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Abstrakt

Nuklearni receptory reguluji diky interakcim s xenobiotiky expresi enzymu 1. i II. faze
biotransformace a mnoha Iékovych transportéru, jez jsou zapojeny Vv procesu eliminace 1é¢iv
z organizmu. Pti aktivaci nuklearnich receptori muze dojit k farmakokinetickym 1ékovym
interakcim, pfi nichz latka zvySuje aktivitu biotransformac¢nich enzymi nebo transportéri
podilejicich se na eliminaci jiného spole¢né podaného 1é€iva.

Diplomova prace je shrnutim v soucasnosti dostupnych poznatkl, které se tykaji
transkripni regulace lékovych transportérti prostfednictvim nejdilezitéjSich nuklearnich
receptoril a transkripcnich faktorti. Nejvétsi dilezitost je vénovana lékovym transportérim
ze skupiny ABC transportéri. Jako zdroj informaci byly pouzity databaze PubMed,
HighWire a ScienceDirect. Celkem jsem nalezla informace o 25 transportérech

regulovanych prostfednictvim 10 nuklearnich receptort a transkrip&nich faktora.

Abstract

Nuclear receptors activated by transcriptional factors control expression of
biotransformation enzymes and many drug transporters, which are involved in drug
elimination trough the interactions with xenobiotics. When the nuclear receptors are
activated, mechanism of pharmacokinetics drug interactions is triggered and drugs increase
activity of biotransformation enzymes or transporters involved in elimination of another
co-administrated drug.

This dissertation summarizes our current knowledge concerning transcriptional regulation
of drug transporters via the most important nuclear receptors and transcriptional factors. The
greatest importace is devoted to the ABC transporters. Databases PubMed, HighWire and
ScienceDirect were used as a source of information. | have found information about 25

transporters, which are regulated by 10 nuclear receptors and transcriptional factors.
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Zkratky

ABC - ATP binding protein

AhR - aryl hydrocarbonovy receptor

ACEI - angiotensin konvertujiciho enzymového
ATP - adenosin trifosfat

BSEP - bile salt export pump

BCRP - breast cancer resistance protein

CAR - Konstitutivni androstanovy receptor
CLy  —jaterni clearance

CLwt — celkova clearance

CLr —ledvinova clearance

CYP  -cytochrom

fs - krevni proteinova frakce

FXR - farnesoidni X receptor

GFR - glomerularni filtracni hodnota

HNF40 — hepatocytovy (jaterni) nuklearni faktor 4a
HNF1la - jaterni nuklearni faktor 1a

LRH-1 - jaterni receptorovy homolog 1

MDR - multidrug resistance protein

MRP - multidrug resistance-associated protein

NR1 - nukleédrni receptorova rodina 1

Nrf2 - nuklearni faktor-E2-p45-souvisejici s faktorem 2
NTCP — na sodiku zavisly taurocholat transportujici peptid
OAT - transportér organickych aniontt

OATP - organické anionty transportujici polypeptid



OCT - transportér organickych kationti

OCTN - novel organic cation transportér

PBREM —fenobarbital vazajici respozivni element

PEPT - transportér oligopeptidii

PPARa - peroxisomalni proliferatorem aktivovany receptor o
PXR - pregnanovy X receptor

SHP-1 - maly heterodimerni partner-1

VDR - receptor vitaminu D

AR - androgen receptor



Cilem této diplomové prace je shrnou v soucasnosti dostupné poznatky tykajici se
transkripéni regulace lékovych transportérii prostfednictvim nejdilezitéjsich nukledrnich
receptort a transkripénich faktora.

Zvlastni diraz bude vénovan 1ékovym transportériim ze skupiny ABC transportéra.
Informace budou vyhledavany v databazich PubMed, HighWire a ScienceDirect.

Kli¢ova slova : abc transporter nuclear receptor not review (PubMed)
Abc transporter transcriptional factor not review (Pubmed, Science

Direct, HighWire)



3. Uvod

Nuklearni receptory a dalsi ligandy aktivované transkripcni faktory reguluji na zékladé
interakce s xenobiotiky expresi enzymu prvni a druhé faze biotransformace a fady 1ékovych
transportért, které se podileji na eliminaci 1éCiv z organizmu. Timto mechanismem nuklearni
receptory a transkripéni faktory zasadné ovliviiuji biodostupnost a expozici xenobiotik, proto
jsou né¢kdy oznacovany také jako xenosenzory. Aktivace nukledrnich receptorti je jednim
Z molekularnich mechanizma farmakokinetickych 1ékovych interakci, ptfi kterych 1écivo
zvySuje aktivitu biotransformacnich enzymu nebo transportérii podilejicich se na eliminaci

jiného spolupodaného 1éciva.



4, Obecna c¢ast

4.1. Lékové transportéry

V soucasnosti bylo identifikovano né¢kolik desitek membranovych ptenaSeCovych
proteinu (transportéril), které transportuji xenobiotika a 1é¢iva pies lipidovou dvojvrstvu
cytoplazmatické membrany. NejduleZzitéjsi 1ékové transportéry jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.
Transportéry jsou rozdéleny na primarni, sekundarni a terciarni podle toho, jak pftijimaji
energii nutnou K transmembranovému transportu substrati. Podle tohoto kritéria jsou pak
ABC (z anglického ATP-binding cassette) transportéry povazovany za primarni transportéry,
ziskavajici energii nutnou k transportu pomoci hydrolyzy ATP (Mizuno a kol. 2003).
Transportéry rodin OAT, OATP, NTCP, OCT, OCTN a PEPT jsou povazovany za
sekundarni nebo terciarni transportéry, jelikoz energii ziskavaji z kotransportu nebo
antiportu iontl nebo jinych latek.

Podle sméru transmembranového pienosu jsou transportéry déleny na tzv. ,uptake*
nebo ,,intake* pfenasece transportuji substraty do bunky (napt. OATP transportéry) a na

,.efflux“ transportéry odvadéjici substraty z bunky (ABC transportéry).
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Tabulka €. 1

Nomenklatura nejvyznamnéjSich lékovych transportéru.( ¢ast 1.)

Zkratka Anglicky nazev Symbol?
MDR1/P-gp Multidrug resistant gene/P-glycoprotein ABCB1
BSEP/SPGP Bile salt export pump/sister of P-glycoprotein ABCB11
MRP1 Multidrug resistance associated protein 1 ABCC1
MRP2/cMOAT Multidrug resistance associated protein 2 ABCC2
MRP3 Multidrug resistance associated protein 3 ABCC3
MRP4 Multidrug resistance associated protein 4 ABCC4
BCRP Breast cancer resistance protein ABCG2
NTCP Sodium taurocholate cotransporting peptide SLC10A1
ASBT Apical sodium-dependent bile acid transporter SLC10A2
PEPT1 Oligopeptide transporter 1 SLC15A1
PEPT2 Oligopeptide transporter 2 SLC15A2
OATP1A2 Organic anion transporting polypeptide-A SLC21A3
OATP1B1 Organic anion transporting polypeptide-C SLC21A6
OATP1B3 Organic anion transporting polypeptide 8 SLC21A8
OATP2B1 Organic anion transporting polypeptide-B SLC21A9
OATP3Al Organic anion transporting polypeptide-D SLC21A11
OATP4Al Organic anion transporting polypeptide-E SLC21A12
OATP1C1 Organic anion transporting polypeptide-F SLC21A14
OATP4C1 Organic anion transporting polypeptide-H SLC21A20
OCT1 Organic cation transporter 1 SLC22A1
OCT2 Organic cation transporter 2 SLC22A2

11



(¢ast 2.)
OCT3
OCTN1
OCTNZ2
OAT1
OAT2
OAT3

OAT4

Organic cation transporter 3
Novel organic cation transporter 1
Novel organic cation transporter 2
Organic anion transporter 1
Organic anion transporter 2
Organic anion transporter 3

Organic anion transporter 4

SLC22A3

SLC22A4

SLC22A5

SLC22A6

SLC22A7

SLC22A8

SLC22A9

Nomenklatura zaloZena na klasifikaci Human Gene Nomenclature Committee. Nazvy

transportérti nemaji v ceském jazyce ekvivalenty, proto jsou uvedeny anglické nazvy.

Tabulka pfevzata a doplnéna z prace Mizuno a kol. 2003.
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ABC transportéry

V soucasnosti bylo identifikovano 48 geni ABC transportérti rozdélenych do 7 podrodin
ABCA az ABCG (Tabulka ¢. 2, http:/

www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/abc.html). Pouze v$ak transportéry podrodiny

C (MRP transportéry), P-glykoprotein (ABCBL1) a Breast Cancer Resistance Protein (BCRP,

ABCG?2) jsou vyznamngéjsi transportéry 1éCiv.
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Tabulka €. 2 Lidské ABC transportéry, jejich funkce a choroby zpusobené defekty jejich

enu

(&st1.)

Trivialni nazev / Symbol Genu /Aminokyseliny / Funkce / fenotyp, onemocnéni

ABCA podrodina

ABCl1

ABC2

ABC3

u

ABCR

ABCA7

ABCA12

ABCA1l

ABCA2

ABCA3

ABCA4

ABCA7

ABCA12

ABCB podrodina

MDR1, PGY1
TAP1

TAP2

chor.

MDR2/3
cholestaza
ABCB6
ABC7

SPGP, BSEP

cholestaza

ABCB1

ABCB2

ABCB3

ABCB4

ABCB6

ABCB7

ABCB11

2261

2436

1704

2273

2146

2595

1280

808

653

1279

842

752

1321

Eflux cholesterolu a fosfolipidi  -HDL deficience
Lipidovy transport? - Abnormality v syntéze myelinu

Sekrece pulmonalniho surfaktantu -Surfaktantova deficience

novorozencil
Transport retionoidii - Stargardtova nemoc 1
Transport fosfolipidi
Lipidovy transport? - ,Harlequin ichthyosis*

Eflux xenobiotik, MDR
Transport antigennich peptidii do ER lumen/Behgetova chor.

Transport antigennich peptidi do ER lumen / Behgetova

Sekrece fosfatidylcholinu do Zluce - Intrahepaticka

Transport porfyrini mitochondriich

Transport komplextizeleza a sulfatu v mitochondriich

Transport  Zlucovych  kyselin - Intrahepaticka

14



(&ast2.)

ABCC podrodina

MRP1 ABCC1
MRP2/cMOAT ABCC2
MRP3 ABCC3
MRP4 ABCC4
MRP5 ABCC5
MRP6 ABCC6
CFTR ABCC7
SUR1 ABCCS8
SUR2 ABCC9

ABCD podrodina

ALDP ABCD1
ALDR ABCD?2
PMP70 ABCD3

ABCG podrodina
ABCG1 ABCG1
ABCP, BCRP ABCG2
ABCGS5 ABCGS5

ABCGS8 ABCGS8

1531

1545

1527

1325

1437

1503

1480

1581

1549

745

740

659

678

655

651

673

Detoxifikace xenobiotik, MDR
Export bilirubinu -Dubin—Johnsontv syndrom
Transport konjugata sulfatu a glukuronatu

Transport antivirotik a prostaglandynt

Transport nukleosidi

? -Pseudoxanthoma elasticum
Cl kanal -Cysticka fibrosa
ATP senzitivni K" kanal v B-butikdch

ATP senzitivni K* kanal v kardiomyocytech

Peroxysomalni transport dlouhych mastnych kyselin

- Adrenoleukodystrofie
Peroxysomalni transport dlouhych mastnych kyselin

- Adrenoleukodystrofie

Peroxysomalni transport dlouhych mastnych kyselin

Transport cholesterolu a fosfolipida
MDR, specificka exprese v kmenovych bunkach
- Sitosterolémie

Export fytosteroli

Export fytosterolil - Sitosterolémie

Tabulka prevzata z prace Kimura a kol. 2007.
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4.1.1. Transportéry jako determinanty clearance 1éCiv a tkanové distribuce

V jatrech a ledvinach

Eliminace 1éciva jatry se sklddd znasledujicich procesii: jaterni vstfebavani,
metabolizace a/nebo Zzlucova exkrece. V téchto procesech nachdzeji své uplatnéni také
transportéry 1€Civ, jez zasahuji do vychytavani 1éCiv, sinusoidalniho vydeje i do bilidrni
exkrece. Znacnym piinosem, jez pomaha charakterizovat a poznat mechanismy eliminace
1€¢iv jatry, je klonovani transportéri 1é¢iv. Za povSimnuti stoji fakt, ze jaterni uptake spolu
s biliarni exkreci urcuji koncentraci 1éCiva v jatrech a mohou ovlivnit farmakologicky efekt
a/nebo vedlejsi nezadouci G¢inky (Giacomini a Sugiyama, 2005). Tudiz, transportéry 1é¢iv
transportujici 1éc¢iva, jejichz mistem ucinku jsou jatra, jsou hlavnimi Ciniteli
farmakologickych uc¢inkt a/nebo vedlejsSich efektt téchto 1éCiv.

V ledvinach je clearance 1éCiv urCena glomeruldrni filtraci, tubularni sekreci a
reabsorpci. Protoze je glomeruldrni filtrace prostou ultrafiltraci 1€¢iv, kterd se nevazou na
plazmatické proteiny, transportéry 1é¢iv se zde nezapojuji.

Transportéry se uplatiiuji zejména v tubularni sekreci a reabsorpci. V proximalnich tubulech
bylo zaznamenano né€kolik aktivnich transportnich mechanismd, tyto jsou zodpovédné za
sekreci. Reabsorpce je n€kdy zprostiedkovana transportéry, ackoliv je mnoho Ié¢iv
reabsorbovéano jen pasivni diflizi, ktera zavisi na vysokém koncentracnim gradientu mezi
krvi a nefronem, jez je dana reabsorpci vody zpét do plazmy.

Orélné podavana léCiva nejprve prochdzeji stfevem a nasledné se objevuji v portalni
krvi.Tato stfevni absorpce ovliviiuje koncentraci 1é¢iva v cirkulujici krvi. Mimoto se stievni
sténa uplatiiuje jako bariéra vii¢i xenobiotikiim (Wacher a kol. 2001, Zhang

a Benet, 2001).
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Transportéry v jinych tkanich rovnéz urcuji distribuci 1é¢iv k cilovym organum.
Umoziuji, aby se projevil farmakologicky ucinku 1é¢iva a/nebo uc¢inky nezadouci.
Distribu¢ni objem 1é¢iv v mozku je obecné nizky, transportéry tady tedy neovliviiuji
plazmatickou  koncentraci  1éCiva. Nicméné, kontroluji  distribuci  1é¢iv  pfes
hematoencefalickou barieru a ovliviuji tak farmakologické a vedlejsi efekty xenobiotik

(Tamai a Tsuji, 2000, Kusuhara a Sugiyama, 2004, 2005).
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Hepatocyt Renalni epitel

PEPT1/2
Oat-k1/2

>Oatpdct
- MRP1,36

Stievni epitel

Obrazek 1 — Transportéry se zapojuji do stfevni absorpce, jaterni a ledvinové exkrece.
Mnoho transportért je zapojeno do transceluldrniho pfenosu 1é¢iv do jater, ledvin a stfeva.
K uskute¢néni transporu 1éCiv je nutn€, aby tato proSla dvéma rozdilnymi membranami.Ve
sttevé jsou léCiva absorbovana z lumindlni strany (kartdCovy lem) a jsou exkretovany skrz
basolateralni membranu do portalni krve. V jatrech jsou 1é¢iva vychytavany do hepatocyti
pies sinusoiddlni membranu a dale jsou exkretovany do ZluCe. V ledvinach se 1éCiva
podrobuji exkreci (mocova exkrece) nebo reabsorpci. V pripadé sekrece jsou 1éCiva
vychytavana z basolaterdlni strany a exkretovany do moce apikdlni stranou. V ptipadé

resorpce jsou léciva vychytdvana z moci a exkretovana do cirkulujici krve.
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Tabulka ¢.3

Vyznamna 1é¢iva jako substraty jaternich transportéru

(cast1.)
Transportéry = Metabolizujici  Transportéry Reference
vychytavani enzymy Zlucovych
kanalkt
Atorvastatin Clovék OATP1B1 CYP3A4 Kameyama a
kol.(2005)
Lauet a kol.
(2006)
Bosentan Clovek CYP2C9
CYP3A4
Potkan Oatplal Treiber a kol
Oatplad (2004)
Oatplb2
Kapsofungin  Clovék OATP1B1 Sandhu a kol.
(2005)
Cerivastatin ~ Clovék OATP1B1 CYP3A4 Shitara a
CYP2C8 kol.(2003)
Potkan Oatplal Shitara a kol.
Oatplad (2004b)
Oatplb2
Fexonenadin  Clovék OATP1B1 MDR1 Cveckovic
OATP1B3 (1999)
OATP2B1 Niemi (2005a)
Potkan Oatplal Shimizu (2005)
Oatplad
Glycyrrhizin  Clovek OATP1B1 Ismair a kol.
OATP1B3 (2003),
Potkan Oatplal Ismair a
Oatplad kol.(2003)
Oatplb2

19



(¢4st 2.)

Pravastatin Clovék OATP1B1 MRP2
OATP2B1 BSEP Hsiang a
BCRP kol.(1999)
MDR1 Nakai a kol.
(2001)
Potkan Oatplal Mrp2 Sasaki a kol
Oatplad (2002, 2004)
Oatplb2 Kobayashi a
kol. (2003)
Hsiang a kol.
(1999)
Tokui a kol.
(1999)
Pitavastatin Clovek OATP1Al CYP2C9 MRP2 Hirato a
OATP1B3 BCRP kol.(2004,2005
MDR1 a,2005b)
Rifampicin Clovek OATP1B1 MDR1 Shuetz a kol.
OATP1B3 (1996),
Vavricka
(2002)
| Repaglinid Clovek OATP1B1 CYP2C8 Niemi a kol
CYP3A4 (2005b)
Rosuvastatin ~ Clovék OATP1B1 MRP2 Schneck (2004)
| OATP1B3 MDR1 Kitamura
OATP2B1 BCRP (2005)
Telmisartan Clovék OATP1B3 UGT MRP2 ( jako Nishino a kol.
glukuronid) (2000),Ishiguro

a kol. (2005)

Prevzato z ¢lanku: Transporters as a determinant of drug clearence and tissue distribution

(Shitara a kol., 2005 )
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4.1.2. Jaterni a ledvinné transportéry jako determinanty distribuce 1é¢iv

4.1.2.1. Substraty hepatobiliarnich transportéra

Tabulka ¢.3 ukazuje vybranna 1é¢iva, jez jSou substraty transportért v jatrech. Nékteré
Znich jsou vychytdvany hepatocyty a nasledné metabolizovany, zatimco jiné jsou
exkretovany do Zlu¢e v nezménéné podobé (Stieger a Meier, 1998, Keppler a Konig, 2000,
van Montfoort a kol, 2003, Fujito a kol., 2004a). Mezi nejstudovanéjsi latky z hlediska
transportu jaternimi transportéry patii statiny, inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl
koenzym A (HMG-CoA) reduktazy. Proto budou zminény ptfedevS§im poznatky o této
terapeutické skuping.

Napriklad atorvastatin, ktery je vychytavan do jater transportérem OATP1B1, prochazi
metabolizaci cytochromem P450 3A4 (CYP3A4 ) (Lennernas, 2003, Kameyamaa kol., 2005,
Lau a kol., 2006). V pfipad¢ cerivastatinu jsou CYP2C8 a 3A4 zodpovédné za jeho
metabolizaci po jaterni absorpci (Muck, 2000, Shitara a kol, 2003,2004b).

Na druhou stranu, u pravastatinu a rosuvastatinu zaznamendvame, Ze jsou exkretovany
hlavn€ v nezménéné forme (Hatanaka, 2000, White, 2002).

Ackoliv pitavastatin je metabolizovan CYP2C9, hladina metabolizace je velmi nizka
a je vylu¢ovan do zlu¢e zejména v nezménéné formé (Fujimoa kol., 2004b). S timto jevem
se setkdme u experimentalnich zvifat jako jsou potkani, krélici a psi. Pro nékterd 1éciva
z tabulky ¢. 3 je v tabulce ¢. 4 ukazan jaterni extrakéni pomér a frakce exkretovana do moci
v nezménéné formé.
V této tabulce je jaterni extrakéni pomér vypocitan z jaterni clearance, kterd je déna
celkovou télesnou clearance minus ledvinova clearance a dale je délena jaternim krevnim

pratokem.
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Hepatobiliarni transportni mechanismus pravastatinu byl studovan na potkanech.
Michelisova konstanta K, urcujici in vitro jaterni uptake byla zjisténa 29-37 uM, zatimco
zluCova exkrece ma hodnotu 220 uM (Yamazaki a kol., 1993,1997). Na druhou stranu, K,
hodnota hepatického elimina¢niho stupné in vivo je blizka té pro jaterni uptake in vitro, to
naznacuje, ze mezni rychlost vylucovani celkové jaterni eliminace je u potkanii urcena

uptakem (‘YYamazaki a kol,1996b).
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Tabulka ¢. 4  Jaterni extrakce substratovych 1é¢iv jaternich uptake transportéru

Cliot (L/h) fe =

Ceristatin 13 0 0.13
Pravastatin 57 0.47 0.31
Rosuvastatin 49 0.30 0.36
Repaglinid 38 0.080 0.36
Valsartan 2.2 0.29 0.016
Bosentan 13 0.01 0.14
Poznamky:

fooreaaan, frakce exkretovana do moc¢i v nezménéné formé

EHeerneene jaterni extrekéni pomér

Pievzato z ¢lanku : Transporters as a determinant of drug clearence and tissue distribution

(Shitara a kol., 2005)
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Potkani Oatplal (Oatpl,Slcolal/Sic2lal), Oatplad (Oapt2,Slcola4/Slc21a5)
a Oatplb2 (Oatp4,Slcolb2/SIc21a10) jsou zapojeny do jaterni absorpce pravastatinu
(Hiasing a kol., 1999, Tokui a kol. 1999, Sasaki a kol., 2004). Ohledné zapojeni pienasece
Oatpla4 existuji rizné, navzajem si protifecici zaznamy. Hsiang a spol. ukazali, ze Oatplad
nepiijima pravastatin jako substrat, zatimco Tokui a kol. popsali jeho saturovatelny transport
Oatplad
v Xenopus laevis ovocytech. Tento rozpor muze byt zpusoben rozdilem v pouzivaném
experimentalnim systému, jako jsou cDNA transfekované savéi buiiky versus cRNA
injikované Xenopus laevis oocyty. Uptake studie Vv izolovanych potkanich hepatocytech
ukazala, ze vétSina z jaterni absorpce pravastatinu (92-93 %) je zprostiedkovana saturacnim
procesem.

Lidské OatplBl a Oatp2B1 (SLCO2BI1/SLC21A9) pfijimaji pravastatin jako
substrat pro jaterni absorp¢ni transportéry a zda se, ze OATP1BI1 hraje hlavni roli.

Soucasné studie pouzivajici MDCK bunky exprimujici OATP1B1 a exkre¢ni transportéry
MRP2 (ABCC2) a MDR1(ABCBL1) nebo BCRP (ABCGZ2) ukazaly, ze exkrece pravastatinu
zludi je u cloveéka zprostiedkovana mnoha transportéry.

Nejen MRP2, ale tak¢é BCRP a MDR1 mohou hrat roli v Zlu€ové exkreci, ackoli ptispevek
MRP?2 se zda byt nejvétsi. Rovnéz BSEP (ABCB11) se zapojuje do biliarni exkrece.

Studie naznacuji, Ze genovy polymorfismus OATP1B1 méni farmakokinetiku
pravastatinu, coz nasvédcuje skutecnosti, ze transportéry zprostfedkujici jaterni vychytavani
jsou hlavnimi uréujicimi Ciniteli jeho plazmatické clearance. Nové§jsi studie ukazaly, ze
genovy polymorfismus v OATP1B1 upravuje farmakokinetiku pivastatinu podobné jako u

pravastatinu (Chung a kol., 2005).
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Podobné¢ i u dalSich 1é¢iv, jejichz clearance je zavisla na metabolismu, se mize jaterni
uptake stat urcujicim cCinitelem rychlosti celkové eliminace. V piipadé vylucovani
cerivastatinu je jasné, ze u lidi 1 u potkant je faktorem limitujicim rychlost eliminace proces
vychytavani Muck a kol., 1999, Shitara a kol., 2003, 2004b). Antidiabetické 1é¢ivo
repaglinid je také metabolizovano pomoci CYP2CS8 a 3A4. Jeho celkova clearance je rovnéz
ovlivitovana genetickym polymorfismem OATP1B1 a naznacuje, ze OATPIBI1
zprostiedkované vychytavani je determinantou jeho celkové farmakokinetiky.

Nedavné studie ukazaly, jak cyklosporin A (CsA) méni farmakokinetiku repaglinidu,
coz podporuje tvrzeni, Ze tento, transportérem zprostiedkovany jaterni uptake je
determinantou jeho farmakokinetiky. Bosentan, endotelinovy receptorovy antagonista, je
metabolizovan pomoci CYP2C9 a 3C4 (Dingemanse a van Giersbenger, 2004). Ackoliv
mechanismus jeho jaterniho vychytdvani u lidi je stdle zkoumén, jeho farmakologické
chovani u potkant je ovlivitovano spolupodanim CsA (Treiber a kol, 2004). Treiber a Kkol.
analyzovali mechanismus jeho farmakologické interakce a usoudili, Ze ta je zplsobena
hlavné diky inhibici Oatp, jeZ zprostfedkuje jaterni uptake, protoZe inhibice Mdrla/b
(Abcbla/b) nezpiisobuje vyrazné zmeény ve farmakokinetice bosentanu a inhibice
metabolismu byla nedostatecna pro vysvétleni skute¢né interakce mezi témito dvéma lécivy.
Tato farmakokinetickd interakce byla zaznamenana u lidi béhem klinickych experimentt,
coz naznacuje, ze také farmakokinetika je urcena jaternimi uptake transportéry (Binet a kol.,
2000). Telmisartan, antagonista receptord pro angiotensin, je exkretovan do Zluce jako
konjugat glukuronidu, u potkand pfinejmensim ¢astecné diky Mrp2 (Abcc2) (Nishino a kol.,
2000).

U 1lidi se Vvsoucasn¢ dobé piredpoklada, ze se OATPIB3 (OATPS,
SLCO1B3/SLC21A8) zapojuje do jaterniho vychytavani telmisartanu (Ishiguro a kol.,

2005). Tudiz tento transportér muze byt determinantou farmakokinetiky telmisartanu.
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Jak je zde popsano, u nékterych 1éCiv, ktera jsou vychytavana do jater pomoci
transportérti, mize byt uptake limitujicim faktorem eliminac¢ni rychlosti, dokonce i kdyz je
jejich kone¢nou eliminacni cestou metabolismus.

Rifampicin je znam svou schopnosti indukovat enzymy metabolizujici 1é¢iva a
transportéry a to prostiednictvim aktivace receptoru pregnanu X (PXR). Tato aktivace by
méla byt ovliviiovana koncentraci rifampicinu v jatrech. Tudiz by jaterni uptake transportéry
meély byt urcujicimi Ciniteli indukce enzymt a transportérti. Tinora a kolektiv ukazali, Ze
rifampicin je substrat lidského OATP1B1,1B3 a potkaniho Oatpl1b2 ( Tinora a kol., 2003).

U lidi se zda, ze OATP1B1 ma daleko vétsi afinitu a kapacitu k transportu rifampicinu nez
OATP1B3. Tudiz tito autofi naznacili, Ze OATPIB1 je hlavni determinantou rifampicinem

zprostiedkované PXR aktivace ( Tirona a kol., 2003).

4.1.2.2. Substraty renalnich transportéru

Transportéry se béhem rendlniho exkrecniho procesu zapojuji jak do tubularni
sekrece, tak do reabsorpce ( Inui a kol., 2000a, Koepsell a Endou, 2004, Shitara a kol, 2005).
V ledvinéch se u 1é€iv pro uskutecnéni transcelularniho transportu poZaduje, aby prochéazela
plazmatickou membranou, basolateldrni membranou a kartdCovym lemem. Transportéry
ledvin jsou zobrazeny v tabulce ¢.5. Transportéry zodpovédné za exkreci moci jsou ukazany
Vv tabulce ¢.3. Ackoliv podrobny transportni mechanismus je u vétSiny 1é¢iv stale zkouman,

existuje n¢kolik pripadi, kdy uz jsou transportéry na kartacovém lemu charakterizovany.
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4.1.2.3. Rovnovaha mezi hepatickou a renalni clearance urcuje eliminacni cestu.

Léciva jsou pfevazné metabolizovana nebo vylu¢ovana do moci nebo zluce. Proto je
tedy celkova télni clearance (CLiy) souctem CLy a rendlni clearance (CLR) jak je popsano
nasledujici rovnici :

CLit =CLgr + CLy

Tato rovnice ukazuje, ze rovnovaha mezi CLr @ CLy urcuje eliminacni cestu. Navic
CLr a CLy jsou regulovany afinitou a kapacitou 1é¢iv k transportérim v jatrech a ledvinach.
Pravastatin je distribuovan do jater transportéry zprostfedkovanym jaternim vychytavanim.
Na druhou stranu jeho vylu¢ovani moc¢i v nezménéné podobé¢ je relativné vysoké ( 41-47 %)
po intravenoznim podani (Hatanaka, 2000). To je pfisuzovano faktu, Zze pravastatin je
substratem renalniho transportéru nebo transportérti. Yamazaki a kolektiv studovali renalni
transportni mechanismus pravastatinu v potkanech a ukazali, ze jeho vychytavani ledvinami
je inhibovano p-aminohipurdtem, coz piedpokladd existenci nasytitelného transportniho
systému pro toto 1é¢ivo (Yamazaki a kol,.1996c).
Hasegawa a kolektiv analyzoval molekularni mechanismus rendlniho vychytavani
pravastatinu u potkani (Hasegawa a kol, 2002).
Ukazal, Ze potkani organicky anionicky transportér 3 (Oat3, Slc22a8) pfijima pravastatin
jako substrat, zatimco Oatl (Slc22a6) nikoli. Hodnota Ky, pro jeho vychytavani v potkanich
ledvinovych platcich byla podobna s tou pro potkani Oat3 exprimovany v LLC-PK1

bunkach.
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Navic, inhibi¢ni studie vychytdvani pravastatinu p-aminohipuratem (pomérné selektivni
inhibitor poktaniho Oatl), benzylpenicilinem (pomérné selektivni inhibitor potkaniho Oat3)
a dibromosulfophthaleinem (nespecificky inhibitor potkaniho Oatl a Oat3 ) odhalili, ze
jejich inhibi¢ni konstanty jsou podobné v potkanich ledvinach a Oat3 exprimujicich
bunkach. Tyto vysledky naznacili, Ze jeho renalni vychytavani je zprostfedkovano Oat3
(Hasegawa a kol. 2002). Takeda a kolektiv prokazali, Zze je to substrat lidského OAT3
(SLC22A8) (Takeda a kol, 2004). Jelikoz se OAT3 projevuje na basolatelarni membrané
ledvinovych proximalnich tubulti, miize u lidi pomoci pfi renalnim vychytavani pravastatinu.

Farmakokinetika temokaprilatu, aktivniho metabolitu temokaprilu, angiotensin
konvertujiciho enzymového (ACE) inhibitoru, je pomérné neovlivnéna renalnim selhanim
(Obuchu a kol., 1993). Piedpoklada se, Ze je to zptsobeno tim, Ze temokaprilat prochazi jak
rendlni, tak jaterni eliminaci. Jednd se o zvlastni vlastnost u téchto klasickych ACE
inhibitorti a pomdha pii pfitomnosti MRP2/Mrp2 v membrané zlucovych kanalkli hepatocyt
(Ishuzita a kol., 1997).

Ackoli jiné klasické ACE inhibitory jsou také vychytdvany do hepatocyti pomoci
transportéri, nejsou Vv takové mire vyluéovany do zZluce a jsou exkretovany hlavné do moci.
Temokaprilat je substratem MRP2/Mrp2 a je vylucovan do Zluce.

Celkova clearance temokaprilatu je souctem jaterni a ledvinové clearance, zatimco ta u
ostatnich ACE inhibitorti je hlavné zptsobena jejich rendlni clearance. V dusledku této
dudlni eliminacni cesty, neovliviiuyji zmény v ledvinové funkci pfili§ plazmatickou
koncentraci temokaprilatu. Jiné ACE inhibitory jsou zna¢né ovliviiovany renalnim selhanim,

protoZe nemaji jinou eliminacni cestu nez je exkrece moci.
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Tabulka ¢.5 Urinarni exkreéni pomér substrata transportéru 1é¢iv v ledvinach

(¢ast 1.)
f. Zucéastnéné Reference
transportéry

Acyklovir 0.75 Lidsky OAT1? Takeda a kol. (2002a)
Lidsky OCT1? Takeda a kol. (2002a)
Potkani Oat1? Wada a kol. (2000)
Potkani Oat3” Ohtsuki a kol. (2002)

Adefovir 0.70-0.80 Lidsky OAT1? Cihlar a kol. ( 1999)
Potkani Oat3® Cihlar a kol. (1 1999)

Cidofovir 0.70 Lidsky OAT1? Cihlar a kol. ( 1999)
Potkani Oat1® Cihlar a kol. ( 1999)
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(&ast2.)

Amoxicilin 0.86 Lidsky PEPT1° Wenzel a kol. (1996)
Potkani Oat1® Jariyawat a kol. (1999)
Potkani Pept1” Wenzel a spol.(1996),
Potkani Pept2” Jariyawat a spol.(1999),
Terada a spol.(1997)
Enalapril 0.88 Lidsky PEPT1° Han a kol.(1998,1999)
Potkani Oatplal® Pang a kol.(1998)
Potkani Pept1” Temple a Boyd
Temokaprilat 0.090-0.32 Potkani Mrp2* Ishizuka a kol.(1997)
Potkani Oatplal® Ishizuka a kol.(1997)
Cefadroxil 0.84 Lidsky OATI1® Takeda a kol. (2002b)
Lidsky OAT3" Takeda a kol. (2002b)
Potkani Oat1” Jung a kol. (2002)
Potkani Oat3” Jung a kol. (2002)
Lidsky PEPT1® Wenzel a kol.(1996),
Lidsky PEPT2" Ganapathy a kol.(1995)
Potkani Pept1® Terada a kol.(1997),
Ganapathy a kol.(1995)
Potkani Pept2? Terada a kol.(1997)
Cefamandol 0.71 Lidsky OATI1" Takeda a kol.(2002b)
Lidsky OAT3" Takeda a kol.(2002b)
Lidsky OAT4" Takeda a kol.(2002b)

Potkani Oat1”

Potkani Oat3®
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Cefazolin 0.80 Lidsky OATI1® Takeda a kol.(2002b)
Lidsky OAT3" Takeda a kol.(2002b)
Lidsky OAT4® Takeda a kol.(2002b)
Potkani Oat1” Juriyawat a kol.(1999),
Potkani Oat3” Jung a kol.(2002)

Cimetidin 0.62 Lidsky OAT1? Burckhardt a kol.(2003)
Lidsky OAT3? Cha a kol. (2001)
Potkani Oat3® Kusuhara a kol.(1999)
Potkanni Oat1® Grundemann a  kol.

(1999)

Pravastatin 0.47 Lidsky OAT3? Takeda a kol.(2004)
Potkani Oat3® Hasegawa a kol.(2002)

Poznamky:

fe ..... frakce, ktera je exkretovana do moci v nezménéné formé

Pievzato z ¢lanku: Transporters as a determinant of drug clearence and tissue distribution

(Shitara a kol., 2005 )
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4.1.3. Mechanismus transportéry zprostredkované interakce mezi léCivy

V minulosti byl analyzovan mechanismus vzdjemné interakce 1éCiv a to mezi
cerivastatinem a CsA. Ukazalo se, Ze CsA inhiboval transportéry (i OATP1BI1)
zprostiedkovany uptake s jen minimalnim efektem na mikrosomalni metabolismus. To
naznacuje, ze tato interakce léCivo-léCivo je zplsobena transportéry zprostiedkovanym
procesem vychytavani.

Farmakokinetika cerivastatinu je také ovliviiovana spolupodanim gemfibrozilu
( Backman a kol.,2002). Je to zpusobeno inhibici mikrosomalniho metabolismu
gemfibrozilu glukuronidu ( Shitara a kol, 2004b). CsA, inhibitor transportérd, méni AUC s
jen minimalnim efektem na elimina¢ni polocas (ty2) zatimco gemfibrozil, metabolicky
inhibitor, zvysSuje jak AUC tak i ty» ( Muck a kol., 1999, Backman a kol., 2002, Shitara a

kol., 2005). Vysvétleni je nasledujici. Elimina¢ni polocas je popsan rovnici :

Cerivastatin je vysoce distribuovan do jater a to diky uc¢innému, transportéry
podminénému jaternimu vychytavani a vysokou vazbou na proteiny v jatrech. Distribuéni
objem =zavisi hlavné na jaterni distribuci. U tohoto lé¢iva vede inhibice jaterniho
vychytavani, které je zprostfedkovano transportéry, k redukci distribuéniho objemu.
Transportéry podminény jaterni uptake je také determinantou jeho jaterni clearance.

CsA soucasné redukuje Vg a CLiy na podobnou troven, z toho vyplyva nezmeénény ti;.
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Na druhou stranu, gemfibrozil inhibuje metabolismus s mensim uc¢inkem na hepaticky,
transportéry zprosttedkovany uptake cerivastatinu. Tudiz dochazi k redukci CLt, Vq tolik
zménéna neni, to vede k prolongaci ty, ( Binet a kol., 2000, Treiber a kol., 2004)

Transportéry zprostiedkovana interakce 1éCiv se mize vyskytovat v biliarnim
exkre¢nim procesu stejné tak, jako v procesu vychytavani. Ueda a kolektiv popsali metodu,
jak kvantitativné pfedpoveédét farmakokinetickou zménu, které je zptisobena interakci 1é¢ivo-
1é¢ivo, a to s ohledem na inhibici biliarni exkrece a také na uptake (Ueda a kol., 2001).
Zkoumali u¢inek probenecidu na uptake methotrexatu v izolovanych potkanich hepatocytech
a v membrané zluCovych kanalkt proto, aby ur€ili inhibi¢ni konstantu (K;) probenecidu za
ucelem kvantitavni predpovédi rozsahu interakce 1éCivo-1écivo in vivo.

Také zkoumali inhibi¢ni efekt probenecidu na in vivo biliarni exkreci methotrexatu,
ktery je u potkanli exkretovan do Zluce proto, aby byl potvrzen jejich pfedpoklad. Zjistili, ze
uptake methotrexatu izolovanymi potkanimi hepatocyty a membranou zlu¢ovych vesikuli je
inhibovan probenecidem s hodnotou K; 180 a 52 uM. Probenecid také u potkant redukuje in
vivo biliarni exkre¢ni clearance.

Matsushita a kolektiv zkoumali u potkant ucinek benzylpenicilinu na farmakokinetiku
cefodizinu (Matsushita a kol., 1992). Cefodizin prochazi biliarni exkreci v jatrech a
glomerularni filtraci v ledvinach. Proto tedy mlze byt CLiy cefodizimu popsana nasledujici
rovnici :

CI—tot = CLH + CLR :CLH + fB GFR

fs a GFR jsou volna krevni proteinova frakce a glomerularni filtracni hodnota.
Koadministrace benzylpenicilinu patrné nema efekt na farmakokinetiku cefodizimu.
Nicméné benzylpenicilin redukoval hepatobiliarni transport cefodizimu, coZ ma za nasledek

redukci hepatobiliarni clearance.
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Navic benzylpenicilin snizuje schopnost plazmy vézat proteiny, coz vede k zvySeni
renalni clearance. Redukovana hepatobiliarni exkrece a zvySend mocova exkrece maji za
nasledek nezménénou plazmatickou koncentraci cefodizimu. Je mozné, ze interakce mezi
1é¢ivy nemusi byt odhalena jen diky méfeni plazmatického koncentra¢niho profilu.

Ackoliv je rendlni exkrece famotidinu u ¢lovéka ovliviiovana spolupodanim probenecidu,
u potkanti neni zménéna, coZz naznacuje tomu, ze existuje mezidruhova odlisnost realniho
clearance mechanismu famotidinu ( Lin a kol, 1988, Inotsume a kol. 1990). Tahara a
kolektiv zkoumali ucinek probenecidu na uptake famotidinu rendlnimi transportéry za
ucelem objasnéni mechanismu mezidruhové odlisnosti ( Tahara a kol. 2005a). Antagonisté
H, receptorti jsou zaznamenany jako substraty OCT a OAT transportérti. Tahara a kolektiv
zkoumali u lidi vychytavani antagonisti H, receptori a skupinu potkanich OAT a OCT
transportéru a inhibi¢ni G¢inky vyvolané ostatnimi 1é¢ivy ( Tahara a kol, 2005a).

Analyzovali mezidruhové rozdily a zjistili, Ze transportni aktivita famotidinu vyvolana
potkanim Oat3 nebyla tak vysoka jako ta zpisobena lidskym OAT3. Probenicid vyvolava
inhibici transportéru OAT3, ktery u lidi zprostfedkovava ptenos famotidinu, coz se projevi
interakci mezi 1é¢ivy. U potkant tato inhibice neptsobi viditelné zmény, patrné kvuli
mensimu ptinosu K renalni clearance, ktery byl u potkanti zptisoben Oct3.

Oct 1 stejné jako Oct2 ( Slc22a2) piijima famotidin jako substrat a u potkant
pravdépodobné pfispiva k rendlni clearance famotodinu, zatimco u lidi se OCTI1
(SLC22A1) v ledvinach neprojevuje. Probenecid neinteraguje s OCT transportéry.
Vnitrodruhova rozdilnost, ktera je postavena na faktu, Ze probenecid méni farmakokinetiku
famotidinu u lidi, ale ne u potkanti, je zptisobena odliSnosti v aktivitich zprostiedkovanych

OAT3/Oat3 transportéry a existenci Octl v potkanich ledvinach.
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Tahara a kolektiv zkoumali wvnitrodruhovou rozdilnost v transportnich aktivitach
OAT1/Oatl a OAT3/Oat3 u lidi, potkant a opic, s pouzitim riznych substrata ( Tahara a
kol, 2005b). Dobra korelace byla pozorovana v ptipad¢ srovnani lidi a potkand a lidi v
porovnani s opicemi pokud se tyka OATI1/Oatl zprostfedkovaného transportu. V piipadé
OAT3/0at3 zprosttedkovaného transportu byla dobra korelace pozorovana pii srovnani lidi
a opic, zatimco pomérn¢ Spatna korelace byla nalezena v ptipad¢ srovnani lidi a potkant.
Tato skuteCnost naznacuje, ze extrapolace od potkanti k clovéku neni nevyhnuteln¢ vhodna
pro OATS3 substraty.

V nedavné dob¢ Tahara a kolektiv zkoumali u opic efekt probenecidu na farmakokinetiku
famotidinu in vivo ( Tahara a kol, v textu). Probenecid pisobi 65 % redukci renalni
clearance a 90 % redukci tubularni sekrece, ktera je velmi podobna stejné interakci
pozorované u lidi. Navic ukazali absenci Octl v opicich ledvinach. Tento vysledek rovnéz
ptedpokladé, ze opice je vhodnéjSim modelem pro predpovédi OAT3 zprostiedkované

interakce mezi 1éCivy, ktera u lidi zahrnuje renalni exkreci.
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4.2. Rodiny transportéta

4.2.1 Polypeptidy transportujici organické aniony ( OATPs )

Oatps transportéry byly objeveny pfed méné nez 15 lety. Zprosttedkovavaji

Na" - nezavisly uptake bromosulfoftaleinu a taurocholatu. Jejich rodina ¢ita 11 lidskych, 13
potkanich a 15 mySich Oatps. Oatpslal, 1a4 a 1a6 se nachazeji jen u hlodavct, ne u lidi.
Oatpla2 nalezneme jen u lidi. Nazev Oatps je nespravnym oznacenim, protoze tyto
transportéry pirenaseji nejen organické aniony, ale rovnéz organické kationy a neutralni
slouceniny. Oatps jsou lokalizovany na sinusoidalni membrané hepatocytl a transportuji
slou¢eniny z krve do hepatocytu. Takto je prendseno velké mnozstvi rozmanitych
endogennich i exogennich latek, napt. : konjugované hormony, leukotrien C4, zlu¢ové
kyseliny, prostaglandiny, digoxin, oubain fexofenadine nebo pravastatin

(Hagenbuch a kol., 2003)

Exprese OatpB1 a OATP1B3 u lidi probiha v jatrech a tyto pak zprostfedkovavaji
transport rozdilnych sloucenin do jater. Potkani a mysi Oatplal ( Oatpl) transportuje
bromosulfotaurocholat, oestron-3-sulfat a oubain, ale neptenasi dioxin ( Hagenbuch a Meier,
2004, Hagenbuch a kol, 2000). Exprese Oatpl se odehrava hlavné v jatrech potkanti a mysi
obou pohlavi, zatimco ledvinna exprese je vyssi nez jaterni exprese u samcti obou druht.

U mysi a potkanti se Oatpla4 ( Oatp2) exprese odehrava pievazné v jatrech, transportuje
estron-3-sulfat, dehydroepiandrosteron sulfat, ouabain, BQ-123 (endotheliovy receptorovy
antagonista) a digoxin. Oatpla4 je nejvice uznavan pro svou schopnost pienosu dioxinu a to
s velkou afinitou (Noea kol., 1997, Guo 2001). Oatpla5 ( Oatp5 ) exprese probiha v jatrech

potkanii a mysi jen minimalné a tedy nepfispiva k jaternimu uptaku xenobiotik.
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Potkani Oatp1b2 ( Oatp4 ) transportuje taurocholate, dehydroepiandrosterone sulfat,
estron-3-sulfat, T3, T4, leukotrien C4 a falloidin (Cattori a kol., 2001).

Nejsou znamé studie, které by popisovaly mysi Oatpla6 a Oatp1b2 substraty.
U potkanti a mysi Oatpla6 probiha exprese prevazné v ledvinach. Potkani Oatplcl
( Oatpl14 ) nalezneme v mozkové kapilarnich endotelialnich bunkach a ptenasi T3, T4,
estradiol-173-glukuronid,cerivastatin a troglitazon sulfat (Tohyama a kol., 2004).
Exprese lidského OATP1C1 ( Oatp-F, Oatp14) se odehrava v mozku a pienasi T3,

bromosulfophthalein,estron-3-sulfat a estradiol-173-glukuronid (Pizzagalli a kol., 2002).

4.2.2. Multidrug resistance-associated proteiny (MRPSs)

Od roku 1992, kdy byl objeven prvni ¢len rodiny MRP geni (Cole a kol,1992) bylo
naklonovano dalSich osm lidskych MRP. V soucasné dob¢ se rodina MRP sklada z deviti
¢lent, MRP 1-9. Z hlediska struktury, MRP 1, 2, 3,6 a 7, jsou sloZeny z amino-terminalni
transmembranové domény a P- glykoproteinového jadra, to se sklada ze dvou
transmembranovych domén a dvou nukleotid vazajicich domén. MRP 4,5,8 a 9 postradaji
amino-terminalni transmembranové domény.

MRP jsou efluxni transportéry transportéry strukturaln€ odliSnych amfifilnich sloucenin a
organickych aniond.

MRP 1, 2 a 3 zplsobuji rezistenci vii€i mnozstvi protirakovinovych 1é¢iv, jako jsou
antracykliny, vinca alkaloidy a methotrexat a transportuji organické anionty, napt. glutathion
a glukuronové konjugaty (Kruh a Belinsky, 2003). Na rozdil od pfedeslych, MRP4 a 5
nezpusobuji rezistenci vuci antracyklinlim a vinca alkaloidim.

Opctovna exprese MRP 4 a 5 je spojena se zvySenym celularnim efluxem purinovych

analogti a od nukleotidi odvozenych antivirotik (Schuetz a kol.; 2003).
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MRP 4 a5 také transportuji cyklické nukleotidy, jako je cAMP a cGMP (Schuetz
a kol.; 1999). Kromé toho, MRP 4 pienasi rovnéz methotrexat, estradiol-17p-glukuronid,
zluCové kyseliny a prostaglandiny pies plazmatickou membranu (Kruh a Belinsky, 2003).

MRP 7 transportuji estradiol-17-glukuronid, ale ne cyklické nukleotidy, Zlucové
kyseliny, methotrexat. MRP 8 pfendsi cyklické nukleotidy, Zlucové kyseliny a konjugované
steroidy (Chen a kol., 2003). MRP 9 jehoZ exprese probiha hlavné v rakovinovych butikach
prsu ( Bera a kol.; 2002).

N¢kolik MRP se podili na jaternim efluxnim transportu. MRP 2 je lokalizovan na
kanalikularni membrané hepatocytt, zde je zodpovédny za hepatobilidrni exkreci
amfiphatickych aniont a konjugatu endogennich a exogennich latek (Kruh a Belinsky,
2003).

Deficience MRP 2 proteinu u Dubin- Johnson syndromu ma za nasledek
hyperbilirubinemii (Paulusma a kol., 1996, Paulusma a kol., 1997). MRP 1, 3 a 4 jsou
lokalizovany na bazolateralni membrané hepatocytii. Tyto tfi MRP transportéry
zprosttedkovavaji eflux organickych anionii z hepatocytt do sinusoidalni krve.

U lidi exprese MRP 2 a 3 probihd na mnoha tGrovnich jater, zatimco MRP 1 a4 se v jatrech
nevyskytuji (Kool. a kol 1997, . Scheffer a kol.,2002). MRP 1-5 mRNA exprese byla
detekovana v tkanich mozku. MRP 1,4 a 5 exprese byla zjiSténa na luminalni strang
kapilarnich endotelidlnich buné¢k mozku, MRP 4 a 5 exprese byla také objevena
Vv astrocytech subkortikalni bilé hmoty a MRP 5 je pfitomny v pyramidalnich neuronech.
(Nies a kol.,2004).

Zavazny problém dnes predstavuje ziskana rezistence vici tamoxifenu ( TAM ) u
pacientil s karcinomem prsu. Pfechod od na chemoterapii reagujicich bunék rakoviny prsu

rakovinnym bunkam odolnym je doprovazen zejména zvySenou expresi proteini Mrp.
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Bylo zjisténo, ze TAM rezistentni MCF — 7 ( TAMR-MCF-7 ) buriky pusobily expresi
vyssi hladiny MRP2 nez kontrolni MCF — 7 buiiky. Molekularni analyzy pouzivajici MRP2
genoveé promotery podporuji spoluzodpovédnost pregnanového X receptoru

(PXR) na zvysenou expresi MRP2 v TAM-MCF-7 bunikach.. Navic, bazalni aktivity
fosfatidylinositol 3-kinazy byly vys§i v TAMR-MCF-7 buiikach neZ v bunkach
kontrolnich. Inhibice fosfatidylinositol 3-kinazy redukuje jak aktivitu PXR, tak expresi v
TAMR-MCEF-7 buikach (Choi a kol.,2007).

Mulridrug resistence-asociovany protein MRP3/Mrp3 (ABCC3) je upregulovan
cholestazou, adapta¢ni odpovédi, ktera mutize ochranit jatra od akumulace toxickych
sloucenin, jako jsou sole Zluc€e a konjugaty bilirubinu. Fetoproteinovy transkripéni
faktor/jaterni receptor homolog-1 je aktivaitor MRP3/Mrp3 exprese. Déle byl identifikovan
mechanismus za Gcasti retioic X receptoru a (RXR o) a retionic acid receptoru o (RAR a),
ktery potlacuje genovou expresi MRP3 genu skrze transkripéni faktor Sp1. Luciferasova
assay demonstrovala, Ze kotransfekce transkripéniho faktoru Sp1 stimuluje MRP3
promotorovou aktivitu. Mutace GC boxu redukuje MRP3 promoterovou aktivitu.

Funkéni role RXR a:RAR a jako represoru MRP3 exprese byla dale potvrzena pomoci
small interfering RNA metody (SiRNA) v HepG2 burikach, kde byla sledovana zvySena
MRP3 exprese.

Zatimco je RXR a:RAR a exprese sniZzena cholestatickym postizenim jater, ztrata aktivity
RXR a:RAR o komplexu muze vést k upregulaci MRP3/Mrp3 exprese
(Serrano a kol., 2007 ).

Mutace lidského ABCC6 jsou zodpovédné za onemocnéni ,,pseudoxanthoma

elasticum®, ackoliv fyziologicka funkce nebo substrat tohoto transportéru neni znam.
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Bylo zjisténo, ze exprese tohoto genu v bunkach jaterniho ptivodu je vyznamné
upregulovana retinoidy, které plisobi jako agonisté retioid X receptoru ( RXR) , spiSe nez
retinoidniho A receptoru (RAR). P¥imé zapojeni tohoto nuklearniho receptoru v transkripéni
regulaci ABCC6 (MRP6) genové exprese potvrdila transientni transfekce a chromatin
imunoprecipitacni metody.

MRP mohou zprostfedkovavat multidrug rezistenci v tumorovych buiikach. MRP4 byl
identifikovan jako androgennim receptorem (AR) regulovany gen. Dihydrotestosteron
indukuje MRP4 expresi v androgen-dependentnich a independentnich LNCaP buikach,
pficemz zde byla mala zjistitelna exprese v PC-3 nebo v normélnich epitelidlnich buiikdch
prostaty. Porucha MRP4 exprese ¢ini LNCaP buiiky vice senzitivni k metotrexatu, ale ne
k etoposidu. Analyzy humannich tkani ukazaly MRP4 expresi pouze v metastatické rakovingé
prostaty. To znamen4, Ze AR indukce MRP4 zptisobuje rezistenci PC bunék
k chemoterapeutickym 1é¢iviim nukleotidové struktury (Cai a kol., 2007)

ABCGI1 a ABCA1 jsou membranové transportéry pro cholesterol a jsou zapojené do
zprosttedkovani efluxu cholesterolu z bunék za ptitomnosti HDL a jeho hlavniho
proteinového konstituantu — apolipoproteinu A-1. Nenasycené mastné kyseliny vyznamné
potlacuji stimulacni efekty oxysterold a retinoidii na expresi ABCG1 mRNA a proteinu a
potlacuji aktivitu wild-typu lidského ABCG1 promoteru stejn€ jako ABCA1. Mutace nebo
delece DR4 elementu uvniti ABCG1 a ABCA1 promotert, ke kterému se vazi transkripcni
induktory LXR a RXR, rusi supresivni efekty nenasycenych mastnych kyselin.
Nenasycené mastné kyseliny potlacuji expresi genu ABCG1 mechanismem, ktery zahrnuje
vazbu LXR/RXR k promoteru. Suprese geni ABCA1 a ABCG1 muze indikovat, ze
nenasycené mastné kyseliny nepotlacuji nejen eflux cholesterolu, apolipoproteinu A-1, ale i
vznikajici HDL, ma vliv 1 na HDL-dependentni eflux cholesterolu z vaskularnich bunék (

Uehara a kol, 2007.)
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4.2.3. Multidrug resistance proteiny (MDRS)

V rakovinovych buiikach byla multidrug rezistence ¢asto spojovana upregulaci na
energii zavislém efluxnim transportnim proteinu, P- glykoproteidu ( P-gp). Lidsky P-gp i
zviteci ortology jsou koddované rodinou sptiznénych gent, jedna se o multiple drug
rezistentni geny

( MDR, mdr). Skupina I Mdr gent koduje P-gp, které zprostiedkovavaji transport 1é¢iv a
tumor rezistenci vuci le¢iviim i hlodavct. (Ueda a kol., 1987). Lidsky genom obsahuje
pouze jeden gen kodujici P-gp ( 0znacovany MDR1 nebo ABCBL1) (Chen a kol.,1986). P-gp
ma rozsahlou skupinu rozdilnych substrati, kterymi jsou typické neutralni a kationtové
slou€eniny, napf. : vinblastin, vinkristin a dioxin. (Gottesman a kol.; 2002).

Hlodav¢i i lidsky MDR2/Mdr2 transportér (oficialni oznaceni genu ABCB4) je spojen
s fosfolipidovym transportem a exkreci fosfolipida a cholesterolu do Zluce a to vice nez
S rezistenci 1é¢iviim. Zménéna P-glykoproteinova exprese ( P-gp/MDR1) a/nebo funkce
muze piispét k patogenezi gastrointestinalnich zanétlivych poruch. Nizké hladiny stfevni
MRNA pro pregnanovy X receptoru (PXR), ktery P-gp reguluje, jsou spojeny s nizkou
hladinou MDR1 mRNA u pacient s ulcerozni kolitidou.

Ze studie, ve které byly porovnavany intestinalni MDR1 mRNA a proteinova exprese
Vv zanétlivém a nezanétlivém intestinalnim epitelu u pacientli s gastrointestinalnimi
zanétlivymi poruchami s kontrolami u zdravych lidi vyplynulo, Ze MDR1 mRNA hladiny
V nezaniceném tlustém stfeveé u pacienti s ulcerozni kolitidou byly srovnatelné s t€émi

u zdravych lidi, zatimco byly mirn€ sniZeny v ileu a mirn€ zvySeny v tlustém strevé
pacientti s Crohnovou chorobou. Na cytokinech zavisly pokles exprese MDR1 nebyl

pozorovan u DLD-1 buniek.
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Hladiny PXR proteinu byly srovnatelné v nezanicené i zanicené tkani u Crohnovy
choroby a ulcerozni kolitidy navzdory nizké PXR mRNA hladin¢ v zaniceném intestinalnim
epitelu. Nizké hladiny MDR 1 muzou tedy zhorsit intestinalni zanét (Blokzijl a kol.,2007).

Cytochrom P450 monooxydaza CYP3A4 ( CYP3A4) a P-glykoprotein jsou
zodpovédné za metabolismus endogennich steroidi a xenobiotik. Oba geny jsou regulované
pregnanovym X receptorem (PXR, synonymum steroidni a xenobioticky receptor, SXR).
CYP3A4, MDR1 a PXR exprese probiha hlavné¢ v jatrech a tenkém stfeve, ale také
V bunikach rakoviny prsu.

Rozbory ukdzaly, ze 4-hydroxy tamoxifenem aktivované, PXR zprostiedkovana
transkripce cestou CYP3A4 a MDRI, zplisobem zavislym na koncentraci liganda a
receptort. Tamoxifen indukuje CYP3A4 a MDR1 genovou expresi cestou PXR, coz muze
ovlivnit metabolickou cestu tamoxifenu v bunkach rakoviny prsu ( Nagaoka a kol. 2006).

Silny induktor CYP1A1, B-naphthoflavon, ktery je ligandem Arylhydrokarbonového
receptoru AhR vyznamné down-reguluje MDRL1 transkripéni aktivitu pti 10 mikromolarni

koncentraci (Nwankwo a kol., 2007).
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4.3. Nuklearni receptory

Jako nuklearni receptory se oznacuji transkripéni faktory, které se po navazani
specifického ligandu vazi na regulacni misto v promotorové oblasti cilového genu
(na responzivni element) a zahajuji transkripcni aktivaci a prepis genetické informace do
MRNA ( Tirona a Kim, 2005). Existuje 49 ¢lent této skupiny a kazdy sdili dulezité
strukturni znaky. Nuklearni receptory maji 3 hlavni proteinové domény, které mohou byt
rozdélény na zdklad¢ jejich funkci a umisténi linedrnich aminokyselin v polypeptidovém
fetézci.

Soucasti procesu je uvolnéni korepresorovych proteini a navazani koaktivatorii na
ligandem obsazeny nuklearni receptor a rozvolnéni struktury histony/DNA. Pro detailné;jsi
informace tykajici se transkripéni regulace genové exprese faktorti ovliviiuji
farmakokinetiku odkazujeme na nasledujici piehledové ¢lanky (Urquhart a kol. 2007; Pavek
a kol. 2005).

vvvvvv

ovlivityji farmakokinetiku 1éc¢iv.

4.3.1. Nuklearni receptorova rodina 1 ( NR1)

Clenové NR1 rodiny transkrip&nich faktort, jez ovliviiuji geny uréujici dispozici 1é¢iv
véetné konstitutivniho androstanového receptoru (CAR), pregnanového X receptoru (PXR),
farnesoidniho X receptoru (FXR), peroxisomového proliferatorem aktivovaného receptoru a
a y a receptoru pro vitamin D. Strukturné se sklddaji z N-terminalni aktivacni sekvence,

DNA vazici domény, ligand vazajici domény a C termindlni aktivujici sekvence.
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Kazdy z téchto receptort sdili bézny signalni mechanismus zahrnujici ligand vazici se na
receptor, heterodimerizaci s receptorem 9-cis retinoové kyseliny (RXR), vazbu RXR
heterodimeru na response elementy (regulaéni elementy) cilovych genti, uvolnéni
korepresorovych proteinii, navazani koaktivatorti a zpusSténi transkripce prostfednictvim

polymerazy II .

4.3.1.1. Pregnanovy X receptor ( PXR)

PXR je transkripni faktor ktery zprostfedkovavd indukci CYP3A4, CYP3Al a
CYP3AI11 ulidi, potkanti a mysSi.

Prestoze je PXR lokalizovan ptfedev§im v jadfe, byla popséna také cytoplazmaticka
lokalizace a translokace receptoru PXR z cytoplazmy do jadra béhem aktivace. PXR tvofi
dimer sretinoidnim receptorem Xall (RXR[a) a spoleéné rozpoznavaji specifickou
sekvenci promotorové DNA regulovanych genli oznacovanych jako responzitivni sekvence
PXR-RE (PXR response element). V téle je PXR zastoupen piedev§im v jatrech, méné pak
V tenkém a tlustém stieve, ledvinach a zaludku.

Mnoho klinicky vyznamnych interakci 1é¢iv, které zahrnuji indukci cytochromu
CYP3A4, jsou pievazné¢ dusledkem léCivem zprostfedkované aktivace PXR receptoru
(Kliewer a kol. 1998). V tomto piipadé byla identifikovana dvé vazebna mista oznaovana
jako proximalni a distalni, kterd pro maximalni induk¢ni Gi€inek spolupracuyi.

Zvysena genova transkripce pomoci PXR je zahdjena vazbou ligandu na receptor
nasledovanou cytoplazmaticko-jadernou translokaci PXR receptoru do jadra. K ligandiim

PXR nalezi farmaka z tady terapeutickych skupin, nékteré toxiny i endogenni steroidy.
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Rada 16¢iv (napf. phenobarbital) navic aktivuje soucasné receptory PXR i CAR, coz
sveéd¢i o uréitém piekryvu specifity ligandi/aktivatora
obou sirotéich receptori. Typickym jevem je i tzv. autoindukce, tzn. lé¢ivo indukuje
prostiednictvim PXR nebo CAR biotransformacni enzymy nebo transportéry, pro které je
samo substratem, a tim urychli svou vlastni ecliminaci (napi.karbamazepin). PXR
zprostredkovava indukci enzymi prvni i druhé faze biotransformace a transportéra 1€Civ,
které urychluji systémovou clearance pii pokracujici expozici léciva. Navic Siroka
substratova specifita PXR ke xenobiotikiim rtznych chemickych charakteristik znaci
vyznamnou roli tohoto receptoru v xenosenzitivni adaptaci a v adaptaci k okolnimu
prostfedi. Trojrozmérnd struktura PXR domény vdazajici ligand demonstruje rozséhlou,
flexibilni, hydrofobni ligandy vazajici dutinu, ktera muze vyhovovat této pestrosti
chemickych struktur.

Interindividudlni variabilita metabolismu [éCiv je vSeobecné spojovana s fenoménem
genetického polymorfismu daného pfitomnosti bodovych mutaci DNA (tzv. SNP, Single
Nucleotide Polymorphism), které modifikuji findlni aktivitu enzymu. U CYP3A4 je vSak
tato asociace nejasna a ukazuje se, Ze SNP v kodujici nebo regulaéni oblasti genu CYP3A4
nejsou hlavni pfiinou této variability. Polymorfismus PXR, ktery pifimo reguluje expresi
CYP3AA4, se proto nabizi jako nejpravdépodobnéjsi vysvétleni téchto fenoménd.

Dobte znama mezidruhova rozdilnost v indukci CYP3A gentl prostfednictvim PXR nebo
jeho hlodav¢ich orthologli riznymi induktory, jako je rifampin a pregnenolone 16-a -
carbonitril (PCN), je pfipisovana rozdilnosti v sekvenci aminokyselin v ligand vazajicich
doméndch PXR mezi hlodavci a lidmi. Tudiz, pxr knockoutované mysi s lidsky PXR
transgenem jsou humanizovany s ohledem na citlivost induktoru k lidskému PXR.

Jednotliva substituce fenylalaninu za leucin v ligand vazajici dutin€ potkani prx zpisobi

schopnost potkaniho pxr vdzat rifampicin, ktery je jinak pouze ligandem lidské formy PXR.
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(Tirona a kol. 2005). Dexametazon je rovnéz PXR aktivatorem, indukuje Cyp3A4 mRNA
expresi v lidskych hepatocytech (Pascussi a kol.,2001), Cyp3Al mRNA expresi potkanich
jatrech ( Lee a kol., 1995) a Cyp3all mRNA expresi v mySich jatrech (Staudinger a kol.,

2001).

4.3.1.2. Konstitutivni androstanovy receptor (CAR)

Konstitutivni androstanovy receptor (Constitutive Androstane Receptor, CAR, NR113)
je blizky ptibuzny receptoru PXR. Zatimco CAR je Kkonstitutivné aktivni in vitro
v nadorovych bunéénych liniich, v cytoplazmé primarnich hepatocytti in vivo je piitomen
V neaktivnim stavu. Pfi 1é¢bé modelovym induktorem fenobarbitalem translokuje CAR do
jadra, kde aktivuje transkripci gent véetné ¢lenti isoform CYP2B cytochrome P-450.
Atypicky pro tuto skupinu nuklearnich receptord, fenobarbital neni pfimym ligandem pro
receptor CAR.

Spise je CARem zprostfedkovana genova regulace, vyvolana 1écbou fenobarbitalem,
zpusobena prostfednictvim nedefinované cesty zahrnujici proteinovou fosforylaci
koaktivatort jako jsou GRIP1, PGC-1 a cytoplazmaticky CAR reten¢ni protein (CCRP).
Geny CYP2B, CYP2C, CYP3A, SULT, UGT a MRP2 jsou zndmymi cilovymi geny
nukledrniho receptoru CAR, coz signalizuje dllezitou roli tohoto nukledrniho receptoru v
fizeni odpovédi organizmu na xenobiotika.

Kromé genu pro enzymy L. a II. fdze biotransformace a transportérii 1éciv, fidi CAR 1
transkripci dulezitych genil podilejicich se na metabolismu endogennich latek, jako jsou

bilirubin, Zlucové kyseliny, hormony §titné Zlazy, steroidni hormony a mastné kyseliny.

46



CAR a PXR spolecné chrani jatra pfed toxickym plisobenim kyseliny lithocholové
(LCA) prosttednictvim indukce enzymu Gc¢astnicich se metabolismu LCA. Navic,
hepatotoxicita acetaminofenu u mysi mtze byt zavisla na CAR aktivaci (Tirona a kol. 2005)

Po aktivaci a translokaci, CAR heterodimerizuje s PXRa a vaze se k fenobarbital
response element modulu ( PBREM) a takto aktivuje transkripci CYP2B6 ( ¢lovek ),
Cyp2Bl1 (potkan ), Cyp2b10 ( mys) genu ( Wales K a kol., 2005). PBREM se sklada
z sekvence 0 51 parech bazi, ktera obsahuje 2 CAR vazici sekvence, nuklearni receptor 1 a

nukledrni receptor 2 vazici mista.

4.3.1.3. Farnesoidni X receptor ( FXR )

FXR je senzor Zluovych kyselin zodpovédny za regulaci syntézy zlucovych kyselin a
za jejich enterohepatickou recirkulaci. Pasobi v jatrech, stievé, ledvinach. Antagonismus
FXR vyvolany guggulsteronem, ktery je soucasti extraktu pryskyfice guggulového stromu,
ma za nasledek snizeni hladiny cholesterolu, ale ne¢ekané i indukovany transport zlu¢ovych
kyselin BSEP, coz naznacuje komplexni, receptorem zprostiedkovanou regulaci lipidové
homeostazy. Aktivace FXR syntetickym ligandem, GW4046, ma chranit pied
experimentalnimi modely intra- a extra-hepatické cholestazy. (Tirona a kol. 2005, Dixit a

kol. 2000).
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4.3.1.4. Peroxisomalni proliferatorem aktivovany receptor o (PPARx)

Peroxisomalni proliferatorem aktivované receptory ( PP ) jsou strukturalné odlisné
a jejich substraty zahrnuji hypolipidicka 1éciva (jako jsou fibraty) a perfluorované mastné
kyseliny.

Navic k tomu, Ze zptisobuji nartst poctu a velikosti peroxisomii, piisobi rovnéz
hepatomegalii a indukci specialnich enzymu zapojenych jak do f-oxidace a mikrosomalni ®-
oxidace mastnych kyselin. Issemann a Green identifikovali nuklearni hormonalni receptor,
ktery byl oznacen jako PPAR (Issemann a Green, 1990).

Jsou znamy 3 PPAR isoformy — PPARa, 6/B a y.

Mastné kyseliny jsou pfirodni ligandy/aktivatory PPARa, coz naznacuje centrdlni roli
tohoto receptoru v lipidové homeostdze. Ligandem aktivovany PPARa indukuje expresi
enzymu metabolizujicich mastné kyseliny, jako jsou napiiklad isoformy CYP4A. Navic,
fibratova 1éciva pomoci aktivace PPARa snizuji sérovy cholesterol.

Modulace homeostazy zlucovych kyselin je rovnéz zavisld na PPARa, jelikoz PPARa
reguluje geny dileZité pro transport Zlucovych kyselin (bsep, ntcp, oatpl, and mdr2) i geny
zasadni pro jejich metabolismus (UGT2B4). Navic, PPARa reguluje gen dulezitého
konjuga¢niho enzymu UGT1A9. ( Tinora a kol., 2005).

Exprese PPAR a je zna¢na v jatrech a ledvinach, ale nalezena byla i v srdci a svalech
( Desvergne a kol., 1999).

Breast Cancer resistance protein (BCRP, ABCG2), ¢len skupiny ATP vazicich
transportérti byl identifikovan jako protektivni pumpa vii¢i endogennim a exogennim
toxickym piisobciim. Ve vysokych hladinach probiha jeho exprese v kmenovych buiikach a
je rizné regulovan béhem bunééné diferenciace. Exprese funkéniho BCRP probiha

Vv lidskych monocytarnich dendritickych bunéénych liniich cestou aktivace nuklearniho
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receptoru PPAR gamma. Bylo identifikovana a charakterizovana 150 parti bazi dlouha
promotorova regula¢ni oblast tohoto transportéru, obsahujici tiéi funkéni PPAR citlivé
elementy ( PPARE).

Na tuto oblast se vaze PPARgamma ve komplexu s RXR nuklearnim receptorem. To
znamena, ze PPAR gamma ptimo reguluje transkripci ABCG2. Zvysena exprese ABCG2
MRNA je spojena se zvySenou proteinovou produkei, coz ma za nasledek zvysSeni
vypuzovaci kapacity xenobiotik cestou BCRP v PPAR gamma aktivovanych bunkéch.
Zvysena exprese BCRP transportéru mize vyznamné modifikovat rezistenci lidkych

myeloidnich dendritickych bunék vii¢i xenobiotikiim a 1é¢iviim.( Szatmari a kol.,2006).

4.3.1.5. Receptor vitaminu D (VDR )

Zjisténi, ze lo,25-dihydroxyvitamin D; indukuje geny CYP3A4 a MDR1 v
intestindlnich Caco-2 builkdch nasvé€dcuje, ze VDR reguluje metabolizujizmus a
biodostupnost 1é¢iv.

Na zakladé koexprese VDR a CYP3A4 v enterocytech se ptedpokladd, ze potravou
pfijimany vitamin D miiZze modulovat intestindlni first-pass metabolismus 1é€iv. Navic
zluCove kyseliny, jako je kyselina lithocholova, jsou agonisté VDR a predpoklada se, Ze
reguluji intestinalni expresi enzymu CYP3A4. la,25-dihydroxyvitamin D3 ma
protirakovinovy efekt, bylo postulovano, Zze 1a,25-dihydroxyvitamin D3 dependentni VDR
zprostiedkovana indukce CYP 3A4 muze reprezentovat protektivni mechanismus vici
toxickym xenobiotikim a karcinogeniim. Agonismus VDR receptoru je spojen s ochranou

vuci rakoviné tlustého streva.
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4.3.2. Dalsi transkrip¢ni faktory

4.3.2.1. Hepatocytovy nuklearni faktor 40 (HNF4a )

HNF4a je ¢lenem rodiny nuklearnich receptort, jez rozhoduji o udrzeni hepatického
fenotypu (tj. reguluje transkripci pro hepatocyte specifickych gentl). Funguje jako
homodimer a je konstitutivné aktivni diky vazb¢ integralnich mastnych kyselin. Studie s
modelem ablace mysiho genu demonstrovaly diilezitou roli HNF4a v jaternim vyvoji a
diferenciaci. Mysi s podminénou jaterni HNF4a deleci maji zménény metabolismus lipidd a
cytochromu P-450 v hepatocytech.

Navic, pro indukci genové transkripce prostiednictvim PXR a LXR je HNF4a aktivita
esencialni. Podobn¢, rozdilnd exprese enzymi cytochrome P-450 u samcl a samic mysi je
fizena hnf4o. Tudiz se HNF4a zdé4 byt hlavnim regulatorem exprese gent podilejicich se na

dispozici 1é¢iv v organizmu.

4.3.2.2. Jaterni receptorovy homolog 1 (LRH-1)

LRH-1 je ¢lenem nuklearni receptorové super rodiny, kterd piisobi konstitutivné jako
funk¢ni monomer pfi absenci exogenniho ligandu. Je diilezity pro expresi enzymu
(CYP7AL) limitujiciho rychlost v biosyntézy zlucovych kyselin. Indukce transportéru 1é¢iv

Mrp3 je ovlivnéna expresi LRH-1.
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4.3.2.3. Maly heterodimerni partner-1 ( SHP-1)

SHP je neobvykly nuklearni receptor, ktery postrada DNA vazici doménu.Tento nuklearni
receptor heterodimerizuje s transkripénimi faktory AhR, CAR, PXR, LXRa, LRH-1, HNF4a
a glukokortikoidnim receptorem (GR ) a potlacuje expresi cilovych gent téchto nuklearnich

receptort.

4.3.2.4. Aryl hydrocarbonovy receptor (AhR)

Ahr byl rozsahleji studovan pro svou roli ve zprostfedkovavani indukce Cyplal
prostiednictvim 2,3,7-tetrachloro-dibenzo-p-dioxinu ( TCDD) ( Jones PB. a kol., 1986,
Durrin LK. a kol., 1987). TCDD indukuje Cyplal m RNA expresi v potkanich a mysich
jatrech, stejné tak, jako v lidskych bunéénych liniich (Johnson DR. A kol.,2002). AhR byl
tedy identifikovan jako receptor pro dioxiny, ktery indukuje expresi aryl hydrokarbon
hydroxalasy (cypla ). Nasledné byl klonovan gen pro AhR, ktery byl zatazen do helix-loop-
helix rodiny trankripénich faktorti. Pomérné dobfe je prostudovana ligand dependentni
transkrip¢ni aktivace AhR. Ten je lokalizovan v cytoplazmé a pfemist'uje se do jadra,
nasleduje navazani ligandu a heterodimerizace s Ahr nuklearnim translokatorem (ARNT) a
vazba komplexu na xenobiotické response elementy (XRE) cilovych organd ( Sun a
kol.,2004). Funk¢ni XRE, skladajici se z pentanukleotidové sekvence 5'-GCGTG-3",
nalezneme v regulacnich oblastech genit CYP1A, CYP1B a UGT1A.

Také jiné slozky jako polychlorované bifenyly, indol-3-karbinol, 3-methylcholanthren

indukuji Cyplal u potkanich, mysich a lidskych hepatocytti ( Cheng a kol.,2005).
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4.3.2.5. Nuklearni faktor-E2-p45-souvisejici s faktorem 2 (Nrf2)

Nrf2 patii do rodiny leucin zipper proteinit NF-2 rodiny transkripénich faktort, které se
vazi na antioxidantni response elementy (ARE, 5-TGACNnnGC-3") gent zapojenych do
bunécné ochrany proti oxida¢nimu stresu. Pomoci Nrf2 jsou regulovany enzymy
metabolizujici 1é¢iva jako jsou CYP , UGT a efluxni transportér MRP . Studie prokazaly, ze
chemoprotektivni rakovinové ptisobky jako je oltipraz nebo ethoxyquin, indukuji expresi
faze-1 a — Il enzyml metabolizujicich 1€Civo v jatrech a stfevu cestou aktivace Nrf2.

Po aktivaci, Nrf2 disociuje z Keapl a translokuje se z cytosolu do jadra, kde interaguje
( dimerizuje ) s malym Maf a Ap-1 ¢leny, vaze se na antioxida¢ni response/elektrofilni
response elementy shodné DNA vazici sekvence na 5’konci a aktivuje genovou transkripci.
Nrf2 kontroluje v mysich jatrech bazalni i inducibilni expresi mnoha gend, jako je
NAD(P)H:quinone oxidoreductasa 1 (Nqol, také znama jako DT-diaphorasa), heme
oxygenasa-1, epoxid hydrolasa a glutathion-S-transferasa A1, P1/2 a A3. Oltipraz indukuje
Ngol mRNA expresi V lidskych derivovanych bunkach, stejné tak i v jatrech mysi a

potkant.

4.3.2.6. Jaterni nuklearni faktor 1o (HNFla )

HNF1 o je blizky produktim homeobox gent a pusobi jako funkéni homodimer pii
regulaci genil esencialnich pro diferenciaci hepatocyti. Exprese 1ékovych transportérti z
rodiny OATP a biotransformacnich enzymi cytochromu P-450 a konjugacnich enzymu
skupiny UGT je vysoce zavisla na HNF1a aktivité. HNFla je rovnéZ duleZity pro spravnou

jaterni funkci ( Tinora a kol.2005, Dixit a kol.,2005, Hanschin a kol., 2003).
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Tabulka ¢.6 Shrnuti nuklearnich receptoru a transkrip¢nich faktoru zapojenych do

dispozice 1éCiva a genové regulace. (Cast 1.)

Nuklearni Gen Exprese [Regulované geny [Regula&ni element

receptor

Konstitutivni NR1I3 Jatra Mrp31 ™

androstan  receptor|1923.1 Mrp4 112

(CAR)

Farnesoidni XINR1H4 Jatra BSEP1>*°

receptor (FXR) 12023.3 Tenké stievo MDR1>’

Hepatocytovy HNF1 Ledviny Ntcpt ™

nuklearni faktor 10{12024.2 Asbtt

(HNF10) Oatpl 1™
Oatp21™

Hepatocytovy HNF4A Ledviny Ntcpt™®

nuklearni faktor 40j20q12-q13.1 Oatp11”®

(HNF40) MDR11

Nuklearni faktor-E2INrf2 MRP11’

p45-blizké faktoru 22931

(Nrf2)

Peroxisomalni NR1C1 Ledviny Bsept®’

proliferatorem 22012-913.1 Oatp11®’

aktivovany receptor| Ntcpt®’

o (PPAR)

Pregnanovy XINR1I2 Lymfocyty MDR 1™

receptor (PXR) 3013-021 Oatp21™**
Mrp3 192198

Ptevzato z ¢lanku : Nuclear receptors and drug disposition gene regulation

( Tirona a Kim, 2005)
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Tabulka ¢.7 Aktivatory a deaktivatory nuklearnich receptoru

Nuklearni receptor Aktivator Deaktivator/Inhibitory

AhR polycyklické 3,4-dimethoxyflavon
aromat.uhlovodiky,metabolity
tryptophanu,beta-

naftoflavonoidy

CAR phenobarbital, CITCO, | androstany

clotrimazol, phenytoin,

FXR Zlucové  kyseliny, AGN29, | guggulsteron, lithocholat
GW4064, AGN31

GR glukokortikoidy mifepriston

PPARa fibraty, WY-14,643 zluCové kyseliny

PXR zluCové  kyseliny a jejich | zZluCové kyseliny, ET-743

prekurzory, rifampin, rifabutin,
paclitaxel, nifedipin,
clotrimayol, ritonavir,bosentan,
phenytoin,

lovastatin, simvastatin,

vitamin E, carbamazepin,
glukokortikoidy, spironolacton,
topotecan, etoposid, omeprayol,

guggulsteron,

VDR la,25-dimethoxyvitamin D,
lithocholat

Pfevzato z ¢lanku : Nuclear receptors and drug disposition gene regulation ( Tirona a Kim,

2005).
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5. Diskuze:

Nuklearni receptory jsou klicové pro regulaci exprese geni, které kontroluji distribuci
1é¢iv. Zatim toho vime jen pomérné malo o mechanismech, kterymi slouceniny reguluji
expresi transportéri, ale 1 o tom, zda regulace transportérti je zprosttedkovana pomoci
nukledrnich receptorii a jestli zména exprese transportérit zpsobi zmeny v distribuci 1éCiv.

Studie, které vyuzivaly na transportéry deficientni potkany nebo mysi demonstrovaly, ze
ztrata jednotlivého transportéru muze zasadné ovlivnit distribuci 1é¢iva nebo jeho toxicitu,
coz indikuje dulezitost exprese prenasece nejen pii distribuci 1éCiva a toxicité, ale rovnéz pii
interakci 1é¢ivo-1é¢ivo. Spolecné s tim, jak jsou vytvafeny dalsi mysSi kmeny deficientnich
na jednotlivé transportéry je jisté, ze v budoucnu bude dokumentovano vice piipada
ukazujicich , jak dtlezitou roli pfenaSece hraji ve vySe zminénych procesech. Dnes je mozné
jednotlivé transportéry lidského, potkaniho a mysiho geonomu i jejich regulaéni oblasti
klonovat do plazmidové DNA, tudiz vyzkum v oblasti farmakologie a toxikologie ma zcela
nové piileZitosti k pochopeni toho, jak je exprese transportérii regulovana na molekularni
urovni.

Studie, jez definuji, které slou€eniny jsou aktivatory lidskych a hlodav¢ich nukledrnich
receptortl, dale jaké slouceniny a receptory reguluji lidské a hlodav¢i transportéry, tkanovou
expresi riznych prenaSect a substratovou specifitu lidskych a hlodav¢ich transportéri dovoli
lepSi poznani a predvidani déja, které se odehravaji po aplikaci 1é¢iva do téla.

V soucasné dob¢ probihaji intenzivni vyzkumy a screening novych molekul k zjisténi,
zda tyto aktivuji nuklearni receptory. Screeningové studie by mély poskytovat 1é¢iva
s men$im potencidlem k indukci gent, jez je spojena s distribuci 1éCiv a tudiz redukovat

riziko interakci.
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Mnozstvi ligandem aktivovanych nuklearnich receptort a transkripénich faktor mize byt
dalezitou determinantou interindividualni variability v odpovédi na 1é€ivo a v toxicite.
Vice nez kdy dfive je dnes vyuzivano znalosti aktivace nukledrnich receptorti plisobenim

jednotlivych 1éCiv, alternativni medicinou nebo dietou a to k uceni potencialnich zmén

V odpovédi na 1écivo.
Diky tomu, Ze 1épe porozumime, jak zavazné a v jakém rozsahu genova regulace

nuklearniho receptoru ovliviuje distribuci 1€¢iv, mtizeme nalézt pro kazdého jednotlivého

pacienta u¢inné€jsi a bezpecné;jsi terapii.
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6. Zavér :

S pomoci databazich PubMed, HighWire a ScienceDirect jsem vyhledala a shrnula
V soucasnosti dostupné poznatky, které se tykaji transkripéni regulace Iékovych transportéra
a to prostiednictvim nuklearnich receptort a transkripcnich faktort. Mizeme piedpokladat,
ze tyto informace jsou pouze ,,8pickou ledovce” soucasného poznani, které v budoucnu

ptinese komplexni pohled na problematiku transkripéni regulace 1€kovych transportéra.
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