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STRESZCZENIE

Izoenzym CYP3A4 jest moonoksygenaza zaangazowang W procesy wewnatrzustrojowych przemian licznych
zwiazkoéw endo- i egzogennych (ksenobiotykow), w tym ponad 50% znanych lekow. W organizmie cztowieka
CYP3A4 wykazuje najwyzsza aktywnos¢ enzymatyczna w hepatocytach i enterocytach. Kodujacy to biatko en-
zymatyczne gen CYP3A4 podlega ekspresji regulowanej przez zréznicowane czynniki egzo- i endogenne, w
tym kwasy zotciowe oraz liczne leki, dziatajace za posrednictwem receptorow wewnatrzkomorkowych, takich
jak np. PXR czy FXR. Zrozumienie mechanizméw ekspresji genu CYP3A4 ma kluczowe znaczenie dla zapew-
nienia bezpiecznej i skutecznej farmakoterapii.

SLOWA KLUCZOWE: CYP3A4, ekspresja, regulacja, receptory jadrowe, PXR, FXR, biotransformacja ksenobio-
tykow, metabolizm lekow, kwasy zotciowe, farmakoterapia

ABSTRACT

MECHANISMS OF RECEPTOR-DEPENDENT REGULATION OF BILE ACID AND XENOBIOTIC METABOLISM. THE ROLE
OF CYP3A4 EXPRESSION IN THE SAFETY AND EFFECTIVENESS OF PHARMACOTHERAPY

The isoenzyme CYP3A4 is an important monooxygenase responsible for the metabolism of a large variety of
endogenous and exogenous compounds (xenobiotics), including more than 50% of known drugs. The highest
activity of CYP3A4 in human was found in hepatocytes and enterocytes. CYP3A4 gene expression is regulated
by diverse exogenous and endogenous factors, including bile acids and several drugs, acting via nuclear re-
ceptors, such as, for example, PXR or FXR. Understanding the mechanisms of CYP3A4 gene expression is es-
sential for ensuring the safety and effectiveness of pharmacotherapy.

KEYWORDS: CYP3A4, expression, regulation, nuclear receptors, PXR, FXR, xenobiotic biotransformation, drug
metabolism, bile acids, pharmacotherapy

1. Wstep

Organizm cztowieka narazony jest na dziatanie bardzo
licznych zwiazkow chemicznych wystepujacych w Srodowi-
sku, z ktorych znaczna czesc¢ stanowia substancje chemicz-
nie obce organizmowi, okreslane wspolnym mianem kseno-
biotykow. Substancje te dostaja sie do organizmu réznymi
drogami. Moga by¢ np. wchtaniane z przewodu pokarmo-
wego po wniknieciu don z zywnoscia, napojami, uzywkami,
moga takze penetrowac przez drogi oddechowe, skore i
jamy ciata. Ksenobiotyki moga by¢ naturalnymi sktadnikami
srodowiska, np. metabolitami roslin, grzybow, zwierzat,
protistow i prokariontow lub wynikiem dziatalnosci czto-
wieka, np. pestycydy, dodatki do zywnosci, sktadniki ko-
smetykow, lekow, substancje chemiczne stosowane w
zroznicowanych celach technicznych, uboczne produkty
dziatalnosci przemystowej cztowieka stanowiace zanie-
czyszczenia $rodowiska. Ksenobiotykami sa zaréwno sub-

cha ta réwnoczesnie znacznie utrudnia ich eliminacje z
ustroju, sprzyjajac kumulacji w tkance ttuszczowej lub
nerwowej.

Ochrona organizmu przed negatywnymi skutkami dzia-
tania ksenobiotykow polega przede wszystkim na dazeniu
do ich usuniecia z organizmu. W celu zwigkszenia dynamiki
eliminacji ksenobiotykow, poddawane sa one w organizmie
enzymatycznym przemianom metabolicznym, ktore doce-
lowo maja doprowadzi¢ do powstania metabolitu/ow o
zwiekszonej hydrofilnosci, co sprzyja wydalaniu tych
zwiazkow z moczem. Metabolizm ksenobiotykéw prowadzi
czesto, niejako przy okazji, do obnizenia lub zniesienia ich
aktywnosci biologicznej, co jednak nie stanowi samo w so-
bie celu biotransformacji ksenobiotykow. W wigkszosci
przypadkéw biotransformacja pozwala osiagna¢ przedsta-
wione wyzej skutki. Zdarza sie jednak, jak to ma miejsce
np. w przypadku zwiazkéw lotnych wydalanych przez drogi

stancje wykazujace istotng aktywnosc biologiczna, jak tez
nie posiadajace tego rodzaju aktywnosci [1].

Cecha fizyczna utatwiajaca doustrojowa penetracje
wielu ksenobiotykom do organizmu jest ich lipofilnosc. Ce-
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oddechowe i skore, ze produkty metabolizmu, jako bar-
dziej hydrofilne od substancji pierwotnej, sa wolniej od
niej eliminowane. W przypadku biotransformacji niekto-
rych ksenobiotykow zachodzacej w neuronach centralnego
uktadu nerwowego oraz neurogleju tworzenie hydrofilnych
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metabolitow prowadzi do ograniczenia przenikania przez
bariere krew-moézg, co nie sprzyja eliminacji [2]. Mimo
przedstawionych tu specyficznych i raczej wyjatkowych
sytuacji, biotransformacja wiekszosci ksenobiotykow umoz-
liwia skuteczne zwiekszenie dynamiki ich eliminacji z orga-
nizmu, stanowiac zwykle efektywny mechanizm ochrony
przed ich potencjalnie niekorzystnym dziataniem.

Zjawisko biotransformacji ma szczegdlne znaczenie w
przypadku ksenobiotykow bedacych lekami. Moze ono pro-
wadzi¢ bowiem do zmniejszenia lub wrecz zniesienia ich
aktywnosci biologicznej, stanowiacej podstawe aktywnosci
farmakologicznej tych substancji, cho¢ zdarza sie tez, ze
metabolity lekow wykazuja wyzsza lub zmieniong co do
kierunku aktywnos¢ metaboliczna. Sam fakt, iz lek trakto-
wany jest przez uktady enzymatyczne uczestniczace w pro-
cesach biotransformacji jak kazdy ksenobiotyk, rodzi ko-
niecznos$¢ uwzgledniania skutkow metabolizmu zaréwno na
etapie projektowania lekow, jak i opracowywania schema-
tow dawkowania oraz catego profilu farmakoterapii. Proce-
sy biotransformacji maja tez istotny udziat w ksztattowaniu
relacji chemicznych miedzy metabolizowanymi substan-
cjami, ktore leza u podstaw interakcji w uktadach: lek-
lek, lek-metabolit leku, metabolit leku-metabolit leku oraz
lek lub metabolit leku vs. inne substancje ksenobiotyczne
nie bedace lekami lub ich metabolity [3,4,5,6].

2. Nadrodzina cytochromu P450

Nadrodzina cytochromu P450 (CYP) obejmuje liczne cy-
steinylo-hemowe biatka enzymatyczne majace aktywnosc¢
monooksygenaz o mieszanej funkcji, stanowiace jeden z
najistotniejszych systemoéw obrony organizmu przed wnika-
jacymi do jego wnetrza ksenobiotykami. W nadrodzinie
wyroznia sie trzy gtowne grupy rodzin CYP obejmujace: (a)
CYP1-CYP3, charakteryzujace sie niskim powinowactwem
substratowym, odpowiedzialne za 70-80% reakcji | fazy bio-
transformacji ksenobiotykow, (b) CYP4, zaangazowane
gtownie w metabolizm kwaséw ttuszczowych i niektérych
spokrewnionych w swej budowie chemicznej z kwasami
ttuszczowymi ksenobiotykow, (c) CYP5-CYP51, wykazujace
wysokie powinowactwo do zroznicowanych zwiazkow endo-
gennych [7]. Izoenzymy z nadrodziny cytochromu P450 za-
angazowane sa W oksydacyjne przemiany egzo- i endogen-
nych substancji organicznych, w tym liczne reakcje | fazy
biotransformacji ksenobiotykow.

Grupa prostetyczng CYP jest uktad hemowy, kowalen-
cyjnie zwiazany z apoenzymem. CYP jako czynnik utlenia-
jacy wykorzystuja czasteczke O,, ktorej jeden atom tlenu
wtaczany jest do struktury metabolizowanego organicznego
substratu, drugi zas podlega redukcji do czasteczki wody.
Donorem réwnowaznikow redukcyjnych niezbednych do
wyzej opisanego procesu jest NADPH+H" lub, alternatyw-
nie, NADH+H" [8,9,10].

Izoenzymy CYP wykazuja zwykle szerokie powinowac-
two substratowe, stwarzajac tym samym mozliwos¢ utle-
niania zréznicowanych chemicznie substratéow, pod warun-
kiem wystepowania w ich strukturze konkretnych podat-
nych na oksydacje ugrupowan [11,12,13]. Wazna cecha
nadrodziny CYP jest mozliwosc indukcji genéw kodujacych
liczne izoformy tych biatek, co ma szczegdlne znaczenie w
przypadku podrodzin CYP1A, CYP2B, CYP3A i CYP4A. Eks-
presja tych biatek moze podlega¢ bardzo znacznemu nasi-
leniu w obecnosci metabolizowanych przez nie ksenobioty-
kow. Zjawisko to ma charakter adaptacyjnego mechanizmu
regulacyjnego wzmacniajacego odpowiedz fizjologiczna w
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warunkach wielokrotnego narazenia na oddziatywanie kse-
nobiotykow [11,12]. Na szczegblng uwage zastuguje wysoce
podatna na indukcje podrodzina CYP3A, ktéra jednoczesnie
jest odpowiedzialna za oksydacyjny metabolizm wiekszosci
znanych ksenobiotykow [12,13].

3. Rodzina CYP3

Ludzkie izoenzymy cytochromu P450 nalezace do rodzi-
ny 3 (CYP3) stanowia okoto 60% wszystkich CYP wystepuja-
cych w watrobie, cho¢ ich aktywnos¢ stwierdzana jest
réwniez w wielu innych organach i narzadach organizmu.
Izoenzymy te zaangazowane sa w metabolizm wielu zwiaz-
kow, zarowno endogennych (np. endogenne steroidy), jak i
egzogennych ksenobiotykow. Podlegaja one indukcji
m.in. przez: endo- i egzogenne zwiazki steroidowe (np.
glukokortykoidy, spironolakton, deksametazon), kwasy zo6t-
ciowe (kwas litocholowy), antybiotyki (np. erytromycyna,
ryfampicyna) oraz barbiturany [8].

3.1. Podrodzina CYP3A

Izoenzymy z podrodziny CYP3A wykazuja najwyzsza ak-
tywnos¢ w watrobie, choc licznie reprezentowane s3 takze
w innych tkankach. Stanowia one najliczniejsza frakcje
biatek mikrosomalnych hepatocytow, ktéra szacuje sie na
okoto 60-146 pmol/mg biatka mikrosomow [14]. Klaster ge-
now CYP3A, obejmujacy geny kodujace CYP3A3, CYP3A4,
CYP3A5, CYP3A7 oraz CYP3A43, zlokalizowany jest na cyto-
chromie 7 (locus 7q21.1) [15,16]. Izoenzymy z podrodziny
CYP3A odgrywaja decydujaca role w biotransformacji po-
nad 50% wszystkich znanych lekow. Osiagajaca w niekto-
rych przypadkach ponad 85% zgodnos¢ sekwencji amino-
kwasow w strukturze I-rzedowej biatka warunkuje podob-
nej skali specyficznos¢ substratowa izoenzymow z tej pod-
rodziny [17].

3.2. Izoenzym CYP3A4

CYP3A4, petniacy funkcje znanych i klasyfikowanych
juz wczesniej enzyméw, m. in. 3-monooksygenazy chininy
(syn. oksydaza nifedypiny; E.C. 1.14.13.67), 6-
hydroksylazy taurochenodeoksycholanu (E.C. 1.14.13.97),
monooksygenazy albendazolu (E.C. 1.14.13.32), czy 2-exo-
monooksygenazy 1,8-cyneolu (E.C. 1.14.13.157), jest biat-
kiem enzymatycznym wykazujacym, podobnie jak wszyst-
kie izoenzymy z podrodziny CYP3A, najwyzsza aktywnos¢ w
watrobie. Wysoka ekspresje genu CYP3A4 wykazano takze
w enterocytach, gdzie odgrywa on znaczaca role w bio-
transformacji lekow podawanych per os, a nieco nizsza w
nerkach, ptucach i mozgu, gdzie stwierdzono aktywnosc¢
porownywalng z aktywnoscia innego cytochromu z tej sa-
mej rodziny, CYP3A5 [18]. Gen CYP3A4, o dtugosci 27306
pz, lezy na chromosomie 7 (locus 7q.21.1; poczatek:
99,756,960 pz od pter, koniec 99,784,265 pz od pter) i wy-
kazuje dosy¢ znaczny polimorfizm w populacji ludzkiej,
wynikajacy przede wszystkim z mutacji punktowych typu
SNP (ang. single nucleotide polymorphism). Jest typowym
dla eukariontow genem nieciagtym, zawierajacym az 14
eksonow [16].

Badania wykazaty, ze u noworodkow aktywnos¢ CYP3A4
jest praktycznie zerowa. Aktywnos¢ charakterystyczna do-
celowo dla osdb dorostych osiggana jest okoto pierwszego
roku zycia. Wykazano takze istotne zroznicowanie aktyw-
nosci CYP3A4 pomiedzy kobietami i mezczyznami [19,20].
Izoenzym ten odpowiedzialny jest za biotransformacje oko-
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to 50% lekow, katalizujac gtownie reakcje ich hydroksyla-
cji, N-dealkilacji oraz N-dehalogenizacji [21]. Jest on takze
odpowiedzialny za wystepowanie licznych interakcji w
przywotanych juz wczesniej relacjach: lek-lek, lek-
metabolit leku, metabolit leku-metabolit leku oraz lek lub
metabolit leku vs. inne substancje ksenobiotyczne nie be-
dace lekami lub ich metabolity.

Z powyzszych wzgledow petne zrozumienie mechani-
zmow ekspresji genu CYP3A4 oraz jego polimorfizmu jest
niezwykle istotne dla opracowania bezpieczniejszych i bar-
dziej skutecznych metod farmakoterapii uwzgledniajacej
indywidualny profil genetyczny pacjenta. Dazenie takie
stanowi istotny element coraz szerzej propagowanej obec-
nie terapii personalizowanej [15].

4. Regulacja aktywnosci CYP3A4

Odkrycie w 1998 r. jadrowego receptora X pregnanu,
PXR (ang. pregnane X receptor) dato poczatek pracom ba-
dawczym pozwalajacym na coraz petniejsze wyjasnienie
mechanizmu wywotywanej przez liczne ksenobiotyki induk-
cji uktadow enzymatycznych odpowiedzialnych za ich bio-
transformacje. Mechanizm ten prowadzi do adaptacyjnego
zwiekszenia szybkosci eliminacji tych ksenobiotykow, w
tym licznych lekdéw, z organizmu [15].

PXR, znany tez pod nazwa jadrowego receptora stero-
idow i ksenobiotykow SXR (ang. steroid and xenobiotic re-
ceptor), nalezy wedtug wspotczesnej klasyfikacji recepto-
row jadrowych do podrodziny 1, grupy I, pod numerem 2
(NR112). Receptor ten uczestniczac w nasileniu ekspresji
genow kodujacych izoenzymy cytochromu P450 z podrodzi-
ny CYP3A stanowi aktywowany przez ligand czynnik tran-
skrypcyijny, bedacy rownoczesnie sensorem dla wielu odle-
gtych strukturalnie zwiazkow [22]. U podtoza aktualnej
wiedzy na temat regulacji aktywnosci CYP3A4 lezg badania
dotyczace jego indukcji przez rifampicyne, klotrimazol i
mifepriston (RU486) [3]. Zwiazki te, podobnie jak wiele
innych ksenobiotykéw organicznych, zwtaszcza tych o cha-
rakterze lipofilnym, powoduja nasilenie transkrypcji genu
CYP3A4, w wyniku ich oddziatywania aktywujacego na re-
ceptor PXR. Receptor ten uwazany jest obecnie za gtowny
sensor chemiczny, regulujacy ekspresje szeregu genow bio-
racych udziat w metabolizmie i transporcie ksenobiotykow
[23].

4.1. Receptor PXR

Opisany w 1998 r. receptor PXR, zwany takze, jak
wzmiankowano wczesniej, receptorem SXR lub receptorem
aktywowanym przez pregnany - PAR (ang. pregnane activa-
ted receptor) [24], jest typowym przedstawicielem rodziny
receptorow jadrowych, do ktérej naleza receptory stero-
idow, retinoidow oraz hormondw tarczycy. Tak jak i one,
biatko PXR zawiera w N-koncowej sekwencji tancucha poli-
peptydowego fragment majacy funkcje regulacyjna, ozna-
czany symbolem AF-1 (ang. activation function-1). Uczest-
niczy on w aktywacji receptora dokonywanej bez udziatu
liganda (np. ksenobiotyku), wynikajacej z oddziatywania z
kompleksem transkrypcyjnym wtasciwego genu. Domena ta
zawiera bowiem w swej sekwencji fragment o dtugosci ok.
70 reszt aminokwasowych odpowiedzialny za oddziatywanie
z odpowiednia sekwencja DNA w regionie promotorowym
genu i zwany domena wiazaca DNA - DBD (ang. DNA-
binding domain). C-koncowy fragment tancucha polipepty-
dowego PXR o dtugosci ok. 300 reszt aminokwasowych ma
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réwniez funkcje regulacyjna i oznaczany jest symbolem AF-
2. Jest on odpowiedzialny za oddziatywanie z ligandem,
gdyz zawiera domene wiazaca ligand - LBD (ang. ligand-
binding domain) [25,26].

Jak wykazaty liczne badania, ekspresja PXR jest wysoka
w tych tkankach, w ktorych obserwowana jest wysoka eks-
presja CYP3A4, czyli w watrobie i jelitach. Jak widac,
szczegoblnie nasilona ekspresja PXR dotyczy komorek narza-
dow najbardziej narazonych na kontakt z ksenobiotykami,
w tym narzadow, ktore jako pierwsze kontaktuja sie z tego
rodzaju substancjami. O szczegoélnej roli tego receptora
Swiadczy fakt jego zaangazowania w procesy indukcji wielu
kluczowych enzyméw bioracych udziat w procesach bio-
transformacji licznych ksenobiotykow, w tym okoto 80%
stosowanych obecnie lekow [24]. Tym samym mechanizm
regulacji ekspresji genow tzw. CYP-klastra 7q21.1 za po-
srednictwem PXR ma istotny udziat we wspomnianych
wczesniej interakcjach miedzy lekami i innymi ksenobioty-
kami oraz ich metabolitami [27].

Agonistami PXR sa liczne endo- i egzogenne steroidy
(m. in. progesteron, 17a-hydroksyprogesteron, 17a-hydro-
ksypregnenolon, 5a-dihydroprogesteron, 58-dihydroproges-
teron, allopregnanolon, kortykosteron, cyproteron, spiro-
nolakton, deksametazon, mifepriston), antibiotyki (m.in.
ryfampicyna, ryfaksymina), paklitaksel, meklizyna, niekto-
re leki przeciwgrzybicze, szerzej analizowane dalej kwasy
Zotciowe, a takze hiperforyna z ziela dziurawca (Herba Hy-
perici) i wiele innych substancji pochodzenia roslinnego
[15].

PXR uczestniczy nie tylko w regulacji aktywnosci enzy-
mow zaangazowanych w procesy biotransformacji, ale tak-
ze w regulacji aktywnosci nosnikow btonowych bioracych
udziat w eliminacji potencjalnie szkodliwych zwiazkow
chemicznych. Potwierdzeniem tego moze by¢ obserwowana
w licznych badaniach wysoka ekspresja PXR nie tylko w wa-
trobie i jelicie, ale takze w nerce [28]. W mniejszym, acz
nadal znaczacym stopniu ekspresja PXR ma miejsce w ko-
morkach nabtonkéw ptucnych, btony sluzowej zotadka, a
takze monocytach czy elementach komorkowych bariery
krew-mozg, gdzie réwniez moze miec istotny udziat w re-
gulacji ekspresji uktadow enzymatycznych odpowiedzial-
nych za biotransformacje ksenobiotykow. Znaczna ekspre-
sja PXR w innych tkankach i narzadach takich jak macica,
jajniki, tozysko, gruczot mleczny, nadnercza, szpik kostny
czy pewne obszary mozgu moze stanowic element systemu
zabezpieczajacego przed nadmiernym wzrostem stezen
aktywnych biologicznie steroidow [29].

Ludzki PXR wykazuje prawie 100% zgodnos¢ sekwencji
aminokwasowej w zakresie domeny wigzacej DNA ze swo-
imi odpowiednikami izolowanymi z komérek krolika, myszy
czy szczura. Mechanizm dziatania PXR jest analogiczny jak
w przypadku receptora witaminy D, czy innych receptoréw
typu ,,X” (ryc. 1). Po zwiazaniu liganda receptor tworzy
heterodimer z jadrowym receptorem X retinoidow - RXR
(ang. retinoid X receptor). Kompleks ten rozpoznaje se-
kwencje najwyzszej zgodnosci: 5’-AGTTCA-N3/N4-AGTTCA-
3’ (powtorzenia sekwencji AGTTCA rozdzielone trzema lub
czterema dowolnymi nukleotydami), potozone w regionie
promotora genu CYP3A4. Po zwigzaniu powstatego hetero-
dimeru PXR/RXR z rozpoznawana sekwencja DNA umozli-
wiony zostaje dostep i wiagzanie kolejnych czynnikow tran-
skrypcyjnych, tacznie z biatkami modyfikujacymi strukture
chromatyny i biatkami acetylujacymi histony. Kolejnym
etapem jest przytaczenie sie polimerazy RNA i rozpoczecie
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Ryc. 1. Schemat budowy kompleksu transkrypcyjnego indukowanego przez PXR.
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Ryc. 2. Udziat PXR w regulacji homeostazy kwasow zotciowych.

transkrypcji genu CYP3A4. Wiadomo, ze mutacje wystepu-
jace w regionie wiazania heterodimeru PXR-RXR moga
prowadzi¢, w zaleznosci od miejsca wystepowania, do ob-
nizenia efektywnosci ekspresji genu CYP3A4 o 20 do 80%
[27,28,30,31].

Szczego6towe badania struktury receptora PXR wykaza-
ty, ze jako przedstawiciel rodziny receptoréow jadrowych
wykazuje on pewne unikalne wtasciwosci, polegajace na
specyficznej konformacji przestrzennej jego domeny wia-
zacej ligand. Jest to bardzo rozlegta (>1100 &), sferycznie
uksztattowana ,kieszen” o charakterze silnie hydrofobo-
wym, ze wzgledu na otaczajace ja reszty aminokwasow o
niepolarnych tancuchach bocznych. Dzigki temu selektyw-
nosc receptora PXR w stosunku do swoich hydrofobowych,
drobnoczasteczkowych ligandow jest dosy¢ niska i pokry-
wajaca sie w wiekszosci z zestawem substratow cytochro-
mu CYP3A4. Dzigeki temu receptor PXR podlega aktywacji
przez szerokie spektrum niskopolarnych, hydrofobowych
zwiazkow organicznych, ze steroidami pochodzenia natu-
ralnego oraz licznymi  ksenobiotykami na czele
[24,25,28,31,32,33].

Niezaleznie od roli ksenosensora, jaka petni¢ moze
PXR, receptor ten bierze udziat w regulacji metabolizmu i
eliminacji wielu zwiazkow endogennych. Naleza do nich
cholesterol i kwasy zotciowe, ktorych homeostaza regulo-
wana jest przy udziale szeregu receptoréow jadrowych, ta-
kich jak: receptor X farnezoidow - FXR (ang. farnesoid X
receptor; NR1H4), watrobowy receptor X - LXR (ang. liver
X receptor; NR1H2), homolog 1 receptora watrobowego -
LRH-1 (ang. liver receptor homolog-1), konstytutywny re-
ceptor androstanu - CAR (ang. constitutive androstane re-
ceptor) i tzw. maty heterodimeryczny czynnik towarzysza-
cy - SHP (ang. small heterodimer partner). W odniesieniu
do regulacji metabolizmu kwaséw zotciowych PXR wspot-
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dziata z FXR. W przypadku zaburzen przemiany cholestero-
lu moze dojs¢ do wewnatrzkomorkowej kumulacji kwasow
z6tciowych i nasilenia ich toksycznego oddziatywania na
btony biologiczne. Receptor PXR uruchamia wtedy mecha-
nizmy regulacyjne blokujace biosynteze kwasow zotcio-
wych z cholesterolu, indukujac rownoczesnie odpowiednie
szlaki i nosniki transportowe odpowiedzialne za sekrecje
kwasow zotciowych poza komorke [34]. Ten sposob dziata-
nia jest ewolucyjnym przystosowaniem PXR do udziatu w
procesie ochrony organizmu przed toksycznym oddziatywa-
niem wielu, zwtaszcza lipofilnych zwiazkéw pochodzenia
zarowno endo-, jak i egzogennego [22].

Kwasy zotciowe w warunkach normatywnych niezbedne
sq dla zapewnienia prawidtowego przebiegu absorpcji jeli-
towej lipidow pokarmowych oraz witamin rozpuszczalnych
w ttuszczach. Z drugiej strony kwasy zotciowe, w steze-
niach przekraczajacych gorna granice ich wartosci norma-
tywnych, i to nie tylko z racji na swa aktywnos¢ po-
wierzchniowa, moga sta¢ sie czynnikiem toksycznym,
zwtaszcza dla bton biologicznych, ktorych podstawa budo-
wy jest podwodjna warstwa lipidowa. O ile jednak w warun-
kach fizjologicznych stezenie kwasow zotciowych utrzymy-
wane jest w zakresie bezpiecznych wartosci normatywnych
dzieki systemom regulacyjnym, ktorych uproszczony sche-
mat przedstawia ryc. 2, to w przypadku chorob watroby
przebiegajacych z cholestaza, takich jak np. marskos¢ zot-
ciowa watroby, znaczny wzrost stezenia kwasow zotcio-
wych w krazeniu ogolnym prowadzi do ich toksycznych od-
dziatywan ogolnoustrojowych z racji na zbyt mata, a nadto
uposledzang przez te zwiazki, wydajnos¢ mechanizmow
przedstawionych na ryc. 2.

W warunkach fizjologicznych oraz przy nieznacznym
podwyzszeniu catkowitego stezenia kwasow zotciowych we
krwi, zwiazki te wiaza sie wewnatrz hepatocytow z recep-
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torami PXR i FXR prowadzac do ich aktywacji. Jej efektem
jest czesciowe wyciszenie ekspresji genu CYP7A1, a w kon-
sekwencji ograniczenie syntezy kwasow zotciowych. Row-
noczesnie zachodzi stymulacja biatek transportowych eks-
portujacych kwasy zotciowe przez btone bieguna zétciowe-
go, co nasila réwnoczesnie ich wydzielanie wraz z zdtcia.
PXR stymuluje rowniez ekspresje genu CYP3A4, dzieki
czemu wzrasta szybkos¢ hydroksylacji kwasow zotciowych,
a zatem ich przeksztatcenie w formy rozpuszczalne w wo-
dzie, transport tych metabolitow przez btone bieguna na-
czyniowego hepatocytu do krwi obwodowej oraz ich wyda-
lanie z moczem. Na ryc. 2 liniami ciggtymi oznaczono
przeptywy metabolitow, natomiast przerywanymi dziatania
regulacyjne [31].

Niektore ligandy PXR moga by¢ przydatne w leczeniu
cholestazy. U pacjentow z cholestaza stwierdzono w moczu
podwyzszone stezenia 6-hydroksylowanych kwasow zotcio-
wych, tacznie z kwasem litocholowym. Pochodne te po-
wstajag w procesie biotransformacji kwasow zotciowych
przy udziale CYP3A4. Z tego wzgledu dodatkowa indukcja
tego izoenzymu, dokonywana za posrednictwem PXR, np.
przez ryfampicyne, powoduje wyrazne zmniejszenie obja-
wow cholestazy. Podobne dziatanie wykazuje kwas ursode-
oksycholowy - UDCA, rowniez bedacy ligandem PXR, a tak-
ze napar z dziurawca, od wiekdow stosowany w leczeniu
dolegliwosci watrobowych przebiegajacych z cholestaza
[23,28,29,31,33].

PXR pobudzany przez liczne zréznicowane endo- i eg-
zogenne ligandy stanowi wazny element mechanizmu
obronnego z zakresu chemoprotekcji. Mechanizm ten wyja-
snia znany fakt dziatania ochronnego niektorych ligandow
PXR, a tym samym induktorow CYP3A4 (np. 16a-
karbonitrylu pregnanolonu), ktore chronia komorki przed
hepatotoksycznym oddziatywaniem innych substancji, np.
kwasu litocholowego (LCA) [30,31,32,33].

4.2. Receptor FXR

Receptor FXR nalezy do jadrowych receptorow akty-
wowanych przez steroidy. Wysoka ekspresje tego receptora
stwierdza sie, oprocz nadnerczy, w narzadach szczegolnie
mocno zaangazowanych w biotransformacje ksenobioty-
kow, takich jak watroba, jelita i nerki [35].

W strukturze receptora FXR wyrdzni¢ mozna m. in. N-
koncowa domene wiazaca DNA - DBD, elastyczny fragment
tacznikowy oraz domene wiazaca ligand - LBD, ktora w wa-
runkach braku oddziatywania liganda wiaze korepresor. Po
zwiazaniu liganda korepresor ulega wyparciu, a towarzy-
szaca temu zmiana konformacji biatka receptorowego eks-
ponuje domeny wiazace koaktywatory - NIDs (ang. nuclear
receptor interaction domains). Koaktywatorami FXR sa
biatka posiadajace charakterystyczny motyw strukturalny o

koaktywatory

sekwencji Leu-X-X-Leu-Leu, np. czynnik transkrypcyjny
MAF1 (ang. musculoaponeurotic fibrosarcoma factor 1)
[36]. Powstaty kompleks (ryc. 3) oddziatuje z heterodime-
rem PXR/CAR lub RXR zwiazanym z kwasem 9-cis-
retinowym, ktory wiaze sie z regionem promotorowym ge-
nu CYP3A4 [35].

Badania prowadzone na ludzkich izolowanych hepato-
cytach wykazaty, ze po zwiazaniu GW4064, jak rowniez
kwasu trans-retinowego z FXR, receptor ten nasila ekspre-
sje biatka SHP, ktore hamuje aktywacyjny wptyw hetero-
dimeru PXR/CAR na transkrypcje genu CYP3A4 [36].

Efektywnymi agonistami receptora FXR sa kwasy zot-
ciowe, i to zarowno endogenne (zwtaszcza cholowy i che-
nodeoksycholowy), jak i potsyntetyczne i syntetyczne ich
pochodne np. kwas obeticholowy, ale tez liczne leki, np.
stosowana w leczeniu otytosci feksaramina i substancje
pochodzenia roslinnego, np. diterpenowy zwiazek - kafe-
stol, wystepujacy w kawie.

Analizujac role FXR w metabolizmie kwasow zotcio-
wych, stwierdzi¢ nalezy, ze za pomoca, tzw. klasycznego
szlaku transaktywacji FXR reguluje nie tylko ekspresje ge-
now bioracych udziat w biosyntezie kwasow zotciowych w
watrobie, ale takze nosnikow umozliwiajacych transport
tych zwiazkow do i z hepatocytow [34,37,38]. Receptor ten
jest czescia uktadu ustalajacego parametry homeostazy
kwasow zotciowych w skali catego organizmu [34]. Znajo-
mos¢ mechanizmow regulacji ekspresji genu CYP3A4 przy
udziale receptora FXR jest szczegolnie wazna w przypadku
farmakoterapii cholestazy. Wykazano miedzy innymi, ze
podawanie ryfampicyny pacjentom z cholestaza znaczaco
nasila wydalanie 6a-glukuronidow kwasow: hyocholowego i
hyodeoksycholowego, bedacych 6-hydroksypochodnymi
kwasow zotciowych. Swiadczy to o nasileniu ekspresji
CYP3A4 katalizujacego reakcje ich powstawania [39]. Nale-
Zy takze zwroci¢ uwage na fakt, iz stosowanie u pacjentow
z cholestaza induktorow CYP3A4 oddziatujacych poprzez
FXR, w warunkach przyjmowania przez nich lekow ze
wzgledu na wspotwystepowanie innych chordb, moze zna-
czaco wptywac na ich dziatanie, jezeli podlegaja biotrans-
formacji przy udziale CYP3A4. Przyktadem moze by¢ tu ni-
fedypina stosowana w chorobach sercowo-naczyniowych
oraz przeciwnowotworowy cyklofosfamid [39,40]. Chociaz
PXR i FXR aktywowane sa przez rézne formy kwasow zot-
ciowych, to oba aktywowane sa przez LCA. Wskazuje to
potencjalne mozliwosci leczenia cholestazy i innych zmian
patologicznych, w toku ktorych dochodzi do gromadzenia
sie toksycznych metabolitow w watrobie, poprzez aktywa-
cje samego PXR, lub tez w skojarzeniu z aktywacja FXR
[30,31,32,33].

acetylazy/metylazy
histonow

kwas 9-cis-retinowy

]

region promotorowy genu CYP3A4

gen CYP3A4

Ryc. 3. Schemat budowy kompleksu transkrypcyjnego indukowanego przez FXR.
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4.3. Inne receptory

Badania Fukumori i wsp. wykazaty, ze indukcja CYP3A4
w hodowlach enterocytow ludzkich zachodzi w obecnosci
kalcytriolu -1,25-(0H),D3, co $wiadczy o udziale w regulacji
ekspresji CYP3A4 receptora witaminy D - VDR (ang. vitamin
D receptor) [41]. Wykazano istnienie zjawiska kooperatyw-
nosci pomiedzy czterema rdéznymi regionami wigzacymi
heterodimer PXR/VDR: CLEM4-ER6, DR3, prER6 (prPXRE) i
DR4, w toku indukcji CYP3A4 w ludzkich hepatocytach [42].
Wykazano takze, ze kwasy litocholowy i ursocholowy sa
agonistami receptora VDR, prowadzac do indukcji CYP3A4
w enterocytach cztowieka [42,43].

Kolejnym receptorem zaangazowanym, co prawda w
znacznie mniejszym stopniu, w regulacje ekspresji CYP3A4
jest cytoplazmatyczny konstytutywny receptor androsta-
now - CAR. Receptor ten, wykazujacy znaczne podobien-
stwo strukturalne do receptora PXR, w warunkach braku
pobudzenia tworzy nieaktywny kompleks z biatkami opie-
kunczymi oraz biatkiem CCRP. Po zwiazaniu liganda CAR
odtacza sie od kompleksu biatek cytoplazmatycznych i ule-
ga translokacji do jadra komorkowego, gdzie tworzy kom-
pleks z receptorem PXR. Powstaty heterodimer wiaze sie z
sekwencjami promotorowymi (DR6 i DR3) w strukturze ge-
nu CYP3A4 prowadzac do nasilenia jego ekspresji [44,45].

5. Podsumowanie

Zardéwno indukcja, jak i represja genow kodujacych en-
zymy i inne biatka (np. nosniki), zaangazowane w procesy
biotransformacji lekow w organizmie, moze byc przyczyna
zroznicowanej odpowiedzi na lek, wptywajac istotnie na
bezpieczenstwo i skutecznos¢ farmakoterapii. Mechanizmy
regulacji ekspresji genu CYP3A4 sa ztozone z racji na po-
tencjalny udziat wielu receptorow ulegajacych aktywacji
lub hamowaniu przy udziale zréznicowanych czynnikow,
dziatajacych jako agonisci lub antagonisci tych receptorow
albo innego rodzaju kofaktory modulujace.

Szczegotowe poznanie ztozonych mechanizmoéw regula-
cji ekspresji enzymow, takich jak CYP3A4, oraz innych bia-
tek uczestniczacych w wewnatrzustrojowych przemianach
leku, w powiazaniu z rozwojem wiedzy o polimorfizmie
genetycznym tych biatek, stwarza coraz petniejsze pod-
stawy dla optymalizacji farmakoterapii zaréwno pod
wzgledem jej profilu, jak tez eliminacji negatywnych kon-
sekwencji ztozonych interakcji miedzy lekami i innymi kse-
nobiotykami oraz ich metabolitami.

6. Wykaz skrotow

AF-1 fragment sekwencji tancucha polipeptyfdowego o
funkcji regulacyjnej/aktywacyjnej (ang. ativation
function-1)

CAR konstytutywny receptor jadrowy androstanow (ang.
constitutive androstane receptor)

CCRP sercowe biatko C-reaktywne (ang. cardiac C-
reactive protein)

CLEM4 konstytutywny watrobowy modut wzmacniajacy -
enhancer 4 (ang. constitutive liver enhancer mod-
ule 4)

CYP cytochrom P450 (ang. cytochrome P450)

DBD domena wiazaca DNA (ang. DNA-binding domain)

DR3i 4 klasyczne motywy typu DR (ang. direct repeat with
3 or 4 bp spacer) w dystalnym regionie promotora
VDRE

ER6 nieklasyczny motyw typu ER6 (ang. everted repeat
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with 6 bp spacer) w proksymalnym regionie promo-
tora VDRE
receptor jadrowy farnezoidow X (ang. farnesoid X
receptor)

FXR

LBD domena wiazaca ligand (ang. ligand-binding do-
main)
LCA

LHR-1

kwas litocholowy (ang. lithocholic acid)

homolog 1 watrobowego receptora jadrowego X
(ang. liver receptor homolog-1)

LXR watrobowy receptor jadrowy X (ang. liver X recep-

tor)

MAF1 czynnik transkrypcyjny bedacy homolohiem czynni-
ka transkrypcyjnego kodowanego przez onkogen
wtokniakomigsaka Sciany jamy brzusznej (ang.

musculoaponeurotic fibrosarcoma factor 1)
dinukleotyd  nikotynoamido-adeninowy, forma
zredukowana (ang. nicotinamide adenine dinucleo-
tide, reduced form)

NADH+H*

NADPH+H" fosforan dinukleotydu nikotynoamido-
adeninowego, forma zredukowana (ang. nicotina-
mide adenine dinucleotide phosphate, reduced
form)

NIDs domeny receptoréow jadrowych wiazace koaktywa-

tory (ang. nuclear receptor interaction domains)

PXR receptor jadrowy pregnandéw X (ang. pregnane X

receptor)
receptor jadrowy steroidow i ksenobiotykéw (ang.
steroid and xenobiotic receptor)

SXR

RXR rodzina jadrowych receptorow retinoidow X (ang.

retinoid X receptor)

SHP maty heterodimeryczny ,,partner” biatkowy (ang.
small heterodimer partner) wiazacy i inaktywujacy
czynnik transkrypcyjny FTF

UDCA kwas ursodeoksycholowy
acid)

receptor witaminy D (ang. vitamin D receptor)

(ang. ursodeoxycholic

VDR
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