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Abstrakt

Pregnanovy X receptor (PXR) je vyznamnym regulatorem exprese Sirokého
spektra enzymt, které se ptimo podileji na biotransformaci nebo exkreci xenobiotik a je
1éCiv prostfednictvim eliminacnich procesii. Aktivita tohoto receptoru je vyznamné
ovlivilovana jak vazbou ligandu, tak i jeho post-translacnimi modifikacemi a asociaci
s koregulatory transkripce. Vyznamnou roli v buné¢né signalizaci hraje draha mTOR,
ktera po aktivaci reguluje mnohé zakladni pochody v buiice. Fosforylaci svych substrati
navozuje zmény, které ovliviiuji energeticky metabolismus, proliferaci a rust burky,

autofagii a apoptozu.

Tato prace se zaméfila na vliv rapamycinu, inhibitoru mTORCI, na aktivitu PXR
a naslednou expresi jeho cilovych geni CYP3A4 a ABCB1. Nejprve byla sledovdna
schopnost PXR aktivovat promotor genu CYP3A4 metodou reporter gene assay
V bunééné liniit HEK293T. Poté byla sledovana exprese genit CYP3A4 a ABCB1 na urovni
mRNA a proteind metodami qRT-PCR, SDS-PAGE a immunoblotingu v bunééné linii
LS174T. Rapamycin (Rap) byl aplikovan ve dvou netoxickych koncentracich bud’
samostatné, nebo v kombinaci s aktivatorem PXR rifampicinem (Rif). Tato kombinace
latek vyrazné snizovala transkripéni aktivitu PXR a také hladinu CYP3A4 mRNA.
Hladina exprese ABCB1 mRNA nevykazovala nijak vyznamné zmény, avSak na Grovni
proteinu byl stanoven vyrazny pokles po aplikaci Rap s Rif. Vysledky naznacuji, ze
mTOR kindza vyznamné ovliviiuje signalizaci PXR v pfitomnosti jeho aktivatoru

rifampicinu.



Abstract

The pregnane X receptor is an important expression regulator of wide variety of
enzymes which play key roles in a biotransformation and excretion of xenobiotics.
Through elimination processes, PXR is considered as one of the most important factor
affecting pharmacokinetics of many drugs. An activity of this receptor is influenced by
a ligand binding post-translational modifications and the association with transcriptional
coregulators. The mammalian TOR signalling pathway plays an important role in a cell
signalling and activation of this pathway leads to regulation of many principal processes
in the cell. Phosphorylation of mTOR substrates induces changes which affect an energy

metabolism, proliferation, cell growth, autophagy and apoptosis.

This thesis focused on the influence of selective inhibitor of MTORC1, rapamycin,
on the PXR activity and the PXR-target genes CYP3A4 and ABCB1 expression. By using
a reporter gene assay was monitored the ability of PXR to activate CYP3A4 promoter in
HEK293T cell line. After that the expression of CYP3A4 and ABCB1 of mRNA and
proteins was monitored by gqRT-PCR, SDS-PAGE and immunoblotting in LS174T cell
line. Rapamycin (Rap) was used in two nontoxic concentrations and also in combination
with rifampicin (Rif) — an activator of the PXR. This combination significantly reduced
the PXR transcriptional activity and CYP3A4 mRNA quantity. Even though the
expression of ABCB1 mRNA did not change, the application of Rap in combination with
Rif significantly reduced the level of protein. The results suggest the mTOR kinase affects

PXR signalisation in presence of rifampicin.
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1 UVOD

Kazdy zivy organismus je neustale vystavovan raznym chemikaliim, jako jsou
pfirodni latky: alkaloidy, sekundarni metabolity rostlin nebo napiiklad toxiny
produkované plisnémi, ale i pramysloveé vyrabéné latky: pesticidy, polutanty, 1éCiva aj.
Ty mohou byt absorbovany kiizi, plicemi nebo gastrointestinalnim traktem. Zpravidla se
jedna o latky lipofilni povahy, které mohou snadno prochazet plazmatickou membranou

buiiky a mohou byt distribuovany télnimi tekutinami do tkéani celého téla.

Stémito latkami se organismus snazi vyrovnat a eliminovat je procesem
biotransformace. V ramci jednotlivych fazi biotransformace dochazi ke zménam
fyzikalnich vlastnosti xenobiotik za G¢elem snadnéjsi eliminace z organismu. V prvni fazi
dochazi k preméné parentdlni slouCeniny na polarnéj§i metabolity vnesenim nebo
odkrytim polarni skupiny. Tyto reakce katalyzuji ptedev§im cytochromy P450. Ve druhé
fazi se polarita slou¢eniny dale zvySuje konjugac¢nimi reakcemi s endogenni molekulou
a vysledkem téchto reakci jsou hydrofilni metabolity, které jsou v ramci tieti faze

biotransformace transportovany ven z buiiky a dochazi k jejich exkreci.

Na regulaci biotransformacnich procesii v bufice se vyznamné podili jaderné
receptory. Tyto ligandem aktivované transkripcni faktory se vdzou do regulacnich oblasti
svych cilovych genii a ovlivigji tak jejich expresi. Pregnanovy X receptor (PXR) je
vyznamnym modulatorem exprese mimo jiné cytochromu P450 3A4, vyznamného
katalyzatoru reakci prvni faze biotransformace, a p-glykoproteinu, ktery zajistuje
transport metabolitd ven z bunky. Aktivita tohoto receptoru muze byt vyznamné
regulovana na trovni vazby ligandu, déle na urovni iniciace transkripce cilovych gent
(vlivem koregulatorti transkripce), a také post-translaénimi modifikacemi PXR
(pfedevsim fosforylaci). Aktivace metabolismu 1é¢iv skrze PXR se muze podilet na
vzniku riznych mezilékovych interakci, 1ékové rezistenci a toxickém ucinku v lidském

organismu.



2 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo sledovani zmén aktivity pregnanového X
receptoru po inhibici mTOR signaliza¢ni drahy na urovni exprese genit CYP3A4 a ABCB1
Vv bunéénych liniich HEK293T a LS174T. Pro toto testovani byly pouzity metody
Reporter gene assay, kvantitativni Real-time PCR a Western bloting s imunodetekci

proteinti CYP3A4 a p-glykoproteinu.



3 BIOTRANSFORMACE

S cizorodymi latkami, xenobiotiky, ptipadné¢ endogennimi latkami, které vznikly
Vv bunice a mohou byt jakkoliv nebezpecné pro jeji integritu, se organismus snazi vyrovnat.
Snazi se tyto latky pfedevsim eliminovat. Zpravidla se jedna o latky, které mohou snadno
prochazet plazmatickou membranou do buiikky a mohou byt distribuovany télnimi
tekutinami do tkani celého téla. Vnitini hladina téchto latek v organismu je predmétem

farmakokinetiky, ta studuje jejich absorbci, distribuci, metabolismus a exkreci (ADME).

Dulezitym procesem v buiice je biotransformace. V ramci biotransformace jsou
zménény fyzikalni vlastnosti xenobiotik, latky jsou pfevedeny na hydrofébni metabolity,
které jsou snadnéji eliminovatelné. Bez biotransformace by byla vétSina xenobiotik
vylucovana velmi pomalu a mohla by tak vyznamné poskodit organismus. Proces
biotransformace je mozné rozclenit do nékolika fazi. Zpravidla jsou uvadény dvé faze,
které zahrnuji biotransformaci v pravém slova smyslu, nicméné se mluvi i o tfeti fazi,

ktera popisuje transport metabolitil xenobiotika ven z bunky.

Rozdily mezi jedinci v metabolické aktivité faze I a II organismu mohou byt
zpiisobeny vékem, pohlavim, nemocemi a genetickymi predispozicemi, a nemén¢ také

zivotospravou jedince (koufeni, strava, 1éky) a vné&jSim prosttedim.

3.1 Fazel

Faze I je charakterizovdna chemickymi reakcemi, pii kterych dochazi k pfeméné
parentalni slouCeniny na polarn€j$i metabolity. Zakladem této transformace je odkryti
funkéni skupiny (napt. —OH, -HNz2, -SH) nebo jeji vytvofeni de novo. V ramci tohoto
procesu dochazi k reakcim: oxidace, redukce, hydrolyza, hydratace a izomerace (Sono et
al., 1996).

Enzymy katalyzujici prvni fazi biotransformace

Katalyzu reakci prvni faze biotransformace zajistuji enzymy lokalizované
v endoplasmatickém retikulu, mitochondriich a jadfe buniky. Vyznamné se na téchto
reakcich podili Siroké spektrum oxidaz, reduktdz a hydrolaz. Oxidaéni reakce prvni faze

biotransformace jsou katalyzovany mnohymi enzymy (napf. peroxidazami, mono-
10



aminooxidazami, alkohol-dehydrogendzami a aldehyd-dehydrogenazami). Z nich
nejvyznamnéj$i jsou flavinové monooxygenazy. Predmétem zajmu mnoha studii

jsou vsak ptedevsim enzymy z rodiny cytochromt P450.

Flavinové monooxygenazy (FMO) ptisobi v mnoha reakcich spolu s cytochromy
P450. Jejich kofaktory jsou NADPH a atomarni kyslik. FMO Kkatalyzuji oxidaci
nukleofilniho dusiku, siry a fosforu v molekuldch xenobiotik. Na pét forem FMO je
exprimovano v lidskych jatrech, nejvice jsou zastoupeny FMO3, FMO4 a FMOS (Sevior
etal., 2012)

3.1.1 Cytochromy P450

Ze vSech enzymu schopnych metabolizovat xenobiotika jsou cytochromy P450
cytochromy P450 (CYP450) je zahrnuta celd skupina enzym1, jejichZ spoleénym znakem
je pritomnost hemové skupiny. Redukovany komplex ma spektralni vlastnosti pro tvorbu

typického absorpcniho piku v oblasti 450 nm a pismeno ,,P* znaci, ze se jedna o pigment.

Svou funkei patii CYP450 mezi monooxygenazy — vazou jeden atom kysliku,
kterym tvofi molekulu vody a druhy atom kysliku pro vazbu se substratem. Aby byly
katalyticky aktivni, vyzaduji pfitomnost reduk¢nich ekvivalenti z NADH/NADPH
(Omura and Sato, 1964a, Omura and Sato, 1964b).

RH + O, + NAD(P)H + H* — ROH + H,0 + NAD(P)*

Za nepfitomnosti vhodného substratu mohou nékteré redukované CYP450
enzymy produkovat reaktivni formy kysliku (ROS), které¢ u savcii mohou vést az

k indukci apoptozy (Bernhardt, 2006).

Role CYP450 v organismu

Vyznamné jsou tyto enzymy zejména z hlediska metabolismu lé¢iv a vétSiny pro-
toxikantli a pro-karcinogenti. Cytochromy P450 jsou odpovédné za 80 % metabolismu
xenobiotik v prvni fazi biotransformace (Ingelman-Sundberg et al., 2007). Katalyza

enzymy CYP450 vede ke sniZzeni plazmatické koncentrace 1é€iva a koncentrace 1éCiva
11



v cilovém misté. Oxidaci substratt muze vSak dochazet k tvorbé aktivnéjsich
a reaktivnéjsich forem, nez byla parentalni sloucenina a toxicita latky se muze zvysit také

inhibici P450 enzymui (Guengerich, 2001).

Vedle xenobiotik katalyzuji CYP450 enzymy metabolismus a biosyntézu
mnohych endogennich latek, jako napiiklad steroidnich hormont, cholesterolu, mastnych
kyselin, zlu¢ovych kyselin a prostaglandini, dale pak komponenty zbarveni a ochrany
u rostlin a katabolismus sloucenin jako zdroje uhliku pro savce (Sono et al., 1996,
Bernhardt, 2006).

Substraty cytochromtt P450 jsou hydrofobni povahy (Graham-Lorence et al.,
1997). Siroka substratova specifita CYP450 enzymili umoziiuje kompetici mezi substraty
jednoho enzymu. V zavislosti na rtiznych substratech muze dochazet k mezilékovym
interakcim. Vazbou inhibitoru do aktivniho mista enzymu mutze dochézet ke klinicky
signifikantni odpovédi, ale na zaklad¢ povahy CYP450 muze byt tato odpoveéd’ do jisté
miry zvracena (Sevior et al., 2012).

CYP450 byly nalezeny od bakterii az po ¢lovéka a mohou byt ¢lenény do dvou
skupin: mitochondridlni/bakterialni (rozpustné formy, obsazeny v cytoplazm¢)
a mikrozomalni (membranové vazané) (Bernhardt, 2006). Vétsina z CYP450 enzymii je
lokalizovana v jatrech (Omura and Sato, 1964b) (mimo CYP1Al a -1B1), nicméné
mnoho jich je také v mimojaternich tkdnich. Obzvlast’ v tkanich, které jsou vstupni
branou pro exogenni slouc¢eniny, jako jsou plice a gastrointestindlni trakt. Tyto tkdné jsou
vyznamné piedevsim z toho divodu, ze reaktivni produkt neni schopny migrovat mezi
burnikami. Kazda tkan obsahuje unikatni profil enzymt CYP450 (Guengerich, 2001, Ding
and Kaminsky, 2003).

Na zéklad¢ sekvencni shody minimalné ze 40 % mezi dvéma proteiny CYP450
mohou byt ¢lenény do proteinovych rodin. Clenové podrodin maji u savct identickou

sekvenci vétsinou z vice nez 55%. Schématické znazornéni nazvoslovi cytochromt P450:

Cytochrom P450/ CYP 1 A 1\ Samostatny clen

Rodina, homologie 40% Podrodina, homologie 55%
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Polymorfizmus CYP450

Polymorfizmy v kédujicich genech pro enzymy CYP450 tvoii rozdily ve funkci
enzymu ¢i uplnou ztratu jeho aktivity. Vyznamnymi zménami jsou jednonukleotidové
polymorfismy (SNP), inzerce, duplikace a ¢astecné nebo tiplné genové delece (Ingelman-
Sundberg et al., 2007, Sevior et al., 2012). Polymorfizmus enzymi CYP450 hraje
vyznamnou roli v 1é¢bé onemocnéni. Metabolismus vétSiny popsanych 1é¢iv (az 75%)
katalyzuji rodiny enzym CYP3A, CYP2D6 a CYP2C. Jejich aktivita miiZze byt ovlivnéna
zivotospravou jedince (strava, kouteni), fyziologickymi faktory, ¢i uzivanim jinych 1é¢iv
(van Schaik, 2008, Ingelman-Sundberg et al., 2007). Na zaklad¢ poc¢tu aktivnich genti pro
tyto enzymy lze populaci klasifikovat do skupin: ultrarychli metabolizétofi (s vice, nez
dvéma aktivnimi geny kodujicimi uréity CYP450), extenzivni metabolizatoti (nesouci 2
funkéni geny), pfechodni metabolizatofi (s jednou funkéni a jednou nefunkéni alelou
nebo dvéma ¢astené defektnimi alelami) a pomali metabolizatofi s chybgjicim funkénim

enzymem (nesou defektni nebo deletovany gen) (Ingelman-Sundberg et al., 2007).

3.1.2 Cytochrom P450 3A4

Podrodina enzyml CYP3A katalyzuje metabolismus piiblizné 50 % vSech 1é€iv.
Tato nejvétsi podrodina CYP450 je koédovana na chromozomu 7q21-7¢g22.1. Zde jsou
geny pro CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 a CYP3A43 (van Schaik, 2008).

wevr

hojné je tento enzym exprimovan v jatrech a ve stievech (McKinnon et al., 1995), dale
pak v ledvinach, placenté, plicich a mozku. V bufice se nachazi jak v rozpustné formé,

tak i membranovée vazany (Sevrioukova and Poulos, 2015).

V disledku velkého a ohebného aktivniho mista enzymu CYP3A4 a také diky
schopnosti katalyzovat riizné chemické reakce je tento protein schopny biotransformovat
Sirokou Skéalu endogennich a exogennich sloucenin riznych velikosti a chemickych
struktur. Tvorbou 3D modelt struktury enzymu CYP3A4 bylo zjisténo, Zze ma velké
aktivni misto, které je schopné v jednu dobu pojmout vice, nez jeden substrat (Harlow
and Halpert, 1998). Vazbou mnohych slouc¢enin do aktivniho mista se ¢asto projevuje

soucinnost substratt (Harlow and Halpert, 1998, Sevrioukova and Poulos, 2015).
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V mikrozomech lidskych jater metabolizuje CYP3A4 az 50 % klinicky uzivanych
1é¢iv (Guengerich, 1990, Lehmann et al., 1998). Vazbou riznych latek na CYP3A4 muze
dochazet k modulaci jeho celkové aktivity a mezilékovym interakcim in vivo, vedoucim
k nezadoucim ucinkdm, az selhani terapie (Sevrioukova and Poulos, 2015). Interakci
riznych substratli miize byt zvySena aktivita CYP3A4, napiiklad jedno 1é¢ivo indukuje
aktivitu enzymu a tim muze ovlivnit metabolismus jiného lé¢iva. Mezi aktivatory
CYP3A4 patii napiiklad a-naphthoflavon (ANF), steroidy (Harlow and Halpert, 1998),
quinidine (Ngui et al., 2001) a mnoha jina 1é¢iva. Naopak inhibice metabolismu 1é¢iva
vede ke zvySeni koncentrace 1éCiva v buiice, ktera mize byt toxickd pro organismus.
Dobte znama je modulace CYP3A4 flavonoidy obsazenymi v grepovém dzusu (Bailey,
2010) nebo naptiklad ketoconazolem (Engels et al., 2004).

Aktivita enzymu CYP3A4 je regulovana také skrze ligandem indukované
transkripcni faktory. Jiz od konce dvacatého stoleti je znamo, Ze se tyto receptory vazi do
regulacnich oblasti cilového genu a reguluji tak jeho expresi (Bertilsson et al., 1998).
Expresi CYP3A4 velmi vyznamné ovliviiuje napiiklad pregnanovy X receptor (viz kap.
3.2.1.1.), konstitutivni androstanovy receptor (CAR), receptor pro vitamin D (VDR)

a receptor aktivovany proliferatory peroxisomi o (PPAR«).

3.2 Fazell

Zakladem druhé faze biotransformace jsou konjugacni reakce katalyzované
riznymi transferdzami. Dochédzi k reakcim xenobiotika nebo metabolitu prvni faze
biotransformace s endogenni slou¢eninou za ti¢elem sniZeni toxicity a biologické aktivity
latky, tedy kinaktivaci farmakologicky aktivnich latek. Produkty druhé faze
biotransformace jsou typicky vice hydrofobni, nez parentalni slouc¢enina a tim mize dojit
k jejich snadngjsi exkreci do zluce a moc¢i. Konjugace ovSem neni vyhradné reakci
metabolismu xenobiotik, velmi vyznamné ovliviluje metabolismus endogennich latek

(hormonti, cholesterolu, Zluc¢ovych kyselin, aj).

Reakce druhé faze biotransformace u ¢lovéka zahrnuji predevsim konjugaci
s kyselinou UDP-glukuronovou (UDP: uridindifosfo-), sulfonaci, methylaci, acetylaci,
konjugaci s glutathionem a s aminokyselinami (Jancova et al., 2010). Obecné&, enzymy

faze 11 jsou rozpustné, nejsou uloZzeny v membrang, ale v cytoplazmé buiky a zahrnuji
14



predevsim UDP-glukuronyltransferazy, sulfotransferazy, N-acetyltransferazy, glutathion

S-transferazy, a methyltrasferazy (napt. COMT).

Konjugaci Sirokého mnozstvi slou¢enin a produkti reakci prvni faze
biotransformace zajist'uji UDP-glukuronyltransferazy (UGT:
uridindifosfoglukuronyltransferazy). UGT jsou velmi vyznamnymi enzymy druhé faze
biotransformace a podili se na odstranéni bilirubinu, 1é¢iv a xenobiotik z téla. U cloveka
jich je exprimovano 16 a jsou lokalizovany v hladkém endoplazmatickém retikulu (ER)
a tak maji moznost katalyzovat své substraty diive, nez se zacnou Sifit vnitfnim

prostfedim ER a dale do buniky (Sevior et al., 2012).

Mnoho 1é¢iv, steroidli a xenobiotik ziskava alkoholovou nebo aminovou skupinu
jako dusledek reakce s enzymy CYP450. Na substrat s témito funkénimi skupinami miize
byt pfenesena sulfatova skupina z donorové molekuly 3"-fosfoadenosin-5’-fosfosulfatu.
Tyto reakce jsou katalyzovany enzymy ze skupiny sulfotransferaz (SULT) (Sevior et al.,
2012). Sulfonaci mohou byt naopak prokarcinogeny konvertovany (bioaktivovany) na
vysoce reaktivni meziprodukty schopné fungovat jako chemické karcinogeny a mutageny
(Surh, 1998).

Na xenobiotika obsahujici ve své struktufe aromaticky amin nebo hydrazinovou
skupinu ptenasi enzym N-acetyltransferaza (NAT) acetylovou skupinu z acetylkoenzymu
A (Jancova et al., 2010).

Mezi produkty enzymii prvni faze biotransformace patii i halogenové aromaty,
lipidové peroxidy, aj, které jsou katalyzovany glutathion S-transferazami (GST). Tyto
enzymy hraji dulezitou roli pii ochrané butiky proti oxidativnimu stresu (Jancova et al.,

2010) a jsou dulezité také jako transportéry (Sevior et al., 2012).

3.3 Fazelll

Aktivni transportéry v bufnice zajiStuji import a export sloucenin pres
plazmatickou membranu a tim se podili na homeostaze. Metabolismus xenobiotik je vedle
biotransformaénich enzymu zajistovan transportnimi proteiny (tzv. drug transporters),
které pienasi tyto exogenni slouceniny a jejich metabolity ven z bunky. Zakladem pro
zkoumani faze III byl objev p-glykoproteinu, prvniho popsaného membranového
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transportéru (Juliano and Ling, 1976). Vyzkum p-glykoproteinu a nasledné dalSich
membranovych receptort vedl k ¢astenému objasnéni principu resistence rakovinovych
bun¢k na chemoterapeutika. V anglické literatufe se toto oznacuje jako multidrug

resistance (MDR) (Scotto, 2003).

Vhodnymi substraty téchto transportérii jsou mnoha dnes vyuzivana l1é¢iva, proto
jsou velmi vyznamné pii absorpci, distribuci do tkani a eliminaci téchto 1é¢iv. O tom
sveédci 1 jejich lokalizace, predevSim jsou exprimovany V jatrech, stfevech a ledvinach.
Pfedmétem zajmu mnoha studii jsou predevsim efflux transportéry MDR1 (multidrug
resistance 1) a MRPs (MDR-associated proteins) a influx transportéry OATPS (organic

anion transporting polypeptides) a OCTs (organic cation transporters).

3.3.1 P-glykoprotein

P-glykoprotein (Pgp), produkt genu ABCBI1 (také znamy jako MDR1: multidrug
resistence 1) leziciho na chromozomu 7 (Fromm, 2002), je dulezitym bunéénym

transportérem pienédsejicim molekuly mezi tkdnémi a krvi.

Pgp patii do skupiny efflux ATP-vazebnych transportéru (ATP-binding cassette;
ABC) uloZenych v lipidové dvojvrstvé bunky. Ty obsahuji vysoce konzervovanou ATP-
vazebnou doménu a energii z hydrolyzy ATP vyuzivaji pro transport ven z buiky proti
koncentraénimu gradientu. Pgp je slozen ze dvou velmi podobnych polovin, kdy kazda
obsahuje 6 transmembranovych segmentd, intracelularni ATP-vazebné misto a 2
nukleotid-vazebné domény (Higgins, 1992, Loo and Clarke, 1999, Schinkel and Jonker,
2003)

Pgp hraje dilezitou roli v ochrané¢ organismu ptfed utokem mnohych toxind
Z okolniho prostiedi. Mtize byt indukovan mnoha 1é¢ivy a hormony (Greiner et al., 1999).
Je exprimovan v riiznych sav¢ich tkanich. Jiz v roce 1998 bylo pomoci Pgp-deficientnich
mysi prokdzano, ze je Pgp soucasti hematoencefalitické bariéry a je zodpovédny za
prunik 1é¢iva do mozku (Kim et al., 1998). Nejvice je tento transportér zastoupen
Vv epithelidlnich bunkach stfeva, hematoencefalické bariéfe, varlatech a neméné
vyznamny je i v jatrech, v placenté a ledvinach (Kim et al., 1998, Schinkel and Jonker,
2003, Konig et al., 2013).
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Siroké spektrum substrati Pgp zahrnuje rtizna 1é¢iva: imunosupresiva,
protirakovinna 1é¢iva, antibiotika, statiny, 1éky na srdce a B-blokatory. Zpravidla maji
substraty hydrofobni povahu, tudiz mohou pasivné¢ difundovat ptes bunéénou membranu.
Nicmén¢, nez projdou pres vnitini membranu lipidové dvojvrstvy, jsou rychle
pumpovany ven z buiiky. Takto extrudované substraty jsou vylouceny z téla jako odpadni

metabolity.

Pgp exprimovany v membrané¢ enterocytll limituje vstup 1éc¢iva do organismu po
jeho ordlnim podani. Jestlize se 1éCivo dostalo do krevniho fecisté, Pgp podnécuje
eliminaci tohoto 1éCiva, pfip. metabolith faze I a II biotransformace do zluc¢e a moci,
protoZze je exprimovan také v membrané hepatocytl a proximalnich tubult ledvin. Navic,
Pgp limituje penetraci 1é¢iv z krevniho fecisté do cilovych organd (Fromm, 2004, Konig
et al., 2013). Spolu s enzymy metabolizujicimi xenobitika (napf. CYP450) tvoii Pgp

dilezity ochranny mechanismus organismu proti toxickym agens.

Modulace funkce Pgp je zndma pticina mezilékovych interakci. Je zndmo mnoho
induktorti a inhibitord tohoto receptoru, jejichz efekt mize byt tkanové specificky. Na
zaklad¢ prekryvajici se substratové specifity Pgp a CYP3A4 dochazi k mnohym
interakcim 1é¢iv, které zahrnuji oba tyto proteiny (Greiner et al., 1999, Fromm, 2004).
Rifampicin, napfiklad, indukuje v lidskych stfevech Pgp a zaroven enzym CYP3A4
(Greiner et al., 1999). Tento efekt je bunécné specificky. Byl prokazan v mnoha tkanich
se sekre¢ni funkci, ale nebyl prokazan v lymfocytech (Becquemont et al., 2000).
Polymorfizmus bunéénych transportértit ma dopad na jejich Cetnost a afinitu k substratu
a tim i na pohyb lé¢iva v organismu. Bylo zjisténo 15 genetickych variant lidského genu
ABCBL1 (Eichelbaum et al., 2006). Overexprese Pgp v nadorovych buinkach zajistuje
jejich ochranu ptfed nddorovou terapii a naopak jeho blokace vede k zefektivnéni 1€cby

(Greiner et al., 1999). Za timto zamérem jsou zkoumany rtizné modulatory Pgp.
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3.4 Jaderné receptory

Jak jiz bylo zminéno, enzymy katalyzujici biotransformacni reakce jsou
regulovany vazbou s xenobiotiky, které tak aktivuji své metabolizatory a bunécné
transportéry. Navic, metabolismus jednoho lé¢iva miize byt ovlivnén kompetitivni
vazbou jiné chemické struktury. Regulace biotransformacnich enzymu probiha také na

urovni transkripce pomoci ligandy aktivovanymi transkripénimi faktory.

Jaderné receptory jsou velkou skupinou ligandem aktivovanych transkripcnich
faktori, které reguluji expresi gent u€astnicich se bunééného metabolismu, homeostazy,
vyvoje areprodukce (lidského) organismu. V lidském genomu je 48 nuklearnich
receptort rozdélenych do Sesti skupin. Podle jejich vazebného charakteru je mozné je
rozdé€lit do dvou skupin — receptory endokrinni pro endokrinni hormony a sirot¢i (orphan)
receptory. Do prvni skupiny jsou fazeny receptory, jejichz ligandy byly zpravidla
objeveny mnohem dfive, nez samotné receptory — napt. glukokortikoidni receptor (GRa),
estrogenni receptor (ER), receptor pro vitamin D (VDR) a dal$i. Druhou skupinu tvoii
sirot¢i jaderné receptory, u kterych fyziologicky ligand neni zndm, popt. byl objevem
pozd¢ji nez samotny receptor — tzv. adoptované sirot¢i receptory — napt. farnesoidni X
receptor (FXR), pregnanovy X receptor (PXR) a Konstitutivni androstanovy/aktivovany
receptor (CAR).

Clenové jednotlivych skupin (rodin) vykazuji velmi podobnou strukturu. Jaderné
receptory mohou mit rizné funkce v zavislosti na rizné aktivaci, nicméné v jejich vysoce
konzervované struktuie lze rozlisit funkéné dulezité domény (viz obr. ¢. 1). C-konec
proteinu obsahuje vazebnou doménu pro ligandy (LBD: ligand-binding domain,
oznacena E) a na N-konci je DNA-vazebna doména (DBD: DNA-binding domain, ozn.
C), ktera je dulezita pro specifickou vazbu receptoru do sekvence DNA v promotoru
cilovych gent (Ribeiro et al., 1995). Tyto oblasti jsou spojeny pantovou oblasti (0zn. D).
Po vazb¢ ligandu do LBD dochazi ke konforma¢nim zménam v proteinu, k disociaci
korepresort (NCoR: nuclear receptor corepressor a SMRT: silencing mediator for
retinoid and thyroid hormone receptor), piipadné tvorbé heterodimeru a otevira se misto
AF-2 (activation function 2) pro vazbu koaktivator (napt. SRC-1) v této oblasti (Glass
and Rosenfeld, 2000). Na N-konci (ozn. A/B) vétSiny jadernych receptort je oblast AF-
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1, ktera je variabilni v délce a sekvenci, nezavisla na vazbé ligandu a ovliviiovana

rastovymi faktory. Tuto sekvenci PXR neobsahuje (Pondugula et al., 2009b).

Aktivace jadernych receptorti je komplikovany proces, kterého se ucastni ligandy,
korepresorové proteiny, koaktivatory a dalsi proteiny. Obvykle jsou receptory aktivovany
malymi lipofilnimi ligandy, jako jsou hormony, mastné kyseliny, Zlucové kyseliny
a xenobiotika. Lokalizace jadernych receptort je bud’ vyhradné v jadie, nebo docasné
Vv cytoplazmé a po vazbé¢ ligandu dochazi K jejich translokaci do jadra (napi. AR, PXR
a AhR). Po aktivaci se receptory vazi do kratké promotorové sekvence cilovych gent jako
monomery, homodimery nebo heterodimery s retinoidnim X receptorem (RXR) (viz obr.
¢. 1) (Olefsky, 2001).

Na zaklad¢ evolucni shody 1ze jaderné receptory €lenit do Sesti skupin. Nejvice
receptoru patiéi do prvni skupiny NR1 (Nuclear Receptor 1), ktera zahrnuje mimo jiné
receptor pro vitamin D (VDR), CAR a PXR. Ty interaguji se stejnym heterodimerizaénim
partnerem RXR (Nuclear Receptors Nomenclature, 1999).

Obrazek ¢&. 1: Schématické zndzornéni struktury jadernych receptoru.
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Konstitutivni androstanovy/aktivovany receptor (CAR)

CAR vsavéim organismu pozitivné reguluje proteiny podilejici se na
metabolismu 1é¢iv a steroidli, naopak potlacuje oxidaci mastnych kyselin a syntézu
glukozy po indukci fenobarbitalem (Ueda et al., 2002). K aktivaci tohoto receptoru neni
nutnd vazba ligandu, protoze CAR vykazuje silnou bazalni transkripéni aktivitu 1 pfi
absenci ligandd (Chen et al., 2012). CAR tvofi heterodimer s RXR a spole¢né se vazi do
responzivnich elementti RARE (retinoic acid response elements) v promotorech cilovych
geni. Receptor CAR reguluje expresi velkého mnozstvi enzymu metabolizujicich 1é¢iva.
Cilovymi geny CAR jsou napiiklad ¢lenové podrodin enzymi CYP2B a CYP2C
(Sueyoshi et al., 1999, Ueda et al.,, 2002), dale enzym CYP3A4, transferazy UGT
(Sugatani et al., 2001) a 1ékové transportéry MRP2, Pgp a OATP2 (Kast et al., 2002).
CAR je blizce ptibuzny s PXR a jejich role v metabolismu xenobiotik se Caste¢né
prekryvaji (dochazi k prekryvu signalizacnich drah). Oba tyto receptory se vazi do DR-
3, DR-4 a DR-6 responzivnich elementl rodin enzymti CYP3A a CYP2B (Xie et al.,
2000).

Aryl-uhlovodikovy receptor (AhR)

AhR ovliviiuje biologickou odpovéd na mnoha xenobiotika, polutanty, Ié¢iva
a environmentalni kontaminanty, které se dostaly do organismu. Po vazbé¢ halogenovych
a polycyklickych ligandid dochazi k aktivaci AhR, ale endogenni ligandy AhR nejsou
dosud zndmy. AhR kontroluje xenobiotiky vyvolanou expresi CYP1 enzyma (CYP1AI,
1A2 a 1B1) a enzymu faze I (UGT1A1, GSTA2, aj). Je to transkripéni faktor z rodiny
bHLH/PAS (basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim), ktery po vazbé ligandu tvofi
heterodimer s AhR-jadernym translokatorem (ARNT: Ahr nuclear translocator).
Heterodimer se nasledné mize vazat do ptibuznych DNA sekvenci ozna¢ovanych jako
XRE (xeobiotic response elements) nebo DRE (digoxin response elements), které jsou

sekvenéné odlisné od responzivnich elementi ¢lend rodiny NRI1 (Elbi et al., 2002).
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Receptor pro vitamin D (VDR)

Do skupiny ligandem aktivovanych receptori patii i receptor pro vitamin D, ktery
je pritomen ve vétsin€ bunék lidského téla. Vysoka afinita VDR k 1,25-(OH)2-vitamin D3
(kalcitriol) a jeho pfibuznym analogum vede k regulaci homeostazy vapniku a fosforu.
Po vazb¢ ligandu je VDR fosforylovan, ¢imz je tento komplex stabilizovan (Hsieh et al.,
1991). Aktivovany VDR poté tvofi heterodimer s jednim z volnych podtypi RXR
(RXRa, -p nebo -y). Tento komplex se vaze do sekvence VDRE (Vitamin D responsive
element) v promotorech cilovych gent napi. CYP24A1, CYP2B6, CYP3A4 aj.

Projevem nedostatku vitaminu D je onemocnéni skeletu, napt. osteomalacie. Je
znamo, ze pii dlouhodobém uzivani nékterych 1éka, napf. rifampicinu nebo fenobarbitalu,
dochazi ke zvySenému metabolismu vitaminu D, coz mize mit zejména u pacientl
S nizkou hladinou tohoto vitaminu patofyziologické disledky. Neni zndm piesny
mechanismus, avSak bylo prokdzano, ze aktivované receptory CAR a PXR mohou trans-
aktivovat VDRE v CYP24A1 promotoru (Pascussi et al., 2005) a to i pfi absenci tohoto

vitaminu (Konno et al., 2009). .
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3.5 Pregnanovy X receptor (PXR)

Na zéklad¢ sekvenéni homologie s dal$imi jadernymi receptory v databazich
ESTu (EST: expressed sequence tag) byl roku 1998 identifikovan pregnanovy X
Receptor (PXR). Svij nazev dostal na zakladé aktivace pregnanovymi steroidy (21C;
napiiklad PCN: pregnenolon 16a-carbonitril) (Kliewer et al., 1998, Bertilsson et al.,
1998), nicméng je aktivovan i nékterymi steroidy s mensim poctem uhlikt. Je lokalizovan
v cytoplasmé v komplexu s chaperonovym proteinem Hsp90 a CCRP (cytoplasmic CAR

retention protein).

Spolu s CAR a VDR patii do stejné podrodiny receptorti (podrodina NR11). PXR
a CAR byly spole¢né charakterizovany jako primarni senzory xenobiotik ucastnici se
ochrany organismu pied skodlivymi ucinky cizorodych latek. Pozitivni regulaci exprese
enzymu metabolizujicich xenobiotika ovliviiuje PXR detoxifikaci Skodlivych latek, ale
i aktivaci prodrug a zajistuje homeostazu endobiotik, jako jsou steroidni hormony,
cholesteroly a zlu¢ové kyseliny (Kodama and Negishi, 2013). Primarné a nejvice je PXR
exprimovan v jatrech a v tenkém a tlustém stfeve, ale jeho mRNA je detekovatelna
I V riznych jinych organech, jako jsou ledviny, plice, vajeéniky, zaludek a prsni tkan

(Lehmann et al., 1998, Kodama and Negishi, 2013).

PXR je aktivovan §irokym spektrem strukturné odlignych ligandii. Casto se jedna
0 hydrofébni slouceniny, které jsou véazany s pon€kud nizkou afinitou (typicky
mikromolarni). Mezi né patii riizna 1écCiva (antibiotika, protinddorova 1é¢iva, 1éky proti
diabetu 2. typu, aj), pfirodni latky, dopliiky stravy (vitamin K2, vitamin E),
environmentalni polutanty (napft. pesticidy) a endobiotika (Zlucové kyseliny, estrogeny)
(Watkins et al., 2001, Kliewer et al., 2002). Vyznamnymi aktivatory PXR jsou napiiklad
rifampicin, clotrimazol a dexamethazon (Kliewer et al., 1998, Lehmann et al., 1998).
Léciva, ktera jsou ligandy PXR a indukuji expresi enzymil metabolizujicich tato a jina
lé¢iva, mohou navozovat mezilékové interakce. V dusledku toho muze dochazet

Kk nepfiznivym projeviim podavanych 1é¢iv (Zhang et al., 2008).

22



3.5.1 DNA-vazebné vlastnosti

Po vazbé ligandu dochazi mimo jiné k translokaci PXR do jadra a regulaci exprese
cilovych genl. Na obrazku €. 2 je schématické znazornéni tohoto procesu. Aktivovany
PXR tvofi heterodimer s RXRa (9-cis retinoid acid X receptor alpha, NR2B1) a spole¢né
se vazou do regulacnich oblasti cilovych genli rozpoznavanych jako respozivni elementy
PXRE (PXR responsive element) (Goodwin et al., 1999). Zakladni sekvenci v téchto
oblastech je AG(G/T)CA, které jsou v repeticich uspotadany bud’ za sebou (DR: direct
repeats), od sebe (ER: everted repeats) nebo palindromaticky proti sobé (IR: inverted
repeats). Pocet nukleotidli, ktery tyto repetice oddéluje, je uveden za zkratkou
responzivniho elementu. Heterodimer PXR-RXRa rozpoznava motivy DR-3, ER-6 a také
DR-4, DR-5 (Kliewer et al., 2002). Nejdiive bylo prokazano, ze se tento heterodimer
ucinné vaze na DR-3 typ pfitomny v promotorech genit CYP3A23 a CYP3A2 (Kliewer et
al., 1998). Pozd¢ji bylo prokazano, ze se vaze do DR-3 a ER-6 v CYP3A4 (Lehmann et
al., 1998, Goodwin et al., 1999) a dale do DR-4 a DR-5 (Blumberg et al., 1998). Sekvence
DR-4 byla nalezena také u ABCB1 (Geick et al., 2001).

Obrazek ¢&. 2: Schématické zndzornéni aktivace PXR a nasledné exprese cilovych gent.
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(Prevzato z: Kodama et Negishi,2013).
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3.5.2 Cilové geny

Po vazbé ligandu zprostiedkovava PXR aktivaci exprese enzymu I. — III. faze
biotransformace (Maglich et al., 2002, Rosenfeld et al., 2003, Albermann et al., 2005).
Dale ovliviiuje metabolismus glukézy, lipida a zlu¢ovych kyselin (Staudinger et al.,
2001, Nakamura et al., 2007).

Mezi cilové geny PXR prvni faze biotransformace patii predevsim CYP3A4. Bylo
prokédzano, ze PXR je klicovym regulatorem exprese CYP3A4, jelikoz je aktivovan
Sirokym spektrem 1é¢iv zvySujicich hladinu tohoto enzymu (Lehmann et al., 1998,
Goodwin et al., 1999). Mezi dalsi cilové geny Vv ramci této faze patii napi. CYP2B6
a CYP2C9 (Pascussi et al., 2008).

Na obrazku ¢. 3 je znazornéna promotorova oblast genu CYP3A4 (Pavek et al.,
2010). Sekvence CLEM4 (constitutive liver enhancer module of CYP3A4) je esencialni
pro konstitutivni aktivaci genu CYP3A4 a obsahuje ER-6 responzivni element
(Matsumura et al., 2004, Liu et al., 2008). Sekvence XREM (xenobiotic-responsive
enhancer module) obsahuje dva responzivni elementy DR oddélené tfemi a Etyfmi
nukleotidy (DR-3, DR-4) (Goodwin et al., 1999, Toriyabe et al., 2009) a upstream
nejblize k pocatku transkripce je proximalni sekvence s responzivnim elementem ER-6

(Bertilsson et al., 1998).

Obrazek ¢&. 3: Struktura promotoru genu CYP3A4 v konstruktu s genem pro luciferdzu.
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(Prevzato z: Pavek et al., 2009)

PXR je regulatorem také mnoha enzymu tcastnicich se II. faze biotransformace.
Mezi né patii napiiklad GSTA1 (GSTa) (Maglich et al., 2002), GSTA4, UGTIA, a jiné

glutation-, glukoronosyl-, sulfo-, methyl- a acyl-transferazy (Rosenfeld et al., 2003)

Neméné€ vyznamny je PXR pfi regulaci transkripce bunéénych transportérd, jako

jsou MRD1b a MRP2 (Maglich et al., 2002). Velmi vyznamnym efflux transportérem je
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p-glykoprotein. Na zaklad¢ lokalizace vazebného mista (DR-4 element) pro PXR
v upstream sekvenci genu ABCB1 bylo potvrzeno, Ze ligandem aktivovany lidsky PXR
podporuje expresi p-glykoproteinu v lidskych bunéénych liniich (Geick et al., 2001,
Synold et al., 2001).

Mira exprese cilovych gent pregnanového X receptoru je vyznamné ovliviiovana
ucasti regulatort transkripce, koaktivatorii a korepresorii. Ligandem aktivovany PXR se
vaze do regulacni sekvence cilového genu a za ucasti koaktivatorti spousti transkripci.
Aktivaci zaji$tuji SRC-1 (steroid receptor coactivator 1), HNF4a (hepatocyte nuclear
factor 4a), PGC-la (peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1o)
a vazebny protein p300. Naopak k utlumeni transkripce dochazi pti vazbé korepresorti na
sekvenci DNA. Piikladem takovych korepresorti jsou NCoR, SMRT a RIP140 (receptor-
interacting protein 140) (Tirona et al., 2003, Tian, 2013).

3.5.3 Post-translaéni modifikace

Aktivita jadernych receptord je primarné ovliviilovana na arovni vazby ligandu
anavic mize byt vyznamné modulovana také prostfednictvim post-translaénich
modifikaci, jako jsou fosforylace, ubiquitinace, acetylace a SUMOylace. Vedle post-
translacnich modifikaci pifimo v PXR jsou zéasadni také interakce s koregulatory

(koaktivatory a korepresory) ovliviiujicimi funkci PXR .

Fosforylace:

V eukaryotické buiice dochdzi piedevsim k fosforylaci aminokyselinovych
zbytkd serinu (Ser), threoninu (Thr) a tyrosinu (Tyr). Post-translaéni modifikace
jadernych receptorti ovliviiuji jejich funkci v lidskych buiikdch a tim mohou byt
signifikantné asociovany s riznymi onemocnénimi. Fosforylace hraje rozhodujici roli ve

vyvoji rakoviny plic, vajecnikl a prostaty (Rochette-Egly, 2003).

Bylo dokazano, ze PXR existuje jako fosfoprotein in vivo. Inkubaci bun¢k se
znacenym fosfatem a cAMP nebo cGMP a za ptitomnosti rifampicinu byl pomoci

autoradiografie detekovan fosforylovany PXR (Lichti-Kaiser et al., 2009b). Tvorbou
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specifickych mutaci ve fosforylaénich mistech PXR bylo zjisténo, ze tyto modifikace
maji vliv na transkrip¢ni aktivitu PXR, buné¢nou lokalizaci receptoru, na vazbu ligandu,
tvorbu heterodimeru s RXRa, vazbu do DBD a interakci PXR s transkripénimi kofaktory
(Lichti-Kaiser et al., 2009a, Lichti-Kaiser et al., 2009b).

Na regulaci transkripéni aktivity PXR se podili série kindzovych signalnich
kaskad, jako jsou naptiklad p70 S6K, cyklickd AMP-dependentni protein kindza A
(PKA), Protein kinaza C (PKC), Cyklin-dependentni kinaza 2 (Cdk2) a Cdk5 (Pondugula
et al., 2009b, Lichti-Kaiser et al., 2009a, Smutny et al., 2013). Cilem mnoha kinaz je
pfedev§im AF-1 doména jadernych receptord, kterd obsahuje plno fosforyla¢nich mist.
Dale muze dochazet k fosforylaci v pantové oblasti a pouze minimalné jsou post-

translaéné modifikovany LBD a DBD (Staudinger and Lichti, 2008).

Aktivita CYP enzymi a jejich exprese v jatrech je znacné potlacovana pii
zanétlivych procesech. Pii akutnich zanétech se zvySuje aktivita PKA a PKC, ktera
ovlivituje transkripcni aktivitu lidského PXR a jim zprostfedkovanou expresi cytochromt
P450. Signalizace ptes PKCa zvySuje silu vazby mezi PXR a korepresorem NCoR
a zaroven potlacuje interakci mezi receptorem a koaktivatorem SRC1 (Ding and
Staudinger, 2005b). Po aktivaci PKA naptiklad forskolinem (extrakt z rostliny Coleus
forskohlii) dochazi v hepatocytech k indukci exprese genu pro CYP3A pies aktivaci PXR
(Ding and Staudinger, 2005a). Po Aktivaci PKA je modulovana i schopnost PXR
interagovat s proteinovymi kofaktory. Vliv PKA na PXR mitiZze byt specificky v riznych
organismech. Bylo zjisténo, Ze v lidskych jaternich buitkdch méa PKA signalizace tlumici
vliv na expresi genl zprostiedkovanou ptes PXR. V jaternich buiikach mysi byl namétfen

opacny efekt (Lichti-Kaiser et al., 2009b).

Aktivita PXR je regulovana také mitogeny-aktivovanymi protein kindzami
(MAPKS). Tyto serin/threoninové kinazy prenasi extracelularni signaly z aktivovanych
membranovych receptori na cilové bunécné struktury a nékteré jsou schopné piimo
fosforylovat PXR. Napftiklad, aktivované kinazy MEK1 nebo MEK2 (mitogen-
activated/extracellular signal-regulated kinase) negativné ovliviiuji transkrip¢ni aktivitu
PXR v buiikach hepatocelularniho karcinomu (HepG2) (Smutny et al., 2013).

S aktivaci Cdk2, jednoho z kliCovych regulatord bunécného cyklu, dochazi
v zavislosti na fazi bunécného cyklu k negativnimu ovlivnéni exprese CYP3A4.
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Overexprese Cdk5 vede k represi PXR aktivity, coz muze byt zptisobeno fosforylaci PXR
v Ser350 (Lin et al., 2008, Dong et al., 2010).

PXR je in vitro substratem také ribozomalni p70 S6 kinazy (Pondugula et al.,
2009a), ktera je downstream substratem PI3K/Akt/mTOR signalni drahy (viz nize). P70
S6K piimo fosforyluje PXR v DBD (v Thr57), v jednom z kritickych aminokyselinovych
residui pro aktivitu PXR. Tvorbou mutantii bylo zjisténo, ze fosfomimetickd mutace
vV Thr57 (Thr57Aps) vedla ke ztraté transkripéni aktivity PXR Vv transfekovanych bunécné
linii HepG2. Patrné byla narusena schopnost PXR vazat se do promotorové sekvence
genu CYP3A4 (Pondugula et al., 2009a). Spolu s fosforylaci Thr57 jsou pro spravnou
funkci PXR dilezité napiiklad zmény na Grovni Ser8, Ser208, Ser305, Ser350, Thr408
(Lichti-Kaiser et al., 2009a), Thr248 a Thr422 (Doricakova et al., 2013).

Acetylace PXR

Je znamo, ze PXR podléha zménam v acetylaci proteinu, ale jest¢ donedavna
nebylo zcela jasné, ktera lysinova rezidua v PXR podléhaji acetylaci, a které histon
acetyltransferazy jsou za to odpovédné (Staudinger et al., 2011, Biswas et al., 2011).
Zcela vyznamnym objevem (Pasquel et al., 2016) byla identifikace lysinu (Lys109)
V pantové oblasti, jako hlavniho mista acetylace ve struktufe PXR. Tuto post-transla¢ni
modifikaci katalyzuje p300 acetyltransferdza a vyslednym projevem je utlumeni
transkripéni aktivity PXR. Receptor poté neni schopen tvofit heterodimer s RXRa a vazat

se tak do responzivnich elementt v DNA (Pasquel et al., 2016)

Ubiquitinace a SUMOylace PXR

Ubiquitinace PXR vede, stejné jako u dalsiho proteint, k degradaci proteazomem.
Tento proces je fizen tfemi enzymy (E1, E2 a E3), které zarucuji kovalentni vazbu
ubiquitinu na aminokyselinu histidin (His). Je znamo malo o degradaci PXR, nicmén¢ je
znamo, ze inhibici 26S proteazomu (po aplikaci MG132) dochazi ke zvySeni hladiny
ubiquitinovaného PXR (Staudinger et al., 2011). Za pfitomnosti progesteronu byla
zjiSténa interakce mezi mySim PXR a proteazomem, konkrétn€ komponentem

proteazomu SUG1 (suppressor for gal 1). Na zaklad¢ zjisténi Masuyama et al. (2002) se
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predpokladd, Ze interakce mezi PXR a SUGI je soucasti procesu degradace
proteazomem. Navic, degradace PXR proteazomem byla potvrzena po aplikaci inhibitort
proteazomu, coz mélo za nasledek vyrazné zvySeni hladiny proteinu PXR (Masuyama et
al., 2002). Konkrétni ubiquitin E3 ligaza, ktera interaguje s lidskym PXR, je naptiklad
RBCK1 (Ring-box-coiled-coil protein interacting with protein kinase C-1). Ta vaze

ubiquitiny na hPXR a tim ho muze cilit pii degradaci proteazomem (Rana et al., 2013).

Modulace funkce PXR je zprostiedkovana také malymi signalnimi proteiny
SUMO (small ubiquitin related modifier). Enzymy zapojené do procesu SUMOylace
zajist'uji konjugaéni a dekonjugacni procesy, které jsou podobné procesu ubiquitinace,
nicméné nevedou k degradaci proteini (Hu et al., 2010, Staudinger et al., 2011). Jisté
pojitko mezi PXR-zprostiedkovanou aktivaci genti, metabolismem 1é¢iv a zanétlivymi
procesy ptinesli Hu et al. (2010). V odpovédi na zanét v jaternich bunkach dochazi
k ovlivnéni SUMOylace v ligandem aktivovaném PXR. V lidském genomu jsou tfi
funkéni geny, které koduji SUMO1 — 3 podilejicich se na tomto procesu. Pfi expozici
organismu xenobiotikiim se na PXR preferenéné¢ vaze SUMO3 a dochazi k potlac¢eni
imunitni odpovédi v jaternich buiikach (Hu et al., 2010). Vliv SUMQylace na PXR byl
zkouman také na Grovni exprese CYP3A4 a Pgp. Po aktivaci receptoru rifampicinem byla
SUMOylaci potlacena exprese cilovych genti na urovni mRNA i proteint. Predpoklada
se, ze zmény na urovni SUMOylace PXR mohou ovlivnit metabolismus 1é¢iv (CYP3A4)

a jejich transport z bunky ven (Pgp) (Tan et al., 2015).
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4 mTOR SIGNALIZACNI DRAHA

Sav¢i varianta TOR kinazy, oznac¢ovana mTOR (mammalian target of rapamycin)
nebo napiiklad FRAP (FKBP12 and rapamycin-associated protein) je serin/threoninova
kinaza, ktera hraje dtlezitou roli v mnoha bunéénych procesech. V zavislosti na mnozstvi
zivin a rustovych faktorech v okoli buniky, ovlivituje mTOR energeticky metabolismus,
syntézu proteind, proliferaci a buné¢ny rust, autofagii a apoptoézu (Jacinto et al., 2004,
Woullschleger et al., 2005, Sarbassov et al., 2005a). Dosud jsou znamy dvé hlavni funkce
faktoru elF-4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E binding protein ). Ob¢ cesty vedou

v kone¢ném diisledku k syntéze proteinii a pfechodu buiiky do S-faze bunééného cyklu.

Protein kinaza mTOR je soucasti PI3K/Akt signalni drahy (PI3K: Phosphoinositide-
3-kinase), ktera je schematicky znazornéna na obrazku 4. Za fyziologickych podminek je
PI3K/Akt/mTOR signélni draha aktivovéna vazbou ligandi na receptor (napf. tyrozin-
kin4dzovy receptor). Aktivovany receptor pfenasi signal do intracelularniho prostoru tak,
ze PI3K se vaze do bunécné membrany, kde mize fosforylovat fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfat (PIP2) na fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3). PIP3, jako druhy posel,
ovlivituje Akt signalni drahu. Akt je aktivovana fosforylaci na dvou mistech:
Vv katalytické domén¢ na Thr308 a v regula¢ni doméné na Ser473. Katalytickou doménu
fosforyluje PDK1 (Phosphoinositide-dependent kinase 1) a regula¢ni doménu fosforyluje
mMTOR komplex 2 (Sarbassov et al., 2005b). PIn¢ aktivovana Akt reguluje své substraty

a tim dochazi, mimo jiné, k aktivaci mTOR komplexu 1.
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Obr. ¢. 4: Schématické znazornéni signalni drahy PI3K/Akt/mTOR.
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4.1 Komplexy mTORC1 a mTORC2

Oznaceni mTOR zahrnuje dva multiproteinové komplexy (mTORC1 a mTORC?2)
(Sarbassov et al., 2005a). Oba komplexy sdili katalytickou podjednotku mTOR a protein
mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8), také znamy jako GBL, dale obsahuji
protein DEPTOR interagujici s mTOR a komplex Ttil/Tel2 (Jacinto et al., 2004, Peterson
et al., 2009, Kaizuka et al., 2010).

Soucasti mTOR komplexu 1 (mTORCI1) jsou navic proteiny RAPTOR
(regulatory-associated protein of mTOR) (Hara et al., 2002) a k nému se vazajici
PRAS40 (Sancak et al., 2007). Dilezitymi efektory tohoto komplexu jsou ribozomalni
protein kinazy S6 (S6K) a 4E-BPs (4E-elF4E-binding proteins). Jejich regulaci mtze
mTORCI1 ovliviiovat syntézu proteinti a bunéény riist. Aktivni mTORC1 podnécuje
syntézu proteinil a lipida a energeticky metabolismus, zatimco tlumi autofagii a tvorbu

lysozomd.

Klicovym regulatorem mTORCI1 je komplex proteinit TSC1/TSC2 (tuberous
sclerosis 1/2), které inhibuji GTPazu Rheb (Ras homolog enriched in brain) a ta piimo
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interaguje a aktivuje mTORC1 (Inoki et al., 2003). Protein 4E-BP1 je aktivovanym
eukaryotni translace) a mize dojit k translaci MRNA (Beretta et al., 1996). Transkrip¢ni
faktor elF4E je dulezity pro vazbu specifické ¢epicky na mRNA pfi iniciaci eukaryotni
translace. Translace je tedy regulovana pfedevsim na urovni iniciace. Kinazovou aktivitu
p70 S6 kinazy in vivo nejvice ovlivituje fosforylace Thr389 (Weng et al., 1998). Cilené
fosforylovana S6K1 zpétn¢ reguluje PI3K, nicméné jejimi hlavnimi substraty jsou
ribozomalni S6 protein a regulatory translace eEF2 a e[F4B (Wang et al., 2001, Raught
et al., 2004).

Vedle proteinil, které sdili oba mTOR komplexy, se v ramci mTORC2 uplatiiuji
jesté proteiny RICTOR (rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSinl a protor 1/2
(Jacinto et al., 2004, Jacinto et al., 2006, Pearce et al., 2007). Substratem mTORC2 je
kinaza Akt/PKB (fosforyluje ji v Ser473), ktera je dilezita pro preziti bunky (Hresko and
Mueckler, 2005, Sarbassov et al., 2005b). mTORC2 ovliviiuje také PKC a cytoskeletani
aktin (Sarbassov et al., 2004), protoze v odpovédi na mnozstvi zivin v okoli buniky dokaze

signalizovat ptes Rho-GTPazy v aktinovém cytoskeletu (Jacinto et al., 2004).

Spatnd regulace mTOR signalni drihy je &asto spoleény znakem mnoha
onemocnéni. Hyperaktivita této drahy, spolu se ztratou senzitivity na rapamycin, mize
vézt k aktivaci signalnich drah, které nemaji byt aktivni (Kopelovich et al., 2007). Casto
je pozorovana ztrata funkce genu pro tumorsupresor PTEN (phosphate and tensin
homolog) a nasledna amplifikace PIK3 a Akt, které vedou k rakovinovému bujeni
(Thompson and Thompson, 2004). Inhibici mTOR je indukovana smrt rakovinovych
bun¢k pies mechanismu autofagie a apoptdzy (Fasolo and Sessa, 2012). Tim je mTOR
signalizace zohledovéna jako potencionalni cil v 1é€bé mnohych typl rakovin a malé
molekuly, které cili mTOR, nabyvaji na zajmu mnoha studii. Piikladem je
imunosupresivum rapamycin a jeho analogy, jehoz efekt na mTOR signalni drahu je

vysvétlen nize.
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4.2 Rapamycin

Rapamycin je makrolidové fungicidni antibiotikum (izolované z bakterie
Streptomyces hygroscopius) uzivané dnes jako imunosupresivum, zejména u pacientti po
transplantacich. Inhibice klicové proteinkindzy mTOR blokuje fadu nitrobunécnych
procesi. Bylo dokazano, ze rapamycin negativné ovlivituje funkci mTORCI, nikoli v§ak
mTORC?2 (Jacinto et al., 2004, Sarbassov et al., 2004). Efekt, kterym rapamycin a jeho
analogy ovliviluje mTOR signalizaci, je komplexni a zahrnuje tvorbu komplexu
rapamycinu s intracelularnim proteinem FKBP12 (12-kDa FK506-binding protein).
Komplex rapamycin-FKBP12 inhibici kinizy mTORC1 a mTORC2 zabrani piechodu
bunky z G1 do S faze bunécného cyklu (Sehgal, 1998). Tento komplex pfimo interaguje
a inhibuje mTORC1: rapamycin se vaze do specifické domény v komplexu mTORC1
a tim dochézi ke konformac¢nim zménam v jeho aktivnim misté a alosterické inhibici jeho
katalytické funkce (Brown et al., 1994, Chen et al., 1995). Inhibice mTORCI1 piimo
souvisi s defosforylaci proteinu 4E-BP1 (Beretta et al., 1996). Rapamycin je ve vysledku
inhibitorem translace zavislé na ¢epicce ve vétsiné eukaryotickych bunék. Choo et al.
(2008) potvrdili, Zze rapamycin inhibuje mTORC]1 a tim i translaci mechanismem, pfi
kterém zcela inhibuje aktivitu proteini S6K, nicméné inhibi¢ni efekt na 4E-BP1 se
vytratil v pribéhu 6 hodin. TakZze je mozné, Zze 4E-BPI1 je ovlivnén ne piimo
rapamycinem, ale proteiny mTOR, RAPTOR a komplexem mTORCL1 (Choo et al., 2008)

Bylo dokéazano, ze rapamycin muze v mnoha typech bunék ovliviiovat
I MTORC?2, a to pies modulaci Akt/PKB (Sarbassov et al., 2006). Testovano na mysich,
vysoké davky rapamycinu (20 mg/kg) redukuji fosforylaci Akt (v Serd73), kterd je
downstream cil mMTORC2 (Yang et al., 2015).

Casto je v nadorovych buiikdch pozorovéna rezistence na rapamycin. Jednim
z vysvétleni je, ze inhibici mMTORC1 dochazi k aktivaci IRS1 (insulin receptor substrate)
a nasledkem toho k signalizaci PI3K/Akt a mMTORC2 a snizeni u¢innosti rapamycinu
a jeho analogt (O'Reilly et al., 2006). Proto jsou zkoumany tzv. mTOR inhibitory druhé
generace, které cili bud’to oba komplexy (mMTORC1 i mTORC2), nebo mTOR spolu
s PI3K. Tyto malé molekuly se reverzibiln¢ vazi do ATP-vazebného mista v kindzové

doméné nebo do té€sné prilehlé oblasti a tim blokuji katalytickou doménu kinazy. Takto
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je efektivné&ji blokovana buné¢na proliferace rakovinovych bunék (Liu and Gray, 2006,
Shor et al., 2009).
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Chemikalie, pristrojové vybaveni a biologicky material

Chemikalie a roztoky
e 0,25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich)
e 75% ethanol (Sigma-Aldrich)
e Acrylamid (Bio Basic Canada INC.)
e Cinidlo Bradfordové (B6916, Sigma-Aldrich)
e Dimethylsulfoxid (DMSO, Lach-Ner s.r.o0.)
e dNTP 10 mmol (dCTP, dTTP, dCTP, dATP; TaKaRa)
e Dublecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma-Aldrich)
e EDTA (Sigma-Aldrich)

e Expresni vektor pro lidsky PXR (pSG5-hPXR, od Dr. S. Kliewera, Univerzita
v Texasu, Dallas)

e Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich)

e FuGENE® HD transfection reagent (Roche Diagnostic Corporation)
e Chloroform (Sigma-Aldrich)

e Isopropanol (Lab-Nev s.r.0)

e Inhibitor fosfataz PhosSTOP (Roche Diagnostic Corporation)
¢ Inhibitor proteaz cOmplete (Roche Diagnostic Corporation)

e L-glutamin (Sigma-Aldrich)

e Methanol (Lach:ner)

e M-MuLV (reverzni transkriptaza; 200000 U/ml, Biolabs)

e NaCl (Lach:ner)

e Nahodné primery (TaKaRa, N2201FA)

¢ Neesencialni aminokyseliny (Sigma-Aldrich)

e Odtucnéné susené mléko (Laktino)

e PBS (pH =7,4; Gibco)

e Penicilin (Penicilin, 20000 U/ml, Gibco)

e Persiran amonny (Sigma-Aldrich)

e Primarni protilatka Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (2855; rabbit monoclonal, Cell
signaling technology)
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Primarni protilatka proti Phospho-p70 S6 kinase (Ser371) (9234, 9208; rabbit
monoclonal, Cell signaling technology)

Primarni protilatka proti ABCB1 (sc-55510, mouse monoclonal, Santa Cruz
Biotechnology)

Primarni protilatka proti B-Aktinu (sc-47778; mouse monoclonal, Santa Cruz
Biotechnology)

Primarni protilatka proti CYP3A4 (sc-53850; mouse monoclonal, Santa Cruz
Biotechnology)

Primery pro ABCBL1 (konc. 0,1 mmol; R: 1064U5, F: 1064U4, Generi Biotech)
Primery pro CYP3A4 (konc. 0,1 mmol; R: 836P6, F: 836P5, Generi Biotech)
Primery pro GAPDH (konc. 0,1 mmol; R: 836P8, F: 836P7, Generi Biotech)
Primery pro RPS18 (konc. 0,1 mmol; R: 1064U7, F: 1064U6, Generi Biotech)
Probes Master (Roche)

Rapamycin (Sigma-Aldrich)

Reportérovy plasmid s promotorovou oblasti genu CYP3A4 (p3A4-luc, Promega)
Rifampicin (Sigma-Aldrich)

RNA inhibitor (Biolabs)

Sekundarni protilatka proti B-Aktinu, CYP3A4 a ABCB1 (sc-2005; goat anti-
mouse, Santa Cruz Biotechnology)

Sekundarni protilatka pro detekci Phospho-4E-BP1 a 6S kinazy (7074; goat anti-
rabbit, Cell signaling technology)

Streptomycin (Streptomycin, 10000 U/ml, Gibco)

Western Blotting Luminol Reagent (100ml Kit, Li-Cor, Santa Cruz
Biotechnology)

TEMED (Bio Basic INC.)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (98%; Sigma-Aldrich)
TRI Reagent (Sigma-Aldrich, T9424)

TRITON X-100 (Sigma-Aldrich)

UPL sonda pro ABCB1 (101705, Roche Diagnostic Corporation)

UPL sonda pro CYP3A4 (¢. 38; 144035, Roche Diagnostic Corporation)
UPL sonda pro GAPDH (¢. 60; 105132, Roche Diagnostic Corporation)
UPL sonda pro RPS18 (¢. 70; 144409, Roche Diagnostic Corporation)
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LB pufr pro SDS-PAGE

e 65,8 mmol/l TRIS (pH = 6,8)
e 2,1% SDS
e 26,3% (w/v) glycerol

e 0,01% bromfenolova modr

Lyzaéni pufr pro Reporter gene assay

e 5x lyzacni pufr

e ddH-.O

Lyzaéni pufr pro izolaci proteint

e 1 tbl. inhibitoru proteazy
e | tbl. inhibitoru fosfatazy
e 10 ml RIPA pufr

10x PBS v 500 ml - fosfatovy pufr (pH 7,4 - 7,5)

e 409 NaCl
e 1gKCI
e 16,05 g Na;HPO4.12H20
e 19KH2PO4.12H,0
Ze sterilniho 10x PBS si pripravujeme Ix PBS.

TBS/TWEEN

e 1litr1x TBS
e 500 ul TWEEN



RIPA pufr

150mmol/l NaCl
10mmol/l TRIS (pH 7,2)
0,1% SDS

1% TRITON X-100

1% deoxycholat
5mmol/l EDTA

Substrat pro luciferazu

5 mg D-luciferinu

9,6 mg ATP

6,38 mg koenzymu A

168 mg DTT

1,32 ml 1mol/l TRIS-acetatu (pH 7,8)
1,23 mg EDTA

30,3 mg MgS04.7H.0

Doplnime do 30 ml ddH20 a zamrazime v -20 °C.

Pristrojové vybaveni

Blotovaci ptistroj Trans-Blot, SD Semi-Dry transfer cell (Biorad, USA)
Casy Innovatis (Roche, Svycarsko)

Centrifuga (5415R, Eppendorf, CR)

Centrifuga Mini (Labnet International, USA)

Culture incubator Mitre 4000 series (Contherm, Novy Z¢land)
Deep Freezer VXE 380 (Jouan, Francie)

Dry bath incubator (Major science, USA)

Elektroforeticka komtrka pro SDS-PAGE (Biorad, USA)
Laminarni box Labculture® Class Il Type A2 (ESCO, USA)
Lednice A+ (Gorenje, Slovinsko)

Light Cycler 2.0 (Roche, Svycarsko)
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e Mikroskop (Olympus)

e NanoDrop LITE Spectrophotomether (Thermo Scientific, USA)
e Skener (Li-Cor, USA)

e Spektrofotometr Infinite M200 PRO (Tecan, Schoeller, CR)

e Vihy (KERN ABS, USA)

e Vodni lazeni (LabTech Co., LTD; CR)

e Vortex (Heidolph, Germany)

e Vyrobnik $upinkového ledu F100 (Compact, CR)

e Zdroj napéti (CS-500V; Cleaver Scientific LTD, VB)

Biologicky material a plasmidy

Adherentni bunééna linie LS174T odvozena od lidského adenokarcinomu tlustého
stteva a linie HEK293T odvozend z lidskych embryondlnich bunék ledvin byly
kultivovany v Dublecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) obohaceném o 100 U/ml
streptomycin a penicilin, 4 mM L-glutamin, 10% fetalni bovinni sérum, a 1%
neesencialni aminokyseliny. Podminky kultivace v inkubatoru byly nastaveny na 37 °C

v 5% CO: a nasycené vzdusné vlhkosti.

Pro detekci aktivity luciferazy byl do bunétné linie HEK293T vnesen savc¢i
expresni plasmid pSG5-hPXR od dr. S. Kliewera (Univerzita v Texasu, Dallas) a dale
reportérovy vektor p3A4-luc. Tento vektor byl pfipraven z reportérového vektoru
pGL4.10, do kterého byla vlozena bazalni (-361/+53) a distalni (Xrem, -7835/-7208)
oblast promotoru genu CYP3A4 s vazebnymi misty pro PXR (Promega, Madison) (Pavek
etal., 2010).

5.2 Metody

Kultivace bunécnych linii

Z kultiva¢ni lahve s buné¢nou linii bylo odsato médium a piidano PBS. To bylo
také odsato a na buiky byl aplikovan roztok 0,25% trypsinu. Po uvolnéni bun¢k ze dna

kultiva¢ni lahve bylo pfidino DMEM médium s fetdlnim bovinnim sérem piecisténym
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pomoci aktivniho uhli. Buiiky byly spoc¢itany pomoci pfistroje Casy (Roche) a vysety na

kultivaéni desku.

Aplikace latek

Na bunééné linie byly po 16 —24 hod od vyseti bun¢k aplikovany latky (viz tabulka
¢. 1), které byly predem rozpustény v DMSO. Po dalSich 24 hod byl experiment ukoncen,
respektive v ptipadé nésledné izolace proteinti byl ukoncen az po 48 hod. K buitkam
slouzicim jako negativni kontrola bylo pfidano kultivaéni médium doplnéné pouze
0 DMSO, bez testovaci latky. Vyslednd koncentrace DMSO nepiesahla 0,2 %. Latky
spolu s DMSO byly pied aplikaci na bun&né linie ptidany do 2 ml kultiva¢niho média
doplnéného o fetdlni bovinni sérum piecisténé pomoci aktivniho uhli.

Tabulka &. 1: Piehled latek a jejich vyslednych koncentraci aplikovanych na bunééné
linie.

Rif 10 pmol/l +
Negativni Rif Rap Rap Rap Rap
kontrola | 10 umol/l | 1 ng/ml 20 ng/ml 1 ng/ml 20 ng/ml
Testovana 0 2 2 2 242 242
latka [pl]
DMSO [pl] 4 2 2 2 0 0

pozn. Pro metodu Reporter gene assay byly latky aplikovany v tetraplikdtu, tzn. pracovni
roztok pripraveny dle tabulky ¢. 1 byl rozpipetovan do 4 jamek 24jamkové desky.

Po uplynuti doby nutné pro plisobeni latek byly buniky promyty 1 ml vychlazeného
1xPBS. Pro detekci aktivity luciferazy a izolaci proteint byl k bunikdm ptidan lyzacni
pufr specificky pro danou metodu. V piipadé nasledné qRT-PCR byl na buniky aplikovan

TRI Reagent a dle pokynt vyrobce izolovana celobunééna RNA.

MTT test

Ke stanoveni toxického G¢inku rapamycinu na bunééné linie HEK293T a LS174T
byl pouzit MTT test. Tato kalorimetrickd metoda je zaloZena na faktu, Ze metabolicky

aktivni bunky (se zdravymi mitochondriemi) jsou schopné metabolizovat (enzymem
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sukcinatdehydrogenazou)  zluty roztok  3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl
tetrazolium bromidu (MTT) na fialovo-modry nerozpustny formazan. Krystalky
formazanu jsou nésledn¢ uvolnény z bunék a rozpustény pomoci silného detergentu.
Spektrofotometricky je stanovena absorbance roztoku formazanu, jejiz hodnoty jsou
Umérné Zivotaschopnosti bunék po pisobeni testované latky. Cim jsou hodnoty

absorbance vyssi, tim vyssi je mnoZzstvi zivych bun¢k.

Bunééné linie HEK293T a LS174T byly vysety na 96jamkovou desku
(2,5%10* bunék/jamku). Dalsi den bylo k buiikam pfidano Zivné médiu obohacené o 1%
rapamycin v koncentra¢nim rozmezi od 0,1 — 40 ng/ml. Nasledujici den bylo médium
odstranéno, buiiky byly promyty 1x PBS a byly inkubovany (cca 30 min) s 10% roztokem
MTT (konc. 3 mg/ml deionizované vody) v zivném médiu. Po inkubaci byl roztok MTT
odstranén a vzniklé krystalky formazanu byly za velmi mirného tfepani rozpustény
v DMSO. Mira zabarveni C¢ir¢ho roztoku byla detekovana spektrofotometricky,

stanovenim absorbance pii vinové délce 540 nm.

Reporter Gene Assay

Tato metoda je vyuzivana ke studiu genové exprese na urovni transkripce. Do
bunécné linie je transfekovan expresni vektor nesouci regulacni oblast (promotor) genu,
ktery je zkouman. Daéle je soucasti vektoru reportérovy gen (napi. gen pro luciferazu)
s lehce méfitelnou aktivitou, jehoZ exprese je timto promotorem regulovéana. Aktivaci
promotoru dochazi k expresi genu pro luciferazu a funkéni enzym katalyzuje oxidaci
specifického substratu za vzniku energie. Tato energie je vyzatrovana ve formé svétla a je
mozné velmi citlivé detekovat luminiscenci pii vlnové délce 560 nm. Mira
vyprodukovaného svételného zafeni je umérna aktivité¢ luciferdzy, tedy transkripéni

aktivité promotoru.
Luciferin + O, + ATP _LUCIFERAZA - oy yciferin + CO, + AMP + PPi + svételnd energie

Bunéénd linie HEK293T byla transientné transfekovana lipofekci. Pomoci
FUGENE® HD byl do bun&k vnesen reportérovy plasmid p3A4-luc (0,3 pg/jamku)
a expresni vektor pSG5-hPXR (0,1 pg/jamku). Nasledné byla linie vyseta na 24jamkovou

desku (10° bunék/jamku). Po 16hod stabilizaci bylo médium vyménéno za médium
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obsahujici jednotlivé latky o vysledné koncentraci (viz tabulka ¢. 1) a buiniky byly takto
inkubovany dalSich 24 hod. Dalsi den byly buniky zbaveny média a promyty vychlazenym
PBS. Nasledné bylo ptidano 100 ul lyza¢niho pufru pro Reporter gene assay a kultiva¢ni

deska byla na minimaln¢ 15 min ulozena do -80 °C.

Po rozmrazeni bunécné suspenze pii pokojové teploté bylo odebrano 7 pl bunécné
suspenze a k ni ptidano 70 pl luciferazového substratu. Na zakladé¢ spektrofotometrickych

meéfeni byla detekovana aktivita genu pro luciferazu.

Kvantitativni Real-Time polymerazova fetézova reakce (QRT-PCR)

Tato velice citliva, rychla a specifickd metoda ma zdklad v klasické PCR.
S pouzitim specialniho termocykléru umoznuje sledovat priib¢h reakce v redlném case.
Mnozstvi amplikonll je detekovano na zdkladé métfeni emitované fluorescence, kterou
vyzaiuji interkala¢ni barviva nebo proby navazané v/na molekule templatu. Touto
metodou je mozné sledovat kvalitativni i kvantitativni zmény na trovni molekuly
nukleové kyseliny. Za pouziti vnitiniho standardu (referen¢niho genu, housekeeping
genu) lze porovnavat hladiny amplikonii mezi standardem a vzorkem a tim urcovat
relativni kvantifikaci. Je v§ak mozné stanovit i absolutni kvantifikaci pomoci kiivky tani,
kterou vyhodnoti termocyklér. Templatem pro qRT-PCR miize byt DNA, cDNA nebo
RNA.

Pro izolaci RNA byly buiky vysety na 6jamkovou desku v mnozstvi
10° bunék/jamku. Po 24 hod byly na buiiky aplikovéany latky (dle tabulky ¢. 1). Po dalsich
24 hod byly buniky promyty pomoci vychlazené¢ho roztoku 1XPBS. Celobunééna RNA

byla izolovana pomoci TRI Reagentu a dle pokyni vyrobce.

Do roztoku RNA o koncentraci 200 ng/ul byly pfidany néhodné primery
a spolecné inkubovany pti 65 °C/5 min. S pouzitim M-MuLV reverzni transkriptazy byla
syntetizovana cDNA. Slozeni kompletniho mixu je uvedeno v tabulce €. 2. Naslednym

fedénim v ddH20 byla ziskana cDNA.

Pro kvantitativni Real-Time PCR byla tato cDNA pipetovana v triplikatu do
96jamkové desky spolu s PCR mixem. Jednotlivé slozky PCR mixu spolu s objemy jsou

uvedeny v tabulce ¢. 3. Jako referencni (housekeeping) gen slouzil GAPDH gen.
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Sekvence primeru pro geny GAPDH, CYP3A4, ABCB1 a RPS18 jsou uvedeny v tabulce
¢. 4. Podrobny prib¢h PCR reakce je v tabulce €. 5.

Tabulka €. 2: Slozeni mixu pro piepis RNA do cDNA.

Reagencie Mnozstvi pro jeden
vzorek (1000 ng cDNA)

M-MulLV (reverzni 0,6

transkriptaza)

RNase inhibitor 0,3

dNTP (10mM) 0,6

10x reakéni pufr 1,2

ddH,0 3,3

Celkem 6

Tabulka €. 3: Slozeni a objemy jednotlivych slozek PCR mixu.

Reagencie Objem [ul/jamku]
Probes Master 5
Proba 0,2
Primery R +F
0,8
(0,1 mmol/l)
ddH,0 2
cDNA 2
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Tabulka €. 4: Sekvence primeru pro geny GAPDH, CYP3A4, ABCB1 a RPS18.

Sekvence primeru (forward) Sekvence primeru (reverse)
CYP3A4 TGTGTTGGTGAGAAATCTGAGG CTGTAGGCCCCAAAGACG
GAPDH

CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC ACGACCAAATCCGTTGACTC
ABCB1

CCTGGAGCGGTTCTACGA TGAACATTCAGTCGCTTTATTTCT
RPS18

CGCTCTCTCTTCCACAGGAG GCAGTGATGGCAAAGGCTAT

Tabulka ¢&. 5: Prub&h Real-Time PCR

Format detekce Mono Color Hydrolysis Probe/UPL probes
Cyklus Preinkubace Amplifikace Chlazeni
Teplota [°C] 95 95 60 40
Cas 10 min 10's 30s 30s
Pocet cykli 1 45 1
Celkovy objem reakce 10 ul

SDS-PAGE a Western blotting

Elektroforeticka separace proteini v polyakrylamidovém gelu s ptidavkem
dodecylsulfatu sodného (SDS) je velmi citliva metoda, ktera umoznuje rozdé€lit proteiny
dle elektroforetické mobility v gelu, coz odpovida rozdéleni dle jejich molekulovych
hmotnosti. Kazda molekula proteinu je obalena vrstvou SDS, ktery tak celé¢ molekule
udava relativné rovnomérny negativni naboj. Proteiny jsou vlivem elektrického pole
unaSeny k anodé€ a pii prichodu gelem jsou zachytdvany jako na situ. VE&tsi molekuly se
zpomaluji dfive nez mensi, které doputuji v gelu dale. Nasledné jsou metodou western
blotting proteiny pieneseny na nitrocelul6zovou nebo PVDF membranu. Pfenos na
membranu probiha taktéz v elektrickém poli. Proteiny na membrané jsou detekovany

pomoci specifickych protilatek a vizualizovany po ptidavku substratu.

Kazdy vzorek pro detekci proteinii obsahoval lyzat bun€k zjedné jamky
6jamkové desky, na kterou bylo vyseto 10° bun&k. Latky byly aplikovany (viz tabulka
¢. 1) po 24 hod od vyseti a ptisobily po dobu 48 hod. Poté byly buinky promyty roztokem
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IXPBS a mechanicky seSkrabany ze dna kultivacni desky. Suspenze bunék byla
centrifugovana pti 4500 rpm/5 min a ziskany pelet byl rozpustén ve 150 ul lyzacniho
pufru pro izolaci proteinti. Vznikla suspenze byla centrifugovana pii 13000 rpm/13 min.
Supernatant byl odebran a pouzit pro méfeni koncentrace proteinti spektrofotometrickou
metodou Bradfordové pii 595 nm. K lyzatim byl ptidan davkovaci pufr 2x LB a pti 95
°C byly 5 min denaturovany.

Ptipravené vzorky proteinii byly separovany v SDS-polyakrylamidovém gelu. Do
gelu bylo nandseno 15 pg proteinového vzorku ve smési s vodou a LB pufrem. Pro
separaci v 4% zaostfovacim gelu byl nastaven konstantni elektricky proud 15 mA. Na
rozhrani zaostfovaciho a separac¢niho gelu se proteiny fokusuji. Pro déleni proteind v 10%
separa¢nim gelu byl nastaven konstantni elektricky proud 30 mA a doba separace cca
1,5 hod.

Poté byly proteiny z gelu pfeneseny na membranu pomoci metody western
blotting. Podminky pro blotovani byly nastaveny na konstantni elektricky proud 350 mA
a napéti max. 25 V po dobu 1,5 hod.

Membréana s proteiny byla nejprve hydratovana metanolem a nasledné 1 hod
blokovéana pomoci 5% roztoku mléka v TBS/TWEEN pufru. Nasledné byla membrana
promyvana 3 x 5 min v TBS/TWEEN pufru a poté byl na ni aplikovan roztok 5% BSA
v TBS/TWEEN s primarni protilatkou. Po 24hod inkubaci byla membrana opét
promyvana - 3 x5 min v TBS/TWEEN. Po dobu 1 hod byla membrana inkubovana
s roztokem 2,5% BSA v TBS/TWEEN se sekundarni protilatkou a opét promyvana 3 x
Smin. Po dobu 5 min byl na membranu aplikovan chemiluminiscenéni substrat
anasledné¢ byly pomoci skeneru detekovany proteinové obrazy pro CYP3A4, p-
glykoprotein a aktin. Vysledky imunodetekce byly kvantifikovany pomoci softwaru

Image Studio Digits a nasledné normalizovany na aktin.
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6 VYSLEDKY

6.1 Viabilita bunééné linie HEK293T a LS174T po aplikaci rapamycinu

Na bunéénych liniich HEK293T a LS174T bylo testovano cytotoxické ptsobeni
rapamycinu pomoci MTT testu. Metabolicky aktivni buitky dokaZzou metabolizovat Zluty
roztok MTT na fialovy formazan. Mira fialového zbarveni roztoku je ddna pomérem
zivych a mrtvych bunék - ¢im méné¢ je roztok fialovy, tim méné bunék je zivotaschopnych
a to vypovida o vE&tSi toxicité testované latky. Bunécna linie byla inkubovéna
s rapamycinem v koncentra¢nim rozmezi 0,1 — 40 ng/ml a po 24 hod byl k buiikdm pfidan
roztok MTT.

Pozitivni kontrolou byl vzorek bunécné linie s pridavkem 2% roztoku tritonu. Jako
testované koncentraci. Spektrofotometricky byla stanovena absorbance pii vinové délce
570 nm a hodnoty ziskané pro rapamycin byly srovnavany s negativni kontrolou, ktera
vykazuje 100% viabilitu bunék. Latky byly aplikovany v osmi opakovanich. Viabilita
bunck byla odectena jako rozdil vysledné absorbance pro testované latky a absorbance
pozitivni kontroly, a tato hodnota byla nadale jest¢ délena rozdilem hodnot negativni

a pozitivni kontroly.

Viabilita (%) = Abs(tl) — Abs(poz) < 100
rabtitatzo) = Abs(neg) — Abs(poz)

*pozn.: tl — testovana latka, poz — pozitivni kontrola, neg — negativni kontrola

U vétsiny testovanych koncentraci nebyl zaznamenéan vyrazny pokles viability
bunék. Plsobenim rapamycinu o koncentraci 1 ng/ml vykazovaly obé bun&tné linie
stejnou viabilitu (91 %). Po pasobeni rapamycinu (Rap) o koncentraci 10 ng/ml byla
naméfena viabilita 83 % pro obé bunécné linie. Ke zménam v primérné viabilité mezi
bunécnymi liniemi HEK293T a LS174T dochazi az pii testovani Rap 20 ng/ml. V ramci
bunécné linie HEK293T byla namétena viabilita 78 % a v linii LS174T 81 %. Jednalo se
o ptiblizné€ 20% pokles, ktery byl vyhodnocen jako statisticky vyznamny a tato hrani¢ni

koncentrace je jesté povazovana za netoxickou. Vyrazngjsi pokles viability byl pozorovan
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u koncentrace 40 ng/ml. Vysledky ukazuji, Ze tato latka vykazuje toxicky uc¢inek na obé
bunécné linie. U linie HEK293T klesla zivotaschopnost 0 42 % a u linie LS174T o 30 %.
Na zéklad¢ téchto zjisténi byla v nésledujicich méfenich pouzita koncentrace 1
a 20 ng/ml. Vzhledem k tomu, ze linie HEK293T byla na rapamycin citlivéjsi, byla
u metody Reporter gene assay provedena normalizace na stanovenou viabilitu. Hodnoty

v grafu €. 1 jsou statisticky vyznamné a jsou primérem z 3 nezavislych méteni.

Graf &. 1: Vliv rapamycinu na viabilitu bunééné linie LS174T a HEK293T.
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Rapamycin byl aplikovan na bunky v koncentracnim rozmezi od 0,1 - 40 ng/ml a po
24 hodindach piisobeni byla pomoci MTT testu detekovana viabilita téchto bunek. Data
Jjsou prumérem ze tri nezavislych meéreni + SD a viabilita bunécné linie byla vztaZena
k negativni kontrole, ktera predstavuje 100% viabilitu bunék. Na zdakladé studentova t-
testu jsou hodnoty oznacené [*] statisticky vyznamné - *P < 0,05; **P < 0,01;
***p < 0,005.

6.2 VIliv rapamycinu na aktivitu receptoru PXR v bunééné linii HEK293T

Vliv rapamycinu na aktivitu PXR byl nejprve testovan na bunécné liniit HEK293T
pomoci metody Reporter gene assay. Po vneseni reportérového vektoru p3A4-luc,
obsahujiciho mimo jiné promotor genu CYP3A4 a gen pro luciferazu, byla sledovana
intenzita luminiscence, ktera je pfimo Umérna transkripéni aktivité, tzn. mnozstvi
genového produktu. Predmétem zajmu bylo sledovat vliv Rap (koncentrace
1 a 20 ng/ml), a kombinace Rap s Rif 10 umol/l, na transkripéni aktivitu PXR. Jako
negativni kontrola (UT) byl pouzit roztok 0,2% DMSO, jako pozitivni kontrola Rif
(koncentrace 10 umol/1), ktery je ligandem PXR.
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Aktivace PXR byla vyjadiena pomoci tzv. fold induction (FI). Tato hodnota byla
vypocitana jako podil aktivity enzymu luciferazy pro testované latky a negativni kontroly.
Vysledné hodnoty u testovanych koncentraci tedy odpovidaji ndsobkiim hodnoty
negativni kontroly. Jelikoz byl zaznamenan hrani¢ni pokles viability u koncentrace
20 ng/ml, vysledné hodnoty FI byly znormalizovany na hodnoty viability. Hodnoty

v grafu €. 2 jsou pramérem z 3 nezavislych méfeni.

Aplikaci rifampicinu (Rif) na bunécnou linii HEK293T po dobu 24 hodin doslo
k signifikantni indukci promotoru genu CYP3A4 (graf ¢. 2). Rifampicin indukuje 2,9krat
vys8i expresi luciferazy oproti negativni kontrole. Na bazalni trovni Rap 1 ng/ml
dosahoval fold indukce 0,9 a Rap 20 ng/ml dosahoval signifikantni indukce pouze 0,7krat
(v porovnani s UT). Kombinaci Rif 10 umol/l a Rap dochazi ke snizené expresi
luciferazy. Aplikaci Rif spolu s Rap 1 ng/ml se signifikantné snizuje aktivace PXR 1,5krat
(0 31 %), kombinaci s Rap 20 ng/ml je aktivita PXR snizovana 1,6krat (o 36 %)
V porovnani s pozitivni kontrolou. Z vyse uvedenych vysledki vyplyva, ze rapamycin
vyrazné snizuje aktivitu studovaného receptoru a nasledné také aktivaci cilového

promotoru genu CYP3A4.

Graf ¢&. 2: Vliv rapamycinu na aktivaci promotoru CYP3A4 v buné&éné linii HEK293T.
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Data jsou prumérem ze tri nezavislych meéreni = SD a jsou vyjadrena jako ndsobek
indukce (fold induction) v porovnadni s kontrolnim vzorkem (UT- untreated cells). Na
zdakladeé studentova t-testu jsou hodnoty oznacené [*] statisticky vyznamné - *P < 0,05;
*EP < 0,01; **¥*P < 0,005; ****P < 0,0005. Rapamycin byl aplikovan v koncentracich
ng/ml, rifampicin v koncentraci 10 umol/I.
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6.3 Studium exprese genii CYP3A4 a ABCBL1 v bunéénych liniich LS174T
a LS180

Pro stanoveni miry exprese gentt CYP3A4 a ABCB1 na urovni mRNA byly nejprve
vybrany dvé stfevni bunééné linie LS174T a LS180, které jsou odvozeny od
kolorektalniho adenokarcinomu. Bunécnd linie LS174T byla ziskdna trypsinizaci

a vykazuje relativné vysokou expresi PXR a hladinu mRNA CYP3A4 (Burk et al., 2005).

Cilem bylo najit vhodnou bunécnou linii a stanovit nalezité podminky pro studium
exprese studovanych gend. V ramci obou linii byla sledovéana exprese genti pro CYP3A4
a ABCBL1 v ¢asovém rozmezi 24 az 96 hod. Jako pozitivni kontrola byl pouzit Rif, ktery
byl testovan ve dvou koncentracich 10 umol/l a 20 umol/l. Byla provedena relativni
kvantifikace metodou delta-delta-Ct vici referenénim genim GAPDH (glyceraldehyd-3-
fosfat-dehydrogenasa) a RPS18 (ribozomalni protein 18). Vysledky jsou vyjadieny jako
hodnoty fold induction (FI) v grafech ¢. 3 a 4. Dale je hodnota FI rifampicinu vztazena
K hodnot¢ FI negativni kontroly (UT). V grafech ¢. 3 a 4 jsou uvedeny vysledky vzdy

jednoho ze tfi nezavislych experimentt.

Bunééna linie LS174T

Z grafu €. 3 je patrné, ze pozitivni kontrola Rif 10 pmol/l aktivoval PXR a tim
doslo ke zvysené expresi CYP3A4 mRNA. Tato exprese se v porovnani s kontrolnim

vzorkem (UT) s casem zvySovala.

Z vysledkli normalizovanych na GAPDH je zjevné, ze koncentrace Rif 10 pmol/l
byla plné€ dostacujici pro aktivaci receptoru, jelikoZ pii koncentraci 20 umol/l jiZ dochazi
k saturaci a hodnoty FI se jiz nestupniovaly. Pisobenim Rif 10 umol/l po dobu 24 hod
dochazelo ke zvyseni indukce exprese genu pro CYP3A4 3,2krat a po 48 hod 4,9krat. Po
72 hod ptsobeni latek se indukce vySplhala az na pétindsobek v porovnani s UT. Po

96hod plisobeni se indukce zvysila 7,2krat.

Hodnoty ziskané normalizaci na referen¢ni gen RPS18 byly za 24 a 48 hod nizsi
oproti normalizaci na GAPDH. Indukce genu pro CYP3A4 se zvysila v praméru 1,7krat

za 24 hod a3,3krat za 48 hod. Naopak vyssi indukci v porovnani s normalizaci na
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GAPDH vykazoval Rif 10 umol/l po 72hod plisobeni, a to az 8krat. Po 96hod plisobeni
byla naméfena indukce Rif 10 umol/l 8krat a Rif 20 umol/l vice, nez 11krat vyssi (graf
¢. 3A).

Graf ¢. 3: Vliv rapamycinu na expresi genit CYP3A4 a ABCB1 v bunééné linii LS174T
V ¢asovém rozmezi 24 - 96 hod.

(A) v s g ee
Exprese CYP3A4 v bunécné linii LS174T
12.0 B GAPDH ERPS18
11.0
10.0
c 9.0
2 30
S 7.0
T 6.0
Ti 5.0
= 40
£ 30
2.0
1.0
0.0
UT Rif10 Rif20 UT Rif10 Rif20 UT Rif10 Rif20 UT Rif10 Rif20
24h 48h 72h 96h
(B) v v r . oo
Exprese ABCB1 v bunécné linii LS174T
7.0 B GAPDH ERPS18
C
i)
g
©
£
k)
2
UT Rif10 Rif20 UT Rif10 Rif20 UT Rifl10 Rif20 UT Rif10 Rif20
24h 48h 72h 96h

Hodnoty jsou priimérem ze tii namérenych hodnot = SD a jsou vyjadreny jako nasobek
indukce (fold induction, FI). Hodnota FI je normovana s FI hodnotou referencniho genu
a vztazena k FI hodnoté kontrolniho vzorku (UT). Latky byly aplikovany v koncentracich
umol/l.

Dale jsme studovali expresi genu ABCB1 kodujici p-glykoprotein, ktery je také
regulovan PXR (graf ¢. 3. B). I zde byla koncentrace Rif 10 pumol/l plné dostacujici
k aktivaci receptoru vedouci ke zvyseni expresi cilového genu ABCB1. Vysledky ziskané

po 24hod inkubaci bun¢k s testovanymi latkami (po srovnani s expresi genu GAPDH)
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ukazuji, ze Rif 10 pmol/l indukuje vice nez tiikrat (3,1krat), po 48 hod témer Sestkrat
(5,7krat) a po 72 a 96 hod se jiz hodnoty pftilis nestupnovaly.

Normalizace na expresi genu RPS18 (viz graf ¢. 3B) méla podobny trend jako
Vv ptipad¢ studia exprese CYP3A4 (viz graf €. 3A). I zde byly vysledné hodnoty FI niZsi,
nez v piipad¢ normalizace na GAPDH. Za 24 hod byla naméfena indukce pouze dvakrat
pro ob¢ koncentrace testované latky. Po 48 hod dosahovala indukce Rif 10 umol/l hodnot
3,7krat vyssich a Rif 20 pmol/l indukoval expresi genu ABCB1 pouze 3,5krat vice, nez
UT. Po 72 hod byla detekovana indukce 5,9krat (Rif 10) a 4,5krat (Rif 20) vyssi. Po
96 hod byla detekovana vzrustajici indukce s rostouci koncentraci rifampicinu, indukce

Rif 10 umol/l byla ¢étytikrat a Rif 20 umol/l az 5,6krat vyssi.

Bunééna linie LS180

Obecné byly pro linii LS180 naméfeny niz§i hodnoty indukce exprese genu
CYP3A4, nez v linii LS174T. Normalizaci na gen GAPDH je vidét trend vzestupu
indukce se zvysujici se koncentraci rifampicinu v ¢ase (24 — 72 hod). V tomto ¢asovém
rozmezi byly pro jednotlivé koncentrace testované latky nameéfeny velmi podobné
hodnoty FI. Rif 10 pmol/l indukoval expresi genu maximalné dvakrat (1,6x po 24 hod,
1,3x po 48 hod, 2,1x po 72 hod). Indukce Rif 20 umol/l se pohybovala v rozmezi 2,6x —
3x. Po 96hod plisobeni latek byla hodnota FI 6,2 (Rif 10 ng/ml) a 5,6 (Rif 20 ng/ml) (graf
¢. 4A).

Normalizaci na RPS18 byly naméfeny vyssi indukce, nez na GAPDH (graf ¢.
4A). Pro casové rozmezi 24 — 72 hod nebyla naméfena nijak vyraznd zména mezi
indukcemi Rif 10 a 20 umol/l. Po 24 hod indukoval v priméru dvakrat, po 48 hod téméef
tiikrat a po 72 hod ctytikrat. Pfi 96hod pusobeni Rif 10 pmol/l byla namétena nejvyssi
indukce (8krat) exprese genu CYP3A4 a pusobenim Rif 20 pumol/l se snizila na

Sestinasobek v porovnani s UT.

50



Graf &. 4 (A), (B): Vliv rapamycinu na expresi genit CYP3A4 a ABCB1 v bunééné linii
LS180 v ¢asovém rozmezi 24 — 96 hod.
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Hodnoty jsou priimérem ze tii namérenych hodnot = SD a jsou vyjddreny jako ndsobek
indukce (fold induction, FI). Hodnota FI je normovana s Fl hodnotou referencniho genu
a vztazena k FI hodnoté kontrolniho vzorku (UT). Latky byly aplikovany v koncentracich
umol/l.

V grafu ¢. 4B lze vidét, Ze rifampicin zvySoval expresi genu ABCB1
S ptibyvajicim ¢asem ptisobeni v porovnani s kontrolou (UT). Normalizaci na GAPDH
nez pro Rif 20 umol/l. Po 24 hod byla indukce Rif 10 umol/l tfikrat, po 48 hod pouze
2,4krat a po 72 hod 3,6krat. Po 96 hod se indukce vyrazn¢ zvysila (7krat). ZvySena
exprese genu ABCBL1 v pruméru Skrat byla naméfena po pusobeni Rif 20 umol/l pro 24
— 96 hod.

Obecné vyssi hodnoty FI byly naméfeny po normalizaci na RPS18. Po 24 hod byla

indukce Rif 10 pmol/l 3,5krat a Rif 20 umol/l 2,9krat. Po 48 hod byla naméfena totozna
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indukce (pétkrat) pro obé koncentrace. Po 72 hod indukoval Rif 10 umol/l Sestkrat a Rif
20 umol/l az 6,7krat. Vyrazn¢ vyssi indukci vykazoval Rif 10 umol/l po 96 hod (7,9krat),

Rif 20 umol/l zvySoval expresi genu ABCB1 v tomto ptipade témet Sestkrat.

Pro dalsi testovani byla vybrana buné¢na linie LS174T. Tato linie vykazovala
obecné vyssi indukce rifampicinem (po 24 a 48 hod), nez linie LS180. V rdmci genu
CYP3A4 (GAPDH) byla indukce Rif 10 pmol/l 3 — 5krat vyssi, zatimco u bunééné linie
LS180 byla indukce maximalné dvakrat vyssi. Pro gen ABCB1 se indukce rifampicinem
pohybovala v rozmezi 3 — 6nasobku v bunééné linii LS174T. V ramci liniec LS180 byla

tato indukce maximalné tfikrat vyssi, nez u kontrolniho vzorku.

Na zéklad¢ ziskanych vysledka byla pro dalsi testovani zvolena koncentrace Rif
10 umol/l, ktera se jevila jako plné dostacujici pro aktivaci receptoru. V rdmci bunécéné
linie LS174T vykazoval rifampicin v této koncentraci zpravidla vyssi indukci exprese
zkoumanych gent. Je mozné, ze pisobenim Rif 20 pmol/l byl PXR jiz zcela saturovany

a tudiz nedochazelo k dalsi indukei exprese.

Standardné se v nasi laboratofi provadi experimenty s pisobenim testovanych
latek po dobu 24 a 48 hod. V mém piipadé tomu nebylo jinak, pro dalsi testovani byla
vybréana aplikace latek po dobu 24 hod v pfipadé nésledné qRT-PCR a pro testovani
zmény hladiny proteinti jsem aplikovala latky po dobu 48 hod. Na zéklad¢ grafti €. 3 a 4
byla ziskdna nejvyssi indukce rifampicinem az pii plsobeni této latky po dobu
72296 hod. Avsak pii tak dlouhém experimentu uz se nemusi jednat o indukci
zprostiedkovanou bezprosttedné rifampicinem, ale mohou zde hrat dulezitou roli i dalsi

transkripéni faktory, které nejsou predmétem mého zkoumani.

S ohledem na vysledky ziskané po puisobeni testované latky po dobu 24 a 48 hod
byl pro dalsi testovani vybran referencni gen GAPDH. Zpravidla byla namétena vyssi
indukce exprese genit CYP3A4 a ABCB1 po plisobeni rifampicinu pfi normalizaci na tento
gen, a to pro ob¢é bunétné linie. Pti sledovani indukce exprese genu CYP3A4 (po
24 a 48 hod) dosahovaly indukce troj- az pétinasobku po normalizaci na GAPDH gen. Pti
sledovani indukce exprese genu ABCB1 dosahovaly indukce hodnot az téméf 6nasobku.
Naopak pii normalizaci na gen RPS18 se hodnoty indukce exprese obou genti pohybovaly

Vv rozmezi od dvou- do maximaln¢ pétindsobku indukce v porovnani s UT.
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6.4 Vliv rapamycinu na expresi geni CYP3A4 a ABCB1

Metodou Reporter gene assay bylo zjisténo, ze rapamycin ovliviiuje aktivitu
receptoru PXR (graf ¢. 2). Tyto zmény v aktivit¢ byly dale studovany na urovni
transkripce cilovych genti PXR. Byla sledovana zména hladiny mMRNA CYP3A4 a ABCB1
v bunécné linii LS174T (graf ¢. 5). Jako pozitivni kontrola byl pouzit Rif 10 pmol/l, jako
negativni kontrola (UT) slouzily buniky bez testovanych latek, pouze s pfidanym
rozpoustédlem (0,2% DMSO). Vysledné hodnoty jsou primérem ze 3 nezavislych méteni

a jsou statisticky vyznamné.

V grafu €. 5 Ize vidét, ze Rif 10 pmol/l zvySoval hladinu CYP3A4 mRNA vice,
nez 3krat v porovnani s negativni kontrolou. Po aplikaci Rif 10 umol/l v kombinaci s Rap
dochazelo ke sniZzeni hladiny mRNA CYP3A4, ziejmé v diisledku snizené aktivity PXR
ovlivnéné rapamycinem. V porovnani s pozitivni kontrolou dochazelo ke snizeni hladiny

mRNA 1,3krat (0 22,6 %) a 1,5krét (0 32,3 %).

Zmény exprese genu ABCBL vykazuji po pusobeni rifampicinu 10 pmol/l
signifikantni zvySeni hladiny mRNA tohoto genu 3,3krat pii porovnani s UT (graf ¢. 5).
Po aplikaci Rif 10 umol/l v kombinaci s Rap se neprojevila nijak vyrazna zména v expresi

genu ABCB1, hodnoty indukce byly statisticky vyznamné.
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Graf ¢. 5: Zména exprese mRNA CYP3A4 a ABCB1 v bunééné linii LS174T po 24hod
pusobeni latek.
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Data jsou priumeérem ze tii nezavislych méreni = SD a jsou vyjadiena jako nasobek
indukce (fold induction) v porovnani s kontrolnim vzorkem (UT). Exprese genit CYP3A4
a ABCBI je porovnana s expresi referencniho genu GAPDH. Na zdkladé studentova t-
testu jsou hodnoty oznacené [*] statisticky vyznamné - *P < 0,05; **P <0,01;
***p < 0,005; ****P < 0,0005; *****P < 0,00005. /n.s.] oznacuje nesignifikantni
zménu. Rapamycin byl aplikovan v koncentracich ng/ml, rifampicin v koncentraci
10 umol/l.

Data ziskand na urovni mRNA byla dile ovéfena na Grovni proteinli pomoci
Western blottingu. Proteiny izolované z lyzati bun¢k a separované pomoci SDS-PAGE
elektroforézy byly detekovany substraitem pomoci specifickych protilatek na
nitrocelulosové membrané. Pro vyhodnoceni velikosti proteini v gelu byl nanaSen
standard molekulové hmotnosti. Naslednou kvantifikaci bylo mozné provézt na zéklade

detekce aktinu ve vech vzorcich.

Pro potvrzeni, Ze je mTOR signaliza¢ni drdha inhibovdna rapamycinem byla
pouzita protilatka proti fosforylované form¢ p70 S6K (na Thr389) a 4E-BP1. Rapamycin
byl aplikovan 30 min a se zvySujici se koncentraci byl detekovan jeho inhibi¢ni vliv na
hladinu téchto fosfoproteind. Z obrazku €. 5A je patrné, ze pti koncentraci Rap 20 ng/ml
jiz nebyl viditelny Zadny band odpovidajici proteinu o dané velikosti. Taktéz v ptipadé
proteinu 4E-BP1 doslo se zvySujici se koncentraci inhibitoru K poklesu fosforylované

formy tohoto proteinu (obr. ¢. 5B).
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Obrazek €. 5 (A), (B): Hladina proteinu fosfo-p70 S6 kinazy a fosfo-4E-BP1 proteinu
V lyzatu bunék LS174T po 30minutové aplikaci rapamycinu.

(A) .
N Y
Q
S
70,85 kDa S Phospho-p70 S6 (Thr 389)
43 kDa O — B‘actlﬂ
(B)
> &
S
15-20 kDa " 4E-BP1
43 kDa B-actin

Je zobrazen reprezentativni vysledek jednoho z vice, nez ti'i nezavislych experimentii.
Rapamycin byl pouzit v koncentraci 1 a 20 ng/ml.

Nasledné byly detekovany zmény v hladinach zkoumanych proteinit CYP3A4
a p-glykoproteinu. Na bunénou linii LS174T byly aplikovany latky dle schématu
(tabulka €. 1) a po 48hod inkubaci byl ziskan lyzat bun¢k. Z vyizolovanych proteint byla
detekovana exprese CYP3A4 a p-glykoproteinu. Na reprezentativnim obrazku ¢&. 6
jednoho z vice, nez tii nezavislych méfeni Ize vidét, ze hladina p-glykoproteinu se po
aplikaci Rif 10 pmol/l zvySovala (4,8krat). Pisobenim Rap byla hladina proteinu na
urovni negativni kontroly (UT). Kombinaci Rif 10 pumol/l s Rap 1 ng/ml byla hladina p-
glykoproteinu nizsi o 19 % a kombinaci s Rap 20 ng/ml byla hladina o 35 % nizsi
V porovnani s pozitivni kontrolou (Rif 10 umol/l). Hladina proteinu CYP3A4 se po
aplikaci Rif 10 pmol/l ani Rap nijak vyrazn¢ neménila. Latky velmi mirné zvySovaly
hladinu tohoto proteinu (fold indukce 1,3 a 1,4), bez vyraznych rozdild, po srovnani

S negativni a pozitivni kontrolou.
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Obrazek ¢. 6: Hladina proteini p-glykoproteinu a CYP3A4 po aplikaci rifampicinu
a rapamycinu v bunééné linii LS174T.
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Je zobrazen reprezentativni vysledek jednoho z vice, nez tii nezavislych experimentii.
Rapamycin byl pouzit v koncentraci 1 a 20 ng/ml, rifampicin v koncentraci 10 umol/I.

Zvyse uvedenych vysledki je patrné, ze po 24hod aplikaci rapamycinu
v kombinaci s rifampicinem nedochazi k nijak vyrazné zméné exprese genu ABCB1 na
urovni mRNA (graf ¢. 5). Nicméné€ po 48 hod dochézi k vyznamnému poklesu hladiny p-
glykoproteinu na tGrovni proteinu. Na zaklad¢ téchto dat byla dodate¢né métena zména
exprese genu ABCB1 po 24- a 48hod pusobeni latek (graf €. 6). Z grafu je patrné, Ze ani
po 48hod inkubaci s Rap nedoslo k vyznamnému poklesu exprese tohoto genu, ale naopak
k jejimu zhruba 20% navySeni. Vzorky byly pfipraveny v triplikdtu a v reprezentativnim

grafu €. 6 jsou uvedeny hodnoty jednoho z tii nezavislych méfeni.
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Graf &. 6: Zména exprese genu ABCB1 v bunééné linii LS174T za 24 a 48 hod.
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Hodnoty jsou priimérem ze tri namérenych hodnot + SD a jsou vyjadreny jako nasobek
indukce (fold induction, FI). Hodnota FI je normovana s FI hodnotou referencniho genu
(GAPDH) a vztazena k FI hodnoté kontrolniho vzorku (UT). Rapamycin byl aplikovin
V koncentracich ng/ml a rifampicin v koncentraci 10 umolll.

Rozdily na tGrovni exprese genu ABCB1 a hladiny p-glykoproteinu po aplikaci
rapamycinu vedly k dal§imu experimentu, a to zjistit, zda ma rapamycin vliv na zvySenou
degradaci tohoto proteinu. Na bunécnou linii LS174T byl aplikovan Rif 10 pmol/l
(pozitivni kontrola) a 0,2% DMSO (negativni kontrola, UT) po dobu 24 hodin. Nasledné
bylo médium odsato a na buiiky byly aplikovany latky: DMSO (0,2%), Rap 1 ng/ml
a20ng/ml. Po 24 a 48 hod byly ziskdny lyzaty bun€k a detekovéna hladina p-
glykoproteinu ve vzorcich (Obr. ¢. 7).

Obrazek ¢&. 7: Hladina p-glykoproteinu po aplikaci rifampicinu a rapamycinu na bunéénou
linii LS174T.
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Na bunécnou linii bylo aplikovano DMSO a rifampicin. Médium s Rif bylo po 24 hod
vymeéneno za médium s DMSO nebo rapamycinem a inkubovano dalsich 24 a 48 hod.
Rapamycin byl aplikovan v koncentracich ng/ml, rifampicin v koncentraci 10 umol/l
a DMSO 0,2% v médiu.
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Na obrazku ¢. 7 Ize vidét, ze hladina p-glykoproteinu se po pusobeni Rif 10 pmol/l
vzhledem k negativni kontrole zvysila. Po 24hod ptisobeni Rif 10 umol/l byla naméfena
hladina 5,5krat vyssi. Po dalSich 24 hod, kdy jiz na bunky ptsobilo 0,2% DMSO, se
hladina proteinu nijak vyrazné nezménila, ale pfi plisobeni Rap doslo ke zvySeni hladiny
proteinu (6,1 fold oproti UT). Pokud byly latky (DMSO, rapamycin) aplikovany po dobu
dalsich 48 hod, doslo ke zvySeni hladiny proteinu 1 na urovni kontroly (0,2% DMSO,
48 hod; fold 7,2). Po aplikaci Rap 1 ng/ml se hladina zvysila az 7,9krat oproti UT a Rap
20 ng/ml vykazoval zvySenou hladinu (fold 7,0) proteinu na trovni kontroly (0,2%
DMSO, 48 hod).

58



7 DISKUZE

Pregnanovy X receptor je jednim z hlavnich regulatori homeostazy endobiotik
a bunécné odpoveédi na pritomnost xenobiotik. Jeho aktivita ovliviiuje expresi mnoha
vyznamnych proteind, které se podili mimo jiné na ochran¢ organismu pied Skodlivymi
vlivy z vngjsiho prostfedi. Mezi tyto proteiny patii napiiklad CYP3A4, hlavni
biotransformaéni enzym vétSiny piedepisovanych 1é¢iv, a p-glykoprotein, vyznamny
efflux transportér, ktery zajist'uje eliminaci xenobiotik a jejich metabolitd ven z buiky.
Regulace PXR po aktivaci ligandem je dnes velmi dobfe prostudovana, ovSem
V poslednich letech nabyva na vyznamu regulace tohoto receptoru pomoci post-
translatnich modifikaci. Kindza mTOR je soucasti komplexni signalni drahy
(PI3K/Akt/mTOR), ktera reguluje velké mnozstvi bunécnych procest a jeji dysregulace
je spoleCnym znakem mnoha onemocnéni. Tim je mTOR signalizace potencionalnim
cilem v 1é¢bé mnohych typt rakovin a malé molekuly, které cili mTOR, nabyvaji na

zdjmu mnoha studii.

Cilem této préace bylo sledovat vliv inhibice mTOR signaliza¢ni drahy na aktivitu
pregnanového X receptoru a S ni spojenou indukci cilovych genti, enzymu CYP3A4
a transportéru 1é¢iv p-glykoproteinu. Testy byly provadény na bunéénych liniich
odvozenych od adenokarcinomu tlustého stfeva (LS174T) a lidskych embryonalnich
buné¢k ledvin (HEK293T). Jako pozitivni kontrola byl pouzit agonista PXR — rifampicin.
Inhibice mTOR dréhy byla zajisténa aplikaci rapamycinu, selektivniho inhibitoru mTOR
komplexu 1 (Jacinto et al., 2004, Sarbassov et al., 2004, Yang et al., 2015).

Byl sledovan vliv rapamycinu na transaktivaci promotoru genu CYP3A4 a na
indukci cilovych genli CYP3A4 a ABCB1 na urovni mRNA a proteinu. Samotny
rapamycin nevykazoval Zadny Gc¢inek na transkripéni aktivitu PXR ani hladinu mRNA
studovanych genid, ovSem v kombinaci s rifampicinem doSlo k vyraznému sniZeni
transkripcni aktivity PXR a také hladiny CYP3A4 mRNA. V piipadé ABCBI se hladina
mRNA vyznamné neménila ani po prodlouZeni ¢asového intervalu plisobeni testovanych
latek. Data ziskana na irovni mRNA byla ovéfena na urovni proteind. Hladina proteinu

CYP3A4 se nijak vyznamné neménila, dokonce ani pfi pisobeni pozitivni kontroly.

Hladina p-glykoproteinu (produkt genu ABCB1) se po aplikaci Rif vyrazné

zvysila, coz se shoduje s vysledky Geick et al. (2001) a Greiner et al. (1999). Samotny
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rapamycin neménil hladinu proteinu, ale po ptisobeni kombinace Rif s Rap se hladina p-

glykoproteinu snizovala.

Je znamo, ze post-translacni modifikace, predevSim fosforylace, vyznamné
ovliviyji aktivitu pregnanové X receptoru a tim i naslednou expresi jeho cilovych geni
(Lichti-Kaiser et al., 2009a, Lichti-Kaiser et al., 2009b, Doricakova et al., 2013).
Fosforylace/defosforylace je fizena kinazami, které jsou soucasti signalnich drah
odpovidajicich na rGzné procesy V buiice. Vyznamnym reguldtorem energetického
metabolismu, bunétného cyklu a apoptozy, proliferace, ristu bunky, transkripce

a translace proteint je komplexni signaliza¢ni draha PISK/Akt/mTOR.

vvvvvv

zamé&fené na modulaci signalnich drah pfi zanétlivych procesech (Ng et al., 2011). Tato
studie prokazala, ze inhibici mMTOR rapamycinem dochdzi ke snizené expresi PXR mRNA
a zaroven k aktivaci kinazy JNK1 (c-Jun N-terminal kinase 1). Taktéz stimulace TNFa
(Tumor necrosis factor o) vedla ke zvyseni hladiny PXR mRNA. Toto pozorovani vedlo

-----

TNFa, kde hraji dulezitou ulohu také PXR a LXR (Liver X receptor) (Ng et al., 2011).

V bakalaiské praci Poulikova (2015) zabyvajici se vlivem mTOR signalizaéni
drahy na indukovatelnou expresi enzymu CYP1A1 v bunééné linii HepG2 vedla inhibice
mTOR ke zvySeni hladiny mRNA CYP1AL, cilového genu AhR receptoru (Poulikova,
2015). Naopak podobny trend jako u PXR byl pozorovan napt. u receptoru VDR
(vysledky jesté nebyly publikovany), ktery spada do stejné skupiny jadernych receptori

(NR1) a ktery taktéz interaguje se stejnym heterodimeriza¢nim partnemerem (RXRa).

Negativni regulace PXR po inhibici mTOR signaliza¢ni drahy mlZe mit spojitost
se zménou fosforyla¢niho statutu bud’ samotného PXR a nebo jiného ¢lena signalizace.
Jedna ze studii zamétenych na fosforylaci PXR oznacila Thr57 za vyznamné fosforyla¢ni
misto ovliviiujici funkci tohoto receptoru (Pondugula et al., 2009a). Mimo jiné bylo
zjisténo, ze p70 S6K, ktera je soucasti mTOR signalizacni drahy, fosforyluje PXR in vitro
anegativné ovliviiuje jeho transaktivaéni funkei. V této praci byl pozorovan opacny efekt,

vvvvvv

dilezitou roli celé fada faktort ovliviiujici fosforylaci nejen samotného PXR, ale 1 napf.
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heterodimeriza¢niho partnera RXR. Kromé¢ toho, fosforylace neni jedinou post-translaéni

modifikaci, ktera ovliviiuje aktivitu PXR .

Dalsi post-translacni modifikaci, kterd moduluje aktivitu PXR, je ubiquitinace. Jiz
bylo prokazano, ze PXR interaguje s riznymi komponenty ubiquitin-proteozomalniho
systému, napt. RBCK1 (Rana et al., 2013), SUG1 (Masuyama et al., 2001, Masuyama et
al., 2002), DYRK2 a UBR5 (Ong et al., 2014), ¢imz je regulovana jeho stabilita a aktivita.
V této praci byla pozorovana snizena hladina p-glykoproteinu, coz nasledné¢ vedlo
k hypotéze, ze tento pokles miize byt zpisoben zvySenou degradaci PXR. Tuto hypotézu
také potvrzuje dal$i publikace, v niz je uvedeno, ze fosforylace PXR pomoci p70 S6
kinazy muze zvysit stabilitu tohoto receptoru (Pondugula et al., 2009a). Zablokovanim
mTOR signaliza¢ni drahy tedy mize byt tato stabilita opravdu narusena. Hypotéza, ktera
m¢éla prokazat, ze rapamycin ovlivituje stabilitu PXR (vysledek je prezentovan na obr.
¢. 3), nebyla prokazana, jelikoz nebyl pozorovan pokles v hladiné p-glykoproteinu.
Piedpokladem bylo, Ze pokud dojde k aktivaci PXR rifampicinem a poté k inhibici mTOR
rapamycinem, tak se hladina p-glykoproteinu snizi v porovnani s negativni kontrolou,

kdy k aktivovanému PXR bylo namisto rapamycinu pfidano pouze DMSO.
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8 ZAVER
Tato diplomova prace sledovala vliv inhibice mMTOR signalni drahy na aktivitu
pregnanového X receptoru (PXR) v bunéénych liniich HEK293T a LS174T. Pfedmétem

zajmu byla zména aktivity PXR a exprese jeho cilovych gent (CYP3A4 a ABCB1) po
aplikaci rapamycinu — selektivniho inhibitoru mTOR komplexu 1.

Metodou Reporter gene assay bylo dokdzéno, ze rapamycin v kombinaci
s rifampicinem (aktivatorem PXR) inhibuje aktivitu PXR receptoru. Bylo naméfeno az
36% snizeni aktivity PXR v porovnani s pozitivni kontrolou. Stejny trend byl vyhodnocen
i pfi sledovani zmén v expresi CYP3A4 metodou kvantitativni Real-Time PCR, kdy se pii
stejném plsobeni latek hladina mRNA snizila az 0 32 %. Nicmén¢, na hladiné proteinu

CYP3A4 nebyly detekovany Zadné vyznamné zmény.

V ptipadé p-glykoproteinu nebyly pozorovany zmény v epxresi na irovni mRNA.
Naopak, na hladiné p-glykoproteinu byla naméfena snizena indukce az o 35 %
V porovnani s pozitivni kontrolou. Nebylo prokazano, Ze by tento pokles hladiny p-

glykoproteinu byl zpuisoben zvySenou degradaci tohoto proteinu (napf. ubiquitinaci).

V této praci byl prokazan negativni vliv inhibice mTOR signalni drahy na aktivitu
PXR. Vysledky naznacuji, Ze mTOR kindza vyznamné ovliviiuje signalizaci PXR
V pfitomnosti jeho ligandii, ov§em piesny mechanismus plisobeni vyzaduje podrobnéjsi

studii.
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9 SEZNAM ZKRATEK

4E-BP1
ABC
ADME
AF

AhR
Akt (PKB)
ANF
AR
ARNT
ATP
bHLH/PAS
BSA
cAMP
CAR
CCRP
Cdk2/-5
cDNA
cGMP
COMT
CYP450
DBD
Deptor
DMEM
DMSO
DR-
DTT
E1l-E3
EDTA
elF4E
ER-

ER

FI
FKBP12
FMO
FRAP
GAPDH
GST
HAT
HEK?293T
HepG2

4E-elF4AE-binding protein 1

ATP-binding cassete (ATP-vazebné transportéry)
Absorbce, Distribuce, Metabolismus a Eliminace
Activation function

Aryl uhlovodikovy receptor

Protein kinaza B

a-naphthoflavone

Androgenovy receptor

AR nuclear translocator

Adenosintrifosfat

Basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim

Bovinni sérovy albumin

Cyklicky adenosinmonofostat

Konstitutivni androstanovy receptor

Cytoplasmic CAR retention protein

Cyklin dependentni kindza 2/-5

Komplemetarni deoxyribonukleova kyselina
Cyklicky guanosinmonofosfat

Katechol O-methyltransferaza

Cytochrom P450

DNA-binding domain

DEP domain containing mTOR-interacting protein
Dublecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Direct repeats

1,4-dithiotreitol

Oznaceni enzymu podilejicich se na ubiquitinaci proteint v bufice
Ethylendiamintetraoctova kyselina

Eukaryotic translation initiation factor 4E

Everted repeats

Estrogenovy receptor

Fold induction

12kDa FK506-binding protein

Flavinovad monooxygenaza

FKBP12 and rapamycin-associated potein
Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
Glutathion-S-transferaza

Histonacetyltransferaza

Bunécna linie odvozend od lidskych embryonalnich ledvin
Bunééna linie odvozend od hepatocelularniho karcinomu
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HNFa
hPXR
Hsp90
IR-
JNK1
LB

LBD
LS174T
LXR
MAPKSs
MDR
MEK
mLST8
M-MuLV
MRPs
mSinl
mTOR
mTORC
NADH
NADPH
NAT
NCoR
NRI
OATPs
OCTs
p70 S6K
PBS
PCN
PCR
PDK1
Pgp
PI3K
PIP2
PIP3
PKA
PKC
PPARS
PTEN
PVDF
PXR
PXRE
gRT-PCR

Hepatocyte nuclear factor 4a

Lidsky pregnanovy X receptor

90kDa heat-shock protein

Inverted repeats

c-Jun N-terminalni kindza 1

Nanaseci pufr

Ligand-binding domain

Bun. linie odvozena od lidského adenokarcinomu tlustého stieva
Liver X receptor

Mitogeny aktivované protein kindzy

Multidrug resistance

Mitogen-activated/extracellular signal-regulated kinase
Mammalian lethal with sec-13 protein 8

Reverzni transkriptaza

MDR-asociované proteiny

40 kDa proline-rich Akt substrate

Mammalian target of rapamycin

mTOR complex

Nikotinamidadenindinukleotidfosfat - oxidovana forma
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat - redukovana forma
N-acetyltransferaza

Nuclear receptor corepresor

Nuclear receptor |

Organic anion transporting polypeptides

Organic cation transporters

70 kDa ribosomal protein S6 kinase

Fosfatovy pufr

Pregnenolon 16a-carbonitril

Polymerazova fetézova reakce
Phosphoinositide-dependent kinase 1

P-glykoprotein

Phosphoinositide 3-kinase
Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
Fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat

Cyklickd AMP-dependentni protein kindaza A

Protein kinaza C

Peroxisome proliferator-activated receptor

Phosphate and tensin homolog

Polyvinylidene fluoride

Pregnanovy X receptor

PXR-responsive element

Kvantitativni Real-Time polymerazova fetézova reakce
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Rap
RAPTOR
RARE
RBCK1
Rheb
RICTOR
Rif
RIP140
ROS
RPS18
RXR
SDS
SMRT
SRC-1
SUG1
SULT
SUMO-
TBS
TCDD
TEMED
TOR
TRIS
TSC1/2
UDP-
UGT
uT
VDR
VDRE
XRE

Rapamycin

Regulatory-associated protein of mMTOR
Retinoic acid response element
Ring-box-coiled-coil protein interacting with protein kinase C-1
Ras homolog enriched in brain
Rapamycin-insensitive companion of mTOR
Rifampicin

Receptor-interacting protein 140

Reaktivni kyslikové radikaly

Ribosomalni protein S18

Retinoidni X receptor

Dodecylsulfat sodny

Silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor
Steroid receptor coactivator 1

Supressor for gal 1

Sulfotransferaza

Malé, ubiquitinu podobné modulatory

Tris pufr
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin

Target of rapamycin
2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol
Tuberous sclerosis 1/2

Uridindifosfo-
Uridindifosfoglukuronyltransferaza
Untreated cells

Receptor pro vitamin D

Vitamin D responsive element

Xenobiotic response element
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