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PXR/RXR heterodimer, forma ve které je PXR schopen vazby

R primer ve sméru 3'>5" plivodniho viakna DNA (reverse)
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1 UVOD

Kazdy organizmus se musi denné branit nejen latkam, které na ngj
pusobi z vnéjSiho prostredi (xenobiotikim), ale i latkam, které si vytvori
jeho viastni télo (endobiotikim). Hlavni obrannou sloZkou jsou enzymy
metabolizujici lé¢iva — c¢lenové nadrodiny cytochroml( P450 (CYP).
Nadrodinu lidskych cytochromi P450 tvofi 17 rodin, ze kterych jsou pouze
prvni tfi — CYP1, CYP2 a CYP3 — zodpovédné za metabolizmus |eCiv a
xenobiotik. Xenobiotika i IéCiva jsou pozménéna na vice polarni slouceniny
a ty jsou pak snadnéji vylouceny ztéla. DalSi z dulezitych soucasti
ochranného mechanismu téla viéi raznym chemickym latkam je take Clen
rodiny nuklearnich receptoru — pregnanovy X receptor (PXR).

Endobiotika a xenobiotika (v€etné hormonu, ZzluCovych kyselin,
karcinogenu, 1éCiv a vSeho co se nachazi v jidle nebo v prostfedi kolem
nas) jsou potencialné toxické latky. Mira jejich toxicity zavisi jen na
mnozstvi, kterému jsme vystaveni.

Nuklearni receptory pusobi také jako metabolické a toxikologické
senzory, které umoznuji pfizpusobeni a upraveni metabolickych cest tak,
aby se organizmus Iépe branil nadmérné expozici nepfiznivym
podminkam. Tyto receptory mohou ovlivnit homeostazu az do té miry, ze
se mohou podilen na vzniku mnoha znamych metabolickych nemoci,
napf.. obezita, inzulinova rezistence, diabetes mellitus typu 2,
hyperlipidemie, atheroskler6za a mohou caste¢né podpofit vysokou

incidenci téchto chorob [1].



2 LITERARNIi PREHLED

2.1 NUKLEARNi RECEPTORY

Nuklearni receptory (NR) jsou hlavnimi sloZzkami pro zprostredkovani
lékové indukce. Jejich ligandy jsou Casto malé a lipofilni, vlastnostmi velmi
podobné xenobiotickym a endobiotickym slou¢eninam jako jsou steroidy,
Zlucové kyseliny nebo mastné kyseliny. Ligandy téchto receptorli se
vyskytuji v potravé, v léCivech, ale i v okoli kolem nas. Kvuli neustalym
zménam Zzivotniho stylu se zvySilo i mnozstvi ligandli NR, kterym jsme
kazdodenné vystaveni. Hlavnimi duvody jsou strava, nedostatek télesného
pohybu a ¢asto i zbyte¢né uzivani mnoha lé€ivych pfipravkd.

Podrodina nuklearnich receptord NR1l hraje kliCovou roli pfi
mnohych fyziologickych procesech, kterych se ucastni také cytochromy
P450 (CYP) a NR1l je jejich regulatorem — viz tabulka 2.1.1.

Srovnavaci genomickou studii bylo zjisténo, Ze nadrodina
nuklearnich receptori ma 48 ¢lend u ¢lovéka, 49 u mysi a 47 u potkanu
[2].

Nuklearni receptory maji strukturu charakterizovanou ligand-
nezavislou AF-1 transaktivaéni doménou v N-terminalni ¢asti molekuly,
vysoce konzervovanou DNA vazebnou doménu (tvofi ji dva zinkové prsty
rozpoznavajici specifickou DNA sekvenci) a ligand vazajici doménu, ktera
obsahuje ligand-zavislou AF-2 transaktivaéni doménu v C-terminalni ¢asti
molekuly [1]. Struktura ligand vazajici domény genu PXR je zobrazena na

obrazku 2.2.1 na strané 14.
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Tabulka 2.1.1: Regulace cytochromd P450 pomoci nuklearnich receptoru
podle Okey et al. [2].

Nuklearni receptor Induktor Regulovany CYP
CAR (NR113) phenobarbital 2A6, 2B6, 2C9, 3A4,
5B-pregnan-3,2-dion 2C19
FXR (NR1H4) zluCove kyseliny 7A1
GR (NR3C1) dexamethason 3A4, 2B6, 2C8, 2C19,
1A1
LXR (NR1H3) oxysteroly 7A1, 3A4, 2B6
PPARa (NR1C) statiny 4A
fibraty (hypolipidemika)
PXR (NR1I2) PCN, rifampicin 2A6, 3A4, 3A5, 3A7,
hyperforin 2B6, 2C9, 2C19, 1A1,
1A2
RAR (NR1B1) trans retinové kyseliny 26A1
VDR (NR1I1) 1,25-dihydroxyvitamin D;  3A4, 2B6, 2C9, 24

V zavorkach u nazvu receptoru jsou uvedeny jejich zkratky: CAR znamena
konstitutivni androstanovy receptor. FXR je farnesoidovy X receptor, GR je
glukokortikoidovy receptor, LXR je jaterni X receptor, PPARa je receptor-
o aktivovany proliferatory peroxisoml, PXR je pregnanovy X receptor,

RAR je receptor kyseliny retinové a VDR znaci receptor vitaminu D.

Nékteri Clenové rodiny nuklearnich receptoru, jako jsou konstitutivni
androstanovy receptor (CAR), pregnanovy X receptor (PXR) nebo receptor
vitaminu D (VDR), jsou zodpovédné za xenobiotiky a endobiotiky
zprostfedkovanou indukci CYP3A genu [3]. Nedavné studie poukazaly na
to, Ze nuklearni receptor NR1I2 (pregnanovy X receptor — PXR)
zprostfedkovava xenobiotickou indukci genu CYP3A navazanim se na

PXR odpovédné elementy v regulaénich oblastech téchto gena [4, 5].
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Nuklearni receptory, kromé regulace enzymu metabolizujicich IéCiva,
reguluji také expresi nékterych transportnich proteint nadrodiny ABC (ATP
Binding Cassette). Vyskyt polymorfismu (zamény baze v sekvenci DNA)
v nékterém z téchto receptort muaze ovlivnit farmakokinetiku IéCiva a
terapeutickou odpovéd pacienta.

Frekvence vyskytu jednonukleotidovych polymorfisma nuklearnich
receptorl je mnohem nizsi v kodujicich oblastech nez v nepfekladanych
oblastech nebo vintronech. Polymorfismus v nepfekladané oblasti na
3" konci sekvence DNA velmi Casto ovliviiuje stabilitu transkripce. Zatim
zadny z nuklearnich receptori neobsahuje polymorfismus, ktery by byl
vhodny pro diagnostiku nemoci ani pro predpovéd ,clearance” IéCiva a
jeho terapeuticky ucinek [2].

Nejvétsi vyskyt jednonukleotidovych polymorfismu, ve kterych
zameénou bazi nedochazi k zaméné aminokyselin, nuklearnich receptoru je
u PXR. Nuklearni receptor PXR je obzvlast dulezity, protoze je hlavnim
regulatorem indukce CYP3A a také se ucastni na regulaci CYP2B a
CYP2C.

2.2 GEN PXR

Identifikace a charakterizace pregnanového X receptoru (PXR) méla
velmi dulezitou roli v pochopeni obranného mechanismu téla vugi
xenobiotikim. Tento nuklearni receptor byl poprvé naklonovan v roce 1997
podle sekvence nalezené v Mouse Expressed Sequence Tag databazi [6].

Jeho jméno vzniklo na zakladé zjisténi, ze vysoké koncentrace 21-
uhlikatych steroidu (znamych jako pregnany) aktivuji tento receptor [7].
Lidsky PXR byl nezavisle klonovan tfemi rdznymi skupinami a ziskal
alternativni nazvy — pregnany aktivovany receptor (PAR) nebo steroidni a

xenobioticky receptor (SXR) [8].
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PXR ma vSechny charakteristické vlastnosti nuklearniho receptoru
vcetné vysoce konzervované DNA vazebné domeény (DBD) o cca 70
aminokyselinovych zbytcich a ligand vazajici doménu (LBD) o cca 300
aminokyselinovych zbytcich na C-terminaini &asti proteinu. Objasnéni
struktury PXR a rozpoznavani ruznych chemikalii (exogennich i
endogennich) je dulezité pro pochopeni jak jsou tyto jedovaté slouceniny
z téla eliminovany a meélo by také zlepSit schopnost predvidat mozné
lékové interakce.

Nejdulezitéjsi ¢ast struktury receptoru tvofi ligand vazajici doména,
ktera se sklada z 12 a-helixti a dvou B-skladanych listl. Tyto a-helixy jsou
sloZzené tak aby tvofily hydrofébni kapsu [9]. Objem této kapsy je mnohem
vetsi nez u jinych nuklearnich receptort diky vyskytu dvou B-skladanych
listl, které nikde jinde nebyly nalezeny. Neobvyklé vazebné vlastnosti
ligandi ma PXR diky velkému objemu a hydrofobité své ligand vazajici
domény.

Homology PXR pro dalSi druhy (kralik, potkan, mys, ryby a dokonce i
pes) byly naklonovany [10], receptory ukazuji vyznamné mezidruhove
rozdily v sekvenci jejich domén vazajicich ligand (LBD) [11]. Homology pro
tyto zivo€isné druhy maji vice nez 90% identitu v DNA vazebné doméné,
ale v ligand vazajici domeéne je vetsi mira rozdilnosti. Napr. Clovék a mys
maji 96% identitu v DBD, ale jen 77% identitu v LBD [12], Clovék a kralik
maji 94% identitu v DBD a 82% identitu v LBD [13]. Mezidruhové rozdily
v aktivaci PXR jsou zalozeny limitovaném stupni homologie DNA sekvence
mezi ruznymi zivoc¢iSnymi druhy a Clovékem, které sdili pouze 75 — 80 %

identity v jejich lipid vazajici doméné [1].
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Obrazek 2.2.1: Struktura LBD lidského PXR podle [9]. Obrazek ukazuje
pozici polarnich zbytkl v molekule — jsou oznaceny Cislicemi 142, 177, 198
a 431. Zménou nékterého z téchto polarnich zbytk( dojde i ke zméné
objemu LBD a tim 1 jeho vazebnych vlastnosti, proto je pozice i povaha
polarnich zbytk( velmi dulezita pro specifickou aktivaci PXR [14]. B-
skladané listy oznacené jako 1 a 1" nebyly u zadného jiného nuklearniho
receptoru nalezeny. Tato jedineCna struktura dovoluje navazani

ruznorodych ligandu ve vice prostorovych orientacich. Aktivace PXR je
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zodpovedna za lékové interakce a proto znalost struktury LBD umoznuje

pfedvidani moznych nezadoucich ucinka.

PXR se vaze jako heterodimer s receptorem 9-cis retinovée kyseliny
(RXR, NR2B1). Komplex PXR/RXR se vaze na DR-3 a ER-6 odpovédné
elementy, kde DR-3 (directed repeat) znamena oblast pfimého opakovani
trinukleotidové sekvence a ER-6 (everted repeat) znaci oblast, kde doslo
k obracenému opakovani Sestinukleotidové sekvence [15, 16].

Neaktivovany PXR se vyskytuje ve formé komplexu s korepresorem,
ktery inhibuje jeho transkripéni aktivitu. Po navazani ligandu do ligand
vazebné domény dojde ke zmené konformace molekuly, transkripCni
korepresor se wuvolni a navazani pfisluSsného koaktivatoru usnadni
transkripci. Tvorba specifického komplexu receptoru s koregulatorem je
zodpovedna za vylepSovani biologické odpovédi na interakci ligand-
receptor a podléha variabilité odpovédi gend na rzné ligandy [1].

Aktivovany nuklearni receptor (latky schopné aktivace zobrazeny
v tabulce 2.2.1) stimuluje expresi cilovych genl navazanim na kratky usek
DNA, ktery se vyskytuje v regulacnich oblastech téchto cilovych genu.

PXR je hojné exprimovan v jatrech a gastrointestinalnim traktu u lidi,
mySi, potkanu i kraliki. U hlodavcu byla nalezena i slab$i exprese
v ledvinach a zaludku [17]. PXR je exprimovan ve tkanich, kde je CYP3A
indukovan.

Objeveni funkce PXR jako primarniho regulatoru exprese CYP3A
v jatrech a stfevech mélo dulezity dopad na prabéh vyvoje léCiv [7].
CYP3A metabolizuje vétsinu IéCiv [18] a i neumysIna aktivace PXR u lidi
muze vést k nezadoucim lékovym interakcim nebo ke vzniku toxické
hladiny metabolitu daného léciva [7].

v

CYP3A jsou velmi dulezité, nebot tvofi nejhojnéjsi skupinu

cytochromu P450 zastoupenych v jatrech a ve stfevech, a metabolizuji
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rozlicné spektrum chemickych latek. CYP3A mohou byt indukovany
ruznymi xenobiotiky, stejné tak jako zvyS$enou koncentraci ziuCovych
kyselin [19]. CYP3A4 zprostfedkovava dulezité Iékoveé interakce a je
zodpovédny za metabolizmus vice nez 50 % IéCiv, ktera jsou v souCasnosti
vyuzivana v mediciné [13, 20-22].

Mezi geny, které PXR reguluje patfi nejen cytochromy P450, ale
aldehyd

sulfonyltransferaza, glutathion-S-transferaza a také transportni protein

také i dehydrogenaza, UDP-glukuronosyltransferaza,
MDR1 (multidrug resistance protein 1) [23].

Tabulka 2.2.1: Latky schopné aktivovat PXR pro rizné zivocisné druhy

Zivogisny Uginnost aktivace PXR
druh nejvetsi stfedni slaba
cyproteronacetat dexamethason clotrimazol
PCN spironolakton lovastatin
mys mifepriston pregnenolon phenobarbital
5B-pregnan- progesteron rifampicin
3,20-dion kortikosteron
cyproteronacetat dexamethason rifampicin
PCN spironolakton phenobarbital
potkan mifepriston progesteron clotrimazol
5B-pregnan-3,20- kortikosteron
dion
dexamethason clotrimazol pregnenolon
rifampicin cyproteronacetat kortikosteron
PCN
kralik phenoparbital
mifepriston
spironolakton
5p-pregnan-3,20-
dion
clotrimazol lovastatin dexamethason
rifampicin nifedipin cyproteronacetat
Clovék 5B-pregnan-3,20- phenobarbital PCN
dion mifepriston spironolakton
kortikosteron aldosteron
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Mezi latky, které aktivuji gen PXR patfi antibiotika (rifampicin),
glukokortikoidy (dexamethason) a antiglukokortikoidy (pregnenolon 16a-

carbonitril), které jsou sou¢asné induktory exprese CYP3A.

rifampicin

PCN

Obrazek 2.2.2: Latky aktivujici PXR, kde PCN znamena pregnenolon 16a-
carbonitril a jako SR12813 je oznacena ucinna latka 1éCiva snizujiciho

cholesterol.

PXR a indukce CYP3A
Podrodina CYP3A je u lidi a jinych savcu jednou z hlavnich soucasti
metabolizmu xenobiotik nejen diky své Siroké substratové specifité, ale i
hojnosti vyskytu v jatrech a ve stfevech, které jsou xenobiotikim nejvice

vystaveny.
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Indukce CYP3A nastava pusobenim fady latek a po jejich odstranéni
se koncentrace CYP3A vraci na puvodni hodnoty. Moznost indukce
CYP3A po urCitou omezenou dobu vytvari predpoklady pro velmi dllezité
lékové interakce.

Mezi substraty indukujici CYP3A4 patfi [éCiva nifedipin, dilthiazem,
lidocain, lovastatin, erythromycin, ciclosporin, rifampicin, dexamethason,
dale také phenobarbital a vitamin D a CYP3A4 je jimi indukovan v lidskych
hepatocytech [3]. Pochopeni molekularnich pochodl vedoucich k indukci
CYP3A a zjisténi, zda tyto geny maji stejné regulaéni mechanismy,
umoznuje vytvoreni lepSich modell pro predvidani Iékovych interakci.

Pro dukaz o tom, Ze PXR slouzi jako hlavni regulator transkripce
isozymU CYP3A svédc¢i napr. [24] :

a) PXR se vyskytuje vjatrech a ve stfevech. V téchto
tkanich je také nejvétsi vyskyt isozymu CYP3A a jsou
zde indukovany k odpovédi na vystaveni xenobiotikiim.

b) PXR je aktivovan induktory CYP3A. PXR je také
aktivovan  témér vSemi  xenobiotiky a  jinymi
chemikaliemi, které stimuluji expresi CYP3A [8].
V aktivaci PXR existuji velké mezidruhové rozdily. Napr.
lidsky PXR je na rozdil od mysi aktivovan antibiotikem
rifampicinem a léCivem  snizujicim  cholesterol
(oznacenem jako SR 12813). U mySi je PXR aktivovan
umeéle vytvofenym steroidem 5-pregnen-33-0l-20-on
16a-carbonitriliem (PCN), kdezto lidsky PXR jim
aktivovan neni [11, 25]. Tyto mezidruhové rozdily se
vyskytuji taktéz v indukci CYP3A genu [14].

c) DalSsim zajimavym znakem PXR jsou mezidruhové

rozdily u ligandovych aktivatora, které koreluji
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s mezidruhovymi rozdily a prokazanou indukci CYP3A
jako odpovédi na tyto aktivatory [26].

d) PXR se vaze kpromotérim CYP3A ve formé
heterodimeru PXR/RXR.

e) CYP3A jsou dysregulovany u PXR ,knockoutovanych®
mysi. Jejich ,clearance” xenobiotik byla snizena.
Cyp3a11 nebyl vjatrech PXR ,knockoutovanych® mysi
indukovan ani po pusobeni PCN ani po pusobeni
dexamethasonu.

f) PXR ,knockoutované® mysSi nejevily zadné viditelné
zmény, normalné se vyvijely a reprodukovaly. Hlavnim
rozdilem mezi nimi a mySmi, které mély fungujici PXR,
byla senzitivita k 1éCbé chemikaliemi metabolizovanymi
Cyp3al11. Zjisténi, Zze Cyp3all nebyl u PXR
knockoutovanych mys$i indukovan ani PCN ani
dexamethasonem vedlo k zavéru, ze PXR slouzi jako
hlavni regulator exprese CYP3A. Také studie, kterou
provadel Xie et al. na PXR ,knockoutovanych® mysich,
potvrdila nezbytnou pfitomnost PXR pro indukci CYP3A
genu [27].

PXR a metabolizmus zZlu€ovych kyselin

PXR reguluje i mnoho genl, které jsou zodpovédné za
metabolizmus ZluCovych kyselin (ovlivnéni metabolizmu Zzlu¢. kyselin je
znazorneno na nasledujici strané - obrazek 2.2.3). Byly provedeny studie
zda mohou i ZluCové kyseliny aktivovat PXR [28]. Aktivace kyselinou
cholovou nebyla ucginna, ale za pouziti lithocholové kyseliny (LCA) nebo
jejich 3-keto derivatu byla aktivace PXR jiz ucinngjSi. Za normalniho

zdravotniho stavu jsou koncentrace LCA v jatrech a v krvi velmi nizké. Pri
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vysokych koncentracich LCA dochazi k aktivaci PXR, ktery je regulatorem
exprese genu obsazenych v detoxikaci a eliminaci zluCovych kyselin z téla
[13].

Staudinger ve své studii pfedpokladal, ze PXR je schopny ochranit
jatra pred toxickymi ucinky kyseliny lithocholové. Ke studii pouzil zdravé a
PXR ,knockoutované® mysSi. MySim byla podavana LCA bud soucCasné
s PCN (ten je u hlodavcu aktivatorem PXR) nebo bez néj. U vSech mysi,
které nedostavaly sou¢asné s LCA i PCN, byl velmi Casty vyskyt poskozeni
jater kyselinou lithocholovou. Souasné podavani PCN u zdravych mysi
vedlo k vyraznému poklesu vyskytu poskozeni jater. Naopak, tento
ochranny efekt (podavani PCN) se neuplatnil u PXR ,knockoutovanych®

mysSi. Tedy aktivace PXR chrani jatra myS$i pfed toxickymi ucinky LCA [29]

/ cholesterol \
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Obrazek 2.2.3: Schéma ovlivnéni metabolizmu Zzlu€ovych kyselin
pomoci PXR podle [13]. PXR a FXR jsou receptory zluCovych kyselin.
Zlucové kyseliny vazi a aktivuji PXR a FXR v jatrech. To zplisobi potlageni

exprese CYP7A71 a syntézy zluCovych kyselin, naslednou stimulaci
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exprese transportéru zluCovych kyselin a exkreci Zlu€ovych kyselin do
zlu€i. PXR také stimuluje expresi CYP3A a hydroxylaci zlu¢ovych kyselin,
ktere jsou pak vylouceny z téla moci.

ZK znagi zlugové kyseliny, te¢kovana ¢ara znazorfiuje potlateni exprese a

plna ¢ara znazorfiuje aktivaci exprese.

Antibiotikum  rifampicin a rostlinné antidepresivum trfezalka
teCkovana aktivuji lidsky PXR, pusobi anticholestaticky, coz teoreticky
umoznuje vyuziti PXR agonistd vlé¢bé nemoci charakterizovanych
nadmeérnou kumulaci Zlu¢ovych kyselin nebo jinych toxinu v jatrech [13].

Trezalka teCkovana, ktera je beézné pouzivana jako prirodni
antidepresivum, vyvolava cCetné interakce s léCivy jako jsou napfiklad
oralni kontracepce, imunosupresivum ciclosporin, inhibitor HIV proteazy
indinavir a antikoagulant warfarin [30]. Naslednymi studiemi bylo zjisténo,
Ze pripravky z tfezalky aktivuji PXR a zaroven indukuji expresi CYP3A4
v lidskych jaternich bunkach [31]. Analyza, hledajici chemikalii
zodpovédnou za tyto interakce, ur€ila hyperforin, ktery se vaze s vysokou
afinitou pfimo na PXR [30]. V8echny tyto vysledky vedou k prfedpokladu,
Ze jakeékoliv pripravky obsahujici tfezalku teCkovanou budou interagovat
s |éCivy, ktera jsou metabolizovana CYP3A4 (vice nez polovina
pouzivanych IécCiv).

Studie X. Coumoula et al se zabyvala vlivem
organochloridovych pesticidl. Jejich studie poskytla dukaz o tom, ze
organochloridové pesticidy slouzi jako aktivatory lidského PXR genu a
nasledné aktivuji také expresi genu CYP3A4 [32].
lékovych interakci. Aktivace PXR a nasledna indukce CYP3A a jinych genu
predepisovanymi léky (napf. rifampicin, dexamethason, ritonavir aj.)

mohou zpusobit urychleni metabolizmu jinych 1&Civ - tedy IéCiva aktivujici

21



PXR snizuji u€innost jinych léciv a to velmi Casto i s nasledky ohrozeni
zivota.

PXR je schopny indukovat 1 CYP2B, ale aktivace podrodiny CYP2B
phenobarbitalovymi induktory [33] je zprostiedkovana jinym nuklearnim
receptorem — a to CAR - konstitutivnim androstanovym receptorem [34].
CAR také patfi mezi receptory schopné rozpoznavat xenobiotika, ale ma
mnohem vétsi substatovou specifitu. Presto, Zze je$té neni dostupna
presna krystalova struktura CAR, je zjiSténo, Ze tato specifita je zplusobena
mensim objemem ligand vazebné domeény oproti PXR, ktery ma objem
LBD zvétSeny rozvinutim dvou a-helix(l (a6 a o7 v obrazku 2.2.1 na strané
14). CAR také tvori heterodimer s RXR, ktery pak aktivuje transkripci genu.

Nékteré studie ukazaly, Ze PXR mohou zkfizené regulovat své
cilové geny CYP2B a CYP3A [35, 36]. Tato zkfizena aktivace je vysvétlena
tim, ze komplexy PXR/RXR a CAR/RXR mohou vazat a aktivovat
odpovédné elementy v nékterém z CYP3A a CYP2B genl. PXR i CAR
také reguluji i MDR1 a CYP2C9 [34, 37].

Alelicke varianty genu PXR jiz byly identifikovany — viz prace Zhanga
et al. a Koyana et al.,, podle kterych jsem postupovala [16, 38]. Zatim
nebyla zjiSténa zadna souvislost mezi vyskytem polymorfismu a zmenénou

expresi genu [39].

2.3 GEN MDR1

Na prenosu endogennich latek pifes membranu se podileji také
transportni proteiny rodiny ABC (obsahujici ATP vazebné domény, ,ATP
Binding Cassette®). Tyto transmembranové proteiny vazi ATP a jeho
energii vyuzivaji k aktivnimu transportu latek ven z burky.

Zmény v expresi transmembranovych transportnich protein(
prenasejicich IéCiva mohou ovlivnit detoxifikaci v jatrech, distribuci 1éCiva

v organismu a lékovou rezistenci nadorovych bunék. Genova exprese
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transmembranovych transportéru, jako je MDR1, je regulovana komplexem
PXR/SXR [40].

Nejlépe charakterizovana byla podrodina ABCB, hlavné ABCB1 (P-
glykoprotein/MDR-1), ktery patfi mezi nejvyznamnégjsi. Zkratku MDR Ize
prelozit jako MultiDrug Resistance, coz oznacCuje mozZnost vzniku
rezistence funkci tohoto pfenasece na urcita léCiva.

Zajmem studie Kauffmanna et al. bylo zjistit jaky maji vliv vybrane
leCivé latky a toxiny na expresi lidského MDR1 genu [41].

P-glykoprotein (P-gp, P znacdi permeabilitu) byl poprvé popsan uz
vroce 1976, ale jeho funkce byla zjisténa az vroce 1993.
Jeho vliv na rezistenci vici nékterym IéCivim byl objeven o dal$i tfi roky
pozdéji [42].

P-gp je proteinovy produkt genu MDR-1. Je exprimovan v ruznych
tkanich a jeho biologicka funkce zalezi na tkani, ve které se nachazi [43]
viz tabulka 2.3.1. V membranach zdravych bunék (napf. v placenté,
ledvinach, plicich, tenkém stfevé, atd.) zprostfedkovava vyluCovani
pfirozenych toxin( z potravy, karcinogen(, steroidt, hormonu a jinych latek
[42].

Tabulka 2.3.1: Funkce P-glykoproteinu v raznych tkanich.

Tkan Funkce P-gp
tenké a tlusté stievo sekrece IéCiv do lumen stiev
jatra sekrece |éCiv do Zluci
ledviny sekrece le€iv do moci
centralni nervovy systém ochrana CNS pfed xenobiotiky
placenta ochrana plodu pred xenobiotiky
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P-gp je pfitomen nejen ve zdravych, ale i v nadorovych, bunkach. Pri
opakovaném podavani léCiva se aktivita P-gp zvySuje — vyluCovani
transportovanych latek se zrychluje a muze dojit az ke vzniku rezistence
na podavané léCivo. To znamena, Zze opakovanym podavanim l|éCiva
dochazi k indukci aktivity P-gp [42, 44]. Vyvolani indukce aktivity P-gp je
zprostiedkovano pomoci nuklearniho receptoru [45] — jedna se o
pregnanovy X receptor (PXR) [17].

Indukce P-gp je tkanoveé specificka a bylo prokazano, Zze k nejvétsi
zméné aktivity podavanim induktorit dochazi vledvinach a naopak
k nejmensi indukci dochazi v placenté [42].

P-glykoprotein, ktery se vyskytuje ve stfevech, ma vyznamnou funkci
v absorpci a eliminaci mnoha xenobiotik — je jejich transportérem z bunék
ven. Kromé genetické predispozice je exprese genu ovlivhéna také
expozici riznym lécivum.

P-gp ma Sirokou substratovou specifitu. Transportuje vétSinou latky
hydrofébni a amfipatické povahy. Tabulka 2.3.2. na nasledujici strané
ukazuje, ze substraty jsou velmi rliznorodé. Patfi mezi né napf. ucinné
latky nékterych cytostatik, antibiotik, antivirotik, chemoterapeutik a jinych

l€Civ.
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Tabulka 2.3.2: Rozdéleni substratu P-glykoproteinu podle [42].

ANTIBIOTIKA KARDIOVASKULARNI CENTRALNI
amoxicillin LECIVA NERVOVY
cefoperazon amiodaron SYSTEM
erythromycin atorvastatin desipramin
clarithromycin digitoxin phenobarbital
digoxin phenytoin
ANTIVIRQTIKA diltiazem fluphenazin
anjp'renawr dipyridamol haloperidol
chfmn _ felodipin carbamazepin
chinacrin chinidin levodopa
mdmav:r. lidocain morphin
meﬂoqu_m losartan naphazodon
nelﬁn‘awr‘ nicardipin quetiapin
S_aq“'”?v” nifedipin trezalka
ritonavir prazosin teCkovana
propranolol venlafaxin
. reserpin
CYKLICKE PEPTIDY simvastatin CYTOSTATIKA
ciclosporin spironolacton actinomycin D
tac‘rollmus_ trazodon daunoru.bl'cm
valinomycin verapamil doxorubicin
etoposid
CHEMOTERAPEUTIKA L. ‘o
- - OSTATNI LECIVA colchicin
ciprofloxacin mitomycin
fl - cimetidin _
grepafloxacin _ paclitaxel
- itraconazol
ofloxacin taxol
rifampicin ketoconazol teninosid
omeprazol gnijoa.
STEROIDY ondansetron an ?SF'”
aldosteron pantoprazol vincristin
dexamethason probenecid
ranitidin
vitamin E

Nazvoslovi upraveno podle brevife Pharmindexu 2003. Tyto

substraty  P-gp mohou byt zdrojem toxickych ucinku.

U genu MDRT1 bylo jiz objeveno vice nez 20 jednonukleotidovych

polymorfismu, ze kterych jen devét méni sekvenci aminokyselin P-gp. Tyto
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polymorfismy také méni miru exprese P-gp — napf. polymorfismus znaceny
C3435T v exonu 26 [46], kde T je variantni alela. Jedinci s genotypem CC
maji pfiblizné dvakrat vy$sSi miru exprese P-gp ve stievech nez jedinci
s genotypem TT a heterozygoti CT maji nejCastéji stfedni miru exprese
P-gp ve strevech [43].

Cilem Frommovy studie bylo zjistit jak ovliviiuji polymorfismy genu
MDR1 tkanovou expresi P-gp a odezvu organismu na IéCiva [43].

Nedavno byly popsany polymorfismy genu MDRT, které ovliviuji
expresi P-glykoproteinu ve zdravych tkanich s naslednymi zménami lékové
dispozice, ucinnosti I€Civ a zvySenym rizikem vzniku nékterych nemoci.
Exprese P-gp je také ovlivnéna nékterymi léCivy a steroidnimi hormony.
Napf. antibiotikum rifampicin (viz obrazek 2.2.2) neindukuje pouze CYP3A4,
ale jeho ucinkem dochazi také ke znatelné indukci stfevniho P-gp [47].

Nékteré z mutaci genu MDR1 vedou k mirné pozménéné expresi a
funkci lidskeho P-glykoproteinu a jsou spojeny s rizikem vzniku nékterych
na genotypu zavislych nemoci a s pozménénou reakci organismu na
|éCiva. MDR1 polymorfismy mohou zvySovat riziko vyskytu nemoci jako je
napfiklad Parkinsonova choroba. P-gp je nezbytnou soucasti bariéry mezi
krvi a mozkem a ovliviuje permeabilitu 1€Civ, ktera vstupuji do centralni
nervové soustavy (CNS) [48]. Nizka exprese P-glykoproteinu v této bariére
zpusobuje nizsi ucinnost ochrany CNS pred neurotoxickymi xenobiotiky a
zvySené riziko rozvoje Parkinsonovy choroby.

Dalsi roli stfevniho P-gp je chranit organizmus pied bakterialnimi
toxiny, které by mohly projit stifevni sténou. Tuto hypotézu potvrdila studie
Panwaly et al., ktera dokazala, ze mdr1a P-gp ,knockoutované“ mysi jsou
snadno nachylné rozvoji mnoha spontannich stfevnich zanétl pokud jsou
chovany za specifickych podminek vylucujicich vyskyt patogenu [43].
Podavani antibiotik P-gp ,knockoutovanym® mySim zabranilo rozvoji

nemoci a pfiznaky aktivniho stfevniho zanétu ustoupily.
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Exprese a funkce P-gp neni ovlivnhéna pouze vyskytem polymorfismu
vgenu MDRT1, ale také jinymi faktory (napf. vystavenim xenobiotik(im).
Nynejsi studie se snazi dokazat zda jsou lidé, ktefi maji v genu MDR1

néjaky polymorfismus, vice nachyini ke vzniku stfevniho zanétu.

2.4 IDIOPATICKE STREVNIi ZANETY

Idiopatické stfevni zanéty patfi k autoimunnim onemocnénim a jejich
puvod vzniku je zatim neznamy.

Mezi idiopatické stfevni zanéty patfi Crohnova nemoc (CD) a
ulcerozni kolitida (UC). U obou téchto nemoci nebyl nalezen mikrobialni
puvodce — v tabulce 2.4.1 je uveden piehled nékterych mikrobialnich

nalezu podle [49].

Tabulka 2.4.1: Mikrobialni nalezy zjisténé u pacientl s ISZ

Mikrobialni nalez Autofri

patogenni E. coli s vysokou adherenci Burke, 1987,1988
EHEC (entero-hemoragické E. coli) Von Wulffen, 1989
Salmonella typhimurium Taylor — Robinson, 1989

Mycobacterium paratuberculosis - Linda Chiodini, 1984

Aeromonas hydrophila Doman, 1989

nespecifikované mikrobialni antigeny Hazenberg, 1989

vice Cinitell: Yersiniae + chlamydie Horing, 1989

zvySene kvantum anaerobl Ruseler — Van Embden, 1983, 1987
Proteus species Kanareykina, 1987

Candida albicans Nagy, 1989

Candida + Saccharomyces species McKenzie, 1990
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Za jednoho z moznych puvodcu vzniku ISZ byly také povazovany
genetické vlivy. Hlavnim divodem genetického vyzkumu byl vysoky vyskyt
obou chorob v rodinach, zvlasté u jednovajeénych dvojcat [50].

V devadesatych letech minulého stoleti byly objeveny geny, které
jsou spojeny s vyskytem idiopatickych stfevnich zanétl. Tyto geny byly
nazvany IBD-1,2,3 az IBD-4. Gen IBD-1 se vyskytuje i u 4% zdravych
jedincl, ovsem u nemocnych s CD byl zaznamenan vyskyt az u 10 — 20%
jedincu bélos$ské populace [49]. Taktéz gen IBD-4 je spojen s vyskytem CD
na rozdil od genu IBD-2 a IBD-3, které souviseji vice s ulcerozni kolitidou
nez s Crohnovou nemoci [49].

Velmi zajimavym zjisténim pfi ur¢ovani nepfiznivych faktort u 1SZ
bylo koufeni cigaret. Koufeni je znamym nepfiznivym faktorem u
nemocnych s CD a naopak ochrannym faktorem u nemocnych trpicich UC.
Jakym mechanismem tento faktor plUsobi a pro¢ je u jedné nemoci
nepriznivy a u druhé ochranny neni znamo [50].

Crohnova nemoc je zanétlivé onemocnéni nejcastéji tenkého streva,
meéné cCasto tlustého stfeva, ale muze se vyskytnout i v jinych Castech
travici trubice. Crohnova nemoc vétSinou propuka v mladi, posledni dobou
se zvySil pocet nové onemocnélych i v pozdéjsim véku. Projevuje se
prujmy, bolestmi bficha, poruchou traveni a vstfebavani, zvySenou
teplotou a také pfiznaky mimostfevnimi (bolestmi a zanéty kloubu, koznimi
obtizemi, tvorbou Zlu¢ovych a ledvinovych kament, apod.) [51]. Projevy
Crohnovy nemoci jsou velmi rozmanité — ¢asto se stfidaji obdobi zhorseni
a zklidnéni zanétu, zatimco u ulcerézni kolitidy se projevy onemocneéni
pfiliS nestridaji.

Ulcerozni kolitida je zanét tlustého stfeva kdy dochazi k posSkozeni
tkané a je doprovazena tvorbou viedu. Projevy choroby jsou ze zalatku
nenapadné — nizka télesna teplota, nechutenstvi, bolesti bficha a ubytek

na vaze, pozde&ji se choroba projevuje vyskytem hlenu a krve ve stolici. Az
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u 10% jedincu, ktefi trpéli 10 a vice let kolitidou, se rozvine rakovina
tlustého stifeva nebo konecniku [52].

Diagnostika idiopatickych stfevnich zanétd je provadéna po
laboratornim nalezu zanétu vtéle a zahrnuje rentgenové vySetreni
vyuzivajici kontrastni latku, koloskopii s naslednou biopsii nebo i
sonografii. ISZ jsou |éCeny protizanétlivymi Iéky, kortikoidy nebo - u
tézkych prabé&hu nemoci - imunosupresivy. V nékterych pfipadech je
nevyhnutelné chirurgické odstranéni postizené Casti stfeva a bohuzel ani

presto nelze vyloucit propuknuti nemoci na jiné ¢asti stfeva [53].

2.4.1 LECBA IDIOPATICKYCH STREVNICH ZANETU

Idiopatické stfevni zanéty jsou Ié€eny aminosalicylaty, probiotiky,
kortikosteroidy nebo imunosupresivy.

Aminosalicylaty jsou nasazovany pfi [éCbé stfedné tézkych forem CD
i UC. Aminosalicylaty (ASA) pusobi mistné — ve stifevni sliznici — a inhibuji
vSechny dosud znamé zprostfedkovatele zanétl 1SZ.

Vysledkem: G¢inné IéCby je zmirnéni a u nékterych jedincu dokonce i
vymizeni pfiznakl nemoci. Pfed zacatkem IéCby je nutné zjistit rozsah
postizeni dané cCasti stfeva, protoze absorpce léCiv je zavisla na stavu
sliznice, délce styku léCiva se sliznici a pH prostiedi [54]. Tyto udaje jsou
nezbytné pro vybér formy léCiva.

Pripravky s |éCivou latkou mesazalin se vyrabi v peroraini |ékové
formé nebo ve formé Cipku a klysmat. LéCba lehkych a stfedné tézkych
forem ISZ je ucinna u 40 az 80 % nemocnych [54]. ASA nejsou nyni
doporucovany k lécbé mirné formy Crohnovy nemoci, nebot metaanalyzy
ukazaly jen malou uc€innost proti placebu [55]. Kvlli nezadoucim ucinkim
se nyni ustupuje od podavani antibiotik (metronidazol, ciprofloxacin)
v kombinaci s ASA nebo bez nich. PFi [éCbé tézké formy UC jsou soucasné

s aminosalicylaty podavany i kortikosteroidy.
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Nezadouci ucinky zalezi na délce I1éCby a davkovani a patfi mezi né
bolest hlavy, nevolnost a prijem. Nezadouci u€inky sulfasazalinu se
vyskytuji u 10 - 45 % pacientl a k akutni intoleranci dochazi pouze u 3 % a

je doprovazena krvavymi prujmy [54].

Dal8i skupinou vyuzivanou k lécbé 1SZ jsou probiotika. Probiotiky
jsou nazyvany zivé fyziologické mikroorganismy vyskytujici se v travicim
traktu a jsou prospésné pro zdravi svého hostitelského makroorganismu.
Pro 1éCebné vyuZiti se pouzivaji purifikované mikroorganismy, které nesmi
tvofit Zzadné toxiny. Jako mikrobiologicka terapie jsou pouzivana probiotika
(fyziologické organismy), nefyziologické organismy, usmrcené/poskozené
organismy, produkty mikroorganisml nebo smesi probiotik a usmrcenych
¢i poSkozenych mikroorganismu.

Stfevni mikroflora zdravych jedincd a nemocnych s ISZ je vyrazné
odlisna. Toho vyuzil ve svych studiich McCann, kdy léCbou antibiotiky
znic¢il pavodni stfevni mikrofloru a poté nasadil 9denni terapii pfipravkem
Mutaflorem (obsahuje nepatogenni E. coli). Vymizeni pfiznakl ISZ bylo
uspésné u 80 % jedincl a nepatogenni kmeny z pfipravku ve stievé
zustaly natrvalo [56]. Cilem Rembackenovy studie bylo zjistit, zda ma
podani nepatogenni E. coli stejnou ucinnost jako podani mesazalinu
v prevenci pfed opétovnym vzplanutim ulcerézni kolitidy. Studie ukazala,
ze E. coli je vudrzeni remise (vymizeni pfiznakli a projevi nemoci)
ulcerdzni kolitidy stejné ucinna jako mesazalin nejen v podilu pacienti u
kterych nastala, ale i v délce jejiho trvani [57]. Stejné srovnani proved| i
Kruis, ktery ve sveé studii nezjistil zadny rozdil mezi |é€bou podanim
mesazalinu a nepatogenni E. coli [58]. VyuZziti probiotik je velmi ucinné pfi
|é¢bé nemocnych s UC a s intoleranci aminosalicylati [49].

Manorezistentni E. coli s enteroadhezivnimi vlastnostmi byla

nalezena u 80 % nemocnych s idiopatickymi stfevnimi zanéty, u 27 %
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nemocnych s infek¢nimi prujmy a v 0 % u zdravych kontrol [49]. U 88 %
nemocnych s UC a u 94 % nemocnych s CD byla zjiSténa pritomnost
bakterialnich jedu, kterou bylo mozno snizit az o 75 % bé&hem nékolika dnu
po lavazi (vyplachem antibiotiky) stfeva [49].

Probiotika jsou vyuzZivana pri |éCbé infekci zazivaciho traktu a

dysmikrobiich, pfi ISZ, pfii jaterni encefalopatii (jaterni encefalopatie
projevy poruch mozku nasledkem tézsiho jaterniho selhani) a také pii
nadorovych onemocnénich [49].

K nejstar§im probiotikiim patfi pfipravek Mutaflor, ktery byl pldvodné
pouzivan pfi lécbé infekCnich prujmu a funkénich poruch, pozdéji se jim
zacaly |éCit ISZ a nyni je vyuzivan jako nadorova profylaxe [49]. Mutaflor
obsahuje lyofylizované Zzivotaschopné E. coli. Mezi jeho vedlejSi ucinky
patfi chronické zacpy, hadymani a mimostfevni onemocnéni.

Nepatogenni E. coli obsahuje také pfipravek nazvany ,Colifant New
Born“, ktery je urCen kojencim do jednoho roku jako ochrana pred
nakazami, které se mohou vyskytnout v nemocni¢nim prostredi [49]. V
Ceské republice je &asto vyuzivan pfipravek BION3, ktery obsahuje smés
tfi probiotickych kultur, vitaminy a mineraly. DalSimi pfipravky jsou
napfiklad Lacidofil a Paidoflor, které jsou vyuzivany ke zlepSeni laktozové
intolerance. Mezi vedlejSi uginky jmenovanych pfipravkl patfi pfechodné
prijmy a nadymani, které lze omezit nebo i eliminovat snizenim davek

nebo vyuzitim méné koncentrovanych pfipravkd.

Kortikosteroidy jsou hlavnim typem I|éCby u aktivnich forem
idiopatickych stfevnich zanétll jiz vice nez padesat let. Uginnost Iééby
nastava béhem nékolika dni a je rychle dosazeno remise nemoci.
Struktura 1éCiv je velmi podobna hormonu kortisolu, ktery je produkovan
v nadledvinach a proto u pacientl uzivajicich kortikosteroidy dochazi ke

snizovani produkce kortisolu az k uplnému zastaveni.
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Kortikosteroidy pusobi rovnéz jako imunosupresiva, tzn. snizuji
aktivitu imunitniho systému a pacienti jsou pak nachylni k infekcim.

Dlouhodoba Ié¢ba se z davodd nezadoucich uéinkld nedoporuluje,
nevyuzivaji se ani k prevenci a k udrzeni remise. Kvuli témto vedlejSim
uc¢inkum jsou k pocatecni terapii vyuzivany aminosalicylaty a antibiotika,
Pri ukonCovani léCby musi byt davky kortikosteroidl snizovany pozvolna,
aby byla postupné obnovena tvorba kortisolu v nadledvinach.

Kortikosteroidy byvaji nejCastéji podavany peroralné. Patfi mezi né
hydrocortison, prednisolon, prednison a budesonid. Budesonid patfi mezi
nesystémové kortikoidy a je aplikovan u pacientt se stfedné tézkou
formou CD. 90 % léciva je inaktivovano dfive nez dosahne cile a
zpusobuje tak méné nezadoucich U¢ink( nez ostatni kortikosteroidy.
NejCastéjSimi vedlejSimi ucinky jsou vysoky krevni tlak, meésiCkovity
obliCej, zvySené riziko infekce, pfirustky vahy, dochazi k ¢astym zménam
nalady a k psychiatrickym symptomim. Nékdy se muaze vyskytnout i
zvySena hladina cukrl v krvi, Sedy zakal nebo nespavost.

Nekteri pacienti nereaguji na peroralni formy |éCiv a proto byly
zavedeny alternativni cesty aplikace. LéCiva jsou zavadéna bud rektalné
(ve formé klysmatu, pén a Cipkl) nebo intravendzne.

U nékterych nemocnych s neuspokojivym vysledkem |éCby na
ostatni 1éCiva je podavan infliximab, monoklonalni protilatka proti TNF-«,
jehoz aplikace umozniuje snizit davkovani kortikosteroidi a omezit tak
vyskyt jejich nezadoucich uc€inkl [55].

V IéEbe kortikosteroidim odolné CD je nasazen azathioprin nebo
merkaptopurin, v pripadé jejich intolerance nebo neefektivity jsou

nahrazeny methotrexatem.
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U pacientu, ktefi jsou rezistentni na ostatni typy lecby ISZ je
vétSinou nasazena imunosupresivni léCba. Imunosupresivni latky délime
podle mechanismu ucinku do tfi skupin: v prvni skupiné jsou azathioprin a
6-merkaptopurin, druhou skupinu zastupuje methotrexat a treti ciclosporin
A [59].

Nejvice pouzivanym imunosupresivem je azathioprin, ktery je
v organizmu metabolizovan na antimetabolit purinu (6-merkaptopurin),
ktery po inkorporaci do nukleovych kyselin brani proliferaci rychle se
délicich bunék [60]. U&innost I&Eby je az 80 %, ale nevyhodou je pomaly
nastup ucinku a doba jeho podavani - 1 az 6 let [60]. Kvuli dlouhé prodlevé
nastupu ucinku jsou tato IéCiva nasazovana v terapii pacientd s lehéim
prubéhem nemoci.

Vyskyt nezadoucich efektu |écby azathioprinem je do 15 %,
nejcastéjSimi  komplikacemi jsou myelosuprese (5 %), zvraceni,
pankreatitida, hepatotoxicita a dalsi [60].

Methotrexat je vyuzivan pouze k |éCbé pacientl s velmi rychlou
progresi Crohnovy nemoci. Jeho nezadouci ucinky jsou velice casté (proto
je podavan jen u nejtézSich pfipadu) a patfi mezi né hepatotoxicita,
teratogenita a také pneumonitida [59].

Ciclosporin A (CsA) je vyuzivan pfedevS§im pfi transplantacich
organt. Nedavno zacal byt vyuzivan i u pacientd s tézkym prubéhem
ulcerdzni kolitidy a toxicko-septickymi komplikacemi. LéCba pomoci CsA
ma 70% uspésnost, ale ma také zavazné nezadouci ucinky [59]. Mezi né
patfi napf. nefrotoxicita, hypertenze, neurotoxicita, oportunni infekce,
zvraceni a hepatotoxicita [59, 60].

Dalsimi vedlejsimi ulinky u nékterych imunosupresiv je vznik

protilatek a rozvoj anafylaktického Soku.
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3 HYPOTEZA A CiL PRACE
3.1 HYPOTEZA

Aktivaci PXR nékterym zléciv, které vyvolavaji lékové interakce
(napr. rifampicin, dexamethason, atp.) jsou zvy3eny hladiny CYP3A, MDR1
a jinych genovych produktl. Metabolizmus jinych 1é¢iv byva zrychleny, coz
muze vest bud k projevum vedlejSich ucéinku IéCiv nebo k selhani terapie
s naslednym zhor$ovanim klinického stavu pacientd [13].

Studie Panwaly et al. dokazala, ze mdria P-gp ,knockoutované*
mySi maji zvySené riziko vzniku spontannich stfevnich zanétl pokud jsou
chovany za specifickych podminek vyluéujicich vyskyt patogent [43].
Podavani antibiotik P-gp ,knockoutovanym® mySim zabranilo rozvoji
nemoci a pfiznaky aktivniho stfevniho zanétu ustoupily.

Exprese a funkce P-gp neni ovlivhéna pouze vyskytem polymorfismu
v genu MDR1, ale také jinymi faktory (napf. vystavenim xenobiotikiim nebo
zménou aktivity regulacnich systému). Exprese P-gp je také regulovana
komplexem PXR/SXR a proto existuje teoreticky predpoklad, Ze funkéni
polymorfismy genu PXR ovliviujici expresi ciloveho genu MDR1 mohou
byt dalSim genetickym faktorem ovliviiujicim riziko vzniku a progrese

onemocnéni.

3.2 CiL PRACE

Hlavnim cilem bylo zjistit zda jsou sledované polymorfismy rizikovym
faktorem pro vznik idiopatickych stfevnich zanétd.

VedlejSim cilem této studie bylo popsat frekvenci vyskytu variantnich
alel genu PXR v Ceské populaci a porovnat ji s dostupnymi literarnimi udaji

z ostatnich populaci.
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4 METODY
4.1 POUZITE REAGENCIE A PRISTROJE
VesSkeré pouZzité reagencie byly ziskany od téchto firem:
jednotlivé slozky reakéni smési pro PCR — Fermentas, Litva
Top Vision LE CQ Agarose — Fermentas, Litva
QIAmMp Blood Mini Kit — QIAGEN, Némecko
Agarosa Serva — Serva, Némecko
jednotlivé slozky pro izolaci DNA vysolovaci metodou — Sigma, USA

primery - VBC Genomics, Rakousko

Pouzité pristroje:
Analytické predvazky — CHIRANA P3/200, Chirana, CR
Analytické vahy — LB-1050/1, MIM, Madarsko
Centrifuga — MPW 360, Mechanika Precyzyjna, Polsko
Elektroforeticka vana — Sub-cell Model 192, BIO-RAD, USA
Elektroforeticky zdroj — PowerPac HC, BIO-RAD, USA
Inkubator — EN025, Nuve, Turecko

Lazen — Isotemp 202, Fisher Scientific, USA

Lednice — ERB 4052, Electrolux, Svédsko
Magneticka micha¢ka — T1A, Lavat, CR

Mikrovinna trouba — LCE-2034M, Cina

Minicentrifuga — MiniSpin plus, Eppendorf, Némecko
Mrazak - ERB 4052, Electrolux, Svédsko

pH metr — MS 22, Laboratorni ptistroje Praha, CR
Tavicka folii — Typ 0762, ETA, CR

Termocycler - MyCycler gradient thermal cycler, BIO-RAD, USA.
Transiluminator — EFX 20MX, Vilber Lourmat, Francie
Vortex — lka works, USA
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4.2 STUDOVANE SKUPINY POPULACE

4.2.1 PACIENTI

Do studie bylo zarfazeno 118 pacient (65 zen a 53 muzu), ktefi trpi
nekterym z idiopatickych stfevnich zanett. Vzorky krve byly ziskany ze 4.
interni  kliniky VSeobecné fakultni nemocnice v Praze od pacientu
ambulantné léCenych, ktefi podepsali informovany souhlas s genetickym
vySetienim genu PXR. U pacientt jsem hodnotila nasledujici udaje o jejich

pohlavi, véku, diagnéze a prabéhu IéEby onemocnéni.

4.2.2 KONTROLNI SKUPINA

Kontrolni skupina byla sestavena ze zdravych dobrovolnik( -
studentu vysokych $kol — a pacientu z ortopedické ordinace po uraze
kolenniho kloubu. Skupinu zdravych dobrovolnik(l z fad studentl tvofilo
172 jedincl (111 Zen a 61 muzu), skupina pacientl z ortopedické ordinace
léCenych i nelé¢enych méla 221 jedincu (90 zen a 131 muzl).
Vzorky krve byly pouzity vsouladu s podepsanym informovanym

souhlasem vs$ech jedincu.

4.3 IZOLACE DNA Z KRVE

Vzorky krve byly odebrany do jednorazovych evakuovanych
odbérnych zkumavek s pfidavkem K,EDTA (protisrazenlivé agens).
Nékteré ze vzorkU byly ihned zpracovany, jiné byly zmrazeny (-18 °C) a
zpracovany pozdeéji. lzolace DNA probihala bud typickou vysolovaci

metodou nebo za pouZziti kitu na izolaci DNA — QlAmp Blood Mini Kitu.

4.3.1 1IZOLACE DNA VYSOLOVACiI METODOU
Material potrebny pro izolaci DNA
e RBC pufr— 10mM Na;PO,, 150mM NaCl, 1mM MgCl,, pH 7.4
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e Biristol

e Proteinaza K (20 mg/ml)

e 10% SDS

e 5M NaCl

e 96% ethanol

e TE pufr- 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

e Centrifuga

Inkubator

Do velké kénické zkumavky (50 ml) jsem pfenesla 5 ml krve a 20 mi
RBC pufru, ktery je lyzaénim roztokem pro erytrocyty. Smés jsem
promichala na vortexu a ponechala 30 minut ve vodni lazni s ledem. Po
vyndani z vodni lazné jsem smés centrifugovala 10 minut pfi 3000 ot./min
(805x g¢). Supernatant se zlyzovanymi erytrocyty jsem odstranila. Ke
zbylym leukocytim jsem prfidala RBC pufr (25 ml). Smés jsem promichala
na vortexu a opét na 30 minut ponechala ve vodni lazni s ledem. Smés
jsem centrifugovala 10 minut pfi 3000 ot./min (805x g). Pokud po sliti pufru
se zbytky erytrocytl vznikla bila sedlina (peleta) pokracovala jsem dale,
jinak jsem opakovala pfidani pufru, lyzi a centrifugaci do uplného vycisténi.
Ke vzniklé peleté jsem pridala 3 ml Bristolu a michala cca 30 s na vortexu.
Pfidala jsem 300 ul proteinazy K a 300 ul 10% SDS. Vzniklou reakcni
smeés jsem nechala inkubovat ve vodni lazni pfi 55 °C &tyfi hodiny, nebo pri
37 °C pres noc. Po inkubaci jsem do zkumavky pfidala 900 ul NaCl a cca
2 minuty jsem smés michala na vortexu. Po centrifugaci 30 minut pfi 5000
ot./min (2236x g) jsem opatrné pfenesla supernatant do zkumavky s 8 ml
vychlazeného 96% ethanolu. Smés jsem mirné promichala a DNA, ktera
po srazeni vyplavala na hladinu, jsem namotala na sterilni sklenénou

tyCinku a nechala ji oschnout za laboratorni teploty. Oschlou tyCinku
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s namotanou DNA jsem oplachla v eppendorfce se 150 ul TE pufru. Finalni
DNA jsem ulozila do lednice.
Izolaci DNA lze pferuSit po lyzi erytrocytu a pfidani Bristolu. Smés

protfepeme a ulozime v hlubokomrazicim mrazaku (cca -84 °C).

4.3.2 1IZOLACE DNA POMOCI ,QIAmp BLOOD MINI KITu*
Material potfebny k izolaci DNA

e QIAGEN proteaza

e Pufr AL

e 96% ethanol

e Pufr AW1

o Pufr AW2

e Pufr AE

e \ortex
e |nkubator

e Centrifuga

Do fadné popsanych eppendorfek jsem postupné nanesla 20 pl
QIAGEN proteazy, 200 ul krve a 200 ul pufru AL. Kdyz je objem krve
mensi nez 200 pd, je tfeba jej doplnit sterilnim fyziologickym roztokem.
Obsah eppendorfek jsem dukladné promichala na vortexu a nechala
inkubovat 10 minut ve vodni lazni pfi 56 °C. Po vyndani z lazné a lehkém
klepnuti (kvuli odstranéni kapky zvicka) jsem pfidala 200 ul 96%
vychlazeného ethanolu a michala po dobu 15 s na vortexu. Cely objem
jsem prelila do plastové soupravy QIAmp Mini Column s filtrem a
centrifugovala 1 minutu pri 8000x g. Po pfefiltrovani celého objemu jsem
viozila filtr do nové spodni nadobky — ,Collection Tube® a filtrat jsem

vyhodila. Na filtr jsem nanesla 500 ul pufru AW1 a centrifugovala jsem
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celou sestavu 1 minutu pii 8000x g. Opét jsem filtr vilozila do nové
,Collection Tube" a filtrat také vyhodila. Na filtr jsem nanesla 500 pl pufru
AW?2 a centrifugovala jsem vSe po dobu Sesti minut pfi 14100x g. Do nové
popsané eppendorfky jsem vlozZila filtr, nanesla na néj 200 ul pufru AE a
nechala inkubovat pfi pokojové teploté. Eppendorfku s filtrem jsem
centrifugovala 1 minutu pfi 8000x g. Filtr jsem vyhodila. Finalni DNA je
obsazena ve filtratu v eppendorfce, kterou jsem ulozila k ostatnim vzorkim

do lednice.

4.3.3 PRIPRAVA GELU

K pfipravé gell na horizontalni elektroforézu jsem pouzila dva typy
agaros. Agarosu od firmy Serva jsem pouzila na piipravu 2% gelu pro
kontrolu vzniku PCR produktu. Agarosu od firmy Fermentas jsem pouzila
pii pripravé 3% a 3,5% gelu pro odecitani délky vzniklych fragmenti DNA
po restrikci.

Gely jsem pfipravovala ve sklenéné kadince smichanim navazeného

mnozstvi agarosy a 1x TBE pufru dle schématu:

2,0% gel 3,50 g agarosy do 175 ml 1x TBE pufru
3,0% gel 5,25 g agarosy do 175 ml 1x TBE pufru
3,5% gel 6,13 g agarosy do 175 ml 1x TBE pufru nebo

9,28 g agarosy do 265 ml 1x TBE pufru

K agarose a TBE pufru jsem prfidala 10 ml destilované vody aby se
nemeénila potfebna koncentrace gelu, protoze pfi vareni | nasledném
michani dochazi k odpafovani vody. Smés jsem nechala cca 3 minuty
michat na magnetické michacce. Poté jsem na kadinku prilozila
porcelanovou poklicku a dala jsem smés do mikrovinné trouby na 6 — 8
minut pri 450 W. Smés na pfipravu 3,5% gelu o objemu 265 ml jsem
v mikrovinné troubé nechala cca 15 minut. Po uspéSném uvareni

agarosového gelu (z mlééné zbarvené suspenze se stane Ciry gel bez
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bublinek) jsem kadinku s gelem nechala cca 7 — 10 minut na magnetické
michacce a nechala jsem gel za stalého michani vychladnout. Poté jsem
nalila gel do pfipravené formy s potfebnym typem a mnozstvim hfebenu a
nechala jej vychladnout. Nové pripraveny gel jsem bud hned pouzila nebo
jej zatavila do sterilni folie a uskladnila v lednicce.

Formu na pfipravu 2% gelu tvofila 10 cm dlouha a 24,5 cm S$iroka
vaniCka se dvéma hiebeny, které dohromady vytvofily 104 jamek. Formu
na pripravu 3% a 3,5% gelu tvofila 10 cm dlouha a 24,5 cm Siroka vani¢ka
se dvema hrebeny, které dohromady vytvorily 52 jamek. Pfi pfipravé 3,5%
gelu vytvoreného pouzitim 265 ml TBE jsem pouzila 15 cm dlouhou a
24,5 cm Sirokou vanicku se dvéma hrebeny, které dohromady vytvofily 52

Jamek.

4.4 GENOTYPOVANI

4.41 OBECNA CHARAKTERISTIKA GENOTYPOVANI

Genotypovani je jednim z procesu, kterym lze stanovit vyskyt
poSkozenych mist v DNA. Pokud jsou tato mista — genetické zmény —
pfitomna u vice nez 1 % zkoumané populace, muzeme tento jev nazvat
genetickym polymorfismem. Genetické zmény velmi ¢asto ovlivauji expresi
genu, zvysSuji nebo snizuji aktivitu genového produktu nebo mohou
poskodit sestiih mMRNA a poskodit tak jeji stabilitu.

Polymorfismy v nékterych genech mohou mit za nasledek velké
individualni rozdily v rychlosti odbouravani substratid metabolické cesty.

K urCeni genotypu jsem pouzila nejcastéji pouzivanou metodu PCR-
RFLP — polymerazovou fetézovou reakci s naslednou analyzou délky

restrikCnich fragmentu.
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4.4.1.1 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazova rfetézova reakce slouzi k amplifikaci (zmnozeni poctu
viaken) Casti DNA o které vime, Ze obsahuje misto vyskytu zkoumaného
polymorfismu. Prfi provedeni PCR je nutna pfitomnost termostabilni DNA
Taq polymerazy, ktera vyzaduje stalé slozeni reakéni smési b&éhem celého
procesu. To je dosazeno pfitomnosti pufru pro DNA Taq polymerazu.
V reakéni smési jsou také zapotfebi horfeCnaté ionty v podobé MgCl,,
dNTP (deoxyribonukleotidtrifosfaty), steriini PCR voda a primery, které
jednoznacné oznacuji dany usek DNA urCeny k amplifikaci.

DNA Taq polymeraza je schopna syntetizovat komplementarni
vlakno k vlaknu puvodnimu tak, ze k existujicimu useku komplementarniho
vlakna pridava nové nukleotidy ve sméru 5>3" nového vlakna. Timto
existujicim usekem je v nasem pfipadé primer, ktery je syntetizovan uméle
nejCastéji jako 17 - 22 bazi dlouhy oligonukleotid. Pro vytvofeni primeru je
potfeba znat presnou sekvenci DNA, kterou zjistime v internetové databazi

GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov).

Za vhodnych teplotnich podminek (94 °C) dojde v reakCni smesi
k denaturaci puvodniho (templatového) viakna DNA a pfi shizeni teploty
na teplotu tani primerl dojde k vytvoreni vodikovych mustkl primerd
s komplementarni sekvenci v jednom z pUvodnich vlaken. Po nasednuti
primeru je presné uréené misto odkud bude DNA amplifikovana a také
jakym smérem (od 3" konce primeru). V dal$i fazi - po zvySeni teploty na
72°C - dochazi kprodluzovani primeru pfidavanim dalSich
deoxynukleotidu na jeho 3" konec. Pfi jednom cyklu vznikne z jednoho
vlakna jen jedna kopie. Po kazdém cyklu denaturace, nasednuti primerl a
jejich nasledném prodlouzeni vznikaji produkty, které jsou v dalSich
cyklech pouzity jako nové templaty pro dalSi reakci. Produkt se tedy tvori
geometrickou fadou — z x vlaken ziskame po n cyklech x" kopii, coz je pro

dvé pvodni vliakna po 35 cyklech cca 3,44 * 10" kopii.
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Vyslednou kvalitu PCR produktu ovlivhuje kvalita izolované DNA,
poCet cykll a delka jejich jednotlivych intervall, slozeni reakCni smeési,
kvalita pouzité polymerazy a také typ termocycleru. U nékterych
termocyclert muze dochazet k dels§im prodlevam pfi zménach teplot nebo

teplota nemusi byt homogenni a mohou tak vznikat nespecifické produkty.

Obecné podminky PCR reakce jsou:
e 5 minut denaturace DNA pfi 94 °C
e 35cyklt: denaturace DNA pfi 94 °C
nasednuti primerd pfi teploté tani
prodluzovani primeru pfi 72 °C
e 5 minut pfi 72 °C - terminalni elongace

e uchovavani pfi 10 °C

Obecné slozeni reakéni smési pro PCR
e celkovy objem 25
e sterilni PCR voda
e pufr pro DNA Taq polymerazu
e DNA Taqg polymeraza
e deoxyribonukleotidy
e primery
e MgCl,
e DNA

Reakéni smés jsem pfipravovala za chlazeni na ledovém blocku.
Nejprve jsem do eppendorfky napipetovala kromé DNA vySe popsané
slozky reakéni smési a vSe pofadné promichala. Tuto smés jsem

rozpipetovala do jednotlivych PCR zkumavek a nakonec jsem za chlazeni
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pfidala DNA. PCR reakce probihala v termocycleru ,MyCycler gradient
thermal cycler® od firmy BIO-RAD, USA.

Koneény produkt amplifikace byl detekovan elektroforézou na 2%
agarosovém gelu. Pokud reakce probéhla uspédné, byla vgelu (po
obarveni napf. ethidium bromidem a nasledné vizualizaci na
transiluminatoru) vidét jen jedna fada bandu - pruht - stejné vzdalenych od
mista naneseni do gelu. Vzdalenost bandu od startu je zavisla na velikosti
vysledného produktu a muzeme si ji kontrolovat pomoci markeru, ktery
tvofi nékolik rdznych bandl o znamych délkach fragmenti DNA. Pokud
v gelu neni viditelny zadny band, tak PCR neprobéhla, pokud je vidét vice
bandlu, tak PCR probéhla, ale s nespecifickym nasednutim primert a
vznikly i nechténé produkty. Zabranit nechténym produktim reakce Ize
pouze optimalizaci podminek za kterych probiha.

Na 2% agarosovy gel jsem nanesla 7 ul PCR produktu s 10 pl
nanaseciho pufru 1x Loading Dye Solution (Fermentas) a do posledni
jamky 6 ul markeru GeneRuler 50bp DNA Ladder (o koncentraci 0,1ug/ ul;
Fermentas). Elektroforezu jsem nechala probihat 30 minut pfi 100V
v prostfedi 1x TBE pufru. Gel jsem potom cca 25 minut barvila v ethidium
bromidu, které jsem ze zasobniho roztoku (10 mg/ml) naredila 1x TBE
pufrem na koneCnou koncentraci 5 pug/ml. Obarvené gely jsem
vizualizovala na transiluminatoru.

U vzorku, u kterych jsem potvrdila vznik PCR produktu, jsem provedla

restrikci specifickymi restrikCnimi enzymy.

Slozeni 10x TBE pufru:
e 109 g TRIS baze (ne TRIS HCI)
e 55,6 g kyseliny borité
e 93gEDTA
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e pridat injek¢ni vodu do 1 litru, upravit na pH = 8 pomoci HCI konc.
a nechat vysterilizovat v mikrovince 3 x 5 minut

e pred pouzitim nafedit inj. vodou nebo dH,O na poZadovanou
koncentraci

e skladovat v lednicce

Slozeni markeru:
e 110 pl alikvotu GeneRuler 50bp DNA Ladder
e 110 pl nanasejiciho pufru 6x Loading Dye Solution

e 440 pl Cerstvé oteviené sterilni PCR vody

4.41.2 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

RFLP je metodou, pfi které analyzujeme délky vzniklych restrikénich
fragmentlt. K PCR produktu naneseme specifické restrikéni enzymy -
endonukleazy — které rozeznavaji ur€itou sekvenci bazi (vétdinou do osmi
deoxyribonukleotidt). Endonukleazy byvaji voleny tak, aby $tépily produkt
pouze v misté kde by mohlo dojit k jednonukleotidové zaméné bazi (tzv.
polymorfismu). A tak je $tépen bud produkt, kde k zaméné bazi doslo,
anebo produkt, kde se zaména bazi nevyskytuje. Spravnost vyskytu
polymorfismu Ize ovérit sekvenovanim DNA.

Po uspésSném prubéhu restrikce vznikne nastépeny nebo
nenastépeny PCR produkt. Velikost DNA fragmentl zjiStujeme horizontalni
elektroforézou v agarosovém gelu o rlznych koncentracich. Gel po
elektroforéze barvime cca 25 minut v ethidium bromidu a poté
vizualizujeme na transiluminatoru. Délku vzniklych fragmentl zjistime
porovhanim s délkou fragmentli markeru GeneRuler 50bp DNA Ladder,

jejichz velikost je presné urCena.
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Gely, kterymi jsem potvrdila vznik PCR produktu i délku vzniklych
fragmentu, jsem vyfotila digitalnim fotoaparatem Sony, ulozila na médium

a vytiskla do laboratorniho deniku.

4.42 POLYMORFISMUS V POZICI -25 385
Mutace v genu PXR — sekvence aggtt(C/T)tcttt — byla zjiStovana

modifikovanou metodou podle prace [38].

Primery pouzité pro PCR:
e MuF:5 -TTTTTGGCAATCCCAGATT-3
e R:3 -TAAAAG GCAAAC AAGTACAAGC -5’

Slozeni reakéni smési pro PCR (vztazeno na jeden vzorek):
e 2,50 ul 10x pufru pro DNA Taq polymerazu
2,50 ul ANTP

e 0,32 ul primeru Ups MuF

e 0,32 ul primeru Ups R

e 4,00 pl MgCl; (25mM)

e 0,15 ul polymerazy Taq DNA pol
e 15,30 ul sterilni PCR vody

1 ul DNA

Podminky PCR reakce:
e 2 minuty pfi 94 °C
e 35 cykll—30spfi94 °C, 60 s pii53,5°Cad40spii72°C
e 7 minutpfi72°C
e «pfi10°C
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Produkt PCR reakce meél velikost 124 bp. Restrikce probihala
enzymem Smul 18 hodin pfi 37 °C. Velikost restrikénich fragmentu byla
e 107 bp a 17 bp pro homozygota (wt/wt)
e 124 bp, 107 bp a 17 bp pro heterozygota (v/wt)

e 124 bp pro variantniho homozygota (v/v)

Slozeni restrikni smési (pro jeden vzorek):
e 0,15 ul enzymu Hinfl
e 2 ul pufru 10x Buffer R
e 7.5 ul sterilni PCR vody

Enzym Hinfl stépi vznikly produkt v mistech, kde se vyskytuje tato
sekvence 5...GJANTC .. &
3..CTNAT G ...5

Velikost restrikCnich fragmentl jsem ovéfovala elektroforézou na

3,5% agarosovém gelu. Elektroforéza probihala pfi 100 V po dobu 120

minut. V 15 cm dlouhém gelu byly dva hiebeny. Pri této elektroforéze bylo

nutno dbat na velmi dobré chlazeni.

4.4.3 POLYMORFISMUS V POZICI -24 113
Mutace v genu PXR v misté intronu 1 — sekvence gggtg(G/A)aaaaa

— byla zjistovana modifikovanou metodou podle prace [38].
Primery pouzité pro PCR:

e F:5-CGGAGCAAAGAACTT ACCACC-3
e R:5 -GGAGCTGGTTGTATGTGTGACT-3°
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Slozeni reakéni smési pro PCR (vztazeno na jeden vzorek):
e 250 ul 10x pufru pro DNA Taqg polymerazu
e 2,50 Wl dNTP
e 0,32 pl primeruint1 F
e 0,32 ul primeru int1 R
e 1,88 ul MgCl; (25mM)
e 0,10 ul polymerazy Taq DNA pol
e 17,38 ul sterilni PCR vody
1 ul DNA

Podminky PCR reakce:
e 2 minuty pfi 94 °C
e 35cyklu—-30spfi94 °C,45spfi65°Cad40spfi72°C
e 7 minutpfi72 °C
e «pfi10°C

Produkt PCR reakce meél velikost 311 bp. Restrikce probihala
enzymem Hphl 18 hodin pfi 37 °C. Velikost restrikénich fragmentl byla
e 311 bp pro homozygota (wt/wt)
e 311 bp, 194 bp a 117 bp pro heterozygota (v/wt)
e 194 bp a 117 bp pro variantniho homozygota (v/v)

SlozZeni restrikéni smési (pro jeden vzorek):
e 0,15 ul enzymu Hphl
e 2 ul pufru 10x Buffer B
e 7,85 ul sterilni PCR vody
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Enzym Hphl $tépi vznikly produkt v mistech, kde se vyskytuje tato
sekvence 5. GGTGA (N)g |... 3
3...CCACT (N); 1... 5

Velikost restrikénich fragmentl jsem ovéfovala elektroforézou na 3%

agarosovém gelu. Elektroforéza probihala pfi 100 V po dobu 65 minut.

V 10 cm dlouhém gelu byly dva hiebeny.

444 POLYMORFISMUS V POZICI 7 635
Mutace v genu PXR v misté intronu 5 — sekvence ctctc(A/G)cccec —

byla zjiStovana modifikovanou metodou podle prace [38].

Primery pouzité pro PCR:
e F:5 -GGTTGT GAG GGG AGAGATGA-3
e R:5 -ACCTGC ATATCC TGG CGT AG- 3’

Slozeni reakéni smési pro PCR (vztazeno na jeden vzorek):
e 2,50 pl 10x pufru pro DNA Taqg polymerazu
e 2,50 uldNTP
e 0,32 ul primeru intS F
e 0,32 ul primeru intd R
e 1,88 ul MgCl;, (25mM)
e 0,10 pl polymerazy Tag DNA pol
e 17,38 ul sterilni PCR vody
1 1l DNA
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Podminky PCR reakce:
e 2 minuty pri 94 °C
e 35cykli—30spfi94°C,45spli63 °Ca4d40spii72°C
e 7/ minutpfi72 °C
e »pfi10°C

Produkt PCR reakce mél velikost 404 bp. Restrikce probihala
enzymem Hphl 18 hodin pfi 37 °C. Velikost restrik¢nich fragmentu byla
e 404 bp pro homozygota (wt/wt)
e 404 bp, 331 bp a 73 bp pro heterozygota (v/wt)
e 331 bp a 73 bp pro variantniho homozygota (v/v)

SlozZeni restrikéni smeési (pro jeden vzorek):
e 0,15 ul enzymu Hphl
e 2 ul pufru 10x Buffer B
e 7,85 ul sterilni PCR vody

Enzym Hphl $tépi vznikly produkt v mistech, kde se vyskytuje tato
sekvence 5. GGTGA (N) |... &
3...CCACT (N); 1... 5

Velikost restrikénich fragmentl jsem ovérovala elektroforézou na 3%

agarosovém gelu. Elektroforéza probihala pfi 100 V po dobu 65 minut.

V 10 cm dlouhém gelu byly dva hiebeny.

4.4.5 POLYMORFISMUS V POZICI 10 799
Mutace vgenu PXR v misté jeho nepiekladaného regionu -
sekvence atggc(G/A)ggcac — byla zjistovana modifikovanou metodou

podle prace [38].
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Primery pouzité pro PCR:

TspF :5"-TCT TCC GAG CTG CTT TGT - 3
TspR:3 - GGG AAATTC CTT GTG CTG -5’

Slozeni reakéni smési pro PCR (vztazeno na jeden vzorek):

2,50 pl 10x pufru pro DNA Taq polymerazu
2,50 ul ANTP

0,32 ul primeru 3'UTRdef TspF

0,32 wl primeru 3'UTRdef TspR

2,88 ul MgCl, (25mM)

0,10 wl polymerazy Tag DNA pol

16,38 ul sterilni PCR vody

1 ul DNA

Podminky PCR reakce:

2 minuty pfi 94 °C

35 cyklu — 30 s pfi 94 °C, 45 s pfi 61 °C a40 s pfi 72 °C
7 minut pri 72 °C

« pfi 10 °C

Produkt PCR reakce mél velikost 558 bp. Restrikce probihala

enzymem Smul 18 hodin pfi 37 °C. Velikost restrik&nich fragmentu byla

354 bp a 204 bp pro homozygota (wt/wt)
558 bp, 354 bp a 204 bp pro heterozygota (v/wt)
558 bp pro variantniho homozygota (v/v)
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Slozeni restrik¢ni smési (pro jeden vzorek):
e 0,5l enzymu Smul
e 2 ul pufru 10x Buffer B
e 7.5 ul sterilni PCR vody

Enzym Smul $tépi vznikly produkt v mistech, kde se vyskytuje tato
sekvence 5. CCCGC (N) ...3
3..GGGCG (N) ...5

Velikost restrikCnich fragmentu jsem ovérovala elektroforézou na 3%

agarosovém gelu. Elektroforéza probihala pfi 100 V po dobu 60 minut.

V 10 cm dlouhém gelu byly dva hiebeny.

4.5 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Predpokliadané genotypové frekvence byly vypocitany podle Hardy-
Weinbergova vztahu:

(ptq)’ =p’+2pq+q’ kdeplatip+q=1

p = frekvence vyskytu  wild-type" alely vypocitana 2z pozorovanych
genotypovych frekvenci — poCet homozygotu pro ,wild-type* alelu + polovina
poctu heterozygotu
q = frekvence vyskytu variantni alely vypocCitana z pozorovanych
genotypovych frekvenci — poet homozygotl pro variantni alelu + polovina
poctu heterozygotu

p2 = frekvence vyskytu homozygotl pro ,wild-type* alely (bez vyskytu SNP)

q° = frekvence vyskytu homozygot( pro variantni alely (vyskyt SNP v obou

alelach)
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2pq = frekvence vyskytu heterozygotu (vyskyt SNP pouze v jedné alele)

Konfidenc¢ni interval byl vypocitan ze vztahu :

p(1-
Cl=p=+196  BUP
kde p znaCi pozorovanou genotypovou frekvenci a n je pocCet vSech alel

(tedy dvojnasobny pocet jedincl)

V programu STATGRAPHICS Plus byl proveden % test a byla jim
urcena hladina spolehlivosti, na které plati nulova hypotéza, z2e mezi
pozorovanymi genotypovymi frekvencemi u jednotlivych sledovanych

souboru neexistuje rozdil.
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5 VYSLEDKY

Vékové slozeni sledovanych skupin

180 172 W [SZpac
] 0 ort
160
O Dobr

140
5 120
O
[
5 100
Q2
2 80
o

60 49 51

44 42
36
40 27
24 29 23
20
6
130 0 0 0 .J:Jo
0 — ]

0-19 20-29 30-39 40 - 49 50 -59 60-69 Veék
Graf 5.1: Vékové slozeni skupiny dobrovolniku, pacientl z ortopedie (ort) a

skupiny pacientu s ISZ (ISZpac)
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Graf 5.2: Slozeni sledovanych skupin podle pohlavi
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51 FREKVENCE VYSKYTU POLYMORFISMU GENU PXR V CESKE
POPULACI A U SOUBORU NEMOCNYCH A KONTROL

Na zakladé predbéznych vysledku jsem kontroly ziskane
z ortopedické ordinace rozdélila na skupinu bez farmakologické |éCby (ort

nelécena) a skupinu s farmakoterapii (ort Ié€ena).

5.1.1 POLYMORFISMUS V POZICI -25 385

107 bp -
viwt viwt wiiwt viv wi/wt viv viv wiiwt M

Obrazek 5.1.1.1: Velikost restrikénich fragmentl u polymorfismu
genu PXR v pozici -25 385, kde M znaci marker (GeneRuler 50bp DNA

Ladder), wt ,wild-type" alelu a v variantni alelu
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Tabulka 5.1.1.1: Srovnani pozorovanych genotypovych frekvenci
s prfedpokladanymi genotypovymi frekvencemi
Pozorovana Predpokl.
Sledovany Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp. cl
soubor skupina jedinci  frekvence frekvence frekvence
0,3486
wi 69 0,4012 0,6192 0,3834 -
0,4538
Dobr 0,3828
n=172 ht 75 0,4360 0,4716 -
0,4892
0,1232
Y 28 0,1628 0,3808 0,1450 -
0,2024
0,3720
wit 63 0,4286 0,6531 0,4265 -
0,4851
ort 0,3921
neléCena ht 66 0,4490 0,4531 -
n =147 0,5058
0,0850
Y 18 0,1224 0,3469 0,1204 -
0,1599
0,2873
wt 27 0,3649 0,5743 0,3298 -
0,4424
ot 0,3394
lécena ht 31 0,4189 0,4890 -
n=74 0,4984
0,1499
Vv 16 0,2162 0,4257 0,1812 -
0,2825
Vysledky y° testu:
Dobr vs ort nelé¢ena ¥ =1,07 P = 0,586
Dobr vs ort lé¢ena v? =1,04 P =0,596
ort Ié&ena vs ort nelédena v? = 3,40 P =0,182
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Tabulka 5.1.1.2: Porovnani genotypovych frekvenci v zavislosti na pohlavi

Genotyp. Dobr ort nelecena ort léCena ISZpac
skupina .. . .. . .. . .. .
muzi  Zzeny  muZi  Zzeny  muZzi  zeny  muZzi  zeny
25 44 38 25 13 14 18 28

40,98% 39,64% 39,58% 49.02% 37,14% 35,90%%33,96% 43,08%

" 24 51 47 19 14 17 25 27
39.35% 4595% 48.96% 37.25% 40.00% 4359% 4717% 41,54%

12 16 11 7 8 8 10 10
19.67% 14.41% 11,46% 1373% 22,86% 20,51% 18,87% 15,38%

5 61 111 96 51 35 39 53 65

Vysledky y° testu: muzi vs zeny

Dobr v* =1,08 P=0,583
ort nelééena v =1,85 P= 0,397
ort légena v* =0,11 P= 0,946
ISZpac ¥° =1,04 P= 0,594
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Tabulka 5.1.1.3: Porovnani genotypovych frekvenci mezi kontrolnim
souborem a pacienty trpicimi idiopatickymi stfevnimi zanéty
Pozorovana Predpokl.
Sledovany Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp.
. L Cl
soubor skupina jedincu  frekvence frekvence  frekvence
0,3575
wt 132 0,4138 0,6348 0,4030 -
0,4701
kontrolni 0,3852
skupina ht 141 0,4420 0,4636 -
n=319 0,4988
0,1040
Vv 46 0,1442 0,3652 0,1334 -
0,1844
0,3276
wt 46 0,3898 0,6102 0,3723 -
0,4520
ISZpac 0,3774
n=118 ht 52 0,4407 0,4757 -
0,5040
0,1170
v 20 0,1695 0,3898 0,1520 -
0,2220
Vysledky ¥ testu:
Kontrolni skupina vs 1SZpac v =0,49 P =0,784

57



5.1.2 POLYMORFISMUS V POZICI -24 113

oo e oo oo Reo oo e “ra¥ew R g oo g e R

i

viwt viwt  viwt ViV viv. whwt v viwt M

Obrazek 5.1.2.1: Velikost restrikénich fragmentd u polymorfismu
genu PXR v pozici -24 113, kde M znaci marker (GeneRuler 50bp DNA

Ladder), wt ,wild-type" alelu a v variantni alelu
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Tabulka 5.1.2.1: Srovnani pozorovanych genotypovych frekvenci
s predpokladanymi genotypovymi frekvencemi
Pozorovana Predpokl.
Sledovany Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp.
) S Cl
soubor skupina  jedincu frekvence frekvence  frekvence
0,3600
wt 71 0,4128 0,6308 0,3979 -
0,4656
Dob 0,3828
IR ht 75 0,4360 0,4658 -
0,4892
0,1128
Y 26 0,1512 0,3692 0,1363 -
0,1896
0,3520
wt 60 0,4082 0,6565 0,4309 -
0,4643
ort 0,4394
neléCena ht 73 0.4966 0,4510 -
n =147 0,5538
0,0617
Y 14 0,0952 0,3435 0,1180 -
0,1288
0,2111
wt 21 0,2838 0,5135 0,2637 -
0,3564
ort 0,3792
léCena ht 34 0,4595 0,4996 -
n=74 0,5397
0,1864
Y 19 0,2567 0,4865 0,2367 -
0,3271
Vysledky v testu dobré shody:
Dobr vs ort nelé¢ena v? =261 P=0,272
Dobr vs ort [é€ena v? =5,52 P =0,063
ort lé&ena vs ort nelééena ¥?=10,82 P = 0,005
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Vzhledem ke statisticky signifikantnimu rozdilu alelické frekvence

pacientu na dlouhodobé medikamentosni terapii ve srovnani s pacienty

neléCenymi a hrani¢ni signifikance se zdravymi dobrovolniky neni mozné

tuto skupinu zaradit do kontrolniho souboru. Proto v dalSich vypoctech

zahrnuji do kontrolni skupiny pouze skupinu dobrovolniki a skupinu

pacientu ortopedie, ktefi nejsou dlouhodobé 1é€eni farmaky.

Tabulka 5.1.2.2: Porovnani genotypovych frekvenci v zavislosti na pohlavi

Genotyp. Dobr ort nelécena ort léCena ISZpac
skupina .. . .. . .. . . .
muzi  Zeny  muZi  Zeny  muZi  Zeny  muZi  Zeny
25 46 37 23 8 13 22 30
wt 40,98% 41.44% 38,54% 4510% 22,86% 33,33% 141,51% 46,15%
26 49 47 26 15 19 23 26
ht 42,62% 44,14% 48,96% 50,98% 42,86% 48,72% 143,40% 40,00%
10 16 12 2 12 7 8 9
v 16,40% 14,42% 12,50% 3,92% 34,28% 17,95% 1509% 13,85%
2 61 111 96 51 35 39 53 65

Vysledky %? testu: muzi vs zeny

Dobr v? =0,12 P= 0,940
ort nelégena y* =295 P= 0,229
ort lééena v2 =277 P= 0,251
ISZpac v? =0,26 P= 0,880

60



Tabulka 5.1.2.3: Porovnani genotypovych frekvenci

souborem a pacienty trpicimi idiopatickymi stievnimi zanéty

mezi

kontrolnim

Pozorovana Predpokl.
Sledovany Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp.
. . Cl
soubor skupina  jedincu frekvence frekvence  frekvence
0,3544
wt 131 0,4107 0,6426 0,4130 -
0,4669
kontrolni 0,4069
skupina ht 148 0,4639 0,4593 -
n=319 0,5210
0,0875
Y 40 0,1254 0,3574 0,1277 -
0,1632
0,3774
wit 52 0,4407 0,6484 0,4204 -
0,5040
ISZpac 0,3524
n=118 ht 49 0,4153 0,4560 -
0,4782
0,0992
Y 17 0,1440 0,3516 0,1237 -
0,1888
Vysledky y? testu:
Kontrolni skupina vs ISZpac v? =0,87 P =0,647

61



5.1.3 POLYMORFISMUS V POZICI 7 635

o i

331bp
wt/wt  viwt viv viv.  viv viwt  viwt whwt M

Obrazek 5.1.3.1: Velikost restrik¢nich fragmentl u polymorfismu
genu PXR v pozici 7635, kde M znaci marker (GeneRuler 50bp DNA

Ladder), wt ,wild-type" alelu a v variantni alelu
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Tabulka 5.1.3.1: Srovnani pozorovanych genotypovych frekvenci
s predpokiadanymi genotypovymi frekvencemi
Pozorovana Predpokl.
Sledovany Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp. cl
soubor skupina  jedincl frekvence frekvence  frekvence
0,0819
wt 20 0,1163 0,3605 0,1300 -
0,1507
Dobr 0,4348
n=172 ht 84 0,4884 0,4611 -
0,5420
0,3429
v 68 0,3953 0,6395 0,4090 -
0,4477
0,1580
wt 30 0,2041 0,4388 0,1925 -
0,2502
ort 0,4123
nelécena ht 69 0,4694 0,4925 -
n =147 0,5264
0,2729
v 48 0,3265 0,5612 0,3150 -
0,3801
0,1261
wt 14 0,1892 0,4324 0,1870 -
0,2523
ort 0,4060
lecena ht 36 0,4865 0,4909 -
n=74 0,5670
0,2489
v 24 0,3243 0,5676 0,3221 -
0,3997
Vysledky x? testu:
Dobr vs ort nelé¢ena v? = 4,99 P =0,083
Dobr vs ort Ié&ena v? =2,69 P = 0,261
ort Ié€ena vs ort nelécena x?' =0,09 P =0,958
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Tabulka 5.1.3.2: Porovnani genotypovych frekvenci v zavislosti na pohlavi

Genotyp. Dobr ort nelecena ort le¢ena ISZpac
skupina .. 5 .. 5 .. ; .. .
muzil zeny muzl zeny muzi zeny muzl zeny
9 11 22 8 5 9 M 11
wt

14,75% 991% 22,92% 1569% 14,29% 23,08% 20,75% 16,92%

" 32 52 36 33 19 17 23 29
52,46% 46,85% 37.50% 64,71% |54,28% 43,59% | 43.40% 44 ,62%
20 48 38 10 1 13 | 19 25
\Y

32,79% 4324% 39,58 19,60%  3143% 33,33% 35,85% 38,46%

61 11 96 51 35 39 53 65

™~

Vysledky ¥? testu: muzi vs zeny

Dobr ¥ =214 P= 0,344
ort nelééena v’ =10,18 P= 0,006
ort lé¢ena v° =121 P= 0,547
ISZpac v? =0,29 P= 0,864
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Tabulka 5.1.3.3: Porovnani

souborem a pacienty trpicimi idiopatickymi stfevnimi zanéty

genotypovych frekvenci

mezi

kontrolnim

Pozorovana Pfedpokl.
Sledovany Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp.
. . Cl
soubor skupina  jedincu frekvence frekvence  frekvence
0,1152
wt 50 0,1567 0,3966 0,1573 -
0,1983
kontrolni 0,4225
skupina ht 153 0,4796 0,4786 -
n=319 0,5367
0,3086
v 116 0,3637 0,6034 0,3641 -
0,4186
0,1367
wt 22 0,1864 0,4068 0,1654 -
0,2361
ISZpac 0,3774
n=118 ht 52 0,4407 0,4826 -
0,5040
0,3112
Vv 44 0,3729 0,5932 0,3519 -
0,4346
Vysledky y? testu:
Kontrolni skupina vs 1SZpac v? =0,76 P = 0,684
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5.1.4 POLYMORFISMUS V POZICI 10 799

558bp S
354 bp L e
204 bp

viwt  wtwt  wtwt viwt viv whwt  wtiwt  viwt M

Obrazek 5.1.4.1: Velikost restrikénich fragmentl u polymorfismu
genu PXR v pozici 10 799, kde M znaci marker (GeneRuler 50bp DNA

Ladder), wt ,wild-type" alelu a v variantni alelu
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Tabulka 5.1.4.1: Srovnani pozorovanych genotypovych frekvenci
s predpokiadanymi genotypovymi frekvencemi
Pozorovana Predpokl.
Sledovany Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp. cl
soubor skupina jedincl frekvence frekvence  frekvence
0,7723
wt 140 0,8140 0,8925 0,7966 -
0,8557
Dobr 0,1180
n=172 ht 27 0,1570 0,1919 -
0,1960
0,0110
Y 5 0,0290 0,1075 0,0116 -
0,0470
0,7351
wt 115 0,7823 0,8776 0,7701 -
0,8295
ort 0,1456
nelécena ht 28 0,1905 0,2149 -
n=147 0,2354
0,0086
v 4 0,0272 0,1224 0,0150 -
0,0458
0,6876
wt 56 0,7568 0,8649 0,7480 -
0,8259
ort 0,1499
leCena ht 16 0,2162 0,2337 -
n=74 0,2825
0,0009
vt 2 0,0270 0,1351 0,0183 -
0,0532
Vysledky y° testu:
Dobr vs ort neléena v? =0,62 P =0,732
Dobr vs ort lé&ena v? =1,26 P =0,533
ort Ié&ena vs ort nelégena v2=0,21 P =0,902
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Tabulka 5.1.4.2: Porovnani genotypovych frekvenci v zavislosti na pohlavi

Genotyp. Dobr ort nelécena ort léCena ISZpac
skupina
P muzi zeny muzi zeny muzi zeny muzi zeny
50 90 75 40 26 30 41 48
wt 81,97% 81,08% 78,13% 78,43% 74,29% 76,92% 77,36% 73,85%
9 18 18 10 8 8 12 15
ht 14,75% 1622% 18,75% 19.61% 22,86% 20,51% 22,64% 23,08%
2 3 3 1 1 1 0 2
v 328% 270% 312% 196% 2,85% 2,57% - 0,00% 3,07%
z 61 111 96 51 35 39 53 65

Vysledky % testu: muzi vs zeny

Dobr v? =0,10 P= 0,950
ort nelééena v? =0,18 P=0,914
ort lé¢ena v? =0,07 P= 0,966
ISZpac v =1,68 P= 0,432
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Tabulka 5.1.4.3: Porovnani genotypovych frekvenci mezi kontrolnim

souborem a pacienty trpicimi idiopatickymi stfevnimi zanéty

Pozorovana Predpokl.
Sledovany Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp.
. . Cl
soubor skupina jedincu  frekvence frekvence frekvence
0,7536
wt 255 0,7994 0,8856 0,7842 -
0,8452
kontrolni 0,1292
skupina ht 55 0,1724 0,2027 -
n=319 0,2156
0,0093
v 9 0,0282 0,1144 0,0131 -
0,0471
0,6993
wt 89 0,7542 0,8686 0,7544 -
0,8091
ISZpac 0,1752
n=118 ht 27 0,2288 0,2283 -
0,2824
0,0005
Y 2 0,0170 0,1314 0,0173 -
0,0335
Vysledky ¥? testu:
Kontrolni skupina vs ISZpac v’ =212 P =0,347
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5.2 FREKVENCE VYSKYTU VARIANTNICH ALEL

Tabulka 5.2.1: Srovnani frekvence vyskytu variantnich alel genu PXR

kontrolni skupiny a publikovanych frekvenci u béloSské a afroamerické
populace podle [38]

Polymorfismus Polymorfismus Polymorfismus Polymorfismus

V pOzici V pozici V pozici V pozici
-25 385 -24 113 7 635 10 799
Kontrolni
_ 0,37 0,36 0,60 0,11
skupina
BéloSska.
0,39 0,39 0.65 0,13
populace
Afroamer.
0,32 0,32 0,23 0,14
populace
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6 DISKUSE

Cilem této studie bylo ovérit hypotézu zda jsou polymorfismy genu
PXR rizikovym faktorem pro vznik idiopatickych stfevnich zanétl a popsat
frekvenci vyskytu variantnich alel u zdravé populace.

Sledovala jsem jednonukleotidové polymorfismy (SNP) genu PXR ve
Ctyfech pozicich oznacenych jako -25 385, -24 113, 7635 a 10 799 . Tato
Cisla znamenaji pozici SNP v genu vu¢i zac¢atku transkripce — tedy prvni a
druha pozice SNP jsou v mistech nepfekladanych oblasti genu.

Jednotlivé naméfené genotypové frekvence ve vSech pozicich jsem
porovnavala s genotypovymi frekvencemi vypocitanymi podle rovnice
Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Z méfeni jsem urcila frekvenci vyskytu
variantni alely a tu jsem srovnavala s alelickymi frekvencemi u bélosské
populace v praci Zhanga et al. [38].

Vzorky DNA, které jsem méla k dispozici, jsem rozdélila na nékolik
skupin — Dobr, ort IéCena, ort neléCena a 1SZpac. Do skupiny oznacené
jako Dobr patfili studenti vysokych Skol, ktefi netrpéli zadnou nemoci a
nebyli na diouhodobé medikamentosni terapii. Ve skupiné ort [éCena byli
zarazeni pacienti ortopedické ordinace, ktefi prodélali uraz kolenniho
kloubu a byli dlouhodobé |é€eni farmaky vétSinou ze skupiny
antihypertenziv. Skupinu ort neléCena také tvorili pacienti ortopedické
ordinace po urazu kolenniho kloubu, ale bez systémového onemocnéni a
dlouhodobé medikamentosni terapie. Skupinou I[SZpac byli nazvani
pacienti 4. interni kliniky VSeobecné fakultni nemocnice v Praze, ktefi trpi
nékterym z idiopatickych stfevnich zanétl. Slozeni sledovanych skupin
podle véku a pohlavi je uvedeno v grafech 5.1 a 5.2 na strané 53.

Pri zpracovani vysledkd jsem mezi sebou porovnavala jednotlivé
skupiny. Také jsem zjistovala jestli je rozdilna genotypova frekvence mezi

pohlavimi.
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U polymorfismu v pozici -25 385 (obrazek 5.1.1.1) se variantni alela
vyskytuje v 38,08 % ve skupiné Dobr; 34,69 % ve skupiné ort neléCena a
ve 42,57 % u skupiny ort lé8ena. Podle y? testu neni mezi frekvencemi
vyskytu variantni alely statisticky signifikantni rozdil — tabulky 5.1.1.1 a
5.1.1.2. Pfi porovnavani alelickych frekvenci mezi muzi a zenami rovnéz
nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil.

Variantni alela se vyskytuje v 38,98 % u pacientl s ISZ (tabulka
5.1.1.3), coz se shoduje s publikovanymi daty (39 % vyskyt var. alely
v béloSské populaci) a blizi se i vysledkim u kontrolniho souboru (36,52
%). Proto lze pfedpokladat, ze vyskyt tohoto polymorfismu neni rizikovym

faktorem pro vznik idiopatickych stfevnich zanéta.

U polymorfismu v pozici -24 113 (obrazek 5.1.2.1) jsem nameérila
nasledujici frekvenci vyskytu variantni alely: u skupiny Dobr se tato alela
vyskytuje v 36,92 % ; ve skupiné ort neléena v 34,35 % a ve skupiné ort
léCena v 48,65 %. Porovnanim téchto vysledku xz testem byl zjistén
signifikantni rozdil alelické frekvence mezi skupinami ort Ié€ena a ort
nelécena — tabulky 5.1.2.1 a 5.1.2.2. Tento statisticky vyznamny rozdil (p =
0,005) by mohl byt zplsoben asociaci nékterych systémovych onemocnéni
s vyskytem polymorfismu PXR. Z téchto davodl jsem do kontrolniho
souboru zahrnula pouze skupiny Dobr a ort neléCena, ve kterych zadny
z jedincu netrpi systémovym onemocnénim a nebyl dlouhodobé lécen
farmaky.

Variantni alela v pozici -24 113 se u pacientl s ISZ (tabulka 5.1.2.3)
vyskytuje v 35,16 %, v kontrolnim souboru v 3574 %. Xz testem bylo
prokazano, ze ve frekvenci neni mezi skupinami statisticky vyznamny
rozdil. V alelickych frekvencich v této pozici také nebyl zjistén rozdil mezi

pohlavimi. Zjisténa frekvence vyskytu variatni alely se vyznamné nelisi od
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dostupnych literarnich udaju v bélo$ské populaci. Polymorfismus v pozici -

24 113 také neni rizikovym faktorem vzniku idiopatickych stfevnich zanétl.

U polymorfismu v pozici 7 635 (obrazek 5.1.3.1) jsem namérila
nasledujici vyskyt variantni alely — 63,95 % u skupiny Dobr; 56,12 % u
skupiny ort neléena a 56,76 % u skupiny ort [é€ena. Po porovnani skupin
v* testem byla zjiténa hraniéni signifikance mezi skupinami Dobr a ort
neléCena — tabulky 5.1.3.1 a 5.1.3.2. Pfi porovnavani alelickych frekvenci
mezi muzi a zenami byl pouze ve skupiné ort neléfena nalezen statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,006). Tento rozdil Ize nejspiSe vysvétlit relativné
malym poltem Zen ve skupiné ort neléCena a tudiz relativné malym
pocCtem jedincu v porovnavanych souborech.

Vyskyt variantni alely u pacientu s ISZ (tabulka 5.1.3.3) je 59,32 %,
v kontrolnim souboru 60,34 %. Podle literarnich udaju je variantni alelicka
frekvence v pozici 7 635 je 65 % v bélodské populaci (tabulka 5.2.1), coz
neni vyznamné odlisné od naméfenych hodnot kontrolniho souboru. Mohu
se tedy domnivat, ze ani vyskyt polymorfismu v pozici 7 365 neni rizikovym

faktorem pro vznik ISZ.

U polymorfismu v pozici 10 799 (obrazek 5.1.4.1) jsem naméfila
10,75% vyskyt variantni alely ve skupiné Dobr; 12,24% vyskyt variantni
alely ve skupiné ort neléCena a 13,51% vyskyt var. alely ve skupiné ort
lé¢ena. Vysledky y* testu prokazaly, ?e mezi skupinami neni zadny
statisticky vyznamny rozdil — tabulky 5.1.4.1 a 5.1.4.2. Pfi porovnani
alelickych frekvenci mezi obéma pohlavimi také nebyl nalezen zadny
statisticky vyznamny rozdil.

Variantni alela v pozici 10 799 se u pacientu s ISZ (tabulka 5.1.4.3)

vyskytuje v 13,14 %; coz je srovnatelné s vyskytem v bélosské populaci
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(13 %). Vyskyt variantni alely v této pozici také neni rizikovym faktorem pro
vznik idiopatickych stfevnich zanéta.

Pozorované genotypove frekvence maji normalni distribuci ve v8ech
souborech a jsou ve shodé s literarnimi udaji o vyskytu variantnich alel
v béloSské populaci. Nepozorovala jsem vyznamny rozdil v alelické
frekvenci vSech sledovanych polymorfisma PXR mezi kontrolnim
souborem a souborem pacientu s ISZ a proto neni pravdépodobné, Ze by
sledované polymorfismy byly rizikovym faktorem pro vznik tohoto

onemocneéni.

7 SOUHRN

Idiopatické strevni zanéty patii k onemocnénim u kterych nezname
puvod jejich vzniku. Mezi potencialni rizikové faktory vzniku ISZ patfi
vyskyt polymorfismu v genu MDR71, ktery snizuje miru exprese P-
glykoproteinu. Exprese P-gp je také regulovana komplexem PXR/SXR a
proto existuje teoreticky predpoklad, ze funk¢ni polymorfismy genu PXR
ovliviujici expresi ciloveho genu MDR1 mohou byt dalSim genetickym
faktorem zvysujicim riziko vzniku a progrese onemocnéni.

Cilem studie bylo tuto hypotézu ovéfit a zjistit zda jsou polymorfismy
genu PXR rizikovym faktorem pro vznik idiopatickych stfevnich zanéti a
popsat frekvenci vyskytu variantnich alel u zdravé populace a u populace
pacientu trpicich nékterym z ISZ.

Vyskyt jednonukleotidovych polymorfismi genu PXR jsem zjiStovala
z krve zdravych dobrovolnikd i nemocnych s ISZ. Ze ziskané krve jsem
izolovala DNA. Metodou stanoveni SNP byla polymerazova fetézova
reakce s naslednym S$tépenim vzniklych PCR produktl specifickymi
endonukleazami. Vznik PCR produktd i délku vzniklych restrikénich
fragmentu jsem odecitala zagarosovych geld obarvenych ethidium

bromidem na transiluminatoru. Jednotlivé genotypy jsem urCovala podle
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délky vzniklych restrikénich fragmentl (velikosti téchto fragmentd jiz byly
popsany v ruznych publikacich) porovnanim s markerem o pfesné
definovanych velikostech fragmentu.

Analyzovala jsem tfi soubory — studenty vysokych $kol (oznaceni
jako Dobr), kontrolni pacienty z ortopedie (ort.) a pacienty s idiopatickymi
stfevnimi zanéty. Kontrolni pacienty z ortopedie jsem rozdélila na dvé
podskupiny oznacené jako ort. |léCena a ort. nelé€ena, mezi kterymi jsem
pozorovala statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu polymorfismu v pozici
-24 113. Toto naznacCuje moznost asociace systémovych onemocneni
s vyskytem polymorfismu genu PXR. Ztohoto duvodu nebyla do
kontrolniho souboru uréenému pro srovnani s pacienty s ISZ zahrnuta
skupina ort IéCena.

Pozorované genotypové frekvence se ve vS8ech sledovanych
skupinach shoduji s pfedpokladanymi genotypovymi frekvencemi podle
rovnice Hardy-Weinbergovy rovnovahy, coZ ilustruje jejich normalni
distribuci vzhledem ke zjisténym alelickym frekvencim.

Alelické frekvence vsech sledovanych polymorfismi genu PXR
v kontrolnim souboru se shoduji s literarnimi udaji o vyskytu variantnich
alel v bélosské populaci. Alelické frekvence vSech sledovanych
polymorfismi PXR v kontrolnim souboru se také shoduji s frekvenci
variantnich alel ve sledovaném souboru pacientli s ISZ.

Vzhledem ke shodé vyskytu polymorfismli vgenu PXR mezi
kontrolni skupinou a skupinou pacientu s ISZ jsem neprokazala, ze by
sledované polymorfismy mohly byt rizikovym faktorem pro vznik tohoto

onemocnéni.
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