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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Studentka: Tereza Mazurova

Skolitel: PharmDr. Ivan Vokial, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vliv vitaminu D na expresi ABCBI a CYP3A44 v tkanovych fezech

z lidského stfeva

Pti peroralnim podéni 1€Civ je jejich absorpce vyznamné ovlivnéna intestindlni stievni
bariérou. Tato bariéra exprimuje celou fadu efluxnich a uptake transportérd, ale také
biotransformacéni enzymy prvni a druhé faze. Za nejvyznamnéjsi efluxni transportér ve stievni
bariéte miZzeme povazovat P-glykoprotein, ktery md Sirokou substrdtovou specifitu.

Z biotransformacnich enzymi prvni faze je to pak cytochrom P450 3A4.

Jejich funkce spociva v ochrané lidského organismu pfed toxickym plsobenim
xenobiotik, a to véetné 16¢iv. Rada klinicky vyznamnych 1é&iv pisobi ve vztahu k témto
proteiniim jako substraty, inhibitory nebo induktory, coz miize mit za nasledek zvysené riziko

1ékovych interakei.

V Iékarn¢ nalezneme neptfeberné mnozstvi doplikl stravy nebo léCivych piipravkl
obsahujici vitamin D. Je uzivan pro spravny vyvoj kosti a zubt, pro spravnou funkei imunitniho
systému nebo pro 1écbu osteomalacie, kiivice ¢i osteopordzy. O jeho plisobeni na expresi P-gp

a CYP344 v lidském tenkém stfeve je dostupné omezené mnozstvi informaci.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv vitaminu D3 na expresi P-gp a CYP3A44
ve stfevni bariéfe za vyuZiti metody ultratenkych fezli zlidského proximalniho jejuna.
Jako modelovy induktor pro porovnani jsme pouZili rifampicin 30 pM. V experimentech jsme
testovali vitamin D3 o nasledujicich koncentracich: 100 nM, 50 nM. Ze ziskanych vysledkt
vyplyva, ze vitamin D nema v pouzitych koncentracich signifikantni vliv na expresi P-gp
a CYP3A44. U rifampicinu byl podle o¢ekavani potvrzen signifikantni vliv jak na expresi P-gp,
tak CYP3A44.
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Title of diploma thesis: Effect of vitamin D on the expression of ABCBI and CYP3A44 in human

intestinal slices

When drugs are administered orally, their absorption is significantly affected
by the intestinal barrier. This barrier expresses a variety of efflux and uptake transporters,
as well as first and second-phase biotransformation enzymes. The most important efflux
transporter in the intestinal barrier is P-glycoprotein, which has a broad substrate specificity.
Among the first-phase biotransformation enzymes, cytochrome P450 3A4 is the most

important.

Their function is to protect the human body from the toxic effects of xenobiotics,
including drugs. Many clinically important drugs act as substrates, inhibitors or inducers

in relation to these proteins, which may result in an increased risk of drug interactions.

A plethora of dietary supplements or medicines containing vitamin D can be found
in the pharmacy. It is used for the proper development of bones and teeth, for the proper
function of the immune system or for the treatment of osteomalacia, rickets or osteoporosis.
Limited information is available on its effects on P-gp and CYP3A44 expression in the human

small intestine.

The aim of this thesis was to investigate the effect of vitamin D3 on P-gp and CYP344
expression in the intestinal barrier using the method of precision cut intestinal slices from
human proximal jejunum. We used rifampicin 30 uM as a model inducer. In the experiments
we tested vitamin D3 with the following concentrations: 100 nM, 50 nM. The obtained results
show that vitamin D3 has no significant effect on P-gp and CYP3A44 expression at the
concentrations used. As expected, rifampicin was confirmed to have a significant effect on both

P-gp and CYP3A44 expression.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ABC ATP-binding cassete

AF -2 activation function 2

AR androgenni receptor

BCRP breast cancer resistance protein, ABCG2

Caco-2 colorectal adenokarcinoma

CAR konstitutivni androstanovy receptor

CLEM4 constitutive liver enhancer module

COUP-TF transkripéni faktor kuteciho ovalbuminu

CP CP100356, modelovy inhibitor ABCBI transportéru
CYP cytochrom P450

DAX 1 receptor DAX 1 (dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia

congenital critical region on the X chromosome, gene 1)

DBD doména vazajici DNA

ER estrogenovy receptor

FXR fanesoidni X receptor

GR glukokortikoidovy receptor

HNF hepatocyticky jaderny faktor 4

HRE hormon-responzivni element

JNK2 c-Jun NH2-terminal kinase

LBD doména vézajici ligand

LXR jaterni X receptor

KHB Krebs-Henseleit pufr

mRNA mediatorova RNA (messenger RNA)
MRP multidrug resistance associated protein
NBD nukleotid-vazajici doména



NR

NTD

OATP

PCIS

PCR

PEPT-1

RAR

RIF

RHD123

RXR

SF-1

SHP

SLC

SP1

TDM

TR

VDR

VDRE

WME

XREM

jaderné receptory (nuclear receptor)
N-terminalni doména

solute carrier organic anion
precision-cut intestinal slices
polymerase chain reaction

solute carrier peptide transporter
P-glykoprotein, ABCB1

receptor aktivovany proliferatorem peroxisomu
pregnanovy X receptor

receptor kyseliny retinové

rifampicin

rhodamin 123

retinoidni X receptor

steroidogenni faktor 1

receptor nazyvany kratky heterodimerni partner
solute carrier family
sphingosine-1-phospate receptor
transmembranova doména

receptor hormonu §titné Zlazy

receptor vitaminu D

vitamin D response element

Williams E médium (inkubacni médium)

xenobiotic responsive enhancer module



2 UVOD

Vétsina 1€Civ je dnes podavana v peroralni formé a poté vstfebavana (absorbovana)
z gastrointestinalniho traktu déale do centralniho ob€hu. V tomto procesu hraje hlavni ulohu
stievni bariéra, kterou 1é¢ivo musi piekonat. Jak bude 1é¢ivo pronikat pies stfevni bariéru zavisi
nejen na jeho fyzikalné chemickych vlastnostech, ale také na interakci s enzymy a efluxnimi
transportéry stievni bariéry, které mohou vlastni absorpci omezovat (Currie 2018). Spole¢né
pusobeni biotransformacénich enzymu a transportéri vede u nékterych 1é¢iv k podstatnému
ovlivnéni jejich ucinku, a to zejména z divodu ovlivnéni jejich biologické dostupnosti. Zasadni

jsou v tomto ohledu Iékové interakce na tirovni indukce nebo inhibice (Wu and Benet 2005).

Pii prGchodu stfevni bariérou, jatry, ale i dal§imi tkanémi muze 1éc¢ivo podléhat
biotransformaci (Zhao et al. 2021), ktera prevazn¢ vede ke vzniku hydrofiln€jSich metabolitt.
Tyto metabolity jsou tak snaze vyluCovany zorganismu (Fan and de Lannoy 2014).
Biotransformace xenobiotik je rozdélena na dv¢ faze (He et al. 2014). Faze 1 zahrnuje oxidaci,
redukci a hydrolyzu (Zhao et al. 2021) a do chemické struktury 1é¢iva jsou pfidany ¢i odhaleny
vybrané funk¢éni skupiny (napt. -OH, — NH2, —SH, -COOH) (Currie 2018; Fan and de Lannoy
2014). Na této fazi se podili predevsim enzymy cytochromu P450 (Dressman and Thelen 2009).
Ve féazi II dochazi ke konjugaci funkénich skupin s hydrofilnimi endogennimi substraty
(napf. glukuronidace, sulfatace, N-methylace nebo acetylace) (Fan and de Lannoy 2014).
Poslednim krokem je vylouceni 1é¢iva ven z téla nejcastéji moci nebo Zluci a nasledné stolici
(Currie 2018). Eliminace 1é¢iv miiZze byt ovlivnéna efluxnimi transportéry (Wu and Benet

2005).

Vitamin D m4 nepostradatelnou funkci v lidském organismu. Je nezbytny pro vstiebani
vapniku a fosfati nebo je uzivan pro prevenci kiivice (Dusso et al. 2005). Jeho nedostatek je
celosvétovym problémem, ktery je spojovan s vysSim rizikem vyskytu kardiovaskularnich
nebo infekénich onemocnéni (Ao et al. 2021). Bylo prokdzano, ze biologicky aktivni forma
vitaminu D (kalcitirol) je schopna intestinalni indukce jak P-glykoproteinu (P-gp/ ABCB1),
tak CYP3A4 (Fathi et al. 2019; Tachibana et al. 2009; Thummel et al. 2001).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Strevni bariéra

Rozhrani mezi vnitinim a vnéjSim prostiedim ptedstavuje stievni bariéra, ktera umoziuje
vstfebavani zivin a tekutin, ale zaroven zabranuje pruchodu Skodlivych latek (napf. toxint
a bakterii) stfevnim epitelem (Schoultz a Keita 2020). Povrch stievni sliznice je pokryt vrstvou
hlenu, jehoz uloha spoc¢iva v ochrané epitelové vystelky. Dalsi vrstvou je stievni epitel, ktery
se podili na vstiebani zivin, vody a elektrolyti. Klicovymi elementy epitelové vystelky jsou
enterocyty, které exprimuji receptory vrozené imunitni odpovéedi a uvoliuji fadu chemokinii
a cytokinti. K posileni stfevni epitelové bariéry slouzi sekrecni bunky, a to zejména poharkové,

Panethovy a enteroendokrinni buiiky (Alonso et al. 2014).

Enterocyty déle exprimuji celou fadu transportérii véetné ABC (ATP binding cassete)
a SLC (Solute carrier family) a biotransformacnich enzymt prvni (napt. CYP450 podrodiny
3A a 2C) a druhé faze (sulfotransferdza a UDP-glukuronyltransferdza) biotransformace,
které zde slouzi k omezeni absorpce xenobiotik a to vcetné tady léCiv, viz kapitola 3.3
(Dressman and Thelen 2009; Oostendorp et al. 2009). Metabolismus 1éCiv ve stievé je spojen
s variabilni biologickou dostupnosti, kterd je dana genetickymi a epigenetickymi faktory.
Absorpce muze byt ovlivnéna enzymovou indukci nebo inhibici, které¢ jsou vysledkem
nezadoucich interakci (soubézné podavani 1€¢iv, potrava) (Fritz et al. 2019). Schématické

znazornéni stfevni bariéry popisuje Obr. 1.
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Obr. 1 Schématické znazorneéni strevni bariéry. Sklada se z vrstvy hlenu, ktera obsahuje mucin, IgA,
defensiny a stievni mikrobiotu. Vrstva epitelu je slozena ze specializovanych typii bunék (enterocyty,
Panethovy buiiky). Bunky v této vrstvé jsou propojeny transmembranovymi proteinovymi komplexy.
Posledni vrstvou je lamina propria obsahujici imunitni buniky, krevni a lymfaticke cévy.

Prevzato a upraveno z (Sharma and Riva 2020).

3.1.1 Transportéry tenkého stireva

Lidské tenké stfevo dosahuje délky pfiblizné 6 metri a je rozdéleno na tfi Useky:
duodenum, jejunum a ileum. Predstavuje kli¢ové misto pro vstifebani vétSiny latek. Absorpce
lé¢iv probihd predevS§im na vnéjSim epitelu traviciho traktu, konkrétné v enterocytech,
kde absorpéni funkci plni vysoce diferenciované klky. V tenkém stfevé byly popsany dvé
zakladni formy transportu 1é¢iv: paracelularni (mezi buiikami) a transcelularni (pfes buiky).
Paracelularni permeace probiha pomoci mezer v epitelové membrané a je mozna vyhradné
u malych molekul. Pfi transceluldrnim transportu z lumen stieva do krve nejdiive dochazi
k absorpci pres apikalni membranu do cytosolu. Léc¢ivo prestupuje z enterocytii do krevniho
kompartmentu skrze bazolateralni membranu (Oostendorp et al. 2009). Transceluldrni transport
probiha tfemi mechanismy: pasivni diftzi skrze lipidovou dvojvrstvu, endocytézou
(transcytozou) a transportéry zprosttedkovanym transportem, ke kterému dochézi
prostfednictvi membranovych pienasecti. Tyto pfenasece se déli do dvou hlavnich nadrodin:
SLC a ABC transportéry (Murakami and Takano 2008; Oostendorp et al. 2009), které jsou
popsany v podkapitole 3.2. ABC a SLC transportéry ovliviiuji farmakokinetiku 1éc¢iv, toxind,



endogennich sloucenin a jejich metaboliti (Oostendorp et al. 2009). Zakladni prehled 1€kovych

transportérii vyskytujici se v enterocytech ilustruje Obr. 2.
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Obr. 2 Prehled vybranych lékovych transportérii vyskytujici se ve stievni bariére. Zelené jsou oznaceny
ABC transportéry (MRP = Multidrug Resistance Associated Protein, P-gp = P-glycoprotein, BCRP =
Breast Cancer Resistance Protein) a modre SLC transportéry (OATP = Organic Anion Transporting
Polypeptid, OCT = Organic Cation Transporter, PEPT = Peptide Transporter, ASBT = Apical Sodium-
dependent Bile Acid Transporter, OST = Organic Solute Transporter).
Prevzato a upraveno z (Miiller et al. 2017).



3.1.1.1 Solute Carrier Family

V soucasné dobé se do nadrodiny SLC ftadi vice nez 450 transportnich protein,
které¢ se Cleni do 65 rodin. SLC proteiny zodpovidaji za transport Siroké skaly substrati, véetné
sacharidii, aminokyselin, vitaminl, nukleotidli, anorganickych iontii, organickych anionta
a léciv (Pizzagalli et al. 2021). Latky transportuji ve sméru koncentracniho gradientu

a nespottebovavaji energii hydrolyzou ATP (Oostendorp et al. 2009; Pizzagalli et al. 2021).

Mezi nejvyznamnéjsi rodiny z hlediska transportu 1€¢iv ve stfevé na apikalnim povrchu
epitelidlnich bunék patii OATP (solute carrier organic anion transporter), PEPT1 (solute carrier
peptide transporter) a OCTN (organic zwitterion/cation transporter). Exprese SLC transportéra
se v riiznych ¢astech gastrointestinalniho traktu lisi (Oostendorp et al. 2009). OATP2B1, OCT1
a OCT3 (organic cation transporter) jsou rovnomérné rozmistény v tenkém i tlustém stieve,
zatimco ASBT (apical sodium-bile acid transporter) a PEPT1 jsou vyhradné distribuovany

v tenkém stieveé. Narlst jejich hladin mizeme pozorovat od duodena k ileu (Miiller et al. 2017).



3.2 Intestinalni efluxni transportéry

3.2.1 ABC transportéry

ABC transportéry jsou vSudypfitomné integralni membranové proteiny vyskytujici
se napfic¢ vSemi zivymi organismy (Tsybovsky et al. 2010). Mlizeme je nalézt v plazmatické
membrané prokaryot a eukaryot a v eukaryotnich membranovych organelach,
véetné peroxizomul, mitochondrii, lyzozomu a endoplazmatického retikula (Tawbeh et al.
2021). V lidském genomu je identifikovano 49 ABC transportéra, které jsou na zéklad¢é genové
struktury, sekvence aminokyselin a fylogenetické analyzy uspofadané do 7 podrodin (ABCA
az ABCG). Pomoci energie, ktera je vyrabéna hydrolyzou ATP na ADP transportuji molekuly
pres lipidovou membranu proti koncentratnimu gradientu, coz je rozhodujici pro vétSinu
aspektii bunécné fyziologie, véetné ptijmu zivin, eliminace odpadnich produktl, tvorby energie
a buné¢né signalizace (Linton 2007; Moussatova et al. 2008). Podili se na transportu rozmanité
Skaly substratd, od malych molekul, jako jsou ionty, cukry ¢i aminokyseliny, az po vétsi
sloueniny jako jsou léCiva, lipidy a oligopeptidy (Moussatova et al. 2008).
Nejvice studovanym ABC transportérem je P-gp (Lin and Yamazaki 2003), ktery ovliviiuje
absorpci, distribuci a eliminaci fady sloucenin (Elmeliegy et al. 2020). Inhibice nebo indukce

tohoto transportéru jsou pficinou vyznamnych Iékovych interakei (Lin and Yamazaki 2003).

Pro jejich funkéni aktivitu je nutna pfitomnost alesponi ¢tyt nasledujicich domén: dvou
transmembranovych domén (TDM) zabudovanych v membranové dvojvrstvé a dvou
nukleotid-vazajicich domén (NBD) umisténych v cytoplazmé (Higgins 2001; Rees et al. 2009;
Tsybovsky et al. 2010). NBD je vysoce konzervovana hydrofilni doména a zodpovida za vazbu
a hydrolyzu ATP (ter Beek et al. 2014; Higgins 2001). Soucasti struktury NBD jsou dva
charakteristické motivy zvané jako motiv Walker A a motiv Walker B oddélené 90 — 120
aminokyselinami (Dean et al. 2022). Hydrofobni TDM je zodpovédna za vazbu substratu
(Biemans-Oldehinkel et al. 2006; Tsybovsky et al. 2010) a zpravidla se sklada z 6-12 alfa

helixii, coz urcuje specificnost substratu (Dean et al. 2022).

Funkci lidskych ABC transportérii je vylucovat z bunck cytotoxické slouceniny.

vvvvvv

(BCRP/ ABCG2) a Multidrug resistance associated protein 1 (MRP1/ ABCCI1), které jsou
exprimované piredevsim ve stieve, jatrech a ledvinach, kde omezuji biologickou dostupnost celé

fady xenobiotik vcetné 1é¢iv. Dale jsou P-gp a BCRP exprimovany v mozku, placenté



a kmenovych bunkach, kde vykonavaji bariérovou funkci (Linton 2007). Kromé
fyziologickych tkéni se P-gp, BCRP a MRP1 nachazeji také v nadorovych buiikéach, kde byvaji
jednou z pfi¢in rezistence proti cytostatickym latkam, jelikoz snizuji jejich akumulaci

v nadorové bunice (Callaghan et al. 2014; Choi and Yu 2014).

3.2.1.1 P-glykoprotein (P-gp, ABCB1)

P-gp je membranovy protein o 170 kDa patiici mezi zasadni ABC transportéry. U lidské
populace je kodovan genem ABCBI (Fu and Arias 2012). Nachazi se v riiznych Castech tcla
jako je mozek, ledviny, jatra, travici trakt, varlata a placenta a je zakladni slozkou
hematoencefalické bariéry. V mozku je exprimovan na apikalnim povrchu endotelidlnich bunék
diky ¢emuz omezuje vstup cizorodych latek (Ahmed Juvale et al. 2022). Efluxni funkci plni
také v ledvinach, kde je exprimovan na apikalnim povrchu epitelovych bunék proximalnich
renalnich tubulti (Ahmed Juvale et al. 2022). Daéle tento transportér nalezneme na apikalni
membrané placentarniho syncitiotrofoblastu, kde zabrafiuje prostoupeni 1é¢iv do placenty
a fetalniho ob&hu (Taggi et al. 2022) nebo ho miizeme nalézt v kartacovém lemu membrany
enterocytll, kanalikularni membrané hepatocyti (Choi and Yu 2014) nebo hematotestikularni
bariéfe (Ahmed Juvale et al. 2022). VSechny vySe zminéné tkdné chrani pied toxickym
pusobeni xenobiotik a endogennich metabolitti (Wang et al. 2021). Mezi endogenni slouc¢eniny,
které jsou substratem P-gp patii napf. beta amyloid, ktery se hromadi v mozku pacienti
s Alzheimerovou chorobou (Pyun et al. 2022). Jeho kontinudlni transport z CNS
prostfednictvim P-gp zabranuje jeho neurotoxické akumulaci (Abuznait et al. 2011; Pyun et al.
2022). Kli¢ové je puasobeni P-gp jako soucdst stfevni bariéry, kde mize zabranovat
nebo omezovat vstupu latek do krevniho obéhu. Mezi latky, které jsou substraty P-gp patii 1
cela fada léciv (viz Tab. 1) (Yano et al. 2018). U ¢loveéka se exprese P-gp v jednotlivych ¢astech
tenkého stieva lisi. Bylo prokazano, Ze v ileu byla vyssi exprese neZ v jejunu. Rozdily v expresi
existuji také mezi muzi a Zenami. U muZzi byly nalezeny vy$si hladiny P-gp v jejunu a ileu (Mai

et al. 2021).

P-gp ma flexibilni strukturu, ktera je kliCova pro translac¢ni a rota¢ni pohyby béhem
efluxniho mechanismu (Mollazadeh et al. 2018). Sklada se z 1280 aminokyselin (Fu and Arias
2012) a ve fosfolipidové dvojvrstvé je slozen ze dvou homolognich TDM, z nichz kazda
obsahuje Sest helixi a jednu cytoplazmatickou NBD (Ahmed Juvale et al. 2022).
NBD zodpovida za vazbu a hydrolyzu ATP (Zoghbi et al. 2017). Obé TDM jsou spojené

flexibilnim proteinem o 75 aminokyselindch (Ahmed Juvale et al. 2022). Energie vyrabéna
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z hydrolyzy ATP zplsobi konformaéni zmény v TDM a katalyzuje eflux substrati pies TDM
a lipidovou dvojvrstvu (Mollazadeh et al. 2018). Vnitini konformace P-gp ma rizné vazebné
kapsy zahrnujici aromatické a hydrofobni zbytky spolu a aminokyselinami, které obsahuji
polarni postranni fetézce. Vzhledem k tomuto uspofaddni dochdzi ke wvzniku
van der Waalsovych interakei a vodikovych mustki a tim jsou umoznény interakce Sirokého
spektra substrati. Protoze P-gp nemé pevnou kapsu vazajici ligand, jako jeho substraty byly
identifikovany poléarni, nepolarni, linearni, hydrofobni, a aromatické slouceniny s molekulovou
hmotnosti v rozmezi 250 az 4 000 Da (Ahmed Juvale et al. 2022). Struktura P-gp je vyobrazena
na Obr. 3.

Obr. 3 Struktura P-gp ze predniho (4) a zadniho (B) pohledu. N- koncova cast molekuly je zndzornéna
Futé a C-koncova cast modre. Cerné vodorovné cary zobrazuji priblizné umisténi lipidové dvojvrstvy.
TM — transmembranova doména, NBD — nukleotid vazajici doména, N- N — koncova cast molekuly,
C— C—koncova cast molekuly.

Prevzato a upraveno z (Aller et al. 2009).
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Regulace exprese P-gp

Exprese P-gp ve zdravych tkanich je regulovéna prostfednictvim nuklearnich receptort
PXR (pregnanovy X receptor) a CAR (konstitutivni androstanovy receptor) (Callaghan et al.
2014). V 5’ upstream enhancerové oblasti ABCBI se nachdzi funkéni mista vazajici PXR
a CAR (Hegediis et al. 2015), jejichz navazdnim na DR4 motivy v promotoru ABCBI dojde
ke zvyseni transkripce P-gp (Elmeliegy et al. 2020). Po navazéni ligandu tyto jaderné receptory
(NR) indukuji expresi mRNA. Na regulaci transkripce se také podili TRP (receptor hormonu
Stitné zlazy) a VDR (vitamin D receptor), které se vazi na 5’ upstream enhancerovou oblast
jako heterodimery s RXRa (retinoidni X receptor) (Hegediis et al. 2015). Ugast VDR
na regulaci exprese P-gp byla potvrzena u Caco-2 (colorectal adenocarcinoma) bunécné linie,

potkanich jater a ledvin, mySich ledvin a mozku (Durk et al. 2012).

Mezi dalsi faktory, které ovliviiuji regulaci expresi P-gp miZze byt také hypoxie

nebo metabolicka acid6za. Toto bylo potvrzeno pro nadorové tkané (Callaghan et al. 2014).

Na regulaci exprese se podili také transkripéni faktory p53, MYCN, SP1 (sphingosine-1-
phospate receptor) a YB-1, jejichz spolecnym vazebnym mistem je promotorova oblast P-gp
(Ahmed Juvale et al. 2022). Promotor ABCBI namisto konsensu TATA boxu obsahuje
invertovany CCAAT a element bohaty na GC (Mahadevan and List 2004), kam se vaze
napiiklad SP1. Pro aktivaci A4BCBI pti ozéafeni ultrafialovym svétlem je nutny SP1
a invertovany prvek CCAAT. NejvyznamnéjS$im jadernym induktorem genu ABCBI je YB-1,
ktery se po aktivaci pfesouva z bunééné cytoplazmy do jadra, kde se vaZe na DNA a slouzi
jako signal pro zvySeni transkripce P-gp. Studie naznacuji, ze aktivace YB-1 muze byt

vyvoldna prostednictvim tepla, chladu a ultrafialového zafeni (Zhou 2008).

Ke snizeni hladin exprese mize dochazet v disledku pisobeni miRNA (miRNA-145,
miRNA-27a a miRNA-331-5p) interagujici s 3" UTR (untranslated region) ABCBI mRNA.
MiR-137 mlze modulovat YB-1, ¢imz se nepfimo snizuje exprese P-gp. MiR200c snizuje
uroven exprese v diisledku snizeni exprese genu JNK?2 (c-Jun NH2-terminal kinase) a inhibice
signalizace JNK2/p-JNK/p-c-Jun/ABCB1. GTP4azy RalA, Rab4 a Rab5S mohou modulovat
povrchovou expresi P-gp (Ahmed Juvale et al. 2022). Bylo prok4zéno, ze nadmérna exprese
RABS urychluje endocyticky transport véetné endocytdézy P-gp a dochédzi ke zvySeni jeho
intracelularni lokalizace. Kromé toho nadmérné exprese Ral A také zptisobuje akumulaci P-gp

v intracelularnich strukturach (Fu et al. 2007).
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Substraty

P-gp je schopen vazat a transportovat stovky strukturné a funkéné rozmanitych substrati,
coZ jsou ve veétsSing piipadt hydrofobni a amfifilni chemické slouceniny obsahujici dusik
se schopnosti vytvaret vodikové vazby (Ahmed Juvale et al. 2022; Chufan et al. 2015).
Déle jsou tvofeny dvéma ¢i tfemi donorovymi (akceptorovymi) skupinami s pevnou
prostorovou vzdélenosti v rozmezi 2,5 = 0,3A nebo 4,6 + 0,6A (Lin and Yamazaki 2003). Jedna
se, jak o malé molekuly jako jsou organické kationty, sacharidy a aminokyseliny
az po makromolekuly proteinti a polysacharidii (Zhou 2008). Naopak P-gp neni schopen vazat
aniontové latky (Ambudkar et al. 2003).

Mezi typické substraty P-gp (viz Tab. 1) patii fada klinicky vyznamnych lé¢iv véetné
antineoplastik, inhibitord tyrosinkindzy, blokatorti kalciovych kanald, antibiotik a inhibitor

HIV protedzy (Chufan et al. 2015).

V TMD P-gp bylo pro substraty identifikovano nékolik vazebnych mist (Lin and
Yamazaki 2003). Dle studii existuji dvé hlavni vazebna mista pro substrat (ozna¢ovana jako R
a H), a to konkrétn¢ v mistech TMD 5a 6 a TMD 11 a 12 (Martinez et al. 2014; Zhou 2008).
Imunologickou analyzou po rozkladu P-gp trypsinem byly charakterizovany dva hlavni
fragmenty (4 a 5 kD), které lezi uvnitf nebo bezprostiedné¢ vedle posledni TMD kazdé kazety
TMD6 a TMD12 P-gp. Fragment 5 kD zahrnuje aminokyselinové zbytky 311-456 a fragment
4 kD obsahuje aminokyselinové zbytky od 979-1048. Z mutacnich studii vyplyva,
ze aminokyselinové substituce, které ovliviiuji substratovou specifitu, se nachazi v celém
P- gp, véetné¢ TMDI1, TMD4, TMD6, TMD10, TMDI11 a TMD12.V TMDI1 se aminokyseliny
His61, Gly64 a Leu65 podili na tvorbé vazebné kapsy, kterd je diilezitd pii urCovani vhodné
velikosti substratu pro P-gp. Zaména His61 za aminokyselinu s kratkym postrannim fetézcem
vede ke zvySeni rezistence vici vinblastinu (molekulovd hmotnost 811), zatimco substituci
aminokyseliny s dlouhym postrannim fetézcem se zvySi rezistence vici kolchicinu
(molekulova hmotnost 399). Pro rozpoznani substratu jsou krom& TMD podstatné intracelularni
spojovaci smy¢ky P-gp. Pro stanoveni specifity substratu jsou vyznamné Gly141 a Gly187 mezi
TMD2 a TMD3, Gly288 mezi TMD4 a TMDS5, Gly812 a Gly830 mezi TMD8 a TMD9 (Lin
and Yamazaki 2003).
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Inhibitory

Molekula piisobi jako ligand P-gp pokud je hydrofobni. Jen tak je schopna prostoupit
bunétnou membranou a vstoupit do hydrofobni kapsy vazajici 1éCivo. Nedavné studie
naznacuji, Ze potencialni inhibitory pro klinické vyuziti musi mit nékolik spole¢nych vlastnosti.
Dulezité je vysoka hodnota rozdélovaciho koeficientu alesponi nad 2,92, ktera je nutnd pro vznik
hydrofobnich nebo Van der Waalsovych interakei s vazebnym mistech P-gp. Déle je podstatna
molekulova hmotnost, kdy molekuly by méla mit alespon 18 a vice atomii z davodu pokryti
vice nez jedné vazebné oblasti P-gp. HOMO (highest ocuppied molecular orbital) energie
molekuly by méla mit vysoky rozsah, kvuli zajisténi nukleofilni interakce molekuly
s transportérem. V posledni fad¢ je nutny alespon jeden terciarni atom dusiku,
protoze pii fyziologickém pH generuje kationt, ¢imZ je zaruena vazba pomoci iontové

interakce (Mollazadeh et al. 2018).

Mezi inhibitory P-gp se fadi fada klinicky uzivanych latek jako naptfiklad blokatory
kalciovych kanali (verapamil, diltiazem), imunosupresiva (cyklosporin), antagonista
estrogenovych receptori (tamoxifen), antineoplastika (vikristin) (Lopez and Martinez-Luis

2014).

Induktory

Pti indukci P-gp se uplatituje PXR a CAR. Jejich vazbou na DR4 v lidském promotoru
ABCBI dochézi ke zvySené transkripci P-gp. Pii indukei P-gp prostfednictvim PXR mize dojit
ke sniZeni absorpce jeho substratii. Indukci mize vyvolat naptiklad rifampicin (RIF), fenytoin,
karbamazepin a tfezalka teCkovana (Elmeliegy et al. 2020). Indukce miize byt zptisobena nejen
chemickymi slouceninami, ale 1 fyzickym stresem, jako je rentgenové a ultrafialové zareni
a tepelny Sok — viz kapitola ,,Regulace exprese (Zhou 2008). Piehled vybranych substrati,

inhibitorii a induktort 1é€iv reprezentuje Tab. 1.
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Tab. 1 Ptiklady vybranych klinicky relevantnich 1é¢iv interagujici s P-gp.

Substrat Inhibitor Induktor
Cyklosporin Amiodaron Fenobarbital
Dabigtran etexilat Atorvastatin Fenytoin
Dexametazon Cyklosporin Kolchicin
Digoxin Iktrakonazol Methotrexat
Diltiazem Ketokonazol Rifampicin
Doxorubicin Klaritromycin Ttezalka teckovana
Doxycyklin Takrolimus

Erytromycin Tamoxifen

Fenobarbital Verapamil

Fenytoin

Indinavir

Takrolimus

Verapamil

Ptevzato a upraveno z (Elmeliegy et al. 2020) a (Zhou 2008).
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3.3 Cytochrom P450

3.3.1 Zakladni charakteristika

V metabolismu xenobiotik hraji vyznamnou roli hemoenzymy cytochromu P450, jejichz
biosyntéza se u zdravych jedincti odehrava zejména v jatrech, ackoliv jejich variabilni hladiny
byly zjiStény v extrahepatalnich tkanich a orgénech, a to zejména v tenkém stieve, ledvinach,
plicich a mozku. CYP ve vétSin¢ pfipadi predstavuji monooxygenazy umoziujici
jak hydroxylac¢ni, tak oxida¢ni reakce (Lolodi et al. 2017; Wang et al. 2013). Diky témto
reakcim se xenobiotika pfeménuji na hydrofilngjsi slouceniny (Pascussi et al. 2003). Bylo
zjisténo témér 60 lidskych CYP, které jsou rozdéleny do 18 rodin a 44 podrodin (Lolodi et al.
2017; Zanger and Schwab 2013). Dle soucasnych znalosti se rodiny CYP1, CYP2, CYP3
ucastni biotransformace vétSiny xenobiotik, kdezto ostatni rodiny CYP pfispivaji
k metabolismu endobiotik (Lolodi et al. 2017). Zaroven maji rodiny CYP1, CYP2 a CYP3
vyznamné postaveni v biosyntéze cholesterolu, metabolismu vitaminu D a Zlu¢ovych kyselin
(Pascussi et al. 2003). Zhruba 80 % 1ékt se primarné metabolizuje prostiednictvim zastupct
rodin CYP1, CYP2 a CYP3 a ztoho 50 % je vyluéné metabolizovano CYP3A4, ktery je
nejhojnéji studovan a je exprimovan prevazné ve sttevnich enterocytech a v jatrech (Lolodi et
al. 2017; Zanger and Schwab 2013). CYP3A4 vyznamn¢ pfispiva k first-pass metabolismu
peroralné podavanych 1ékt (Zanger and Schwab 2013). Ve své aktivité mize vykazovat Sirokou
interindividudlni variabilitu, coz je zplisobeno zejména transkripcnimi a genetickymi faktory

(Matsumura et al. 2004).

3.3.2 Strukturalni charakteristika genu CYP3A44

Lidsky lokus pro CYP3A44 je lokalizovan na chromozomu 7q22.1, jez dosahuje délky 231
kb. Dé¢lka 5’-flanking region genu CYP3A44 je 35,8 kb a pouze 13 kb oblasti je urceno
pro intestinalni a hepatalni regulaci (Yuan et al. 2020). Pro konstitutivni aktivaci genu CYP3A44
je dilezity modul CLEM4 (constitutive liver enhancer modul), coz je region od 11,4 do 10,5
kb, se kterym interaguji nékteré transkripcni faktory véetné HNF-1 o (hepatocyticky jaderny
faktor-1 o), HNF-4 a (hepatocyticky jaderny faktor-4 o), USF1 (upstream transcription factor
1) a AP-1 (aktivator protein-1). Navic byl v CLEM4 nalezen geneticky polymorfismus
s tiinukleotidovou inzerci TGT, coz ma za nasledek ovlivnéni aktivity enhanceru genu CYP3A44

in vitro (Matsumura et al. 2004). Transkripéni regulace mize byt také zplisobena dvéma
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dalsima cis — regulacnimi moduly: prPXRE (proximal PXR responsive element) a distalni
XREM (xenobiotic-responsive enhancer modul), jez se vyskytuje v rozmezi 7,2 — 7,8 kb
(Zanger and Schwab 2013) a je indukovatelny PXR (Collins and Wang 2020). Tyto elementy
jsou slozeny ze dvou kopii hexanukleotidu AG(G/T)TCA a mohou byt organizované jako piimé
repetice s tiinukleotidovou distribuci (DR3) a evertované repetice oddélené 6 bp (ER6)
(Pascussi et al. 2003). Stavba 5’-flanking regionu lidského CYP3A44 je vyobrazena na Obr. 4.

5 3
— CLEM4 —— XREM prPXRE ——
-11.4 kb -105kb  -7.8kb 7.2 kb -172 kb -149 kb
% s ! i
\ / N
\_\ ;/ N\
' HNF-1, ER-6
HNF-4, P
USF1, d \\
AP-1

/ \
Obr. 4 Zakladni struktura funkcnich responzivnich elementii jadernych receptorii v 5 '-flanking region

lidského genu CYP3A4.

Prevzato a upraveno z (Yuan et al. 2020).
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3.3.3 Regulace exprese CYP3A44

3.3.3.1 Transkrip¢ni regulace

K regulaci gentit CYP3A44 ptispivaji mnohocetné signalni drahy (Zanger and Schwab
2013). Exprese CYP344 muze byt regulovana vice zpiisoby, a to bud’ transkripénimi faktory
véetné PXR, CAR, HNF4, RXRa, PPARa (receptor aktivovany proliferatorem peroxisomu),
FXR (farnesoidni X receptor) a LXR (jaterni X receptor), epigenetickymi faktory
nebo negenetickymi faktory (Collins and Wang 2020; Yuan et al. 2020). Indukce CYP3A4
xenobiotiky je ¢astecné zavisla na NR PXR (Istrate et al. 2010), ktery se aktivuje navazanim
agonisty. Interakce PXR s RXRa dévé vzniknout heterodimeru, ktery se véaze na responzivni
elementy v 5'-flanking regionu nékterych gent véetné CYP3A44, coz zplsobi indukci exprese
(Lolodi et al. 2017; Pascussi et al. 2003). Po heterodimerizaci s RXR mohou byt nckteré
z téchto elementt taktéz rozpoznany CAR a VDR, a proto jsou tyto NR schopné regulovat fadu
genu prostiednictvim totoznych cis-regula¢nich modult (Pascussi et al. 2003). PXR, stejné jako
jeho primarni cilovy gen CYP3A44, je exprimovan v jatrech, tenkém a tlustém stievé.
Je schopny vazat snizkou afinitou Sirokou Skélu strukturdln€ odliSnych riznorodych
exogennich a endogennich latek vcetné 1€kt pocinaje RIF, fenobarbitalem, blokatora
kalciovych kanala (nifedipin), klotrimazolem, mifepristonem a steroidnich hormont s jejich
metabolity jako je progesteron, estrogen, kortikosteron, kumestrol a hyperforin (Pascussi et al.
2003). Kyselina valproova v terapeutickych davkach je schopnd transaktivace CYP3A44
prostiednictvim PXR drahy v primérnich lidskych hepatocytech (Yuan et al. 2020).

Transkripce CYP gent dale mize byt vyrazné¢ ovlivnéna CAR, ktery je v porovnani
s PXR schopny vazat méné chemickych entit, coz miZe byt zplisobeno mensi kapsou vazajici
ligand. Transkrip¢ni kontrola cilovych geni probihd podobnym zptisobem jako u PXR (Lolodi
et al. 2017) s tim rozdilem, Ze CAR je lokalizovan v cytoplazmé a po aktivaci se translokuje
do jadra. Typickym ligandem CAR je fenobarbital (Drocourt et al. 2002). Nasledné dojde
k tvorbé heterodimerniho komplexu s RXR, ktery rozpoznava identické sekvencni motivy
v distalnich XREM a proximalnich promotorovych oblastech cilovych gent, mezi néZ patii
CYP3A44 (Lolodi et al. 2017). CAR je schopny transaktivace motivii ER6 a DR3 reagujici
na PXR v genu CYP344 (Pascussi et al. 2003).

Studie dokazuji, Ze aktivace transkripce CYP3A44 prostiednictvim PXR a CAR vyzaduje
ptitomnost nuklearniho transkripéniho faktoru HNF4a (Gonzalez 2008). HNF4a je exprimovan
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zejména v jatrech, stieve, slinivee a ledvindch a ma vliv na transkripéni regulaci enzymd,

které se podileji na metabolismu xenobiotik (Lolodi et al. 2017).

Na expresi genu CYP344 se miize podilet také VDR, coz jako prvni uvedli autofi
Schmiedlin-Ren et al. vroce 1997, ktefi prokazali, Ze 25-hydroxyvitamin D3 plisobi
jako induktor transkripce CYP3A44 u bunécné linie odvozené kolorektalniho karcinomu Caco-
2 (Pascussi et al. 2003; Schmiedlin-Ren et al. 1997). Na VDR se narozdil od PXR a CAR
specificky vaze sekosteroidni ligand 1a, 25-dihydroxyvitamin D3. Podobné jako u PXR a CAR
dojde k navazani ligandu a k tvorbé heterodimeru s RXR. Tento komplex nasledné vaze
a aktivuje responzivni elementy VDR cilovych genti, véetn¢ CYP3A44 (Lolodi et al. 2017).
Bylo prokazéano, ze dlouhodoba terapie RIF zptisobuje nedostatek vitaminu D. Navic 1éky RIF
a fenobarbital jsou spojovany s osteomalacii, kdy dochdzi k defektu mineralizace kosti
v disledku zmén metabolismu vitaminu D (Pascussi et al. 2003). RIF a fenobarbital indukuji
CYP3A44, ¢imz dochazi ke zvySené eliminaci, respektive ke snizeni terapeutického c¢inku
vitaminu D, ktery je biotransformovan timto cytochromem (Hakkola et al. 2020; Wang et al.
2013). To naznacuje, ze se CAR nebo PXR mohou podilet na fizeni gent, které jsou odpoveédné

za syntézu nebo katabolismus vitaminu D (Pascussi et al. 2003).

Existuje fada dikazl, Ze se na indukci genu CYP344 podil rovnéz glukokortikoidni
receptor (GR). Pii fyziologickych hladindch glukokortikoidii dojde k aktivaci GR,
¢imz se zvysi produkce PXR, CAR a RXR (Pascussi et al. 2003).

3.3.3.2 Posttranskrip¢ni regulace

Ptikladem mtize byt miRNA-27b, ktera vyvolava down-regulaci mRNA CYP3A44
a snizuje proteinovu expresi in vivo (Ekstrom et al. 2015). Uroveii exprese CYP344 mize byt
regulovana i1 nepfimo pusobenim miRNA-24 a miRNA-34a. V bunécné linii HepG2 bylo
prokazano, ze tyto miRNA se podili na regulaci exprese HNF4a (Lolodi et al. 2017). Soucasti
nepiimé regulace je dale miRNA-148a, kterd reguluje PXR (Swart and Dandara 2014). In vitro
funkénimi studiemi bylo prokazano i nékolik dalSich miRNA, které pusobi jako regulatory
PXR, konkrétné miRNA-18a-5p, miRNA-140-3p, miRNA-30c-1-3p a miRNA-877-5p
(Smutny et al. 2021).
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3.3.3.3 Regulace enzymatické aktivity

Rada latek véetnd vyznamnych 1é¢iv mize zapiidinit inhibici nebo naopak indukci
nekterych CYP (Pelkonen et al. 2008). Induktory CYP3A4 stimuluji jeho syntézu de novo
(Beck et al. 2021) a patfi mezi né napt. barbituraty, dexametazon, RIF a tfezalkovy extrakt
(Guengerich 1997). Diky zvysené intracelularni koncentraci se zvySuje aktivita enzymu.
Rychlost syntézy CYP3A4 je zavisla na mnozstvi mRNA a enzymova indukce zde vykazuje
charakteristické vztahy mezi davkou ligandu a ufinkem enzymu. Koncentrace proteinu
v rovnovazném stavu je dana rychlosti jeho syntézy a rychlosti jeho degradace. Indukce CYP
zahrnuji pfevazné zvySeni genové transkripce. Maximalni transkripcni aktivita po expozici
induktoru je pozorovana cca po 10 — 12 hodinach a pfiblizn¢ za 18 hodin se aktivita vrati
na bazéalni hodnotu v zavislosti na ddvce induktoru. mRNA je degradovana pomalu
a po navratu transkripéni aktivity na bazalni uroven dochézi k jeji akumulaci (Hollenberg

2002).

Indukce CYP3A4 vede ke sniZzeni ucinnosti terapie nékterymi léCivy. To muze mit
negativni dopad na 1é€bu zivot ohrozujicich onemocnéni a stavt (Liu et al. 2007). Jako ptiklad
lze uvést rejekei organového Stépu v dasledku zvyseného metabolismu cyklosporinu pfi [é¢bé
RIF (Burk et al. 2004) nebo selhani kombinované peroralni antikoncepce u pacientek uzivajici

antiepileptika (Reimers et al. 2015).

Inhibice CYP miZe zpiisobit zvyseni toxicity nebo nedostateny terapeuticky uc¢inek
zejména u proléciv, kdy dochézi ke sniZeni mnozstvi aktivni formy 1é¢iva. (Pelkonen et al.
2008). K inhibici dochdzi témét okamzit€¢ (Guengerich 1997) a nejCastéjSim piipadem
je kompetitivni inhibice, ke které dochazi v disledku kompetitivni vazby ve vazebném misté
enzymu a je zavisld na afinit¢ substratu k inhibovaném enzymu, koncentraci substratu
potiebného pro inhibici a polocasu inhibi¢niho 1é¢iva. Druhym a méné ¢astym mechanismem
je nekompetitivni inhibice, ke které dochdzi v dusledku inaktivace enzymu inhibitorem
s normalni vazbou substratu (Michalets 1998). Inhibitory CYP3A4 jsou piedevsim lipofilni
slouceniny s vysokou molekulovou hmotnosti (napft. klaritromycin), piestoze nékteré substraty
mohou mit relativné nizkou molekulovou hmotnost (napt. diltiazem). Inhibitory disponuji
cetnymi aromatickymi kruhy a hydrofobnimi skupinami, které maji vyznamnou roli
pro interakci s lipofilnimi aktivnimi misty CYP. Charakteristickymi znaky je jejich velka

molekulovou hmotnost, velky povrch a vysoka lipofilita (LogP = 4.0). Navic maji jako misto
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oxidace dusikovou nebo allylovou polohu (Beck et al. 2021). Pfehled vybranych substrati,

inhibitort a induktori enzymu CYP3A4 je uveden v Tab. 2.

Tab. 2 Piehled vybranych klinicky vyznamnych substrati, inhibitorti a induktord CYP3A4.

Substrat Inhibitor Induktor
Alprazolam Diltiazem Barbituraty
Atorvastatin Erytromycin Efavirenz
Budesonid Ethinylestradiol Glukokortikoidy
Karbamazepin Grapefruitovy dzus Fenobarbital
Citalopram Isoniazid Fenytoin
Klaritromycin Ketokonazol Karbamazepin
Kodein Klaritromycin Rifampicin
Kortizol Nikardipin Statiny
Cyklosporin Verapamil Ttezalka teckovana
Dexamatazon Vorikonazol Valproova kyselina
Dexomethorfan

Diazepam

Diltiazem

Erytromycin

Fentanyl

Midazolam

Paracetamol

Simvastatin

Takrolimus

Tramadol

Zolpidem

Ptevzato a upraveno z (Zanger and Schwab 2013).
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3.4 Vitamin D

3.4.1 Zakladni charakteristika

Vitamin D je steroidni prohormon rozpustny v tucich (Sirajudeen et al. 2019),
jehoz optimalni hladina u zdravych jedincti se pohybuje v rozmezi 75—-125 nmol/l (Khammissa
et al. 2018). Je syntetizovan pfedevsim v lidské ktizi (Zhou and Glowacki 2017). Ma klicové
postaveni v lidském organismu. Je povazovan za esencialni vitamin pro prevenci kiivice (Dusso
et al. 2005). Zaroven je dulezity pro spravnou funkci kosterni soustavy a ve stfeve
je zodpoveédny za zvySenou absorpci fosfatl, vapniku a hot¢iku. Jeho dostate¢na suplementace
vede k posileni vrozené imunitni odpovéd’. Oproti tomu nedostatek (pod 50 nmol/l) byva
spojovan s mnoha nemocemi, a to vcetné zvysSeného rizika kardiovaskularnich, infekénich
a autoimunitnich chorob (Ao, Kikuta, and Ishii 2021, Fathi et al. 2019, Khammissa et al. 2018,
Peng et al. 2021). Nizkymi hladinami vitaminu D jsou ohrozeni pfedevS§im pacienti uzivajici
antikonvulziva, systémové glukokortikoidy, ketokonazol nebo antiretrovirotika, dale pak starsi
osoby, pacienti trpici osteopor6zou ¢i malabsorpénim syndromem (Khammissa et al. 2018).
Nedostatkem vitaminu D trpi zejména obyvatelé Severni Ameriky a Evropy z divodu

nutri¢niho deficitu a nedostate¢nému pobytu na slunci (Dusso et al. 2005).

Vyskytuje se prevazné ve dvou zakladnich formach (Zhou a Glowacki 2017). Prvni forma
je oznaCovana jako cholekalciferol (vitamin D3). Jeho syntéza probihd plisobenim
ultrafialového slune¢niho zatfeni o vinové délce 280-320 nm (UVB) v kozni tkéni pfeménou
7- dehydrocholesterolu, ktery vznik4 oxidaci cholesterolu ve stfevnim epitelu. Cholekalciferol
je zivoc¢isného pivodu (Fathi et al. 2019, Zhou and Glowacki 2017). Druhé forma se nazyva
ergokalciferolu (vitamin D2) a je rostlinného ptivodu. Tato forma miiZze byt suplementovana
z doplika stravy nebo z potravinovych zdroji (Sirajudeen, Shah, and al Menhali 2019, Zhou
and Glowacki 2017).

3.4.2 Metabolismus

Biologicky neaktivni vitaminy D2 a D3 se transportuji v krevni plazmé prostfednictvim
DBP (vitamin D vazebny protein) (Khammissa et al. 2018), ktery vaze proteiny s afinitou
v poradi 25(OH)D = 24,25(OH).D> 1,25(OH).D> vitamin D (Dusso et al. 2005). Nasledn¢

podléhaji metabolické aktivaci a degradaci pomoci kaskady enzymatickych procest za ucasti
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ruznych isoforem CYP (Zhou and Glowacki 2017). Aktivace probihd dvéma hydroxylacnimi
kroky, diky kterym vznika biologicky aktivni forma vitaminu D, kalcitriol (Fathi et al. 2019).

K prvni hydroxylaci dochézi v jatrech, kde vznika 25- hydroxyvitamin D (25(OH)D,
kalcidiol. Tato reakce je katalyzovana prostfednictvim mitochondrialniho enzymu CYP27A1
a mikrosomalniho enzymu CYP2RI1. Kalcidiol se oproti ostatnim formam vitaminu D
vyskytuje ve fyziologicky vyssi koncentraci, proto se ve studiich vyuziva k odhadu hladin
vitaminu D v plasmé (Fathi et al. 2019, Zhou and Glowacki 2017). Druhé hydroxylace probiha
v rendlnich mitochondriich prostfednictvim enzymu lo hydroxylazy (CYP27B1) a dochazi
k produkci biologicky aktivni formy vitaminu D, ktery je oznafovan jako la 25-
dihydroxyvitamin D (1,25(OH).D, kalcitriol). Biosyntéza tohoto hormonu probihd nejen
v renalnich proximdlnich tubulech, ale i napfiklad v dendritickych buiikach, keratinocytech,
pre-osteoklastickych monocytech, v prostatickych nebo v nddorovych bunkach (Fathi et al.
2019, Zhou and Glowacki 2017). Aktivita la hydroxyldzy je regulovana prostfednictvim
vapniku dvéma zptsoby. Bud’ pfimo pomoci zmény sérového vapniku. Nebo nepiimo zménou
hladin parathormonu v renélnich proximalnich buiikach diky zméndm cAMP prostiednictvim

stimulace transkripce genu 1o hydroxylazy (Dusso et al. 2005).

Kalcitriol se nasledné¢ vaze na VDR (Fathi et al. 2019), ktery se translokuje do jadra
a pusobi zde jako transkripcni faktor (Bakke and Sun 2018). Mechanismus uc¢inku VDR je
detailné¢ popsan v podkapitole 3.5.4.4. Vitamin D je biotransformovan prostiednictvim
CYP3A4 (Wang et al. 2013). K inaktivace vSech cirkulujicich forem vitaminu D dochazi
prostfednictvim 24-hydroxylazy (CYP24A1) (Fathi et al. 2019; Zhou and Glowacki 2017).

Schématické znazornéni syntézy vitaminu D ilustruje Obr. 5.

Rovnovéha mezi aktivitou la hydroxylazy a 24-hydroxyldzy je vyznamna pro regulaci
metabolismu kalcitriolu. Tyto kritické enzymy jsou striktné fizeny sérovym vapnikem,
hladinou kalcitriolu a hladinou fosfatd. Pfi nizkych hladinach vitaminu D nebo vapniku v séru,
parathormon secernovany ptistitnymi télisky stimuluje syntézu 1o hydroxylazy, ¢imz dojde
ke zvySeni aktivace 1,25(OH),D. Zaroven je parathyroidni hormon zodpovédny za inhibici 24-
hydroxylazy a indukuje syntézu osteoklastl a syntézu osteocytarniho fibroblastového riistového
faktoru 23. Plsobeni tohoto fibroblastového ristového faktoru spocivé v redukci exprese
rendlnich sodno-fosfatovych transportéri. Dale je schopny potlacit renalni expresi
la hydroxyldzy a indukuje 24-hydroxyldzu, ¢imz v séru dochézi ke sniZeni hladiny kacitriolu

a kalcia pfi hyperfosfatémii (Gil et al. 2018).
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Obr. 5 Schéma syntézy vitaminu D, ktera zacind v kiiZi. Vychozi slouceninou je 7-dehydrocholesterol,
ze kterého fotolytickou preménou vznika cholekalciferol, coz je neaktivni forma vitaminu D. Aktivni
forma vznika dvéma hydroxylacnimi kroky. Findlni slouceninou je la,25-dihydroxyvitamin D3.
Nasledné dojde k vazbé na VDR, ktery zprostiedkovadva ucinky pomoci dalsiho ligandu (nongenomické),
vazebné kapsy nebo genomické ucinky pomoci genomické kapsy. Prostrednictvim 24- hydroxylazy
se inaktivuji vsechny cirkulujici formy vitaminu D.

Prevzato a upraveno z (Fathi et al. 2019).

3.4.3 Lékové interakce

Je znamo, Ze 1,25 (OH):D3 forma vitaminu D je schopna intestindlni indukce jak P-gp,
tak CYP3A4 (Tachibana et al. 2009; Thummel et al. 2001). Regulace stievni exprese CYP3A4
prostiednictvim VDR a 1,25(OH).D3 byla poprvé dokazana studiemi, ze kterych vyplyva,
ze lécba bunek Caco-2 analogy vitaminu D vedla ke zvySeni mRNA CYP344 (Thummel et al.
2001). Pti 1écbe 1,25(0OH)2D3; bunéénych linii lidského kolorektalniho karcinomu a LS180
doslo ke zvyseni hladin mRNA ABCB]I (Tachibana et al. 2009).
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Kalcitriol je schopny indukovat MRP4 (multidrug resistance-associated protein 4)
v potkanim stfeve, coz vede ke zvySeni peroralni absorpce adefoviru dipivoxilu. Prolécivo
Adefovir dipivoxil je povazovano za substrat P-gp a jeho aktivni metabolit adefovir

je substratem MRP4 (Yoon et al. 2015).

Léciva, které vyznamné ovliviiyji stav vitaminu D, 1ze rozdélit na dvé zakladni skupiny,
a to na léciva ovlivitujici vstiebani vitaminu D ve stievé a lé¢iva ovliviiujici metabolismus
vitaminu D (Kupisz-Urba Nska et al. 2021). Mezi 1éCiva, které zasahuji do absorpce vitaminu D
patii napiiklad orlistat nebo sekvestranty ZzluCovych kyselin (kolestipol, cholestyramin).
Do druhé skupiny miizeme zaradit 1é¢iva vCetné statini (atorvastatin simvastatin), antiepileptik

(fenytoin, karbamazepin) ¢i antimikrobidlnich latek (RIF, isonioazid) (Robien et al. 2013).

24



3.5 Jaderné receptory

Superrodina NR, kterd obsahuje 49 cClend, je povazovana za nejrozsahlejsi skupinu
transkripcnich regulatori (Konigshofer et al. 2021). NR pracuji jako senzory pro malé
intracelularni molekuly, lipidy a jejich derivaty a xenobiotika a piekladaji prislusné signaly
na genomickou uroven (Konigshofer et al. 2021, Libby et al. 2021). Zaroven, se podili

na koordinaci biologickych procesti véetné metabolismu a reprodukce (Weikum et al 2018).

3.5.1 Klasifikace

Na zaklad¢ sekvencni homologie se superrodina NR kategorizuje do 7 podrodin
(Konigshofer et al. 2021). Souhrnny ptehled podrodin lidskych NR s aktivujicimi ligandy

je uveden v Tab. 3.

3.5.1.1 Podrodina 0

Do této skupiny se fadi 2 atypické receptory s nezndmymi ligandy: DAX-1 (dosage-
sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenital critical region on the X chromosome, gene
1) a SHP (receptor nazyvany kratky heterodimerni partner), které jsou jedine¢né svoji
strukturou (Weikum et al 2018). Neobsahuji DBD (doména vazajici DNA), ale skladaji
se pouze z LBD (doména vazajici ligand) (Nedumaran et al. 2009, Weikum et al 2018).

3.5.1.2 Podrodina 1

Tato velka podrodina zahrnuje receptory TR, RAR (receptor kyseliny retinové), PPAR,
FXR, LXR, VDR, REV-ERB (reverzni-Erb receptory), ROR (receptory piibuzné kyseliné
retinové). Jejich regulace probihd prostfednictvim lipofilnich signalnich molekul jako jsou
hormony §titné zldzy, mastné kyseliny, zlu¢ové kyseliny a steroly (Weikum et al 2018). VDR
je podrobnéji rozebran v podkapitole 3.5.4.

3.5.1.3 Podrodina 2

Tato skupina se skladd ze sirotCich receptort, které vazi mastné kyseliny. Patii
sem transkripni faktory kufeciho ovalbuminu COUP-TF (transkripéni faktory kufeciho
ovalbuminu ) HNF4 a RXR (Weikum et al. 2018).
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3.5.1.4 Podrodina 3

Do této skupiny patii SR (steroidni receptory), zahrnujici GR, AR (androgenni receptor),
PR (progesteronovy receptor), MR (mineralkortikoidni receptor) a ERa a ERP (dva blizce
piibuzné estrogenové receptory) (Weikum et al. 2018).

3.5.1.5 Podrodina 4

Do této skupiny patii sirot¢i NR nezbytné pro vyvoj dopaminergnich neuronti v mozku
a rovnéz se podili na regulaci energetického metabolismu (Khorasanizadeh and Rastinejad
2016; Weikum et al. 2018). Oznacuji se jako NGF1 (nervovy rtstovy faktor 1), NURR1 (Nurr
faktor 1) a NOR-1(neuron-derived orphan receptor-1) (Weikum et al. 2018).

3.5.1.6 Podrodina 5

Tato skupina obsahuje SF-1 (steroidogenni faktor 1) a LRH-1 (jaterni receptor homolog-
1), které jsou Zzivotné dilezité pro vyvoj a metabolismus. Pfestoze jsou klasifikovany

jako sirotéi receptory, jsou regulovany fosfolipidy (Weikum et al. 2018).

3.5.1.7 Podrodina 6

Posledni podrodina obsahuje pouze jeden receptor s nezndmym ligandem, nazyvany
jako GCNF (zarode¢ny bunécny jaderny faktor), ktery je nezbytny pro embryondlni vyvoj
(Alonso et al. 2019; Weikum et al. 2018).
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Tab. 3 Celkovy piehled podrodin jadernych receptort s jejich ligandy.

Podrodina  Jméno Zkratka Ligand
OB DAX-1 DAX-1 Neznamy
Kratky heterodimerni partner SHP Neznamy
1A Receptory hormont stitné zlazy-a a TRa, Hormony S§titné zlazy
1B Receptory kyseliny retinové-a, f3, v RARa, B,y  Kyselina retinova
1C Receptory  aktivované  proliferdtorem PPARa, B,y Mastné kyseliny
peroxisomu-a, 3, y
1D Reverzni Erb receptory-a a 3 REV- Hem
ERBa, B
IF Sirotéi receptory souvisejici s RAR-0, B,y  RORa, B,y  Steroly
1H Farnesoidni X receptory-a FXRa Zlugové kyseliny
Farnesoidni X receptor-f3 FXR} Neznamy
Jaterni X receptory-a a 3 LXRa, Oxysteroly
11 Receptor vitaminu D VDR 1a,25-dihydroxyvitamin D3
Pregnanovy X receptor PXR Endobiotika a xenobiotika
2A Hepatocytarni jaderné faktory 4-o a f3 HNF4a, B Mastné kyselina
2B Retinoidni X receptory-a, B, y RXRa, B,y Kyselina 9-cis retinova
2C Testikularni receptory 2 a 4 TR2, 4 Neznamy
2E Lidsky homolog rodu Drosophila tailles TLX Neznamy
Receptor specificky pro fotoreceptorovou PNR Neznamy
buiku
2F Transkripéni faktory kufeciho ovalbuminu- COUP- Neznamy
a, B,y TFa, B, y
3A Estrogenové receptory-a a f3 Era, B Estrogeny
3B Estrogenu piibuzné receptory-a, B, y ERRa, B,y  Neznamy
3C Androgenni receptor AR Androgeny
Glukokortikoidni receptor GR Glukokortikoidy
Mineralokortikoidni receptor MR Mineralkortikoidy a
glukokortikoidy
Progesteronovy receptor PR Progesteron
4A Receptor nervového ristového hormonu 1B NGF1-B Neznamy
Nurr faktor 1 NURRI1 Nenasycené mastné kyseliny
Ositely neuronovy receptor NOR-1 Nezndmy
5A Steroidogenni faktor 1 SF-1 Fosfolipidy
Jaterni receptor homolog-1 LRH-1 Fosfolipidy
6A Zarodecny bunécny jaderny faktor GCNF Nezndmy

Ptevzato a upraveno z (Weikum et al. 2018).

27



3.5.2 Strukturalni charakteristika jadernych receptori

Vsichni zastupci NR, s vyjimkou atypickych receptorit DAX-1 a SHP, sdileji jednotnou
proteinovou strukturu, ktera zprostiedkovava jejich navazani na DNA a tim dochézi k regulaci

genové transkripce (Konigshofer et al. 2021; Mukha et al. 2021; Weikum et al. 2018).

Polypeptid NR Ize rozdé€lit do 5 az 6 oblasti od N-konce k C-konci, oznaCovanych
jako A-F (Li et al. 2022). Skladaji se z nasledujicich domén: variabilni N-koncova doména
(NTD, oblast A/B), DBD (oblast C), zavésné oblasti (oblast D), LBD (oblast E) a variabilni C-
koncova doména (oblast F) (Porter et al. 2019; Weikum et al. 2018). DBD a LBD jsou vysoce
konzervované. DBD je slozena ze dvou zinkovych motivil (Zn prstil), ve kterych se nachazi 8
cysteinovych zbytkl (Li et al. 2022; Porter et al. 2019). Zinkové motivy plsobi jako hacek
a vjadfe zprostiedkovavaji vazbu na chromatin (Porter et al. 2019). Tato doména pfimo
interaguje s HRE (hormon-responzivnimi elementy), ¢imz se vyvold aktivace genové

transkripce (Mukha et al. 2021).

3.5.3 Mechanismus uéinku

K aktivaci NR dochézi prostfednictvim navazani ligandu (Mukha et al. 2021).
Mezi typické ptirozené ligandy se fadi malé lipofilni molekuly, jako jsou hormony (véetné
reproduk¢nich), Zlucové a mastné kyseliny, vitaminy a exogenni latky (napiiklad toxiny)
(Konigshofer et al. 2021; Mukha et al. 2021). Poté se NR vazou na specifické elementy DNA,
bud’ ve formé monomeru, nebo homo- ¢i hetero- dimeru. HRE obsahuji dvé hexamerové
sekvence, které jsou umistény v inverzni, evertované nebo pfimé orientaci (Mukha et al. 2021)
a jsou obvykle oddéleny 1-5 pary bazi. HRE jsou lokalizovany v regula¢ni oblasti cilovych
gent. Nadrodina NR byla rozdélena do nésledujicich ¢tyt typt podle odlisSnych dimeriza¢nich

vlastnosti a vazebnych mist na DNA (Ko6nigshofer et al. 2021).

NR typu I: Do této skupiny se fadi steroidni receptory, které jsou aktivovany steroidnimi
hormony odvozenymi od cholesterolu (estrogeny, androgeny, progestageny, kortikoidy)
(Weikum et al. 2018). NR typu I jsou lokalizovany v cytoplazmé a zde jsou ukotveny
chaperonovymi proteiny (napt. HSP90, heat shock protein) (Sever and Glass 2013; Weikum et
al. 2018). Po navazani ligandu se z proteinového komplexu uvolni receptor, ktery poté vstupuje
do jadra (Weikum et al. 2018). V jadtfe utvoii homodimery, které se vazi se na invertované

repetice HRE (Konigshofer et al. 2021; Weikum et al. 2018).
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NR typu II: Tyto receptory sidli v bunécném jadfe nezavisle na pfitomnosti ligandu
(Weikum et al. 2018). Vazba ligandu na LBD zpisobi uvolnéni receptoru z korepresového
komplexu a jejich nahrazeni koaktivatory (Sever and Glass 2013; Weikum et al. 2018).
Komplexy koaktivatorii obsahuji histon acetyltransferazu. Jedna se o proteinovy enzym, ktery
se podili na otevieni chromatinu a napomaha aktivaci cilovych genti (Sever and Glass 2013).
Receptory tohoto typu heterodimerizuji nejcastéji s RXR a vazi se na ptimé repetice HRE
(Konigshofer et al. 2021; Mangelsdorf et al. 1995). Jako ptiklad si mizeme uvést RAR a LXR
(Weikum et al. 2018).

NR typu III: Mechanismus uc¢inku je obdobny jako NR typu II (Weikum et al. 2018).
Véazi se na ptimé repetice HRE, ale dochézi k formaci homodimeru (Konigshofer et al. 2021).

Do NR typu III patii VDR (Weikum et al. 2018).

NR typu IV: Tento typ NR, jako je LHR-1 (jaterni receptor homolog-1) a SF-1, ma také
podobny mechanismus tc¢inku jako druhy typ NR (Weikum et al. 2018), ale na HRE se vazi
jako monomery (Konigshofer et al. 2021).
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3.5.4 Receptor vitaminu D (VDR)

3.5.4.1 Zakladni charakteristika

VDR je polypeptid, obsahujici 427 aminokyselin, ktery je soucasti superrodiny NR
(Christakos et al. 2016; Saponaro et al. 2020). Funguje jako transkripéni faktor schopny
modulovat geny, které koduji enzymy modifikujici chromatin, a tim pisobi na lidsky
epigenom. Dalsi urovni epigenetické kontroly je interakce VDR s proteiny chromatinu.
Zaroven bylo potvrzeno, ze VDR interaguje s koaktivatory, jako je NCOA (nuclear receptor
coactivator) rodina nebo s korepresory, jako jsou NCORI1 (nuclear receptor co-repressor 1)
proteiny, které maji na starost otevieni nebo naopak uzavieni chromatinu (Saponaro et al.
2020). Déle ovliviiuje predev§sim metabolismus vitaminu D, kosti, vapniku a jeho homeostazu.

-----

hypertenze a aterosklerozy (Fathi et al. 2019; Saponaro et al. 2020).

VDR se rovnéz podili na regulaci exprese CYP3A4 a P-gp (Qin and Wang 2019;
Tachibana et al. 2009). U VDR a PXR byly popsany obdobné responzivni elementy vyskytujici
se v promotoru genu CYP3A44 (proximalni ER6, distalni DR3, DR4) (Qin and Wang 2019;
Wang et al. 2013). Vazba VDR-RXR na tyto elementy vyvold indukci transkripce CYP3A4.
Expozice Caco-2 bun¢k, bunck LS180, HepG2 bunék a lidskych hepatocytti kalcitriolem
zpusobi zvySeni CYP344 mRNA (Wang et al. 2013).VDR se také ucastni exprese P-gp
(Tachibana et al. 2009).

3.5.4.2 Lokalizace

Receptor se nachdzi pievazné v epitelu endokrinnich organti (napft. v pfistitnych téliskach
¢i v mléénych Zlazéach), ledvin, pridusek a brzliku (Mutchie et al. 2019). Také je exprimovan
v travici soustave, a to predevsim v tenkém a tlustém stfevé (Bakke and Sun 2018; Mutchie et
al. 2019). Stfevni VDR ma dilezité postaveni v imunité, proliferaci a diferenciaci (Bakke and

Sun 2018). Kompletni rozmisténi VDR ve tkéanich a bunkach uvadi Tab. 4.
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Tab. 4 Distribuce VDR ve tkanich a butikach.

Organ/tkan Mira expresivity Typ bunék
Tréavici soustava
Tenké stfevo A Epiteidlni
Tlusté stievo R Epiteidlni
Jatra - -
Slinivka bfisni -+ Epiteidlni
Ledviny
Distalni tubulus -+ +++++ Epitelialni
Proximalni tubulus ++ Epitelialni
Glomerulani podocyty + Podocyty
Dychaci systém
Plicni alveolarni buiky - -
Pradusky - Epitelialni
Kost
Osteoblasty +H++ Osteoblasty
Chondrocyty + Chondrocyty
Svalovy systém — —
Imunitni systém
Thymus - Epitelialni
Slezina/lymfaticka uzlina ++ monocyty/makrofagy/T-bunky

Stitna zldza
Pristitna téliska
Hypofyza
Nadledviny

Varlata
Piedstojna zlaza

Prsni zlaza

Endokrinni systém

b
et
RozmnoZzovaci soustava
++
+H++

ot

Epitelialni
Epitelialni

Zarodec¢né buiky
Epitelialni
Epitelialni

Ptevzato a upraveno z (Wang et al. 2012).
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3.5.4.3 Strukturalni charakteristika

VDR se skldda z nésledujicich oblasti: NTD, DBD, LBD a pantové oblasti, ktera
zprostfedkovava dimerizaci (Mutchie et al. 2019). VDR, spolu se steroidnimi receptory, je
schopny vazat své ligandy v nanomolarnich koncentracich ve specifické LBD doméné s kapsou
(Saponaro et al. 2020). Kapsa vézajici ligand VDR umoziuje specifické interakce predevsim
s kalcitriolem, coz je jeho pfirozeny ligand. Jako komeréné vyuzivané ligandy se uplatiiuji
kacipotril pii 1écb¢ psoriazy, doxerkalciferol, falekalcitriol a maxakacitol pro 1€cbu sekundarni
hyperparatyrozy a eldekalcitol na osteopordézu (Mutchie et al. 2019). Obr. 6 schématicky
znazoriuje funkéni domény VDR, které jsou zapojeny do hlavnich krokid kontroly genové
transkripce. Nejdiive dojde k navazani ligandu, poté k vytvotfeni heterodimeru s RXR,
ktery se dale vaze na VDRE (vitamin D response element) v promotoru 1,25(OH).D-
komplexu, jehoz tloha spoc¢iva ve zvySovani ¢i potlacovani rychlosti genové transkripce VDR.

Koregulator je oznaceni pro jaderné proteiny interagujici s VDR (Dusso et al. 2005).

Jadema lokalizace Heterodimerizace ]

N+ ’_QJZ]TTM
1 21 @5 89

115 159 202 427
B
\ ) N J
_Y
Doména vazajici DINA Doména vazajici ligand AF-2

Obr. 6 Strukturalni charakteristika domén VDR, ktera zprostiedkovava vazbu ligandu a DNA, jadernou
lokalizaci, heterodimerizaci s RXR, transaktivaci a dvé hlavni fosforylacni oblasti. Ddle je zde
znazornéna aktivacni funkce 2.

Prevzato a upraveno z (Dusso et al. 2005).
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3.5.4.4 Genomicky mechanismus ucinku kalcitriolu

Prostiednictvim  genomickych ucinkt, které zprostredkovava VDR, dochazi
k biologickému pisobeni kalcitriolu (Fathi et al. 2019). Navazanim 1,25(OH),D3 na VDR
dojde k tvorbé heterodimeru s RXR. V jadie vznikd komplex 1,25(OH).D3-VDR-RXR
(Usategui-Martin et al. 2022), ktery se nasledn¢ vdze na VDRE (Fathi et al. 2019),
které se skladaji z promotorové oblasti genil a jsou schopné stimulovat nebo naopak potlacit
genovou expresi (Jadskeldinen et al. 2000). Nejbéznéjsi typ VDRE se nazyva DR3
a obsahuje variabilni poloprvky slozené ze Sesti bazi s obecnou konsenzualni sekvenci
AGGTCA, které¢ jsou oddélené spacerem tii nukleotidid. Dalsi typ VDRE se jmenuje P9
skladajici se ze dvou invertovanych palindromickych sekvenci, které jsou oddéleny deviti pary
bazi (Dusso et al. 2005). Nov¢ vznikly komplex se nasledné vaze se do regulacnich oblasti,
nachdzejicich se v promotorovych mistech a distalnich ¢asti cilovych genti (Fathi et al. 2019).
Tyto geny se podileji na ucincich vitaminu D, ovliviiuji metabolismus véapniku a fosforu

a kontroluji adaptivni a vrozenou imunitni odpovéd’ (Usategui-Martin et al. 2022).

Dimer VDR-RXR se kromé¢ 1,25(OH).D3 miiZe asociovat s dal§imi molekulami jako je
napft. rodina koaktivator p160, aktivatory steroidnich receptorti 1, 2 a 3 (SRC) (Christakos et
al. 2016; Gil et al. 2018). Jejich pusobeni je synergické s VDR, kdy dochazi k zesileni
transaktivacni schopnosti genu (Dusso et al. 2005). Jedna se o primarni koaktivatory,
které vykazuji histonacetyldzovou aktivitu a vazi se na doménu AF-2 (activation function 2)
VDR. Clenové této rodiny rekrutuji proteiny jako sekundarni koaktivatory jako je CBP/p300,
které¢ maji také histonacetylazovou aktivitu, kdy vysledkem je multipodjednotkovy komplex.
Tento komplex slouzi k modifikaci chromatinu a destabilizuje interakci DNA/histon,
kde dochézi k methylaci ¢i acetylaci. Ligandovy VDR interaguje s bazalnimi transkrip¢nimi
faktory (TFIIB a faktory asociované s proteinem vazajici TATA box), ¢imz dojde k vytvoteni

.....

multiproteinovy komplex, fungujici prostfednictvim naboru RNA polymerazy 11,

.....

VDR vazba komplexu VDR-RXR rekrutuje korepresory z rodiny enzymi histon deacetylaz.

Toto uskupeni nasledné brani vazbé TATA vazebnych proteini, které jsou nutné k iniciaci
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transkripce cilového genu RNA-polymerdzou II (Dusso et al. 2005). Vyse uvedeny

mechanismus popisuje Obr. 7.

Wt

1 - Promotor

AR o + Vitamin D3 - Korepresor
Disrwetee + Koaktivator
}) Koaktivator
. W) Regulace transkripce N CBEp30l Ac Ac
I\
VDRE ~ Promotor : POL H ) ‘))) :
3 GOGTCA-NNN-GGTCA-3® -"////, J (
Ac

Obr. 7 Mechanismus ucinku vitaminu D. PCAF — CBP/p300 asociovany faktor, SRC — koaktivatory
steroidnich receptorii.

Prevzato a upraveno z (Gil et al. 2018).

3.5.4.5 Regulace exprese VDR

Regulace exprese VDR je zavisla na genetickych faktorech a faktorech prostfedi. VDR
fidi enviromentalni faktory jako jsou strava, v€k, slunec¢ni zareni, infekce a znecisténi (Fathi et
al. 2019, Usategui-Martin et al. 2022). Exprese genu VDR muize byt zvysena kalcitriolem (Fathi
etal. 2019). Mnozstvi ligandu ptistupného pro vazbu VDR v cilové buiice je dano bilanci mezi
rychlosti vychytavani ligandu do buiiky a rychlosti jeho metabolické inaktivace. Ligandové
dependentni aktivaci VDR lze specifickym zplsobem modulovat prostfednictvim obsahu
intracelularniho ligandu a hladin intracelularnich proteind interagujicich s vitaminem D
(IDBPs). Ligandy VDR se podili na regulaci intracelularnich hladin VDR v cilové buiice,
coz je oznaceni pro homologni regulaci. Naopak za heterologni up-regulaci se povazuje
regulace pomoci hormont a rstovych faktort, které se nevazi na VDR (Dusso et al. 2005).
VDR gen muzZe byt regulovan naptiklad prostfednictvim kyseliny retinové, parathormonem
nebo glukokortikoidy (Fathi et al. 2019). Mechanismus up-regulace VDR mRNA kalcitriolem

v ledvindch a pfistitnych téliskdch neni doposud objasnéna, ponévadz v promotoru VDR
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se nenachazi VDRE pro pfimou transaktivaci genu VDR. Indukce VDR proteinu
prostfednictvim kalcitriolu se odehrava u vsech typt bun€k, a navic zahrnuje stabilizaci VDR,
ktera je zavisla na ligandu z degradace proteazomt (Dusso et al. 2005), kde se uskuteciiuje
Stépeni VDR (Masuyama and Macdonald 1998). Mediator proteazomové degradace SUGI
interaguje s AF-2 doménou VDR (Jédskeldinen et al. 2000) a jeho nadmérna exprese selektivné

méni proteolyzu VDR (Masuyama and Macdonald 1998).
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3.6 Metody studia indukce 1éCiv ve stievni bariére

In vitro bunécné kultury a in vivo zviteci modely se fadi mezi konvenéni metody,
které jsou hojné vyuzivané v akademické sféte ¢i farmaceutickém primyslu (Li et al. 2016).
Své vyuziti nachazi zejména pii predikci intestinalni toxicity, metabolismu a transportu
xenobiotik (Biel et al. 2020). K testovani schopnosti latek indukovat stfevni P-gp se vyuzivaji
in vitro zejména bunécné linie Caco-2, LS180 nebo LS174T transfekované NR (Martinec et al.
2021). Caco-2 bunécna linie je odvozena z bunék lidského adenokarcinomu tlustého stfeva
a exprimuje enzymy typické pro stievni bunky (disachariddza, peptidaza) (Xu et al. 2021).
Z divodu deficitu PXR vSak neni tato bunécna linie vhodna pro studium indukce
zprostiedkované PXR (van de Kerkhof et al. 2008). Komeréné dostupnd LS180 je rovnéz
bunécnou linii odvozenou z lidského adenokarcinomu tlustého stfeva. V obou téchto
bunéénych liniich muize byt exprese CYP344 regulovdna prostiednictvim 1,25-
dihydroxyvitaminu D3, ale pouze u LS180 byla zaznamenana indukce P-gp (van de Kerkhof et
al. 2007). Bunécné kultury maji nékterd omezeni, jelikoz neodrazi tkanovou multicelularni
a trojrozmérnou (3D) strukturu. Kromé toho mohou byt pozorovany vyznamné rozdily
v expresi lékovych transportérli a biotransformacnich enzymi v porovnani s normalni tkani (L1
et al. 2016). Tyto modely jsou cennymi néstroji v poc¢atecni fazi vyvoje lécivych ptipravki,
kdy se vyuzivaji k hodnoceni ucinnosti transportu a mechanismu transportu 1é¢ivych latek.
Pro ziskani podrobnéjsich informaci, jak léCiva plisobi ve stievni bariéfe je nutné pouzit

v

komplexnéjsi in vivo a ex vivo modely (Xu et al. 2021).

Modely in vivo si oproti bunéénym in vitro modelim zachovavaji vhodné fyziologické
podminky (Li et al. 2016). Pro studium absorpce 1é¢iv se bézn¢ pouzivaji mysi, potkani, prasata
a psi, kdy potkani jsou nejrozsifen€j$im druhem pro studium peroralné podavanych 1é¢iv (Xu
et al. 2021). In vivo modely maji také své limitace. Oproti tomu aplikace téchto modeli je
obtizna vzhledem k etickym omezenim a finan¢ni ¢i ¢asové narocnosti (Li et al. 2016; Xu et al.
2021). Pfi provadéni pokusi na Zivych zviratech musi byt dodrZena zésada 3R (replacement,
reduction a refinement), jak je popsano ve Smérnici EU 2010/63/EU o ochrané zvirat
pouzivanych pro védecké ucely. DalSim jejich nedostatkem je, Ze neexistuje zadny zZivocisSny
druh, ktery by mél fyziologii gastrointestinalniho traktu shodnou s lidskou fyziologii (Xu et al.
2021).

Za kompromis mezi modely in vitro a in vivo 1ze povaZzovat modely ex vivo zaloZené

na izolovanych organech a z nich pfipravenych fezli (Xu et al. 2021). Ultratenké intestindlni
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tezy (PCIS, precision-cut intestinal slices) je oznaceni pro kultivac¢ni techniku ex vivo (Bigaeva
et al. 2019), ktera nasla uplatnéni v pfipad¢ studia intestinalni bariéry. PCIS jsou zivotaschopné
Casti tkané, které mohou byt pfipraveny za pomoci Krumdieckova tkanového krajece
s reprodukovatelnou a definovanou tloustkou (de Graaf et al. 2010). Za pomoci tohoto
poloautomatického krajece je zajisténa definovana velikost fezu o tlouSt’ce priblizné 250-400
um (Li et al. 2016; Martinec et al. 2021). Rezy mohou byt pfipraveny nikoli jen ze stieva,
ale 1 z dalSich tkéni, jako jsou jatra, plice, ledviny, slezina, mozek ¢i srdce (de Graaf et al.

2010).

Historie této techniky saha az do roku 1923 Otto Warburg poprvé publikoval pouziti
ruéné pripravenych jaternich fezil, avSak z diivodu vysoké variability a kratké zivotaschopnosti
bylo od jejich pouziti opusténo. V 80. letech pouZil Farthing et al. ru¢né pfipravené stfevni fezy,
které vyuzil pro studium metabolismu testosteronu, avsak pro inkubaci trvajici pouze 1 hodinu.
Z divodu obtizné ptipravy tenkych ezl doslo vsak jiz po 2 minutach inkubace k poskozeni
epitelu. Az v soucasné dobé¢ je mozné pripravit fezy s dobrou reprodukovatelnosti a zivotnosti
za pomoci jiz vySe zminéné¢ho Krumdieckova krajece nebo konkurenéniho krajece Vitron (van

de Kerkhof et al. 2008).

PCIS nachazi uplatnéni ve studiu stfevnich onemocnéni, fyziologii, u¢innosti 1éciv,
toxicité, transportu a metabolismu (Biel et al. 2020). Tento model je vhodny pro zkouméni
regionalnich rozdilii ve v§ech usecich tenkého a tlustého stieva. Doposud byly tyto fezy ziskany
ze zvitat (potkan, myS) a lidského stfeva. Za hlavni vyhody modelu PCIS Ize povaZovat,
ze kazdy jednotlivy fez reprezentuje svym bunécnym sloZenim situaci in vivo a z jednoho
vzorku lidské tkan€ je mozné pfipravit az 100 fezu. (Biel et al. 2022). Na druhou stranu
nevyhodou této techniky je kratkd Zivotnost tkanovych fezl, kdy fezy z mysSi tkané lze
kultivovat az do 48 hodin, zatimco potkani fezy jsou Zivotaschopné n€kolik hodin (Bigaeva et
al. 2019) a fezy ziskané z lidského stfeva jsou Zivotaschopné 48 hodin (Martinec et al. 2021).

Souhrn vyhod a nevyhod in vivo, in vitro a ex vivo modelt je uveden v Tab. 5.
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Tab. 5 Shrnuti vyhod a nevyhod modell in vitro, in vivo a ex vivo pti hodnoceni intestinalni

transportu 1&¢iv.

Model Vyhody

Nevyhody

In vitro nizké naklady v porovnani s in vivo

snadné zavedeni systému

zadné etické aspekty
In vivo zlaty standard v preklinické fazi

inaktni fyziologické procesy a

vlastnosti onemocnéni

Ex vivo zachovani integrity stfeva

dostupnost

segmentl

nedostatek skutecné
anatomie/fyziologie stfeva
interindividualni rozdily

mezilaboratorni variabilita

finanéni a ¢asova naro¢nost

etické ohledy

druhové rozdily mezi lidmi a

pokusnymi zvitaty

slozity systém zfizeni

nedostatek krevniho zasobeni

Ptevzato a upraveno z (Xu et al. 2021).
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4 CIL PRACE

Vitamin D je Siroce uzivany mikronutrient uzivany v dopliicich stravy, ktery plni
nepostradatelné funkce v organismu. Udaje o tom, jak ptisobi na intestinalni enzymy a efluxni
transportéry nemusi byt vzdy dostatecné. Ultratenké tkanové fezy pripravené z lidského stieva

slouzi k podrobné¢jsimu prozkoumani u¢inku vitaminu D3 v intestinalni bariéie.

Cilem této diplomové prace bylo posoudit, zda vitamin D3 ovliviiuje expresi a aktivitu
ABCBI a CYP3A44 ve stfevni bariéte. Pro splnéni tohoto cile jsme pouzili metodu ultratenkych

tkanovych tezl, které byly pfipraveny z lidského proximéalniho jejuna.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Chemikalie a reagencia, pristroje, biologicky material

Chemikalie a reagencia

e 2-propanol (VWR Chemicals)

e Acetonitril (Sigma-Aldrich)

e Agaréza (Low gelling temperature, Sigma-Aldrich)

e Amfotericin B — roztok o koncentraci 250 pg/ml (Sigma-Aldrich)
e ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II (Roche)

e (CP-100356 monohydrochlorid (Sigma-Aldrich)

e Diethyl pyrokarbonat (DEPC) (PanReac AppliChem)
e DMSO (Dimethyl sulfoxid, Sigma-Aldrich)

e EDTA pufr

e EtOH (VWR Chemicals)

e Gene assay (Thermo Fisher Scientific) viz. Tab. 6.

Tab. 6: Pouzité genové assaye.

Cislo genové assay Nazev
Hs00604506 CYP344
Hs00184500 ABCBI
Hs01045843 VDR (NRI111)
Hs00984230 B2M

e Gb Basic Reverse Transcription Kit (Generi Biotech)

¢ Gentamicin — roztok o koncentraci 50 mg/ml (Sigma-Aldrich)
e Glykogen (Sigma-Aldrich)

e Chloroform (Thermos Scientific)

e Krebs-Henseleitiiv roztok

e NaOH (Lach:Ner)

e PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

¢ Rhodamin 123 (Sigma-Aldrich)

e rifampicin 30 uM (Sigma-Aldrich)



SONOP

Tris-HCI

Vitamin D 100 nM, 50 nM (Sigma-Aldrich)

Williams E medium GlutaMAX™(Thermo Scientific)

Pristroje

Bio-rad Thermal cyklércycler T100

Inkubator (Binder CB 60, napojeni na Oz a CO» tlakové lahve)
Krajec tkanovych ezl (Krumdieck tissue slicer, MD 4001)
Laminarni box (AURA 2000 M.A.C.)

Mini centrifuga (GUSTO, Heathrow Scientific)

Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific)

Ptipravek pro zaliti tkan¢ do agardzy

Real-Time PCR QuantStudio 6 (Aplied Biosystems)
Spektrofotometr Tecan Infinite M200 PRO (Tecan)
Termostat TCH-100

Vortex (GENIE 2, Scientific Industries)

Orbitalni trepacka PSU 110 (Biosan)

Homogenizator FastPrep24-5G (MPbio)

Biologicky material

Vzorek lidského stfeva (proximalni jejunum) odebrany v pribéhu operace typu
pylorus zachovévajici pankreatoduodenektomie. VSechny vzorky byly odebrany
od pacientd po podepsani informovaného souhlasu. Experimenty byly povoleny

etickou komisi pod ¢islem 202103 167P.

Ostatni material

24 jamkové desticky (Sarstedt)

96 jamkové desticky (Sarstedt)

sttikackovy membranovy filtr (PTFE, 0,22 pm; @ 25 mm)
mikrozkumavky (1,5 a 5 ml; Eppendorf)

mikrozkumavky se zavitovym vickem (2 ml, Sarstedt)
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e keramické kulic¢ky (1,2 — 1,6 mm, Ginzel)
e opakovaci pipeta (Eppendorf)
e multikanalovéa pipeta (Eppendorf)

Roztoky a jejich priprava

Krebs-Henseleit pufr

Ptiprava Krebs-Henseleitova pufru (KHB) probihala dle protokolu podle de Graaf et al.
2010 a d¢li se do dvou ¢asti (de Graaf et al. 2010). Nejdiive jsme ptipravili 10x koncentrovany
zasobni roztok, ktery se v den experimentu natedil na pozadovanou koncentraci a byly do n¢j

pridany dalsi dulezité latky.
Piiprava 10x koncentrovaného zikladni roztoku KHB

Latky uvedené v Tab. 7 se rozpustily v 11 vody. Poté se roztok ptefiltroval pomoci PFTE
filtru (0,22 pum, primér 25 mm) do sterilnich 100 ml kelimkl a byl skladovan v chladu
do doby spotieby.

Tab. 7 Ptiprava 10x koncentrovaného zasobniho roztoku KHB.

Latka MnoZstvi
CaCl2.2H20 3,67¢g
KCI 373 g
NaCl 69,00 g
MgS04.7H,0 2,71 ¢g
KH2PO4 1,63 g
H>0 doplnit do 1000 ml

Piiprava 1x koncentrovaného finalniho roztoku KHB

Koncentrovany zékladni roztok KHB byl tésné pred experimentem ziedén 10x a doplnén
o dalsi latky uvedené v Tab. 8. Poté byl uloZzen do nadoby s ledem a 30 min byl prokyslicovan
pneumoxidem (95 % Oz, 5 % CO»). Po prokysli¢eni se pH upravilo pomoci roztoku NaOH
(5M) na 7,42. Po celou dobu experimentu byl KHB uchovavan na ledu.
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Tab. 8 Priprava 1x koncentrovaného finalniho roztoku KHB.

Latka MnozZstvi
10x zékladni roztok KHB 100 ml
NaHCO:3 2,10 g
D-gluk6za monohydrat 495¢
HEPES 2,38 ¢
H>O doplnit do 1000 ml

Inkubaéni médium WME

Za sterilnich podminek v lamindrnim boxu bylo v malém objemu Williams E media
(WME) rozpusténo 1,387 g D-gluk6za monohydratu. Tento roztok byl nésledné piefiltrovan
za pomoci injekéni stiikacky a stiikackového membranového filtru (PTFE, 0,22 pm; @ 25 mm)
zpét do zésobni lahve se zbytkem WME (0,5 litru). Do zasobni lahve bylo dale ptidano 0,5 ml
antibiotika Gentamicinu (50 mg/ml) a 5 ml antimykotika Amfotericinu B (250 pg/ml).
Takto pripravené médium bylo uchovavano v lednici a bylo odebirano za sterilnich podminek

v laminarnim boxu.

Agaréza 3%

Do sklenéné lahve bylo navdzeno 1,5 g agardzy (Low gelling temperature type IIV)
a 0,45 g NaCl. Destilovanou vodou byl objem doplnén do 50 ml. Lahev byla nésledné
zahfivana na vodni lazni na minimalné 60 °C. Za této teploty je agardza rozpusténa v roztoku.
Takto pfipravend agardza je pripravena pro vlastni pouziti v experimentu, nebo ji lze opét

zchladit a uchovavat v lednici.

Piiprava sonifika¢niho roztoku pro stanoveni ATP (SONOP)

Rozpustime 0,372 g EDTA v 100 ml MilliQ vody. Dale upravime pH pomoci 5 M
roztoku NaOH na 10,9. Nasledn¢ je ptfidano 370 ml ethanolu (96%) do 500 ml (v odmérné

bance).
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Priprava Tris/EDTA pufru pro stanoveni hladiny ATP

Nejprve jsou rozpustény EDTA (0,37 g) a Tris HCI (6 g) v objemu cca 300 ml MilliQ

vody. Dale je pomoci HCI upraveno pH na 7,6. V odmérné baiice je objem doplnén na 500 ml.

5.2 Pracovni postupy

5.2.1 Priprava ultratenkych intestinalnich feza

Pro inkubace s jednotlivymi latkami bylo tfeba pfipravit fezy ze vzorku stfeva
o definované tloustce. Postup pro ptipravu ultratenkych fezi v nasich experimentech byl

prevzat z protokolu publikovaného de Graaf et al., 2010. Nize je stru¢né¢ popsan postup
pfipravy.

Vychlazeny KHB (4 °C) jsme ponechali okysli¢it probublanim pneumoxidu (95 % O2, 5
% CO3) po dobu ptil hodiny. Nasledné bylo jeho pH upraveno roztokem SM NaOH na hodnotu
7,42. Takto pripraveny KHB byl po dobu celého experimentu uchovavan na ledu.

Vzorek stfeva byl odebran v pribéhu operace typu pylorus zachovévajici
pankreatoduodenektomie na chirurgickém oddéleni ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové
v souladu s etickymi pravidly po podepsani informovaného souhlasu pacientem. Tkan byla
ihned prenesena do KHB a byla transportovana v uzaviené nadobé¢, ktera byla umisténa

v termosce na ledu do laboratote, kde byl vzorek stieva dale zpracovan.

Po celou dobu zpracovani vzorku byla tkann omyvana pomoci prokysliceného KHB,
aby se tak predeSlo jeji degradaci. Tkan byla déle po celou dobu zpracovani umisténa

na chladici gumové podlozce (4 °C).

Vzorek stieva neni mozné krajet ptimo. Je tieba oddélit nejprve jeho mukozni Cast
od zbytku svaloviny. Po odd¢€leni byla muko6zni ¢ast rozdélena na segmenty obdélnikového
tvaru o pfiblizné velikosti 4 mm x 4 cm. Takto pfipravena tkdn byla dale pticn€ rozdélena
na dva totozné segmenty. Takto nachystanou tkan jsme ptenesli do pfipravku pro zaliti tkané
do agarozy sestavajici se z duté¢ho valecku a pistu na dné tohoto valeCku. Tkan jsme opteli
o stény valeCku, kde jsme na dno nalili trochu agardzy, ktera tkan fixovala k pistu.
Takto fixovana tkan byla dale rychle zalita agar6zou a za pomoci pinzety nebo Spendliku
drZena v horizontalni poloze. Cely ptipravek pro zaliti tkdn€ do agardzy byl umistén na ledu
a predem vychlazen, aby doslo k rychlému stuhnuti agardzy. Po ztuhnuti jsme vytlacili pistem

z kovového valecku tkan stfeva zalitou do agardzy a presunuli ji do krajece (Krumdieck Tissue
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Slicer MD4000). Kraje¢, naplnény KHB, byl napojen na chladici okruh (4 °C), aby byla tkan
a pripravené fezy stale drzeny v chladu. Za pomoci oto¢ného mikrosroubu byl krje¢ nastaven
na tloustku fezu 300 pm. Rezy byly po odebrani zkrijeée vizualng zkontrolovany.
Pro experiment byly vybrany fezy pravidelného tvaru bez znamek viditelného poskozeni,
které jsme dikladné ocistili od zbytkl agardzy za pomoci entomologické pinzety. Pii ptebirani
fezl a jejich Cisténi od agardzy jsme pracovali na Petriho misce naplnéné KHB a umisténé
v nddobé s ledem. Oc¢isténé a nachystané fezy jsme pouZzily pro ndsledné experimenty. Postup

piipravy lidskych ezl popisuje Obr. 8.
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Obr. 8 Postup pripravy lidskych rezii. (a) Odstranéni tukové tkané a otevieni stieva. (b,c) Usek se upevni
pomoci Spendlikii na predchlazenou silikonovou podlozku. (d,e) Opatrné roziiznuti svaloviny.
(f) Nakrdjeni stieva na prouzky pozadované velikosti. (g,h) VloZeni do agardzy a vyjmuti hotového
valecku.

Prevzato a upraveno z (de Graaf et al. 2010).

5.2.2 Funk¢ni studie s RHD123

V ramci tohoto experimentu jsme ovéfili, zda byl v fezech funkéni efluxni transportér
P- gp a zda inkubace s potencialnim induktorem méla vliv tento transportér. Rhodamin 123
(RHD123) je substritem P-gp a je snadné stanovit jeho koncentraci na destiCkovém

fluorometru.

Do 24 jamkovych desticek (Sarsterdt) jsme nejprve napipetovali 1,3 ml WME s a bez
studované latky. Desti¢ky jsme vloZili do inkubatoru (37 °C, 5 % CO2 a 80 % Oz) a nechali
po dobu 30 minut preinkubovat, aby se WME nasytilo kyslikem. Nasledn¢ jsme do kazdé
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jamky pfenesli dva fezy a desticku opét vlozili do inkubatoru (37 °C, 5 % CO2 a 80 % O3)
na tfepacku (nastavenou 90 kmitii za minutu). Vlastni experiment s RHD123 (10 pM) jsme
provedli v ¢ase 24 a 48 hodin inkubace. V ptipad¢ 48hodinové inkubace bylo médium po 24
hodindch vyménéno za nové. Kontrola v ¢ase 0 byla bez ptedchozi inkubace se studovanou

latkou a m¢la primarné ovéfit funkéni stav ziskané tkané.

Po uplynuti 24, nebo 48 hodin byly fezy pteneseny do 24 jamkové desticky
s napipetovanym Cistym 0,5 ml WME, nebo WME s inhibitorem ABCB1 (CP100356),
kde byly ponechany 0,5 hodiny. Po ptl hodin€ v preinkubaci byly fezy pieneseny na dalsi 24
jamkovou desticku s 0,5 ml WME média obsahujictho 10 uM RHDI123, ptipadné 10 uM
RHD123 a inhibitoru (CP100356, 2 uM). Za téchto podminek byly fezy inkubovany po dobu 2
hodin.

Po uplynuti 2 h jsme fezy oplachli 2x v KHB (< 4 °C) na 24 jamkové destic¢ce (1 ml
na jamku). Po oplachnuti kazdého fezu jsme je vlozili do 2 ml zkumavek se Sroubovacim
uzavérem s keramickymi kulickami (1,2 — 1,6 mm, Ginzel, piiblizny objem 200 pl).
Takto pfipravené vzorky je mozné okamzité zpracovat nebo je vlozit do mrazaku pro pozdé;si

vyhodnoceni (-20°C).

5.2.3 Inkubace Fezii pro stanoveni Zivotnosti tkané

Abychom zjistili, zda maji nami studované latky vliv na Zivotnost fezli stanovili jsme
v 24 a 48hodinovych intervalech hladinu ATP. Pro inkubaci byly pouZity 24 jamkové desticky,
ve kterych bylo napipetovano 1,3 ml WME. Dale v jedné fad€ po tfech byl pfidan vitamin D
o koncentracich 50 nM a 100 nM a RIF o koncentraci 30 pM. Inkubace probihala opét v ¢ase
0, 24 a 48 hodin, kdy v kazdé¢ jamce byl umistén jeden fez. V pifipadé 48hodinové inkubace
bylo médium po 24 hodindch vyménéno za nové. Vzorek jsme nasledné oplachli a umistili
do 2 ml zkumavek se Sroubovacim uzavérem s keramickymi kulickami (1,2 — 1,6 mm, Ginzel,
piiblizny objem 200 pl) a 0,2 ml SONOPu. Vzorky jsme mohli ihned zpracovat nebo je ihned

zamrazit v dusiku nebo na suchém ledu (-80 °C).

5.2.4 Inkubace Fezii pro stanoveni exprese ABCB1 a CYP3A4

Tato inkubace probihala podobnym zptsobem jako dvé vyse uvedené s RHD123 a ATP

s tim rozdilem, Ze v kazdé jamce byly umistény tfi tkanové fezy. Po ukonceni inkubace byly

tTM

fezy umistény do 1 ml roztoku TriReagen napipetovaném v 2 ml zkumavkach
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se Sroubovacim uzavérem s keramickymi kulickami (1,2 — 1,6 mm, Ginzel, pfiblizny objem
200 pl). Tyto vzorky byly ihned po odebrani zmrazeny v tekutém dusiku nebo na suchém ledu

a nasledné uchovavany pfti -80 °C.

5.2.4 Stanoveni koncentrace RHD123

Do kazdé zkumavky obsahujici vzorek a keramické kulicky jsme ptidali 600 ul roztoku
acetonitrilu ve vodé (2:1, v/v). Vzorek jsme ndsledné zhomogenizovali na homogenizatoru
FastPrep24-5G (6,5 m/s, 2x po 40 sekundach s pauzou po dobu 20 vtefin). Zhomogenizované
vzorky jsme stoCili v centrifuze (s uhlovym rotorem 3K30H, Sigma) po dobu 10 minut
na 10 000 RPM. Na dné zkumavky se vytvotila peleta srazeného proteinu. Z kazdého vzorku
bylo opatrné pipetou odebrano 150 pl supernatantu, ktery jsme napipetovali na 96 jamkovou
desticku. Kazdy vzorek byl nasledné¢ zmétfen v duplikdtu. Zkumavky s peletou jsme vlozili
do termostatu TCH-100 a pii 37 °C se roztok acetonitrilu nechal odpatit do sucha (vétSinou
do druhého dne). Ve zkumavkach zbyly pouze kulicky a precipitat bilkovin, ze kterého
se nasledn¢ zméfila koncentrace proteinu. Na kazdou destic¢ku byly déle ptfipraveny dvé
kalibra¢ni kifivky o koncentracich 0; 0,125; 0,25; 0,5; 1 a 2 uM. Tyto kalibrac¢ni roztoky
RHD123 byly piipraveny ze zdsobniho roztoku RHD123 o koncentraci 10 mM. Desticka byla
zmeétena na pristroji Tecan Infinite, kde jako parametry métfeni byly pouzity excitaéni vinova

délka 485 nm a emisni vlnova délka 530 nm.

5.2.5 Stanoveni koncentrace ATP

Pro méfeni koncentrace ATP jsme pouzivali komeréni ATP Bioluminescence Assay Kit
CLS II. Nejprve jsme si pfipravili chlazenou centrifugu (s thlovym rotorem 3K30H, Sigma)
na 4 °C amezitim jsme vzorky rozmrazili na ledu. Mnozstvi SONOPu jsme doplnili do objemu
I ml a vzorky ihned homogenizovali na homogenizatoru FastPrep-24 5G (6,5 m/s, 2x po 40
sekundach s pauzou po dobu 20 vtetin). Vzorky jsme ndsledné stocili na centrifuze pii 4 °C
po dobu 5 minut na 13200 RPM. Na c¢ernou 96 jamkovou desticku jsme nanaseli 5 pl

supernatantu a dale 45 pl TRIS pufru. Kazdy vzorek byl napipetovan na desticku v duplikatu.

Dale jsme pfipravili z pfiloZeného standardu ATP kalibracni kiivku o koncentracich

1,65x 104 1,65x 10°,3,30x 107, 1,65x 107,3,30x 10%a 1, 65x 10° M ATP.

Jako posledni krok jsme natedili v 10 ml destilované vody luciferdzu a nechali volné

na stole inkubovat po dobu 5 minut. Roztok luciferazy jsme poté opatrné¢ promychali
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a do kazdé jamky ptidali 50 pl tohoto enzymu. Na pfistroji Tecan Infinite m200 jsme nasledné
zm¢fili luminiscenci v ¢ase 0 a 5 minut. Stanovenim ATP jsme ovéfili, zda tkan zije, ptipadné
zda mé studovana latka na tkan toxické uc¢inky. Dle ptedchozi studie se za zivou tkan povazuje

takova, kterd ma hladinu ATP 2 nmol.mg ™! (de Graaf et al. 2010).

5.2.6 Stanoveni koncentrace proteinu

Po odpaieni vzorkii do sucha jsme k fezim napipetovali 200 ul SM NaOH. Toto ¢inidlo
zpusobilo lyzu proteinu. Nasledovala 30minutova inkubace na tiepacce umisténé v suchém
inkubatoru TCH 100 (37 °C) za stalého michani (300 RPM). Pak se ke kazdému vzorku ptidalo
800 ml destilované vody. Doplnénim vody na 1 ml jsme dosahli zfedéni na findlni koncentraci
IM NaOH. Po homogenizaci vzorkli na homogenizatoru FastPrep-24 5G (6,5 m/s, 2x po 40
sekundéch s pauzou po dobu 20 vtefin) se na 96 jamkovou desticku nanasi 10 pl z kazdého
vzorku v duplikatu. Dale byla pfipravena kalibraéni kiivka albuminu v IM NaOH
o koncentracich 0, 50, 100, 200, 300 a 500 pg/ml. Od téchto kalibracnich roztokti bylo
na desti¢ku pipetovano také 10 pl. Na kazdé desticce byly dvé kalibracni kiivky. Nasledné
jsme do vSech jamek pfidali pomoci multikandlové pipety 200 pl zeleného roztoku C,
ktery jsme si nachystali tésné pfed pouzitim smichanim roztoku A (kyselina bicinchoninové —
BCA, NaHCO3 a Na»CO3) s roztokem B (siran méd’naty) v poméru 50:1. Roztok A a B byl
soucasti komer¢niho kitu Pierce BCA Protein Assay Kit, ktery jsme pouZili pro stanoveni
mnozstvi proteinu. Nésledovala 30minutovd inkubace pfi 37 °C v suchém inkubatoru
na tfepacce. Po uplynuti 30 minut byla méfena absorbance na spektrofotometru Tecan Infinite
pii vinové délce 562 nm. Zjisténi koncentrace proteinu ve vzorcich je dulezita kvili vypoctim
koncentrace ATP a RHDI123. Vysledky ztéchto experimentll se vztahuji na koncentraci

proteinu.

5.2.7 1Izolace RNA

Pro provedeni qPCR reakce bylo nejprve nutné izolovat ze vzorku tkan€ RNA. Po celou

dobu experimentu jsme pracovali na ledu, abychom zabranili degradaci RNA.

Vzorky byly po roztati nejprve zhomogenizovany na homogenizatoru FastPrep24-5G
(6,5 m/s, 2x po 40 sekundach s pauzou po dobu 20 vtetin). Ke zhomogenizovanym vzorkiim

tTM

jsme pfidali 200 pl chloroformu na 1 ml TriReagent' ™ roztoku a nésledné jsme vzorky

intenzivné protiepali. Po protfepani jsme vzorky stocili na centrifuze (12 000 g, 15 minut, 4 °C).
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Po stoceni se roztok rozdélil na 3 faze. Vodna ¢ast obsahuje RNA, mezifaze DNA a na dné

se nachazela organicka faze, proteiny a lipidy.

Do ptfedem piipravené Eppendorf zkumavky jsme odpipetovali co nejvice vodné faze,
aniz bychom zasahli ostatni faze. Poté jsme piidali 2 pl glykogenu, ktery ma podobnou
strukturu jako RNA a napipetovali 500 pl 2-propanolu. Vzorky jsme promichali a nechali
je stat 10 minut pfi pokojové teploté. V dalsim kroku jsme vzorky stocili opét na centrifuze
(12 000 g po dobu 10 minut pfi 4 °C). Vysrazena RNA se zformovala do bilé pelety na sténé
zkumavky. Po odstranéni supernatantu a jsme peletu oplachli v 1 ml 75 % ethanolu. Vzorky
jsme stocili na centrifuze (12 000 g, 5 minut, 4 °C) a krok s oplachem jesté jednou opakovali.
Ethanol jsme poté odsali pomoci pipety, zbytek ethanolu jsme nechali odpafit, avSak peleta
nesméla byt uplné suchd, aby bylo mozné ji nasledné snadno rozpustit. Peletu jsme rozpustili
ve 20 pl DEPC vody. Odebrali jsme 2 pl izolované RNA a ztoho jsme odebrali 1 pl
na Nanodrop. Pouzili jsme program Nukleové kyseliny — RNA 40 a koncentrace RNA byla
métena v ng/pl. Ideédlni absorbancéni pomér 260/280 byl 1,8 az 2,2, niz$i hodnoty znamenaly
kontaminaci proteiny ¢i DNA a absorban¢ni pomér 260/230 mél byt vétsi nez 1,7, nizs$i hodnoty

znamenaly pfitomnost organického rozpoustédla.

5.2.8 Reverzni transkripce

Z jednotlivych vzorkl jsme pfipravili smésny vzorek, kdy z kazdého jednotlivého vzorku
bylo odebrano 8 pl. Celkovy objem ve zkumavce byl 24 pl. Z tohoto objemu jsme néasledné
odebrali 2 pl a zméfili jsme koncentraci na Nanodropu. Dle vysledné koncentrace jsme
dopocitali kolik DEPC vody je potteba k nafedéni vzorku na koncentraci 500 ng/ml. S touto

koncentraci jsme déle pracovali.

Samotnou reverzni transkripci jsme provadéli pomoci gb Basic Reverse Transcription Kit
(Generi-Biotech). Do 0,2 ml zkumavky jsme napipetovali celem 1000 ng vyizolované¢ RNA
a pridali jsme DEPC vodu (celkovy objem RNA + vody byl 10 ul). Dale jsme do kazdé
zkumavky pfidali 10 pl roztoku z kitu, ktery se pfipravil smichanim 200 pl roztoku A (obsahuje
pufr, dNTP, primery) s roztokem B (obsahuje samotny enzym). Findlni objem byl tedy 20 pl.
Na zavér jsme vzorky stocili. Takto pfipravené vzorky byly pfemisténé do PCR termocykléru,
kde byly inkubovany pii 42 °C po dobu 1 hodiny. V pribéhu reakce doslo k pfepisu mRNA
na cDNA.
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5.2.9 Real-Time PCR

Pro nasledné stanoveni exprese jsme cDNA zreverzni transkripce ziedili na finalni
koncentraci 25 ng/ pl. V piivodni reakéni smési pro reverzni transkripci bylo 50 ng/ul a proto

jsme do kazdého pridali 20 pl DEPC vody.

Vzorky jsme nanaseli na PCR 384 jamkovou desticku. Kazdy vzorek obsahoval 1 pl
cDNA, 2,5 ul Master Mixu (TagMan™ Universal Master Mix II, no UNG), 0,25 ul gene assay
a 1,25 ul DEPC vody. Finalni objem byl v kazdé jamce tedy 5 pl. Jako kontrola se vSemi geny
byla napipetovana DEPC voda namisto mRNA. Veskera piiprava probihala v laminarnim boxu.
Nasledné jsme destiCku ptekryli folii a byla pfemisténa do pfistroje pro Real-Time PCR
(polymerase chain reaction), kde byly nastaveny podminky dle Tab. 9. Exprese studovanych
gentt ABCB1, CYP3A4, VDR byla vypocitana na zakladé metody 2*4“T (Schmittgen and Livak
2008). Jako referen¢ni gen byl pouzit B2M (Beta-2-Microglobulin).

Tab. 9 Nastavené podminky pro Real-Time PCR.

Systém Aktivace PCR - 40 cyklu

polymerazy Denaturace Hybridizace a elongace
Teplota (°C) 95 95 60
Cas (mm:ss) 10:00 00:15 1:00

5.2.10 Statisticka analyza

Vysledky vlivu Vitaminu D a RIF na expresi vybranych gent byly statisticky hodnoceny
metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Data
v grafech jsou prezentovéana jako median + rozsah (variacni rozpéti). Vliv studovanych latek
na hladiny ATP byl hodnocen metodou one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho multiple
comparison testem. Statistickd vyznamnost je v grafech vyznacena jako: * p < 0,05; ** P <

0,01; *** P <0,001.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vliv vitaminu D3 na ATP

V tomto experimentu jsme testovali vliv vitamin D3 (50 nM a 100 nM)
na zivotaschopnost stfevnich fezll v ¢asovych intervalech 24 a 48 hodinach. Dle ziskanych dat
(Obr. 9) miizeme pozorovat, ze tkan byla ziva v pribéhu celé inkubace s vyjimkou ¢asu 48
hodin u vitaminu D3 50 nM a RIF 30 uM, kde hladiny ATP klesly mirn¢ pod mezni hodnotu.
Toto bylo pravdépodobné zptisobeno problémy se samotnou tkdni nez vlivem lé¢iva. Vitamin
D3 v né¢kterych experimentech naopak mirn€ zvySoval hladiny ATP oproti kontrole. Problémy

s Zivotnosti v Case 48 hodin se také projevily v experimentu s RHD123 (viz nize).

Vitamin D3 - vliv na Zivotnost stievnich fezu - koncentrace ATP

25 >
n>3 =3 Kontrola - éas 0 hodin
20 = ¢as 24 hodin
o E3 das 48 hodin
2 15
©°
£
S

10
4! |

Obr. 9 Viiv vitaminu D3 na Zivotaschopnost strevnich rezit béhem 24 a 48hodinové inkubace. Teckovana
¢ara znaci hladinu ATP 2 pmol/ug proteinu. Pokud se koncentrace ATP drZi nad touto hodnotou je tkan
povazovana za zivou. Vysledky byly vyhodnoceny metodou one-way ANOVA s naslednyn multiple

comparasion testem. Data v grafech jsou prezentovana jako medidan + rozsah (variacni rozpéti).
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6.2 Vliv vitaminu D3 na expresi CYP3A44

V tomto experimentu jsme sledovali vliv vitaminu D3 na expresi CYP344 po 12,24 a 48
hodinach. Z Obr. 10 vyplyvd, Ze vitamin D3 nema vliv na expresi tohoto genu.
Pouze koncentrace 100 nM vykazuje v ¢ase 48 hodin pfiblizné dvojnasobnou hladinu exprese
oproti kontrole (median zvyseni exprese - 2,36x). RIF 30 potvrdil, ze nami studovana tkan byla

schopna indukce CYP344, avSak zejména v Case 48 hod byla pomémé velkd variabilita mezi

experimenty.
Vliv vitaminu D3 na expresi CYP3A4
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Obr. 10 Viiv vitaminu D3 na expresi CYP3A4 béhem 12, 24 a 48hodinové inkubace. Data v grafech jsou
prezentovana jako median * rozsah (variacni rozpéti). Prerusovanad cara vyjadruje hodnotu kontroly.
Ziskand data byla statisticky hodnocena metodou two-way ANOVA s ndslednym Dunnetovym multiple
comparison testem. Statisticka vyznamnost je v grafech vyznacena jako: * p < 0,05; ** P < 0,01; ***

P <0,001.
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6.3 Vliv vitaminu D3 na expresi ABCB1

V této ¢asti experimentu jsme sledovali vliv vitaminu D3 na expresi ABCB1 v Case 12,
24 a 48 hodin. Statisticky se nepotvrdilo, ze by vitamin D3 m¢l vyznamny vliv na tento gen.
RIF jako kontrola mél na expresi ABCB1 signifikantni vliv v ¢ase inkubace 24 a 48 hodin

(viz. Obr. 11).

Vliv vitaminu D3 na expresi ABCB1 43 &as 12 hodin
= éas 24 hodin
Ea cas 48 hodin

*

relativni exprese

Obr. 11 Viiv vitaminu D3 a expresi v case 12, 24 a 48 hodin. Data v grafech jsou prezentovdana jako
median % rozsah (variacni rozpéti). Prerusovana cara vyjadiuje hodnotu kontroly. Ziskana data byla
statisticky hodnocena metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem.

Statisticka vyznamnost je v grafech vyznacena jako: * p < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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6.4 Vliv vitaminu D3 na expresi VDR

Obr. 12 znazornuje vliv vitaminu D3 na expresi VDR v ¢asovém intervalu 12, 24 a 48
hodin. Nejvyssi zmény v expresi byly pozorovany v ¢ase 48 hodin u vitaminu D3 v koncentraci

50 nM. Ani u jedné koncentrace nebo latky nebyly zmény signifikantni.

Vliv vitaminu D3 na expresi VDR
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Obr. 12 Viiv vitaminu D3 na VDR v case 12, 24. 48 hodin. Prerusovand cara vyjadiuje hodnotu
kontroly. Ziskanad data byla statisticky hodnocena metodou two-way ANOVA s ndslednym Dunnetovym
multiple comparison testem. Statisticka vyznamnost je v grafech vyznacena jako: * p < 0,05; ** P <

0,01; *** P < 0,001.
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6.5 Vliv vitaminu D3 na intracelularni obsah RHD123

V tomto experimentu jsme studovali vliv vitaminu D3 na intracelularni obsah RHD123
v case 0, 24 a 48 hodin. Data byla normalizovana ke kontrole v ¢ase. Ani u jednoho
studovaného léCiva nebyla hladina RHD123 signifikantné nizsi nez korespondujici kontrola
v daném case. Vliv na eflux tedy nebyl pozorovan. Bohuzel dle ziskanych dat (obr. 13) tkan
po 48 hodinach vykazovala $patnou funkci, a to i v kontrole s RIF. To je nicméné Céastecné
v souladu s daty z méfeni ATP, kde vzorky v Case 48 hodin vykazovaly nizsi hodnoty a jejich

zivotnost mohla byt ovlivnéna.

Vliv vitaminu D3 na intracelularni obsah RHD123

Hl c¢as 0 hodin

4= >

n=3 =3 &as 24 hodin
3 Ea ¢as 48 hodin
2-

Obr 13 Vliv vitaminu D3 na intracelularni obsah RHD123 v case 0, 24 a 48 hodin. Funkce vezii byla
studovana v case 24 a 48 hodin po ovlivnéni lécivy. Zaroven jsme v case t=0 provedli funkcni kontrolu
spolecné kontrolou s modelovym inhibitorem. Pokud je tkan v poradku, koncentrace RHD123 by méla
byt oproti kontrole bez CP zvySena. Data byla normalizovana k neovlivnéné kontrole bez inhibitoru
v korespondujicim case. Data jsme hodnotili metodou two-way ANOVA s ndslednym Dunnetovym
multiple comparison testem. Data v grafu jsou vyjadiena jako mediin + rozsah (variacni rozpéti).

Statisticka vyznamnost je v grafech vyznacena nasledovné: * p < 0,05; ** P < 0,01, *** P < 0,001.
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7 DISKUZE

Peroralné podavana 1é¢iva jsou absorbovana z gastrointestinalniho traktu do centralniho
ob&hu. Pti tomto procesu 1é¢ivo musi piekonat stievni bariéru (Currie 2018). Absorpce 1éCiv
ve stievé je vyznamné omezena transportéry (ABC a SLC), ale 1 biotransformacnimi enzymy
prvni a druhé faze biotransformace. Z biotransformacnich enzymii prvni faze je to pak CYP3 A4
(Dressman and Thelen 2009; Oostendorp et al. 2009). Nejvice studovanym ABC transportérem
ve stfevni bariéte je P-gp (Elmeliegy et al. 2020), jehoz inhibice nebo indukce miize mit

za nasledek vyznamné I¢kové interakce (Lin and Yamazaki 2003).

Indukci ve stfevé lze studovat pomoci rtiznych metod. In vitro metody, zejména
pak bunécéné linie Caco-2, LS180 nebo LS174T transfekované NR, se bézné pouzivaji
ke sledovani indukce P-gp (Martinec et al. 2021). Nevyhodou téchto modelii je, Ze v porovnani
s normalni lidskou tkani mohou byt vyznamné rozdily v expresi jednotlivych lékovych
transportéri a Dbiotransformacnich enzymia (Li et al. 2016). Pro studium absorpce léCiv
lze vyuzit také modelii zaloZenych na laboratornich zvifatech, kdy nejcastéji jsou uzivani
potkani nebo mysi. U téchto in vivo modelii jsou limitaci zejména etické problémy a finan¢ni

¢i Casova narocnost (Li et al. 2016; Xu et al. 2021).

Za kompromis mezi modely in vivo a in vitro lze povazovat modely ex vivo (Xu et al.
2021), do kterych se fadi 1 metoda PCIS, ktera je vhodna pro studium stfevni bariéry (Bigaeva
et al. 2019; de Graaf et al. 2010). PCIS se vyuziva pro studium stfevnich onemocnéni,
fyziologie, Gi¢innosti 1éCiv, toxicity, transportu a metabolismu (Biel et al. 2020). Jejich vyhodou
je, ze kazdy jednotlivy fez ptfedstavuje svym bunécnym sloZzenim situaci in vivo. Z jednoho
vzorku lidské tkan¢ je mozZné pfipravit vice nez 100 fezl (Biel et al. 2022). Hlavni nevyhodou
této techniky je kratka Zivotnost fezi, kdy fezy ptipravené z lidské tkan¢ jsou Zivotaschopné 48

hodin (Biel et al. 2022; Martinec et al. 2021).

Cilem této prace bylo posoudit vliv vitaminu D3 na expresi ABCBI a CYP3A4. Pro nase
ucely jsme pouzili metodu PCIS, které byly pfipraveny z lidského proximalniho jejuna.
Jako modelovy induktor pro kontrolu, zda samotné indukce v nami studované tkani funguje,
jsme pouzili RIF (30 uM). Samotnou metodu tkanovych fezi jsme provedli dle protokolu
publikovaného de Graaf a kolektivem v roce 2010 (pfiprava fezll) a Martincem a kolektivem

v roce 202 1(induk¢ni studie) (de Graaf et al. 2010; Martinec et al. 2021).

V této praci jsme se konkrétn€ zabyvali vitaminem D3 o koncentracich 50 nM a 100 nM,

coz odpovida doporucené denni davce 5 resp. 10 ug vitaminu D3 rozpusténé v 250 ml vody
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(nafizeni rady EU ¢. 1169/2011) (Charalabidis et al. 2019). Z naSich ziskanych dat plyne,
ze vitamin D3 v pouzitych koncentracich nebyl toxicky na intestinalni tkan a koncentrace 100
nM dokonce mirn¢ zvysSovala hladiny ATP oproti kontrole (viz. Obr. 9). Statisticky vyznamny
vsak tento vliv nebyl. Statisticky se nepotvrdilo, Zze by mél vitamin D3 vliv na expresi ABCBI
a CYP3A44. Urcity trend vykazuje jen exprese CYP344 u vitaminu D3 100 nM, kde je
ve srovnani s kontrolou exprese priblizné dvojnésobnd (medidn zvySeni exprese - 2,36x).
U RIF byl potvrzen signifikantni vliv na expresi u obou nami studovanych gent (viz Obr. 10,
11). Tkan v experimentu s RHD123 po 48 hodinach vykazovala Spatnou funkci, a to i v kontrole
s RIF, coz je pravdépodobné zplsobeno snizenou zivotnosti na, kterou poukazuji i vysledky

ATP.

Nase vysledky s RIF jsou v souladu s experimentem Martinec ef al. (2021), kde doslo
béhem 48 hodin inkubace v lidskych PCIS ke zvySeni genové exprese ABCBI a CYP3A44
prostiednictvim RIF (30 pM). Samotna indukce byla zavisla na Case a s dobou inkubace
se zvySovala. Indukce genu CYP344 byla oproti indukci ABCBI vyraznéjsi, coz opét potvrdilo
piedchozi data k této latce (Martinec et al. 2021; van de Kerkhof et al. 2008).

Aiba et al. (2005) studovali indukci mRNA CYP344 a MDRI pisobenim 1a,25-
dihydroxyvitaminu D3 (testovano 100 nM a 250 nM) ve dvou lidskych intestinalnich
bunécnych liniich. V bunkéch Caco-2 a LS180 byla exprese mRNA CYP3A44 vyrazn¢ zvysena
pusobenim vitaminu D3 100 nM. Exprese mRNA MDRI vitaminem D3 100 nM v Caco-2
nebyla vyznamné ovlivnéna. V buitkkach LS180 byla exprese mRNA MDRI zvySena v mensi
mife ve srovnani s expresi mRNA CYP3A44. Indukce probihala u bunék LS180 po dobu dvou
dnii a u Caco-2 dva tydny. V Caco-2 a LS180 mize byt exprese CYP344 regulovana
prostfednictvim kalcitriolu, ale pouze u LS180 byla pozorovana indukce P-gp, coZ souvisi
s rozdily v expresi jednotlivych intraceluldrnich receptori, kdy Caco-2 bunécna linie oproti
LS180 postrada intracelularni receptor PXR a exprese receptoru VDR je také niz$i (van de

Kerkhof et al. 2007).

NaSe zjiSténi ohledné vitaminu D3 koreluji spraci Fukumori et al. (2007),
kteti pozorovali vliv metabolismu vitaminu D3 na jeho aktivitu. Vitamin D3 v jimi
provedenych experimentech vykazoval jen mirny vliv na expresi CYP3A4. Jak jiz bylo
uvedeno vySe, v naSich experimentech vitamin D3 nevykazoval Zadny signifikantni vliv
na expresi obou genil s vyjimkou koncentrace 100 nM, kde exprese CYP344 byla zhruba

dvojnéasobnd ve srovnani s kontrolou.
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V nédvaznosti na ndmi provedené experimenty by bylo v dalSich experimentech vhodné
studovat také metabolity vitaminu D3, zejména pak aktivni formu vitaminu D3, u které je vyssi
predpoklad, Ze bude indukce CYP344 a ABCBI pozorovana (Fukumori et al., 2007), a ktera je

také v nékterych ptipadech podavana peroralni formou.
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8 ZAVER

Hlavni ulohou této prace bylo zjistit, zda vitamin D3 je schopny indukovat ABCBI
a CYP3A44 ve sttevni bariéte. K tomuto ucelu byla pouzita ex vivo metoda ultratenkych fezii
z lidského proximdalniho jejuna. Jako modelovy induktor jsme pouzili RIF (30 uM)
jako referencni inhibitor pak CP-100356 (2 uM). V experimentech jsme sledovali, jak vitamin
D3 (50 nM, 100 nM) ovlivituje genovou expresi ABCB1 a CYP3A4.

Statisticky se nepotvrdilo, ze by mél vitamin D3 vliv na expresi ndmi studovanych genti
ve stfevni bariéte. Urcity trend vykazuje pouze exprese CYP3A44 u vitaminu D3 v koncentraci
100 nM, kde je oproti kontrole exprese pfiblizné dvojnasobna. To je v souladu s experimenty,
které probéhly v minulosti na bunéfné kulture LS180. RIF jako kontrola vykazoval
signifikantni vliv na expresi jak u CYP344, tak u ABCBI, coz je také v souladu s pifedchozimi

experimenty provedenymi na modelu tkanovych fezi ptipravenych z lidského jejuna.
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