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SOUHRN

Predkladand disertatni prace se zabyva studiem vlivu stfevnich bakterii
na metabolismus 1éCiv. Prvni Cast pfedkladané prace je zaméfena na stanoveni
mozného zapojeni komenzalnich a probiotickych bakterii do metabolismu
protizanétlivého 1é¢iva nabumetonu in vitro a nasledné stanoveni farmakokinetiky
jeho aktivniho metabolitu (kyselina 6-metoxy-2-naftyl octova, 6-MNA) na in vivo
modelu potkana se zménénou stievni mikroflorou aplikaci antibiotika imipenemu.
Vysledky in vitro experimentil ukézaly, ze komenzalni 1 probiotické bakterie mohou
byt zapojeny do metabolismu nabumetonu tvorbou farmakologicky neaktivniho
metabolitu, ktery byl tvofen vSemi vybranymi bakteriemi in vitro za aerobnich
I anaerobnich podminek. Farmakokinetika 6-MNA se u potkand stresovanych
podavanim antibiotika imipenemu sice signifikantné neliSila od kontrolnich zvifat,
nicméné doslo k nartstu plochy pod kiivkou AUCy.,4 u hlavniho metabolitu o 20 %.

V dal§i ¢asti prace byl sledovan vliv stfevnich bakterii na expresi a
enzymovou aktivitu jaternich cytochromit P450 (CYP) — nejdilezitéjSich
biotransforma¢nich enzymt [. fize. Pro tyto experimenty byly pouzity
gnotobiotick¢é myS$i modely spfesné definovanou stfevni mikroflorou. U
bezmikrobnich; GF mysi zcela postradajicich stfevni mikrofloru doslo ke zvyseni
exprese mMRNA Cypla2 a Cyp2el a naopak k vyraznému snizeni exprese mRNA
Cyp3all oproti kontrolnim (SPF) mySim. Monokolonizace GF my$i nepatogenni

bakterii Lactobacillus plantarum™'?°%%"’

a probiotickou bakterii Escherichia coli
Nissle 1917 méla také signifikantni vliv na expresi mRNA Cypla2 a Cyp2el.
Posledni c¢ast prace byla zaméfena na studium produktii bakteridlniho
metabolismu, které mohou byt zodpovédné za zmény v regulaci jaternich
biotransformacnich enzymu. Jednim z kandidéti jsou mastné kyseliny s kratkym
fetézcem (SCFA) — butyrat a propionat — produkované komenzalnimi bakteriemi
Vv lidském tlustém stievé ve vysoké koncentraci. Aplikace butyrdtu sodného na
primarni kultury lidskych hepatocytt vedla ke zvySeni enzymové aktivity CYP1AZ2.
Také exprese proteinu CYP1A2 byla zvySena po aplikaci butyrdtu sodného v

porovnani s kontrolnimi vzorky. U nejvy3si koncentrace butyratu (500 pmol-I™)

doslo také ke zvySeni enzymové aktivity CYP2A6.



Klic¢ova slova: stifevni mikrobiom, biotransformace xenobiotik, cytochromy P450,

biodostupnost 1é¢iv, butyrat, probiotika



SUMMARY

The aim of this work was to study influence of the gut bacteria on
the metabolism of drug. The first part of the presented work is focused on
involvement of commensal and probiotic bacteria in the metabolism of anti-
inflammatory drug nabumeton in vitro. Then, the pharmacokinetics of its
pharmacologicaly active metabolite (6-methoxy-2-naphthylacetic acid, 6-MNA)
using in vivo rat model with changed gut microflora by aplication of antibiotic
imipenem was examined. From the results of in vitro experiments it follows that
both, the probiotic and commensal bacteria are involved in the metabolism
of nabumetone by forming reduced inactive metabolite under aerobic and anearobic
conditions. Pharmacokinetics of 6-MNA in stressed rats by administration of
the antibiotic imipenem was not significantly different from control animals,
however, the area under the curve (AUC,.,4) of the main metabolite was increased
by 20 %.

In the next part of this work, the influence of intestinal bacteria
on expression and enzyme activity of hepatic cytochrome P450 (CYP) - the most
important biotransformation enzymes I. phase — was studied. The gnotobiotic mice
models with exactly defined gut microflora were used for these experiments.
The mRNA expression of Cypla2 and Cyp2el was significantly increased, while
the expression of Cyp3all mRNA was significantly decreased in germ- free; GF
mice, lacking the intestinal flora compared to the control (SPF) mice. The mRNA
expression of Cypla2 and Cyp2el was also significantly influenced by
monocolonization of GF mice with non-pathogenic bacteria Lactobacillus

pIantarumN'202877

or probiotic bacteria Escherichia coli Nissle 1917.

The last part of this work was focused on the study of products of bacterial
metabolism, which may be responsible for the changes in the regulation of the liver
biotranformation enzymes. Short chain fatty acids (SCFA) — butyrate and
propionate — produced in the colon in high concentration are one of the candidates.
Application of sodium butyrate in the primary cultures of human hepatocytes led to
an increase in the enzymatic activity of CYP1A2. Also, the protein expression of

CYP1A2 was increased after administration of sodium butyrate in comparison with



controls. The highest concentration of butyrate (500 uM) caused also an increase in
the enzymatic activity of CYP2AG.

Key words: gut microbiome, biotransformation of xenobiotics, cytochrome P450,

bioavailability of drugs, butyrate, probiotics
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1 UVOD

Lidské t€lo je osidleno biliony mikroorganismi, jejichz genom ma
obrovsky metabolicky potencial a je obecné definovan jako mikrobiom [1]. Nejvétsi
mnozstvi téchto mikroorganismti se nachdzi v gastrointestindlnim traktu a jsou
oznacovany jako stfevni mikrobiota (mikroflora). Nedavné studie ukazuji, Ze
komenzalni stfevni mikroflora mé vyrazny vliv na zdravi hostitelského organismu,
pro ktery zajiStuje celou fadu biologickych funkci jako syntézu vitamind [2], vyvoj
a modulaci imunitniho systému [3], funkci pfirozené bariéry proti patogennim
bakteriim [4] anebo metabolismus zivin [5]. Zmény ve struktufe a zastoupeni
mikrobiomu jsou spojovany S riznymi patologickymi stavy, jako jsou zanétliva
onemocnéni stfev [6], metabolické poruchy jako je obezita a diabetes [7],
ateroskler6za a kardiovaskularni onemocnéni [8]. Stfevni mikrobiom je relativné
stabilni, ale jeho slozeni a/nebo funkce mulze byt ovlivnéna fadou faktorii, napf.
dietou [9], probiotiky [10] a 1éky (pfedevsim antibiotiky [11]).

Bylo také prokazano, Ze stievni bakterie jsou zapojeny do metabolismu
1é¢iv. Mikrobiota disponuje rozmanitym spektrem bakteridlnich enzymi, které mayji
schopnost metabolizovat 1éky ve srovnatelné mife jako jakakoliv jinad ¢ast lidského
téla [12] [13]. Oralné podavana 1éCiva prochazeji gastroitestinalnim traktem a pied
jejich absorpci pies epitelialni membranu do krve dochazi k interakci se stfevnimi
bakteriemi, které mohou ovliviiovat jejich biodostupnost, uc¢innost ¢i toxicitu.
V tomto ohledu dlouho piehliZzené stfevni bakterie mohou vyznamné ovliviiovat
farmakokinetiku oralné podévanych 1é¢iv a byt zodpovédné za interindividualni
variabilitu v odpovédi na piedepsanou 1écbu [14]. I kdyz znalosti v této
problematice znac¢né pokroc€ily, mnoho otazek ziistdva stdle nezodpovézeno nebo
je zodpovézeno jen CasteCné - napf. jaka je stabilita 1éCiv v stievnim lumen, jaky
je molekularni mechanismus interakce bakterii s 1éCivy a hostitelskym organismem,
a které bakterialni kmeny jsou do vzajemné interakce zapojeny.

Svou dizertaéni praci jsem zaméfila na studium vlivu mikrobiomu
na metabolismus 1é¢iv, predev§im na jejich farmakokinetiku, biodostupnost

a snazila jsem se nalézt odpovédi alespoii na nékteré z vySe zminénych otazek.



2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 Strevni mikrobiom

Termin mikrobiota zahrnuje vSechny mikroorganismy osidlujici lidsky
organismus, a to nejen jeho povrch. Hlavnim mistem vyskytu je gastrointestinalni
trakt (GIT), ktery je domovem 100 biliont mikroorganismi zastupujicich ptiblizné
500 riznych bakteridlnich kmenti. Mnozstvi bakteridlnich bunék ptitomnych v GIT
desetkrat ptevysuje pocet naSich vlastnich lidskych bun€k, jinymi slovy pouze 10 %
vSech bunék lidského organismu je  eukaryotnich. Zbylych 90 % naleZzi
prokaryotickym bakteridlnim bunkdm, které koduji stokrat vice genli nez lidsky
genom. Souhrn gend vSech mikroorganismi v daném prostedi je oznacovan jako
mikrobiom, v ptipadé GIT tedy hovofime o stfevnim mikrobiomu [15].

Kolonizace bakteriemi je odlisnd v rtiznych ¢astech GIT v zavislosti na
zméné pH a redoxniho potencialu (Obr. 1) [16]. Z Obrazku 1 je ziejmé, ze podél
GIT smérem od zaludku k Bauhinové chlopni (valvula ileocaecalis) dochazi
k vyraznému zvySeni poctu bakterialnich bunék s optimalnim prostiedim pro jejich
rust v tlustém stfevé. Velmi nizké pH zabraniuje rtistu mikrobiot, coz je divodem

nizkého poctu bakteridlnich bunék v Zaludku.
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Obrazek 1. Hlavni casti gastrointestindlniho traktu a hodnota pH a mnoZzstvi
bakterialnich bungk od Zaludku po tlusté stievo (modifikovano podle [17]). Casti
GIT: dvanactnik (duodenum), jejunum (lacnik, stfedni ¢ast tenkého stfeva), ileum

(kycelnik, spodni ¢ast tenkého stieva), kolon (tracnik, nejveétsi ¢ast tlustého streva).

2.1.1 Slozeni stirevniho mikrobiomu

Ptesné objasnéni slozeni a funkce lidského mikrobiomu je velmi dilezité
pro posouzeni jeho metabolického potencidlu a vlivu na celkovy zdravotni stav
Clov€ka. Za posledni dvé desetileti znalosti v této oblasti znaéné pokrocily,
a to predevsim diky novym metoddm molekulérni biologie — sekvenénim metodam
nové generace a metabolickému profilovani. Jak uz bylo zminéno vySe, vétSina
mikroorganismii osidlujici lidské télo se nachazi v GIT, kde dochazi k interakcim
S hostitelskym organismem. Kromé bakterii patii mezi stfevni mikrobiota také
archaea, kvasinky a vlaknité houby [18]. Vysledky nedavnych studii ukazuji také
na dulezitost vird, véetné bakteriofagh [19]. Stfevni mikrobiota tvoii extrémné
rozmanitou bakterialni komunitu (pfiblizné 500 bakterialnich kment), nicméné GIT
zdravych dospélych jedincti je pfevdzné zastoupen pouze dvéma bakteridlnimi

kmeny, gram-pozitivnimi (G*) Firmicutes a gram-negativnimi (G’) Bacteroidetes



spolu s méné se vyskytujicimi Actinobacteria, Proteobacteria a Verrucomicrobia
[20]. Bacteroides je nejhojnéji zastoupenym a zaroven nejvariabilnéjSim
bakterialnim rodem [21].

Lidsky GIT je v prenatalnim obdobi zcela sterilni. Ihned pii porodu dochazi
K pocateéni expozici mikroorganismim. Zatimco u pfirozené narozenych déti
dochazi nejprve ke kolonizaci vaginalnimi a fekdlnimi bakteriemi, hlavné rodu
Lactobacillus a bakteriemi rodu Prevotella nebo Sneathia spp., u déti narozenych
cisafskym fezem dochazi nejdiive ke kolonizaci mikroby osidlujicich kazi, jako je
Staphylococcus, Corynebacterium a Propionibacterium spp. a bakteriemi
Z nemocni¢niho prostiedi [22]. Rod Bifidobacterium, ktery patii do kmene
Actinobacteria, je dominanti skupinou u zdravych kojenych déti [23]. I pres
enormni variabilitu mezi jedinci, je stfevni mikrobiom u dospélych lidi povazovan
za relativné stabilni. Podle autort Arumugam et al. [24] lze lidskou populaci
rozdélit do tfi  takzvanych  enterotypi  identifikovatelnych  podle
rizného kvantitativniho zastoupeni tfi bakterialnich rodt: Bacteroides (enterotyp 1),
Prevotella (enterotyp 2) a Ruminococcus (enterotyp 3). Ke zménam ve slozeni
sttevniho mikrobiomu dochazi také v pribéhu starnuti. Claesson et al. [25] zjistili,
zZe star$i lidé maji rozdilné zastoupeni bakterialnich kmend v porovnani s mladsimi
lidmi, s vétsim podilem Bacteroides spp. a odlisné zastoupeni bakterii ve skupiné
Clostridium.

Nicméné piesny popis slozeni ,,normalni gastrointestinadlni mikroflory
u zdravého clovéka je stile velkou vyzvou pro védce, protoze vétSina bakterii
zijicich v nasSich ttrobach je anaerobni a nekultivovatelnd, a dal§im problémem jsou

také zna¢né interindividualni rozdily.

2.1.2 Faktory ovliviiujici sloZeni a funkci stfevniho mikrobiomu
planet¢ a mnoho praci se zaméfuje na zkoumani jejiho slozeni a funkce, jeji
interakce s hostitelskym organismem a faktory, které toto vzdjemné pisobeni

ovlivituji [26]. Nerovnovaha ve slozeni mikrobiomu muze vést k pifechodné



dysfunkci stiev a rdznym patologickym stavum [27]. V poslednich letech vzrostl
pocet studii zabyvajicich se vlivem celé tady 1€ékli, xenobiotik a také rostlinnych
latek v potravé na slozeni stfevni mikroflory [28]. Na slozeni a funkci stievnich
bakterii maji nepfiznivy vliv hlavné antibiotika [29]. Vztah mezi slozenim
mikrobiomu a hostitelskym organismem je vSak velice komplexni a hlavné
vzajemny. K dneSnimu dni bylo publikovdano nescetné mnozstvi studii
poukazujicich na souvislost mezi aktivitou stievniho mikrobiomu a obezitou [30],
diabetem [7, 31], astmatem a alergii [32], starnutim [33] a dokonce vyvojem
a funkci centralni nervové soustavy [34], autismem a depresemi [35]. Na nékteré
Z hlavnich faktorti ovliviiuyjich slozeni stfevniho mikrobiomu a dusledky zmén

Vv zastoupeni jednotlivych bakteridlnich kment se soustfedime v dalSich odstavcich.

2.1.2.1 Antibiotika

vvvvv

mediciny, jejich uzivani vSak piindsi 1 celou fadu problémi. Neddvné studie
ukazuji, ze podéavani antibiotik, zvlasté téch Sirokospektrych, silné ovliviiuje
strukturu a rozmanitost bakteridlnich kmeni v GIT a tim vyrazné plisobi na celkovy
zdravotni stav organismu. Tyto studie se zaméfuji na vliv jednotlivych antibiotik
na individudlni kultivovatelné bakteridlni kmeny nebo na specifické bakteridlni
kmeny kultivované z hostitelského organismu vystaveného antibiotikiim. VétSina
téchto praci se zabyvala patogennimi bakteridlnimi kmeny, pfitom byly pouZity
vysoké koncentrace antibiotik v porovnani s bézné uzivanymi davkami. Detailni
mechanismus u¢inku antibiotik na komenzalni stifevni mikrobiom a jeho dusledky
na jeho strukturu a funkci nejsou zatim znamy [36].

Podle n¢kterych studii antibiotika zplsobuji znaéné zmény a naruseni
stievni mikroflory, které mohou vést k ¢asteénému snizeni diverzity mikrobiomu a
to, jak z kratkodobého, tak dlohodobého hlediska [37]. Na druhou stranu dalsi prace
poukazuji na plastinost stfevniho mikrobiomu a jeho schopnost obnoveni

puvodniho zastoupeni jednotlivych bakterialnich kmend po vysazeni antibiotik [29,



38, 39]. Do jaké miry je slozeni stfevniho mikrobiomu stabilni a odolné vici
pusobeni vnéjSich vlivll neni zatim pfesné objasnéno.

Zménou sloZeni stfevniho mikrobiomu mohou antibiotika ovliviiovat také
farmakokinetiku oraln¢ podavanych 1é¢iv a tak ménit jejich stabilitu v lumen stiev
a biodostupnost. Naptiklad bylo prokdzano, Ze soucasné¢ podavani lovastatinu,
statinu inhibujiciho HMG-CoA reduktdzu a antibiotik mlze vést ke sniZeni
bakterialniho metabolismu tohoto 1é¢iva ve stfevé a tim ke sniZeni biodostupnosti
jeho farmakologicky aktivniho metabolitu [40]. Stejni autofi publikovali také praci
ukazujici, Ze podavani antibiotik mlZze zvySovat biodostupnost antihypertenziva
amlodipinu potla¢ovanim metabolické aktivity stfevniho mikrobiomu [41].
Na druhou stranu farmakokinetika protizanétlivého 1é€iva nabumetonu u potkand,
kterym bylo podavéano Sirokospektré antibiotikum imipenem, nebyla signifikantné
ovlivnéna v porovndni s kontrolni skupinou zvitat, kterym imipenem podavan nebyl
[42]. Tyto vysledky jen reprezentuji komplexnost problému interakce mezi
antibiotiky, zménénou stievni mikrofléorou a metabolismem ordlné podavanych
1é¢iv. Mozny efekt sttevniho mikrobiomu na farmakokinetiku 1é¢iv je ovlivnén
celou fadou faktorti v zédvislosti na pouzitém antibiotiku, studovaném Ilécivu,
modelovém organismu a stavu intestindlni mikrofléry. Dosud zndmé potencidlni
interakce mezi ordlné¢ podédvanymi 1€Civy a antibiotiky jsou shrnuty v piehledné

praci [43].

2.1.2.2 Probiotika

Spolu s antibiotiky mohou modifikovat stfevni mikrofloru také probiotika a
mit tak pozitivni nebo negativni vliv na celkovy stav hostitelského organismu.
Nadmérné uzivani antibiotik vyvolalo obavy ohledné jejich moznych neptiznivych
ucinkd na lidské zdravi, o bezpecnosti probiotik je toho znamo jeSté méne.
Probiotika jsou definovdna jako Zzivé mikroorganismy, které mohou zlepSenim
rovnovahy intestindlni flory ptiznivé ovlivnit zdravi hostitelského organismu,
pokud jsou podavana v adekvatnim mnozstvi [44]. Podavani probiotik je spojovano

s mnoha benefity pro lidské zdravi, jako je prevence nekrotizujici enterokolitidy



u predCasn¢ narozenych déti i u déti s kojeneckou kolikou, zkraceni doby akutniho
prijmu u déti, zmirnéni ptiznakd u syndromu draZzdivého tracniku a prevence
prijmi spojenych s uzivanim antibiotik [45]. Piedpoklada se, Zze tyto prospésné
efekty probiotik jsou zpusobené jejich schopnosti pozitivné ovliviiovat slozeni
sttevniho mikrobiomu, nicméné jestli, a do jaké miry, jsou probiotika schopna
slozeni mikrobiomu ménit, ani detailni mechanismus jejich u¢inku na molekularni
urovni, NEjsoOU zatim znamy. Probiotika mohou pfimo ovliviiovat mikroby sidlici
V GIT produkci bakteriocinli, mastnych kyselin s kratkym fetézcem (modulétort
regulacnich d&ji v buiice), tvorbou substratii, které mohou podporovat rlst
komenzalnich bakterii (polysacharidy, vitaminy, mastné kyseliny) a posilenim
imunitni odpovédi proti specifickym mikroblim. Nepfimo mohou probiotika
ovlivnit stfevni mikrofléru inhibici vazby bakterii na stfevni sténu stimulaci
produkce mucinu, posilenim stfevni bari€ry, zmirnénim zanétu stfev, a tim
podporou ristu mikrobti spojenych se zdravym fyziologickym stavem stiev [46].
Neékteré studie naopak ptedpokladaji, Ze zména ve slozeni mikrobiomu neni
primarnim mechanismem plsobeni probiotik vzhledem ktomu, Ze nebyly
pozorovany zadné signifikantni ualinky na slozeni lidské fekéalni mikroflory

V porovnani s kontrolni skupinou, které bylo podavano pouze placebo [47].

Neékteré studie naznacuji, Ze stejné jako antibiotika, také probiotika mohou
do urcité miry ovliviilovat biodostupnost ordln¢ podavanych 1é¢iv. Matuskova et al.
zjistili, ze probioticka bakterie Escherichia coli Nissle 1917 (E. coli Nissle 1917)
meéni farmakokinetiku antiarytmika amiodaronu (doslo k vyznamnému zvySeni
biologické dostupnosti tohoto 1é¢iva) [48]. Zajimavé je, Ze jina probioticka bakterie
Lactobacillus casei (L. casei) vyzkazovala jiny efekt na farmakokinetiku
amiodaronu: biologickd dostupnost zlstala stejnd, ale doSlo k prodlouzeni casu
dosazeni maximalni plazmatické koncentrace o 2 hodiny [49]. Dalsi in vivo studie
na mySich uvadéji, Ze poddvanim probiotik dochdzi ke zméné exprese enzymi
metabolizujicich 1é¢iva v jatrech [50, 51]. Tyto vysledky mohou byt velmi dulezité
s ohledem na mozné interakce bakterii s metabolismem léCiv, které mohou vést k

nezadoucim uCinkiim u lécenych pacientd.



2.1.3 Mikrobiom jako endokrinni organ

Bakterialni metabolismus v GIT vysoce pifevySuje pouze piimé lokalni
plisobeni na stfevni mukoézu a enterickou nervovou soustavu. Stievni mikrobiom
produkuje velké mnoZstvi metaboliti hormonalni povahy, které jsou uvolhovany
do krevniho feciSt¢ a pisobi vcelé fadé¢ organu (Obr. 2). Neptimo je také
mikrobiota produkci velkého mnozstvi aktivnich metabolitd a prekurzorovych
molekul zapojena do regulace endokrinniho systému. Na druhou stranu mohou
nékteré druhy bakterii reagovat na hormony produkované hostitelskym
organismem. Tato schopnost ovlivilovat funkce distdlnich orgdni v mnoha
aspektech ¢ini ze stfevniho mikrobiomu komplexni systém podobny endokrinnim
organtim [52]. Oproti jinym endokrinnim organtim, které sekretuji pouze jeden nebo
nanejvySe malé mnozstvi aktivnich latek, stievni mikrobiota produkuje stovky
metabolitd. Z morfologického a biochemického pohledu je stfevni mikrobiom
mnohem vétsi a biochemicky vice heterogenni nez jakykoli jiny endokrinni organ
v lidském téle vcetné mozku [53]. Jak bylo popsano diive, tento enormni
biochemicky potencial plyne z obrovského mnozstvi bakterialnich bungk (10*) a
Sirokého spektra bakteridlnich kment ptitomnych v GIT schopnych produkovat
Sirokou Skalu metabolitt.
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Obrazek 2. Vliv endokrinni produkce stfevni mikroflory na lidské zdravi a vznik

onemocnéni (modifikovano podle [52]).



Mezi produkty vznikajicimi ¢innosti mikrobiomu patfi neurotransmitery,
napt. kyselina y-aminomaselna (GABA), serotonin, dopamin nebo noradrenalin,
gastrointestinalni hormony jako je ghrelin, leptin nebo hormon kortizol. GABA
je nejdulezitéjsi inhibi¢ni neurotransmiter v mozku a je produkovana nékterymi
komenzalnimi bakteriemi zrodu Lactobacillus [54]. Serotonin je klicovym
neurotransmiterem osy GIT — mozek jak na Grovni enterického nervového systému
[55], tak centralni nervové soustavy [56]. Prekurzorem pro tuto signalni molekulu
je aminokyselina tryptofan, jejiz koncentrace v krvi je ovliviiovana také stfevnim
mikrobiomem [57]. Ukazuje se, Ze stievni mikrobiota by tak mohla byt vhodnym
terapeutickym cilem pro 1é¢bu onemocnéni centralni nervové soustavy spojenych

s hladinou serotoninu [58].

2.1.3.1 Mastné kyseliny s kratkym retézcem

Dalsimi molekulami produkovanymi stfevni mikrobiotou jsou mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), hlavni produkty bakteridlni fermentace
sacharidli a proteint ve stfev€. V mnoha ohledech se SCFA chovaji jako hormony
sttevnich mikrobiot a mohou tak zprostiedkovavat celou fadu funkci spojovanych
s mikrobiomem pomoci klasické endokrinni signalizace. Napftiklad jsou schopny
modulovat sekreci serotoninu [59] a wuvoliovani peptidu YY, dulezitého
neuropeptidu produkovaného neuroendokrinnimi bunkami ilea a tlustého stieva
[52]. Receptory a transportéry pro SCFA jsou exprimovany v GIT [60]. Celkova
koncentrace SCFA produkovanych v lidském tlustém stfevé je v rozmezi 50 — 200
mmol-I™*. Nésledné jsou velmi rychle absorbovéany stfevni sliznici a maji vyznamny
dopad na fyziologii hostitelského organismu jako zdroj energie, pfi regulaci genové
exprese a jako signalni molekuly rozpoznavané specifickymi receptory [61].
Nedavno byly publikovany studie ukazujici na nové mechanismy, kterymi SCFA
mohou regulovat rozvoj imunitnich bunék a potlacovat tak zanét [61, 62].

Hlavnimi SCFA jsou acetat, propionat a butyrat vznikajici predevSim
v tlustém stfevé ¢innosti  bakterii rodu Bacteroides, Bifidobacterium,

Propionibacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Clostridium, Roseburia,



Prevotella, ale i dalSich v poméru piiblizné 60:20:20 [63]. Je vSak znamo, ze tyto tii
slou¢eniny se znac¢n€ 1i§i ve svych potencidlnich Uc€incich na fyziologii
hostitelského organismu. Zaprvé se lisi svym osudem v organismu a tkanovou
distribuci, kdy butyrat je preferovanym zdrojem energie pro kolonocyty, propionat
je zapojen do glukoneogeneze v jatrech a acetat dosahuje nejvyssich koncentraci
v cirkulaci [61]. Za druhé se jednotlivé SCFA rozdilné vazou na proteiny (napf.
inhibice histonovych deacetylaz u butyratu a propionatu) a receptory [64]. Dosud

znamé fyziologické ucinky SCFA na lidské zdravi jsou shrnuty v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Piehled fyziologickych funkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem
(SCFA) acetatu, propionatu a butyratu produkovanymi bakteriemi v tlustém stfevé
(modifikovano podle [65]).

SCFA Fyziologicky efekt
Acetat Prochazi portalni zilou a je metabolizovan v mnoha tkanich
Vliv na stfevo
Minoritni zdroj enegie pro epitelidlni buiiky tlustého streva
Snizuje pH v tlustém stieveé (coZ zvySuje rozpustnost soli zlu¢ovych kyselin,
zvysuje absorpci mineraltl, snizuje absorpci amoniaku a inhibuje rtst patogenit)
Ma protizanétlivé ucinky
Zvysuje pratok krve tlustym stfevem a vstrebavani kysliku
Muze byt substratem pro produkci butyratu
Dalsi vlivy
Je substratem pro biosyntézu cholesterolu a mastnych kyselin v jatrech
Energeticky zdroj pro svaly a mozek
Propionat Prochazi portalni zilou a nasledné je absorbovan do jater
Vliv na stfevo
Minoritni zdroj enegie pro epitelidlni bunky tlustého stieva
Snizuje pH v tlustém stfeveé (coz zvysuje rozpustnost soli zlucovych kyselin,
zvySuje absorpci mineralll, snizuje absorpci amoniaku a inhibuje rist patogentl)
Brani proliferaci a indukuji apoptézu u kolorektalniho karcinomu
Interaguji s imunitnim systémem
Ma protizanétlivé ucinky
Dalsi vlivy
Podporuje pocit sytosti
Snizuje hladinu cholesterolu v krvi
Snizuje lipogenezi v jatrech
Zvysuje citlivost na inzulin
Butyriat Je absorbovan predevsim epitelidlnimi butikami tlustého stfeva, jen malé

mnozstvi se dostane do cirkulace.

Vliv na stievo

Je hlavnim zdrojem energie pro epitelialni burnky tlustého stfeva

Snizuje pH v tlustém stfeveé (coz zvysuje rozpustnost soli zlu¢ovych kyselin,
zvySuje absorpci mineralt, snizuje absorpci amoniaku a inhibuje rist patogenti)
Stimuluje proliferaci epitelidlnich bunék tlustého stieva

Brani proliferaci a indukuji apoptézu u kolorektalniho karcinomu

Ovliviuji genovou expresi epitelialnich bunék tlustého streva

Maji protektivni ucinek proti rakoviné tlustého streva a kolitide

Posiluji stfevni bunéénou bariéru stimulaci produkce mucinu a
antimikrobialnich peptida

Interaguji s imunitnim systémem

Ma protizanétlivé ucinky

Stimuluje absorpci vody a sodiku

Redukuje oxidacni stres v tlustém stieve

Dalsi vlivy

Podporuje pocit sytosti

Zména exprese jaternich enzymii metabolizujicich léciva?
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PredevSim butyrdt a propiondt jsou studovany pro jejich potencidlni
pozitivni u¢inky na lidské zdravi, jakymi je prevence proti rakoviné tlustého streva
v piipadé butyratu a snizeni hladiny cholesterolu u propionatu [61]. Narozdil od
acetatu, ktery je produkovan vétSinou komenzalnich bakterii v stfevnim lumen,
butyrat a propionat je produkovan pouze uritymi skupinami stfevnich bakterii.
V Tabulce 2 jsou shrnuty nékteré komenzalni bakterie nejhojnéji zastoupené
v lidské stolici, které jsou schopné¢ produkovat butyrat a propionat.
NejvyznamnéjSimi producenty butyrdtu jsou dva bakteridlni rody z kmene
Firmicutes, Ruminococcaceae a Lachnospiraceae, nicméné, z Tabulky 2 je ziejmé,
Ze cela fada dominantnich bakterii z kmene Firmicutes pfitomnych v tlustém stieve
(Blautia spp., Eubacterium eligens, Ruminococcus spp. a dalsi) schopnost
produkovat butyrat postradd. Jeden z hlavnich faktort, ktery ovliviluje zapojeni
jednotlivych bakteridlnich druhii do produkce butyratu nebo propionétu je hodnota
pH ve stievé [66].

Nejvyraznéj$i bioaktivni ucinky z SCFA prokazuje butyrat, jako
je naptiklad vliv na funkeci stfevni sliznice inhibici zanétu a karcinogeneze, posileni
komponent pro obrannou bariéru stfevni stény a sniZzeni oxidac¢niho stresu. Mezi
dva hlavni molekuldrni mechanismy plsobeni butyratu na fyziologii ¢lovéka patii
inhibice aktivace nuklearniho faktoru kappa B a inhibice histonovych deacetyldz.
Pozorované efekty butyratu v jednotlivych studiich z velké miry zaviseji na jeho
pouzitych koncentracich a modelovych organismech. Problémem je také nedostatek
klinickych studii pro potvrzeni prospésného ucinku butyratu na lidské zdravi [67].

Neékteré studie ukazaly, ze mnozstvi butyrdtu produkovaného bakteriemi
jako je Butyricicoccus pullicaecorum, Eubacterium rectale, Faecalibacterium
prausnitzii, a/nebo Roseburia intestinalis je vyrazn€¢ snizeno u pacientl
se zanétlivym onemocnénim stiev [68, 69] a disledkem toho byl nalez nizSich
koncentraci butyratu ve stolici téchto pacientll v porovnani se zdravymi jedinci [70].
NiZz8i zastoupeni bakterialnich producentli butyratu bylo zjist€no také u pacienti
s rakovinou tlustého stieva [71]. Z téchto divoda se védci snazi nalézt metody pro
stimulaci bakteridlni produkce butyratu v tlustém stievé podavanim specidlni diety

(prebiotika, napt. tézko stravitelné nebo nestravitelné oligosacharidy) nebo aplikaci
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téchto bakterii oralné (probiotika). V klinické praxi je jiz pouzivan butyrat v podobé
tablet nebo rektalnich Cipkil pro 1écbu pacientii se zanétlivym onemocnénim stiev
[72].

Bylo také zjisténo, Ze butyrat indukuje expresi AhR v¢etné jeho cilovych
gen Cyplal, Cypla2 a Cyplbl v jatrech bezmikrobnich mysi [73]. Cytochromy
P450 (CYP) 1Al1, 1A2 a 1BIl, o kterych bude pojednano dale, patii mezi
biotranformacni enzymy prvni faze metabolizujici xenobiotika vcetné¢ nékterych
klinicky wuzivanych 1éCiv [74]. Butyrat by tedy, kromé jiz zminovanych

fyziologickych u€inki, mohl ovlivitovat také metabolismus 1é¢iv v jatrech.
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Tabulka 2. Schopnost dominantnich bakterialnich druht nalezenych v lidské stolici

produkovat butyrat a propionat (modifikovano podle [65]).

Bakterialni kmen Bakteridlni druh Butyrat Propionat
Bacteroidetes Bacteroides uniformis - +
(Bacteroidaceae)
Bacteroides vulgatus - +
Bacteroidetes Prevotella copri - +
(Prevotellaceae)
Bacteroidetes (Rikenellaceae) Alistipes putredinis - +
Firmicutes (Lachnospiraceae) Eubacterium rectale + -
Roseburia inulinivorans + +
Roseburia intestinalis + -
Dorea longicatena - -
Eubacterium hallii + +
Anaerostipes hadrus + -
Ruminococcus torques - -
Coprococcus eutactus + -
Blautia obeum - +
Dorea formicigenerans - -
Coprococcus catus + +
Firmicutes Faecalibacterium + -
(Ruminococcaceae) prausnitzii
Subdoligranulum + -
variabile
Ruminococcus bromii - -
Eubacterium siraeum - -
Firmicutes (Veillonellaceae)  Dialister invisus - +
Firmicutes Phascolarctobacterium - +
(Acidaminococcaceae) succinatutens
Firmicutes Eubacterium biforme + -
(Erysipelotrichaceae)
Actinobacteria Bifidobacterium - -
(Bifidobacteriaceae) adolescentis
Bifidobacterium longum - -
Actinobacteria Collinsella aerofaciens - -
(Coriobacteriaceae)
Verrucomicrobia Akkermansia - +

(Verrucomicrobiaceae)

muciniphila
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2.1.4 Mikrobiom a metabolismus 1é¢iv

Oralni aplikace je nejCast&j$i zplisob podavani 1€kd, 84 % z padesati
nejprodavanéjSich farmaceutickych produkti v USA a v Evropé je podavéno
usty [75]. Oralni aplikace je zaroven jednozna¢né nejkomplexnéjsi cestou podavani
1é¢iv (Obr. 3). Aby oraln¢ podavané 1é¢ivo bylo u¢inné, musi a) dojit k jeho
rozpusSténi v tekutinach gastrointestinalniho traktu b) zistivat beze zmény v
sttevnim lumen C) projit pies epitelidlni membrany a d) podstoupit minimalni
metabolické pfemény pii prvnim prichodu jatry nebo GIT. Biologicka dostupnost
peroralné podaného 1é¢iva je multifaktoridlni proces a je zavisld predev§im na jeho
rozpustnosti, stabilit¢, schopnosti pfechazet pfes membrany a metabolickych
pfeménach, které podstupuje.

O roli rozpustnosti, schopnosti pfechazet pies membrany a biotransformaci
1é¢iv v jatrech bylo napsdno mnoho, méné pozornosti vSak bylo vénovano jejich
stabilit¢ v stfevnim lumen. Nestabilita 1é¢iva je Casto spojovana s pH a/nebo
degradaci lé¢iva enzymy v tenkém stfeveé. Dullezitym faktorem stability, ktery je
velmi Casto prehlizen, je vSak také ucinek stievni mikroflory [14].

Strevni bakterie vybavené velkou Skalou enzymi maji schopnost
metabolizovat 1é€iva a jind xenobiotika ve srovnatelné mite jako jakakoliv jind Cast
lidského téla. Scheline dokonce pfedpokladal, ze stievni mikroflora ma schopnost
fungovat jako orgdn s metabolickym potencidlem minimalném stejnym jako jatra
[76]. Mezi jaternim a mikrobialnim metabolismem jsou vSak znac¢né rozdily.
V jatrech dochazi zejména k oxidaénim a konjugacnim reakcim, které produkuji
vysokomolekularni polarni slouc¢eniny. Zatimco stfevni mikrobiota je zapojena do
reduk¢nich a hydrolytickych reakci produkujicich nizkomolekularni nepoléarni
metabolity. Rychlost a rozsah bakterialniho metabolismu jsou ovlivnény mnoZzstvim
1éCiva, které se dostane do distalni ¢asti stieva.

Vétsina ¢kt se rychle a kompletné absorbuje jiz na zacatku tenkého stfeva
a ma tak minimalni kontakt se stfevni mikroflorou. To vysvétluje skutecnost, proc¢
za poslednich ¢tyticet let bylo identifikovano pouze asi tficet 1é¢iv uvedenych na trh
jako substaty stievnich mikroorganismi. Nicméné mezi kandidaty na nova léCiva

je stale velky pocet sloucenin, s nizkou rozpustnosti a/nebo schopnosti piechazet
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pies membrany [77]. LéCiva s témito vlastnostmi prochazeji do nizsich ¢asti GIT,
kde dochazi k jejich interakci s bakteriemi. Krom¢ toho se 1éCiva, ktera jsou
aplikovana intraven6zn¢ nebo jsou zcela absorbovéna Vv horni ¢asti tenkého stieva,
mohou dostat do stievniho lumen sekreci nebo difuzi z krevniho obéhu nebo mohou
byt vylou€ena Zluc¢i enterohepatalnim obéhem. Ve vétSin€ téchto ptipadli dochazi
ke kontaktu 1éCiva se stfevni mikrobiotou. K pfimému kontaktu s bakteriemi
Vv tlustém stfev€é dochdzi také po rektalnim podéani 1é€iva ve formé Cipkli nebo
klystyru.

Z téchto informaci je zfejmé, Ze existuje moznost interakce stievnich
bakterii slécivy a jejich vliv na stabilitu 1éCiv v stfevnim lumen by nemél byt
zanedbavan. Vliv stfevni mikroflory na stabilitu 1é¢iva je klinicky relevantni,
protoze bakteridlni metabolismus mulze produkovat metabolity, které¢ jsou
farmakologicky aktivni, neaktivni nebo dokonce toxické [14].

Ve vétsiné€ ptipadl vSak neni znam detailni mechanismus, specifickd reakce
a bakteridlni kmen zodpovédny za modifikaci 1é¢iv. V soucasné dob€ nové metody
molekularni biologie, zvlasté sekvenovani bakteridlni DNA a pyrotagging
technologie, umoziuji studovat, jakym zpiisobem ovliviiuji stfevni bakterie
biodostupnost, uc¢innost a toxicitu 1éCiv. Neé&kolik nedavnych studii ukazalo,
ze stfevni mikroflora muze ovliviiovat farmakokinetiku peroralné podavanych 1éc¢iv,

a proto miize mit vyznamné dusledky pro jejich biodostupnosti [40, 41].
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Perordlni Intravendézni
podani Ié¢iva r\podém’ lé¢iva

i Stfevni sténa Jatra xR
Stfevni mikrobiom Teaiopere Oxidace, konjugace,
Redukce Metabolismus redukce, hydrolyza atd.
Hydrolyza Enterohepatalni
Dehydroxylace cyklus
Dealkylace Vylouceni Zluci
Demetylace
Dekarboxylace Metabolity do cirkulace
Acetylace \
Deaminace 2
Dekonjugace Ledviny

) Oxidace

Konjugace

[Vylouéenl’ stolici nebo moci

Obrazek 3. Misto vstupu do organismu a metabolismus lé€iva po perordlnim a

intraven6znim podani (modifikovano podle [78]).

2.1.4.1 Mechanismy pusobeni stievniho mikrobiomu na metabolismus léciv

Ptestoze znalosti tykajici se stievniho mikrobiomu a jeho vlivu
na metabolismus 1€¢iv za posledni dobu vyrazné pokrocily, celd fada otazek zlstava
nezodpovézena nebo zname odpovédi jen Casteéné. Napiiklad, jaky je mechanismus
a které bakteridlni druhy jsou zapojené do interakce? Na zakladé studii metabolismu
a farmakokinetiky né€kterych 1é¢iv byly navrZzeny mozné mechanismy:

Prvni skupinou jsou pifimé mechanismy, kdy je prokdzdno pfimé spojeni mezi
sttevnim mikrobiomem a odpovidajici biotransformaci 1éCiva, zahrnujici také
pfimou vazbu lé¢iva na mikrobialni bunky.

Aktivace léciva. Stfevni mikrobiota milZze pieménovat inaktivni

terapeutikum (tzv. prodrug) na jeho aktivni formu. Piikladem je lék ulcerdzni
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kolitidy sulfasalazin, které obsahuje protizanétlivé pusobici 5-aminosalicylovou
kyselinu (5-ASA) spojenou dvojnou vazbou (azoskupinou) s molekulou
sulfapyridinu. LéCivo je inaktivni dokud se nedostane do distalniho stfeva, kde
je bakterialnimi azoreduktasami redukcéné rozStépena azoskupina v molekule
sulfasalazinu a dochazi k uvolnéni 5-ASA [79].

Detoxikace léciva. Stievni mikrobiom také koduje enzymy, které
detoxikuji 1é¢iva, ¢imz méni jejich farmakologickou u¢innost a/nebo toxicitu.
Jednim z prikladli bakteridlniho detoxikacniho mechanismu je kardiotonikum
digoxin, ktery je inaktivovan komenzalni bakterii Eggerthella lenta z kmene
Actinobacteria. Digoxin je jednim z mala ptikladi, kde je presné identifikovany
bakterialni druh zodpovédny za biotransformaci 1é¢iva [80].

Pfima vazba na xenobiotikum. DalSim dualeZitym ptikladem, avSak zatim
malo prozkoumanym, je pifimé interakce mezi stfevnim mikrobiomem a lé¢ivem.
Piikladem je interakce bakterie Helicobacter pylori (H. pylori) s prekurzorem
dopaminu 1é¢ivem levodopou (L-DOPA), casto piedepisovanym pacientiim
s Parkinsonovou chorobou. Na rozdil od dopaminu mize oraln¢ podavana L-DOPA
prochazet hematoencefalickou bariérou, kde je dekarboxylovana na dopamin.
Je také dlouho znamo, ze pacienti s Parkinsonovou nemoci maji zvySené riziko
vzniku zalude¢nich viedl, coz je zplisobeno piedevSim pisobenim bakterie
H. pylori, ktera poskozuje sliznice zaludku a dvanactniku. Nedavné studie ukazaly,
Zze odstranéni bakterie H. pylori antibiotiky zvySuje biodostupnost L-DOPY
a zlepSuje ucinnost 1écby u pacientli s Parkinsonovou chorobou. Kromé piimé
vazby mutze H. pylori ovliviiovat biodostupnost L-DOPA narusenim jeji absorpce

pres stievni sténu, produkci ROS nebo pfimo jeji biotransformaci [81].

Druhou skupinou mechanismi, kterymi stfevni mikrobiom muize vyrazné
zasahovat do metabolismu 1é¢iv, jsou ty nepfimé. Jednim z nepfimych mechanismi
je enterohepatalni cyklus zodpovédny za prodlouzeni efektu stievnich mikrobiot
na biotransformaci 1é¢iv. Lécivo Casto podléha konjugac¢nim reakcim s kyselinou
glukuronovou za katalyzy jaternimi UDP-glukuronosyltransferasami a produkce

polarniho konjugatu, ktery je snadno vyloucen zluci. Jakmile se konjugat dostane
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do stieva je Stépen bakteridlnimi B-glukoronidasami, coz muZe mit negativni
nasledky. Typickym piikladem je irinotecan, lé¢ivo podavané pacientim
s rakovinou tlustého stfeva, které je ve stieve pfeménéno zpét na svou cytotoxickou
formu zpusobujici nezadouci vedlejsi ucinky v GIT [82].

Vysledky poslednich studii ukazuji, Ze jednim z moznych mechanismi
plusobeni stievniho mikrobiomu na metabolismus 1é¢iv mize byt jeho vliv
na expresi jaternich biotransformac¢nich enzymii. Nékolik praci poukazuje na zménu
exprese mMRNA cytochromii P450 u bezmikrobnich mySi postradajicich zcela
sttevni bakterie v porovnani s kontrolnimi zvifaty s normalni stfevni mikroflorou
[83, 84]. Také cilena monokolonizace bezmikrobnich mysi definovanymi
bakteridlnimi druhy, jak komenzalnimi, tak probiotickymi, ma vliv na hladiny
exprese jednotlivych cytochromi P450.

K vyznamnym interakcim mezi stfevnimi bakteriemi a hostitelskym
organismem dochdzi také v ptipad¢ metabolickych drah spole¢nych pro enzymy
hostitelského organismu s témi, které jsou kodovany stievnim mikrobiomem.
V roce 2008 byly evidovany piipady, kdy mlécné vyrobky obsahujici melamin
zpusobily epidemii ledvinovych kameni, akutni selhdni ledvin a nékolik tmrti.
Melamin je sdm o sobé v malych déavkach netoxicky, ale pokud je podavan
v kombinaci s kyselinou kyanurovou tvofi Kkrystalky nerozputného melamin
kyanuratu, ktery byl nalezen v renalnich tubulech postizenych pacienti. Co bylo
zdrojem kyseliny kyanurové nebylo zpocatku znamo, az in vitro a in vivo studie
ukazaly, ze za jeji pritomnost jsou zodpoveédné stievni bakterie degradujici melamin
(napt. Klebsiella terrigena) [85].

Dal8i moznosti je soupefeni produktu bakteridlniho metabolismu a lé¢iva
0 stejné vazebné misto na biotransformaénim enzymu. Metabolity produkované
sttevnim mikrobiomem tak mohou ovliviiovat ¢innost nebo toxicitu daného 1éciva.
Mezi takovato lécCiva patii napiiklad bé€zné€ uzivané antipyretikum, paracetamol,
nebo antivirotikum sorivudin. Oba dva ptipady budou detailnéji zminény
V nasledujici kapitole. Nedavné studie 1€kt proti rakoviné ukazaly, Ze stfevni

mikrobiom miize mit vliv na Uc¢innost 1é¢iv také stimulaci imunitniho systému
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hostitelského organismu [86]. VSechny vySe zminéné mechanismy jsou shrnuty na

Obrazku 4.
Stievni bakterie Zména genove exprese

> .

Enterohepatalnicyklus Zména kinetiky

. Aktivni metabolit
@

Inaktivni metabolit

Bakterialni metabolit
Vazebné misto enzymu

Nepfimé mechanismy
Vznik bakteridlnich
metabolita 7

PFimé mechanismy

1 2 3
Aktivace Detoxifikace Prima vazba

© & ® o f o ©

§ stk b
»

l

Strevni lumen

Lamina propriaa
lymfatické organy 3 , ®

Imunitni odpovéd’

Obrazek 4. Mechanismus ovlivnéni metabolismu 1é¢iv stfevnimi bakteriemi.

Piimy mechanismus: (1) produkce aktivnich metabolitl, (2) detoxikace, (3) pfima
vazba bakteridlnich bunék na 1é¢ivo. Neprfimé mechanismy vlivu stfevniho
mikrobiomu na fyziologii hostitelského organismu: (4) enterohepatalni ob¢h, (5)
zména exprese genl zapojenych do metabolismu xenobiotik, (6) zména kinetiky
zptisobend bakteridlnimi metabolity soutéZicimi o vazebna mista enzymu s 1é¢ivem,
(7) produkce bakteridlnich metaboliti zapojenych do metabolickych drah

hostitelského organismu a (8) stimulace imunitni odpovédi (podle [82]).
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2.1.4.2 Léciva metabolizovana bakteriemi v gastrointestindlnim traktu

Schopnost stfevniho mikrobiomu metabolizovat 1éky byla poprvé
rozpoznana piiblizné pred 40 lety [87]. Dnes jsou znamy asi Ctyii desitky 1éku
a bioaktivnich pfirodnich latek obsazenych v potravé, které jsou piimo
metabolizovany bakterialnimi enzymy, a jejich pocet stale roste [14, 88] (Tab. 3).

Metabolismus sorivudinu je vybornym piikladem dalezitosti studia
zapojeni stfevnich bakterii do metabolismu oralné podavanych 1é¢iv a moznych
zmén v jejich farmakologické aktivit€é nebo dokonce toxicité. Sorivudin je anolog
thyminu uzivany jako antiviralni 1é¢ivo zpusobujici kompetitivni inhibici virdlni
DNA polymerazy. V roce 1993 byl stazen z japonského trhu po osmnéacti nahlych
umrtich pacientti 1é€enych na rakovinu, kterym byl oralné podavan S-fluorouracil
vV kombinaci pravé se sorivudinem. Okuda et al., zji§tovali pfesny mechanismus
této fatalni 1€kové interakce a zjistili, Ze za toxicitu sorivudinu je zodpovédny jeho
bakterialni metabolit [89]. Metabolit (E)-5-(2-bromovinyl) uracil produkovany
sttevnimi bakteriemi — hlavné druhy z kmene Bacteroidetes, muze inhibovat
metabolismus 5-flurouracilu, coz zpusobuje jeho toxickou hladinu v organismu
[90]. Experimenty s bezmikrobnimi potkany tuto skute¢nost potvrdily [91].

Acetaminofen, paracetamol (N-acetyl-p-aminofenol), je jeden z nejvice
pouzivanych volné proddvanych 1ékti na svété pro své analgetické a antipyretické
vlastnosti. Biotransformace a potencidlni toxicita paracetamolu byla intenzivné
studovana a jeho osud v lidském organismu je velmi dobfe znam [92, 93]. Oraln¢
podavany paracetamol je prevazné metabolicky pfeménovan na dva farmakologicky
inaktivni metabolity dvéma cestami - glukuronidaci nebo O-sulfonaci za vzniku
glukuronidu resp. sulfatu paracetamolu. Pfiblizné tfetina mnozstvi paracetamolu je
oxidovana primarn¢ cytochromy P450 2E1, 1A2 a 3A4 na vysoce reaktivni
metabolit N-acetyl-benzochinonimin (NAPQI), ktery je zodpovédny za jeho
toxicitu [94]. NAPQI je detoxifikovan konjugaci s glutathionem a nasledné
vylou€en moc¢i. Hlavnim organem zapojenym do metabolismu paracetamolu jsou
jatra, v mens$i mife ledviny. Posledni studie ukazuji, Ze za interindividualni rozdily
v toxicit¢ paracetamolu jsou ¢astecné¢ zodpoveédné také stievni bakterie. Stievni

bakterie (napf. Clostridium difficile) produkuji z aminokyselin a tyrosinu p-kresol,
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substrat lidského jaterniho enzymu sulfotransferasy 1A1 (SULT1A1l), ktery
je zodpovédny také za jiz zminénou O-sulfonaci paracetamolu. Bakterialni
metabolit p-kresol tedy soutéZi s paracetamolem o vazebné misto SULTIAL.
U pacienti s piirozené¢ vyssi hladinou p-kresolu dochazi ke snizeni schopnosti
sulfonace paracetamolu zpisobenou vazbou tohoto bakteridlni metabolitu
na vazebné misto SULT1A1 a pravdépodobné ke zvySeni produkce NAPQI a tedy
zvySeni rizika hepatotoxicity paracetamolu [95].

Ve svétle téchto vysledkt je ziejmé, ze stabilita 1€Civ v intestindlnim lumen
a potencialni zapojeni sttevniho mikrobiomu do jejich metabolismu by nemély byt
ptehlizeny. | v ptipadé tak bézné uzivaného 1é€iva, jakym je paracetamol, je nutné
brat v avahu roli mikrobiomu a jeho vliv na odpovéd’ na 1écbu u jednotlivych

pacientll.
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Tabulka 3. Prehled 1€kt metabolizovanych stfevnimi bakteriemi [96].

Klinické vyuziti

Antibiotika

Protizanétliva
1é¢iva

Analgetika

Kardiotonika

Anti-psychotika

Antivirotika
Antimykotika

Hypolipidemika

Hypnotika
Antiepileptika
Cytostatika
Antiulcerotika

Antihelmintika

Prebiotika

Lécivo
Prontosil
Neoprontosil
Metronidazol
Chloramfenikol

Sulfasalazin

Balsalazid
Olsalazin
Sulfinpyrazon
Sulindak
Nabumeton

Mesalazin
Acetaminofen
(paracetamol)

Fenacetin
Digoxin

Risperidon

L-Dopa
Zonisamid
Sorivudin

Flucytosin

Lovastatin

Nitrazepam
Klonazepam
Mizonidazol
Omeprazol
Ranitidin
Nizatidin

Levamisol

Lactuléza

Vliv bakterii na
l1écivo
aktivace prodrug

aktivace prodrug

zvyseni toxicity

aktivace prodrug

aktivace prodrug
aktivace prodrug
zvyseni aktivity
zvyseni aktivity

sniZeni biodostupnosti

zvyseni toxicity

snizeni aktivity
snizeni aktivity

indukce symptomt
Parkinsonovy choroby

snizeni aktivity
ovlivnéni redukce
zvyseni toxicity
zvyseni aktivity nebo
toxicity

zménéna
farmakokinetika

indukce teratogenicity

vznik sulfidu
snizena absorbce ve
stievé a biodostupnost

zvyseni aktivity

stimulace rastu bakterii

Bakterialni
metabolismus
Azo redukce

Azo redukce
Redukce

Vznik aminu a
hydrolyza
Az0 redukce

Azo redukce

Azo redukce
Redukce sulfoxidu
Redukce sulfoxidu
Redukce

Acetylace

O-sulfatace; C-S
Stépeni
acetaminofen-3-
cysteinu
Deacetylace

Redukce

Stépeni
izoxazolového
kruhu nebo
hydroxylace
Dehydroxylace

Redukce
Hydrolyza
Deaminace

Hydrolyza

Nitro redukce
Nitro redukce
Nitro redukce
Redukce sulfoxidu
N-oxid redukce
N-oxide redukce

Otevieni
thiazolového kruhu

Hydrolyza

Druh
bakterie
neznamy

neznamy
neznamy
neznamy

neznamy

neznamy
neznamy
neznamy
neznamy
neznamy
neznamy
Clostridium
difficile
neznamy

Eggerthella
lenta
neznamy

neznamy
neznamy
Bacteroides

neznamy

neznamy

Clostridium
leptum
neznamy

neznamy
neznamy
neznamy
neznamy

Bacteroides,
Clostridium
spp.

neznamy

Ref
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2.2 Metabolismus xenobiotik

Xenobiotika jsou definovana jako latky cizi pro lidsky organismus, které
vném nejsou za béZnych podminek produkovany. Patii sem latky z potravy,
zZ okolniho prostiedi (napft. pesticidy, herbicidy, pigmenty, konzervacéni latky) a dale
synteticky pripravené molekuly véetné 1€¢iv. Je zfejmé, ze k tomu, aby se projevil
terapeuticky poptipad¢ toxicky efekt léCiva, musi dojit k jeho kontaktu
s biologickym systémem. Nejdiive musi dojit k absorpci do organismu, nejcasteji
pies gastrointestinalni trakt do krevniho fec€iSté a nasledné probiha distribuce 1é¢iva
cévami do jater, hlavniho organu metabolismu cizorodych latek. Nakonec dochazi
k vylouceni (exkreci) 1é¢iva nebo jeho metabolitu z organismu. Léky, které jsou
absorbovany biologickym systémem, se velmi €asto vyznacuji lipofilni strukturou.
Tyto latky proto nejsou snadno vylouditelné z organismu, protoze mohou byt opé&t
reabsorbovany v ledvindich nebo z GIT po vylou€eni Zlu¢i. Metabolismem
(biotransformaci) xenobiotik dochazi k pfeméné téchto lipofilnich sloucenin
na latky vice polarni, které jsou snadnéji vyluCovany. Dochazi tak ke snizeni jeho
potencialniho toxického efektu. Interakce mezi 1éCivem a organismem je velice
komplikovany proces zahrnujici celou fadu vzdjemné podminénych kroki.
Vysledné farmakologické chovani 1é¢iva je dano fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi
ucinné latky, 1ékovou formou, zpisobem podani, ddvkou a mirou uplatnéni vSech
vyse zminénych procest, které jsou schématicky shrnuté na Obrazku 5 [130].

Metabolismus xenobiotik je V organismu zprosttedkovan
biotransformaénimi enzymy vyznacujicimi se Sirokou substratovou specifitou.
Nékteré z téchto enzymti maji specifickou afinitu pro jednotlivé substraty, jiné hraji
vyznamnou roli také v metabolismu endogennich latek napt. ZluCovych kyselin,
eikosanoidii, vitaminli, mastnych kyselin a steroidnich hormont. Vysledkem
plisobeni biotransformacnich enzymi je udrZzeni homeostazy organismu b&hem
expozice cizorodou latkou. Nicméng, pusobenim biotranformaénich enzymd muze
napf. dojit ke zmén€ farmakologické aktivity 1é¢iva nebo dokonce ke vzniku
toxickych metaboliti. Hlavnim biotransformaénim organem jsou jatra, tkanova

lokalizace biotransformacnich enzymu je vSak mnohem S$irsi, vyskytuji se napf. i
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V ledvindch, plicich, mozku, GIT, varlatech, srdci, nadledvinkach a krevnich

bunkach [131].

depozice
v tkanich
N
A4
absorpce > distribuce [ > interakce s
" receptorem
N
di v
isperze : s .
P iy i biotransformace > aktivace stimul
rozpusteni
4
A4
terapeuticky
v inaktivace, nebo toxicky
davka vyluCovani [¢ degradace ucinek

Obrazek 5. Osud 1é¢iva v organismu (pievzato z [132]).

Metabolické pfemény cizorodych latek se tradi¢né rozdéluji do dvou fazi,
V posledni dobé byla navrzena také tieti fadze zahrnujici roli membranovych
transportéri (ktera vSak nezahrnuje metabolické pfemény, jednd se vlastné o
transport) [133]. Béhem prvni faze biotransformace dochazi k odhaleni nebo
vloZeni polarni funkéni skupiny do molekuly xenobiotika, ¢imz se zvysi jeho
hydrofilita. Reakcemi prvni faze jsou hlavné oxidace, redukce a hydrolyza a mezi
polarni funk¢ni skupiny patii predevsim -OH, -NH,, -SH a -COOH skupina.
Metabolit 1. faze je oproti parentni latce vice polarni a mize byt vyloucen
Z organismu ledvinami nebo vstoupit do II. faze biotransformace. Pfi II. fazi polarni
metabolit podstupuje konjugacni reakce, kdy se na metabolit navaze endogenni
latka, nejcastéji UDP-glukuronova kyselina (jako tomu bylo u paracetamolu) a
dojde ke vzniku polarnich konjugati, které jsou pak snadno vylou¢eny z organismu
moci nebo Zlu¢i. Ne vzdy musi v biotransformacnim procesu 1. faze ptfedchazet II.

tazi. Pokud cizoroda latka jiz obsahuje funkéni skupinu vhodnou pro konjugaéni
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reakce II. faze, 1. faze neni nutnd. Naopak, je-li metabolit I. faze dostate¢né polarni

pro vylouceni z organismu, nepodléha jiz I1. fazi biotransformace [134].

2.2.1 Cytochromy P450

Nejznaméjs$imi biotransformac¢nimi enzymy 1. faze jsou cytochromy P450
(CYP). Vice nez tii ¢tvrtiny znamych oxidacnich reakci 1é¢iv jsou katalyzovany
pravé touto rodinou enzymi. Lidské CYP jsou pfitomné v mnoha tkanich,
pfedevsim v jatrech, ale i1 ve stfevech, plicich a ledvinach, v mén$im mnozstvi také
vmozku a srdci. Cose tyée bunécéné lokalizace, vyskytuji se prevazné
v endoplasmatickém  retikulu  resp. v tzv. mikrosomélni  frakci  (vzniklé
z endoplasmatického retikula pfi  rozbiti bun€k), jsou vSak pfitomné
I V mitochondriich, ale vzdy jsou vazany na bunééné membrany [74].

CYP tvoifi velkou rodinu monooxygendz obsahujicich hem jako
prostetickou skupinu. NejcastéjSimi reakcemi jsou hydroxylace, cozZ je dano jejich
schopnosti zabudovat jeden atom kysliku do molekuly substratu a druhy atom
kysliku  uvolnit v podobé vody. Spolu sCYP enzymy je soucasti
monooxygenazového systému také flavoprotein NADPH: cytochrom P-450
oxidoreduktasa (zkracené¢ CYPOR), kterd na né€ ptenasi postupné dva elektrony. Pro
reakci jsou tak nezbytné NADPH, kyslik, FAD, FMN, cytochrom bs a fosfolipidy
[135].

Samotna oxidace substratu katalyzovand CYP enzymy probihd v Sesti
krocich (Obr. 6). V prvnim Kkroku se substrat vaze na CYP obsahujici zelezo
v oxidované form¢. Nasledné¢ v kroku ¢&islo dvé dochazi kredukci Zeleza
Z oxidacniho stavu +III do oxida¢niho stavu +II. Elektron je pfendSen pomoci vyse
zminovaného flavoproteinu CYPOR z NADPH. V tomto redukovaném stavu
mohou CYP vézat na centralni atom Zeleza hemu také dal$i ligandy, se kterymi
poskytuji diferencni spektra. Nejznamnéj$im piikladem je komplex s oxidem
uhelnatym, absorbujici VIS zéfeni o vinové délce 450 nm, ktery dal této rodiné

enzymu nazev — cytochromy P450.
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Krok 3 zahrnuje vazbu molekularniho kysliku a pfestavbu ternarniho
komplexu Zelezo — oxidovany cytochrom P450 — substrat. Oxidaéni stav kysliku a
Zeleza v ternarnim komplexu neni zatim piesné znam. Béhem kroku 4 se druhy
elektron z NADPH vaze na ternarni komplex prostiednictvim reduktazy, nejcastéji
CYPOR. Krok ¢islo 5 se vyznacuje prestavbou komplexu a vazbou atomu kysliku
na substrat. Pfesny mechanismus neni jasny, ale zda se, ze se kyslik vaze na substrat
v aktivované form¢ a druhy atom kysliku je redukovan na vodu, ktera je dalSim
produktem reakce. V poslednim $estém kroku dochazi k uvolnéni oxidovaného

produktu a regeneraci oxidované formy CYP [74, 130].

Product ROH
Substrate RH
Cyé)-
i NADPH
6 cytochrome
[ Cyp-Fe®* ROH | 5 P450 reductase
[Cyp-Fe OF**
RH 5
H,0
H+
Cyp-Fe?" OOH
RH 4 =

RH
H
e
@Cytochrome bg

SH + O, + NADPH + Ht — SOH + H>O + NADP*

Obrazek 6. Schematické znazornéni katalytického cyklu cytochromti P450. RH,
substrat; ROH, hydroxylovany produkt (pievzato z [130]).
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V soucasné dob¢ je znamo 57 lidskych forem CYP, ale pouze asi desitka
téchto enzymu patficich do prvnich tfi skupin (CYP 1-3) je zodpovédna za vétSinu
biotransformaci xenobiotik, v€etné 70-80 % vsech klinicky uzivanych 1é¢iv. Znalost
osudu léciva a zapojeni konkrétni formy CYP pii jeho metabolismu jsou velmi
dalezité sohledem na moZzné lékové interakce, nicméné vysledky ziskané
v experimentech in vitro jsou stidle velmi daleko od bézné Kklinické praxe.
K interakcim mezi 1é¢ivy dochazi relativné Casto a je skuteCnosti, Ze mohou vést
ke vzniku nezadoucich az toxickych ucinkt 1é¢iva nebo ke snizeni jeho
terapeutick¢ho Uc¢inku a tedy k selhani 1é€by. Rozpoznani faktorti, které jsou
zodpovédné za neobycejnou rozdilnost ve farmakokinetice a farmakodynamice
u jednodlivych pacientt je stale velkou vyzvou. Za jeden z hlavnich zdroji této
enormni variability jsou povazovany pravé CYP [136].
zaroven nejzastoupenéjs$i formou v jatrech je CYP3A4. Kromé jater je CYP3A4
také nejvice exprimovanou formou cytochromil P450 ve sttevnich enterocytech a je
tak vyznamné zapojen do metabolismu ordlné podavanych 1é¢iv. Spolu s CYP3A5
se vyskytuje také v mozku, plicich a ledvinach [137]. Dalsim enzymem v podrodiné
CYP3A je CYP3A7 vyskytujici se vSak vyhradné v jatrech lidského plodu.
V dospélosti je forma CYP3A7 témer Gplné nahrazena CYP3A4, nicméné vztah
mezi témito dvéma formami je velice komplexni a diivod ptitomnosti této formy
u ¢lovéka zatim neni zcela znam [138].

Spektrum 1é¢iv, u kterych je do jejich metabolismu zapojen CYP3A4,
je siroké a otevira tak celou fadu moznosti pro 1ékové interakce, kdy mutze byt
extrémné snizena nebo naopak zvySena hladina jednoho z podanych 1éciv. Celou
fadu strukturné nesourodych latek fadime také mezi induktory CYP3A4, tj. latky,
schopné zvysit expresi tohoto CYP, napt. benzodiazepiny, fenobarbital, kyselina
valproova a dalsi.

Exprese kazdého CYP je ovlivnéna jedinecnou kombinaci mechanismi
a faktort vcéetn¢ genetického polymorfismu, indukce xenobiotiky, regulace
cytokiny, hormony, patologickym stavem organismu, stejn¢ tak pohlavim, vékem

a dalsimi [136]. Bylo naptiklad zjisténo, ze pohlavi ovlivituje fadu farmakologicky
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vyznamnych parametrli, véetné exprese biotransformacnich enzymil a transportéra
[139]. Mnohé studie ukazuji na to, Ze Zeny metabolizuji 1é¢iva mnohem efektivnéji
metabolismus 1é¢iv u cClovéka, CYP3A4. Analyzy rovnéz ukazuji, Ze hladina
proteinu CYP3A4 v jatrech je vyS§i u Zen v porovnani s muzi a stejny trend
jeinaurovni mRNA [140]. Vyznamnym faktorem ovliviiujicim kapacitu
metabolizovat 1éciva je také v€k. U novorozencu je tato kapacita velmi nizka
Z diivodu nezralosti celé fady enzymovych systéma vcetné CYP, které se plné
vyvinou béhem prvniho roku zivota. U star$i populace se schopnost metabolizovat
1é¢iva s vékem znacné snizuje. Tyto zmény nemusi vzdy souviset se snizenou
expresi ¢i aktivitou biotransformacénich enzymi. Studie ukazuji, Ze vétSina forem
CYP vykazuje mirné zvySeni v expresi a aktivit€ béhem Zivota, coZ je zvlast zfeymé
pro formu CYP2C9 [141]. Divodem pro omezeni metabolizmu 1€Civ u starSich
osob je Casté souCasné uzivani vice Iékli, ¢imZz dochazi k inhibici
biotransformac¢nich enzymi. Dale je ve vysSSim véku redukovany jaterni krevni
ob¢h a funkce ledvin [142]. Ruznda onemocnéni a patologické stavy maji
samoziejm¢ 1 negativni vliv na schopnost organismu metabolizovat lécCiva.
Napiiklad jaterni cirhdza zplsobi zmény ve struktufe jater, coZz vede ke snizeni
jaterniho krevniho obé&hu, ztraté¢ funkcnich hepatocyti, snizeni metabolické kapacity
jaternich biotransformacnich enzymut a snizeni syntézy plazmatickych proteini.
TovSe vede ke sniZeni clearence léCiva, ale zaroven ke zvySeni hladiny
volného 1é¢iva v krvi. Béhem infekce, zanétu nebo nadorovych onemocnéni
se uvolnuji do krve interleukiny (IL-1B,TNF-a a IL-6), které funguji jako signalni
molekuly a vyvolavaji zmény v expresi jaternich genl vedouci k sniZeni exprese
celé rady biotransformacnich enzyma [143].

Dalsim, jak ukazuji posledni studie, neméné dllezitym faktorem
ovlivitujicim expresi CYP enzymi je vliv stfevniho mikrobiomu, o kterém

pojednavala prvni ¢ast teoretického piehledu.
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CYP1A2 (8,9%)
inducibilita (1) CYP2AG6 (3,4%)

indukcibilita (1)
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*  zanét (|) * polymorfismus (/1)
¢ cholestaza * indukcibilita ()
CYP3A4/5(30,2%) o vék (1) o zanét (|)
* inducibilita * (pohlavi, m>7 ?) ¢ (pohlavi, Z>m ?) SRR o)
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vek (1)
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Obrazek 7. Procentudlni rozdéleni klinicky vyznamnych forem cyt

indukecibilita ()
polymorfismus ()
zanet (|)

vek (1)

(pohlavi ?)

ochromu P450

v lidskych jatrech a faktory ovliviyjici tyto enzymy (modifikovano podle [136]).

30



2.3 Modely pro studium vztahu mezi stifevnim mikrobiomem
a metabolismem 1é¢iv

VétsSina stfevnich mikrobiot se nachazi v tlustém stfevé, které je tak
hlavnim mistem bakterialni biotransformace endogennich a exogenich latek. Jeho
nepfistupnost vSak brani piimému pozorovani metabolické aktivity stievnich
mikrobiot. Lidské a zvifeci experimenty pro studium této oblasti jsou velmi
nakladné a maji etické nevyhody. Jednim =z problémt pro pouziti in Vvivo
experimentll na lidech je napf. toxicita pouZitych markerovych substratii. Nabizi
se tedy in vitro pristup, ktery je ale velmi zjednodusujici. Nedokaze zachytit
neustaly pfiliv Zivin a endogennich latek, jejich pfeménu v gastrointestindlnim
traktu, absorpci fermentacnich produktl a interakce mezi hostitelskym organismem
a bakterialni populaci. S ohledem na tyto obtize, je soucasny vyzkum vice zaméten
na studium jednotlivych specifickych vlastnosti, spiSe nez na snahu o kompletni
simulaci lidského stieva [14].

V sou€asné dobé pouzivanym modelem pro studium vlivu stfevniho
mikrobiomu na metabolismus 1€¢iv jsou in vivo experimenty s laboratornimi zvifaty
s cilené¢ zménénou stievni mikroflérou. Jednd se o zvifata gnotobiotickd nebo
zvitata se zmeénénou stfevni mikroflorou aplikaci antibiotik. Absorbce
a metabolismus oralné¢ podavaného 1é¢iva je pak porovndvana u téchto
experimentalnich modeld s kontrolni skupinou zvifat s neovlivnénou stfevni
mikroflérou. Gnotobioticka zvifata jsou modely s pfesné¢ definovanou stfevni
mikroflérou. Mohou to byt zvifata bezmikrobni, kterd zcela postradaji stfevni
mikrofloru nebo zvitata osidlend presn¢ definovanym bakteridlnim kmenem nebo
vice kmeny [144].

Pro studium vlivu stfevniho mikrobiomu na metabolismus 1é¢iv neexistuje

jeden idealni model, vhodna je spiSe kombinace riznych metod.
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3 CILE DISERTACNI PRACE

Predkladana dizertacni prace je zaméfena na studium vlivu stfevniho
mikrobiomu na metabolismus 1é¢iv, pifedevsim na jejich farmakokinetiku. Dale byl
sledovan vliv stfevnich bakterii a jejich produkti na expresi jaternich
biotransformacnich enzymu. Nize uvedené experimenty by mély pfispét novymi
informacemi Kk porozuméni moznym mechanismim interakci mezi stfevnimi

bakteriemi a metabolismem 1éC¢iv.

Konkrétni cile:

1. Studium mozného zapojeni komenzalnich a probiotickych bakterii do

metabolismu protizanétlivého 1é¢iva nabumetonu in vitro.

2. Zjisténi  vlivu antibiotika imipenemu na farmakokinetiku soucasné

podavaného modelového l1é¢iva nabumetonu u potkanti.

3. Studium vlivu monokolonizace komenzalnimi a probiotickymi bakteriemi na

expresi mMRNA CYP u bezmikrobnich mysi.
4. Oveteni mozného efektu butyratu a propionatu — fermentacnich produkti

stievnich bakterii — na expresi mMRNA, proteinu a enzymovovu aktivitu CYP

v primarnich kulturdch lidskych hepatocyta.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a chemikalie

4.1.1 Chemikalie pro stanoveni enzymovych aktivit

Substraty fenacetin, kumarin, warfarin, bufuralol, testosteron, stejné jako
piislusné metabolity paracetamol, 7-hydroxykumarin, 7-hydroxywarfarin byly
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceské republika).

6B-hydroxytestosteron byl ziskdn od firmy Cerilliant Corporation (Round
Rock, TX, USA) a 1’'-hydroxybufuralol byl obdrzen od firmy BD Genstest
(Woburn, MA, USA). Midazolam byl zakoupen od firmy Abcam (Cambridge, UK).

4.1.2 Chemikalie pro stanoveni mnoZstvi proteini

Primarni a sekundéarni protilatky pro formy CYP1A2, CYP2A6, CYP2D6
a CYP3A4, stejné jako kontrola aplikace vzorkli B-aktin obdrzeny od firmy Santa
Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA); primdrni a sekunddrni protildtka pro
CYP2C9 byla zakoupena od firmy Acris (Herford, Némecko). Primarni protilatka
pro CYP2AG6 byla potizena od firmy BD Gentest (Woburn, MA, USA) a sekundarni
protilatka pro CYP2A6 byla zakoupena od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska
republika). Primarni kozi protilatka proti potkanimu CYP3A1 byla ziskana od firmy
Abcam (Cambridge, Velka Britanie), sekundarni krali¢i protilatka proti kozim
proteinim byla ziskana od firmy Sigma-Aldrich CZ (Prague, Czech Republic).
Standard proteinu pro elektroforézu byl ziskan od firmy BioRad (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Chemiluminiscen¢ni kit pro detekci protilatek
byl ziskan od firmy Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Komerc¢ni testovaci souprava pro stanoveni celkovych proteini pomoci
kyseliny bicinchoninové (BCA) byla zakoupena od firmy Sigma Aldrich (Praha,
Ceska republika).

4.1.3 Chemikalie pro stanoveni hladiny mRNA

Tablety s inhibitory proteas (EDTA free Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets) byla ziskana do firmy Roche (Praha, Roche CZ). SOD Assay Kit-
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WST (Dojindo, Tabaru, Japonsko) byl zakoupen od firmy Probior (Mnichov,

Némecko).

4.1.4 Dalsi chemikalie

Methanol a dichlormethan byly zakoupeny od firmy Merck (Praha, Ceské
republika); kyselina fosfore¢na (H3;PO,), kyselina octova (CH3COOH), chlorid
sodny (NaCl), 2-propanol, chloroform a siran hotfecnaty (MgSO,) byly dodany
firmou Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika); acetonitril (ACN) byl obdrzen
od firmy VWR International  (Stfibrna  Skalice, Ceska  republika);
dihydrogenfosforeCnan draselny (KH,PO,) a uhli¢itan sodny (Na,COs3) byly
pofizeny od firmy Lachema (Brno, Ceska republika); isocitratdehydrogenaza (IDH),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP?), isocitrat, kyselina chlorista (HCIOy),
dimetylsulfoxid (DMSO) byl ziskan od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska
republika); stabilizovany roztok penicilinu (10 000 U-ml™) se streptomycinem
(10 mg-ml™) (PenStrep), manitol, sorbitol, amphotericin B, glutathion, tricin,
Williamsovo médium E; WME, kyselina N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-
ethansulfonovd (HEPES), Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem
s pfidavkem F12 (DMEM/F12), fetdlni bovinni sérum (FBS), glukosa, chlorid
draselny (KCI), chlorid vapenaty (CaCl,) a hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO,)
byly obdrzeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Tienam® iv (500 mg) obsahujici imipenem a sodnou sul cilastatinu
(inhibitor metabolismu imipenemu v ledvinach) byl ziskan od firmy MSD (Merck
Sharp & Dohme Idea, Inc.). 4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2-ol (redukovany
nabumeton) byl syntetizovan v laboratofi prof. Milana Nobilise podle publikace
[145]. Nabumeton, stejné jako butyrat a propionat sodny, byl ziskan od firmy
Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika).
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4.1.5 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)
Analytické vahy GR-202 (dodano firmou Schoeller Instruments, Praha, CZ)
Analytické vahy Sartorius 4503 MP 6E (Gottingen, Némecko)

Centrifuga BR4i (Jouan, Saint Nazaire, Francie)

Centrifuga Eppendorf mini spin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Centrifuga Labofuge 400, Heraeus (Hanau, Némecko)

Chlazena centrifuga Z 323 K, Hermle LaborTechnik GmbH (Wehingen, Némecko)
Chlazena centrifuga Mikro 22R, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Némecko)
Chlazena centrifuga Rotina 38R, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Némecko)

Chemiluminiscenéni western blot skener Li-COR C-DiGit™, KRD (Praha, Ceska
republika)

Koncentrator vzorki TERMOVAP TV 10 (ECOM, Praha, CZ)
Magnetickd micha¢ka s ohfevem IKA RH digital, Merci (Brno, Ceska republika)
pH metr HI 2211, Hanna instruments (Praha, Ceska republika)
SNAP i.d.® Protein Detection System, Merck Millipore (Praha, Ceska republika)

Spektrofotometr UV-VIS, TECAN Infinite M200 (Schoeller Instruments, Praha,
Ceska republika)

Spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu (Kyoto, Japonsko)
Spektrofotometr Varian Cary UV VIS 4000, Varian (Mulgrave, VIC, Australie)

Systétm HPLC s UV a fluorescenéni detekci (Shimadzu LC-10A Prominence;
software CLASS-VP), Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

Systtm HPLC s UV a fluorescencni detekci (Shimadzu LC-20A Prominence;
software LC-Solution), Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

Termomixer Comfort, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Biorad (Praha, Ceské republika)
Ttepaci inkubator BIOSAN ES 20, Merci (Brno, Ceska republika)
Ttepaci vodni lazen, Grant Instruments (Cambridge, Velka Britanie)

Ultracentrifuga Beckman Optima'™ LE-80K, Beckman (Ramsey, MN, USA)
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Ultrazvukova ¢istici jednotka Elmasonic S 10 (H), Elma-Ultrasonic, (Singen,
Némecko)

Ultrazvukova UP 200S, Hielscher Ultrasonic (Teltow, Némecko)
Ultrazvukova lazeit UCC4, Notus-Powersonic (Vrable, Slovensko)
Vodni lazen WB 14 (Memmert, Schwabach, Némecko)

Vortex Reax top, Heidolph Instruments (Schwabach, Némecko)

Zatizeni pro ptipravu Cisté a ultracisté vody Watrex Ultrapur (Watrex, Praha, CZ)

4.1.5.1 HPLC systéem

Software (Shimadzu CLASS-VP, Japonsko), fidici jednotka (Shimadzu
systém controller SCL-10AVP, Japonsko), detektor (Shimadzu UV-VIS detektor
SPD-10AVP, Japonsko), vyhtivani kolony (Shimadzu column oven CTO-10AC,
Japonsko), autosampler se smyc¢kou 50 pl (Shimadzu Autoinjector SIL-10ADVP,
Japonsko), degaser mobilni faze (Prominence degasser DGU-20A5, Japonsko),

pumpa (Shimadzu Liquid chromatograph LC-10AT, Japonsko).

4.2 Enzymové systémy
4.2.1 Lidské hepatocyty

Segmenty lidskych jater byly ziskdny od multiorganovych déarct. Odbér
a zpracovani materialu bylo provedeno s povolenim etické komise a bylo v souladu
s platnou ceskou legislativou. Hepatocyty byly isolovany podle metody Pichard-
Garcia et al. 2002 [146]. Po isolaci byly hepatocyty vysety na kultiva¢ni desky
pokryté vrstvou kolagenu o hustotd 1,4 x 10° bungk-ml™. Kultivaéni médium
(slozené dle [147]) bylo obohaceno pro vyseti 2% fetalnim bovinnim sérem.
Médium bylo vyménéno za bezsérové den poté a kultura byla ponechana stabilizaci
po dobu 48 - 72 hodin pred vlastni aplikaci testovanych latek. Kultury byly
uchovany v inkubatoru pii teploté 37°C a v 5% CO.,.
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4.2.1.1 Roztoky pro izolaci a kultivaci lidskych hepatocytu

Premix: glukosa (7 mmol-1™"), glutamin (2,4 mmol-1™"), penicilin G (16 pmol-1?),
streptomycin sulfat (9,6 pmol-1Y), pyruvat sodny (400 pmol-1™"), dexamethason
(1,78 pmol-1"), holo-transferin (5 mg:1"), ethanolamin (1 pmol-1%), inzulin

(350 nmol-1™), glukagon (0,2 mg-1™), kyselina linolova (11 pg-1™%)

HEPES 1: HEPES (20 mmol-1""), NaCl (120 mmol-1™"), KCI (5 mmol-1""), glukosa
(0,5%), amphotericin B (4,1 pg-1™"), PenStrep (1%), manitol (0,1 umol-1™"), sorbitol
(0,1 pmol-I'), glutathion redukovany (0,1 pmol-1"), pH 7,4

HEPES 2: HEPES (20 mmol-1™"), NaCl (120 mmol-I™"), KCI (5 mmol-1™"), glukosa
(0,5%), amphotericin B (4,1 pg-1™%), PenStrep (1%), pH 7,4

HEPES 3: HEPES (20 mmol-1™"), NaCl (120 mmol-1™"), KCI (5 mmol-1™), glukosa
(0,5%), amphotericin B (4,1 pg-1™"), PenStrep (1%), CaCl, (7 umol-1™"), kolagenasa
typ IV (600 mg-1™%)

HEPES 4: HEPES (20 mmol-I""), NaCl (120 mmol-I""), KCI (5 mmol-1"), glukosa
(0,5%), amphotericin B (4,1 pg-1™"), PenStrep (1%), bovinni sérum (5%, v/v)
EGTA: KCI (5,4 mmol-1""), KH,PO, (440 pmol-1™"), NaCl (140 mmol-1™"), Na,HPO,
(340 pmol-1™"), EGTA (500 pumol-1™"), Tricin (25 mmol-1™"), amphotericin B (4,1
ug-11), PenStrep (1%), pH 7,2

Kultivacni médium ISOM: Williamsovo médium E; WME (0,5 1), DMEM/F12
(HAM) médium (0,5 1), pH 7.2, kyselina askorbova (15 mg), premix (37 ml), fetalni

bovinni sérum (5%, v/v)

Bezsérovée médium ISOM: WME (0,5 1), DMEM/F12 (HAM) médium (0,5 1), pH
7,2, kyselina askorbova (15 mg), premix (37 ml)
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4.2.2 Mikrosomalni frakce

Mikrosomy nejsou za fyziologickych podminek pfitomny v Zivych
bunkach, ale vznikaji in vitro pii degradaci endoplazmatického retikula. V téchto
micelarnich atvarech se nachazi nejvyssi koncentrace CYP enzymu v buiice, proto
byly izolovéany pro stanoveni exprese proteinu jednotlivych forem CYP a stanoveni
jejich enzymovych aktivit.

Jaterni mikrosomalni frakce byla ziskdna diferencidlni centrifugaci podle
stanoven¢ho protokolu [148]. Jaterni tkan byla jednotlivé homogenizovana ve
fosfatovém pufru (pH 7.,4) o koncentraci 0,1 mol-I"* s pouzitim Potter-Elvehjemova
homogenizatoru. Pufr pro homogenizaci obsahoval také tabletu s inhibitorem
proteas (Roche CZ, Praha). Mikrosomalni frakce byla uloZena pii —80 °C.
Koncentrace celkovych proteini v jaterni mikrosomdlni frakci byla stanovena s
vyuzitim metody s kyselinou bicinchoninovou podle protokolu [149]. Koncentrace

CYP v jaternich mikrosomech byla stanovena diferen¢ni spektroskopii [150].

4.2.2.1 Roztoky pro izolaci jaterni mikrosomdlni frakce

Homogenizaéni pufr: sacharosa (250 mmol-1™"), EDTA (1 mmol-1""), pH 7,4
Promyvaci pufr: TRIS (50 mmol-1™"), KC1 (150 mmol-1™"), pH 7,4

Rehomogenizaéni pufr: KH,PO, (20 mmol-1"), EDTA (0,2 mmol-1"), 20%
glycerol, pH 7,4
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4.3 Inkubace nabumetonu s bakteriemi in vitro za aerobnich a
anaerobnich podminek

Zivé bakteridlni suspenze komenzalnich bakterii Escherichia coli ATCC
25922 (1 x 10° CFU-mlI™) a suspenze probiotickych kmenti E. coli Nissle 1917,
Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum (1 x 10° CFU-mL™) byly inkubovany
ve standardnim médiu (masovy extrakt 10,0 g-1""; pepton 10,0 g-1™; chlorid sodny
5091%Y. Stejnym zpisobem byla inkubovina komenzalni  bakterie
Parabacteroides distasonis a probioticka bakterie Lactobacillus casei, ale za
anaerobnich podminek V anaerobnim boxu (Whitley A35) naplnéném bézné
uzivanou anaerobni atmosférou (Hp, N, a CO,) (Tab. 4). V kontrolnich vzorcich

byly inkubovany vybrané bakterialni kmeny bez nabumetonu.

Tabulka 4. Prehled vybranych komenzalnich a probiotickych bakterii

rrrrr

podminek.

Aerobni podminky Anaerobni podminky

Komenzalni bakterie Escherichia coli ATCC 25922 Parabacteroides distasonis
Probiotické bakterie Lactobacillus casei Lactobacillus casei
Lactobacillus plantarum
Escherichia coli Nissle 1917

Pro stanoveni metabolitd byl pouzit HPLC systém Shimadzu Class VP
(Kyoto, Japonsko) s UV a fluorescen¢ni detekci. Metoda chromatografické separace

nabumetonu a jeho metabolitli je detailn€ popsana v nasledujici kapitole.
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4.4 Stanoveni farmakokinetiky 6-MNA u potkani po aplikaci
Imipenemu

4.4.1 Navrzeni experimentu a zpracovani vzorki

Pro tento experiment byli pouziti dosp€li samci potkana kmene Wistar
(t¢lesnd vaha 282 — 330 g, primérna vaha 304 g). Pfed aplikaci testovan¢ho 1é¢iva
(nabumetonu), bylo experimentalni skupiné tficeti potkant intragastrickou sondou
aplikovano antibiotikum imipenem jednou denné po dobu tfi dni. Imipenem byl
rozpustén ve fyziologickém roztoku téSné€ pied aplikaci a byl poddavan v davce
45 mg-kg™. Druhé kontrolni skuping tficeti potkant (tSlesnd vaha 268 — 330 g,
primérna vaha 304 g) byl aplikovan stejnym zptisobem fyziologicky roztok. Ctvrty
den byla aplikovdna vSem potkanim (N = 60) suspenze nabumetonu ve vodném
roztoku s 1% dimetyl sulfoxidem v jedné davce (15 mg/kg). Po 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 6;
8; 24; 48 a120 hodinach aplikace nabumetonu byly odebrany vzorky krve potkant z
bfisni aorty. Potkani byli uvedeni do anestezie jednou intramuskularni davkou
fentanylu (40 ng-kg™ télesné vahy) a dexmedetomidinu (200 pg-kg™ télesné vahy)
anasledné aplikaci diazepamu (5 mg-kg™' telesné vahy). Vzorky krve (7ml)
s 0,2 mol-1* EDTA byly centrifugovany pii 3200 g po dobu 10 min. Potom byla
plazma odd¢€lena a ulozena pii -57°C az do pouziti. Cely experiment byl provadén

podle schvalenych etickych postupii.

4.4.2 Stanoveni metaboliti pomoci HPLC
4.4.2.1 Podminky HPLC

Analytické stanoveni bylo provedeno podle metody Nobilis et al. (2003)
[151]. Stanoveni analytd byla provedena pomoci kolony LiChrospher 100 RP18
end-capped (250 mm X 4,6 mm) s velikosti ¢astic 5 um, chranéné piedkolonou
LiChroCART 4-4 se stejnou stacionarni fazi (Merck, Darmstadt, Germany).
Chromatograficka separace byla provedena pomoci syst¢ému Shimadzu Class VP
System s fluorescencni detekci (excitani vinova délka 230 nm, emisni vlnova délka
350 nm). Mobilni faze pro separaci nabumetonu, 6-MNA (6-metoxy-2-naftyloctova

kyselina), a vnitini standard (naproxen) obsahovala acetonitril-UHQ, vodu
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a octovou kyselinu (40:60:0.1 v/v/v) a rychlost pritoku byla 1 ml-min™ pii 40°C.
Typicky ¢as analyzy byl 35 minut.

4.4.2.2 Priprava vzorku

Pted HPLC stanovenim, vzorky plazmy byly extrahovany do diethyletheru.
50 pl vzorkil plazmy byly smichany s 5 pl roztoku vnitiniho standardu 0,1 mmol-1™
naproxenu a nasledné 4,2 ul koncentrované HCI. Plazma byla kratce intenzivné
promichéna. Nasledn¢ byl piidan diethyl ether (1,5 ml) a obsah zkumavky byl
promichan pro dobu 1 minuty. Po extrakci byla smés centrifugovana pii 2000 g,
teploté¢ 4°C po dobu 10 minut. Supernatant byl opatrné¢ ptenesen do ¢istych
zkumavek a odpafen pomoci dusiku pii 40°C. Zbytek vzorku ve zkumavkéch byl
rozpustén vel50 pl mobilni faze a 50 ul takto ptipraven¢ho vzorku bylo nasttiknuto

na chromatografickou kolonu.

Pro validaci analytické metody byl rozpustén vzorek nabumetonu a jeho
aktivniho metabolitu 6-MNA ve 100% (v/v) metanolu; finalni koncentrace obou
analyta byla 2,4 mmol-ml™. Plazmatické standardy byly pfipraveny piidanim 10 pl
6-MNA a 10 pl nabumetonu k 50 ul plazmy bez aplikace 1é¢iva a pro ziskani
finalnich koncentraci od 0,798 do 19,98 nmol-ml™ 6-MNA a stejnych koncentraci
pro nabumeton. Zasobni roztok vnitfniho standardu, naproxenu, byl pfipraven
rozpu§ténim naproxenu v 50% metanolu na finalni koncentraci 0,1 mmol-1* a 5 ul
tohoto roztoku bylo ptidano do vSech vzorkt. Dale byly vzorky pro validaci metody
ptfipraveny podle postupu piipravy vzorkll plazmy pro farmakologicky experiment

popsaného vyse a zainajici extrakci do diethyl etheru.

Kontrolni vzorky pro stanoveni pfesnosti a spravnosti v jednotlivych dnech
byly pfipraveny pfidanim nabumetonu a 6-MNA k plazmé& bez aplikace 1é¢iva tak,
aby finalni koncentrace analytli byla v pifipad¢é parentni latky nabumetonu i jeho
metabolitu 6-MNA 3,99 a 12 nmol-1l. Koeficient rozdilnosti v presnosti
a spravnosti stanoveni (intra-day and inter-day) byl nizsi nez 15 %. Pro tento ptipad
byla pouzita metoda kalibrace s vnitinim standardem. Linearni regrese poskytla

hodnoty koeficientu stanoveni r* = 0,9951 pro 6-MNA a r? = 0,9823 pro nabumeton.
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Pramérny vytézek (recovery) pro nabumeton a 6-MNA byl 60,5 %, resp. 75,8 %.
Limit kvantifikace byl detekovan 0,266 nmol-ml™ pro oba analyty a stanoven jako
nejniz$i koncentracni bod pro kalibraéni kiivku, pfiCemz nejvyssi koncentrace

ptiSlusného analytu byla reprodukovatelna s presnosti a spravnosti 20 %.

4.4.3 Statisticka analyza dat

Vysledky byly podrobeny statistické analyze s vyuZitim neparametrického
Mann-Whitney U testu na hladiné vyznamnosti 0.05. Analyza byla provedena

pomoci programu Statistica 12 (Statsoft CR, Praha, Ceské republika).

4.5 Vliv monokolonizace nepatogennimi bakteriemi na expresi mRNA,
proteinu a enzymovou aktivitu CYP u bezmikrobnich mysSi

4.5.1 Bakterialni kmeny

Gram® kmen Lactobacillus plantarum™'#%2¢77

izolovany poprvé z hot-dogu
ve Vietnamu (dar od Dr. Francois Leulier, Lyon) byl kultivovan pfes noc v médiu
Man, Rogosa a Sharpe (MRS) (Oxoid, Thermo-Fisher Scientific, UK) pii 37 °C.
Kultury péstované ptes noc v zivné ptidé MRS (Oxoid, UK) byly zcentrifugovany,
promyty ve sterilnim fyziologickém roztoku pufrovaném fosfaty (PBS) a nésledné
byla koncentrace upravena na 10° CFU-ml™. Druhym pouZitym bakteridlnim
kmenem v nasem experimentu byl G nepatogenni kmen Escherichia coli Nissle
1917 izolovany z lidské stievni mikroflory (Mutaflor, Ardeypharm, Némecko)

[152].

4.5.2 Navrzeni experimentu

Mysi inbredniho kmene BALB/c byly v nasem experimentu rozdéleny do
¢tyf skupin: bezmikrobni (Germ Free, GF); GF mySi monokolonizované
Lactobacillus plantarum™'?°®””; GF mysi monokolonizované Escherichia coli
Nissle 1917 a kontrolni (specific pathogen-free, SPF) mysi. GF mysi se narodily

abyly chovany ve sterilnich podminkdch v plastickém isolatoru typu Trexler
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a krmeny 50 kGy ozafenymi pelety Altromin 1410 (Altromin, Lage, Némecko)
a sterilni vodou ad libitum. Kultury jednotlivych kmend byly promyty ve sterilnim
PBS a byly pfipraveny bakterialni suspenze obsahujici 2x10° CFU bakterialnich
bunék. Nasledné¢ bylo aplikovano 200 pl suspenze bezmikrobnim GF mySim

NIZO2877 ,
a druhé

intragastrickou sondou — prvni skupiné suspenze s L. plantarum
skupin¢ s E. coli Nissle 1917. Kazdy tyden byly s vyuzitim standardnich
mikrobiologickych metod kontrolovany fekalni vzorky na pfitomnost aerobnich
a anaerobnich bakterii, plisni a kvasinek. Kontrolni SPF mysi byly chovany v IVC
klecich (Tecniplast, Italie) a krmeny stejnou sterilni dietou jako mysi v ostatnich
skupinach. SPF mySi byly také pravidelné¢ kontrolovany na nepfitomnost
potencidlnich patogenli podle mezindrodné ustanovenych standardid (FELASA).
Vsechna zvifata byla chovana v laboratofi s 12 hodinovym dennim reZimem pfi
teploté 22 °C. Pro nd$ experiment byly pouZity dva mésice staré mysi. Vé véku 8 -
12 tydnl byly mysi utraceny cervikalni dislokaci a vykrvaceny. Jatra byla asepticky
odstranéna, zvazena a zamrazena v kapalném dusiku a nasledné¢ uloZena piti -70 °C

az do dal$iho zpracovani. Cely experiment byl provadén podle schvélenych

etickych postupi.

4.5.3 1Izolace RNA a kvantitativni Real-Time PCR (qPCR)

Celkova RNA byla izolovéana zjaterni tkdné uchovavané v RNA lateru
(Qiagen, Dynex, Ceska Republika) s vyuzitim kitu RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen).
Koncentrace a Cistota RNA byla stanovena spektrofotometricky a kompaktnost
RNA byla ovétena gelovou elektroforézou. Prvni vldkno cDNA bylo syntetizovano
z celkové RNA pomoci kitu Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kit (Roche,
Praha, Ceskd Republika). Real-time PCR pro kvantifikaci exprese CYPs byla
provedena pomoci piistroje LightCycler 1536 Instrument (Roche, Praha, Ceska
Republika) s vyuzitim specifické eseje TagMan Gene Expression Assays (Applied
Biosystems, Life Technologies, Praha, Ceska Republika). Vzorky byly pipetovany
na 1536 jamkovou desticku pomoci pfistroje Automate Labcyte Echo (Dublin,

Irsko). Vypocty byly provedeny na zakladé metody “Delta-Delta Ct method” [153].
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Vyslednd data byla vyjaddiena jako zména exprese u experimentalnich skupin
Vv porovnani s kotrolni SPF skupinou. Geny HPRT1 al8S byla pouzity jako vnitini
kontroly.

4.5.4 Stanoveni exprese proteinu CYP3A

Mnozstvi proteinu CYP enzymil bylo stanoveno pomoci metody Western
Blottingu. 50 pg proteini mikrosomalni frakce mysich jater bylo separovano
pomoci SDS-PAGE elektroforézy (10% stacking gel) a pfeneseno na
nitrocelulézové membrany s vyuZitim piistroje Trans-Blot Turbo™ Transfer
System of Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Imunodetekce proteinu CYP3A
byla provedena pomoci monoklondlni protilatky specifické na potkani protein
CYP3Al (1:500) a specificka sekundarni protilatka s konjugovanou kienovou
peroxidazou byla pouZita pro vizualizaci odpovidajicich banda (1: 10 000) pomoci
chemiluminiscen¢niho kitu od firmy Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg,
Némecko). Intenzita bendii byla vyhodnocena pomoci pftistroje C-DiGit™ Blot

Scanner (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

4.5.5 Stanoveni enzymové aktivity CYP3A

Enzymova aktivita CYP3A4/5 byla méfena v jaterni mikrosomalni frakci
podle stanovené metody s vyuzitim midazolamu jako substratu [154]. HPLC
analyza (provedena v triplikdtech) stanoveni vzniklého metabolitu 1°-
hydroxymidazolamu byla provedena pomoci pfistroje Prominence system
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) s UV detekci. Stanoveni metabolitu bylo provedeno
pouzitim monolytické kolony end-capped Chromolith Performance RP-18 (100 mm
x 4.6 mm) chranéné predkolonou Chromolith (5 mm X 4.6 mm) se stejnou
stacionarni fazi (Merck, Darmstadt, Némecko). Mobilni faze byla sloZzena z octanu
sodného a acetonitrilu (62:38; v/v), pfi pH 6 a pratoku mobilni faze 0,8 ml-min™.

Nastiiknuty objem vzorku a standardnich roztokd byl 50 pl a kolona byla
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vytemperovana na 30 °C. VInova délka fotodiodového detektoru byla nastavena na

240 nm. Cas analyzy byl 10 min.

45.6 Statisticka analyza

Vsechna data jsou vyjadiena jako primérné hodnoty se smérodatnou
odchylkou + SD. Statistické vypoCty byly provedeny pomoci programu Statistica 12
(StatSoft CR, Praha, Ceskd republika). Analyzy variance a nasledn& post-hoc
Fisherriv LSD test byl pouZzit pro srovnani rozdili v normalné distribuované
proménné mezi skupinami. Statistickd vyznamnost byla stanovena za pouziti
neparového t-testu nebo Mann-Whitney U testu. Rozdily byly povazovany za

statisticky vyznamnée, pokud byla hodnota P niZsi nez 0,05.

4.6 Vliv butyratu a propionatu sodného na expresi a enzymovou
aktivitu CYP v jatrech

Jako experimentdlni model pro stanoveni moZného vlivu butyratu
a propionatu sodného jaterni biotransformacni enzymy byly pouzity primérni
kultury lidskych hepatocytli. Tento model byl pouZit pro sledovani zmény exprese a
aktivit vybranych CYP. V naSem experimentu byly pouzity jaterni vzorky od tiech
darct. Hepatocyty byly izolovany, jak bylo vySe popsano podle stanovené¢ho
protokolu [155]. Po izolaci byly hepatocyty vysety na kultivacni desky a bylo
doplnéno médium (1,5 ml). Hepatocyty byly inkubovany s butyratem nebo
propionatem sodnym v riiznych koncentracich po dobu 24 hodin a nasledné byly
ke kultivaénimu médiu pridany specifické substraty jednotlivych forem CYP po
dobu 2 hodin. Médium bylo nasledné odebrano a zcentrifugovano (10 min, 5000 g).
Supernatant byl pfenesen do mikrozkumavek typu Eppendorf a zamrazen na -80°C

az do pfislusnych stanoveni.
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4.6.1 Stanoveni enzymovych aktivit vybranych forem CYP

Enzymové aktivity jednotlivych forem CYP byly stanoveny v primarnich
kulturach lidskych hepatocytii podle zavedenych metod a za pouziti specifickych
substrati. V nasledujicich tabulkach (Tabulka 5) je zndzornéno schéma piipravy
reakénich smési, specifické substraty pro jednotlivé formy CYP a pouzité
koncentrace studovanych latek. Pro stanoveni jednotlivych aktivit byl pouzit HPLC

Prominence system (Shimadzu; Tokyo, Japan) s UV nebo fluorescenéni detekei.

Tabulka 5. Schéma ptipravy reakénich smési pro stanoveni aktivity CYP
(CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4) v primarnich kulturach
lidskych hepatocytt.

CYP1A2[156]

Objem reakéni smési 1 500 pl
Substrat 200 puM fenacetin
Metabolit paracetamol
Typ reakce O-deetylace
Studované latky Butyrat sodny/Propionat sodny 10uM,100uM, 200uM
a 500uM
MnoZzstvi odebraného 200 pl
média
Zastaveni reakce 10 ul 70% HC1O4
Mobilni faze MFA: metanol, pH 2,9 (20%) + H,0 (80%); MFB: 100%
metanol

Centrifugace 10 min, 13 400 rpm

CYP2A6 [157]

Objem reakéni smési 1 500 pl
Substrat 33,3 uM kumarin
Metabolit 7-hydroxykumarin
Typ reakce 7-hydroxylace
Studované latky Butyrat sodny/Propionat sodny 10uM,100puM, 200uM
a 500uM
Mnozstvi odebraného 100 pl
média
Zastaveni reakce 200 pl metanolu
Mobilni faze 0,5% CH3COOH (60%)/ACN (40%)

Centrifugace 10 min, 14 000 rpm
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CYP2C9

Objem reakéni smési
Substrat
Metabolit

Typ reakce
Studované latky

Mnozstvi odebraného
média
Zastaveni reakce
Mobilni faze

1500 ul
166,7 uM warfarin
7-hydroxywarfarin

7-hydroxylace
Butyrat sodny/Propionat sodny 10uM,100uM, 200uM
a 500uM
250 ul

5 ul 70% HC1O4
KH,PO,, pH 3 (52%)/metanol (32%)/ACN (16%)
Centrifugace 10 min, 14 000 rpm

CYP2D6 [158]

Objem reakéni smési
Substrat
Metabolit

Typ reakce
Studované latky

Mnozstvi odebraného
média
Zastaveni reakce
Mobilni faze

1 500 pl
83,3 uM bufuralol
1"-hydroxybufuralol
1"-hydroxylace
Butyrat sodny/Propionat sodny 10uM,100puM, 200uM
a 500uM
200 pl

20 ul 70% HCIO4
ACN (30%)/2mM HCIO, (70%)
Centrifugace 5 min, 1 500 rpm

CYP3A4 [159]

Objem reakéni smési
Substrat
Metabolit

Typ reakce
Studované latky

MnoZstvi odebraného
média
Zastaveni reakce
Mobilni faze

1 500 pl
333,3 uM testosteron
6B-hydroxytestosteron
6B-hydroxylace
Butyrat sodny/Propionat sodny 10uM,100uM, 200uM
a 500uM
500 pl

100 pl smési 1M Na,CO3/2M NaCl
64% metanol

extrakce do 2 ml dichlormetanu — centrifugace S min, 3 000 rpm — 1 ml spodni faze

extraktu odparen dusikem — odparek rozpustén ve 200 pl mobilni fiaze
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4.6.2 Stanoveni exprese proteini vybranych forem CYP

Mnozstvi proteind CYP V primarnich kulturach lidskych hepatocyti bylo
stanoveno metodou Western blotu. Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE
(10% rozdélovaci gel) a nasledné pieneseny na nitroceluldzové membrany
(0,45 pm) pouzitim pfistroje Trans-Blot® TurboTM Transfer System (Bio-Rad,
Palo Alto, CA, USA). Koncentrace proteinli byla stanovena pomoci BCA metody
[149]. Membrany byly blokovany v 5% odtu¢néném mléku/TBS-Tween 20 po dobu
2 h. Imunodetekce proteini CYP byla provedena pomoci primarnich protilatek proti
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4. Signal byl vizualizovan
ptisluSnymi sekundérnimi protilatkami s kifenovou peroxidazou (viz Chemikalie).
Navazané proteiny byly detekovany pouzitim chemiluminiscen¢niho kitu (Santa
Cruz, CA, USA). Intenzita signdlu byla vyhodnocovana pomoci piistroje C-

DiGitTM Blot Scanner (Li-Cor, Bad Homburg, Némecko).

4.6.3 Izolace RNA a kvantitavni PCR v realném ¢ase (QPCR)

Celkova RNA byla izolovana z jater lidskych darcti v RNAlateru (Qiagen,
Hilden, Némecko) za pouziti kitu RNeasy Plus Mini (Qiagen, Hilden, Némecko),
ktery byl pouzit podle instrukei vyrobce. Koncentrace a ¢istota RNA byla stanovena
spektrofotometricky pti 260, 280 a 230 nm pouzitim pfistroje NanoDrop 1000
(Thermo Scientific, Pittsburgh, PA). Integrita RNA byla kontrolovana pomoci
gelové elektroforézy. Prvni vldkno cDNA bylo syntetizovano z celkové RNA za
pouziti kitu Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis (Roche, Praha, Ceska
republika). Analyza PCR v redlném case pro kvantifikaci enzymi CYP byla
provedena na pfistroji LightCycler 1536 Instrument (Roche, Praha, Ceska
republika) s pouzitim specifického testu TagMan Gene Expression (Applied
Biosystems, Life technologies, CZ, Prague). Do 1536-jamkovych desti¢ek byly
vzorky pipetovany pomoci automatického pftistroje Labcyte Echo (Labcyte,
Sunnyvale, CA, USA). Vypocty byly zaloZzeny na metod¢ ,,Delta-Delta Ct* [153].
Data byla vyjadiena jako nasobek zmény jednotlivych experimentalnich skupin ve

srovnani s kontrolou. Geny HPRTT1 a 18S byly pouzity jako vnitini kontrola [160].
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5 VYSLEDKY

5.1 Metabolismus protizanétlivého lé¢iva nabumetonu komenzalnimi
a probiotickymi bakteriemi in vitro za aerobnich a anaerobnich
podminek

Bakterie sidlici v lidském GIT jsou vybavené velkou Skalou bakterialnich
enzymu, které mohou metabolizovat léCiva. Podle nékterych studii celkova
bakterialni metabolicka aktivita odpovida aktivité jater [14]. Jako prvni pfistup pro
zkoumani moznosti zapojeni bakteridlnich enzymi do metabolismu ptislusného
1é¢iva jsme provedli in vitro experimenty s kultivovatelnymi bakteriemi.

Pro nase experimenty jsme pouzili jako modelové 1é¢ivo nabumeton (4-(6-
metoxy-2-naftyl)-2-butanon), nesteroidni protizanétlivé 1é¢ivo (NSAID), jehoz
metabolismus je velmi dobfe popsan [145, 161]. Samotny nabumeton vykazuje
velmi slabé farmakologickeé ucinky, je to pivodni netc¢inna forma tzv. prolécivo
(prodrug). Po oralni aplikaci je nabumeton velmi dobie absorbovan z GIT
a transportovan do jater, kde dochdzi oxidacnim St€penim postranniho fetézce
nabumetonu ke vzniku aktivniho metabolitu, kyseliny 6-metoxy-2-naftyl octové (6-
MNA). Ta je silnym inhibitorem cyklooxygenasy 2 (COX-2). K dal$im
biotransforma¢nim  reakcim nabumetonu patii O-desmetylace, redukce
a hydroxylace. V moci pacienti byly detekovany také hydrofilni metabolity, které
vznikaji v pribéhu druhé faze Dbiotranformace nabumetonu [145]. Piehled
biotransformace I faze nabumetonu je znazornén na Obrazku 8.

Nabumeton se pouziva hlavné k 1&€b€ bolesti a zanétu u pacientd
S osteoartrozou nebo revmatoidni artritidou. Uzivadni nabumetonu je spojovano
s nizkym vyskytem Zalude¢niho podrazdéni, krvéaceni, ulcerace a gastrointestinalni
perforace, které byly casto pozorovany po dlouhodobé aplikaci jinych NSAID
[162].

V nasi studii byla sledovéana ucast vybranych komenzalnich a probiotickych

rrrrr

nabumetonu za aerobnich 1 anaerobnich podminek.
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Obrazek 8. Metabolismus nabumetonu (modifikovano podle [145]).

Nabumeton a jeho metabolity: nabumeton: 4-(6-methoxy-2-naftyl)-2-butanon
(Ci5H160,); 6-HNA: 6-hydroxy-2-naftyloctova kyselina (C1,H1903); 6-MNA: 6-
metoxy-2-naftyloctova kyselina (C;3H1,03); 6-HO-nb-OH: 4-(6-hydroxy-2-naftyl)-
butan-2-ol (C14H1603,); 6-HO-nb=0: 4-(6-hydroxy-2-naftyl)-butan-2-on
(C14H1405); 3-HO-nabumeton: 4-(6-metoxy-2-naftyl)-3-hydroxybutan-2-on
(CisH1603);  6-MeO-nb OH:  4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2-ol  (C15H130,);
redukovany 3-HO-nabumeton: 4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2,3-diol (C15H14053); O-
desmetyl 3-OH-nabumeton: 4-(6-hydroxy-2-naftyl)-3-hydroxybutan-2-on
(C14H1403); redukovany O-desmetyl 3-OH-nabumeton:4-(6-hydroxy-2-naftyl)-
butan-2,3-diol (C14H1,03).

50



Zivé bakterialni suspenze komenzalnich a probiotickych bakterii
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli Nissle 1917, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum a Parabacteroides distasonis byly inkubovany s
nabumetonem za aerobnich i anaerobnich podminek. Metabolismus nabumetonu
probiotickou bakterii Lactobacillus casei byl sledovan pro porovnani za aerobnich i

anaerobnich podminek.

Na obrazcich 9 - 13 jsou vysledné chromatogramy ziskané po stanoveni
nabumetonu a jeho metaboliti v médiu s vybranymi bakteridlnimi druhy pomoci
HPLC. U vSech vybranych bakterii, jak komenzalnich, tak probiotickych, byl
detekovan redukovany metabolit 4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2-ol (redukovany
nabumeton, 6-MeO-nb-OH), ktery je farmakologicky neaktivni.

wee E. coli Nissle 1917
=== BLANK

=== STANDARDS OF
METABOLITES

Obrazek 9. Zaznam z HPLC analyzy metabolitt nabumetonu po inkubaci
50 umol-I™" nabumetonu s probiotickou bakterii E. coli Nissle 1917 v médiu za
aerobnich podminek. Pti vinové délce 225 nm byl detekovan jeden metabolit
nabumetonu - 4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2-ol (redukovany nabumeton). Zelen¢ je
oznacen zaznam kontrolniho vzorku bez pfitomnosti nabumetonu a cervené

standardy dosud znamych metaboliti nabumetonu (identifikace viz text k Obrazku

8 al3).
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Obrazek 10. Zaznam z HPLC analyzy metabolitd nabumetonu po inkubaci
50 pmol-1™* nabumetonu s komenzalni bakterii Parabacteroides distasonis v médiu
za anaerobnich podminek. Pti vinové délce 225 nm byl detekovan jeden metabolit
nabumetonu - 4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2-ol (redukovany nabumeton). Zelen¢ je
oznacen zaznam kontrolniho vzorku bez pfitomnosti nabumetonu a cervené

standardy dosud znamych metaboliti nabumetonu (identifikace viz text k Obrazku
8 a 13).
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Obrazek 11. Zaznam z HPLC analyzy metaboliti nabumetonu po inkubaci
50 umol 1" nabumetonu s komenzalni bakterii E. coli ATCC 25922 v médiu za
aerobnich podminek. Pfi vinové délce 225 nm byl detekovan jeden metabolit
nabumetonu - 4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2-ol (redukovany nabumeton). Zelen¢ je

oznacen zaznam kontrolniho vzorku bez pfitomnosti nabumetonu a cervené

standardy dosud znamych metaboliti nabumetonu (identifikace viz text k Obrazku
8 a 13).
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Obrazek 12. Zaznam z HPLC analyzy metaboliti nabumetonu po inkubaci
50 umol 1™ nabumetonu s probiotickou bakterii Lactobacillus plantarum v médiu za
aerobnich podminek. Pii vlnové délce 225 nm byl detekovan jeden metabolit
nabumetonu - 4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2-ol (redukovany nabumeton). Zelen¢ je
oznaCen zéaznam kontrolniho vzorku bez pfitomnosti nabumetonu a Ccervené
standardy dosud znamych metabolitii nabumetonu (identifikace viz text k Obrazku
8 a 13).

Probioticka bakterie Lactobacillus casei byla inkubovana s nabumetonem
za aerobnich i anaerobnich podminek. Jak je vidét na zdaznamu z HPLC (Obr. 13),
stejn¢ jako ostatni vybrané bakterie, Lactobacilus casei metabolizovala nabumeton
v médiu na redukovany metabolit 4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2-ol za aerobnich
I anaerobnich podminek. Za anaeronich podminek vSak vzniklo redukovaného

metabolitu pfiblizné 4 krat vice v porovnani s aerobnimi podminkami.
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Obrazek 13. Zaznam z HPLC analyzy metaboliti nabumetonu po inkubaci
50 umol-1" nabumetonu s probiotickou bakterii Lactobacillus casei v médiu za
aerobnich (modfe) a anaerobnich (zelen¢) podminek. Pti vinové délce 225 nm byl
detekovan jeden metabolit nabumetonu - 4-(6-metoxy-2-naftyl)-butan-2-ol
(redukovany nabumeton). Cervend je oznaten zaznam standardd dosud znamych

metaboliti nabumetonu (identifikace viz text k Obrazku 8).

Porovnanim mnozstvi vzniklého redukovaného metabolitu nabumetonu
¢innosti vSech vybranych komenzéalnich a probiotickych bakterii je zfejmé, Ze pro
bakterialni redukéni metabolismus nabumetonu jsou vyhodnéj$i anaerobni
podminky (coz vice odpovida prostiedi v ttrobach GIT). Vysledky jsou shrnuty v
Tabulce 6.
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Tabulka 6 Mnozstvi vzniklého redukovaného nabumetonu (%) vzhledem
k vychozimu mnozstvi nabumetonu. Metabolicka aktivita probiotickych

a komenzalnich bakterii in vitro za aerobnich a anaerobnich podminek.

Aerobni podminky
Redukovany nabumeton (%)
E. coli ATCC 25922 15,9
E. coli Nissle 1917 12,1
Lactobacillus casei 14,7
Lactobacillus plantarum 13,8

Anaerobni podminky

Lactobacillus casei 56,9

Parabacteroides distasonis 42,6

Z t&chto vysledki je zfejmé, Ze komenzalni i probiotické bakterie
mohou byt zapojeny do metabolismu nabumetonu tvorbou farmakologicky
neaktivniho metabolitu - redukovaného nabumetonu (Obr. 8). Nabumeton je
tvofen vybranymi bakteriemi in vitro za aerobnich i anaerobnich podminek.
Stfevni mikrobiota tedy miiZe sniZovat mnoZstvi absorbovaného nabumetonu z
GIT a tim nésledné snizit mnozstvi vzniklého aktivniho metabolitu kyseliny 6-

metoxy-2-naftyloctové (6-MNA).
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5.2 Vliv zménéné stievni mikroflory aplikaci antibiotika imipenemu
na farmakokinetiku nabumetonu u potkani

V pilotnim in vitro experimentu bylo zjisténo, Ze komenzalni bakterie
E. coli ATCC 25922 metabolizuje modelové 1é¢ivo nabumeton na redukovany
farmakologicky neaktivni metabolit, a tim muze ovliviiovat jeho biodostupnost.
Na zakladé téchto vysledkii bylo potieba zjistit, jestli zména ve funkci a zastoupeni
sttevnich mikrobiot muze ovlivnit biodostupnost nabumetonu také za in vivo
podminek. Jako in vivo model zménéné strevni mikroflory byla pouzita aplikace
beta-laktamového Sirokospektrého antibiotika imipenemu potkantim, na zakladé
studii potvrzujicich antimikrobialni efekt imipenemu na stfevni mikrobiom potkana
[163, 164].

Imipenem byl poddvan oraln€ experimentalni skupin€ potkanich samcii
kmene Wistar (N = 30) po dobu 3 dni v divce 45mg-kg™ a kontrolni skupiné
(N=30) byl podavan stejnym zptisobem pouze fyziologicky roztok. Ctvrty den byl
viem zvifatiim oralné aplikovan nabumeton v jedné davee 15mg-kg™. Pro aplikaci
imipenemu 1 nabumetonu byla pouzita Zalude¢ni sonda, ktera umoznila vpravit tyto
latky az do zaludku zvifete. VSichni potkani byly uvedeni do celkové anestezie
smési fentanylu (40 pl-kg™), dexmetedomidinu (200 pl-kg™) a diazepamu (5 mg-kg’
) pod4nim i.m. a po 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 24; 48 a 120 hodinach byly z
abdomindlni aorty odebrany vzorky krve. Pro stanoveni plazmatické koncentrace
6-MNA bylo pouzito HPLC s UV detekci. Detailni navrzeni experimentu,

zpracovani vzorkd a metoda HPLC stanoveni jsou popsany Vv kapitole Metody.

Farmakokinetika hlavniho metabolitu nabumetonu, 6-MNA byla stanovena
u skupiny potkant, kterym byl poddvan imipenem a vysledky byly porovnany
s kontrolni skupinou, které imipenem podavan nebyl. Casovy priibéh plazmatické
koncentrace 6-methoxy-2-naftyloctové kyseliny (6-MNA), je zobrazen na Obrazku
15. Farmakokinetika 6-MNA ukazuje narust plochy pod kiivkou za 24 hodin
(AUCqs = 277,67 £+ 74,01 nmol-h-ml™") u experimentalni skupiny s imipenemem
Vv porovnani s kontrolni skupinou, které byl podavan pouze fyziologicky roztok

(AUCq.p4 = 229,03 + 100,89 nmol-h-mI™) 0 20 %, zmény viak nebyly statisticky
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signifikantné vyznamné. Nejvyssi plazmatickd koncentrace 6-MNA se u skupiny,
které byl podavan imipenem (37,42 + 11,44 nmol-ml™") vyznamné nelisila od
nejvyssi plazmatické koncentrace u kontrolnich zvifat (34,61 + 13,67 nmol-ml™) a
¢as potiebny k dosaZeni této maximalni hladiny koncentrace 6-MNA se prodlouzil
0 6 min (tyax = 3,77 £ 1,32 h pro skupinu s imipenemem a tp = 3,67 £ 1,25 h pro
kontrolni skupinu). VSechny sledované farmakokinetické parametry jsou shrnuty

v Tabulce 7.
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-.«.. imipenem
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Obrazek 15. VIiv imipenemu na farmakokinetiku aktivniho metabolitu
nabumetonu 6-MNA.

Farmakokinetika 6-MNA sa bez (kontrolni skupina) podavani antibiotika

imipenemu. Kazdy bod reprezentuje primérné hodnoty + S.D.; N=3.
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Tabulka 7. Farmakokinetické parametry u potkanti pro oralni aplikaci nabumetonu

s podadvanim nebo bez podavani antibiotika imipenemu.

FK - parametry

6-MNA

Fyziologicky roztok Imipenem
t12 [h] 2,49+0,24 2,76+0,19
Cmax [11g/ml] 34.61+13.67 37.42+11.44
tmax [] 3,67+1,25 3,77+1.32
AUCy.24 [nmol.h/ml] 229.03+100,89 277,67£74,01
AUC_.. [nmol.h/ml] 230,25+100,7 278,39+74,13

ty2 polocas, Cas pottebny ke snizeni koncentrace 1é€iva na polovinu; Cpax, maximalni

plazmatickd koncentrace 1éCiva; tns, Cas potiebny k dosdhnuti maximalni

koncentrace 1é¢iva; AUC,.,4, plocha pod kiivkou za 24 hodin; AUC,._,, plocha pod

kfivkou prepocitana na nekonecno. Vysledna data jsou vyjadiena jako primeérné

hodnoty + S.D.; N=30.
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5.3 Vliv stfevniho mikrobiomu na expresi jaternich cytochromi P450

Jak bylo jiZ zminéno V pfedchozim textu, je zndmo, Ze bakterie osidlujici
lidsky GIT maji schopnost metabolizovat néktera 1é¢iva a ovliviiovat tim i jejich
biodostupnost. Stale vSak zustava cela fada nezodpovézenych otazek ohledné
molekularniho mechanismu pisobeni stfevnich mikrobiot na hostitelsky
organismus, na buiiky, proteiny i na enzymy metabolismus 1é¢iv. Jednim z moznych
mechanismll ovlivnéni biotransformace 1éCiv stfevnim mikrobiomem je zména
exprese jaternich biotransformacnich enzyml. GF mysi, zcela postradajici stievni
mikrofloru, jsou vhodnym modelem pro studium vlivu stfevnich mikrobiot na
fyziologii hostitelského organismu.

V naSem experimentu byla pozornost vénovana cytochromim P450.
V jaterni tkdni GF mysSi byla stanovena exprese mRNA, v mikrosomdlni jaterni
frakci byla stanovena exprese proteinu a enzymové aktivity vybranych CYP. Jako
kontrolni skupina byly pouzity SPF mySi, s normdlni stfevni mikroflorou.
Na obrazku 16 jsou znazornény hladiny mRNA vybranych genti Cyp u GF mysi
V porovnani s kontrolnimi (SPF) zvitaty.

Exprese mRNA Cypla2 byla u bezmikrobnich mysi vyrazné zvysena (0 82
%) v jaterni mikrosomalni frakci v porovnani s SPF mySmi. Také exprese Cyp2el
byla signifikantné¢ zvysena (o 45%) u bezmikrobnich mysi. Na druhou stranu,
nepfitomnost stfevni mikroflory vedla k vyraznému snizeni hladiny mRNA
Cyp3all (0 46 %) u GF mysi. GF mysi vykazovali také snizenou hladinu mRNA
Cyplal, Cyp2bl0, 2c29, 2¢38 a 3al3, nicméng, tyto zmény nebyly signifikantné
vyznamné. Hladina mRNA Cyp2d22 byla nezménénda u GF mys$i v porovnani

s kontrolami (Obr. 16).
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Obrazek 16. Hladiny exprese mRNA vybranych genti Cyp v jaterni mikrosomalni
frakci bezmikrobnich a kontrolnich mysi. Vysledky jsou vyjadieny jako primér
+S.D. ze Ctyt zvifat a jako procento v porovnani s kontrolni skupinou.
Signifikantn¢ zvysSené nebo snizené hodnoty v porovnani s kontrolni skupinou jsou
oznaCeny jako *P<0.05. SPF, specific pathogenfree mysi s normalni stfevni

mikroflérou; GF, germ- free mys$i postradajici sttevni mikrofloru.

Na zdkladé zmén v hladinaich mRNA u GF mysi v porovnani s kontrolnimi
zvitaty bylo provedeno také stanoveni exprese proteinti pomoci metody Western
blotu a stanoveni enzymové aktivity s vyuzitim specifickych substrati a s detekci
metaboliti pomoci HPLC. V ptipadé¢ CYP3A byla zjiSténa signifikantné snizena
hladina exprese proteinu (0 45 %), v souladu se snizenou hladinou exprese mRNA
Cyp3all. Také enzymatickd aktivita stanovend pomoci HPLC s vyuzitim
midazolamu - specifického substratu pro lidsky CYP3A4/5 - byla signifikantné
snizend v jatrech GF mysi (o 71 %) v porovnani s kontrolni skupinou mysi
(Obr. 17AB). U ostatnich vybranych CYP enzymi nebyly pozorovany zmény

V expresi proteinu, ani enzymovych aktivitach.
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Obr. 17 A. Stanoveni exprese proteinu CYP3A v jaterni mikrosomalni frakci SPF a
GF mysi. B. Stanoveni enzymové aktivity CYP3A v jaterni mikrosomalni frakci
SPF a GF mySi pomoci substratu midazolamu (specificky substrat pro lidsky
CYP3A4/5). Vysledky jsou vyjadieny jako primér + S.D. ze Ctyf zvifat a jako
procento v porovnani s kontrolni skupinou. Signifikantn¢ snizené hodnoty v
porovnani s kontrolni (SPF) skupinou jsou oznaceny jako *P<0.0001. SPF, specific
pathogen-free mysi s normalni stievni mikroflérou; GF, germ-free mysi postradajici

sttevni mikrofloru.
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5.3.1 VIiv monokolonizace bezmikrobnich mysi bakteriemi Lactobacillus
plantarum™'“°%"" nebo Escherichia coli Nissle 1917 na expresi mRNA
vybranych cytochromi P450.

Dalsim cilem pii studiu vlivu mikrobiomu na metabolismus 1éCiv je najit
odpovéd’ na otazku, jaké mikrobialni druhy mohou ovlivnit expresi jednotlivych
biotransforma¢nich enzyml. Pro studium vlivu stfevniho mikrobiomu
na metabolismus 1¢¢iv jsou vhodné gnotobiotické modely s pfesné definovanou
sttevni mikroflérou — bezmikrobni mysi zcela postradajici sttevni mikrofloru nebo
bezmikrobni mysi osidlené pfesné¢ definovanym bakteridlnim druhem/y.

V nasi studii jsme stanovovali zménu v expresi mMRNA Cypla2, Cyp2b10,
Cyp2c29, Cyp2c38, Cyp2d22, Cyp2el, Cyp3all and 3al3 v jatrech GF mysi a GF

NI1ZO2877 nebo

mysi kolonizovanych nepatogenni bakterii Lactobacillus plantarum
probiotickou bakterii Escherichia coli Nissle 1917 v porovnani s kontrolnimi

zvitaty (SPF).

Nejdiive jsme studovali vliv monokolonizace bezmikrobnich mysi
bakterialnimi kmeny v porovnani s bezmikrobnimi my$Smi (Obr. 18). Zatimco
U bezmikrobnich mysi byla exprese mRNA Cypla?2 signifikantné zvySena
vV porovnani s kontrolni skupinou (viz Obr. 16), kolonizace bezmikrobnich mysi
obéma vybranymi bakteridlnimi kmeny vedla ke snizeni exprese mRNA CyplaZ2,
zpét k hladiné exprese mRNA u kontrolnich (SPF) mysi (Obr. 18). Jinymi slovy,
kolonizace bezmikrobnich mysi vybranymi bakterialnimi druhy obnovila expresi
MRNA CyplaZ2 na hladiny odpovidajici jaternim vzorkiim SPF mysi.

V ptipadé genu Cyp3all, monokolonizace bezmikrobnich mysi obéma
vybranymi bakteridlnimi kmeny, neméla vyrazny vliv na expresi mRNA. EXxprese
MRNA Cyp3all zistala signifikantné snizend u monokolonizovanych
bezmikrobnich mysi v porovnani s kontrolni skupinou (Obr. 18), tak jak to bylo
pozorovano u bezmikrobnich mys$i (viz Obr. 16). V tomto pfipadé tedy
monokolonizace bezmikrobnich mySi vybranymi bakteriemi nevedla k zméné
exprese blize k hladindm u kontrolnich mysi (tak jak bylo pozorovano u genu

Cypla2).
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U bezmikrobnich my$i monokolonizovanych L. plantarum™'“°%"" byla

zjisténa zvySena hladina mRNA CypZ2el, (stejné jako u bezmikrobnich mysi, viz
Obr. 16 v porovnani s SPF skupinou, tato zména nebyla ale pozorovana
U bezmikrobnich mysi kolonizovanych probiotickym kmenem E. coli Nissle 1917
(Obr. 18). V dalsich vybranych genech (Cyp2b10, 2¢29, 2¢38, 2d22 and 3al3)

nebyly zjistény vyznamné zmény vlivem monokolonizace bezmikrobnich mysi.
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Obrazek 18. Hladiny exprese mRNA vybranych genti Cyp v jaterni mikrosomalni
frakci  bezmikrobnich (GF) mysi, GF myS$i monokolonizovanych L.
plantarum™'“°?®”7 ' GF mysi monokolonizovanych E. coli Nissle 1917 a kontrolnich
(SPF) mysi. Vysledky jsou vyjadieny jako primér +S.D. ze Ctyf zvirat a jako
procento v porovnani s kontrolni skupinou. Signifikantné zvySené nebo snizené
hodnoty v porovnani s kontrolni skupinou jsou oznaceny jako *P<0.05.
Signifikantn¢ zvySené nebo snizené hodnoty v porovnani s GF mySmi jsou
oznaGeny jako *P<0.05. SPF, specific pathogen-free my$i s normalni stfevni

mikroflorou; GF, germ-free mysi postradajici stfevni mikrofloru.
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5.4 Vliv butyratu a propionatu na expresi mRNA, proteinu
a enzymatickou aktivitu cytochromi P450 v primarnich kulturach
lidskych hepatocytii

Zvyse uvedenych vysledkii je ziejmé, Ze stfevni mikrobiom miize
ovliviiovat expresi jaternich biotransformacnich enzymil. Za tento efekt mohou byt
zodpovédné produkty bakterialniho metabolismu ve stievnim Iumen. Jednim
z kandidatd regulace jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA)
produkované komenzalnimi bakteriemi v lidském tlustém stfevé ve vysoké
koncentraci 50 - 200 mmol-I*. Hlavn& butyrat je zniam pro své potencidlni
Vv jatrech. V na$i studii jsme sledovali vliv butyratu sodného na expresi mRNA a
proteinu a enzymatickou aktivitu jaternich cytochromi P450 v primarnich kulturach
lidskych hepatocytt.

V pilotnim experimentu byl aplikovan butyrat sodny o koncentraci
500 pmol-1" na primarni kultury lidskych hepatocyti od tfech réiznych darci.
Primarni kultury lidskych hepatocytti byly vysety na kultiva¢ni desky a inkubovany
s butyratem sodnym o koncentraci 500 pmol-I* po dobu 24 hodin. Po této dobé&
byly do média ptidany specifické substraty pro jednotlivé formy CYP. Nasledn¢
byla stanovend enzymatickd aktivita cytochromi P450 CYPIA2 (substrat
fenacetin), CYP2A6 (substrat kumarin), CYP2C9 (substrat warfarin), CYP2D6
(substrat bufuralol) a CYP3A4 (substrat testosteron) pomoci uvedenych substrata
as vyuzitim pristroje Prominence system (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
s UV/fluorescencni  detekci. Kontrolni vzorky primdrnich kultur lidskych
hepatocytll byly pfipraveny a inkubovany za stejnych podminek jen bez aplikace
butyratu sodného. Vysledky jsou udavany jako procento aktivity vzhledem ke

kontrolnim vzorkim, kde nebyl butyrat piitomen.

V ptipadé¢ CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4 nebyly pozorovéany signifikantni
zmény po aplikaci butyratu sodného, zatimco aktivita CYP1A2 (o 39 %) a hlavné

64



CYP2A6 (0 59 %) byly signifikantn& zvysené u vzorki s 500pmol-1" butyratem

sodnym v porovnani s kontrolnimi vzorky (Obr. 19).
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Obrazek 19. Aktivita enzymi CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4
v primarnich kulturach lidskych hepatocytt po 24 hodinové inkubaci s 500pmol-1™*
butyratem sodnym v porovnani s kontrolnimi vzorky. Vysledky jsou vyjadieny jako
primémé hodnoty + S.D.; N=3. Signifikantné¢ zvySené¢ hodnoty v porovnani s

kontrolni skupinou jsou oznaceny jako *P<0.05.

V nésledujicim experimentu byla testovana koncentracni zavislost plisobeni
butyratu sodného na enzymové aktivity CYP v primarnich kulturach lidskych
hepatocytd. Primarni kultury lidskych hepatocytid byly opét vysety na kultivacni
desky a inkubovéany s butyratem sodnym o koncentraci 10umol-1",100pumol-17,
200pumol I a 500umol-I"* po dobu 24 h. Enzymové aktivity vybranych forem CYP
byly stanoveny pomoci specifickych substratii stejn¢ jako v pilotnim experimentu.
Na Obr. 20 jsou vysledky stanoveni aktivit vybranych CYP u kontrolnich vzorki a

vzorktl, kde byl aplikovan butyrat sodny v riznych koncentracich. Stejné jako po
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aplikaci butyratu sodného v koncentraci 500 pmol-1™ ani niZ§i zvolené koncentrace
nezpusobily signifikantni zmény v aktivitaich CYP2C9, CYP2D6 a CYP3AA4.
Aktivita CYP1A2 byla zvySena u vSech zvolenych koncentraci, pficemz je
zajimavé, Ze nejvysi aktivita byla namé¥ena pfi nejniz§i koncentraci 10 pmol 1" (o
56 %) a pii nejvyssi koncentraci 500 pumol-1* (0 51 %). Zda se tedy, Ze narist
aktivity CYP1A2 vlivem butyratu sodného neni linearni. V piipadé¢ CYP2A6 byla
signifikantng zvysena aktivita pouze u koncentrace 500 pmol-l* (0 40 %)

U ostatnich koncentraci zddné zmény pozorované nebyly.
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Obrazek 20. Enzymaticka aktivita péti forem CYP v primarnich kulturach lidskych
hepatocyti po 24 hodinové inkubaci s 10 pmol-1™, 200 pmol-1™*, 200 umol-1™* a 500
umol 1" butyratem sodnym v porovnani s kontrolnimi vzorky primérnich kultur,
které byly pfipraveny a inkubovany za stejnych podminek jen bez aplikace butyratu
sodného. Vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty + S.D.; N=3.

U enzymi, kde byly zaznamenany zmény v aktivité pisobenim butyratu
sodného, byla stanovena také exprese proteinu pomoci metody Western blottingu.
V piipadé CYP1A2 doslo k nariistu exprese proteinu po aplikaci butyratu sodného

V porovnani s kontrolnimi vzorky v souladu s vysledky enzymové aktivity. Naopak
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u CYP2AG6 nebyly pozorovany Zzadné zmény na hladin€ exprese proteinu vlivem

butyratu sodného, a to ani v nejvyssi zvolené koncentraci 500 pmol-1™* (Obr. 21).

CYPIAY ——— e S Y S
CYP2AG e quep = G- Qup —

CYPIA? e e oub GED 4D aap
KT DD CDGNPED

K K 10BS 100BS 200BS 500BS

Obrazek 21. Vliv butyratu sodného (10pumol-1%,100umol-1*, 200umol-I* a
500pmol-1™") na expresi proteinu CYP1A2, CYP2A6 a CYP3A4 v primarnich
kulturach lidskych hepatocyti. K, kontrola a BS, butyrat sodny. Jako kontrola

aplikace vzorku byl pouzit -aktin.

Hladina exprese proteinu byla stanovena také u dalSich isoforem CYP, ale

zadné signifikantni zmény nebyly pozorovany, shodné se stanovenymi aktivitami.

U vSech zvolenych isoforem CYP bylo také ovéfeno mozné ovlivnéni
hladiny exprese mRNA butyratem sodnym pomoci metody PCR. ZvySeni exprese
mRNA bylo pozorovano pii nejvyssi koncentraci 500 pmol-1" butyratu sodného u
gent Cypla2 a Cyp2a6, v souladu s vysledky enzymovych aktivit a v ptipadé CYP
1A2 1 expresi proteinu, nicméné¢ zjisténé zmeny nebyly statisticky vyznamné.

Nejvyssi navySeni hladiny exprese mRNA bylo piekvapivé stanoveno pii
stejné koncentraci butyratu sodného u Cyp3a4, kdy byla exprese zvySena vice jak
3 krat a zvyseni hladiny mRNA zpasobila i koncentrace 10 pmol 1" (Obr. 22).
Nicméné ani exprese proteinu ani enzymova aktivita CYP3A4 aplikovanymi

koncentracemi butyratu sodného ovlivnéna nebyla.
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Obrazek 22. Vliv butyratu sodného na expresi mRNA u vybranych cytochromi
P450 v lidskych hepatocytech. Vysledky jsou vyjadfeny jako primérné hodnoty =+
S.D.; N=2. BS, butyrat sodny.

Propionat je dalSim produktem bakterialni fermentace v lidském GIT a
stejné jako butyrdt je studovan pro své potencialni pozitivni uc¢inky na lidsky
organismus. | v pfipadé propionatu jsme zkoumali jeho mozné zapojeni do
metabolismu 1é¢iv ovlivnénim biotransformacnich enzymd, pfesnéji vliv propionatu
sodného na expresi proteinu a enzymatickou aktivitu CYP enzyml v primarnich

kulturach lidskych hepatocyta.

Priméarni kultury lidskych hepatocyti byly vysety na kultivaéni desky
a inkubovany s propionatem sodnym o koncentraci 10 pmol-1*,100 pumol-1*, 200
umol-1"  a 500 pumol-1* po dobu 24 h. Nasledné byly, aplikovany specifické
substraty pro vybrané formy CYP, pomoci kterych byla stanovena jejich enzymova
aktivita, stejn¢ jako v ptipadé butyratu. Na rozdil od butyratu, nebyly pozorovany
zadné signifikantni zmény v aktivitich CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a
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CYP3A4 vlivem vybranych koncentraci propiondtu sodného (Obr. 23). Také

exprese odpovidajicich proteind nebyla vyrazné ovlivnéna (Obr. 24).

T w I { I { u Kontrola
i B 10 pmol-I'1PS
| H 100 pmol-HPS
200 pmol-I1PS
| 500 pmol-1! PS
0 - T . T T 1

CYP1A2 CYP2A6 CYP2D6 CYP2CO9 CYP3A4

Obrazek 23. Enzymatickd aktivita péti forem cytochromd P450 v primarnich
kulturach lidskych hepatocytii po 24 hodinové inkubaci s 10 pmol-1*, 100 pmol-1*,
200 pmol-I* a 500 umol 1™ propionatem sodnym v porovnani s kontrolnimi vzorky
primarnich kultur, které byly pfipraveny a inkubovany za stejnych podminek bez

aplikace PS. Vysledky jsou vyjadieny jako priimérné hodnoty + S.D.; N=3.
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Obrazek 24. Vliv 10pmol-1", 100pmol-1", 200umol-1* a 500pumol-1" propionatu
sodného na expresi proteinu CYP1A2, CYP2A6 a CYP3A4 v primarnich kulturach
lidskych hepatocyti. K, kontrola a PS, propionat sodny. Jako kontrola aplikace
vzorkt byl pouzit B-aktin.
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6 DISKUZE

Schopnost sttevniho mikrobiomu metabolizovat 1é¢iva byla rozpoznana jiz
pied vice jak 40 lety [87]. V soucasné dob¢ jsou znamy desitky 1éki, které jsou
modifikovany bakterialnimi enzymy a jejich pocet stale roste [14, 88, 96, 165].
Posledni studie ukazuji, ze stievni mikrofléra mize mit vliv na farmakokinetiku
peroraln€ podavanych I€kil a ovlivitovat tak jejich biodostupnost. Jako prvni ptistup
pro zkoumani moZznosti zapojeni bakteridlnich enzyma do metabolismu pftislusného
1é¢iva se nabizi in vitro experimenty s kultivovatelnymi bakteriemi.

V na$i pfedbézné in vitro studii byl inkubovan nabumeton s Zzivymi
bakterialnimi suspenzemi komenzalni E. coli ATCC 25922 (1 x 10° CFU-ml™)
abylo zjisténo, Ze tento bakteridlni druh miize metabolizovat ur€it¢ mnoZstvi
parentni latky na redukovany farmakologicky neaktivni metabolit. Z namétenych
dat bylo moZné¢ piedpokladat, ze bakteridlni metabolismus muize byt pficinou
snizeného mnoZzstvi absorbovaného nabumetonu z gastrointestindlniho traktu a to
muze vést k omezeni jeho nasledné konverze na aktivni metabolit 6-MNA.
Komenzalni bakterie se tedy teoreticky mohou podilet na snizeni biodostupnosti
nabumetonu. Pfi dalSich experimentech jsme zjistili, Ze nejen komenzalni, ale
| probiotické bakterie (L. casei a E. coli Nissle 1917), byly schopné za in vitro
podminek nabumeton metabolizovat na farmakologicky neaktivni metabolit. Je
otazkou, zda pfitomnost probiotickych bakterii miize vést ke zmeéné
farmakokinetickych parametri ordlné¢ podavanych 1éciv. Matuskova et al.
publikovali vysledky, kde probioticka bakterie Escherichia coli Nissle 1917 ménila
farmakokinetické parametry antiarytmika amiodaronu — doslo ke zvysSeni biologické
dostupnosti 1é¢iva [48]. Zajimavé je, ze jiny probioticky bakterialni kmen
Lactobacillus casei vykazoval jiny zpusob ovlivnéni farmakokinetiky amiodaronu
(doslo k prodlouzeni ¢asu k dosazeni maximalni koncentrace amiodaronu o dvé
hodiny) [166]. Z téchto vysledkid vyplyva, Ze podavani probiotickych bakterii mtize
mit vliv na farmakokinetiku soucasné¢ podaného léc¢iva, velmi vSak zalezi na
vlastnostech podaného probiotika, na vlastnostech interagujiciho 1é¢iva a také na

aktualnim stavu organizmu.
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Na zakladé téchto dat jsme se rozhodli studovat vliv sttevni mikroflory na
farmakokinetické¢ procesy (nebo casovy pribéh hladin 1é¢iva nebo na vlastnosti
enzyml metabolismu 1é¢iv) v GIT experimentalnich modeld bud s cilené
alterovanou stfevni mikrofléorou (napt. u konvencnich model podanim antibiotik),
nebo dokonce za podminek Uplné absence stfevni mikrobioty s pouZitim
bezmikrobniho, GF modelu.

V prvni tfadé byl u bé&zné kolonizovanych experimentalnich modeld
sledovan mozny efekt zménéné stievni mikroflory zpisobené podavanim antibiotik
na farmakokinetiku nabumetonu. Vzhledem k vysledkim studie in vitro jsme
predpokladali, ze eliminace alesponn ¢asti stifevnich mikrobiot (napf. komenzalni
E.coli ATCC 25922) plisobenim antibiotik by mohla zménit biodostupnost soucasné
podavaného 1é¢iva, v naSem piipadé¢ nabumetonu. Pfitom jsme ocekavali narlst
koncentrace podavaného 1éCiva v plazmé, protoZze ¢ast nabumetonu jinak
metabolizovand mikrobioty by méla byt uSetiena diky potlacenému efektu
mikrobiomu antibiotiky.

Jak je zifeyjmé znaSich vysledki (Obr. 15), farmakokinetika hlavniho
metabolitu, 6-MNA, u zvifat stresovanych podavanim imipenemu se sice
signifikantné neliSila od kontrolnich zvifat, nicméné¢ doslo k nartstu plochy pod
kiivkou AUC;.,4 U hlavniho metabolitu o 20 % a celkovd plocha pod kiivkou
v rozmezi 0. hodina az nekone¢no (AUC.,) se zvysila o 21 %. Toto navySeni by
mohlo znamenat zvySenou biodostupnost 6-MNA (resp. nabumetonu) zplisobenou
omezenou aktivitou stfevniho mikrobiomu. Dalsi sledované farmakokinetické
parametry byly zvySeny po aplikaci imipenemu v mensi mife; ty, se zvysil 11 %,
Cmax O 8 %, tmax 0 3 % (Tab. 7). Aktivita bakteridlnich enzymu ziejmée aplikovanym
antibiotikem nebyla natolik ovlivnéna, aby se efekt projevil vyznamnym zvySenim
hladin aktivniho metabolitu.

Pii diskusi tohoto vysledku je tfeba mit na paméti, ze 1é¢iva mohou byt
metabolizovana bakteridlnimi enzymy v gastrointestinalnim traktu diive, neZ jsou
absorbovana do cirkulace, a tak mize mit stfevni mikrobiota znacny (i kdyz Casto
prehlizeny) vliv na stabilitu a biodostupnost 1é¢iv [14, 96]. Kromé& toho mohou

xenobiotika meénit slozeni stievniho mikrobiomu, a tim i aktivitu mikrobiadlnich
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enzymul. Muze tedy nastat situace, kdy souc¢asné podavani 1ékti ovliviiujicich stfevni
mikrobiom a 1éka s jinym terapeutickym ufinkem muZe zplsobovat nezadouci
1ékové interakce. Yoo et al. zjistili, Ze soucasné podavani antibiotik a lovastatinu
muze ovlivilovat metabolismus lovastatinu, a muize tak snizovat jeho
farmakologicky uc¢inek [40]. Z literatury vyplyva, ze antibiotika mohou mit efekt na
metabolismus 1éCiv a ovlivilovat jejich farmakologicky ucinek,v mnohem vétsi
mife, nez se dfive predpokladalo [167]. Podle nedavnych studii antibiotika
zpusobuji znacné kratko- 1 dlouhodobé zmény ve sloZeni stievniho mikrobiomu,
coz muze vést k ¢aste¢nému snizeni jeho celkové diverzity [37]. Na druhou stranu,
jiné studie apeluji na znacnou plasticitu ve sloZeni stfevniho mikrobiomu a jeho
schopnost obnovit pivodni sloZzeni po ukonceni podavani antibiotik [38, 39].
Manichanh et al. podavali vankomycin s imipenemem potkanim v pitné vodé po
dobu 3 dnd, protoZe je zndmo, Ze tato kombinace antibiotik ma Sirokospektrou
aktivitu proti G* a G bakteriim. Po tfech dnech aplikace antibiotik byl pozorovan
10ti ndsobny pokles v mnozstvi sttevnich mikrobiot, pfi¢emz byly hlavné ovlivnény
dva nejzastoupenéjsi kmeny (Bacteroidetes and Firmicutes). Na druhou stranu, jiné
bakterialni kmeny (Proteobacteria and Tenericutes), které jsou za bé&znych
podminek minoritni, pierostly a zabraly uvolnéna mista [163]. Zda se tedy, ze
sttevni mikroflora zménéna podavanim antibiotik je schopnd vykondvat stejné
zakladni funkce jako puvodni mikroflora, dokonce muze vykazovat i podobné
enzymové aktivity. V nasi studii, pfi sledovani hladin 6-MNA po aplikaci
imipenemu, pravdépodobné doslo c¢astecné k tomuto efektu. Ackoliv dominantni
bakterialni kmeny (Bacteroidetes and Firmicutes) mohou byt ovlivnény aplikaci
imipenemu, za béznych podminek minoritni kmeny zastoupi jejich funkce a vznik
hlavniho metabolitu nabumetonu zlstal ovlivnén jen z¢asti. Situaci komplikuje také
fakt, ze vliv stievnich mikrobiot na farmakokinetiku 1é¢iv je ovlivnén celou fadou
faktori, jako je druh pouzitého antibiotika, studovaného léciva, modelového
organismu a po¢ate¢nim stavu stfevni mikroflory.

Cilem nas$i studie bylo zjistit, jestli aplikace antibiotik mlize mit vliv na
farmakokinetické parametry soucasné¢ podavaného 1é¢iva, a tim ovliviiovat 1écbu.

Ziskané vysledky ukazuji, ze souCasné podavani antibiotik jako je imipenem (zndm
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pro svoji vysokou antibakeridlni aktivitu a schopnost ménit sloZeni stfevniho
mikrobiomu), mutze (ale také nemusi) ménit farmakokinetiku dalSich 1é¢iv.
Vzhledem ke komplexnosti vzdjemného vztahu mezi slozenim stfevniho
mikrobiomu a pusobenim 1éCiv nelze ucinit obecny zavér, ale kazdou dvojici

vzajemné pisobicich 1€k je tteba posuzovat individudlné.

73



Ke studiu vlivu osidleni GIT na vlastnosti enzymti metabolismu 1€¢iv jsme
méli k dispozici vzorky ziskané z bezmikrobnich, GF mysi. Data uvefejnéna
Vv posledni dobé [50, 51, 83, 84] totiz ukazovala, Ze jednim z moznych mechanismu
plusobeni stfevniho mikrobiomu na metabolismus 1é¢iv mize byt jeho vliv na
expresi jaternich biotransformacénich enzymii. NejdileZzitéjSimi biotransformacnimi
enzymy I. faze metabolismu 1é¢iv jsou cytochromy P450, které katalyzuji vice nez
tii Ctvrtiny znamych oxidacnich reakcei 1é¢iv [74]. Vhodnym modelem pro studium
vlivu stfevniho mikrobiomu na metabolismus Xxenobiotik jsou jednak zvifata
axenicka - germ - free — bez mikroflory v travicim traktu a na povrchu téla nebo
takzvané gnotobiotické zvifeci modely s pfesné definovanou stievni mikroflérou.

V nasi studii jsme stanovili expresi MRNA u Cyplal, Cypla2, Cyp2b10,
Cyp2c29, Cyp2c38, Cyp2d22, Cyp2el, Cyp3all a 3al3 v jaterni mikrosomalni
frakci bezmikrobnich mys§i a bezmikrobnich mysi monokolonizovanych

NIZ02877 3 Escherichia coli Nissle 1917

bakterialnimi kmeny Lactobacillus plantarum
v porovnani s kontrolnimi (SPF) mySmi.
Lidsky CYP3A4 je nejzastoupenéjSi biotranformaéni enzym 1. faze v
jatrech 1 ve stievé a je zodpovédny za metabolismus vice jak 50 % vsech klinicky
uzivanych 1é¢iv. Ve shod¢ s predeslymi studiemi [84, 168, 169], byla exprese
MRNA Cyp3all, mysiho ortologu lidského CYP3A4, signifikantné sniZzena v
jatrech bezmikrobnich mysi v porovnani s kontrolni skupinou (Obr. 16). Také
exprese proteinu CYP3A a enzymaticka aktivita byla signifikantné snizena za GF

podminek (Obr. 17AB).

Po kolonizaci bezmikrobnich mysi kmenem L. plantarum™'“9%"

nebo
probiotickou bakterii E. coli Nissle 1917 zistala hladina exprese mRNA Cyp3all
snizend na stejné hladin¢ jako u bezmikrobnich mysi (Obr. 18). Nase vysledky
hladiny mRNA u bezmikrobnich myS$i po kolonizaci dvéma nepatogennimi
bakterialnimi kmeny jsou srovnatelné s vysledky neddvné studie s vyuzitim smési
osmi bakterialnich probiotickych kmend, jejichz aplikace také nevedla k obnoveni
hladiny exprese mRNA ke stavu u kontrolnich zvitat [51]. Nase vysledky spolecné
s vysledky dalSich studii ukazuji na kmenové nespecifické snizeni exprese mRNA

Cyp3all za bezmikrobnich podminek [50, 51, 84]. Z uvedeného vyplyva, ze sttevni
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mikrobiota je schopna regulovat nejvyznamnéjsi lidsky biotransformacéni enzym, a
to jak na hladin¢ exprese mRNA a proteinu, tak i jeho enzymatickou aktivitu (Obr.
16 a 17AB).

V naSem experimentu jsme pozorovali také zmény exprese mRNA u
dalSich CYP u bezmikrobnich mysi, av§ak nckteré naSe vysledky se liSi od studii
publikovanych jinymi autory. NaSe vysledky ukazuji na signifikantni zvySeni
exprese MRNA Cypla2 u bezmikrobnich mysi, tedy opacny trend v porovnani s
Cyp3all. Tyto vysledky jsou v rozporu se studii Claus et al. [83] a Toda et al. [84];
na druhou stranu jsou naSe vysledky v souladu se studii Selwyn et al. [51].

NIZO2877 3 také Gram'E.

Kolonizace bezmikrobnich mysi kmeny Gram™ L. plantarum
coli Nissle 1917 snizila hladinu exprese mRNA Cypla2 na hladinu exprese
kontrolni skupiny (Obr. 18). Rozdily v publikovanych vysledcich jsou
pravdépodobné zpiisobeny pouzitim riznych mysich kment v experimentech.
Zajimavym vysledkem je, ze v ptipadé genu Cyp2el jsme zjistili opacny

NIZ0O2877

efekt kolonizace bezmikrobnich mysi Gram® L. plantarum a Gram  E. coli

Nissle 1917. Kolonizace bezmikrobnich mysi bakteriii L. plantarum™'“©%"’
nezménila expresi Cyp2el v porovnani s bezmikrobnimi mySmi a zistala zvySena
oproti kontrolni skupiné¢ mysi, zatimco kolonizace probiotickou bakterii E. coli
Nissle 1917 zpisobila snizeni exprese Cyp2el, to znamena obnoveni exprese
odpovidajici hodnotdm naméfenym u kontrolnich zvitat. Tento fakt jen odrazi
komplexnost regulace biosyntézy jednotlivych CYP. Jednim z faktort, ktery expresi

téchto enzymul ovliviluje, mohou byt i nizkomolekuldrni metabolity, které jsou

produkovéany mikroorganismy pfitomnymi v gastrointestinalnim traktu.

Piesnému porozuméni molekularntho mechanismu regulace syntézy
jaternich biotransformacnich enzymu stfevnim mikrobiomem je stale velmi daleko,
stojime teprve na zacatku téchto studii. K lepSimu poznani by mohlo pfispét
studium produkti bakterialniho metabolismu, které mohou byt za tento efekt
zodpoveédné. Jednim z kandidath jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA)
produkované komenzdlnimi bakteriemi v lidském tlustém stfevé ve vysoké

koncentraci 50 — 200 mM. Hlavnimi SCFA jsou acetat, propionat a butyrat.
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VSechny tyto molekuly vznikaji Cinnosti bakterii rodu Bacteroides,
Bifidobacterium, Propionibacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Clostridium,
Roseburia, Prevotella, ale i dalsich, v poméru piiblizné 60:20:20 [63]. Pfedevsim
butyrat je znam jako zdroj energie pro hostitelsky organismus, ale ma také funkci
pfi regulaci genové exprese mnoha cilovych genli vcetné téch, pro jaterni
biotransformacni enzymy [73].

V nadi studii jsme sledovali vliv butyratu sodného na expresi (mRNA,
proteinu) a na enzymatickou aktivitu jaternich biotransformacnich enzymt —
cytochroma P450 v primarnich kulturach lidskych hepatocytli. Po aplikaci butyratu
byla aktivita CYP1A2 zvySena u vSech zvolenych koncentraci butyratu (10 pumol-I"
1100 pmol-1*, 200 pumol- It a 500 pmol-1™). Pfi nejvyssi koncentraci butyratu
(500 pmol-1™") byla aktivita zvysena o 51 %. V piipadé CYP2AG6 byla signifikantné
zvySend aktivita pouze u koncentrace 500uM (o 40 %). U ostatnich koncentraci
zadné zmény enzymové aktivity pozorované nebyly. V piipadé¢ CYP2C9, CYP2D6
a CYP3A4 nebyly vlivem butyratu sodného pozorovany zadné zmény enzymové
aktivity oproti kontrole. Také exprese proteinu CYP1A2 byla zvySena po aplikaci
butyratu sodného v porovnani s kontrolnimi vzorky v souladu s vysledky enzymové
aktivity. Naopak u CYP2A6 nebyly pozorovany zddné zmény na hladin¢€ exprese
proteinu. U nejvy3si koncentrace butyratu sodného (500pmol-1™") byla detekovana
zvysend exprese mRNA genti Cypla?2 a Cyp2a6, v souladu s vysledky enzymovych
aktivit a v ptipadé CYP 1A2 i expresi proteinu, nicméné zjisténé zmény nebyly
statisticky vyznamné.

Detekované zvysSeni exprese mRNA, proteinu a aktivita CYP1A2 vlivem
butyratu sodného v primarnich kulturdch lidskych hepatocyti by mohlo byt
vysvétlitelné predpokladanym vlivem butyratu na expresi AhR receptoru. NaSe data
jsou tak v souladu s praci Korecka et al., 2016, kde se uvadi, ze aplikace butyratu

GF mysim indukuje praveé expresi AhR [73].
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[ ZAVERY

Ptredkladand disertatni prace se zabyva studiem vlivu stfevnich bakterii
na metabolismus 1éciv, pfedevsim na jejich farmakokinetiku. Dale byl sledovéan vliv
sttevnich bakterii a jejich fermenta¢nich produkti na expresi vybranych jaternich
CYP jak na arovni proteinu, tak i mRNA, a ptfipadné aktivity téchto enzymd.

Na zakladé stanovenych cili bylo dosazeno téchto vysledk:

Efekt mikrobiomu na farmakokinetiku nabumetonu

» Komenzalni 1 probiotické bakterie jsou zapojeny do metabolismu
nabumetonu tvorbou farmakologicky neaktivniho metabolitu (4-(6-metoxy-
2-naftyl)-butan-2-ol, redukovany nabumeton), ktery je tvofen vybranymi
bakteriemi in vitro za aerobnich i anaerobnich podminek. Stievni mikrobiota
by tedy mohla snizovat mnoZstvi absorbované¢ho nabumetonu z GIT a tim

nasledné snizit mnozstvi vzniklého aktivniho metabolitu 6-MNA.

» Farmakokinetika hlavniho aktivniho metabolitu nabumetonu, 6-MNA, se u
potkani stresovanych soucasnym podavadnim antibiotika imipenemu
signifikantné neliSila od kontrolnich zvifat, nicméné¢ doslo k narastu plochy
pod kiivkou AUC .4 U hlavniho metabolitu o 20 % a celkova plocha pod

kfivkou v rozmezi 0. hodina az nekonecno (AUCy.,,) se zvysila o 21 %.

Cytochromy P450 u bezmikrobnich mysi

» Pii studiu CYP u bezmikrobnich mysi bylo zjisténo, ze exprese mRNA
Cyp3all, mysiho ortologu lidského CYP3A4, byla signifikantné snizend (o
46 %) v jaterni mikrosomalni frakci GF mysi v porovnani s kontrolni SPF
skupinou. Také exprese proteinu CYP3A a jeho enzymaticka aktivita byla

signifikantné snizena v jatrech GF mysi (o0 45 % resp. 71 %).

» Exprese mRNA Cypla2 a Cyp2el byla signifikantné¢ zvysend v jaterni

mikrosomalni frakci GF mysi v porovnani s SPF mySmi (o 82 % resp. 45 %).
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Hladina mRNA Cyplal, Cyp2b10, Cyp2c29, Cyp2c38, Cyp2d22 a Cyp3al3

byla nezménéna u GF mysi v porovnani s kontrolami.

Cilena monokolonizace bezmikrobnich mysi a jeji vliv na CYP

» Zatimco u GF mysi byla exprese mRNA Cypla2 signifikantné zvySena
V porovnani s kontrolni skupinou, kolonizace GF mysi nepatogenni bakterii

L. plantarum™'“©2877

nebo probiotickou bakterii E. coli Nissle 1917 vedla ke
sniZzeni exprese mRNA Cypla2, zpét k hladiné exprese mRNA u kontrolnich
(SPF) mysi.

> V ptipadé genu Cyp3all, monokolonizace GF mysi L. plantarum™'“0%%"/

nebo E. coli Nissle 1917, neméla vyrazny vliv na expresi mRNA. Exprese
MRNA Cyp3all zistala signifikantné¢ snizend u monokolonizovanych GF
mysi v porovnani s kontrolni skupinou, tak jak to bylo pozorovano u GF

mysi.

» U GF mysi monokolonizovanych L. plantarum™“°%"" byla zjisténa zvy3ena
hladina mRNA Cyp2el, (stejn¢ jako u bezmikrobnich mysi) v porovnani s
SPF skupinou, tato zména nebyla vSak pozorovana u GF mysi

kolonizovanych probiotickym kmenem E. coli Nissle 1917.

Studium efektu kratkvch mastnvch Kyselin na regulaci exprese CYP

» Aplikace butyratu sodného — fermentacniho produktu stfevnich bakterii - na
primarni kultury lidskych hepatocyti vedla ke zvySeni enzymové aktivity
CYP1A2 u viech zvolenych koncentraci butyratu (10 pmoll™, 100 umol-17,
200 pmol-1™" a 500 umol-I'"). Také exprese proteinu CYP1A2 byla zvy3ena
po aplikaci butyratu sodného v porovnani s kontrolnimi vzorky v souladu
s vysledky enzymové aktivity. U nejvyssi koncentrace butyratu (500pmol-1™)
doslo také ke zvySeni enzymové aktivity CYP2A6.
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