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Jéatra jsou hlavnim biotransformacnim orgdnem lidského organismu. Zdaleka ne
vSechny latky mohou pies hepatocytarni membranu pronikat prostou difuzi. V téchto
ptipadech je jejich pfenos pfes membranu umoznén prostiednictvim specializovanych
transportnich proteinti. Uptakové transportéry lokalizované na bazolaterdlni membrané
hepatocytii maji dulezitou roli pii ptenosu latek z krve do jater, kde nasledné miize
dochdzet k jejich biotransformaci. Dilezitym zastupcem této skupiny je OCTI
transportér, ktery prenaSi organické kationty. Efluxni transportéry lokalizované
na apikalni membrané jsou naopak dulezité pro ptenos latek z jaternich bunék do Zluce,
¢imz umoziuji jejich eliminaci touto cestou. Prikladem takového transportéru je BCRP.
Z divodu Siroké substratové specificity patii oba lékové transportéry mezi hlavni
mechanismus vzniku Iékovych interakci. Cilem této prace bylo vyuZit substraty
a inhibitory téchto dvou transportéri k ovéfeni funkcnosti bunééné¢ho modelu. Byly
pouzity psi jaterni buitky MDCK II stabilné transfekované lidskymi transportéry OCT1
a/nebo BCRP. Jako substrat téchto transportéri byl pouzit radioaktivné znaceny
lamivudin. Lamivudin je nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy, ktery se pouziva
v kombinaci s jinymi antivirotiky k 1é¢bé HIV. K inhibici transportérii byly vyuzity
antibakteridlni chemoterapeutikum trimethoprim (inhibice OCTI1) a protedzovy
inhibitor ritonavir (inhibice BCRP a OCT1). ZvySeni akumulace lamivudinu u bunék
s OCT1 transportérem ve srovnani s kontrolnimi buiikami bylo stanoveno pomoci
akumula¢ni studie. Pii akumulacni studii provedené za snizené teploty (4 °C) doslo
ke snizeni akumulace lamivudinu, coz potvrdilo ucast aktivniho transportu na pfenosu
této latky. Pfi soucCasném podani ritonaviru nebo trimethoprimu doslo ke snizeni
intracelularni akumulace lamivudinu. Testovany model tedy muze byt pouzit pro dalsi
testovani a ptipadné odhalovani Iékovych interakci na trovni téchto transportnich

proteint.
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Liver is the main biotransformation organ of human organism. Not every
substance can cross the cell membrane of hepatocytes by simple diffusion. Transport
of such substances across the membrane is mediated by specialized transport proteins.
Uptake transporters localized on the basolateral membrane of hepatocytes play a crucial
role in uptake of compounds from blood into hepatocytes, where the biotransformation
takes place. OCT1 transporter belongs between important members of this group,
it transports organic cations. Efflux transporters localized on the apical membrane
are responsible for transport of substances from hepatocytes to bile canalicular and
these transporters mediate their elimination in this way. BCRP is an example of this
group of transporters. Drug transporters represent one of the most important
mechanisms of drug-drug interactions due to their wide range of substrates. The aim
of this study was to evaluate the function of novel cell models using substrate
and inhibitors of these transporters. Stably transfected MDCK 1I cells expressing human
OCT1 and/or BCRP transporters were used for this purpose. Lamivudine was used
as substrate of studied transporters; it is a nucleoside reverse transcriptase inhibitor used
in combination antiretroviral therapy of HIV. Antibacterial chemotherapeutic
trimethoprim (an inhibitor of OCT1) and protease inhibitor ritonavir (an inhibitor
of BCRP and OCT1) were used for inhibition studies. Significantly higher intracellular
accumulation of lamivudine was observed in the monolayer of MDCK-OCT1 compared
to control cell line MDCK II using accumulation assays. Decreased temperature (4 °C)
significantly reduced intracellular accumulation of lamivudine, confirming
the involvement of active transport mechanism. Co-administration of ritonavir
or trimethoprim decreased intracellular accumulation of lamivudine. This model can

be used for further studies and detection of transporter-mediated drug-drug interactions.
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1 Seznam zKkratek

ABC
ADME
AIDS
ATP
ATP7B
AUC
BCA
BCRP
BSA
BSEP
Cmax
CSF
DMEM
ENT
FBS
FITC
HBV
HEPES
HIV
K
MATE

MDCK II

MDR

ATP-dependentni transportni membranovy protein (ATP-binding cassette)
absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece

syndrom ziskaného imunodeficitu (acquired immune deficiency syndrome)
adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

,»ATPase copper transporting 3 polypeptide*

plocha pod kiivkou (area under the curve)

bicinchoninova metoda (bicinchoninic acid assay)

,breast cancer resistance protein‘

bovinni sérovy albumin

efluxni transportér pro sole zlucovych kyselin (bile salt export pump)
maximalni dosazena plazmaticka koncentrace 1é¢iva

mozkomisni mok (cerebrospinal fluid)

,Dulbecco's modified Eagle medium*

ekvilibra¢ni nukleosidovy transportér

fetalni bovinni sérum

»fluorescein isothiocyanate conjugate*

virus hepatitidy B

N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina

virus lidského imunodeficitu (human immunodeficiency virus)
Michaelisova konstanta

multidrug and toxin extrusion protein

Madin-Darbyho psi ledvinné bunky II (Madin-Darby canine kidney
cells II)

»~multidrug resistance protein*



MEM minimalni esencialni médium

MPP* N-methyl-4-fenylpyridinium

MRPs ,multidrug resistance-associated proteins*

NBD nukleotidy véazajici doména

NTCP ,hatrium/taurocholate cotransporting polypeptide*

OAT transportér pro organické anionty (organic anion transporter)

OATPs polypeptidy transportujici organické anionty
OCT transportér pro organické kationty (organic cation transporter)
OCTN ,organic cation/carnitine transporter

Opti-MEM ,,Opti-minimal essential medium*

PEPT peptidické transportéry

PBS fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
SLC transportéry nadrodiny solute carrier

TER transepitelialni rezistence

TMD transmembranova doména

Vimax maximalni rychlost transportu



2 Uvod

Pohyb latek ptes lipidovou dvojvrstvu je nezbytny pro jejich funkci a eliminaci.
Nekteré latky vyuzivaji k presunu do bunék a ven z bun€k mechanismus prosté difuze.
V ostatnich ptipadech, z divodu fyzikdlnich a chemickych vlastnosti latek (velikost,
hydrofilita, naboj), vyzaduji latky asistenci pro pfestup pifes membranu.
Ke zprostfedkovani pienosu latek pies membrany slouzi specializované proteiny,
nazyvané jako transportéry. Transportéry jsou exprimovany v mnoha tkanich. Jejich
substraty mohou byt latky té€lu vlastni (hormony, glukéza, aminokyseliny,

neurotransmitery), ale i cizorodé, jako jsou 1é¢iva (Klaassen a Aleksunes 2010).

Transportni proteiny vyznamné reguluji prostup 1é¢iv do riznych orgéna a tkani.
V hematoencefalické bariéfe transportéry zamezuji vstupu xenobiotik a chrani tak
centrdlni nervovou soustavu pied vstupem cizorodych latek, 1éCiv a metaboliti.
V nadorech je ptitomnost nékterych transportérti odpovédnd za rezistenci k 1é¢ivam,
ktera jsou jejich substraty. Nejen samotnd struktura, ale i afinita a aktivita prislusnych
transportnich proteinii urcuje, jaké mnozstvi 1é¢iv do organismu vstoupi, jak budou

distribuovéna, biotransformovana i eliminovéna (Skdlova 2017).

Transportéry vyznamné ovliviiuji farmakokinetiku 1é¢iv, hraji klicovou roli
v jejich absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci (ADME). Transportéry ve stfevé
ovliviiuji absorpci, ale 1 exkreci lé€iv. Transportéry lokalizované na membrané
hepatocytti umoznuji vstup 1é¢iv do jater, hlavniho mista jejich metabolismu. V jatrech
se transportéry také podili na vylu¢ovani 1é¢iv a jejich konjugath do zluci. V ledvinach
transportéry slouzi k eliminaci 1é¢iv a reabsorpci n€kterych 1é¢iv z moci zpét do tubuld.
Tubularni sekreci dochazi k vyluovani latek, 1é¢iv a jejich konjugati do moci (Skdlova

2017).

Transportéry ovlivilyji také farmakodynamiku 1é¢iv, pfimo urcuji miru jejich
farmakodynamického ucinku. Piikladem muze byt skupina hypolipidemickych 1é¢iv
statind, jejichZz mechanismus UuUc¢inku spocivd v inhibici syntézy cholesterolu
v hepatocytech. Transport do jater tedy klicovy pro jejich vysledny ucinek (Skdlova
2017).



Transportéry jsou mistem, kde dochézi k interakcim 1é¢iv. Tyto interakce mohou
byt inhibi¢ni nebo indukéni a mohou se tykat efluxnich i influxnich transportért.
Nejvice téchto 1ékovych interakci se tyka hlavnich transportéri 1éCiv, mezi které patii
BCRP, P-glykoprotein, OAT1, OAT3, OCT1 a OCT2. Potencialni Iékové interakce
mohou vést k nepfiznivym a vaznym reakcim v dasledku zmény ADME Iékovymi
transportéry. Mohou mit vliv na ucinnost a toxicitu podavanych léCiv. Podstatny
klinicky vyznam maji interakce, které maji za nasledek zménu koncentrace léciva
v misté pusobeni mimo terapeutické okno. Interakce nemusi vést vzdy ke snizeni u¢inku
1é¢iva nebo k jeho skodlivému plsobeni na organismus. Nékteré interakce mohou mit
zamérn¢ priznivy efekt. Lékové interakce jsou tedy jednim zrozhodujicich faktort

uspésné a ucinné farmakoterapie (Endres et al. 2006, Liang et al. 2015).

Nemusi se jednat jen o interakci 1€k-1€k, ale i interakce 1éki a endogennich
molekul (hormony, Zlu¢ové kyseliny, neurotransmitery), jejichz ptenos a distribuce
zavisi na aktivité transportéra. Inhibice téchto transportérti [é¢ivy mize vést k naruSeni

transportu endogennich latek, coz miize mit vazné nasledky (Liang et al. 2015).

Transportéry jsou vyuzivany jako lécebny cil v klinické terapii. Piikladem mutze
byt inhibice SGLT2 transportéru v 1écbé diabetu, kde se uplatituje napiiklad
empagliflozin nebo dapagliflozin. Dal§im piikladem je vyuziti inhibice MDR a MRP
transportérit v 1é€bé rakoviny. Transportéry jsou nezbytné pro fyziologickou funkci
organismu, zaroven maji diileZitou roli pfi vyskytu nemoci. Pochopeni fyziologické role
transportérti pfi normalnim ale i patofyziologickém stavu mize mit vyznam pro vyvoj

novych 1é¢iv a nové 1&Cby (Liang et al. 2015).
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3 Teoreticka Cast

3.1 Transportni proteiny

Transportéry jsou specializované proteiny, které slouzi k pfenosu latek
pies lipidovou dvojvrstvu. Zprostfedkovavaji prenos latek do bunék a ven z bunck
pomoci aktivnich a pasivnich mechanismt. Aktivni transport nastava, pokud jsou latky
pfenaSeny pies membrdnu proti sméru koncentra¢niho gradientu nebo na zdklade
elektrochemického potencialu. Transportéry jsou lokalizované v membrané, nejcastéji
cytoplazmatické, anachdzi sesnad ve vSech tkénich lidského téla. Prevazné
zprostiedkovavaji transport eubiotik. Mezi eubiotika patii z okoli ptijaté Ziviny, voda,
vzduch, vitaminy, mineraly a vSechny latky télu vlastni. Substratem tedy mohou byt
latky exogenni i endogenni. Existuje pocetna skupina membranovych proteint, které
prenasi latky cizorodé neboli xenobiotika. Jedna se o 1ékové transportéry. Transportéry
jsou dulezit¢ naptiklad pro cirkulaci fyziologickych latek a zivin, likvidaci
metabolickych produktt, detoxikaci, pfemisténi 1éCiv a jejich odstranéni (Klaassen

a Aleksunes 2010, Skalova 2017).

Obecné miizeme membranoveé transportéry rozdélit do dvou hlavnich nadrodin,
na ATP-dependentni transportni membranové proteiny ABC (z angl. ATP-binding
cassete, skupina transportéri zavislych na ATP) a SLC transportéry (transportéry
nadrodiny solute carrier, pfenasece hydrofilnich latek) (Liang et al. 2015).

Transportéry mulZeme rozliSovat podle toho, vjaké formé piijimaji energii
nutnou k transportu substrati na primarni, sekundarni a terciarni. Pfi primdrnim
aktivnim transportu substrat prochazi proti sméru gradientu pies transportni protein.
Energie potfebna k tomuto transportu je vytvotrena hydrolyzou ATP (adenosintrifosfat).
Sekundérni aktivni transport latky je spfazen s pfenosem jiné latky, Casto se jedna
orizné ionty. Tento typ transportu se také nazyva kotransport. MlzZe se jednat
o transport latek ve stejném sméru (symport) nebo ve sméru opacném (antiport).
Antiport transport ¢asto vytvoii elektrochemicky gradient sdm o sobé&, ktery muiize byt

vyuzit k terciarnimu aktivnimu transportu (Klaassen a Aleksunes 2010).



Podle sméru transportu mizeme d¢lit transportéry na tzv. "uptake" a "eflux"
transportéry. Uptake importuji substraty do buiky, efluxni transportéry exportuji
substraty ven z bunky (Skdlova 2017).

3.1.1 ABC transportéry

ABC transportéry jsou primarni transportéry, které vyuzivaji energii z hydrolyzy
ATP k transportu substrati ptfes membranu. Funguji jako efluxni pumpy, které
odstranuji latky z bunc¢k nebo organel. Jedna se o intracelularni i1 extracelularni
transportéry. Nékteré se nachazi apikalné, nékteré jsou lokalizovany na bazolaterdlni
membrané epitelialnich bunék, enterocyt nebo hepatocytl (Klaassen a Aleksunes 2010,

Skalova 2017).

Nadrodina ABC transportnich proteinii zahrnuje rozmanitou skupinu proteini
vcéetné MDRs (multidrug resistance proteins), MRPs (multidrug resistance-asociated
proteins), BCRP (breast cancer resistance protein), BSEP (efluxni transportér pro sole
zlu¢ovych kyselin, bile salt export pump). Mezi nejvyznamnéjsi v souvislosti
s transportem 1é¢iv patii P-glykoprotein (P-gp, MDR1), MRPs a BCRP (Klaassen
a Aleksunes 2010).

3.1.2 SLC transportéry

SLC transportéry typicky vyuZivaji sekundarni nebo terciarni aktivni transport
k pfenosu latek pres membranu. Substrat je pfenaSen proti sm€ru gradientu. Energie
k pfenosu je ziskdna z kotransportu nebo antiportu latek, které tvoii na membrané
gradient. Sekundarni vyuZzivaji jeden gradient, terciarni dva. SLC transportéry také
mohou ptenaset latky mechanismem facilitované difuze. Pii facilitované difuzi prechazi
latky pfes membranu po svém elektrochemickém gradientu. Jedné se vétSinou o uptake

transportéry (Liang et al. 2015, Skalova 2017).

SLC transportéry se ¢leni do dalSich rodin, vyznam pro transport 1é¢iv mé rodina
SLC22, mezi jeji zastupce patii skupina transportérti pro organické kationty OCT
(organic cation transporter) a organické anionty OAT (organic anion transporter).
Do této rodiny patii také transportéry OCTNs (organic cation/carnitine transporters).

Rodina SLCO zahrnuje skupinu polypeptidl transportujicich organické anionty OATP.



Dale do nadrodiny SCL transportérii patii NTCP (natrium/taurocholate cotransporting
polypeptide), peptidické transportéry (PEPT), ekvilibracni nukleosidové transportéry
(ENT) nebo tzv. MATE transportéry (multidrug and toxin extrusion transporter)
(Klaassen a Aleksunes 2010).



3.2 Transport litek pres bunééné membrany hepatocytu

Jatra jsou hlavnim organem metabolismu 1éCiv. Na apikalni a bazolateralni
membrané hepatocytli se nachazi celd fada uptake a efluxnich transportérti, které mayji
vliv na farmakokinetiku 1é¢iv, 1€kové interakce, jejich bezpecnost a cinek. Uptake
transportéry usnadnuji pfenos 1é¢iv z krve do jater. V jatrech probiha nasledné
zpracovani 1é¢iv metabolizujicimi enzymy a vyluCovacimi transportéry. Néktera 1€Civa
transportovana do jater zde nemusi byt metabolizovana, ale misto toho jsou
transportovana pies membranu do Zzlu¢i nebo efluxnimi transportéry piendsena
pres bazolateralni membranu zpét do krve. VSechny dutlezité transportéry jsou
znazornény na obr. 1. Jaterni transportéry se podili na enterohepatélni cirkulaci 1é¢iv

(Patel et al. 2016, Skalovad 2017).

Blood NTCP OAT2.7 OATP1B1 OATP1B3 0oCT1 OATP2B1 OCT3

Basolateral
membrane

Basolateral
membrane

Blood gyr1.2 mres MRP3 MRP4 OSTa-OST

Obr. 1 Subcelularni lokalizace wuptake a efluxnich transportnich proteint
v hepatocytech. Transportéry s klinicky vyznamnym vlivem na dispozici léCiv
nebo metabolitd jsou oznaceny plnym symbolem. S otevienym symbolem jsou uvedeny
transportéry, u kterych neni znama klinickd vyznamnost. Smér transportuje znazornén

ptislusnou Sipkou (ptevzato z: Patel et al. 2016).



3.2.1 Bazolateralni uptake transportéry

Organické anionty jsou do hepatocytll pfenaseny skupinou membranovych
prenaseci OATP (polypeptidy transportujici organické anionty). Jedna se o transportéry
patiici do rodiny SLCO. Latky transportovany timto systémem patii mezi organicka
barviva, konjugéty steroidli, anionické oligopeptidy, hormony S§titné zlazy, toxiny
aléciva. OATP také transportuji zluCové kyseliny mechanismem, ktery neni zavisly
na sodiku. V disledku vyrazné exprese OATPIB1 a OATPIB3 na bazolateralni
membrané hepatocytli, predstavuji tyto transportéry velmi zasadni mechanismus
pro uptake chemickych latek do jater. Mezi substrity OATP1B1 a OATP1B3 patii
napiiklad ansamycinové antibiotikum rifampicin, hypolipidemika ze skupiny statini
a hormon §titné zlazy thyroxin. Genetické polymorfismy téchto transportnich proteint
maji vliv na farmakokinetiku substrati z fady 1é¢iv (Cervinkova 2018, Klaassen

a Aleksunes 2010).

OAT transportéry (organic anion transporters) jsou ¢lenové rodiny SLC22.
Zprosttedkovavaji uptake malych hydrofilnich anionickych sloucenin.V jatrech jsou
exprimovany OAT2 a OAT7. Jaterni OAT nejsou mistem klinicky vyznamnych
lékovych interakci a neni znamo, ze by jejich genetické polymorfismy ovliviiovaly

farmakokinetiku 1€¢iv (Patel et al. 2016).

OCT1 transportér (SLC22A41) je zodpovédny za pienos organickych kationtl
do hepatocytli. OCT1 piendsi modelové substraty (napt. tetraecthylammonium), ale
1 fadu 1€¢iv. Tento transportér je kliCovy pro pfenos antidiabetika metforminu do jater,

hlavniho mista jeho farmakologického uéinku (Klaassen a Aleksunes 2010).

NTCP (natrium/taurocholate cotransporting polypeptide) (SLCI0A41) patii
do skupiny SLC transportnich proteinll. Jednd se o jaterni uptake transportér, ktery je
lokalizovéan nabazolateralni membrang hepatocytli. Pfenasi Zlucové kyseliny (predevsim
kyseliny kojugované s taurinem) do hepatocyti. K transportu vyuziva sodny gradient.
Bylo zaznamenéano, Ze nckterd léciva ze skupiny hypolipidemik statindi a HIV
antivirotik mohou interagovat s timto transportérem. NTCP ma omezenou schopnost
pfenaset léky a neni znamo, ze by byl dllezity pro farmakokinetiku lé¢iv. AvSak
inhibice tohoto transportéru 1éCivy mize mit za nasledek naruseni toku zluCovych
kyselin, coZ muZe vést k hyperbilirubinémii (zvySené hladiny bilirubinu v krvi)

(Klaassen a Aleksunes 2010, Patel et al. 2016).
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ENTs (ekvilibraéni nukleosidové transportéry) jsou facilitované transportéry
patfici mezi SLC transportéry. Jsou exprimované na bazolateralni membrané hepatocytt
a zprostfedkovavaji transport nukleosidi po sméru koncentra¢niho gradientu. Tyto
transportéry mohou také zprostiedkovat uptake nukleosidovych latek, které patii
do skupiny 1éCiv, naptiklad antivirotika ribavirinu. Lékové interakce s témito

transportéry se zatim neukézaly nijak klinicky vyznamné (Patel et al. 2016).

3.2.2 Apikalni efluxni transportéry

Tyto transportni proteiny jsou zodpovédné za biliarni exkreci endogennich latek
a xenobiotik. Na eliminaci 1é¢iv a jejich konjugati z hepatocytd do zluci se podileji

predevsim efluxni transportéry MRP2, P-gp a BCRP (Skalova 2017).

MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) (ABCC2) patii do rodiny
ABCC transportérti. Zprostiedkovava bilidrni exkreci anionickych 1é¢iv a metaboliti.
Prenasi latky konjugované s glutathionem, se zbytkem glukuronové kyseliny,
nebo sulfatem do zlu¢i. MRP2 hraje dtlezitou roli v eliminaci konjugovaného bilirubinu
(bilirubin glukuronidu). Nepfitomnost funkéniho MRP2 na apikalni membrané

hepatocytu zplisobuje konjugovanou hyperbilirubinémii (Nies a Keppler 2007).

Dal$im efluxnim transportérem v jatrech je P-glykoprotein (ABCBI), nékdy téz
oznacovan jako MDR1. Mezi jeho substraty patii Siroké spektrum nizkomolekuldrnich,
lipofilnich a casto kationickych sloucenin. Substraty z fady lé¢iv patii do skupiny
inhibitorit HIV protedzy, imunosupresiv i chemoterapeutik (Klaassen a Aleksunes 2010,

Patel et al. 2016).

BCRP (breast cancer resistance protein) (ABCG?2) je dilezity pro vyluCovani
exogennich latek do Zlu¢i. Transportuje Siroké spektrum terapeutickych latek a jejich
metaboliti. Jedna se o transportér z nadrodiny ABC. Genetické polymorfismy BCRP
mohou mit vliv na farmakokinetiku jeho substratl (Klaassen a Aleksunes 2010, Patel et

al. 2016).

BSEP (efluxni transportér pro sole Zlu€ovych kyselin) (ABCBII) patii mezi
primarni exportér ZzluCovych kyselin. Mechanismem aktivniho transportu pfenasi

konjugaty zluovych kyselin (napf. taurocholéat, glykocholat) do zluci. Patii mezi
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transportéry z nadrodiny ABC. Ptenos latek je zavisly na ATP (Klaassen a Aleksunes
2010).

Transportér ATP7B (ATPase copper transporting [ polypeptide) je dulezity
pro vyluCovani médi z jater do zlu¢i. Mutace ATP7B genu ma za nasledek autozomalné
recesivni dédi¢né onemocnéni zvané Wilsonova choroba. V disledku poruchy exkrece
meédi se méd kumuluje v jatrech, coz mize mit za néasledek patologické stavy jako

cirhdzu jater, hepatitidu, jaterni steatozu az jaterni selhani (Klaassen a Aleksunes 2010).

3.2.3 Bazolateralni efluxni transportéry

Odstranéni latek z hepatocytu do krve je uskuteciovano transportéry
na bazolaterdlni (sinusoidalni) membrané. Tyto transportéry prenasi endogenni
slouceniny, xenobiotika a jejich poldrni metabolity. Nejvyznamngjsi jsou transportéry
MRP3 (4BCC3) a MRP4 (4BCC4). MRP (multidrug resistance-asociated protein) patii
do rodiny ABCC transportéri. MRP3 a MRP4 se podili na transportu zlu¢ovych
kyselin, prenasi 1éCiva a rovnéz také jejich glukuronidované a sulfatované konjugaty.
Glukuronidace je dilezitda pro detoxikaci a exkreci polarnich chemickych latek.
Glukuronidovany konjugit morfinu je substrdtem MRP3. Mezi dal$i substraty patii
naptiklad antihistaminikum fexofenadin. MRP4 transportuje z jater do sinusoidalni krve
sulfatové konjugaty latek. Mezi substraty patii hypolipidemikum rosuvastatin

a antivirotika ze skupiny nukleosidovych analog (Klaassen a Aleksunes 2010, Patel

etal. 2016).
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3.3 BCREP transportér

BCRP (breast cancer resistance protein) je transportér patiici do nadrodiny ABC
transportérti, konkrétné¢ se jednd o ¢len ABCG2. BCRP funguje jako homodimer,
pro svou spravnou funkci musi vytvaret v bunééné membrané dimery, jejichz ob¢
jednotky jsou totozné. BCRP je tvofen z jedné NBD (nukleotidy vazajici doména)
ajedné TMD (transmembranové domény) spojené v jeden polypeptidovy fetézec.
Na intraceluldrni  vazebné misto pro ATP (NBD doména) navazuje Sest
transmembranovych segmentti, které jsou zndzornény na obr. 2. Na rozdil od jinych
ABC transportnich proteini, NBD (nukleotidy vazajici doména) se nachazi v blizkosti
N-konce polyproteinu. N-konec a C-konec proteinu je lokalizovan intracelularné.
Posledni extracelularni smycka je z nejvétsi pravdépodobnosti N-glykosilovana. Jde
o efluxni transportér pienasejici substrat proti gradientu transportované latky (Schinkel

a Jonker 2012, Taylor et al. 2017).

Extracellular

Plasma
membrane

Cytoplasm

Obr. 2 Grafické znazornéni struktury proteinu BCRP (ptevzato z: Taylor et al. 2017).

BCRP se nachézi naptiklad na bazolaterdlni membrané hepatocytl, kde se podili
na eliminaci 1é¢iv a jejich konjugatl do ZluCe. Ve stfevé je lokalizovan na apikdlni
membrané enterocyti a vyznamné ovliviiuje absorpci fady vysokomolekuldrnich
lipofilnich substratti. Substraty jsou vypuzovany zpét témito transportéry. To ma
za nasledek snizeni biodostupnosti téchto substratli a zabranéni jejich absorpce. BCRP
se také podili na intestindlni eliminaci n€kterych 1é¢iv (napt. kardiotonika digoxinu)

a organickych iontd z krve do lumen stfeva. V hematoencefalické bariéfe zamezuje
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vstup xenobiotik do endotelidlnich bun¢k. Zabranuje tak vstupu cizorodych latek, 1éCiv

a jejich metabolitl do centralni nervové soustavy (Skdlova 2017).

Vysoka koncentrace tohoto transportéru je také v lidské placenté, konkrétné
na apikdlni stran¢ syncytiotrofoblastu placentarni bariéry. V prabéhu téhotenstvi tak
chrani plod pfed kumulaci 1é¢iv. Mimo to je mozné detekovat BCRP transportér
v ledvinach, plicich, srdci, varlatech, vaje¢nicich nebo v déloze (Klaassen a Aleksunes

2010, Schinkel a Jonker 2012).

V nadorovych bunkach tyto transportéry aktivné ptenaSi protinadorové léky
(v€etné antracyklinu doxorubicinu, antracendionového derivatu mitoxantronu, nebo
latky ze skupiny kamptotecinli topotekanu) ven z bun€k a tim zplsobuji 1ékovou

rezistenci (Jonker et al. 2000).

3.3.1 Substraty BCRP

Za substraty BCRP byla pivodné oznacovéana Siroka skupina protinadorovych
chemoterapeutik  jako  mitoxantron  (antracendion), derivaty = kamptotecinu
a imunosupresivum metotrexat. Substraty nepatii jen do skupiny chemoterapeutik,
zahrnuji 1 dalsi skupiny 1éc¢iv, napiiklad oi-antagonista prazosin, Hz-antihistaminikum
cimetidin, sulfonamidové antibiotikum sulfasalazin a hypolipidemikum rosuvastatin.
Antivirotika ze skupiny nukleosidovych a nukleotidovych analogli jako zidovudin

a lamivudin jsou také substraty (Mao a Unadkat 20135).

3.3.2 Inhibitory BCRP

Bylo identifikovano velké mnoZstvi inhibitord s rozdilnou chemickou
strukturou. Mnoho inhibitorit P-glykoproteinu jsou také vybornymi inhibitory BCRP.
Inhibitory HIV protézy jako ritonavir, saquinavir a nelfinavir jsou u¢innymi inhibitory
BCRP. Inhibitory tyrozinkindzy (imatinib, nilotinib a apatinib) jsou silnymi dualnimi
inhibitory P-gp/BCRP (Mao a Unadkat 2015).

Inhibitory BCRP mohou byt pouZity ke zlepSeni priiniku protinadorovych 1éciv

do nadorovych buné¢k, které exprimuji BCRP. DalSim divodem jejich pouziti je

zlepseni biodostupnosti substrati BCRP (Schinkel a Jonker 2012).
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3.4 OCT transportéry

OCT transportéry patii do skupiny SLC transportért. Uastni se absorpce,
distribuce a exkrece organickych kationtd. Podili se na transportu zivin, endogennich
aminli a mnoha kationickych 1é¢iv. Tyto transportéry jsou exprimovany v jatrech,
ledvinéch, tenkém stfevé a dalSich organech. Lidsky OCT je kodovan geny rodiny
SLC224. Existuji tfi rozdilni cClenové této transportérové podrodiny — OCTI1
(SLC22A41), OCT2 (SLC2242) a OCT3 (SLC22A43) (Han et al. 2013).

OCT1 se u lidi ptevazné nachazi v jatrech a je zodpovédny za pienos kationtil
z krve do jater. Mimo to, v menSim mnozstvi mizeme detekovat nizkou expresi OCT1
ivostatnich tkdnich. Zatimco OCT2 transportér je prevazné lokalizovan
na bazolaterdlni membrané rendlniho proximdlniho tubulu. OCT3 je exprimovéan
v kosternich svalech, placenté, slinnych zlazach, ale i1 bazolateralni membrané
hepatocyti, avSak v mnohem mensi mife ve srovnani s OCT1 transportérem (Wagner

etal. 2016).

3.4.1 Struktura a funkce OCT1

Polyspecificky pfenase¢ organickych kationti OCT1 (SLC2241) je u lidi
exprimovan v epitelidlnich bunkdch a v nékterych neuronech. Primarné je ale
exprimovan na bazolaterdlni membrané hepatocyti a usnadnuje uptake malych
organickych kationtl ze sinusoidalni krve do hepatocytli. V malé mife se mizeme setkat
s nizkou expresi 1 v jinych organech, nadorovych buiikach a bazofilnich granulocytech.
Miizeme ho nalézt naptiklad v tenkém a tlustém stieve, plicich, srdci a mozku (Koepsell

et al. 2007, Wagner et al. 2016).

Transport kationtli zprostfedkovany OCT1 je nezavisly na sodnych
a chloridovych iontech. OCT1 funguje jako facilitovany transportér a smér pienosu je
zavisly na elektrochemickém gradientu substratu. Negativni membrénovy potencial
uvniti bunky je vyuzit jako hnaci sila k pfenosu substratu do bun&k (Wagner et al.

2016).

Lidsky gen SLC22A41 je vysoce polymorfni, polymorfismy OCT1 mohou mit
zanasledek ztratu jeho transportni funkce a tim padem mohou ovlivnit

1 farmakokinetiku a vysledny efekt 1écby (Seitz et al. 2015).
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Strukturu  tohoto transportniho proteinu tvofi dvanact a-helikalnich
transmembranovych domén (TMDs). Mezi prvni a druhou doménou se nachdzi velka
glykosylovana extracelularni smycka. Dale se protein skladd z velké intracelularni
smycky mezi transmembranovou doménou 6 a 7 obsahujici fosforylovana mista.
N-konec a C-konec je umistén intracelularn€. Struktura OCT1 proteinu je vyobrazena

na obr. 3 (Engler et al. 2011).
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Obr. 3 Grafické znazornéni struktury OCT1 proteinu (ptevzato ze: Seitz et al. 2015).

3.4.2 Substraty OCT1

Nejvice substrati OCT1 patii mezi organické kationty a slabé baze, které jsou
kladné€ nabité pti fyziologickém pH. Nicméné& nékteré nenabité slou¢eniny mohou byt
také transportovany (naptiklad cimetidin pfi alkalickém pH). Substraty lidského OCT]1
zahrnuji modelovy kationt MPP" (N-methyl-4-fenylpyridinium), kationty jako
tetracthylammonium (TEA™), ale také nékteré endogenni slouCeniny, napiiklad cholin
a acetylcholin. Mezi substraty se fadi i fada léCiv, napf. antidiabetikum metformin,
antimalarikum chinin, antiarytmikum chinidin, antivirotika aciklovir a ganciklovir.

Mezi dalsi substraty patfi betablokator atenolol, antiepileptikum lamotrigin

a cytostatikum oxaliplatina (Koepsell et al. 2007, Wagner et al. 2016).

Dalsi substraty lidského OCT1 transportéru jsou piehledné shrnuty

v ptehledovém ¢lanku od kolektivu autora (Hyrsova et al. 2016).
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Nejvétsi vyznam OCT1 spoc€iva v ovlivnéni nitrobunééné koncentrace substratii
v jatrech a ovlivnéni jejich farmakodynamiky. Metformin je, jak jiz bylo zminéno vyse,
substratem jaterniho transportéru OCT1. Hlavnim mistem piisobeni metforminu jsou
jatra anejvyznamnéjsi pro uptake transportér organickych kationtli do hepatocytu je
OCT1. Ztoho plyne, ze OCTI je klicovy faktor, ktery ovliviiuje intraceluldrni
koncentraci metforminu a jeho farmakologicky tuc¢inek. Dal§im substratem OCT1
transportéru je lamivudin. Tato latka slouzi k 1écbé chronické virové hepatitidy B
(HBV) a také HIV infekce (human immunodeficiency virus). Transport do jater je
nezbytny pro interakci s replikujicim virem a ma vliv na vysledek 1é¢by HBV (Wagner

et al. 2016).

3.4.3 Inhibitory OCT1

U nékterych inhibitord OCT receptori ze skupiny l1é€iv byla pozorovana vyssi
afinita k OCT1 v porovnani s OCT2 a OCT3. Slo o antagonistu glutamatovych
receptord fencyklidin, antagonisty histaminovych receptorti difenhydramin a ranitidin,
antagonistu muskarinovych receptori atropin a antidepresivum desipramin. /n vivo
inhibitory OCT1 s nejvyssi afinitou jsou atropin a oi-antagonista prazosin (Koepsell

etal. 2007).
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3.5 Vybrané latky ze skupiny substrati a inhibitori lidskych
transportnich bilkovin OCT1 a BCRP

3.5.1 Lamivudin

Lamivudin, 3-thiacytidin, je analog cytosinu, pyrimidinové nukleové baze, ktera
se podili na stavbé DNA i RNA. Plsobi proti retrovirim a viru hepatitidy B (HBV).
Ve fixni kombinaci se zidovudinem (thymidinovy analog) a abakavirem (guanosinovy
analog) se pouziva k 1écbe HIV infekce. Jejich Gcinek se navzajem dopliuje a ve fixni
kombinace je ucinek aditivni. Lamivudin patii do skupiny nukleosidovych inhibitora
reverzni transkriptdzy a DNA polymerdzy. U DNA virG umoziuje DNA polymeraza
prepis genetické informace. Reverzni transkriptaza je zodpovédnd u RNA viril za prepis

RNA do DNA (Svihovec et al. 2018).

Lamivudin  podléhd intracelularni fosforylaci na aktivni metabolit
lamivudintrifosfat. Ten se inkorporuje do fetézce virové DNA, ukoncuje DNA fetézec

a zabranuje tak replikaci viru (Perry a Faulds 1997).

Latka se po peroralnim podani dobfe vstiebava, mé& dobrou biologickou
dostupnost (u dospélych >80%). Lamivudin je distribuovan do vSech télnich tekutin,
proniké pfes hematoencefalickou bariéru. Vazba na plazmatické proteiny je nizka, méné
nez 36 %. Lamivudin neni vyznamné metabolizovan a je vylu€ovan primarné
v nezménéné form¢ ledvinami Pfevazna ¢ast lamivudinu se vylucuje glomerularni
filtraci a aktivni tubuldrni sekreci, ta je zprostfedkovdna transportnim systémem
pro organické kationty. Eliminacni polo€as lamivudinu je 6 hodin (Perry a Faulds

1997, Svihovec et al. 2018).

Lamivudin je substratem OCT1. Ze studie z roku 2009, ktera porovnavala
ucinnost transportu a afinitu substratu u vSech tfi transportérd, vyplyva: OCTI1 mél
nejvyssi afinitu k lamivudinu s hodnotami (K = 1.25 £ 0.1 mM; Viax = 10.40 £ 0.32
nmol/mg protein/min). Km symbolizuje Michaelisovu konstantu, udadva koncentraci
substratu, pfiniZz je rychlost rovna poloviné maximalni rychlosti transportu. Vmax
pfedstavuje maximalni rychlost transportu s jednotkami nanomol na miligram proteinu
za minutu. Vmax @ Km vychdzi z rovnice Michaelise a Mentenové. Vmax/Km urcuje
ucinnost transportu. U OCT1 byla zjisténa nejvyssi ucinnost transportu (Vmax/Km = 8.32
+ 0.40 pl/mg protein/min), coz je dvakrat vice nez OCT2 a OCT3. V porovnani
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s metforminem (substrat OCT1) mél lamivudin pétindsobné vétsi ucinnost transportu

nez metformin (Minuesa et al. 2009).

Jak jiz bylo zminéno, lamivudin je také substratem efluxniho transportéru BCRP

(Mao a Unadkat 2015).

Soucasné podéani lamivudinu a kotrimoxazolu (sulfamethoxazol + trimethoprim)
pacientovi s asymptomatickou HIV infekci, ma za nasledek vzrist AUC (plocha
pod kiivkou) lamivudinu a pokles jeho renalni clearance (mnozstvi 1é¢iva vylouc¢eného
za jednotku casu ledvinami, vztazené na koncentraci latky v krvi). To je zplisobeno
pravdépodobné kompetitivni inhibici renalni exkrece lamivudinu trimethoprimem

(Perry a Faulds 1997).

3.5.2 Trimethoprim

Trimethoprim,  2,4-diaminopyrimidinovy  derivat, je  antibakteridlni
chemoterapeutikum zasahujici do syntézy kyseliny listové a nasledné syntézy
pyrimidind v bakteridlni bunice. Mechanismus pisobeni spociva v silné inhibici
bakteridlniho enzymu dihydrofolat reduktazy. Jedna se o enzymovy krok, ktery
nasleduje po tom, kdy muize byt syntéza kyseliny listové zablokovéana sulfonamidy.
Trimethoprim inhibuje pfeménu dihydrofolatu na tetrahydrofolat (kyselinu
tetrahydrolistovou), prekurzor kyseliny folinové a nasledné syntézy purini a DNA.
Lidské télo nedokaZe syntetizovat kyselinu listovou, ale pfijima ji v potraveé. Syntéza
purinll v lidském téle neni vyznamné ovlivnéna enzymovou inhibici trimethoprimem

(Zinner a Mayer 2015).

Trimethoprim ma selektivni antimikrobialni u¢inek, jeho afinita k bakterialnim
enzymim je 10 000x az 100 000x vyssi nez k lidské dihydrofolat reduktize (Benes
2018).

Trimethoprim zesiluje ucinek sulfonamidd, dal§im krokem inhibice syntézy
kyseliny listové. Sekvencni blokada stejné biosyntetické cesty mé za nasledek velky
stupent synergistické aktivity proti Sirokému spektru mikroorganismi. Trimethoprim se
pouziva samostatné nebo v kombinaci se sulfonamidy. Sulfomethoxazol ve fixni
kombinaci s trimethoprimem, konkrétné v poméru 5:1 (sulfamethoxazol:trimethoprim)

se nazyva kotrimoxazol (Wormser et al. 1982, Zinner a Mayer 2015).
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Mezi nezadouci ucinky trimethoprimu patii nauzea, zvraceni, cefalea, dyspepsie,
prijem a razn¢ zavazné alergické reakce. Nejzavaznéjsi ucinek je utlum krvetvorby.

Ten se miize projevit trombocytopenii, neurocytopenii nebo pancytopenii (Benes 2018).

Spektrum ucinku a rezistence

Samotny trimethoprim je primarné uréen k 1é¢bé komunitnich infekci mocovych
cest. Trimethoprim puUsobi nejvice na Eacherichia coli a dalsi enterobakterie (rody
Citrobacter, Klebsiella, Proteus), na hemofily a stafylokoky. Nékteré kmeny (zejména
enterobakterie a pneumokoky) ziskaly druhotné rezistenci. V CR je k trimethoprimu
rezistentnich asi 25 % kmenl FE.coli. Pfirozené rezistentni jsou spirochéty,
pseudomonady, mykoplazmata, Mycobacterium tuberculosis a vétSina anaerobné

rostoucich bakterii (Benes 2018).

U mnohych bakterii se vyvinula druhotné rezistenci k trimethoprimu.
Ta je zprosttedkovana plazmidy nebo chromozomy. Rezistence muize byt zpisobena
zménami bunécné permeability, ztratou schopnosti bunky vazat 1é¢ivo, nadprodukce
nebo zména dihydrofolat reduktdzy. Klinicky nejvyznamnéj$i mechanismus
je plazmidové zprostiedkovand dihydrofoldt reduktdza rezistentni k trimethoprimu

(Zinner a Mayer 2015).

Farmakokinetika

Latka se rychle a témét kompletné vstiebava z gastroinstestindlniho traktu.
Je Siroce distribuovana do tkani a télnich tekutin. V ledvinach a plicich mliZze dosahovat
vyssich koncentraci nez v krevni plazmé. Dale se miize objevovat ve zluci, slinach,
matefském mléce a ve spermatu. V mozkomisni tekutiné dosahuje koncentrace okolo
40 % hladiny v krvi. Hlavni cesta eliminace je rendlni tubularni sekreci. Ptiblizné
60-80 % podané davky je vylou¢eno moci v pribéhu 24 hodin. Zbyvajici ¢ast latky je
vylu¢ovéano ledvinami v podobé oxidovanych nebo hydroxylovanych derivati (Zinner

a Mayer 2015).

Asi z 20 % je trimethoprim metabolizovdn jatry na neucinné substance.
Na transformaci se podili zejména cytochrom CYP2C9 a v mens$i mife CYP3A4.
V porovnani se sulfamethoxazolem se vzrustajici kyselosti moc¢i roste mira vylu¢ovani

trimethoprimu (Benes 2018).
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3.5.3 Ritonavir

Ritonavir patii do skupiny inhibitorG proteaz. Je Siroce pouZzivan v kombinaci
s ostatnimi protedzovymi inhibitory k terapii a prevenci HIV infekce a AIDS (acquired

immune deficiency syndrome) (7sibris a Hirsch 2015).

Pivodné byl uzivan samostatné v davkach 600 mg dvakrat denné. Dnes se bézné
pouziva v nizS§ich davkach (100-200 mg dvakrat denné) jako inhibitor CYP3A4
ke zlepSeni biodostupnosti a zvySeni biologického poloCasu ostatnich proteazovych
inhibitorti. Takto podavany ritonavir ma nizs$i nezadouci U¢inky na gastrointestinalni
systém. V niz$ich davkach také zlepSuje ucinnost protedzovych inhibitord a snizuje
vyskyt rezistence. Ritonavir ve fixni kombinaci s lopinavirem funguje jako silny

inhibitor CYP3A4 a zvySuje koncentraci lopinaviru (7sibris a Hirsch 2015).

HIV aspartyl-protedza je enzym dulezity pro replikani cyklus HIV. Tento
enzym je zodpovédny za posttranslacni modifikaci virovych polyproteinovych
prekurzort na funkéni proteiny a HIV enzymy. Inhibice tohoto enzymu vede k produkci
nezralych neinfekénich Castic, které nejsou schopny zahgjit dal$i cykly infekce.
Ritonavir piisobi selektivné na HIV protedzy, je jen slabé ucinny na lidské aspartyl-

-protézy (Lea a Faulds 1996).

Gastrointestindlni neZadouci ucinky, zejména prijjem a nauzea, patii mezi bézné
nezadouci U¢inky a limituji 1ékovou toleranci. Muze se objevit také dyslipidémie,

zvraceni a zmeéna chuti (Tsibris a Hirsch 2015).

Indukce a inhibice enzymii

Ritonavir indukuje cytochrom P450, konkrétné izoformy CYP1A2, CYP2C9
a CYP2C19. Existuje tedy spousta interakci s léCivy, kterd jsou biotransformovéana
prostiednictvim téchto isoenzymii. U 1€kl jako warfarin (antikoagulans), metadon
(opioidni analgetikum), levothyroxin (hormon S§titné zlazy), valproova kyselina
(antiepileptikum) a fenobarbital (barbiturat) bylo hlaSeno znacné snizeni ucCinku
pii soucasném podani s ritonavirem. U dalsi fady 1€kt se oc¢ekava vyznamné sniZeni
ucinnosti kvuli sniZeni plazmatickych koncentraci substrati poddvanych soucasné
s ritonavirem (napiiklad bronchodilatans teofylin, kofein, antipsychotikum olanzapin,
antiepileptikum fenytoin a lamotrigin, antimykotikum vorikonazol). Ritonavir je silny
inhibitor izoenzymu CYP3A4, ale také inhibuje CYP2D6, CYP2C19, CYP2C8
a CYP2C9. Ritonavir prodluzuje biologicky polofas a zvySuje hladinu plazmatické
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koncentrace ostatnich protedzovych inhibitorti, které jsou metabolizovany cytochromem
CYP3A4. Ritonavir také inhibuje P-glykoprotein, BCRP a transportéry ze skupiny
OATP (Foisy et al. 2008, Tseng et al. 2017).

Farmakokinetika

Absolutni biodostupnost nebyla u lidi dosud stanovena. Ritonavir se z 98-99 %
vaze na plazmatické proteiny, véetné albuminu a ai-kyselého glykoproteinu. Z divodu
vysoké vazby na proteiny je distribuce do CSF (cerebrospinal fluid, mozkomis$ni mok)

nizka. Latka pronika do lymfatického systému (Hsu et al. 1998).

Ritonavir je metabolizovan jatry, primarné pfes CYP3A4. Hlavni metabolitem
je isopropylthiazol, ktery je podobn¢ aktivni jako ritonavir. Ritonavir je eliminovan

pfevazné hepatobiliarnim systémem (7Tseng et al. 2017).
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4 Cil prace

Cilem préce bylo otestovat nové vytvorené bunécné modely stabilné exprimujici
lidské 1ékové transportéry OCT1 a/nebo BCRP. Provést zakladni transportni
a akumulacni studie se zndmymi modelovymi substraty a inhibitory. Stanovit tak
funkcénost téchto modeld pro rutinni testovani transportu 1é¢iv a odhalovani
potencialnich farmakokinetickych interakci 1€¢iv na urovni zminovanych transportnich

proteint.



S Experimentalni ¢ast

5.1 Chemikalie

Destilovana voda

Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich, USA)
DMEM (Life Technologies, USA)

FITC-albumin (Sigma-Aldrich, USA)

Fetélni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, USA)

HEPES (Sigma-Aldrich, USA)

Hydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA)
Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid draselny (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, USA)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

Lamivudin (Sigma Aldrich, USA)

3H-lamivudin (Hartmann Analytic, Némecko)
Opti-MEM (Life Technologies, USA)

Pierce”” BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
Triton X (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
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5.2 Pomiicky a pristroje

12 jamkova kultivacni plata s inzerty s membranou (Corning, USA)
24, 96 jamkové kultivaéni desti¢ky (TPP, Svycarsko)
Analytické vahy (Boeco, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, USA)

Betacounter Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer, USA)
Centrifugaéni zkumavky (TPP, Svycarsko)
Destickovy analyzator Synergy 2 (BioTek, USA)
Destickovy spektrofotometr Infinite M200 (Tecan, Némecko)
Inkubator (Sanyo, Japonsko)

Jednorazové pipety (TPP, Svycarsko)

Kultivaéni lahve (TPP, Svycarsko)

Laminarni box TopSafe 1.8 (Bioair Instruments, Italie)
Mikrozkumavky (Eppendorf, USA)

Pinzeta

Pipetovaci nastavec (TPP, Svycarsko)

Ochranné pracovni rukavice

Scintila¢ni vialky (Kartell, Némecko)

Sterilni pasteurovy pipety (Sigma Aldrich, USA)
Svételny mikroskop (Optika Microscopes, Italie)
Spi¢ky (Eppendorf, USA)

Vakuové odsavacka

Vibracni tiepacka Bio Vortex V1 (Biosan)

Vodni lazen TW12 (Julabo, Némecko)
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5.3 Bunéc¢na linie MDCK 11

V této praci byla pouzita bunécna linie MDCK II (Madin-Darby canine kidney
cells), izolovana z psich epitelidlnich bun¢k ledvin. MDCK II byly stabilné
transfekované lidskym OCT1 a/nebo lidskym BCRP transportérem, zmiitované stabilné

transfekované linie byly pfipravené na pracovisti.

MDCK II buiiky patii do skupiny adherentnich bunéénych linii (Merck c¢2020).
Narozdil od suspenznich bunék, které jsou voln¢ dispergované v médiu, adherentni

buniky maji tendenci se pfichycovat na dno kultivaéni lahve (Oyeleye et al. 2016).

5.3.1 Charakteristika MDCK bunék

MDCK buiiky jsou Siroce pouzivanym modelem pro studium epitelidlnich
bunck. Jedna se o psi ledvinné buiiky. Poprvé tuto bunéénou linii izolovali Madin
a Darby z ledvinné tkané dospélé feny kokrSpanéla. Bunky maji stanovenou apikalni
a bazolateralni polaritu, dobfe definované bunééné spoje, rychly rust a jsou vhodné
pro 2D bunécné kultury. Dostupné jsou rizné kmeny MDCK bunék, naptiklad
parenteralni linie, MDCK I a MDCK II (Dukes et al. 2011).

Parenteralni linie je heterogenni populace buné¢k, které vytvari polarizovanou
monovrstvu. Z parenterdlni linie byly izolovany dva podtypy téchto bunék. MDCK I
byly izolovany z niZ§i pasaze parenterdlnich MDCK buncék a maji velmi vysokou
transepitelialni rezistenci (TER) (> 1000 Q-cm?) zahrnujici velmi t&sné mezibun&ené
spoje. Jsou negativni na claudin-2. Maji mezerové spoje (gap junctions) (Dukes et al.

2011).

MDCK II byly ziskany z vys$i pasdze MDCK bunék, oproti MDCK 1 maji
mnohem mensi hodnoty transepitelidlni rezistence (~100 Q-cm?) a ne tak t&sné spoje.
Exprimuji protein claudin-2, ktery se nachazi v t€snych spojich a je schopny tvofit
transmembranové pory v cytoplazmatické membrané€, coz mtize snizovat hodnotu TER
MDCK 1I bunék. Builkky maji nedostatek mezerovych spoji (gap junctions), pokud
nejsou modifikovany. Lisi se také velikosti MDCK II jsou vétsi a delsi, v porovnani
s mensim a plos§imi MDCK I. MDCK 1I jsou nejvic pouzivanou linii MDCK buné¢k

a jsou doporucovany pro mnohé studie (Dukes et al. 2011).
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5.3.2 Médium

Jako kultivacni médium byl pouzit DMEM (Dulbecco's modified Eagle's
medium) s ptidavkem 10 % FBS (fetalni bovinni sérum) a L-glutaminu o vysledné

koncentraci 2 mM. Jedna se o variantu minimalniho esencialniho média.

V den experimentu bylo pouzito Opti-MEM Reduced serum médium
(Opti-minimal essential medium). Jde o vylepSené minimélni esencidlni médium
(MEM), které vyzaduje snizeny nebo zadny ptidavek FBS. Médium je vhodné

pro transportni a akumulacni studie.

Nejcastéji pouzivanym druhem séra je FBS. Sérum je komplex biologicky
vyznamnych sloucenin. Tyto slouceniny maji zasadni vliv na stimulaci bunécného
rustu, funkci bunék, jejich adhezi i1 Sifeni, transport hormontli, minerald a lipidi.
Obsahuje proteiny, které slouZzi jako nosi¢i a ochranni Cinitelé pro ostatni molekuly.
Piikladem takového proteinu je albumin, ktery zastdva mnoho funkci, jako vazbu
mastnych kyselin, vitamind a iontd, naptiklad zelezo. AvSak sérum mize slouzit jako
potencidlni zdroj biologické kontaminace. Byla vyvinuta také bezsérova média (Oyeleye

etal. 2016).

Dulezitym faktorem pro rust bunék je pH. Pro rist vétSiny bunécnych linii
je optimalni pH 7,2-7,4. Aby se zabranilo kolisani pH, pfidavaji se do média pufry,
napf. bikarbonatovy. Vykyvy pH mohou mit nepfiznivy vliv na riist bun¢k. Do vétSiny
médii se ptidava také acidobazicky indikétor, nejcastéji jde o fenolovou Cerven. Pti pH
7,4 ma Cervenou barvu. Pii vyskytu kontaminace zméni indikator barvu na zlutou v
dasledku vzrustajici acidity. Bunky vylucuji do média metabolity, pokud se barva média

zmeéni, je nutné médium vymenit (Phelan 2007).

Nejvyznamnéjsi zdroj energie je glukoza. KdyzZ je pfidana do kultury ve vyssi
koncentraci, stimuluje zrani bunék a moduluje metabolismus substratu. Jako zdroj

energie vyuzivaji buiikky i aminokyselinu L-glutamin (Oyeleye et al. 2016).

K zabranéni bakteridlni kontaminace mohou byt do média pfiddna antibiotika
(Casto jde o betalaktamové antibiotikum penicilin v kombinaci s aminoglykosidem
streptomycin sulfitem). Né&ktera média mohou byt také obohacena specifickymi

rustovymi faktory a neesencidlni aminokyselinami (Phelan 2007).
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5.4 Metody

5.4.1 Priprava roztoku

Fosfatovy pufr (PBS)

PBS (phosphate buffered saline, fosfatem pufrovany fyziologicky roztok) je
izotonicky solny roztok o fyziologickém pH 7.4. Izotonické roztoky jsou pouzivany
k zachovani zivotaschopnych podminek pro bunky, se kterymi je manipulovano mimo
jejich ptirozené prostfedi rastu.Fosfatovy pufr slouzil k odstranéni zbytkii média
apromyti bunék pied pouzitim trypsinu.Obsahoval 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI,
10 mM Na;HPO4 a 10 mM NaH2POs.

PBS roztok byl pfipraven rozpusténim 8,01 g NaCl, 0,21 g KCI, 3,58 ¢
Na;HPO4 a 1,56 g NaH;PO4 v 1 1 destilované vody a pH roztoku bylo nakonec

upraveno pomoci NaOH na hodnotu 7,4.

Dezintegra¢ni roztok

Dezintegracni roztok obsahoval NaOH, Triton X a destilovanou vodu. Triton X
patii mezi béZn€ pouzivané neionogenni detergenty. Je povaZovan za mirny,
nedenaturujici detergent. PouZzivd se k lyze bun€k a solubilizaci membranovych
proteinti. Dochézi tak k izolaci biologicky aktivnich membranovych proteint. K lyze
buné¢k je obvykle dostacujici 0,1 % roztok Tritonu X. K ptipravé 200 ml roztoku bylo
pouzito 0,8 g NaOH a 1 ml Tritonu X.

STOP roztok

STOP roztok obsahoval NaCl, HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-
-ethansulfonova kyselina) a destilovanou vodu. HEPES je pufrovaci ¢inidlo, které
udrzuje stdlé pH bunécné kultury. STOP roztok ukoncoval transport radioaktivné
znaceného roztoku. K pfipravé roztoku byl pouzit 137 mM NacCl (8,01 g/l) a 10 mM
(2,38 g/1) HEPES. Nakonec bylo jesté upraveno pH pomoci NaOH stejn¢ jako v ptipadé
piipravy roztoku PBS.
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5.4.2 Kultivace bunék

Bunky izolované piimo z tkané, které jsou péstovany v kultufe oznacujeme jako
primarni bunécnou kulturu. Tato kultura je obvykle heterogenni a ma nizkou riistovou
frakci a ma limitovanou délku zivota. VétSinou se bunky ziskdvaji rozvolnénim tkané

mechanicky, enzymaticky nebo kombinaci (Philippeos et al. 2012).

Obvykle se pro izolaci jednotlivych bun€k pouziva trypsin nebo kolagenaza.
Uginkem trypsinu dochazi k rozkladu extracelularnich proteaz a glykosidas. Plisobenim
trypsinu jsou vné¢jsSi nechranéné proteiny natraveny a dochazi tak k rozvolnéni bunck
z tkédn¢ a ziskani jednotlivych bunék. Tyto bunky jsou pak inkubovany a kultivovany
v médiu. Nova kultura, kterd pochazi z primarni kultury a roste separatné¢ v médiu,
se nazyva subkultura. Dochazi k rozsiteni primarni kultury, kterd je po prvni kultivaci

povazovana za bunécnou linii (Oyeleye et al. 2016).

Adherentni buiiky se rozrustaji délenim, dokud buiiky nepokryji cely povrch
kultiva¢ni nddoby. Existuji dva dulezité faktory, které limituji rozmnozovani bunék.
Prvnim faktorem je volny prostor v kultivaéni nddobé a druhy pokles Zivin, které
bunkam zajiStuje médium. Obvykle kdyz adherentni buiiky zaplni 70-80 % kultiva¢ni
nadoby, prichézi ten spravny ¢as na jejich pasazovani. Jak ¢asto bunky pasazovat, zavisi

na druhu bunécné linie a rychlosti jejich rastu (Phelan 2007, Uysal et al. 2018).

Bunky se kultivuji v inkubdatoru, ktery buitkam zajist'uje prostiedi pro jejich rist.
Je zde stabilni teplota 37 °C, vysoka relativni vlhkost kolem 95 % a atmosféra vzduchu
s obsahem 5 % CO». Optimalni prostiedi a zdroj Zivin pro rist bunék poskytuje bunikam

kultivacni médium (Philippeos et al. 2012).

Pii mé préci byly buniky pasaZovany jednou tydné&. Pii kultivaci bun€k bylo

postupovano nasledovné:

1. Nejprve bylo tfeba zkontrolovat pfislusnou bunécnou kulturu pod svételnym
mikroskopem. Timto zpisobem lze zhodnotit stupeit konfluence a vyvratit
pfitomnost bakterialni nebo plisfiové kontaminace.

2. V laminarnim boxu se odsaje veskeré¢ médium z kultivac¢ni lahve a builky se
oplachnou roztokem PBS. PBS je roztok pouzivany k odstranéni zbytku média,

které ulpé€lo na bunkach a znemoznilo by plisobeni trypsinu. Aplikuje se opatrné
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po stén¢ kultivacni lahve, aby nedoslo k odtrzeni bun¢k ode dna.
Po proplachnuti je PBS odsato.

V nasledujicim kroku je pfimo na bunky piidan trypsin, jeho ucinkem dojde
k uvolnéni bun¢k ze dna lahve. Lahev s buitkami a trypsinem se necha ptiblizné
10 minut inkubovat v inkubdtoru pifi 37 °C. Uvolnéni bun¢k je kontrolovano
pod mikroskopem.

Pfidanim stejného mnozstvi média se nasledné zastavi pilisobeni trypsinu
na bunky a je mozné vytvotit homogenni bunécnou suspenzi.

Do ptfedem piipravené nové kultivacni lahve obsahujici Cerstvé médium se
nasledné pfenese pozadované mnozstvi bunéné suspenze popsané v predeslém
kroku.

Pod mikroskopem se zkontroluje pfitomnost bunék, homogenita noveé vzniklé
suspenze a pripadné shluky bunék, které by indikovaly nedokonalé
rozsuspendovani bun¢k ve 4. kroku. Nakonec je kultivacni lahev umisténa

do inkubatoru.

5.4.3 Transportni studie

Pro ucely transportni studie byl pouZit 12 jamkovy inzert s membranou. Schéma

jamky s inzertem je zndzornéno na obr. 4. Experiment byl provadén na bunkéch

MDCK 1I stabilné transfekovanych lidskymi transportéry OCT1, BCRP, obéma témito

transportéry a bez transportéri.

1.

V laminarnim boxu se odstrani veSkeré DMEM médium z inzertu s buiikami.
Buniky se oplachnou roztokem PBS, aby se odstranily zbytky média. Pfida se
stejné mnozstvi Opti-MEM reduced-serum média. Inzert s buitkami se necha
pfiblizn€ 15 minut inkubovat v inkubatoru.

V lamindrnim boxu se odsdlo médium ze spodni ¢ésti inzertu a misto néj se
napipetoval roztok o vysledné koncentraci lamivudinu 10 pg/ml. Roztok
obsahoval Opti-MEM, radioaktivné zna¢eny *H-lamivudin a roztok lamivudinu
v DMSO. Inzert se vlozil na 15 minut do inkubatoru.

Po 15 minutach se mikropipetou odebralo 10 pl z horni ¢asti inzertu. Takto se
postupné odebral vzorek ze vSech Ctyt jamek, celkem 4 vzorky. Inzert s buiikami

se vlozil zpét do inkubatoru. Po tficeti minutach se odebralo stejnym zplisobem
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op¢t vSech vyse popsanych vzorkil. Déle se odebirany vzorky stejnym zptisobem
po jedné, dvou, tfi a ctyt hodinach od zacatku inkubace.

4. Poté se odsalo médium, proplachlo roztokem PBS a napipetoval se do kazdé
jamky Opti-MEM. Do hornich ¢asti se napipetoval 1 pl FITC (fluorescein
isothiocyanate conjugate) albuminu o koncentraci 1 mg/ml. Albumin v tomto
pfipadé slouzi jako ukazatel integrity membrany. Plato s inzerty se vlozilo
na jednu hodinu do inkubatoru.

5. Poté se odebralo 200 ul roztoku z horniho 1 dolniho kompartmentu do ¢erné 24
jamkové desticky a zméftila se fluorescence za nasledujicich podminek: excitace
485 nm, emise 528 nm.

6. Pinzetou se opatrné odstranila membrdna, umistila se do scintilaéni vialky
a pridal se dezintegracni roztok. Dezintegracni roztok obsahoval v tomto ptipadé
6 ml destilované vody a 6 ml DMSO. Dezintegra¢ni roztok ma za ukol rozpustit
bunky. Posledni vzorek patiil standardu, ktery byl pouzit jako kontrola (jednalo

se o roztok piipraveny v bodé 2 obsahujici radioaktivng znageny *H-lamivudin).

Transwell
insert Apical
chamber
Cell
monolayer Basolateral
chamber
Permeable [- T
membrane \_.
Vectorial
transport

Obr. 4 Schéma jamky s inzertem s membréanou, vyznacena apikélni ¢ast a bazolateralni
¢ast, Sipkami vyznafen smér transportu (modifikovano dle: Sygnature Discovery

2020).

Meéienim fluorescence (viz bod 5. vyse) zjistime, kolik fluorescencné znaceného
albuminu pros§lo skrz bunéénou monovrstvu zapikalnich do bazolateralniho
kompartmentu. Pomoci FITC albuminu byla tedy testovana tésnost mezibunécnych
spoju. FITC slouzi k fluorescencni vizualizaci albuminu. Namétfena fluorescence
je pfepocCitdna na % a vyjadfuje permeabilitu bunéné monovrstvy kultivované

na membrané inzertu.
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5.4.4 Akumulaéni studie

Pro hodnoceni akumulace lamivudinu byla pouzita 24 jamkova desticka.
Experiment byl provadén na buiikach MDCK 1I stabiln¢ exprimujici lidské transportéry
OCT1 a/nebo BCRP. Schéma rozlozeni kultiva¢ni desticky je znazornéno na obr. 5.
Akumulace se provadi za nesterilnich podminek. Bylo postupovano nésledujicim

zpusobem:

1. V laminarnim boxu se odstrani veskeré médium DMEM z 24 jamkové desticky.
Buiiky se dvakrat oplachnou roztokem, ve kterém bude probihat akumulace,
v tomto pfipade se jednalo o Opti-MEM. Roztok musi byt predehiaty na 37 °C.
Poté se napipetuje do kazdé jamky ptislusSné mnozstvi Opti-MEMu a desticka
se necha 10 minut preinkubovat v inkubatoru.

2. Po uplynuti deseti minut se k buitkam ptfida roztok o vysledné koncentraci
lamivudinu 1 pg/ml. Ten se pfipravil smichdnim Opti-MEMu, lamivudinu
a radioaktivné znadeného *H-lamivudinu. Pipetou se odsaji dva posledni sloupce
a napipetuje se ve stejném mnozstvi pfipraveny roztok. Poté se desticka vlozi
zpét do inkubatoru.

3. Po péti minutach se totéz provede s dalSimi dvéma sloupci. Za dal$i 3 minuty
se odsaji posledni dva sloupce, doplni se mnoZstvim radioaktivné znacené¢ho
roztoku a desticka se vloZzi na 2 minuty do inkubatoru.

4. Poté se vSechen roztok odsaje a desticka se dvakrat proplachne pfidanim
vychlazeného STOP roztoku (4 °C). Zbytky STOP roztoku se odsaji.

5. Do kazdé jamky se piida 200 pl dezintegracniho roztoku pfipraveného podle
kapitoly 5.4.1. Desticka se necha piiblizn€ ptl hodiny v mrazédku. Dezintegracni
roztok zlyzuje bunky.

6. Poté se odebraly vzorky na zméfeni mnozstvi proteinu a vzorky na zméfeni

aktivity, tedy mnoZzstvi naakumulovaného znaceného substratu *H-lamivudinu.
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Obr.

5 Schéma rozlozeni 24 jamkového kultivaéni destiCky s casy inkubace

pro akumulaéni studii.

5.4.5 Inhibiéni studie

Experimenty byly provadény na buitkdch MDCK II stabilné exprimujicich

lidsky transportér OCT1, BCRP, oba tyto transportéry a bez transportérii. Transportni

studie byly provadény ve 24 jamkovych destickach. V prvni byl pouZzit inhibitor

trimethoprim, v druhé ritonavir. Bylo postupovano nésledovné:

1.

V laminarnim boxu se bunky dvakrat oplachly médiem Opti-MEM, které
slouzilo jako transportni roztok. Poté se ptidal do kazdé jamky roztok inhibitoru.
Do prvni 24 jamkové desticky se pfidal pfipraveny roztok s trimethoprimem
o koncentraci 100 uM. Do druhé desticky se pfidal roztok s ritonavirem
o koncentraci 100 puM. Roztoky se pfipravily smisenim média Opti-MEM
aroztoku inhibitoru v DMSO. Poté se nechaly desticky 10 minut inkubovat
v inkubétoru.

Mezitim se pfipravil radioaktivni roztok o vysledné koncentraci lamivudinu
1 pg/ml. Tento roztok obsahoval Opti-MEM, lamivudin a radioaktivné znaceny
3H-lamivudin. Po uplynuti inkuba¢ni doby se v laminarnim boxu odsaji posledni
dva sloupce a napipetuje se radioaktivné znaeny roztok. Desticky se vlozi

na dalSich 10 minut do inkubatoru.

. Poté se totéz provede s dalsimi dvéma sloupci, za dalSich 5 minut se odsaji

posledni dva sloupce a doplni radioaktivné znacenym roztokem. Desticky se

vlozi na 5 minut do inkubatoru. Rozlozeni kultivacni desti¢ky bylo stejné jako
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v piipadé akumulac¢ni studie a je zndzorn€no na obr. 5., ¢asy inkubace se vSak
lisily.

Nasledné se vSechen roztok odsaje a desticka se dvakrat proplachne ptidanim
1 ml vychlazeného STOP roztoku (4 °C). Zbytky STOP roztoku se odsaji.

Do kazdé jamky se ptida dezintegracni roztok. Desticka se nechd ptiblizné pul
hodiny v mrazédku (-20 °C). Dezintegracni roztok zlyzuje builky, mraz lyzaci
jesteé podpoii.

Nakonec se odeberou vzorky na stanoveni mnoZzstvi proteinu a miry
radioaktivity.

5.4.6 Stanoveni proteinu metodou BCA

Bicinchoninova metoda (BCA - bicinchoninic acid assay) je zaloZena na tvorbé

komplexu Cu?" iontd s proteiny a nasledné redukce Cu®* na Cu" v alkalickém prostiedi.

Na redukei se podili peptidova vazba a dale zbytky aminokyselin jako cystein, cystin,

tryptofan a tyrosin. Kyselina bicinchoninova tvofi s Cu” ionty v alkalickém prostiedi

modro-fialovy komplex. Koncentrace proteinu je uréena spektrofotometricky, komplex

vykazuje nejvyssi absorbanci pfi vinové délce 562 nm. Absorbance je umérnd mnoZzstvi

proteinu a miZe byt vypoctena porovnadnim se zndmym standardem proteinu, jako je

napt. bovinni sérovy albumin. Schéma reakce je zndzornéno na obr. 6 (Johnson 2012).

Step 1) Step 2)

OH- 2 BCA

Protein U

[:ys.teme, cystine, + Cug_
tyrosine, tryptophan
amino acid residues)

Purple
A=562nm

BCA-Cul+
Complex

Temperature-dependent
reaction

Cul+

Obr. 6 Schéma stanoveni proteinu metodou BCA (pievzato z: Johnson 2012).

Ke stanoveni mnoZstvi proteinu byl pouzit Pierce” BCA Protein Assay Kit. Bylo

postupovano nasledujicim zpisobem:

1.

Do 96 jamkové destiCky se napipetuji roztoky standardt (2 fady, sloupce A—I).
Roztoky standardl se ptipravily nafedénim daného mnozstvi PBS a standardu
bovinniho sérového albuminu (BSA), aby roztoky odpovidaly pfisluSnym

koncentracim, viz tab. 1.



Tab. 1 Ptiprava roztokl standardu.

o Koncentrace
Oznaceni  PBS [ul] Standard BSA [pl] roztoku [pg/ml]

A 0 300 2000

B 125 375 1500

C 325 325 1000

D 175 175 z (B) 750

E 325 3252 (C) 500

F 325 325 z (E) 250

G 325 325 z (F) 125

H 400 100 z (G) 25

I 400 0 0
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2. Poté se do jamek napipetuji vzorky. Do kazdé jamky se vzorky se napipetuje

5 ul PBS, aby vysledny objem v jamkéch kazdého standardu 1 vzorku byl stejny.

Nakonec se do kazdé jamky se ptidd pracovni roztok. Pracovni roztok byl

pfipraven smichanim reagentu A s B v poméru 50:1.

3. Desticka se vlozi piiblizné na 30 minut do inkubatoru. Poté se méfi absorbance

pti vinové délce 562 nm. Z naméfenych hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka,

viz obr. 7.

Kalibracni krivka

2,5

1,5

absorbance

0,5 .._. ......

o
.
.

® \-0,001x+0,135

R?=0,991

0 500

1000 1500

koncentrace [pug/ml]

2000 2500

Obr.7 Kalibra¢ni kiivka zavislosti koncentrace BSA na absorbanci s rovnici linedrni

regrese a hodnotou spolehlivosti.
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Byla zméfena absorbance nékolika roztoki BSA o riznych koncentracich
pti vlnové délce 562 nm. Naméfené hodnoty byly zprimérovany a na zéklad¢ téchto
hodnot byla sestavena kalibracni kiivka, kterd zobrazuje zavislost pfistrojem namétfené
absorbance na koncentraci roztoku. Vysledna zavislost by méla byt v idealnim piipadé
linearni a méla by prochazet poc¢atkem. Z rovnice linearni regrese y = 0,001x + 0,135
a namétené absorbance se vypocita koncentrace vSech proteint v jednotlivych vzorcich.
Proménna x znamena koncentraci a proménna y absorbanci. Cislo 0,135 je regresni
koeficient, ktery vyjadfuje systematickou chybu méfeni. Hodnota spolehlivosti R?
znamena koeficient determinace. Hodnota blizka ¢islu 1 ukazuje velmi silnou zavislost,
mezi proménnymi je tedy skutecné silny vztah. Obecné se da fict, ze ¢im vice se

v

koeficient determinace blizi k hodnoté 1, tim je vysledek spolehlivé;jsi.

5.4.7 Detekce beta zareni s vyuzitim kapalnych scintilatori

Scintila¢ni detektory se pouzivaji pro detekci ionizujicitho zéfeni, mezi které patii
izafeni beta. Emitované [~ ¢astice (vysoce energetické elektrony) vznikaji
pii radioaktivnim rozpadu B-z4fi¢t, mezi které patii i tritium (*H). Energie ionizujiciho
zafeni je pfemenéna na zdblesky viditelného zafeni neboli scintilace. Latky, které
reaguji na pohlceni kvant ionizujictho zafeni svételnymi zablesky, se nazyvaji

scintilatory (Jary a Pejchal 2017, National Diagnostics 2011).

Kapalné scintilatory jsou pouzivany k detekci nizkoenergetick¢ého [ zafeni.
Kapalny scintilator je latka kapalného skupenstvi, ktera pii interakci s ionizujicim
zafeni prevadi Cast absorbované energie na svételné zablesky viditelného svétla
(scintilace). Jedna se oroztoky vlastni scintilacni latky (cyklické uhlovodiky)
v organickych rozpoustédlech (napft. toluen). Méfeny B-radioaktivni vzorek se pfimicha
do roztoku kapalného scintilatoru. Energie zafeni beta je pfedavana nejprve molekuldm
rozpoustédla, rozpoustédlo absorbuje energii emitovanou 3 ¢asticemi. Excitacni energie
molekul rozpoustédla se pak ptfenasi na molekuly scintilacni latky. Mechanismus vzniku
scintilace spociva v excitaci a deexcitaci energetickych stavli molekul scintila¢ni latky.
Pii pohlceni (absorpci) energie ionizujiciho zafeni dochdzi k prechodu molekul
ze zékladniho stavu na vys$i energetickou hladinu (excitace). Pfi deexcitaci (vraceni
z vyss§i energetické hladiny do zadkladniho stavu) molekuly scintilacni latky emituji

fotony viditelného svétla avznikd scintilaéni zablesk. Vzniklé scintilace jsou
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detekovany svétlocitlivym senzorem (fotondsobic). Ve fotonasobici dochazi k prevadéni
svételnych zéableskll na elektrické impulzy. Pocet zaregistrovanych impulzi za jednotku
Casu je umérny radioaktivité ve vzorku (Jary a Pejchal 2017, National Diagnostics

2011).

Pti akumulacnich a inhibi¢nich studiich bylo postupovano nasledujicim zptsobem:

1. Napipetovali jsme 150 pl z kazdého vzorku do scintilacnich vialek, dvé
obsahovaly standardy.

2. Do vSech vialek se napipetuje 2 ml scintilacniho roztoku. Tento roztok méni
aktivitu na svételné impulzy, které jsou nasledn¢ detekovany pomoci
betacounteru.

3. Méfeni kazdého vzorku probihalo po dobu 5 minut, abychom ziskali co

nejpresnéjsi vysledky.

Me¢tenim byly ziskdny hodnoty v jednotkdch CPM (counts per minute) = pocet
naméfenych svételnych zdbleskli za minutu. Hodnoty CPM byly zprimérovany

u vzorkl a standardii a ndsledné€ vztazeny na koncentraci proteinu v kazdé jamce.
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6 Vysledky

6.1 Transportni studie

Pro kontrolu funkénosti vytvoiené bunééné linie MDCK 11 stabilné exprimujici
lidské transportéry OCT1 a BCRP byla provedena transportni studie s modelovym
substrastem MPP" (N-methyl-4-fenylpyridinium). Bufiky byly inkubovany se
standardnim radioaktivné znacenym substratem OCT1 *H-MPP* po dobu 30, 60, 125
a200 min pii 37 °C. Latka je také substratem BCRP transportéru. K vyhodnoceni
transportni studie byly pouzity vysledky méfeni aktivity ziskané pomoci betacounteru.
Na obr. 8 je vidét nartist mnozstvi znac¢eného substratu v apikdlnim kompartmentu pfi
bazolateralné-apikdlnim transportu, ktery je vyznamné vyssi u dvojité transfekovanych

bunék nez u bunék netransfekovanych.

Transport 3H-MPP*, apikalni odbér

10000 .

8000 mMDCK I
§ B MDCK 11-OCT1/BCRP
.E-_,. 6000 ]
£
= 4000
£
©

2000 I ﬂ I

. AN
30 60 12

5 200 ¢as [min]

Obr. 8 Transport *H-MPP* pfes bunéénou monovrstyu MDCK II transfekovanych
OCT1/BCRP a netransfekovanych - transport ve sméru BA (v bazolateralné-apikalnim
sméru), odbér z apikélniho kompartmentu. Data jsou prezentovana jako aritmeticky
primér + smérodatnd odchylka (SD) mnoZstvi transportované latky do apikalni casti

inzertu.

Na obr. 9 mtizeme sledovat naopak ubytek znaCeného substratu v bazolateralnim
kompartmentu, kdy jsme opét pozorovali vyraznéjsi bytek u bunék transfekovanych.
Naméiené hodnoty akumulace *H-MPP* v membrané u obou pouzitych linii byly

do péti procent.
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Tésnost bunééné monovrstvy byla stanovena pomoci fluorescencné znaceného
albuminu (FITC-albuminu), ktery byl aplikovan do apikalniho kompartmentu.
Nameétfené hodnoty permeability monovrstvy se pohybovaly u obou pouzitych

bunécnych linii fadoveé v jednotkach procent, znaCici dobrou tésnost bunécné

monovrstvy.
Transport 3H-MPP*, bazalni odbér
70000
60000 m MDCK I
S 50000 B - m MDCK 1I-OCT1/BCRP
[- 9
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>
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® 30000
20000
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Obr. 9 Transport *H-MPP*pies bunéénou monovrstvu MDCK II netransfekovanych
a stabiln¢ transfekovanych transportéry OCT1/BCRP - transport ve sméru BA, odbér
z bazalniho kompartmentu. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér + SD

mnozstvi transportovaného substratu do apikalni ¢asti inzertu.

Pfi transportni studii s *H-lamivudinem byl testovan bazolateralné-apikalni
transport této latky v zavislosti na ¢ase. Byla pouzita bunécna linie stabilné exprimujici
lidské transportéry OCT1 a/nebo BCRP. Vysledky méfeni aktivity pomoci betacounteru
byly porovnany se standardem a pfepocitdny na procento transportovaného lamivudinu.
Obr. 10 ukazuje narist testované latky v apikalnim kompartmentu se zvysujicim se

¢asem inkubace. Nejvyssi hodnoty Ize pozorovat u bunck netransfekovanych.
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Obr. 10 Casova zavislost transportu *H-lamivudinu pies bun&nou monovrstvu - BA

transport (v bazolateradlné-apikalnim sméru), odbér z apikalniho kompartmentu. Data

jsou prezentovana jako procento transportovaného *H-lamivudinu do apikalni &asti

inzertu oproti standardu.

V zéavéru transportni studie bylo provedeno stanoveni akumulace lamivudinu

v bun&éné monovrstvé. Na obr. 11 je znizornéna akumulace *H-lamivudinu v &ase

inkubace 240 minut. Nejvyssi akumulace je u bunék s transportérem OCT1, nejnizsi

naopak u bun¢k kontrolnich, netransfekovanych.
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Obr. 11

Akumulace 3H-lamivudinu v membrané
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membrang,  transport

probihal

v bazolateralné-apikdlnim sméru. Data jsou prezentovdna jako procento akumulace

lamivudinu oproti standardu.
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K vyhodnoceni integrity monovrstvy byla métena fluorescence FITC albuminu.
Naméfené hodnoty integrity monovrstvy se pohybovaly fadové v desitkach procent.
Hodnoty permeability z této transportni studie jsou pomérn¢ vysoké, coz mize znacit

porusenou integritu monovrstvy bunék.
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6.2 Akumulaéni studie

M¢éfenim impulzii pomoci betacounteru byly ziskany hodnoty aktivity
radioaktivné znaceného roztoku, které se potom vztahly na konkrétni koncentraci

proteinu v kazdé jamce. Takto bylo postupovano i u inhibi¢ni studie.

Z prvniho experimentu je patrné, ze nejvyssi akumulaci lamivudinu mély buiky
s transportérem OCT1, kdy byl lamivudin pfendSen do bunck. Nejnizsi akumulace
jeubunc¢k s BCRP, substrat byl pienasen ven z bunék. S rostoucim Casem inkubace
se akumulace lamivudinu v buiikkidch zvySuje. Vysledky znazoriiuje ndsledujici graf

obr. 12.

Akumulace 3H-lamivudinu p¥i 37 °C
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Obr. 12 Casova zavislost akumulace lamivudinu v buitkich MDCK 1II
netransfekovanych, transfekovanych lidskymi OCT1 nebo BCRP a transfekovanych
ob¢éma transportéry pii teploté 37 °C. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér +

SD mnozstvi akumulovaného *H-lamivudinu v butikach MDCK TI.

K potvrzeni aktivniho transportu v nami vytvofeném modelu byly buiky
MDCK II inkubovany s lamivudinem po dobu 5, 10, 20 minut pfi teplotach 37 °C
a4 °C. Navic byla pouzita nizsi koncentrace roztoku lamivudinu (0,1 pg/ml), aby se
ptredeslo pfipadnému piesyceni transportéri. Z obr. 13 a 14 je patrné, Ze se pii teplote
4 °C akumulace vyrazné snizila oproti inkubaci pii 37 °C, coZ znac¢i ucast aktivnich
transportnich mechanismi. Bunky transfekované OCT]1 transportérem vykazuji vyrazné
vy$§i  hodnoty akumulovaného znaceného lamivudinu oproti  kontrolnim

netransfekovanym builkdm.
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Akumulace 3H-lamivudinu p¥i 37 °C
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Obr. 13 Casova zavislost akumulace lamivudinu v buitkach MDCK 1I pii teplot& 37 °C.
Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér £ SD mmnozstvi akumulované latky

v bunkach.
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Obr. 14 Casova zavislost akumulace lamivudinu v buiikich MDCK II pii sniZené
teplot¢ 4 °C. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér + SD mnozstvi

akumulovaného *H-lamivudinu v bufikach.
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6.3 Inhibi¢ni studie

Inhibi¢ni studie byla provedena za vyuziti zndmych inhibitorii transportért
OCT1 a BCRP. Inhibi¢ni studie probihaly po dobu 5, 10, 20 minut pii 37 °C. Pouzitim
trimethoprimu doslo k inhibici OCT]1 transportéru. Vyrazné snizeni akumulace u bun¢k
transfekovanych OCT1 oproti stavu bez pouziti inhibitoru (obr. 12 a 13) muZzeme
pozorovat na obr. 15. Vysledky inhibi¢ni studie pfi pouziti ritonaviru (zndmy inhibitor
efluxniho BCRP transportéru i uptakového OCT1) jsou zndzornény na obr. 16. V tomto
pripad¢ jsme pozorovali prakticky stejné hodnoty akumulace u vSech testovanych linii
s vyjimkou MDCK II-OCT1 v 5. minuté, kdy byl zaznamenan vysoky nartst
akumulace, ovSem v dusledku vysoké smérodatné odchylky neni tento narist statisticky

vyznamny.

Akumulace lamivudinu, preinkubace trimethoprimem
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Obr. 15 Casova zavislost akumulace lamivudinu v buitkach MDCK II za pouziti
inhibitoru trimethoprimu. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér + SD

mnozstvi akumulovaného *H-lamivudinu v bufikach.
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Akumulace lamivudinu, preinkubace ritonavirem
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Obr. 16 Casova zavislost akumulace lamivudinu v buitkich MDCK II za pouziti
inhibitoru ritonaviru. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér + SD mnozstvi

akumulovaného *H-lamivudinu v bufikach.
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7 Diskuse

Léciva maji kromé terapeutického efektu i nezédouci, v krajnim ptipadé az
toxicky efekt. Velky vyznam v obran¢ pied potencidlné nebezpecnymi latkami maji
biotransformacni enzymy metabolizujici 1éCiva a transportni proteiny, které reguluji
prostup latek do tkani a organt. Pfedevsim jde o jejich transport do jater, hlavniho
biotransformacni a detoxika¢niho organu lidského organismu (Skdlova 2017).
Ptikladem takového transportniho proteinu je OCT1, ktery do jater pienasi organické
kationty (Klaassen a Aleksunes 2010). Na eliminaci 1é¢iv a konjugat do Zluci se podili
BCRP adalsi efluxni transportéry lokalizované na apikalni membrané hepatocyti.
Pfenos léCiv transportnimi proteiny miize ovliviiovat kromé& farmakokinetiky [éCiv

1jejich farmakodynamiku — miru G¢inku (Skdlova 2017).

Jaterni transportér OCT1 ptenasi celou fadu 1é¢iv. Priblizné 40 % vsech 1é¢iv
jsou pii fyziologickém pH kationty a mnoho z nich je pfendSeno pomoci aktivniho
transportu z krve do hepatocytl. Lidsky OCT1 transportér tak vyznamné ovliviiuje
farmakokinetiku mnoha kationickych 1é¢iv. Kompetice o transportér mezi jednotlivymi
1é¢ivy muze vést k 1ékovym interakcim (4hlin et al. 2008). BCRP transportér ma stejné
jako OCTI1 Sirokou substratovou specifitu, bylo také identifikovano mnoho latek
inhibujicich tento transportér. Muze proto dochazet k mnoha interakcim
zprostfedkovanych timto transportnim proteinem (Mao a Unadkat 2015). Lékové
interakce mohou vést k nepfiznivym aZz vaznym reakcim, mohou mit vliv na G€innost

a toxicitu podavanych 1€¢iv (Endres et al. 2006).

V ramci experimentdlni ¢asti této prace jsme pfi transportni studii testovali
funkénost bunééné linie za pouziti modelového substratu MPP™ u bunék
transfekovanych lidskymi transportéry OCT1 a BCRP. Nartistem substratu v apikalni
¢asti pi1 BA transportu a poklesem v bazolateralni Casti byla ovéfena dobra funkcnost
této linie. Na zaklad¢ testovani integrity monovrstvy bylo ovéfeno, ze té€snost bunck je
rovnéZ vyhovujici. Na zdklad€ téchto zjisténi jsme konstatovali, Ze nové pfipravené

dvojité transfekované bunky jsou vyhovujici pro nésledujici experimenty.

Déle byla provedena transportni studie s radioaktivné znacenym lamivudinem.
Pti transportni studii vedené bazolateralné apikalnim smérem transportu lamivudinu

s Casem jsme pozorovali nepatrné vzrlstajici mnozstvi u transfekovanych bunék
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v apikalnim kompartmentu. Vzhledem k tomu, ze lamivudin je substritem aktivniho
efluxniho transportéru, jeho koncentrace by se méla v apikdlnim kompartmentu
v pribéhu experimentu vyznamné zvySovat. Vysoké hodnoty MDCK II bun¢k ve
srovnani se stabilné transfekovanymi transportérem OCT1 mohou byt kromé vyrazné
permeability bunééné monovrstvy i napt. z diivodu jejich kontaminace, kdy nedochazi
ke spravné funkci. Pfitomnost bakteridlni a plisiové kontaminace byla vyloucena
v bunéénych kulturach, avsak vzhledem ke kultivaci bun¢k na membranach inzertt, ji
nebylo mozné vylouc€it pfimo na experimentalnich platech, kde byly nasazené bunky
po4 dny kultivovany. Nicméné vzhledem k vysledkim akumulace ziskanym
z bunécnych monovrstev v zadvéru experimentu, které vysSly piesné¢ podle naseho
ocekavani (nejvyssi akumulace byla zaznamenéna v ptipadé linie MDCK-OCT1, niz§i
v piipadé¢ MDCK-OCT1/BCRP a nejnizsi v piipadé¢ kontrolnich MDCK II bun¢k),
muzeme vliv bakterialni kontaminace na funkénost bunéénych modeld vyloucit.
Hodnoty permeability vypovidaji o tom, Ze buniky nebyly dostate¢né tésné a nepotvrzuji
spravnou integritu monovrstvy. Mohou souviset s vyskytem port, kterymi by FITC

albumin mohl paracelularnim transportem piechazet pres monovrstvu.

Pii akumulaénich studiich byla zjiStovana aktivita radioaktivné znaCeného
3H-lamivudinu. Ta byla pfepocitana na koncentraci proteinu v jednotlivych jamkach.
Inkubace byla provddéna v Casech 2, 7 a 12 minut. Byl pouZit roztok o vysledné
koncentraci lamivudinu 1 pg/ml, coz pfiblizné¢ odpovida plazmatickym koncentracim.
Pfi perordlnim podéani lamivudinu v davce 2 mg/kg dvakrat denné pacientovi
s onemocnénim HIV byla maximalni dosazend plazmatickd koncentrace (cmax) 1,5 & 05

ng/ml (National Center for Biotechnology Information [2005]).

Vysok4 akumulace lamivudinu u bunék s transportérem OCT1 naznacuje, Ze
lamivudin je substratem OCT1, coZz je v souladu s dosavadnimi poznatky (Wagner et al.
opét odpovida doposud zjisténym poznatklim (Mao a Unadkat 2015), ze je lamivudin
substratem BCRP. Hodnoty akumulace u bunék dvojité transfekovanych byly prakticky

srovnatelné s kontrolnimi bunkami.

Déle byla akumulace lamivudinu porovnavana pii teplotach 37 °C a 4 °C.
Mnozstvi akumulované latky bylo pii teplot¢ 37 °C nékolikrat vySsi nez pii teploté
4 °C. Pokles teploty vyznamné snizil akumulaci u bunék transfekovanych OCT]1, ale

i dalSich typl bun€k. Akumulace u bun¢k s OCT1 byla snizena primérmé o 63 %
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(pocitano jako % snizeni akumulace pti 4 °C oproti 37 °C). U bun¢k transfekovanych
OCT1 i BCRP doslo ke snizeni akumulace praimérné o 54 %, u bun¢k s transportérem
BCRP 0 56 %. Inhibici chladem bylo potvrzeno, Ze se na transportu lamivudinu podili
aktivni transportni systémy. Snizenim teploty dochézi k inhibici transporti v buiikach,
které jsou zavislé na energii, tedy i OCT1 a BCRP, ¢imz jsme potvrdili ucast téchto

transportnich bilkovin na transmembranovém ptenosu lamivudinu.

Pouzitim trimethoprimu doSlo k inhibici transportéru OCTI, ktery piendsi
substraty do jaternich bun¢k (4Alin et al. 2008). Pii Casovém intervalu 5 a 10 minut je
nejvetsi akumulace lamivudinu u bunék s transportérem BCRP, nicméné nevykazovala
statistickou vyznamnost a lze tedy hodnoty povazovat za vicemén¢ srovnatelné. Ve 20
minutach byla nejvétsi akumulace lamivudinu u bunék s transportérem OCTI1, avSak
toto hodnota je opét srovnatelna s hodnotami bunék transfekovanymi transportérem
BCRP a dvojité transfekovanymi. Celkové tak pievySuje hodnotu bun€k kontrolnich,
coz muze byt i dano vlivem transfekce, kontrolni buiiky totiz transfekovany nebyly.
Pti inkubaci 20 minut lze ptredpokladat nevy$si hodnoty akumulace ve srovnani
s krat$imi inkuba¢nimi ¢asy vzhledem k delsi dob¢ aplikace substratu. Vyrazny pokles
akumulace oproti stavu bez inhibitor je u MDCK-OCT1 a MDCK-OCT1/BCRP, kde
byl blokovan pravé OCT]1 transportér (porovndno s akumulaci lamivudinu o stejné
koncentraci pfi teploté 37 °C). U bunék s transportérem BCRP se hodnoty akumulace
oproti stavu bez inhibitori vyrazné¢ nemeénily. Pouzitad koncentrace inhibitoru byla
mnohonasobné vyssi (100 uM) nez je maximalni plazmatickd koncentrace namétena
u pacienti léCenych trimethoprimem. Pfi podani jednotlivé davky 100 mg
trimethoprimu byla dosazena primérna plazmaticka koncentrace ptiblizné 1 pg/ml, coz
odpovida 3,44 uM (DrugBank 2005). Divodem pouziti vyssi koncentrace bylo,

abychom dosahli spolehlivé inhibice OCT1 transportéru.

Ritonavir je ucinny inhibitor transportéru BCRP (Mao a Unadkat 2015).
Ritonavir dale inhibuje také OCT1 transportér (Jung et al. 2008). V pouzité koncentraci
inhiboval oba studované transportéry, tedy jak BCRP, ktery vylucuje své substraty ven
z bunky, tak i uptakovy OCT1 transportér. Pfi casovém intervalu 5 minut byla nejvetsi
akumulace u MDCK-OCTI, avSak s vyraznou odchylkou, ktera mohla vzniknout
1 v disledku odebrani nehomogenniho vzorku pro stanoveni bud’ proteinu nebo méteni
aktivity. Pokud bychom totiz pocitali s niz§im mnozstvim proteinu, tedy i niz$im

mnozstvim bunék neZ redln€ ve vzorku byl, mize to vést k umélém navySeni hodnoty
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akumulace. Vysledky mohlo negativné ovliviiovat naptiklad nedokonalé promyti bunék,
které mohlo zpUsobit ulpéni radioaktivné znaceného substratu na buiikach. Ostatni
buniky mély pii inkubaci 5 minut ptiblizn€ stejnou nizsi hodnotu. Po 10 a 20 minutach
inkubace byla akumulace u vSech bunéfnych modelt piiblizn€¢ srovnatelna.
Intracelularni akumulace lamivudinu oproti stavu bez pouziti inhibitoru se snizila
u MDCK-OCT1/BCRP a MDCK-BCRP. U MDCK-OCT1 doslo k vyraznému snizeni
po 10 a 20 minutach, coz odpovida inhibici OCT1 transportéru.

Ritonavir podavany v davce 100 mg dvakrat denné¢ u pacienta s onemocnénim
HIV byly zjistény hodnoty cmax 0,89 pg/ml. Ptfi davce 200 mg jednou denné byly
zaznamenany hodnoty cmax 3,4 £ 1,3 ug/ml. Hodnoty jsou uvedeny ve formé
aritmetickych pramért (European Medicines Agency 2009). Nami pouzita koncentrace
inhibitoru byla mnohonasobné vyssi (100 uM) nez jsou plazmatické koncentrace. Byla
tak zvolena, abychom dosahli spolehlivé inhibice studovanych transportéri a mohli 1épe

demonstrovat vliv na pienos lamivudinu pies bunéénou membranu.

Snizeni intracelularni akumulace pouzitim obou inhibitord ukazuje mozny
potencial 1ékovych interakci mezi lamivudinem a jinymi souc¢asné podavanymi léCivy,
kterd jsou inhibitory transportéri OCT1 a BCRP. Lamivudin neni vyznamné
metabolizovan v jatrech a je vyluCovéan primarné v nezménéné formé& ledvinami (Perry
a Faulds 1997). Pfevazna Cast se vyluCuje glomeruldrni filtraci a aktivni tubuldrni
sekreci zprostfedkovanou transportnim systémem pro organické kationty OCT2
(Minuesa et al. 2009, Svihovec et al. 2018). Vzhledem témto tvrzenim je
nepravdépodobna interakce na urovni biotransformace, ale stile miize dochazet

ke vzniku dalSich farmakokinetickych interakci na urovni membranového transportu.

OCT]1 transportér hraje diileZitou roli v pfenosu organickych kationtd, jejichz
hlavnim mistem ucinku jsou jatra. Pii 1€cbé virové hepatitidy je ptistup 1é¢iv do jater
klicovy pro interakci s replikujicim se virem (Wagner et al. 2016). Interakce
s trimethoprimem by mohly mit vliv na sniZzeni u¢inku lamivudinu pifi 1é€bé

hepatitidy B.

BCRP 1 OCT!1 transportér diky své Siroké substratové specifité
zprostiedkovavaji prenos velkého spektra terapeutickych latek. Bylo identifikovano také
velké mnozstvi inhibitora téchto transportnich proteinii. Kombinace dvou a vice 1é¢iv

béhem terapie predstavuje riziko vzniku lékovych interakci, které mohou vznikat
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inarovni téchto transportnich proteinti. Interakce mohou spocivat jak v inhibici
transportérti, tak v kompetici o pfenase¢ mezi soucasn¢ podavanymi substraty. OCT1
a BCRP tak mohou mit vyznamny vliv na vznik Iékovych interakci, které mohou mit
negativni vliv na lidsky organismus. Z tohoto hlediska je tedy dalezité vytvoreni novych
model, kde bude mozné tyto potencidln¢ Skodlivé interakce odhalovat a ziskané

poznatky vyuzit v klinické praxi pfi pfedchazeni témto interakcim.
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8 Zavér

V této diplomové praci byl zkoumdn pifenos radioaktivné znaceného

3H-lamivudinu pomoci jaternich membranovych transportérd OCT1 a BCRP.

Funk¢nost noveé vytvorené dvojité stabilné transfekované bunécné linie MDCK-
-OCT1/BCRP byla potvrzena pomoci transportni studie se znaCenym modelovym
substratem *H-MPP*, ¢&imZ jsme potvrdili vyuZitelnost modelu pro nasledujici

experimenty.

Transportni studie se znacenym substratem >H-lamivudinem neprokazala
transport tohoto antivirotika ve vys$i mife ve srovnani se standardni, netransfekovanou
bunécnou linii MDCK 1I, avSak data ziskand z bunééné monovrstvy potvrzuji, ze se
na transportu *H-lamivudinu podili transportéry OCT1 a BCRP. Navic jsme prokazali,
Ze se na prenosu lamivudinu pfes bunééné membrany podili aktivni transport, coZ jsme
dokazali akumulacni studii, ktera byla realizovdana za snizené teploty, pii 4 °C.
Provedenim transportni studie se zndmymi inhibitory trimethoprimem a ritonavirem
byla demonstrovdna l€kova interakce mezi vySe zminovanymi lé¢ivy na Urovni

lékovych transportéra.

Nami testovany model tedy celkové vyhovuje pro dalsi testovani a piipadné
odhalovani Iékovych interakci na tirovni lidskych membranovych transportnich proteint

OCT1 a BCRP.



51

9 Literatura

AHLIN, Gustav, Johan KARLSSON, Jenny M. PEDERSEN, et al. Structural
Requirements for Drug Inhibition of the Liver Specific Human Organic Cation
Transport Protein 1. Journal of Medicinal Chemistry. 2008, 51(19), 5932-5942. DOI:
10.1021/jm8003152. ISSN 0022-2623.

BENES, Jifi. Antibiotika: systematika, vilastnosti, pouziti. Praha: Grada Publishing,
2018, s. 502-526. ISBN 978-80-271-0636-3.

CERVINKOVA, Zuzana. Funkce jater. HULEK, Petr a Petr URBANEK. Hepatologie.
3. vydani. Praha: Grada Publishing, 2018, s. 29-30. ISBN 9788027103942.

DUKES, Joseph D, Paul WHITLEY a Andrew D CHALMERS. The MDCK variety
pack: choosing the right strain. BMC Cell Biology. 2011, 12(1). DOI: 10.1186/1471-
2121-12-43. ISSN 1471-2121.

ENDRES, Christopher J., Peng HSIAO, Francisco S. CHUNG a Jashvant D.
UNADKAT. The role of transporters in drug interactions. European Journal of
Pharmaceutical Sciences. 2006, 27(5), 501-517. DOI: 10.1016/].ejps.2005.11.002.
ISSN 09280987.

ENGLER, Jane R., Timothy P. HUGHES a Deborah L. WHITE. OCT-1 as a
Determinant of Response to Antileukemic Treatment. Clinical
Pharmacology&Therapeutics. 2011, 89(4), 608-611. DOI: 10.1038/clpt.2011.12. ISSN
0009-9236.

FOISY, Michelle M, Erin M YAKIWCHUK a Christine A HUGHES. Induction Effects
of Ritonavir: Implications for Drug Interactions. Annals of Pharmacotherapy.

2008, 42(7-8), 1048-1059. DOI: 10.1345/aph.1K615. ISSN 1060-0280.

HAN, Tianxiang (Kevin), Ruth S. EVERETT, William R. PROCTOR, Chee M. NG,
Chester L. COSTALES, Kim L. R. BROUWER a Dhiren R. THAKKER. Organic
Cation Transporter 1 (OCT1/mOctl) Is Localized in the Apical Membrane of Caco-2
Cell Monolayers and Enterocytes. Molecular Pharmacology. 2013, 84(2), 182-189.
DOI: 10.1124/mol.112.084517. ISSN 0026-895X.



52

HSU, Ann, G Richard GRANNEMAN a Richard J. BERTZ. Ritonavir. Clinical
Pharmacokinetics. 1998, 35(4), 275-291. DOI: 10.2165/00003088-199835040-00002.
ISSN 0312-5963.

HYRSOVA, Lucie, Tomas SMUTNY, Frantissk TREJTNAR a Petr PAVEK.
Expression of organic cation transporter 1 (OCT1): unique patterns of indirect
regulation by nuclear receptors and hepatospecific gene regulation. Drug Metabolism
Reviews. 2016, 48(2), 139-158. DOI: 10.1080/03602532.2016.1188936. ISSN 0360-
2532.

JONKER, J. W., J. W. SMIT, R. F. BRINKHUIS, M. MALIEPAARD, J. H. BEIJNEN,
J. H. M. SHELLENS a A. H. SCHINKEL. Role of Breast Cancer Resistance Protein in

the Bioavailability and Fetal Penetration of Topotecan. Journal of the National Cancer

Institute. 2000, 92(20), 1651-1656. DOI: 10.1093/jnc1/92.20.1651. ISSN 14602105.

JUNG, Norma, Clara LEHMANN, Andrea RUBBERT, et al. Relevance of the Organic
Cation Transporters 1 and 2 for Antiretroviral Drug Therapy in Human
Immunodeficiency Virus Infection. Drug Metabolism and Disposition. 2008, 36(8),
1616-1623. DOI: 10.1124/dmd.108.020826. ISSN 0090-9556.

KLAASSEN, Curtis D. a Lauren M. ALEKSUNES. Xenobiotic, Bile Acid, and
Cholesterol Transporters: Function and Regulation. Pharmacological Reviews. 2010,

62(1), 1-96. DOI: 10.1124/pr.109.002014. ISSN 0031-6997.

KOEPSELL, Hermann, Katrin LIPS a Christopher VOLK. Polyspecific Organic Cation
Transporters: Structure, Function, Physiological Roles, and Biopharmaceutical
Implications. Pharmaceutical Research. 2007, 24(7), 1227-1251. DOI: 10.1007/s11095-
007-9254-z. ISSN 0724-8741.

LEA, Andrew P. a Diana FAULDS. Ritonavir. Drugs. 1996, 52(4), 541-546. DOI:
10.2165/00003495-199652040-00007. ISSN 0012-6667.

LIANG, Yu, Siqi LI a Ligong CHEN. The physiological role of drug
transporters. Protein & Cell. 2015, 6(5), 334-350. DOI: 10.1007/s13238-015-0148-2.
ISSN 1674-800X.



53

MAO, Qingcheng a Jashvant D. UNADKAT. Role of the Breast Cancer Resistance
Protein (BCRP/ABCG2) in Drug Transport—an Update. The AAPS Journal.
2015, 17(1), 65-82. DOI: 10.1208/512248-014-9668-6. ISSN 1550-7416.

MINUESA, Gerard, Christopher VOLK, Miriam MOLINA-ARCAS, et al. Transport of
Lamivudine [(-)-B-1-2',3’-Dideoxy-3'-thiacytidine] and High-Affinity Interaction of
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors with Human Organic Cation Transporters
1, 2, and 3. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics. 2009, 329(1),
252-261. DOI: 10.1124/jpet.108.146225. ISSN 0022-3565.

NIES, Anne T. a Dietrich KEPPLER. The apical conjugate efflux pump ABCC2
(MRP2). Pfliigers Archiv - European Journal of Physiology. 2007, 453(5), 643-659.
DOI: 10.1007/s00424-006-0109-y. ISSN 0031-6768.

OYELEYE, O. O., S. T OGUNDEII, S.I. OLA a O. G. OMITOGUN. Basics of animal
cell culture: Foundation for modern science. Biotechnology and Molecular Biology

Reviews. 2016, 11(2), 6-16. DOI: 10.5897/BMBR2016.0261. ISSN 1538-2273.

PATEL, Mitesh, Kunal S. TASKAR a Maciej J. ZAMEK-GLISZCZYNSKI.
Importance of Hepatic Transporters in Clinical Disposition of Drugs and Their
Metabolites. The Journal of Clinical Pharmacology. 2016, 56, S23-S39. DOI:
10.1002/jcph.671. ISSN 00912700.

PERRY, Caroline M. a Diana FAULDS. Lamivudine. Drugs. 1997, 53(4), 657-680.
DOI: 10.2165/00003495-199753040-00008. ISSN 0012-6667.

PHELAN, Mary C. Basic Techniques in Mammalian Cell Tissue Culture. Current
Protocols in Cell Biology. 2007, 36(1), 1.1.1-1.1.18. DOI:
10.1002/0471143030.cb0101s36. ISSN 19342500.

PHILIPPEOS, Christina, Robin D. HUGHES, Anil DHAWAN a Ragai R. MITRY.
Introduction to Cell Culture. Human Cell Culture Protocols. Totowa, NJ: Humana
Press, 2012, 2012-10-7, s. 1-13. Methods in Molecular Biology. DOI: 10.1007/978-1-
61779-367-7_1. ISBN 978-1-61779-366-0.

SEITZ, Tina, Robert STALMANN, Nawar DALILA, et al. Global genetic analyses

reveal strong inter-ethnic variability in the loss of activity of the organic cation



54

transporter OCT1. Genome Medicine. 2015, 7(1), 56. DOI: 10.1186/s13073-015-0172-
0. ISSN 1756-994X.

SCHINKEL, Alfred H. a Johan W. JONKER. Mammalian drug efflux transporters of
the ATP binding cassette (ABC) family: an overview. Advanced Drug Delivery
Reviews. 2012, 64(1), 138-153. DOI: 10.1016/j.addr.2012.09.027. ISSN 0169409X.

SKALOVA, Lenka. Metabolismus 1é¢iv a jinych xenobiotik. Druhé, upravené
a roz§ifené vydani. Praha: Karolinum, 2017. ISBN 978-80-246-3733-4.

SVIHOVEC, Jan, Jan BULTAS, Pavel ANZENBACHER, Jaroslav CHLADEK, Jan
PRIBORSKY, Jiti SLIVA a Martin VOTAVA, ed. Farmakologie. Ilustroval Miroslav
BARTAK. Praha: Grada Publishing, 2018. ISBN 978-80-247-5558-8.

TAYLOR, Nicholas M. 1., lIoannis MANOLARIDIS, Scott M. JACKSON, Julia
KOWAL, Henning STAHLBERG a Kaspar P. LOCHER. Structure of the human
multidrug  transporter ~ ABCG2. Nature. 2017, 546(7659), 504-509. DOI:
10.1038/nature22345. ISSN 0028-0836.

TSENG, Alice, Christine A. HUGHES, Janet WU, Jason SEET a Elizabeth J.
PHILLIPS. Cobicistat Versus Ritonavir: Similar Pharmacokinetic Enhancers But Some
Important Differences. Annals of Pharmacotherapy. 2017, 51(11), 1008-1022. DOI:
10.1177/1060028017717018. ISSN 1060-0280.

TSIBRIS, Athe M. N. a Martin S. HIRSCH. 130 Antiretroviral Therapy for Human
Immunodeficiency Virus Infection. BENNETT, John E., Raphael DOLIN a Martin J.
BLASER. Mandell, Douglas, and Bennett's principles and practice of infectious
diseases. Eighthedition. Philadelphia, PA: Elsevier/Saunders, [2015], 1622-1641.e6.
ISBN 978-1-4557-4801-3.

UYSAL, Onur, Tugba SEVIMLI, Murat SEVIMLI, Sibel GUNES a Ayla EKER
SARIBOYACI. Cell and Tissue Culture. Omics Technologies and Bio-Engineering.
Elsevier, 2018, 2018, s. 391-429. DOI: 10.1016/B978-0-12-804659-3.00017-8. ISBN
9780128046593.



55

WAGNER, David J., Tao HU a Joanne WANG. Polyspecific organic cation transporters

and their impact on drug intracellular levels and pharmacodynamics. Pharmacological

Research. 2016, 111, 237-246. DOI: 10.1016/j.phrs.2016.06.002. ISSN 10436618.

WORMSER, Gary P., Gerald T. KEUSCH a Rennie C. HEEL. Co-trimoxazole
(Trimethoprim-sulfamethoxazole) An Updated Review of its Antibacterial Activity and
Clinical Efficacy. Drugs. 1982, 24(6), 459-518. DOI: 10.2165/00003495-198224060-
00002. ISSN 0012-6667.

ZINNER, Stephen H. a Kenneth H. MAYER. 33 Sulfonamides and Trimethoprim.
BENNETT, John, Raphael DOLIN a Martin J. BLASER. Mandell, Douglas, and
Bennett's principles and practice of infectious diseases. Eighthedition. Philadelphia,
PA: Elsevier/Saunders, [2015], s. 410-418. DOI: 10.1016/B978-1-4557-4801-3.00033-
3. ISBN 9781455748013.

Internetové zdroje

DrugBank. Trimethoprim. In: DrugBank [online], 2005. Updated on April 03, 2020.
Dostupné z: https://www.drugbank.ca/drugs/DB00440. Piistup 3. 4. 2020

European Medicines Agency. Norvir : EPAR - Product information. In: European
Medicines Agency [online]. 2009. Last wupdated: 16/10/2019 Dostupné z:

https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/norvir-epar-product-

information_cs.pdf. Pfistup 3. 4. 2020

JARY, Vitézslav a Jan PEJICHAL. Scintildtory kolem nds [online]. 1. Praha: Stiedisko
spole¢nych &innosti AV CR, 2017. Véda kolem nas. ISBN 978-80-270-2078-2.

Dostupné z: www.academia.cz/edice/kniha/scintilatory-kolem-nas. Ptistup 14. 3. 2020

JOHNSON, Mary. Protein Quantitation. Materials and Methods [online]. 2012; 2.
29.2.2012 DOIL:  10.13070/mm.en.2.115.  ISSN  2329-5139. Dostupné z:

http://www.labome.com/method/Protein-Quantitation.html. Ptistup 15. 3. 2020

Merck. MDCK-II Cell Line canine In: Sigma-Aldrich [online]. ¢2020. Dostupné z:
https://www.sigmaaldrich.com/czech-republic.html. Pfistup 4. 4. 2020



https://www.drugbank.ca/drugs/DB00440
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/norvir-epar-product-information_cs.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/norvir-epar-product-information_cs.pdf
http://www.academia.cz/edice/kniha/scintilatory-kolem-nas
http://www.labome.com/method/Protein-Quantitation.html
https://www.sigmaaldrich.com/czech-republic.html

56

National Center for Biotechnology Information. Lamivudine. PubChem Database.
[online]. USA: National Center for Biotechnology Information, [2005]. Dostupné z:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Lamivudine. Piistup 3. 4. 2020

National Diagnostics. Fundamentals of Liquid Scintillation Counting. In: National
Diagnostics [online]. c2011. Dostupné Z:

www.nationaldiagnostics.com/taxonomy/articles/liquid-scintillation. Pfistup 14. 3. 2020

Sygnature Discovery. MDCK-WT/MDR1 Permeability. In: Sygnature
Discovery [online]. c2020. Dostupné Z:

www.syegnaturediscovery.com/publications/technical-notes/mdck-wt-mdr1-

permeability. Piistup 24. 3. 2020


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Lamivudine
http://www.nationaldiagnostics.com/taxonomy/articles/liquid-scintillation
http://www.sygnaturediscovery.com/publications/technical-notes/mdck-wt-mdr1-permeability
http://www.sygnaturediscovery.com/publications/technical-notes/mdck-wt-mdr1-permeability

