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Souhrn

Hyperlipidémie, spojend v mnoha piipadech s obezitou, je velmi zavaznym faktorem
zvySujicim  riziko ischemické choroby srdeCni, kterda je nejCastéjsi pficinou
mortality dosp¢lé populace. Proto se védci neustdle zabyvaji vyzkumem 1é¢iv, ktera snizuji
hladinu plasmatickych lipida v jatrech.

Tato bakalaiska prace se nejprve strucné zabyva metabolismem xenobiotik, ktery

vyznamné ovliviiuje intenzitu u¢inku a zaroven dobu ptisobeni podaného 1é¢iva.
Vv oxidativnim metabolismu klinicky pouzivanych 1é¢iv, ale i mnoha dalSich latek. Dale je
pozornost vénovéana vybranym zejména potkanim, ale i lidskym formadm cytochromti P450,
je CYP3A4. CYP3A4 ma velmi Sirokou substratovou specifitu a metabolizuje témét 60 %
vSech klinicky pouzivanych 1é¢iv.

Dalsi ¢ast prace se zabyva farmakologii latek ovliviiujicich plasmatické lipoproteiny a to
konkrétné latkami inhibujici syntézu cholesterolu — statiny. Nejnovéj$im klinicky pouzivanym
syntetickym inhibitorem HMG-Co0A reduktasy je rosuvastatin. Klinické studie ukazuji, Ze
rosuvastatin, ve srovnani s jinymi statiny, se méné ucastni na lékovych interakcich se
soucasné podavanymi léky.

V posledni kapitole teoretické Casti je popsan princip real-time PCR, coz je moderni
molekularng-biologicka technika umoznujici rychlou, citlivou a spolehlivou detekci
a kvantifikaci specifického tiseku DNA nebo RNA. PCR je zalozena na opakujicich se
cyklech enzymové syntézy novych fetézcti pomoci DNA-polymerasy. Vyhodou této metody
je, ze umoznuje sledovat nartist amplikonti béhem kazdého cyklu reakce v tzv. redlném cCase.

Cilem experimentalni ¢asti bylo zjistit, zda ma podavani rosuvastatinu experimentalnim
zvifatim (potkantim) efekt na expresi mRNA u vybranych cytochromi P450 ucastnici se
metabolismu xenobiotik. Vysledky experimentu poukédzaly na to, Ze pii podavani

rosuvastatinu doSlo k mirnému zvyseni hladiny mRNA u CYP2C6.



Summary

Hyperlipidemia associated in many cases with obesity is a serious risk factor for coronary
heart disease, which is the main cause of mortality in the adult population. Therefore,
scientists are still interested in a research of drugs lowering blood plasma lipids in the liver.

At the beginning of this bachelor thesis the metabolism of xenobiotics, which significantly
affects intensity and duration of the pharmacological effect of the drugs is shortly described.

This part is followed by a chapter describing the role of cytochromes P450
in the metabolism of drugs and many other chemical compounds. A breaf information about
the most important forms of cytochromes P450, which have been studied in the experimental
part of this work; is included in this chapter. The CYP3A4 enzyme is the most important form
of cytochromes P450 as it has a broad substrate specificity and is responsible for metabolism
of almost 60 % of all clinically used drugs.

In the next chapter, the issue on therapy of dyslipidemia concentrating especially on statins
— the drugs inhibiting the synthesis of cholesterol - is broadly disscused. The newest clinically
used synthetic inhibitor of HMG-CoA reductase is rosuvastatin. Clinical studies show that
rosuvastatin is less involved in drug interactions on the level of drug metabolism
by cytochromes P450 with comparison to other statins.

The last chapter of the theoretical section describes the principle of real-time PCR, which
is amodern technique of molecular biology which enables rapid, sensitive and reliable
detection and quantification of a specific DNA or RNA segments. PCR is based
on the repeating of thermal cycles of enzymatic synthesis of new nucleic acid molecules
by DNA polymerase. The advantage of this method is the fact that it allows the monitoring
of an increasing number of amplicons formed in each PCR cycle in real time.

The aim of the experimental part of this bachelor thesis was to determine whether
rosuvastatin had a significant effect on the level of mMRNA of several cytochromes P450 after
administration to rats. The results have shown that the administration of rosuvastatin to rats
has led to weak increase of CYP2C6 mRNA level.



Cil prace

Cilem mé¢ bakalaiské prace bylo sezndmeni se s problematikou metabolismu 1é¢iv na
urovni CYP a z né&j plynoucich potencialnich 1ékovych interakci se zaméfenim na skupinu
hypolipidemik.

Ukolem experimentalni ¢asti  bylo sledovani vlivu rosuvastatinu, jednoho
z nejpredepisovangjSich hypolipidemik, na expresi vybranych potkanich CYP ucastnicich se
metabolismu [éCiv.

V ramci vypracovani experimentalni ¢asti jsem méla moznost osvojit si vybrané

molekularné-biologické techniky, ¢imz byl splnén piedpokladany cil prace.
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Uvod

Hypolipidemika patii v dnesni dobé mezi jedny z nepiedepisovanéjsich 1é¢iv vibec. Je to
dano predevSim znacnym vyskytem civiliza¢nich chorob, které s sebou dnes$ni uspéchana
doba piinasi. V minulosti byla zaznamenana ftada 1€kovych interakci nékterych
hypolipidemik, vznikajicich zejména z divodu ovlivnéni jejich metabolismu na urovni
cytochromi P450 (CYP). Na =zakladé¢ snizené eliminace hypolipidemik z organismu
v dtsledku inhibice jejich metabolismu CYP soucasné podanym inhibitorem dané formy CYP
(1écivo ¢i jiné xenobiotikum) dochazelo k vyskytu zavaznych nezadoucich G¢inkli (myopatie,
rhabdomyolyza). Tento fakt piimé¢l farmaceutické firmy k tomu, aby se zabyvaly vyvojem
novych hypolipidemik s omezenym vyskytem zavaznych nezadoucich ucinkt. Diky tomu se
na trhu objevily v relativné nedavné dobé¢ dalsi latky s hypolipidemickym t¢inkem, které se
od ptvodnich struktur 1i8i v fad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti. V ptedchozich letech byl
zajem farmakologl zejména soustfedén na to, kterd hypolipidemika jsou metabolizovana CYP
a jakéd forma CYP je za metabolismu dané¢ho hypolipidemika zodpovédna. Bylo zjisténo, ze
rosuvastatin neni substratem zadného z vyznamnych CYP podilejicich se na metabolismu
léciv. Naproti tomu naptiklad atorvastatin je substraitem CYP3A4, coz mize vést
k nezadoucim ucinkiim. Ve srovnani se studiem metabolismu hypolipidemik, CYP
a ptipadnych lékovych interakcich vyplyvajicich z poSkozené biotransformace téchto 1écCiv,
nebylo doposud vénovano dosti pozornosti moznému indukénimu ucinku hypolipidemik na
vyznamné CYP TUcastnici se metabolismu 1é¢iv. Rosuvastatin neni ve véEtsi mife
metabolizovan CYP a tak je povaZovan za relativné bezpecny z hlediska vyskytu zdvaznych
nezadoucich ucinkd. Bylo proto zajimavé zabyvat se studiem jeho mozného u¢inku na expresi
nékterych z vyznamnych CYP. Jako experimentdlni model byli zvoleni samci potkant

S vyvinutym metabolickym syndromem.
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Teoreticka cast

1. Metabolismus xenobiotik

Jednim z prvnich krokl ke studiu metabolismu se stal v roce 1828 poznatek Friedricha
Woehlera, ktery syntetizoval mocovinu pomoci tepelného rozkladu kyanatanu amonného.
Tato syntéza se stala dikazem toho, ze veskeré déje v zivych organismech jsou vysledkem
chemickych reakci.

Kazdy zivy organismus se sklada z latek télu vlastnich, ale neustéle je nucen se potykat
S ptisunem latek z vnéjSiho prostfedi. Takové latky jsou oznacovany jako latky cizorodé
neboli xenobiotika. Mezi xenobiotika patii zejména 1é¢iva, environmentalni polutanty, drogy
nebo naptiklad primyslové chemikalie.

Hlavnim organem, ve kterém probihd metabolismus cizorodych latek neboli také jinymi
slovy biotransformace, jsou jatra. Dnes je jiz znamo, ze K pfeméné xenobiotik dochazi
I v mnoha mimojaternich tkanich, mezi které patii ledviny, plice, placenta ¢i napiiklad stieva.
Organismus se snazi cizorodé latky z téla vyloucit, pfedev§im moci a stolici. Tento déj vSak
neni tak jednoduchy, protoze vétSina xenobiotik patii mezi latky nepoldrni povahy. Aby
mohly byt cizorodé latky snadnéji vyluCovany z téla, musi byt pfevedeny na své polarni
metabolity (metabolismus neboli také biotransformace). Xenobiotika respektive 1é¢iva maji
na organismus fadu farmakologickych, ale i1 toxickych ucinki. Biotransformaci dochazi
ve vétsing piipadil k detoxikaci, tedy pfevedeni parentniho 1é€iva na méné toxicky metabolit.
Rychlost biotransformace tak ovliviiuje intenzitu ucinku a zaroven dobu pasobeni podaného
1é¢iva. Nékdy vsak miize dojit k tvorbé metabolitd, které jsou vice farmakologicky aktivni,
ptipadné toxické ve srovnani s parentni latkou. V tomto ptipadé hovoiime o tzv. metabolické
aktivaci.

Metabolismus 1é¢iv byva nékterymi autory c¢lenén do jednotlivych fazi. Proces je
zahajovan fazi 0, které ve vétsSing ptipadi odpovidd import xenobiotika do bunky. Nésleduje
faze 1. V této fazi dochazi k oxidoredukénim a hydrolytickym reakcim. Vysledkem téchto
reakci je odhaleni nebo vneseni polarni funkéni skupiny do molekuly parentni latky
(napt. -OH, -SH, -COOH). Faze II. je také nazyvana fazi konjugacni, protoze pii ni dochazi
ke zvySeni polarity xenobiotik spojenim s endogenni siln€ polarni funkéni skupinou, jejimz
donorem je endogenni latka tzv. konjugacni €inidlo, naptiklad kyselina glukuronova ¢i sirova.
Posledni fazi je faze I1I., pti které je zajiStén export metabolitl z buiiky prostfednictvim fady

transportéra (Dvorak et Cvek, 2011).
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2. Cytochromy P450 (CYP)

Cytochromy P450 tvoii nadrodinu hemovych (hemoproteinovych) enzymt, které nesou
hemovou prosthetickou skupinu (pevna integralni soucast enzymu) (Lewis et Ito, 2008). CYP
xenobiotik, a to zejména ve fazi I. (Martignoni et al., 2006). Nazev cytochrom P450 vychazi
z faktu, 7e redukovana forma enzymu v komplexu s oXidem uhelnatym vykazuje silné
absorp¢ni maximum v UV-VIS spektru pfi 450 nm, znazornéno na Obr. 1 (Anzenbacher

et Anzenbacherova, 2001).

0.06
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0.04
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0.01+
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0.00 -

-0.01 T T T T
400 420 440 480 430 500
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Obr. 1: Absorbéni maximum v UV-VIS spektru pii 450 nm komplexu CYP a CO.
(ptevzato z Choi et al., 2003)

Fylogeneticky se jedna o velmi stary systém, ktery béhem evoluce zaznamenal mnoho
zmén. Priblizny pocet znamych CYP je podle GenBank databaze kolem 1200. CYP mlZeme
nalézt u bakterii, hub, rostlin, zivo¢ichli véetné cloveka. Pocet CYP u bakterii pfesahuje 20,
u ¢lovéka je jich kolem 60 a rostliny maji zhruba 300 riznych CYP. Rostliny potiebuji své
CYP pro syntézu pigmentu, rastovych regulatorii a pro syntézu obrannych toxini. Lidskeé
CYP jsou zapojeny také v biosyntéze ftady biologicky aktivnich latek (Anzenbacher
et Anzenbacherova, 2001).

14


http://cs.wikipedia.org/wiki/Oxid_uhelnat%C3%BD

Velky pocet objevenych genti si vyzadal jednotnou nomenklaturu, zaloZenou na shod¢
sekvenci aminokyselin v proteinovém fetézci jednotlivych forem. Nadrodina CYP se d¢€li na
rodiny, které maji 40% shodu sekvenci v primarni struktufe, podrodiny (55% shoda) a na
konkrétni enzymy, které jsou doplnény arabskymi ¢islicemi, které charakterizuji rizné funkce
enzymu. V lidském genomu se doposud podafilo identifikovat 57 genti pro riizné formy CYP,
které lze zaradit do 18 rodin a 43 podrodin (http://www.Ifhk.cuni.cz, 31.10.2011). Ptehled
vybranych forem CYP metabolizujicich xenobiotika u Clovéka a potkana, jsou uvedeny

v Tab. I.

Tab. I: Vybrané formy CYP podilejici se na metabolismu xenobiotik u ¢lovéka a potkana,

které byly sledovany v experimentalni ¢asti bakalarské prace.

Rodina Podrodina Formy CYP u Formy CYP u
Clovéka potkana
CYP2 C 2C9 2C6
2C11*
E 2E1 2E1
CYP3 A 3A4 3A1/3A23
3A5 3A2*
3A9*
3A18*
3A62

* odliSnost podle pohlavi

Jednotlivé CYP se lisi v substratové a reakéni specifité, v tkanové a bunééné lokalizaci
ave zpusobu regulace. CYP podilejici se na metabolismu 1é€iv a jinych xenobiotik jsou
lokalizovany v buiikdch v membranach endoplazmatického retikula. Nejvice se vyskytuji
v jatrech, dale pak meéné v dalSich tkénich napt. v plicich, srdci, mozku a placenté.
Kvantitativni zastoupeni forem jednotlivych CYP v jatrech je zobrazeno na kold¢ovém grafu

na Obr. 2.
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Obr. 2: Kvantitativni zastoupeni forem jednotlivych CYP v jatrech.

(pfevzato z Evans et Relling, 1999)

CYP jsou tzv. oxidasy se smiSenou funkci, jinymi slovy monooxygenasy. CYP jsou

schopny vazat a aktivovat molekulu kysliku, zniz jeden atom je vndSen do molekuly

substratu a druhy atom tvofi vodu. Proto jsou Castym typem reakci, které CYP katalyzuji,

hydroxylace. Katalyticky cyklus CYP je zobrazen na Obr. 3.

RH+0, + NADPH +H* — ROH + H, O + NADP*

Nové¢ vzniklé metabolity jsou Casto dale konjugovany s endogennimi latkami za vzniku

vysoce polarnich latek, které jsou zpravidla snadno eliminovény z téla ve stolici nebo v moci.

CYP hraji vyznamnou tlohu i v oxidativnim metabolismu endogennich molekul, jako jsou

vitaminy, Zlucové kyseliny a hormony.
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Obr. 3: Katalyticky cyklus CYP.

(pfevzato z Anzenbacher et Anzenbacherova, 2001)

2.1 Vybrané formy CYP

211 CYP3A4

Nejdulezitéjsi z cytochromti P450 metabolizujici 1é¢iva je CYP3A4. Jeho struktura je
zobrazena na Obr. 4. Tento enzym se vyskytuje nejvice v jatrech (tvoii az 30 % jaternich
CYP) a ve stievé (70 % stievnich CYP). CYP3A4 ma velmi Sirokou substratovou specifitu
a metabolizuje téméf 60 % vSech klinicky pouzivanych 1é¢iv (http://www.Ifhk.cuni.cz,
31.10.2011). Tento fakt vSak mtze vést ke vzniku nezadoucich 1ékovych interakci na Grovni
metabolismu 1é¢iv, které mohou mit pro clovéka v krajnich piipadech i1 velmi zévazné
nasledky. Exprese CYP3A4 miZe byt zna¢né zvySena prostifednictvim aktivace transkripénich
faktorti, nékterymi latkami fungujicimi jako induktory. Indukce CYP3A4 je vyvoldna
predevsim aktivaci PXR receptoru (Pregnanovy X receptor). Silnym induktorem CYP3A je
napiiklad rifampicin. Velmi studovanym inhibitorem CYP3A u ¢lov€ka 1 zvifat je
ketoconazol, ktery interaguje s mnoha substraty CYP3A a miZze byt pfi¢inou fady lékovych

interakci.
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U potkani je CYP3A podrodina zastoupena zejména formou CYP3AIl, CYP3A9 ¢i
CYP3A18. Typické substraty, inhibitory a induktory CYP3A4 jsou uvedeny v Tab. Il

Tab. 1I: Ptehled nejdilezitéjsich substratd, inhibitord a induktori CYP3A4.

(pfevzato z http://www.psychresidentonline.com, 26.3.2012)

CYP3A4
substrat inhibitor induktor
ketokonazol, itrakonazol, rifampicin, karbamazepin,

antiarytmika, triazolové
benzodiazepiny, statiny

S vyjimkou rosuvastatinu a

ritonavir, modafinil,

fenobarbital, fenytoin

fluoxetin, fluvoxamin,
diltiazem, verapamil,
nefazodon, haloperidol,

pravastatinu, karbamazepin,
pimozid, ciprofloxacin,

kyselina valproova, kodein,
buprenorfin, makrolidova norfloxacin
antibiotika (erythromycin,
klarithromycin),
betablokatory, paroxetin,

imipramin, sertralin

Obr. 4: Struktura CYP3A4.
(ptevzato z Henry, 2004)
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212 CYP2E1

Struktura CYP2E je mezidruhové velmi podobnd, naptiklad lidsky CYP2EI je s potkanim
identicky z 80 % (Martignoni et al., 2006). CYP2E1 tvoii piiblizné¢ 6 % z celkové hladiny
CYP v jatrech a ucastni se metabolismu pfiblizn¢ 2% 1é¢iv. Ve fyziologickych procesech
hraje dilezitou roli v detoxifikaci. Je znamo, Ze se tento enzym podili na biotransformaci jak
ethanolu a acetonu, tak i fady jinych nizkomolekularnich latek jako je naptiklad chloroform,
ethylen dibromid, benzen nebo vinylchlorid. Dale je CYP2E1 zodpovédny za metabolismus
nitroamind, ¢imz se podili na vzniku jejich karcinogennich metabolitd. Hladina CYP2EL1 je
ovlivnéna nejen ethanolem, acetonem a pyrazolem, ale i patologickym stavem (cukrovka,
hladovka). CYP2E1 miZze byt indukovdn nékterymi komponentami v jidle, napf.
diallylsulfidem obsazenym v ¢esneku nebo v cibuli. Piehled nejvyznamnéjSich substrati,

inhibitord a induktort je uveden v Tab. 1.

Tab. I1l: Piehled nejdulezitéjsich substrati, inhibitort a induktort CYP2EL.

(prevzato z http://medicine.iupui.edu, 26.3.2012)

CYP2E1
substrat inhibitor induktor
enfluran, isofluran, halotan, diethyldithiokarbamat, ethanol, izoniazid
acetaminofen, chlorzoxazon, disulfiram

teofylin, etanol, N, N-
dimethylformamid

2.1.3 CYP2C

Podrodina CYP2C u c¢lovéka zahrnuje 4 formy: CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18
a CYP2C19. CYP2C metabolizuji piiblizné¢ 16 % klinicky pouzivanych 1éciv (Doherty
et Charman, 2002). CYP2C8 a CYP2C9 predstavuji 95 % veskerych CYP2C u ¢lovéka. Zbylé
formy CYP18 a CYP19 maji zastoupeni pouze 5% z CYP2C a jejich exprese je minoritni
(Romkes et al., 1991). CYP2C8, CYP2C9 a CYP2C19 proteiny jsou primarné lokalizovany
Vv jatrech, kde tvoii pfiblizné 20 % vSech jaternich CYP (Shimada et al., 1994). CYP2C9
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metabolizuje fadu klinicky vyznamnych lé¢iv. Nejvyznamnéj$im inhibitorem CYP2C9 je
sulfafenazol, ktery se vaze na hemovou skupinu CYP2C9. Mezi dal$i vyznamné inhibitory
CYP2C9 patti naptiklad flukonazol, inhibitory HMG-Co0A reduktas a fluvastatin (Transon
etal., 1996).

U potkanti jsou nejvyznamngjsi formy CYP2C6 a CYP2C11, které metabolizuji podobné
substraty jako lidsky CYP2C9 (naptiklad diklofenak). Prehled nejvyznamnéjSich substrati,
inhibitord a induktora CYP2C6 je uveden v Tab. IV.

Tab. IV: Prehled nejdilezitéjSich substrati, inhibitort a induktortt CYP2C6.
(pfevzato http://medicine.iupui.edu, 26.3.2012)
CYP2C9
substrat inhibitor induktor
nesteroidni antiflogistika, flukonazol, amiodaron, rifampicin
peroralni antidiabetika, lovastatin, sulfafenazol,
sartany, fluvastatin, warfarin, fenofibrat, sertralin

2.2 Receptory zprostiedkujici indukci CYP

Kindukci CYP dochéazi diky interakci fady xenobiotik s tzv. transkripénim faktorem,
jejimz vysledkem je zvySovani hladiny mRNA a néslednd syntéza proteinii daného enzymu.
Transkripéni aktivace je zprostiedkovéna piedevSim intracelularnimi receptory. Mezi tyto
intracelularni receptory patii, PXR receptor (Pregnane X Receptor), CAR receptor
(Constitutive Androstane Receptor), AhR receptor (Aryl Hydrocarbon Receptor) a PPAR «
receptor (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor alpha).

Pregnanovy X receptor (PXR) je jaderny ligandem-aktivovany transkripcni faktor, ktery je
aktivovan strukturalné odliSnymi slou¢eninami a slouzi jako xenosenzor steroidi a xenobiotik
(Chang et Waxman, 2005). U lidi je tento receptor exprimovan pievazné v jatrech, ledvinach
a v tenkém streveé, kde reguluje transkripci velkého souboru genti. PXR ma také vyznamnou
ulohu jako regulator metabolismu lipid, sacharidli, cholesterolu, Zluovych kyselin

avitaminu D. Transkripéné aktivni forma PXR je heterodimer PXR-RXR, kde RXR je
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receptor pro kyselinu cis-retinovou (Retinoid X Receptor). Mezi ligandy PXR receptoru patii
fada klinicky pouzivanych léCiv, jako je naptiklad rifampicin. Cilovym genem PXR receptoru
je gen pro CYP3A4. U potkanti je ligandem pro PXR napftiklad dexamethason, ktery idukuje
CYP2B.

DalSim receptorem zprostfedkujicim indukci nékterych CYP je AhR. AhR receptor se
vyskytuje predevsim v cytoplazmé jater, placenty, a srdce. Mezi jeho hlavni ligandy patfi
organické slouceniny, jako jsou polyaromatické uhlovodiky, dioxiny a polychlorované
bifenyly (Dvorak et Cvek, 2011). Po vazb¢ ligandu na AhR dochazi ke konformacni zméné
receptoru a ten se nasledné¢ translokuje do jadra. Zde tvofi hetorodimer AhR-ARNT (AhR
jaderny translokator), ktery se vaze na specifické DNA elementy — DRE (Dioxin-Responsive
Elements) nebo XRE (Xenobiotic-Responsive Elements). Nasleduje transkripce piislusného
useku DNA (Kawajiri et Fujuu — Kuriyama, 2007). AhR zprostiedkovava predevsim indukci
CYP1Al a 1A2 (Roberts et al., 2000).

CAR receptor, neboli NR1I3 je lokalizovan v cytosolu jater a ledvin. Transkripéné aktivni
forma CAR je CAR-RXR, tento heterodimer se vaze na ptislusné useky DNA. Mechanismus
aktivace CAR neni jesté zcela znamy (Dvoiak et Cvek, 2011). CAR zprostiedkovava indukci
zejména CYP2C9 a CYP3A4.

PPARa, nazyvany také NR1C1 je ligandem-aktivovany transkripéni faktor. Mezi tyto
ligandy patii hypolipidemické fibraty 1é€iv (gemfibrozil, klofibrat a fenofibrat), které jsou
klinicky pouzivané k 1é€bé& hyperlipidémie. DalSimi ligandy mohou byt pfirodni komponenty,
zejména mastné kyseliny a jejich derivaty, jako naptiklad eikosanoidy. PPARa jsou tedy
exprimovany predev§im v tkénich, kde dochazi ke katabolismu mastnych kyselin.
Transkripné aktivni forma PPARa tvoii heterodimer s RXRy, ktery se vyznamné podili na
metabolismu lipidd v jatrech a v f-oxidaci mastnych kyselin. PPARa-RXRy se vaze na
specifické PPRE (Peroxisome Proliferator Response Elements) nachazejici se v promotorové
oblasti cilovych genti. PPARa kontroluje genovou expresi rtiznych CYP hlodavct i lidi

a reguluje metabolismus celé fady endogennich latek, ale i xenobiotik (Barbier et al., 2004).
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3. Farmakologie latek ovliviiujicich plasmatické lipoproteiny

3.1 Plasmatické lipoproteiny

Lipidy (cholesterol a triacylglycerol) musi byt transportovany vodnym prostiedim, tedy
Vv krevni plasmé a lymf€, ve formé lipoproteinti. Lipoproteiny jsou slozeny z nepolarniho
lipidového jadra obsahujiciho cholesterylestery a triacylglyceroly. Na povrchu sférické ¢astice
se nachazi vrstva tvofend apoproteiny, fosfolipidy a neesterifikovanym cholesterolem
(Skottova et Vedefa, 2004). Struktura lipoproteinu je znazornéna na Obr. 5. Podle své hustoty
lipoproteiny délime do Etyf tfid: chylomikrony, VLDL (Very Low Density Lipoproteins),
LDL (Low Density Lipoproteins) a HDL (High Density Lipoproteins).

protein

cholesterol

fosfolipidy

Obr. 5: Struktura krevniho lipoproteinu.
(ptevzato z http://vydavatelstvi.vscht.cz, 9.2.2012)

Lipoproteiny maji funkci v uvoliovani volnych mastnych kyselin pro svaly a tukovou
tkan, kde slouzi jako zdroj energie a jsou stfadany jako triacylglyceroly. Lipoproteiny také
zasahuji do pfenosu cholesterolu ze stieva do jater, z jater do ostatnich tkani a z ostatnich

tkani zpét do jater (http://www.medicabaze.cz, 7.2.2012).

22



3.2 Hyperlipidémie (Hyperlipoproteinemie)

Hyperlipidémie (HLP) je zplsobena zvySenou hladinou lipidt, tedy -cholesterolu
a triacylglyceroli. Na vzniku hyperlipidémie se podili jak faktory genetické (primarni
hyperlipidémie), tak faktory wvnéjSiho prostfedi (sekundarni hyperlipidémie), predevsim
zivotni styl konkrétniho jedince. Zvysené sérové koncentrace LDL-cholesterolu jsou spojeny
se zvySenym ukladanim cholesterolu ve sténach cév, coz zplsobuje aterosklerozu (Obr. 6),
zvlasté pokud je soucasné snizena koncentrace HDL (Ltllman et al., 2001).

HPL spolu s dalSimi poruchami, jako je napiiklad rezistence k insulinu, snizena hladina
HDL-cholesterolu, hypertenze nebo obezita, zvysuje riziko ischemické choroby srde¢ni, ktera
je nejéastéjsi pii¢inou zavazné morbidity i mortality dospélé populace (http://www.svl.cz,
27.10. 2011).

Obr. 6: Aterosklerdza - postupné vytvareni aterosklerotického platu, ktery na obrazku vpravo
zaujima pfes polovinu prisvitu cévy.

(pfevzato z http://inovace.cz, 9.2.2012)

3.3 Léciva sniZujici hladinu lipida
K 1é¢bé hyperlipidémie jsou Klinicky pouzivana lé¢iva s riznym mechanismem u¢inku.
Tato 1éCiva se nazyvaji hypolipidemika a jejich spolecnou funkci je sniZeni hladinu lipida.
Léciva snizujici hladinu plasmatického cholesterolu se nazyvaji hypocholesterolemika
aléciva  snizujici  pfedevSim  hladinu  plasmatického  triacylglycerolu  jsou
hypotriglyceridemika. Hypolipidemika jsou uZivana pfedevS§im u primarnich hyperlipidémii.
U sekundarnich hyperlipidémii se nejdfive musi dosahnout snizeni koncentrace lipoproteint

dietou (Ltllman et al., 2001).
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Princip plsobeni hypolipidemik spociva ve snizeni obsahu cholesterolu v jatrech na
zaklad¢ inhibice absorpce Zzlucovych kyselin (cholestyramin, kolestipol) nebo inhibice
absorpce cholesterolu v tenkém stievé (ezetimib) ¢i aktivace receptori PPARa vedouci
ve vysledku knarastu HDL-cholesterolu (cholesterolovy transport ztkani do jater)
a k poklesu triacylglycerolti (fenofibraty) nebo inhibici aktivity HMG-CoA reduktasy
(statiny) (Skottova et Vecefa, 2004; http:/www.medicabaze.cz, 26.3.2012). Pichled

hypercholesterolemik a jejich zadouci i nezadouci G¢inky jsou uvedeny v Tab. V.

Tab. V: Léciva snizujici hladinu plasmatického cholesterolu.

(pfevzato ze Skottova et Vedeta, 2004)

Skupina Latka Ucinky Vedlejsi u¢inky | Kontraindikace
LDL | :
ibi . Konstipace,
Inhibitory cholestyramin HDL T P HPL 111
absorpce : { absorpce
Fludové kyseliny | <O1eStPOl | TAG «> nebo 168y
T T TAG
Inhibitory o LDL Bolesti hlavy, Jaterni
absorpce ezetimib HDL 71 bficha choroby
cholesterolu TAG | Prijem
atorvastatin
- fluvastatin
Inhibitory ; LDL _ Taterni
M aterni
WODA | o | pir | oo
reduktasy P : TAG { Jaternic choroby
. pitavastatin enzymu
(statiny) .
rosuvastatin
simvastatin

3.3.1 Inhibitory HMG-CoA reduktasy (statiny)

Statiny jsou latky, které zasahuji na Urovni endogenni syntézy cholesterolu. Jedna se
o0 inhibitory klicového enzymu pro syntézu cholesterolu, blokuji pfeménu HMG-CoA
(hydroxymethylglutaryl-coenzym A) na mevalonat. Statiny predstavuji primarni formu terapie
pro pacienty s poruchou metabolismu lipidt, pii kterém muze dochazet k vyskytu infarktu
myokardu a ischemické cévni mozkové piihod€. Statiny snizuji hladinu celkového
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plasmatického cholesterolu o 17 — 29 %, coz ma za nasledek snizeni LDL cholesterolu o0 24 —
61 %. Naopak statiny zvysuji hladinu HDL cholesterolu o 10 % (Evans et Rees, 2002).
Ukazuje se, zZe statiny maji vyznamné UCinky na mechanismy a procesy zapojené
v ateroskleroze, ischemické cévni mozkové piihod¢, demenci, osteoporoze nebo diabetes
mellitus (Gorecka et al., 2004).

Mechanismus uc¢inku statinti je zalozen na kompetici s HMG-CoA 0 vazbu na aktivni
misto HMG-CoA reduktasy. Statiny se navazi na enzym podobnou ¢asti molekuly jako ma
HMG-CoA a tim zabrani jeho navazani do aktivniho mista enzymu. Dochazi k blokaci tvorby

mevalonatu a nasledné k inhibici syntézy cholesterolu (Obr. 7) (Skottova et Vedeta, 2004).

Acetyl-CoA
0
CH 0 HO &
HO A7 L _
~ 0
s © OH
SCoA B
HMG-CoA Statin

>f<‘ / HMG-CoA-

H, O
7
R L .

o

Q

OH

Mevalonat

<

Cholesterol

Obr. 7: Mechanismus inhibice syntézy cholesterolu statiny.
(upraveno dle Skottova et Vedefa, 2004)



V soucasné dob¢ je k 1écbé a prevenci aterosklerotickych onemocnéni klinicky vyuzivano
7 forem statini - simvastatin, lovastatin, atorvastatin, fluvastatin, pravastatin, rosuvastatin
a pitavastatin. Mezi statiny byl fazen také cerivastatin, ktery byl pfi¢inou mnoha piipadi
rhabdomyolyzy pievazné¢ v kombinované 1é¢bé s gemfibrozilem a proto byl v roce 2001
stazen ze svétového trhu (Staffa et al., 2002).

Nejnovéjsim klinicky pouzivanym syntetickym inhibitorem HMG-CoA reduktasy je
rosuvastatin (Obr. 8). Na ¢eském trhu se objevil v roce 2008. Rosuvastatin podobné jako dalsi
hydrofilni statiny (napf. pravastatin, pitavastatin) pomalu pasivné difunduje pies bunécné
stény, coz zvySuje jeho cileny ucinek na hepatocyty (Neuvonen et al., 2006). Klinické studie
ukazuji, ze rosuvastatin je tolerovan pii monoterapii i pfi kombinované 1é¢bé (Cheng, 2004).
Ze vSech statinli ma rosuvastatin nejvyssi G€innost na snizovani koncentraci celkového a LDL

cholesterolu.

Obr. 8: Stuktura laktonové formy rosuvastatinu.

(ptevzato z http://www.medicalisotopes.com, 5.3.2012)

Nekteré lipofilni statiny, mezi které patii pfedevsim simvastatin, atorvastatin a lovastatin
jsou metabolizovany CYP, avSak hydrofilni statiny (pravastatin, rosuvastatin a pitavastatin)
nepodléhaji prakticky vibec metabolismu prostiednictvim CYP a jsou vyluCovany moci
a stolici témeét v nezménéné podobe (Schachter, 2005). V metabolismu lipofilnich statint jako
je lovastatin, simvastatin a atorvastatin je zapojen predevsim CYP3A4, ktery oxiduje
laktonové formy statini ve stfevni stén€ a jatrech na rtizné metabolity (Prueksaritanont
etal., 1997). Bylo zjisténo, Ze zhruba 10 % rosuvastatinu je metabolizovano CYP2C9

(Neuvonen et al., 2006), avsak tento krok je klinicky spiSe nevyznamny.
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3.3.1.1 Lékové interakce se statiny

Na zékladé mnoha klinickych testii je prokdzdna bezpecnost a velka tolerance statinli
z hlediska Iékovych interakei. V nékterych ptipadech vsak muze dojit k nezddoucim G¢inkdm,
mezi které patii napiiklad gastrointestindlni potize, kozni projevy, zavrat€¢ nebo
trombocytopénie. Nepfesné davkovani statinii, které zpsobuje vysokou koncentraci téchto
1éCiv v periferni krvi a svalovych bunikach nebo nespravna kombinovana 1é€ba ma za nasledek
az po zavaznou rhabdomyolyzu (Neuvonen et al., 2006). Jedna se o onemocnéni se svalovymi
symptomy a nartstem hladiny kreatin kinasy. Ke klinicky vyznamnéj$im Iékovym interakcim
patii ptedevsim ty, které jsou zprostiedkované inhibitory CYP (Neuvonen, 2010). K 1ékovym
interakcim, které vedou ke vzniku svalové toxicity, dochédzi pfedev$im pii kombinovaném
uzivani simvastatinu, lovastatinu nebo atorvastatinu s inhibitory CYP3A4, jako je napiiklad
ritonavir, erytromycin, itrakonazol a ketokonazol. Rosuvastatin patéi mezi polarni statiny,
neni tedy metabolizovan CYP3A4, tudiz jeho pouzivani v klinické praxi neni spojeno

s vyskytem zavaznych 1ékovych interakci.

4. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Zavedeni polymerazové fetézové reakce v roce 1985 znamenal pfedevs§im pro molekularni
biology obrovsky piinos. PCR je moderni technika umoziiujici rychlou, citlivou a spolehlivou
detekci a kvantifikaci specifického useku DNA nebo RNA. Vyhodou této metody je ziskani
specifické sekvence DNA bez jejiho ptedchoziho klonovéni ve vektorech. PCR je zalozena na
opakujicich se cyklech enzymové syntézy novych fetdzcti pomoci DNA-polymerasy. Usek
nukleotidové sekvence, ktery chceme syntetizovat je ohranicen pfipojenim dvou specifickych
primeri. Tyto primery nasedaji na fetézec DNA, tak aby jejich 3" konce smétovaly proti sob¢.
Nasleduje piidani DNA-polymerasy (pt. Tag DNA-polymerasa) a nukleotidti, ¢imZ zahajime
syntézu novych vlaken na templatovych fetézcich (Smarda et al., 2008). V kazdém cyklu
dochazi v idedlnim pfipadé ke zdvojeni amplifikované sekvence, jejiz mnoZstvi tak

exponencialné roste (http://www.generi-biotech.com, 11.3.2012).
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Béhem PCR se pravidelné stiidaji 3 kroky:
e denaturace dvouretézcovych molekul DNA pfi teploté 94 — 97 °C
e pfipojeni primert k oddélenym fetézcim DNA pii teploté 30 — 65 °C
e syntéza novych vlaken DNA pomoci DNA-polymerasy pii teploté 65 — 75°C

Reakce PCR probihd v tzv. termocykléru, v némz se teplota méni automaticky v pfesnych
casovych intervalech. Vysledkem PCR je mnohonasobné¢ zmnozeny cilovy tsek DNA.
Zmnozené Useky DNA téz nazyvané amplikony o velikosti desitek az tisici bp jsou
prokazany pomoci elektroforézy v agar6zovém popftipadé polyakrylamidovém gelu nebo

kvantitativnim méfenim mnozstvi produktu v redlném ¢ase (Smarda et al., 2008).

4.1 Real-Time PCR (QPCR)

Metoda real-time PCR je zaloZena na klasické PCR s tim rozdilem, ze umoziiuje sledovat
nartst amplikonti béhem kazdého cyklu reakce v tzv. redlném case. U klasické PCR
detekujeme pomoci elektroforézy az konec¢ny produkt. Real-time PCR se provadi s pomoci
specialnich termocyklert, které umoziuji jak provadéni teplotniho cyklovani, tak detekci
fluorescence v kazdém cyklu PCR. Vyhoda této metody také spociva v tom, Ze umoziiuje
presné stanoveni vychoziho poctu kopii templatové sekvence DNA, tedy je schopna
kvantifikace (http://www.generi-biotech.com, 12.3.2012). Mnozstvi qPCR produktu se
detekuje béhem kazdého cyklu na zakladé fluorescenc¢niho signalu excitovaného z mista

navazané fluorescencni sondy nebo barviva na syntetizovanou DNA.
Fluorescen¢ni substraty lze délit do dvou skupin:

e nespecifické — interkalacni barviva vazici se nespecificky na dvouvlaknovou DNA,

piiklad SYBR Green

o specifické — fluorescenéné¢ znaCené sondy (proby) vazici se na stfedni cast

amplifikovaného produktu, ptiklad TagMan
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Dvojité fluorescencné znacené sondy obsahuji kromé fluoroforu také zhasec, ktery ptijima
energii z fluoroforu ve form¢ svétle a zpusobuje jeji rozptyleni bud’ ve formé svétla s vyssi
vlnovou délkou, nebo tepla. Pro kvantitativni detekci produktu qPCR lze také pouzit
fluorescenéné znaGené primery (Smarda et al., 2008).

Produkty z qPCR je mozné kvantifikovat bud’ relativné, porovnavanim s jinou skupinou
vzorkll naptiklad s kontrolnimi vzorky, nebo absolutné z kalibra¢ni kiivky rekombinantni
DNA o znamé koncentraci. Pii hodnoceni plati, ¢im vyS$i koncentrace DNA (RNA)
V testovaném vzorku, tim rychleji piibyva fluorescence (http://www.lfhk.cuni.cz, 12.3.2012).

qPCR ma velice Siroké vyuziti, napfiklad v detailnim studiu genové exprese, diagnostice
nékterych patogent, dale je tato kvantitativni metoda uzivana v klinické diagnostice pro
genotypizaéni analyzu bodovych mutaci, deleci nebo chromosomovych aberaci (Smarda

et al., 2008).
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Experimentalni Cast
5. Laboratorni material a chemikalie
5.1 Pouzity biologicky material
Vsechny experimenty na zvitatech byly schvéleny etickou komisi MSMT CR.

Samci hereditarné hypertriglyceridemickych (HHTg) potkant (230-280 g, sedm potkanti
v kazdé skupin¢) byli krmeni ad libitum vysokocholesterolovou dietou (VCHD) a VCHD +
0,03% rosuvastatinu. Zvifata dostavala tyto diety 21 dni, po 12 hodinovém la¢néni byli
potkani uvedeni do celkové anestezie intramuskuléarni injekci fentanylu (40 pgkg™),
dexmedetomidinu (200 pg.kg™ ) a diazepamu (5 mg.kg™). Jatra byla odebrana a promyta
Vv ledové sachardze (sachardza 42,79 g, EDTA 0,186 g, neionizovana voda do 500 ml, pH 7,4,
pfipraveno Cerstvé den pfedem), zvdZena, 30 mg odebrdno do RNA lateru na PCR stanoveni
a vzorky byly ulozeny pfi -20 °C.

(podle experimentu Klimes et al., 1995)

5.2 Chemikalie

- cholesterol na ptipravu experimentalnich diet (Sigma Aldrich, USA)

- rosuvastatin pro experimenty (Crestor tbl. 40 mg, Astra Zeneca, UK)

- ethanol 96 %, Ph. Eur. 5, CL 2005 (Lachner, CR)

- RNasa-Free Water (QIAGEN, Némecko)

- Nuclease-Free water (QIAGEN, Némecko)

- RNA later (RNA Stabilization Reagent) (QIAGEN, Némecko)

- Fentanyl Torrex inj. (fentanyl) (Torrex Chiesi Pharma GmmH, Rakousko)
- Dexdomitor inj. (dexmedetomidin) (Orion Corporation, Finsko)

- Apaurin inj. (diazepam) (Krka d. d., Slovinsko)
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5.2.1 Kity
- RNasy® Plus Mini Kit (QIAGEN, Némecko)

- QlAshredder”™ (QIAGEN, Némecko)
- LightCycler® 480 Probes Master Roche, Francie)
- LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche Francie)

- Transcriptor Hight Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Francie)

5.3 Laboratorni pomiicky
- automatické pipety o objemu: 0,1 — 2,5 ul; 0,5 — 10 ul; 2 -20 pl; 10 — 100 pl; 20 — 200 pl;
100 — 1000 pl (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- PCR desticky (96 jamek) (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- qPCR desticky (96 jamek) (Roche, Francie)
- pipetovaci $picky s dudlnim filtrem (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- Cisté a sterilni PCR pipetovaci $picky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

6. Pristrojova technika

- homogenizator DIAX 900 (Heidolph, Némécko)

- centrifuga 5804 R (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- PCR box DNA/RNA UV CLEANER, UVC/T (BioTech, Praha, Ceska republika)

- Flow Box SCS — I (MERCI, Brno, Cesk4 republika)

- Spektrofotometr Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Praha, Ceska Republika)
- Mastercycler epgradient S (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- analytické vahy GR-202 (Schoeller Instruments (Praha, Ceska republika)

- termocyklér LightCycler 480 II (Roche, Francie)
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7. Pouzité metody

7.1 lzolace RNA
Potkanim samcim se specialni vysokocholesterolovou dietou a dietou obohacenou

0 rosuvastatin byly chirurgicky odebrany jaterni alikvoty. Odebrané alikvoty potkanich jater
byly uchovany RNA later pii -20 °C. Jaterni tkan byla homogenizovana pomoci
homogenizatoru DIAX 900 a nasledn¢ pouzita k izolaci celkové RNA. Izolace celkové RNA
byla provadéna pomoci kitu RNasy® Plus Mini Kit a QlAshredder” od firmy QIAGEN.
Koncentrace a Cistota vyizolované RNA byla stanovena pomoci spektrofotometru Nanodrop

2000. Zjisténé koncentrace RNA z jednotlivych alikvotti jsou uvedeny v tabulce Tab. VI.

Tab. VI: Koncentrace a Ccistota jednotlivych jaternich alikvotd stanovena pomoci

spektrofotometru Nanodrop 2000.

Sample
ID | UseriD Date Time |‘|g,r’u| A260 AZ280 2607280 260/230
HCD 1 Default £.5.2011 10:29 242273 60,568 29,436 2,06 2,16
2 Default £.5.2011 10:29 2481,11 62,028 30,022 2,07 2,14
3 Default 6.5.2011 10:30 2812,81 70,32 34,137 2,06 2,07
4 Default £.5.2011 10:30 2080,83 ¥7,021 38,194 2,02 2,07
5 Default £.5.2011 10:31 1721,9 43,048 20,697 2,08 2,22
6 Default 6.5.2011 10:31 3361,64 84,041 43,12 1,95 1,99
7 Default 6.5.2011 10:32 24643 61,607 29,769 2,07 1,99
HCD+0,03% 8 Default 5.5.2011 11:45 2774,86 69,371 33,781 2,05 1,99
0 Default  5.5.2011 11:46  1752,8 43,845 20,72 2,12 1,5
10 Default  5.5.2011 11:46 2841,72 71,043 34,17 2,08 1,74
11 Default 2.5.2011 11:47 244776 61,1594 29,154 2.1 1,99
12 Default 5.5.2011 11:47  2380,22 59,505 28,411 2,09 1,63
13 Default 5.5.2011 11:48 22717 56,792 27,054 2.1 1,83
14 Default 3.5.2011 11:48 2473,31 61,833 29,917 2,07 1,83

7.2 cDNA syntéza
Do reakce k cDNA syntéze bylo pouzito na zaklad¢ optimalizace metody mnozstvi 1 pg

vyizolované celkové RNA. Pro cDNA syntézu byly dale pouZzity random hexamer primery

a Transcriptor Hight Fidelity cDNA Synthesis Kit od firmy QIAGEN.
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7.3 Real-Time PCR
qPCR experimenty byly provedeny pomoci kitd LightCycler® 480 Probes Master,

LightCycler® 480 SYBR Green I Master od firmy Roche. gPCR reakce byla provedena bud’
pomoci Sybr green techniky nebo pomoci hydrolytickych sond. Pro zjisténi kontaminace
vyizolované RNA genomovou DNA byly pfipraveny tzv. non-template kontroly. V piipadé
experimentll vyuzivajicich SYBR Green, byla koncentrace primert 0,5 uM. V piipadé
experimentt s hydrolytickou sondou byly koncentrace primeri 0,5 uM a koncentrace sondy
0,1 uM v reakéni smési.

V ramci qPCR experimentu byly stanovovany hladiny mRNA u CYP2E1l, CYP3Al,
CYP2C6 a CYP2CI11. Hladina mRNA CYP2EI byla stanovovana pomoci sondy. Kazdy
vzorek byl napipetovan do 96 jamkové PCR desti¢ky v triplikatu (Tab. VII).

Pro zjisténi zmény hladiny mRNA u jednotlivych potkanli byla pouzita metoda relativni
kvantifikace pomoci referen¢niho genu hypoxantin-guanin fosforibosyltransferasy (HPRT)

s pouzitim komparativni AA Cymetody. V qPCR experimentu byly pouzity tyto primery:

HPRT pro Sybr green experiment
Fw 5'-GAAGAGCTACTGTAATGACCAGTC-3’
Rev 5'-CGTTCTTTCCAGTTAAAGTTGAGAGA-3’

HPRT pro experiment se sondou
Fw 5’-CTCCTCAGACCGCTTTTCC-3’
Rev 5'-TCATAACCTGGTTCATCATCACTAA-3’

CYP3A1 Fw 5'-GTGCTCCTCTACGGATTTGGGA-3’
Rev 5'-TCCACATCGAATTTCCATAAACCC-3’

CYP2E1 Fw 5'-CCACCAGCACAACTCTGAGATA-3’
Rev 5'-CCCAATAACCCTGTCAATTTCT-3’

CYP2C11 Fw 5'-TGAGGAAGAGCAAAGGTGCCCCT-3’
Rev 5'-ATTGCAGACCTGTAGCCATGGGGA-3’

CYP2C6 Fw 5'-GCCTTGTGGAGGAACTGAGG-3’
Rev 5'-GCACAGCCCAGGATAAACGT-3’
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Proby pro dané experimenty byly vybrany pomoci softwaru firmy Roche
(https://www.roche-applied-science.com). Pro detekci hladiny mRNA byla vybrana proba
¢. 92 a proba €. 95 pro referencni gen HPRT.

Tab. VII: Navrh 96 jamkové PCR desti¢ky s jednotlivymi vzorky v triplikatech

1 2 3 4 S ) 7 8 9 10 | 11 | 12

Al 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
B| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
Cl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
D| 13 14

E|l 13 [ 14

Fl 13 [ 14

G| 1,0 | H:0 | H,O

H| nRT | nRT | nRT

vzorek 1 - 7: jednotlivé vzorky od potkant s vysokocholesterolovou dietou (VCHD)

Vv triplikatu

vzorek 8 — 14: jednotlivé vzorky od potkant s vysokocholesterolovou dietou obohacenou o

rosuvastatin (VCHD+0,03% rosuvastatin)

nRT — non-template kontroly
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8. Vysledky

U experimentalnich zvitat byl sledovan vliv rosuvastatinu ve vysokocholesterolové dieté
na zmény hladiny mRNA u 4 nejvyznamnéjSich CYP podilejicich se na metabolismu
xenobiotik, respektive 1é¢iv. Kazdy vzorek (v kazdé skupiné celkem 7 potkanti) byl testovan
v triplikatu. Hladiny mRNA u jednotlivych zvifat byly zjistény pomoci komparativni C;
metody za pouziti referenéniho genu pro HPRT. Vysledky jednotlivych experimentii byly
dale statisticky zpracovany pomoci programu QC expert S dirazem na sledovani rozdilu
V hladinich mRNA pro dany CYP a dany typ diety (vysokocholesterolova dieta, VCHD
versus vysokocholesterolova dieta s ptidavkem rosuvastatinu, VCHD+0,03% rosuvastatin).
Vysledky byly vyjadfeny procentudlng, kdy hladina mRNA u HHTg potkand

s vysokocholesterolovou dietou (VCHD) byla stanovena jako 100%.

8.1 CYP3Al

CYP3Al
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.
(]
=]

100 -

BVCHD
80 -

BVCHD+0,03%
rosuvastatin

60 -
40 -

mRNA hladina (%)

20

skupiny testovanych zvirat

Graf 1: Rozdil v expresi genu pro CYP3AL1 mezi HHTg potkany s VCHD a VCHD+0,03%
rosuvastatin; hladina mRNA u HHTg potkanti s VCHD je zvolena jako 100 %; pocet zvifat
v kazdé skupiné n = 7.

Na zdklad¢ statistického zpracovani vysledkli nebyl prokdzan vliv rosuvastatinu

V podavané dieté na hladinu mRNA pro CYP3A1 ve srovnani s kontrolni skupinou zvifat.
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8.2 CYP2El

CYP2E1

80 - mVCHD

BVCHD+0.,03%
rosuvastatin

mRNA hladina (%)

skupiny testovanych zvirat

Graf 2: Rozdil v expresi genu pro CYP2E1 u HHTg potkant s VCHD a VCHD+0,03%
rosuvastatin; hladina mRNA u HHTg potkanti s VCHD je zvolena jako 100 %; pocet zvirat

v kazdé skupiné n=7.

Pritomnost rosuvastatinu ve vysokocholesterolové dieté¢ nevedla ke zvySeni ani ke sniZeni

hladiny mMRNA CYP2E1 ve srovnani s kontrolni skupinou testovanych zvirat.
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8.3 CYP2C6

CYP2C6
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Graf 3: Rozdil v expresi genu pro CYP2C6 u HHTg potkant s VCHD a VCHD+0,03%
rosuvastatin; hladina mRNA u HHTg potkanti s VCHD je zvolena jako 100 %; pocet zvirat

v kazdé skupiné n = 7; hladina vyznamnosti = p<0,01

Na zakladé vyhodnoceni vysledkii bylo prokazéano statisticky vyznamné (p<0,01) zvySeni
hladiny mRNA pro CYP2C6 u potkanti krmenych vysokocholesterolovou dietou s ptidavkem
rosuvastatinu ve srovnani s kontrolni skupinou zvitat. Hladina mRNA u HHTg potkand

krmenych VCHD s 0,03% rosuvastatinem se zvysila o 20 % (0,833x).
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8.4 CYP2C11

CYP2Cl11

—

[

=}
—

.

=

=]
|

mVCHD
60 -
EVCHD+0,03%

40 - rosuvastatin

mRNA hladina (%)

20

skupiny testovanych zvirat

Graf 4: Rozdil v expresi genu pro CYP2C11 u HHTg potkanti s VCHD a VCHD+0,03%
rosuvastatin; hladina mRNA u HHTg potkant s VCHD je zvolena jako 100 %; pocet zvifat

v kazdé skupiné n=7.

V ptipadé¢ CYP2CI11 nebyl prokazan vliv rosuvastatinu ve vysokocholesterolové dieté na

expresi genu pro CYP2C11 na trovni mRNA.
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9. Diskuze

Rosuvastatin patii mezi statiny, latky inhibujici HMG-CoA reduktasu, které snizuji syntézu
plasmatického cholesterolu. Ze vSech statinti rosuvastatin nejpfiznivéji ovliviiuje hladinu LDL
(rizikového faktoru aterosklerézy a ischemické choroby srde¢ni) i HDL cholesterolu.
Rosuvastatin  jako jediny zklinicky pouzivanych statini obsahuje polarizovanou
methylsulfonamidovou skupinu, diky niz velmi specificky interaguje S aktivnim mistem
HMG-CoA reduktasy a je dostate¢né¢ koncentrovan v hepatocytech (Vaverkova, 2008).
Vyhodou rosuvastatinu vii€i ostatnim statiniim, je tedy jeho u¢innost na snizeni hladiny LDL
cholesterolu v nizkych davkach.

V minulosti byl studovan do zna¢né miry zejména metabolismus statinti na urovni CYP
aznéj vyplyvajici mozné lékové interakce se soucasné podavanymi substraty a piipadné
inhibitory dané formy CYP. Vysledky takovychto experimentii s rosuvastatinem jasné
signalizuji prakticky nulové riziko vzniku Iékovych interakci na urovni metabolismu CYP, je-
li rosuvastatin podavan soub&zné s vyznamnymi inhibitory/induktory CYP3A4 piipadné
dalsich forem CYP (Crouse, 2008).

Na druhou stranu je nutné zminit, Ze v minulosti nebyl ve vétsi mife sledovan mozny vliv
statini na expresi nejvyznamnéjSich CYP ucastnicich se metabolismu 1éc¢iv. Védci pod
vedenim Thomase Kocarka zjistili ve studii s potkanimi hepatocyty i v in vivo experimentu,
ze lovastatin, simvastatin ¢i fluvastatin zvySuji hladinu mRNA u CYP2B6 a CYP3A,
atorvastatin ovliviluje pouze CYP3A (Kocarek et Reddy, 1996). V experimentu s lidskymi
hepatocyty byl dale prokazan indukéni uCinek lovastatinu, simvastatinu, atorvastatinu
a fluvastatinu na expresi mMRNA u lidskych CYP2B, CYP3A a CYP4A (Kocarek et al, 2002).

Jak jiz bylo zminéno vySe v textu, z hlediska lékovych interakci na trovni CYP patii
rosuvastatin mezi bezpecna hypocholesterolemika. Navic je rosuvastatin (I€kovy ptipravek
Crestor, Astra Zeneca) Vv soucasnosti jeden z nejpiedepisovangjSich 1éki vibec. V ramci
bakalarské prace bylo tedy =zajimavé sledovat vliv tohoto 1é¢iva na expresi
4 nejvyznamnéjSich CYP podilejicich se na biotransformaci 1é€iv.

Ve srovnani s predchozimi studiemi pouzivajicimi pievazné bunééné kultury byli jako
experimentalni model zvoleni specialné vyslechténi potkani s vyvinutym metabolickym
syndromem (HHTg potkani), ktefi maji predispozici k rozvoji aterosklerézy. HHTg potkani
Vv kontrolni skupiné byli krmeni vysokocholesterolovou dietou a potkani v druhé skupiné byli

krmeni taktéz vysokocholesterolovou dietou avsak s ptidavkem rosuvastatinu. Experimentalni
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model byl volen tak, abychom se vice pfiblizili k redlnym podminkam in vivo, pii kterych je
indikovana terapie rosuvastatinem. V piedlozené praci byl sledovan vliv rosuvastatinu
konkrétn¢ na expresi CYP3A1l, CYP2E1, CYP2C6 a CYP2C11. Experimenty neodhalily
zadny statisticky vyznamny efekt rosuvastatinu na zménu hladiny mRNA CYP3Al,
CYP2C11 a CYP2ELl u potkani krmenych dietou obohacenou o rosuvastatin ve srovnani
s kontrolni skupinou zvifat. V pfipadé CYP2C6 vSak byla zjisténa tendence ke zvySeni
hladiny mRNA u potkani krmenych vysokocholesterolovou dietou obohacenou
0 rosuvastatin ve srovnani se skupinou kontrolnich zvitat. Feidt et al. (2010) zjistili, Ze
vSechny statiny s vyjimkou pravastatinu vykazovaly indukéni efekt na enzymovou aktivitu
vybranych CYP v lidskych hepatocytech a baktosomech exprimujicich ¢isté formy enzymd.
Mira induk¢niho efektu na aktivitu CYP Kklesala v nasledujicim pofadi: atorvastatin >
simvastatin > lovastatin > rosuvastatin. Nejvice byly statiny indukovany enzymy CYP2C8
(enzymova aktivita zvySena az dvacetindsobn¢) a CYP3A4, nasledovaly CYP2C9, CYP2B6,
CYP2C19, CYP2D6. Aktivita CYP1A2 byla naopak ovlivnéna zcela nepatrné (Feidt
et al., 2010).

Na zakladé vysledku ziskanych vin vitro ¢i in vivo experimentech nelze vyloucit
potencialni indukéni ucinek rosuvastatinu na aktivitu nekterych lidskych ptipadné potkanich
CYP ucastnicich se metabolismu lé¢iv. Uvazime-li vSak fakt, ze byl prokdzan pouze slaby ¢i
nulovy indukéni u€inek na zvySeni hladiny mRNA, proteinu ¢i aktivity vyznamnych CYP
ucastnicich se metabolismu 1é¢iv jak u potkana ¢i u ¢loveka, je z hlediska moznych 1ékovych

interakci induk¢ni efekt rosuvastatinu na arovni CYP klinicky spiSe nevyznamny.
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10. Zavér

V piedlozené bakalaiské praci byl sledovan efekt rosuvastatinu na hladinu mRNA
u vybranych potkanich CYP (CYP3Al, CYP2EI, CYP2C6 a CYP2CI1). Vysledky
experimentalni casti prace poukdzaly na mirné zvySeni hladiny mRNA u CYP2C6 a to
0,8 krat ve srovnani s kontrolni skupinou testovanych zvifat. Experimenty provedené v ramci
predlozené bakalatské prace by mély byt dale doplnény dal§im studiem vlivu rosuvastatinu na
genovou expresi studovanych potkanich CYP na urovni proteinu a piipadné enzymové

aktivity danych CYP, které by potvrdily, piipadné vyvratily vysledky této ministudie.
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12.Seznam pouzitych zkratek

CYP
UV-VIS
HMG-CoA
mMRNA
PXR

CAR

AhR

PPAR o

PXR-RXR
AhR-ARNT
DRE

XRE
CAR-RXR

RXRy

PPARa-RXRy

PPRE
VLDL
LDL
HDL
TAG
HPL 111
PCR

gPCR

cytochrom P450

Ultraviolet—Visible Spectroscopy (ultrafialové zafeni)
hydroxymethylglutaryl-coenzym A

mediatorova ribonukleova kyselina

Pregnane X Receptor (pregnanovy X receptor)

Constitutive Androstane Receptor (konstitutivni androstanovy receptor)
Aryl Hydrocarbon Receptor (receptor pro polyaromatické uhlovodiky)

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor « (receptory alpha aktivované
peroxisomovym proliferatorem)

heterodimer Pregnane X Receptor-Retinoid X Receptor
hetorodimer - AhR jaderny translokator

Dioxin-Responsive Elements

Xenobiotic-Responsive Elements

heterodimer Constitutive Androstane Receptor-Retinoid X Receptor
Retinoid X Receptor y (receptor pro kyselinu cis-retinovou y)

heterodimer Peroxisome Proliferator-Activated Receptor « - Retinoid X
Receptor y

Peroxisome Proliferator Response Elements

Very Low Density Lipoproteins (lipoproteiny s velmi nizkou hustotou)

Low Density Lipoproteins (lipoproteiny s nizkou hustotou)

High Density Lipoproteins (lipoproteiny s vysokou hustotou)

triacylglycerol

hyperlipidemie 111

Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)

Quantitative Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce

V realném case)
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HHTg hereditarni hypertriglyceridemie

HPRT hypoxantin-quanin fosforibosyltransferasa (referen¢ni gen)
Fw Forward primer
Rev Reverse primer
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