View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by ELTE Digital Institutional Repository (EDIT)

SZTEROID TfPUSI’J/VEGYI"JI:ETEKKEL KIVALTOTT CITOKROM
P450 INDUKCIO VIZSGALATA HUMAN MAJSEJTEKBEN

Doktori értekezés

Kéhalmy Krisztina
okleveles vegyész

ELTE TTK, Biologia Doktori Iskola
Szerkezeti Biokémia Program

Doktori Iskola vezeté: Prof. Dr. Erdei Anna
Programvezet6: Prof. Dr. Graf Laszlé

Témavezeté: Dr. Monostory Katalin Ph.D.
csoportvezet6

Magyar Tudomanyos Akadémia
Kémiai Kutatékozpont

TUDOMANYOS Ay, .
h(,‘(l“ ADFM/‘!
Remua) yraroxozeo™

Budapest, 2009


https://core.ac.uk/display/286542771?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Roviditésjegyzék
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DRIP: vitamin-D receptor interacting protein
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GR: gliikokortikoid receptor

GRE: gliikokortikoid érzékeny szakasz

IR: inverted repeat

LBD: ligandkoté domén

NCoR: nukledris korepresszor

P450: citokrém P450

PAH: policiklusos aromds szénhidrogén

PAS: Per-Arnt-Sim

PBREM: fenobarbitél érzékeny szakasz

PBRU: phenobarbital responsive enhancer unit

PPARGa: peroxiszoma proliferdtor aktivalta receptor

PXR: pregnan X receptor

PXRE: PXR érzékeny szakasz

RU-486: mifepristone

RXR: retinoid X receptor

SMRT: silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor
SR12813: tetraetil 2-(3,5-di-tercbutil-4-hidroxifenil)eténil-1, 1 -biszfoszfonat

SRC-1: szteroid hormon receptor koaktivator-1



TAD: transcription activation function

TCDD: 2,3,7,8-tetraklérdibenzo-p-dioxin

TCPOBOP: 3,3,5,5 -tetraklor-1,4-bis(piridiloxi)benzol
TIF2: transcription intermediary factor 2

TRAP: thyroid receptor associated protein

XRE: xenobiotikum érzékeny szakasz

VDR: D-vitamin receptor
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1 Bevezetés

A szervezetbe keriild xenobiotikumok (gydgyszerek, novényvéddszerek, élelmiszer
adalékanyagok, egyéb kémiai anyagok) metabolizmusdban a citokrom P450 (P450)
enzimrendszernek kulcsfontossdgii szerepe van. A P450 enzimek legnagyobb
mennyiségben a majban expresszdlodnak. A mdj gydgyszer-metabolizdlé képességét
elsgsorban a P450 enzimek mennyisége és aktivitdsa hatdrozza meg, amely nagyban
befolydsolhatja egy adott gydgyszer hatékonysdgit és esetleges toxicitdsat. Az aktudlis
P450 enzimszint genetikailag meghatdrozott, melyet azonban kiilsd és belsd tényezdk
modosithatnak (dohdnyzds, alkohol fogyasztds, kornyezeti drtalmak, betegségek,
gyégyszeres kezelés). Szdmos gydgyszer (rifampicin, dexametazon, fenobarbitdl,
omeprazol) receptorfiiggd mechanizmussal fokozni képes a P450 gének transzkripcidjat,
melynek hatdsiara né az adott P450 enzimfehérje mennyisége a sejtekben. Ennek az
enzimindukciés hatdsnak, mely befolydsolja a szervezetbe keriild xenobiotikumok
metabolizmusdt, igen nagy jelentésége van egy gydgyszeres kezelés sordn, hiszen
szamolnunk kell a fellépé metabolikus gydgyszer-interakciok lehetdségével, melynek
kovetkeztében sziikséges lehet a terdpia modositasa.

A hormonadlis dllapot természetes véltozdsai, valamint a terdpidban alkalmazott
szteroid tipusd vegyiiletek is jelentds valtozasokat okozhatnak a P450 expresszidban és a
P450 enzimfehérje szintekben. A szteroid tipusu anyagok hatdsanak vizsgélata, valamint a
gyégyszer-metabolizmusban résztvevé enzimek és a hormondlis szabdlyzds kozti
kapcsoldéddsi  pontok  feltérképezése magyardzatot adhat példdul a daganatos
megbetegedések sordan, vagy a mellékvese miikodés zavarai kovetkeztében tapasztalhatd
eltéré gyodgyszer hatékonysdgra és toxicitdsra. Vizsgdlataink sordn egy szintetikus
gliikkokortikoid, a dexametazon, valamint a mellékvesekéregben termel6édé szteroid tipusi
hormon, a dehidroepiandroszteron (DHEA) hatdsét tanulmdnyoztuk a human P450 gének

expresszidjara.



2 TIrodalmi osszefoglalas

2.1 Xenobiotikumok metabolizmusa

A szervezetbe keriil6 testidegen anyagok (xenobiotikumok), példaul gydgyszerek,
novényvéddszerek, és kiilonbozé élelmiszeradalékanyagok, tobbnyire apoldris vegyiiletek,
lipofil jellegiiknél fogva konnyedén dtjuthatnak a sejtmembranokon. Az €16 szervezetekben
a xenobiotikumok elimindldsat eldsegitendd, két alapveté védekezési mechanizmus
fejlédott ki az evolicid sordn: a biotranszformacié €s a transzport folyamatok (Handschin
és Meyer, 2003).

A xenobiotikumokbdl a biotranszformédcié (metabolizmus) sordn tobbnyire hidrofil,
poldris metabolitok képzddnek, melyek az epével és/vagy a vizelettel valasztédnak ki. A
metabolizmus folyamata két fazisra tagolodik (fazis I., fazis II.) (1. dbra). A gydgyszerek
metabolizmusdban elsésorban a monooxigendzok csoportjdba tartozé aspecifikus
enzimrendszer, a P450 enzimcsalad vesz részt (Nelson és mtsai, 1996; Nebert és Russell,
2002). Igen véltozatos kémiai reakcidkat katalizdlnak, dltaldban oxiddljak a vegyiileteket
(példaul alifds és aromds hidroxilezés, N-, O-, S-dezalkilezés, gytirtizards, gytriihasitds),
azonban ritkdn redukci6 is eléfordulhat. Ezeket a reakcidkat a metabolizmus fizis I.
reakcidinak nevezziik (Ziegler, 1994). A fazis 1. metabolizmusban egyéb enzimek is részt
vesznek, példdul az epoxid hidrolazok, észterazok, alkohol és aldehid dehidrogendzok és a
flavinmonooxigenazok.

Az tgynevezett fazis II. metabolizmus sordn a xenobiotikumok, valamint a fazis I.
reakciok  sordn  képzédott  metabolitok  kiilonbozé  endogén  vegyiiletekkel
konjugdlédhatnak, ami dltalaban noveli az adott vegyiilet polaritdsat illetve vizben valé
oldékonysagat, eldsegitve ezzel a kiiiriilését (Jakoby, 1994). A legfontosabb konjugdciés
enzimek az UDP-gliikuroniltranszferdzok, N-acetiltranszferazok, glutation-S-
transzferazok, metiltranszferazok és a szulfotranszferazok.

A metabolizmus sordn tobbnyire méregtelenités, a bekeriild testidegen anyagok
inaktivaldsa torténik (farmakolégiailag inaktiv metabolitok képzddése), azonban reaktiv
intermedierek €s reaktiv oxigén gyokok is képzddhetnek, melyek makromolekuldkhoz valé
kovalens kotédéssel DNS karosoddst, fokozott citotoxicitdst idéznek eld. A
prekarcinogének aktivdldsdban, illetve a karcinogén és mutagén folyamatokban a P450

enzimeknek szintén jelentds szerepe van (Nebert és Gonzalez, 1987) (1. abra).



Az elimindci6 folyamatdban részt vesznek tovabba a transzporterek, melyek
transzmembran fehérjék és kémiai szerkezetiiket tekintve a legkiilonfélébb anyagok
(példaul lipidek, szteroid tipusi vegyiiletek, polipeptidek, ionok, gydgyszerek,
metabolitok) szallitdsat végzik az extra- és intracelluldris membrdnokon keresztiil (fazis
III. folyamatok) (Stieger és Meier, 1998; Muller, 2000; Suzuki és Sugiyama, 2000; Bohan
és Boyer, 2002).
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1. dbra: Xenobiotikumok sorsa a szervezetben

2.2 A P450 enzimek jellemzése

A P450 enzimek a prokaridta és eukaridta szervezetekben egyarant megtaldlhat6ak
(Schenkman és Griem, 1993; Pinot és mtsai, 1999; Gorman és mtsai, 1998; Nelson, 1998).
Hem-tiolat tipusd enzimek, a redukdlt P450 szén-monoxiddal alkotott komplexe 450 nm-
nél jellegzetes abszorpciés maximumot mutat (Soret-abszorpciés maximum), errdl a
jellegzetes tulajdonsdgar6l kapta az enzimrendszer a nevét (Garfinkel, 1958; Klingenberg,
1958; Frausto da Silva és Williams, 1991). Miikodésiikhoz sziikség van NADH-ra vagy
NADPH-ra, mely az adott P450 enzim tipusat6l fiigg, molekuldris oxigénre €és az
ugynevezett NADPH-citokrém-P450 reduktazra (Lewis és Hlavica, 2000; Degtyarenko és



Archakov, 1993). A P450 enzimek a monooxigendzok csoportjiba tartoznak, a molekuldris
oxigénbdl szdrmazd egyik oxigénatomot a szubsztritba épitik be, ekdozben a mdsik
oxigénatom vizkilépéssel tdvozik (Okita és Masters, 1992; Porter és Coon, 1991; Ortiz de
Montenallo, 1995). A folyamathoz sziikséges elektronokat a NADPH-citokrém-P450
reduktdz és a citokrom bs széllitja. A P450 katalizdlt folyamat a kovetkezdé bruttd

egyenlettel frhato le:
2H*
RH + 02 T» ROH + H20
e
ahol RH a szerves szubsztrat és ROH az oxidalt termék (metabolit).
A 2. abran részletesen lathaté a szubsztrat (RH) oxiddciéja valamint a hem vas ionjdnak

aktudlis redox dllapotai az egyes 1épésekben (Otsuka, 1970; Lewis, 1996).
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2. abra: P450 katalitikus ciklus (Otsuka, 1970; Lewis, 1996)

Igen népes enzimcsalddrél van szé (1. tdblazat), jelenleg koriilbeliil 8000 P450

izoenzim ismert, az emberi szervezetben 57 P450 gén, valamint 58 pszeudogén van jelen

(http://drnelson.utmem.edu/cytochromep450.html). Emldsokben legnagyobb
mennyiségben a mdj sima felszinli endoplazmads retikulumédban expresszalédnak, de kisebb
mennyiségben megtaldlhaték mds szervekben is, igy példaul a vesében, a mellékvesében,
az agyban, a tiidében, a lépben és a bélben is (Williams és mtsai., 2000; Waterman, 1992;

Schenkman és Griem, 1993; Hellmold és mtsai., 1998; Hakkola és mtsai., 1996, 1998).



1. tdbldzat: A P450 enzimcsaldd nomenklatirdjanak dsszefoglald tabldzata

(A félkovér betiikkel kiemelt enzimesalddok jelzik az emlésokben expresszdlodo formdkat)

Enzimcsaldd ~ Funkci6 vagy el6fordulds Legfontosabb human P450 enzimek

CYP1 xenobiotikum és szteroid metabolizmus CYPIAL, CYP1A2, CYPIBI1

CYpP2 xenobiotikum és szteroid metabolizmus CYP2AG6, CYP2A7, CYP2A13,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2CI8, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2El1, CYP2FI, CYP2J2, CYP2RI,
CYP2S1, CYP2U1, CYP2W1

CYP3 xenobiotikum és szteroid metabolizmus CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7,
CYP3A43

CYP4 arachidonsav és zsirsav metabolizmus CYP4Al1, CYP4A22, CYP4B1,
CYP4F2, CYP4F3, CYP4F8, CYP4F11,
CYP4F12, CYP4F22, CYP4V2,
CYP4X1, CYP4Z1

CYP5 tromboxan A, szintézis CYP5A1

CYP6 rovarokban

CcYpr7 epesav bioszintézis CYP7A1, CYP7B1

CYPS8 prosztaciklin és epesav bioszintézis CYP8AI1, CYP8BI1

CYP9 rovarokban

CYP10 puhatestiiekben

CYP11 szteroid bioszintézis CYP11Al1,CYP11IBI, CYP11B2

CYP17 szteroid bioszintézis CYP17A1

CYP19 szteroid bioszintézis CYPI19A1

CYP20 ismeretlen funkcié CYP20A1

CYP21 szteroid bioszintézis CYP21A2

CYP24 Djs-vitamin metabolizmus CYP24A1

CYP26 retinoid metabolizmus CYP26A1, CYP26B1, CYP26C1

CYP27 epesav bioszintézis CYP27A1, CYP27B1, CYP27C1

CYP39 epesav bioszintézis CYP39A1

CYP46 oxiszterol bioszintézis CYP46A1

CYP51 koleszterin bioszintézis CYP51A1

CYP51-70 gombdkban

CYP71-100 novényekben

CYP101-140  baktériumokban




Az enzimrendszert alkot6 enzimek rendszerbe soroldsa az aminosav sorrendjiik
homoldgidjan alapszik. Minden enzim neve sorrendben a CYP roviditésbdl, egy arab
szambol, egy betlibdl és még egy arab szambol dll. Az elsé arab szdm az enzimcsalddot
(azonos enzimcsalddba tartozds esetén 40 %-os aminosav sorrend azonossdg), a betli az
alcsalddot (azonos alcsalddba tartozds esetén 55 %-os aminosav sorrend azonossdg), a

masodik arab szdm pedig egy konkrét enzimfehérjét jelol (példaul CYP2B6).

2.2.1 Human P450 enzimek

A gyogyszerek metabolizmusiaban (CYP1-3 csalddok, Id. 1. tablazat) betoltott
szerepiik ismerete 6ta a human P450 enzimek tanulmanyozasa elétérbe keriilt. A P450-ekre
gyakorolt  hatdsvizsgdlatok nélkiill manapsdg egy gyogyszerjelolt fejlesztése
lehetségesek (Guengerich, 1997). Egy adott vegyiilet metabolizmusdnak jellemzésekor
sokszor nehézségbe iitkozik az in vitro vagy in vivo dallatkisérletekbdl szarmazé
eredmények emberre torténd kiterjesztése (Lewis, 1998). Ezen kiviil figyelembe kell venni
azt is, hogy a P450-ek indukdlhatésaga is, fajonként kiilonbozhet (Lewis, 1998; Soucek és
Gut, 1992).

A P450 enzimeknek a xenobiotikumokon kiviil, endogén szubsztratjaik is ismertek,
ilyenek példdul a szteroidok, zsirsavak, prosztaglandinok, leukotriének, biogén aminok,
Ds-vitamin stb. (1. tabldzat) (Lewis, 1996; Kupfer, 1980; Lewis és Lee-Robichaud, 1998).
Igen nagy szerepiik van a koleszterinb6l kiindulé, de novo szteroid hormon (CYPI11, 17,
19, 21), valamint epesav bioszintézis (CYP7, 8, 27, 39, 51) folyamataiban. Aspecifikus
enzimekrdl van sz6, kémiai szerkezetiiket tekintve a legkiilonboz6bb vegyiileteket képesek
szubsztratként (2. tdblazat) elfogadni és metabolizalni valamint egy adott P450 enzim egy
vegyiiletb6] tobb metabolitot is képes elddllitani és végiil egy vegyiilet metabolizmusét
tobb kiilonb6zo P450 enzim is katalizdlhatja egyidejiileg (Groves, 1997; Porter és Coon,
1991; Juchau, 1990).
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2. tablazat: Xenobiotikumok metabolizmusdban résztvevo fontosabb P450 enzimek néhany

jellegzetes szubsztratja, induktora és gétlészere (rovidités: TCDD: 2,3,7,8-tetraklérdibenzo-p-dioxin)

P450 enzim Szubsztratok Induktorok Gatloszerek
CYPI1A2 koffein, teofillin, cigarettafiist flavonoidok
fenacetin komponensei,
omeprazol, TCDD,
3-metilkolantrén
CYP2A6 nikotin, kumarin fenobarbital, tranilcipromin,
dexametazon, metoxipsoralen
rifampicin
CYP2B6 ciklofoszfamid, fenobarbital, orfenadrin,
mefenitoin dexametazon, pentoxirezorufin
rifampicin
CYP2C8 karbamazepin, taxol fenobarbital, kvercetin
dexametazon,
rifampicin
CYP2C9 tolbutamid, diklofenac, fenobarbital, szulfafenazol
tetrahidrokannabinol dexametazon,
rifampicin
CYP2C19 mefenitoin, diazepam fenobarbital, tranilcipromin
dexametazon,
rifampicin
CYP2D6 dextrometorfan nem indukalhaté kinidin, fluoxetin
CYP2E1 klérzoxazon, olddszerek etanol, izoniazid diszulfiram, dietil-
ditiokarbamat
CYP3A4/5 nifedipin, midazolam, fenobarbital, ketokonazol,
eritromicin dexametazon, troleandomicin
rifampicin

A metabolizmus

szempontjabadl

legfontosabb enzimek: CYPI1Al,

CYP1A2,

CYPIB1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2EI, CYP2F1 és CYP3A4/5. Erdemes megjegyezniink, hogy a gyégyszerek

metabolizmusaban résztvevo legfontosabb P450 enzimek szdzalékos megoszldsa a majban,

valamint a gyégyszerek metabolizmusdban valo részvétele eltéré (3. és 4. dbra, Rendic és

DiCarlo, 1997).
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CYPIAI CYPIA2
CYPIBI CYP2A6

<1% ~49

/

Egyéb <1% 3%
~22,5%

—CYP2B6
<l%

CYP2CS8, CYP2C9
~18 %

CYP3A4, CYP3AS \ " cyecis, cypacio
<28% cypapi CYP2EI CYP2D6 ~1%
<% <7% <25%

3. dbra: A gyégyszer-metabolizmusban résztvevo P450 enzimek szdzalékos megoszldsa a mdjban (forrds:
Rendic és DiCarlo, 1997)

Egyéb CYPIAI
~1% 25% CYPIA2

\ 8.2 % /

CYP2A6
CYP3A4, CYP3AS 2,5 %

34,1 %

CYP2B6
34 %

CYP2C8, CYP2C9
158 %

/
CYP2F1 CYP2C18, CYP2C19
~1,3 % CYP2EI CYP2D6 8,3 %
41% 18,8 %

4. dbra: A P450 enzimek gy6gyszer-metabolizmusban beltoltott szerepének szdzalékos ardnya (forrds: Rendic

és DiCarlo, 1997)

2.3 P450 enzimek indukcidja

A P450 gének szabdlyzdsa igen sokszintii, tobb folyamatbdl tevédik Ossze, szdmos
tényezd befolydsolja. Kiilonboz6 endogén anyagok, gy mint hormonok, citokinek,
valamint kémiai szerkezetiiket tekintve igen valtozatos testidegen vegyiiletek hatdsara a
P450 gén transzkripcié fokozddik, mely végiil emelkedett P450 fehérje szinteket
eredményez ~ (Waxman, 1999). Az dgynevezett P450 indukciés  vdlasz
gyégyszerinterakciok forrdsa, amely befolydsolja a P450-fiiggd gydgyszer-metabolizmust,

valamint a xenobiotikumok farmakokinetikai, toxikoldgiai és karcinogén tulajdonsdgait
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(Conney, 1982). A megemelkedett P450 enzimszintek kovetkeztében felmeriild
leggyakoribb probléma egy gydgyszeres kezelés sordn, hogy egy adott gyogyszer fokozott
metabolizmusa miatt a vérszintje nem éri el a terdpids vérkoncentriciot. Ilyen esetekben az
adott gydgyszer terdpids dozisat médositani kell és a vérszint monitorozdsa segithet a
megfeleld dozis bedllitdsaban.

Az induktor vegyiiletek (3. tdbldzat) hatdsa nemcsak a P450-ek gén-szintli
szabdlyozasara korlatozédik, hanem pleiotrép hatdsukndl fogva (példdul fenobarbitdl),
tobbek kozott befolydsoljdk a gliikkdz és szteroid metabolizmust, a koleszterin és epesav
bioszintézist, a hem szintézist, a sejtndovekedést, a sejtek kozotti kommunikéciot, a sima
felszinli endoplazmds retikulum proliferacidjat, valamint eldsegithetik a tumorok
kialakulasat (Nebert, 1991; Okey, 1990). Az indukci6 éltalaban késleltett hatdsu, sejt-
specifitdst mutat, dozis-fiiggd és az induktor vegyiilet elimindcidjaval az indukcids hatas is
megszlinik (Handschin és Meyer, 2003). A P450 induktor vegyiiletek csoportosithaték
aszerint, hogy mely P450 enzimeket indukdljak (3. tabldzat). Kiilon kiemelendd, hogy a
fenobarbitdl-tipusd és a rifampicin/dexametazon-tipusi induktorok ugyanazokra a P450-
ekre fejtik ki hatasukat, azonban eltér6 relativ erdsséggel. A fenobarbitdl a CYP2B-t, mig a
rifampicin és a dexametazon a CYP3A-t indukdlja leghatékonyabban, azonban emellett
megfigyelheté minkét induktor prototipusndl a tobbi P450 kisebb mértékii indukcidja is (3.
tablazat). Az etanol induktiv hatasit a CYP2El-re, eltér6 médon a tobbi induktor
vegyiilettél, nem receptorfiiggd mechanizmussal (1d. késébb), hanem poszttranszlicios
szinten, az enzim stabilitdsdnak novelésével fejti ki (Gonzalez és mtsai., 1991; Lieber,
1997).

3. tabldzat: Klasszikus P450 induktor vegyiiletek csoportositdsa (Handschin és Meyer, 2003). Roviditések:
PAH: policiklusos aromds szénhidrogén, TCDD: 2,3,7,8-tetraklordibenzo-p-dioxin
Klasszikus P450 induktorok prototipusai  Indukalt P450-ek

TCDD (egyéb PAH-vegyiiletek) CYPI1Al, CYP1A2, CYPIBI
fenobarbital CYP2B, CYP2C, CYP3A
rifampicin, dexametazon CYP3A, CYP2C, CYP2B
etanol, izoniazid CYP2E1

klofibratok CYP4A

A CYPI1-4 gének xenobiotikumok hatdsira bekovetkezd —transzaktivdlasa
(transzkripci6 szintjén torténd aktivdlasa), mely a P450 célgének indukcidjat okozza,
receptorfiiggd mechanizmust mutat. Az indukcié mechanizmusdban résztvevd receptorok
koziil (4. tablazat), a konstitutiv androsztan receptor (CAR), a pregnan X receptor (PXR), a

peroxiszoma proliferdtor aktivdlta receptor o (PPARa), a D-vitamin receptor (VDR), és a
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glitkokortikoid receptor (GR) a nukledris/sejtmag receptorok szupercsalddjdba tartoznak,
mig az aromds szénhidrogén receptor (AhR), a transzkripciés faktorok hélix-loop-hélix
(bHLH) struktirdval rendelkezé PAS (Per-Arnt-Sim) csalddjdnak tagja (Hankinson, 1995).

A nukledris receptoroknak DNS-hez kot6d6 transzkripcids faktorokként szdmos
bioldgiai folyamat szabdlyzasaban (ndvekedés, fejlddés, hormon homeosztazis fenntartdsa)
kulcsszerepe van. A legkiilonfélébb mechanizmusokkal képesek célgénjeik transzkripcidjat
modulélni, igy mint gén aktivdldssal, gén represszidval, gén represszié feloldasdaval vagy
gén transzrepresszioval (Germain és mtsai., 2006). Jelenleg 48 humdn nukledris receptor
ismert (Germain €s mtsai., 2006), csoportba soroldsuk az aminosav szekvencidjuk
de megtalalhat6k a vesében, a szivben €s az agyban is.

4. tablazat: A P450 gének indukciGjdban résztvevo receptorok (roviditések: bHLH: basic helix-loop-helix,
PAS: Per-Arnt-Sim)

P450 Receptor Receptor tipusa

CYPIA AhR bHLH/PAS csaladba tartozo
CYP2B CAR, PXR

CYP2C GR, CAR, PXR, VDR nukledris receptorok

CYP3A GR, CAR, PXR, VDR
CYP4A PPARa

A VDR (NRI1I1), a PXR (NR1I2) és a CAR (NR1I3) az 1-es alcsaldd, ugynevezett
D-vitamin receptor tipusu I csoportjanak harom tagja, melyet a nomenklatirdjuk is mutat.
A PPARo (NRICI1) szintén az l-es alcsalddba, azonban kiilon csoportba tartozik (C
csoport). Csoportba soroldsuk alapjan l4thatd, hogy ez a négy receptor elég nagy
homoldégiat mutat, melyb6l kovetkezik, hogy tulajdonsdgaikat tekintve is nagy a
hasonlésdg  koztiikk (szerkezet, ligandkotés, aktivdlds folyamata). Szerkezetében és
funkcidjat tekintve is teljesen eltéré a GR (NR3C1), mely a 3-as alcsaldd (szteroid hormon
receptorok) C csoportjanak (3-ketoszteroid receptorok) elsé tagja. Annak ellenére, hogy a
receptor aktivdlds folyamatdnak fobb lépései azonosak (ld. késébb), a CAR és PXR,
valamint a GR tulajdonsagaikat tekintve alapvetd kiilonbségeket mutatnak.

A nukledris receptorok felfedezésekor sokuknak a természetes endogén ligandjai nem
voltak még ismertek, ezért az tgynevezett ,,orphan” receptorok kozé soroltdk éket. Az
endogén ligandok (5. tablazat) megismerésével (,adopted orphan” receptorok)
bebizonyosodott, hogy ezek a receptorok a P450 expresszié médositasiaval képesek az
endogén hormondlis valtozdsokra reagdlni, ezdltal kulcsfontossagi szerepiik van a

homeosztazis fenntartasdban (Waxman, 1999).

14



5. tdbldzat: A P450 indukcidban résztvevo legfontosabb nukledris receptorok és endogén ligandjaik,
valamint a P450 célgénekben taldlhaté receptor kotShelyek (Waxman, 1999), " inverz agonista (réviditések:

DR: direct repeat, ER: everted repeat)

Nukledris receptor  Endogén ligand Preferdlt DNS szekvencidk
CAR androsztanol androsztenol.  DR4

PXR pregnenolon, kortikoszteron =~ DR3, ER6

VDR Ds-vitamin DR3

PPARa arachidonsav, linolénsav DRI

A nukledris receptorok felépitése nagyjabol azonos struktiraval jellemezhetd, 5-6
doménre tagolddik, melyeket az N-termindlistol a C-termindlis felé haladva A-tél F-ig
jelolnek (Giguere és mtsai., 1986; Krust és mtsai., 1986) (6. dbra). A két legfontosabb
domén, a DNS-kotd domén (DBD, C régid) és a ligand-koté domén (LBD, E régid) a
nukledris receptorok legkonzervativabb régiéi. Az N-termindlis ligandfiiggetlen
transzkripcié aktivalo funkcioval rendelkezé AF-1 doménje (A/B régid), valamint a csuklé
régié (D) varidbilisabb, az F régiéo pedig egyes receptorokban teljesen hidnyzik és

funkcidja is kevésbé ismert (Germain és mtsai., 2006).

A/B c D E F
[ |
H,N ﬁ AF-1 DBD csuklo régio LBD | AF-2 | # COOH

L
AF-2 hélix

6. dbra: A nukledris receptorok altaldnos felépitése (roviditések: AF-1: activation function, ligand fiiggetlen

aktivalo funkcié, DBD: DNS-k6t6 domén, LBD: ligand-koté domén, AF-2: ligandfiiggd aktivalé funkcid)

Az AF-1, az AF-2-t6l eltéréen, a nukledris receptorok tobbi doménjének megléte
nélkiil is képes transzaktivdlé hatdsat kifejteni, ezt hivjuk ligandfiiggetlen aktivdlo
funkcionak. Azonban a teljes hosszisagi nukledris receptor esetén az AF-1 aktivitdsat
szintén szabdlyozza a ligand kotédése a LBD-hez. Az AF-1 régié szamos foszforilacios
helyet tartalmaz (példaul Ser66/MAPK; Ser68/TFIIH), mely a poszttranszlicids
modositasok célpontja. Ezenkiviil transzkripcids faktorokkal, illetve koaktivatorokkal 1ép
kolesonhatdsba, valamint egyes receptorok esetén (androgén receptor, dsztrogén receptor,
progeszteron receptor) megfigyelhetd az N-termindlis/C-termindlis kapcsolat kialakuldsa is
(Ikonen és mtsai., 1997).

A nukledris receptorok a kdzponti DBD-en (C régid) keresztiil kotédnek a célgének

specifikus DNS-szekvencidihoz. A DBD konzervativ 66 aminosavbdl allé magja két,
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ciszteinben gazdag Zn-ujj szerkezeti motivumot, két o-hélixet és ugynevezett P, D, T
valamint A boxokat tartalmaz. A boxok hatdrozzdk meg, hogy az adott nukledris receptor
mely DNS kotohelyeket ismeri fel a célgénekben, valamint a kialakulé receptor dimerek
DBD-je kozt létesitenek kapcsolatot (Umesono és Evans, 1989). Az adott nukledris
receptor DBD-je is részt vesz a kiilonbozé egyéb transzkripcidés faktorokkal és
koregulatorokkal 1étrejové kapcsolat kialakuldsdban. A csuklé régié (D) biztositja a LBD
és DBD konformacidvéltozassal jar6é elmozduldsat, valamint nukledris lokalizacios szignal
sejtmagba (Germain és mtsai., 20006).

A LBD (E) kevésbé konzervativ, mint a DBD, szerkezetét tekintve az aldbbi négy
kiilon szakaszra tagolhatd, melyek funkciondlisan Osszekapcsoltak: 1., dimerizacios
felszin, mely a homo-, illetve heterodimerek kialakuldsat teszi lehetévé a nukledris
receptorok kozott, 2., ligandkotézseb, ahova kis méretii, lipofil molekuldk kotddnek
ligandként, 3., koreguldtorok megkotésére alkalmas felszin, melyek kotédve a receptorhoz,
moduldljak a transzkripciés aktivitdst, 4., AF-2 régi6, melyen beliil a konzervativ AF-2
hélix domén megléte sziikséges a ligandfiiggd gén transzaktivalashoz és a koaktivatorok
toborzasahoz”. Néhany nukledris receptor képes korepresszorok megkotésére is a LBD-
jén keresztiil (Germain és mtsai., 2006).

A LBD-en (E) beliil taldlhat6 ligandkotézseb mérete és alakja hatdrozza meg a ligand
kotédés specifitdsat és hatékonysdgdt, ezenkiviil a receptor funkcidjat is megszabja
(endokrin/parakrin funkcié). Példdul a klasszikus szteroid és thyroid hormon receptorok
ligandjainak nagy affinitdsa (nanomdlos koncentraciéban mér kotddnek) és specifitdsa
(csak néhany ligand kotédik) a kotézsebiik méretével magyardzhaté (Williams és Sigler,
1998). A ligandok a kotézseb viszonylag kis mérete miatt (progeszteron receptor esetén
422 A, 6sztrogén receptor o esetén 369 A) tobb mint 60 %-dt kitsltik a kotézsebnek, amely
egy szoros illeszkedést jelent. Ez biztositja €s magyardzza az endokrin homeosztdzis
szigordan szabélyozott folyamatat. A xenobiotikumok altal kivaltott P450 induktiv hatds
soran aktival6dé nukledris receptorok kotézsebe sokkal nagyobb (PXR esetén 1150 A,
PPARy esetén 1400 A), kémiai szerkezetiiket tekintve kiilonféle ligandjaik ismertek és
mikromélos tartomanyban kotédnek az adott nukledris receptorhoz (Watkins és mtsai.,
2001). A PXR-nak szdmos ligandja ismert, tobbek kozt forgalomban 1évé gydgyszerek is,
példdul a taxol, rifampicin, hyperforin, dexametazon, lovasztatin és a szintén koleszterin-
szint csokkenté SR12813 (Watkins és mtsai., 2003; Benoit és mtsai., 2004). A ligand

kotédése az elsd, egyben meghatdrozé 1épés, mely a LBD konformacidvaltozasat
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eléidézve, a receptort inaktiv dllapotbél aktiv dllapotba ,kapcsolja” at (Bourguet és mtsai.,
2000).

A nukledris receptor aktivdldsaban az AF-2 hélixnek kulcsfontossdgi szerepe van. A
ligand megkotése utdn az AF-2 hélix konformdcidvaltozason megy keresztiil és egy
dgynevezett aktiv poziciéban stabilizdlédik, melynek hatdsdra a LBD felszine megvaltozik,
igy a koaktivatorok szdmdra hozzaférhetdvé vilik és kotddni tudnak a LBD-hez (Benoit és
mtsai., 2004). A koaktiviatorok felszinén taldlhaté konzervativ, rovid, amfipatikus
aminosavszekvencia részleten, az LXXLL motivumon (L=Leucin, X=bdrmilyen
aminosav), mds néven nukledris receptor boxon keresztiil alakul ki a kapcsolat a nukledris
receptorok AF-2 hélixével (Heery és mtsai., 1997). A ligandfiiggé konformaciévéltozas
eredményeként a koaktivatorok kotédésével, a koaktivatorok mintegy lehorgonyozzik a
nukledris receptorokat a célgénjeikhez. Az AF-2 hélix gyakorlatilag a ligandkotézseb
fedeleként” funkciondl, a nukledris receptor-koaktivator kapcsolat kialakuldsdhoz
dgynevezett zart dllapotban kell lennie, mig a nukledris receptor-korepresszor interakcio
sordn az AF-2 hélix nyitott dllapota sziikséges. A korepresszorok nukledris receptor boxa,
melyen keresztiil kapcsolatot létesitenek az AF-2 hélixel, a szintén konzervativ,
LXXXIXXXI[I/L] (I=Izoleucin) motivum. Amikor az AF-2 hélix aktiv poziciéba keriil
(zart allapot) a korepresszorok kotése gatolt (Benoit és mtsai., 2004).

A nukledris receptorok dltal torténd transzkripcié szabdlyzdsat a korepresszorok és
koaktivitorok nagyban modositjdk. Onmaguk a koregulitor fehérjék nem kotédnek a
DNS-hez. A koaktivitorok a ligandfiiggd nukledris receptor aktivdldsan keresztiil
szabdlyoz6doé gének alap transzkripcidjat képesek fokozni. Hiszton acetil-transzferaz
aktivitasuk révén (Chen, 2000) a hisztonok lizin oldallincainak acetilezésével gyengitik a
hisztonok pozitivan toltott lizin oldalldncai és a DNS negativan toltott foszfat csoportjai
kozott kialakuld elektrosztatikus kolcsonhatdst, melynek kovetkeztében a kromatin
relaxdlodik és a DNS a transzkripcids appardtus (RNS polimerdz II, transzkripcids
faktorok) szamdra hozzaférhetové valik (Roeder, 1996). Meg kell jegyezni azonban, hogy
nem minden koaktivatornak van hiszton acetil-transzferdz aktivitdsa, ezek a koaktivatorok
tovabbi olyan fehérjéket toboroznak (példaul TRAP/DRIP komplex, thyroid receptor
associated protein/vitamin-D receptor interacting protein) melyek képesek a hisztonok
lizinjeit acetilezni (Malik és Roeder, 2000). Az ismert koaktivatorok szdma tobb mint szdz,
a legismertebbek a pl160, p300 és a CBP (cAMP response element-binding protein)
csalddba tartozok (Vo és Goodman, 2001). A pl60 csaladd SRC-1 (szteroid hormon

receptor koaktivator-1) és TIF2 (transcription intermediary factor 2, de SRC-2-ként vagy
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GRIP1-ként is ismert) tagjai a CAR-hoz kotédve a CYP2B6 transzkripcidjanak
szabdlyzdsdban is részt vesznek.

A gén expresszié aktivdldsan kiviil, a koreguldtorok mdsik nagy csoportjiba tartozé
korepresszorok hatdsara a nukledris receptorokon keresztiil szabdlyoz6d6 gén transzkripcio
gdtldsa tapasztalhaté (Baniahmad és mtsai., 1995). A korepresszorok hatdsdra kialakuld
gén expresszié csokkenés akkor alakul ki, amikor a receptor inaktiv allapotban van (nem
kot ligandot). A koaktivatorokkal ellentétben a korepresszorok hiszton deacetildz
aktivitdssal rendelkeznek. Két legjelentésebb korepresszor a NCoR (nukledris
korepresszor) és a SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor).
Erdekes médon sem a NCoR-nak sem a SMRT-nak nincs hiszton deacetiliz enzim
aktivitdsa, hanem olyan nagy molekulatomegii transzkripciés komplexeket alakitanak ki
egyéb fehérjékkel, melyek rendelkeznek hiszton deacetildz aktivitdssal. A hisztonok lizin
oldalldncainak deacetilezésével az oldalldnc pozitiv toltésti lesz, igy az elektrosztatikus
kolesonhatds erdsodik a DNS negativan toltott foszfat csoportjaival, mely egy kondenzalt
kromatin dllomdnyt eredményez, gitolva a transzkripciét (Torchia és mtsai., 1998).

Altaldnossdgban elmondhaté, hogy a ligand nélkiili, inaktiv nukledris receptorok
korepresszorokkal lépnek kolcsonhatasba, ezéltal idézik elé repressziv hatdsukat a
transzkripciora, mig a ligandot kotd, aktiv nukledris receptorok a koaktivatorok
toborzdsdval fejtik ki transzkripcié fokozé hatdsukat (Torchia és mtsai., 1998). Egyes
megfigyelések szerint néhdny korepresszor a ligandot kotd aktiv nukledris receptorokhoz is
képes kotddni és a koaktivdtorokat probdljak leszoritani a nukledris receptorokrol, igy
fejtve ki hatasukat (példaul osztrogén receptor esetén) (Delage-Mourroux €s mtsai., 2000;
White és mtsai., 2004).

A P450 indukci6 molekuldris mechanizmusdnak f6bb lépései a kovetkezdk: a
megfeleld ligand sejtbe jutdsakor (7. dbra 1.) (pl. egy xenobiotikum), az inaktiv dllapotban
a citoplazmdban elhelyezkedd nukledris receptort a ligand kozvetleniil vagy szigndl
transzdukciéval —aktivdlja, melynek hatasira a nukledris receptort tartalmazo
fehérjekomplex disszocidl (7. dbra 2.), a ligand bekotddik a nukledris receptor
ligandkotozsebébe (csak ligandfiiggd receptor aktivalds sordn) (7. dbra 3.), a nukledris
receptor konformécidja megvaltozik, ami végsdsoron a receptor aktivaldsat eredményezi és
bejut a sejtmagba (7. dbra 4.). A sejtmagban a megfeleld dimerizdciés partnerrel homo-
érzékeny szakaszokhoz (XRE) kotédve moduldlja az adott gén transzkripcidjat (7. dbra). A

dimerizacids partner ebben a folyamatban tobbnyire a szintén a nukledris receptorok
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csaladjaba tartozé retinoid X receptor o (RXRo/NR2BI1, késdbbiekben RXR-nak
roviditve).

A klasszikus szteroid hormon tipusti nukledris receptorok (pl. a GR, az androgén
receptor, a progeszteron receptor és a mineralokortikoid receptor) a palindréom AGAACA-
N;-TGTTCT szekvenciahoz kotddnek a cél gének promoter régidjaban, mig a nem szteroid
hormon tipusi receptorok (CAR, PXR, VDR, RXR) és az sztrogén receptor az ismételt
AG(G/T)TCA szekvencidhoz kapcsolédnak. Az ismétlodd szekvencidt 1-7 nukleotid
vélasztja el egymdstdl, a szekvencidkat elvdlaszté nukleotidok szdma hatdrozza meg a
hetero- vagy homodimert képezd receptorok kotddésének specifitdsat. A szekvencia
irdnyultsagat tekintve egyirdnyud (direct repeat DR), ellentétes (inverted repeat IR) vagy

forditott (everted repeat ER) lehet (7. dbra) (Honkakoski és Negishi, 2000).

citoplazma

sejtmag

xenobiotikum

xenobiotikum 9-cisz-retinsav

koaktivatorok . csuklo régio
Komplex © ~ P450 gének
@
O AGGTCA (N), AGGTCA
— > — & DRx
Korepresszorok — «—— ERx
> — — > Rx
Se—
DR4 cyp2B
DR4, DR5 CYP2C
DR3, DR4, ER6 CYP3A

7. dbra: P450 indukcié molekuldris mechanizmusénak fobb 1épései: 1. a megfelel$ xenobiotikum bejut a
sejtbe, 2. a xenobiotikum hatdsara a komplex disszocidl, a nukledris receptor szabadda vilik 3. a
xenobiotikum bekotédik a nukledris receptor LBD kéotohelyére, és a receptor aktivalodik, 4. az aktivalt
nukledris receptor/xenobiotikum komplex bejut a sejtmagba, ahol a dimerizacids partnerrel (RXR)
heterodimert képezve kotédik az XRE-okhoz, ezdltal moduldlva a P450 gének transzkripcigjat. A
folyamatban koaktivatorok és korepresszorok is részt vesznek (roviditések: DBD: DNS-k&té domén, LBD:
ligandko6té domén, NR: nukledris receptor, RXR: retinoid X receptor, DR: direct repeat, ER: everted repeat,

IR: inverted repeat)
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2.3.1 CYPI1A1 gén szabalyzas
A CYPIA alcsalaidot a CYPIAL és CYP1A2 alkotja. A CYPIALI elsésorban a

tidében fejezddik ki, alapszintje a mdjban nem detektdlhatd, a CYPI1A2 is csak kis
mértékben expresszalodik. PAH-vegyiiletekkel indukdlhatok (TCDD, 3-metilkolantrén,
cigarettafiist egyes komponensei). A CYP1Al-nek a gydgyszermetabolizmusban nincs
jelentds szerepe, a CYP1A2 katalizdlja a fenacetin, koffein, teofillin metabolizmusat. A
CYP1ALl a prekarcinogén anyagok aktivdldsdban, a CYP1A2 pedig a karcinogénaktivalds

folyamatdban vesz részt (1. dbra).

CYPIALI fehérje

3-metilkolantrén
@ XAP2  Hsp%0
O O™

dexametazon

°
Hsp90

1]
ﬁ Hsp90
OO

immunophilinek

8. dbra: CYP1A1 reguléciGja (roviditések: AhR: aromds szénhidrogén receptor, AhRR: AhR represszor,
ARNT: AhR nukledris transzlokdtor, Hsp90: hosokk fehérje, p23: protein 23, XAP2: hepatitis B virus X-
associated protein, GR: gliikokortikoid receptor, GRE: glitkokortikoid érzékeny szakasz, XRE: xenobiotikum

érzékeny szakasz)

Alap éllapotban az AhR szamos fehérjével komplexet alkotva (Hsp90, XAP2, p23) a
citoplazmaban helyezkedik el (8. dbra 1.). A megfelelé induktor sejtbe jutdsakor (3-
metilkolantrén, TCDD) (8. dbra 2.) a komplex disszocial (8. abra 3.), az induktor vegyiilet
kotddik a receptorhoz és az AhR aktivalodik (ligandfiiggd receptor aktivdlds) (8. dbra 4.).
Az AhR/3-metilkolantrén komplex bejut a sejtmagba (8. dbra 5.), ahol az AhR nukledris
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transzlokdtorral (ARNT) heterodimert képezve bekotddik a CYP1Al gén promoterében
taldlhaté XRE szakaszokhoz, fokozva ezdltal a CYP1Al gén atir6ddsat (8. dbra 6.),
melynek kovetkeztében a CYPIAl enzim fehérje mennyisége az endoplazmds
retikulumban megnd (8. dbra 7.) (Reyes és mtsai.,, 1992; Kobayashi és mtsai., 1996;
Mimura és Fujii-Kuriyama, 2003; Matsushita és mtsai., 1993). Visszacsatold szabalyoz6
mechanizmusként, a CYP1Al enzim fehérje megjelenésekor az AhR represszor (AhRR)
aktivdlodik és az ARNT-tal heterodimert képezve gdtolja a gén tovabbi transzkripcidjat (8.
dbra 8.) (Baba és mtsai., 2001).

Az AhR és ARNT szerkezeti felépitése hasonlé (9. dbra), az N-termindlishoz kozel
es6 bHLH doménben a két a-hélixet egy hurok vélasztja el egymast6l. Az AhR/ARNT
heterodimer az AhR és ARNT bHLH doménjeinek kapcsolédasan keresztiil alakul ki,
egyben ez a DNS-koté domén. A PAS domén szintén szilkséges a heterodimer
kialakuldsdhoz. Az AhR PAS doménjében taldlhaté a ligandkotd régié (PASB), mely a
ligandon kiviil a Hsp90 chaperon fehérje megkotésére is alkalmas. Az AhR és ARNT C-
termindlisdn taldlhat6 a transzkripciés aktivitdssal rendelkez6 domén (TAD) (Fukunaga és
mtsai., 1995). A citoszolban az AhR gyorsan degraddlodik, igy inaktiv allapotban (ligand
nélkiilli AhR) az AhR komplexet képez a Hsp90-el és egyéb immunophilin tipusi
fehérjével, melyek megvédik a receptort a degradiciotél. Tovédbbi szerepik még a
nukledris lokalizdciés szigndl elnyomdsa és ezdltal az inaktiv receptor visszatartdsa a

citoszolban (Roberts és Whitelaw, 1999).

DBD LBD
1 1
HZN{ \ bHLH \ | PAS A \ \ PAS B \ \ TAD } COOH
[ |
PAS

9. dbra: Az AhR szerkezeti felépitése (roviditések: bHLH: basic helix-loop-helix, PAS: Per-Arnt-

Sim, LBD: ligandk6té domén, DBD: DNS-koté domén, TAD: transcriptional activation function)

A CYPI1AIl gén étirédasa csak a II. exontdl indul, azonban az I. intron régiéban
hiarom igen fontos szabdlyozé szakasz, a gliikokortikoid érzékeny szakaszok (GRE)
talalhat6k, melyeken keresztiil a PAH-vegyiiletekkel kivaltott CYP1A1 indukci6s hatds
modosul. A glitkokortikoidok (dexametazon) a sejtbe jutva (8. dbra 9.) a GR-hoz kotédnek,

mely a receptor konformdcidvéltozdsat idézi eld és ezdltal aktivalodik (8. dbra 10.). Az
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aktivalt GR/dexametazon komplex a sejtmagba jutds utan homodimert képez (8. dbra 11.)
és bekotddik a CYP1AIl 1. intronjdban taldlhat6 GRE szakaszaihoz (8. dbra 12.). A
dexametazon kozvetett médon befolydsolja a CYP1A1 gén expresszidjit, onmagdban csak
kis mértékben van hatdssal a CYP1A aktivitdsdra, a hatds kivéltasdhoz sziikség van a XRE

szakaszokhoz kot6do aktivalt AhR induktiv hatdsara (Linder és mtsai., 1999).

2.3.2 CYP2B6 gén szabalyzas

A CYP2B6 legismertebb induktor vegyiilete a gyogyszerként alkalmazott,
antikonvulzansok korébe tartozo fenobarbitél, de szimos mds vegyiilettel indukédlhaté még,
gy mint dexametazonnal, rifampicinnel, Ds-vitaminnal, valamint egér mdjsejtekben

3,3°,5,5-tetraklor-1,4-bis(piridiloxi)benzollal (TCPOBOP) (10. dbra).

A. .
citoszol
D;-vitamin
Y sejtmag
dexametazon
rifampicin
PXR
TCPOBOP 4
CAR
fenobarbitdl

TR@ -

NCoR® @ Rl xR CYP2B6 mRNS
0 .
/ 7 .
I s

@D

Hsp90 / /7

CAR A / ¥
/ /7

! )
/ -85kb // -2,3/-2,2 kb

b —fou o v o]~

10. dbra: CYP2B6 reguldcidja (roviditések: Hsp90: hésokk fehérje, CCRP: cytoplasmic CAR retention
protein, PP2A: protein foszfataz, VDR: D-vitamin receptor, PXR: pregnin X receptor, CAR: konstitutiv
androsztan receptor, RXR: retinoid X receptor, PBREM: fenobarbitdl érzékeny szakasz, XREM:
xenobiotikum érzékeny szakasz, NF-1: nuclear factor-1, DR: direct repeat, SRC-1: szteroid hormon receptor

koaktivator, TIF2: transcription intermediary factor, NCoR: nukledris korepresszor)

Igen nagy attorést jelentett, amikor 1995-ben Trottier és mtsainak sikeriilt egy

fenobarbital-érzékeny aktival régiot izoldlniuk a patkdny CYP2B2 gén promoterében,
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melyet PBRU-nak (phenobarbital responsive enhancer unit) neveztek el. 1996-ban in vivo
patkanykisérletek sordn bizonyitottdk, hogy a PBRU nukledris receptorok megkotésére
alkalmas DNS-szekvencidkat tartalmaz és a CYP2B2 indukcidjaban kulcsfontossagi
szerepe van (Park és mtsai., 1996). Ugyanebben az évben Honkakoski és mtsai szintén
azonositottdk a PBRU szekvencia meglétét az egér Cyp2bl0 génben (phenobarbital
responsive enhancer module, PBREM). A humidn CYP2B6 PBREM (-2,3/-2,2 kb)
szakaszdt 1999-ben Sueyoshi irta le el6szor. Az 51 bazispar hossziisdgi PBREM szakasz
két konzervativ elrendezést mutaté DR4-et tartalmaz (nukledris receptor kotéhelyek: NR1
és NR2), melyet egy nukledris faktor (NF-1) valaszt el egymastdl (10. B. dbra). 2003-ban
Wang és mtsainak sikeriilt a CYP2B6 5° végéhez kozelebb eso (-8,5 kb) még egy DR4
szakaszt (XREM) izoldlniuk (10. B. dbra). A NF-1 funkcidja egyelére nem teljesen
tisztazott, Stoltz és Anderson (1999) szerint a PBRU-n keresztiil tortén6 CYP2B
indukciéjdhoz az NF-1 megléte sziikséges. A PBREM-on beliil a NR1 és NR2
aktivdlhatésdga nem egyforma, megfigyelték, hogy fenobarbitdllal kezelt egerek
mdjsejtjeiben a CAR tilnyomérészt a NR1 szekvencidhoz kotédik (Handschin és Meyer,
2003).

A CYP2B6 indukcioja elsésorban a CAR aktivalasan keresztiil torténik. A CAR
aktivdldsa torténhet kozvetlen ligand kotédéssel a receptorhoz (10. A. dbra 1.) illetve
szigndl transzdukcidval (10. A. édbra 2.). Fenobarbitdl hatdsira a CAR elsé Iépésben
defoszforilezédik (10. A. dbra 3.), melyet a protein foszfatdz 2A katalizdl, a komplexbdl
disszocidl (10. A. dbra 4.), és az igy aktivdlt CAR a citoszolbdl a sejtmagba 1ép (10. A.
abra 5.), ahol tobb szignaltranszdukcios 1€pést kovetden, melyben tobb kindz is részt vesz
(CaMK II, ERK1/2, PKA), az RXR-ral heterodimert képezve (10. A. dbra 6.) kotddik a
PBREM NRI és NR2 szakaszaihoz, fokozva ezzel a CYP2B6 atirddasat (10. A. dbra 7.)
(Kawamoto és mtsai., 1999; Joannard és mtsai., 2000). A szigndltranszdukcioval torténd
receptor aktivdldst az okaddnsav, egy szelektiv protein foszfatdz 2A inhibitor hatdsira
bekovetkezd protein foszfatdz 2A gatlasaval bizonyitottak. Okaddnsav jelenlétében a CAR
transzlokdcidja a sejtmagba nem torténik meg, igy a CYP2B6 indukcidja sem kovetkezik
be (Kawamoto és mtsai., 1999). Azonban a szignaltranszdukcio teljes folyamata a mai
napig nem tisztazott. Tumoros sejtvonalakban (példaul HepG2) igen nagy problémat jelent
a CAR konstitutiv aktivitdsabol fakadé magas alap aktivitdsa, mely végsdsoron induktor

mtsai., 2000).
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Egér mdjsejtekben megfigyelték, hogy a TCPOBOP szelektiv egér CAR agonista
hatdsdra a CAR aktivdlodik (10. A. dbra 8.). A receptor aktivdldsdhoz sziikség van arra,
hogy a TCPOBOP agonistaként kotddjon a CAR-hoz (10. A. dbra 1.). Ezt bizonyitja
Tzameli és mtsainak (2000) munkdja, mely szerint androsztanol, egy inverz CAR agonista
(Forman és mtsai., 1998) jelenlétében, a TCPOBOP és az androsztanol kozvetleniil
versengenek a CAR LBD-jének birtokldsaért.

A PBREM szakaszhoz nemcsak a CAR/RXR, hanem a PXR/RXR (10. A. dbra 9.) és
a VDR/RXR (10. A. abra 10.) heterodimerek is képesek kotddni (igynevezett ,,cross-talk”
hatds létezik a nukledris receptorok kozott) (Goodwin és mtsai., 2001, Wang és Negishi,
2003). Példaul a dexametazon, a rifampicin €s a Ds-vitamin a PXR és a VDR aktivalasan

keresztiil fejti ki induktiv hatasat a CYP2B6-ra.

2.3.3 CYP3A4 gén szabalyzas

A dexametazon és a rifampicin a CYP3A klasszikus induktorvegyiileteinek
tekinthet6. A human CYP3A4 génben azonositott aktivdlé régiok a fajok kozott nagyobb
heterogenitdst mutatnak Osszehasonlitva példaul a CYP2B erdsen konzervativ PBRU
régiéjaban (-170/-140 bp) taldlhaté PXR érzékeny szakasz (PXRE) tartalmaz egy ER6
elrendezésti szekvencidt melyhez elsdsorban a PXR/RXR heterodimer kotédik. Ez a
legfontosabb reguldlé szakasza a génnek (11. dbra 1.). Tovédbbi kothelyeket is
azonositottak, ezek koziil a legjelentésebb a CYP3A4 5 végéhez kozel es6 (-7,8/-7,6 kb)
230 bazispér hosszisdgi XREM régi6 (11. dbra 2.), mely egy DR3 és egy ER6 szekvencidt
tartalmaz (Goodwin és mtsai,, 1999). Egyértelmtien bizonyitott, hogy a CYP3A4
indukciéjat kivalté dexametazon/rifampicin- €s fenobarbitdl-tipusd induktorok hatdsira a
XREM régi6 aktivalodik. A CYP3A4 és a CYP2B6 XREM régidjanak megléte alapvetden
sziitkséges a CYP3A4 és CYP2B6 maximalis indukciéjanak eléréséhez (Goodwin és mtsai.,
1999; Wang és mtsai., 2003). A XREM melletti, -7,3/-7,2 kb-ndl taldlhaté tovabbi DR3
szerepe még nem teljesen tisztdzott (11. dbra 3.), de kétségteleniil hozzdjarul az indukcié
kialakuldsdhoz (Quattrochi és Guzelian, 2001).

A CYP3A indukcidja komplex folyamat, tobb nukledris receptor aktivdldsan
keresztiil torténik, azonban elsédlegesen a PXR szabdlyzdsa alatt dll. A ligand (rifampicin,
dexametazon) sejtbe jutdsakor (11. dbra 4.) az inaktiv dllapotban a citoplazmdban
elhelyezkedé PXR aktivalodik, majd az induktor/PXR komplex a sejtmagba vandorol, ahol
az RXR-al heterodimert képez és bekotédik a XREM, PXRE valamint NR3 nuklearis
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receptorok megkotésére alkalmas szekvencidkhoz (11. dbra 5.) (Quattrochi és Guzelian,

2001).

citoszol

dexametazon >10°M sejtmag

rifampicin
—
TCPOBOP —
A —
—
fenobarbitdl ,
A —
dexametazon —
<10'7M. — DR3/ER6  DR3
-7.8/-7.6 kb -7.3/-7.2 kb -891/-1109 bp -170/-140 bp
T, (1]
—

11. dbra: CYP3A4 regulécidja (roviditések: GRE: glitkokortikoid érzékeny szakasz, PXRE: PXR érzékeny
szakasz, XREM: xenobiotikum érzékeny szakasz, GR: gliikokortikoid receptor, CAR: konstitutiv androsztin
receptor, PXR: pregndn X receptor, RXR: retinoid X receptor, COUP-TF: chicken ovalbumin upstream

promoter faktor)

A CYP3A4 promoterében taldlhat6 GRE a gliikokortikoidok dltal aktivdlt GR
homodimer komplex megkotésére alkalmas, melynek hatdsara fokozodik a CYP3A4
transzkripciéja. A GR aktivéldsa mar alacsonyabb gliikokortikoid (dexametazon<107M)
koncentracio mellett elérheté (11. dbra 6.). A PXR aktivdldsdhoz viszont magasabb
gliikkokortikoid  koncentracié (dexametazon>10'6M) szikséges (11. dbra 4.). A
dexametazon szubmikromdélos koncentracioban alkalmazva, feltehetéleg a GR aktivaldasan

A nukledris receptorok kozott 1étrejové ,.cross-talk” hatds (Pascussi és mtsai.,
2003/2), melyet a CYP2B6 indukcidjanal is tapasztalhatunk (Id. 24. o.), a CYP3A4
indukciéja sordn is megfigyelhetd. A CYP3A4 PXRE és XREM régi6janak ER6
szekvencidihoz a PXR/RXR heterodimeren kiviil a CAR/RXR is képes kotédni, moduldlva
ezaltal a gén &tirédasat (11. abra 7.). A CYP3A4 indukci6jat médositja a COUP-TF

(chicken ovalbumin upstream promoter faktor), mely kompetitiv mdédon gitolja a
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PXR/RXR kot6dését a PXRE-hez, valamint kozvetett médon a hepatocyta nuklearis faktor

4-q dltal fenntartott alaptranszkripciét is gatolni képes (11. dbra 8.).

2.3.4 CYP2C gének szabalyzasa

A humin CYP2C alcsaldd tagjai koziil a CYP2C8, CYP2C9 és a CYP2CI9
génekben is megtaldlhat6 a PBREM régié (-1,9/-1,8 kb), melynek DR4 kotohelyéhez a
CAR/RXR-on kivill a PXR/RXR, valamint GR/GR is képes kotddni (12. dbra). A
klasszikus CYP2B6 és CYP3A4 induktorok, példdul a fenobarbitdl, dexametazon és
rifampicin ezen a kotdhelyen keresztiil képes induktiv hatdsat kifejteni a CYP2C-re
(Gerbal-Chaloin és mtsai., 2002). A xenobiotikumok induktiv hatdsa a CYP2C-re
elsésorban a DR4 (-1,9/-1,8 kb) kotéhelyen keresztiil alakul ki. A CYP2C9 és CYP2C19
DR4 kotShelye nagyfokd homolégidt mutat, csupan egy nukleotid kiilonbség van koztiik
(Ferguson és mtsai., 2002/1). A CYP2C alcsaldd tagjai koziil humdn mdjsejtekben a
CYP2C8 és CYP2C9 indukdlhat6 leginkdbb. A CYP2C8 és CYP2C9 gének promoterében
azonositottak még egy GRE régiot is (-1,7/-1,6 kb), melyen keresztiil a gliikokortikoidok
képesek a gének transzaktivaldsara (12. abra) (Gerbal Chaloin és mtsai., 2001, 2002). A
CYP2C9 elsédlegesen a GR szabdlyzdsa alatt 4ll (13. dbra), azonban a kiilonbozd nukledris
receptor kotdhelyek a gliikokortikoidok (GR) és xenobiotikumok (CAR, PXR) hatdsdra
1étrejové komplex szabdlyzast tesznek lehetdvé (Gerbal-Chaloin és mtsai., 2001, 2002). A
CYP2C9 promoterében taldlhaté még két DRS kotdhely (-2,9/-2,8 kb), melyek szerepe

kevésbé ismert (Ferguson és mtsai., 2002/3).

CYP2C
-2,9/-2,8 kb -1,9/-1,8 kb -1,7/-1,6 kb

\
\
\

i

DR4

CYP2CY CYP2C9 CYP2CY
CYP2CI9

12. dbra: A humdn CYP2C9 és CYP2C19 génekben taldlhato nukledris receptor kothelyek (roviditések: DR:
direct repeat, GRE: gliikokortikoid érzékeny szakasz)

A CYP2-3 gének szabdlyzdsa komplex folyamat tehdt, transzkripcidjukat az endogén

vegyiileteken kiviil, szdmos xenobiotikum befolydsolja. A CYP2B alcsalad els6dlegesen a
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CAR, a CYP2C a GR, mig a CYP3A a PXR szabdlyzdsa alatt all, azonban megfigyelhetd,
hogy a maximadlis indukcié kialakuldsakor egyszerre tobb nukledris receptor is aktivalodik
és a végsd hatds a nukledris receptorok ,cross-talk” hatdsa révén alakul ki (13. dbra).
Ennek oka, hogy a P450 génekben taldlhat6 nukledris receptor kotéhelyek tobb kiilonbozo

receptor megkotésére alkalmasak.

CAR/RXR GR/GR PXR/RXR
GGGTCAggaaAGTACA CAAACTcttcTGACCT TGAAATcatgtcGGTTCA
CYP2B6 CYP2CY CYP3A4
I I

GGTTCAggaaAGTC TGAACTgaaTGTTTT TGAACTtgeTGACCC

KK TGAACTcaaagg AGGTCA

CAR/RXR

PXR/RXR

VDR/RXR
GRIGR

13. dbra: A nukledris receptorok kozt 1étrejovo ,.cross-talk’ hatds kialakuldsara példa a CYP2B6, CYP2C9 és
CYP3A4 gén szabdlyzasan keresztiil (Pascussi és mtsai., 2003/2)

2.4 DHEA szerepe az emberi szervezetben

A DHEA és szulfat észtere (DHEAS) négy 1épést kdvetden koleszterinbdl képzddik a
de novo szteroid hormon bioszintézis (14. dbra) sordn a mellékvesekéreg zona
reticuldrisaban (15. dbra) (Ghayee és Auchus, 2007). 1., Els6 1épésként a lipoproteinekbe
,csomagolt” koleszterin bejutva a sejtbe vakuoldkban tarolédik. A vakuoldkbdl a
mitokondrium kiilsé membranjdba toltddik. Megfelelé szigndl hatdsdra a koleszterin
mobilizdlédik és a steroidogenic acute regulatory protein segitségével (StAR) a
mitokondrium belsé membranjdba szallitédik (Bose és mtsai., 2002). 2., Mdsodik 1épésben
a mitokondriumban megtorténik a koleszterin-pregnenolon atalakulds (14. dbra 2.), melyet
a koleszterin oldallanc hasité enzim (CYP11A1=P450scc, side chain cleavage) katalizal.
Az 0sszes szteroid hormon bioszintézise sordn ez a sebességmeghatdrozé lépés (Miller,
2002). Miutdn a P450scc csak a mitokondriumon beliil mikodéképes (Black és mtsai.,

1994), éppen ezért a koleszterin bejutdsa a mitokondriumba a StAR segitségével kritikus
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lépés. A StAR szerepének fontossdgit jelzi az is, hogy a StAR gén mutdcidja kongenitélis
lipoid mellékvese hyperpldzidt okoz (Lin és mtsai., 1995). 3., Harmadik lépésben a
CYP17A1 (P450c17) Kkatalizdlta folyamatban a pregnenolon 17-es o poziciéban
hidroxilezddik (14. dbra 3.). 4., Végiil a 170-OH-pregnenolon a CYP17A1 17,20-lidz
aktivitasanak koszonhetéen DHEA-na alakul at (14. dbra 4.).

koleszterin
StAR
- CYPI11AI
. o 3BHSD2
mineralokortikoidok — pregnenolon
gliikokortikoidok
CYPI7AL um
- @@ | citoszol
3BHSD2 endoplazms reyj
mineralokortikoidok P PHSD 17a-OH-pregnenolon s retikulum
gliikokortikoidok CYP17A1
l CPR, citokrém by
o
CYP3A SULT2A1 MRP4 .

70-OH-DHEA +—— <«———— DHEAS — vérkeringés

160-OH-DHEA o szulfatizok transzport

7B-OH-DHEA Q’b?’ DHEA

H 11pHSD ¢
3BHSD2
7-ox0-DHEA androszténdion

szexudl szteroidok
Pl. tesztoszteron

osztrogének

14. abra: A DHEA szerepe az emberi szervezetben. A DHEAS képzdédése nagyban fiigg a StAR fehérje, a
CYPI11Al, a CYP17Alés a szulfotranszferdz 2A1 (SULT2A1) expressziés profiljatél. A citokrom P450
enzimek expresszidja zéna specifikus a mellékvese kérgi dllomanyaban. A DHEAS szintézist el6segiti a
citokrém P450 oxidoreduktdz (CPR) és a citokrom bs is. A DHEAS szintézisét gitolja a 3B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 2 (3BHSD2) miikodése, mely irreverzibilisen alakitja 4t a DHEAS prekurzorokat
mineralokortikoidokkd és gliikokortikoidokkd (forrds: Clin. Endocrinol., 2004., Blackwell Publishing,
www.medspace.com, Takemori és Kominami, 1984; Hanukoglu, 1992)

A CYP17A1 mintegy mindségi szabdlyozé funkciét ellitva megszabja, mely tipusi
szteroid hormonok szintetizdlédjanak. Ha a CYP17A1 nincs jelen, akkor 21 szénatomos
17-dezoxiszteroidok szintetizalodnak (ilyen példaul a zona glomerulosiban az
aldoszteron), ha csak 170-hidroxildzként miikodik, 21 szénatomos 17-hidroxiszteroidok
szintetizdlédnak (kortizol), ha pedig 17a-hidroxilazként és 17,20-lidzként egyardnt
funkciondl, 19 szénatomos prekurzorok szintetizdlédnak (DHEA) (Miller, 2002). A

CYP17A1 a CYP11Al-el ellentétben nem a mitokondriumban hanem az endoplazmas
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retikulum membranjaban talalhat6. A CYP17A1 17,20-lidz és 17a-hidroxilaz aktivitdsanak
ardnya tehdt megszabja a 21 szénatomos és 19 szénatomos szteroidok szintézisének
ardnyat. A lidz/hidroxildz aktivitds ardnyt legalabb harom faktor is szabdlyozza: a citokrém
P450 oxidoreduktdz, mely fokozza a CYP17Al enzimaktivitdst, a citokrom bs mely
szelektiven noveli a CYP17Al 17,20-liaz aktivitdsat, valamint a CYP17A1 Ser-jeinek
foszforilacidja. A velesziiletett 17-hidroxildz/17,20-lidz aktivitds defektusa a szervezet
kortizol és szexudl szteroid szintézisének zavardhoz vezet, melyet sulyos korképek
kisérhetnek, dgy, mint példaul hypogonadizmus, magas vérnyomds, magas K'-szint,
tumorok kialakuldsa a mellékvesében (Geller és mtsai., 1997).

De novo szteroid bioszintézis elsddlegesen a mellékvese, az ivarmirigyek €s a
placenta szoveteiben torténik. A mellékvese és az ivarmirigyek embrionalis eredete
hasonl6, tovdbba a szteroid bioszintézis szabdlyzasanak alapjai is azonosak mindkét
szervben. A placentdban a szteroidok szintézise egyenletesebb, a terhesség korai
szakaszdban a chorio-gonadotrop hormon szabdlyozdsa alatt 4ll, késdbb pedig tobbnyire
nem szabdlyozott folyamat (Ghayee és Auchus, 2007).

A mellékvese alapveté funkcidja a szervezet folyadék és elektrolit haztartasanak
szabalyozdsa és egyensilyban tartdsa, megvédve ezaltal az emberi szervezetet a fiziologias
stressztdl. A mellékvese 90 %-at a kéreg dllomany (cortex) alkotja (mezodermadlis eredeti),
a maradék 10 %-ot pedig a veld dllomdny (medulla, ektodermdlis eredeti) képezi. A kéreg

dllomdny anatémiailag és funkciondlisan is hdrom zéndra tagolhat6 (15. dbra).

15. abra: A mellékvese zonai és a zondk szerinti hormon szintézis (forras: Ghayee és Auchus, 2007)

A kiilonbozd szteroidok szintézise a mellékvesén beliil zona-specifitdst mutat, a legkiilso,
zona glomerulosaban szintetizdlodnak a 21 szénatomos mineralokortikoidok (példdul
aldoszteron), melyek a so- és vizhdztartas szabdlyozasdban vesznek részt. A kozépso, zona
fasciculatdban szintetizalodnak a szénhidrat anyagcserére haté hormonok, példdul a

kortizol. A belsé zona reticuldrisban 19 szénatomos androgén tipusi prekurzorok
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szintetizdlddnak, tobbek kozott a DHEA és szulfdt észtere is. A neuroendokrin eredetii
sejtekbdl felépiild medulla dllomdnyban szintetizdlédnak a katekolaminok (adrenalin,
noradrenalin, dopamin) (15. dbra).

Az ivarmirigyekben torténik a DHEA-b61 kiindulé androgén és Osztrogén tipusi
hormonok szintézise, a DHEA tehat hormon prekurzornak tekinthetd. A petefészekben a
szteroid hormonok szintézise sejt specifikus. A theca sejtek elsdsorban androszténdiont
szekretdlnak és a granulosa sejtekben torténik a 18 szénatomos Osztrogének, valamint
véltoz6 mennyiségben a tesztoszteron szintézise androszténdionbdl kiindulva. A
progeszteron a petefészek corpus luteumdban szintetizdlédik. A herék Leydig sejtjeiben
fejezédik be a tesztoszteron bioszintézise.

A DHEA a vérkeringésben 3f-szulfat észterként van jelen, melyet a célszovetekbe
eljutva szteroid szulfatdzok alakitanak 4 DHEA-na (Burstein és Dorfman, 1963). A DHEA
szulfatdlasat pedig a SULT2A1 katalizdlja (14. dbra). Megtigyelések szerint a DHEA és a
DHEAS folyamatosan egymdsba alakulnak, a naponta termelddd DHEA 64-74 %-a alakul
at DHEAS-ta, mig a DHEAS 13 %-4b61 lesz tjbél DHEA (Bird és mtsai., 1984). A DHEA
plazma koncentracidja ennek kovetkeztében nagysdagrendekkel kisebb (0,003-0,015 uM),
mint a DHEAS-té (3-10 uM). A DHEA szulfotranszferdz és szteroid szulfataz szovet-
specifikus expresszidja megszabja a DHEA tovabbi metabolizmusét illetve tdroldsit. A
szteroid hormon szintézisben kizar6lag a DHEA vesz részt (Webb és mtsai., 2006).

A tobbi mellékvese szteroidtdl (aldoszteron és a kortizol) eltérden, a szérum DHEAS
koncentriciéja az életkor elérehaladtdval csokken (Orentreich és mtsai., 1984) (16. dbra).
Magzati korban a mellékvesében a szteroid hormonok koziil legnagyobb mennyiségben a
DHEA termelddik, ez magyardzza a sziiletés pillanatdban a vérben keringdé DHEAS
maximumat (3-7 uM) (Sizonenko és Paunier, 1975; Reiter és mtsai., 1977). Ezutdn a
plazma DHEAS szintje egy év alatt majdhogynem a detektdlhaté szint ald csokken.
Koriilbeliil 10 éves kort6l a mellékvese zona reticularisdban fokoz6dé DHEA szintézis
kovetkeztében a plazma DHEAS koncentricidja fiatal felnéttkorban (20-30 éves korban)
djabb maximumot mutat, nokben koriilbelil 5 pM, férfiakban 10 uM korili (ezt a
jelenséget nevezziik adrenarche-nak). Ezt kovetéen a DHEAS koncentracidja fokozatosan
csokken, 70-80 éves korban a fiatal felndttkorban tapasztalt csticskoncentracié mintegy 10-
20 %-at éri csak el. Az Oregedéssel egyiittjar6 fokozatos DHEAS szint csokkenés
jelenségét andrenopauzdnak is szokds nevezni, melynek klasszikus kiséré jelensége a

mellékvese zona reticularis méretének csokkenése (Parker és mtsai., 1997). Labrie és mtsai
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(1995) szerint a CYP17A1 17,20-liaz aktivitasanak csokkenése lehet felels az életkor-
fliggé DHEA(S) szekréci6 drasztikus csokkenésének.
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16. dbra: A vérben keringé DHEAS koncentréciéjdnak véltozdsa az életkor elérehaladtaval (forrds: Clin.

Endocrinol., 2004., Blackwell Publishing, www.medspace.com)

Erdemes megjegyezniink, hogy ennek ellenére a glitkokortikoidok és mineralokortikoidok
szintézise tovabbra is, egész életen at tart. A DHEA-nal ellentétben a koleszterin szérum
koncentrici6ja nd, a kortizol szérum szintje pedig lassabban csokken vagy akdr novekedhet
is az életkor eldrehaladtdval, mely végiil megnovekedett kortizo/DHEAS ardnyt
eredményezhet. Megfigyelések szerint a kortizo/DHEAS ardny eltoléddsa idds
emberekben a kognitiv funkcidk romldsaval tarsul (Kalmijn és mtsai., 1998). A novekvd
életkorral jair6 DHEA(S) szekrécié csokkenés ténye felvetette a kérdést, hogy vajon az
oregedés részben a DHEA csokkend mennyiségének kovetkezményeként alakul-e ki
sziikségszerlien, és ha ez igy van, a DHEA kezelés a folyamatot visszaforditja, illetve
lassitja-e? Az alacsony DHEAS szint egyértelmilien Osszefiigg az oregkorban kialakuld
betegségek rizikéjanak novekedésével (elsdsorban atherosclerosis, sziv- és érrendszeri
megbetegedések), melynek kovetkeztében né a haldlozds. Ezt magyardzza a krénikus
betegségek soran gyakran fellépd mellékvese szteroid bioszintézis eltoléddsa a kortizol
képzddése felé (Parker és mtsai., 1985).

Szdmos dllatkisérlet eredménye rdmutatott arra, hogy a DHEA egy
.multifunkciondlis”  prehormon, lassitja az  Oregedést, depresszi6 sordn a
hangulatingadozast pozitivan befolydsolja, altaldnos kozérzetjavit, stimuldlja az
immunrendszert (Spencer és mtsai., 1995), csokkenti a rak kialakuldsanak lehet6ségét
(Schwartz, 1979), valamint neuroaktiv neuroszteroidként is funkciondl (Baulieu és Robel,

1998). Ezen kiviil a terdpids dozisban alkalmazott DHEA csokkenti a koleszterinszintet és
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diabétesz soran kontrolldlja a megemelkedett vércukorszintet (Coleman és mtsai., 1982;
Kawano és mtsai., 2003). Mindezen elény6s tulajdonsdgainak koszonhetéen a DHEA az
Egyesiilt Allamokban az idsebb korosztaly korében széleskdriien alkalmazott, vény nélkiil
kaphaté készitmény (dn. ,,anti-aging medication” sordn alkalmazzdk) (Allolio és Arlt,
2002). Az idés embereken kivi, a DHEA izomtomegnoveld tulajdonsdgdnak
koszonhetden, legnagyobb  felhaszndld  csoportja még a  testépitok  kore.
Etrendkiegészitdként, recept nélkiil, barmely taplilékkiegészitoket, vitaminokat drusité
tizletben kaphatd. A lakossag korében is népszerd, szinte csodaszerként nyilvantartott, az
ifjisdg forrasaként is emlegetett készitmény. A javasolt napi adagja nék esetén 25 mg,
férfiak esetén 50 mg, mely koriibeliil 50 pM-os koncentraciot biztosit a vérben. Ez messze
meghaladja a fiziol6gids DHEA koncentracidt, mely alapesetben 0,003-0,015 uM kozotti.
A készitmény nem dll a Food and Drug Administration (FDA) szabdlyozdsa alatt, igy az
FDA iltal megkovetelt szigori mindség-ellendrzés aldl kiesik (nem sziikséges feltiintetni a
lejdrat datumadt, nincs kémiai standard vegyiilet), forgalmazdsahoz nem sziikséges klinikai
vizsgdlatokat végezni. Eppen ezért, csak kevés, embereken végzett vizsgalatb6l szarmazé
klinikai adat all rendelkezésre (Ravaglia és mtsai., 1996; Baulieu és mtsai., 2000), mely a
DHEA hatékonysagat és biztonsagos alkalmazasat bizonyitja, az eredmények tobbsége
allatkisérletekbdl szdrmazik, melyek sokszor nem vethetdk 6ssze az embereken véarhato
hatdsokkal (Webb és mitsai., 2006). Nem szabad figyelmen kiviil hagynunk, hogy
ragcsdlokban, ellentétben az emberrel, kevés a keringd DHEAS mennyisége. A DHEA
klinikai alkalmazdsdt szintén korldtozza, hogy ndkben és férfiakban egyardnt, a szexudl
szteroidok prekurzoraként, megnd az androgén és 0sztrogén tipusti hormonok szintje, mely
fokozott hormonadlis hatdshoz vezet (Arlt és mtsai., 1998, 1999).

Tovabba megfigyelték, hogy ragcsalokban a DHEA tart6s adagoldsa patofiziologias
folyamatokat indukdl, majnagyobbodast és hepatocarcindmdt idéz el (Frenkel és mtsai.,
1990; Rao és mtsai., 1992). Ennek oka, hogy a DHEA peroxiszéma proliferdtorként noveli
a peroxiszomak szdmat és méretét, mely fokozott peroxiszoma proliferaciét eredményez
(Wu és mtsai., 1989). Ismert, hogy a peroxiszoma proliferatorok (példaul: klofibrat,
nafenopin, aszpirin), igy a DHEA is, megvaltoztatjak a zsirsav metabolizmusban szerepet
jatsz6 gének, tobbek kozt a zsirsav CoA oxidaz, az almasav dehidrogenaz és a CYP4Al
expresszidjat patkdnyokban és egerekben egyardnt (Webb és mtsai., 1996). Primer patkdny
mdjsejtekben a DHEA és a 7-es pozicioban oxiddlt metabolitjai egyardnt, mind
transzkripcids, mind pedig enzim szinten indukdljak a zsirsav CoA oxiddzt és a CYP4A-t.

Az indukci6 a PPARo aktivdldsin keresztiil torténik, a DHEA nem ligandfiiggd
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mechanizmussal aktivdlja a receptort. A CAR-hoz hasonléan a PPARa foszforillt
allapotdnak vdltozdsa eredményezi a receptor aktivdldsat (Webb és mtsai., 2006). A
peroxiszoma proliferdcié fokozdéddsa és a CYP4A indukcidja emberben nem tapasztalhatd,
ennek oka feltehetdleg a PPARa igen alacsony expresszija Osszehasonlitva a
ragcsalokban tapasztalhat6 PPARa szinttel. Ezen kiviil a PPARa kozvetitette jelatvitelhez
szilkséges apparatus, illetve egyes komponenseinek a hidnya is magyardzhatja a
peroxiszoma proliferdtorok PPARa keresztiil kifejtett hatdsdnak elmaraddsit emberben
(Ripp €s mtsai., 2003).

DHEA-nal kezelt patkdnyokban (0,45 % DHEA tartalmi étrend) Prough és mtsai
(1995) megfigyelték, hogy a CYP4Al mellett a CYP3A23 enzim is indukdlodik. Az
indukcié mechanizmusanak felderitéséhez PPARa génkiiitott egereket kezeltek DHEA-nal.
A DHEA indukalta a Cyp3all-t, melybél arra kovetkeztettek, hogy az indukcié
feltehetdleg egy masik nukledris receptor aktivdldsan keresztiil, a PPARa-t6] fiiggetleniil
megy végbe. CV-1 sejteken végzett tranziens transzfekcids vizsgdlatok sordn kimutattdk,
hogy a 100 pM-os koncentraciéban alkalmazott DHEA aktivdlja az egér (2-3-szoros
PXRELUC expresszi6 emelkedés) és humdn (3-4-szeres) PXR-t, mely a Cyp3all
egér/CYP3A human ortolég enzimek indukcidjahoz vezet (Ripp és mtsai., 2002). A human
PXR aktivdlasat mar 50 uM-os DHEA koncentrdciot alkalmazva is sikeriilt elérni, ezzel
szemben, az egér PXR-t 100 uM alatti koncentrdci6 tartomanyban nem sikeriilt aktivalni.
A vizsgdlatok sordn alkalmazott 50-100 puM-os DHEA koncentrdcié megfelel a
természetesen eléforduld szteroidok, példdul a pregndnok okozta PXR aktivdldshoz
sziikséges koncentraciénak. Erdekes médon, a CYP4A és CYP3A23 indukcidja mellett,
DHEA kezelés hatdsara patkdnyban a CYP2C11 szuppresszidjat tapasztaltdk, melynek
molekuldris mechanizmusa egyelére még nem tisztazott (Ripp és mtsai., 2003).

A mdjban a DHEA metabolizmusa sordn hidroxi- és oxo-szdrmazékok képzddnek,
emberben a f0 metabolitok a 70/f-OH-, 16a-OH-, valamint 7-oxo-DHEA (14. dbra)
(Fitzpatrick és mtsai., 2001; Michael Miller és mtsai., 2004). Megfigyelések szerint a 7f-
OH-DHEA egyediilalléan csak emberben képzddik, melybol arra kovetkeztethetiink, hogy
a hidroxilezés sztereospecifikusan megy végbe. Robinzon és mtsai (2003) szerint a majban
a DHEA el6szor 70-OH-DHEA-na hidroxilez6dik, majd ez oxiddlédik tovabb 7-oxo-
DHEA-nd (14. dbra). Az oxiddldst a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1 katalizalja. A
folyamat megfordithatd, a két metabolit folyamatosan egymdsba alakul, a 110-
hidroxiszteroid dehidrogendz 1 a 7-oxo-DHEA-t redukalva 7a/B-OH szdrmazékokat

egyardnt képez. A vesében szintén végbemegy a 7-OH/7-oxo-DHEA atalakulds, azonban a
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folyamat ebben az esetben egyirdnyu és a folyamatot a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz
2, valamint 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 3 katalizdlja.

A DHEA hidroxilezését emberben a CYP3A alcsalddba tartoz6 enzimek katalizaljak.
Legnagyobb ardnyban a CYP3A4/5 vesz részt a metabolizmusban. A felnétt emberi
mdjban nem, csak magzati mdjban expresszdlod6 CYP3A7 is képes a hidroxilezést
katalizalni, leginkdbb a 16a- és 7B-pozicioban. A CYP3A4/5 és CYP3A7 expresszidjanak
nagy egyéni eltérései magyardzhatjdk a DHEA metabolizmusdnak nagyfoku
interindividudlis kiilonbségeit emberben. A DHEAS nem szubsztritja a P450 enzimeknek,
el6szor vissza kell alakulnia DHEA-nd, hogy bekeriilhessen az oxidativ metabolizmus
folyamatdba. Patkdny mdj mikroszomaban a 16a-poziciéban torténé hidroxilezést
legnagyobb ardanyban a CYP2DI katalizalja, a folyamatban emellett részt vesz még a
CYP2B1 és a CYP2CI1 is. A 7a-OH-DHEA metabolit képzddését pedig a CYP3A23
katalizdlja. Patkdnyban megfigyelték, hogy a PXR aktivdldsan keresztiili CYP3A
indukciéval, a DHEA fokozni képes a sajat metabolizmusat (Ripp és mtsai., 2002). Lathat6
tehdt, hogy a DHEA metabolizmusa és a P450 enzimek részvétele a metabolizmusban faj-
specifitdst mutat, amely arra hivja fel a figyelmet, hogy mindig szamitanunk kell a fennallé
faji kiilonbségekbol fakadé lehetséges eltérésekre (Michael Miller és mtsai., 2004).

Erdemes megjegyezniink, hogy a 7-oxo-DHEA, a DHEA egyik f6 metabolitja, az
energiahdztartds szabdlyozdsdban résztvevd enzimek még hatékonyabb induktoranak
bizonyult és a DHEA-nal szembeni egyik nagy el6nye, hogy nincs androgén aktivitdsa
tovabbd nem képzddnek beldle osztrogének sem (Lardy és mtsai., 1995). Ez felveti a
DHEA helyett, a 7-oxo-DHEA terdpiaban torténd alkalmazasanak lehet6ségét.

A de novo szteroid bioszintézis szigordan szabélyozott folyamat, a szintézis egésze
sejt-specifikus, kiilonbozé szervekben azon belill is kiilonbozé kompartmentumokban
zajlik. A DHEA tabletta formdban torténd szedésekor Ohatatlanul beavatkozunk a
bioszintézis egyensilydba, és lattuk azt is, hogy elonyos tulajdonsdgai mellett, a DHEA
kéros folyamatokat is indukalhat az emberi szervezetben. Tovabbi probléma, hogy ezidaig
a DHEA hatésat tobbnyire ragcsalé modelleken vizsgaltdk, kevés human vonatkozasd adat
all rendelkezésiinkre és ezek sem mindig Osszevethetdk a ragcsdlokon tapasztalt
eredményekkel. A DHEA korlatlan fogyasztasi lehetdsége €és az ebben rejlé veszélyek is
arra hivjak fel a figyelmet, hogy hatdsdnak tanulmdnyozdsa, kiillonosen human modelleken

elengedhetetleniil sziikséges.
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2.5 Dexametazon hatisa és alkalmazasa

A kortikoszteroidok a de novo szteroid bioszintézis sordn koleszterinbdl kiindulva
szintetizdlédnak a mellékvesekéregben (14. dbra). Bioldgiai hatdsuk alapjan két nagy
csoportra  oszthatok, a mineralokortikoidokra (példaul aldoszteron), valamint a
glitkokortikoidokra (példaul kortizol). A mineralokortikoszteroidok a vesemiikodést
befolydsolva az elektrolit- és vizhaztartds szabdlyozasdban jdtszanak szerepet. A vese
disztalis tubulusaiban a mdr kivélasztott natriumionok és a viz Gjrafelszivodasat segitik eld,
ugyanakkor megnovelik a kdliumion és hidrogénion kivédlasztast. A gliikokortikoszteroidok
a fehérje és szénhidrdt anyagcsere szabdlyzdsdban vesznek részt, valamint gatoljak a
gyulladdsos folyamatok kialakuldsat. Hatdsukra csokken a fehérjeszintézis és né a
fehérjelebontds az izomzatban (katabolikus hatds), ezaltal novekszik a mdjban az
aminosavak mennyisége és fokozodik az aminosav metabolizald enzimek aktivitdsa. A
méjban fokozddik a glikogéndepozicid, amelynek oka a vércukorszint emelkedés hatdsara
bekovetkezd inzulinszekrécié novekedés (anabolikus hatds).

A gliikokortikoidok gyulladdsgatlé hatdsa arra vezethetd vissza, hogy a makrokortin
inhibitor fehérje képzodését véltjak ki, mely gatolja a foszfolipdz-A, enzim miikodését. A
foszfolipdiz A, felelés az arachidonsav, membrdan foszfolipidekbdl  torténd
felszabaditasaért. A foszfolipdiz A, gétldsa esetén nincs elég szubsztrat a gyulladdsos
folyamatokban szerepet jitszo ciklooxigendz és lipoxigendz enzimek szamadra. A
gliikkokortikoidok az interleukin-2 szintézis gatldsdval és a limfocita forgalomra kifejtett
altalanos gatld hatasuk révén is akadalyozzak a gyulladasos reakciok kifejlodését.
Valamint géatoljadk még a hisztamin, szerotonin és bradikinin gyulladast el6segit6 hatasat is
(Téke és Szeghy, 1992).

A mellékvesekéregben  termelddé  természetes  glilkokortikoid — hormon, a
hidrokortizon=kortizol (17. dbra) felfedezése utdn megindulé szintetikus, gliikokortikoid
hatdsi hormon analégok kutatdsdnak és szintézisének célja a gyulladdsgétl6 hatds fokozdsa
és a mineralokortikoid hatds megsziintetése volt. A hidrokortizon els6, a gydgydszatban is
alkalmazott szdrmazékai a prednizon és a prednizolon 4-5-szor hatasosabbak a
hidrokortizonndl. A prednizont prodrugként alkalmazzdk, aktiv metabolitja a prednizolon a
mdjban képzédik (17. dbra). A dexametazon, a prednizolon 9a-fluor-, 160-metil-
szarmazéka, rendkiviil alacsony mineralokortikoid hatdst mutat, a szubsztituensek
bevitelével a molekula metabolizmusa gatolt, illetve lassul, gy koriilbeliil 4-5-szor
hatékonyabbd vélt a prednizolonhoz és 20-30-szor a hidrokortizonhoz képest (Téke és

Szeghy, 1992).
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kortizol=hidrokortizon prednizon prednizolon dexametazon

17. dbra: A hidrokortizon, prednizon, prednizolon és a dexametazon kémiai szerkezete

A dexametazon szdmos gyogyszer-készitmény hatéanyaga (Oradexon, Tobradex,
Maxidex, Dexapolcort N, Doxiproct Plus OM, Dexa-ratiopharm). Gyulladdsgatld,
antiallergids, antipiretikus valamint immunszuppressziv hatdsa ismeretes. FO terdpids
felhaszndldsi teriilete az autoimmun betegségek kore (rheumatoid arthritis). Ezenkiviil
szamos terapids alkalmazdsi médja van még, példaul periférids keringési zavarok esetén,
sokkallapot sordn intravéndsan gyors gliikkokortikoid hatds eléréséhez, mellékvesekéreg
akut elégtelenség sordn (Addison-kor) és a szemészetben stlyos akut és krénikus allergids
gyulladdsos folyamatok kezelésére haszndlatos.

A dexametazon P450 induktor vegyiiletként fokozza a P450 gének expresszidjat,
amely végiil emelkedett P450 enzimfehérje szinteket eredményez (Dogra és mtsai., 1998;
LeCluyse és mtsai., 2000). A gliikokortikoidok, igy a dexametazon induktiv hatdsa is,
molekularis szinten két alapvetd folyamatbol tevdik dssze: 1., fiziolégias koncentraciéban
alkalmazva elsddlegesen a GR aktivaldsan, 2., terdpids dézisban alkalmazva pedig a PXR
aktivdldsan keresztil. A P450 gének kozil a CYP1Al, CYP2C9 és a CYP3A4/5
promoterében is megtaldlhaté a GRE, melyhez az aktivdlt GR kotddni tud. A CYP1AL
intronjdban taldlhaté harom GRE szakaszon keresztiil a dexametazon moduldlja a PAH-
vegyiiletekkel kivdltott CYP1A1l indukci6t, mely fajonként eltéré (Id. 20. o.). A
dexametazon Onmagdban nem képes a CYPIAI transzkripcié aktivdldsara. A
szubmikromoélos koncentrdcioban alkalmazott dexametazon a CYP2C9 indukciéjdhoz
vezet. A dexametazon induktiv hatdsa elsddlegesen a GR aktivdldsdn keresztiil érvényesiil.
A CYP2C9 transzkripcidja a GR szabdlyzasa alatt all. Azonban a maximdlis indukcié
kialakuldsdhoz, a CAR és PXR aktivaldsa is sziikséges (Id. 26. 0.). A dexametazon hatdsara
kialakulé CYP3A4 indukciGja Osszetett folyamat. Alacsony koncentraciéban (<107M)
alkalmazva a dexametazon a GR-t aktivdlja, mely a CYP3A4 promoterében 1év6 GRE-n
keresztiil kotddik, és fokozddik a gén atiréddsa. Nagyobb koncentraciéban (>10°M) a
PXR aktivdlédik és a PXRE-n keresztiil torténik a CYP3A4 transzaktivdldsa. A
dexametazon szubmikromélos koncentracioban szabdlyozza a nukledris receptorok, igy a

CAR, PXR és RXR expresszi6jat, amely kozvetett médon hozzdjarul a CYP2C, CYP3A és
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CYP2B gének szabalyzasdhoz (1d. 25. 0.). A CYP3A4 maximdlis indukci6ja egyszerre
tobb nukledris receptor aktivdlasan (GR, PXR, CAR) keresztiil alakul ki (1d. 27. o0.)
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3 Célkitiizések
Munkdnk sordn a dexametazon, egy szintetikus gliitkokortikoid analég, valamint egy,
a mellékvesekéregben termel6dod szteroid tipusi hormon, a DHEA hatasat tanulmanyoztuk

a gydgyszer-metabolizmusban meghatdrozo szerepet jitsz6 humdn P450 enzimek

expresszidjara.

e Arra kerestiink vélaszt, hogy
o a 3-metilkolantrénnel, egy plandris aromas szénhidrogénnel kivaltott
CYPI1ALl indukcié hogyan véltozik meg dexametazon hatasira humén
és patkdny majsejtekben?
o A humin és patkdny CYP1Al indukdlhatésidgdban bekovetkezd
véltozas milyen hattér folyamatoknak koszonhetd?
o Egyéb gliikokortikoidoknak milyen hatdsa van a CYPlAl

indukcidjara?

e Tovébbid arra kerestiink vélaszt, hogy

o A téaplalékkiegészitoként alkalmazott DHEA hogyan befolydsolja a
gydgyszer-metabolizmusban résztvevd legfontosabb P450 enzimek, a
CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 és CYP2B6 expresszijat?

o A DHEA P450-ekre gyakorolt induktiv hatdsat tapasztalva felmeriilt a
kérdés, hogy a kialakul6 induktiv hatdsnak mi a mechanizmusa, mely
nukledris receptorok jatszanak szerepet az indukciéban?

o Vajon a DHEA farmakoldgiai hatdsdnak megsziinéséhez vezetd

metabolizmus jelenti-e a P450 indukal6 képességének elvesztését is?
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4 Anyagok és modszerek

4.1 Vegyszerek

Az So-androsztan-3B-ol (androsztanol), a dezoxikortikoszteron, a dexametazon, a
dikumarol, a dimetil-szulfoxid, az etilénglikol-bis[ -aminoetiléter]-N,N,N’,N’-tetraecetsav
(EGTA), a 7-etoxirezorufin, a fenacetin, a hidrokortizon, a kortikoszteron, a kortizon, a
marha szérum (FCS), a marha szérum albumin, a 3-metilkolantrén, a mifepristone (RU-
486), az SR-12813 és a tolbutamid a Sigma-Aldrich Chemie GmbH-t6] (Steinheim,
Németorszag) szarmaznak. Az 5-androsztén-3p-ol-17-ont (DHEA), az 5-androsztén-3p3,7a-
diol-17-ont (70-OH-DHEA, OH-DHEA) valamint az S-androsztén-3f-ol-7,17-diont (7-
oxo-DHEA, oxo-DHEA) a Steraloids Inc.-td] (Newport, RI, USA) szereztik be. A
TCPOBOP a Bayer AG (Leverkusen, Németorszdg) terméke. Az acetonitril, az
ammonium-acetdt, a diklérmetdn, az etanol, a Folin-Ciocalteu’s fenol reagens, az
izopropanol, a kdlium-klorid, a kloroform, a magnézium-klorid, a metanol, és a ndtrium-
acetdt Merck KGaA (Darmstadt, Németorszdg) termék. A 99-100 %-os ecetsavat (jégecet),
a K,HPOj-ot, a KH,PO4-ot, a kalium-hidroxidot, a NADPH-t, a TRIS-t, a sésavat a
Reanalté] (Budapest, Magyarorszdg) vasdroltuk. A gliikéz 6-foszfit és a gliikéz 6-foszfat
dehidrogendz a Calbiochem, EMD Chemicals Inc.-t61 (Darmstadt, Németorszig)
szarmazik. A mefenitoint s a nifedipint a Salford Ultrafine Chemicals & Research Ltd.-t61
(Manchester, Anglia) szereztik be. A 6-(4-klérfenil)imidazo[2,1-b][1,3]tiazol-5-
karbaldehid-O-(3,4-diklérbenzil)oxim (CITCO) a BIOMOL Research Laboratories
(Plymouth Meeting, PA, USA) terméke. A mdjsejtek izoldldsahoz és fenntartdsdhoz
szitkséges tovabbi vegyszereket a Sigma-Aldrich Chemie GmbH-t6l (Steinheim,

Németorszdg) és a Merck KGaA-tdl (Darmstadt, Németorszdg) vasaroltuk.

4.2 Primer méajsejtek izolalasa és fenntartasa

A humdn méjsejteket kadaver mdjdonorokbol két 1épéses kollagendzos perfiizidval
izoldltuk (Bayliss és Skett, 1996). A mdjszovetet a Semmelweis Egyetem Transzplantdciés
és Sebészeti Klinikdja (Budapest, Magyarorszdg) bocsatotta rendelkezésiinkre. A humén
mintdkkal végzett vizsgdlatokat a Tudomdnyos Kutatdsi és Etikai Bizottsdg engedélyezte.
A donorok adatait a 6. és 7. tablazat tartalmazza. A patkdny mdjsejteken végzett
kisérleteinkhez ~200 g testsilyd him Wistar patkdnyok mdjabol (ToxiCoop, Budapest,

Magyarorszdg) izoldltuk a hepatocytakat.
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Els6 1épésben EGTA kelatképzét tartalmazo puffert dramoltattunk at a majszoveten,
igy a Ca™ megkotésével megbontottuk a mdjsejtek kozotti dezmoszomadlis kapcsolatot.
Misodik lépésben EGTA-t nem tartalmazé pufferrel kimostuk a maradék kelatképzot,
majd kollagendz és Ca®* hozzdadasédval a sejtek kozotti kotészovetes matrix feloldasdval, a
sejtek elvdltak egymdstdl, ezdltal kinyerhetévé vdltak a mdjszovetbdl. A sejtek
életképességét tripdnkék festéssel ellendriztilk (Berry és mtsai., 1991), a sejtkultirakhoz
csak a 90 % folotti életképességii sejtprepardtumokat haszndltuk fel. A sejteket kollagénnel
fedett petricsészékbe tettiik, a sejtsiiriség 1,7 x 10° sejt/cm2 volt (Ferrini és mtsai., 1998).
A sejtek letapaddsat kovetéen (minimum 4 h, 5 v/v % FCS) a tapfolyadékot (William’s
medium E: Nutrient mixture F-12 Ham = 1: 1) szérummentesre cseréltiik és minden 24-ik
oraban cseréltiik.

A human mdjsejtek kezelése a kovetkezé médon tortént:

1., A CYPIA indukcids vizsgdlatok sordn a sejteket 3-metilkolantrénnel (3,7 pM),
dexametazonnal (0-10 pM), RU-486-tal (1 és 10 uM) egymagdban és kombindlva (3-
metilkolantrén+dexametazon, 3-metilkolantrén+RU-486+dexametazon) kezeltiik 24 és 48
oran keresztiil. A dexametazonon kivill, egyéb gliikokortikoidok hatdsdnak
tanulmanyozdsakor a sejteket 3-metilkolantrénnel kombindlva hidrokortizonnal,
kortizonnal, kortikoszteronnal, dezoxikortikoszteronnal 1 és 10 uM-os koncentraciéban
kezeltiik (3-metilkolantrén+hidrokortizon, 3-metilkolantrén+kortizon, 3-
metilkolantrén+kortikoszteron, 3-metilkolantrén+dezoxikortikoszteron).

2., A DHEA okozta indukcids hatds vizsgdlata sordn 48 6ras DHEA (50uM), 7a-
OH-DHEA (50 uM), 7-oxo-DHEA (50 pM), valamint referenciaként dexametazon (1 és 10
uM) kezelést végeztiink. A kezelések sordn az induktorvegyiiletek olddszereként
alkalmazott dimetil-szulfoxid tartalom nem haladta meg a 0,1 v/v %-ot.

A primer egér majsejt izoldlds, valamint az egér mdjsejteken végzett vizsgdlatok Prof.
U. A. Meyer (Biozentrum, University of Basel, Basel, Svdjc) laboratériumdban torténtek.
Az els6 CAR knockout, C57BL/6J torzsbdl szarmazd egér tenyészpar D. D. Moore
ajaindéka volt (Department of Molecular and Cellular Biology, Baylor College of
Medicine, Houston, Texas, USA) (Wei és mtsai., 2000). A tovabbi tenyésztés U. A. Meyer
laboratériumdban tortént (Biozentrum, University of Basel, Basel, Svdjc). A primer egér
madjsejteket kontroll (CAR+/+), valamint CAR knockout (CAR-/-) egerek mdjdbdl a 39.
oldalon ismertetett kollagendzos perfizioval izoldltuk (Bayliss és Skett, 1996). A sejteket

3x10° sejt/lyuk sejtstiriség mellett, kollagénnel eldkezelt 12 lyukd lemezekre iiltettiik
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(Ferrini és mtsai., 1998). A sejteket androsztanol jelenlétében (0, 1 és 10 uM) illetve
androsztanol nélkiil TCPOBOP-al (10 uM) és DHEA-nal (25 pM) 24 6rén 4t kezeltiik.

6. tablazat: CYP1A1 indukcids vizsgdlatok sordn alkalmazott mdjszovetek donorjainak adatai

Donorkéd ~ Kor Nem  Rassz ~ Haldl oka Alkalmazott
(év) gybgyszerek
HH-024 68 férfi kaukdzusi Subarachnoidalis ceftriaxone, dopamin
vérzés
HH-031 58 férfi kaukdzusi Agyvérzés dopamin
HH-033 43 né  kaukdzusi Agyvérzés mannitol
HH-034 46 né  kaukdzusi Subarachnoidalis dopamin
vérzés
HH-053 47 né  kaukazusi Subarachnoidalis noradrenalin
vérzés
HH-062 17 né  kaukdzusi Agyzizodas ceftriaxone, dopamin,

mannitol

7. tablazat: A DHEA P450-ekre gyakorolt induktiv hatdsdnak vizsgélata sordn alkalmazott mdjszovetek

donorjainak adatai

Donorkéd  Kor Nem  Rassz ~ Haldl oka Alkalmazott
(év) gyogyszerek
HH-075 63 férfi  kaukdzusi Subarachnoidalis noradrenalin
vérzés
HH-078 47 ndé  kaukdzusi Subarachnoidalis dopamin, noradrenalin
vérzés
HH-079 44 ndé  kaukdzusi Subarachnoidalis clindamycin,
vérzés noradrenalin
HH-080 29 né  kaukazusi Subarachnoidalis ceftriaxone,
vérzés vancomycin
HH-082 44 férfi  kaukdzusi Stroke noradrenalin
HH-083 32 né  kaukazusi Subdurélis vérzés -
HH-086 39 férfi kaukdzusi Agyzizédds ceftriaxone,

noradrenalin, mannitol
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4.3 P450 specifikus enzimaktivitas mérések

A sejtkultdrdban tartott, kezelt sejteket foszfat pufferes (PBS: 2,68 mM kadlium-
klorid; 136,7 mM nétrium-klorid; 1,47 mM KH,POy; 8,1 mM Na,HPO,, pH=7,4) mosast
kovetden, a kollagén feliiletrél 6sszegylijtottiik, PBS-ben feldolgozdsig -80 °C-on téroltuk.
A sejtek ultrahangos feltarasa utdn, differencidl centrifugdlassal mikroszoma frakciét
preparaltunk van der Hoeven és Coon (1974) mddszere alapjan. A mikroszomak
fehérjetartalmat Lowry-szerint (1951) hataroztuk meg (a standard: marha szérum albumin).
A specifikus enzimaktivitds mérések sordn a kovetkezd, irodalombdl ismert médszereket
alkalmaztuk: fenacetin O-deetilezés/CYP1A2 (Dislerath és mtsai., 1985), mefenitoin N-
demetilezés/CYP2B6 (Heyn és mtsai., 1996), tolbutamid 4-hidroxilezés/CYP2C9 (Miners
és Birkett, 1996), mefenitoin 4’-hidroxilezés/CYP2C19 (Srivastava és mtsai., 1991),
midazolam 1’- és 4-hidroxilezés/CYP3A4/5 (Kronbach és mtsai.,, 1989), nifedipin
oxiddlas/CYP3A4/5 (Guengerich és mtsai., 1986) (18. dbra). Az inkubdcids elegy
osszetétele: NADPH-generalo rendszer (1 mM NADPH, 10 mM gliikéz 6-foszfat, 5 mM
magnézium-klorid, 2 egység/ml gliik6z 6-foszfat dehidrogendz), human mdj mikroszéma
valamint a kiilonb6z8 P450 szelektiv szubsztritok. Az inkubéldst 37 °C-on, 0,1 M
TRIS/sésav pufferben (pH=7,4) végeztiik, kivéve a midazolam 1’- és 4-hidroxilezést és a
nifedipin oxiddldst, melynek sordn 100 mM-os foszfat puffert (pH=7,4) alkalmaztunk. A
képz6dd metabolitok mennyiségét HPLC/UV (ELITE, LaChrom, Merck, Németorszag)
detektdldssal hatdroztuk meg. A reakciokoriilmények és az analizis paramétereit a 8.
tdbldzat tartalmazza részletesen.

A 7-etoxirezorufin O-deetildz aktivitast intakt mdjsejteken hatdroztuk meg
(Monostory és Vereczkey, 1996). A sejtek kezelését kovetden a tapfolyadékot
eltavolitottuk, a sejteket Hank-féle pufferrel mostuk, majd 7-etoxirezorufint (5 puM
végkoncentracié) és dikumarolt (10 uM végkoncentricid) tartalmazé Hank-féle puffert
adtunk a sejtekhez. A dikumarol gitolja a citoszolban jelenlévd diafordz enzimet, amely a
képz6dd rezorufin tovdbbalakuldsdt katalizdlja. A szubsztratbol képz6dd rezorufin
mennyiségét fluorimetridsan (RF-5301PS spektrofluorofotométer, Shimadzu, Japan)
detektaltuk, 550 nm exciticiés és 589 emisszids hullimhossz mellett.

A specifikus enzimaktivitds értékeket pmé]/4x106 sejt/perc- (CYP1A) vagy pmél/mg
mikroszomadlis fehérjetartalom/perc-ben (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2CI9,
CYP3A4/5) adtuk meg, az eredmények 4-6 donorbdl izoldlt mdjsejtkultirdn elvégzett

mérések atlagait+széras mutatjdk. A kontroll és a kezelt csoportokkal vald
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Osszehasonlitdst, valamint a statisztikai elemzést Student-féle t-probaval végeztiik, p<0,05

szignifikancia szint mellett.
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18. dbra: A kiilonbozé P450 enzimaktivitdsok meghatdrozdsdhoz alkalmazott specifikus tesztreakciok
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8. tablazat: Az alkal P450 ifik ktivitds mérések ré: dbldzatba foglalva
CYP1A2 CYP2B6 CYP2CY CYP2C19 CYP3A4/5 CYP3A4/5
Alkalmazott szelektiv fenacetin mefenitoin tolbutamid mefenitoin midazolam nifedipin
szubsztrdt
Katalizalt reakcié fenacetin O- | mefenitoin N- | tolbutamid 4- | mefenitoin 4’- | midazolam 4- | nifedipin
megnevezése deetilezés demetilezés hidroxilezés hidroxilezés hidroxilezés és oxiddlds
Midazolam 1-
hidroxilezés

Szubsztrit koncentracié 0.4 1 1 1 0.4 0.4
(mM)
Mikroszoma 2 2,5 1 2,5 0.8 1,6
fehérjetartalma (mg/ml)
Inkubildsi id6 (perc) 10 20 30 20 10 20
Reakci6 ledllitdsa 500 ul jéghideg|3x5 ml 200 ul jéghideg |3x5 ml|335 ul jéghideg|335 pl jéghideg

metanol diklérmetdn metanol diklérmetdn metanol metanol
Eluens osszetétele 10 % acetonitril |25 % |30 % acetonitril 25 % |40 % acetonitril 40 % acetonitril

90 % 20 mM acetonitril 70 % 10 mM |acetonitril 60 % 50 mM|60 % 50 mM

ammonium-acetat ndtrium- KH,PO4 puffer | KH,PO,  puffer

(pH=6,0) acetdt/jégecet (pH=7.2) (pH=7.2)

puffer (pH=4,4)
Oszlop tipusa LiChrosper RP-18, 5 um, 125x4 mm (Merck) Purospher RP-18, 5 um, 125x4 mm
(Merck)

Detektdldsi hullimhossz 230 220 218 208

A (nm)

245 ‘ 220 ’
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Téblézat folytatdsa CYP1A2 CYP2B6 CYP2CY CYP2C19 CYP3A4/5 CYP3A4/5
Aramldsi sebesség 0-3.9 perc: 0-7 perc: 0-3.5 perc: 0-7 perc: 0-6.0 perc: 0-7.0 perc:
100 % eluens 100 % eluens | 100 % eluens 100 % eluens | 100 % eluens 100 % eluens
0,8 ml/perc 0.8 ml/perc 1 ml/perc 0,8 ml/perc 1 ml/perc 0,6 ml/perc
4,0-6.1 perc: 7.2-9.8 perc: | 3.7-5.0 perc: 7.2-9.8 perc: |6.2-9.0 perc: 7.3-8.1 perc:
50 % eluens 100 % eluens |50 % eluens 100 % eluens | 100 % eluens 100 % eluens
50 % acetonitril |2 ml/perc 50 % acetonitril 2 ml/perc 2 ml/perc 1,2 ml/perc
2 ml/perc 10-10.5 perc: |2 ml/perc 10-10.5 perc:  |9.2-9.5 perc: 8.3-9.0 perc:
6.2-7.8 perc: 100 % eluens | 5.2-6.0 perc: 100 % eluens | 100 % eluens 100 % eluens
100 % eluens 0.8 ml/perc 100 % eluens 0.8 ml/perc 1 ml/perc 0,6 ml/perc
2 ml/perc 2 ml/perc
7.9-8.0 perc: 6.2-8.0 perc:
100 % eluens 100 % eluens
0,8 ml/perc 1 ml/perc
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4.4 Western blot analizis

A vizsgédlathoz sziikséges mikroszoma frakciot a 4.3. pontban leirtak alapjdn
izolaltuk. A majsejtek CYP1A1 fehérje tartalmat Western blot analizissel hatdroztuk meg,
(10 ng fehérjetartalmi mikroszoma/sav). A kimutatdashoz nyilban termeltetett anti-patkdny
CYPI1Al-et (primer antitest) (Gentest Co., Woburn, MA, USA), valamint
tormaperoxiddzzal konjugélt, kecskében termeltetett anti-nyul IgG-t (szekunder antitest)
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) haszndltunk. A reakcié sordn a poliklondlis
anti-patkany CYP1ALl specifikusan csak a CYP1Al-et ismeri fel, a CYP1A2-t nem, ezaltal
elkiilonithetd a két fehérje egymastél. A tormaperoxidaz szubsztratjanak a luminolnak a
hozzdadasdval, a kemilumineszcencia detektdlasaval fényérzékeny filmen (Amersham
Biosciences Trading GmbH, Wien, Ausztria) a reakcié lathatova tehetd. A kvantitativ
kiértékelés sordn a megjelend sdvok intenzitdsat denzitometridsan a Un-Scan-It-gel 5.1-es

verzidju szoftverrel (Silk Scientific Inc., Orem, UT, USA) hatdroztuk meg.

4.5 RNS izolalas

A mRNS szintek meghatdrozdsiahoz egér és humdn mdjsejtekb6él RNS-t izoldltunk
TRIzol reagenssel (Invitrogen Carlsbad, CA, USA) a gyarté cég dltalunk modositott
protokolja alapjdn. 107 sejthez 1 ml TRIzol reagenst adtunk, a mintdkat 5 percig
szobahdmérsékleten 4llni hagytuk, majd feldolgozdsig -80 °C-on téroltuk. A feldolgozds
soran tobbszori folyadék-folyadék extrakciot végeztiink. A lefagyasztott mintdkat
szobahdmérsékleten hagytuk felolvadni, majd 200 pl kloroform hozzdaddsa utdn, a
mintdkat, 2-3 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk, végiil 15 percig 10000 x g-n
centrifugdltuk (Heraeus, Biofuge Fresco, DJB Labcare, Buckinghamshire, Anglia). A
centrifugdldst kovetéen a felsd fazist atpipettdztuk egy eppendorf csébe és 500 pl
izopropanolt adtunk hozzd, majd egy 6rdn 4t -80 °C-on fagyasztottuk. A felolvaddst
kovetden a mintdkat 10 percig 10000 x g-n centrifugaltuk. Centrifugdlds utdn a feliiliszot
eltavolitottuk és a kivalt RNS-t 1 ml 75 %-os etanolban szuszpendaltuk. A szuszpenddlast
kovetden a mintdkat 5 percig 10000 g-n centrifugdltuk. A feliildszot Gjbol eltavolitottuk, és
a mintdkat még egyszer mostuk 1 ml 75 %-os etanollal és centrifugdltuk. Végiil a feliildszé
eltavoltitasa utdn az RNS-t levegdn szaritottuk, majd 0,01 v/v % dietil-pirokarbondtot
Nanodrop 1000 spektrofotométerrel (Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE, USA)

hatdroztuk meg.
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4.6 Northern blot analizis

A Northern blot analizist a Louisville-i Egyetemmel kozosen végeztiik (Prof. R. A.
Prough, Louisville, Kentucky, USA). A 4.5. pontban leirtak alapjan izoldltuk az RNS-t,
majd savonként 12 pg RNS-t 1 m/v %-os agaréz/formaldehid denaturalé gélen
elektoforézissel szétvalasztottunk. A szétvalasztott RNS-eket a gélbdl nejlon membranra
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) vittiik at, és a CYP1AI valamint a B-aktinra
specifikus radioaktivan jelolt cDNS prébakkal hibridizdltuk. Ezt kovetden a filtert mostuk,
majd az autoradiografidn alapulé kvantitativ kiértékelést PhosphorImager és ImageQuant

(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA) szoftverrel végeztiik el.

4.7 Kbvantitativ RT-PCR

A humdn RNS mintdkbdl (3 pg) reverz transzkripciéval egyszald cDNS-t dllitottunk
el6 Transcriptor First Strand cDNA synthesis kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Németorszdg) felhaszndldsaval. A kvantitativ RT-PCR vizsgdlatokhoz (LightCycler 2.0
Real-Time PCR System késziilék, Roche Applied Science, Svdjc) FastStart TagDNA
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszdg) haszniltunk. Az alkalmazott
primerek (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Németorszag) végkoncentracidja 0,2 uM volt.

Az egér Cyp2bl0 mRNS szintjének meghatarozdsahoz (5-karboxifluoreszcein)
FAM-jelolt Taq prébat (Microsynth GmbH, Balgach, Svdjc) és AmpliTaq DNA polimerazt
(TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) alkalmaztunk. A prébak és primerek szekvencidjat a 9. tdblazat
tartalmazza. Az adott mRNS szinteket a referenciaként alkalmazott tdgynevezett

housekeeping gén a GAPDH mRNS szintjéhez viszonyitottuk.
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9. tabldzat: Az alkalmazott primerek és prébak tdbldzatos dsszefoglaldsa

Primerek és probak Szekvencidk

Humén

CYP2B6 forward 5’-AAAGCGGAGTGTGGAGGA-3’

CYP2B6 reverse 5’-AAGGTGGGGTCCATGAGG-3’

CYP2B6 préba FAM-5’-AGGAGGAG-3’-BHQ

CYP2C9 forward 5’-GTGCACGAGGTCCAGAGATAC-3’

CYP2C9 reverse 5’-CAGGGAAATTAATATGGTTGTGC-3’
CYP2C9 préba FAM-5’-CTTCTCCC-3’-BHQ

CYP2C19 forward 5’-TGAAGGTGGAAATTTTAAGAAAAGTAA-3
CYP2C19 reverse 5’-CCCTCTCCCACACAAATCC-3’

CYP2C19 préba FAM-5’-CAGCAGGA-3’-BHQ

CYP3A4 forward 5’-CATGGACTTTTTAAGAAGCTTGG-3’
CYP3A4 reverse 5’-TTCCATGTCAAACATACAAAAGC-3’
CYP3A4 préba FAM-5’-CTCTGCCT-3’-BHQ

GAPDH forward 5’-AGCCACATCGCTCAGACA-31

GAPDH reverse 5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’

GAPDH préba FAM-5’-TGGGGAAG-3’-BHQ

Egér

Cyp2b10 forward 5’-CAATGTTTAGTGGAGGAACTGCG-3’
Cyp2b10 reverse 5’-CACTGGAAGAGGAACGTGGG-3’

Cyp2b10 préba FAM-5"-CCCAGGGAGCCCCCCTGGA-3’-TAMRA
GAPDH forward 5’-CCAGAACATCATCCCTGCATC-3’

GAPDH reverse 5’-GGTCCTCAGTGTAGCCCAAGAT-3’

GAPDH préba FAM-5’-CCGCCTGGAGAAACCTGCCAAGTATG-3’-TAMRA

Roviditések: FAM: 5-karboxifluoreszcein jelolés, 494/518 nm, TAMRA: 5-karboxitetrametilrodamin jel6lés,
560/582 nm (excitdlt/emittdlt hullamhossz), BHQ: black hole quencher

4.8 Tranziens transzfektalas

A tranziens transzfektaldst J.-M. Pascussi laboratériumdval (INSERM, Université

Montpellier, Montpellier, Franciaorszdg) egyiittmiikodve végeztik. A  humén
hepatocelluldris karcindma sejtvonal (HuH7) a European Collection of Cell Cultures-tol
(ECACC, Salisbury, Egyesiilt Kirdlysagok) szdrmazott, a sejteket kiegészitett, Dulbecco’s
modified Eagle’s tdpfolyadékban (DMEM) (10 v/v % FCS) tartottuk fent. Az alabbi
plazmidokat épitettiik be a sejtekbe: pSGS, pSG5-hPXR, pGL3(CYP3A4/XREM[-7800/-
7200]/-262/+11)LUC (ahol a XREM: -7800/-7200 és a CYP3A4 promoter régié: -262/+11,
21. abra) és pSV-pB-galaktoziddz (Pascussi és mtsai., 2001; 2003/1). A transzfektdlds sordn
5x10° HuH7 sejthez 10 ng pSGS5 vagy pSGS5-hPXR plazmidot, 100 ng a luciferdzt is
tartalmazé riporter szekvencidt, a pGL3(CYP3A4/XREM]I-7800/-7200]/-262/+11)LUC-t

(19. dbra), valamint 50 ng pSV-B-galaktozidaz plazmidot (kontroll) hasznaltunk
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(FuGENES®6, Roche Applied Science, Basel, Svdjc). 16 éraval a transzfektaldst kovetéen a
tapfolyadékot megjitottuk és a sejteket DHEA-nal 1, 10 és 50 pM-os koncentracioban,
valamint SR-12813-al 1 uM-os koncentrdaciéban kezeltiik. Az olddszer (dimetil-szulfoxid)
mennyisége a tdpfolyadékban nem haladta meg a 0,1 v/v %-ot. 24 6rds inkubdldst kovetden
a luciferaz és P-galaktoziddz aktivitast az irodalomban leirtak alapjan hatdroztuk meg
(Pascussi €s mtsai.,, 2003/1). Az aktivitds értékeket normalizdltuk a luciferaz/p-
galaktoziddz hanyados képzésével. Az eredményeket négy elvégzett kisérletbdl szarmazo,

harom parhuzamos minta atlagai+szérasaként adtuk meg.

CYP3A4/XREM -7800/-7200

T

J CYP3A4 promoter/PXRE -262/+11

\_luciferdz gén (LUC

19. dbra: A pGL3 vektor felépitése

4.9 Nuklearis transzlokacids vizsgalatok

A nukledris transzlokdciés vizsgdlatokat Prof. U. A. Meyer (Biozentrum, University
of Basel, Basel, Svajc) laboratériumaval egytittmiikodve végeztikk. A vizsgdlatokhoz az
egér majsejteket kollagénnel bevont fedélemezekre iiltettiik. 4 éraval a sejtek letapaddsat
kovetden, a tdpfolyadékot szérummentesre cseréltiik. A transzfektdldst Opti-MEM I
Reduced Serum Medium tapfolyadékban Lipofectamine 2000 transzfekciés reagens
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) felhaszndldsdval végeztiik, a sejtekbe a pEGFP-cl-hCAR
plazmidot épitettikk be, melyet Prof. M. Negishitél (Laboratory of Reproductive and
Developmental Toxicology, National Institute of Environmental Health Sciences, Research
Triangle Park, NC, USA) kaptunk. 18 draval a transzfektalast kovetden a sejteket DHEA-
nal (50 uM) és CITCO-val (100 nM) 4 6ran at kezeltiik, majd a sejteket PBS-sel mostuk és
4 m/v %-os paraformaldehiddel fixdltuk. A sejteket 4’-6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI)
festettik meg, a fluoreszcens mikroszkopos felvételeket Leica DMS5000B tipusu
mikroszképpal (Leica Microsystems, Wetzlar GmbH, Németorszdg) készitettik. A
felvételek kiértékelését AnalySIS Pro szoftver (Softlmaging System GmbH, Miinster,

Németorszag) felhasznaldsaval végeztiik.
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4.10 Kiértékelés és statisztikai elemzés

Az eredményeket minden esetben dtlag+szords adtuk meg, a statisztikai kiértékelést a
GraphPad InStat 3.00 verziéji programmal (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
végeztiik. A kezeletlen (kontroll) és kezelt csoportok Osszehasonlitdsat Student-féle t-
prébaval, p<0,05 szignifikancia szint mellett végeztik el. Az eredményeinket
alatdmasztandd, a kisérleteket tobb donoron (5-6) is elvégeztiik, ezt az egyes humdn

donorok kozt meglévd nagy interindividualis kiilonbségek indokoltak.
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5 Eredmények

5.1 CYP1A indukci6 patkiny majsejtekben

Primer patkdny és human madjsejtkultirdban a kezelések sordn a 3-metilkolantrént 3,7
puM-os koncentrdciéban alkalmazva elérhetd a maximdlis CYPLAl indukcié. Az
irodalomban leirtaknak megfeleléen (Sheratt és mtsai., 1989; Silver és mtsai., 1990) a 3-
metilkolantrén er6s CYP1A induktornak bizonyult. Mdr a 24 6rds 3-metilkolantrén kezelés
hatédsédra is nott az etoxi-rezorufin O-deetildz aktivitds, ami a 48 6rds 3-metilkolantrénnel
kezelt sejtekben tovabb fokozddott (koriilbeliil 5-sz6r6s etoxi-rezorufin O-deetildz aktivitas

novekedést tapasztaltunk a 24 6rds kezeléshez viszonyitva (20. dbra)).

10004 pATKANY

6.

etoxi-rezorufin O-deetilaz aktivitas (pmél/4x10’sejt/perc)

K MC K MC
DXM  MC+DXM DXM MC+DXM

20. dbra: Dexametazon hatdsa a 3-metilkolantrénnel kivaltott CYP1AT indukcidjdra patkdny
mdjsejtekben. A sejteket 3-metilkolantrénnel (3,7 uM), dexametazonnal (10 uM) egymagdban és
kombindlva (MC+DXM) kezeltiik 24 és 48 dran keresztiil. Az aktivitds értékek 3 patkdny mdjabol izoldlt
mdjsejtkultiran elvégzett kisérletek atlag+szorasaként vannak feltiintetve. A kezeletlen (kontroll, K)
sejtek eredményeihez képest szignifikdnsan eltér$ eredményeket p<0,05 esetén *-al és p<0,001 esetén **-

al jeloltiik (roviditések: DXM: dexametazon, MC: 3-metilkolantrén)

Onmagdban a dexametazon csak kismértékben novelte a CYP1Al aktivitdst a
kontroll sejtekhez képest (20. dbra) és az induktiv hatdsa a 3-metilkolantrénnel kivaltott
maximalis indukcié mértékétél messze elmaradt. A 3-metilkolantrén okozta CYPIAI
indukciét a dexametazon (MC+DXM kezelés) potencirozta, 3-4-szeres etoxi-rezorufin O-

deetildz aktivitds novekedést figyeltink meg a csak metilkolantrénnel kezelt sejtekhez
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képest.

A dexametazon potencirozé hatdsa mar

0,01 puM-os koncentraciondl

megfigyelhetd, és a maximdlis hatdst 1 uM-os koncentraciondl értiik el (21. dbra).

.

etoxi-rezorufin O-deetilaz aktivitas (pmo6l/4x10°sejt/perc)

1200

1000

800 -

600 -

400

200 -

PATKANY

0 0001 001 01 1 10

Dexametazon koncentracié (M)

21. dbra: Dexametazon hatdsa a CYP1A indukdlhatésdgdra patkdny méjsejtekben. A sejteket 3-

metilkolantrénnel (3,7 pM) valamint dexametazonnal (0-10 uM) egyiittesen kezeltiik, *: p<0,001

A CYPI1AL1 enzim fehérje alapszintje nem, illetve alig detektdlhatd, ezt mutatja a 22.

A. dbran a kezeletlen patkdny mdjsejtekbdl (K) izoldlt mikroszoma Western blot analizise

is. Dexametazon kezelés hatdsiara mar kimutathaté6 mennyiségben jelent meg a CYPI1Al

enzim fehérje, és 3-metilkolantrén kezelés hatdsdra egy igen erés CYPIAIl fehérje

expressziot tapasztaltunk. A 3-metilkolantrén kezelés mellett a dexametazon (MC+DXM)

tovabbi CYP1A1 fehérje tartalom novekedést eredményezett (3,8-szeres).

A. PATKANY

K DXM MC MC+DXM

B. HUMAN

—

K DXM MC MC+DXM

22. dbra: A kezeletlen (K), a dexametazonnal (10 pM), a 3-metilkolantrénnel (3,7 pM) kiilon-kiilon és

egyiittesen kezelt patkdny (A.) valamint human (B., HH-024-es donor) majsejtek Western blot

analizissel kimutatott CYP1A1 fehérjetartalma (roviditések: DXM: dexametazon, MC: 3-metilkolantrén)
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5.2 CYPI1A1 expresszio human majsejtekben

A 23. abran a CYPIA enzimaktivitds idébeni vdltozasa kdvetheté nyomon, 96 6ran at

fenntartott humdn mdjsejtekben.
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23. dbra: A CYP1A1 3-metilkolantrénnel (3,7 uM) kivaltott indukcidjanak idébeni véltozdsa humén
mdjsejtekben, dexametazon (10 pM) jelenlétében és anélkiil. A B. dbra a dexametazonnal (10 uM) kezelt
és a kontroll sejtek kozti kiilonbséget mutatja, az y tengely kisebb 1éptékii skdlabeosztdsa mellett. *-al
jeloltiik a sziknifikdns kiilonbségeket a 3-metilkolantrénnel kezelt (A.) és a kontroll (B.) csoporthoz

viszonyitva, p<0,001 (roviditések: DXM: dexametazon, MC: 3-metilkolantrén)
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A specifikus CYPIA enzimaktivitds a kontroll sejtekben alacsony volt ugyan, de
értékelhetd, 0,5-6,0 pm(’)l/4x1065ejt/perc kozotti, a kiilonbozé donoroktdl fiiggden. A 3-
metilkolantrén erds CYPIA induktiv hatdst fejtett ki humdn mdjsejtekben is, a maximalis
induktiv hatds esetén a 7-etoxirezorufin O-deetildz aktivitds értéke a kiilonbdzé donoroknal
78-203 pmé]/4x106sejt/perc tartomdnyba esik, ami a kontroll sejtekhez képest egy 25-30-
szoros enzimaktivitds emelkedést jelent. A dexametazon, patkdny méjsejtekben tapasztalt
kismértékii induktiv hatdsaval ellentétben, human mdjsejtekben enyhe, de szignifikdns,
korilbeliil 30-50 %-os CYPIA aktivitds csokkenést figyeltiink meg a kontroll sejtekhez
képest (23. B. dbra). A dexametazon a 3-metilkolantrén okozta CYP1A1 indukciét is
csokkentette, a MC+DXM egyiittes kezelés soran az etoxi-rezorufin O-deetildz aktivitas
50-60 %-kal csokkent a 3-metilkolantrén kezeléshez képest (23. A. dbra). A 3-
metilkolantrénnel valamint a (MC+DXM)-nal kezelt sejtek aktivitas értékei kozti erdteljes
kiilonbségek a 72 6ras kezelést kovetden jelennek meg igazan (23. A. dbra).

A dexametazon koncentriciofiiggd, a CYP1A1 indukcidra gyakorolt szuppressziv
hatdsat a 24. dbra szemlélteti. A vizsgalt 10" - 10° M-os dexametazon koncentracié
tartomdnyban a 3-metilkolantrénnel kivéltott CYP1Al indukcié folyamatos csokkenését
tapasztaltuk (a valtozds szignifikans), a maximdlis szuppressziét 10”7 M-os koncentraciénal

értiik el.

9

etoxi-rezorufin O-deetilaz aktivitas (pmél/mg fehérje/perc)

0 10" 10" 10°

Dexametazon koncentracié (M)

10°

24. dbra: Dexametazon koncentraciofiiggd szuppressziv hatdsa a CYP1A1 indukcira humdn

madjsejtekben, *: p<0,01
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A 7-etoxirezorufin O-deetilezést nemcsak a CYP1Al enzim katalizdlja, hanem a
CYPIA2 is részt vesz a Kkatalizis folyamatdban mind patkdny, mind pedig humén
mdjsejtekben (Burke és mtsai., 1994; Sonnier és Cresteil, 1998; Roymans és mtsai., 2004).
A CYPI1A2 esetleges részvételének tisztazdsara egy CYP1A2 szelektiv szubsztrdttal, a
fenacetinnel (Distlerath és mtsai., 1985) meghatdroztuk a fenacetin O-deetildz aktivitdst
humdn madjsejtekben (25. dbra). 72 6rds 3-metilkolantrén kezelést kovetSen koriilbeliil 4-
szeres CYP1A2 enzimaktivitds emelkedést tapasztaltunk a kontroll sejtek aktivitdsdhoz
képest, a dexametazon kezelés viszont (107" — 10" M) nem okozott semmilyen véltozast a
3-metilkolantrénnel kivadltott CYP1A2 indukcidjdban. Még a 10 M-os koncentraciéban

torténé dexametazon kezelés sem csokkentette a CYP1A2 aktivitast (25. dbra).

HUMAN

fenacetin O-deetilaz aktivitas (pm6l/mg fehérje/perc)

Dexametazon koncentricié (M)
K MC MC+DXM

25. abra: Dexametazon koncentraciéfiiggd szuppressziv hatdsanak vizsgédlata a CYP1A2 indukciéra

humén mdjsejtekben (roviditések: K: kontroll, DXM: dexametazon, MC: 3-metilkolantrén)

Az etoxi-rezorufin O-deetildz aktivitds mérések eredményeit aldtdmasztotta a
CYPI1AL1 fehérje mennyiségének meghatdrozdsa is (22. B. dbra, 53. 0.). A kontroll sejtek
CYPIAL1 fehérje tartalma alacsony volt, de kimutathaté. A kezeletlen sejtek CYPI1AI1
fehérje tartalmdhoz képest a dexametazon kezelés onmagdban csokkentette a CYP1AIL
fehérje szintjét. Ezzel ellentétben, 72 o6ras 3-metilkolantrén kezelés hatdsara a sejtek
CYP1ALl enzim fehérje tartalma jelentésen megndtt. A MC+DXM egyiittes kezelés sordn a
3-metilkolantrénnel kezelt sejtek CYP1A1l fehérje tartalmdahoz képest, a dexametazon

korilbeliil 50 %-kal csokkentette a CYP1AL1 fehérje szintjét.

56



A CYPIAI enzim fehérje mennyiségének meghatarozasa mellett, a CYP1Al mRNS
szintjét is meghataroztuk huméan méjsejtekben. A Northern blot analizis eredménye alapjan
(26. A. dbra) elmondhatd, hogy csak a 3-metilkolantrénnel kezelt human hepatocytidkban
volt kimutathaté mennyiségben jelen a CYPIAI mRNS. A Western blot analizis
eredményével ellentétben, a MC+DXM egyiittes kezelés sordan a CYP1 Al mRNS szintje
nem vdltozott a csak 3-metilkolantrénnel kezelt sejtek mRNS szintjéhez képest. Az

oszlopdiagramon ugyanez lathat6 (26. B. dbra) szdmszertsitve.

A.

CYP1A1 mRNS

p-aktin mRNS

K|ot 1 10mMclol 1 10|

DXM MC+DXM

CYP1A1/B-aktin mRNS szint

nd nd nd nd

K 0,1 1 10opM MC 01 1 10 pM
DXM MC+DXM

26. dbra: 3-metilkolantrén és dexametazon hatdsa a CYP1Al mRNS szintjére humédn mdjsejtekben (HH-
031-es donor) (A.). A CYPIA1 mRNS szintjét a B-aktin mRNS szintjéhez viszonyitva hatdroztuk meg.
A sejteket 3-metilkolantrénnel (3,7 uM) és dexametazonnal (0,1, 1, 10 uM) kezeltiik. A Northern blot

analizis eredményét mutatja szdmszerisitve az oszlopdiagram (nd=nem detektdlhat6) (B.) (roviditések:

DXM: dexametazon, MC: metilkolantrén)
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Patkany mdjsejtekben a gliikkokortikoid tipusi vegyiiletek, policiklusos aromds
szénhidrogénekkel kivéltott CYP1Al indukcidjara gyakorolt szinergista hatdsa a
gliikokortikoid receptor aktivdldsan keresztiil valésul meg, mely végsésoron a CYPI1AIL
gén transzkripcidjanak fokozoddsat eredményezi (Prough és mtsai., 1996; Mathis és mtsai.,
1989; Linder és mtsai.,, 1999). GR antagonista jelenlétében ez a potencirozé hatds
felfuggesztheté (Xiao és mtsai., 1995; Mathis és mtsai,, 1986/2). A dexametazon
potenciroz6 hatdsa a 3-metilkolantrénnel kivaltott CYPIAl indukciéjara patkdny
méjsejtekben a GR-on keresztiil valosul meg. Ezzel szemben humén hepatocytiakban azt
taldltuk, hogy a dexametazon csokkentette a 3-metilkolantrén induktiv hatdsit CYP1Al
enzim fehérje szinten, ugyanakkor a CYP1A1 gén atirédasat nem befolydsolta. Felmeriilt a
kérdés, hogy a dexametazon vajon kozvetleniil fejti-e ki gatlé hatdsat vagy pedig ennek a
gatld hatasnak a kialakuldsdhoz szikkség van a GR-ra? A GR szerepének tisztdzasara
megvizsgaltuk egy erés GR antagonista, az RU-486 hatdsdt a dexametazon okozta gatlds

kialakuldsdra humdn mdjsejtekben (27. dbra).

ak %o-aban

tartott |
8
L

etoxi-rezorufin O-deetilaz aktivitis

DXM mentes

0 01 1 0 01 1
MC+DXM  MC+RU-486(1)+DXM
MC+RU-486(10)+DXM

01 1

27. abra: Az RU-486 hatdsa a dexametazon okozta CYP1A1 gatlds kialakuldsdara human majsejtekben. A
sejteket 72 dran 4t kezeltiik 3-metilkolantrénnel (3,7 uM), és dexametazonnal (0, 0,1 és 1 pM), valamint

RU 486-tal (0, 1, és 10 uM), *: p<0,01 (roviditések: DXM: dexametazon, MC: 3-metilkolantrén)

A MC+DXM egyiittes kezelés sordn, a dexametazon hatdsdra bekovetkezd etoxi-
rezorufin O-deetildz aktivitds csokkenést az RU-486 sem 1, sem pedig 10 uM-os
koncentrdciéban alkalmazva nem befolydsolta. Még a két nagysdgrenddel nagyobb

koncentraciéban alkalmazott RU-486 (10 uM) mellett is képes volt a dexametazon (0,1
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uM) gitolni a 3-metilkolantrénnel kivéltott CYPIA1 indukcidjat, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a dexametazon szuppressziv hatdsa nem a GR-on keresztiil valésul

meg.

5.3 Egyéb gliikokortikoid tipusu vegyiiletek hatasa a CYP1A indukciéjara

A dexametazon mellett mds, gliikkokortikoid tipusi vegyiiletek (hidrokortizon,
kortizon, kortikoszteron, dezoxikortikoszteron) hatdsat is megvizsgdltuk a 3-
metilkolantrénnel kivéltott CYP1A1 indukciéjdra patkdny (28. A. dbra) és human (28. B.
abra) madjsejtekben egyarant. Patkdny madjsejtekben egyik gliikokortikoid sem érte el a
dexametazon potencirozé hatdsanak erésségét, jelentésen a kortizonnal 10 pM-os
koncentracioban kezelt sejtekben tapasztaltunk etoxi-rezorufin O-deetildz aktivitds
novekedést (2-szeres).

Humdn mdjsejtekben a dezoxikortikoszteron, a dexametazonhoz hasonlé mértékben
gdtolta a 3-metilkolantrén CYP1AI induktiv hatdsit. A hidrokortizon nem, a kortizon és
kortikoszteron csak kis mértékben csokkentette az etoxi-rezorufin O-deetildz aktivitast a 3-

metilkolantrénnel kezelt sejtek aktivitdsdhoz képest.
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28. dbra: Gliikokortikoidok hatdsa a CYP1A indukcidjdra patkdny (A.) és human (B.) mdjsejtekben. A

sejteket 3-metilkolantrénnel 3,7 uM-os, valamint a kiilonbozé gliikokortikoidokkal 1 és 10 uM-os

koncentrdcioban kezeltiik (roviditések: DXM: dexametazon, HC: hidrokortizon, C: kortizon, CS:

kortikoszteron, DC: dezoxikortikoszteron, MC: 3-metilkolantrén)
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5.4 DHEA-nal kivaltott P450 indukcié human méajsejtekben

Primer humédn mdjsejtekben a maximdlis indukcié eléréséhez sziikséges, 50 uM-os
koncentraciot alkalmaztuk, mind a DHEA, mind pedig az OH-DHEA és az oxo-DHEA
esetén. Az alkalmazott 50 uM-os koncentracié ember esetén megegyezik az exogén bevitel

sordn kialakulé DHEA terdpids vérszintjével.

Y727 midazolam 1'-hidroxilezés
I midazolam 4-hidroxilezés
nifedipin oxidalas

CYP3A4/5 specifikus enzimaktivitas
indukcié mértéke a kontroll csoporthoz viszonyitva
w
1

kontroll

L

DXM 1 DXM 10 DHEA  OH-DHEA oxo-DHEA

14 kontroll

CYP3A4 mRNS szint
indukcié mértéke a kontroll csoporthoz viszonyitva
w
1

T DXM1 DXM 10 DHEA  OH-DHEA oxo-DHEA

29. dbra: A CYP3A4/5 enzim (A.), valamint a CYP3A4 mRNS (B.) indukcidja human mdjsejtekben. A
sejteket 48 oran 4t kezeltiik dexametazonnal (1 és 10 uM), DHEA-nal (50 uM), 7-OH-DHEA-nal (50
uM) és 7-oxo-DHEA-nal (50 uM). Az eredmények 5 donor mdjabdl izoldlt méjsejtkultirdn elvégzett

61



kisérletek atlag+szorasaként vannak feltiintetve. A kontroll csoport enzimaktivitds értékét és mRNS

szintjét 1-nek valasztottuk és az indukcié mértékét ehhez viszonyitottuk (révidités: DXM: dexametazon)

Referencia vegyiiletként a dexametazont alkalmaztuk (pozitiv kontroll) 1 és 10 uM-
os koncentraciéoban. Az irodalombdl ismert eredményekkel megegyezden (Ledirac N. de
Sousa és mtsai., 2000) a referencia vegyiilettel (dexametazon) torténd 48 ords kezelést
kovetden, koriilbeliil 3-4-szeres nifedipin-oxidaz, midazolam 1°- és 4-hidroxildz aktivitds
emelkedést tapasztaltunk (29. A. dbra) a kontroll sejtekhez képest. A DHEA-nal, a OH-
DHEA-nal és az oxo-DHEA-nal kezelt sejtekben koriilbeliil 2-3-szoros specifikus
CYP3A4 enzimaktivitds emelkedést taldltunk. A CYP3A4 enzimaktivitds értékek
emelkedéséhez hasonldan, a kiilonboz6 kezelések hatdsdra nétt a CYP3A4 mRNS szintje is
(29. B. dbra). A DHEA és a metabolitjaival torténd kezelés kozel azonos mértéki (2-3-
szoros) enzimaktivitds és mRNS szint emelkedést eredményezett. Ebbél kovetkezik, hogy
a DHEA, a OH-DHEA és az oxo-DHEA fokozni képesek a CYP3A4 gén atirédasat.

A DHEA és a két oxiddlt metabolitja kivaltotta a CYP2C9 indukcidjat is (30. A.
dbra), a tolbutamid 4-hidroxildz aktivitds értékének €s a CYP2C9 mRNS szintjének
emelkedése azonos mértékii volt a dexametazon kezelés sordn tapasztalt emelkedéssel (2-
3-szoros indukcid). Hasonld tendencidju eredményeket kaptunk mind a CYP2CI19 (30. B.
abra), mind pedig a CYP2B6 (30. C. dbra) esetén is. A mefenitoin 4’-hidroxilaz aktivitds és
a CYP2C19 mRNS szint 2-3-szoros emelkedést mutatott a DHEA, a OH-DHEA és az oxo-
DHEA kezeléseket kovetden. A mefenitoin N-demetildz enzimaktivitds és CYP2B6 mRNS

szint koriilbeliil 2-2,5-szeres indukcidjt tapasztaltuk.
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XX mefenitoin N-demetilaz aktivitas
54 I CYP2B6 mRNS szint

CYP2B6 indukcié

kontroll

DXM 10 HEA  OH-DHEA oxo-DHEA

30. dbra: DHEA-nal és metabolitjaival kivaltott CYP2C9 (A.), CYP2C19 (B.), és a CYP2B6 (C.)
indukcié humdn majsejtekben. A sejteket 48 oran at kezeltiik dexametazonnal (1 és 10 uM), DHEA-nal
(50 uM), 7-OH-DHEA-nal (50 uM) és 7-oxo-DHEA-nal (50 uM). Az eredmények 6 donor majabol
izolalt mdjsejtkultiran elvégzett kisérletek atlag+szérasaként vannak feltiintetve. A kontroll csoport
enzimaktivitds értékét és mRNS szintjét 1-nek vdlasztottuk és az indukci6é mértékét ehhez viszonyitottuk

(rovidités: DXM: dexametazon)

5.5 Human PXR aktivalasa DHEA-nal

Irodalomb6] ismert, hogy patkanyokban a DHEA kezelés hatdssal van a P450 gének
expresszidjira. A DHEA aktivdlja a PPARa-t és a PXR-t (Peters és mtsai., 1996; Ripp és
mtsai., 2002), amely a CYP4A és CYP3A23 enzimek indukcidjdhoz vezet. Szintén
bizonyitott, hogy humdn mdjsejtekben szdmos P450 enzim expresszidjanak
szabdlyozdsaban részt vesz a PXR (Pascussi és mtsai., 2001, 2003/2). Az enzimaktivitds és
mRNS szint meghatdrozason alapuld vizsgalataink eredménye alapjan feltételezhetd, hogy
humdn méjsejtekben a DHEA, a OH-DHEA, valamint az oxo-DHEA hatdsdra torténd
P450-ek indukcidjdban a PXR-nak szerepe van. A PXR szerepének tisztdzasira (DHEA
képes-e aktivdlni a receptort) HuH7 sejtvonalon tranziens kotranszfekcids vizsgalatokat
végeztiink. 24 6rds inkubéldst kovetden a DHEA koncentraciéfiiggéen aktivdlta a human
PXR-t (a véltozas szignifikdns), €s a maximdlis aktivalast, ami koriilbeliil 3-szoros
indukciét eredményezett, 50 pM-os koncentracional értik el (31. dabra). Pozitiv
kontrollként egy j6l ismert PXR agonistat, az SR-12813-at alkalmaztuk (Jones és mtsai.,

2000), amely a kezelést kovetden 13-szoros luciferdz aktivitds emelkedést eredményezett.
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Meg kell jegyezni, hogy a DHEA kismértékben (1,8-szoros indukcié) aktivalta a hPXR

nélkiili riporter plazmidot is.

XY pSGs =
169 NN pSG5-hPXR

LUC/BGAL indukci6
IS
|

\§

“""DHEA 1 pM  DHEA 10yM DHEA 50 pM  SR-12813 1 yM

7

31. dbra: hPXR aktivdldsa DHEA-nal és SR-12813-al (pozitiv kontroll, ismert PXR agonista). A sejteket
24 éran at kezeltiik DHEA-nal, 1, 10 és 50 uM-os, valamint SR-12813-nal 1 uM-os koncentracidban. 4

kisérlet eredményeinek atlagat+szorasit tiintettiik fel az dbrdn, *: p<0,05

5.6 CAR szerepe a Cyp2b10 indukciéjaban

5.6.1 DHEA hatasara bekovetkezé Cyp2b10 indukci6 vad tipusi és CAR knockout
egerekbdl izolalt majsejtekben

Humén madjsejtekben a DHEA CYP2B6-ra kifejtett induktiv hatdsa alapjan (30. C.
dbra) felvet6dott a kérdés, hogy a CAR aktivédldsan keresztiil torténik-e az indukcié vagy
pedig PXR-kozvetitett a folyamat. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasdhoz vad tipusd és
CAR knockout egerekbdl izoldlt mdjsejteken végeztiink kisérleteket. A vad tipusu
egerekbdl izoldlt majsejtekben a 24 6rds DHEA kezelést kovetden egy igen jelentds, a
kontroll sejtek Cyp2bl0 (egér ortolégja a humian CYP2B6-nak) mRNS szintjétdl
szignifikdnsan eltérd, koriilbeliil 8-szoros mRNS szint emelkedést tapasztaltunk (32. A.
dbra). A TCPOBOP-al, egy nagy affinitdsi egér CAR aktivdtorral torténd kezelés hatdsara
a sejtek Cyp2bl0 mRNS szintje koriilbeliil 20-szoros emelkedést mutatott. A CAR
knockout egerekbél izoldlt mdjsejtekben a TCPOBOP induktiv hatisa a Cyp2bl0
expresszidjara elmarad. A DHEA-nal kezelt CAR knockout egerekbél szarmazd
méjsejtekben csokkent a Cyp2bl10 indukcidja, azonban nem sziinik meg teljesen, koriibeliil

4-szeres mRNS szint emelkedést figyeltiink meg. Ez rdmutat arra, hogy a Cyp2bl0
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maximalis indukcidjanak eléréséhez szilkség van a CAR-ra, tovabbd, hogy a CAR-on

kiviil, a PXR is részt vesz a DHEA induktiv hatdsanak kialakitdsaban (32. B. dbra).

A.
25
20
-1
2
=
E 154
=
5
£ 10
8]
5
0
vad-tipus
B.
vad-tipusti mdjsejtekben
induktor ~ TCPOBOP DHEA
a~ ;
receptor CAR PXR
s
enzim Cyp2bl10
1 TCPOBOP hatdsa & DHEA hadsa

DHEA-kezelés 25 uyM
* XY TCPOBOP-kezelés 10 pM

—_—_
CAR knockout

CAR knockout mdjsejtekben

TCPOBOP DHEA

CAR PXR

«

Cyp2b10

32. dbra: DHEA, valamint TCPOBOP kezelés hatdsara bekovetkezé Cyp2b10 indukceid vad tipusi és

CAR knockout egerekbdl izoldlt primer majsejtekben (A.). A sejteket DHEA-nal (25 uM) és

TCPOBOP-al (10 uM) 24 6rén at kezeltiik, *: p<0,05. A tapasztalt jelenséget magyardz6 sematikus dbra

(B.)
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5.6.2 Androsztanol hatasa a DHEA-nal kivaltott Cyp2b10 indukcidjara egér
majsejtekben

Az androsztanol, egy inverz egér CAR agonista (Forman és mtsai., 1998) hatdsat
vizsgdlva a DHEA-nal kivéltott Cyp2bl0 indukcidjara egér mdjsejtekben, ujabb
bizonyitékot szolgéltatott a CAR részvételére és aktivacidjara az indukcié folyamataban.
Az androsztanol gétolta a Cyp2bl0 expresszidjit mind a DHEA-nal, mind pedig a
TCPOBOP-al kezelt sejtekben (33. dbra). A TCPOBOP-al kezelt sejtek Cyp2bl0 mRNS
szintje androsztanol hatdsara koriilbeliil 50-60 %-kal csokkent. Az androsztanol szintén
gdtolta a DHEA Cyp2bl10 induktiv hatdsit, mar 1 pM-os koncentrdcioban alkalmazva is
szignifikdnsan csokkentette a Cyp2bl0 mRNS szintjét. Osszességében 40-50 %-kal
csokkent a Cyp2bl0 expresszidja, az androsztanol kezelést kovetéen, a DHEA-nal kezelt

sejtek Cyp2b10 mRNS szintjéhez képest.

Cyp2b10 indukcié

0
DHEA 25 25 25 uM - -
TCPOBOP - - 10 10 10 pM
Androsztanol 0 1 10 yM 0 1 10 pM

33. dbra: Androsztanol (nCAR inverz agonista) hatdsa a DHEA-nal és TCPOBOP-al kiviltott Cyp2b10

indukcidjdra egér méjsejtekben, *: p<0,05

5.6.3 Human CAR transzlokaci6ja a citoplazmabél a sejtmagba, DHEA kezelést

kovetéen
Humén CAR-t expresszalé primer egér mdjsejtekben megvizsgaltuk, hogy a DHEA
inaktiv dllapotban a green fluorescent proteinnel (GFP) fuziondltatott hCAR a
citoplazmdban helyezkedik el (34. dbra, bal oldali legfelsd felvétel). 4 6ras CITCO kezelés
utan (szelektiv hCAR agonista, Maglich és mtsai., 2003) a vartnak megfelelden, a hCAR a
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citoplazmabdl a sejtmagba vandorol (34. dbra, bal oldali kozépso felvétel). DHEA kezelés
hatdsdra szintén megtorténik a hCAR transzlokdcidja a citoszolbdl a sejtmagba (34. dbra,
bal oldali legalsé felvétel). A DHEA dltal eldidézett transzlokaci6 jelenségét még jobban
lathatova teszi a DAPI-val torténd festési médszer, mely a sejtmag megfestését teszi

lehetdvé (34. dbra, jobb oldali felvétel sorozat).
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GFP + DAPI

CITCO 100 nM CITCO 100 nM

DHEA 50 pM

34. abra: Fluoreszcens mikroszkdpos felvételek a hCAR transzlokaciéjardl. A primer egér mdjsejteket GFP-
vel fuziondlt hCAR-t tartalmaz6 expresszios vektorral transzfektdltuk. Az egér mdjsejteket 4 6ran at kezeltiik
CITCO-val (100 nM), DHEA-nal (50 uM) valamint DMSO-val (0,1 v/v%) (kontroll). A sejtmagot DAPI-val
festettiik meg (roviditések: DAPI: 4’-6-diamidino-2-fenilindol, GFP: green fluorescent protein, CITCO: 6-(4-

klorfenil)imidazo[2,1-b][1,3]tiazol-5-karbaldehid-O-(3,4-dikl6rbenzil)oxim))

69



6 Eredmények értékelése

6.1 Dexametazon hatiasa a CYP1A1 indukciora

Elézetes vizsgalatok magzati és tjsziilott patkany mdjsejtekben a glitkokortikoidok
potenzirozé hatdsit igazoltdk a kiilonbozé policiklusos aromds szénhidrogének, mint
példaul az 1,2-benzantracén és a 3-metilkolantrén dltal kivéltott CYPIAL indukcidra
(Mathis és mtsai., 1986/1, 1989; Linder és Prough, 1993; Sheratt és mtsai., 1990). Szintén
bizonyitott, hogy magzati humdn mdjsejtekben a gliikokortikoidok szinergistaként
fokozzdk a CYP1ALl expressziéjat (Mathis és mtsai., 1986/2).

Vizsgalataink targya volt, a dexametazon, egy szintetikus gliikokortikoid hatdsa a
metilkolantrénnel kivaltott CYP1A1 indukcidjara felndttkori human madjsejtekben. Célunk
volt tovabbd a CYP1A1 expresszid véltozdsdnak Osszehasonlitdsa felndttkori humén és
patkdny mdjsejtekben.

Feln6ttkori patkdny és humdn mdjsejtekben egyardnt, a 3-metilkolantrén
potencidlisan indukdlta a CYP1Al-et. Az indukcié mértéke alapjan a 3-metilkolantrén erés
CYP1Al induktor vegyiilet. A dexametazon patkidny madjsejtekben fokozta a 3-
metilkolantrén CYPIAL1 induktiv hatdsiat. Mar a 10 nM-os koncentrdciéban alkalmazott
dexametazon is 3-4-szeresére novelte a CYP1A1 indukcidjit. A dexametazon potencirozé
hatdsa koncentrdacié- és idofiiggést mutatott, 48 oOrds kezelést kovetden az indukcié
fokozédéasanak jelensége erdteljesebb a 24 dras kezeléshez képest. A gliikokortikoidok
szinergista hatasukat a PAH-fiiggéd CYP1AI indukciéra a CYPIAI gén els6 intronjaban
talalhat6 harom glitkokortikoid érzékeny szakaszokon keresztiil fejtik ki. A gliikokortikoid
sejtbe jutdsakor aktivdlja a GR-t, mely homodimert képezve bejut a sejtmagba, ahol a
CYPIAl GRE szakaszaihoz kotddve fokozza a célgén atiréddsit, mely végiil az
endoplazmds retikulumban emelkedett CYP1A1 enzim fehérje szintet eredményez. Ez a
molekuldris mechanizmus magzati patkdny €s humdn mdjsejtekben igen jol ismert és
jellemzett (Mathis és mtsai., 1986/1, 1986/2).

Felndtt donorokbdl szdarmazé humdn mdjsejtekben a 3-metilkolantrén kezelés
hatdsdra bekovetkez6 CYPIAIL gén transzkripciéjanak fokozddasaval a CYP1Al mRNS
szintje megnd, azonban a patkdny mdjsejtekben tapasztaltakkal ellentétben, humdn
mdjsejtekben dexametazon hatdsdra nem tortént tovdbbi CYP1 Al transzkripcié fokozédas.
Annak ellenére tehat, hogy a human CYPIAI gén is tartalmazza a GRE szakaszokat,

dexametazon jelenlétében transzkripciés szinten nem valtozott a 3-metilkolantrén CYP1Al
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induktiv hatdsa. Brake és mtsai (1998) szerint primer patkdny emlé fibroblaszt sejtkekben
az AhR expresszi6jat a dexametazon gdtolja. Humdn mdjsejtekben ha hasonlé
mechanizmust feltételeziink, az AhR mennyisége még igy is elegendé ahhoz, hogy a 3-
metilkolantrénnel kivéltott maximdlis CYP1A1 indukcié megmaradjon és valésziniileg
ezért nem tapasztaltunk dexametazon hatdsdra vdltozdst a CYP1Al mRNS szintjében.
Ugyanakkor a CYP1Al enzim fehérje szintjét a 3-metilkolantrénnel kezelt sejtek fehérje
szintjéhez képest a dexametazon csokkentette. A MC+DXM-nal kezelt sejtek etoxi-
rezorufin O-deetildz aktivitdsa 50-60 %-kal csokkent a csak 3-metilkolantrénnel kezelt
sejtek CYP1A1 aktivitdsdhoz képest. A dexametazon gitlé hatdsa koncentriciéfiiggést
mutatott, mar 0,01 nM-os koncentraciéban alkalmazva is képes volt szignifikansan
csokkenteni a CYP1AI1 aktivitasat és 0,1 pM-os koncentraciéban alkalmazva elértiik a
maximalis szuppressziv hatdst. MC+DXM kezelést kovetéen a CYP1Al enzim fehérje
mennyiségének és a CYPIAI specifikus enzimaktivitds értékének csokkenésébdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a CYP1A1 fehérje szintet a transzlicié sebessége, vagy a fehérje
stabilitdsa szabja meg. A dexametazon CYP1Al indukciét csokkentd hatdsat a CYPI1AL
enzim de novo szintézisének gatldsa vagy a CYP1AIl fehérje gyorsabb degradicidja is
magyardazhatja.

A dexametazon szuppressziv hatdsa az etoxi-rezorufin O-deetildz aktivitdsra a GR
antagonista, az RU-486 jelenlétében sem sziint meg humédn mdjsejtekben. A GR-nak tehat
nincs szerepe a dexametazon dltal kivdltott gatld hatds kialakuldsdban. Fontos
megjegyezniink, hogy a dexametazon okozta etoxi-rezorufin O-deetildz aktivitds
csokkenés, a CYP1AI enzim fehérje tartalom csokkenésének kovetkeztében alakul ki. A 3-
metilkolantrén szintén induktiv hatdsi a CYP1A2 aktivitasra, ugyanakkor a dexametazon
ezt a kialakul6 induktiv hatdst nem befolyésolta.

A hidrokortizon, kortizon, kortikoszteron és dezoxikortikoszteron esetleges CYP1A1
indukcié moduldlé hatdsanak vizsgdlatakor egyik gliikkokortikoid sem bizonyult olyan
hatdsosnak, mint a dexametazon, sem patkany, sem pedig humdn madjsejtekben. Patkany
majsejtekben a kortizonnal 10 pM-os koncentracioban kezelt sejtekben egy 2-szeres etoxi-
rezorufin O-deetildz aktivitds novekedést tapasztaltunk, azonban ez sem érte el a
dexametazon potencirozé hatdsanak erdsségét a 3-metilkolantrénnel kivéltott CYP1ALI
indukciéra. Humdn mdjsejtekben, a dexametazonhoz képest, csak a dezoxikortikoszteron
gdtolta hasonlé mértékben a 3-metilkolantrén CYP1A1 induktiv hatdsat.

Eredményeinket Osszevetve, fontos megjegyezniink, hogy a dexametazon a 3-

metilkolantrén hatdsara 1étrejové CYP1Al indukciéra masképpen hat humdn és
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masképpen patkdny majsejtekben. Ez arra hivja fel a figyelmet, hogy igen koriiltekintéen
kell eljarnunk a patkdny mdjsejteken végzett kisérletek eredményeib6él a humén
mdjsejteken végzett kisérletek vdrhaté eredményeinek becslése sordn. Figyelembe kell

venniink az esetlegesen faji eltérésekbdl fakado eltérd hatdsok kialakuldsdnak lehetéségét.

6.2 DHEA-nal kivaltott P450 indukcié human majsejtekben

Patkdny mdjsejtekben a DHEA kezelés szamos P450 gén expresszidjat befolydsolja.
Példaul a DHEA indukédlja a CYP4A-t (Prough és mtsai., 1994) és a CYP3A23-t
(Singleton és mtsai., 1999), ugyanakkor a CYP2C11 expresszidjat gatolja (Ripp és mtsai.,
2003). Patkdanyokban a DHEA a PPARa és a PXR aktivaldsdn keresztiil fejti ki induktiv
hatdsit (Peters és mtsai, 1996; Ripp és mtsai., 2002). Tovdbbd az anyavegyiilethez
hasonléan a 7-es poziciéban oxiddlt DHEA metabolitok is fokozzik a CYP4Al gén
expresszidjat valamint novelik a CYP4Al enzim fehérje szintjét (Webb és mtsai., 1996).
Munkdnk sordn primer human mdjsejtekben a DHEA és két f6 metabolitjanak a 7a-OH- és
a 7-oxo-DHEA-nak a P450 gének expresszidjara gyakorolt hatasat, tovabba a kialakuld
induktiv hatds mechanizmusdnak vizsgdlata soran a PXR, CAR nukledris receptorok
szerepét vizsgaltuk.

A humidn hepatocytdkban referencia vegyiiletként alkalmazott, klasszikus P450
induktor a dexametazon (1 és 10 uM), a vdrtnak megfelelden novelte a CYP3A4
enzimaktivitdsat és a CYP3A4 mRNS szintjét. Kisebb mértékben ugyan, de a CYP2C9,
CYP2C19 és CYP2B6 expressziojat is fokozta. Az irodalomban kozolt eredményekkel
(Ledirac N. de Sousa és mtsai, 2000) azonos tapasztalataink egyben biztositékot
szolgdltattak arra, hogy a kialakitott mdjsejt modell P450 indukcids vizsgédlatokra alkalmas.

A DHEA és metabolitjaival torténé kezelés hatdsara a sejtekben fokozddott a
CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 és CYP2B6 gének expresszidja és nott ezen enzimek
aktivitdsa (35. dbra). Ez arra hivja fel a figyelmet, hogy a DHEA metabolizmusa sordn
képz6dé metabolitok is P450 induktor vegyiiletek, tehdt a biotranszformacié nem vezet a
DHEA induktorvegyiiletként torténd inaktivaldsahoz. A DHEA potencialis indukdl6 hatdsa
a CYP3A4-re human majsejtekben megegyezik a patkdnyban kialakul6 hatdssal (Singleton
és mtsai.,, 1999). Patkdny mdjsejtekben ismert, hogy a DHEA kezelés a CYP2C11
szuppresszidjdhoz vezet (Ripp és mtsai., 2003), ezzel szemben humdn mdjsejtekben a
CYP2C9 és a CYP2C19 indukcidjat tapasztaltuk.

A nukledris receptorok szerepének vizsgdlatakor megdallapitottuk, hogy a DHEA
koncentriciofiiggden aktivélta a hPXR-t. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a DHEA-nal
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kivéltott CYP3A4, CYP2C9 és CYP2C19 indukcidban szerepe van a hPXR-nak.
Ugyanakkor a jol ismert hPXR agonista, az SR-12813 aktivalé hatdsdhoz képest, a DHEA
gyenge hPXR aktivdtornak bizonyult.

Elséként vizsgdltuk és irtuk le a DHEA induktiv hatdsit a CYP2B6-ra humén
mdjsejtekben. CAR knockout egerekbdl izoldlt mdjsejtekben, melyekben a CAR nem
fejezddik ki, a DHEA 4ltal kivaltott Cyp2bl10 indukcié csokkenését tapasztaltuk ugyan, de
érdekes médon az induktiv hatds nem sziint meg teljesen. Ez azzal magyardzhatd, hogy a
sejtekben a CAR nem, de a PXR expresszdlodik és a DHEA aktivdlni képes. A Cyp2b10
maximadlis indukcidja tehdt a CAR és a PXR aktivdldsdn keresztiil valosul meg és a
maximalis indukcié eléréséhez sziikség van a CAR-ra. Azonban nem zédrhat6 ki egyelére
még ismeretlen transzkripcids faktorok illetve mas nukledris receptorok szerepe sem.

Ujabb bizonyiték még a CAR aktivdldsara, hogy egér majsejtekben a DHEA hatédsdra
1étrejove, CAR kozvetitte Cyp2bl10 indukciét az androsztanol (inverz egér CAR agonista)
felfiiggeszti. Abbdl, hogy az androsztanol a DHEA Cyp2bl0-re gyakorolt induktiv hatdsat
felfuiggeszti, arra kovetkeztethetiink, hogy inverz agonistaként leszoritja a DHEA-t a CAR-
rél, és gy fejti ki gatlé hatdasat a Cyp2bl0 gén expressziora. Ez bizonyitja, hogy a CAR
aktivdlasahoz a DHEA-nak kozvetleniil, ligandként kotdnie kell a receptorhoz, tehat a
CAR aktivdldsa ligandfiiggé mechanizmussal megy végbe.

A kiilonbozd, jol ismert CAR aktivdtorok sejtbe jutdsakor, ilyenek példdul a
fenobarbitdl, CITCO, TCPOBOP, a ligand kozvetleniil (CITCO, TCPOBOP) vagy szignal
transzdukcidval (fenobarbitdl) aktivdlja a CAR-t, mely az RXR-ral heterodimert képezve
érzékeny szakaszokhoz kotédve moduldlja az adott gén transzkripciéjat. Ebben a
folyamatban a CAR sejtmagba torténd transzlokdciéja a meghatdrozé 1épés (Waxman,
1999). Maglich-ék (2003) tapasztalataival 6sszhangban, CITCO kezelést kovetéen a hCAR
transzlokécidja a citoplazmabdl a sejtmagba a fluoreszcens mikroszkopos felvételeinken
j6l nyomon kovetheté. DHEA kezelés hatdsara a hCAR szintén transzlokalodik, mely
egyértelmiien bizonyitja a DHEA CAR aktival6 hatdsat.

Vizsgalataink alapjan megéllapithat, hogy human majsejtekben a DHEA a PXR-on
és CAR-on keresztiil fejti ki induktiv hatasat a CYP3A4, CYP2C9, CYPCI19 és CYP2B6-
ra (35. abra). A DHEA receptorfiiggd (PXR, CAR) aktivdldssal médositja a CYP gének
expressziojat, mely befolydsolja a szervezetbe keriild xenobiotikumok metabolizmusat,

tovabba fontos szerepe lehet a kialakul6 gydgyszer-interakciokban.
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A DHEA igen népszerli étrendkiegészitd, konnyen beszerezhetd és korldtlanul
fogyaszthatd. Elsésorban az idések, valamint a fiatal sportoldk, kiilonosen a testépitok
korében ,,hddit”. Azonban jotékony hatdsai mellett bizonyitottuk, hogy terdpids dézisban
(25-50 mg/nap) indukdlja a gydgyszer-metabolizmusban résztvevd legfontosabb P450
enzimeket, mely veszélyeket rejthet magdban. Idés embereknél példaul, akik gyakran
tobbféle gyogyszert szednek egyszerre €s esetleg étrendkiegészitésként DHEA-t is, a
DHEA induktiv hatdsa miatt megnovekvo P450 enzimek mennyisége miatt a gyogyszerek

terdpids dozisanak novelése sziikséges, ami végiil fokozhatja a gydgyszer-interakciok

kialakuldsat.
o}
DHEA
nukledris receptorok szerepe [m— CAR PXR
P450 expresszi6 valtozdsa [m—ry CYP2B6 CYP2C9 CYP2C19 CYP3A4
‘ nukledris receptor aktivalds l P450 enzim indukci6

35. dbra: A DHEA vizsgalt hatdsdnak osszefoglald dbréja

74



7.1

Kovetkeztetések

Dexametazon hatasa a 3-metilkolantrénnel kivaltott CYP1A1 indukciéra

Mind patkdny, mind human mdjsejtekben a 3-metilkolantrén indukalta a CYP1Al-
et.

Patkdny mdjsejtekben a 3-metilkolantrén okozta CYP1A1 indukciét a dexametazon
potencirozta.

A dexametazon potencirozé hatdsa a 3-metilkolantrénnel kivéltott CYPIAI
indukciéjdra patkdny méjsejtekben koncentraciéfiiggést mutatott.

A dexametazon, patkdny mdjsejtekkel ellentétben, human mdjsejtekben CYP1A1
aktivitas csokkenést okozott.

Human hepatocytakban a dexametazon csokkentette a 3-metilkolantrén induktiv
hatdsat CYP1A1 enzim fehérje szinten, ugyanakkor a CYP1AI1 gén dtir6ddsat nem
befolyésolta.

A 3-metilkolantrén szintén induktiv hatdsi a CYPIA2 aktivitdsra humdn
majsejtekben, ugyanakkor a dexametazon ezt a kialakulé induktiv hatdst nem
befolyésolta.

A dexametazon szuppressziv hatdsa a 3-metilkolantrénnel kivéltott CYP1Al
indukci6jdra koncentraciéfiiggést mutat human méjsejtekben. A vizsgalt 107" - 10°
M-os dexametazon koncentracié tartomdnyban a 3-metilkolantrénnel kivaltott
CYPI1ALI indukci6 folyamatos csokkenését tapasztaltuk és a maximalis repressziot
107 M-os koncentréciénal értiik el.

A dexametazon gdtlé hatdsit a 3-metilkolantrén dltal kivdltott CYP1Al
indukciéjdra, az RU-486, egy erdés GR antagonista nem fiiggesztette fel humdn
majsejtekben. A dexametazon szuppressziv hatdsa tehat nem a GR-on keresztiil
valdsul meg.

Patkdny madjsejtekben egyik vizsgalt gliikokortikoid sem érte el a dexametazon
potencirozé hatdsanak erdsségét.

Human mdjsejtekben a dezoxikortikoszteron, a dexametazonhoz hasonlé mértékben
gatolta a 3-metilkolantrén CYP1Al induktiv hatdsat. A hidrokortizon nem, a
kortizon és kortikoszteron csak kis mértékben csokkentette a CYP1A1 aktivitdst a

3-metilkolantrénnel kezelt sejtek aktivitdsahoz képest.
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7.2 DHEA-nal kivaltott P450 indukcié human méajsejtekben

P450 indukcios vizsgalataink eredményeinek osszefoglalasa

Human mdjsejtekben DHEA kezelés hatasara fokozodott a CYP3A4, CYP2C9,
CYP2C19 és CYP2B6 gének expresszidja €s nétt ezen enzimek aktivitdsa. Az
indukcié mértéke 2-3-szoros a kontroll sejtekhez képest.

Patkdny mdjsejtekben a DHEA gidtolja a CYP2Cl1-et, ezzel szemben humdn
majsejtekben a CYP2C9 és CYP2C19 indukcidjat tapasztaltuk.

Elsoként vizsgdltuk és irtuk le a DHEA induktiv hatdsit a CYP2B6-ra human
mdjsejtekben.

A DHEA metabolizmusa sordn képz6dé metabolitok (70-OH-DHEA, 7-oxo-
DHEA) is P450 induktor vegyiiletek, a biotranszformacié nem vezet a DHEA
induktorvegyiiletként torténd inaktivaldsdhoz. A DHEA metabolizmusa tehdt nem

sziinteti meg az indukaloképességet.

Nuklearis receptorok szerepének vizsgalata a P450-ek indukci6jaban

Human mdjsejtekben a DHEA a PXR-on és CAR-on keresztiil fejti ki induktiv
hatdsat a CYP3A4, CYP2C9, CYPC19 és CYP2B6 génekre.

o A DHEA koncentrdciéfiiggden aktivélta a humdn PXR-t.

o Elsoként igazoltuk, hogy a DHEA dltal kivaltott CYP2B6 indukci6jdban a
CAR-nak szerepe van.

o A DHEA hatdsara 1étrejové, CAR kozvetitette Cyp2bl0 indukciét az
androsztanol egy inverz mCAR agonista felfiiggeszti. Az androsztanol
mCAR inverz agonista hatdsdra létrejové Cyp2bl0O indukcié csokkenése
bizonyitja, hogy a DHEA kozvetleniil kotddik a CAR-hoz, és ligandfiiggd
receptor aktivdldssal fejti ki induktiv hatdsat.

o DHEA kezelés hatdsdra a humdn CAR a citoplazmdbdl a sejtmagba 1ép,
mely egyértelmiien bizonyitja a DHEA aktivdlé hatdsat a humdan CAR-ra
nézve.

A DHEA receptorfiiggd (PXR, CAR) aktivaldssal moddositja a P450 gének
expresszidjat, mely befolydsolja a szervezetbe keriilld xenobiotikumok
metabolizmusdt, tovdbba fontos szerepe lehet a kialakulé gydgyszer-

interakciokban.
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8 Osszefoglalas

A dexametazon patkdny mdjsejtekben a 3-metilkolantrén hatdsdra bekovetkez6 CYP1A1
indukcidt szinergistaként fokozta, megnovelve a CYPIA1 mRNS és enzimfehérje szintjét. A
CYP1A1 indukcid, mdr igen kis koncentrdciéban jelenlévé dexametazon (10 nM) hatdsdra is
3-4-szeresére fokozddott. A 3-metilkolantrén hatdsdra bekovetkez6 CYP1ALI indukcié az AhR
aktivdldsan keresztiil valosul meg. A dexametazon potencirozé hatdsa a GR aktivdldsdn
keresztiil torténik, mely a CYP1A1 gén promoter régiéjaban 1évé GRE szakaszokhoz kotédve
fokozni képes a gén transzkripcidjt. Ezzel ellentétben humdn mdjsejtekben a dexametazon
koncentriciofiiggéen, 50-60 %-kal csokkentette a CYPIA aktivitdsit és a CYPIAIl
enzimfehérje szintjét, ugyanakkor nem befolydsolta a CYPIAl mRNS mennyiségét. A
maximadlis repressziét 0,1 uM-os dexametazon kocentracié mellett értiik el. A dexametazon
gatlo hatdsat, az RU-486, egy GR antagonista addsa sem fiiggesztette fel, bizonyitékot
szolgdltatva ezzel, hogy a GR-nak nincs szerepe a dexametazon dltal kivdltott CYP1AI
indukcié gétldsdban. Az enzimfehérje szint csokkenése a CYPIAI fehérje fokozdédo

DHEA és metabolitjaival (70-OH-DHEA, 7-oxo-DHEA) torténd kezelés hatdsdra human
mdjsejtekben fokozddott a CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 gének expresszidja és
nott ezen enzimek aktivitdsa. Ez arra hivja fel a figyelmet, hogy a DHEA metabolizmusa sordn
képz6dé metabolitok is P450 induktor vegyiiletek, tehdt a biotranszformdcié nem vezet a
DHEA, mint P450 induktorként torténd inaktivdldsdhoz. A tapasztalt P450 enzim indukcid
mechanizmusdnak feltérképezése sordn tranziens transzfekcids vizsgdlataink kimutattdk, hogy
a DHEA koncentradcié-fiiggden aktivdlja a humdn PXR-t. Elséként igazoltuk, hogy a DHEA
altal kivaltott CYP2B6 indukcid, a CAR aktivdldsdn keresztiil torténik. Kisérleteink sordn azt
taldltuk, hogy az egér Cyp2b10 maximalis indukcidjénak eléréséhez sziikség van a CAR-ra. A
CAR kozvetitette Cyp2b10 indukciét az androsztanol (inverz egér CAR agonista) felfiiggeszti,
mely tobbek kozt bizonyitja azt is, hogy a DHEA kozvetleniil kotédik a CAR-hoz. Tovabbi
bizonyiték még a CAR aktivdldsdra, hogy DHEA kezelés hatdsdra a CAR a citoszolbdl a
sejtmagba vdndorol. Vizsgdlataink alapjan megdllapithaté, hogy human mdjsejtekben a DHEA
a PXR-on és CAR-on keresztiil fejti ki induktiv hatasat a CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 és
CYP3A4 enzimekre. A DHEA receptorfiiggé (PXR, CAR) aktivdldssal mddositja a CYP
gének expresszidjat, mely befolydsolja a szervezetbe keriild xenobiotikumok metabolizmusat,

tovabba fontos szerepe lehet a kialakuld gy6gyszer-interakcidkban.
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9 Summary

In rat hepatocytes the synthetic glucocorticoid, dexamethasone potentiates the
induction of CYP1A1 by 3-methylcholanthrene 3- to 4-fold at as low concentration as 10
nM by increasing mRNA and protein level of CYP1AI. The induction of CYP1Al by 3-
methylcholanthrene requires activation of AhR. The potentiating effect of dexamethasone
on CYPIALI induction is GR-mediated, it is activated by dexamethasone and binds to the
GREs in the rat CYP1Al gene within the promoter region. In contrast, in human
hepatocytes, dexamethasone reduces CYP1A1 activity and CYP1A1 induction by 50-60 %
at enzyme protein level in a concentration-dependent manner, while it has no effect on
CYPIA1 mRNA amount. The maximal suppression of CYP1 Al induction was observed at
0.1 uM dexamethasone concentration. A strong GR antagonist, RU-486 had no effect on
the modulation of CYP1AI activity caused by dexamethasone, suggesting that GR does
not play any role in mediating suppression by dexamethasone. The faster degradation of
CYPI1AL protein or inhibition of de novo synthesis of CYP1Al enzyme by dexamethasone
might explain the decreased CYP1A1 enzyme protein level.

Treatments of human hepatocytes with DHEA and two of its metabolites (70-OH-
DHEA, 7-oxo-DHEA) elevated the expression and activities of CYP2B6, CYP2C9,
CYP2C19 and CYP3A4. Thus biotransformation does not lead to the inactivation of
DHEA as a P450 inducer. Transient transfection assays have shown that DHEA is able to
activate human PXR in a concentration-dependent manner. We proved first the role of
CAR in CYP2B6 induction by demonstrating that CAR is required for maximal induction
of mouse Cyp2bl0 by DHEA. The CAR-mediated Cyp2bl0 induction by DHEA was
inhibited by androstanol an inverse agonist of CAR. Further evidence for CAR activation
is the nuclear translocation of CAR upon treatment with DHEA. We provide evidence for
induction of CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 through the activation of human
PXR and human CAR by DHEA. Elucidation of CAR activation and subsequent induction
of CYP2B6 by DHEA presented an additional mechanism by which DHEA can modify the
expression of P450s. The effect of DHEA on the activation of xenosensors, PXR and CAR
and the consequent potential for adverse drug interactions should be considered in humans

treated with this nutriceutical agent.
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