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Peroralni podavani 1€¢iv je v soucCasnosti nejb€znéjsi a nejpohodIngjsi zpusob
aplikace 1éc¢iv. Vétsina takto podanych 1é¢iv se absorbuje ve stievé a nasledné proniké do
systémové cirkulace. Absorpce 1é¢iv miize byt ve stieveé ovliviitovana fadou faktorti. Mezi
faktory ovlivilujici vstiebavani 1éCiv patii napiiklad efluxni transportéry nebo
biotransformacni enzymy. V soucasnosti je asi nejvice prostudovanym stfevnim
transportérem P-glykoprotein (P-gp), ktery je schopen transportovat Sirokou Skalu latek
zpét do lumen stfeva. Dalsim faktorem ovliviiujicim vstfebavani 1é¢iv je stievni
metabolismus, ktery v prvni fazi probiha casto prostfednictvim enzymil z rodiny
cytochromu P450, pfi¢emZ nejvice 1é¢iv je metabolizovano prostfednictvim CYP3A4,

ktery je ve stieve také Siroce zastoupen.

Aktivita efluxnich transportérti 1 biotransformac¢nich enzymii miize byt ncékterymi
lé¢ivy sniZena (inhibice), nebo naopak zvySena (indukce). To nasledné mize vést k celé
fad¢ 1ékovych interakci. Mozné farmakokinetické disledky indukce enzymu nebo
transportéru zavisi na konkrétni lokalizaci. Pfedpoklada se, Ze indukce stievniho P-gp
muze vyrazn¢ snizovat biologickou dostupnost 1éCiv. Indukce biotransformacnich
enzymu lokalizovanych ve stfevé pak prispiva k rychlejsi pre-systémové eliminaci 1é¢iv.
V obou pfipadech tato indukce vede ke sniZzené biologické dostupnosti peroralné

podavanych 1€k, coZ miize mit za nasledek snizeni, nebo ztratu u¢inku.

V terapii u HIV pozitivnich pacientil je pouzivana pievazné kombinace dvou az
tfi anti-retrovirotik. Anti-retrovirotika jsou Casto substraty, induktory nebo inhibitory
CYP3A4 nebo P-gp, coz zvysuje potencial pro 1€kové interakce. Vzhledem k efektivité
1é¢by a starnuti HIV pozitivni populace, maji nemocni ¢asto dal$i komorbidity vedouci
k polyfarmakoterapii, ktera riziko téchto lékovych interakei zvySuje. V ramci feSeni
diplomové prace jsem se zameétila na studium indukéniho potencidlu dvou anti-

retrovirotik, darunaviru a atazanaviru, na expresi ABCBI, CYP344 a vybranych



intracelularnich receptorti ve stfevni bariéfe. Studie byla provedena na ex vivo modelu
ultratenkych fezl ptipravenych z lidského jejuna. Tyto fezy byly inkubovany po dobu 12,
24 a 48 hodin. Krom¢ exprese jsme posuzovali vliv 1éCiv na zivotnost stfevnich fezl a
ovétovali jsme také na funkci ABCB1 za pouziti modelového substratu rhodaminul23

(RHD123).

Dle namétenych koncentraci ATP jsme zjistili, Zze studované latky nemély vliv na
zivotnost tkané. U obou IéCiv byla potvrzena signifikantné zvySend exprese genl pro
CYP3A44 1 ABCBI. Zménu exprese intracelularnich receptorti jsme neprokazali. Studie
nepotvrdila vliv na zvySenou funkci ABCBI za pouziti modelového substratu RHD123.
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Oral administration of drugs is currently the most common and most convenient
method of drug administration. Most drugs administered in this way are subsequently
absorbed in the intestine and enter the systemic circulation. The absorption of drugs in
the intestine can be influenced by a number of factors. Factors influencing drug
absorption include, for example, efflux transporters or biotransformation enzymes.
Currently, the most studied intestinal transporter is P-glycoprotein (P-gg), which is able
to transport various substances back into the lumen of the intestine. Another factor
affecting the absorption of drugs is intestinal metabolism, which in the first phase often
takes place through enzymes from the cytochrome P450 family, while most drugs are

metabolized through CYP3A4, which is also widely represented in the intestine.

The activity of efflux transporters and biotransformation enzymes can be reduced
(inhibition) or, conversely, increased (induction) by some drugs. This can subsequently
lead to a whole range of drug interactions. The possible pharmacokinetic consequences
of enzyme or transporter induction depend on the specific location. It is believed that the
induction of intestinal P-gp can significantly reduce the bioavailability of drugs. The
induction of biotransformation enzymes localized in the intestine then offers faster pre-
systemic elimination of drugs. In both cases, this induction leads to a reduced

bioavailability of the administered drugs, which may result in a reduction or loss of effect.

A combination therapy of two or three antiretrovirals is currently used in the
therapy of HIV-positive patients. Antiretrovirals are often substrates, inducers, or
inhibitors of CYP3A4 or P-gp, increasing the potential for drug interaction. Due to the
effectiveness of treatment and the aging of the HIV-positive population, patients often
have additional comorbidities, leading to polypharmacotherapy, which increases the risk
of these drug interactions. As part of my thesis, I set out to study the induction potential

of two antiretrovirals, darunavir and atazanavir, on the expression of ABCBI, CYP3A4



and selected intracellular receptors in the intestinal barrier. The study was performed on
an ex vivo model of precision-cut intestinal slices prepared from human jejunum. These
slices were incubated for 12, 24 and 48 hours. In addition to expression, we assessed the
effect of drugs on the viability of intestinal slices and also verified the function of ABCB1
using the model substrate rhodamine123 (RHD123).

According to the measured ATP levels, we found that the studied substances had
no effect on the lifetime of the tissue. Significantly increased gene expression for both
CYP3A44 and ABCBI was confirmed for both drugs. We did not observe a change in the
expression of intracellular receptors. The study did not confirm an effect on the increased

function of ABCBI using the model substrate RHD123.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ABC
ABCBI1
AHR
Al

AR
ATV
ATP
CAR

CYP
DAR
GR
HIV

hPCIS

HUGO
NNRTI

NR
NRTI

P-gp
PI
PXR
RIF
RT
RTV
RXR
SCLO
SLC

ATP-binding cassette (ATP vazajici transportéry)

ATP binding cassette subfamily B member (P-glykoprotein)
Aryl hydrocarbon receptor (Aryl uhlovodikovy receptor)
Adhesive junction (Adhezivni spojeni)

Androstan receptor (Androstanovy receptor)

Atazanavir

Adenosintrifosfat

Constitutive androstan receptor (Konstitutivni androstanovy
receptor)

Cytochrom P450
Darunavir
Glucocorticoid receptor (Glukokortikoidni receptor)

Human immunodeficiency virus (Virus lidské imunitni
nedostatecnosti)

Human precision-cut intestinal slices (Lidské ultratenké tkanové
fezy)
Human genome organization

Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (Ne-nukleosidovy
inhibitor reverzni transkriptazy)

Nuclear receptor (Nukledrni receptor)

Nucleoside/nucleotide reverse transcriptase inhibitor
(Nukleosidovy/nukleotidovy inhibitor reverzni transkriptazy)

P-glykoprotein

Protease inhibitor (Inhibitor proteazy)
Pregnan X receptor (Pregnanovy receptor X)
Rifampicin

Reverse transcription (Reverzni transkripce)
Ritonavir

Retinoid X receptor (Retinoidni X receptor)
Solute carrier organic anion transporter

Solute carier



SQV Saquinavir
TJ Tigh junction (Tésné spojeni)
VD3 Vitamin D3



2 UVOD

Stfevni bariéra je klicova pii ochrané organismu pred vnéjSim prostfedim, ale také
musi zabezpecit ptijem veskerych nutrientl, které télo pro svou funkci potiebuje. Pro tyto
ileum (Vancamelbeke & Vermeire, 2017). Bariérova funkce stfeva je zajisténa zejména
samotnymi bunikami enterocyti. Tyto buiiky, krom toho, Ze tvoii souvislou a pro fadu
molekul nepropustnou vrstvu, jsou také vybaveny enzymatickym aparatem a
transportéry. Nékteré z téchto enzymil a transportéri maji ochrannou funkci a brani
vstupu xenobiotik (véetné 1€Civ), které pasivné pronikaji do buniky enterocytu (Ikemura

et al., 2014).

V ptipadég, Ze je 1é¢ivo podéano cestou per os, je prvnim déjem farmakokinetiky
absorpce 1éC¢iva, k niz u vétsiny latek dochazi v tenkém stievé (Murakami, 2017). Lécivo
odtud musi projit stfevni bariérou do krevniho ob&hu. Mnozstvi 1éCiva, které prestoupi
muze byt ovlivnéno transportéry umisténymi na apikalni strané enterocytt (Varma et al.,
2005). Druhym farmakokinetickym déjem je metabolismus. V minulosti se
predpokladalo, ze hlavnim organem pro metabolismus 1éCiv pfi prvnim prichodu jsou
jatra. Nyni lze tedy predpokladat, Zze stfevni metabolismus je hlavni pfi¢inou nizké
peroralni biologické dostupnosti mnoha latek. Mezi enzymy I. faze metabolismu, kde
probihaji pfevazné oxido-redukéni déje patfi enzymy cytochromu P450 CYP3A4,
CYP3AS, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6. Tyto enzymy jsou exprimovany podél stieva
(Fritz et al.,, 2019). Po perordlnim podani je vSak stfevni absorpce ovlivnéna
pre-systémovou eliminaci, kterd miiZze zahrnovat aktivity P-gp a CYP3A4. Predpoklada
se, Ze indukce sttevniho P-gp vyrazné snizuje biologickou dostupnost 1é¢iv (Martinec et
al., 2021). Mozné farmakokinetické diisledky indukce zahrnuji snizenou nebo chybéjici
biologickou dostupnost peroralné¢ podavanych 1ékil, zvySenou hepatalni clearance nebo
zrychlenou tvorbu reaktivnich metabolitli, coz obvykle souvisi s lokalni toxicitou (Fuhr,

2000).

Léciv, které jsou schopny ve vétsi, ¢i mensi mife indukovat expresi
biotransformacnich enzymii nebo efluxnich transportérii je celd tfada. Z klinického
pohledu jsou vyznamnéj$i takova léciva, kterd jsou podavana dlouhodobé. Jednémi

z takovych 1€¢iv jsou 1 anti-retrovirotika, 1é¢iva uzivand pacienty trpicimi infekci HIV.



Odhaduje se, Zze na celém svéte je vice nez 36 miliont lidi nakazenych virem HIV a
pfiblizné 1 milion z nich kazdoro¢né¢ umird (Martinec et al., 2019). Lécba probiha
pfevazné v kombinaci dvou az tfi anti-retrovirotik, kde dochédzi k vyznamnym
interakcim. Proto pravé anti-retrovirotika byla predmétem nasi diplomové prace.
Z pohledu interakci bylo zjiSténo, ze darunavir inhibuje P-gp jak na bunikach Caco-2 tak
v hPCIS. Proto lze ptedpokladat, ze tento 1ék ma vysoky potencidl zpiisobit na trovni
sttevnich P-gp transportéri 1ékové interakce (Huliciak et al., 2022). Darunavir ma také
induk¢ni potencidl. V minulosti byl studovan za pouziti bunééné linie LS180, kdy po
Ctyftydenni expozici zvysil aktivitu P-gp a genovou expresi CYP344 a ABCB1 (Konig et
al., 2010). Dale je v nasi praci zahrnut atazanavir, u kterého byla indukéni schopnost
studovana v in vitro provedenych studiich na bunééné linii LS180V, kde bylo dokazano,
Ze muze pusobit i jako induktor P-gp (Perloff et al., 2005). Vysledky jsme porovnévali
proti jiz znamému induktoru rifampicinu, jehoz induk¢éni ucinky byly potvrzeny metodou

hPCIS. Indukce byla potvrzena jak pro CYP3A4, tak pro P-gp (Martinec et al., 2021).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Stfevni bariéra

Stfevni bariéra je klicova pii ochrané organismu pted vnéjSim prostfedim, ale také
musi zabezpecit ptijem veskerych nutrientt, které télo pro svou funkci potiebuje. Pro tyto
ileum. Duodenum je prvni a nejkratsi usek tenkého stfeva. Piijima castecné natravené
potraviny ze Zalude¢niho a pankreatického sekretu obsahujiciho travici enzymy a hraje
dulezitou roli pfi traveni potravy. Jejunum navazuje na duodenum a v ramci své struktury
obsahuje kruhové zahyby a klky pro zvétSeni povrchu a pro absorpci zivin, které se
nasledné portalni vénou dostavaji do jater. [leum je tieti ¢asti tenkého stieva a obsahuje
klky podobné tém v jejunu. Ileum absorbuje naptiklad vitamin B12, Zlu¢ové kyseliny a

dalsi zbyvajici ziviny neabsorbované jejunem (Kong et al., 2018).

Samotna stievni sténa je slozena z n€kolika vrstev (viz Obrazek 1). Prvni vrstvu,
orientovanou do lumen stfeva tvofi mucosa. Mucosa se sklada z epitelidlnich bunék, které
vylucuji hlen jako hustou ochrannou tekutinu. Hlavni funkci mucosy je absorbovat a
transportovat ziviny, chrénit télo pfed patogeny, cizimi Casticemi a Castecné také
xenobiotiky. Pod muké6zou se nachédzi submukoza, relativné tenka extracelularni matrice
bohat4d na kolagen, kterd podporuje sliznici a spojuje ji se svalovou vrstvou. Lamina
muscularis se sklada ze svalové tkané, kterd je zodpoveédnd za pohyb stiev, jako je
peristaltika. Adventicie je hladka tkanovd membrana vylucujici ser6zni tekutinu, které se
skladd ze dvou vrstev mezotelu, visceralni membrany a parietdlni vrstvy (Kong et al.,

2018).

Vrstva hlenu je uplné€ prvni linii fyzické obrany, se kterou se vnéjsi molekuly
setkavaji, kdyz se dostanou do lumen stfeva, kterd zabranuje bakteriim ptimy kontakt s
epitelidlnimi buitkami. Hlavnimi stavebnimi kameny slizové vrstvy jsou vysoce
glykosylované mucinové proteiny, které tvoii gelovitou sitovou strukturu ptekryvajici
sttevni epitel. V tenkém a tlustém stfevé se nachazi mucin 2 (MUC2), ktery je
nejhojnéjsim slizovym proteinem vylucovanym poharkovymi buiikami. Tenké stievo ma

pouze jednu slizovou vrstvu (oproti tlustému stievu) (Vancamelbeke & Vermeire, 2017).
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Obrazek 1: Znazornéni bunéénych typl a jednotlivych vrstev lokalizovanych ve stfevni bariéfe. Pievzato a

upraveno z Shanshan Kong et al 2018.

Pod vrstvou hlenu jsou epitelidlni bunky, které jsou zdaleka nejsilnéjSimi
determinanty fyzické stievni bariéry. Soubor pluripotentnich kmenovych bunék sidlicich
v kryptach dava vzniknout péti odliSnym typim bungk, v€etn€ absorpcnich enterocyti,
poharkovych  bunck, enteroendokrinnich  bunék, Panethovych bunék a
M-bunék (viz Obrazek 1). Tyto bunky spolecné tvoii souvislou a polarizovanou
monovrstvu. Vzhledem k tomu, Ze bunééné membrany jsou nepropustné pro hydrofilni
rozpusténé latky v neptitomnosti specifickych transportérd, je prichod takovych molekul
pfes intestinalni epitelidlni bunky velmi omezeny. Piijem lipofilnich nebo velkych

molekul je vétSinou zavisly na difuzi a endocytdze (Ikemura et al., 2014).

Transport molekul mezi intestindlnimi epitelidlnimi buitkkami je regulovan
pfitomnosti junkénich komplexi. DlleZitymi komplexy jsou tésna spojeni (TJ), adhezivni
spojeni (AJ) a desmozomy. TJ jsou apikalné nejadhezivnéjsi komplexy, které z velké ¢asti
utésiiuji mezibunéény prostor a skladaji se z transmembranovych proteinli (napf.
claudins, ocludin), proteint periferni membrany (napi. zonula occludens) a regulac¢nich

proteinti. AJ se nachéazeji pod TJ a jsou nutné pro jejich spojeni. Spolu s desmozomy

poskytuji AJ silné adhezivni vazby k udrzeni integrity epitelu (Ikemura et al., 2014).

11



Diilezitym fyziologickym aspektem stievni bariéry je hodnota pH. Luminalni pH
gastroinstestindlniho traktu je zavislé na stievnim obsahu a pohybuje se v rozmezi
5-8 (proximalni ¢ast 6,15-7,3 a ¢ast terminalni 6,8-7,8) (Press et al., 1998), zatimco pH
krve je stabilni okolo 7,4 (Neuhoff et al., 2005). Hodnota pH urcuje vyslednou povahu
prenasené molekuly, tedy zda se kyselé¢ a bazické molekuly budou vyskytovat ve své
disociované nebo nedisociované formé. pH prostiedi ovliviiuje i rychlost, kterou nenabita
molekula (1é¢ivo) prestoupi pres lipofilni membranu pasivni difuzi. Navic funkce

nekterych transportéra je zavisla na pH (Oise Ingels & Augustijns, 2003).

Jak jiz bylo uvedeno vySe, bariérova funkce stfeva je zajiSténa zejména
samotnymi buitkami enterocytii. Tyto bunky krom toho, Ze tvofi souvislou a pro fadu
molekul nepropustnou vrstvu, jsou také vybaveny enzymatickym aparidtem a
transportéry. Nékteré z téchto enzymil a transportéri maji ochrannou funkci a brani
vstupu xenobiotik (véetné 1é¢iv), které pasivné pronikaji do buiiky enterocytu (Ikemura
et al., 2014). V ptipadé¢, ze je léCivo podéno cestou per os, je prvnim déjem
farmakokinetiky absorpce lé€iva, k niz u vétSiny latek dochazi v tenkém stfevé
(Murakami, 2017). Lécivo odtud musi projit stievni bariérou do krevniho obéhu.
Mnozstvi 1éCiva, které prestoupi miize byt ovlivnéno transportéry umisténymi na apikalni

stran¢ enterocytl (Varma et al., 2005).

Druhym farmakokinetickym d&em je metabolismus. V minulosti se
predpokladalo, ze hlavnim organem pro metabolismus 1é¢iv pfi prvnim prichodu jsou
jatra. Z n¢kolika studii vSak vyplyva ptesvédc¢ivy diikaz, ze stievni enzymy metabolizujici
1é¢iva se mohou na metabolismu 1é€iv pfi prvnim priichodu podilet stejnou, nebo dokonce
vys$§i mérou nez jatra. Lze tedy predpoklédat, ze sttevni metabolismus je hlavni pfi¢inou
nizké peroralni biologické dostupnosti mnoha latek. Mezi enzymy 1. faze metabolismu,
kde probihaji pfevazné oxido-redukcni déje, patii enzymy cytochromu P450 CYP3A4,
CYP3AS, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6. Tyto enzymy jsou exprimovany podél stieva.
Pokud jde o II. fazi stfevniho metabolismu 1é¢iv, bylo prokézano, ze uridin 5'-difosfo-
glukuronosyltransferazy (UGT) 1A a 2B a sulfotransferazy (SULT) jsou ve stfevé

exprimovany a maji funkéni vyznam pro mnoho 1éciv (Fritz et al., 2019).
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3.2 Transportéry

Transportéry jsou velké proteiny vdzané na membranu a jsou exprimované
prakticky ve vSech tkanich lidského téla (Degorter et al., 2012). Jejich substraty jsou
obecné latky télu vlastni (eobiotika), tak latky télu cizi (xeboniotika). Transportéry jsou
tak dilezité pro bunky i organely, jelikoZ umoziuji kontrolovat piijem a odsun klicovych
sloucenin, jako jsou cukry, aminokyseliny, nukleotidy atd. Z pohledu xenobiotik a
zejména pak lé¢iv mohou byt hlavnimi determinanty farmakokinetiky, bezpecnosti a

ucinnosti (Estudante et al., 2013).

Membranové transportéry jsou exprimovany v lumindlni nebo bazolateralni
membrané enterocytl, hepatocytil, renalnich tubularnich epitelidlnich butikach a dalsich
dalezitych bariérovych tkanich, v€etné hematoencefalické bariéry a placentarni bariéry.
Exprese téchto transportéru ve stievé a jatrech tvoii dva hlavni faktory ovliviiujici, kolik

1éku se dostane do systémového obéhu po peroralni davce (Estudante et al., 2013).

Membranové transportéry 1ze rozdé€lit do tfi hlavnich nadrodin: nadrodiny SLC
(solute carier), dale nadrodiny SLCO (solute carrier organic anion transporter), kterd byla
diive soucasti podrodiny SLC21 a nadrodiny ABC (ATP-binding cassette) (Roberts,
2021). Toto rozdéleni bylo zavedeno dle doporuceni vyboru pro genovou nomenklaturu

HUGO.

Transportéry rodiny SLC se obecné sestavaji z proteinti s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 40-90 kDa a obsahuji 300-800 aminokyselinovych zbytkili, zatimco
transportéry rodiny ABC maji hmotnosti 140-180 kDa a obsahuji 1200—-1500 zbytki
(Estudante et al., 2013). Mezi hlavni rozdily téchto rodin patii typ transportu. ABC
transportéry jsou primarni aktivni uniportéry (viz Obrazek 2), vyZaduji tedy hydrolyzu
ATP ve specifickych proteinovych doménach, které jsou znamé jako nukleotidové
vazebné domény (n€kdy také oznaCovany jako ATPazové domény), aby poskytly energii
pro transport. Clenové superrodiny SLC jsou piiklady sekundarnich aktivnich
transportért, které jsou pohanény elektrochemickymi nebo koncentraénimi gradienty.
Mohou také neptimo vyuzivat energii z iontovych gradientii produkovanych pumpami
zavislymi na ATP. Transportni mechanismy SLCO rodiny nejsou dobfe znamy (Roberts,

2021).
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Obrazek 2: Transportem zprostiedkovana translokace molekul pies membrany.
A) pasivni difuze; B) primarni aktivni transport zahrnujici hydrolyzu ATP; C) antiport; D) symport;

E) uniport. Pfevzato a upraveno z Roberts 2021.

3.3  Stievni transportéry

Jak jiz bylo zminéno vyse, stfevni bariéra se sklada z polarizovanych enterocytu,
které jsou spolu tésné spojeny pomoci TJ. Enterocyty exprimuji nékolik transportérti
(viz Obrazek 3) patticich do superrodiny ABC a SLC na apikalnich nebo bazolateralnich

membranach pro influx nebo eflux endogennich latek a xenobiotik (Roberts, 2021).

apikalni basolateralni
stievni krev
lurnen
L&
junkéni
komplex

Obrazek 3: Grafické zobrazeni stfevnich transportéra.

P-gp (P-glykoprotein), MRP; (multidrug resistence-associated protein 2), BCRP (breast cancer resistence protein),
OATPs (organic anion transporting polypeptides), PEPT (peptide transporter), OCTNs (organic cation
transporters), MCT; (monocarboxylate transporter), PMAT (plasma membrane monoamine transporter), MRP,
(multidrug resistence-associated protein 1), MRP3; (multidrug resistence-associated protein 3), MRP4 (multidrug
resistence-associated protein 4), MRPs (multidrug resistence-associated protein 5), OCT; (organic cation

transporter 1),0CT; (organic cation transporter 2). Pfevzato a upraveno to z Estudante et al. 2013.
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U fady téchto transportéra je znamo, Ze hraji klicovou roli ve stievni absorpci
1é¢iv. Mezi ABC transportéry, které jsou exprimované ve stfeveé na apikalni strané patfi:
P-glykoprotein (ABCBI1; P-gp), breast cancer resistence protein (ABCG2; BCRP) a
multidrug resistence-associated protein 2 (ABCC2; MRP2). Na basolateralni stran¢ jsou
to pak multidrug resistence-associated protein 1, 3, 4, 5 (MRP1, MRP3, MRP4, MRP5).
SLC transportéry na apikdlnim povrchu enterocytd zahrnuji peptide transporter 1
(PEPT1), organic anion transporting polypeptide (OATP1A2 a OATP2BI1),
monokarboxylate transporter 1 (MCT1), organic cation/carnitine transporter 1, 2
(OCTN1 a OCTN2) a plasma membrane monoamine transporter (PMAT). Ve stieveé bylo
také identifikovano nékolik dalSich transportérti z rodiny SLC, zejména transportéri
organickych aniontd nebo kationtd (OAT nebo OCT), avsak predpoklada se, ze jejich
vyznam pro peroralni absorpci 1é€iv je v porovnani s vySe zminénymi niz§i (Roberts,

2021).

V nésledujicich kapitolach se budu vénovat zejména P-gp, jelikoz byl pfedmétem

studia mé diplomové prace.

3.3.1 P-glykoprotein

P-gp patii do rodiny transportérit ABC a ovlivituje farmakokinetiku Siroké skaly
lé¢iv a xenobiotik. Hraje dlleZitou roli pfi absorpci, distribuci, metabolismu, vyluovani
léciv 1 Iékovych interakci. Jednd se patrn€ o nejvice studovany efluxni transportér ve
sttevé. Je kodovan genem mnohocetné rezistence (ABCBI) (Estudante et al., 2013).
Sklada se ze dvou homolognich ¢asti, kdy kazda ¢ast obsahuje Sest transmembranovych
helixii tvoficich transmembrdnovou doménu (TMD) a vcytosolu umisténou
nukleotidovou vazebnou doménu (NBD) (Al-Shawi & Omote, 2005). TMD a NBD jsou
spojeny za pomoci dvou intracelularnich spojovacich helixt (viz Obrazek 4). Ve stfeve
je exprimovan na apikalni membrané kartdicového lemu enterocytil (Estudante et al.,

2013).
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Obrazek 4: Model P-gp, zobrazujici dvé homologni poloviny, kazdou s jednou transmembranovou
doménou (TMD), obsahujici Sest vysoce hydrofobnich transmembranovych a-helixd (TMH) a jednu
nukleotidovou vazebnou doménu (NBD) umisténou na cytoplazmatické strané membrany. Upraveno a

prevzato z Silva et al. 2015.

P-gp je typickym zastupcem ABC transportérii. Transportuje fadu strukturné
nepiibuznych slouc¢enin smérem ven z bun¢k pomoci energie ziskané hydrolyzou ATP.
Vétsina transportovanych substratii je hydrofobnich a mnoho z nich ma kladny naboj
spolu s charakteristickymi vzory akceptor vodikovych vazeb. Kviili této hydrofobnosti
se substraty rozdeluji do lipidové dvojvrstvy nebo se pevné vazou na proteiny nebo
chromozomy a maji nizké volné koncentrace v cytosolu. Obecné pfijimany model
"hydrofobniho vysavace" (hydrophobic vakuum cleaner) (Sharom, 2014) vychazi z
principu, Ze P-gp rozpoznava hydrofobni slouceniny nachazejici se ve vnitinim strané
plazmatické membrany (poté, co se rozdé€li do dvojvrstvy), a odCerpava je z membrany
pfimo do vnéjsiho vodného prostiedi. Pii tomto Cerpani vznika koncentraéni gradient pies
plazmatickou membranu, pficemZ vyS$si koncentrace 1éCiva je ve vnéj$i vodné fazi.
Dulezité je, ze transportér je schopen zachytit substraty pted jejich vstupem do cytosolu,
a chrani tak bunku pfed vystavenim potencialné toxickym molekuldm (Silva et al., 2015).
Alternativni model funkce P-gp, tzv. "flippase" (Sharom, 2014), ptedpoklada, ze
substraty P-gp jsou ptfevraceny z vnitiniho listu lipidové dvojvrstvy bud’ na vnéjsi list
plazmatické membrany, nebo pifimo do extracelularniho prosttedi, coz vyzaduje, aby se
substraty 1éciv lokalizovaly na jednom listu dvojvrstvy, a nikoli na hydrofobnim jadru

membrany (viz Obrazek 5). Podle tohoto modelu je také nutna nizka rychlost spontdnniho
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pohybu substrati mezi obéma listy dvojvrstvy, aby P-gp mohl vytvaret koncentracni

gradient léCiva (Silva et al., 2015).

Il vnéjii vodné prostfedi

(o] "OOCDOOO 00000 000 00
S (|l

Tl ATP ATPI ATP ATP

vacuum cleaner flippase

Obrazek 5: Princip funkce P-glykoproteinu. ,,Hydrophobic vacuum

cleaner a model ,,flippasy*. Pfevzato a upraveno z Sharom, 2014.

Jak uz bylo zminéno P-gp se nachazi na apikalni membrané enterocytd celého
stteva od duodena az po colon. Exprese P-gp se v§ak mezi jednotlivymi useky lisi. Vyssi
vyskyt byl zaznamendn vileu. Zajimavosti je také rozdil mezi pohlavim, kde

signifikantn¢ vyssi exprese P-gp byla zaznamenana u muzt (Mai et al., 2021).

Xenobiotika véetné 1é¢iv mohou na P-gp potencidlné pusobit také jako jeho
inhibitory nebo induktory. Nékteré latky pak pisobi ve vice rolich zaroveil. Ve vztahu
k 1é¢ivu inhibice P-gp mize vést ke zvysSeni jeho biologické dostupnosti. Indukce P-gp
naopak biologickou dostupnost snizuje. Mezi typické inhibitory P-gp patii napiiklad:
klarithromycin, erytromycin, ritonavir nebo verapamil. K induktortim fadime rifampicin
nebo trezalku teckovanou (Finch, 2014). Substraty P-gp zahrnuji naptiklad
protirakovinnd 1éc¢iva (vinkristin, vinblastin, doxorubicin, daunorubicin, etoposid a
paklitaxel), imunosupresiva (cyklosporin A), verapamil, digoxin a steroidy (aldosteron a
kortizol) a fadu dalSich (Estudante et al., 2013). Néekteré latky pak mohou vystupovat ve
vice rolich, tedy jako substraty, inhibitory nebo induktory.
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34 Cytochrom CYP 3A4

Cytochromy P450 (CYPs) piedstavuji rtiznorodou skupinu hem-thiolatovych
proteind nachézejicich se témét ve vsech organismech. CYPs sdili spole¢nou proteinovou
skladbu, avsak lisi se selektivitou k jednotlivym substratim (Sevrioukova & Poulos,

2013).

Na zaklad¢ podobnosti aminokyselinové sekvence jsou CYPs usporadany do
jednotlivych rodin a podrodin. CYPs se ucCastni zivotn¢ dulezitych procesi tim, ze
oxidujici endogenni nebo exogenni slouceniny (napf. 1éky, chemikalie, steroidy, zlucové
a mastné kyseliny, vitamin D, a dal$i pfirodni produkty a xenobiotika). Prokaryotické
CYP jsou rozpustné proteiny, zatimco eukaryotické protéjsky jsou vazané na
endoplazmatické retikulum nebo na vnitini mitochondridlni membranu (Sevrioukova &

Poulos, 2013).

V lidském genomu bylo identifikovano celkem 57 genti a 33 pseudogenti CYP
usporadanych do 18 rodin a 42 podrodin. Nejhojnéji zastoupenou izoformou u ¢loveka je
pak CYP3A4. Exprimovana je pfedevsim v jatrech a gastrointestinalni traktu. CYP3A4
je vysoce variabilni v substratové specifit¢ a mize metabolizovat slouceniny riznych
velikosti a chemickych struktur. Diky této substratové variabilit¢ CYP3A4 metabolizuje
vice neZ polovinu vSech podavanych 1€kli. Prostiednictvim této metabolické pfemény
zprostfedkované CYP3A4 muze byt sniZzena biologicka dostupnost a terapeuticka
ucinnost 1é¢iv. Toto se déje zejména pokud je enzym z néjakého divodu indukovan.
Naopak plazmatické hladiny 1é¢iva mohou byt zvySeny v ptipadé€, pokud dojde k jeho
inhibici, napt. dal§im spolecné podavanym léc¢ivem. Lékové interakce, jak ve vztahu
k inhibici, tak ve vztahu k indukci tohoto enzymu jsou pomérné Casté (Sevrioukova &

Poulos, 2013) (viz Obrazek 6).
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Obrizek 6: Uginky riznych slou¢enin na CYP3A.

Nekolik relevantnich endogennich sloucenin, 1é¢ivych pripravkil nebo nastrojovych sloucenin je oznaceno
jako substraty (Sedé¢ zakfivené Sipky), inhibitory (oranzové zplostélé Sipky), enzymatické aktivatory (zelené
dvojité Sipky) nebo induktory (fialova Sipka) CYP3A. Znamé informace o selektivité jsou podél kruhu
oznaceny Cervené (selektivni pro CYP3AS), modie (selektivni pro CYP3A4), Zluté¢ (selektivni pro

CYP3A7) nebo ¢erné (neznamé nebo neselektivni).

Zkratky: PXR, pregnane X receptor; 2a-OHT, 2a-hydroxytestosterone; 63-OHT, 6p-hydroxytestosterone;
4B-HC, 4 -hydroxycholesterol; 4-OH-MDZ, 4-hydroxymidazolam;1-OH-MDZ, 1-hydroxymidazolam;
13-O-DMT, 13-O-desmethyltacrolimus; M1, vincristine metabolite 1; CYP3A, cytochrome P450 3A;
VU0448187, 5-(4-fluorobenzyl)-2-((3-fluorophenoxy)methyl)-4,5,6,7-tetrahydropyrazolo[1,5-a]pyrazine;
SR-9186, 1-(4-imidazopyridinyl-7phenyl)-3-(40-cyanobiphenyl) urea; CYP3cide, 1-methyl-3-[1-methyl-
5-(4-methylphenyl)-1H-pyrazol-4-yl]-4-[(3S)-3-piperidin-1-ylpyrrolidin-1-yl]-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidine. Upraveno a pfevzato z Wright et al. 2019.

Exprese CYP3A4 v gastrointestinalnim traktu, podobné jako v ptipad€ P-gp neni
ve vsech usecich stejnd. Nejvyssi exprese CYP3A4 v lidském stfevé byla zaznamenéana
(Bauters, 2019). Rozsah stfevni biotransformace a absorpce muze byt ovlivnén mistem
absorpce 1éCiva, které je dano podanou I€ékovou formou, ale také zménami ve stievni
motilit€¢ souvisejicimi s onemocnénim, 1ékem nebo po stievnim bypassu (Fritz et al.,

2019).

Jak jiz bylo uvedeno, mezi substraty CYP3A4 patii celd fada 1é¢iv jako naptiklad
atovarstatin, simvastatin, kodein, fentanyl, haloperidol, indanivir, lansoprazol, lidokain,
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methadon, omeprazol, nifedipin, ondasetron, pantoprazol, quetinapin, propranolol,

ritonavir, rivaroxaban, saquinavir, sildenafil a tacrolimus (Bauters, 2019).

Mezi inhibitory tohoto enzymu fadime amiodaron, aprepitant, klarithromycin,
ciprofloxacin, itrakonazol, ketokonazol, verapamil, fluconazol, voriconazol,

erythromycin, diltiazem nebo grepfruitovy dzus (Bauters, 2019).

K induktoriim CYP3A4 patii: fenobarbital, karbamazepin, fenytoin a rifampicin (Bauters,

2019).

3.5 Regulace genové exprese

Exprese specifickych gentl je vysoce regulovany proces s mnoha urovnémi a stadii
kontroly. Tato komplexnost zajist'uje expresi kazdého proteinu ve spravnych buiikéch ve
spravny Cas. V eukaryotickych bunikach je DNA obsaZena v jadie bunky, kde se piepisuje
na mRNA. Nové¢ syntetizovand mRNA je poté modifikovana a transportovana z jadra do
cytoplazmy, kde ribozomy piekladaji mRNA na protein (viz Obrazek 7). Procesy
transkripce a translace jsou fyzicky oddé€leny jadernou membranou. K transkripci dochazi

pouze v jadre a k translaci pouze v cytoplazmé (Katherine Mattaini, 2020).

transkripce translace .
DNA » MRNA » protein
A
t t t t
1 2 3. 4. 5.
Epigeneticka transkripéni Post-transkripéni Translaéni Post-translaéni
it el kontrola kontrola kontrola kontrola

Obrazek 7: Regulace genové exprese. Pievzato a upraveno z Katherine Mattaini, 2020.

Eukaryotické geny nejsou organizovany do operont (jako je tomu u prokaryot),
takze kazdy gen musi byt regulovan nezavisle. Navic eukaryotické buiiky maji mnohem
vice genl nez prokaryotické builky. Regulace genové exprese mize nastat v kterékoli
fazi, kdy je DNA transkribovana na mRNA a mRNA je pfekladdana na protein. Pro
usnadnéni je regulace rozdélena do péti Grovni: epigenetickd, transkripcni,

posttranskrip¢ni, translacni a posttranslac¢ni (Katherine Mattaini, 2020).

3.5.1 Indukce

Soucasna celosvetova spotieba 1¢kl je obrovska a neustdle se zvysuje, coz zvysuje

riziko 1€ékovych interakci (drug-drug interactions, DDIs). Nejcastéji pouzivanou cestou
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podani 1éCiva je podani per os, jelikoz je povazovano v porovnani s ostatnimi zptsoby za
pohodlnou a bezpecnou. Po perordlnim podani je vSak stfevni absorpce ovlivnéna
pre-systémovou eliminaci, kterd mtize zahrnovat aktivity P-gp a CYP3A4 (Martinec et

al., 2021).

Mozné farmakokinetické disledky indukce enzymu nebo transportéru zavisi na
konkrétni lokalizaci. Obecné zahrnuji snizenou nebo chybéjici biologickou dostupnost
peroralné podavanych 1€ka, zvysSenou hepatalni clearance nebo zrychlenou tvorbu
reaktivnich metabolitii, coz obvykle souvisi s lokalni toxicitou (Fuhr, 2000). To je také
diavod, pro¢ by pted uvedenim IéCiv na trh méla byt testovana schopnost 1éCiva tyto

enzymy a transportéry indukovat (Cole et al., 2020).

Zasadni vyznam pro indukci mé aktivace nuklearnich receptorti (NR) riznymi
endo- a exogennimi latkami. Mezi hlavni NR ovliviiované xenobiotiky patii pregnanovy
X receptor (PXR) a androstanovy receptor (AR), které maji zdsadni vyznam pro pocatecni

rozpoznani ligandu a nastartovani metabolického procesu (Wallace & Redinbo, 2013).

Samotné induk¢ni ucinky jedné latky mohou byt zprostfedkovany vice nez jednim
mechanismem. Proto se zdd, Ze kazdy induktor ma svilj vlastni vzor indukce. Znalost
hlavniho mechanismu ¢asto ale nestaci k predpovédi rozsahu a casového priabéhu indukce

(Fuhr, 2000).

V soucasné dobé se pro biotransformaéni enzymy rozliSuje 5 zakladnich
mechanisml  indukce. ZvlaStnim typem je ethanolovy typ indukce, ktery je
zprostiedkovan stabilizaci enzymu ligandem. Ostatni zplisoby indukce jsou pak
zprostiedkovany intraceluldrnimi ,,receptory®. Jedna se zejména o aryl uhlovodikovy
receptor (AHR), peroxisomovym proliferatorem aktivovany receptor (PPAR),
konstitutivni androstanovy receptor (CAR), pregnanovy X receptor (PXR) a dalsi (Fuhr,
2000).

3.54.1 Indukce zprostiedkovana aryl uhlovodikovym
receptorem

Tento mechanismus indukce je zaloZen na zvySené syntéze proteini, iniciované
pfedevSsim vazbou induktoru na intracelularni AHR. Tento komplex spolu s dalSim
proteinem, jadernym translokdtorem AHR (Arnt), zvySuje expresi vazbou na promotor.

Hlavnimi proteiny ovlivnénymi indukci pfes AHR jsou cytochrom P450 (CYP) 1Al a
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1A2, ale zvySena je 1 koncentrace dalSich enzymi, véetné glutathion-S-transferazy a

UDP-glukuronosyltransferazy (UGTs) (Fuhr, 2000).

3.54.2 Indukce zprostiedkovana peroxisomovym
proliferatorem

Existuji dvé tridy 1ékt, glitazony a fibraty, u kterych je znamo, ze se vazi na
receptory aktivované peroxisomovym proliferdtorem (PPAR), PPARa a PPARy.
Z dalsich latek jsou to pak naptiklad ftalaty, nebo herbicidy (Hakkola et al., 2018).
PPARa se podili na transkripci geni kodujicich proteiny, které kontroluji metabolismus
lipoproteini a mastnych kyselin, zatimco PPARy fidi diferenciaci a adipogenezi

adipocytt (Fuhr, 2000).

Ackoli mechanismus ucinku peroxizomovych proliferatort byl rozsahle
prozkouman u mysi a kralikt, u lidi jsou molekuldrni mechanismy prozkoumany méné.
Zda se, ze enzymy metabolizujici 1€ky nejsou ve vétsi mife regulovany timto typem

indukce (Fuhr, 2000).

3.54.3 Indukce zprostiedkovana konstitutivnim
androstanovym receptorem /fenobarbitalovy typ
indukce

Fenobarbital byl mezi prvnimi 1éCivy, u kterych bylo popsano, Ze zvySuji expresi
enzyml CYP a snizuji u lidi G¢inek 1€kt metabolizovanych témito enzymy. K dosazeni
indukce fenobarbitalového typu jsou ve srovnani s jinymi typy obvykle vyZadovany
vysoké koncentrace induktoru. Molekularnim cilem a medidtorem indukce
fenobarbitalového typu je CAR (Fuhr, 2000). Prostfednictvim aktivace tohoto receptoru
jsou také indukovany nékteré transportéry (ABCC2, ABCC4) a biotransformac¢ni enzymy
druhé¢ faze (UGT) (Hakkola et al., 2018).

3.54.4  Indukce zprostiedkovana pregnanovym X receptorem
Indukce, diive nazyvana rifampicin/glukokortikoidniho typu je zprostiedkovana
pfes sirotci receptor, takzvany lidsky pregnanovy X receptor (hPXR). Tento receptor se
vaze na rifampicin/dexamethason responsivni element v promotoru CYP344. V piipade
indukce CYP3A4 je postizena celd tada léc¢iv (Fuhr, 2000). Krom CYP3A4 je
prostfednictvim PXR indukovana také fada biotranformacénich enzyml druhé faze a

transportérti (Hakkola et al., 2018).
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3.54.5 Indukce ethanolového typu
Indukce ethanolového typu je omezena na jeden hlavni cil, a to CYP2E1. Ackoli
transkripcni nebo posttranskripcni aktivace a stabilizace informace se mohou podilet na
zvySené de novo syntéze CYP2EL. Induktory, které¢ jsou vdzany na vazebné misto a
muZzou pusobit jako kompetitivni inhibitory. S timto mechanismem ihned pii expozici

induktoru ethanolového typu bude obvykle ptevladat inhibice enzymu (Fuhr, 2000).

Jak mizeme vidét oxidace, konjugace a transport potencidln¢ Skodlivych
xenobiotickych a endobiotickych slou¢enin dosahovanych témito katalytickymi systémy
jsou vyznamné regulovdny na urovni genové exprese Cleny rodiny NR ligandem
modulovanych transkrip¢nich faktort (Wallace & Redinbo, 2013). A proto si je v kapitole

nize priblizime.

Mezi latky s vyznamnym indukénim potencidlem pak lze zatadit napiiklad:
rifampicin, saquinavir, ritonavir, clotrimazol, darunavir, atazanavir, lopinavir,

dexamethazon (Kim, 2002).

3.5.2 Nuklearni receptory

Superrodina nuklearnich receptorti (NR) se sklada z rodiny transkripénich faktord,
které hraji ditlezitou roli v fad€ biologickych procesii véetné¢ metabolismu, reprodukce a
zanétu. Prvni €len této rodiny byl identifikovan v roce 1985 a v sou€asnosti je zndmo u

¢lovéka celkem 48 jednotlivych zastupct (Weikum et al., 2018).

VétSina NR je regulovana endogenné malymi lipofilnimi ligandy, jako jsou
steroidy, retinoidy a fosfolipidy. U né&kterych NR vSak dosud Zadné ligandy nebyly

identifikovany. Takové NR oznacujeme jako ,,0sifelé¢* (Weikum et al., 2018).

Vazba ligandu indukuje konformacni zmény v receptoru, ktery nésledné vaze
specifické sekvence DNA v celém genomu. Jakmile dojde k navdzani na DNA,
koregulaéni proteiny, remodelatory chromatinu a obecny transkripéni apardt jsou
rekrutovany do DNA za ucelem aktivace nebo potlaceni exprese cilového genu (Weikum

etal., 2018).

Navzdory riznorodé velikosti, tvaru a nabojl aktivacnich ligandd, sdileji témet
vSichni Clenové superrodiny jadernych receptorti spolecnou strukturu modulérnich
domén. S vyjimkou atypickych receptordi SHP a DAX je celkova architektura slozena z

péti domén: A-E, kdy kazdd z téchto subdomén hraje specifickou roli v biologii

23



receptorii. Hmotnost NR se miize lisit, ale obecné se pohybuje mezi 66 a 100 kDa

(Weikum et al., 2018).

Fyziologie stfev je regulovana nckolika jadernymi receptory, jako je Erf, GR,
FXR, PPARy, PXR, RARa, VDR nebo HNF4a (viz Obrazek 8), u kterych bylo
prokézano, ze hraji zasadni roli v integrité epitelidlnich stfevnich bunék, a to zejména pii
formovani slozeni stfevnich imunitnich bunék a jejich funkce (Klepsch et al., 2019). NR

hraji také zasadni roli v regulaci exprese enzymu a transportéra (Urquhart et al., 2007).

FXR Lumen zlutova kyselina,
PPAR nutrienty, microbiota a

Obrazek 8: Nuklearni receptory.

PXR, RAR nebo VDR jsou dobfe znamymi senzory zivin, toxickych produkti stravy, specifickych
metabolitd hostitele a bakterii a zZluCovych kyselin. Funkce stievni bariéry a integrita epitelovych stievnich
bunék zavisi na vhodné funkci ER, GR, CAR, FXR, LHR-1, LXR, NUR77, PPAR, RAR, VDR, HNF4q
a NR2F®6, které reguluji sekreci hlenu, expresi proteini tésnych spoja, autofagii, cirkadidnni hodiny a také
pocet poharkovych a Panethovych bunck. Také NR, jako jsou ER, GR, FXR, LHR-1, LXR, NUR77,
PPAR, RAR, ROR, VDR HNF4a a NR2F6, ptispivaji k homeostaze stieva tim, Ze formuji vyvoj stitevnich
imunitnich bunék a slozeni a efektorové funkce makrofagi, dendritickych bunck, T a B bun¢k. Prevzato a

upraveno z Klepsch et al., 2019

V priabéhu mé diplomové prace jsem se vénovala receptoru pro vitamin D (VDR),
pregnanovému X receptoru (PXR) a glukokortikoidnimu receptoru (GR), a ovlivnéni

jejich exprese v pritomnosti antivirotik, proto se nize budu vénovat prave jim.
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3.5.3 Receptor pro vitamin D

Vitamin D3 (VD3) je multifunkéni nutrient, ktery miaze byt v téle bud’ ptimo
syntetizovan, nebo je absorbovan ze stravy. Hraje kliCovou roli v homeostdze vapniku a
fosforu, stejn¢ jako v raznych fyziologickych a patologickych procesech. VD3 je
postupné prevadén na aktivni formu la, 25-dihydroxyvitamin D3 (1,25-D3),
cytochromem P450 2R1 (CYP2R1)/CYP27A1 a CYP27B1 a deaktivovan fadou enzymu
véetné CYP3A4. Na druhé strané je 1,25-D3 schopen transkripci genit CYP3A aktivovat,
coz bylo prokazano u lidi, my$i a potkanti. Tato transaktivace je zprostfedkovanad VDR a

podoba se transaktivaci receptorem PXR (Qin & Wang, 2019) .

VDR se nachézi v cytosolu bungk citlivych na VD3. Kdyz je na VDR navazan 1,25-
D3, komplex tvoti heterodimer s retinoidnim X receptorem (RXR), translokuje se do
bunécéného jadra, vaze se na specifické sekvence DNA oznacované jako vitamin D-
responsivni elementy (VDRE) a aktivuje nebo potlacuje transkripci ptibuznych gend.
VDR a PXR také sdileji podobné responzivni prvky v promotoru genu CYP344 (Qin &
Wang, 2019). Klasickym uc¢inkem VDR v tenkém stievé je regulace transcelularniho
transportu vapniku (Li et al., 2015). Krom indukce CYP3A4 (Urquhart et al., 2007) byl
prokazan také vliv na indukci P-gp (Tachibana et al., 2009).

3.5.4 Pregnanovy receptor X

PXR je €len superrodiny jadernych receptori, méa hlavni roli v regulaci gent
zapojenych do transportu a metabolismu 1é€iv (Cheng et al., 2012). M4 stejné jako ostatni
¢lenove superrodiny jadernych receptorti N-terminalni doménu vézajici DNA a C-
terminalni doménu vazajici ligand a funguje jako heterodimer s receptorem 9-cis retinoveé
kyseliny, také znamy jako retinoidni X receptor a (RXRa; NR2B1), ke kontrole genové
transkripce (Cheng et al., 2012).

Indukce CYP3A4 xenobiotiky je do zna¢né miry zavisla pravé na PXR, ktery
reguluje expresi CYP3A4 vazbou jako heterodimer s RXR. Tvorba heterodimert PXR a
RXR je pfi aktivaci CYP 3A4 a P-gp klicova (Martinec et al., 2021).
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3.5.5 Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidy patii mezi steroidni hormony velkého fyziologického vyznamu,
které moduluji ¢etné procesy, jako je metabolismus, vyvoj, reakce na stres, krevni tlak
nebo imunomodulace. Predpoklada se, ze GR zprostiedkovava plisobeni glukokortikoida
prostiednictvim genomickych a také negenomickych cest (Arredondo-Amador et al.,

2021).

GR se ucastni regulace exprese cytochromu P450 prostiednictvim alespon tii
mechanisml: pifimou vazbou GR na specifické promotorové sekvence nazyvané
glukokortikoidni responzivni elementy (GREs), nepifimou vazbou GR na specifické
promotorové sekvence jako soucast multiproteinového komplexu a up- nebo
down-regulaci dalSich transkripcnich faktort, aryluhlovodikovych nebo jadernych
receptori: PXR, CAR a RXR. Kone¢ny ucinek glukokortikoidl na transkripci genu CYP
je obvykle vysledkem né€kolika mechanismut (Czekaj & Skowronek, 2012).

Regulace exprese P-gp pomoci GR (za pouziti dexametazonu) byla potvrzena
v placentarnim trofoblastu (Pavek et al., 2007). Déle studie autort Narang a spol., 2008
prokéazala zvyseni hladin i aktivity P-gp v mozkovych mikrocévach potkana pii lécbé

dexamethasonem (Narang et al., 2008).

3.6 Antivirotika

Léciv, které jsou schopny ve vétsi, ¢i menSi mife indukovat expresi
biotransformacnich enzymii nebo efluxnich transportérii je celd tfada. Z klinického
pohledu jsou vyznamnéj$i takova léciva, kterd jsou podavana dlouhodobé. Jednémi
z takovych 1€€iv jsou 1 anti-retrovirotika, 1é¢iva uzivana pacienty trpicimi infekci HIV.
Odhaduje se, Ze na celém svété je vice nez 36 miliond lidi nakaZenych virem HIV a
piiblizn€¢ 1 milion z nich kazdorocné umird (Martinec et al., 2019). Lécba probiha
prevazné v kombinaci dvou az tfi anti-retrovirotik, kde dochédzi k vyznamnym
interakcim. V nekterych ptipadech to jsou interakce zddané, kdy jedno 1éc¢ivo slouzi jako

booster (de Maat et al., 2003).

Anti-retrovirotika se rozdéluji do nékolika skupin, z nichZ v nékterych téchto
skupindch lze nalézt zastupce se schopnosti indukovat biotransformacni enzymy a

transportery.
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Prvni skupinou jsou nukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy (NRTI).
K zastupcim této skupiny patii zidovudin, zalcitabin, lamivudin, a abacavir. Dalsi
skupinou jsou nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy (NNRTI). Do této
skupiny patii efavirenz, nevirapin a delaviridin. Efavirenz a nevirapin jsou substraty a
jsou zaroven schopni indukovat CYP3A4. Tteti skupinou jsou inhibitory proteazy HIV
(PI), mezi které patii ritonavir, saquinavir, darunavir, lopinavir, indinavir a atazanavir.
Zastupci této skupiny jsou substraity CYP3A4, inhibitory a zarovein maji nécktefi
schopnost CYP3A4 indukovat. Kromé toho jsou substraty a inhibitory P-gp (de Maat et
al., 2003). N¢kteti zastupci jsou 1 induktory P-gp, jak se popisuji v kapitolach nize.

3.6.1 Darunavir

Darunavir (DRV) je antiretrovirotikum s mechanismem ucinku zaloZzenym na
inhibici HIV proteaz. Tato inhibice zabrafuje replikaci HIV vazbou na enzym a zastavuje
tim tak dimerizaci a katalytickou aktivitu HIV-1 protedzy. Zejména inhibuje $tépeni HIV
kédovanych Gag-Pol proteind v buiikach, které byly infikovany virem, a zastavuje tvorbu

zralych virovych ¢astic, které $iii infekci. (Davis et al., 2012)

Stejné jako u jinych PI je metabolismus DRV zavisly na cytochromu P450 (CYP)
3A4. V Kklinické praxi se proto darunavir podava peroralné soucasné s inhibitorem
CYP3AA4, ritonavirem. Tato kombinace je bezpecna a dobfe snaSena (Sekar et al., 2008).
Z pohledu interakci bylo zjist€no, Ze DRV inhibuje P-gp jak na bunikach Caco-2, tak
v hPCIS. Proto lze ptedpokladat, Ze tento Iék ma vysoky potencial zpusobit na irovni
sttevnich P-gp transportérii 1ékové interakce (Huliciak et al., 2022). DRV ma také
indukéni potencial. V minulosti byl studovan za pouziti bunééné linie LS180, kde po
ctyftydenni expozici zvysil aktivitu P-gp 3,6nasobné. Ve stejné studii byl indukéni
potencial porovnavan s rifampicinem (RIF), ktery za stejnou dobu indukoval aktivitu P-
gp 4,5nasobné. Zajimavosti je, ze v kratkodobé tfi denni studii indukoval DRV aktivitu
P-gp také 3,6nasobné, avSak RIF pouze ptiblizn€ 1,5nésobné. Indukéni potencial DRV
byl potvrzen na bunééné linii L180, kdy DRV zvysil expresi genu pro CYP344 (Konig et
al., 2010).

3.6.2 Ritonavir

Ritonavir (RTV) je inhibitor HIV prote4dz (Hull & Montaner, 2011). Jeho uvedeni
na trh v 90. letech minulého stoleti umoznilo vznik prvni vysoce u¢inné kombinace anti-

retrovirotik. Stejné jako ostatni zastupci této skupiny, patii 1 RTV mezi 1éCiva s
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potencialem k DDI. Je prokdzanym substratem/kompetitivnim inhibitorem P-gp

a enzymu CYP3A4 a zaroven induktor P-gp (Kis et al., 2010).

Ackoli byl ptivodné vyvinut jako nezavislé anti-retrovirotikum, ukéazalo se, ze ma
vyhodné vlastnosti v kombinovanych rezimech s nizkymi ddvkami RTV a jinymi PL
Nyni se Castéji pouziva v nizsich nez terapeutickych davkach (100400 mg denné) jako
tzv. booster jinych PI (Hull & Montaner, 2011). Princip boostovani je zalozeny na inhibici
CYP3A4 ptitomného jak ve stfevnim traktu, tak v jatrech, diky cemuz dojde ke zvySeni
biologické dostupnosti (zvyseni Cmin, AUC, ti2) soucasné¢ podavané¢ho PI. Zaroven je
RTV inhibitorem i P-gp, coz dale zlepSuje absorpci spole¢né podavanych PI. Na zakladé
zvysené expozice 1éku a prokazané ucinnosti by mély byt rezimy s boostovanym RTV

mezi prvnimi zvaZovanymi moznostmi pouziti v klinické praxi (Hull & Montaner, 2011).

RTV posilené PI jsou nyni jednim z rezimt prvni linie doporucenych pro dosud
nelécené pacienty a hraji primdrni roli v rezimech druhé linie a terapii u jiz diive 1é€enych

pacientli (Hull & Montaner, 2011).

3.6.3 Saquinavir

Saquinavir (SQV) je peptidovy derivat, ktery inhibuje enzym HIV proteazu a
zabranuje tak posttranslaénimu zpracovani virovych polyproteint. Je prvnim agents své

ttidy, ktery byl dostupny pro 1écbu infekce HIV (Noble et al., 1996).

SQV je obecné¢ dobie snaSen, bud’ v monoterapii, nebo v kombinaci
s nukleosidovymi inhibitory reverzni transkriptazy naptiklad zidovudinem nebo

zalcitabinem.

Z pohledu lékovych interakci ptsobi SQV jako induktor jak CYP3A4, tak
P-gp a je také substratem P-gp. Co se ty€e vyznamnosti, indukce CYP3A4 byla niZ8i nez
u rifampicinu, naproti tomu SQV indukoval v porovnani s rifampicinem 1 nékteré dalsi

transportéry napiiklad SLCO transportéry (Konig et al., 2010).

3.6.4 Atazanavir

Atazanavir (ATV) je inhibitor protedzy viru lidské imunodeficience (HIV-1),
ktery je v soucasné dobé doporuc¢ovan v rezimech prvni volby pro pacienty infikované
virem HIV nebo v rezimech pro pacienty s nesnasenlivosti jinych anti-retrovirotik. V
rezimech  prvni linie se ATV  podavda v  kombinaci se dvéma

nukleosidovymi/nukleotidovymi inhibitory reverzni transkriptazy, tenofovir disoproxil
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fumaratem a emtricitabinem. Kromé toho se s rezimy obsahujicimi ATV doporucuje dalsi
PI, naptiklad ritonavir, ktery zlepSuje jeho Spatnou biologickou dostupnost tim, ze

inhibuje metabolickou clearance ATV enzymy cytochromu P450 (Kis et al., 2013).

ATV je substratem P-gp a CYP3A4 (Kis et al., 2013). Sdm muze plsobit také jako
inhibitor P-gp. Jeho inhibice je vyznamna a ma tak vysoky potencial vyvolat DDIs
(Martinec et al., 2019). V in vitro provedenych studiich na bunécné linii LS180V bylo
dokazano, ze miize ptsobit i jako induktor P-gp (Perloff et al., 2005). Nejsou zndmy udaje
o jeho vlivu na indukci CYP3A4.
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4 CILE PRACE

Cilem této prace bylo studium vlivu 1é¢iv Darunaviru a Atazanaviru na expresi ABCBI
a CYP3A44 ve sttevnich fezech ptipravenych z lidského jejuna.

Diléi cile:
e Studium vlivu Darunaviru a Atazanaviru na zivotnost stievnich fezi

e Zjisténi vlivu téchto 1é¢iv na expresi ABCBI, CYP3A44, a vybranych

intracelularnich receptort za pouziti metody q-PCR

Ovéfeni funkce ABCBI v neovlivnénych a ovlivnénych stfevnich fezech
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie:
ACN
Agardza low gelling typ VII-A
Amfotericin B

Assay PCR Taq man

(VWR chemicals)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)

(Thermo Fisher Scientific)

Tabulka 1.: Assaye PCR Taq man pouZité v této praci

Nazev genu Cislo assaye Fluorescen¢ni barvivo
CYP344 Hs00604506 m1 FAM
ABCBI1 Hs00184500 ml FAM
PXR Hs01114267 ml FAM
VDR Hs01045843 m1 FAM
DXR Hs00353740 m1 FAM
B2M Hs00984230 ml FAM
Atazanavir (Sigma-Aldrich)

ATP-standard

Pierce™ BCA Protein Assay
CaCL*2 HxO

CP-100356 monohydrochlorid (CP)
Darunavir

Diethyl pyrokarbonat (DEPC)
D-gluk6za

EDTA

Ethanol 96%

Gb Basic Reverse Transcription Kit

(Sigma-Aldrich)

(Thermo Fisher Scientific)
(Penta chemicals)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(PanReac Applichem)
(Penta chemicals)
(Sigma-Aldrich)

(VWR chemicals)

(Generi Biotech)
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Gentamycin

Glycogen

HEPES

Chloroform

KCl

KH>PO4

Luciferasa

MilliQ voda

NaCl

NaHCO;3

NaOH

2-propranolol
Rhodamin123 (RHD123)
Rifampicin

TagMan Universal Master Mix II, no ung
Trizol

Tris-HCl

Williams E medium - GlutaMax™

(Thermo Fisher Scientific)
(Sigma-Aldrich)

(Carl Roth)

(Thermo Fisher Scientific)
(Pentachemicals)
(Pentachemicals)

(Thermo Fisher Scientific)
(Millipore)

(Penta chemicals)

(Penta chemicals)
(Lachner)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich)

(Thermo Fisher Scientific)
(Bio-rad)

(Sigma-Aldrich)

(Thermo Fisher Scientific)
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5.2  Priprava roztoku:

5.2.1 Zasobni roztok Krebs-Henseleitova pufru

Po rozpusténi vSech sloucenin dle rozpisu v tabulce €.1 je roztok prefiltrovan pies sterilni
filtr (0,22 um) a po 100 ml rozplnén do jednordzovych sterilnich kelimkid. Do doby

spotfeby je uchovavan v lednici.

Tabulka 1.: Priprava zdsobniho roztoku Krebs-Henseleitova pufru (KHB) - 10x

koncentrovany — rozpis na pripravu 1 litru.

Sloucenina Navazka / MnoZstvi
NaCl 69,0 g

KCl1 373 ¢

KH2PO4 1,63 g

MgSO4*7 H,0 2,71 ¢g

CaCL*2 H,O 3,67¢g

Doplnit vodou do objemu 1000 ml

5.2.2 Pracovni roztok Krebs-Henseleitova pufru

Po rozpusténi vSech sloucenin dle tabulky ¢. 2 je roztok 30 minut okysli¢en pomoci
pneumoxidu (95 % O2, 5 % CQO»). Nasledné je upraveno pH roztoku na 7,42 pomoci 5 M
NaOH.

Tabulka 2.: Priprava pracovniho roztoku Krebs-Henseleitova pufru — Ix koncentrovany.

Rozpis na pripravu 1 litru.

Sloucenina Navazka / MnoZstvi
NaHCO;3 2,10 g

D-gluko6za 495¢

HEPES 238 ¢

Zasobni roztok KHB 100 ml

Doplnit vodou do objemu 1000 ml
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5.2.3 Ptiprava pracovniho roztoku inkubaéniho média Williams medium E

(WME)

Pro ptipravu pracovniho roztoku inkuba¢niho média je tfeba do komeréné zakoupeného

WME média doplnit antibiotika, antimykotika a D-gluk6zu. Gentamycin a Amfotericin B
jsou ve formé sterilnich roztokl pipetovany do média ptimo dle tabulky ¢. 3. D-glukéza
je nejprve odvazena nesterilné a v lamindrnim boxu rozpusténa v malém mnozstvi WME.
Nasledné je takto vznikly roztok v lamindrnim boxu pfefiltrovan pfes sterilni filtr
(0,22 pm) a vracen zpét do zasobni lahve WME. Takto pfipravené médium je v den
experimentu ohfato na 37 °C na vodni lazni a pipetovano do desticek, piipadné

v mezikroku je do média pfidéna studovana latka.

Tabulka 3.: Priprava inkubacniho média pro inkubace strevmich rezii — rozpis na

pripravu 500 ml média

Sloucenina Navazka / MnoZstvi
WME + L-glutamin 500 ml

Gentamycin (50 mg ml™!) 500 pl

Amfotericin B (250 ug ml™) 5ml

D-glukoza 1,375 g

5.2.4 Priprava sonifikaéniho roztoku pro stanoveni ATP

Nejprve je rozpusténa navazka EDTA v ptiblizn€é 100 ml vody a pH pomoci 5 M roztoku
NaOH upraveno na 10,9. Nasledné je ptidan ethanol (96 %) a objem doplnén v odmérné

barice vodou do 500 ml.

Tabulka 4.: Priprava sonifikacniho roztoku pro stanoveni hladiny ATP (SONOP) — rozpis
na pripravu 500 ml roztoku - (70 % (vol/vol) ethanol, 2 mM EDTA, pH 10.9)

Sloucenina Navazka / MnozZstvi
EDTA 0372 ¢

Ethanol 96 % 370 ml

NaOH pro tpravu pH na 10,9 dle potieby
milliQ-voda k doplnéni do 500 ml
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5.2.5 Ptiprava Tris/EDTA pufru pro stanoveni hladiny ATP

Nejprve jsou rozpustény EDTA a Tris HCI v objemu cca 300 ml milliQ vody. Nasledné

je upraveno pH pomoci HCI na 7,6 a voda doplnéna do objemu 500 ml v odmérné barice.

Tabulka 5.: Priprava Tris pufru pro stanoveni hladiny ATP — rozpis na pripravu 500 ml
roztoku (100 mM TrisHCI, 2 mM EDTA, pH 7.6)

Sloucenina Navazka / MnoZstvi
Tris HCI 6g

EDTA 0,37 g

milliQ-voda Doplnit do 500 ml

5.2.6 Priprava 3 % roztoku agarozy

Nejprve jsou navazeny jednotlivé slouceniny dle tabulky ¢. 6. Nasledné je pfidana voda
a teflonové michadlo. Smés je zahtata na teplotu cca 80 °C (musi byt vyssi nez 60 °C) a
nasledné dojde k rozpusSténi agardzy. Takto pfipravena agardza je nésledné¢ bud’
zchlazena na 37 °C (zGstava stale tekutd) a vyuzita v experimentu, nebo je ulozena do

lednice pro pozd¢jsi pouziti (nutné opé€t zahtat na teplotu vyssi nez 60 °C.

Tabulka 6.: Priprava 3 % agarozy pro fixaci vzorkii pred krajenim

Sloucenina Navazka / MnoZstvi
NaCl 09¢g

Agaroza low gelling typ VII-A 3g

milliQ-voda doplnit do 100 ml
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5.3 Experimentalni metody:

5.3.1 hPCIS (Human Precision-Cut Intestinal Slices)

Pro ptipravu fezii byla s mirnymi modifikacemi pouzita metoda publikovana de
Graaf a kolektivem z roku 2010 (De Graaf et al., 2010). Tkan pro piipravu ezl byla
ziskéna ve spolupraci s Chirurgickou klinikou fakultni nemocnice v Hradci Kralové od
dobrovolnych darct, ktefi podepsali informovany souhlas. Experimenty byly povoleny

etickou komisi pod ¢islem 202103 167P.
Pracovni postup:

Pted obdrzenim vzorku lidské tkané z operacniho sélu je nutné nastavit inkubator,
aby inkubace probihala za ptedepsanych podminek: teplota 37 °C, 80 % Oz2a 5 % CO..
Dale je nutné ptipravit média: KHB a WME (viz kapitola Pfiprava roztokt). Inkubacni
médium rozpipetujeme do inkubacnich 24jamkovych desti¢ek (Sarstedt), kde v kazdé
desticce bude 1,3 ml WME. Desticky prozatim uklidime do inkubdtoru, aby doslo
k nasyceni média kyslikem a oxidem uhli¢itym. Dal§im krokem je rozehtati 3 % agarozy
ve vodni lazni 60 °C, aby doslo k pfevedeni gelové formy na kapalinu. Nasledné agar6zu
zchladime ve vodni 1dzni na 37 °C. Za této teploty agardza ziistava stale tekutd po

neomezené dlouhou dobu.

Nyni mizeme sestavit kraje¢ Krumdieck typ MD 4000 (Alabama R&D, Munford,
AL, USA) (viz Obrazek 9) a predchladit za pomoci recirkula¢niho chlazeného Cerpadla
na 4 °C.
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Obrazek 9: Kraje¢ Krumdieck typ MD 4000 (Alabama
R&D, Munford, Al, USA). Zdroj vlastni.

Vzorek lidské tkané je odebran v pribehu operace typu pankreatoduodenektomie
zachovavajici pylorus. Odebranad lidska tkan je z operacniho salu pienesena v ledovém
(4 °C) a okysliceném KHB do laboratote, kde je ihned zpracovana. VSechny dalsi kroky,

je nutné provadét na ledu (4 °C), aby se zamezilo degradaci tkané.

Pied samotnou pfipravou fezli je nutné z odebraného vzorku lidského stfeva
odstranit svorky a pfiléhajici tukovou tkan (Obrazek 10, b). Po odstranéni svorek a
prebytecné tkané je vzorek podéln€ rozstfizen, otevien a odhalena lumindlni cast.
Odstranime zbytky traveniny propldchnutim luminalniho povrchu okysli¢enym KHB.
Tkan nasledné pfipevnime slizni¢ni stranou smérem dolti pomoci Spendlikt k silikonové
podlozce v Petriho misce (Obrazek 10, c). Tkan prabézné oplachujeme okyslicenym
KHB. Postupné opatrn€ nafizneme muskularni vrstvu a oddélime od stfevni sliznice
pomoci chirurgickych niizek (Obrazek 10, d). Odstranéni muskularni vrstvy zjednodusuje
pripravu fezl a zkracuje difuzni vzdalenost pro zZiviny a kyslik v fezech. Po odstranéni
muskularni vrstvy ziistane na silikonové podlozce mukézni vrstva (Obrazek 10, e), kterou
dale nafezeme za pomoci skalpelu na prouzky o rozmérech pfiblizn€¢ 10 x 20 mm
(Obrazek 10, f). Jednotlivé prouzky pieneseme do ptedem na ledu vychlazené valcové
formy s pistem umisténym na spodu (Obréazek 10, g). Formu postupné naplnime tekutou

agardzou (37 °C) za pomoci Pasteurovy pipety, pficemz se snazime za pomoci pinzety
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nebo Spendliku drzet prouzek tkan¢ svisle, dokud agardza neztuhne. Cely vyse uvedeny

postup je detailn¢€ zobrazen na obrazku 10.

Kraje¢ naplnime vychlazenym okyslicenym KHB. Z valcové formy nyni
vyjmeme pist s tkani zalitou v nyni jiz ztuhlé agardze. Takto vznikly valecek s tkani
vlozime piimo do krajeée. Rezy nasledn& nakrajime pomoci Krumdieckova tkanového
krajege pii nasledujicim nastaveni: tloutka fezu: 300 pum, rychlost krajeni 5-10. Rezy se
zachytavaji do sklenéného nastavce, odkud jsou nésledné vypoustény do piipravené

kadinky.

d

Obrazek 10: Piiprava lidskych fezii (jejunum). Pfevzato a upraveno z de Graaf, 2010.

Po nakrijeni agarézového valecku vypustime fezy ze sklenéného nastavce
spole¢né s KHB do kadinky a ihned ulozime na led. Rezy pro experiment vybirame na
zaklad¢ vizudlniho stavu. Pro experiment vhodné fezy maji jednotnou tloustku,
stejnomérnou barvu a hladké okraje. Vybrané fezy jsou preneseny do okysliceného KHB
a uloZeny na led. Na zacatku experimentu jsou fezy piendSeny za pomoci malé 1zicky
nebo entomologické pinzety do pfedem piipravenych desticek s médiem a testovanymi
latkami. Pro jednotlivé experimenty se mnozstvi fezli v jamkach lisi (PCR 3 fezy, ATP 1

fez, RHD123 2 tezy).

Rezy v desti¢kach jsou pii inkubaci umistény v inkubatoru na orbitalni tfepacce
(90 cyklt za minutu) a inkubovany dle typu experimentu 2, 12, 24 a 48 hodin. V piipadé,

ze experiment probiha po dobu delsi jak 24 hodin, je médium po této dobé ménéno.
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Po ukonceni experimentu jsou vzorky fezti odebrany do 2 ml zkumavky (Sartedt,
Sroubovaci vicko). V pfipadé odbéru fezli pro stanoveni ATP jsou zkumavky pfedem
naplnény roztokem SONOP (200 ul), pro izolaci RNA jsou zkumavky pfedem naplnény
roztokem TriReagent® a zirkonovymi kulickami (pfiblizny objem kuli¢ek 200 ul). Po
odbéru jsou vzorky ihned zamrazeny v kapalném dusiku nebo suchém ledu. Vzorky jsou
do nasledné analyzy skladovany pfi teploté - 80 °C. V ptipad¢ odbéru vzorki pro funkéni
studii za pouziti RHD123 jsou fezy odebrany do zkumavek ptedplnénych pouze

zirkonovymi kulickami a zamrazeny pii teploté -20 °C.

5.3.2 Analyza ATP

Stanoveni hladiny ATP je nutné pro potvrzeni kvality vzorkl. Hladina ATP u
fezil, které jsou povazovéany za viabilni, by méla byt 2 nmol. mg™! proteinu (De Graaf et
al., 2010). K mé&feni hladiny ATP je vyuzit ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II
(vyrobce: Roche Diagnostics GmbH) standardné skladovany pfi teploté -20 °C. Tento kit

obsahuje Luciferazu a lyofilizované standardy ATP.
Postup méteni hladin ATP:

Vychladime si centrifugu (Hettich zentrifugen, rotor 1195-A radius 87 mm) na
4 °C. Daéle ptipravime vzorky (umistény v -80 °C) a umistime na led (4 °C) a luciferasu
(lyofilizat), kterou nechame pii pokojové teploté. Rozmrzlé vzorky homogenizujeme na
homogenizatoru FastPrep-24 5G za danych podminek (6,5 m/s, 2x 40
sekund homogenizace, 20 sekund pauza mezi homogenizacemi). Po homogenizaci
pfemistime vzorky do vychlazené centrifugy na 5 minut pii 13 200 g. Na 96 jamkovou
desticku s plochym dnem (Sarstedt) pfeneseme 5 ul supernatantu a poté 45 pl
TRIS/EDTA pufru, ktery byl ptipraven podle tabulky €. 5 vyse. Déle rozpustime v milliQ
vodé¢ v kitu pfilozeny ATP-standard. Vychozi koncentrace standardu po natedéni je 10
mg/ml (1,65 x 102 M). Tento standard je dale fedén dle tabulky ¢. 7. 50 ul takto
pfipraveného kalibracniho roztoku se napipetuje do desticky a je vytvofena kalibra¢ni
kiivka. V dal§im kroku jsme rozpustili luciferasu v 10 ml milliQ vody a za mirného
krouZeni nechali inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté. 50 ul takto ptipravené luciferazy
jsme za pouziti multikandlové pipety pfidali do jednotlivych jamek. Nésledné jsme
zmeéfili luminiscenci v destiCce na luminometru HIDEX. Vysledné hodnoty pro
jednotlivé vzorky byly vypocitany za pomoci kalibrac¢ni kiivky a normalizovany na

mnozstvi proteinu (viz stanoveni bilkoviny BCA metodou).
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Tabulka 7.: Priprava kalibracnich roztokii pro mereni hladin ATP

Redéni mnozstvi (ul) TRIS/EDTA (nl) Koncentrace (M)
A 10 ul ATP standardu 990 1,65x 10*
1 10 ul (A) 990 1,65x 10°
2 100 pl (1) 400 3,30 x 107
3 50 pul (1) 450 1,65 x 107
4 100 ul (3) 400 3,30x 10
5 50 ul (3) 450 1,65x 1078

5.3.3 Stanoveni Rhodaminul23 — studium funkce

Principem tohoto stanoveni je zjisténi funkce P-gp. RHD123 zde funguje jako
modelovy substrat, ktery je prostfednictvim P-gp transportovan. Pro experiment byla

pouzita koncentrace 10 uM.
Postup stanoveni RHD123 ve vzorcich:

Vzorky z experimentu jsou pfipraveny ve zkumavkach (Sarstedt) o objemu 2 ml
se zirkonovymi kulickami (pfiblizny objem 200 pl, velikost kulicek 1,4 — 1,6 mm). Ke
kazdému vzorku ptidame 600 pl roztoku ACN (ACN ve vodé 2:1), ktery je potieba
pfipravit si pfedem v objemu odpovidajicim poctu vzorkll. Vzorky nasledné
zhomogenizujeme v homogenizatoru FastPrep-24 5G za danych podminek (6,5 m/s, 2x
40 sekund homogenizace, 20 sekund pauza mezi homogenizacemi) a zkontrolujeme,
pfipadné homogenizaci opakujeme. Po homogenizaci vzorky sto¢ime na 10000 g po dobu
10 minut v centrifuze (Hettich zentrifugen, rotor 1195-A radius 87 mm). To vede ke
zformovani pelety sraZzeného proteinu. Z kazdého vzorku odebereme pipetou 150 pl
supernatantu a naneseme na 96 jamkovou desti¢ku (Sarstedt). Kazdy vzorek je méten
v duplikatu. Pfi odbéru supernatantu je potieba postupovat opatrné a nenasat peletu. Déle
pfipravime kalibra¢ni roztoky v koncentracich: 0 uM, 0,125 uM, 0,250 uM, 0,5 uM a 1
uM. Roztoky jsou také pfipraveny v ACN (ACN ve vod¢ 2:1) a napipetuji se na desticku
v duplikatech. Zkumavky s peletou nechdme odpafit do sucha v termostatu TCH-100 (37
°C). Takto ptipravenou desticku méfime v piistroji TECAN infinite M200 pfi nastavené
excitacni vinové délce 485 nm a emisni vinové délce 530 nm. Hodnoty v jednotlivych
jamkéch vypocteme dle zhotovené kalibracni kiivky. Vysledné namétené hodnoty jsou

dale normalizovany na mnoZstvi proteinu (viz stanoveni bilkoviny BCA metodou).
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5.3.4 BCA stanoveni bilkovin

Principem tohoto je stanoveni mnozstvi proteinu, na jehoz hodnotu ve vzorka jsou
nasledné¢ normalizovany namétené hodnoty ATP a RHD123. Pro stanoveni mnozstvi
proteinu byl pouzit kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (vyrobce Thermo Scientific).
V pfitomnosti proteint dochazi v alkalickém prostiedi k redukci Cu?* na Cu'* (biuretova

reakce), které nasledné zbarvi v pfitomnosti bicinchoninové kyseliny roztok do fialova.
Postup stanoveni mnozstvi proteinu ve vzorcich:

Vzorky musi byt pted za¢atkem odpateny do sucha (odpateni pti 37 °C v suchém
termostatu TCH-100). Ke vSem vzorkim pfidame 200 pl 5M NaOH, zkumavky
zaSroubujeme a inkubujeme 30 minut na orbitalni tfepacce (Scientific Industries) pii
37 °C (300 rpm). Po uplynuti inkubaéni doby ke kazdému vzorku ptidame 800 pl MilliQ
vody, a vzorky se tak ziedi na findlni koncentraci (NaOH 1M). Vzorky zhomogenizujeme
na homogenizatoru FastPrep-24 5G dle doporucenych podminek (6,5 m/s, 2x 40
sekund homogenizace, 20 sekund pauza mezi homogenizacemi). Po homogenizaci se
z kazdého vzorku nanasi na 96 jamkovou desticku (Sarstedt) 10 pl. Zhotovime kalibra¢ni
roztoky (viz tabulka ¢. 8) a napipetujeme na desticku v objemu 10 ul. Kazdy vzorek i

kalibra¢ni kiivku pipetujeme na desticku v duplikétu.

Dale si pfipravime roztok C a do kazdé jamky napipetujeme multikanalovou
pipetou 200 pl. Pro pfipravu roztoku C vezmeme 50 dild roztoku A (bicinchoninova
kyselina) a 1 dil roztoku B (CuSO4x5H>0) (dle navodu vyrobce, pomér 50 (A) : 1
(B)). Roztok C pfipravujeme t&€sné pied pouzitim. Inkubujeme 30 minut pii 37 °C
v suchém inkubétoru na ttepacce (Scientific Industries) (100 rpm). Nésledné zmétime na

absorbanci pti vlnové délce 562 nm na pftistroji TECAN infinite M 200.
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Tabulka 8.: Priprava kalibracnich roztoku pro meéreni koncentrace bilkoviny

Bod kalibrace  Finalni koncentrace 0,1% roztok BSA Cisté 1 M NaOH

v 1M NaOH
1 0 ng/ml 0 ul 100 ul
2 100 pg/ml 10 pl 90 pl
3 200 pg/ml 20 pl 80 ul
4 300 pg/ml 30 ul 70 ul
5 400 pg/ml 40 pl 60 pul
6 500 pg/ml 50 pl 50 pul

Pozn.: jelikoz koncentrace NaOH ovliviiuje rychlost reakce

5.3.5 Izolace RNA

Principem tohoto postupu je izolace celkové RNA ze vzorki stfeva lidské tkang,

ktera bude nasledné pouzita pro transkripci.
Postup:

Tkanové fezy byly po experimentu dany do 1 ml roztoku TriReagent® s piiblizné
200 pl zirkonovych kulicek a ihned zamrazeny. Vzorky vyndame z mraziciho boxu
(-80 °C) a nechame na ledu rozmrazit. Po rozmrznuti vzorky zhomogenizujeme za
predepsanych podminek (6,5 m/s, 2x 40 sekund homogenizace a 20 sekund pauza mezi
homogenizaci). Ke zhomogenizovanym vzorkim ptfiddme 200 pl chloroformu a
dikladné protiepeme v ruce po dobu 15 sekund. Vzorky sto¢ime na vychlazené (4 °C)
centrifuze (Hettich zentrifugen, rotor 1195-A radius 87 mm) na 12 000 g po dobu
15 minut. Obsah zkumavky se nadm rozdéli na 3 faze: fazi obsahujici RNA (vodni fazi),

mezifazi (faze s DNA) a organickou fazi obsahujici lipidy a proteiny.

V mezicase si ptipravime 1,5 ml PCR clear zkumavky (Eppendorf), do kterych
napipetujeme 2 pl glykogenu. Nyni do pfipravenych zkumavek s glykogenem sbirame
pipetou tolik vodni faze, kolik mizeme. Nesmime vSak nabrat mezifdzi nebo fazi
organickou. Déle ptidame 500 pl 2-propranololu a parkrat zkumavku pievratime.
Zkumavky nechdme stat 10 minut pii pokojové teploté. Poté je umistime do centrifugy

tak, aby panty vicek zkumavek smétovaly stejnym smérem ven, a sto¢ime na 12 000 g po
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dobu 10 minut. Po tomto kroku se zprecipitovana RNA objevi na sténé zkumavky ve

formé bilé pelety.

Nyni odstranime supernatant pomoci odsavacky nebo pipety a opatrné
oplachneme peletu 1 ml 75 % ethanolu. Vzorky sto¢ime na centrifuze, kam je uklddame
opét stejnym smérem, na 12 000 g po dobu 5 minut. Krok oplachu opakujeme. To
znamend, ze odebereme supernatant, oplachneme 1 ml 75 % ethanolu a sto¢ime na

5 minut v centrifuze.

Poslednim krokem je odstranéni veSkerého ethanolu pipetou nebo pomoci
odsavacky. K peleté¢ pfiddme 20 pl milliQ vody oSetiené a pomoci promichavani ve
Spicce dojde k rozpusténi pelety. Poté odebereme 2 pl do predem piipravenych 200 pl
PCR clear zkumavek (Sarstedt) a zméfime koncentraci a ¢istotu RNA na NanoDropu
(Thermo Fisher Scientific). Findln¢ nafedime na koncentraci 500 ng/ul vhodnou pro

reverzni transkripci.

5.3.6 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce (RT) je enzymovéa reakce, pfi niz dochazi k piepisu
genetické informace z molekuly mRNA do DNA. Tato reakce je katalyzovana enzymem
reverzni transkriptdzou. Reverzni transkripci ziskame molekulu, ktera je oznacovana jako
cDNA (complementary DNA). Pro reverzni transkripci byl pouZit kit gb Basic Reverse

Transcription Kit (Generi Biotech).
Postup:

Ptipravime si RT kit (200 pl ¢asti A napipetujeme do casti B) a smichame.
Opatrné promichame $pickou. Do 200 pl PCR clear zkumavky napipetujeme 2 pl RNA
o koncentraci 500 ng/pl (celkem 1000 ng v reakci), 10 pl ptipravené¢ho RT kitu a 8 pl

milliQ vody oSetfené DEPC a promichdme Spickou.

RT se provadi Thermal cycleru (Bio-rad). Proces probihd pii 42 °C 60 minut.
Ziskana cDNA je poté nafedéna milliQ vodou oSetienou DEPC na koncentraci 25 ng/ pl

auloZena v -20 °C.
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5.3.7 gPCR

Principem tohoto stanoveni je kvantifikace sledovaného useku DNA v redlném
case. Detekce mnozstvi DNA je umoznéna pfitomnosti fluorescen¢niho substratu, ktery
se vaze na pritomnou DNA. Fluorescence je vyzafovand substratem az po jeho navazani
na DNA. Hladina fluorescence substratu navazaného na DNA je detekovana detektorem

a odrazi mnozstvi pfitomné DNA, tj. 1 mnozstvi vychoziho templatu.
Postup:

Do PCR reakce jsme pipetovali cDNA v koncentraci 25 ng/pl. Do jedné jamky na
desticce (384 jamkové) ptijde: 2,5 ul master mixu (TagMan Universal Mater Mix I, no
UNGQG), 0,25 pl gene assay, 1 pul cDNA (c=25 ng/ pl) a 1,25 pl milliQ vody (oSetfena
DEPC). Podle poctu vzorki si vypocitdme objemy jednotlivych slozek s 10 % rezervou.
Do piedem pfipravenych a nadepsanych 1,5 ml PCR clear zkumavek pipetujeme nejdiiv
pozadované mnozstvi vody, master mixu a gene assay. Smés dikladné Spickou

promichame.

Do 384 jamkové desticky (Applied Biosystem) pipetujeme 1 pl cDNA do kazdé
jamky. Poté napipetujeme vyhotovenou smés master mixu, milliQ vody a gene assay.
V jamkéch by nemély byt Zadné vzduchové bublinky. Pokud je vSe spravnég, desticka se
uzavie folii, promicha na michacce (Vortex, BioSan) a stoci se na centrifuze (PCR Plate
Centrifuge 11, VWR) pii 550 g po dobu 20 sekund. Mé&feni probihalo na v pfistroji
QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System (Applied biosystem). PCR méfeni probiha
ve 40 cyklech. Nejprve je nastaven 10minutovy interval a teplota 95°C. V tomto kroku
dochazi k aktivaci polymerazy obsaZené v mastermixu. Nasledné pokracuje jiz 40 cyklt
kdy v kazdém cyklu je vzorek zahtat na 95 °C (15 s) a nasledné ochlazen na 60 °C (60 s).
Schématické zndzornéni nastaveni pfistroje je na obrazku 11. Vysledky jsou
vyhodnoceny metodou 2 24T (Livak & Schmittgen, 2001). Jako referenéni gen pro nase
méteni byl zvolen B2M (beta-2-microglobulin, Hs00984230 m1, FAM), ktery byl pouzit
1 ve studii Martince a kol (2021).
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Obrazek 11: Nastaveni pfistroje QuantStudioTM 6 Flex Real-Time PCR System pro kvantitativni
PCR. Zdroj vlastni.

5.3.8 Statisticka analyza

Vysledky vlivu studovanych latek na expresi vybranych geni a transport RHD123
byly statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s néslednym Dunnetovym
multiple comparison testem. Data v grafech jsou vyjadfena jako median + rozsah
(variacni rozpéti). Vliv studovanych latek na hladiny ATP byl hodnocen metodou
two-way ANOVA s néslednym Bonferroniho multiple comparison testem. Statisticka

vyznamnost je v grafech vyznacena nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vliv antivirotik na Zivotnost stfevnich fezu

Prvnim krokem v nasi studii bylo ovéfit, zda ndmi studované latky nemaji vliv na
zivotnost vlastnich fezti (viz Obrazek 12). Provedli jsme tedy stanoveni hladiny ATP (viz
kapitola 5.3.2), které nam vyjadfuje, zda si fezy inkubované po dobu 24 a 48 hodin
zachovaly svoji Zivotnost a neztratily funkci. Dle publikace De Graaf et al 2010 je tez
povazovan za zivotaschopny, pokud se hladina ATP pohybuje okolo 2 pmol/ug proteinu
(De Graafet al., 2010). Jako kontrola byly odebrany také fezy v ¢ase 0 hodin, tedy ihned
po nakrajeni fezli. Tato kontrola slouzila zejména k ovéfeni vlastniho stavu tkdn¢ a
obvykle byla vyssi v porovnéni s naslednymi odbéry v Casech 24 a 48 hodin. Testovali
jsme koncentrace DAR 50 a 100 uM, ATV 50 uM a RIF 30 uM. Tyto koncentrace byly

pouzity i v dalSich experimentech.
Vliv studovanych latek na zivotnost strevnich rez - koncentrace ATP
25+ n=3 [ Kontrola - &as 0 hodin

1 ¢as 24 hodin
I cas 48 hodin

pmol/ug proteinu

Obrazek 12: Grafické znazornéni vlivu antivirotik na zivotnost stfevnich fezil. Pocet experimentd je roven nebo
vice nez 3. Koncentrace ATP byla métena v jednotkach pmol/pug proteinu, ptiCemz limitni koncentraci (dle de
Graaf, 2010) je 2 pmol/ug proteinu. Odbér vzorki byl pro analyzu ATP proveden v Case 0 déale po 24 a 48 hodinach.
Z grafu je patrné, ze si vSechny vzorky zachovaly svou Zivotnost a hladina ATP byla nad limitem. Data v grafu

jsou vyjadrena jako medidn =+ rozsah (variacni rozpéti).
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6.2 Vliv antivirotik na expresi geni

Dale jsme zjistovali, zda maji testované latky vliv na expresi genit CYP344, ABCBI,
PXR, GR, VDR (Obrazky 13-25). Rezy lidského jejuna byly inkubovany po dobu 48 hodin
v roztocich jednotlivych latek. Odbéry byly provadény po 12, 24 a 48 hodindch. Ze
ziskanych vzorkli jsme izolovali RNA, ktera byla nasledné¢ pouzita pro reverzni
transkripci. Pfi reverzni transkripci doSlo k prepisu mRNA do komplementarni cDNA.
Tato cDNA byla nasledné pouzita v metodé qPCR viz kapitola 5.3.7. Vysledkem je
amplifikace vysledného genu a porovnani CT hodnot mezi indukovanym a kontrolnim
vzorkem po korekci na referencni gen. Ovlivnéné vzorky byly porovnavany vzdy vici

kontrole v daném case.

Jako pozitivni kontrola byl ve vSech naSich experimentech pouzit rifampicin (RIF,
30 uM), ktery byl pouzit v predchozi studii vyuzivajici stfevni tkanové fezy (Martinec et

al., 2021).

Signifikantni zvySeni bylo pozorovano u ATV jak pro CYP344 (Obrazek 13) po
48hodinové, tak pro ABCB1 (Obrazek 14). U DRV bylo signifikantni zvySeni patrné pro
CYP3A44 (Obrazek 19) po 24 hodinach a pro ABCB1 (Obrazek 20) také po 24 hodinéch.
Nebyly pozorovéany signifikantni rozdily mezi pouzitymi koncentracemi DAR. U RIF
bylo signifikantni zvySeni pro CYP3A44 po 24 a 48 hodinach (Obréazek 13, 19). Déale mél
signifikantni vliv na expresit ABCBI po 24 a 48 hodinach (Obrazek 20).

6.2.1 Vliv atazanaviru na genovou expresi CYP344,. ABCBI1, PXR. GR a VDR

ATV byl pouzit v koncentraci 50 pM a RIF v koncentraci 30 pM. Koncentrace 50
uM u ATV je dana limitem rozpustnosti. Koncentrace RIF vychdzi z pfedchozi studie

(Martinec et al., 2021).
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Vliv atazanaviru (50 pM) na expresi CYP3A4
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Obrazek 13: Grafické zobrazeni vlivu ATV (50 uM) na expresi genu CYP3A4. Pierusovana ¢ara vyjadiuje
hodnotu kontroly. ATV zvysil oproti kontrole expresi signifikantn€ po 48 hodinach (3,8nasobné, median),
RIF zvysil signifikantné expresi toho genu také po 48 hodinach (10,55nasobné, median). S rostoucim ¢asem
byl pozorovan trend postupného zvySovani exprese. Vysledky jsou zpracované ze tii méfeni a byly
statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem.
Data v grafu jsou vyjadiena jako medidn + rozsah (variacni rozpéti). Statistickd vyznamnost je v grafech

vyznaéena nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

Vliv atazanaviru (50 pM) na expresi ABCB1
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Obrazek 14: Grafické zobrazeni vlivu ATV (50 pM) na expresi genu ABCBI. Perusovana ¢ara vyjadiuje
hodnotu kontroly. ABCB1 byl nejvice exprimovan v ¢ase 12 hodin a to 3,2x (median). Poté doslo po 24
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hodinéch k poklesu a opétovnému zvyseni po 48 hodindch. Statisticky vyznamné bylo pouze zvySeni u
ATV v case 48 hodin. To samé mizeme pozorovat u RIF. Vysledky jsou zpracované ze tfi méfeni a byly
statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem.
Data v grafu jsou vyjadifena jako median + rozsah (variaéni rozpéti). Statistickd vyznamnost je v grafech

vyznacena nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

Vliv atazanaviru (50 uM) na expresi GR
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Obrazek 15: Grafické zobrazeni vlivu ATV (50 uM) na expresi GR. PieruSovana ¢ara vyjadiuje hodnotu
kontroly. Exprese GR je mirné ovlivnéna pouze v 48hodinové inkubaci, kdy doslo u ATV k zvyseni 1,21x
(median). Toto zvySeni vSak neni statisticky vyznamné. Vysledky jsou zpracované ze tii méfeni v Case 24
a 48 hodin. U 12hodinovych odbérii n = 1 u ATV, resp. 2 u RIF. Vysledky byly statisticky hodnoceny
metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Data v grafu jsou
vyjadiena jako median + rozsah (variacni rozpéti). Statistickd vyznamnost je v grafech vyznacena

nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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Vliv atazanaviru (50 uM) na expresi PXR
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Obrazek 16: Grafické zobrazeni vlivu ATV (50 uM) na expresi PXR. PferuSovana ¢ara vyjadiuje hodnotu
kontroly. Jako kontrolni 1é¢ivo s potvrzenou indukéni schopnosti pouzit RIF. V1iv ATV na expresi PXR je
patrny pouze po 12 hodinédch, kdy zvysil expresi 2,3x (median). Toto zvySeni vSak neni statisticky
vyznamné. Vysledky jsou zpracované ze tii méfeni a byly statisticky hodnoceny metodou two-way
ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Data v grafu jsou vyjadifena jako median
+ rozsah (variacni rozpéti). Statisticka vyznamnost je v grafech vyznacena nasledovné: * p < 0,05; ** P <

0,01; *** P <0,001.
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Vliv atazanaviru (50 pM) na expresi VDR
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Obrazek 17: Grafické zobrazeni vlivu ATV (50 uM) na expresi VDR. PreruSovana ¢ara vyjadiuje hodnotu
kontroly. Mirny vliv ATV byl pozorovan pouze na inkubaci po 12 hodinach, kdy exprese VDR byla zvySena
1,5% (median). Toto zvySeni vSak nebylo statisticky vyznamné. Vysledky jsou zpracované ze tfi méfeni a
statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem.
Data v grafu jsou vyjadiena jako medidn + rozsah (variacni rozpéti). Statistickd vyznamnost je v grafech

vyznacena nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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Vliv Atazanaviru (50 pM) na expresi vybranych gent

_ [ ¢as 12 hodin
4 Bl cas 24hodin
Bl c¢as 48 hodin

relativni exprese

&
v.
Q‘b
At

Obrazek 18: Graficky souhrn vlivu ATV (50 M) na expresi vybranych genti. Graf byl vytvotfen na zaklad¢
dat ze tfi nezavislych experimentil. Pferusovana ¢ara vyjadiuje hodnotu kontroly. Odbéry probihaly po 12,
24 a 48 hodinach. Ze ziskanych vysledki vyplyva ze ATV signifikantné zvySuje expresi CYP344 po 48
hodinach. Exprese CYP344 méla v Case stoupajici trend. Dale jsme pozorovali vliv ATV na expresi
ABCBI. Statisticky vyznamné vSak bylo zvySeni pouze po 48 hodinach. Muzeme pozorovat velmi mirny
vliv na expresi GR po 48 hodinach. Déle pozorujeme mirné zvySeni exprese PXR a VDR, ale pouze po 12
hodinéch. Statisticky vyznamné vSak toto zvySeni nebylo ani u jednoho ze sledovanych intracelularnich
receptori. Vysledky jsou zpracované ze tii méfeni a statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s
naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Data v grafu jsou vyjadiena jako median + rozsah
(varia¢ni rozpéti). Statisticka vyznamnost je v grafech vyznacena nasledovné: * p < 0,05; ** P <0,01; ***

P <0,001.
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6.2.2 Vliv darunaviru na genovou expresi CYP344. ABCB1, PXR, GR a VDR

U DAR byly pouzity dvé koncentrace 100 uM (limit rozpustnosti) a 50 uM pro
otestovani vlivu koncentracni zavislosti. RIF byl pouzit v koncentraci 30 uM jako

pozitivni kontrola.
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Obrazek 19: Grafické zobrazeni vlivu DAR 100 pM a 50 pM na expresi genu CYP344. Vysledky jsou
zpracované ze tfi a vice nezavislych experimentd pro casy 24 a 48 hodin. V ¢ase 12 hodin byly provedeny
u DAR pouze dva experimenty. PieruSovana cara vyjadiuje hodnotu kontroly. K signifikantnimu zvyseni
genové exprese dochazi po 24 hodinach. DAR 50 uM zvysil expresi 6,5245% (median) a DAR 100 uM
7,031x (median). Mezi koncentracemi DAR a jejich vlivu na expresi neni statisticky vyznamny rozdil.
Oproti RIF dochazi u DAR u obou koncentraci po 48 hodinach k poklesu exprese. Vysledky byly statisticky
hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Data v
grafu jsou vyjadrena jako median + rozsah (variani rozpéti). Statisticka vyznamnost je v grafech vyznacena

nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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Vliv Darunaviru na expresi ABCB1
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Obrazek 20: Grafické zobrazeni vlivu DAR 100 pM a 50 uM na expresi genu ABCBI. Vysledky jsou
zpracované ze tii a vice nezavislych experimentd pro casy 24 a 48 hodin. V ¢ase 12 hodin byly provedeny
u DAR pouze dva experimenty. Pferusovana ¢ara vyjadiuje hodnotu kontroly. Z grafu je patrné, ze dochazi
ke zvySeni exprese ABCB1. Vyznamnéjsi vliv ma DAR v koncentraci 100 uM, ktery signifikantné zvysuje
expresi v Case 24 a 48 hodin. Jeho vliv je srovnatelny s RIF. DAR 50 uM signifikantné zvysuje expresi
pouze po 24 hodinach. Vysledky byly statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym
Dunnetovym multiple comparison testem. Data v grafu jsou vyjadfena jako median + rozsah (varia¢ni

rozpéti). Statisticka vyznamnost je v grafech vyznacena nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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Vliv Darunaviru na expresi GR
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Obrazek 21: Grafické zobrazeni vlivu DAR 100 pM a 50 uM na expresi genu GR. Vysledky jsou
zpracované ze tii a vice nezavislych experimentd pro ¢asy 24 a 48 hodin. V ¢ase 12 hodin byly provedeny
u DAR pouze dva experimenty. Prerusovana ¢ara vyjadiuje hodnotu kontroly. DAR ani v jedné koncentraci
nema vliv na expresi GR. Vysledky byly statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym
Dunnetovym multiple comparison testem. Data v grafu jsou vyjadfena jako median + rozsah (variacni

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

Vliv Darunaviru na expresi PXR
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Obrazek 22: Grafické zobrazeni vlivu DAR 100 uM a 50 uM na expresi genu PXR. Vysledky jsou
zpracované ze tii a vice nezavislych experimentti pro ¢asy 24 a 48 hodin. V case 12 hodin byly provedeny
u DAR pouze dva experimenty. PferuSovana cara vyjadiuje hodnotu kontroly. DAR 100 uM a 50 uM
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nemaji vyrazny vliv na zvyseni exprese PXR. Velmi mirn¢€ jeho expresi zvySuje DAR 100 pM, stejné jako
RIF. Vysledky byly statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple
comparison testem. Data v grafu jsou vyjadiena jako medidn + rozsah (varia¢ni rozpéti). Statisticka

vyznamnost je v grafech vyznaéena nasledovné: * p < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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Obrazek 23: Grafické zobrazeni vlivu DAR 100 pM a 50 pM na expresi genu VDR. Vysledky jsou
zpracované ze tii a vice nezavislych experimentd pro casy 24 a 48 hodin. V ¢ase 12 hodin byly provedeny
u DAR pouze dva experimenty. PieruSovana cara vyjadiuje hodnotu kontroly. Z grafu mizeme vidét, Ze
ani jedno z 1éCiv nema vyrazny vliv na zvySeni exprese VDR, avSak je zde patrny vliv na snizeni exprese
v ¢ase 12 hodin. Vysledky byly statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym
Dunnetovym multiple comparison testem. Data v grafu jsou vyjadfena jako median + rozsah (varia¢ni

rozpéti). Statisticka vyznamnost je v grafech vyznacena nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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Vliv darunaviru (50 pM) na expresi vybranych gent
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Obrazek 24: Graficky souhrn vlivu DAR 50 uM na expresi vybranych geni. Vysledky jsou zpracované ze
tfi a vice nezavislych experimentd pro asy 24 a 48 hodin. V ¢ase 12 hodin byly provedeny u DAR pouze
dva experimenty. PferuSovana ¢ara vyjadiuje hodnotu kontroly. Z grafu je patrné, ze DAR 50 mél
signifikantni vliv na zvySeni exprese CYP3A44 po 24 hodinach. Ke zvyseni exprese doslo i u ABCBI po 24
hodinéach. K signifikantnimu snizeni exprese PXR doslo po 12 hodinach. Vysledky byly statisticky
hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Data v
grafu jsou vyjadiena jako median + rozsah (variacni rozpéti). Statistickd vyznamnost je v grafech vyznacena

nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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Vliv darunaviru (100 uM) na expresi vybranych gentl
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Obrazek 25: Graficky souhrn vlivu DAR 100 uM na expresi vybranych genti. Vysledky jsou zpracované
ze tfi a vice nezavislych experimentil pro Casy 24 a 48 hodin. V ¢ase 12 hodin byly provedeny u DAR pouze
dva experimenty. Prerusovana ¢ara vyjadiuje hodnotu kontroly. U DAR 100 uM muizeme pozorovat
signifikantni zvySeni exprese u CYP3A44 po 24 hodinach. Na rozdil od DAR 50 uM pozoruje signifikantni
vliv na zvyseni exprese ABCBI i po 48 hodinach a vliv na sniZeni exprese VDR. Vysledky byly statisticky
hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Data v
grafu jsou vyjadiena jako median + rozsah (variacni rozpéti). Statistickd vyznamnost je v grafech vyznacena

nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

6.3 Vliv studovanych latek na intracelularni koncentraci Rhodaminu123

Poslednim krokem bylo zjisténi, zda DAR a ATV ovliviiyji intracelularni koncentraci
RHD123. RHD123 je modelovym substratem pro efluxni transportér P-gp. Pokud by
dochézelo k indukei tohoto transportéru na Grovni transportu, intracelularni koncentrace
RHD123 by mé&ly byt oproti kontrole sniZzeny. V experimentu jsme pouzili dale inhibitor
CP-100356 (dale jen CP), ktery specificky inhibuje transport P-gp (Obrazek 26).
Transport a jeho ovlivnéni jsme méfili v Case 24 a 48 hodin. V ¢ase 0 byl proveden
kontrolni experiment. Data byla normalizovana na mnozstvi RHD123 v kontrolach. Po
uplynuti stanovené doby inkubace, jsou fezy ptresunuty z média obsahujiciho studované
latky do Cistého média, kde dojde k jejich oplachu. To je diilezity krok, protoze studovana
1é¢iva mohou zaroven ptisobit jako inhibitory P-gp a jejich pfitomnost v nasledném testu
je nezadouci. Oplach probih4 po dobu 30 minut. V oplachovém médiu je jiZ v poloviné

vzorki pfitomen inhibitor CP. Po 30 minutach v oplachovém médiu jsou fezy presunuty
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do média obsahujiciho modelovy Pg-p substrat RHD123 (10 uM), pfipadn¢ kombinaci
inhibitoru CP a RHD123. Inkubace probihd po dobu 2 hodin. Nasledné jsou vzorky
dvakrat oplachnuty v KHB a extrahovany dle postupu v kapitole 5.3.3.

Vliv studovanych latek na intracelularni koncentraci RHD123
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Obrazek 26: Grafické zobrazeni vlivu studovanych latek na intracelularni koncentraci RHD123. Pocet
experimentl rovny nebo vyssi nez tfi. Funkce fezti byla studovana v ¢ase 24 a 48 hodin po ovlivnéni IéCivy.
Zaroven byla v Case t=0 provedena funk¢ni kontrola spole¢né kontrolou s modelovym inhibitorem. Pokud
je tkan v pofadku, koncentrace RHD123 by méla byt oproti kontrole bez CP zvyseny. Z grafu je patrné, ze
nedoslo ke sniZeni intracelularni koncentrace RHD123 ani jednim z 1é¢iv pod Groven neovlivnéné kontroly.
Pouze v nékterych konkrétnich experimentech s DAR 50 uM, DAR 100 uM, RIF 30 uM byla intracelularni
koncentrace mirn¢€ nizsi nez kontrola. U ATV pak byla intracelularni koncentrace na Grovni inhibovanych
kontrol, z ¢ehoz lze usuzovat, ze ATV patrné nebyl dostatecné vymyt z vazby na P-gp a stale puisobil jako
inhibitor. Ziskana data byla statisticky hodnocena metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym
multiple comparison testem. Data v grafu jsou vyjadiena jako median + rozsah (variacni rozpéti). Statisticka

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

Soucasna celosvétova spotieba 1éktl je obrovska a neustéle se zvySuje, coz zvysuje
1 riziko 1€kovych interakci (drug-drug interactions, DDIs). Nej¢astéji pouzivanou cestou
podani 1éCiva je podani per os, jelikoz je povazovano v porovnani s ostatnimi zptsoby za
pohodlnou a bezpecnou. Po perordlnim podéani je vSak stievni absorpce ovlivnéna
pre-systémovou eliminaci, kterd mtize zahrnovat aktivity P-gp a CYP3A4 (Martinec et
al., 2021). Mozné farmakokinetické disledky indukce tohoto transportéru nebo enzymu
zavisi na konkrétni lokalizaci. Obecné zahrnuji snizenou nebo chybéjici biologickou
dostupnost peroralné¢ podavanych 1é¢iv, zvySenou hepatalni clearance nebo zrychlenou
tvorbu reaktivnich metabolitli, coz obvykle souvisi s lokalni toxicitou (Fuhr, 2000). To je
také diivod, pro¢ by pied uvedenim 1é¢iv na trh méla byt testovana schopnost 1é€iva tyto
enzymy a transportéry indukovat (Cole et al., 2020). Zasadni vyznam pro indukci ma
aktivace nuklearnich receptorii (NR) riznymi endo- a exogennimi latkami. Mezi hlavni
NR ovliviiované xenobiotiky patii pregnanovy X receptor (PXR) a androstanovy receptor
(AR), které maji zasadni vyznam pro pocatecni rozpoznani ligandu a nastartovani

metabolického procesu (Wallace & Redinbo, 2013).

Anti-retrovirotika jsou léCiva uzivana pacienty trpicimi infekci HIV. Odhaduje se, ze
na celém svété je vice neZ 36 miliont lidi nakaZzenych virem HIV a pfiblizn¢ 1 milion z
nich kazdoro¢né umira (Martinec et al., 2019). N&kteti ze zéastupct téchto 1é¢iv jsou
schopny ve vétsi, ¢i mensi mife indukovat expresi biotransformacnich enzymut nebo
efluxnich transportérti. Jednou ze skupin, kde je tento interakéni potencial zndm jsou

inhibitory protedz (de Maat et al., 2003).

Pro studium schopnosti nami zvolenych anti-retrovirotik ovlivnit expresi ABCB1
a CYP3A44 ve sttevé jsme zvolili unikdtni model lidskych stfevnich tkanovych fezi
pouzity ve studii Martinec a spol, 2021. V této studii byla prok4dzéna indukéni schopnost
RIF indukovat expresi ABCBI a CYP3A44 v tezech ziskanych z lidského stfeva, ¢imzZ se
ziskané vysledky ptiblizuji realité lidského téla (Martinec et al., 2021). hPCIS jsou velmi
tenke (250400 pm) fezy pfipravené ze stievni sliznice. Kazdy fez tak reprezentuje stievo
jako samostatny miniorgdn (De Graaf et al., 2010). Z tkané od jednoho darce je mozné
pfipravit vétsi mnoZzstvi téchto fezli, coZ umoznuje realizovat i relativné komplexni
studie. V minulosti byly hPCIS vyuzity k analyze toxicity, metabolismu 1éCiv a také
studiu interakci na trovni transportu (Martinec et al., 2019, 2021).
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Nasim cilem v této diplomové praci bylo vyhodnotit indukcni potencial redlnych
1é¢iv pouzivanych v terapii HIV za pouziti vySe zminéného ex vivo modelu. Jelikoz diky
soucasné efektivni 1é¢beé populace HIV pozitivnich pacientl starne, u pacientl se Casto
vyskytuji dalsi komorbidity. Jejich 1écba pak dale zvysSuje potencial pro I1ékové interakce.
Nami zvolena anti-retrovirotika DAR a ATV spadaji do skupiny inhibitorti proteazy (PI).
U DAR jiz byla indukéni schopnost potvrzena za pouziti bunééné linie LS180. Na této
bunécné linii zvysil aktivitu P-gp a expresi genu CYP344 (Konig et al., 2010). Druhym
zvolenym lé¢ivem byl ATV. V in vitro provedenych studiich na bunécné linii LS180V

bylo dokézéno, ze mtze plsobit jako induktor P-gp (Perloff et al., 2005).

Nejdiive bylo nutno prokazat zivotnost fezil. Zivotnost fezli se prokazovala
stanovenim koncentrace ATP. Bylo prokazéano, ze nami zvolené koncentrace nejsou pro
fezy toxické a fezy si zachovavaji svou zZivotnost i po 48hodinové inkubaci. To je klicové

pro dal§i provadéné experimenty.

DAR 50 uM, 100 uM a ATV 50 pM byly testovany na modelu hPCIS. Vzorky
pro studium exprese byly odebirany v ¢asech 12, 24 a 48 hodin. Jako kontrolni latku jsme
pouzili RIF 30 uM, kvuli jiz zminéné prokazané indukcni schopnosti. Hodnotili jsme i

expresi nékterych vybranych intracelularnich receptortt PXR, VDR a GR.

Z nasi studie vyplyva, ze ATV zvySoval expresi CYP3A44 v Case. Signifikantni
bylo toto zvySeni po 48 hodinach (relativni zvySeni exprese 3,8x), stejn€¢ jako u RIF
(relativni zvySeni exprese 10,5x). Exprese u ABCB] byla zvysena nejvice po 12 hodinach,
avSak s velkymi odchylkami mezi experimenty. Po ndsledném sniZeni v ¢ase 24 hodin
doslo opét ke zvySeni. Po 48 hodinach byla exprese opét zvysena a to signifikantné (2,0x).
Obdobna situace panovala u RIF. Vliv na intracelularni receptory nebyl vyznamny. Tyto
popsané in vitro, kde byl na LS180V buné&cné linii popsdn vyrazny vliv na expresi
ABCBI, avsak na trovni proteinu (Perloff et al., 2005). Data o jeho vlivu na indukci

CYP3A44 nebyly dosud znamy.

DAR byl méten ve dvou koncentracich, 50 uM a 100 pM. Vliv DAR na expresi
CYP3A44 byl nejvice patrny po 24 hodinach a byl signifikantni pro obé koncentrace
(relativni zvySeni exprese 6,5x resp. 7,0x). Jeho vliv na expresi byl srovnatelny s vlivem
RIF (relativni zvySeni exprese 8,5x). Zajimavé je, ze po 48 hodinach exprese CYP3A44
v DAR ovlivnénych skupinach poklesla (na 2,6x resp. 3,6x), coz u RIF za stejnych
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podminek pozorovano nebylo, a naopak RIF indukoval vyrazné vice (relativni zvySeni
exprese 22,4x). Patrné tak DAR a RIF plisobi na regulaci exprese CYP344 odlisné. DAR
dale zvySoval expresi ABCB1 signifikantné po 24 hodinach v obou koncentracich a po 48
hodinach u DAR 100 uM. Zvyseni exprese po 24 hodinach bylo srovnatelné s RIF (DAR
2,0x resp. 2,3x; RIF 2,3x). U inkubace po dobu 48 hodin pak byl vliv DAR 50 uM nizsi
(relativni zvySeni exprese 1,6x), avS§ak u DAR 100 uM ziistava relativni exprese ABCB1
srovnatelnd s RIF (relativni zvySeni exprese u obou 2,3x). Déle jsme pozorovali i mirny
vliv DAR na né¢které intracelularni receptory, kde byly signifikantné snizeny exprese PXR
po 12hodinové inkubaci ptipadné VDR, taktéz po 12hodinové inkubaci. Nasledné doslo
dalsich casovych bodech k navraceni exprese intracelularnich receptorti na uroven
kontroly. Ve studii Konig a spol., 2010 provedené na bunécéné linii LS180 také nebyl
pozorovan vliv DAR (10 pM) na expresi PXR. Inkubace vSak v této studii probihaly déle
a prvni vzorky byly odebrany az po tfech dnech. NaSe vysledky déle potvrzuji vliv DAR
na expresi ABCBI a CYP3A4 a jsou v souladu s pozorovanim ze studie Konig a spol.,
2010, ve které doslo k signifikantnimu zvySeni ABCBI i CYP3A4. Tato pozorovani byla
nicmén¢ provedena po 3denni inkubaci a nejvyssi signifikantni nartist byl patrny az po
jednom tydnu inkubace (Konig et al., 2010). Metoda hPCIS vSak takto dlouhou dobu

inkubace neumoznuje.

Dale jsme testovali vliv DAR a ATV na intracelularni koncentraci modelového
substratru P-gp RHD123. Tento substrat byl jiZ ovéfeny na modelu stieva ve studii
Martinec a spol, 2021. Jako modelovy inhibitor substratu jsme pouzili CP. Odbéry vzorki
byly provadény po 24 a 48 hodinach. Bohuzel se nepotvrdil vliv na funkci ani u jednoho
z 1é¢iv. Koncentrace RHD123 jsou ve vSech ptfipadech bud’ na urovni neovlivnéné
kontroly, nebo jsou dokonce zvyseny. U ATV je mozné, Ze nedoSlo k dokonalému
oplachu a ptevazila jeho inhibi¢ni funkce, jelikoZ rozdil mezi koncentracemi RHD123 u
1é¢iva bez CP a s CP je velmi maly. ATV je znamy silny inhibitor P-gp (Perloff et al.,
2005). Koncentrace RHD123 v pfitomnosti DAR 100 uM velmi mirn¢ klesla pod uroven
kontroly po 24 hodindch jen v nékterych experimentech, nicméné tento pokles nebyl
signifikantni. Zajimavé je, Ze stejny trend se ukazuje 1 u RIF, u kterého jsme vliv na
transport oc¢ekavali, jelikoz je potvrzenym induktorem a koncentrace RDH123 by mély
byt niz$i nez v kontrolach. Bylo by proto vhodné ovéfit jest€ metodou western blot, zda
skutecné doslo ke zméné exprese 1 na Urovni samotného proteinu, jelikoz jak RIF, tak

DAR a ATV zvySovali expresi na urovni mRNA pfiblizn¢ dvojndsobné. Dale by bylo
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vhodné zatadit také nékterou z funkcnich kontrol pro CYP3A4, aby se potvrdilo, Ze

zvySena exprese na urovni mRNA ma vliv i na samotnou funkci tohoto enzymu.
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8 ZAVER

Nase prace se vénuje vlivu vybranych anti-retrovirotik na expresi geni CYP344 a
ABCBI. Studovali jsme 1éciva DAR a ATV, ze skupiny inhibitora proteaz, které maji
prokazany interakcni potencial. Jako ex vivo model sttevni bariéry jsme pouzili lidské
tkanové tezy pripravené z jejuna. Jako kontrolni modelovou latku jsme pouzili RIF o

koncentraci 30 uM, ktery na tomto modelu prokazatelné¢ zvysSuje expresi CYP3A4 a
ABCABI (Martinec et al., 2021).

Nejdiive jsme hodnotili zivotnost stievnich fezli pomoci stanoveni koncentrace ATP.
Néami testované koncentrace 1é¢iv DAR 50 uM, 100 uM, ATV 50 uM a RIF 30 puM,

nejsou ani po 48hodinové inkubaci vici stfevnim feziim toxické.

V experimentalni ¢asti se ndm podafilo potvrdit pfedchozi data z in vitro studii, ze
DAR zvysuje expresi CYP3A44 (Konig et al., 2010). Déle jsme zjistili, ze mirn€ zvysuje
také expresi ABCBI. Na ostatni intracelularni receptory, které by mohly ovliviiovat
expresi, pisobil v prvnich 12 hodindch mirnym sniZenim exprese, a to konkrétné u PXR
a VDR. DAR byl pouzit ve dvou koncentracich 50 uM a 100 uM. V expresi nebyly patrné
vyrazné rozdily mezi pouzitymi koncentracemi. U ATV byl zjistén signifikantni vliv na
expresi CYP3A44, kterd se zvySovala v ¢ase, stejn€ jako u kontroly RIF. Ur€ity vliv ATV
na expresi ABCBI byl nejvice patrny po 12 hodinach. Po 24 hodinach doslo k poklesu
exprese a po 48 hodinach opét k jejimu zvySeni. Tyto zmény vSak nebyly, zejména

z diivodu vysoké variability mezi experimenty signifikantni.

V nasi praci se nam nepodafilo potvrdit vliv na aktivitu P-gp ani u ATV (Perloff et
al., 2005) ani u DAR (Konig et al., 2010). Koncentrace RHD123 jsou ve vSech ptipadech
inkubaci bud’ stejné nebo vyssi nez u kontrol. Jak uz bylo zminéno vyse, je mozné, ze u
ATV nedoslo k dostatecnému oplachu a ptevazila jeho inhibi¢ni funkce. Koncentrace
RHDI123 v pfitomnosti DAR 100 pM velmi mirné klesla po 24 hodinach, a to pouze u
nekterych experiment. Zajimavé je, ze stejny trend se ukazuje i u RIF, ktery je
potvrzenym induktorem a koncentrace RDH123 by mély byt nizs§i nez v kontrolach.

Reélné vysvétleni pro tento toto pozorovani vS§ak nemame.
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