1 Souhrn

CYP3A4 je vyznamnym enzymem podilejicim se na eliminaci vétSiny biotransformovanych
xenobiotik. Hraje zasadni tlohu v detoxifikacnim systému lidského téla, Cimz je také
zodpovédny za vznik fady lékovych interakci. Tyto interakce predstavuji vyraznou komplikaci
soucasné farmakoterapie, nebot’ v krajnich piipadech mohou ustit az k selhani 1écby ¢i zivot

ohrozujicimu vystupfiovani toxickych uc¢inku.

LI jsou dasledkem zmén aktivity CYP3A4, ktera je mezi jednotlivei velice variabilni. Dllezitym
mechanismem ovlivnéni aktivity CYP3A4 je regulace indukovatelné transkripce prostiednictvim
xenobiotiky aktivovanych nuklearnich receptorti. Jedna se zejména o receptory PXR, CAR a GR.
Intenzivni studium struktury promotoru CYP3A4 a mechanismi regulace jeho transkripce
Vv poslednich letech jesté zdaleka neni u konce, vztahy mezi jednotlivymi receptory a kofaktory,

stejné jako schopnost 1é¢iv zasahovat do exprese CYP3A4 je doposud odkryta jen z¢asti.

Tato prace pfispiva k objasnéni nékterych otazek tykajicich se ucinkid azolovych antimykotik na
aktivitu transkripce CYP3A4 zprostfedkovanou PXR, schopnosti valproatu aktivovat PXR a
CAR ¢i okolnosti placentarni exprese CYP3A4 prostfednictvim GR. K experimentim byly
vyuzity moderni molekularné biologické metody a probihaly in vitro v kulturach primarnich

hepatocytli a bunéénych linii.
K jednotlivym cilim dizertacni prace:

1. Vliv vybranych azolovych antimykotik na genovou expresi CYP3A4 prostiednictvim PXR.
Objasnéni povahy sledovanych efektd na molekularni urovni (Chyba! Nenalezen zdroj
odkazi.).

Otestovali jsme 1ucinky vybranych azolovych antimykotik (klotrimazolu, ketokonazolu,
itrakonazolu, flukonazolu, oxikonazolu, ekonazolu a mikonazolu) na genovou expresi CYP3A4
prostiednictvim PXR v primarni kultute lidskych hepatocyti a bunécnych linii HepG2, LS174T
a CV-1. S vyuzitim metod real time RT-PCR, gene reporter assay, one hybrid assay a two hybrid

assay jsme sledovali schopnost azoll transaktivovat promotor CYP3A4 nejen individualng, ale



také v pritomnosti rifampicinu, standardniho induktoru CYP3A4 ptfes PXR. Zaznamenali jsme
vyznamné odli$nosti mezi jednotlivymi azoly, identifikovali jsme potentni induktor oxikonazol a
do jisté miry objasnili povahu sledovanych efektii na urovni interakci azoli s LBD PXR ¢i na
urovni jejich schopnosti ovlivnit tvorbu komplexu PXR/SRC-1. Na zdklad¢ dose-response
analyz jsme zkonstatovali, ze rifampicin neni schopen plné aktivace PXR a ve vztahu
k oxikonazolu se chova jako parcialni agonista. Naopak rifampicin v pfitomnosti ekonazolu nebo
mikonazolu vykazuje aditivni efekt na aktivaci PXR. Pozorované ucinky vedou k zavéru, ze

schopnost azold ovlivnit expresi CYP3A4 je pro kazdou strukturu individualni a ze zmény, které

wrwe

2. Utinek kyseliny valproové na genovou expresi CYP3A4 prostiednictvim CAR. Zavedeni
metody EMSA na naSe pracovisté za ucelem testovani interakci adekvatnich responzivnich
elementti v pfitomnosti ¢i nepiitomnosti kyseliny valproové (Chyba! Nenalezen zdroj
odkazi.).

S vyuzitim real time RT-PCR a gene reporter assay jsme popsali indukéni ucinek kyseliny
valproové na genovou expresi CYP3A4 prostfednictvim CAR a PXR, a to vV lidskych
hepatocytech a liniich HepG2 a LS174T. Po zavedeni metody EMSA jsme pozorovali zesileni
vazby komplexu CAR/RXRa na responzivni elementy DR3, DR4 a ER6 v pfitomnosti valproatu.
Dale jsme zaznamenali u¢inkem valproatu zvySenou katalytickou aktivitu CYP3A4 v buiikach
LS174T transfekovanych PXR. Kyselina valproovéa ovliviiuje expresi fady genii mechanismy,
které zatim nejsou uspokojivé popsany. Tyto vysledky poprvé potvrzuji schopnost valproatu
aktivovat transkripci CYP3A4 prostiednictvim CAR a PXR (Naznacuji také na mozny vliv

epigenetické regulace CYP3A4 a na moZnost farmakologického zasahu do tohoto typu regulace.

3. Objasnéni role HNF4a pii aktivaci CYP3A4 promotoru prostfednictvim GRa. Vysvétleni

jaterni specificity této aktivace (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.).

Metodou gene reporter assay jsme testovali schopnost bunck trofoblastu JEG3
kotransfekovanych GRo a HNF4a exprimovat CYP3A4, a to Vv pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
dexametazonu. Vneseni HNF4a do bun¢k nemélo na expresi zadny vliv, pozorovali jsme pouze
mirné zvysSeni exprese po inkubaci s dexametazonem. Tato pozorovani jsou v souladu se

zpusobem regulace transkripce CYP3A4 prostfednictvim GRo, kterd se realizuje nepiimo



zvySenim exprese PXR, CAR a RXRa. Tyto receptory se Vv trofoblastu nevyskytuji, tudiz nedoslo
k aktivaci transkripce CYP3A4. Zajimavy je ovSem signifikantné induk¢ni G¢inek dexametazonu
v ptitomnosti HNF4a, ktery naznacuje diilezitou tlohu tohoto jaterné specifického receptoru pfi

indukovatelné transkripci nékterych gend.

Zavérem je mozno konstatovat, ze vytycené cile byly naplnény. Experimentdlni prace pfinesly
zajimavé poznatky obohacujici dosavadni znalosti ohledné aspektii genové regulace CYP3A4.
Vysledky byly publikovany formou ¢lanki v impaktovanych ¢asopisech a jako Ustni i posterové

prezentace na védeckych konferencich.






