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Vybaveni a metody Spoluprace Granty

Vyzkumnd prace skupiny se zaméfuje na hodnoceni jaternich G¢ink( a kinetiky Zlu€ovych kyselin, cholesterolu a
xenobiotik v€etné stavajicich nebo potencialnich 1&Civ. Pozornost je soustfedéna na enzymoveé a transportni kaskady
zodpovédné za produkci a sekreci zlu€e a na jejich regulaéni mechanismy, prfedevsim nuklearni receptory FXR, PXR
a CAR.

Tvorba Zlu€e je zakladni funkci jater a pfi jejim naruSeni béhem jaternich a systémovych onemocnéni dochazi k
cholestaze, ktera je spojena s hromadénim toxickych produktd metabolismu a xenobiotik s naslednou akceleraci jaterni
patologie s moznosti rozvoje zanétu, fibrézy a pfechodu do cirhdzy i vzniku hepatocelarniho karcinomu. Kromé primarné
cholestatickych onemocnéni typu primarni biliarni cholangitidy (PBC) a primarni sklerotizujici cholangitidy (PSC), vznika
porucha tvorby Zlu€e pfedevs§im béhem aktivace zanétlivych déjl v jatrech, &i vlivem cholestatickych latek véetné léciv.
Vyznam vyzkumu v dané oblasti je akcentovan stoupajici incidenci jaternich onemocnéni spojenych s cholestazou,
predevSim téch, charakterizovanych kombinaci zanétu a ztukovaténi jater (NASH, nealkoholova steatohepatitida)
v ramci obrazu metabolického syndromu, onemocnéni postihujiciho velkou &ast populace. Proto je v soucasnosti
vénovana nemala pozornost komeréni i akademické sféry na hledani vhodnych latek, které by mohly zamezit rozvoiji
cholestazy a pozitivné modulovat vyvolavajici patologii. Takovato ucinna terapie prozatim neexistuje a jedinym feSenim
zUstava v mnoha pfipadech transplantace jater. | proto je nezbytné nutné hodnotit vSechna lé¢iva uz béhem vyvoje, aby
negativné neovliviiovala mechanismy tvorby Zlu€e a asociovanou integritu membran.

Vyzkum v poslednim desetileti ukazal, ze v oblasti 1éCiv s moznym pfiznivym ucinkem na cholestatické mechanismy
béhem rdznych jaternich patologii jsou to pfedevsim latky ovliviiujici nuklearni receptory FXR (farnesoidni X receptor),
PXR (pregnanovy X receptor) a CAR (konstitutivni androstanovy receptor). Tyto receptory jsou klicové faktory regulace
homeostazy lipidd a Zlu€ovych kyselin i adaptace jater na patologické zmény. Cilem skupiny je proto vyzkum latek
schopnych selektivni stimulace téchto receptori at uz na bazi syntetické, tak i pfirodni. Jejich ucinek je nasledné
ovéfovan v sérii in vitro i in vivo experimentl. Potencialni benefit t&chto latek u cholestatickych jaternich patologii je
rovnéz testovan na relevantnich mySich a potkanich in vivo modelech NASH a intrahepatalni cholestazy. Vysledky
jsou porovnavany se stavajicimi terapeutickymi moznostmi, coz umozni kvalifikovanou predikci moznych pfinosl pro
dal$i vyuziti téchto latek. Sekundarnim cilem je rovnéz vyzkum latek, které jsou jiz v bézném klinickém pouziti, ale v
jinych terapeutickych indikacich, coz by v pfipadé uspé&chu mohlo vyrazné urychlit jejich implementaci do stavajicich
terapeutickych schémat a zvysit zajem aplikacni sféry.

S ohledem na pfedmét vyzkumu jsou proto pouzivané metody zaméfené nain vivohodnoceni stavu jater (biochemické,
histologické, ELISA), sekreci latek do Zlu¢e (LC-MS a dal$i analytické metody, ELISA), expresi enzym(, transportér( a
regulujicich kaskad (RT-PCR, Western blot, imunohistochemie), v kombinaci s detekci mechanizm regulace (cellularni
studie s transfekci gent, miRNA, selektivnimi agonisty nebo antagonisty v kombinaci s RT-PCR a Western blotem).
Vyzkumné projekty

Experimentalni terapie Nealkoholové steatohepatitidy a Intrahepatalni cholestazy v téhotenstvi

Nealkoholové steatohepatitida (NASH) je ¢asté onemocnéni doprovazené fadou metabolickych a kardiovaskularnich
rizik. Intrahepatalni cholestaza (ICP) je nej¢asté&jSi onemocnéni jater béhem téhotenstvi. Recentni prace demonstruiji,
Ze se v patofyziologii obou klinickych situaci se vyznamné uplatriuji modifikace homeostazy Zlu€ovych kyselin a jejich
ZluGové sekrece. Proto je u v8ech Iéciv pouzivanych u NASH, ICP nebo v 1é¢bé privodnich rizik dulezitd znalost
jejich vlivu na dané mechanizmy. Primarnim cilem této asti je proto detailné studovat vliv latek €asto pouzivanych
v lé¢bé kardiovaskularnich a metabolickych rizik u onemocnéni doprovazejicich NASH a ICP na mechanizmy tvorby
Zlu€e a homeostazu Zlu€ovych kyselin na relevantnich zvifacich. Tato IéCiva vykazuji potencial pro pfiznivé zmény
v procesech tvorby Zlu€e, nicméné konkrétni informace v literatufe schazeji. Zmény detekované na urovni exprese
zapojenych enzymd, transportér a nuklearnich receptor v jatrech a ileu jsou proto korelovany s hladinami jednotlivych
Zlu€ovych kyselin a dalSich endobiotik v plazmé a Zlugi, a souasné s histopatologickymi zmé&nami v jatrech s cilem
odhalit vzajemné patofyziologické vazby. Neméné dllezité je popsani G¢inku planovanych Ié¢iv na zminéné vazby u
zdravych zvifat, jelikoZz dana lé€iva jsou klinicky ¢asto pouzivana i v situacich bez pfitomnosti NASH nebo ICP.
Jaterni Gu€inky aktivace nuklearnich receptori PXR, FXR a CAR

Pregnanovy X receptor (PXR) a Konstitutivni androstanovy receptor (CAR) maji hlavni funkci v regulaci exprese
enzymU a transportnich protein( zasadnich pro metabolismus, distribuci a exkreci 1&€iv. Jejich stimulaci jsou mimo




jiné zprostfedkovany lékové interakce zalozené na indukci metabolismu a exkrece. Farnesoidni X receptor (FXR)
ma centralni roli v regulaci syntézy a transportu zZlu¢ovych kyselin. Jeho hlavni roli je ochrana hepatocytl pred
toxickym vlivem kumulujicich se Zlu€¢ovych kyselin béhem cholestatickych onemocnéni. Receptor je aktivovan zlu¢ovymi
kyselinami, coz vede k supresi jaterni exprese enzym(i zodpovédnych za jejich syntézu z cholesterolu (napf. CYP7A1,
CYP8B1, nebo CYP27A1) a soucasné je indukovana exprese transportnich proteint zprostfedkujicich exkreci zluCovych
kyselin z hepatocytu na apikalni (BSEP) i bazolateralni membrané (MRP4, OSTalfa/beta). Kromé téchto ucinku vSak
PXR, FXR i CAR receptor vykazuiji pfi stimulace fadu u¢inku na intermediarni metabolismus napf sacharidd, lipiddl, nebo
cholesterolu, coz prokazalo pozitivni u€inky nejenom u cholestatickych onemocnéni, ale i u regenerace jater nebo NASH.
Cilem této ¢asti vyzkumu skupiny je proto hodnotit viiv aktivace zkoumanych nuklearnich receptord béhem raznych
fyziologickych a patologickych situaci.

Tato ¢ast je feSena v Uzké spolupraci se skupinou prof. PharmDr. Petra Pavka, Ph.D. z Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové.

Farmakokinetika lé¢iv v preklinickych studiich

Znalost farmakokinetickych charakteristik studovanych I[éciv, tj. absorpce, distribuce, metabolismu a exkrece, je
zakladnim pfedpokladem Uspésné farmakoterapie pfi minimu nezadoucich ucinkl a Iékovych interakci. NasSe skupina
se proto dlouhodobé vénuje hodnoceni kinetickych parametrt (clearance, biliarni a mo€ova exkrece, distribuéni objem,
bilogicky polo¢as eliminace a biologicka dostupnost) u stavajicich nebo nové vyvijenych IéCiv. Zakladem je pouziti
vhodnych in vivo a in vitro modelll ve spojeni s pokrocilymi analytickymi a matematickymi metodami.
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Vybaveni a metody

Laboratore skupiny LivPharm na Ustavu farmakologie LF HK jsou dobfe vybaveny tak, aby umozfiovaly in vivo a in vitro
studie kinetiky a dynamiky IéCiv spolu s podrobnou analyzou ziskanych vzork( béznymi analytickymi, biochemickymi
a molekularné biologickymi metodami.

Vybaveni

Quant Studio-7 gPCR (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA) for qRT-PCR nucleic acid analyses;

Simple WES automatic analyser and/or Bio-Rad electrophoretic and transblot units together with chemiluminiscent
analyser Fusion Solo S (Vilber, France) for Western blot protein analysis;

Agilent 1260 Infinity Il HPLC system (Palo Alto, CA, USA);

IVIS Spectrum (Perkin Elmer) in vivo imaging system, Vetscan Il biochemical analyser, inhalation anesthesia, syringe
pumps, heated platforms and temperature controls forin vivo experiments;

Spark microplate reader with CO2module (Tecan, Grédig, Austria) for biochemical and in vitrocellular analyses;
Microscope BX51 (Olympus) with imagedJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD; http://rsweb.nih.gov/ij/) and
NIS software analysis (Laboratory Imaging, Czech Republic) for histological evaluation.

Standard hematological and biochemical analyses of blood and serum samples from rats are performed by routine
methods in Central laboratories of University Hospital using Sysmex XE-2100 analyzer (Sysmex, Kobe, Japan) and
Modular PP analyzer (Roche, Basel, Switzerland), respectively.

LC-MS analyses are performed at cooperating Department of Biochemistry on a HPLC system Dionex Ultimate 3000
(Dionex Softron GmbH, Germany) and a triple quadrupole mass spectrometer TSQ Quantum Access Max with H-
ESI Il probe (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA)

Metody

Studie na zvifatech. Kinetika endogennich nebo exogennich latek se analyzuje na potkanech nebo mysich odbérem
vzork( krve, Zluci, moci a stolice a odbérem tkani v prislusnych ¢asovych bodech. V8em zvifatim byla poskytnuta
humanni péce v souladu se smérnicemi stanovenymi institucionalni komisi pro pouziti a péci o zvifata LF HK.
Protokoly pokust jsou diskutovany a schvalovany stejnou komisi.

Pro studium poSkozeni jater analyzujeme pfisluSsné bioindikatory v plazmé, provadime histologické a
imunohistologické barveni jater, zjiStujeme koncentrace redukovaného a oxidovaného glutathionu, cholesterolu a
Zlu€ovych kyselin v jatrech. Koncentrace BA v plazmé, ZluCi a stolici se méfi metodou LC-MS.

Na zakladé studie analyzujeme 30-50 genl (pomoci qRT-PCR) a proteint (pomoci Western blotu), abychom odhalili
zmény enzymd, transportéru a jejich regulator uplatriujicich se v lipidomice a produkci Zlugi.

Experiment in vitro provadime na burikach HepaRG a HepG2.

Spoluprace

Assoc. prof. Otta Ku€era, M.D. Ph.D., Prof. Zuzana Cervinkova, M.D., Ph.D., Prof. Milan Holecek, M.D.,
Ph.D., Department of Physiology, Faculty of Medicine in Hradec Kralove, Charles University in Prague, Simkova
870, Hradec Kralove 50003, Czech Republic

Prof. Jaroslav Mokry, M.D. Ph.D., Department of Histology and Embryology, Faculty of Medicine in Hradec Kralove,
Charles University in Prague, Simkova 870, Hradec Kralove 50003, Czech Republic

Assoc. Prof. Marian Kacerovsky, M.D., Ph.D., Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty of Medicine in
Hradec Kralove, Charles University in Prague, University Hospital Hradec Kralove, Sokolska 581, Hradec Kralove
50005, Czech Republic

Jiri Grim, M.D., Ph.D., Department of Oncology, Faculty of Medicine in Hradec Kralove, Charles University in Prague,
University Hospital Hradec Kralove, Sokolska 581, Hradec Kralove 50005, Czech Republic

Prof. Petr Pavek, PharmD., Ph.D., Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy in Hradec
Kralove, Charles University in Prague, Heyrovskeho 1203, Hradec Kralove 50005, Czech Republic

Prof. Petr Nachtigal, PharmD., Ph.D., Department of Biological and Medical Sciences, Faculty of Pharmacy in
Hradec Kralove, Charles University in Prague, Heyrovskeho 1203, Hradec Kralove 50005, Czech Republic

Prof. Frantisek Staud, PharmD., Ph.D., Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy in
Hradec Kralove, Charles University in Prague, Heyrovskeho 1203, Hradec Kralove 50005, Czech Republic

Prof. Libor Vitek, M.D., Ph.D., Ustav Iékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Petra Hirsova, PharmD., Ph.D., Mayo Clinic, Rochester, USA

Prof. Mathieu Vinken, Department of Toxicology, Faculty of Medicine and Pharmacy, Vrije Universiteit
Brussel, Laarbeeklaan 103, 1090 Brussels, Belgium

Nathan Cherrington, PhD, ATS, Department of Pharmacology and Toxicology, University of Arizona, Tucson, AZ,
85721, USA.
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Reseni granta

Obdobi

Nazev grantu (€islo)

Grantova agentura

2019-2021

Novel interventions for the treatment of
triglycerides, cholesterol and bile acids
diseases with human CAR ligands
(19-14497S)

GACR

2018-2020

Role of iron depletion and
Mrp2 deficiency for development
of  estrogen-induced cholestasis
(556218)

GAUK

2018-2020

Effect of cardiovascular drugs on
the development of non-alcoholic
steatohepatitis (346218)

GAUK

2018-2021

PERSONMED - The centre for
personalized medicine development
in age-dependend disorders
(CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_048/0007441)

MSMT EDRF

2017-2019

Dynamics of nuclear receptor-
mediated gene regulation:implement
for the understanding of detoxification
functions and optimization of therapy
(GA17-06841S)

GACR

2015-2017

Tissue and soluble endoglin and their
importance in endothelial dysfunction
and atherogenesis in vivo and in vitro
(GA15-24015S)

GACR

2012-2015

Increasing of the R&D capacity
at Charles University through
new position for graduates of
doctoral studies (Postdoci Il UK) -
CZ.1.07/2.3.00/30.0061

MSMT-OP VVV

2012-2014

Breast cancer pathophysiology and its
modulation by plant anticancer agents
boldine and alpha-tomatine (NT13473)

GA

2009-2011

The study of potential importance
of epigallocatechin gallate in the
prevention and treatment of the liver
injury caused by intrahepatic and
extrahepatic cholestasis (116807)

GAUK

2008-2010

The study of the potential therapeutic
importance of pravastatin in the
treatment of the liver injury caused
by acute and chronic extrahepatic
cholestasis and biliary cirrhosis in rats.
(122408).

GAUK

2005-2009

COST B.25.10 (1P050C062):
Physiologically based prediction of
pharmacokinetics prior to in vivo
studies: Focus on hepatic and renal
elimination.

COST

2005-2007

Cytochrome P450 3A4 and multidrug
resistance proteins MDR1 and MRP2
as a major cause of drug-drug
interactions at the level of drug
elimination from organism (92/2005/C)

GAUK




2002-2004

Evaluation of changes in MRP2
expression on the canalicular
membrane of hepatocytes and their
influence on liver methotrexate
elimination (89/2002/C/LFHK)

GAUK

2000-2005 COST B.15.30. Prediction of metabolic| COST
drug-drug interactions based on in
vitro experiments

1997-1999 In vivo evaluation of CYP3A4 activity | GAUK

(57/1997/C)




