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Abstrakt
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Dexametazon je kortikosteroid, ktery ma protizdnétlivé, imunosupresivni a antialergické
ucinky. Mechanismus ucinku dexametazonu spociva v jeho schopnosti vazat
se na intracelularni glukokortikoidni receptory, které jsou pfitomny v mnoha typech bunék,
vcetné bungk stfevni sliznice. Po navazani na tyto receptory dochazi k jeho translokaci do jadra
bun¢k a ovliviiovani genové exprese. Timto mechanismem je ve stfevni sliznici schopen
ovliviiovat také expresi gent, které jsou dilezité pro metabolismus a transport xenobiotik. Mezi
nejdulezitéjsi takovéto geny patii ABCBI, dulezity stfevni transportér, a CYP3A4 vyznamny
biotransformacni enzym. Jejich lokalizace ve sténé tenkého stfeva mlze vyznamné ovliviiovat
absorpci perordlné podanych 1éCiv. Studium I€kovych interakci na tomto transportéru
a biotransformac¢nim enzymu je dilezité pro bezpecnou a ucinnou farmakoterapii.

Pro zjisténi, zda ma dexametazon vliv na expresi téchto genli ve stfevni bariéfe jsme vyuzili
metodu ultra-tenkych tkanovych lidskych fezli. Tzv. precision-cut intestinal slices (PCIS)
pfedstavuji mini-model stfevni bariéry a obsahuji vSechny typy bunék studované tkané.
Touto metodou lze studovat chovani stfevni bariéry v realném case a ve fyziologickém
prostiedi, coZ miize prispét k lepSimu pochopeni mechanismii, které ovliviiuji farmakokinetiku
lé¢iv. Zatim vSak existuji jen omezené informace o vyuZiti této techniky ve studiu indukce
genove exprese.

Nejprve jsme se zaméfili na vliv dexametazonu na ovlivnéni Zivotaschopnosti stfevnich fezl
v pribéhu inkubace. Dale jsme pak zjistovali, zda dexametazon mé vliv na expresi ABCBI,
CYP3A44 a glukokortikoidniho receptoru v nami zvoleném modelu stfevni bariéry. Jako
posledni cil bylo zjistit, zda pfipadné ovlivnéni exprese ma vliv na transport modelového
substratu rthodaminul23 prostiednictvim ABCBI1 v neovlivnénych a ovlivnénych stfevnich

fezech.



Strevni fezy jsme inkubovali s dexametazonem o koncentraci 50 uM a 100 uM po dobu
48 hodin. Jako kontrolni latka byl pouzit znamy induktor rifampicin o koncentraci 30 pM.
Exprese gent byla hodnocena metodou kvantitativni polymerazové fetézové reakce (qPCR).

Ze ziskanych méteni koncentrace ATP plyne, ze dexametazon nema negativni vliv na viabilitu
tkan¢. U inkubace s dexametazonem byl (50 uM a 100 uM) zaznamendn narlst exprese
pro CYP3A44 i ABCBI. K signifikatnimu nartstu doslo pfedevsim u CYP3A44, a to v ¢asech
24 a 48 h. U glukokortikodniho receptoru byly vSechny ¢asy i sledované skupiny pod trovni
kontroly, véetné dexametazonu 50 uM a rifampicinu 30 uM. Pouze u dexametazonu 100 uM
po 12 h, byla exprese mirn¢ nad urovni kontroly. Intraceluldrni koncentrace rhodaminul23
nebyla indukci ve vétSin€ piipadi ovlivnéna. Ke snizeni koncentrace doslo pouze

u dexametazonu 100 pM, jednalo se vSak pouze o jeden experiment.
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Dexamethasone is a corticosteroid that has anti-inflammatory, immunosuppressive,
and anti-allergic effects. The mechanism of dexamethasone action involves its ability to bind
to intracellular glucocorticoid receptors, which are present in many types of cells, including
intestinal mucosal cells. Upon binding to these receptors, it translocates to the nucleus
of the cells and affects gene expression. This mechanism also affects the expression of genes
important for the metabolism and transport of xenobiotics in the intestinal mucosa. The most
important such genes include 4BCBI, an important intestinal transporter, and CYP3A44,
a significant biotransformation enzyme. Their localization in the wall of the small intestine can
significantly affect the absorption of orally administered drugs. Studying drug interactions with
this transporter and biotransformation enzyme is important for safe and effective
pharmacotherapy.

To determine whether dexamethasone affects the expression of these genes in the intestinal
barrier, we used the method of precision-cut tissue slices. Precision-cut intestinal slices (PCIS)
represent a mini-model of the intestinal barrier and contain all types of cells in the studied tissue.
This method allows the study of the behavior of the intestinal barrier in real-time
and in a physiological environment, which can contribute to a better understanding of the
mechanisms that affect the pharmacokinetics of drugs. However, there is limited information
on the use of this technique in studying gene expression induction.

First, we focused on the effect of dexamethasone on the viability of intestinal slices during
incubation. Then we investigated whether dexamethasone affects the expression of ABCBI,
CYP3A44, and glucocorticoid receptor in our chosen model of the intestinal barrier. The last goal
was to determine whether any effect on gene expression affects the transport of the model

substrate rhodamine123 through ABCBI in unaffected and affected intestinal slices.



We incubated the intestinal slices with dexamethasone at concentrations of 50 uM and 100 uM
for up to 48 hours. The known inducer rifampicin was used as a positive control
at a concentration of 30 uM. Gene expression was evaluated by quantitative polymerase chain
reaction (QPCR).

Measurements of the ATP concentration show that dexamethasone has no negative effect
on tissue viability. Its effect on CYP344 and ABCBI was observed for both studied
concentrations. A significant increase was observed for CYP344 at 24 and 48 hours and ABCB1
at 48 hours. Glucocorticoid receptor expression was below the control level at all times
and in all groups, including 50 uM dexamethasone and 30 uM rifampicin. Only at 100 uM
of dexamethasone after 12 hours was the expression slightly above the control level.
Intracellular rhodamine123 concentrations were not affected by induction in most cases. Only

dexamethasone 100 uM decreased the concentration, but this was only in one experiment.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ABC — ATP-binding cassette

ATP — adenosin trifosfat

BCRP/ABCG?2 — breast cancer resistance protein

CP — CP100356 — modelovy inhibitor ABCB1 transportéru
CYP — cytochrom

DEX — dexametazon

DMSO - dimethylsulfoxid

ER — estrogenovy receptor

GK — glukokortikoidy

GPR — G-protein coupled receptor

GR — glukokortikoidni receptor

GRE - glukokortikoidni responzivni elementy

IR — intracelularni receptory

KHB — Krebs-Henseleitliv roztok

mRNA — messengerovda RNA

MRP1-5 — Multidrug resistance protein 1 — 5

NBD — nukleotidové vazebné doména (z angl. nucleotide-binding domain)
NF-kB — nuclear factor kappa B

NR3CI1 — nuclear receptor subfamily 3 group C member 1
PCIS — ultra-tenké tkanové lidské fezy (z angl. precision-cut intestinal slices)
P-gp/ABCB1 — P-glykoprotein

PPAR — peroxisome proliferator — activated receptor

PI3K — fosfatidylinositol — 3 — kinaza

PXR — pregnanovy X receptor

SLC — solute carrier family

OA — osteoartroza

qPCR — quantitave polymerase chain reaction

RA — revmatoidni atritida

RHD123 — rhodamin 123

RIF — rifampicin

TMD — transmembranové doména (z angl. transmembrane domain)

WME — Williams medium E



2 UVOD

Cela fada dnes uzivanych 1é¢iv je podavana peroralni formou. Tato 1€¢iva se pak vétSinou
vstiebavaji do systémového obc€hu prostfednictvim stievni bariéry. Tato bariéra
je vybavena tadou ochrannych faktorti, které vSak mohou s léCivy interagovat a byt
1 pfedmétem tzv. 1€kovych interakci. Mezi tyto ochranné faktory patii biotransformacni
enzymy (pfedevSim CYP344) a efluxni transportéry (zejména ABC-transportéry)
(Kalliokoski & Niemi, 2009). Tyto proteiny hraji diilezitou roli ve farmakokinetice 1é¢iv,
protoze vykazuji Sirokou substratovou specifitu (Liu, D. et al., 2013). Léciva mohou vici
témto dvéma proteinlim vystupovat nejen jako substraty, ale také jako induktory nebo
inhibitory, coz muze vést k fad¢ jiz zminénych lékovych interakci (Mora Lagares et al.,
2019).

Jednémi z 1€Civ, které mohou stfevni bariéru ovliviiovat a jsou zaroven podavany casto
peroralni cestou, jsou kortikosteroidy (Oostendorp et al., 2009). Tyto syntetické analogy
Siroké uplatnéni v mediciné v mnoha oborech, napi. alergologii a pneumologii,
dermatologii, endokrinologii, gastroenterologii, hematologii, revmatologii a oftalmologii.
(Jiaetal., 2019; Liu, D. et al., 2013).

Utinek  kortikosteroid@i je vtenkém stfevé zprostfedkovan prostiednictvim
glukokortikoidniho receptoru (Jia et al., 2019). Ten reguluje napft. vstiebavani glukozy
nebo aminokyselin, ale pro nas je dilezity fakt, ze aktivace glukokortikoidniho receptoru
muze ovlivnit také expresi ABCBI nebo CYP3A44, které se podili na omezeni transportu
pfes stfevni membranu a metabolismu celé fady xenobiotik (Schijvens et al., 2019).
Glukokortikoidni receptor je kodovan genem NR3CI (nukledrni receptor podrodiny 3
skupiny C cislo 1). Kdyz se kortikosteroid (dexametazon) navdze na tento gen, dojde
k aktivaci glukokortikoidniho receptoru a ptenosu signalu do jadra buiky, kde dochézi
k regulaci exprese gent (Palma-Gudiel et al., 2015).

Zjisténi, jak vyrazné¢ dexametazon ovliviluje expresi ABCBI a CYP3A4 ve stfevnich
tkanovych fezech mulze ptispét nejen k pochopeni nékterych typl lékovych interaket,

ale zaroven 1 k lepsi charakterizaci samotného pouZitého modelu.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Tenké stievo a jeho sloZeni

Tenké stfevo je soucasti traviciho systému a podili se na absorpci latek, které prechazi pres
stievni sténu do krevniho obéhu (Billat et al., 2017). Krom¢ vstfebavani zivin a vody, ma tento
organ vyznamnou funkci pifi biotransformaci xenobiotik a lze jej v této oblasti povazovat

Jeho délka se pohybuje kolem 5—6 metrti. D€li se na tfi ¢asti: duodenum, jejunum a ileum.
Sliznice tenkého stieva je tvorena klky a mikroklky, které mnohonasobné& zvétSuji jeho
absorpcni plochu (Billat et al., 2017). Na povrchu klki se nachazi epitel s enterocyty, pies které
dochazi k absorpci latek (Oostendorp et al., 2009).

K transportu latek pres bariéru tenkého stfeva dochazi dvéma zpiisoby: paracelularné
(mezi buitkami) a transcelularné (pies buiiky). Paracelularni permeace je mozna pouze pro malé
molekuly a probiha skrz mezery v epitelidlni membrang. Transceluldrni transport miize byt
zprostiedkovan nékolika mechanismy. Mezi né€ patii pasivni diftize, endocytoza a transportéry
zprostiedkovany transport (Oostendorp et al., 2009).

Transportéry nachdzejici se ve sttevé 1ze rozdélit do dvou hlavnich nadrodin: Solute
Carrier Family (SLC) a ATP-binding cassette (ABC) transportéry. Hlavni rozdil mezi témito
transportéry je v samotném zpusobu transportu. Transport latek prostfednictvim SLC probiha
pomoci iontového gradientu a transportuje latky proti koncentraénimu gradientu do buiiky
(Hong, 2017). Jedna se o tzv. influxni transportéry (Zhou et al., 2017). ABC transportéry
umoziuji pfestup latek proti koncentratnimu gradientu pomoci hydrolyzy adenosin
trifosfatu (ATP). Jednd se piedevSim o efluxni transportéry, které zajistuji prenos latek ven
z bunék (Hong, 2017). Funguyi tedy jako prvni linie pfi obrané proti toxickym latkam, u kterych
ABC transportéry omezuji absorpci a brani tak intracelularni akumulaci (Mora Lagares et al.,
2019).

Dal§im vyznamnym faktorem, ktery ovliviluje piestup latek pies stfevni sténu jsou
biotransformacni enzymy. Ve stievé jsou obsazeny biotransformacni enzymy prvni a druhé
faze. V ramci prvni faze 1ze za nevyznamnéjsi enzymy povazovat cytochromy P450 (CYP).
Jedna se o biotransformacni enzymy, které se podileji na detoxifikaci xenobiotik, bunééném
metabolismu i homeostaze (Manikandan & Nagini, 2018). Ve stfevé ma z enzymt CYP nejvétsi

zastoupeni CYP3A44 (Dressman & Thelen, 2009). Tento enzym je ¢asto odpovédny za 1€kové
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interakce, pii kterych dochazi k indukci nebo inhibici tohoto enzymu. Disledkem je pak

zvysena toxicita nebo snizend ucinnost 1é¢iv (Zhang et al., 1999).

3.2 Transportéry tenkého stireva

Peroralni podavani je nejcastéjSim zpusobem podavani 1ékt, protoze davkovani je
pohodIné a neinvazivni a mnoho 1€kii se dobfe prostfednictvim gastrointestinalniho traktu
vstfebava. Kromé toho, Ze stievni enterocyty napomahaji absorbovat ziviny a rozpusténé latky
ze stievniho lumen, tvofi selektivni bariéru pro xenobiotika. Tato bariérova funkce je
ovlivnéna krom jiné¢ho také membranovymi transportnimi systémy. Mira absorpce stievnim
epitelem je proto dalezitym faktorem pro urceni biologické dostupnosti xenobiotik (Chan et

al., 2004).

Jak uZ bylo vySe zminéno, existuji dvé hlavni cesty, kterymi mohou xenobiotika
prochézet stievnim epitelem, paracelularni nebo transcelularni. Rada malych hydrofilnich,
ionizovanych molekul je absorbovéna prostfednictvim paracelularni drahy. Absorpce touto
cestou je vSak obecné nizka, protoze mezibunécéna tésna spojeni omezuji volny transepitelialni
pohyb mezi epitelidlnimi bunikami. Transceluldrni absorpce z lumen do krve vyzaduje
absorpci pies apikdlni membranu, nasledovanou transportem pies cytosol, poté nasleduje
piechod pres bazolateralni membranu a do krve. Mnoho peroraln€ podavanych xenobiotik je
lipofilnich a podléhd pasivni transcelularni absorpci. Ty, které prochdzeji apikalni
membranou, mohou byt substraty pro apikdlni efluxni transportéry, které transportuji
slouceniny zpét do lumen. Ve stieve se vyskytuji zéstupci transportéri dvou nadrodin SLC
a ABC a jsou umistény tak, aby fungovaly jako prvni obranna linie pii absorpci potencialné

toxickych sloucenin. (Chan et al., 2004).

13



3.3 Membranové transportéry SLC a ABC

Molekuly 1é¢iv  mohou prochdzet membranami pasivni difuzi nebo za pomoci
transportnich procesi. Membranovy transport lze rozdélit na facilitovany a aktivni.
Facilitovany transport probiha prostfednictvim transportérti, které umoziuji pruchod
rozpusténych latek (napf. glukoza, aminokyseliny, mocovina) pies membrany po jejich
elektrochemickém gradientu a bez potieby dodani energie. Opakem je aktivni transport, ktery
pro transport latek pfes membranu energii vyzaduje. Energie muze byt bud ziskéna

z hydrolyzy ATP, nebo diky iontovému gradientu (Hamman et al., 2007).

3.3.1 SLC transportéry

SLC tvoii druhou nejvétsi rodinu membranovych proteind. Jejich molekulovda hmotnost
se pohybuje v rozmezi 40-90 kDa a obsahuji 300-800 aminokyselinovych zbytktl (Estudante et
al., 2013). Transportéry SLC se nachédzeji v bunéénych membranach ledvin, jater a stfev
aumoziuji transport molekul jako jsou cukry, aminokyseliny, anorganické ionty,

neurotransmitery, hormony, vitaminy a léky do buné¢k (Rives et al., 2017).

SLC transportéry funguji tak, Ze vyuzivaji rozdilnych koncentraci iontli na obou stranach
membrany. Transport substrati probiha bud’ pomoci facilitované difize nebo sekundarné
aktivniho transportu. To znamend, Ze substraty piechazeji pfes membranu pomoci
elektrochemického gradientu anebo vyuZivaji iontového gradientu generovaného za pomoci

ATP dependentnich iontovych pump (L. Lin et al., 2015).

V tenkém stfevé jsou SLC transportéry hlavnimi influxnimi transportéry podilejici se na
1é¢iv fadime SLC22, SLC15 a SLCO. V tenkém stfevé jsou nejcastéji zminovany dva typy
SLCO transportéri: OATP2B1 a OATP1A2 (OATP, zangl. Organic Anion Transporting
Polypeptid) (Zair et al., 2008).

OATP2BI transportér je lokalizovan v epitelidlnich bunkach tenkého stfeva a je
zodpovédny za transport jak endogennich latek (napf. steroidni hormony), tak xenobiotik (Zair

et al., 2008).
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OATP1A2 transportér se nachazi v enterocytech a podili se na transportu mnoha
endogennich latek (napft. bilirubin). Dale mtze také transportovat fadu 1éC¢iv, jako jsou napf.

statiny nebo antibiotika (Zair et al., 2008).

3.3.2 ABC transportéry

Nadrodina ABC transportéri zahrnuje celkem 48 c¢lentt (Locher, 2009). Tyto
membranové transportéry jsou roziazeny do 7 podrodin (A-G), podle sekvence aminokyselin,
genove struktury a organizaci domén. Tyto transportéry maji hmotnost 140-180 kDa a obsahuji
1200-1500 zbytki (Estudante et al., 2013). Jsou exprimovany ptevazné v jatrech, ledvinach,

mozku a ve stfevé (Liu, 2019).

Obecné lze tict, Ze ABC transportéry jsou tfidou membranovych efluxnich transportéri
ovlivityjici Sirokou fadu procest. Podileji se na na pfenosu iontl, cukrii, aminokyselin,
vitamint, lipidii a xenobiotik az po vétsi molekuly, jako jsou oligosacharidy nebo oligopeptidy.
Jejich role je vyznamna i pfi piijmu zivin, transportu lipidi a v neposledni fad¢ ovliviji i
genovou expresi (Biemans-Oldehinkel et al., 2006). Transportéry, lokalizované na apikdlni
stran¢ membrany, jako je P-glykoprotein (P-gp, ABCB1), Multidrug Resistance Associated
Protein 2 (MRP2, ABCC2) nebo Breast Cancer Resistance Protein (BCRP, ABCG2), se podileji
na 1 na mnohocetné 1ékové rezistenci a jsou tak povaZzovany za prvni linii obrany proti toxickym
latkdm (viz Obr. 1) (Liu, 2019). Dysfunkce té€chto transportérit mize byt diivodem k riznym
genetickym onemocnénim jako napf. cysticka fibréza nebo Stargardtova choroba (Stefkova et

al., 2004).

Transport substrati probiha proti koncentraénimu gradientu pomoci energie ziskané
z hydrolyzy ATP. Jejich struktura je tvofena ¢tyfmi doménami, které jsou soucasti jednoho
polypeptidového fetézce, tzv. celé transportéry. Zahrnuje dvé transmembranové domény
(TMD) a dvé nukleotidové vazebné domény (NBD). TMD jsou tvofeny hydrofobnimi helixy a
nachéazeji se v membrané. Zprosttedkovavaji vazbu substratu a jeho pienos pies membranu.
NBD, které jsou na cytoplazmatické strané membrany buriky, na sebe vazi ATP a umoznuji

pienos substratu pomoci hydrolyzy ATP (Hollenstein et al., 2007).
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HUMAN ABC TRANSPORTERS

Intestinal Lumen

MDR1/
P-gp MRP2 BCRP

Intestinal Lumen

CYP3A4
GST, UGT

/MRPS MRP4 MRP3 MRP1

Enterocyte

Blood

Obr. 1 Schematicky rez tenkym stievem, na kterém je enterocyt se stievnimi klky, lumen
streva. P-gp(MDRI)-P-glykoprotein, MRPI,2,3,5-Multidrug resistance protein 1,2,3,5.
BCRP- Breast cancer resistance protein, CYP3A4-Cytochrom P450, GST-Glutatthion
S- transferase, UGT-UDP-glucuronosyltransferase. Upraveno a prevzato z (Choudhuri &
Klaassen, 2006)

3.3.3 P-glykoprotein (ABCB1)

P-gp je membranovy protein o velikosti 170 kDa, ktery funguje jako energeticky
zavisla pumpa, ktera vyuziva ATP k efluxu latek z bunék. Je tvoten typickou strukturou pro
transportéry obsahujici dvé jednotky TMD a dvé jednotky NBD viz. Obr. 2 (Hollenstein et
al., 2007). Je fazen mezi ABCB podrodinu v ramci nadrodiny ABC transportéra (Ceckova-
Novotna, Pavek and Staud, 2006).

Nachéazi se pfevazné ve tkanich, které¢ maji vylu¢ovaci nebo bariérovou funkci. Jedna
se o apikdlni membranu tenkého stfeva, hematoencefalickou bariéru, hepatocyty

a proximalni tubuly ledvin (J. H. Lin & Yamazaki, 2003).

Pokud se zaméfime na stfevo, tak mulZeme pozorovat odliSnou expresi P-gp

v jednotlivych ¢astech stieva. Bylo zjisténo, ze hladina P-gp se zvySuje smérem od duodena

Cv v

2010). Jelikoz je hladina P-gp v proximalni ¢asti tenkého stfeva niz8i oproti distalni ¢asti,

je proximalni ¢ast stteva vhodn€j$im mistem pro absorpci 1€€iv, které jsou substraty P-gp.
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Dalsi studie prokézala, ze vliv na expresi P-gp ve stievé ma i pohlavi. U muzili byla prokazana

vyssi exprese P-gp v jejunu a ileu o 35 % oproti Zzenskému pohlavi (Mai et al., 2021).

V tenkém stievé hraje P-gp dulezitou roli v ochrané organismu pied fadou toxickych
sloucenin. To vSak muze zplisobovat a Casto zpiisobuje komplikace u peroraln¢ podavanych
1éCiv, které jsou substratem tohoto transportéru. Vysledkem je pak snizeni stfevni absorpce a

biologické dostupnosti (Mora Lagares et al., 2019).

Krom toho, ze celd tada 1éCiv je substratem P-gp, tak také samotna funkce P-gp mize
byt 1éCivy ovlivnéna. Néktera 1é¢iva vystupuji ve vztahu k P-gp jako inhibitory, néktera jako
induktory. V obou téchto ptipadech muze byt nasledn¢ ovlivnéna farmakokinetika, i¢innost

1 bezpecnost spolupodavanych 1é¢iv (Kim, 2002).
3.3.3.1 P-gp substraty

P-gp je schopen transportovat velmi Sirokou §kalu chemicky a strukturné rozmanitych
sloucenin. Substraty P-gp jsou obvykle organické molekuly s velikosti piiblizné od 200 Da
do 1900 Da. VétSina z nich je nenabitych nebo slabé bazickych, ale mohou byt i kyselé
povahy. Do skupiny substratii P-gp spada cela fada 1é¢iv. Jednd se naptiklad o inhibitory
HIV-protedz, antibiotika, opioidy nebo antiemetika, (Ceckova-Novotna et al., 2006).

3.3.3.2 P-gp inhibitory

Je obecné znamo, Ze efluxni transportéry jako P-gp mohou sniZovat vsttebani 1€¢iv a tim
ovlivnit jejich farmakokinetiku a bezpecnostni profil. Nasledujici 1é¢iva inhibuji funkci P-gp,
coz zpusobi zvySeni sérové koncentrace P-gp substratl a jejich biologické dostupnosti
a zaroven dojde ke snizeni jejich eliminace. Diisledkem pak miiZze byt zvySeni nezadoucich
ucinkd téchto substratt (Kim, 2002).

Mezi nejvice zndmé inhibitory P-gp miizeme zaradit verapamil, amiodaron, karvedilol,

dronedaron, cyklosporin A, klaritromycin, quinidin a ketokonazol (Liu, 2019).

3.3.3.3 P-gp induktory

Jak jiZ bylo zminéno, P-gp ma hlavni roli pfi eliminaci 1é¢iv. P-gp ve stfevé plsobi
prostiednictvim efluxu lé¢iva z enterocytil zpét do sttevniho lumen, ¢imZz se prodluzuje doba

setrvani l1é¢iva v lumen a snizuji se primérné koncentrace 1é¢iva v enterocytech. AvSak muize
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dochazet i k opacnému procesu, ktery nazyvame indukce. Diky ni se zvySuje exprerese P-gp
ve stieveé a u substratli pak dochazi k negativnimu ovlivnéni. U silné indukce P-gp miize
dochazet az k selhani terapie. Exprese P-gp i detoxikace mnoha xenobiotik béhem peroralni
absorpce je regulovana pomoci pregnanového X receptorem (PXR). PXR je vysoce
promiskuitni jaderny receptor, ktery hraje roli nejen v regulaci exprese P-gp, ale i mnoha
dalSich transportéri a xenobiotika metabolizujicich enzymii. Vazbou pies PXR dochdzi ke
zvySené transkripci P-gp u 1€Civ jako napt. rifampicin (RIF), nelfinavir, dabigatran nebo
midazolam (Lutz et al., 2018).

Induktorem P-gp je také glukokortikoidni receptor (GR), ktery dokaze zvySovat jeho
expresi ve stieve 1 jatrech. GR dokaze indukovat P-gp dvéma mechanismy. Prvnim z nich je
pifimé interakce GR s genem ABCBI, ktera vede ke zvyseni transkripce genii pro P-gp.
Druhym mechanismem je interakce GR s transkripénimi faktory (napf. nuklearni faktor kB
(NF-xB)), které maji schopnost stimulovat expresi P-gp. Vysledkem obou mechanismu je
aktivace gend pro P-gp a zvyseni produkce enzymu. Interakce mezi GR a P-gp jsou velmi
komplexni a stale se zkoumaji. Mezi faktory, které mohou ovliviiovat tuto interakci patii napft.

polymorfismy v genech pro GR nebo P-gp (Martin et al., 2008).

Extracellular

COOH
NBD, NBD,

Intracellular

Obr. 2 Schéma struktury P-gp transportéru. NH: = N-konec proteinu,
COOH = C — konec proteinu, NBD = Nukleotid vazajici doménu, TMD = transmembranova

doména. Upraveno a prevzato z (Chen et al., 2016)

3.3.4 Multidrug resistance protein (MRP (ABCC))

MRP, podrodina C rodiny transportéri ABC, obsahuje 9 proteini (MRP1-9), z nichz
pouze MRP1-5 souvisi s membranovym transportem latek. Jejich lokalizace byla potvrzena u
Cloveéka jak v tenkém, tak v tlustém stfeveé (Lu et al., 2022). Exprese téchto transportéri na
lumindlni stran€ enterocyti umoznuje eflux xenobiotik zpét do lumen stfeva a tim dochazi ke
sniZzeni absorpce daného xenobiotika. Ve stfeveé je do lumen stieva orientovan pouze jeden

zastupce a to MRP2. Ostatni zastupci z rodiny MRP (1,3,4,5) jsou lokalizovéani ve stfevé na
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basolateralni stran¢ (Choudhuri & Klaassen, 2006). Struktura téchto transportért je zndzornéna

na Obr. 3.

MRPI1 je nejvice rozSifenym transportérem v lidském téle. Nachazi se ve stfeve,
v jatrech, ledvinach, varlatech, vaje¢niku nebo plicich. MRP1 je exprimovan na bazolateralni
stran¢ epitelovych bunék a jeho funkci je eflux xenobiotik pfes bunéénou membranou

za pomoci ATP (Sodani et al., 2012).

MRP2 je exprimovan na apikalni strané membrany bunck, jako jsou hepatocyty, rendlni
proximalni tubuly a stfevni epitel. MRP2 zprostfedkovava transport pro organické ionty, které
jsou casto konjugovany s glutathionem, glukuronatem nebo sulfatem (Sodani et al., 2012).
Hraje tak roli v detoxikaci a 1€kové rezistenci u metotrexatu a snizuje biodostupnost peroralné
podavanych beta-blokatorti a chinolonovych antibiotik tim, ze transportuje 1éCiva ze stievnich
bunek zpét do lumen (Kato et al., 2009). Exprese MRP2 je v tenkém i tlustém stieveé témet

shodnd. V tenkém stfeveé jeho mnozstvi klesa od jejuna k ileu (Mottino et al., 2000).

MRP3 se nachazi v bazolateralni membrané polarizovanych bun¢k ledvin, tenkého
i tlustého stieva, slinivce a zlu¢niku. Ma podobnou substratovou specifitu jako MRP1 a MRP2,
ale jeho afinita k t€émto substratiim je o néco niz$i. Je efluxnim transportérem pro slouceniny
konjugované s glutathionem a glukuronatem, ale na rozdil od MRP1 a MRP2 zpostiedkovava
transport 1 konjugovanych a nekonjugovanych Zlucovych kyselin (Choudhuri & Klaassen,

2000).

MRP4 je specificky tim, Ze je lokalizovan na apikalni (napf. proximalni tubuly ledvin)
1 bazalni (napft. hepatocyty nebo stfevo) membrané bunek. Funguje jako efluxni transportér pro
endogenni a xenobiotické organické anionty spolecn€ s jejich metabolity II. faze
(napf. konjugace s glutathionem). Je zndma tada substratl, mezi které tfadime antivirotika
(adefovir, tenofovir, ganciklovir), antibiotika (cefalosporiny) nebo cytostatika (metorexat,

topotekan) (Sodani et al., 2012).

MRPS5 je exprimovan v bazolateralni membrané bunck stieva, jater, ledvin a kosterni
svaloviny (Choudhuri & Klaassen, 2006). Jedinym znamym substratem, ktery je transportovan
MRPS5 je 5-fluorouracil. Jeho struktura je podobna nukleosidiim, pro které je MRPS5 efluxnim
transportérem (Sodani et al., 2012).
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NH,
Extracellular

Intracellular

Obr. 3 Schéma struktury MRP transportéru. NH. = N-konec proteinu,
COOH = C- konec proteinu, NBD = Nukleotid vaizajici doménu, TMD = transmembrdnova

doména. Upraveno a prevzato z (Chen et al., 2016)

3.3.5 BCRP (ABCG2)

BCRP je druhym ¢Elenem podrodiny G nadrodiny ABC (ABCG2) (Lu et al., 2022).
Tento lidsky protein je tzv. polovi¢ni transportér, coZ znamend, ze obsahuje pouze jednu NBD
s jednou TMD (Chen et al., 2016). Zakladni struktura viz Obr. 4. Je vysoce exprimovan na
apikalni stran¢ enterocyti. Podobné jako v pripadé P-gp, ani u BCRP neni exprese ve stifeve
vSude stejna. NejvySsi exprese BCRP byla zjiSténa v duodenu a tlustém stfevé. Dale pak

koncentrace kontinudln¢ klesala od proximalniho k distalnimu tra¢niku (Lai, 2013).

Stejné€ jako ptedchozi dva zastupci ABC efluxnich transportérii ve stfeve, tak 1 BCRP
muZze ovlivilovat absorpci, distribuci a eliminaci 1é¢iv. Zaroven slouZi jako ochrana stfevniho

epitelu pred nékterymi toxickymi xenobiotiky (Mao and Unadkat, 2015).

Substratova specifita BCRP je Siroka a mnoho substratii se do ur¢ité miry prekryva s

transportéry P-gp a MRP (Lai, 2013).

Mezi substraty BCRP patii naptiklad antracykliny, antraceny nebo také pantoprazol. K
inhibitorim BCRP fadime inhibitory HIV — protedzy, tamoxifen nebo omeprazol (Mao, 2005).

Extracellular

Intracellular

NBD

Obr. 4 Schéma struktury BCRP transportéru. NH: = N-konec proteinu,
COOH = C- konec proteinu, NBD = Nukleotid vazajici doménu, TMD = transmembranova

doména. Upraveno a prevzato z (Chen et al., 2016)



3.4 Metabolismus xenobiotik

Metabolismus xenobiotik je proces, pii kterém dochazi k pfeméné cizorodych latek
(xenobiotik) na latky jednodussi, které t€lo dokaze snadno vyloucit. Tento proces se sklada
z n¢kolika fazi a probiha v jatrech, ledvinach a tenkém stievé (Schwenk, 1988).

K metabolismu xenobiotik mtize dochazet prostiednictvim biotransformacnich
a konjugacnich reakci. Metabolismus xenobiotik rozdélujeme do dvou fazi (Zhou, 2008).

V 1. fazi biotransformace dochdzi k modifikaci xenobiotika pomoci reakci jako jsou
oxidace, hydroxylace, redukce nebo hydrolyza. Pti téchto reakcich jsou zavedeny, nebo
odhaleny funkéni skupiny, které umozni konjugacni reakce ve 1. fazi. Mezi enzymy podilejici
se na této fazi patii rodina CYP, nejcastéji CYP3A4 a CYP2D6. Dale pak aminooxidazy,
alkohol— a aldehyd — dehydrogenézy, xantinoxidazy, peroxidazy, reduktazy a hydrolazy (Zhou,
2008).

Ve II. fazi dochazi ke vzniku hydrofilnich neaktivnich sloucenin, kdy je na slouceniny
napojen zbytek rozpustny ve vod¢, jako je glukuronid, sulfat nebo glutathion, a dojde
k vytvofeni konjugatu. Vysledny produkt je vyrazn€é hydrofilnéjsi, nez plvodni 1écivo
a vétSinou postradd biologickou aktivitu. V takovéto formé je vylouceno c¢asto pomoci

transportért, které se nachézeji v jatrech a ledvinach do zlu¢i, resp. mo¢i (Schwenk, 1988).

3.4.1 Biotransformacni enzymy z rodiny Cytochromu P450

v

Existuje n€kolik rodin biotransformac¢nich enzymi, z nichZ nejzndmé;jsi je nadrodina
cytochromu P450 (CYP), kterd je kli¢ova pro metabolismus jak endogennich latek, tak maji jeji
zastupci vyznamnou roli v metabolismu xenobiotik. Enzymy se dale déli do jednotlivych
podrodin (Lynch & Price, 2007). Nejrozsifenéjs$i podrodinou v ramci CYP je podrodina
CYP3A, kterd obsahuje Ctyfi isoformy CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7 a CYP3A43 (Zhou,
2008).

CYP3A4 je dominantnich enzymem celé rodiny CYP3A, ktery se UcCastni I. faze
metabolismu xenobiotik v jatrech a ve stieveé (Zhou, 2008). CYP3AS je exprimovan pievazné
v jatrech a ve stfevé. V mensSim mnozstvi jej nalezneme také prostaté a ledvinach. Podili
pfevazné na metabolismu imunosupresiv (napf. takrolimu, cyklosporinu nebo sirolimu)
(Rodriguez-Antona et al., 2022). CYP3A7 je exprimovan hlavné v jatrech novorozencti

a v mensi mife také v jejunu, plicich a ledvinach. Katalyzuje fadu xenobiotickych reakci
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a podili se na rovnovaze steroidnich hormont v téle (H. Li & Lampe, 2019). CYP3A43 je
detekovan v jatrech, ledvinach, stievé, slinivce a prostaté, avsak jen v nizkych koncentracich.
Z tohoto diivodu se neptedpoklada, ze by mél vyznamné zasahovat do metabolismu xenobiotik

(Westlind et al., 2001).

Pokud se zaméiime na tenké stfevo, tak v ném ma nejveétsi zastoupeni pravé rodina
CYP3A (82 %), na druhém misté je CYP2C9 (14 %) a treti je CYP2C19 (2 %), nésleduje
CYP2J2 (1,4 %) a posledni je CYP2D6 (0,7 %). Nejvetsi koncentrace CYP3A (CYP3A4
a 3A5) a CYP2C9 byla detekovana v Castech tenkého stieva ilea a jejuna (Paine et al., 2006).

3.4.1.1 CYP3A4

Lidsky cytochrom P450 (CYP) 3A4 z podrodiny CYP3A je tvofen aminokyselinovym
fetézcem o délce priblizné 503 zbytk, které jsou uspotradany v jednom polypeptidovém fetézci.
Vnitini struktura enzymu obsahuje tzv. aktivni zonu, kterd umoziluje enzymu navazat se
na substraty a katalyzovat jejich metabolismus (Manikandan & Nagini, 2018). CYP3A4 je
nejrozsifenéjsi jaterni a stfevni enzym 1. faze a je velmi dulezity, protoze metabolizuje ptiblizné
50 % vSech xenobiotik. Hraje vyznamnou roli v 1ékovych interakcich (Zhou, 2008). Tyto
interakce mohou vést k vyskytu jak nezaddoucich ucinkt 1éiva, tak v opacném piipade
ke snizeni plazmatické hladiny léciva, resp. poklesu jeho hladiny v cilové tkéani
na subterapeutickou uroven. Tyto interakce vyplyvaji z faktu, ze fada latek ma schopnost

inhibovat aktivitu n€kterych CYP a jiné latky mohou naopak indukci CYP vyvolat (Pelkonen
et al., 2008).

Inhibitory blokuji metabolickou aktivitu jednoho nebo vice CYP450 enzymu. Mira,
do jaké inhibitor ovliviiuje metabolismus 1é¢iva, zavisi na faktorech jako je davka a schopnost
inhibitoru vazat se na enzym. U¢inky inhibitoru se obvykle projevi okamzits. Mezi
tyto inhibitory patii klarithromycin, diltiazem, erythromycin, grapefruitovy dzus, itrakonazol,

ketokonazol, ritonavir, telithromycin, verapamil (Lynch & Price, 2007).

Induktory zvySuji aktivitu enzymu CYP3A4 tim, Ze zvysuji jeho expresi. Na rozdil od
metabolické inhibice zde dochdzi ke zpozdéni, nez se aktivita enzymu zvysi. Mezi nejlépe
popsané induktory fadime RIF, fenytoin, fenobarbital, tfezalku a karbamazepin (Lynch & Price,
2007). Tato skutecnost je molekularni podstatou jednoho z typt farmakokinetickych interakci
na zaklad¢ metabolizmu zprostiedkovaného CYP3A4. Dusledkem tohoto typu interakci je

sniZeni hladiny metabolizované latky a vzrist hladiny metabolitu (Pelkonen et al., 2008).
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Kwvuli prekryvani substratové specifity mezi CYP3A4 a P-gp a kviili podobnostem
inhibitorti a induktort CYP3A4 a P-gp maji mnoho spolecnych Iékovych interakci (Wacher et
al., 1995).

3.4.2 Synergické ptusobeni P-gp a CYP 3A4

Biologickd dostupnost po perordlnim podédni mize byt omezena synergickym
pusobenim CYP3A a P-gp. Vzhledem k jejich spolecnému umisténi v tenkém stieve
v enterocytech a vyznamnému prekryvani jejich substratovych specifit Ize fici, ze jsou piic¢inou
snizené peroralni biologické dostupnosti substratii pro CYP3A a P-gp (Wacher et al., 1995).
CYP3A4 a P-gp mohou byt také indukovany nebo inhibovany mnoha stejnymi slou¢eninami,
jelikoz hlavni regula¢ni drahy téchto dvou proteinii jsou, 1 pies n€které spekulace, spolecné.
Umisténi P-gp, ktery se nachazi na apikalni plazmatické membrané a CYP3 A4, ktery se nachéazi
v endoplazmatickém retikulu v enterocytu mtize zpisobit, ze P-gp bude ovliviiovat piistup 1é¢iv

k intracelularnimu metabolismu pomoci CYP3A4 (Kivisto et al., 2004).

Neptimym diikazem spole¢ného piisobeni CYP3A4 a P-gp je studie provaddéna na
zdravych dobrovolnicich, ve které byl pomoci perfizniho katetru aplikovan chinidin do tenkého
stteva, ktery je substratem CYP3A4 1 P-gp. Plazmaticka koncentrace 1é¢iva chinidinu byla
v dusledku efluxu zprosttedkovaného P-gp a metabolismu zprostfedkovaného CYP3A4
ve stfevni sténé€ sniZzena a toto snizeni korelovalo s mnozstvim téchto proteinli ve stievé.
Jednalo se o tzv. negativni korelaci, kdy vy$$i mnozZstvi proteinu bylo spojeno s niZsi hladinou

chinidinu (Kivisto et al., 2004).
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3.5 Intracelularni receptory

Genova exprese je komplexni proces, pti kterém dochézi k vytvoreni funkcniho
proteinu z informace zakodované v genu. Proces zahrnuje transkripci, zpracovani
messengerové RNA (mRNA) a translace. Transkripce je proces piepisu informace z DNA
do mRNA za ucasti DNA dependentni RNA — polymerazy. V dalSim kroku dojde ke
zpracovani mRNA, odstranéni intront a spojeni exond, a ptepisu do formy proteinu, ktery
probiha v ribozomech. Na konci syntézy dojde k uvolnéni proteinu z ribozomu a nasledné
dochazi jiz k posttranslaénim modifikacim v bunice (Kapp and Lorsch, 2004). Samotna
genova exprese neprobiha nahodné a je vtadé pfipadi fizena prostfednictvim

intracelularnich receptor (Robinson-Rechavi et al., 2003).

Intracelularni receptory (IR) jsou receptorové proteiny, které se nachazeji
v cytoplazmé nebo jadie bunky. Vazi se na né rizné endogenni molekuly jako jsou
hormony, steroidy nebo vitaminy a ovliviiovat biologické procesy (vyvoj bunék, imunitni
odpoveéd’, metabolismus). Regulace téchto procest probihd pomoci genové exprese, ktera
je aktivovana IR. IR maji schopnost aktivovat genovou expresi tim, ze se na n¢ vazou
specifické ligandy, viz Obr. 5. Vazba ligandu na receptor zméni jeho tvar nebo aktivitu a
umozni tak prenést signal nebo vyvolat zménu pfimo uvnitt buiiky. Napiiklad steroidni
hormony se vazou na intracelularni receptory v jadie bun€k a umoziuji zmény v
transkripcnich aktivitach, coz vede k produkci proteinti, které jsou duilezité pro rizné

fyziologické procesy (Robinson-Rechavi et al., 2003).

Mezi nejznamé;jsi signalni molekuly interagujici s intracelularnimi receptory patii
steroidni hormony (kortisol, estradiol, testosteron) a thyroidni hormony (thyroxin) (Rye

etal., 2016).

24



Extracellular
fluid

Signaling
Plasma molecule \.
membrane
Cytoplasm \ =
Intracellular receptor 4 &

Nucleus

Obr. 5 Procesy signalnich molekul difundujicich pres plazmatickou membrdanu a

nasledna interakce s intraceluldrnimi receptory v cytoplazmé, prevzato z (Rye et al., 2016)

3.5.1 Rozdéleni intracelularnich receptori

IR patii do rodiny transkripcnich faktorl, nadrodiny proteini véazicich DNA. Jedna
se o proteiny umisténé uvnitt buniky, které se podili na regulaci fyziologickych procesi, jako
jsou napft. metabolismus, zanét nebo cirkadidnni rytmus (Weikum et al., 2018). Po aktivaci
navazanim agonisty se pfemisti do jadra bunky a rozpoznaji specificka vazebnd mista podél
chromozomalni DNA. Jakmile jsou tato mista aktivovana, mtze dojit ke zmeéné genové exprese
(Raymon, 2013). Signéalni dysregulace intracelularnich receptori mize mit za nasledek
metabolické poruchy nebo vést k zanétlivym onemocnénim (Weikum et al., 2018).

Latky, vcetné 1éciv, které ovliviiuji genovou expresi prostiednictvim vazby na
intracelularni receptory, maji nejen pomaly néstup G¢inku (mtze trvat hodiny nebo dny), ale
také mnohem del$i dobu plisobeni, pravdépodobné trvajici déle, nez je samotna piitomnost
1écivé latky v organismu (Raymon, 2013).

IR se aktualné€ rozd€luji do sedmi podrodin (Weikum et al., 2018).

Podrodina 0 obsahuje atypické intraceluldrni receptory, které neobsahuji ligand véazajici
doménu. Patii sem napt. G-protein coupled receptor 35 (GPR35) nebo GPR55 (Weikum et al.,
2018).
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Do podrodiny 1 patii receptory retinoidii, tyroxinu, vitaminu D, jaterni X receptory,
receptory aktivovany peroxisomovym proliferatorem (PPAR) a PXR (Weikum et al., 2018).

Podrodina 2 obsahuje pouze tfi receptory. Retinoidni X receptor (RXR), upstream
promotor transkripcniho faktoru kufeciho ovalbuminu (COUP-TF) a jaterni nuklearni faktor
(HNF4) (Weikum et al., 2018).

Podrodina 3 zahrnuje steroidni receptory mezi které patii androgenni receptor (AR),
estrogenovy receptor (ER), progesteronovy receptor (PR), mineralokortikoidni receptor (MR)
a GR, na ktery se nize zamétime podrobnéji (Weikum et al., 2018).

Podrodina 4 obsahuje sirot¢i nukledrni receptory, které jsou dilezité pro funkci
neuronti. Patfi sem nuklearni receptor pro nervovy rastovy faktor 1B (NGF1-B),
faktor 1 souvisejici s nurr (NURRI1) a sirot¢i receptor-1 odvozeny od neuronti (NOR-1)
(Weikum et al., 2018).

Do podrodiny 5 fadime steroidogenni faktor 1 (SF-1) 50 a jaterni receptor Homolog-1
(LRH-1), které jsou nezbytné pro metabolismus a vyvoj (Weikum et al., 2018).

Posledni podrodina 6 obsahuje pouze nukledrni faktor zarode¢nych bunék (GCNF),
ktery ma od ostatnich odliSnou ligand vazajici doménu a podili se na snizovani aktivity geni

(gene silencing) (Weikum et al., 2018).

3.5.2 Pregnanovy X receptor

PXR je jaderny receptor, ktery se vyskytuje pfevazné v jatrech, ale také v tenkém streve.
Reguluje expresi genti, které maji na starost metabolizmus xenobiotik. V podstaté se podili na
odstranovani xenobiotik a endotoxintl z téla. Zatimco nékteré jaderné receptory jsou specifické
pro hormony, jako napt. ER, PXR se od ostatnich jadernych receptort 1isi tim, Ze se specializuje

na latky, které jsou metabolizovany v jatrech a ve stfevé (Kota et al., 2010).

Tento receptor ma ale i spoustu dalSich tloh. PXR se Ucastni mnoha bunétnych
procest. Je duleZity pfi bunécéné proliferaci, bunééné migraci, apoptoze, pii poSkozeni DNA
a pii zanétu. Kdyz dojde k zanétu v tenkém stievé, PXR hraje roli pii udrzovani celistvosti
stfevni stény. PXR je zapojen i do procesu apoptozy. Zde bylo pozorovano, Ze aktivatory PXR,
napiiklad dexametazon (DEX), inhibuji spontanni apoptézu v primarnich kulturach
hepatocytli zvySenim regulace antiapoptotickych proteina v lidskych hepatocytech (Oladime;ji
& Chen, 2018).
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PXR je zodpovédny za indukci enzymit CYP2B6 nebo CYP3A4. Tyto enzymy se
podileji na metabolismu az 80 % v soucasnosti podavanych 1é¢iv. Indukce téchto enzymi tak
zpusobi zvysenou metabolickou pfeménu 1é¢iv, a tim potencialné dojde ke snizeni nebo ztraté
jejich ucinku (Sinz, 2013).

Dilezitou roli hraje PXR také v indukci efluxnich transportért jako je P-gp. Znamym
aktivatorem PXR, ktery zvySuje expresi P-gp i CYP3A4 je RIF (Martinec et al., 2021).
Prostfednictvim PXR zvySuji expresi P-gp a CYP3A4 také naptiklad fenobarbital, statiny a
trezalka teCkovand, nebo kyselina valproova (Kullak-Ublick & Becker, 2003; Cerveny et al.,
2007).

3.5.3 Glukokortikoidni receptor

GR je intracelularni receptorovy protein. Jeho genovy nazev je ,,podrodina jadernych
receptord 3, skupina C, ¢len 1: NR3CI1‘“ (Nicolaides et al., 2000). Jednd se o ligandem
aktivovany transkripéni jaderny faktor, ktery reguluje Sirokou skalu fyziologickych funkei, ale
1 metabolismus xenobiotik. Jeho pfirozenymi ligandy jsou steroidni hormony — glukokortikoidy
(GK) (Yudt & Cidlowski, 2002). Na bunécné urovni je plsobeni glukokortikoidii
zprostiedkovano pravé GR (Baschant & Tuckermann, 2010).

Regulace genové exprese GR muze probihat v jadfe riznymi mechanismy viz Obr. 6.
Prvni zahrnuje vazbu dimerizovaného GR na elementy glukokortikoidni odpovédi (GRE)
v promotoru gend. Vazba GR na GRE aktivuje nebo potlacuje transkripci gent (Baschant &

Tuckermann, 2010).

Druhy zplisob regulace transkripce je nezavisly na dimerizaci a vazbé na DNA. GR miize
interagovat s transkripénimi faktory napf. NF-kB. Tato vazba umoZiuje synergickou nebo
antagonistickou interakci s dal$imi signalnimi drahami. Tyto interakce probihaji za
pfitomnosti kointegratori, které zprosttedkovavaji interferenci GR. Dusledkem tohoto déje je
PPAR, konkrétn¢ PPARa a PPARY, které potlacuji cilové skupiny genit NF-xB, coz miize
zvysit protizanétlivou tcinnost GK, pokud jsou soucasné 1éceny s PPAR ligandy (Baschant &

Tuckermann, 2010).
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Obr. 6 Molekularni mechanismy glukokortikoidnich receptoru, (GR = Glucocorticoid
recptor, Hsp 70,90,23 = Heat shock protein 70, 90, 23, duspl = dual specifity
photophase 1, CBP = CREB binding protein), prevzato z (Baschant & Tuckermann,
2010)
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3.6 Glukokortikoidy

GK jsou steroidni hormony produkované kiirou nadledvin v cirkadiannim rytmu a v reakci
na environmentalni nebo biologicky stres. Jejich syntéza a sekrece jsou fizeny osou
hypotalamus — hypofyza — nadledviny. V dospélosti GK reguluji Sirokou skalu biologickych
procest véetné energetického metabolismu, srde¢niho vydeje, zanétlivych procest a imunity

(Busada & Cidlowski, 2017).

3.6.1 Glukokortikoidy jako 1é¢iva

GK, skupina steroidnich hormoni, pouzivana od 50. let 20. stoleti k 1écb¢ bolesti a
zanétu u revmatoidni artritidy (RA) 1 osteoartrozy (OA), onemocnéni spojenych s degeneraci

chrupavky a kloubnich zanéta (Creamer, 1999).

Na pocatku dvacatého stoleti se objevila nova 1éEba RA pomoci extraktii ze zviteci kliry
nadledvin, kterd vedla k potiebé vétSiho mnoZstvi syntetickych steroidi. V Sedesatych letech
20. stoleti doslo k rychlému pokroku v chemické syntéze glukokortikoidll, které vyustily
nejprve v synteticky kortizon, poté v hydrokortizon, fluorohydrokortizon a prednison,
prednisolon, triamcinolonu, methylprednisolonu a nakonec DEX, pticemz posledné jmenovany

byl uznan za nejucinnéjsiho €lena skupiny glukokortikoidt (Burns, 2016).

3.6.2 Mechanismus ptsobeni glukokortikoidii

rrrrr

sacharid a bilkovin a blokuji uvolfovani histaminu. Maji genomicky i1 negenomicky

mechanismus u¢inku (Busada & Cidlowski, 2017).

Genomicky mechanismus ucinku je zprostiedkovan pies GR a vysledkem déje je

~~~~~

v cytoplazmé a po navazani na ligand se translokuje do jadra, kde ovlivni genovou transkripci

a zpusobi inhibici genové exprese a translace pro zanétlivé leukocyty. Tento d&j zaroven vede

-----

zanétlivé reakce (Liu, D. et al., 2013).
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Negenomicky mechanismus je zprostfedkovan prostiednictvim interakci mezi
intracelularnim GR nebo membranové vazanym GR. Po aktivaci receptoru se spusti kaskada
déji, kterd je kritickd pro uvolnovani zanétlivych cytokini. Dojde k naruSeni uvoliiovani
kyseliny arachidonové a regulaci apoptozy v thymocytech. Ve vysokych koncentracich dokazi

GK také inhibovat produkci T — lymfocyti a B — lymfocyta (Liu, D. et al., 2013).

3.6.3 Dexametazon

DEX je silny glukokortikoid s velmi malou mineralokortikoidni aktivitou. Je Siroce
neutrofilii a sniZzuje proliferaci lymfocytl. Dale snizuje hladinu vitaminu A, prostaglandinu a
nekterych cytokini (interleukin-1, interleukin-12, interleukin-18, tumor nekrotizujici faktor,

interferon-gama a faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagt (Johnson et al., 2022).

3.6.3.1 Farmakokinetika

Podle oznaceni vyrobce je farmakokinetika perordlniho DEX umérna dévce v rozmezi
davek 0,5 az 40 mg. Stfedni doba dosazeni maximalnich koncentraci (Tmax) DEX je 1 hodina
(rozmezi: 0,5 az 4 hodiny). Dieta s vysokym obsahem tuku a kalorii sniZila Cmax 0 23 %. DEX
se in vitro vaze na proteiny lidské plazmy asi ze 77 %. Primérny termindlni polocas DEX je 4
hodiny (18 %) a peroralni clearance je 15,7 1/hod po jedné davce DEX. Jeho metabolizace
probiha prostfednictvim CYP3A4, a to zejména v jatrech. Vylucovan je pfevazné moci

(Johnson et al., 2022).

3.6.3.2 Nezadouci ucinky

Ackoli je DEX obecné dobie tolerovan, ma jako 1€k své nevyhody. Nejcastéji hlasenym
nezaddoucim uc¢inkem pacientil je pfitomnost nespavosti po pouziti. Mezi dalsi ¢asté nezadoucti
ucinky patii akné, poruchy traveni, zadrzovani tekutin, nerovnovaha elektrolytl, pfiriistek
hmotnosti, zvySena chut’ k jidlu, anorexie, nevolnost, zvraceni, akné, neklid a deprese. Byly
hlaSeny adrendalni suprese, arytmie, spermatogenni zmény, glaukom, hypokalemie, plicni edém,

pseudotumor cerebri a zvySeny intrakranidlni tlak (Polderman et al., 2019).
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3.6.3.3 Lékové interakce na urovni absorpce z traviciho systému

V provadénych studiich bylo zjisténo, ze vysoka davka perordlné podavaného DEX siln¢
potencuje peroralni antikoagulancia (Sellam et al., 2007). Mezi vyznamné Iékové interakce
patii také DEX a fenytoin. Uvadi se, ze je potfeba zvysit davku fenytoinu k dosazeni
terapeutickych koncentraci u pacientd, kterym je zaroven podavan DEX (Gattis & May, 1996).
Dale bylo zjisténo, ze DEX antagonizuje t€¢inek hypoglykemickych latek (konkrétné metformin
nebo glitazony) (S K et al., 2022).

Indukéni G€inek DEX byl porovnavan na CYP3A4 a P-gp metabolismu ve stfevech
potkand. Jako substrat pro P-gp a CYP3A4 byl pouzit indinavir. Vysledkem bylo, ze DEX snizil
biologickou dostupnost a maximalni koncentraci indinaviru po peroralnim podani. Z toho Ize
usuzovat, ze DEX indukuje stfevni P-gp a CYP3A4 (J. H. Lin et al., 1999). Vzhledem k tomu,
ze nebylo provedeno tolik studii se stfevem jako s jatry, mizeme si nckteré interakce na

intracelularnich receptorech ukazat na datech ziskanych z hepatocytu.

Byla zkoumana interakce CYP3A4 a DEX v lidskych hepatocytech. Zjistilo, Ze se DEX
zpusobuje indukci mRNA CYP3A4 v zavislosti na koncentraci DEX. Indukce DEX s nizkou
koncentraci (nmol) byla zprosttedkovana GR, ktery vedl ke zmén¢ exprese PXR a indukci
CYP3A4. Indukce DEX s vyssi koncentraci (umol) byla zprosttedkovana vazbou na PXR, diky
které doSlo k aktivaci receptoru, ktery zptsobil indukci CYP3A4. Na rozdil od jinych
xenobiotik, DEX ma dvoji roli v expresi CYP3A4. Jednak reguluje expresi PXR a za druhé je

schopen tento receptor 1 aktivovat (Pascussi et al., 2001).
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3.7 Metody studia vlivu léCiv na stievni bariéru

Bylo vyvinuto mnoho rtiznych modeld, které zkoumaji vliv P-gp na farmakokinetiku

1&¢iv ve stfevé. MlUzeme je rozdé€lit na in situ, in vitro, in vivo a ex vivo.

3.7.1 In vivo metody

Tato metoda zkouma vliv 1é¢iva na stfevni bariéru pfimo v zivém organismu, do kterého
je léciva latka podana peroralné, nebo piimo do stieva ¢i zaludku. Metoda piinasi
nejrelevantnéjsi informaci o celkovém vlivu 1€¢iva na organismus. /n vivo metoda zahrnuje
fyziologické faktory jako jsou motilita stfev, efekt prvniho prichodu nebo vyprazdinovani
zaludku. Vyhodou je také moznost 1éCiva podavat dlouhodobé. Ir vivo metody jsou vsSak na

své provedeni pomérné komplikované a z jednoho jedince lze ziskat jen omezené mnozstvi

informaci (Dahlgren et al., 2018).

3.7.2 In situ metoda

In situ metoda je zalozena na intestinalni perfuzi a vyuziva se zejména pro hodnoceni
piestupu léCiva pies stievni bariéru vcetné zapojeni transportéri a stfevni biotransformace

lé¢iva (van de Kerkhof et al., 2007).

U in situ stievni perfuze potkanti jsou vzorky ziskany z mezenterické zily. Diky tomu lze
hodnotit absorpci 1€Civ pies sttevni bariéru véetné zapojeni transportérti (Caldeira et al., 2018).
Nevyhodou metody je jeji technicka narocnost a pracnost a také potieba velkého mnozstvi
zvitat (van de Kerkhof et al., 2007). Navic modely, které jsou odvozeny od laboratornich zvifat
snizuji ptesnost pro predpoved absorpce u ¢lovéka vzhledem k druhovym rozdilim v expresi

P-gp (M. Liet al., 2017).

Touto metodou Ize zkoumat vliv transportérti na piestup 1é¢iv in situ také pomoci perfuze
lidského stfeva. Vyhodou metody je, ze fyziologie a prutok krve jsou zachovany, ale je malo
vyuzivana z etickych divodi a nizkého poctu zdravych dobrovolnikd (van de Kerkhof et al.,

2007).
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3.7.3 In vitro metoda

V soucasné dobé ziistdvaji Siroce pouzivany ke stanoveni biologické dostupnosti
peroralné podavaného lé¢iva 2D kultivacni systémy, zejména kvili jejich nizkym nékladim,

vysoké reprodukovatelnosti a snadné manipulaci (Fedi et al., 2021).

2D in vitro modely bézné pouzivané ve farmakologii lze rozd¢lit do dvou hlavnich
kategorii: syntetické modely zaloZzené na lipidickych membranéch, které nabizeji velkou
reprodukovatelnost a stabilitu. Jsou vyuzivany zejména ke studiu pasivnich difiznich procesi.

Druhy model ptedstavuji kultury zalozené na bunkach, které jsou zivymi a spolehlivéjSimi

systémy umoziujicimi §irsi spektrum analyz stfevni absorpce (Fedi et al., 2021).

Jako in vitro model pro hodnoceni stfevni propustnosti 1é¢iv je nejcastéji pouzivana
monovrstva bun¢k Caco-2, odvozena z lidského kolorektalniho adenokarcinomu. Tento systém
in vitro se pouziva k identifikaci sloucenin, které podléhaji efluxu zprostfedkovanému P-gp,
a nasledné k popisu toho, jak aktivita efluxu zprostiedkovana P-gp ovlivni transport 1€Civ pies
stfevni epitel. Vyhodou této metody je, Ze na apikalni stran€ Caco-2 bungk jsou struktury
podobné mikroklkiim, takze dobfe simuluje kartaCovy lem stieva (Shirasaka et al., 2006).
Nevyhodou této metody je jeji finan¢ni naro¢nost, nizkd exprese PXR a také fakt, ze Caco-2
strukturou pfipominaji spiSe epitel tlustého stieva (Sambuy et al., 2005). Je také tieba
poznamenat, Ze exprese a aktivita P-gp mize byt v bunéénych liniich ve srovnani se sttevem
velmi odli$né. Lze predpokladat, Ze v pfipadé mnohem vyssi exprese P-gp, ktera je v buiikach
Caco-2 ve srovnani s buiikami lidského stfeva, hrozi riziko podhodnoceni lidské stievni

absorpce pfi pouziti této metody (Anderle et al., 1998).

Dal$im vhodnym modelem pro studii indukce P-gp a CYP3A4 je bunécna linie LS174T.
Jedna se o lidskou epitelidlni nddorovou linii tenkého stfeva, kterd ma vysokou expresi PXR,
ktery zprostfedkovava indukci P-gp a CYP3A4. Tato buné¢na linie je vhodna pro zkoumani
zmeény exprese, lokalizace a funkce P-gp, které ovliviiuji distribuci 1é¢iv ve stfeve. Pfi pouziti
této stievni linie bylo zjisténo, Ze indukce exprese P-gp je zdvisla na ¢ase a davce. K indukci
byl pouzit znamy aktivator PXR RIF. Zaroven byla pozorovana zména lokalizace P-gp, ktera
je dulezita pro jeho transportni funkce. Ukazalo se, ze RIF zptsobil zménu lokalizace P-gp
z intracelularni na plazmatickou membranu béhem 6 dnid. Charakterizace téchto vlastnosti
v bunééné linii LS74T tak umoznuje zkoumat efekt PXR agonistll a antagonistll na transport

substratii P-gp a potenciondlni 1€kové interakce (Kota et al., 2010).
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Dalsi stfevni buné¢nou linii z adenokarcinomu vhodnou pro zkouméni indukce P-gp
a CYP3A4 je LS180 (Kota et al., 2010). Jedna se o relativné snadno dostupnou bunéénou linii
vhodnou pro zkoumani indukce CYP3A4 a P-gp zprostiedkovanou PXR (Gupta et al., 2008).
V porovnani s bunécnou linii Caco-2 vykazuje LS180 rozdilnou expresi cilovych gena pro
PXR. Zatimco exprese P-gp je podstatné vyssi, exprese CYP3A4 byla v buiikach LS180
nepatrné nizsi. Tato linie byla pouzita napiiklad ve studii zkoumajici vliv budesonidu na zménu
instestindlni exprese P-gp a CYP3A4. Po inkubaci s budesonidem byla prokazéna zvySena
exprese u CYP3A4 i P-gp, pticemz se predpoklada, ze indukce byla zptisobena aktivaci PXR
(Maier et al., 2007).

3.7.4 Ultra-tenké stievni fezy (PCIS) — ex vivo metoda

Dalsi metodou je pouziti ultra-tenkych stfevnich fezti (PCIS). Ty lze pfipravit ze
zvitecich nebo lidskych tkani. PCIS ma velky potencial pro studium farmakokinetiky 1éciv,
protoze tato metoda dokaze zachovat aktivitu, funkcnost a zivotaschopnost tkan¢ po dobu
n¢kolika dni inkubace. Tyto vlastnosti jsou diilezité pti provadéni indukénich a toxikologickych
studii. Mezi vyhody patii také efektivni vyuziti tkang, kdy z relativné malych vzorkt 1ze ziskat

sto a vice fezll na jeden experiment (M. Li et al., 2016).

PCIS mohou byt pfipraveny ze vSech ¢asti stieva (duodenum, ileum a jejunum a tlusté
stievo). Tloust'ka fezi se pohybuje v rozmezi 200400 um. Na rozdil od jaternich fezt, tloustka
PCIS neovlivituje rychlost metabolismu ve stievnich fezech, protoze enterocyty jsou v pfimém

kontaktu s médiem (M. Li et al., 2016).

Zpocatku se tato metoda pouzivala pouze pro jatra a ledviny. Stievo pro tuto metodu
nebylo nejprve vhodné, protoze se ukazalo, ze je tento organ velmi obtiZzné krajet a inkubovat.
Navic velmi rychle ztracelo svou Zivotaschopnost. Pozdé¢ji byla tato metoda modifikovana.
Stievo zalité do agardzy, ktera tuhne az pii nizké teploté nizsi nez 37 °C, bylo mozné krajet na
fezy potifebné velikosti pomérné snadno. Zaroven doSlo klepsi reprodukovatelnosti a
zivotaschopnosti tkané. Markerem zivotnosti je hladina ATP, kterd se v dané tkani vyskytuje
v ur¢ité koncentraci (u lidského stieva 2 nmol.mg ! protein), podle které uréime, zda je tkan

vhodna pro dalsi pouziti (M. Li et al., 2016).

Tato ex vivo metoda je jednoducha, rychld, spolehliva a vhodna pro studium transportu,

metabolismu a toxicity léCiv, které jsou substraty stfevnich transportérii. Hodnoceni
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al., 2016).

Jako kazdy ex vivo a in vitro model, ma i PCIS své omezeni. Tim je vystaveni apikalni
1 basolateralni strany stfeva stejnému médiu. V dasledku toho nelze pomoci PCIS zkoumat

vektorovy transport 1éCiv a jejich permeabilitu (M. Li et al., 2016).

Nedilnou soucasti pro funkci tkan¢ a experimenty provadéné in vitro je kvalita tkané.
Strevni tkén je vysoce citlivd na ischemii, a proto musi byt vSechny pouzivana pufry nasycené
kyslikem. Nejbéznéji pouzivanym médiem je Krebs — Henseleitiiv pufr (KHB), nasyceny

0:95% a5 % CO: (M. Li et al., 2016).

Tato metoda se ukazala jako mozna screeningova metoda inhibi¢niho potencialu P-gp
léciv. U PCIS je zachovana struktura stfeva a z malého kousku stfeva lze pfipravit vetsi
mnozstvi jednotlivych vzorkl. Ve studiich doslo k rozsifeni pouZiti tohoto modelu pro inhibici
P-gp na lidskou tkan. Pomoci PCIS z rliznych ¢asti lidského stieva (dvanactnik, jejunum, ileum
a tlusté stievo) bylo mozné zkoumat vyznam regionalnich rozdili v inhibici P-gp v lidském
sttevé (M. Li et al., 2017). Metoda PCIS byla v nedavné dobé pouzita také pro studium
indukéniho potencidlu 1é€iv. Pti tomto studiu bylo prokdzano, ze RIF, modelovy induktor P-gp
a CYP3A4 je schopen v tomto modelu indukci na molekuldrni a funkéni irovni vyvolat (M. Li

etal., 2016).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Cile prace

Cilem prace je studium vlivu dexametazonu na expresi ABCB1 a CYP3A4 ve stievnich fezech
piipravenych z lidského jejuna.

Dil¢i cile:
e Studium vlivu dexametazonu na Zivotnost stfevnich fezu
e ZjiSténi vlivu tohoto 1é¢iva expresi ABCB1, CYP3A44, GR za pouziti metody
q- PCR

e Ovéfeni funkce ABCBI v neovlivnénych a ovlivnénych stfevnich fezech za

pouziti modelového substratu rhodaminu 123
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4.2 Chemikalie a reagencia, biologicky material, pristroje

Chemikalie a reagencia

2 — propanol

Acetonitril

Amphotericin B

ATP Bioluminscence Assay Kit CLS II
Pierce™ BCA Protein Assay Kit
CP-100356 monohydrochloride
D(+)-Gluko6za monohydrat
Diethyl pyrokarbonat (DEPC)
Dexametazon

DMSO

EDTA

Ethanol

TagMan Gene Expression Assay (FAM) viz. Tab. 1

Tab. 1: PouZité genové assaye.

(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)

(Merck)

(ThermoFisher Scientific)
(Sigma-Aldrich)

(Merck)

(PanReac AppliChem)
(Sigma-Aldrich)
(dimethylsulfoxid; Sigma-Aldrich)
(VWR)

(VWR)

(ThermoFisher Scientific)

Cislo genové assay Gene symbol

Hs00353740 NR3C1
Hs00184500 ABCBI
Hs00604506 CYP344
Hs00984230 B2M

Gentamicin sulfate 50 mg.ml ! (Sigma-Aldrich)

gb Basic Reverse Transcription Kit (Generi Biotech)

Glycogen (Roche® Life Science)
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Chloroform (VWR)
Krebs-Henseleitiiv roztok (viz kapitola 3.3.2)
Low-gelling-temperature agarose type VII (Sigma-Aldrich)

TagMan™ Universal Master Mix II, no UNG (ThermoFisher Scientific)

NaOH (Penta Chemicals)

Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific)

Rhodamin 123 (Merck)

Rifampcin (Sigma-Aldrich)

TRI Reagent (ThermoFisher Scientific)

Tris — HCI (VWR)

William‘s E Medium, GlutaMAX™ (ThermoFisher Scientific)
Pristroje

Bio-rad Thermal cyklér T100

Centrifuga s thlovym rotorem 3K30H, Sigma (Laborentrifugen, Némecko)
Homogenizator FastPrep-24 5G (MPbio)

Inkubétor (Binder CB 60, napojeni na Oz a CO: tlakové 1dhve)

Krajec tkanovych fezti (Krumdieck tissue slicer MD 4001)

Laminarni box (AURA 2000 M.A.C.)

Luminometr Genios Plus (Tecan)

Mini centrifuga (GUSTO, Heathrow Scientific)

Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific)

Orbitalni tfepacka (Biosan PSU 110)

Ptipravek pro zaliti tkan¢ do agardzy
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Ptistroj pro Real-Time PCR QuantStudio 6 (Aplied Biosystems)
Spektrofotometr (Tecan Infinite M200 PRO NanoQuant)
Termostat TCH 100

Termalni cykler Quant Studio 6 Flex

Ttepacka PSU-101

Vortex (Genie 2, Scientific Industries)

Biologicky material

Vzorek lidského stfeva, proximdlni ¢éast jejuna ziskana pifi operaci typu
pankreatoduodenektomii zachovavajici pylorus. Vzorek byl ziskan anonymné na zékladé
podepsaného informovaného souhlasu pacienta. Odbér vzorkid byl schvalen etickou komisi

Fakultni nemocnice Hradec Kralové pod ¢islem 202103 167P.

Ostatni material
24 jamkové desticky
Sttikackovy membranovy filtr
96 jamkové desticky
mikrozkumavky (1,5 a 5 ml; Eppendorf)
mikrozkumavky se zavitovym vickem (2 ml, Sarstedt)
keramické kuli¢ky (1,4-1,6; Ginzel)
opakovaci pipeta

multikanalova pipeta
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4.3 Pracovni postupy

4.3.1 Priprava inkuba¢niho média

V laminarnim boxu bylo z nové zasobni lahve média Williams E (WME) do sterilni
kadinky odebrano mensi mnozstvi média, ve kterém bylo nasledné rozpusténo 1, 387 g
monohydratu D-glukézy a nazpatek prefiltrovano pies injekéni stiikacku s membranovym
filtrem (0,22 um) zpét do zasobni lahve WME (500 ml). Toto médium je skladovano v lednici.
Do média jsou dale také v lamindrnim boxu pfidany postupné jiz pfimo sterilni antibiotikum
Gentamicin (500 pl; koncentrace 50 mg.ml') a antimykotikum Amfotericin B (5 ml;

koncentrace 250 pg.ml™).

4.3.2 Priprava Krebs-Henseleitova pufru

Piiprava zasobniho roztoku Krebs-Henseleitova pufru

V ramci experimentil je tfeba vétsi mnozstvi KHB, ktery se pfipravuje jako zdsobni
koncentrovany. V den pouziti je pak doplnén o néckteré dalsi slouceniny a nafedén. Po
rozpusténi vSech sloucenin dle rozpisu v tabulce ¢.2 je roztok prefiltrovan pies sterilni filtr
(0,22 um) a po 100 ml rozplnén do jednorazovych sterilnich kelimkii. Do doby spotieby je

uchovavan sterilni v lednici.
Piiprava 10x koncentrovaného zikladniho Krebs-Henseleitova roztoku

Latky dle Tab. 2 jsou rozpustény v 1 1 vody. Nasledné je roztok ptefiltrovan pomoci

PTEE filtru (0,22 pm; @ 25 mm) a uchovavan v lednici.

Tab. 2: Priprava 10x koncentrovaného zasobniho roztoku Krebs-Henseleitova

pufru — rozpis na pfipravu 1 litru.

Sloucenina Navazka / Objem
NaCl 69,0 g

KCI 3,73 g

KH2PO4 1,63 g

MgS04*7 H20 271¢g

CaCL*2 H20 3,67¢g

Doplnit vodou do objemu 1000 ml
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Priprava pracovniho roztoku Krebs-Henseleitova pufru

Po rozpusténi vSech sloucenin dle Tab €. 2 a doplnéni o dalsi latky dle Tab. 3 je roztok
30 minut okyslicen pomoci pneumoxidu (95 % 02, 5 % CO2). Nasledné je upraveno pH
roztoku na 7,42 pomoci 5 M NaOH. KHB byl po celou dobu experimentu uchovavan na ledu.

Tab. 3: Ptiprava pracovniho roztoku Krebs-Henseleitova pufru — 1x koncentrovany.

Rozpis na ptipravu 1 litru.

Sloucenina Navazka / Objem
NaHCO; 2,10 g

D-glukéza 495¢

HEPES 2,38¢g

Zasobni roztok KHB 100 ml

Doplnit vodou do objemu 1000 ml

4.3.3 Priprava sonifika¢niho roztoku pro stanoveni ATP (SONOP)

Navazku EDTA (0,372 g) rozpustime v piiblizné¢ 100 ml milliQ vody a pH upravime
pomoci 5 M roztoku NaOH na 10,9. Nasledné pfiddme ethanol (96 %) a objem doplnime

v odmérné bance vodou do 500 ml.

4.3.4 Priprava Tris/EDTA pufru pro stanoveni hladiny ATP

Rozpustime EDTA (6 g) a Tris HCI (0,37 g) v objemu cca 300 ml milliQ vody. Nasledné

upravime pH pomoci HCl na 7,6 a vodu doplnénime do objemu 500 ml v odmérné barice.

4.3.5 Priprava 3 % roztoku agardézy

Pro ptipravu 100 ml 3 % roztoku agar6zy je tieba do sklenéné lahve navazit postupné
3 g agarozy (Low-gelling-temperature agarose type VII) a 0,9 g NaCl. Nasledné je pfidana

milliQ voda a teflonové michadlo. Smés je zahtata na teplotu cca 80 °C (musi byt vyssi
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nez 60 °C) a nasledné dojde k rozpusténi agardzy. Agardza je ndsledné zchlazena na 37 °C
(zGistava stale tekutd) a je vyuzita v experimentu. Alternativné muaze byt ulozena uloZena
do lednice pro pozdéjsi pouziti (nutné opét zahiat na teplotu vyssi nez 60 °C pro prevedeni

do tekuté formy).

4.3.6 Priprava ultratenkych intestinalnich feza

V den experimentu byl nejprve pfipraven pracovni KHB (4 °C). Ten byl ptfed pouzitim
jesté 0,5 h okyslicovan probublavanim pneumoxidem (9 % O, 5 % CO2). Nasledné bylo
upraveno pH za pomoci roztoku SM NaOH na hodnotu 7,42.

Vzorek lidského stfeva (horni ¢ast jejuna) byl ziskan od anonymniho déarce z Fakultni
nemocnice Hradec Kralové a poté pfeneseno do laboratoie v okysliceném KHB (na ledu, 4 °C).

Nésledné bylo umisténo na plastovou desku chlazenou ledem, kde doslo k jeho oplachnuti
od Zlu¢i a krve. Nasledné¢ byla tkan podélné roziiznuta a pomoci Spendlikii pfipevnéna
na silikonovou podlozku. Postupn¢ byla odstranéna vrstva svaloviny, kterd z divodu tuhosti
vadi pii pripravé vlastnich tezll. Zbytek stieva byl nafezdn na malé prouzky o velikosti
0,5 x 1 cm a vlozeno pfipravku pro zalévani vzorkl do agardzy, ktery byl umistén na ledu.
Tkén byla v ptipravku drzena za pomoci pinzety vertikaIn¢ a zalita agar6zou. Ta nasledné ihned
ztuhla a vytvofila tak vélecek, ktery bylo mozné vlozit do krajece. Tento postup je zndzornén
na Obr. 7. Krgje¢ byl nastaven na tlouStku fezi 300 um. Po nakrijeni byly fezy vizualné
hodnoceny a vybrany pouze ty s pravidelnym tvarem a optimalni velikosti. Pomoci pinzety byly
zbaveny zbytku agardzy. Rezy byly umistény na Petriho misce umisténé na ledu. Ogisténé fezy
byly nasledné pouzity pro experiment. Entomologickou pinzetou byly vybrany vhodné fezy a
pfeneseny do inkubacniho média na 24 jamkovych desti¢kach. V jedné jamce bylo
napipetovano 1,3 ml WME media s testovanou latkou. Kontroly pak namisto toho obsahovaly

pouze stejny objem vehikula (DMSO) (M. Li et al., 2016).
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Obr. 7 Priprava ultratenkych intestinalnich rezii z lidského streva. a) sesity kus lidského
streva. b) Odstrani se svorky a tukova tkan a strevo se rozrizne. c¢) Pripinacimi spendliky se
strevo pripevni k silikonové podlozce. d), e) na chlazené podlozce je ze streva odstranéna
svalovina a je ponechdna pouze vrstva sliznice. f) strevo je narezano na kousky o velikosti

10 x 20 mm. g), h) stievo je zalito agarozou. Prevzato z (de Graaf et al., 2010)

4.3.7 Inkubace Fezii s dexametazomen a rifampicinem

Rezy byly inkubovany na 24 jamkovych desti¢kach obsahujicich 1,3 ml WME média v
kazdé jamce. Inkubace probihala v podminkach zvyseného obsahu kysliku v inkubatoru na
trepacee (100 kmitl za minutu, 37 °C, 5 % CO2 a 80 % O2). V jamkach pro naslednou izolaci
RNA byly tfi fezy, v jamkach ur¢enych pro funkéni studii s RHD123 byly fezy dva. U inkubaci
pro stanoveni hladin ATP byl v jamce jeden fez.

Rezy byly vzdy v triplikatech inkubovany s DEX o koncentraci 100 pM a 50 uM. Jako
pozitivni kontrola byl pouZzit RIF o koncentraci 30 uM. Jako negativni kontrola bylo pouzito
médium bez testované latky, pouze s DMSO.

Inkubace probihala v ¢ase 12, 24 a 48 hodin. Kontrolni vzorky byly odebrany v ¢ase 0. Po
této dobé byly vzorky odebrany. V ¢asech 24 a 48 hodin byla také provedena funk¢ni studie
s RHD123. Vzorky uréené pro stanoveni ATP byly z média pfenddny do 2 ml zkumavek se
Sroubovacim zavitem a keramickymi kuli¢kami (pfiblizny objem 200 ul) a 0,2 ml SONOPu.
Vzorky urcéené pro izolaci RNA byly prendany také do 2 ml zkumavek se Sroubovacimi vicky
a keramickymi kuli¢kami a 1 ml roztoku TriReagen. Po odebrani byly vzorky ihned zamrazeny
na suchém ledu. Takto ptipravené vzorky byly pro pozdéj$i zpracovani uchovavany

v hlubokomrazicim boxu (-80 °C).
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4.3.8 Inkubace ezt s RHD123 — studie funkce

Vzorky urc¢ené pro studium funkce byly po uplynuti stanoveného ¢asu nejprve pieneseny
na 30 minut do preinkubace do Cistého média, pfipadné do média obsahujiciho inhibitor P-gp
(CP100356). V preinkubaci bylo v jamkéach 0,5 ml média. Pro néslednou inkubaci byly pouzity
24 jamkov¢ desticky ve kterych bylo napipetovano 0,5 ml WME média se stejnym mnozstvim
s pfidanym RHD123 o koncentraci 10 pM. Inkubace probihala dvé hodiny. Preinkubace i
naslednd inkubace probihala na ttepac¢ce v podminkach 37 °C, 5 % CO:2 a 80 % O,. Inkubace
probihala v ¢ase 0, 24 a 48 hodin. Nasledn¢ byly fezy oplachnuty 2x v KHB a umistény do
pfedem ptipravenych 2 ml zkumavek se Sroubovacim vickem a keramickymi kulickami. Objem

kuli¢ek byl 200 pl. Tyto byly zamrazeny k pozdéjsimu zpracovani (-20 °C).

4.3.9 Stanoveni koncentrace ATP v Fezech

Vzorky jsme nejprve nechali rozmrazit na ledu a nasledné byl u kazdého vzorku doplnén
objem SONOPu na 1 ml. Déle jsme pfipravily centrifugu (s thlovym rotorem 3K30H, Sigma)
a vychladili na 4°C. Homogenizovaly na homogenizatoru Fastprep-24 5G s pfednastavenym
programem pro intestindlni fezy (parametry nastaveni - 6,5 m/s, 40 s homogenizace, 20 sekund
pauza, 40 s homogenizace). Takto zhomogenizované vzorky byly nasledné centrifugovany 5
minut pii 13 200 rpm a 4 °C.

Dale byla pfipravena kalibracni kiivka. Nejprve byl rozpustén ATP-standard dodavany
s kitem (ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II) v milliQ vodé€. Koncentrace nafedén¢ho
standardu byla 10 mg/ml. Poté jsme si nachystali 5 zkumavek Eppendorf o objemu 1,5 ml do
kterych se podle Tab. ¢. 4 pipetovalo predepsané mnoZstvi ATP-standardu. Nasledné bylo
pfidano predepsané mnozstvi Tris/EDTA pufru. Kalibra¢ni kiivka byla nasledné napipetovana

na 96 jamkovou ¢ernou desti¢ku v duplikatu.
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Piiprava kalibra¢ni kFivky pro stanoveni koncentrace ATP

Tabulka 4.: Piiprava kalibracni kiivky pro zjisténi koncentrace ATP v fezech. Roztok

A byl pouzit pouze pro ptipravu kalibracni kiivky, neméfi se.

Redéni Mnozstvi (ul) TRIS/EDTA pufr (ul) Koncentrace (M)
A 10 pl ATP-standard 990 1.65x 10
1 10 pl [A] 990 1.65x 10
2 100 pl[1] 400 3.30x 107
3 50 pl[1] 450 1.65x 107
4 100 ul [3] 400 330x 10
5 50 pul [3] 450 1.65x 1078

Od kazdého vzorku bylo na desticku dale pipetovano 5 pl vzorku v duplikatu. Nakonec
jsme ke v§em vzorklim pftidali 45 pl Tris/EDTA pufru, aby se doséhlo stejného objemu jako u
kalibracni fady.

Dale byla k vzorkim piidana tésné pied méfenim luciferasa. Ta je v kitu ve formé
liofylizatu a byla nejprve natedéna 10 ml milliQ vody a ponechina inkubovat 5 minut
pii laboratorni teploté. Nasledné byla opatrné promichana. Na desticku byla pipetovana
multikanalovou pipetou v objemu 50 pl do kazdé jamky. Poté byla zméfena luminiscence
v case 0 a 5 minut. Z kalibracnich vzorkl byla nasledné sestavena kalibracni kiivka vypocitany
hodnoty ATP v jednotlivych jamkach.

Po zméteni ATP byl zbytek roztoku SONOP ve zkumavkach odpafen v suchém
inkubatoru pifi 37 °C a bylo zméfeno mnozstvi proteinu, na ktery se hodnoty ATP

normalizovaly.

4.3.10 Stanoveni koncentrace s RHD123

Ke vzorkiim fezli zfunkéni studie, umisténych ve zkumavkach s keramickymi
kulickami, bylo pfidano opakovaci pipetou 600 ul roztoku ACN (2:1 s vodou). Nasledné byly
vzorky homogenizovany na homogenizatoru FastPrep24 5G (parametry nastaveni - 6,5 m/s,
40 s homogenizace, 20 sekund pauza, 40 s homogenizace). Po homogenizaci byly vzorky

stoceny na centrifuze (s thlovym rotorem 3K30H, Sigma) po dobu 10 minut pii 10000 rpm.
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Na 96 jamkovou desticku bylo napipetovano 150 pl kazdého vzorku v duplikatu.
Pro spravné zméteni koncentrace RHD 123 byla vytvotena kalibra¢ni kiivka o koncentracich
0; 0,125; 0,25; 0,5; 1 a 2 uM. Nasledn¢ byly zméfeny hodnoty RHD123 na spektofotometru
Tecan infity. Parametry méfeni byly excitacni vinova délka 485 nm a emisni vilnova délka
530 nm.

Poté byly oteviené zkumavky ponechany v suchém inkubatoru pii 37 °C, aby doslo k
odpateni zbylého ACN. Nésledné byla zméfena koncentrace bilkoviny, na kterou byly hodnoty

RHDI123 v jednotlivych vzorcich normalizovany.

4.3.11 Stanoveni koncentrace bilkoviny

Do odpafenych vzorkti bylo ptfidano 200 ul 5SM NaOH. Toto ¢inidlo vedlo k lyze
bilkoviny, ktera pak byla v roztoku pfipravena pro dalsi zpracovéani. Vzorky se nasledné
inkubovaly po dobu 30 minut za stdlého michéni pti 37 °C pti 300rpm. Po uplynuti této doby
se do zkumavek ptidalo 800 ul destilované vody. Koncentrace NaOH tak byla nafedéna na 1M.
Poté byly vzorky zhomogenizovany na homogenizatoru FastPrep-24 5G (parametry
nastaveni - 6,5 m/s, 40 s homogenizace, 20 sekund pauza, 40 shomogenizace). Po
homogenizaci se z kazdého vzorku naneslo 10 pl na 96 jamkovou desticku. Kazdy vzorek byl
pipetovan v duplikatu. Té€sné pfed nanesenim na desti¢ku se kazdy vzorek jesté promichal pro
zachovani homogenity.

Dale byla pfipravena kalibra¢ni fada albuminu v 1M NaOH a k tomu se pfidalo v rizném
objemu podle protokolu ¢isty roztok 1M NaOH. V 6 mikrozkumavkéch tak vznikla kalibra¢ni
fada o koncentraci 0; 100; 200; 300; 400 a 500 pl/ml.

Pro samotnou detekci koncentrace proteinu byl vyuzit Pierce™ BCA Protein Assay Kit
obsahujici jak standard BSA, tak roztoky A a B. Roztok A obsahoval NaHCOs, Na:COs,
kyselinu bicinchoninovou (BCA) v 0,1 M NaOH. Roztok B obsahoval 4 % CuS0O..6H20.
Roztok C byl pfipraven z roztoku A a B v poméru 50 (A) : 1 (B). Do kazdého vzorku se
pipetovalo 200 pl roztoku C. Nasledné se desticka zakryla a inkubovala 30 minut pii 37 °C
na tftepacce pfi 100 rpm. V pfitomnosti proteinii vznikd barevnd reakce. Po inkubaci byla
zmétfena absorbance na spektofotometru Tecan Infinite pfi vinové délce 562 nm. Byla

pfipravena kalibracni kiivka vypocteny hodnoty v jednotlivych vzorcich.
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4.3.12 Izolace RNA

Aby bylo mozné provést stanoveni qPCR, nejprve jsme museli izolovat RNA. Po
rozmrznuti vzorki, které byly po inkubaci dany do 1 ml TriReagent, byly vzorky
homogenizovany na homogenizatoru FastPrep-24 5G (parametry nastaveni - 6,5 m/s, 40 s
homogenizace, 20 sekund pauza, 40 s homogenizace). Po celou dobu byly vzorky uchovavany
na ledu pro zajisténi co nejvyssi stability RNA. TRI Reagent je jednofazovy roztok fenolu
a guanidinium isothiokyanatu, ktery soucasné solubilizuje biologicky material a denaturuje
protein (Rio et al., 2010).

Po homogenizaci bylo ke vSem vzorkim piidano 200 upl chloroformu, po kterém
nasledovalo 15 s intenzivni protfepani. Ptidani chloroformu zplsobi separaci fazi (podobné
jako extrakce smési fenol:chloroform:isoamylalkohol), kde se protein extrahuje do organické
faze, DNA se rozd¢li na rozhrani a RNA ziistane ve vodné fazi (Rio et al., 2010).

Nasledné se vzorky daly do centrifugy na 15 minut pi 4 °C a 12 000 g. BEhem centrifugace
doslo k viditelnému rozdéleni do 3 fazi. V horni vodné fazi byla obsazena RNA, v mezifazi
DNA a na dné¢ zistala organickd faze, obsahujici proteiny a lipidy.

Do novych eppendorfek bylo odpipetovano co nejvice vodné faze, bez toho, aniz by doslo
k naruSeni nebo nabrani ostatnich dvou fazi. Do vodné faze byly nésledné ptidany 2 pl
glycogenu. Glycogen mé podobnou strukturu jako RNA a diky tomu vznikaji umoziuje lepsi
vizualizaci pelety.

DalSim krokem byla precipitace RNA. Ke vzorkim bylo pfidano 500 pl 2-propanolu,
vzorky se promichaly pfevracenim nahoru a dolti a nechaly se stat 10 minut pii pokojové
teploté. Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 5 min pii 4 °C a 12 000 g.

Po stoceni vzorkil se na dné¢ zkumavek ukézaly pelety RNA, které byly po odstranéni
supernatantu oplachnuty 1 ml 75 % ethanolu a znovu sto¢eny na centrifuze (s thlovym rotorem
3K30H, Sigma) na 5 min pii 4 °C a 12 000 g. Krok promyti byl opakovéan dvakrat.

Po poslednim oplachu byl opatrné odsat vSechen ethanol. Peleta se nechala volné osusit,
avsak tak, aby nedoSlo k vyschnuti pelety. Poté bylo k peleté pfiddno 20 ul DEPC vody a peleta
se spole¢né s DEPC vodou promichala ve $pi€ce pipety.

Po rozpusténi pelet byly odebrany 2 pl izolované RNA pro zméfeni koncentrace izolované
RNA na pfistroji Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) pomoci programu Nucleid acid —-RNA 40.
Koncentrace byla v jednotkdch ng/ul. Optiméalni hodnota absorbance 260/280, kterd

reflektovala cistotu byla v rozmezi 1.8-2.2. Niz8i koncentrace by znalila kontaminaci
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proteinem nebo DNA. Druhou méfenou hodnotou byla absorbance 260/230, kterd ma byt veétsi

nez 1,7. Pokud je hodnota nizsi, znamena to pfitomnost organického rozpoustédla.

4.3.13 Reverzni transkripce

Pted zahajenim samotné reverzni transkripce doslo ke zpoolovani vzorka z jednotlivych
triplikatt. Z kazdého vzorku bylo odebrano do nové zkumavky 8 pl a promichano. Z konecného
objemu 24 pl byly nasledné odebrany 2 pl a zméfena koncentrace RNA na Nanodropu. Vzorky,
které méli vyssi koncentraci nez 500 ng/ml byly natedény DEPC vodou. Nasledné byly
ptipraveny nové 0,2 ml mikrozkumavky Eppendorf, do kterych jsme pfepipetovali objem
odpovidajici 1000 ng RNA. Objem vzorku byl doplnén DEPC vodou vZdy na 10 ul. K tomuto
jsme piidali 10 pl roztoku reverzni transkriptazy z RT kitu (gb Basic Reverse Transcription
Kit). Vtomto kitu jsou dvé zkumavky A a B. Obsah zkumavky A (obsahuje pufr,
oligonukleotidy poly(dT) a degenerované hexamery) pted pouzitim pfeneseme do zkumavky B
(obsahuje enzym Reverzni Transkriptdzu) a promichdme ve Spicce. Reverzni transkriptdza
ptepise informaci z mRNA do cDNA (Bachman, 2013). Finalni objem ve vSech vzorcich byl
20 pl a findlni koncentrace RNA 50 ng/ul. Nasledné byly vzorky stoCeny na centrifuze a
vlozeny do pfistroje BioRad T100 Thermal cycler. Pfepis mRNA do cDNA probihal 1 hodinu
pii 42 °C. Nasledn¢ byly vzorky zchlazeny na 4 °C a nafedény DEPC vodou na koncentraci
25 ng/pl. Nasledné byly bud’ rovnou pouzity do PCR reakce, nebo zamrazeny pii -20 °C.

4.3.14 qPCR

Vzorky jsme pipetovali do 384 jamkové desticky se v triplikatu. Do PCR reakce jsme
pipetovali 25 ng cDNA. Kone¢ny objem v kazdé jamce desticky byl 5 ul. Z toho 2,5 ul bylo
Master Mixu (TagMan™ Universal Master Mix II, no UNG), 0,25 ul TagMan assay (CYP 3A4,
P-gp, NR3C1, B2M), 1 ul cDNA a 1,25 pl DPC vody. Jako negativni kontrola se vSemi geny
byla pouzita DEPC voda misto mRNA. B2M reprezentoval house-keeping gen.

V poslednim kroku byla destic¢ka ptelepena folii a ut€ésnéna pomoci tésnici karty. Desti¢ka byla
promichéana a nasledné stocena na centrifuze.

Desticku jsme nasledné vlozili do Real-Time PCR systému Quant Studio 6 Flex (Applied
Biosystems) a zm¢fili pfi nasledujicim nastaveni. V prvnich 10 minutach, kdy byla teplota
nastavena na 95 °C doslo k aktivaci termostabilni AmpliTaq Gold polymerazy, kterd dokaze

amplifikovat DNA fragmenty s vysokou specifitou a citlivosti. Poté se opakovalo 40 cyklu:
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denaturace 95 °C 15 s, hybridizace a elongace 60 °C 1 minuta. Namétena data jsme vyhodnotili
pomoci metody delta-delta ct (AACt), kterd ndm umoznila porovnat zménu v expresi genll mezi
dvéma skupinami vzorkd. Principem metody je vypocitat rozdil mezi cykly potfebnymi k
amplifikaci cilového genu a cykly potiebnymi k amplifikaci referencniho genu v rtznych
vzorcich. Tento rozdil se oznacuje jako delta ct (ACt). Dale se vypocita delta delta ct (AACt)
jako rozdil mezi ACt vzorkil z experimentalni a kontrolni skupiny. Tento rozdil se normalizuje

k vychozi hodnoté a vypocita se jako 2*-AACt (Schmittgen & Livak, 2008).

4.3.15 Statisticka analyza namérenych dat

Vysledky vlivu studovanych latek na expresi vybranych gen byly statisticky
hodnoceny metodou two-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem.
Vliv studovanych latek na hladiny ATP byl hodnocen metodou one-way ANOVA s naslednym
Dunnetovym multiple comparison testem. Statistickd vyznamnost je v grafech vyznafena
nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. Data v grafech jsou vyjadiena jako median
+ rozsah (variani rozpéti). Mnozstvi opakovani jednotlivych experimentli je uvedeno

ve vysledkové ¢asti.
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5 VYSLEDKY
5.1.1 Vliv dexametazonu na na Zivotnost tkanovych fezu

V tomto experimentu jsme testovali, zda DEX (50 uM a 100 puM) ovliviiuje
zivotaschopnost stfevnich ezt po 24 h a 48 h. RIF byl pouzit jako znamy induktor o koncentraci
30 uM. Jak je vidét na Obr. 8§ zivotnost tkan€ nebyla DEX sniZena a zlistala zachovana po celou

dobu inkubace.

Dexametazon - vliv na zivotnost fezli - koncentrace ATP
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25— N=3
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Obr. 8 Vliv DEX na Zivotnost stievnich rezii béhem 24 a 48hodinové inkubace. Teckovand cdra
znaci hladinu ATP 2 pmol/ug proteinu. Pokud se koncentrace ATP drzi nad touto hodnotou je
tkan povazovana za Zivou. Data v grafu jsou vyjadrena jako medidan = rozsah (variacni rozpéti).
Vysledky byly hodnoceny metodou one-way ANOVA s naslednym Dunnetovym multiple
comparison testem.
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5.1.2 Vliv dexametazonu na expresi CYP3A44

Dale byl zjistovan vliv DEX (50 uM a 100 pM) na expresi CYP3A44 v Case 12,24 a 48 h.
Pro srovnani jsme pouzili RIF (30 uM), ktery byl pouzit jiz v pfedchozich studiich (Martinec
et al., 2021). Z Obr. 9 je vidét, Ze nejvétsi vliv na expresi CYP344 mél DEX po 48 h. Zaroven
muzeme fici, ze se zvySujici se koncentraci DEX a delsi inkuba¢ni dobou roste vliv DEX na
expresi CYP3A44. Mira, do jaké DEX ovliviiuje expresi u tohoto enzymu po 24 a 48 h, je znacné

vySs§i ve srovnani s RIF.
Dexametazon - vliv na expresi CYP3A4
804 24a48hn=3 [ cas 12 hodin

12hn=2 [ cas 24 hodin
[ cas 48 hodin

*kk

relativni exprese
f-N
o
1

Obr. 9 Vliv DEX (50 uM a 100 uM) na expresi CYP3A44 po 12, 24 a 48 h. PferuSovana Cara
vyjadiuje hodnotu kontroly. Vysledky byly statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA
s naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Statistickd vyznamnost je v grafech
vyznacena nasledovné: * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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5.1.3 Vliv dexametazonu na expresi ABCB1

Zde jsme zkoumali vliv DEX na expresi ABCBI po 12, 24 a 48 h inkubaci. Pozorovali
jsme narust exprese ABCBI u DEX (50 uM) po 24 a 48 h. U DEX (100 uM) doslo ke zvysené
expresi uz po 12 h nicméné statisticky vyznamné bylo pouze zvyseni po 48hodinové inkubaci.
Obdobn¢ se choval také RIF (30 uM), ktery vykazoval postupny nariist exprese s nejvyssim
bodem v ¢ase 48 hodin viz Obr. 10.

Dexametazon - vliv na expresi ABCB1
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Obr. 10 Viiv DEX (50 uM a 100 uM) na expresi ABCBI po 12, 24 a 48 h. Prerusovand cara
vyjadiuje hodnotu kontroly. Vysledky byly statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s
naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Data v grafu jsou vyjadrena jako median

+ rozsah (variacni rozpéti). Statistickda vyznamnost je v grafech vyznacena ndsledovné:
*p <005 **P<0,01; ***P <0,001.
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5.1.4 Vliv dexametazonu na expresi NR3C1

Daéle byl zjistovan vliv DEX (50 uM a 100 uM) na expresi NR3CI (GR) v Case 12,
24 a 48 h. Pro srovnani jsme pouzili RIF (30 uM). Exprese tohoto genu byla mirn¢ zvysena
u DEX (100 uM) pouze po 12 h. V ostatnich ¢asech nebyla pozorovana signifikantni indukce

u DEX ani u RIF a naopak byl vici kontroldm pozorovan mirny pokles viz Obr. 11.
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Obr. 11 Viiv DEX (50 uM a 100 uM) na expresi NR3CI po 12, 24 a 48 h. Prerusovana cara
vyjadiuje hodnotu kontroly. Vysledky byly statisticky hodnoceny metodou two-way ANOVA s
naslednym Dunnetovym multiple comparison testem. Data v grafu jsou vyjadrena 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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5.1.5 Vliv dexametazonu na intracelularni koncentraci RHD123

V tomto experimentu byl testovan vliv DEX (50 uM a 100 pM) na intracelularni
koncentraci RHD123. V piipadé, ze by DEX indukoval ABCB1 na irovni proteinu, vysledkem
testu by byla snizend koncentrace RHD123 v fezu oproti kontrole v daném ¢&ase. Zadny
signifikantni vliv vSak nebyl pozorovan (Obr. 12). Urcitou slabinou je zde pocet opakovani,
ktery dosahoval pouze n=2 a u DEX 100 n=1.

V experimentu s DEX 100 pM byla zaznamenéana niz$i koncentrace RHD123 oproti
kontrole. V tomto piipad¢ se vSak nepodatilo experiment zopakovat a v grafu na Obr. 12 je tedy
vyobrazen pouze jako n=1.

V ramci tohoto experimentu jsme také pouzili specificky inhibitor CP100356, ktery
inhibuje aktivitu ABCBI1. Po pouziti tohoto inhibitoru by mé¢la byt intracelularni koncentrace
vyssi. Tim jsme chtéli potvrdit, ze i po delsi dobé inkubace zlstavaji transportéry aktivni.
Z diivodu vysoké variability vSak data opét nejsou vzdy jednoznacnd. Typicky piiklad, jak byl
experiment zamyslen je opét DEX 100 uM, kde CP100356 inhibovalo transport RHD123
po 24 a 48 hodinach. V tomto experimentu byl tedy potvrzen, jak vliv DEX 100 uM na zvySeny
eflux RHD123 oproti kontrole, tak vliv CP100356 na inhibici tohoto transportu.
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Dexametazon - vliv a intracelularni koncentraci RHD123
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Obr. 12 Viiv DEX (50 uM a 100 uM) na intracelularni koncentraci RHD123. Pozitivni kontrola
CP (2 uM). Hodnoty jsou normalizovany vuci kontrole v daném case. Prerusovana cara
vyjadiuje hladinu kontroly. Data v grafech jsou vyjadiena jako median + rozsah (variacni
rozpéti). Experimenty byly opakovany pouze dvakrat (n = 2). U DEX 100 pak pouze jednou

n = 1. Data nebyla statisticky hodnocena.
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6 DISKUZE

Peroralni podavani je dnes nejcastéjsi formou aplikace 1éCiv, kterd jsou nasledné
vstiebavana do systémové cirkulace prostfednictvim intestindlni bariéry (Oostendorp et al.,
2009). Tato bariéra je vybavena celou fadou ochrannych faktort, které maji zabranit prostupu
latek do systémové cirkulace. Témito ochrannymi faktory jsou biotransformacni enzymy obou
fazi metabolismu (pfedevsim CYP3A4) a efluxni transportéry (zejména ABC transportéry)
(Kalliokoski & Niemi, 2009). Léciva vici témto enzymlim a transportériim mohou vystupovat
jako substraty, ale také jako induktory nebo inhibitory. To mtize vést k fad¢ 1€kovych interakci
(Liu, 2019).

Metody, kterymi lze studovat transport 1é¢iv a ziskat tak informace pro potencidlni
1ékové interakce, mohou byt nésledujici. NejrozsifenéjSim modelem zlistdva in vitro bunééna
kultura Caco-2 buné¢k, které jsou vhodnym modelem pro studium intestinalni absorpce
a transportnich mechanismu. Nevyhodou této metody je jeji finan¢ni naro¢nost, nizka exprese
PXR a také fakt, ze Caco-2 strukturou pfipominaji spiSe epitel tlustého stfeva (Sambuy et al.,
2005). Vhodnymi modely pro studii transportnich mechanismi jsou také bunééné linie LS174T
a LS180. Jedna se o epitelialni nadorovou linii bun€k tenkého streva, kterd ma vysokou expresi
PXR, ktery zprostfedkovava indukci P-gp a CYP3A4 (Gupta et al., 2008). Pfi porovnani
bunééné linie Caco-2 a LS180 miZeme pozorovat rozdilnou expresi cilovych gent pro PXR.
Bunky LS180 vykazuji zvySenou expresi P-gp, ale sniZzenou expresi CYP3A4 (Maier et al.,
2007). Vhodnéjsi metodou pro tuto studii se jevi ex vivo metoda ultra-tenkych tkanovych fezi
(de Graaf et al., 2010).

Tu jsme pouzili v nasi praci, ve které bylo cilem zjistit, zda ma DEX vliv na expresi
ABCBI a CYP3A44 ve stfevnich fezech lidského jejuna. Pro tuto studii jsme vyuzili vySe
zvySenou metodu ultra-tenkych tkanovych fez a ptipravili PCIS z jejuna lidského stieva. Jedna
se o mini model stfeva s fyziologickou strukturou, ktery lze vyuzit ke studiu stievniho
metabolismu a aktivity transportéru na farmakokinetiku 1é¢iv. Tato ¢ast stfeva byla zvolena
mimo jiné proto, protoZze mad velmi vysokou absorpéni kapacitu a oproti ostatnim usekiim
tenkého stfeva vysokou expresi ABCBI (Huli¢iak et al., 2022).

Funk¢ni studie ABCBI1 byly v minulosti provadény nej¢astéji na bunécné linii Caco-2.
Nejcastéji se k tomuto ucelu vyuzivaly modelové substraty digoxin a RHD123 (Huliciak et al.,

2022). Fluorescencni barvivo RHD123 jako referencni latka pro studium aktivity P-gp se jevi
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jako relativné snadno pouzitelnd, proto jsme ji pouzili i v nasi praci. Zaroven byl RHD123
pouzit také v obdobné studii s RIF (Jouan et al., 2016; Martinec et al., 2021). Pro studium
funkce jsme déle pouzili specificky inhibitor ABCB1 CP100356 (2 uM). Tyto experimenty
byly provedeny podle diive popsanych metod (M. Li et al., 2016).

Vliv DEX na expresi CYP344 a ABCBI ve stfeve byl v minulosti popsan v fad¢ studii
a u fady organismil. Exprese a funkce CYP3A a GR byla napft. studovana u ovci, kterym byl
podavan DEX injekéné po dobu sedmi dnti. Hodnoty exprese byly popsédny na trovni mRNA
1 proteinu. V jatrech byl vliv na expresi CYP3A4 vyssi, nez tomu bylo v tenkém stfeveé v oblasti
jejuna a to jak na Urovni proteinu, tak mRNA. V jejunu se vliv dexametazonu neprojevil
na zadné rovni, coz vSak mohlo byt zptisobeno injekénim podanim dexametazonu. Exprese
GR nebyla podavanim DEX ovlivnéna v zadné tkani (Maté et al., 2012). V nasi studii jsme
oproti vySe zminéné praci vliv DEX na zvySeni exprese CYP344 potvrdili, ale exprese GR
ovlivnéna nebyla. K jedinému zvySeni exprese GR v nas$i studii doSlo v ¢ase 12 h u DEX
(100 uM). Toto pozorovani je vSak zalozeno jen na dvou experimentalnich méfenich.
Pozorované rozdily v reakci na DEX mohou byt dany rozdilnosti studovanych organismu i
samotnym zptsobem provedeni experimentu.

Pro porovnéni naSich vysledki mize slouzit také studie na potkanech, ve které byl
studovan uc¢inek 1écby DEX. Potkantim byl aplikovan DEX (100 mg/kg/den, oralné) po dobu
2 dnti. Naslednd analyza Western blot s monoklonalni protilatkou pro P-gp, odhalila,
ze aplikace DEX zvysilo hladinu P-gp ve stievé 1,9x. Pfi nasledné studii in vitro metabolismu
erytromycinu v mikrozomalnich frakcich z DEX ovlivnénych potkand, bylo zjisténo, Ze doSlo
k 9,7nasobné zvySeni aktivity CYP3A v jatrech, avSak ne ve stievé (Yumoto et al., 2001).
Z téchto vysledkl lze usuzovat, ze 1écba DEX muze mnohonasobné zvysit expresi CYP344
a do jisté miry 1 expresi ABCBI. V jiné studii byl sledovan vliv ritonaviru na expresi ABCBI
a CYP3A44 v jejunu potkana. U této studie byly latky podavany jiZ peroralné a DEX zde byl
pouzit jako pozitivni kontrola pro indukci. U ritonaviru i DEX doslo ke zvySeni intestinalni
exprese na urovni proteinu CYP3A44 (asi 1,7kréat pro ritonavir, asi 3,3krat pro DEX). Exprese
P- gp pak byla indukovana (2,8krat) jak ritonavirem, tak DEX (Perloff et al., 2004).

Pro porovnani nasich vysledkd je také nutné uvést studii provedenou na sttevnich
fezech. V této studii byly fezy inkubovany pouze s DEX 100 uM a to po dobu pouze 24 hod.
Exprese CYP3A4 byla v této studii signifikantné zvySena 3,5krat. Exprese ABCB1 pak pouze
ptiblizné 2krat (E. G. van de Kerkhof et al., 2008).
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Na zaklad¢ vyse zminénych informaci 1ze potvrdit spravnost naSich vysledki, ve kterym
doslo ke zvySené expresi ABCBI i CYP3A4 v tkanovych fezech z lidského jejuna po vystaveni
DEX (50 a 100 uM). Konkrétné v ramci naSich experimenti byla exprese na tirovni mRNA
CYP3A44 zvysena 37x (median) a ABCBI 2,3x (median). Exprese GR nebyla DEX ovlivnéna.

V naSich experimentech jsme se také pokusili studovat vliv DEX na aktivitu ABCBI,
a to za pomoci substratu RHD123 a specifického inhibitoru CP100356. Zde se nam potvrdil
indukéni vliv na aktivitu pouze u experimentu s DEX 100 uM. Pfekvapivé jsme nepozorovali
vliv RIF, ktery je potvrzenym induktorem ABCBI1 z ptedchozi studie. To mtize vSak byt
zpusobeno pouze nedostateCnym mnozstvim provedenych experimenti, jelikoz ptedchozi

studie byla do rozsahu vétsi (Martinec et al., 2021).

58



7 ZAVER

Hlavni ulohou této prace bylo zjistit vliv DEX (50 uM a 100 uM) na expresi ABCB1
a CYP3A44 ve stievnich fezech lidského jejuna. K tomuto ucelu byly pouzity ultra-tenké
intestinalni fezy lidského jejuna, ex vivo model pouzivany pro studium induk¢niho potencialu
1é¢iv. Byly provedeny také studie pro zjisténi vlivu DEX na zivotnost stfevnich fezl a studie
sledujici samotnou aktivitu ABCBI.

Hrani¢ni koncentrace ATP, kdy jsou stfevni fezy povazovany za viabilni je 2 pmol/pg
proteinu. Ve vSech Casech byly hodnoty nad touto hranici a zivotnost tkané nebyla ani jednou
z pouzitich koncentraci DEX signifikantn¢ snizena.

Dalsim dil¢im cilem bylo zjistit vliv DEX na expresi ABCBI, CYP3A44, GR za pouziti
metody g-PCR. Jako zndmy induktor pro kontrolu, zda byla metoda funké¢ni, byl pouZit
RIF (30 uM). U CYP3A44 doslo k signifikantnimu nartstu exprese po 48 h s DEX (50 uM
a 100 uM). U ABCBI doslo k signifikantnimu zvySeni exprese az u DEX (100 puM).
DEX (50 uM) nevykazoval zddném case vyznamny vliv na expresi ABCBI. Déle jsme
studovali vliv DEX (50 uM a 100 uM) na expresi GR. Krom& DEX (100 uM) po 12 h,
kdy exprese byla mirné¢ nad urovni kontroly, byly vSechny ostatni Casy i sledované skupiny
pod urovni kontroly, a to véetné DEX 50 uM a RIF 30 pM. Tato zména nebyla signifikantni.

Jako posledni jsme sledovali vliv DEX (50 uM a 100 uM) na funkci P-gp. Jako
modelovy substrat P-gp jsme pouzili RHD123 (10 uM), jako referen¢ni inhibitor CP100356
(2 uM). Z namétenych vysledki nemél DEX vliv na intracelularni koncentraci RHD123. Pouze
u DEX 100 uM jsme pozorovali snizenou intracelularni koncentraci RHD123, avSak jednalo
se pouze o jeden nezavisly experiment.

Lze tedy fici, Z2 DEX ma signifikantni vliv na expresi CYP344 a do jist¢ miry
ina ABCBI. Exprese GR ani funkce P-gp nebyla DEX vyrazné ovlivnéna. Pro potvrzeni
vysledkl funkéni studie by bylo nicméné vhodné provést dalsi experimenty piipadné zvolit

1 dalsi substrat.
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