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1. Teoreticka ¢ast

1.1  Téma a zaméreni doktorské dizerta¢ni prace

Tématem zadané a nyni pfedkladané doktorské dizertacni prace je: Zanét a mechanizmy
jeho rezistence na kortikoidy. Experimentalni ¢ast prace byla zacilena na vyrazné uzsi a zatim
nedostateéné¢ prozkoumanou oblast mozné kortikoidni rezistence u zanétlivé reakce —
transmembranovy bunécny transport. Cilené¢ byl studovan protein podilejici se na bunéném
primarnim aktivnim transmembranovém transportu — protein viceCetné lékové rezistence 1
(multidrug resistance protein 1, MDR1) (kapitola 2.1 Cile prace).

Tento protein nejenze fyziologicky pusobi jako imunoregulator, ale mize byt i pfi¢inou
kortikoidni rezistence v terapii chronickych zanétlivych onemocnéni. Bunikami, na které byla
v ramci vySe uvedeného tématu zamétena experimentalni pozornost, byly lymfocyty periferni krve.
Lymfocyty jsou pro svou ustfedni koordinacni, regulacni a efektorovou roli v regulaci zanétlive
reakce také dilezitymi cilovymi bunikami pro kortikoidni 1é¢iva aplikovand z imunomodulacni
indikace. Neméné¢ vyznamné bylo zaméfeni experimentdlni ¢asti prace na co nejvice
homogenizovanou skupinu subjektd. Cilovymi subjekty byli: 1) zdravi jedinci prevdzné z détské
populace do 19 let (a vyjime¢né jedinci do 22,5 let); 2) jedinci z détské populace do 19 let
s perzistujici zanétlivou aktivitou, kterd je dobtfe definovana a klasifikovdna a neni v détské
populaci ojedinéld — jedinci s alergickym zanétem mediovanym imunoglobuliny tfidy E (IgE).

Z vyse uvedenych diivodl je v teoretické €asti struéné prezentovan zanét (zanétliva reakce)
véetné vyznamu proteinu viceCetné lékoveé rezistence 1 a lymfocytl v zanétlivé reakci. Jsou
charakterizovany endogenni a exogenni kortikoidy a jejich imunomodulacni piisobeni na zanétlivou
reakci, se stru¢nou charakteristikou alergického zanétu. Podrobnéji jsou uvedeny zndmé nebo
pfedpoklddané molekularni mechanizmy kortikoidni rezistence u priduSskového astmatu — v
piehledovém ¢lanku, jehoz jsem prvnim autorem (pfiloha 4).

V tomto piehledovém c¢lanku jsou charakterizovany zékladni principy klasifikace astmatu a jeho
komplexni 1é¢ebna strategie.

1.2 Zanét

1.2.1 Zakladni charakteristika

Zanét (zanétliva reakce) je komplexni adaptani odpovéd’ nejen lidského makroorganizmu
na nepfiznivé podnéty. Nepfiznivymi podnéty mohou byt napf. zevni biologické (infekéni,
enzymatické), fyzikalni (latkové, iritacni) a chemické podnéty, ale také vnitini biologické podnéty
vlastntho  makroorganizmu dané nedostatecnou nebo neadekvatni  kontrolou  dé&ji
makroorganizmem.

Zjednodusen¢ miizeme zanétlivou reakci charakterizovat jako reakci na jakékoliv neptiznivé
podnéty, které by mohly poskodit integritu a narusit homeostazu makroorganizmy (€rasek e al. 2004)
Prestoze zanétliva reakce makroorganizmus vyznamné metabolicky zatézuje, je z fylogenetického
glol&()iiska jednou z nejstarsich adapta¢nich odpovédi na takto chapané neptiznivé podngty reisek etal-

Na turovni makroorganizmu se na zan¢tlivé reakcei podili hlavné systém imunitni, endokrinni
a nervovy, pricemz pusobeni téchto systému se vzajemné piekryva. Tim je docileno komplexnich
»identifikac¢nich®, ,regulacnich®, ,koordinacnich®“ a ,efektorovych® aktivit makroorganizmu.
Neméné vyznamou roli v zanétlivé reakci maji i dal$i systémy makroorganizmu.

1.2.2 Slozky imunitniho systému

Fyziologické slozky imunitniho systému podilejici se na téchto aktivitaich se velmi
schématicky €leni na: 1) lymfatické organy a tkan¢; 2) nespecifické humoralni a bunééné slozky; 3)
specifické humoralni a bun&ené slozky; 4) komunikaci mezi slozkami (tabulka 1) (Bartiikevaetal. 2007)



Tabulka1. Schématické ¢lenéni fyziologickych slozek imunitniho systému
(upraveno podle Krejsek et al., 2004, Barttriova et al., 2004)

Lymfatické organy a tkané
centralni lymfatické organy
kostni dren
thymus
periferni lymfatické organy
slezina

lymfatické uzliny
lymfaticka tkarn asociovana se sliznicemi (mucosa-associated lymphoid tissue,
MALT)

Nespecifické

slozky

humoralni slozky
komplementovy systém
lektin vazajici manézu
C-reaktivni protein (CRP)
sérovy amyloidovy protein (SAP)
pfirozené protilatky
bunécéné slozky
fagocytujici bunky
eosinofilni granulocyty
neutrofilni granulocyty
monocyty
z monocytu diferencujici se makrofagy
dendritické buriky (v urcité fazi diferenciace)
buriky NK (pfirozeni zabijeci)
lymfocyty
T lymfocyty s T receptorem typu y/d (CD3+CD4-CD8-)
nuocyty
NHC buriky (natural helper cells, NHC)
multi-potent progenitor type 2 cells (MPP type 2)
innate type 2 helper cells (Ih2)
volné zafazené
invariable natural killer T cells (iNKT)
mucosal-associated invariant T (MAIT)
innate lymphoid cells 22 (ILC22)
Specifické slozky
humoralni slozky
imunoglobuliny (produkty plazmocytl diferencovanych z B lymfocytd)
Imunoglobulin M (IgM)
Imunoglobulin D (IgD)
Imunoglobulin A (IgA)
Imunoglobulin G (IgG)
Imunoglobulin E (IgE)
bunééné slozky
T lymfocyty
B lymfocyty
Komunikace mezi slozkami
adhezivni molekuly
cytokiny
prozanétlivé (podporuji zanétlivou reakci)
interleukin-1a (IL-1a), IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, TNF-a
IL-4, IL-10, TGF-B
eikosanoidy



1.2.3 Imunitni systém v ,,informa¢ni soustavé*

V procesu zanétlivé reakce (i mimo tento proces) pusobi imunitni systém nejen
identifika¢né, regulacné, koordiaéné a efektorové, ale hlavné ,,.komunikanéné* (informacné€), kdy
v makroorganizmu pasobi v ramci ,informaéni soustavy« &resek et al- 2009 1o tet6 informacni
soustavy jisté patii i slozky jinych systémd, napi. endokrinniho a nervového. V informacni soustave
dochézi (béhem zanétlivé reakce 1 mimo ni) k ¢etnym dil¢im variabilnim interakcim, které mohou
byt kontinudlni nebo intervalové, ale nakonec jsou ve svém disledku vzdy komplexni a systémové.
K interakcim dochazi jak mezi sloZzkami imunitniho systému, tak 1 se slozkami (a mezi slozkami)
ostatnich systém makroorganizmu. Tyto interakce jsou fyziologicky regulovany a aktivita
imunitniho systému je tak makroorganizmem ,kontrolovana®“. Pii nedostate¢né nebo neadekvatni
kontrole aktivity imunitniho systému (s rozvojem zanétlivé aktivity) dochéazi k rozvoji patologické
(imunopatologicke) aktivity (reaktivity).

Komunikace mezi slozkami systémi makroorganizmu je zprostiedkovana piredevS§im
zastupci systému endokrinniho a imunitniho. Z imunitniho systému jsou to pfevazné ti zastupci,
ktefi jsou schématicky clenéni do tzv. komunikace mezi slozkami (tabulka 1). Zastupci z
komunikace mezi slozkami nejenze se slozkami systémt komunikuji, ale ,,arovni komunikace* 1
reguluji aktivitu bunéénych, a nasledné humoralnich slozek vSech zicasténych systémi. Mezi takto
chapané zéastupce jsou fazeny predevsim: 1) molekuly vazané v biomembranach bunék - adhezivni
molekuly: 2) molekuly, které jsou bunkami sekretovany (z bunky transportovany) a schopné
,»volného* pohybu v prostoru mimo bunky, jsou souhrnné¢ oznacovany jako humoralni mediadtory
(lipidové a proteinové).

Lipidové mediatory jsou vétSinou tvofeny procesem tzv. lipidové remodelace z fosfolipidii
tvoficich biomembrany buniky. Lipidovymi mediatory jsou napi. eikosanoidy, produkty
metabolismu (metabolity) kyseliny arachidonové. Kyselina arachidonova je syntetizovana
z fosfolipidi (fosfatidylinositolt) aktivitou celé ,rodiny* fosfolipdz, napi. fosfolipdzy A,
(phospholipase A,, PLA);). Z kyseliny arachidonové vznikaji aktivitou 5-lipooxygenazy leukotrieny,
a aktivitou cyklooxygenazy prostanoidy (prostaglandiny a tromboxany). Z fosfolipida
biomembrany buiiky (na jejichz metabolizmu se také podili PLA,) mohou vznikat i dalsi lipidové
medidtory, napf. aktivitou 15-lipooxygendzy lipoxiny nebo aktivitou lysofosfatidylcholin
acetyltransferazy destiCcky aktivujici faktor (platelet-activating factor, PAF). Tyto lipidové
medidtory mohou byt podle funkéni (regulacni) aktivity déleny na tzv. prozanétlivé (zanétlivou

Proteinovymi medidtory jsou napf. cytokiny, které jsou exprimovany vétSinou bunék
makroorganizmu. Schématicky jsou ¢lenény do jednotlivych skupin, vétSinou podle strukturalniho
cytokiny. Cytokiny mohou byt oznacovany bud nazvy historickymi a funkénimi (proto se
setkavdme s oznaCenim cytokinli pod pojmy interleukiny, chemokiny, adipokiny, interferony,
faktory nekrotizujici nadory a ristové faktory hematopoetickych bungk *reisck et al. 2004) (Bartifikovd et al.,
2097 "hebo nézvy nomenklaturnimi. Cytokiny reguluji (ovlivituji) v obecném chépani aktivitu bunky
ve vztahu ke ,,vzdalenostem* v makroorganizmu: 1) autokrinné (ovliviiuje aktivitu buiky, kterd
aktivuje jeho proteinovou expresi); 2) parakrinné (ovliviluje bunéénou aktivitu bunék,
nachdzejicicich se v mikroprostfedi jeho proteinové exprese (sekrece)); 3) endokrinné (nebo také
systémove; po transportu cévnim feciStém plsobi na bunky v tkanich vzdalenych od mista jeho
priméarni sekrece). Obdobné¢ mizeme rozdé€lit i pisobeni cytokini na: 1) pleiotropni (ovlivituje
aktivitu nékolika riznych bunék); 2) kaskadové (jeden konkrétni cytokin indukuje expresi a (a
nebo) sekreci jiného konkrétniho cytokinu); 3) redundantni (nekteré konkrétni cytokiny mohou byt
v indukci (nebo inhibici) signalu nahrazeny jinymi konkrétnimi cytokiny) Berifkevd et al. 2007
VétSinou je k cilovému cytokinovému ovlivnéni aktivity buniky nezbytna interakce buiiky s riznymi
(konkrétnimi) cytokiny, kdy je navic k ovlivnéni aktivity buniky nutné ptisobeni mnohych (¢etnych)
cytokinti reprezentujicich konkrétni cytokin.
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Humoralnich mediatord je velké mnozstvi, v zadnétlivé reakci jsou z proteinii vyznamné
zastoupeny napt. jesté kininy (napt. bradykinin s vazodilatacnim uc¢inkem) a endoteliny, nebo také
histamin, serotonin a adenosin.

Humoralni mediétory plsobi na jednotlivé slozky systémii makroorganizmu prostiednictvim
receptord, které iniciuji indukci (transdukci), nebo inhibici signdlu. Tyto receptory jsou vétSinou
integrovany (vazany) do cytoplazmatické membrany bunék, mohou ale také byt pfitomny mimo
buiiku v solubilni formé nebo mohou byt lokalizovany v buiice bez vazby s biomembranou, napf.
v cytoplazmé.

1.2.4 Transportni systémy ,,informac¢ni soustavy*

Nedilnou soucasti informacéni soustavy jsou transportni systémy. Zvlast¢ vyznamné jsou
transportni systémy na urovni bunky, lokalizované v bunice podle své primarni funkce. Prevazuje
lokalizace v bunéénych biomembrandch. Biomembrany vymezuji jednotlivé bunécné
kompartmenty, i rozhrani se zevnim prostiedim. Kromé toho jsou fyziologické procesy na trovni
biomembran nezbytné k udrzeni bunééné homeostazy. K t€émto procestim patii prave i transport (ve
smyslu prostupu latek) na tirovni biomembrény.

RozliSujeme néckolik typl transportu (prostupu) biologickymi membranami: 1) pasivni
difuze (prostd neboli volnd difuze a facilitovand neboli usnadnéna difuze); 2) prostup pies
membranové pory; 3) spiazeny transport (symport nebo antiport); 4) vezikularni transport; 5)
aktivni transport (Postlek etal. 2004

Aktivni transport biomembranou je transport zprosttedkovany nosi¢em (transportérem) —
intergralnim membranovym proteinem (integralnimi membranovymi proteiny). Transportovana
latka je pfenaSena pfes biomembranu proti gradientu svého elektrochemického potencialu. Aktivni
transport je z energetického hlediska velmi néaro¢ny, podili se na asi 30 — 70 % celkovych
energetickych potieb buiiky (v zavislosti na aktivits buiky) Postlck etal. 2004)

Aktivni transportni systémy se u makroorganizmu déli na: 1) primarni (transportni proteiny
,rodiny* adenozintrifosfat (ATP) véazajicich domén (ATP-binding cassette, ABC)); 2) sekundarni;
3) tercidrni (mezi sekundarni a terciarni transportéry jsou fazeny peptidové transportéry,
transprotéry organickych aniontd, transportéry organickych kationti) (Postélek etal. 2004)

Transportni transmembranové proteiny ABC (ABC transportéry) dostaly svlij ndzev podle
zpusobu ziskavani zdroje energie pottebné pro transport — §tépi ATP na adenosindifosfat (ADP) a
fosfat (Pi). Toto Stépeni je zajiStovano enzymy ze skupiny tzv. ATP4z. Do velké rodiny ABC
transportérii je zafazovano pfiblizng 50 proteing MeGuire ¢t al. 1991) (Shaom 2008) “pay velka rodina je
délena do 7 fylogeneticky odlisnych ,,podrodins Borstetal-2002)

ABC transportéry jsou schopny primarnim aktivnim transportem pienaset jak nékteré
endogenni, tak i1 exogenni latky — tyto latky jsou tzv. transportovatelnymi substraty ABC
transportérii. Z endogennich latek jsou transportovatelnymi substraty mnohé humoralni lipidové i
proteinové medidtory, vcetné¢ cytokinl. Doposud neni zcela objasnéno, zdali je transport
,»hekterych® cytokini mimo bunku: 1) uskute¢iiovan ptimo ABC transportéry (cytokiny jsou ABC
transportovatelné substraty); 2) uskuteciovan nepiimo interakci s ABC transportéry (ABC
mediovany transport), kdy cytokiny nejsou ABC transportovatelné substraty, ale jsou substraty
ABC transportéru v SirSim slova smyslu (pro svou interakci s ABC transportérem, s ABC
transportérovym komplexem). Humoralni mediatory (vcetné cytokind) také mohou ovliviiovat: 1)
transportni aktivitu ABC transportéru (jsou induktory nebo inhibitory transportni aktivity); 2) ABC
transportérovou expresni aktivitu bunky (jsou induktory (aktivatory) nebo inhibitory exprese ABC
transportéru (expresni aktivity)). Tak se napf. ABC transportéry podili pii (pfimém nebo
mediovaném) transportu cytokinll (v zévislosti na cytokinu) na regulaci autokrinni, parakrinni,
nebo endokrinni aktivity cytokinii. A autokrinni, parakrinni, nebo endokrinni aktivita cytokini se
podili na regulaci bunééné aktivity ABC transportért.

ABC transportéry transportuji také exogenni latky (xenobiotika). Eliminace cizorodych latek
z bunééného prostoru je fylogeneticky vyznamnou ,vlastnosti“ ABC transportérd. Tato jejich
vlastnost ale mnohdy ovliviiuje farmakokinetiku 1é¢iv. Cetna lé¢iva jsou, jako exogenni latky,
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transportovatelnymi substraty. Snizeni intracelularni koncentrace (intracelularni dispozice) l1éCiva
v cilové buiice mize napf. vést k rezistenci na toto 1é¢ivo. Jeden konkrétni transportni protein je
schopen transportovat ptes biomembranu i né¢kolik, strukturné a funkéné odlisnych 1é¢iv. Prave pro
tuto svou vlastnost byl prvni objeveny ABC protein pojmenovan — protein viceCetné lékové
rezistence 1.

1.2.5 Protein vicecetné 1ékové rezistence 1

Informace o proteinu vicecetné 1€kové rezistence 1 (multidrug resistance protein 1, MDRI1),
oznacovan¢ho také jako ATP-binding cassette sub-family B member 1 (ABCB1) nebo P-
glycoprotein 1 (PGY1), a jeho vlivu na eflux mnohych cytostatickych 1é¢iv u nddorové bunécéné
linie, byla poprvé publikovana v roce 1976 (Mlian €t 2k 1979 " pryni metaanalyza, hodnotici jeho
klinicky vyznam v terapii nadorovych onemocnéni chemoterapeutiky, byla publikovéna jiz v roce
1993 (Efferth et al. 1993) "postupné se prokazalo, e MDR1 miiZe byt pri¢inou rezistence i na jina 1é¢iva
neZ na lé¢iva uzivana v terapii nadorovych onemocnéni.

Velmi dutlezity posun ve vnimani fyziologické funkce MDRI proteinu ve vztahu
k imunitnimu systému byl nepfimy prikaz exprese MDRI1 u lidskych perifernich lymfocytt v roce
1989 (Neyfukhetal. 1989) ‘Njagledovaly pritkazy (nepiimé, pozd&ji primé) fyziologické exprese MDR1 u
dalSich bun€k imunitniho systému, v€etné bunck z nespecifickych a specifickych slozek imunitniho
systému (tabulka 2). MDRI je exprimovan jen v nékterych buiikach orgénti nachazejicich se na
rozhrani tkani se zevnim prostfedim (sliznice dychacich cest, sliznice tenkého a tlustého stieva), v
bunikdch v oblasti bariéry imunokompetentnich orgdnti (hemato-encefalické bariéry, hemato-
testikularni bariéry, placentarni bariéry) nebo v bunkach organt s eliminacni a sekrecni funkci
(jater, pankreatu, ledvin a nadledyin) (Cordon-Cardo etal. 1990)

Tabulka 2. Volné buriky ze slozek imunitniho systému nebo ze slozek jinych systémf, exprimujici MDR1

hematopoeticka kmenova burika (hematopoietic stem cell, HSC) Chaudhary et al., 1991
T lymfoct (CD3+) Drach et al., 1992

B lymfocyt (CD19+) Drach et al., 1992

NK bunka (CD16+56+) Drach et al., 1992
monocyt Drach et al., 1992
granulocyt Klimecki et al., 1994
makrofag Pileri et al., 1991
dendriticka burika Randolph et al. 1998
erytrocyt Finstad et al., 1991

(MDR1- protein viceetné Iékové rezistence 1 (multidrug resistance protein 1))

Stejné¢ vyznamné bylo prokéazani fyziologickych transportnich aktivit, kterych se MDRI
protein Ucastni (pfimo nebo nepiimo). Z humordlnich sloZek endokrinniho systému transportuje
napt. kortikoidy (aldosteron, kortisol a kortison). Z humoralnich slozek imunitniho systému se
podili na transportu proteinovych mediatorii — cytokini, transportuje napt. prozanétlivé lipidové
mediatory sfingosin-1-fosfat (sphingosine-1-phosphate, S1P) a PAF (tabulka 3). SIP je, mimo jiné,
klicovy ptedstavitel humoralnich lipidovych mediatori nervového syst¢ému. MDR1 protein, jako
soucast transportnich systémil v informacni soustavé makroorganizmu, vstupuje do interakci hlavné
s imunitnim, endokrinnim a nervovym systémem a svou transportni (a expresni) aktivitou tyto
systémy reguluje. A naopak, tyto systémy (resp. ncktefi zdstupci z jednotlivych slozek téchto

systémil) jeho transportni (a expresni) aktivitu reguluji McRac et al- 2003) (Ho et al. 2006)
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Tabulka 3. Pfiklad MDR1 mediovaného transportu endogennich latek - humoralnich prozanétlivych
mediatord a kortikoidnich hormont

sfingosin-1-fosfat (sphingosine-1-phosphate, S1P) Honig SM, et al, 2003
desticky aktivujici faktor (platelet-activating factor,
PAF) Emest S, et al, 1999
IL-2 Drach J, et al, 1996
IL-4 Drach J, et al, 1996
IL-12 Frank MH, et al, 2001
IFN-y Drach J, et al, 1996
TNF-a Frank MH, et al, 2001
aldosteron Ueda K, et al, 1992
kortisol Yates CR, et al, 2003
Ueda K, et al, 1992
kortison Yates CR, et al, 2003

(MDR1 - protein vice€etné Iékové rezistence (multidrug resistance protein 1))

MDRI1 protein je ¢lenem B podrodiny ve velké rodiné ABC transportérti. Je produktem
ABCBI genu lokalizovaného na chromozomu 7q21.12 ®iordanetal- 1989 ypCR 1 zahrnuje 29 exond,
kdy prvni exon (la a 1b) a &st druhého exonu nejsou translatovany ®o% ¢ @ 2009 ‘Medigtorova
RNA (messenger RNA, mRNA) je vcetné oblasti, které nejsou translatovany, dlouha 4872 bp.
Nasledny syntetizovany protein (primarni struktura) je tvofen 1280 aminokyselinami s molekularni
hmotnosti 170 kDa. Sekundarni proteinova struktura je dana dvémi homolognimi polovinami
(kazdd je slozena z 610 aminokyselin) spojenych fetézcem (z 60 aminokyselin). Pomoci 6
transmembranovych domén je integrovan do biomembran bun¢k — hlavné cytoplazmatické
membrany, ale mize byt integrovan i v biomembranach jednotlivych bunéénych kompartment
(Rajagopal et al. 2003) " a15f informace o MDRI1 proteinu budou uvadény postupné - v teoretické a
experimentalni Casti prace).

1.2.6 Faze zanétu

Velmi zjednodusené¢ miize byt v casovém schématu zanétliva reakce rozdélena na 3 faze
(Krejsek etal.. 2004) 'Na f4zi iniciaéni, vrcholnou a reparaéni.

Iniciaéni faze zanétlivé reakce je spousténa bezprosttedné po neptiznivém podnétu, kdy je
tento nebezpecny podnét identifikovan, trva hodiny az dny a podili se na ni jak slozky imunitniho
systému (pfevazné nespecifické, tabulka 1), tak slozky ostatnich systému (napt. kardiovaskularniho
systému, koagulacniho a fibrinolytického systému krve). Pro tuto fazi je charakteristickd rychla
amplifikace odpovédi imunitniho systému.

Vrcholna faze nastava v odstupu dnti (a vétSinou méné nez 1 tydne). Hlavni aktivitu v této
fazi maji specifické slozky imunitniho systému (tabulka 1), pfedev§im pak T lymfocyty. Tato faze
je velmi dilezitd pro dokonceni adaptacni odpovédi organizmu a soucasné vytvari podminky pro
rozvoj tzv. imunologické paméti. Vrcholnd faze zacind v perifernich lymfatickych organech
(tabulka 1), do kterych migrovaly bunécné nespecifické slozky imunitniho systému (predevsim
dendritické bunky). Tyto bunécné nespecifické slozky, schopné prezentovat zpracované antigeny
v sekundarnich lymfatickych organech bunécnym specifickym slozkdm (hlavné T lymfocytiim)
v kontextu molekul hlavniho lidského histokompatibilniho systému (human leukocytes antigens,
HLA) L. a II. tfidy, jsou oznaCované jako antigen prezentujici buniky (antigen presenting cell, APC).

.....

.......

MDRI1 protein. Pokud je jeho transportni aktivita u dendritickych bunék (lidskych koznich
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dendritickych bunék) zablokovéana, nejsou dendritické buiniky schopny migrace do lymfatickych
uzlin (Randolph et al., 1998).

Bunééné specifické slozky jsou tustfedni regulacni a efektorovou soucasti imunitniho
systétmu. V této regulacné-efektorové aktivité maji centrdlni roli T lymfocyty. Po ukonceni
diferenciace v thymu T lymfocyty jako imunokompetentni T lymfocyty migrujici cévnim fecistém,
prostupuji do perifernich lymfatickych orgdnt a opakované ptes lymfatické tkdn¢ migruji zpét do
cévniho teCisté. Tzv. naivni T lymfocyty, které nemély kontakt s antigenem, mohou prostupovat
cévnim feciSt€ém mezi buitkami vysokého endotelu postkapilarnich venul. T lymfocyty, které jiz
mely kontakt s antigenem a jsou ,,aktivované“, mohou prostupovat mezi ,,jakymikoliv buitkami
endotelu, je-li endotel aktivovan. MDR1 ovliviiuje (reguluje) 1 migraci T lymfocyti — zménou
transportni aktivity pro PAF (Raggers et al., 2001) a S1P (Honig et al., 2003).

Velmi zjednoduSené¢ — komplexni mechanizmus induk¢nich a inhibi¢nich interakci mezi
APC a T lymfocyty v perifernich lymfatickych organech (v dobé vytvofeni tzv. imunologické
synapse) muze vést k antigen-specifické aktivaci T lymfocytu - pii dostatecné Grovni (aktivitg)
aktivacnich signalti prostfednictvim membranovych interakci tzv. I. signdlu (receptorovych
interakci prostfednictvim T lymfocytarniho receptoru pro antigen (T-cell receptor, TCR (TCRap),
ktery je asociovany s komplexem CD3) s antigenem prezentovanym na molekulach HLA APC) a
kostimula¢nich, akcesornich a adheznich membranovych interakci tzv. II. signélu, realizovanych
v optimalnim cytokinovém mikroprostfedi. Aktivované, antigen specifické T lymfocyty podstupuyi
klonalni expanzi a migruji do cévniho fecCiSté, ze kterého v misté aktivace endotelu mohou
prostoupit do tkani mimo cévni fecisté. Takto aktivované T lymfocyty dokazi identifikovat 1
antigeny zpracované a piedkladané jinymi buitkami nez APC. Interakci mezi APC a T lymfocyty
také mulzZe (teoreticky, na Urovni kostimulacnich interakci) ovlivilovat transportni (a expresni)
aktivita MDR1 proteinu, napf. pro schopnost mediovat transport cytokinu IL-2.

Schématicky je populace T lymfocyti (CD3+) rozdélovana na subpopulaci pomocnych
induktorovych T lymfocytl s povrchovou expresi molekuly CD4 (CD3+CD4+) a tlumivych
cytotoxickych T lymfocyti s povrchovou expresi molekuly CD8 (CD3+CD8+). Toto schématické
(a spise didaktické) déleni pln€¢ neodpovida skutecnosti v zastoupeni lymfocytt v krevnim fecisti —
asi 1-2% T lymfocytd mize exprimovat CD4 i CD8 (CD3+CD4+CD8+) nebo neexprimuji ani
CD4, ani CDg (reisek etal. 2009 “cpg 3 CD8 molekuly jsou hlavng koreceptorovymi molekulami
v procesu identifikace antigenu v kontextu HLA systému. Zjednodusené - zpracované antigeny jsou
predkladany v kontextu molekul II. tfidy HLA systému a tyto komplexy jsou schopny identifikovat
CD3+CD4+ lymfocyty, nebo antigeny mohou byt predkladany v kontextu molekul I. tfidy HLA
systétmu a tyto komplexy identifikuji CD3+CD8+ lymfocyty. Tak se subpopulace CD3+CD8+
lymfocyt podili pfevazné na tlumivé nebo cytotoxické efektorové aktivité (napf. destrukci virem
infikované buiiky). Aktivované T lymfocyty CD3+CD8+ maji zvyenou expresi MDR] (G0 et al-
ézzi; A naopak aktivované T lymfocyty CD3+CD4+ expresi MDR1 snizuji (inhibujf) (Pormenbere et al-

T lymfocytarni pomocnd induktorova subpopulace CD3+CD4+ je dale schématicky délena
na Thy, Thy, Thy7 a Ty, imunoregulaénich subsetl (Kopfiva etal. 2012) "yt subsety se od sebe lisi svou
aktivitou, hlavné pak expresni (a sekrecni) cytokinovou aktivitou. Th; T lymfocyty se podili na
regulacné-efektorové aktivité cilené predevsim intracelularné (s intracelularni lokalizaci antigenu) a
Th, T lymfocyty na regulacné-efektorové aktivité cilené predevsim extracelularné (s extracelularni
lokalizaci antigenu).

Predpoklada se, ze preferencni je diferenciace lymfocyti do Th; subsetu. Stejné tak se
predpoklada, ze tyz lymfocyt mize (vlivem celé fady k tomu urcujicich interakci) prechazet
zménou své bundéné aktivity do jednotlivych subsetq ®resek et 2l 2009 "quphset Thy T lymfocyti je

: . . s o s . . (Krejsek et al., 2004) (Kopfiva
charakterizovan expresi cytokinil interferonu-y (IFN-y) a interleukinu-2 (IL-2)
etal. 2012) 'K diferenciaci T lymfocyti do subsetu Th; je nutna napf. p¥itomnost cytokint IL-1, IL-12,
IL-18, IL-27 a [FN-y (reisek etal. 2004) (Kopfiva et al. 2012) 'pry diferencovany Th, subset T lymfocytd je
charakteristickd exprese cytokini IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-25 a faktoru stimulujiciho
granulocytarni kolonie (granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF) (reisek et al.. 2004) (Kopfiva et al.
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2012) K diferenciaci do Ths subsetu je nutné cytokinové mikroprostiedi s ,,dostate¢nou koncentraci
IL-4 a [L-13 (reseketal. 2009 1y o T lymfocyty sekretuji IL-17A, IL-17F, IL-21 a IL-22 (epfivactal.
2012) 5 diferenciaci do Thy- subsetu iniciuje napt. IL-1, IL-6, IL-21 (Kopfiva et al., 2012) Treg sekretuji
hlavné IL-10 a tumor nekrotizujici faktor B (TNEp) *opiva et al- 2012) "podle prevazujici cytokinové
exprese jsou odliSovany i dal$i subpopulace bunééné specifickych pomocnych induktorovych T
lymfocytl, napt. lymfocyty Ths, Thg nebo Thy, T lymfocyty. Z vySe uvedeného vyctu je zfejmé, ze
transportni (a expresni) aktivita MDR1 se také podili na diferenciaci T lymfocytt do jednotlivych
imunoregula¢nich subseti.

Th, subset lymfocyti v perifernich lymfatickych organech mize vytvofit funkéni
imunologickou synapsi s B lymfocyty (komplexni mechanizmus indukénich a inhibicnich interakci
mezi Th, lymfocytem a B lymfocytem), kterd vede k antigen specifické aktivaci B lymfocytu — jeho
klonalni expanzi a diferenciaci do stddia plazmatické bunky, stejné jako k tzv. izotypovému
pfepnuti syntézy fetezci imunoglobulinli a nasledné produkci antigen specifickych protilatek
riznych izotypl (tfid) imunoglobulini. Tim se Th, subset, ale hlavné¢ B lymfocyty, podili na
protilatkové, antigen specifické ,,odpovédi imunitniho systému.

Imunoglobuliny jsou déleny, na zdklad€ rozdilii v tzv. tézkém fetézci (ktery je soucdasti
fetézce imunoglobulintl), do ttidy G (IgG, s tézkym fetézcem vy, a do podtiid 1gG;-1gGs), tiidy M
(IgM, s tézkym fetézcem p), tiidy A (IgA, s téZkym fetézcem a, a do podtiid IgA; a IgA,), tfidy D
(IgD, s t&7kym fetézcem &) a tiidy E (IgE, s t&zkym Fetézcem g) Kk et al- 2009 - Aptigen specifické
protilatky IgE jsou pro svou Gcast v zanétlivé reakci u tzv. alergickych zanétlivych onemocnéni (tj.
onemocnéni s tzv. alergickou zanétlivou reakci — alergickou imunopatologickou reakei —
alergickym zénétem) Casto oznacovany jako alergen specifické IgE protilatky. Pokud se antigen
specifické protilatky tiidy IgE podili na zadnétlivé reakci (na alergickém zanétu), byva tato zanétliva
reakce oznacovana jako IgE mediovana (zprostiedkovand). Alergicky zanét miize, ale nemusi byt
zprostiedkovany IgE protildtkami. Pokud je alergicky zanét IgE mediovany, spousti interakce mezi
antigen specifickymi IgE protilatkami (navazanymi na receptorech pro tyto protilatky, tj.
receptorech pro Fc fragment (oblast) €, Fc.RI receptorech) a antigenem signalni transdukci (Casto
oznagovanou jako sit’ signalnich cest) aktivujici buiiky *°Piv@ ¢t al-2012) "7 hyiky se uvolni mnohé
humoralni mediatory, vcéetné histaminu. Proteosyntézu IgE indukuji cytokiny IL-4 nebo IL-13, a
cytokiny IL-5, IL-6 a TNFa se svou aktivitou na zvysené proteosyntéze podileji <oPive et al- 2012)
Naopak, IL-8, IL-12 a transformujici ristovy faktor a (transforming growth factor-a, TGFa)
proteosyntézu IgE inhibuji KP™* ¢ 2 2019 1 7de je, jen se zaméfenim na MDRI1 mediovany
transport cytokint (tj. IL-4, TNFa a IL-12), zfetelny vyznam MDRI1 transportni (a expresni)
aktivity na proteosyntézu IgE.

Protilatkova odpovéd miize, ale nemusi byt zavisla na T lymfocytech. B lymfocyty
rozpoznavaji nativni antigen v jeho konformacni (tercidlni) struktufe bez kontextu molekul HLA
systému. Navic jsou tzv. autoreaktivni B lymfocyty fyziologickou souc¢ésti imunitniho systému
makroorganizmu a jsou za fyziologickych okolnosti pod regula¢ni aktivitou T lymfocyti.

Rozdilnou expresi membranovych molekul a rozdilnou aktivitou se od sebe rozlisuji dvé
subpopulace B lymfocytl. B2 subpopulace B lymfocytl pitevazuje co do poc¢tu nad B1 subpopulaci
(cirkulujici v cévnim ftecisti 1 v perifernich lymfatickych orgénech). Mezi bunéénou specifickou
slozku byva zatazovana B2 subpopulace exprimujici antigen specifické protilatky, zatimco Bl
subpopulace produkujici tzv. pfirozené protilatky, je fazena do nespecifické bunécné slozky (na
,»hranici® slozky) imunitniho systému. Ke snizeni exprese MDRI1 proteinu dochézi u aktivovanych
B lymeCytﬁ (Wirths et al., 2005)'

Pro tplnost, mezi nespecifickou bunécnou slozku jsou fazeny i mnohé T lymfocyty — nejen
CD3+ T lymfocyt exprimujici TCRyd, ale napf. 1 ,,nove* identifikované populace lymfocyti:
nuocyty, natural helper cells (NHC), multi-potent progenitor type 2 cells (MPP type 2) nebo innate
type 2 helper cells (Ih,), které se podili nejen na fyziologickém prabéhu zanétlivé reakce, ale
pravdépodobné i na mozném imunopatologickém pribéhu. Nuocyty, stejné¢ jako MPP type 2
lymfocyty a Ih, lymfocyty jsou pfitomny v perifernich lymfatickych organech. K t€émto lymfocytim
je jesté mozné volné prifadit mucosal-associated invariant T buiiky (MAIT cells) reprezentujici vice
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nez 45 % populace lymfocytl v jatrech, a které maji vysokou urovenn membranové exprese MDR1
proteinu. MAIT jsou charakteristické expresi invariabilniho TCR receptoru a receptory NK bunék.
NK bunky jsou také fazeny do nespecifické bunééné slozky. NK buiiky, pfi porovndni s T a B
lymfocyty, maji vyrazng vyssi expresi MDR1 proteinu *mec et al- 1999 5 tato zvyena exprese se
vyznamné podili na cytotoxické aktivité NK bungk (-idescher etal. 1998)

Reparacni faze zacind dny (Casnéd faze reparacni faze) a trva tydny (pozdni faze reparacni
faze) od zacatku zanétlivé reakce. V této fazi dochazi k reparaci a eliminaci zmén, které vyvolal
nejen nepiiznivy podnét iniciujici zanétlivou reakci, ale hlavné zmén, které vyvolala samotna
zanétliva reakce. V této fazi je velmi vyznamna adekvatni regulace aktivity jak systému imunitniho,
tak ostatnich systémli makroorganizmu. Soucasti této fize je napf. inhibice bunécné antigen
specifick¢ T lymfocytarni aktivity, ktera je stejné dilezitd, jako jeji indukce ve vrcholné fézi.
Moznymi mechanizmy je napf. postupnd eliminace antigennich podnétl, sniZzend exprese
kostimulacnich molekul ucastnicich se T lymfocytarnich interakci, nebo zvySena exprese
inhibi¢nich signdlnich molekul aktivovanymi T lymfocyty (napt. CD152). Dal§im mechanizmem je
proces tzv. signalni T deprivace lymfocytl, kterého se u€astni slozky nespecifické imunity (inhibici
transdukce signalii, zprostiedkovanou jednak inhibici exprese a aktivace memranovych receptort,
tak 1 inhibici sekrece a aktivace tzv. prozanétlivych cytokinll) — na tomto procesu se opét svou
transportni (a expresni) aktivitou podili MDRI1 protein. Jinou moZnosti je tzv. programovana
bunécnd smrt u aktivovanych T lymfocyti, které naptf. zvySené exprimuji molekuly asociované
s procesem apoptdzy (napi. CD95 (Apo/Fas)) (reisek etal- 2009 1 na regulaci programované bundené
smrti lymfocytd se svou transportni aktivitou podili MDR1 protein ‘ommstone etal. 2000)

Nejen ve smyslu fyziologické regulace zanétlivé aktivity, ale 1 v kontextu soucasného
vnimani imunopatologické aktivity zanétlivé reakce se jevi reparacni faze zanétlivé reakce jako
klicovd. A neméné¢ vyznamny se jevi, vregulaci zanétlivé aktivity, podil proteinu MDRI.
Chronickd (nebo periodickd) zanétliva onemocnéni jsou obecné nasledkem nedostate¢né nebo
neadekvatni regulace zanétlivé aktivity makroorganizmem. Reparacni faze tak miize trvat mésice,
ale vétSinou roky od zacatku zanétlivé reakce. U téchto onemocnéni je pro nedostate¢nou nebo
neadekvatni regulaci zanétlivé aktivity uzivan zastfeSujici termin imunopatologickd aktivita
(imunopatologicka reaktivita) a tato imunopatologickd aktivita mize byt podle pievazujiciho
imunopatologického hlediska ,hrubé“ délena napf. na autoimunitni, autoinflamatorni nebo
alergickou imunopatologickou aktivitu. V rozvoji alergické imunopatologické aktivity — u
chronickych alergickych zanétlivych onemocnéni — maji rozhodujici ulohu Th, (CD3+CD4+)
pomocné induktorové T lymfocyty. Naopak Ty, (CD3+CD4+) pomocné induktorové T lymfocyty
moduluji (inhibuji) v konecném dusledku alergickou imunopatologickou aktivitu - napt. IgE
mediovanou — sekreci TGFp, ktery inhibuje proteosyntézu IgE (proteosyntézu IgGy protilatek
blokujicich® IgE Tig indukuji) €orrva etal- 2012),

Imunitni systém a jeho aktivitu je nutno posuzovat v Sirokém kontextu informacni,
identifikacni, regulacni a efektorové soustavy makroorganizmu, kdy svym plsobenim nejen
ovliviiuje, ale je sdm ovlivilovan velmi ,sofistikovanymi® interakcemi s vnitfnim a zevnim
prostfedim makroorganizmu. Jednou z téchto sofistikovanych interakci je naptiklad jiz zminéna
interakce mezi systémy makroorganizmu, mezi systémem imunitnim a endokrinnim. Endokrinni
systém v takovéto interakci muze pusobit jako imunoregulator - prostfednictvim endogennich
kortikoidt s pfedevsim tzv. glukokortikoidnim G¢inkem — glukokortikoidu.

1.3  Endogenni kortikoidy

Kira nadledvin (u lidi) produkuje vice nez padesat steroidnich latek, z nichz jen nékteré
maji vyznamnou hormondlni aktivitu. Tyto steroidni latky se schematicky déli na dvé zékladni
skupiny: androgeny (anabolické a pohlavni hormony) a kortikoidy (kortikosteroidy, kortikoidni
hormony). Podle pievazujiciho pisobeni na metabolizmus mineralti (mineralotropni u¢inek) nebo
glukézy (glukotropni ucinek) jsou kortikoidy oznacovadny jako mineralokortikoidy a
glukokortikoidy. Mezi mineralokortikoidy patii aldosteron a deoxykortikosteron, mezi
glukokortikoidy patii kortisol, kortison a kortikosteron.
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1.3.1 Endogenni glukokortikoidy

Produkce glukokortikoidi (glucocorticoids, GC) je fizena vicestupiiové. Hlavni tllohu ma
regulace osou hypotalamus-hypofyza-nadledviny. Endokrinni, neuradlni a imunitni (cytokinové)
signaly z celého téla ,,se sbihaji“ na urovni hypotalamu, odkud je fizena sekrece kortikoliberinu
(corticotropin-releasing hormone, CRH). V pfednim laloku hypofyzy stimuluje CRH uvoliovani
kortikotropinu (adrenocorticotropic hormone, ACTH), ktery, navazanim na specificky receptor
v klife nadledvin indukuje produkci a sekreci glukokortikoidi.

Mnozstvi sekretovaného ACTH je ovlivnéno aktudlni hladinou glukokortikoidd v cirkulaci
mechanizmem zpétné vazby (zvySend hladina glukokortikoidl potlacuje jeho sekreci a snizuje dalsi
endogenni tvorbu glukokortikoidi). Uvolnovani CRH (a nésledné ACTH) vykazuje cirkadianni
(diurndlni, dlouhodobou) a pulzni (epizodickou, kratkodobou) periodicitu. Tim je dosaZeno
fyziologického kolisani plazmatickych hladin glukokortikoidi v prib&hu dne (nejnizsi jsou od
vecerniho usinani do pllnoci, nejvyssi od ctvrté do devaté ranni hodiny) a v pribéhu aktudlnich
potfeb organizmu (napf. vyrazny vliv ma fyzickd nebo psychickd zatéz, kterd stimuluje pies
mozkova centra adaptacni zvySeni hladin glukokortikoidi).

Endogenni gukokortikoidy maji vyznamnou tlohu v regulaci homeostdzy makroorganizmu
— vyznamné ovliviiuji metabolickou aktivitu i aktivitu imunitniho systému SPOSky et al. 2000) “pape
mimo jiné reguluji aktualni potfeby makroorganizmu pii zanétlivé reakci, kterd je metabolicky
(substratové, energeticky) velmi naro¢na.

Metabolismus ovliviiuji pfedev§im podporou vyuziti zasobni energie. Vyrazny je vliv
katabolicky - antianabolicky. Pfi vysSich nez fyziologickych koncentracich urychluji katabolizmus
bilkovin (hlavné svalll) a zpomaluji proteosyntézu. SniZzuji syntézu kolagenu inhibici proliferace
fibroblastd. Podporuji lipolyzu depotnich tuk na koncetinach, ale na trupu a obliceji syntézu a
ukladani tukd zesiluji. Vyznamné se podileji na udrZeni glykémie ve fyziologickém rozmezi. Pro
diabetogenni ucinek (antagonisté inzulinu) je charakteristicky vzestup glykémie s poklesem
utilizace glukozy. Maji nepiimy vliv na urychleni glukoneogeneze. Casteny anabolicky vliv se
projevi zvySenou tvorbou glykogenu v jatrech (aktivaci glykogensynthasy). ZlepSuji chut’ k jidlu (i
pfi vyvolané hyperglykemii) s tendenci k vdhovému pfirGstku. Tyto zmény metabolické aktivity
jsou vyhodné pro adaptacni reakci na stres.

U cloveka je ze vsSech glukokortikoidii nejdulezitéjsi kortisol (hydrokortison). V krvi
cirkuluje ve specifické vazb€ na transkortin (globulin vazajici kortikoidy, corticosteroid-binding
globulin, CBG), (cca 85-95%), vyrazn¢ volngji se vaze na albumin. Jen volny, nenavazany kortisol,
je biologicky aktivni (asi 8% z denni sekrece 16-25 mg u dospélého jedince). Ve tkanich dochézi
enzymatickym pisobenim 11B-hydroxysteroid dehydrogendzy, isoenzymu typu 1 (1lbeta-
hydroxysteroid dehydrogenase type 1 isoenzyme) ke konverzi neaktivniho kortisonu na aktivni
kortisol. A naopak, 11p-hydroxysteroid dehydrogendza, isoenzym typu 2 (11beta-hydroxysteroid
dehydrogenase type 2 isoenzyme) zplisobuje konverzi aktivniho kortisolu na inaktivni kortison. Tim
je docileno rovnovahy v regula¢nich aktivitach tkani - kortison neptisobi ve zpétné vazb¢ na sekreci
ACTH. Kortisol udrzuje normalni krevni tlak, spoluptisobi na rovnovahu vody a elektrolytt.
V nadbytku vyvolava euforii, v nedostatku depresi. Kortisol ma i velmi vyznamny imunomodula¢ni

vliv. Fyziologicky se podili na regulaci zanétlivé aktivity makroorganizmu — inhibici zénétlivé
.+ (Silverman et al., 2012) (Webster et al., 2004)
aktivity .

1.3.2 Vliv glukokortikoidii na imunitni systém - mechanizmus uéinku a ovlivnéni
komunikace mezi sloZzkami

Kortisol komplexné a na nékolika trovnich moduluje bunécnou aktivitu nejen ovlivnénim
metabolizmu sacharidd, ale predevS§im ovlivnénim metabolizmu lipidl a proteinti — regulaci jejich
syntézy. Takto vyrazny zasah do aktivity bunky je zplsoben kortisolovou (a obecné
glukokortikoidni) modulaci nejen expresni, ale napft. i signalni, transportni a degradacni aktivity
buiiky (indukci nebo inhibici této aktivity). Casto je komplexni proces glukokortikoidni modulace
indukujici cilovou aktivitu buiiky oznacovén jako transaktivace, a proces inhibované aktivity jako
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bunécéné aktivity, a transreprese jako inhibice prozdnétlivé bunécné aktivity. Tato modulace je
klasicky délena na tzv. negenomovou (bez piimé vazby komplexu vazajiciho glukokortikoid
s DNA) a genomovou (s pfimou vazbou komplexu vézajiciho glukokortikoid s DNA). Negenomova
i genomova modulace, at’ uz pfimo nebo nepfimo, velmi vyrazn¢ zasahuje do transkripénich,
posttranskrip¢nich, translacnich a posttransla¢nich bunéénych mechanizmii.

Pti kontaktu s cytoplazmatickou membranou bunék se endogenni glukokortikoidy (kortisol)
mohou vézat na glukokortikoidni receptor (glucocorticoid receptor, GR) vazany v cytoplazmatické
membrané (membranovy GR, membrane-bound GR). Membranovy GR je efektorovy protein v tzv.
multiproteinovém komplexu, se specifickym vazebnym mistem pro glukokortikoidy (-0enbere et al-
2000 Jeho receptorovd membranovd denzita neni u viech bundk stejnd. Po vazbd
s glukokortikoidem prochdzi membranovy GR komplex konforma¢nimi zménami, vedoucimi
k signalové transdukci. Regula¢ni mechanizmy této signdlové transdukce jesté nejsou plné
objasnény. Nasledkem této signalové transdukce je mimo jiné rychla reakce modulujici (inhibujici)
aktivitu specifickych bun&énych sloZek imunitniho systému — T lymfocytg (MOwenbere et al. 2000
(Lowenberg et al., 2007)

Endogenni glukokortikoidy jsou lipofilni (hydrofobni) hormony. Nevazané na membranovy
GR prostupuji pasivni difuzi pfes cytoplazmatickou membranu do cytoplazmy. Zde se mohou vazat
na GR rozptyleny v cytoplazm& GR je exprimovan v cytoplazmé prakticky vSech bunék
makroorganizmu a jeho receptorova denzita také neni u viech bunék stejna) ®"em € 22099 GR je
koédovan genem pro glukokortikoidni receptor (human glucocorticoid receptor gene, 7GR gene).
Struktura GR, ur€end alternativnim sestfihem primarniho transkriptu, ma nckolik zékladnich
izoforem. Obecné je za zékladni izoformy pokladano pét izoforem, oznacovanych jako - GRa,
GRp, GR-P, GRy a GR-A (M ¢t al- 2009) (Sanchez-Vega et al. 2000) ' yony forma GRo vaze glukokortikoidy.
Pted vazbou s glukokortikoidy je 1 GRa v cytoplazmé soucasti multiproteinového komplexu (napf.
s chaperonovymi proteiny - heat shock proteinem 90 (heat shock protein 90, HSP90), HSP70 a
HSP50 ™ 199 po vazbé GRo s glukokortikoidem je zformovan komplex glukokortikoid-
glukokortikoidni receptor a (glucocorticoid-glucocorticoid receptor a complex, GC-GRa complex),
ktery prochédzi konformaénimi zménami, zajistujicimi signalovou transdukci — pfedevsim jsou od
GRa uvolnény chaperonové proteiny a je odkryt tzv. jaderny lokalizac¢ni signdl GRa (Pratt, 1993)
Aktivovany komplex je translokovan do jadra ™ ¢#- 297 Na mechanizmu jaderné translokace se
podili importujici proteiny jadra importin-o a importin-13 (Geldfarb etal. 2009)

GC-GRa komplexy tanslokované do jadra se vazou (jako homodimerni komplexy) na
specifické useky DNA v promoterové oblasti gent cilovych pro steroidni hormony (steroid-
responsive genes), ozna¢ované jako glucocorticoid response elements (GREs), a interakci
s transkripénimi koaktivacnimi faktory (kofaktory) indukuji (ptfipadné inhibuji) transkripcei cilovych
geny (Bamberger et al. 1996) (Schaaf et al., 2002) ‘Tapsity kofaktory je napf. vazebny protein pro CREB (cyclic
AMP response element binding protein, CBP), steroidni receptorovy koaktivator 1 (steroid receptor
coactivator 1, SRC-1), protein 1 ovlivilyjici glukokortikoidni receptor (glucocorticoid receptor
interacting protein 1, GRIP-1), a dalsi.

Inhibice proteosyntézy prozanétlivych mediatorit je glukokortikoidy uskute¢iiovana na
n¢kolika urovnich: 1) na urovni transkripce genti; 2) posttranskripcni aktivity; 3) posttranslacni
aktivity. Transkripci genii glukokortikoidy inhibuji: 1) vazbou komplexu GC-GRa s GREs blokujici
promoterové oblasti genli kddujicich prozanétlivé cytokiny, jako jsou geny pro IL-1a (interleukin-
lalpha gene, IL1A4) a IL-1p (interleukin-Ibeta gene, IL1B) @& ¢ 21997 9y nezavisle na vazbé
s DNA, kompetitivni inhibici nebo inhibici funk¢ni aktivity nékterych transkripénich faktorti a
kofaktori, nezbytnych pro transkripci prozanétlivych mediatori, monomernim GC-GRa
komplexem. Témito faktory (kofaktory) mohou byt napi. aktivacni protein-1 (activator protein-1,
AP-1), nuklearni faktor-kB (nuclear factor-«B, NF-kB) a dalsi aktivatory transkripce, stejné jako
Sigl’léh’li transduktory (Jonat et al., 1990) (Scheinman et al., 1995) (Chrousos et al., 2005) (Kino et al., 2002).

Kromé toho mohou glukokortikoidy indukovat proteosyntézu inhibitoru kB (inhibitor kBa,
IKBU.), ktel'}'/ 1nh1buJe funkéni aktivitu NF-kB (Scheinman et al., 1995) (Auphan et al., 1995) (Gottlicher et al., 1998) (Karin et
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al. 1997) (Rhen et al., 2005) " posttranskripéni aktivitu moduluji glukokortikoidy sniZenim stability mRNA
kodujici IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF a GM-CSF To*ler ¢t al- 1999 'Da5i mechanizmy aktivované
glukokortikoidy modifikuji i posttranslacni upravy prozanétlivych cytokinti, zplisobujici snizeni
jejich sekrece buiikou ®henetak: 2009

Indukce proteosyntézy protizanétlivych mediatori glukokortikoidy je zptisobena: 1) vazbou
GC-GRa s GREs v promoterové oblasti genil kodujicich tyto mediatory; 2) zvySenim ,,navratnosti*
transkrip¢nich faktorti do promoterovych oblasti genti kodujicich tyto mediatory. ZvySeni sekrece
protizanétlivych cytokinid je glukokortikoidy ovlivnéno i na urovni biomembrany - transportnim
mechanizmem. Glukokortikoidy indukuji proteosyntézu MDR1 a jeho biomembranovou expresi
(Iqal et al. 2011 " 7y v¥ena exprese MDRI1 integrovaného v cytoplazmatické membrang miize piispivat
ke zvySené sekreci protizanétlivych cytokini s MDR1 mediovanym transportem — IL-2 a IL-4
(Poznamka: MDR1 mediuje i transport prozanéltivého cytokinu TNFa).

Souhrnné, v kontextu imunitniho systému (a informacéni soustavy obecné¢), glukokortikoidy
inhibuji proteosyntézu a sekreci cytokint IL-1, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-13, IL-8, TNFa, IFN-y a
faktoru stimulujiciho granulocytarni-makrofagové kolonie (granulocyte-macrophage colony
proteinovych produktl, jako jsou napf. protizanétlivé cytokiny IL-4, IL-10, TGFp), receptor
(pfirozeny inhibitor) pro prozénétlivy cytokin IL-1 (IL-1 recpetor II, IL-1RII), neutralni
endopeptidazy nebo glykoprotein lipokortin-1, makrokortin nebo lipomodulin *reisek etal- 2004) (Flower et
al., 1979) (Blackwell et al., 1980) (Kim et al., 2001)

Neutralni endopeptidazy degraduji bradykinin. Lipokortin-1 (lipocortin-1), ozna¢ovany také
jako annexin-1, stejné jako makrokortin (macrocortin) nebo lipomodulin, inhibuje fosfolipdzou
PLA; mediovanou syntézu kyseliny arachidonové, a tak snizuje produkci prozanétlivych lipidovych
mediatord buitkou (napf. eikosanoida) (FOV 7).

Endogenni glukokortikoidy tak ovliviiuji (moduluji) vSechny vySe uvedené faze zanétlivé
reakce. Nejvyraznéji se projevuje jejich imunomodulaéni vliv prostfednictvim regulace zastupct ze
slozky komunikace mezi slozkami, kterd ndsledn¢ moduluje aktivitu nejen nespecifickych a
specifickych bunécnych slozek imunitniho systému, ale obecné aktivitu vSech slozek informacni
soustavy, a nasledn¢ cetné slozky vSech systémi —makroorganizmu. Tohoto jejich
imunomodula¢niho, zanétlivou aktivitu regulujiciho (inhibi¢niho) piisobeni je vyuzivéano i lé€ebné -
aplikaci syntetickych (exogennich) glukokortikoidu.

1.4  Exogenni glukokortikoidy

1.4.1 Vliv glukokortikoidii na imunitni systém - ovlivnéni nespecifické a specifické slozky

Kromé (a také prostfednictvim) regulace zastupcl ze slozky oznaCované jako komunikace
mezi slozkami (tj. adhezivnich molekul, a proteinovych a lipidovych mediatorti) glukokortikoidy
ovliviyji (reguluji) 1 aktivitu zastupct z nespecifickych i specifickych (humoralnich 1 bunéénych)
slozek imunitniho systému, i aktivitu zastupcl ze slozky imunitniho systému, oznacovanou jako
lymfatické organy a tkén¢ (tabulka 1).

U zastupcii nespecifické bunééné slozky imunitniho systému, fagocytujicich bunék, napt.:
1) u makrofagl - inhibuji fagocytarni a mikrobicidni funkéni aktivitu, snizuji antigen prezentujici
aktivitu, snizuji expresi HLA molekul II. t¥idy, a snizuji lipidovou syntézu prozanétlivych
eikosanoidi monocytomakrofégovjzm systémem (Koptiva 2010) (Rhen et al., 2005) (Tsujimura et al., 2004); 2) u
neutrofil - inhibuji apoptozu *opiva 2010 (Bames 1995). 3y 1y o osinofili - aktivuji (,,podporuji*) apoptdzu
(pfimo, nebo nepiimo inhibici syntézy IL-5 podporujiciho piezivani eosinofil Fames 1999) (Lowenberg
200M. 4y u Zirnych bun&k — inhibuji degranulaci -ewng ¢ 2 1999) (Farrell etal. 2000). gy 4 {ya50filG
degranulaci.

Glukokortikoidy také snizuji pocet cirkulujicich i tkanoveé-rezidentnich dendritickych bunék.

U zéstupcii ze specifické bunééné slozky napi.: 1) u B lymfocytl — snizuji jejich pocet
v cirkulaci (tzv. deplece) ™ <t 2l 2002 5y yy T lymfocytil — snizuji (vyrazné a rychle) jejich podet
v cirkulaci (inhibici syntézy hlavniho riistového faktoru T lymfocytd - IL-2), ovliviluji proces tzv.
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selekce, ovliviiuji diferenciaci do jednotlivych subpopulaci a imunoregulacnich subsett, i ptechod
mezi subsety, narusuji (oslabuji) jejich ,,uvoliiovani* z lymfatickych orgént a tkani a indukuji jejich
apoptozu.

Zastupce ze specifické humordlni slozky, imunoglobuliny, vétSinou neovliviuji (pfi
kratkodobé aplikaci glukokortikoidii nebo aplikaci glukokortikoidi v ,,nizkych* davkach) Savo etal-
1999) (Spahn et al., 1996) (Sher et al. 1994) "o na jejich produkei maji spise pozitivni vliv (stimulaci aktivity
Thy, T lymfocyth resek et al. 2000y “iako je tomu u IgE tiidy. Syntéza IgE miZe byt v pribéhu
glukokortikoidni terapie zvy3ena, pravddpodobng vlivem zvysené syntézy IL-4 (Goleva et al. 2000
V obdobi imunologické synapse mezi Th, T lymfocyty a B lymfocyty je k izotypovému piepnuti
mezi izotypy tézkych fetézcii imunoglobulinti nezbytné plisobeni IL-4 (Krejsek et al., 2004). IL-4
(ale také IL-13) indukuje genovou transkripci oblasti kodujici t&zké Fetézce izotypu g (Goleva et al- 2000
(Kopfiva et al. 2012) " tery charakterizuje IgE t¥idu imunoglobulind. Pokud jsou ale glukokortikoidy
aplikovany dlouhodobé (chronicky) ve ,,vysokych* davkach, snizuji celkovou koncentraci IgG a
IgA protilatek v cirkulaci (pravdépodobné nasledkem glukokortikoidy indukované katabolické
aktivity makroorganizmu) (Sher et al., 1994) (Matthews et al., 2004) (Corrigan et al., 1991).

Kortisol objevili v roce 1937 E. C. Kendall s O. Wintersteinerem a v roce 1938 provedl T.
S. Hench. V roce 1948 byl synteticky kortison poprvé pouzit v 1é€b&é onemocnéni s autoimunitni
imunopatologickou aktivitou - revmatoidni artritidy.

Syntéza novych glukokortikoidi a jejich vyuZiti postupné zplisobovala vyrazny prilom v 1é¢bé fady
onemocnéni - nejen pro své imunomodulacni, ale 1 antiedemat6zni a antiproliferativni ucinky — a
staly se tak vyznamnym a obtizné nahraditelnym lé¢ivem. V soucasné dobé se nadéle uzivaji nejen
v 1é¢be zanétlivych onemocnéni s imunopatologickou aktivitou (napf. autoimunitni,
autoinflamatorni a alergickou imunopatologickou aktivitou, ale 1 onemocnéni s jinou, takto
nezataditelnou imunopatologickou aktivitou), a v transplantologii, ale pro své komplexni plisobeni
také napt. vI1écbé nékterych akutnich stavii (edém mozku, akutni laryngitida), k 1écbé
hematologickych a onkologickych onemocnéni a k urychleni maturace plicniho parenchymu
nezralého plodu.

S nartstem jejich uzivani byly popisovany i nezadouci ucinky, od 70. let jsou publikovany i prace
kritizujici jejich uzivani. Nova terapeutickd a indika¢ni doporuceni i vyvoj novych derivati a
aplikacnich forem pak mély (a maji) za cil snizit jejich nezddouci ucinky. Pro své komplexni
plusobeni na imunitni systém glukokortikoidy nadale ziistavaji nejucinnéj§im imunomodula¢nim —
zanétlivou aktivitu inhibujicim - 1é¢ivem.

1.4.2 Strucna charakteristika exogennich glukokortikoidi

Exogenni (syntetické) glukokortikoidy jsou chemickymi modifikacemi endogennich
glukokortikoidi. Exogenni glukokortikoidy se od sebe — cilené, v zavislosti na
farmakodynamickém terapeutickém pouziti - li§i a maji tak rozdilné zakladni farmakokinetické
déje: 1) uvolnéni (liberation); 2) absorbci (absorption); 3) distribuci (distribution); 4) metabolizmus
(metabolism); 5) exkreci (excretion). Metabolizmus (biotransformace) a exkrece byvaji zahrnovany
pod pojem eliminace (elimination). Glukokortikoidy se mezi sebou lisi hlavné molekuldrni
hmotnosti, biologickym polo¢asem, protizanétlivym ucinkem (ktery je obtizné¢ a relativné
hodnotitelny), mineralokortikoidnim uc¢inkem, ale i vazebnou afinitou ke GRa. Afinitu ke GRa
muze napi. ovliviiovat esterifikace na riznych pozicich hydroxylovych skupin.

Farmakodynamické terapeutické uziti glukokortikoidi je mozné v ramci systémové
farmakodynamické terapie (systémové aplikacni formy), nebo (pfevazujici) mistné-topické
farmakodynamické terapie (s uzitim mistné-topickych aplikacnich forem). I mistné-topicka
farmakodynamicka terapie ma urcité systémové (tj. aktivitu systéma ovliviwjici, resp. aktivitu
zastupcu slozek systémt makroorganizmu ovlivitujici) Gcinky.

Na bunééné urovni je jejich tzv. nespecificky efekt, ktery nastupuje do né€kolika minut po
aplikaci, dan ovlivnénim fyzikalnich a n€kterych chemickych vlastnosti povrchu bun¢k. Zmény tzv.
specificky (cilen¢) ovlivitujici aktivitu bunky (ve smyslu transaktivace a transreprese) jsou
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zpusobené vazbou glukokortikoidii s GR a projevi se od nékolika desitek minut do n¢kolika hodin
(a desitek hodin).

1.4.3 Farmakokinetika (absorbce, distribuce, metabolizmus a exkrece) a farmakodynamika
exogennich glukokortikoidii ve vztahu k MDR1 proteinu

Absorbce exogennich glukokortikoidi je mimo jiné ovlivnéndé MDRI1 proteinem
integrovanym do cytoplazmatické membrany bunck, které jsou v tkanich na rozhrani se zevnim
prostiedim (sliznice traviciho traktu, sliznice dychacich cest, sliznice oka (kapitola 1.2.5). Exogenni
glukokortikoidy (uzité v systémovych aplika¢nich formach nebo mistné-topickych aplikacnich
formach) jsou nejen MDRI transportovatelnymi substraty (Y@ ¢ al. 2003) (Crowe 2012) =510 ]jsou i
induktory transportni aktivity a i induktory expresni aktivity MDR] (Webster et al. 2002) (Manceau et al., 2012)
Glukokortikoidy pouzité pii systémové farmakodynamické terapii maji (kromé hydrokortisonu (tj.
kortisolu) a prednisolonu (metabolizovaného z prednisonu) oproti endogennim glukokortikoidiim
malou nebo Zadnou afinitu k transkortinu - v plazmé se vaZou na albumin, nebo v ni volné cirkuluji
(Ballard, 197) * MDR1 protein se podili (prostiednictvim integrace v cytoplazmatické membrané
nékterych bun€k) na distribuci: 1) ,,regionalni“ (regionélni distribuce (dispozice)) glukokortikoidit),
expresi v bunikdch tvoficich bariéry imunokompetentnich organti (hemato-encefalické bariéry,
hemato-testikularni bariéry, placentarni bariéry); 2) intracelularni (inracelularni distribuce
(dispozice) glukokortikoidil), expresi jen v ,,nékterych® buiikach, zvlasté¢ ve ,,volnych* bunkach,
véetné bunck imunitniho systému (tabulka 2). Tak se MDRI protein podili na komplexni
glukokortikoidni distribuci plazmatické, likvorové a organové. Exogenni glukokortikoidy se ucastni
stejnych reduk¢nich, oxidacnich, hydroxylacnich a konjugacnich reakci jako endogenni
glukokortikoidy. Napt. hydrokortison, dexametason, methylprednisolon a budesonid jsou substraty
jaterniho enzymu cytochromu P-450 (enzymu CYP3A4). ZvySena aktivita enzymu CYP3A4
urychluje metabolizmus téchto glukokortikoidi. Na exkreci exogennich glukokortikoidil se také
podili MDR1 protein - z divodu cytoplazmatické membranové exprese v builkdch orgénd s
eliminacni a sekre¢ni funkci (jater, pankreatu, ledvin).

MDRI1 protein svou aktivitou ovliviiuje nejen farmakokinetiku glukokortikoidnich 1éc¢iv, ale
i jejich farmakodynamické pouziti. Podle biologického polocasu jsou glukokortikoidy aplikované v
systémové farmakodynamické terapii déleny na kratkodobé, sttednédobé a dlouhodobé piisobici

-----

velmi silng G&inné (Hillmann etal. 2004)
1.4.4 Exogenni glukokortikoidy a lékové interakce

Soubézné uzivani 1é¢iv indukujicich CYP3A4 (tzv. induktorti enzymu CYP3A4, mezi které
patii napt. fenobarbital, fenytoin, karbamazepin a rifampicin) urychluje metabolizmus nékterych
glukokortikoidl, substrath CYP3A4 (kapitola 1.4.3) a snizuje tak jejich farmakodynamickou —
imunomodula¢ni — odezvu. Pro Uplnost, tzv. inhibitory CYP3A4 (napt. ketokonazol, itrakonazol,
mibefradil, diltiazem, cyklosporin a nékterd makrolidovd antibiotika (erythromycin,
clarithromycin)) zpomaluji metabolizmus téchto glukokortikoidnich 1éc¢iv.

Z imunomodula¢niho hlediska jsou vyznamné lékové interakce nejen s 1éCivy, jakymi jsou
induktory a inhibitory CYP3A4, ale 1 s 1éCivy, které indukuji (pfipadné€ inhibuji) transportni aktivitu
MDRI1, nebo indukuji (pfipadné inhibuji) expresni aktivitu MDR1, nebo oboji, a pfispivaji tak ke
snizeni (piipadn€ zvySeni) intracelularni cytoplazmatické koncentrace (intracelularni dispozice)
glukokortikoidl v bunikach cilovych z hlediska farmakodynamické terapie.

Zvysena transportni aktivita nebo exprese MDR1 u bunék imunitniho systému, hlavné pak u
lymfocytt (aktivovanych T lymfocyti), ale i u aktivovanych buné€k jinych systému tcastnicich se
zanétlivé reakce, miiZze vést ke snizeni intracelularni (cytoplazmatické) koncentrace (dispozice)
exogenniho glukokortikoidu. Snizend cytoplazmatickd koncentrace v cilovych bunkach
farmakologické glukokortikoidni 1écby pak pfispiva k nizsi (ke snizené) cilené farmakodynamické
— imunomodulaéni — odezvé.
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Velmi zjednodusené je mnoho 1éCiv, kterd jsou MDRI1 transportovatelnymi substraty, ale: 1)
nemaji ,,vliv na inhibici nebo indukci transportni a expresni aktivity MDR1; 2) maji vliv na
inhibici nebo indukci transportni a expresni aktivity MDR1. Obdobn¢ je mnoho 1é¢iv, ktera nejsou
transportovatelnymi substraty MDR1, ale ovliviiuji inhibici nebo indukei transportni a (a nebo)
expresni aktivity MDR1 (jsou substraty v SirSim slova smyslu). Kromé toho, vliv jednotlivého
konkrétniho 1éc¢iva se muze v uvedenych aktivitich k MDRI1 ptekryvat (overlap of MDRI1
substrate) (e ¢t al- 2006 5 vy jednotlivého konkrétniho 1é&iva na MDR1 nemusi byt vzdy stejny.
Miize to byt zpiisobeno, mimo jiné, polymorfizmy ABCBI geny (-eschnizer etal. 2000) (Zhou 2007).

Substraty MDR1 proteinu nejsou jen léCivy uzivanymi v 1é€bé nddorovych onemocnéni
(napft. daunorubicin, doxorubicin, etoposide, vincristine, vinblastine), ale také 1éciva uzivana napf.
v 1écbé neurologickych onemocnéni (napt. antiepileptika phenytoin, phenobarbital, lamotrigine),
psychiatrickych onemocnéni (napf. antipsychotika risperidon, levomeprazin; antidepresivum
pritroptylen), kardiovaskuldrnich onemocnéni (kardiotonika digoxin a digitoxin; antihypertenziva
diltiazem, verapamil), infekénich onemocnéni (antibiotika erythromycin, clarithromycin,
amoxicilin, ciprofloxacin; antimikotikum itraconazol; antivirotika abacivir, lamivudine, stavudine,
tenofovir a amprenavir, atazanavir, darunavir, indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir,
tipranavir), ale také 1éCiv uzivanych napft. v analgezii nebo k imunosupresi (cyklosporin), a 1é¢iv
uzivanych v 1é¢b¢ onemocnéni s imunopatologickou aktivitou (glukokortikoidy, ale i chlorochin,
kolchicin, sirolimus, takrolimus) (Chang et al., 2006) (Mahar et al., 2002) (Zhang et al., 2012) (Pal et al., 2011) (Dostélek et al.,
2096) 'Mezi tato onemocnéni jsou fazena i onemocnéni s alergickou imunopatologickou aktivitou
(alergicka zanétliva onemocnéni) - a né€ktera antihistaminika druhé generace jsou substraty MDRI1.

Transportovatelnymi substraty jsou piperidinova antihistaminika druhé generace astemizol,
ebastin, desloratadin, fexofenadin, loratadin (,,slaby* transportovatelny substrat), terfenadin, a
piperazinové antihistaminika druhé generace cetirizin a levocetirizin. (Neuhaus et al., 2012) ®roccatell
et al, 2010) (Crowe et al. 2012) " Cotirizin a levocetirizin navic mize ovliviiovat transportni a expresni
aktivitu MDRI1 proteinu (kapitola 2.3.4 Posouzeni zavislosti exprese MDR1 proteinu u lymfocyta
periferni krve na systémové aplikovand piperazinova antihistaminika druhé generace (cetirizin
dihydrochlorid a levocetirizin dihydrochlorid) u jedinct s alergickym zanétem). Pro uplnost,
hydroxyzin je také MDR1 transportovatelnym substratem.

Vsechna tato 1éCiva tak mohou vstupovat prostfednictvim MDRI, pfi soubézné aplikaci, do
vzajemnych 1ékovych interakei (kapitola 1.4.3 Farmakokinetika (absorbce, distribuce,
metabolizmus a exkrece) a farmakodynamika exogennich glukokortikoidii ve vztahu k MDR1
proteinu) (Caroline et al., 2010)’

1.4.5 Glukokortikoidni rezistence

Systémovou formou nebo mistné-topicky aplikovanou formou se mohou exogenni
glukokortikoidy pfi kontaktu s cytoplazmatickou membranou bun¢k vazat na membranovy GR,
nebo pasivni difuzi prostupovat pies cytoplazmatickou membranu do cytoplazmy. Zde se vazou
s GRo pfitomnym v cytoplazmé.

Receptorové denzita a variabilita GRa v bunkach tkanich je pravdépodobné zodpovédna za
rozdilnou citlivost jedinct 1 slozek systémli makroorganizmu na glukokortikoidni terapii.
Posttranslacni modifikace jednotlivych isoforem GRa (vzniklych alternativnim sestithem a
alternativni iniciaci translace) mohou vyrazné ovlivnit buné¢énou (a tkanove) specifickou funkéni
aktivitu GRa a uréit tak bun&ené specifickou odpovéd’ na glukokortikoidy - ¢ @1 2004 (Kozaci 2007)
Tim je obecné vysvétovana riznd Groven vnimavosti jedince na glukokortikoidni 1é¢bu (v zavislosti
na zvoleném glukokortikoidnim lé¢ivu a aplika¢ni formé glukokortikoidniho 1é¢iva).

V souvislosti s ,,arovni farmakodynamické odezvy na glukokortikoidni 1écbu onemocnénti,
pii cilené¢ glukokortikoidni terapii takového onemocnéni, jsou uzivdna ,,0znaceni*: 1) kortiko-
senzitivni (kortikosenzitivni, glukokortikoidsenzitivni; s adekvatni (dostatecnou) odezvou na
glukokortikoidni terapii); 2) kortiko-insenzitivni (kortikoinsenzitivni, glukokortikoidinsenzitivni; s
nedostate¢nou odezvou na glukokortikoidni terapii, nedostate¢n¢ citlivé na glukokortikoidni
terapii); 3)  kortiko-dependentni  (kortikodependentni,  glukokortikoiddependentni;  na
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glukokortikoidech zavisla adekvatni (dostatecnd) odezva); 4) kortiko-rezistentni (kortikorezistentni,
glukokortikoidrezistentni; bez odezvy na glukokortikoidni terapii).

Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé, a takto oznaCované trovné odezvy na glukokortikoidni
terapii jsou v klinické praxi pfi terapii odliSnych onemocnéni, s rliznou Urovni aktivity téchto
onemocnéni, obecné obtizné¢ definovatelné, je nejCastéji uzivan termin kortikodependentni a
kortikorezistentni.

Problematika glukokortikoidni rezistence je nadale z klinického 1 molekularnébiologického
pohledu neobvykle slozitd a komplexni, a stale ne zcela objasnéna. Glukokortikoidni rezistence
(kterda muze byt Castou pfi¢inou ,selhdni* 1€Cby napf. v terapii nadorovych onemocnéni) je
popisovana i u onemocnéni s imunopatologickou aktivitou, tj. u onemocnéni s nedostate¢nou, nebo
neadekvatni kontrolou zanétlivé reakce.

Extrémné vzacnou ptic¢inou glukokortikoidni rezistence je mutace genu pro GR (AGR genu),
jejimz nasledkem je primarni generalizovana glukokortikoidni rezistence. Glukokortikoidni
rezistence je Casto délena na primarni a sekundarni. Vzhledem k nadile neobjasnénym a
komplexnim mechanizmiim této rezistence ale bude od takového déleni upusténo.

Jako pfinosnégjsi, 1 kdyz pro klinickou praxi nedostate¢né, se jevi déleni glukokortikoidni
rezistence podle obecné vyvolavajicich faktorti na: 1) glukokortikoidni rezistenci zplsobenou
vnitinimi faktory (intrinsic factors of glucocorticoid resistance); 2) glukokortikoidni rezistenci
zpusobenou zevnimi (vnéjSimi) faktory (extrinsic factors of glucocorticoid resistance).

V tomto pojeti jsou zevni i vnitini faktory velmi obecné vymezené. Mezi zevni faktory je
zafazovana: 1) interakce mezi zevnim prostfedim a glukokortikoidni aktivitou; 2) interakce mezi
glukokortikoidy (glukokortikoidnimi 1é¢ivy) a jinymi soub&zné aplikovanymi 1éCivy; 3) zanétliva
reakce. Mezi vnitini faktory je zatazovana: 1) cytokiny indukovana suprese imunomodulacni
glukokortikoidni aktivity; 2) sniZzeni (redukce) receptorové denzity GR (GRa); 3) interakce GRa
s GRPB; 4) snizend afinita GRa ke glukokortikodiim (glukokortikoidnim 1é¢iviim - ligandiim); 5)
naruSend (nedostatecnd) translokace GC-GRa komplexu do jadra; 6) redukovand (histonova)
deacetyldasova aktivita; 7) nadmérna exprese (over expression) transkripénich faktort a kofaktord,
napt. AP-1 a NF-«xB.

Zda se, ze zatim neni dostatecné docenény vyznam ,,dal§iho* faktoru, ktery je reprezentovan
aktivitou primarnich aktivnich transportnich systémi na Urovni biomembran, resp. transportni a
expresni aktivitou MDR1 proteinu. Transportni a expresni aktivita MDR1 proteinu by mohla byt
zaraditelna mezi vnitini i zevni faktory - v zavislosti na pfi¢iné¢ induk¢ni (inhibicni) aktivity a
v zé&vislosti na transportovatelném substratu (nebo substratu v Sir§Sim slova smyslu, véetné MDR1
mediovaného transportu). MDR1 protein tak symbolicky ,,stoji* na rozhrani mezi ,,zevnim a
vnitinim* 1 v molekularnich mechanizmech glukokortikoidni rezistence.

Glukokortikoidy zvySuji expresi proteinu MDRI1 - napt. v lymfocytec
MDR1 aktivné transportuje  glukokortikoidy (vCetné inhalacné aplikovanych forem
glukokortikoidil) z cytoplazmy mimo buiiky (Y € al- 2003) (Crowe et al. 2012) 7095603 lymfocytarni
exprese nebo transportni aktivita MDR1 jako pfic¢ina glukokortikoidni rezistence byla popsdna u
nékterych onemocnéni s imunopatologickou aktivitou, napf. u revmatické artritidy (TSimura et al. 2008
(Tsujimura et al., 2010)’ systémového hlpll (Systémovy lupus erythematosus, SLE) (Tsujimura et al., 2005) (Henmi
2098) nespecifického stievniho zangty el et al- 2000)

Molekularni mechanizmy glukokortikoidni rezistence jsou nejen velmi obtizné
identifikovatelné, ale 1 interpretovatelné — vzhledem ke komplexni modula¢ni aktivité
glukokortikoidl. Zda se, ze u onemocnéni s imunopatologickou aktivitou jsou molekularni
mechanizmy glukokortikoidni rezistence — na bun&né rovni — shodné 1 ¢ @ 2006) (Chikanza etal., 2004)

Nicmén¢, aktudlné neni, u vétSiny onemocnéni s imunopatologickou aktivitou,
glukokortikoidni rezistence ptesn¢ definovdna, nebo neni definovédna viibec. Vzhledem k tomu, ze:
1) pravdépodobné nejcastéjsi indikaci glukokortikoidni terapie v détském véku je pruduskové
astma; 2) u pruduSkového astmatu je glukokortikoidni rezistence presn¢ definovéana a klasifikaéné
zafaditelnd, jsou molekularni mechanizmy glukokortikoidni rezistence — na bunééné Urovni —

h (Manceau et al., 2012)
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prezentovany u tohoto onemocnéni s imunopatologickou aktivitou — praduSskovym astmatem
(ptiloha 4).

Potesil J, Koptiva F, Godava M, Svetlikova M. Kortikorezistentni astma — aktualni klasifikace, definice a
molekularni mechanizmy glukokortikoidni rezistence na bunééné tirovni. Klinicka farmakologie a farmacie.

Vzhledem k tomu, ze v experimentalni ¢asti prace byly mezi subjekty i jedinci s alergickou
imunopatologickoku aktivitou, bude v zavéru teoretické ¢asti prace velmi struéné shrnuta alergicka
imunopatologicka aktivita.

1.5  Alergicka imunopatologicka aktivita

Velmi zjednodusené je alergickd imunopatologickd aktivita (alergicky zanét) schématicky
dé€lena na: 1) akutni; 2) chronickou (jednotlivé ¢asové faze se prolinaji); nebo na: 1) precitlivélost
casn¢ho typu (L. typ, faze ,,prekotné* degranulace zirnych bunék a bazofill, po interakci s IgE
protilaitkami navdzanymi na jejich povrchu a jejich prostfednictvim s antigenem, s uvolnénim
humoralnich mediatori do okoli bun¢k (pfedevsim histaminu); tento typ reakce neni u autoimunitni
imunopatologické aktivity ®opiva et al. 2012y 9y outotoxicky typ (IL typu, s vdzanym antigenem na
povrchu builky, interakci s protildtkami a naslednou aktivaci komplementu); 3) pfecitlivélost
z imunokomplexu (II1. typ, zvySena produkce a zvySené ukladani imunokomplext); 4) precitlivélost
pozdniho typu (IV. typ, buitkkami zprosttedkovana interakce, antigen je ,,fixovan* ve tkani, migrace
bun¢k do mista lokalizace antigenu). Mechanizmy takto zjednoduSen¢ rozdéleného alergického
zanétu se prekryvaji.
Vrcholna faze alergické imunopatologické aktivity (alergického zanétu) probiha relativné pomalu
(Kopfiva et al. 2012) 5 klonalni expanze aktivovanych alergen-specifickych T lymfocyt neni vyrazna -
pro alergicky zanét je charakteristicka pfevazujici aktivace a nasledna diferenciace do Th;
lymfocytt. Imunologickéd synapse mezi alergen-specifickymi Th, lymfocyty a B lymfocyty mutze
vést k syntéze alergen-specifickych protilatek imunoglobulini tfidy E (gE). Pokud se alergického
zanétu Ucastni IgE protilatky, je alergicky zanét oznacovan jako IgE mediovany (IgE-mediovany).

Pro chronicky alergicky zanét je charakteristicka ptfevaha Th, lymfocyt. V oblasti
chronicky probihajiciho alergického zanétu (naptf. v oblasti dychacich cest pii alergickém
pruduskovém astmatu) je dominantni zastoupeni eozinofilti, n¢kdy 1 bazofilli, a vyrazné zastoupeni
monocyti/makrofagi, lymfocytd, destiGek a neutrofila o™ ¢ k- 2012 Ng jmunopatologické
aktivit¢ chronického alergického zanétu se vyznamné uplatituji humoralni mediatory nejen Th;
lymfocytt, ale i eozinofild, které amplifikuji imunopatologickou aktivitu chronického alergického
zénétu — hlavni bazicky protein (major basic protein, MBP), eozinofilni kationicky protein
(eosinophilic cationic protein, ECP), eozinofilni peroxiddza (EPO) a eozinofily derivovany
neurotoxin (EDN). Chronicky alergicky zanét nasledné zplsobuje morfologické zmény tkani,
ovliviiuje bariérové funkce tkané na jejim rozhrani (s vnitinim nebo (nebo i) zevnim prostfedim) a
rozviji se stav tzv. nespecifické hyperreaktivity, kdy klinické projevy alergické reaktivity iniciuje 1
velmi nizka koncentrace alergenu (antigenu), ptfipadné nizkd koncentrace jinych hyperreaktivné
pusobicich latek. Prolongovand reparacni faze zanétu nevede k obnové poskozené tkdné, ale k jeji
patologické prestavbe.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1  Cile prace

Transportni a (a nebo) expresni aktivita proteinu vicecetné 1ékové rezistence 1 (multidrug
resistance protein 1, MDR1) mize byt jednou z pfiin rezistence na glukokortikoidni 1éCiva
(glukokortikoidy) (kapitola 1.4.5). Glukokortikoidy jsou také (kromé jinych 1é¢iv) vyuzivany pro
své vyznamné imunomodulacni G€inky (kapitola 1.4.1) u chronickych zanétlivych onemocnéni
s nedostatecnou nebo neadekvatni regulaci zanétlivé aktivity makroorganizmem (tj. u onemocnéni s
imunopatologickou aktivitou) (kapitola 1.3.2 a 1.4.1), a to v€etné¢ onemocnéni s tzv. alergickym
zénétem, vcetné¢ pruduSkového astmatu (kapitola 1.5). U téchto onemocnéni je v procesu
imunopatologické aktivity primarné klicova aktivita specifickych 1 nespecifickych bunéénych
slozek imunitniho systému — ptedevsim lymfocyt (kapitola 1.2.6). Obdobné kli¢ova je, na urovni
lymfocytl, imunomodulaéni aktivita 1éCebné aplikovanych glukokortikoidi.

MDRI1 protein vstupuje do Cetnych interakci s mediatory ucastnicich se zanétlivé reakce
(kapitola 1.2.4 a 1.2.5), a jejich aktivitu tak reguluje, nebo je jimi sam regulovan (kapitola 1.2.5).
Prostfednictvim MDRI1 proteinu dochazi i k ¢etnym lékovym interakcim (kapitola 1.4.4). Do téchto
MDRI1 zprostfedkovanych Iékovych interakci vstupuji nejen glukokortikoidy, ale napt. 1 1éCiva
uzivand ke zmirnéni klinickych obtizi charakteristickych pro onemocnéni s alergickou
imunopatologickou aktivitou (alergickym zanétem) — antihistaminika druhé generace (kapitola
1.4.4).

Pouzitim metody nepiimé prutokové cytometrie byla analyzovana exprese proteinu MDR1
na builkich lymfocytl periferni krve, s cilem zhodnotit zatim neobjasnény klinicky vyznam
lymfocytarni exprese MDRI1 proteinu ve vztahu ke kortikoidni (glukokortikoidni) rezistenci.

Cile experimentalni ¢asti prace byly nasledujici:

1) Posoudit zavislost exprese MDR1 proteinu u lymfocyta periferni krve — u zdravych jedinci — na
veéku (kapitola 2.3.1);

2) Posoudit zavislost exprese MDRI1 proteinu u lymfocyti periferni krve na imunopatologické
aktivit¢ makroorganizmu u chronického alergického zanétu mediovaného IgE protilaitkami — u
jedinct s pruduskovym astmatem, lehkym perzistujicim (kapitola 2.3.2);

3) Posoudit zavislost exprese MDR1 proteinu u lymfocytt periferni krve na imunomodulacni terapii
chronického alergického zanétu mediovaného IgE protilitkami — na inhalaéné aplikovany
glukokortikoid budesonid — u jedincl s praduskovym astmatem (kapitola 2.3.3);

4) Posoudit zavislost exprese MDR1 proteinu u lymfocytt periferni krve na imunomodulacéni terapii
alergického zanétu mediovaného IgE protilitkami — na systémové per oralné aplikovana
piperazinova antihistaminika druhé generace (cetirizin dihydrochlorid, levocetirizin dihydrochlorid)
(kapitola 2.3.4).

2.2 Material a metody

2.2.1 Material

U vSech jedinct zatazenych do studii byl proveden odbér biologického materidlu — periferni
krve venepunkci. Periferni krev byla odebrana v mnozstvi 6 ml do standardnich zkumavek
s kyselinou ethylendiamintetraocotovou (EDTA). Zkumavky s krvi byly ihned po odbéru uklddany
do chladiciho boxu s trvalou teplotou 8°C a nejpozdéji do 4 hodin po odbéru byly v transportnim
boxu na suchém ledu transportovany do laboratote k dalSimu zpracovani (transport trval maximalné
15 minut). Odbéry krve byly provadény s informovanym souhlasem jedinct a u jedinct do 18 let
véku 1 s informovanym souhlasem jejich zdkonnych zastupct. Postupy, pouzité ve studiich, byly
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schvaleny a byly v souladu s etickymi standardy odpovédné Etické komise Fakultni nemocnice
Olomouc a Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a byly v souladu s Helsinskou
deklaraci z roku 1975, ve znéni revize z roku 2000.

2.2.2 Izolace a fixace mononuklearnich bunék periferni krve

Z periferni krve byly za sterilnich podminek separovdny mononuklearni buiiky hustotni
centrifugaci. Pomoci osmotické lyzy byly odstranény erytrocyty. Mononukledrni bunky byly
dvakrat promyty. Po jejich vyizolovani byla bezprostfedné provedena jejich fixace.

Hustotni roztok (Ficoll Hypaque, Pharmacia, Svédsko) (hustota 1,077 g/ml)

Promyvaci roztok (Phosphate Buffer Saline, PBS) (10x koncentrovany) — slozeni: 1,4 M NacCl, 0,03
M KCl, 0,1 M Na,HPO4,.12 H,0, 0,015 M KH,PO4

Lyzac¢ni roztok — slozeni: deionizovana H,O

Rekonstituéni roztok (Minimum Essential Medium Eagle, Sigma Aldrich, USA) (10x
koncentrovany)

Fixac¢ni roztok — metanol (100%)

Do sterilnich plastovych zkumavek (2 zkumavky pro jeden vzorek) aplikujeme hustotni
roztok (3 ml) a n& navrstvime periferni krev (3 ml) tak, aby nedoslo k promichani. Centrifugujeme
pii 2200 otackach za minutu (rotation per minute, rpm), 30 minut, pfi teploté¢ 8°C. Po centrifugaci
Pasteourovou pipetou odsajeme mononuklearni buiiky nachazejici se nad hustotnim roztokem (kde
»tvofi® zkalen€ zbarvenou oblast) - vzdy ze 2 zkumavek pro jeden vzorek, kdy mononukledrni
buniky po odsani aplikujeme do 1 nové zkumavky. Zkumavka je doplnéna promyvacim roztokem do
celkového objemu (vSech roztokii) 8 ml ve zkumavce. Centrifugujeme pti 1600 rpm, 8°C, 7 minut.
Opatrné vylijeme supernatant ze zkumavky tak, aby mononuklearni bunky zlstaly na dné
zkumavky (tvofi tzv. bunécnou peletu). Bunécnou peletu protiepeme, aplikujeme 4,5 ml lyza¢niho
roztoku a po 30 sekundach od aplikace aplikujeme rekonstitu¢ni roztok. Zkumavka je doplnéna
promyvacim roztokem do celkového objemu (vSech roztokll) 8 ml ve zkumavce. Centrifugujeme pfi
1200 rpm, 8°C, 5 minut. Opatrné vylijeme supernatant ze zkumavky, protiepeme. Zkumavka je
opétovn¢ doplnéna promyvacim roztokem do celkového objemu (vSech roztokii) 8 ml ve zkumavce.
Centrifugujeme pii 1400 rpm, 8°C, 7 minut. Po vyliti supernatantu ze zkumavky je bunécna peleta
rozruSena na tfepacce, a ihned je na tfepacce do zkumavky aplikovan fixaéni roztok — metanol o
teploté¢ -20°C (do celkového objemu max. 0,5 ml). Takto fixované mononuklearni bunky jsou
v uzaviené zkumavce uchovany v mrazicim zafizeni pfi teploté -20°C. Interval od fixace do analyzy
metodou nepiimé prutokové cytometrie nebyl delsi nez 6 mésic.

2.2.3 Permeabilizace mononuklearnich bunék, analyza MDRI1 proteinu u lymfocyti
periferni krve priitokovou cytometrii, metodou nepfimé imunofluorescence

Principem nepiimé imunofluorescence je vazba sledovaného znaku a primarni protilatky, a
nasledné¢ vazby primarni protilatky a sekundarni protilatky znacené fluorescencni koncovkou.
Fixované buiikky byly permeabilizovany a nésledn¢ znaCeny primarni protilatkou. Poté byly
opétovn¢ promyty a znaceny sekundarni protilaitkou. Po promyti nasledovala analyza na
pratokovém cytometru, modifikovana podle Den Boer et al. (Den Boer et al., 1997).

Promyvaci roztok (Cell Wash, Becton-Dickinson, USA)

Pracovni permeabilizacni roztok — sloZeni: 1 ml FACS Permeabilizing solution 2 (Becton-
Dickinson, USA) (10x koncentrovany), 9 ml deionizované H,O (Roztok je uchovavan pii 8°C.)
Rinsing Buffer — slozeni: 20 ml Cell Wash (Becton-Dickinson, USA), 0,1 mg bovine serum
albumin (BSA, Sigma Aldrich, USA), 20 ug Nonidet P-40 (Sigma Aldrich, USA)

Roztok pro fedéni blokaéniho roztoku — slozeni: 100 ml Cell Wash (Becton-Dickinson, USA), 0,5 g
BSA (Sigma Aldrich, USA) (Uchovavano pfti teploté -20°C v alikvotech o 2 ml, pfed pouzitim
vytemperovano na pokojovou teplotu.)
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Blokaéni roztok — slozeni: 30 ul Roztoku pro fedéni blokacniho roztoku, 10 ul Fc Receptor
Saturation reagent (Beckman Coulter Company, USA) (MnoZstvi odpovidd materidlu pro jeden
vzorek, roztok je pfipfavovan bezprostiedné pied pouzitim.)

Pracovni roztok primarni protilatky vici MDR1 — sloZeni: 4 ul primarni protilatky: Monoclonal
Anti-P-Glycoprotein (Sigma Aldrich, USA), 1 ml Rinsing buffer (Roztok je uchovavan pti 8°C.)
Pracovni roztok izotypové kontroly pro protilatku vii¢i MDR1 — sloZeni: 7,1 ul izotypovéa kontrola:
IgG1 Isotype Control, unconjugated (Sigma Aldrich, USA), 1 ml Rinsing buffer (Roztok je
uchovavan pti 8°C.)

Pracovni roztok sekundarni protilatky, ktera se pouziva pro znaceni primarni protilatky vici MDR1
— sloZeni: 4 ul sekundarni protilatky: Anti-mouse IgG Fab2 fragment — FITC antibody (Sigma
Aldrich, USA), 1 ml Rinsing buffer (Roztok je uchovavan pii 8°C.)

Ze zkumavky s fixovanymi buiikami odebereme 250 tisic bun€k na analyzovany vzorek
(variabilni objem, ktery verifikujeme po ptredchozim spocitani bun¢k v Biirkerové komfirce), ktery
aplikujeme do zkumavky. Sou€asné zpracovavame dva vzorky od jednoho subjektu, pficemz jeden
vzorek slouzi jako izotypova kontrola (pro protildtku vi¢i MDR1) a jeden vzorek pro vazbu
primarni protilatky vi¢i MDRI. Do obou zkumavek pfiddme 2 ml promyvaciho roztoku a
centrifugujeme (rychlosti 500 g / 5 minutu, pokud neni uvedeno jinak). Z obou odsajeme
supernatant a do obou pfiddme 0,5 ml pracovniho permeabiliza¢niho roztoku. Centrifugujeme.
Opétovné z obou zkumavek odsajeme supernatant a do obou piiddme 2 ml Rinsing Buffer.
Centrifugujeme. Opétovné z obou zkumavek odsajeme supernatant, do kazdé ptiddme 40 ul
blokac¢niho roztoku (s humannimi Fc receptory), dopnime 2 ml Rinsing Buffer a centrifugujeme.
Z obou zkumavek odsajeme supernatant. Nasledné¢ dvakrat zopakujeme piedchozi postup, tj.
dopnime 2 ml Rinsing Buffer a centrifugujeme, odsajeme supernatant. Poté do jedné zkumavky
(samozieymé¢ adekvatné oznacené) piriddme 40 ul pracovniho roztoku primarni protilatky vaci
MDRI1, do druhé zkumavky (se vzorkem slouZicim jako izotypova kontrola) aplikujeme 40 ul
pracovniho roztoku izotypové kontroly pro protilatku viici MDR1. Pii pokojové teploté, a ve tmé,
inkubujeme po dobu 30 minut. Néasledné¢ do obou zkumavek aplikujeme 2 ml Rinsing Buffer.
Centrifugujeme. Z obou zkumavek odsajeme supernatant a protiepeme. Do kazdé zkumavky
ptidame 40 ul pracovniho roztoku sekundéarni protilatky. Inkubujeme pii pokojové teploté 30 minut
ve tme. Nasledné pfiddme 2 ml promyvaciho roztoku do kazdé zkumavky. Centrifugujeme.
Vylijeme supernatant a protfepeme. Aplikaci 2 ml promyvaciho roztoku, centrifugaci a odsati
supernatantu pro kazdou zkumavku provedeme jesté dvakrat. Do obou zkumavek aplikujeme 500 ul
Rinsing Buffer (resuspendujeme). Mirn€ promichdme a uchovédvame pii pokojové teploté ve tmé
pred analyzou prutokovym cytometrem. Vzorky analyzujeme nejpozdéji do 3 hodin od ukonceni
znaceni.

Analyzujeme na prutokovém cytometru (FACS Calibur, Becton-Dickinson, USA), métime
pomoci CellQuest softwaru (Becton-Dickinson, USA). Pifi méfeni kazdy vzorek nastavujeme
adjustaci voltaze detektoru pro FL-1 pro izotypovou kontrolu, kterda ma median nastaven na kanal
10 +/- 1,5, bezprostfedn¢ mefime vzorek s primarni protilatkou vici MDRI1. Vzhledem k tomu, Ze
hodnotime pouze jeden fluorescen¢ni parametr, neni nutnd kompenzace fluorescencnich kanala.
Hodnoty intenzity fluorescence (relative fluorescence units, RFU) jsou ziskany pro jedno méteni z
10 000 bun¢k poté, co byla vybrana oblast lymfocyti (na zaklad¢ velikosti a granularity bungk).
Vzorek — izotypova kontrola — slouzi k hodnoceni pozadi a nespecifickych interakci. Hodnotime
median intenzity fluorescence (RFU) a procento MDR1 pozitivnich bun¢k vi¢i MDR1 negativnim
v intervalech od 10-100 a 100-5140. Po provedeni analyzy vytiskneme protokol k analyze kazdého
vzorku, soucasné provadime i elektronickou archvaci jak hrubych dat, tak i protokold k analyze
vzorki.

Poznamka: V pribchu postgradualniho studia jsem se podilel na této laboratorni ¢innosti: 1)
izolaci a fixaci mononuklearnich bunék periferni krve (kapitola 2.2.2); 2) permeabilizaci
mononukledrnich bunék a analyze lymfocytarniho MDR1 proteinu pritokovou cytometrii metodou
nepiimé imunofluorescence (kapitola 2.2.3).
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2.2.4 Statisticka analyza

Vzdy byl analyzovan: 1) median intenzity fluorescence (RFU); 2) zastoupeni MDRI
pozitivnich lymfocytl v analyzované populaci (%). Exprese lymfocytarniho MDR1 proteinu byla
mezi subjekty porovnavana jako: median exprese MDR1 a (a nebo) procentudlni zastoupeni MDR1
pozitivnich lymfocytl v populaci a (a nebo) median exprese MDR1 véazeny procentem pozitivnich
bunék a (a nebo) vazené hodnoty medianu exprese MDR1, kdy vdhami chapeme procento MDR1
pozitivnich bunék. Porovnéni a statistickd analyza pouzitd u jednotlivych studii bude uvedena u
téchto studii.

23 Vysledky

2.3.1 Posouzeni zavislosti exprese MDRI1 proteinu u lymfocytu periferni krve - u zdravych
jedinci - na véku

Hypotéza: Pro aktivitu imunitniho a endokrinniho systému jsou charakteristické urcité
zmény, které souvisi s v€kem (stafim) makroorganizmu. MDR1 protein, ktery aktivitu imunitniho
systému ur¢itym zpusobem reguluje (kapitola 1.2.6), a je aktivitou imunitniho systému regulovan
(McRae et al., 2003) (Ho et al. 2006) " by moh] vykazovat zmény v expresi MDRI proteinu u lymfocyti
periferni krve zavislé na véku jedince. Pokud by byly tyto fyziologické zmény exprese MDR1
proteinu vyznamné, mohly by se podilet, na urovni lymfocyti periferni krve, na farmakodynamice
glukokortikoidnich 1é¢iv, pfipadné na MDR1 mediované, glukokortikoidni rezistenci.

Cil: Posouzeni zavislosti exprese MDR1 proteinu u lymfocyti periferni krve — u zdravych
jedincl — na véku.

Distribuce subjektii: Soubor zdravych jedinct stiedoevropské populace ve ve€ku od 2 mésict
do 24 let.

Pro zatazeni do souboru musel subjekt spliiovat tyto podminky: 1) v€k od 2 mésici; 2) vek
do 24 let; 3) absence chronického zanétlivého onemocnéni (zjisténo dotazem); 4) absence akutniho
zanétliveho onemocnéni v intervalu alesponl 4 tydny pfed odbérem biologického materidlu (zjiSténo
dotazem a klinickym vySetfenim); 5) bez 1écby po dobu alespon 4 tydni pfed odbérem biologického
materialu (zjisténo dotazem), krom¢ vitaminu D3 (cholecalciferolu), pfipadné vitaminu K; 6) bez
uzivani induktori nebo inhibitordi MDRI1 ve stravé po dobu alespont 4 tydnt pred odbérem
biologického materialu (zjisténo dotazem) Mo 22009 poznamka: VEk od 2 mésict byl stanoven
hlavné z divodu moznosti ndboru subjekti do studie, ktery byl provadén na Détské klinice Fakultni
nemocnice Olomouc (déti do 2 mésici zde vétSinou nejsou hospitalizovany, nebo
dispenzarizovany).

Zakladni charakteristika souboru: n = 41; 14 divek, 27 chlapcti; vék v intervalu 2 mésice —
22,2 let, median véku 4,73 let; misto naboru subjektti do studie: Détska klinika Fakultni nemocnice
Olomouc; interval odbéru biologického materidlu: 2006-2011.

Byl posuzovan (porovnavan): 1) median exprese MDR1; 2) vek (roky). Statistickd analyza
byla provedena programy Statistica 8 software (StatSoft Inc., USA) a R (R Foundation for
Statistical Computing, Rakousko). K posouzeni zavislosti byl pouzit Spearmaniv korelacni
koeficient.

2.3.1.1 Vysledky a publikovani vysledki studie

U jedinct (subjektl) zatazenych do souboru byla prokazana zavislost medidnu exprese
MDRI na véku — median exprese MDR1 se s vékem signifikantn€ snizoval (Spearmantiv korelacni
koeficient R = - 0.40014, p = 0,0095). U jedinci ve véku do 1 roku a ve véku od 4 do 6 let byl
medidn MDR1 exprese nejvyssi. Tuto fyziologickou zménu v expresni aktivité neumime vysvétlit.
Nicméné, pro farmakodynamické pouziti glukokortikoidnich 1é¢iv mlize byt tato zména v expresni
aktivit¢ vyznamnd. ZvySenia exprese MDRI1 proteinu v cytoplazmatické membrané lymfocyta,
bunék cilovych pro glukokortikoidni 1é¢iva, mize vést k nevyhodnému ovlivnéni signalni
transdukce glukokortikoidniho 1é¢iva (k omezeni nebo sniZeni této transdukce) — snizenim
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ligandové denzity pro glukokortikoidni receptor v cytoplazmé. Nedokazeme posoudit, nakolik se
muze zvysend fyziologickd exprese MDRI1 proteinu v détské populaci podilet na piipadné MDR1
mediované glukokortikoidni rezistenci na urovni lymfocytt periferni krve. Ale piredpokladame, ze
se mize podilet na ovlivnéni farmakokinetiky MDRI1 transportovatelnych 1é¢iv — ovlivnénim
intracelularni distribuce. O¢ekavané farmakodynamické zmény tak, na trovni lymfocytd (napt. u
MDRI1 transportovatelnych antivirotik nebo MDRI transportovatelnych imunomodula¢nich 1é¢iv
(ptiloha 1)), nemusi byt naplnény.

Slaba stranka studie: Absence stanoveni urovné exprese MDRI u lymfocytarnich
subpopulaci, které nelze provést pii pouzité metod¢ fixace lymfocyti.

Vysledky by mohly byt publikovany formou plivodni prace v recenzovaném casopise
s impakt faktorem (ptiloha 1).

Potesil J, Kopriva F, Dzubak P, Godava M, Radova L, Srovnal J, Mihal V, Hajduch M. The expression of
multidrug resistance protein 1 and multidrug resistance-associated protein 1 on peripheral blood lymphocytes
amongst children and young adults. Central European Journal of Immunology. IF (2011) 0,378

2.3.3. Posouzeni zavislosti exprese MDRI1 proteinu u lymfocyti periferni krve na
imunopatologické aktivité makroorganizmu u jedinci s priduskovym astmatem
(lehkym perzistujicim, alergickym)

Priduskové astma (astma) je (velmi voln€) syndromem rizné vyjadienych a vzajemné se
piekryvajicich fenotypli projevujicich se na podklad€é systémové aktivity makroorganizmu
(imunopatologické aktivity), ktera vede k chronickym zanétlivym zméndm v cestach dychaciho
systému (Bames et al. 2008) (Bell et al. 201D "ty jmunopatologické aktivity se ucastni vice nez 50
humorélnich mediatorti (cytokind) ®™e ¢ 4+ 200 v Ceské republice je odhadovéana celopopulaéni
prevalence na asi 8 % a prevalence u déti do 19 let véku na 10-15 %, Fohumek etal. 2012)

Hypotéza: MDRI1 protein transportuje mnohé humoralni mediatory vcetné mediatort, které
se podili na regulaci aktivity imunitniho systému (tabulka 3). Exprese MDR1 je regulovana na
nékolika Grovnich “hov 2007) (Hodges et al. 2011) "y 1y jiného je ovlivnitelna i aktivitou imunitniho
systému, véetné aktivity cytoking MeRee 2k 2099 - Aktivni zanétliva reakce makroorganizmu mize
vést ke zvySeni exprese MDR1 u lymfocytdl periferni krve (Tsuimura et al. 2009 poyyd by zanétliva
reakce u chronického alergického zanétu — u priaduskového astmatu, alergického, IgE mediovaného
— vedla k vyraznému zvySeni exprese MDR1 u lymfocytl periferni krve, mohla by se podilet, na
urovni lymfocytl periferni krve, na farmakodynamice glukokortikoidnich 1é¢iv, nebo piipadné na
MDR1 mediované glukokortikoidni rezistenci.

Cil: Posouzeni zavislosti exprese MDRI1 proteinu u lymfocyth periferni krve na
imunopatologické aktivit¢ makroorganizmu u chronického alergického zanétu mediovaného IgE
protilatkami - u jedinci s praiduskovym astmatem (lehkym perzistujicim, alergickym).

Distribuce subjekti: Porovnani exprese MDR1 u lymfocyti periferni krve mezi subjekty
zatfazenymi do téchto soubort (skupin):

1. skupina: skupina jedinct s nové diagnostikovanym lehkym perzistujicim astmatem, alergickym,

IgE mediovanym, bez terapie;

2. skupina: skupina zdravych jedinct, bez terapie.

Pro zatazeni do 1. skupiny musel subjekt spliiovat tyto podminky: 1) nové diagnostikované
lehké perzistujici astma, klasifikace podle dokumentu Globélni iniciativy pro astma (Global
Initiative for Asthma, GINA) GINA 2005 a aktualizovanych verzi (GINA 2009) (ptiloha 4); 2)
prokdzéana alergie, IgE mediovand, na inhala¢ni alergeny, ptfitomnosti specifickych IgE protilatek
signifikantni sérovou hladinou specifickych IgE protilatek (analyzator ImmunoCAP 250, Phadia,
Svédsko) nebo adekvatni kozni reakei pii koznim vbodovém testu s pozitivni a negativni kontrolou
(Allyostal, Stallergenes, Francie); 3) absence jiného chronického zanétlivého onemocnéni (zjisténo
dotazem); 4) absence akutniho zanétlivého onemocnéni v intervalu alesponl 6 tydnii pfed odbérem
biologického materialu (zjisténo dotazem); 5) bez 1é¢by (kromé vitaminu D3 (cholecalciferolu),
piipadné vitaminu K, v per oralni aplikacni formé (gtt.)) po dobu alespon 6 tydnt pfed odbérem
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biologického materialu (zjisténo dotazem). Poznamky: 1) pokud nebyl bod 4) a 5) a podminka
informovaného souhlasu splnény v den stanoveni diagndzy, ktery byl i dnem doporuceni terapie
(terapie astmatu), nebyl subjekt do studie zafazen; 2) odbér biologického materialu byl provadén
v den stanoveni diagndzy a doporuceni terapie, nebo den pted zahdjenim terapie; 3) k posouzeni
pritomnosti specifickych IgE protilatek byl preferovan kozni vbodovy test, provadény tyz den; 4)
pokud nebyl kozni vbodovy test proveden, bylo provedeno stanoveni sérové hladiny specifickych
IgE protilatek — pii nizké hladin€ specifického IgE (tj. < 0,35 IU / ml) nebyl subjekt do studie
zatazen (vysledky byly obdrzeny dodatecn¢).

Pro zatazeni do 2. skupiny musel subjekt spliiovat tyto podminky: 1) absence chronického
zanétlivého onemocnéni (zjisténo dotazem); 2) absence akutniho zanétlivého onemocnéni
v intervalu alesponl 6 tydnu pfed odbérem biologického materialu (zjisténo dotazem); 3) bez 1écby,
kromé vitaminu D3 (cholecalciferolu), ptipadné vitaminu K, po dobu alespon 6 tydnii pfed odbérem
biologického materidlu (zjisténo dotazem).

Zéakladni charakteristika souboru (souborti):

1. skupina: n = 20; 8 divek, 12 chlapct; vék v intervalu 1,85 — 16,38 let, median véku 7,62 let; do
stanoveni exprese MDR1 byla délka klinickych ptfiznakd astmatu (splitujici kritéria pro lehké
perzistujici astma) od 4,5 mésicti do 16,8 mésicli; misto ndboru subjektti do studie: Détska klinika
Fakultni nemocnice Olomouc; interval odbéru biologického materialu: 2010-2012;

2. skupina: n = 30; 17 divek, 13 chlapct; v€ék v intervalu 0,15 — 17,08 let, median véku 2,94 let;
misto naboru subjektti do studie: Détska klinika Fakultni nemocnice Olomouc; interval odbéru
biologického materialu: 2010 — 2012.

Byl posuzovan (porovnavan): 1) median exprese MDR1; 2) procento MDR1 pozitivnich
lymfocytl; 3) median exprese MDR1 véazeny procentem MDRI1 pozitivnich lymfocyta. Statisticka
analyza byla provedena programy Statistica 8 software (StatSoft Inc., USA) a R (R Foundation for
Statistical Computing, Rakousko). Pro zjisténi zavislosti exprese lymfocytarntho MDR1 proteinu
byly pouzity zobecnéné linearni modely s adjustaci na vek.

2.3.2.1 Vysledky a publikovani vysledki studie

Jedinci s lehkym perzistujicim astmatem, alergickym IgE mediovanym, bez terapie (tj.
subjekty v 1. skupin€¢) méli signifikantn€ niz§i medidn exprese MDRI1 (p < 0,02) a také
signifikantné niz$i procentualni zastoupeni MDR1 pozitivnich lymfocyti (p < 5,39.107) — pii
porovnani se zdravymi jedinci bez terapie (tj. subjekty zatfazenymi do 2. (kontrolni) skupiny).
Medidn exprese MDR1 vazeny procentem MDRI pozitivnich lymfocyti byl u jedinct s lehkym
perzistujicim astmatem niz$i, ale ne jiz statisticky vyznamné (p < 0,22).

Chronicky alergicky zanét u pruduskového astmatu tak svou systémovou aktivitou
pravdépodobné snizuje expresi MDR1 u lymfocytl periferni krve, a nemél by byt pficinou
glukokortioidni rezistence, MDR1 mediované, na urovni lymfocytd. Napt. Cytokiny, podilejici se
na alergické imunopatologické aktivité, MDRI1 expresi zvySuji (IL-2 a tumor nekrotizujici faktor-a,
TNFo) (Tswimua 2009 “ale také snizuji (IL-6) Foler 2k 2010 gniyend exprese (signifikantnd) MDR1
proteinu byla také prokazana napi. v zanétlivé zménéné tkani sliznice tlustého stfeva u jedinca s
ulcerdzni kolitidou (srovnano se zdravymi jedinci) (Fgtund etal 2007) (Gutmann etal. 2008) N\ 559k 1 jedinct
s chronickym zanétem paranazalnich dutin byla ve sliznici paranazalnich dutin prokézana zvysena
exprese MDR1 (srovnéno se zdravymi jedinci) e 2l 2012),

Slabé stranky studie: 1) maly pocet subjekta v 1. skuping¢; 2) median exprese MDR1 véazeny
procentem MDRI1 pozitivnich lymfocytl nevykazuje statisticky signifikantni rozdil mezi 1. a 2.
skupinou; 3) absence stanoveni urovné exprese MDR1 u lymfocytarnich subpopulaci, které nelze
provést pii pouzité metodé fixace lymfocyti.
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Vysledky byly publikovany formou plvodni prace v recenzovaném c¢asopise bez impakt
faktoru (priloha 3).

Potesil J, Koptiva F, Dzubak P, Donevska S, Hajduch M. Systémovy vliv praduskového astmatu na expresi
proteinu vicecetné 1ékové rezistence 1 v lymfocytech periferni krve u déti. Alergie. 2012, roc. 15, €. 3, s.
171-174.

2.3.3 Posouzeni zavislosti exprese MDRI1 proteinu u lymfocyti periferni krve na inhala¢né
aplikovany glukokortikoid - budesonid - u jedinci s priduskovym astmatem (lehkym
perzistujicim, alergickym)

V terapii praduskového astmatu maji inhala¢né aplikované glukokortikoidy své vyluéné (ale
ne vyjimecné postaveni), a jsou lékem volby — v komplexni 1é€ebné strategii priduSskového astmatu
— od ,tize* lehkého perzistujiciho priduskového astmatu (ptiloha 4). Budesonid je exogenni
(synteticky) lipofilni glukokortikoid, aplikovany u astmatu v inhala¢ni aplika¢ni formé.

Hypotéza: Budesonid by mohl, jako transportovatelny substradt MDR1 proteinu (in vitro,
buné¢na linie epitelidlnich bunék stfeva exprimujicich MDR1 protein — L-MDRI1 a Caco-2 bunécna
linig) (Piteer et al- 2009 " gyliviiovat expresi MDR1 u lymfocyti periferni krve. Pokud by v inhalaéni
aplikacni formé podavany budesonid ovlivitioval expresi MDR1 proteinu u lymfocyta periferni krve
u jedinct s praduSkovym astmatem (in vivo), mohl by se podilet na MDR1 mediované zméné
aktivity buiiky, stejné jako na intracelularni distribuci (dispozici) MDRI1 transportovatelnych 1éCiv,
pfipadné na MDR1 zprosttedkované glukokortikoidni rezistenci (pfi vyrazné indukci exprese).
Poznamka: U jedincii s kortikorezistentnim astmatem nebyla prokazana zvySena exprese MDR1 u
lymfocytil periferni krve Momane ¢t al- 1999 Njeméng, zvysend exprese MDR1 u lymfocytii periferni
krve byla publikovana jako pfi¢ina glukokortikoidni rezistence u jinych onemocnéni
s imunopatologickou aktivitou. Témito onemocnénimi napt. jsou systémovy lupus erythematosus
(Tsujimura et al., 2005) nebo nespeciﬁcky stievni zandt (Farrell et al., 2000)'

Cil: Posouzeni zavislosti exprese MDR1 proteinu u lymfocytl periferni krve na inhala¢né
aplikovany glukokortikoid — budesonid — u jedinci s praduSkovym astmatem (lehkym
perzistujicim, alergickym).

Distribuce subjektli: Prospektivni posouzeni exprese MDR1 u lymfocytt periferni krve mezi
subjekty zahrnutymi do téchto souboril (skupin):

1. skupina: skupina jedinct s nové diagnostikovanym lehkym perzistujicim astmatem, alergickym,
IgE mediovanym, bez terapie, pfed zahdjenim terapie astmatu glukokortikoidem v inhala¢ni
aplikac¢ni formé — budesonidem;

2. skupina: skupina jedincii z 1. skupiny, v odstupu 4 tydni od zahdjeni terapie astmatu
glukokortikoidem v inhalacni aplikaéni formé — budesonidem.

Pro zatazeni do 1. skupiny musel subjekt spliiovat tyto podminky: 1) nové diagnostikované
lehké perzistujici astma (klasifikace podle dokumentu GINA 2005); 2) prokazana alergie, IgE
mediovand, na inhala¢ni alergeny — adekvatni koZni reakci pfi koznim vbodovém testu s pozitivni a
negativni kontrolou (Allyostal, Stallergenes, Francie); 3) absence jiného chronického zanétlivého
onemocnéni (zjiSténo dotazem); 4) bez akutniho zé&nétlivého onemocnéni v dobé odbéru
biologického materidlu (zjiSt€no dotazem a klinickym vySetfenim); 5) bez 1écby po dobu alespon 4
tydni pred odbérem biologického materidlu (zjiSt€éno dotazem); 6) bez uzivani induktorit nebo
inhibitort MDR1 ve stravé po dobu alespoil 4 tydny pied odbérem biologického materialu (zjiSténo
dotazem) Mo ¢t al- 2009 posnamky: 1) pokud nebyl bod 4), 5), 6) a podminka informovaného
souhlasu splnéna v den stanoveni diagnozy, ktery byl i dnem doporuceni terapie (terapie astmatu),
nebyl subjekt do studie zatazen; 2) odbér biologického materidlu byl provadén v den stanoveni
diagnozy a doporuceni terapie, nebo den pied zahdjenim terapie budesonidem.

Pro zatazeni do 2. skupiny musel subjekt spliiovat tyto podminky: 1) terapie budesonidem
po dobu 4 tydnii, denné, v inhala¢ni aplikacni formé (inh. sus. pss. nebo inh. sol. pss. nebo inh. plv.
dos.), v denni dédvce 200-400 ug, dané vékem a aktivitou onemocnéni); 2) bez dalsi 1écby po dobu
téchto 4 tydnt pted odbérem biologického materidlu (zjisténo dotazem), kromé piipadné
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nepravideln¢ aplikovaného bronchodilata¢niho 1é¢iva v inhala¢ni aplikacni formé (salbutamol inh.
sus. pss.); 3) bez uzivani induktorii nebo inhibitorit MDR1 ve stravé po dobu téchto 4 tydni pred
odbérem biologického materidlu (zjisténo dotazem); 4) bez akutniho zéanétlivého onemocnéni
v dobé& odbéru biologického materialu (zjisténo dotazem a klinickym vySetfenim). Poznamky: 1)
druhy odbér biologického materidlu byl provadén v odstupu 4 tydny +/- 4 dny od zahdjeni 1éCby
budesonidem; 2) nedoslo ke ztraté subjektii ve studii.

Zékladni charakteristika souboru (souborti):

1. skupina: n = 32; 15 divek, 17 chlapcii; vék v intervalu 2 — 18 let, median véku 11 let; misto
naboru subjekti do studie: Détska klinika Fakultni nemocnice Olomouc; interval odbéru
biologického materialu: 2007-2009;

2. skupina: n = 32; 15 divek, 17 chlapct; v€k v intervalu 2 — 18 let, median v&ku 11 let; terapie
budesonidem n = 32, median terapie 4 tydny; misto ndboru subjektd do studie: Détska klinika
Fakultni nemocnice Olomouc; interval odbéru biologického materidlu: 2007-2009.

Posuzovany (porovnanany) byly (mezi jednotlivymi skupinami): vazené hodnoty medidnu
exprese MDR1, kdy vahami chdpeme procento MDR1 pozitivnich bunék. Statisticka analyza byla
provedena programy Statistica 7 software (StatSoft Inc., USA). Byl uzit Studentlv t-test a
Pearsoniiv korela¢ni koeficient.

2.3.3.1 Vysledky a publikovani vysledki studie

Jedinci s lehkym perzistujicim astmatem (alergickym IgE mediovanym) méli po 4tydenni
terapii budesonidem v inhalaéni aplika¢ni formé signifikantné niz§i vaZené hodnoty medidnu
exprese MDR1, kdy vahami chapeme procento MDR1 pozitivnich bungk (p < 107). Inhalaéng
aplikovany glukokortikoid budesonid, jako MDRI1 transportovatelny substrat, nezpiisobil indukci
MDRI1 proteinu u lymfocyti periferni krve, naopak jeho expresi snizil. Na zékladé¢ uvedenych
vysledkl se domnivame, Ze niz$i exprese MDR1 u lymfocytl periferni krve u jedincl s astmatem
1écenych inhalacné aplikovanym glukokortikoidem budesonidem je pravdépodobné zpusobena jeho
imunomodula¢nim piisobenim, které vede ke snizeni imunopatologické aktivity makroorganizmu (s
naslednou nizs$i bunécnou aktivitou na urovni lymfocyti periferni krve, projevujici se snizenou
elxlz)oroegi MDR1), nez ovlivnénim jeho exprese nékterym z moznych inhibi¢nich mechanizma ™" <
al.,

Vysledky byly publikovany formou publikovaného abstrakta (ptiloha 5).

Potesil J, Kopriva F, Dzubak P, Hajduch M. Inhaled corticosteroids only decrease on the lymphocytes PGP
expression and antileukotrienes mrp expression in asthmatic children after one month treatment. Abstracts
19th ERS Annual Congress, European Respiratory Journal. 2009, ro¢. 34, Suppl. 53, s. 1981 (P1981).

Potesil J, Kopriva F, Zapalka M, Dzubak P, Hajduch M. Inhaled corticosteroids only decrease on the
lymphocytes P-glycoprotein expression and antileukotrienes the multidrug resistance protein expression in
asthmatic children after one month treatment. Folia Medica Cassoviensia. 2009, Tomus 61, Suppl. 1, s. 43
(ID 272).

Poznamka: Vysledky studie (s jinym designem) posuzujici zévislost exprese MDR1 proteinu
u lymfocytl periferni krve na inhalaéné aplikovany glukokortikoid — budesonid — u jedinct
s priduskovym astmatem, byly publikovany formou puvodni prace v recenzovaném cCasopise s
impakt faktorem (pfiloha 2).

Kopriva F, Dzubak P, Potesil J, Hajduch M. The anti-inflammatory effects of inhaled corticosteroids versus
anti-leukotrienes on the lymphocyte P-glycoprotein (PGP) expression in asthmatic children. Journal of
Asthma. 2009, ro¢€. 46, ¢. 4, s. 366-370.
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2.3.4 Posouzeni zavislosti exprese MDR1 proteinu u lymfocyti periferni krve na systémové
aplikovana piperazinova antihistaminika druhé generace (cetirizin dihydrochlorid a
levocetirizin dihydrochlorid) u jedincii s alergickym zinétem

Histamin je humoralni mediator syntetizovany v Golgiho aparatu Zirnych bunck 1 bazofilu.
Z téchto bun¢k je spontanné uvoliiovan, nebo je z nich rychle (,,pfekotné”) uvolnén (z granuli —
degranulaci) pfi navazani antigenu na IgE protilatky, které jsou na povrchu téchto bunék. Klinicky
projev takovéto prekotné degranulace je zafazovan pod akutni alergicky zanét. Histamin pisobi
prostiednictvim receptorti. Jsou rozliSovany 4 typy receptorit pro histamin: H1, H2, H3 a H4. V
alergické imunopatologické reakci se uplatituje predevsim transdukce zprostiedkovana H1 a H4
receptorem. K omezeni klinického projevu této alergické reakce jsou uZzivana lé€iva ze skupiny
blokatord H1 receptorli pro histamin, tzv. antihistaminika. H1 antihistaminika pro systémovou
aplika¢ni formu jsou rozdé€lovana na: 1) antihistaminika prvni generace; 2) antihistaminika druhé
generace. Mezi antihistaminika druhé generace jsou fazeny: 1) piperidinova antihistaminika; 2)
piperazinova antihistaminika. Mezi piperazinova antihistaminika druhé generace patii: cetirizin
dihydrochlorid (cetirizin) a levocetirizin dihydrochlorid (levocetirizin). Cetirizin 1 levocetirizin maji
;/0%13r)ni podobnou farmakokinetiku a lidi se jen v n&kterych parametrech ®tes e 2l 2001) (Tillement et al,

Hypotéza: cetirizin a levocetirizin jsou MDRI1 transportovatelné substraty, které mohou
prostiednictvim MDR1 vstupovat do lékovych interakei s dal§imi 1&&ivy B <t 2l 2000 Ngyic
ovlivituji expresi MDRI1 proteinu (in vitro, bunétna linie epitelidlnich bunék stfeva exprimujicich
MDRI1 protein — Caco-2 bun&éna linie) "™ © 2 2990 Cetirizin je racemat sloZeny ze stejného
mnozstvi: 1) levoto¢ivého enantiomeru — R-enantiomeru — levocetirizinu; 2) pravotocivého
enantiomeru — S-enantiomeru — dextrocetirizinu. Levocetirizin indukuje expresi MDR1 (v zavislosti
na koncentraci), zatimco dextrocetirizin inhibuje expresi MDRI1 (v zéavislosti na koncentraci) (Shen et
al. 2007 y/ljy cetirizinu a levocetirizinu na bun&&nou expresi MDR1 in vivo nebyl doposud studovan
— vcetné mozného ovlivnéni exprese MDR1 u lymfocytl periferni krve. Pokud by levocetirizin,
pfipadné cetirizin, uzivany v systémové aplikacni formé pro klinické projevy alergického zanétu,
zvysoval expresi MDR1 u lymfocyti periferni krve, mohl by se podilet na MDR1 zprostfedkované
interakci s jinymi 1é¢ivy, véetné glukokortikoidnich 1é¢iv, na urovni lymfocyti. Tak by se mohla
tato antihistaminika Gc¢astnit MDR1 zprostfedkované rezistence na glukokortikoidni 1é¢iva (i jina
MDRI1 transportovatelna 1é¢iva) na urovni lymfocytl periferni krve. Zména exprese MDRI1
lymfocytl, indukovand cetirizinem nebo levocetirizinem, by také mohla byt jednou z pfic€in jejich
,imunomodulan¢iho pisobeni.

Cil 1): Posouzeni zavislosti exprese MDRI1 proteinu u lymfocyti periferni krve na
systémove¢ aplikovana antihistaminika — centirizin a levocetirizin — u jedinct s lehkou intermitentni
rymou, alergickou.

Distribuce subjektti: Porovnani exprese MDR1 u lymfocytd periferni krve mezi subjekty
zafazenymi do téchto soubori (skupin):

1. skupina: skupina jedincii s lehkou intermitentni rymou, alergickou, IgE mediovanou, se
systémovou terapii cetirizinem nebo levocetirizinem v per oralni aplikacni formg;
2. skupina: skupina zdravych jedinct, bez terapie.

Pro zarazeni do 1. skupiny musel subjekt spliiovat tyto podminky: 1) byla (diive)
diagnostikovéana lehka intermitentni ryma (klasifikace podle dokumentu Alergicka ryma a jeji vliv
na astma (Allergic rhinitis and its impact on astma, ARIA) ARIA 2008); 2) byla prokazéana alergie,
IgE mediovand, na inhalacni alergeny - adekvatni kozni reakci pii koznim vbodovém testu
s pozitivni a negativni kontrolou (Allyostal, Stallergenes, Francie); 3) pravidelna systémova denni
aplikace cetirizinu (v per oralni aplika¢ni formé (gtt. nebo tbl.), v denni davce 5-10 mg v zavislosti
na véku subjektu) nebo levocetirizinu (v per oralni aplikac¢ni formé (gtt. nebo por. sol. nebo tbl.), v
denni davce 2,5-5 mg, v zavislosti na véku subjektu), po dobu nejmén¢ 3 mésici; 4) absence
akutniho zanétlivého onemocnéni po dobu alespoii 4 tydny pfed odbérem biologického materidlu
(zjisténo dotazem); 5) bez jiné 1écby (kromé vitaminu D3 (cholecalciferolu), pfipadné vitaminu
K v per oralni aplika¢ni formé (gtt.)) po dobu alespon 4 tydny pted odbérem biologického materialu
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(zjisténo dotazem); 6) bez uzivani induktori nebo inhibitori MDR1 ve stravé po dobu alespon 4
tydny pfed odbérem biologického materidlu (zjisténo dotazem). Pozndmky: ptitomnost specifickych
IgE protilatek musela byt prokazana pfed odbérem biologického materialu v intervalu kratSim nez
12 mésicu.

Pro zarazeni do 2. skupiny musel subjekt spliiovat tyto podminky: 1) absence chronického
zanétliveho onemocnéni (zjiSténo dotazem); 2) absence akutniho zanétlivého onemocnéni po dobu
alespon 4 tydnii pfed odbérem biologického materidlu (zjiSténo dotazem); 3) bez 1éCby (kromé
vitaminu D3 (cholecalciferolu), ptipadné vitaminu K) po dobu alesponn 4 tydnii pfed odbérem
biologického materialu (zjisténo dotazem); 4) bez uzivani induktord nebo inhibitori MDRI ve
stravé (zjiSténo dotazem).

Zékladni charakteristika souboru (soubort):

1. skupina: n = 20; 14 divek, 6 chlapcii; vé€k v intervalu 2 — 16 let, median véku 7 let; terapie
cetirizinem n = 10, terapie levocetirizinem n = 10, terapie v intervalu 3 — 7 mésicli, median terapie
4,5 mésice; misto naboru subjektd do studie: Détska klinika Fakultni nemocnice Olomouc; interval
odbéru biologického materidlu: 2008-2011;

2. skupina: n = 45; 34 chlapci, 11 divek; v€k v intervalu 0,2 — 15 let, median véku 3 roky; misto
naboru subjekti do studie: Détska klinika Fakultni nemocnice Olomouc; interval odbéru
biologického materidlu: 2006-2011. Pozndmka: Vé&tSina subjekti ve 2. skupiné byla zastoupena i
v souboru uvedeném v kapitole 2.3.1 (Posouzeni zavislosti exprese MDRI1 proteinu u lymfocytt
periferni krve — u zdravych jedinct — na véku).

Byl posuzovan (porovnavan): Median exprese MDR1 vazeny procentem MDR1 pozitivnich
lymfocytl. Statisticka analyza byla provedena programy Statistica 8 software (StatSoft Inc., USA) a
R (R Foundation for Statistical Computing, Rakousko). Pro zjisténi zavislosti exprese
lymfocytarniho MDR1 proteinu byly pouZity zobecnéné linearni modely s adjustaci na vek.

2.3.4.1 Vysledky a publikovani vysledki studie

Jedinci s alergickou lehkou intermitentni rymou s terapii cetirizinem nebo levocetirizinem
(tj. subjekty zatazené¢ do 1. skupiny) méli signifikantné¢ vys$S§i medidn exprese MDRI1 vazeny
procentem MDRI1 pozitivnich lymfocyti (p < 10, pii porovnani se zdravymi jedinci bez terapie
(j. subjekty zatazenymi do 2. (kontrolni) skupiny). Cetirizin a levocetirizin by tak mohl indukovat
expresi MDR1 proteinu u lymfocytt periferni krve in vivo.

Slabé stranky studie: 1) maly pocet subjekti v 1. skupiné; 2) terapeuticky nehomogenni
soubor v 1. skuping.

Vysledky byly publikovany formou publikovaného abstrakta (piiloha 5).

Potesil J., Koptiva F., Dzubak P., Kratochvilova R., Radova L., Mihal V., Hajdich M. Effect of second-
generation antihistamines on lymphocyte ABCBI1 protein expression. Ceskoslovenska pediatrie. 2011, roc.
66, €. 6, s. 418.

Cil 2): Posouzeni zavislosti exprese MDRI1 proteinu u lymfocyti periferni krve na
systémov¢ aplikovana antihistaminika — centirizin a levocetirizin — u jedinci s lehkou perzistujici
rymou, alergickou IgE mediovanou, a s nové diagnostikovanym lehkym perzistujicim astmatem,
alegickym, IgE mediovanym.

Distribuce subjektii: Porovnani exprese MDR1 u lymfocyth periferni krve mezi subjekty
zatazenymi do téchto soubort (skupin):

1. skupina: skupina jedincl se systémovou terapii cetirizinem v per ordlni aplikacni formé¢, s lehkou
perzistujici rymou, alergickou IgE mediovanou, a s nové diagnostikovanym lehkym perzistujicim
astmatem, alergickym IgE mediovanym;

2. skupina: skupina jedincli se systémovou terapii levocetirizinem v per oralni aplikacni formé,
s lehkou perzistujici rymou, alergickou IgE mediovanou, a s nové diagnostikovanym lehkym
perzistujicim astmatem, alergickym IgE mediovanym,;
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3. skupina: skupina jedinct s noveé diagnostikovanym lehkym perzistujicim astmatem, alergickym
IgE mediovanym.

Pro zatazeni do 1. skupiny musel subjekt spliiovat tyto podminky: 1) pravidelna systémova
per oralni denni aplikace cetirizinu (v 1ékové aplikacni formé gtt. nebo tbl.), v denni davce 5-10 mg
v zavislosti na véku subjektu, po dobu nejméné 6 tydnd; 2) byl bez jiné 1écby nez cetirizinem
(krom¢ vitaminu D3 (cholecalciferolu), pfipadné vitaminu K) po dobu alespon 6 tydni pied
odbérem biologického materidlu (zjiSténo dotazem); 3) diagnostikovana (dfive) perzistujici ryma,
lehka, kterd pretrvava (klasifikace podle dokumentu ARIA 2008); 4) prokazand alergie (dfive), IgE
mediovand, na inhalacni alergeny — pfitomnosti specifickych IgE protilatek signifikantni sérovou
hladinou specifickych IgE protilitek (analyzator ImmunoCAP 250, Phadia, Svédsko) nebo
adekvatni kozni reakci pfi koznim vbodovém testu s pozitivni a negativni kontrolou (Allyostal,
Stallergenes, Francie); 5) absence akutniho zanétlivého onemocnéni po dobu alesponl 6 tydnt pred
odbérem biologického materidlu (zjiSténo dotazem); 6) bez uzivani induktorti nebo inhibitora
MDRI ve stravé po dobu alesponi 6 tydnt pfed odbérem biologického materidlu (zjiSténo dotazem)
(Morris et al. 2006) " poznamky: piitomnost specifickych IgE protilatek musela byt prokdzana pied
odbérem biologického materidlu v intervalu krat§im nez 12 mésici.

Pro zatazeni do 2. skupiny musel subjekt spliiovat tyto podminky: : 1) pravidelnd systémova
per oralni denni aplikace levocetirizinu (v 1ékové aplikacni formé gtt. nebo por. sol. nebo tbl.),
v denni davce 2,5-5 mg v zavislosti na véku subjektu, po dobu nejméné 6 tydni; 2) byl bez jiné
1écby nez levocetirizinem (kromé vitaminu D3 (cholecalciferolu), pfipadné vitaminu K) po dobu
alespon 6 tydnli pred odbérem biologického materidlu (zjisténo dotazem); body 3) az 6) jsou shodné
s jedinci v 1. skuping.

Pro zatfazeni do 3. skupiny musel subjekt spliiovat podminky, uvedené v kapitole 2.3.2
(Posouzeni zévislosti exprese MDR1 proteinu u lymfocyti periferni krve na imunopatologické
aktivit€¢ makroorganizmu u jedinct s priduSkovym astmatem (lehkym perzistujicim, alergickym)),
tj. podminky pro skupinu jedincl snové diagnostikovanym lehkym perzistujicim astmatem,
alergickym, IgE mediovanym, bez terapie.

Poznédmka: U vSech jedincii byla, pfi odbéru biologického materidlu ke stanoveni exprese
MDRI1, také odebrana periferni krev k vySetfeni téchto ,,vybranych® laboratornich parametri: 1)
absolutni pocet eosinofilii v krevnim obraze; 2) sérova hladina celkového IgE; 3) sérova hladina
eosinofilniho kationického proteinu (eosinophilic cationic protein, ECP).

Zakladni charakteristika souboru (souborit):

1. skupina: n = 20; 7 divek, 13 chlapcti; vék v intervalu 2,85 — 19,93 let, median veku 7,67 let;
délka terapie cetirizinem od 2 mésicti do 26 mesict, median délky terapie 7 méesicli; misto naboru
subjektti do studie: Détska klinika Fakultni nemocnice Olomouc; interval odbéru biologického
materialu: 2010-2012;

2. skupina: n = 13; 9 divek, 4 chlapci; vék v intervalu 1,67 — 17,66 let, median véku 12,01 let; délka
terapie levocetirizinem od 2 mésicti do 12 mésicii, median délky terapie 6 mésicli; misto naboru
subjektti do studie: Détska klinika Fakultni nemocnice Olomouc; interval odbéru biologického
materialu: 2010-2012;

3. skupina: n = 21; 8 divek a 13 chlapcti; vék v intervalu 1,85 — 16,38 let, median véku 8,1 let;
misto naboru subjektl do studie: Détska klinika Fakultni nemocnice Olomouc; interval odbéru
biologického materialu: 2010-2012. Poznadmka: VétSina subjekti ve 3. skupiné byla zastoupena i
v souboru uvedeném v kapitole 2.3.2 (Posouzeni zavislosti exprese MDRI1 proteinu u lymfocyta
periferni krve na imunopatologické aktivité makroorganizmu u jedinct s praduskovym astmatem
(lehkym perzistujicim, alergickym)), tj. ve skupiné jedincii s nové diagnostikovanym lehkym
perzistujicim astmatem, alergickym, IgE mediovanym, bez terapie.

Byl posuzovan (porovnavén): 1) medidn exprese MDR1; 2) medidn exprese MDR1 véazeny
procentem MDRI pozitivnich lymfocytd. Statisticka analyza byla provedena programy Statistica 8
software (StatSoft Inc., USA) a R (R Foundation for Statistical Computing, Rakousko). Pro zjisténi
zavislosti exprese lymfocytdrntho MDRI1 proteinu byly pouzity zobecnéné linearni modely s
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adjustaci na veék. Kruskal Wallisiv test byl pouzit k porovnani vybranych laboratornich parametri
mezi skupinami a k porovnani délky terapie mezi 1. a 2. skupinou.

2.3.4.2 Vysledky a publikovani vysledki studie

Jedinci s alergickym zanétem 1éCeni cetirizinem (tj. subjekty v 1. skupin€) méli signifikantné
vy§§i median exprese MDRI1 (p < 5,23.10™) i signifikantn& vy$§i median exprese MDR1 véaZeny
procentem MDRI pozitivnich lymfocytii (p < 4,02.10°), neZ jedinci s alergickym zandtem bez
terapie cetirizinem (tj. subjekty v 3. skuping). Jedinci s alergickym zdnétem léceni levocetirizinem
(tj. subjekty v 2. skupin®) méli signifikantng vy$$i median exprese MDRI (p < 9,76.107) i
signifikantné vyS$$i median exprese MDR1 véazeny procentem MDRI pozitivnich lymfocyti (p <
1,62.107) nez jedinci s alergickym zanétem bez terapie levocetirizinem (tj. subjekty v 3. skuping).
Jedinci 1éCeni cetirizinem méli vyss§i expresi MDRI1, ale ne vyznamné (medidn exprese MDR1 p <
0,28; median exprese MDR1 vazeny procentem MDRI pozitivnich lymfocyti p < 0,19). V délce
terapie (antihistaminiky) nebyl mezi 1. a 2. skupinou rozdil (p < 0,25).

Mezi subjekty zatfazenymi do jednotlivych skupin nebyl statisticky vyznamny rozdil ve
vybranych laboratornich parametrech, tj. v: 1) absolutnim poctu eosinofili (p < 0,66); 2) sérové
hladin¢ celkového IgE (p < 0,88); 3) v sérové hladin¢ ECP (p < 0,33).

Cetirizin a levocetirizin, uZivany v systémové aplikaéni formé, by tak mohl indukovat
exprest MDR1 proteinu u lymfocytl periferni krve in vivo, a vstupovat tak do MDR1 mediovanych
Iékovych interakci, v€etné interakei s glukokortikoidnimi lé¢ivy. Pro farmakodynamické pouziti
glukokortikoidnich 1é¢iv mize byt tato zména v expresni aktivit¢ vyznamna — zvySena exprese
MDRI1 proteinu v cytoplazmatické membrané lymfocyti mize vést k omezené nebo snizené
signdlni transdukci - sniZenim ligandové denzity pro glukokortikoidni receptor, tj. sniZenim
intracelularni (cytoplazmatické) distribuce (denzity). NedokdZzeme posoudit, nakolik se muze
zvysena exprese MDR1 proteinu podilet na ptipadné MDR1 mediované glukokortikoidni rezistenci
na urovni lymfocytl periferni krve. Stejné€ tak nedokaZzeme posoudit, nakolik miize zména exprese
MDRI1 proteinu, indukovana cetirizinem nebo levocetirizinem, ovlivnit aktivitu lymfocytu —
zménou jeho transportni aktivity na urovni cytoplazmatické membrany (i pfipadné biomembran
kompartmenttt). Podle nasich vysledkli usuzujeme, Ze inhibi¢ni vliv dextrocetirizinu na expresi
MDRI1, prokazany in vitro, je in vivo minimdlni, nebo Zadny.

Pokud by byla prokdzana indukce exprese MDRI1 — cetirizinem nebo levocetirizinem — u
lymfocyth periferni krve v dal§i nezavislé studii, musel by se pfisn€ piehodnotit jejich
farmakologicky pfinos. Soubézna terapie cetirizinem nebo levocetirizinem by mohla vést
k vyznamnym MDRI1 zprostiedkovanym Iékovym interakcim na trovni lymfocytd s MDRI1
transportovatelnymi 1é¢ivy, u kterych je, pro farmakodynamiku 1é¢iva na Grovni buiiky, nezbytna
»adekvatni* intracelularni (lymfocytarni) distribuce (denzita) 1éCiva, tj. u: 1) imunomodulac¢nich
1é¢iv — glukokortikoidli, chlorochinu a kolchicinu; 2) antivirotik, uzivanych v 1é¢bé infekce HIV
(human immunodeficiency virus) (abacivir, lamivudin, stavudin, tenofovir a amprenavir, atazanavir,
darunavir, indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir, tipranavir " ¢ 201Dy,

Zvysena exprese MDR1 u lymfocyt, indukovana aplikaci cetirizinu nebo levocetirizinu, by
se mohla podilet i na zvySeném transportu endogennich glukokortikoidi (endogenniho
glukokortikoidu) z cytoplazmy mimo buiiku Y ¢ #2009 Snizena ligandové denzita endogennich
glukokortikoidli v cytoplazmé by mohla teoreticky vést k ,,posunu‘ probihajici imunopatologické
aktivity (reakce) do dalSi ,oblasti“ zvySené nedostateCné regulace =zanétlivé aktivity
eliminovan.

Slabé stranky studie: 1) nadale maly pocet subjektd v 1. skuping i 2. skuping; 2) absence stanoveni
urovné exprese MDR1 u lymfocytarnich subpopulaci, které nelze provést pti pouzité metod¢ fixace
lymfocyti.

Vysledky nebyly publikovany.

36



3. Anotace

Protein vicecetné 1€kové rezistence 1 (multidrug resistance protein 1, MDR1), také oznaovany jako
ATP-binding cassette (ABC) sub-family B member 1 (ABCBI1) nebo P-glykoprotein 1 (P-
glycoprotein 1, P-GP1), je transmembranovy primarni aktivni transportér, ktery transportuje mnohé
endogenni latky z intracelularniho do extraceluldrniho prostoru, nebo mezi bunéénymi
kompartmenty. Tim se podili napt. na regulaci endokrinniho a imunitniho systému — piisobi jako
imunoreguldtor. S pouzitim pratokové cytometrie s nepfimou imunofluorescenci jsme prokazali
vliv véku na fyziologickou expresi MDR1 u lymfocyti periferni krve (n = 41, v€k od 2 mésict do
22,5 let; Spearmantiv korela¢ni koeficient R = - 0,40014, p = 0,0095). ZvySena exprese MDR1 byla
u déti do 1 roku véku a ve véku 4-6 let — pfi¢inu nezname. ZvySena lymfocytarni exprese MDR1 se
muze podilet na snizeni lymfocytarni koncentrace MDRI1 transportovatelnych antivirotik a
imunomodulacnich 1é¢iv a pfispivat tak k ovlivnéni (omezeni) jejich farmakodynamického
terapeutického uziti. Napf., zvySena exprese MDRI1 u lymfocyti periferni krve je pokladdna za
jednu z moznych pficin glukokortikoidni rezistence na bunéné trovni. Tak se MDR1 protein podili
1 na fenoménu I€¢kové rezistence, stejné jako na MDR1 mediovanych Iékovych interakcich. MDR1
transportovatelné jsou cetné exogenni latky, véetné 1é¢iv uzivanych jako blokatory HI receptori
pro histamin, tzv. antihistaminika (druhé generace). Mezi antihistaminika druhé generace
(piperazinova antihistaminika) patii cetirizin dihydrochlorid (cetirizin) a levocetirizin
dihydrochlorid (levocetirizin). Shen et al. (2007) prokézal (in vitro, buné¢na linie Caco-2 ptivodem
z lidského kolorektalniho karcinomu uzivana jako model epitelidlnich bunck stfeva), ze expresi
MDR1 miize zvysit levoto€ivy enantiomer cetirizinu — R-enantiomer levocetirizin, zatimco S-
enantiomer dextrocetirizin inhibuje expresi MDR1 (v zévislosti na koncentraci). Ze stejného
davodu jsme posoudili zavislost exprese MDR1 u lymfocyti periferni krve na systémové terapii
cetirizinem a levocetirizinem, ktera trvala alesponn 6 tydnd, u jedinct do 19 let véku (in vivo).
K prikazu exprese MDRI1 jsme opétovné pouzili pritokovou cytometrii s nepiimou
imunofluorescenci. U jedinct 1éCenych cetirizinem (n = 20, ve véku od 2,85 do 18,93 let, median
veéku 7,67 let) a u subjektd 1éCenych levocetirizenem (n = 13, ve véku od 1,67 do 17,66 let, median
veéku 12,01 let), s lehkou perzistujici alergickou rymou a nové diagnostikovanym priidduskovym
astmatem, lehkym perzistujicim, alergickym, jsme prokazali vyssi expresi MDR1 proteinu (p <
523.10%a p < 9,76.10°) nez u jedincil s nové diagnostikovanym praduskovym astmatem, lehkym
perzistujicim, alergickym (n = 21, ve véku 1,85 do 16,38 let, median veéku 8,1 let). Mizeme tak
pouze predpokladat, ze dlouhodobd systémova terapie cetirizinem nebo levocetirizinem mutize
negativné  ovlivnit  soub&éznou terapii s MDR1 transportovatelnymi antivirotiky a
imunomodulacnimi 1é¢ivy — glukokortikoidy. ZvysSena exprese mize vést ke sniZzeni koncentrace
MDRI1 transportovatelnych 1é¢iv v lymfocytech, v cilovych buiikdch pro ncktera antivirotika a
imunomodulacni 1é¢iva, a mize tak ptispivat k omezeni jejich farmakodynamického terapeutického
uziti, nebo k 1ékové rezistenci. Je proto dilezité a nezbytné posoudit vliv cetirizinu a levocetirizinu
na lymfocytarni expresi MDRI1, stejné jako na transportni aktivitu a intracelularni (lymfocytarni)
koncentraci vybranych MDR1 transportovatelnych 1éciv.
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3. Summary

Multidrug resistance protein 1 (MDR1), also known as ATP-binding cassette sub-family B member
1 (ABCBI1) or P-glycoprotein 1 (P-GP1), is a membrane-associated efflux transporter and it
transports certain endogenous compounds from the intracellular to the extracellular space, or
between cell compartments. Thus MDRI1 participates, for example, in the regulation of endocrine
and immune system - it acts as immunomodulator. We showed the impact of age on the
physiological expression of MDRI in peripheral blood lymphocytes (PBLs) using the flow
cytometry analysis with indirect immunofluorescence staining technique (n = 41, aged from 2
months to 22.5 years of age; Spearman R = - 0.40014, p = 0.0095). The increased PBLs MDRI1
expression was found in children up to 1 year of age and from 4 to 6 years of calendar age. In
addition, this increased expression may reduce the concentration of MDRI1 transported antiviral and
immunomodulatory drugs in lymphocytes and thus lead to the attenuated efficacy of these drugs in
younger children. For example, increased MDR1 expression in PBLs can lead to MDR1-mediated
drug resistance to MDRI1 transported immunomodulatory drugs — glucocorticoids. Thus MDR1
participates in the drug resistance phenomenon and in drug-drug interactions. Additionally, MDR1
transports certain exogenous compounds including second-generation histamine H1-receptor
antagonists (i.e. antihistamines). Cetirizine dihydrochloride (cetirizine) and levocetirizine
dihydrochloride (levocetirizine) are piperazine second-generation antihistamines. Cetirizine is a
zwitterion and as a racemate consists in equal amounts of levocetirizine [(R) enantiomer, the
eutomer| and dextrocetirizine [(S) enantiomer, the distomer]. Shen et al. (2007) used a human
Caco-2 cell line model to demonstrate an increase in MDR1 mRNA and MDRI1 expression in cells
pretreated with levocetirizine and a decrease in MDR1 mRNA and MDRI1 expression in cells
pretreated with dextrocetirizine (in a concentration dependent manner). To address this, we focused
on the in vivo impact of an 6-week and prolonged systemic administration of cetirizine and
levocetirizine on the PBLs MDRI1 expression in subjects under 19 years of age. The PBLs MDR1
expression was determined by using the flow cytometry analysis with indirect immunofluorescence
staining technique. Subjects treated with cetirizine (n = 20, aged from 2.85 to 18.93 years, median
age 7.67 years) and levocetirizine (n = 13, aged from 1.67 to 17.66 years, median age 12.01 years)
suffered from mild persistent allergic rhinitis and having newly diagnosed mild persistent allergic
asthma showed increased PBLs MDRI expression in comparison to subjects who had not used
antihistamines in the last 6 weeks and had newly diagnosed mild persistent allergic asthma (n = 21;
1.85 to 16.38 years, median age 8.1 years; p < 5.23*10™ and p < 9.76*107). Thus we can only
assume that long-term therapy with cetirizine or levocetirizine may affect concomitant therapy with
MDRI1 transported antiviral and immunomodulatory drugs, glucocorticoid included. Reduced
concentration of MDR1 transported immunomodulatory drugs in lymphocytes, the target cells for
these drugs, might lead to attenuated efficacy or to drug resistance. It is therefore appropriate to
assess the impact of cetirizine and levocetirizine on PBLs MDRI1 expression, PBLs MDR1
transport activity, as well as on the lymphocyte concentration and the efficacy of selected drugs.
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