fady interakci s ostatnimi IéCivy a
potravinami (Ola et al/ 2019, Svihovec et al. 2018, Nakajima et al. 2011, Chen et al. 2006,
Acuna et al. 2019).

Biologicka dostupnost rifampicinu zalezi na zptisobu podani 1é¢iva. U peroralniho
podani zalezi na pfitomnosti potravy v gastrointestindlnim systému, kdy dochézi k nizsi
absorpci. Terapeutickych hladin rifampicinu je dosazeno v mnoha lidskych tkanich a
télnich tekutindch (napf. mozkomisni mok, moc¢, sliny, kosti, lymfatické¢ uzliny).
Rifampicin je schopen prochazet placentou a vylu¢ovat se do matetského mléka. Ve velké
mife se metabolizuje v tenkém stfeve a jatrech, kdy vznikaji deacetylované metabolity
vylucujici se ptrevazné zluc¢i a stolici. Lidska arylacetamid deacetylasa (AADAC) je
zodpovédna za biotransformaci rifampicinu na 25-desacetylrifampicin, u kterého studie
potvrdily nizsi schopnost indukce enzymt a nizsi hepatotoxicitu (Kobayashi ef al. 2012,

Ola et al 2019, Nakajima et al. 2011).

Rifampicin je povazovan za silny induktor enzymi metabolizujicich 1éCiva a
membranovych transportérti podilejicich se na transportu 1é¢iv. Vyznamné ovliviiuje
vysledny terapeuticky efekt 1é¢iv a zpiisobuje 1ékové interakce. V roce 1972 byla popsana
prvni lékova interakce rifampicinu s perordlnimi kontraceptivy, kdy pii soucasném
uzivani obou léciv doslo k selhani ucinku kontraceptiv. Mechanismus indukce CYP
enzymu spociva v aktivaci PXR a zvySené expresi CYP enzymd, které jsou vyznamnymi
cilovymi geny PXR. K lékovym interakcim dochdzi nejcastéji indukci CYP3A4
v hepatocytech a enterocytech. Rifampicin ve vétSin€ ptipadi indukuje expresi jaternich
1 intestindlnich enzymi CYP. Aktivaci PXR ve stfevé dochézi mj. k indukci exprese
MDRI transportéru, ktery je v této tkani vyznamné exprimovany a tim sniZuje
biologickou dostupnost 1é¢iv. (Chen et al. 2006, Nishimura et al. 2006, Bulutoglu et al.
2020).
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3.3.1 Derivaty rifampicinu

Rifampicin ve vodném prostfedi podléha samovolnym rozkladnym a oxida¢nim
reakcim za tvorby mnoha derivatt. Mezi hlavni rozkladné metabolity rifampicinu patii
rifampicin chinon, 25-desacetylrifampicin, 3-formylrifamycin SV a rifampicin N-oxid.
Oxidaci naftylové casti molekuly rifampicinu vznika derivat rifampicin chinon
s naftochinonem ve své struktufe. Studie u tohoto derivatu prokdzali vyssi ucinnost
zajistuji arylacetamid deacetylasa (AADAC), mikrosomalni cholinesterasa a -esterasa.
V kyselém prostiedi dochazi k hydrolyze rifampicinu a tvorbé 3-formylrifamycinu SV.
Obrazek 10 zndzornuje strukturdlni zmény ve struktufe rifampicinu za vzniku

zminovanych derivati (Burman et al. 2001, Sorokoumova et al. 2008, Acuia ef al. 2019).

Hydrolyza na 25- desacetyl rifampicin

H O///"/

Oxidace na rifampicin N-oxid

Oxidace na rifampicin chinon N

N

Obr. 10 Vznik derivati rifampicinu (ChemDraw).
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4 Cil prace

1) Stanoveni potenciali derivati rifampicinu aktivovat pregnanovy X receptor ve
srovnani s modelovym agonistou rifampicinem.

2) Neptimo urcit podil MDRI1 transportéru na efluxu rifampicinu a jeho derivata.

3) Mezidruhové porovnani aktivace PXR studovanymi latkami u clovéka, opice,

mysi a potkana.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité materidly a pristroje
Piistroje a pomiicky

Automatické pipety se Spickami (Eppendorf, Némecko)
Biirkerova komtirka (Meopta, Ceské republika)

Inkubator (Sanyo, Japonsko)

Plynovy kahan

Koénické zkumavky 50 ml (TPP, Svycarsko)

Kultivaéni lahve 75 cm? (TPP, Svycarsko)

Kultivacéni plato 48jamkové (Thermo Fisher Scientific)
Kultivaéni plato 96 jamkové bilé (Thermo Fisher Scientific)
Laminarni box (Bioair Instruments, Italie)

Lednice

Mikrozkumavky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)
Nitrilové rukavice

Sérologické pipety o objemu 5ml, 10ml, 25ml (TPP, Svycarsko)
Spektrofotometr Synergy 2 (BioTek, USA)

Svételny mikroskop (Optika Microscopes, Italie)

Vakuové odsavacka

Vodni lazen (Julabo, Némecko)

Ttepacka Lab Dancer (IKA, Némecko)
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Chemikalie a reagencie

25- desacetylrifampicin D288726 (TRC, Kanada)

3- formylrifamycin SV BP627 (Merck, Némecko)

DMEM high-glucose (Thermo Fisher Scientific, USA)

DMSO (dimethylsulfoxid, Merck, Némecko)

Dual-Glo Luciferase Assay Systém (Promega, USA)

Fetélni bovinni sérum (Merck, Némecko)

Fosfatovy pufr PBS (Phosphate Buffered Saline) viz tabulka 3
L-glutamin 200 mM (Merck, Némecko)

Lipofectamin 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Neesencidlni aminokyseliny (Merck, Némecko)

OptiMEM (Thermo Fisher Scientific, USA)

Rifampicin chinon katalogové ¢islo RO800000 (Merck, Némecko)
Rifampicin N-oxid katalogové ¢islo BP400 (Merck, Némecko)
Rifampicin katalogové ¢islo R7382 (Merck, Némecko)

Trypanova modi (Merck, Némecko)

Plazmidy pro transfekci

Reportérovy plazmid p3A4-luc obsahujici PXR responzibilni jednotku (ER6) a
XREM (xenobiotic responsive enhancer module) genu CYP3A4 klonované do pGL3

luciferazového vektoru (Promega, USA).

Expresni konstrukt pSG5-PXR B jedna se o vektor pro wild type variantu lidského
PXR, ktery byl poskytnuty Dr. S. Kliewerem (University of Texas, USA).
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Expresni konstrukt pro lidsky PXR (hPXR) transkripéni varianta 2, jde o gen
kodujici nejdelsi izoformu lidského PXR (GenScript, USA).

Expresni konstrukty pro mysi PXR (mPXR), opi¢i PXR (oPXR) kodujici PXR
makaka rhesus a potkani PXR (rPXR) byly zakoupeny od spole¢nosti GenScript (USA).

Expresni plazmid pMDR1 koédujici lidsky efluxni transportér MDR1 s deleci
useku -7031-1803 promotoru lidského genu ABCBI.

pDNA3 vektor (Thermo Fisher Scientific, USA)

Expresni vektor pRL-TK kodujici renilla luciferasu (Promega, USA)

Bunécna linie HepG2

HepG2 buniky jsou lidské jaterni nadorové buiky, které byly poprvé izolovany
z lidského diferenciovaného hepatocelularniho karcinomu pfitomného u 15letého
bélosského muze. Tyto bunky jsou schopné rychlé proliferace a sekrece mnoha
plazmatickych proteint jako napf. transferin, fibrinogen, plasminogen a albumin. HepG2
buniky maji v porovnani s jaternimi hepatocyty nizs$i metabolickou aktivitu v disledku
absence exprese enzymu nadrodiny CYP450 a jadernych receptori PXR a CAR. Z tohoto
divodu je nutna jejich transfekce do HepG2 bunck za uc¢elem provedeni studii. Bunécna
linie HepG2 bunc¢k byla pro tento experiment dodéna prostiednictvim European
Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) (web 1, web 3, Arzumanian et al.
2021).

HepG2 buiiky byly uchovéavany hluboce zmrazené v -80 °C v kryoprezervacnim
médiu sestavajicim se z fetdlniho bovinniho séra (FBS) s pfidavkem 10% DMSO
(dimethylsulfoxid), ktery v téchto podminkdch brani krystalizaci a tim padem 1
mechanickému poSkozeni zmraZenych bunck vlivem krystalizace. Rozmrazeni
kryozkumavky s HepG2 bunikami se provadélo v piedehiaté vodni 14zni, nasledné byl
cely objem pfenesen do kultivacni lahvicky s 10 ml standardniho kultivaéniho média
DMEM ¢imz doslo ke sniZzeni koncentrace DMSO na 1 %, coZ pro HepG2 bunky

nepfedstavuje cytotoxickou koncentraci.
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Priprava fosfatového pufru

Pro potiebu oplachu bunék byl pfipraveny fosfatovy pufr (PBS) o fyziologickém
pH, ktery se v dalsim kroku sterilizoval v autoklavu. Podrobné slozeni pufru je popsano

v tabulce 3.

Tabulka 3 Slozeni PBS puftu.

g/l koncentrace
NaCl 8,01 g 137 mM
KCL 021 g 2,7 mM
Na2HPO4 3,58 ¢ 10 mM
NaH2PO4 1,56 g 10 mM
NaOH Na apravu pH 7,4

5.2 Experimentalni metody

5.2.1 Kultivace a pasaZovani HepG2 bunék

Bunécéna kultivace byla provadéna v médiu DMEM obohaceném o 2 mM
L-glutamin, 1 % neesencidlnich aminokyselin a 10 % fetalniho bovinniho séra. HepG2
bunky byly umistény do inkubatoru a inkubovéany ve vlhéené atmosféte pii 37 °C a 5 %

CO:a.

Buniky byly pasdZovany vzdy po dosazeni pfiblizn€ 80 % konfluence. Nejprve se
pomoci vakuové odsavacky odstranilo staré médium a buiiky byly oplachnuty pomoci
PBS. Poté se vakuovou odsavackou odstranil fosfatovy pufr a buniky se nechaly asi 2
minuty inkubovat s 0,25 % trypsinem-EDTA (kys. edetova), ktery uvolnil buiiky ode dna
kultiva¢ni lahve. Nasledné se pfidavkem stejného mnoZstvi média zastavila proteolyticka
aktivita trypsinu. Sérologickou pipetou se shluky bun¢k peclivé rozsuspendovaly az do
vzniku homogenni suspenze, se kterou jsme dale pracovali. Cést byla vyuzZita pro ptipravu
nové lahve, aby zlistala zachovana bunécna linie a zbyla ¢ast se po spocitani vyuZzila na

experimenty.
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V mikrozkumavce jsme se ptipravili bunénou suspenzi sestavajici se z 5 pl
pfipravené bunécné suspenze, 30 pl kultivaéniho média a 15 pl trypanové modii 0,4 %,
cely objem se peclivé promichal. Takto nafedéna suspenze (10 pl) se nanesla na
Biirkerovu komiirku ur¢enou k pocitdni mnozstvi bunék. Trypanovd modi se pouzila
k odliSeni zivych a mrtvych bunék, které obarvi na modro. Nésledné jsme spocitali
mnozstvi bun¢k pfitomné v 1 ml a pfipravili bunécnou suspenzi v pozadované
koncentraci 440 000 bunék/ml pomoci kultivacniho média a suspenze HepG2 bunck.
Ptipravenou suspenzi jsme nasadili na 48 jamkova kultivacni plata, ktera jsme inkubovali

pii 37 °C a 5 % CO; v inkubéatoru.

5.2.2 Metoda gene reporter assay

Prokaryotické a eukaryotické buiiky se vyuzivaji k popisu mnoha bunécnych
procesti a signalnich kaskdd. Princip je zaloZen na transfekci plazmidové cirkularni
nukleové kyseliny (DNA nebo RNA) do buiiky. Buné¢nad membrana bunék ma negativni
naboj a neumoziuje snadny intracelularni pfestup negativné nabitych molekul.
K transfekci genetické informace se vyuzivaji rizné technologické postupy napf.
chemicka, fyzikalni a biologickd metoda. Biologickd metoda vndsi nevirové geny do
bunék pomoci virovych vektorti (transdukce). Fyzikalnimi metodami, jako je
mikroinjekce, elektroporace a fototransfekce, je geneticka informace vloZena pfimo do
cytoplazmy hostitelskych bun¢k. Béhem chemické transfekce dochazi k vytvoteni kladné
nabitého nebo neutralniho komplexu NK (nukleové kyseliny) s transfekénim cinidlem.
K nejvyznamnégjsim z chemickych metod patii lipomosy zprostfedkovana transfekce,
oznacovana jako lipofekce, kterou jsme vyuzili 1 pro nase experimenty. Konkrétné bylo
k lipofekci DNA konstruktli pouZito transfekéni €inidlo Lipofectaminu 3000, které
vykazuje vysokou uc¢innost u HepG2 bunék (web 2, web 4).

Metoda genového reportérového systému je zaloZena na transfekci reportérového
plazmidu koédujici expresi ur¢itého proteinu, ktery lze snadno detekovat, typicky se jedna
o luciferazu. Reportérovy konstrukt mj. obsahuje promotorovou sekvenci nami
studovaného genu, za nimZ nasleduje DNA sekvenci kodujici onen snadno detekovatelny
gen, nikoliv gen studovany. Mira exprese reportérového genu je detekovana v zavislosti
na charakteru pouzitého reportérového genu pomoci chemiluminiscence nebo
enzymatické reakce. V naSich experimentech byl pouzit reportérovy gen pro

svetluSkovou luciferasu (luc+), ktery koduje expresi enzymu luciferasa. Gen /uc+ byl
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umistén za promotorovou oblast genu CYP3A4, kdy naslednou indukci exprese genu

CYP3A4 dochazi ke stimulaci exprese genu pro svétluskovou luciferasu (web 2, web 4).

Dual-luciferase reporter assay

Princip dudlniho reportérového systému je zalozen na soub&zné expresi dvou
nezavislych reportérovych enzymu v transfekovanych buiikdch a jejich nasledna detekce
pomoci zméfeni luminiscence. Aktivita exprese zkoumaného reportéru je zavisla na
nastavenych experimentalnich podminkach. Druhy reportér, tzv. kontrolni reportér,
slouzi jako wvnitini kontrola minimalizujici experimentalni variabilitu. Aktivita
experimentalniho reportéru je normalizovéana k aktivit€ kontrolniho reportéru a ptipadna
variabilita jednotlivych vzorkti a experimentalnich postupti je tak eliminovana. Do
HepG2 bunék byl transfekovan reportérovy konstrukt obsahujici gen luc+ pro
svétluSskovou luciferasu vloZeny za promoterovou oblast genu CYP3A4. Transfekce
vektoru pRL-TK pro gen renilla luciferasu (nachazejici se v Renilla reniformis z tadu

pérovnikil) slouzi jako kontrolni reportér minimalizujici transfekcni variabilitu (web 2).

Oba reportérové enzymy, svétluskova a renilla luciferasa, je mozno detekovat
v jedné reakéni smeési z divodu rozdilné chemické struktury a substratové afinity.
Pfidanim Luciferase Assay Reagentu II do vzorku se detekuje aktivita svétluSkové
luciferasy, kterd poskytuje stabilni luminiscen¢ni signdl. Po zméfeni luminiscence se do
stejného vzorku pifida Stop&Glo Reagent, ktery zastavuje luminiscenci svétluskoveé

luciferasy a iniciuje luminiscenéni reakci renilla luciferasy (web 2).

Pracovni postup:

1. HepG2 bunky byly nasazeny na 48jamkova plata (110 000 bunék/jamka)
a nechala se 24 h inkubovat. Néasledn¢ se provedla transfekce.

2. Vakuovou odsavackou byly bunky zbaveny starého média. V dal$im
kroku se k HepG2 bunkéam pipetovalo ¢erstvé DMEM (150 pl/jamka).

3. Do dvou mikrozkumavek bylo pipetovano Opti-MEM (15 pl/jamka), kdy
jedna mikrozkumavka slouzila pro pfipravu roztoku Lipofectaminu a
druha pro piipravu roztokti pouzitych DNA konstruktu.

4. V prvni mikrozkumavce se k pfipravenému mediu Opti-MEM pipetoval
Lipofectamin 3000 (0,45 pl/ jamka) a nésledné byl cely roztok

rovnomerné rozdelen na dveé poloviny.
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10.

11.

Do druhé mikrozkumavky (z kroku 3) byl pfidan reagent P3000 (0,6 pl/
jamka). V dal$im kroku se do stejné mikrozkumavky pipetovali jednotlivé
rozmrazen¢ plazmidy:

a. reportérovy plazmid p3A4-luc (150 ng/ jamka),

b. expresni plazmid pSG5-PXR B (100 ng /jamka),

c. pRL-TK (30 ng/ jamka).
Cely roztok DNA vektort z ptfedchoziho kroku (5) se rozd¢lil na dvé stejné
velké Casti. K jedné casti smési plazmida se piidal plazmid pMDRI
(200 ng/ jamka) a do druhé casti byl pipetovan prazdny plazmid pDNA3
(200 ng/ jamka).
Vznikly roztok plazmidi s pMDR1 byl pomalu promichén s obsahem
zkumavky s Lipofectaminem 3000 (pfipraveném v kroku 4). Stejnym
zpisobem byl smichén i roztok plazmidi obsahujici prazdny plazmid
pDNA3 s druhou zkumavkou roztoku s Lipofectaminem 3000. Ob¢ smési
byly nésledné inkubovany 10 min pii pokojové teploté.
K HepG2 bunkam na dvou 48jamkovych kultivanich platech bylo
pipetovano 30 pl dané transfekéni smési.
Po 48 h kultivaci se HepG2 oplachly 500 pl PBS a nechaly kultivovat
s pfipravenymi roztoky (pfiprava roztoku viz tabulka 4)

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

b. rifampicin chinon (0,5-10 pM),

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

d. 3-formylrifamycin SV (1-5 uM),

e. 25-desacetylrifampicin (10-80 pM),

f.  DMSO (1%o) pouzit jako kontrolni vzorek.
Ptesné po 12 h inkubaci se vakuovou odsavackou odsalo od bunék
kultivacni médium s testovanymi latkami a buniky byly oplachnuty 500 pl
PBS. Po odsati PBS byl k bunikdm pfidan pasivni lyzovaci pufr (100 pl/
jamka), ktery je soucasti Dual-Luciferase® Reporter Assay System.
Kultivacéni plata se nechala zmrazit pii -20 °C, kdy dojde k mechanickému
poskozeni bunck vlivem vzniku krystalkil a vyplaveni luciferazy z bunék.
Po rozmraZeni se lyzat z obou 48jamkovych plat pfepipetoval do bilého
96jamkového kultivacniho plata. K bunéénému lyzatu byl nasledné piidan

Luciferase Assay Reagent II pfipraveny podle pokynt vyrobce, jehoz
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prostiednictvim byla detekovana aktivita svétluskové luciferazy v podobé
luminiscence. Po zméfeni luminiscence ve spektrofotometru Synergy 2
biotek byl do stejného vzorku pipetovan Stop&Glo Reagent (oba reagenty
jsou soudasti kitu Dual-Luciferase® Reporter Assay System). Aktivita

renilla luciferazy byla detekovana stejnym zpiisobem.

Tabulka 4 Priprava roztoku testovanych latek. V zahlavi tabulky jsou uvedené

koncentrace pouzitych zasobnich roztoki a jejich cilové koncentrace.

20 mM 10 mM 1 mM DMSO
K (] My Oy MR
80 6,6 1650
40 33 1650 6,6 1650
10 1,65 1650
5 0,825 1650 0,825
1 1,65 1650
0,5 0,825 1650 0,825
DMSO 1%: 3500 3,5

Pracovni postup experimentu se zvifecimi konstrukty:

V tomto experimentu se postupovalo stejnym zpiisobem jako u predeslého

experimentu s vyjimkou pouZitych expresnich vektorti béhem transfekce a naslednou

24 h inkubaci HepG2 bunék s pfipravenymi roztoky. Kroky 1. a 2. jsou shodné

s pfedchozim postupem, dovolim si je tudiZ v tomto pracovnim postupu vynechat.

1.

K transfekci se ptipravilo celkem 8 mikrozkumavek, do kterych se ptidal
Opti-MEM. Do ¢ty mikrozkumavek byl pfidan reagent P3000,
reportérovy konstrukt p3A4-luc (150 ng/jamka) a pRL-TK (30 ng/jamka);
do zbylych ctyt se pipetoval Lipofectamin 3000. Pro ptehlednéjsi
manipulaci s mikrozkumavkami jsme si jednotlivé mikrozkumavky
popsali podle ptisluSného transfekovaného plasmidu.

V dalsim kroku se do jednotlivych ¢ty mikrozkumavek, obsahujicich
reagent P3000 a reportérové konstrukty, pipetovali jednotlivé rozmrazené

plazmidy:
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®

lidsky hPXR (100 ng/jamka),
b. myssi mPXR (100 ng/jamka),
opi¢i oPXR (100 ng/jamka),
d. potkani rPXR (100 ng/jamka).
3. KHepG2 buitkdim na dvou 48jamkovych kultiva¢nich platech bylo

o

pipetovano 30 pl dané transfekéni smési.
4. Po 24 h inkubaci se HepG2 oplachly 500 ul PBS a nechaly inkubovat
s pfipravenymi roztoky (pfiprava roztokt viz tabulka 5).
e. rifampicin (10 uM),
f. rifampicin chinon (10 uM),
g. rifampicin N-oxid (10 uM),
h. 3-formylrifamycin SV (10 uM),

o

25-desacetylrifampicin (10 uM),
j. PCN (50 uM),
k. DMSO (1%o) pouzit jako kontrolni vzorek.

5. Piesn¢ po 24 h inkubaci se vakuovou odsdvackou odsalo od bunc¢k
kultiva¢ni médium s testovanymi latkami a buiiky byly oplachnuty 500 ul
PBS.

6. Experiment byl zakoncen pfidanim 100 pl pasivniho lyzovaciho pufru a
celé plato bylo nasledné zmraZeno pii -20 °C.

7. Analyza experimentu probihala totoZzn€ skrokem 11. popsanym u

pfedchoziho experimentu.

Tabulka 5 Pfiprava roztokli pro genové reportérové experimenty. V zdhlavi

tabulky jsou uvedené koncentrace pouzitych zésobnich roztokt, cilové koncentrace.

uM 50 mM OM [pl] 10 mM OM [l] DMSO
[ml] [ml] [ml]

50 32 3200

10 32 3200

DMSO 1%o 3200 32
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5.2.3 Statistické zpracovani dat

Zpracovani dat ziskanych ze spektrofotometru bylo provedeno s vyuzitim
softwaru MS Excel. K naslednému grafickému a statistickému zpracovani dat byl vyuzit
GraphPad Prism verze 9.5.0 (GraphPad Software Inc., USA). Statisticka vyznamnost byla
ur¢ena pomoci jednocestné ANOVA analyzy s Dunnettovym post-hoc testem
(porovnavani vice hodnot vici kontrole), nebo pomoci neparového Studentova t-testu
(porovnavani rozdilu sttednich hodnot dvou nezavislych méteni). Hodnoty P<0,05 byly

povazovany za statisticky vyznamné.

Veskeré experimenty byly provadény v technickych triplikatech, ve dvou resp.

tiech na sob¢ nezavislych biologickych opakovanich.
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6 Vysledky

6.1 Stanoveni aktivace PXR rifampicinem a jeho derivaty u zviiecich konstrukti

metodou gene report assay

V nasich prvnich experimentech jsme se zabyvali moznosti aktivace PXR
derivaty rifampicinu vcetné¢ mezidruhového srovnani se zvifecimi orthology PXR.
Konkrétné jsme pouzili konstrukty pro lidsky hPXR, opi¢i oPXR, mysi mPXR a potkani
rPXR. Rifampicin i vSechny jeho derivaty byly testovany v koncentraci 10 uM, PCN
(modelovy ligand myS$iho a potkaniho PXR) v koncentraci 50 uM.

Vysledky experimentu u lidského PXR (obr. 11 A) ukazuji na statisticky
vyznamnou aktivaci hPXR u rifampicin chinonu a 3-formylrifamycinu SV, ktera je
srovnatelnd s aktivaci vyvolanou rifampicinem. Rifampicin N-oxid aktivuje hPXR
v porovnani s rifampicinem v mensi mife, avSak i tato aktivace vykazuje statistickou
vyznamnost. Naopak 25-desacetylrifampicin ani PCN neaktivuji v testované koncentraci

lidsky hPXR konstrukt.

Podobné¢ jako u hPXR rovnéz i u opi¢iho konstruktu oPXR (obr. 11 B) doslo ke
statisticky vyznamné aktivaci reportérového konstruktu znacici aktivaci oPXR vlivem
vystaveni rifampicinu, rifampicin chinonu a 3-formylrifamycinu SV. VSechny 3 tyto
latky aktivovaly oPXR pfiblizn€é ve stejném rozsahu, avSak pfiblizné¢ 8,5 krat méné.
Rovnéz rifampicin N-oxid vykazuje vyznamnou aktivaci oPXR. Dal§i podobnost
s lidskym hPXR vykazuje oPXR také v ptipad¢ 25-desacetylrifampicinu a PCN, kdy opét

nedoSlo k Zddnému vyznamnému ovlivnéni reportérového konstruktu.

Schopnost aktivovat potkani rPXR (obr. 11 C) a mysi mPXR (obr. 11 D) neni u
rifampicinu ani jeho derivatd statisticky vyznamna. Pouze modelovy ligand PCN

vykazuje statisticky vyznamnou aktivaci obou téchto hlodavcich receptori.
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Obr. 11 A-D Aktivace PXR u zvifecich konstruktd po 24 h inkubaci HepG2 bun¢k
s rifampicinem a jeho derivaty. Experimenty byly provedeny metodou gene report assay.
Data byla porovnavana vii¢i kontrole (DMSO 1 %o), kterda odpovida hodnoté 1. Jednotlivé
experimenty byly provedeny ve dvou na sobé nezavislych métenich. Ke statistickému

vyhodnoceni dat byl pouzit jednosmérny test ANOVA s vyuzitim Dunnettova post-hoc

testu ***P< 0,001.
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6.2 Urceni potencidlu derivati rifampicinu transportovat se pomoci lidského

efluxniho transportéru MDR1

V druhé sérii naSich experimentii jsme se zabyvali potencidlem derivati
rifampicinu se z HepG2 bunck transportovat pomoci efluxniho transportéru MDRI.
Urceni jsme provadéli nepfimo, a to pomoci metody gene reporter assay, kdy jsme
vzajemn¢ porovnavali aktivaci reportérového konstruktu v bunkéch transfekovanych

MDRI1 s aktivaci v buitkach transfekovanych pouze prazdnym vektorem.

Z grafi na Obr. 12-16 je patrny vyznamny rozdil v aktivaci reportérového
konstruktu mezi bunkami transfekovanymi prazdnym vektorem. Konktrétné byl
statisticky vyznamny rozdil v aktivaci reportérového konstruktu pozorovan u rifampicinu
(0,5 uM a 1 uM), rifampicin chinonu (0,5 puM, 1 uM), rifampicin N-oxidu (10 uM,
40 uM), 3-formylrifamycinu SV 1 pM a 25-desacetylrifampicinu 40 uM. V dasledku
afinity téchto derivati k MDR1 doslo k jejich vyssi exkreci z buniky a tim padem i ke
sniZeni jejich potencialu aktivovat PXR. Z téchto vysledki tedy nepiimo vyplyva, Ze

MDRI1 se podili na efluxu rifampicinu i vSech jeho derivatl z buiiky.

rifampicin

Empty
8- MDR1

%k %k

4- % T

aktivace
reportérového konstruktu

DMSO 1%, 0.5puM 1uM 10 pM
Obr. 12 Schopnost rifampicinu aktivovat reportérovy konstrukt u HepG2 bunck
transfekovanych expresnim MDR1 plazmidem a prazdnym pDNA3 plazmidem (empty).
Experimenty byly provedeny metodou gene report assay. Data byla porovnavéana vuci

kontrole (DMSO 1 %o), kterd odpovida hodnoté 1. Jednotlivé experimenty byly
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provedeny ve tiech na sob¢ nezavislych méfenich. Ke statistickému vyhodnoceni dat byl
pouzit neparovy Studenttv t-test, **P < 0,01.
rifampicin chinon
10

Empty
8- MDR1

* %

- ﬁ !T

aktivace
reportérového konstruktu

DMSO 1% 0.5 uM 1 uM 10 pM

Obr. 13 Schopnost rifampicin chinonu aktivovat reportérovy konstrukt u HepG2

buné¢k transfekovanych expresnim MDRI1 plazmidem a prazdnym pDNA3 plazmidem
(empty). Experimenty byly provedeny metodou gene report assay. Data byla porovnavana
vuci kontrole (DMSO 1 %o), kterd odpovidd hodnoté 1. Jednotlivé experimenty byly
provedeny ve tiech na sob¢ nezavislych méfenich. Ke statistickému vyhodnoceni dat byl

pouzit neparovy Studentlv t-test, *P < 0,05, **P < 0,01 .
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Obr. 14 Schopnost rifampicin N-oxidu aktivovat reportérovy konstrukt u HepG2
bunck transfekovanych expresnim MDR1 plazmidem a prazdnym pDNA3 plazmidem
(empty). Experimenty byly provedeny metodou gene report assay. Data byla porovnavana

vuci kontrole (DMSO 1 %o), kterd odpovidd hodnoté 1. Jednotlivé experimenty byly
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provedeny ve tiech na sob¢ nezavislych méfenich. Ke statistickému vyhodnoceni dat byl

pouzit neparovy Studentlv t-test, *P < 0,05, **P < 0,01.
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Obr. 15 Schopnost 3-formylrifamycinu SV aktivovat reportérovy konstrukt u
HepG2 bunck transfekovanych expresnim MDRI1 plazmidem a prazdnym pDNA3
plazmidem (empty). Experimenty byly provedeny metodou gene report assay. Data byla
porovnavana vuci kontrole (DMSO 1 %o), kterd odpovidd hodnoté 1. Jednotlivé
experimenty byly provedeny ve tfech na sobé nezavislych métenich. Ke statistickému

vyhodnoceni dat byl pouzit neparovy Studentiiv t-test, *P < 0,05.
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Obr. 16 Schopnost 25-desacetylrifampicinu aktivovat reportérovy konstrukt u
HepG2 bunck transfekovanych expresnim MDRI1 plazmidem a prazdnym pDNA3
plazmidem (empty). Experimenty byly provedeny metodou gene report assay. Data byla
porovnavana vucéi kontrole (DMSO 1 %o), ktera odpovida hodnoté 1. Jednotlivé
experimenty byly provedeny ve tfech na sobé nezavislych méfenich. Ke statistickému

vyhodnoceni dat byl pouzit neparovy Studentiv t-test, *P < 0,05.
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7 Diskuse

Pregnanovy X receptor, ligandem aktivovany transkripéni faktor, hraje
vyznamnou roli v biotransformacnich procesech. V disledku aktivace PXR dochazi k
regulaci exprese transportnich proteini z rodiny ABC (napt. MDR1) i SLC (vcetné
OATP2), tak i biotransformac¢nich enzymu I. (zejména CYP450) a II. faze (napt. UGT)
metabolismu. V dusledku velké flexibility ligand vazajici domény je PXR schopny
interagovat s velkym mnozstvim strukturné odliSnych ligandt. Vlivem vazby agonistl
PXR dochézi k jeho aktivaci a indukci transkripce cilovych genti, coz ve svém disledku
vede ke vzniku 1ékovych interakei, které mohou ovlivnit vSechny farmakokinetické faze.
Nutno také podotknout, Ze ligand vézajici doména jednotlivych orthologii PXR vykazuje
zna¢né mezidruhové rozdily. Hepatélni distribuci a exkreci exogennich a endogennich
latek ovlivituji ABC transportéry, jedny z dilezitych cilovych genti PXR, které jsou
lokalizované na bazolateralni membran¢ hepatocytti. Mezi vyznamné efluxni transportéry
podilejici se na farmakokinetickych dé&jich patii MDR1 (P-gp) (Pavek et al. 2016, Lv et
al. 2022, Cheng et al. 2011, Chai et al. 2016, Orans et al. 2005, Moscovitz et al. 2018).

Semisyntetické ansamycinové antibiotikum rifampicin patii mezi klinicky
vyznamné ligandy PXR. Aktivaci zminéného nuklearniho receptoru PXR a naslednou
expresi cilovych gent se podili na vzniku lékovych interakci a mize vést az k selhani
farmakoterapie fady klinicky uZivanych 1é¢iv. K selhani terapeutického ucinku Iéciv
muze také dojit nasledkem fady interakci s ostatnimi lé¢ivy a pfirodnimi latkami napf.
trezalkovym Cajem (Moore et al., 2000). Rifampicin je ve vodném fyziologickém
prostiedi nestabilni a dochazi k rozkladnym mechanismtiim, kde hlavnim degrada¢nim
enzymem je AADAC, jehoZ u¢inkem vznika biologicky neaktivni 25-desacetylrifampin,
ktery ma niZ§i potencidl indukce a toxicitu v porovnéni s ostatnimi derivaty (Nakajima et
al. 2011). Mechanismem rozkladnych a oxidac¢nich reakcich vznikaji ve vodném
prosttedi dalsi derivaty rifampicinu jako napf. rifampicin chinon, 3-formylrifamycin SV

a rifampicin N-oxid (Nakajima et al. 2011, Chen et al. 2006, Kobayashi et al. 2012).

Metodou gene report assay u HepG2 bunécné linie jsme zkoumali schopnost
aktivace PXR po inkubaci s rifampicinem a jeho derivaty (rifampicin chinon,
25-desacetylrifampicin, 3-formylrifamycin SV a rifampicin N-oxid) a nasledné

porovnavali mezidruhovou zavislost, kde doposud chybi dostatek informaci. V ramci
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jednotlivych zvitecich orthologli jsme posuzovali aktivaci reportérového konstruktu u
lidského hPXR, opi¢iho oPXR, mysiho mPXR a potkaniho rPXR. Pro tyto experimenty
byla zvolena jednotnd koncentrace 10 uM, coz ptfedstavuje standardni experimentalné
pouzivanou koncentraci rifampicinu. Rifampicin, ktery patii mezi modelové ligandy
lidského PXR, a jeho jednotlivé derivaty, s vyjimkou u 25-desacetylrifampicinu,
vyvolavaly vyznamnou aktivaci hPXR a lze je tedy na zaklad¢ naSich vysledkii oznacit
za ligandy lidského PXR. 25-desacetylrifampicin v koncentraci 10 pM nevyvolal
vyznamnou aktivaci, coz je v souladu s praci publikovanou kolektivem autorti Nakajima
etal. (2011), kteti provadéli gene reporter experimenty rovnéz u HepG2. V jejich piipade
vSak testovali nejvyssi koncentraci 25-desacetylrifampicinu 20 pM po dobu 48 h.
Nicmén¢ vnaSich dalSich experimentech zabyvajicich se moznosti efluxu
prostfednictvim MDRI1 transportéru jsme pouzivali vyrazné¢ vyssi koncentrace (az
80 uM), které uz vyznamnou aktivaci PXR vyvolaly uz po 24 h inkubaci. Tyto hodnoty
vSak vyrazné prevySuji maximdalni plazmatické koncentrace rifampicinu samotného
6,5 £ 3,5 pg/ml resp. 7,9 £ 4,3 puM). V piipadé jeho hlavniho metabolitu,
25-desacetylrifampicinu, budou maximalni plazmatické koncentrace dosahovat jesté
nizsich hodnot, nejedné se tedy o klinicky vyznamny ligand hPXR (Goodman et al.
2006). V nedavno publikované préaci zabyvajici se vztahem mezi strukturou a afinitou
k ligand vazebné doméné PXR testovali mimo jiné i afinitu 3-formylrifamycinu SV.
V souladu s naSimi vysledky byla prokdzana vyssi afinita 3-forrmylrifamycinu SV

k LBD PXR nezZ je tomu v piipadé rifampicinu (Lin et al., 2023).

Opici oPXR vykazoval zna¢nou podobnost ve vysledcich v porovnani s lidskym
PXR. K vyznamné aktivaci reportérového konstruktu doslo opét v ptipad¢ rifampicinu,
rifampicin chinonu, rifampicin N-oxidu a také 3-formylrifamycinu SV. Aktivace vSak
nedosahovala tak vysokych hodnot v porovnani s lidskymi, které byly o necely fad vyssi.
Stejn¢ jako v ptipadé lidského hPXR ani oPXR neni 25-desacetylrifampicin za nami
stanovenych experimentalnich podminek ligandem. Data znaSi studie potvrzuji
mezidruhovou podobnost v afinité rifampicinu a jeho derivati u hPXR a oPXR, coz i
odpovidd pomérné blizké genetické piibuznosti zminovanych druhii na rozdil od

hlodavcu.

Rifampicin, ani Zadny jeho testovany derivat neaktivovali mySi mPXR ani potkani
rPXR, k aktivaci dos§lo pouze v piipadé modelového ligandu PCN. Tato naSe zjisténi tedy

dopliuji zndmy fakt, Ze rifampicin patfi mezi silné aktivatory hPXR, ale u hlodavct
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vykazuje slabou afinitu k PXR. Lidsky hPXR a mPXR se z80 % shoduji
v aminokyselinové sekvenci LBD domény a DBD doména je z 96% identickd, coz
koresponduje s cilovymi geny zminovanych zivocisnych druhti. Jednim z faktora
zpusobujicich mezidruhové odliSnosti v aktivaci PXR muze byt nehomologni sekvence
aminokyselin a struktura ligand-véazajici domény (LBD) mezi jednotlivymi druhy (Cheng
etal. 2011, Chen et al. 2006, Zong et al. 2003).

MDRI je piirozené ve vysoké mife exprimovan ve zdravé jaterni tkani, avSak
poprvé byla jeho pritomnost detekovéana v kolchicin rezistentnich nadorovych ovarialnich
bunkach kiecka ¢inského. Aktivaci PXR se zvySuje exprese genl biotransformacnich
enzymu a transportnich proteint (véetné MDR1) a vysledkem je zvySena exkrece l1éCiv
s naslednym snizenim jejich plazmatické koncentrace v krvi. Nadmérné indukce exprese
genu pro MDR1 je spojovana s 1ékovou rezistenci u nddorovych bun¢k. Mnoho substrat
s afinitou k MDR1 jsou soucasn¢ substraty CYP450 a dochazi tak ke koordinované
regulaci jejich eliminace z organismu (Fung et al. 2009, Mora Lagares et al. 2021,

Hoosain et al. 2015, Choudhuri ef al. 2006, Staudinger et al. 2013).

Potencial rifampicinu a jeho derivati transportovat se pomoci MDRI byl
stanovovan nepfimo vyuzitim metody gene reporter assay u bunécéné linie HepG2.
Metoda poskytla vzdjemné porovnani aktivace reportérového konstruktu v
bunkéch transfekovanych MDRI s aktivaci v bunikach transfekovanych pouze prazdnym
vektorem (pDNA3 plazmidem), ktery nema vliv na aktivitu reportérového konstruktu a
vyuziva se pro stanoveni rozdili mezi transfekcemi. Mira schopnosti transportu
rifampicinu a jeho derivatl pomoci efluxniho transportéru je ovlivnéna substratovou
afinitou. Vysledky experimentu nepiimo ukazuji na miru afinity rifampicinu a jeho
zkoumanych derivati k MDR1. Koncentrac¢ni rozmezi bylo zvoleno na zékladé nasich
predbéZznych experimentl pro kazdou z testovanych latek zvlast. Konkrétné jsme zvolili
nasledujici koncentra¢ni rozmezi pro rifampicin (0,5 — 10 uM), rifampicin chinon
(0,5—10 uM), rifampicin N-oxid (1 — 40 puM), 3-formylrifamycin SV (1 — 5 uM) a
25-desacetylrifampicin (10 — 80 uM). ZvySena exkrece testovanych latek pomoci MDR1
snizuje intraceluldrni koncentraci studovanych latek v HepG2 burikach, a tim zeslabuje
schopnost aktivace PXR a tedy ani aktivace reportérového konstruktu nedosdhne tak
vysokych hodnot ve srovnani s kontrolnimi buitkami transfekovanymi pouze prazdnym

vektorem.
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Rifampicin je znamym substratem pro MDR1 efluxni transportér (Hartkoorn et
al., 2006) coz bylo potvrzeno i v nasi studii a nasi nepiimou metodu urceni lze tedy
povazovat za validni. Pozorovali jsme vyznamné nizsi aktivaci u bun¢k exprimujicich
MDR1 ve srovnani s bunkami transfekovanymi pouze prazdnym vektorem pii
koncentraci rifampicinu 0,5 uM a 1 uM. Naopak v dusledku saturace MDR1 jsme pii
vyssi koncentraci (10 puM) nepozorovali prakticky zadny rozdil v aktivaci reportérového
konstruktu. Témét totoznych vysledkil jsme dosahli pii inkubaci bun€k s rifampicin
chinonem a Ize ho tedy také pokladat za substrat MDR 1. Dalsi z testovanych derivati byl
3-formylrifamycin SV, ktery rovnéz vykazoval vyznamny rozdil v aktivaci reportérového
konstruktu v nizké koncentraci (1 uM), pfi vyssi (5 uM) se opét projevil efekt saturace

transportéru. I tento derivat rifampicinu tedy mizeme povazovat za substrat MDR1.

Posledni dva testované derivaty rifampicin N-oxid a 25-desacetylrifampicin
10 uM). Divodem bude zanedbatelny vliv derivath na aktivaci reportérového konstruktu
ve zminovanych koncentracich, ktera se pohybuje piiblizn¢ v rozsahu kontroly
(1 %0 DMSO). Vyznamné rozdily v aktivaci jsme u rifampicin N-oxidu pozorovali pfi
testovani vyssich koncentraci 10 uM a 40 pM. V ptipad¢ 25-desacetylrifampicinu byl
vyrazny pokles v aktivaci u MDR1 transfekovanych buné€k pouze v piipadé koncentrace
40 uM, pfi inkubaci s 80 uM 25-desacetylrifampicinem doslo k vyrovnani G¢inkd na
reportérovy konstrukt ziejme v disledku saturace transportéru. I v tomto piipadé lze jak
rifampicin N-oxid, tak 1 25-desacetylrifampicin povazZovat za substraty MDR1 efluxniho

transportéru.

Pregnanovy X receptor, jehoZ modelovym ligandem je rifampicin, se podili na
regulaci vSech farmakokinetickych dé&jti, a to prostfednictvim regulace transkripce
Iékovych transportéri a biotransformacnich enzymt L. i II. faze. Detailni poznéani vlivu
rifampicinu a jeho derivatl na jak aktivaci PXR, tak i moZnosti transportovat se pomoci
MDRI, je tedy nezbytné pro stanoveni uéinnosti a bezpecnosti farmakoterapie. Cetné
Iékové interakce vznikaji na podkladé enzymové indukce nebo kompetici o lékové
transportéry véetné MDRI1, ktery vykazuje Sirokou substratovou specifitu. Studium
aktivace vybranych zvifecich konstrukti PXR rifampicinem a jeho derivaty ptispiva
k porovndni  mezidruhové odliSnosti a stanoveni moZného potencidlniho

experimentalniho modelu pro studium farmakokinetiky 1é€iv.
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8 Zavér

Studium aktivace PXR rifampicinem a jeho derivaty piinasi nové poznatky
v oblasti Iékovych interakci. Vysledky experimentu se zvifecimi konstrukty ptfinasi nové

poznatky v oblasti mezidruhové zavislosti v aktivaci PXR.

Ke stanoveni potencidlu derivatl rifampicinu transportovat se pomoci lidského
efluxniho transportéru MDR1 a k uréeni aktivace PXR rifampicinem a jeho derivaty u
zvifecich konstruktl jsme vyuzili stejnou metodu jako v pfedchozim piipadé, gene

reporter assay, provedenou na HepG2 bunkéach.

Vysledky u zvitecich konstruktd ukazuji na mezidruhovou podobnost v aktivaci
PXR mezi hPXR a oPXR, u kterych doslo ke statisticky vyznamné aktivaci reportérového
konstruktu  vlivem rifampicinu, rifampicin chinonu, rifampicin N-oxidu a
3-formylrifamycinu SV. RovnéZ PXR u obou zvolenych hlodav¢ich druhiit (mPXR a
rPXR) byla pozorovdna mezidruhova podobnost, zadny ze zvolenych derivati ani

rifampicin neaktivoval reportérovy konstrukt.

Z nami dosazenych vysledkii dale vyplyva, Ze efluxni transportér MDRI1 se

ucastni transportu rifampicinu i vSech jeho zkoumanych derivata.
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