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1. Uvod a cile prace

V metabolismu xenobiotik existuje fada enzymu ovliviwujicich absorpci, distribuci a elimi-
naci. Mezi takové patii naptiklad cytochromy P450 (CYP). Na tyto procesy vsak mohou
mit vliv i jiné bilkoviny, napiiklad transportni proteiny, jejichz vyznam je v pfenosu cizo-
rodych latek pfes plasmatickou membranu. Mezi takové patiti ABC transportéry, z této
skupiny zejména P-glykoprotein (P-gp), ktery hraje roli nejenom v rezistenci vici farma-
koterapii.

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteinové enzymy, které patii mezi jedny
z nejvyznamnéjsich slozek prvni faze biotransformace xenobiotik. Jejich mechanismus
spociva v pteméné lipofilnich substratti na hydrofilngjsi, 1épe vylucitelné produkty.

P-glykoprotein (P-gp) je prvnim a zaroven nejprostudovanéj$im aktivnim efluxovym
transportérem. P-gp, kddovany geny z podrodiny Abcb,1 ma vliv na absorpci a distribuci
cizorodych latek. Jeho nadexprese muze zpusobit az selhani farmakoterapie vlivem rela-
tivniho poddavkovani lécivem.

Pregnanovy X receptor je jadernym receptorem, ktery se od ostatnich transkripcnich
faktort liSi svoji nizkou specifitou vici ligandiim. Aktivaci tohoto nuklearniho receptoru
dochazi ke zvyseni exprese ne¢kterych cytochromt P450 i P-glykoproteinu.

Fenofibrat patii k 1é¢iviim vyuZivanym pii farmakoterapii dyslipidemii. Jedna se o syn-
teticky derivat, jehoz metabolit, kyselina fenofibrova, reguluje tvorbu enzymu podilejicich
se na metabolismu lipoproteinovych ¢éstic.

Silymarin je extraktem z plodt ostropestice marianského. V praxi se vyuziva jako he-
patoprotektivum. V raznych studiich byl pozorovan inhibi¢ni vliv silymarinu na specifické
cytochromy P450

Tato diplomova prace se zamé&fuje na vliv fenofibratu a silymarinu na expresi genil
Abcbla, Abcblb, Cyplal, Cyp3a23 a Nrli2 v jaterni a ledvinové tkani potkaniho modelu
SHR-CRP. Stanoveni mnozstvi exprimované mRNA probéhlo metodou Real Time PCR
(RT-PCR). Dale byl méten vliv fenofibratu a silymarinu na mnozstvi proteinu ABCBL,
CYP1A1 a CYP3A ve stejnych tkanich metodou Western blot.

Cilem teoretické Casti je vypracovani literarni reSerSe na téma biotransformace xenobi-
otik, popis cytochromt P450 a transportnich proteint a jejich regulace. V teoretické Casti
je dale charakterizovan fenofibrat, silymarin a modelové organismy vyuzité v experimentu.

Experimentalni ¢ast se vénuje vlastnimu pokusu — stanoveni vlivu fenofibratu, silymarinu a
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kombinace obou substanci na expresi vybranych genii. Dale bylo stanoveno mnozstvi vyse

zminénych proteinii metodou Western blot.
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2. Teoreticka ¢ast
2.1 Biotransformace xenobiotik

Kazdy existujici organismus je neustale vystavovan cizorodym slou¢eninam, které mohou
ovlivitovat jeho spravnou funkci. Latky, které se v organismech bézn¢ nevyskytuji a nejsou
vyuzitelna jako zdroj energie ani pro syntézu biomolekul, se nazyvaji xenobiotika. Xeno-
biotika mohou byt pfirodniho i syntetického ptivodu. Ptirodni xenobiotika jsou ve velké
mife zastoupeny v potrave, €i v nutraceuticich. Do syntetickych xenobiotik Ize zatradit riiz-
nd 1éc¢iva ¢i kosmetické ptipravky, u kterych neni aktivni latkou Zadny ptfirodni extrakt. Jak
prirodni, tak synteticka xenobiotika, mohou byt organismy pozivany zdmérné i neumysling.
U savci jsou cizorodé latky nejcastéji vpravovany do organismu gastrointestindlnim trak-
tem, dychaci soustavou ¢i kiizi. V kazdém ptipad¢ predstavuji pro organismus urcitou za-
téZ a potencidlni nebezpeci, a proto si vétSina eukaryotickych organismt, véetné ¢loveka,
Vv pribéhu evoluce vyvinula mechanismy odbouravani xenobiotik, bez kterych by byly
cizorodé latky akumulovany v buitkach a mohly tak nevratné poskodit jejich funkci (Hod-
gson, 2010).

Metabolismus xenobiotik je souborem transportnich a biotransformacnich procest ka-
talyzovanych mnoha enzymy. ProtoZe je vétSina xenobiotik lipofilni, v prib&hu biotrans-
formacnich reakci dochdzi ke zméné jejich struktury a tim 1 charakteru. Produktem reakci
jsou, oproti pivodnim slouc¢eninam, hydrofilni metabolity, které jsou, oproti lipofilnim
latkam, snadnéji vylu€ovany (Skalova, 2017). U savci dochazi k metabolismu xenobiotik
zejména v endoplazmatickém retikulu hepatocytd, ale enzymy zprostfedkovavajici bio-
transformacni reakce se vyskytuji 1 v dalSich tkdnich, jako jsou bunky tenkého stieva, led-
vin, ¢i hematoencefalické bariéry (Doull a kol., 2013).

Biotransformaci xenobiotik 1ze rozdé€lit na déje prvni a druhé faze. V prvni fazi dochazi
k redoxnim a hydrolytickym reakcim, pfi kterych jsou zpftistupnény nebo pfidany funkéni
skupiny na strukturu xenobiotika. Pokud jiz molekula cizorodé latky disponuje ve své
struktufe volnou funk¢ni skupinou, €asto rovnou podléha reakcim druhé faze. Piikladem
takového 1é¢iva je paracetamol, coz je derivat fenolu (Svihovec, 2018). Déje druhé faze
biotransformace jsou zavislé na makroergnich molekulach a zahrnuji reakce, pii kterych
xenobiotikum nebo jeho metabolit reaguje s endogennimi slouc¢eninami za vzniku, oproti

puvodnimu xenobiotiku, hydrofilnejsi konjugat (Skéalova, 2017).
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2.1.1 Reakce prvni faze biotransformace

Dé¢je prvni faze biotransformace, také nazyvany jako nesyntetické, zahrnuji reakce, pii
nichz dochazi k transformaci molekuly xenobiotika. Na cizorodé¢ struktute vznikaji, nebo
jsou odhalovany, funk¢ni skupiny, které umozinuji nasledné navazani hydrofilnich funkc-
nich skupin ve druhé fazi biotransformace. Mezi zdkladni reakce nesyntetické biotransfor-
macni faze jsou fazeny reakce oxida¢ni a redukéni, dale hydrolyza, hydratace a izomerace
(Skalova, 2017). Biotransformacni reakce mohou probihat pasivné, vétSinou jsou vsak ka-
patii monooxygenasovy systém cytochromii P450 (CYP), ktery je zodpovédny za pienese-
ni atomu kysliku molekulu xenobiotika, diky ¢emuz je produkt reakce polarnéjsi oproti
pivodnimu reaktantu. Dal§imi enzymy podilejicimi se na prvni fazi biotransformace jsou
napiiklad flavinové monooxygenasy, aldehyddehydrogenasy, alkoholdehydrogenasy, a
dalsi (Hodgson, 2010).

2.1.2 Oxidace

V eukaryotnich organismech jsou cizi latky transformovany zejména pomoci oxidac-
nich reakci, mezi které jsou fazeny procesy N- a S- oxidace, hydroxylace, O- a N- dealky-
lace, oxida¢ni deaminace, oxida¢ni desulfurace a epoxidace (Skalova, 2017, Hirt a Vorel,
2016).

2.1.3 Redukce

K redukci xenobiotik dochézi, oproti oxidaci, vV nizsi mire, ale pro nékteré typy xenobi-
otik, jako jsou napfiklad nitroslouceniny, jsou redukcni reakce hlavni biotransformacni

cestou (Skalova, 2017).

2.14 Hydrolyza

Mezi xenobiotika, ktera mohou byt metabolizovana pomoci hydrolyzy, jsou fazeny es-
tery, epoxidy, amidy, a dal$i. Hydrolytické reakce mohou probihat i bez katalyzy enzy-

mem, ale vétSinou probihaji za pfitomnosti hydrolas (Skéalova, 2017).
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2.1.5 Reakce druhé faze biotransformace

Konjugacni, také oznacovana jako syntetickd, je druhad faze biotransformace, zahrnujici
reakce, pti nichz jsou spojovany produkty prvni faze biotransformace s endogenni slouce-
ninou. Tato molekula, tzv. konjugacni ¢inidlo, méa vétSinou ve své struktufe jednu nebo
vice ionizovatelnych skupin. Ke konjugaci ¢inidla s xenobiotikem nebo jeho metabolitem
je nutné dodani energie — Konjugacéni ¢inidlo musi byt nejdiive aktivovano navazanim
makroergniho kofaktoru. Produktem reakce druhé biotransformacni faze, oproti pivodni-
mu xenobiotiku, zpravidla hydrofilnéj$i, méné biologicky aktivni metabolit (Skélova,
2017). Mezi latky, které jsou obvykle vyuzity jako konjugacni Cinidla, patii kyselina

wewvr

s kyselinou glukuronovou, tzv. glukuronidy (Hirt a VVorel, 2016).

2.1.6 Transport xenobiotik a jejich metaboliti

Do nedavna se uvadéla v ramci konceptu ,,ADMET* (Absorpce, Distribuce, Metabolis-
mus, Eliminace, Transport) k reakcim prvni a druhé faze tzv. treti faze, ktera popisovala
eliminaci a exkreci kone¢nych produkti druhé faze z bunky (Phang-Lyn a Llerena, 2020).
V soucasné dobé¢ se tyto procesy netfadi k metabolismu xenobiotik, nicméné se tyto dé&je
vyznamné podili na absorpci, distribuci a eliminaci cizorodych slou€enin. konjugétu
Z buiiky pfedstavuje ochranny mechanismus organismu pied nadmérnou kumulaci cizoro-
dych latek jeho bunkach. Transport je zavisly na energii z makroergnich molekul a je zpro-
sttedkovan membranovymi transportéry, mezi které patii naptiklad ATP-binding cassette
transportéry (ABC). NejznaméjSim piikladem ABC transportéru v této fazi je P-
glykoprotein (P-gp) (Déring a Petzinger, 2014, Svihovec, 2018).

2.2 Enzymy biotransformace xenobiotik

Ve vySe uvedeném textu jiz bylo nastinéno, ze témét vSechny biotransformacni reakce,
kterymi jsou xenobiotika metabolizovéna, jsou katalyzovany enzymy. Existuji cizorodé
latky, které se strukturné podobaji molekulam organismem vyuZivanych jako zdroj Zivin.
Metabolismus takovych latek mize byt katalyzovan enzymy pro Ziviny ¢i endogenni sub-
straty. Jina xenobiotika jsou metabolizovana pomoci tzv. biotransformacnich enzymu, kte-

ré jsou urceny k usnadnéni eliminace a detoxifikaci takovych xenobiotik. V praxi se vSak
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oba druhy enzymt podili na odbouravani jak endogennich latek a zivin, tak i na metabo-
lismu xenobiotik, a proto se 1épe biotransformacni enzymy de€li podle fazi, na kterych se
podili (Skalova, 2017). V ramci diplomové prace byly sledovany dva vybrané cytochromy
P450 podilejici se v prvni fazi metabolismu xenobiotik. Déle byl pozorovan jeden ABC

transportér, ktery ovlivituje absorpci a distribuci cizorodych latek.

2.2.1 Cytochrom P450

Cytochromy P450 (CYP) zahrnuji rozsahlou skupinu hemoproteinii s monooxygenazovou
aktivitou, s molekulovou hmotnosti kolem 45 kDa a jsou pfitomny ve vSech zivych orga-
nismech, od archebakterii az po zivo¢ichy (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001). Skupi-
na ziskala oznaceni P450 diky specifickému, tzv. Soretovu, absorpénimu maximu reduko-
vané formy cytochromu v komplexu s oxidem uhelnatym pii 450 nm, kterym se 1i$i oproti
jinym hemoproteinim, které maji absorpéni maximum kolem 420 nm. CYP byly poprvé
nalezeny v tkanich potkanich jater vroce 1954 jako bunétné pigmenty (Klingenberg,
1958; Anzenbacher a Anzenbacherové, 2001), jejich mechanismus byl pak objasnén v roce
1963. CYP jsou klicovymi enzymy v metabolismu endogennich latek a xenobiotik (Cooper
a kol., 1965). CYP jsou evolucné vysoce konzervované v sekvencich u vazebného mista
pro hem. Enzym je sloZen z polypeptidového fetézce s navazanym protoporfyrinem IX,
ktery obsahuje jako centralni atom Zelezity kation Fe®* (Skalova, 2017).

CYP jsou monooxidazové enzymy, které jsou schopny vazat a Stépit vzduSny kyslik
S tim, Ze jeden atom kysliku je zabudovan do molekuly substratu a druhy do molekuly vo-
dy. Zdrojem molekuly kysliku ale nemusi byt pouze vzdusny kyslik, nybrz i rizné orga-
nické hydroxyperoxidy, v jejichZ ptfitomnosti CYP vykazuji peroxidasovou aktivitu (An-
zenbacher a Anzenbacherova, 2001; Skéalova, 2017). Pti reakcich CYP a substratu jsou
zapojeny i dalsi proteiny. Za zminku stoji napfiklad cytochrom bs, ¢i NADPH-cytochrom
P450 oxidoreduktasa (CYPOR). Tyto enzymy, spolecné s CYP, tvoii monooxygenasovy
systém (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).

Mnozstvi a aktivitu CYP v bunkach lze ovlivnit podanim latky, se kterou dany enzym
interaguje. Existuji substance indukujici expresi enzymt, nebo naopak inhibitory aktivity a
exprese. Inhibujici latky mohou a nemusi byt substratem pro dany enzym. Inhibice CYP je
obvykle zvratnd, kdy dochazi jen k docasnému zastaveni aktivity enzymu. V nékterych
ptipadech dochazi k ireversibilni inhibici CYP, kdy vznikaji metabolity schopné se pevné
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navazat na dany CYP, ¢imz je zptisobena nevratna ztrata enzymatické aktivity ptislusného
proteinu. Indukce exprese je zplsobena aktivaci transkripcnich faktorG pro dané geny.
Zvyseni mRNA zapfiiciniuje zvySeni syntézy proteinu, coZ ma za nasledek zrychleni meta-
bolismu indukujicich latek. Indukce metabolismu miize zkomplikovat 1€cbu, protoze zvy-
Senim clearance lze hife dosahnout terapeutické koncentrace pro dané farmakum. Tento
efekt nabira uc¢innosti v fadu hodin az dni, protoZe je nutna syntéza novych enzymu. Nao-
pak, Kk inhibici dochazi téméf ihned, coz vede k az toxické kumulaci 1é¢iva v cytoplasmé
(Lynch a Price, 2007).

Do dnesniho dne je znamo nékolik tisic genti kodujicich CYP. V lidském genomu jich
bylo nalezeno 57, v lidskych burnikach bylo identifikovano 35 isoforem cytochromt P450,
z ¢ehoz 18 je zapojeno do metabolismu xenobiotik (Skéalova, 2017). Mnoho riiznych fo-
rem CYP se nachazi v rostlinach, kde hraji roli v tvorbé sekundarnich metabolitti (Bathe a
Tissier, 2019). Vzhledem Kk faktu, ze pocet nové¢ identifikovanych forem CYP stale roste,
byla v roce 1996 zavedena nomenklatura zalozena na podobnosti primarni struktury mole-
kuly, nasledné jsou enzymy délény do tzv. rodin. Existuje nadrodina CYP, kam patfi
vSechny cytochromy. Nasleduje rodina, ktera je znacena arabskou Cislici. Skupiny jsou
zatazeny do stejné rodiny, pokud vykazuji alespoit 40% homologii v aminokyselinové sek-
venci apoproteinu. Do stejné podrodiny, ktera se znac¢i velkym pismenem, patii cytochro-
my P450, jejichZ aminokyselinova sekvence se shoduje z vice nez 60-70 %. Posledni pod-
mnozinou je tzv. isoforma, kterd se opét znaci arabskou cislici a vyjadiuje rozdily
v aminokyselinové sekvenci (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001). Isoformy enzymi se
mohou lisit v selektivité pro dany substrat, ale jen zfidka je dany substrat metabolizovatel-
ny jen jednou isoformou cytochromu P450, v takovém ptipad€ jde o tzv. specificky sub-
strat. Dilezité je také zminit, ze zastoupeni jednotlivych isoforem se u riznych organismu
1isi (Skalova, 2017).

V eukaryotickych organismech se CYP vyskytuji ve formé¢ membranovych proteini,
zejména na hladkém endoplasmatickém retikulu a v mensi mife na membranach mito-
chondrii. Na urovni tkani jsou u obratlovci CYP exprimovany zejména v hepatocytech,
vyskytuji se vSak 1 v dalSich tkanich, jako jsou plice, tkan gastrointestindlniho traktu, led-
viny, bunky hematoencefalické bariéry, aj. (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001). Dle
Skélové se na metabolismu xenobiotik u ¢lovéka podili 18 isoforem CYP. Témeét vSechny

cizorodé latky jsou metabolizovany vlivem cytochroml rodiny 1-3, vV mensi mife jesté
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CYP4. (Nebert a Russell, 2002). V ramci této diplomové prace byly vybrany dva cy-
tochromy z podrodin 1A a 3A.

CYP3A4/5 (30.2%)
* Induction CYP2J2 (3%)
*Sex (f>m) «Polymorphism(J,) CYP2E1 (3%)

* Inflammation ()
* Polymorphism ()
© *Age(T)

*Induction (1)
/ + Inflammation (1)
*Various diseases (1)

« Sex (m>f)

CYP1A2(8.9%)
+Induction (1)
* Inflammation (1)
* Cholestasis (V)
*Age (1)

* (Sex, m>f ?)

* (Polymorphism)

CYP2D6 (20%)
*Polymorphism (L 1)
« Inflammation ()

CYP2A6 (3.4%)
* Polymorphism (. 1)
«Induction (1)

« Inflammation () CYP2C19 (6.8%)

SASHK, B * Polymorphism (1 1)
’ gge L ) cl::uzcggn( (7;r~2)%) » :n:uclloq (1*()“
: CYP2C9 (12.8%) * Inflammation
. mlayn':‘r:;z:rﬁﬁ)“ ™ cvpacs (4.7%) «Induction (1) *(Sex ?)
*Age (1) *Induction (1) . Polymorphlsm (L)
*(Sex, f>m?) * Polymorphism (4 1) * Inflammation ()
* Inflammation ({) *Age(T)
*Age (1) *(Sex ?)

Obr. 1: Grafické znazornéné procentualni rozdéleni vyznamnych isoforem CYP v lidskych hepatocytech.
Faktory, které maji vliv na CYP. (Pievzato z ¢lanku od Zangera a Schwaba, 2013). Symbol 1 znaci zvyseni
aktivity, | snizeni aktivity, 1| zvySeni a zaroven snizeni aktivity. Pfeklad: Induction, indukce; inflammation,
zanét; cholestasis, cholestaza; age, vék; sex, pohlavi; polymorphism, polymorfismus; various diseases, rizné

onemocnéni.

2.2.1.1CYP1A

Cytochromy z podrodiny 1A se u vétSiny savci vyskytuji ve dvou formach, hepatalni
CYPI1A2 a extrahepatalni CYP1AL. Tvorbu CYP1AL lze v hepatocytech indukovat cizo-
rodymi latkami, které obsahuji polycyklické aromatické uhlovodiky. Tyto aromatické latky
aktivuji aryl-uhlovodikovy receptor (AhR), coZ je transkrip¢ni faktor pro genovou expresi
CYPI. Vysoké mnozstvi CYP1Al lze pozorovat naptiklad u kufdki cigaret.
V metabolismu 1éCiv je vyznamnéjsi CYP1A2, pomoci kterého je metabolizovano nékolik
Vv praxi Casto uzivanych léCiv. Patfi sem aromatické aminy a heterocyklické slouceniny,
jako je napiiklad kofein, teofylin nebo paracetamol. Rodina CYP1A rovnéz figuruje
V metabolismu polutantii Zivotniho prostiedi. Metabolity takovych latek mohou byt toxické

a kancerogenni, a proto indukce enzymi CYP1A neni zddana (Anzenbacher a Anzenba-
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cherova, 2001). Nadmérna exprese CYP1A se projevuje zrychlenym metabolismem né¢kte-

rych 1é¢iv transformovanych CYP1A, coz ma za efekt jejich slabsi ucinek (Skéalova, 2017).

2.2.1.2CYP3A

Proteiny podrodiny CYP3A jsou u ¢lovéka nejvyznamnéjsSimi enzymy nadrodiny CYP.
Proteiny jsou zapojeny do metabolismu vétSiny 1éCiv a steroidnich latek. V lidském téle
jsou nejvice zastoupenymi cytochromy P450, nachéazejicimi se zejména v jatrech a GIT
(Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001; Nebert a Russell, 2002). Podle nékterych studii se
CYP3A4 podili na metabolismu az 50 % léciv zavedenych do klinické praxe (Shinkyo a
Guengerich, 2011; Skalova, 2017). U c¢lovéka je nejsignifikantnéj$im enzymem prave
CYP3AA4, ktery disponuje obsahlym spektrem 1é¢iv. Zaroven jeho mnozstvi v jatrech je ze
vSech cytochromii P450 nejvyssi a indukci exprese 1ze mnozstvi CYP3A4 navysit az pies

60 % celkového proteinu (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).

2.2.2 Transportérové proteiny

Vétsina lipofilnich 1é¢iv pfekonava membrany a vstupuje do bunky pomoci mechanismu
volné difuse, kdy molekula farmaka prochazi ptes plasmalemu ve sméru koncentracniho
gradientu. Tento proces probihd nezéavisle na energii. Existuji vSak vyjimky, které maji
pfrili§ velkou molekulu, ¢i vysokou polaritu (napt. penicilin). Mnoho 1é¢iv také musi pie-
konavat membranu proti koncentraénimu gradientu, a proto potiebuji k jejimu piekonani
specifické proteiny, tzv. prenaSeCe. Pfenasece, nazyvané také transportéry, jsou schopné
prenosu latek pies plasmalemu za spotieby energie (Svihovec, 2018). Mezi hlavni pienase-
cové proteiny patii tzv. ABC efluxni pienasece (ATP-Binding Cassette transporters). Tyto
proteiny jsou schopny pienaSet substrat proti koncentra¢nimu gradientu transportované
latky. ABC transportéry exportuji xenobiotika ven z bun€k, a protoze se jedna o aktivni
pfenos, je pfi ném spotfebovavana energie ve form& ATP (Skalova, 2017). Do dnes bylo
objeveno sedm skupin ABC proteinii oznacenych ABCA az ABCG, které maji Siroké
spektrum substratd, steroidni latky, aminokyseliny a peptidy, 1é¢iva, toxiny a jejich meta-
bolity. Spektra podrodin ABC proteint se vzajemné piekryvaji, xenobiotické substraty
mohou rovnéz kompetovat s endogennimi latkami o vazebné misto na pienaseci. Vyznam-

nou ulohou ABC pienasecu je efekt na absorpci, distribuci a exkreci xenobiotik a jejich
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metabolitd (Dostalek, 2006). Prvnim popsanym ABC proteinem byl vroce 1976 P-
glykoprotein (Juliano a Ling, 1976). Tento protein byl také vybran pro experimentalni ¢ast

této diplomové prace.

2.2.2.1 P-glykoprotein

P-glykoprotein (P-gp) je na ATP zavisla transmembranova pumpa o velikosti 170 kDa. P-
gp je kddovany genem Multidrug Resistance 1 (MDR1), rovnéz nazyvanym ABCB1. P-gp
je nejprostudovanéjSim, a jednim z nejvyznamnéjSich transportéri pro fadu xenobiotik.
Nazev MDR1 vychazi ze silné indukce exprese P-gp u nadorovych bunék, které byly rezis-
tentni vaci cytostatikiim (Juliano a Ling, 1976). U ¢lovéka se vyskytuji dva geny MDR1 a
MDR?2, ale za eflux 1é¢iv je zodpovédny zejména MDRI1. U hlodavct se nachazi geny
oznacované jako mdrla, mdrlb a mdr2, ze kterych se na transportu 1é¢iv ucastni hlavné
mdrla a mdrlb (Potschka a kol., 2002).

Molekula P-gp je slozena ze dvou symetrickych polovin, které obsahuji transmembra-
nové domény slozené z Sesti a-Sroubovicovych tsekt. Obé poloviny disponuji hydrofilni
doménou, kam je vazana molekula ATP. P-gp ma tvar valcovitého kanalu, ktery je uzavien
na strané€ cytoplasmy. Xenobiotikum je navazano na intracelularni doménu a poté je exkre-

tovano dutinou ven z buiiky (Callaghan, 1997).

. P-glykoprotein
Antineoplastické *Inhibitor

lé¢ivo .

ATP

Obr. 2: Schéma funkce P-gp. Néktera 1é¢iva mohou prochazet plasmalemou difuzi nebo pomoci specializo-
vanych influxnich transportérii. Prvnim krokem exkrece farmaka je rozpoznani xenobiotické latky, nasleduje
hydrolyza ATP, ktera dodava energii efluxu substratu pro P-gp (Pfevzato a ptelozeno z ¢lanku Wal a kol.,
2013).
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Ze studii na mysich, které byly alespon na jeden z geni mdrl deficientni, byly pozoro-
vany zmény ve farmakokinetice a distribuci substrati pro P-gp. Deficience nem¢la vliv na
jiné aspekty, jako je délka zivota nebo celkova zivotaschopnost pokusnych jedinct. P-gp
pomaha eliminovat pro bunky toxické latky a predpoklada se, ze hlavni fyziologickou
funkci P-gp je, spolecné s CYP, ochrana a detoxifikace bunék v tkanich po celém organis-
mu podilejicim se na biotransformaci Siroké skaly xenobiotik (Finch a Pillans, 2014).

P-glykoprotein je regulovan v pfipad¢ indukce prostfednictvim interakce xenobiotika
s prislusnymi jadernymi receptory, k inhibici dochéazi vlivem zablokovani vazebného mista
na prenaseci. Xenobiotikum inhibujici P-gp je obvykle substratem pro transportér. Nékteré
substraty pro P-gp mohou zaroven inhibovat CYP3A4, ktery je schopny vazat latky
v podobném strukturnim spektru, jako P-gp (Hanigan a kol., 2020).

2.2.3 Regulace biotransformacnich enzymi

Ke spravnému fungovani metabolismu cizorodych latek je nutné, aby vSechny procesy
byly piisné regulovany. Vyjimkou nejsou ani cytochromy P450, jejichz regulace probiha
ne¢kolika mechanismy. Mezi vyznamné mechanismy patii regulace translace mRNA, na
urovni proteinu pak aktivace nebo inhibice enzymu. Nejvyznamnéj$im mechanismem je
vSak regulace exprese genl prostfednictvim transkripénich faktort (Hodgson, 2010). Re-
gulace exprese vSak neprobihd pouhou vazbou transkripéniho faktoru a sekvence nukleové
kyseliny, ale vazbou proteind, tzv. transkripcnich kofaktorti, na vazebna mista transkripc-
niho faktoru. Transkripéni kofaktory maji regulaéni potencial, ale nejsou schopny samy
vazat specifické sekvence genetické informace (Bhattacharjee a kol., 2013). Mezi nejvy-

znamngé;jsi transkripéni faktory patii tzv. jaderné receptory (Hodgson, 2010).

2.2.3.1 Jaderné receptory

Jaderné receptory, také nazyvany jako nukledrni (NR), jsou skupinou transkrip¢nich fakto-
ri aktivovatelnych lipofilnimi ligandy. Funkce NR zahrnuje regulaci né€kolika biologic-
kych procest, do kterych patii metabolismus, homeostaza vyvoj a reprodukce (Zuo a Wan,
2017).
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Struktura bilkoviny NR sestdva ze ctyt Casti, moduldtorové domény, DNA binding
domény (DBD) na N-konci, ligand binding domény (LBD) na C-konci, a spojovaci struk-
tury mezi doménami, ktera nese nuklearni lokaliza¢ni signal (NLS) (Giguére, 1999).

V soucasnosti je v lidském genomu znamo 48 gent pro NR, z nichz nékolik reguluje
expresi cytochromit P450 (Mangelsdorf a kol. 1995). Je zndmo, ze exprese rodiny CYPI je
aktivovana aryl uhlovodikovym receptorem (AhR) exprese CYP3 muze byt aktivovana
nekolika NR, jako je naptiklad konstitutivni androstanovy receptor (CAR) nebo pregnano-

vy X receptor (PXR) (Pavek a Dvorak, 2008).

2.2.3.1.1 Pregnanovy X receptor

Pregnanovy X receptor, kodovany genem Nrli2, je klicovym transkripénim faktorem pro
lidsky CYP3A4 a P-Gp. Spole¢né s CAR se Casto oznacuji jako ,,sirot¢i* NR, nebot’ u nich
dosud nebyl identifikovan fyziologicky ligand, ktery by pusobil primarné pies CAR nebo
PXR (Wilson a Kliewer, 2002). Na buné&tné urovni se vyskytuje zejména v jadie,
Vv inaktivni form¢ se v§ak mize vyskytovat i v cytoplasmé. Na urovni tkani se PXR vysky-
tuje hlavné v jatrech, v mensi mife pak v ledvinach, ¢i tkanich tenkého a tlustého stieva.
Oproti ostatnim NR se PXR odlisuje nizkou specifitou vici ligandiim, které mohou mit
riznorodou chemickou strukturu a fyzikalné-chemické vlastnosti. (Kliewer a kol. 2002).
Pii aktivaci PXR dochazi ve vétSiné piipadii k indukci exprese CYP a castecné 1 P-Gp,

¢imz je ovlivnén metabolismus i exkrece cizorodych latek (Pfrunder a kol. 2003).
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2.3 Studovana léciva
2.3.1 Fenofibrat

Fenofibrat je synteticky derivat kyseliny fenoxy-isomaselné, podle nomenklatury ITUPAC
nazyvany jako propan-2-yl 2-[4-(4-chlorobenzoyl)fenoxy]-2-methylpropanoat, se sumar-
nim vzorcem CxoH21ClOs. Molekula fenofibratu s molarni hmotnosti 360,8 g/mol spada do
skupiny fibrati, které jsou obecné vyuzivané ve farmakoterapii dyslipidemii (Pubchem,
2021). Fenofibrat patii do 3. generace fibratovych 1éCiv a v soucasnosti je nejcastéji prede-
pisovanym fibratem pii farmakoterapii dyslipidemii, primarni hypercholesterolemii, ¢i

hypertriglyceridemii (Sidhu a Tripp, 2020).
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Obr. 3: Strukturni vzorec fenofibratu

2.3.1.1 Fyzikalni vlastnosti

Fenofibrat je pevna latka vyskytujici se ve formé bilého prasku s bodem tani pii 79-82 °C.
Je dobte rozpustny v nepolarnich rozpoustédlech, jako je aceton ¢i chloroform, s rostouci
polaritou rozpoustédel se schopnost rozpustit se zhorSuje a ve vodé je téméf nerozpustny
(Pubchem, 2021). Jako Iécivo je fenofibrat podavan peroralné ve formé tablet ¢i kapsli
(Sidhu a Tripp, 2020). Kvili velmi nizké biologické dostupnosti byva fenofibrat casto
technologicky upravovan, vyuziva se napiiklad tzv supermikronizace. (Gajdova a Urbanek,

2013).

2.3.1.2 Metabolismus fenofibratu

Fenofibrat ma nizkou biologickou dostupnost, protoze je Spatn¢ rozpustny ve vode¢, naopak
je dobfe rozpustny v nepolarnich rozpoustédlech, a proto jeho absorpci ovliviiuje strava

(Gajdova a Urbanek, 2013). Fenofibrat rozpustény v tucich je rovnomérné absorbovan
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Vv celém gastrointestinalnim traktu. V jatrech je pfi prvni fazi biotransformace zcela hydro-
lyzovén na farmakologicky aktivni formu, kyselinu fenofibrovou. Kyselina fenofibrova je
v druhé fazi konjugovana s kyselinou glukuronovou, nebo je karbonylova skupina kyseliny
fenofibrové nejdiive redukovana. Redukovana forma kyseliny fenofibrové je poté glukuro-
nidovana (Caldwell, 1989). Studie metabolismu fenofibratu a kyseliny fenofibrové nena-
znacuji interakce s CYP3A4 ani CYP1lA2. Kyselina fenofibrova miize interagovat
s cyklosporinem, ¢imz muze dojit ke vzniku nezadoucich nefrotoxickych produktd (Tzio-

malos a Athyros, 2006).

2.3.1.3 Mechanismus u¢inku fenofibratu

Fenofibrat je schopny vazby s PPARa (angl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
Alpha) a jeho nasledné aktivace. Aktivovany PPARa se vaze na transkrip¢ni faktor nazy-
vajici se retionid-X-receptor (RXR). Vazbou PPARa na RXR vzniké heterodimer, ktery se
vaze na PPARa rozpoznanou sekvenci DNA. Dusledkem téchto vazeb je potlaceni nebo
indukce syntézy proteinti podilejicich se na metabolismu lipidi. K nejvyznamnéj§im inhi-
bi¢nim efektim fibrati obecné patii utlum syntézy apolipoproteinu C I, inhibitoru lipo-
proteinovych lipaz. K efektliim fibraty indukované exprese patii zvyseni syntézy lipopro-
teinové lipazy, diky ¢emuz jsou rychleji odbouravany lipoproteinové ¢astice s vysokym
podilem triacylglyceridi (VLDL). Diisledkem zvySené syntézy téchto enzymi je snizeni
triacylglyceridic (TAG) v krevnim ob&hu. Zaroven dochazi ke snizeni koncentrace tzv.
Low Density Lipoproteins (LDL). Dalsim signifikantnim efektem fibraty indukované ex-
prese je zvySeni syntézy apolipoproteinii A I, ktery je kli¢ovou slozkou tzv. High Density
Lipoproteinu (HDL). Castice HDL na sebe v krevnim Fecisti vazi volny cholesterol (Soska,
2006).

2.3.1.4 Indikace

Fenofibrat je indikovan pacientim s hypertriglyceridemii, dyslipidemii a hypercholestero-
lemii. K optimalnimu efektu je vhodné, aby pacient pravidelné cvi€il a udrzoval si stravu
s nizkym obsahem cholesterolu a Zivo&isnych tuk (Sidhu a Tripp, 2020). Casto byva paci-
entim predepisovana kombinace fenofibratu se statinem, kterd ma cilit na zvySeni HDL a

snizit TAG (Gajdovéa a Urbanek, 2013).
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2.3.1.5 Nezadouci ucinky fenofibratu

Studie zabyvajici se terapii fibraty prokéazaly, Ze se jedna o bezpecna farmaka. Nejcastéj-
$imi nezadoucimi ucinky jsou potize gastrointestinalniho traktu, prijem a zalude¢ni nevol-
nost, zvysené riziko elevace transaminaz, cholestazy a vznik pankreatidy. Dal§im nezédou-
cim ucinkem je svalova slabost, ¢i ve vzacnych ptipadech ubytek svalové hmoty, protoze
dochazi k indukci kreatinkinazy. K mén¢ Castym negativnim efektim fenofibratu patii bo-

lest hlavy a ztrata libida (Gajdova a Urbanek, 2013).

2.3.2 Silymarin

Silymarin je piirodni extrakt z plodu ostropestice marianského Silybum marianum. Extrakt
se sklada ze smési flavonolignand, kde hlavni aktivni slozkou je silybin, ktery se zde vy-
skytuje ve dvou diastereoizomerech znacenych A a B. Molekula silybinu, dle nazvoslovi
IUPAC nazyvana (2R,3R)-2-[(2R,3R)-2,3-dihydro-3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-2-
(hydroxymethyl)-1,4-benzodioxin-6-yl]-2,3-dihydro-3,5,7-trihydroxy-4H-chroman-4-on,

s molekularnim vzorcem CzsH22010, ma molekularni hmotnost 482,4 g/mol. V praxi je
silybin vyuzivan praveé jako soucast standardizovaného extraktu silymarinu pro jeho hepa-
toprotektivni G¢inky. Mnoha studia in vitro i in vivo potvrzuji hepatoprotektivni vlastnosti
silybinu. V nékterych in vitro studiich byl dokonce demonstrovan pozitivni vliv na prolife-
raci rakovinnych bunék, a to v ptipad¢ rakovinnych bunck lidské prostaty, délozniho ¢ip-

ku, tlustého stieva aj. (Pubchem, 2021).

Obr. 4: Strukturni vzorec silybinu A
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Obr. 5: Strukturni vzorec Silybinu B

2.3.2.1 Fyzikalni vlastnosti

Silymarin je pevna latka ve form¢ bilého prasku s bodem tani kolem 167 °C (Pubchem,
2021). Rozpustnost je dobra v nepolarnich rozpoustédlech, jako je chloroform nebo dime-
thylsulfoxid (DMSQ), v polarnich rozpoustédlech, napiiklad ve vodg, je témét nerozpustny
(Pubchem, 2021). Nizka rozpustnost se projevuje i na nizké hodnoté biologické dostupnos-
ti. V praxi se vyuzivaji pro zleps$eni biologické dostupnosti rizné metody, jako je napiiklad
mikronizace nebo konjugace extraktu s fosfolipidem za vzniku fytosomu (Das a kol.,
2013).

2.3.2.2 Metabolismus silymarinu

Silymarin se uziva peroralné a podléha biotransformaci, zejména jeji druhé fazi. V prvni
fazi dochazi k pfeméné silybinu na jeho O-demethylované metabolity, ktera je zprostied-
kovéana cytochromem CYP2CS8 z rodiny cytochromti P450. Silybin a produkty prvni faze
poté podléhaji reakcim druhé faze biotransformace, mezi které patii glukuronizace a sul-
fatace. Glukuronizace je zprostfedkovana UDP-glukuronosyltransferazami (UGT) 1Al,
1A6, 1A7, 1A9, 2B7 a 2B15, a sulfatace probiha pomoci enzymu sulfotransferaz. Rozsahla
a zejména rychla druhd faze biotransformace silymarinu a jeho Spatné rozpustnost ve vodé
je povazovana, za hlavni pfi¢inu jeho nizké biologické dostupnosti (Xie a kol., 2019).
Eliminace volného 1 konjugovaného silymarinu in vivo probiha zejména
v enterohepatickém ob&hu. Glukuronizovany silybin je ve stfevé rozstépen v -

glykosidovych vazbach a je znovu absorbovan do ob&hu (Wen a kol., 2008).

2.3.2.3 Mechanismus tc¢inku silymarinu

Silymarin je vyuzivan zejména jako hepatoprotektivum a antioxidant. V in vitro experi-

mentech byla zjisténa schopnost silymarinu inhibovat cytochromy P450 v lid-
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skych jaternich mikrozomech, kde nejvyrazngjsi inhibice probihala u cytochromtit CYP3A4
a CYP2(C9, avsak ve studii nebyly pouzity klinicky relevantni koncentrace do 1,5 uM
(Beckmann-Knopp a kol., 2000). V in vitro podminkach byla prokazana inhibice exprese
MRNA genu pro protein ABCB1 v bunéénych liniich KCL22 a K562. Podle této studie
silymarin ovliviiuje biologickou dostupnost nékterych protirakovinnych 1é¢iv (Delmas a
kol., 2020)

2.3.2.4 Indikace

Silymarin byl vyuzivan pro jeho 1é¢ivé ucinky jiz ve starovékém Egypté a dodnes je uzivan
pii terapiich gastrointestinalniho traktu a jater. Vyuziva se jako hepatoprotektivum pfi in-
toxikaci alkoholem ¢i jinymi toxiny (Kien a kol., 2005).

Silymarin je mozné uzivat bez ptedpisu jako dopln€k stravy pro prevenci pted jaterni-
mi obtizemi ve form¢ ¢ajl, drcenych semen, ¢i tablet, jako je naptiklad Flavobion nebo

Legalon (Pubchem, 2021).

2.3.2.5 Nezadouci Utinky

Mezi nezadouci Gc¢inky silymarinu patfi zejména gastrointestinalni obtize, jako je nevol-
nost ¢i prijem. Mezi velmi vzacné nezadouci Gcinky patii astmaticky zachvat (Karimi a

kol., 2011).

2.4 Modelové organismy ve farmakologii

Modelové organismy jsou vyznamnym prostiedkem ke studiu biologickych fenomént.
Z poznatku ziskanych podrobnym zkoumanim jevi na modelovych organismech Ize vyvo-
dit mechanismy a vlastnosti i na jinych organismech. Idealni modelovy organismus dispo-
nuje vlastnostmi, které umoziuji ziskani reprezentativnich dat v kratkém casovém rozmezi.
Dulezity je tedy naptiklad kratky zivotni cyklus organismu, vysoké mnoZstvi potomki,
finan¢ni nenarocnost pro chov jedinct v laboratornich podminkach, aj. Podstatnym aspek-
tem je vhodnost modelu pro zkoumany fenomén. Farmakologie je obor zabyvajici se vli-
vem léCiv na Zivé organismy, potazmo na ¢loveka. Vzhledem k casté homologii lidskych
genit s geny modelovych organismi jsou casto vyuzivany modelové organismy
z podkmene obratlovcli, a to hlavné¢ hlodavci ¢i priméti (Ankeny a Leonelli, 2021).
V ramci této diplomové prace bylo vyuZzito tkani unikdtniho modelového organismu,
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transgenniho spontann¢ hypertenzniho potkana s exprimovanym lidskym genem pro C-

reaktivni protein CRP (SHR-CRP).

2.4.1 Transgenni potkan SHR-CRP

Spontanné¢ hypertenzni potkan (SHR) je laboratorni zvife, které ma geneticky podminény
vysoky krevni tlak. Model byva ¢asto vyuzivany ke studiu kardiovaskularnich chorob a
metabolického syndromu. SHR ma pivod v Japonsku, konkrétné v Kyotu, kde v roce 1963
publikovali ¢lanek o chovu kmene SHR. SHR byl vytvofen opakovanym inbrednim pare-
nim potkanti z kmene Wistar. Vysledkem byl kmen SHR. Samcim SHR starych 25 tydni
byl naméten primérny systolicky tlak 206 mmHg, u samic 193 mmHg. U SHR potkanti
byl také pozorovan narlst hodnot krevniho tlaku s ptfibyvajicim vékem, coZz u pivodnich
potkanti Wistar pozorovano nebylo (Okamoto a Aoki, 1963).

Transgenni kmen SHR-CRP ma navic exprimovan lidsky gen pro CRP. CRP byva
u lidi vyuzivan jako marker pro akutni fazi zanétu. V soucasnosti byva CRP spojovan 1
s dalsimi fyziologickymi procesy, jako je vznik kardiovaskularnich chorob, aj. (Torzewski
a kol., 2014). CRP se podili na vzniku metabolického syndromu zvy$ovanim oxidativniho
stresu na tkang, jejichz nespravna funkce metabolicky syndrom zptisobuje (Pravenec a kol.

2011).

2.4.2 Porovnani lidskych a potkanich enzymi

Proteiny modelovych organismi jsou do jisté miry homologni s proteiny lidskymi. Tato
préace je zaméfena na CYP1A1, CYP3A a P-Gp. Potkani protein CYP1A1 sdili podobnost
s lidskym CYP1AT1 83 % a rovnéZz se vyskytuje v riiznych tkénich v pomérech podobnych
distribuci CYP1A1 u ¢loveéka. U potkana se CYP1A1 vyskytuje zejména v tenkém streve.
Do podrodiny CYP3A patii u potkana enzymy s oznacenim CYP3A1, 3A2, 3A9, 3A18,
3A23 a 3A62. z téchto isoforem vynika CYP3A23, ktery je identicky s potkanim CYP3AL.
Dalsi isoformy CYP3A jsou u potkani specifické podle pohlavi. U samcii jsou specific-
kymi enzymy CYP3A2 a CYP3A18, kdeZto u samic je dominantni isoformou CYP3A9
(Martignoni a kol., 2006). V roce 2004 byla u potkani objevena nova isoforma, CYP3A62,
ktera sdili vysokou homologii s lidskym CYP3A4 (Matsubara a kol, 2004).
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Biologicky material a laboratorni vybaveni
3.1.1 Biologicky material a design experimentu

V ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo pracovéano jaternimi a ledvinny-
mi tkanémi samcl spontanné hypertenznich potkana s transgennim C-reaktivnim protei-
nem (SHR-CRP).

3.1.1.1 Design experimentii

V experimentu figurovalo celkem 31 vzorkt tkani ziskanych ze samcti potkana SHR-CRP.
Pred extrakei organt byli jedinci rozdéleni do ¢tyi skupin. Sedm zvitat (Ctrl, n=7) bylo
krmeno standardni laboratorni dietou (STD). Dalsi, osmiclenné skupiny, byly ziveny expe-
rimentalni dietou. Experimentalni dieta byla vzdy sloZzena z STD, navic obohacena o 1)
fenofibrat 25 mg/kg télesné hmotnosti (t. h.) 2) mikronizovany silymarin 300 mg/kg t. h.
3) kombinaci latek. Chov zvifat probihal 4 tydny, po uplynuti doby byla zvifata utracena a
jejich orgéany byly odebrany pro analyzu exprese mRNA a proteinu.

3.1.2 Chemikalie

e Decionizovana voda

¢ RNAse free voda

e 2-merkaptoetanol (Sigma—Aldrich, Némecko), Lot.: BCBF9538V

e Bromfenolova modi (Sigma—Aldrich, Némecko), Lot.: 37H3708

e BCA Protein Assay Reagent A (Thermo-Fischer, USA), Lot.: HE103444

o BCA Protein Assay Reagent B (Thermo—Fischer, USA), Lot.: HE104697

e Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards (Bio-Rad, USA),
Lot.: LO01649A

e Protease inhibitor cocktail tablety (Roche Diagnostics, Némecko), Lot.: 10618200

e RIPA Lysis Buffer System VIAL 1 (Santa Cruz, USA), Lot.: J2017

e RIPA Lysis Buffer System VIAL 2 (Santa Cruz, USA), Lot.: G1318

e Tris Base Solution (TBS) (Santa Cruz, USA), Lot.: C1519

e Tris Base Solution + Tween (TBS+T) (Santa Cruz, USA), Lot.: G1919

30



3.1.3

3.1.4

Pristrojové vybaveni

Analytické vahy XP205 Delta Range (Mettler Toledo, USA)
Ttepacka OS-10 (Biosan, LotySsko)

Homogenizator Precellys Evolution (Bertin Technologies, USA)
Laminarni box biohazard (Merci, Ceska Republika)

Laminarni box (Biotech, Ceska republika)

Spektrofotometr INFINITE M200 (TECAN, Svycarsko)
Spektrofotometr NanoPhotometer® N60 (Implen, Némecko)
Automatizovany Termocykler LightCycler 1536 (Roche, Némecko)
pH metr RS-232C (SHOTT, Ceské Republika)

Temna komora s ccd kamerou G:Box (Syngene, Velka Britanie)
Vortex IKA MS3 Basic (Sigma—Aldrich, Némecko)
Trans-blot® turboTM (BIO-RAD, USA)

Inkubator DRY BATH INCUBATOR (Major Science, USA)
Michac¢ka Sunflower mini shaker (P-LAB a.s., Ceska Republika)
Centrifuga Eppendorf mini spin (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga 5804R (Eppendorf, Némecko)

Chlazena centrifuga Z323K (Hermle LaborTechnik, Némecko)

Chlazena centrifuga BR4i (Jouan, Francie)

Kity

RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, USA)

QlAshredder (Qiagen, USA)

EvoScript Universal cDNA Master (Roche, Némecko),
LightCycler® 1536 DNA Probes Master (Roche, Némecko)

Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, USA)
BCA Protein Assay Reagent Kit (ThermoFischer Scientific, USA)
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3.15

3.1.6

3.1.7

Primery

Abcbla TagMan® Gene Expression Assays (Thermo-Fischer, USA),
kat. ¢. Rn01639253 m1

Abcblb TagMan® Gene Expression Assays (Thermo-Fischer, USA),
kat. ¢. Rn01636836_m1

Cyplal TagMan® Gene Expression Assays (Thermo-Fischer, USA),
kat. ¢. Rn00487218 m1

Cyp3a23 TagMan® Gene Expression Assays (Thermo-Fischer, USA),
kat. ¢. Rn03062228 m1

Nrli2 TagMan® Gene Expression Assays (Thermo-Fischer, USA),
kat. ¢. Rn00583887_m1

Hprtl TagMan® Gene Expression Assays (Thermo-Fischer, USA),
kat. ¢. Rn01527840_m1

Protilatky

ABCB1 Rabbit monoclonal (Abcam, Velka Britanie), Lot.: GR217576-38
CYP1A1 Rabbit monoclonal (Abnova, Tchaj-wan), Lot.:060497SK

CYP3A Mouse monoclonal (Santa Cruz, USA), Lot.: C1411

GAPDH Mouse monoclonal (Santa Cruz, USA), Lot.: K0113

Sekundarni protilatka Goat anti Rabbit (Sigma-Aldrich, Némecko), Lot.: AO5H5
Sekundarni protilatka Rabbit anti Mouse (Sigma-Aldrich, Némecko),

Lot.: 063K4813

Spotiebni material

Mikrozkumavky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Falkonky 12ml a 50 ml VWR® (VWR international, Ceska Republika)
Mini-PROTEAN® TGX™ gely (Bio-Rad Laboratories, USA)

Spi¢ky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF Transfer Packs (Bio-Rad Laboratories, USA)
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e Homogeniza¢ni zkumavky Precellys CK28 (Bertin Technologies, USA),
Lot.: 190423-804

e Homogeniza¢ni zkumavky Precellys CK14 (Bertin Technologies, USA),
Lot.: 190916-859

3.2 Metody
3.2.1 Homogenizace tkani

Ze zamrazené tkané byl odebran vzorek, pro stanoveni proteinu asi 1 g, ktery byl rozmra-
Zen, promyt a vlozen do RIPA pufru (Santa Cruz Biotechnology, USA) v ptipadé izolace
proteinu. Pro izolaci RNA bylo odebrano cca 30 mg tkang, ktera byla promyta a vlozena
do RLT pufru, jenz je soucasti kitu RNeasy Plus Mini (Qiagen, USA). Homogenizace
vzorku byla provedena v homogenizatoru Precellys Evolution (Bertin Technologies, USA)
a homogenat byl stocen v centrifuze. Ze stoceného homogenatu byl nasledné vyuzit super-

natant pro dalsi zpracovani.

3.2.2 lzolace a kvantifikace mRNA

Ze zhomogenizovaného a stoceného vzorku byla izolovana mRNA pomoci RNeasy Plus
Mini Kitu (Qiagen, USA) se standardnim postupem, dle protokolu vyrobce. Pomoci spek-
trofotometru NanoPhotometer N60 (Implen, Némecko) byla zmétena koncentrace a Cistota
ziskané mRNA, kterd dale byla vyuZita pro reverzni transkripci na cDNA. Proces reverzni
transkripce byl proveden dle postupu uvedené¢ho vyrobcem pomoci EvoScript Universal
cDNA Master kitu (Roche, Némecko). Vysledné vzorky cDNA byly ihned zamrazeny, aby
nedoslo k jejich denaturaci.

3.2.3 Real-time PCR

V ramci této diplomové prace byla pro stanoveni mnozstvi mRNA vyuZita technologie
PCR v realném case (RT-PCR), ktera je zaloZzena na fetézové polymerazové reakci cDNA.
RT-PCR disponuje, kromé klasického termocykleru, fluorometrem, ktery vzdy na konci

cyklu zaznamendva fluorescencné znacené sondy navazané na amplifikovanou sekvenci
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DNA (ThermoFischer Scientific, 2021). V ramci experimentu byly zvoleny TagMan son-
dy, kter¢ disponuji vysokou specifitou.

Metoda RT-PCR je zalozena na opakujicim se cyklu replikace cDNA, na jehoz konci je
zaznamenan narust fluorescence, nazyvany Cycle of Treshold (Ct). Ct je zaznamenavano
k naslednému vypoctu relativniho mnozstvi cDNA, potazmo mRNA. V ramci tohoto expe-
rimentu bylo mnozstvi pocitano relativné, tj. porovnavala se fluorescence skupin ovlivné-
nych experimentalni dietou vici kontrolni skupiné. Vypocet rozdila v expresi mRNA byl

proveden metodou delta-delta Ct (Livak a Schmittgen, 2001).

3.2.4 Stanoveni celkového proteinu

Celkovy protein v homogenatu byl stanoven bicinchoninovou metodou v 96jamkovych
destickach. Homogenat byl fedén 100krat fosfatovym pufrem. 25 pl nafedéného vzorku
homogenatu bylo v jedné jamce smichano s Cinidly BCA Protein Assay Reagent Kit
(ThermoFischer Scientific, USA) o objemu 200 pl. Desticka se vzorky a smési z Kitu byla
inkubovana pti 37 °C po dobu 30 minut v inkubatoru Dry bath inkubator (Major Science,
USA). Po uplynuti 30 minut byla stanovena absorbance na spektrofotometru Tecan Infinite
M200 (Tecan, Svycarsko). Koncentrace proteinu byla odeétena z kalibraéni kiivky stano-
vené ze standardu bovinniho sérového albuminu (BSA). Vzorky s proteinem byly nasledné
nafedény v pufru (62,5 mM TRIS, 10 % glycerol, 4 % merkaptoethanol, 2 % SDS, brom-

fenolova modf, pH 6,8), tak, aby mnoZzstvi proteinu ve vzorku odpovidalo 1 mg/ml.

3.2.5 Kvantifikace proteinu

Kvantitativni stanoveni proteinli pro vybrané enzymy a transportér, spolecné S porovnanim
jejich mnozstvi mezi skupinami, bylo provedeno metodou zaloZenou na separaci proteini
pomoci tzv. SDS-PAGE elektroforézy. Pfi separaci proteinli touto metodou byly pouzity
komeréni gely s pfidavkem dodecylsiranu sodného (SDS), ktery méni pH separovanych
proteind. Proteiny ve vzorku ziskavaji zaporny néboj a pii zapojeni elektrického proudu
putuji smérem k anodé (kladné elektrod¢). Rychlost pohybu proteinti v gelu zavisi na jejich
elektroforetické mobilit¢ v gelové matrici, ktera zahrnuje zejména velikost molekuly.
Rychlost presunu molekul je také ovlivnéna hustotou pouzitého gelu (Kurien and Scofield,
2006).
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Po ukonceni elektroforézy byly gely srozseparovanymi proteiny vyjmuty
z elektroforetické vany a proteiny byly pfeneseny na membranu. Membrana s proteiny je
poté n€kolikrat promyta od necistot (zbytkl gelu, aj.). Nasledné je membrana inkubovana
Vv roztoku se specifickou primarni protilatkou pro stanovovany protein. Mnozstvi navazané
protilatky zavisi na mnozstvi proteinu ukotveného na membran¢ a také na mnozstvi pri-
marni protilatky v roztoku. Na primarni protilatku je nasledné navazana sekundarni proti-
latka, ktera je vétSinou konjugovana s enzymem, ktery umoziuje vizualizaci celkového
komplexu. VétSinou se jedna o kifenovou peroxidazu. Vizualizace probiha piidanim chemi-
luminiscen¢niho substratu pro kienovou peroxiddzu a signal je detekovan pomoci vhodné-
ho zafizeni. Mnozstvi proteinu je vypocitano na zéklad¢ intenzity a velikosti zony, tzv.
bandu, kde se protein nachazi. Obvykle je vypocet provadén pomoci vhodného softwaru
(Kurien a Scofield, 2006). V ramci této diplomové prace byla metoda kvantifikace cilo-
vych proteinti dopliikova pro data exprese mRNA.

V ramci tohoto experimentu byla separace proteinti provedena v elektroforetickém sys-
tému Mini-PROTEAN Tetra Cell s komer¢nimi gely Mini-PROTEAN® TGX™ gely
(Bio-Rad Laboratories, USA). Elektroforéza byla zahajena s poc¢atecnim napétim 100 V a
po uplynuti doby 10 minut bylo napéti zvySeno na cca 140 V. Napéti bylo regulovano tak,
aby vysledny proud osciloval kolem 0,08 A. Separace proteinti byla ukonéena, az Celo
elektroforézy doputovalo asi 0,5 cm od hranice gelu. Okamzité po vypojeni elektrického
proudu byly gely vyjmuty a pfeneseny na membranu Trans-Blot Turbo (Bio-Rad Laborato-
ries, USA). Pfenos proteinii na membranu byl proveden pomoci pfistroje Trans Blot Turbo
(Bio-Rad Laboratories, USA), ktery disponuje programem piimo pro dany typ membrany.
Membrany byly nastfihany podle velikosti gelu, tak, aby nebyl odstfihnut Zadny proteino-
vy band, a nasledné promyty v TBS pufru na michacce. TBS bylo béhem 15 minut 3krat
meénéno. Po promyti v TBS byly membrany blokovany v odstiedéném mléce po dobu dvou
hodin. Po uplynuti doby byly membrany fadné promyty v TBS+tween pufru a nasledné
inkubovany v pfislusné primarni protilatce. Membrany byly inkubovany pii 4 °C na mi-
chacce az do dalSiho dne. Po ukonc¢eni inkubace byly membrany nékolikrat proplachnuty
v TBS+Tween a poté inkubovany 30 minut v sekundéarni protilatce. Po ukonceni inkubace
v sekundarni protilatce byly membrany v TBS+Tween. Promyta membrana byla nanesena
na podlozku a na jeji povrch byl rovnomérné nanesen Western Blotting Luminol Reagent
(Santa Cruz Biotechnology, USA). Okamzit¢ po naneseni luminolového substratu byla

podlozka vlozena do temné komory s ccd kamerou G-box a pomoci programu GeneSys
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(Syngene, Velka Britanie) byla zhotovena fotografie. Kvantifikace proteinovych bandi

byla stanovena pomoci programu GeneTools from Syngene (Syngene, Velké Britanie).

3.2.6 Statistické zpracovani

Statisticka analyza byla zpracovana pomoci parametrického testu ANOVA v softwaru Sta-
tistica 14.0 (Tibco, USA). Vyznamnost mezi kontrolou a jednotlivymi skupinami byla po-
rovnana pomoci post hoc Bonferonniho testu. Statisticky vyznamné hodnoty byly pii hod-

noté p < 0,05.

4. Vysledky
4.1 1zolace mRNA

MRNA byla z homogenizovanych tkani potkani SHR-CRP izolovana za vyuziti kitu RNe-
asy® Plus Mini (Qiagen, USA) a jeji Cistota a koncentrace byla stanovena pomoci spektro-
fotometru NanoPhotometer® N60 (Implen, Némecko) viz. tabulka 1 v jaterni tkani, tabul-

ka 2 zobrazuje hodnoty z ledvin.
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Tabulka 1: Cistota a koncentrace izolované mRNA z jaterni tkané potkantt SHR-CRP. Stanoveni parametrti

probéhlo pouzitim spektrofotometru N60 (Implen, Némecko).

Skupina C vzorku As0/280 Aos01230 KOFr(]IS/nL}ZIEaCe
1 2,10 2,323 920,48
2 2,144 2,235 2053,1
3 2,164 1,951 2876,1
Kontrola 4 2,135 2,215 2880,8
17 2,138 2,325 1234,5
18 2,182 2,399 2404,7
19 2,184 2,142 2089,9
2,128 2,291 2376
2,157 2,324 3040,9
2,075 2,405 1269,5
Fenofibrt 2,253 2,218 987,76
20 2,203 2,258 4297,2
21 2,212 2,298 831,6
22 2,209 2,254 833
23 2,198 1,922 490,84
9 2,162 2,315 2080,8
10 2,185 2,432 1930,8
11 2,158 2,314 1704,9
Silymarin 12 2,184 2,173 2091,3
24 2,169 1,984 311,88
25 2,147 2,219 1028,8
26 2,188 2,192 1379,1
27 2,295 1,737 1076,6
13 2,196 2,089 3393,4
14 2,19 2,345 3460
15 2,169 2,183 3328,4
Fenofibrat + Silymarin 16 2181 2,376 2658,2
28 2,167 2,289 831,64
29 2,167 1,906 1423,9
30 2,183 1,922 1279,2
31 2,176 2,27 1405,6
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Tabulka 2: Cistota a koncentrace izolované mRNA z ledvinné tkané potkani SHR-CRP. Stanoveni parametrt

probéhlo pouzitim spektrofotometru N60 (Implen, Némecko).

Skupina ¢. vzorku A260/280 As60/230 KOFSS/TEace

1 2,18 2,107 513,16

2 2,179 2,274 463,16

Kontrola 3 2,167 2,032 255,52
4 2,151 2,282 278,8

17 2,194 2,18 716,44

18 2,148 2,332 1540,8

19 2,234 2,267 1072,3

5 2,149 2,308 384,16

6 2,192 2,346 640,08

7 2,189 2,26 681,52

Fenofibrit 8 2,131 1,989 319,24
20 2,141 1,934 2259

21 2,189 2,204 907,2

22 2,158 2,087 666,36

23 2,106 2,314 1077,8

9 2,122 2,236 332,96

10 2,178 2,331 906,76

11 2,121 2,23 326,24

Silymarin 12 2,122 2,15 355,32
24 2,184 2,103 573,2

25 2,137 1,981 320,4

26 2,188 1,784 388,32

27 2,184 2,272 893,68

13 2,168 1,842 379,24

14 2,189 1,994 665,44

15 2,162 2,012 299,84

Fenofibrat + Silymarin 16 217 1,828 421,32

28 2,174 2,301 790,32

29 2,169 2,205 795,84

30 2,15 1,966 454,72

31 2,038 2,215 1155,2

38



Izolovand mRNA byla podstoupena reverzni transkripci na cDNA za vyuziti kitu
EvoScript Universal cDNA Master. Z roztoku s izolovanou mRNA bylo na reverzni tran-
skripci pouzito takové mnozstvi, aby byl piepsan 1 pg mRNA. Ziskana cDNA byla vyuzita
pro RT-PCR experimenty provadénymi za pouziti automatizované¢ho termocykleru
LightCycler 1536 (Roche, Némecko). Pfistroj detekoval zmény v hodnotach fluorescence,
které byly zapsany v hodnotach Ct. Ziskané Ct hodnoty byly vyuzity pro vypocet relativni-
ho mnozstvi mRNA metodou 224t (Livak a Schmittgen, 2001). Vysledné hodnoty byly

vztazeny a normalizovany ke kontrolnimu genu Hprtl.

4.2 Stanoveni relativni genové exprese metodou Real-Time PCR

Pii experimentu byl testovan vliv fenofibratu, silymarinu a kombinace téchto latek na
zménu exprese mRNA gend pro P-gp (Abcbla, Abcblb), vybrané CYP (Cyplal,
Cyp3a23), a genu pro pregnanovy X receptor (Nrli2) v jaterni a ledvinové tkani potkant
SHR-CRP. Vybrané enzymy a transportér se podileji na biotransformaci xenobiotik.

4.2.1 Abcblaa Abcblb

2.0 2,0 TF
L OKontrola
L8 1 EEH 1.8 Fenofibrat
1.6 I 1.6 Silymarin
® Feno. + Silym.
1.4 A 1.4 1
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0,6 0,6
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, . X
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0,0 0,0
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Relativni mmnozstvi mRNA
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Graf 1: Exprese mRNA transportéru Abcbla a Abcblb v jaterni tkani (vpravo) a v ledvinné tkani (vlevo,
oznaceno pismenem L). Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + standardni chyba pramért, n>7. * p < 0,05;
** p <0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001 vi¢i kontrolni skuping. Feno. + Silym. — kombinace fenofibratu

a silymarinu.
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V grafu 1 jsou zobrazeny zmény v mnozstvi mRNA geni Abcbla a Abcblb v jaterni a
ledvinné tkéni. Nejvyraznéjsi zmény byly pozorovany v experimentalni diet¢ obohacené o
fenofibrat, ktery v jaterni tkani statisticky signifikantné snizil expresi Abcbla o 84 % opro-
ti kontrolni skupiné (p < 0,0001), exprese Abcblb byla snizena o 76 % (p < 0,01).
V ledvinach byla rovnéz pozorovana downregulace fenofibratem oproti kontrole, ale vy-
sledky nejsou statisticky vyznamné.

U skupiny oSetfené silymarinem byla v jatrech pozorovana statisticky vyznamna up-
regulace genu Abcbla, jehoZ exprese byla zvySena 0 55 % oproti kontrole (p<0,001). Ten-
to trend byl pozorovan i v ledvinach, kde mnozstvi exprimované mRNA oproti kontrole
vzrostlo 0 75 % (p < 0,01). V expresi genu Abcb1b neprobéhla v ptipadé jaterni tkané zad-
na zména, v ledvinach doslo k down-regulaci o 17 % oproti kontrole, naméfené hodnoty
jsou vsak statisticky insignifikantni.

Kombinace latek zptisobila statisticky vyznamné snizeni mnozstvi mRNA jaterni-
ho genu Abcbla o 68 % (p < 0,0001). V ledvinach doslo ke statiticky nevyznamnému
vzristu mRNA o 16 %. Gen Abcblb byl v obou tkanich statisticky nevyznamné down-

regulovan, v jatrech o 31 % a v ledvinach o 37 % oproti kontrolnim skupindm.
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Graf 2: Exprese mMRNA cytochromu P450 Cyplal v jaterni tkani (vpravo) a v ledvinné tkani (vlevo, oznade-
no pismenem L). Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + standardni chyba priméra, n>7. * p < 0,05; ** p <
0,01; ***p <0,001; **** p < 0,0001 vuci kontrolni skupiné. Feno. + Silym. — kombinace fenofibratu

a silymarinu.
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V grafu 2 jsou zobrazeny hodnoty mRNA genu Cyplal v jatrech (vpravo) a v ledvinach
(vlevo). V grafu lze pozorovat nejvyraznéjsi down-regulaci Abcbla v jaterni tkani oSetiené
fenofibratem o 78 %, oproti tomu v ledvinach prob¢hlo pouze mirné snizeni exprese 0 15
%.

Mnozstvi mRNA Cyplal v tkdnich oSetfenych silymarinem bylo v jatrech sniZzeno o
65 % oproti kontrole a v ledvinach o 26 %.

Kombinace fenofibratu a silymarinu zptsobila v jatrech, oproti samostatné¢ poddvanym
latkam, nejmirné&j$i down-regulaci o 58 % oproti kontrole. V ledvinné tkani naopak doslo
K nejvétsimu poklesu exprese Cyplal o 45 %. Zadna z naméfenych hodnot mMRNA genu

Cyplal vsak nevykazovala statistickou vyznamnost.
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Graf 3: Exprese mRNA cytochromu P450 Cyp3a23 v jaterni tkani (vpravo) a v ledvinné tkani (vlevo, ozna-
¢eno pismenem L). Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + standardni chyba prameérd, n>7. * p < 0,05; ** p <
0,01; ***p <0,001; **** p < 0,0001 vuci kontrolni skupiné. Feno. + Silym. — kombinace fenofibratu a

silymarinu.

V grafu 3 jsou zobrazeny zmény v mnozstvi mRNA genu Cyp3a23 v jaterni a ledvinné
tkani. Nejvyraznéjsi zmény byly pozorovany v experimentalni diet€ obohacené o fenofib-
rat, ktery v jaterni tkani statisticky signifikantné sniZil expresi Cyp3a23 o 44 % oproti kon-
trolni skupiné (p < 0,001), V ledvinach doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese

mRNA fenofibratem o 34 % (p < 0,05).
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Tkan¢ osetiené silymarinem vykazovaly téméf stejnou down-regulaci Cyp3a23, kon-
krétn€ v jatrech o 26 % a v ledvinach o 28 % oproti kontrole. Ziskané hodnoty nejsou sta-
tisticky vyznamné.

Kombinace fenofibratu a silymarinu zputsobila statisticky vyznamné snizeni mnozstvi
mRNA jaterniho Cyp3a23 o 40 % (p < 0,01). V ledvinach doslo ke statiticky nevyznam-
nému poklesu mRNA o 32 %.
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Graf 4: Exprese mMRNA jaderného receptoru Nrli2 v jaterni tkani (vpravo) a v ledvinné tkani (vlevo, oznace-
no pismenem L). Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + standardni chyba primért, n>7. * p < 0,05; ** p <
0,01; ***p <0,001; **** p < 0,0001 vici kontrolni skuping. Feno. + Silym. — kombinace fenofibratu a

silymarinu.

V grafu 4 jsou znazornény vypocitané hodnoty exprese mRNA genu pro jaderny receptor
Nrli2. Hodnoty nevykazuji statistickou signifikanci a rovnéZz nevykazuji vyrazné zmény

vuéi kontrole.

4.3 Stanoveni mnoZstvi proteinu v tkanich metodou Western blot

V ramci této diplomové prace bylo provedeno stanoveni mnozstvi proteinu ABCBI,
CYP1A1, CYP3A v jaternich a ledvinovych tkanich potkaniho modelu SHR-CRP, jakoZzto
doplnéni dat zRT-PCR. Jako referencni protein byl zvolen Glyceraldehyd-3-

fosfatdehydrogenasa (GAPDH), jehoz mnozstvi se mezi skupinami oSetfenymi raznymi
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dietami nelisi. V datech ziskanych touto metodou nebyla pozorovana zadna statisticka sig-

nifikance.
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Graf 5: Mnozstvi proteinu ABCB1 v jatrech (vpravo) a ledvinach (vlevo, oznaceno pismenem L). Hodnoty
jsou vyjadreny jako primér + standardni chyba pramért, n>7. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p

< 0,0001 vuci kontrolni skupiné. Feno. + Silym. — kombinace fenofibratu a silymarinu.

V grafu 5 je znazornéno relativni mnozstvi proteinu ABCB1 ziskaného z homogenatu ja-
terni tkané (vpravo) a ledvinné tkané¢ (vlevo, oznacené pismenem L). Vysledné hodnoty
nejsou statisticky vyznamné. V grafech je patrny podobny efekt pouzitych latek na mnoz-
stvi jaterntho ABCB1 a ledvinného ABCB1. Mnozstvi proteinu bylo podavanim fenofibra-
tu snizeno o 39 % v jatrech a 0 23 % v ledvinach.

Experimentdlni dieta obohacend o silymarin mnoZstvi proteinu ABCB1 zvysila
V jatrech o0 42 % a v ledvinach o 94 % oproti kontrole. Ve skupiné oSetfené kombinaci 1a-
tek doslo ke snizeni mnozstvi proteinu ABCB1 v jatrech o 52 %, v ledvinach naopak doslo
k 23% zvySeni mnozstvi proteinu ABCBI1 oproti kontrolni skupiné. Ani jedna hodnota

vSak neni statisticky vyznamna.
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43.2 CYP1Al
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Graf 6 Mnozstvi proteinu CYP1AL v jatrech (vpravo) a ledvinach (vlevo, oznaceno pismenem L). Hodnoty
jsou vyjadfeny jako pramér + standardni chyba pruméra, n>7. * p <0,05;** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p

< 0,0001 vici kontrolni skuping. Feno. + Silym. — kombinace fenofibratu a silymarinu.

V grafu 6 jsou vyobrazena stanovena mnozstvi proteinu CYP1A1 jatrech a v ledvinach,
viz. legenda. Skupina oSetfena fenofibratem vykazuje statisticky nevyznamny narGst
mnozstvi CYP1A1 o 42 % v jatrech a 0 8 % v ledvinach oproti kontrole. Mnozstvi
CYPI1A1 bylo naopak vice ovlivnéno v ledvinach, kde vzrostlo o 58 % oproti kontrole. U
skupiny oSetfené kombinaci latek byl pozorovan nariist CYP1A1 u obou tkani, v jatrech o
62 % a v ledvinach o 79 % oproti kontrole. Ziskané hodnoty vsak nedisponuji statistickou

vyznamnosti.
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Graf 7: Mnozstvi proteinu CYP3A v jatrech (vpravo) a ledvinach (vlevo, oznaceno pismenem L). Hodnoty
jsou vyjadreny jako primér + standardni chyba pruméra, n>7. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p

< 0,0001 vuci kontrolni skupiné. Feno. + Silym. — kombinace fenofibratu a silymarinu.

V grafu 7 lze pozorovat markantni, avSak statisticky insignifikantni, rozdil mezi mnoz-
stvim proteinu CYP3A v jatrech a ledvinach. Fenofibrat zptsobil v jatrech zvySeni mnoz-
stvi CYP3A o 95 % oproti kontrole, naopak v ledvinach doslo k ubytku proteinu o 39 %.
V jaterni tkani doslo u skupiny oSetfené silymarinem K nartistu mnozstvi proteinu CYP3A
0 60 % oproti kontrole, v ledvinach doslo k 30% ubytku proteinu. Kombinace latek v obou
tkanich zpulsobila nariist mnoZzstvi proteinu. V jaterni tkani doslo k naristu o 162 % oproti

kontrole.
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4.4 Diskuze

Hlavnim cilem diplomové prace bylo stanoveni vlivu fenofibratu, silymarinu a kombinace
téchto latek na expresi mRNA a proteinu vybranych cytochromt P450, které se podili na
biotransformaci xenobiotik, a transportéru P-glykoproteinu, ovliviiujicim absorpci, distri-
buci a eliminaci toxickych latek v organismu. Pro experiment byla zvolena metoda RT-
PCR pro méteni exprese mRNA a Western blot pro stanoveni mnozstvi proteinu v tkanich.
Pro experiment byly zvoleny tkan¢ potkaniho modelu SHR-CRP, konkrétné jaterni a led-
vinova tkan.

ABCBI transportni protein, ¢asto nazyvany P-glykoprotein, ktery vyznamné ovliviiuje
biologickou dostupnost, distribuci a také exkreci cizorodych latek. U potkant je kédovan
geny Abcbla a Abcblb. V ramci diplomové prace na pokusnych SHR-CRP potkanech byl
pozorovan vyznamny vliv fenofibratu na expresi jaterni mMRNA Abcbla, u kterého doslo
k 84% snizeni exprese (p<0,0001). Pozorovana byla i down-regulace Abcblb o 76 %
(p<0,01). Snizeni exprese téchto gend byla pozorovana i v ptipad¢ ledvinné tkané, ale zis-
kané hodnoty postradaji statistickou vyznamnost. Jak fenofibrat samotny, tak v kombinaci
se silymarinem, doslo k vyznamné down-regulaci sledované mRNA. Tyto vysledky jsou
v souladu s dfive publikovanymi vysledky pracovisté pozorovanymi na HHTg potkanech.
V ramci citované studie byl samctim hereditarné hypertriglyceridemickym potkantim po-
davan fenofibrat v davece 100 mg a 25 mg na kg télesné hmotnosti (Poruba a kol., 2019).
Dosavadni studie neprokazaly u P-gp vyznamné inhibi¢ni G¢inky vlivem fenofibratu. N¢-
které studie, hlavné ty, kde jsou pfedmétem studia bunééné linie, vSak poukazuji na mirnou
down-regulaci ABCBI transportéru (Yamazaki a kol., 2008). Uginek fenofibratu na P-gp
muze byt klinicky vyznamny, kvili podstatnému efektu P-gp na omezeni biologické do-
stupnosti, distribuci a exkreci 1é¢iv (Montesinos a kol., 2014). N¢které recentni Studie pou-
kazuji i na exkreci lipidi prostiednictvim P-gp (Aye a kol., 2009). Zjisténé vysledky mo-
hou mit vyznamny dopad na soubézné podavani fenofibratu s jinymi 1é¢ivy, ktera jsou sub-
straty P-gp. Teoreticky mize dochéazet ke zvySeni jejich biologické dostupnosti a kumulace
vlivem snizené exkrece. Potencidlné¢ mize dochazet také k distribuci 1é¢iv do jinak odd¢le-
nych kompartmenttl, jako napt. CNS. Avsak pro posouzeni klinického dopadu, je potieba
provést idedlné farmakokinetické stu-die pii soubézném podavani obou l1éCiv.

U skupiny oSetfené silymarinem byla pozorovana up-regulace exprese genu Abcbla o

55 % oproti kontrolni skupiné (p<0,001), u genu Abcb1b neprobéhla oproti kontrole zadna
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statisticky vyznamna zména. V piedchozich studiich na potkanech Wistar byl pozorovan
induk¢ni efekt silymarinu na riizné ABC transportéry (Vecera a kol., 2011). Ve skupiné
oSetfené¢ kombinaci obou latek doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese mRNA v
genu Abcbla, jehoz detekované mnozstvi mRNA bylo o 68 % méné, nez u kontrolni sku-
piny (p<0,0001). Méteni exprese mRNA v ledvinach ukazalo statisticky vyznamné zmény
exprese geni Abcbla ve skupiné oSetfené silymarinem, jehoz mRNA vzrostlo o 75 %
oproti kontrole (p<0,01). Dusledkem up-regulace téchto genti mize byt zména farmakoki-
netiky jinych 1éCiv interagujicich s P-gp, omezeni distribu¢nich procest a ptipadné zvysSena
exkrece. Avsak klinickd vyznamnost tohoto nalezu se zda byt mald. V ramci diplomové
prace byla provedena analyza zmény mnozstvi proteinu P-gp metodou Western blot. Na-
méfené hodnoty proteinu ABCB1 nejsou statisticky vyznamné, avsak v grafu Ize pozorovat
podobnost mezi mnozstvim mRNA Abcbla a mnoZstvim proteinu ABCBI1 v jednotlivych
skupinach. Rozdil byl pozorovan v ledvindch oSetienych kombinaci latek, kde doslo
k mirnému zvys$eni mnozstvi ABCB1.

CYP1ALl je enzym, ktery je zapojen do reakci prvni faze metabolismu xenobiotik, je-
hoz substraty jsou latky obsahujici ve své molekule aromatické uhlovodiky. CYP1AI se
ucastni naptiklad metabolismu teofylinu, riznych flavonoidd, ¢i polynenasycenych mast-
nych kyselin. V experimentu na bunééné linii lidského prsniho adenokarcinomu MDA -
MB-231 oSetfenych fenofibratem bylo pozorovano sniZeni aktivity enzymu CYP1Al, z
¢ehoz se da predpokladat, Ze v jaterni tkani dojde ke zménam v expresi mMRNA (Nguyen a
kol., 2017). Hodnoty ziskané v experimentalni ¢asti diplomové prace ukazuji u genu
Cyplal 78% pokles u skupiny oSetiené fenofibratem, ale vysledky jsou statisticky nevy-
znamné. Divodem je vysoka biologicka variabilita mezi zkoumanymi jedinci. U skupiny
oSetfené silymarinem doSlo ke sniZeni exprese genu Cyplal, podobné jako byla pozorova-
na down-regulace proteinu CYP1A1 v jaterni tkani potkaniho modelu Wistar (Kiruthiga a
kol., 2013). Snizeni exprese Cyplal a snizeni mnozstvi jeho proteinu mize byt vyznamné
pro farmakokinetiku 1é¢iv (napf. riociguat nebo granisetron), které jsou substratem pro
CYP1A1 (Lang a kol., 2019). Ziskana data nejsou statisticky vyznamna kvuli vysoké bio-
logické variabilité vzorki. U stanoveného mnoZzstvi proteinu CYP1A1 nebyla pozorovana
korelace mezi expresi mRNA, zaroven nebyly ani ziskany statisticky vyznamné vysledky.

Gen Cyp3a23 je u potkant identicky s genem Cyp3al a kdduje protein CYP3A1. Jedna
se o hlavni jaterni formu cytochromi P450 3A. V RT-PCR experimentu byla pozorovana

statisticky vyznamna down-regulace genu Cyp3a23 u skupiny oSetfené fenofibratem o
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43 % (p <0,001) a kombinaci 1é¢iv 0 40 % (p<0,01) v jatrech. Ve studii vlivu kyseliny
fenofibrové na farmakokinetiku a farmakodynamiku warfarinu byl pozorovan inhibi¢ni
vliv na CYP2C6 a CYP1A2, pii¢emz doslo i k omezeni metabolismu warfarinu (Guo a
kol., 2018). Existuji ¢lanky o moznych inhibi¢nich ucincich fenofibratu na cytochromy
P450, ale dosud nebylo znamo o statisticky vyznamné down-regulaci mRNA Cyp3a23
V ledvinné tkani doslo k statisticky vyznamné down-regulaci Cyp3a23 ve skupin¢ oSetiené
fenofibratem, kde doslo k down-regulaci o 34 % oproti kontrole (p<0,05). U ostatnich
hodnot nebyla pozorovana zadna statisticky vyznamna zména. Podobné¢, jako u Cyplal a
jeho proteinu, mize byt fenofibrat vyznamny v kombinaci s jinym 1é¢ivem, které je sub-
stratem pro CYP3AL. Muze dojit ke zvySeni biologické dostupnosti a zpomaleni jeho ex-
krece.

Gen Nrli2 koduje nuklearni pregnanovy X receptor (PXR), ktery se podili na regulaci
exprese genu biotransformacnich enzymut a transportéri. Mezi nejvyznamnéjsi enzymy
jicim, enzymim vV lidském téle, dale pak CYP2B6, ¢i CYP2C9 (Chen a kol., 2015).
K vyznamnym transportnim proteinim regulovanym PXR patii P-gp. Indukce exprese P-
gp prostfednictvim PXR byla prokazana naptiklad ve studii prase¢iho PXR (pgPXR)
v hematoencefalické bariéfe, kde byla pozorovana up-regulace P-gp aktivaci pgPXR Rifa-
mpicinem a Hyperforinem (Ott a kol., 2009). Interakci xenobiotika s PXR dochazi vétsi-
nou k up-regulaci geni biotransformaénich enzyml a ¢aste¢né i transportnich proteind,
¢imz muze dojit k vyznamnému ovlivnéni farmakokinetickych interakci 1éciva
v organismu (Pavek a Dvotak, 2008). V této diplomové praci nebyly pozorovany statistic-
ky vyznamné zmény v expresi Nrli2 oproti kontrolni skuping. Fenofibrat ani Silymarin
nejsou, dle literatury, ligandy PXR. Fenofibrat je ligandem jaderného receptoru PPARa
(Toda a kol., 2003) a Silymarin interaguje s farnesoidnim X receptorem (FXR) a nuklear-
nim faktorem kappa B NF-«xB (Gu a kol., 2016).
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5. Zavér

Cile, které byly stanoveny, byly splnény. V rdmci teoretické ¢asti byla vypracovana lite-
rarni reSerSe, jejiz tématy byly procesy a enzymy zapojené do biotransformace xenobiotik,
dalsi proteiny ovliviiujici distribuci xenobiotik, popis fenofibratu, silymarinu a popis labo-
ratornich modelt vyuzivanych ve farmakologii.

Experimentalni ¢ast byla ¢lenéna na stanoveni zmén exprese mRNA genti Abcbla,
Abcblb, Cyplal, Cyp3a23 a Nrli2 v jaterni a ledvinné tkani metodou RT-PCR, a dale
stanoveni mnozstvi proteinu ABCB1 (P-gp), CYP1Al a CYP3A metodou Western
blot. Vysledky ukazuji, Ze fenofibrat snizuje v jatrech i ledvinach expresi mRNA vsech
sledovanych gent. Silymarin snizuje mnozstvi exprimované mRNA genl pro oba pozoro-
vané cytochromy P450, ale statisticky vyznamné zvySuje expresi genu Abcbla. ZvySenim
exprese P-gp mlze dojit ke zméndm farmakokinetiky jeho substrati a tim ke zméné jejich
farmakokinetickych vlastnosti. Dusledkem mize byt riziko 1ékovych interakci. Kombinaci
fenofibratu a silymarinu byla statisticky vyznamné snizena exprese mRNA gend Abcbla a
Cyp3a23 v jatrech, ale inhibice probéhla mirngji nez v experimentalni diet¢ obohacené o

samotny fenofibrat.
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