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Abstrakt
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transportérov

Siroké spektrum $pecializovanych transportnych proteinov exprimovanych najma
v proximalnom tubule obli¢iek zabezpecuje exkréciu endogénnych 1 exogénnych latok.
Na bazolaterdlnej membrane proximalneho tubulu obli¢iek je lokalizovany OCT2
(organic cation transporter 2) transportér prenasajuci Siroké spektrum Struktirne
odlisnych latok. Vzhl'adom na Sirokt substratova S$pecifitu moze na urovni tohto
transportéru dochédzat’ k liekovym interakcidm.

V ramci tejto diplomovej prace bola zistovand akumuldcia radioaktivne
znaceného antivirotika [*H]lamivudinu a modelového substratu hOCT2 [*H]MPP*
prostrednictvom akumula¢nych a transportnych stadii. Modelovymi bunkovymi liniami
boli psie oblickové bunky MDCKII alebo I'udskd bunkova linia HeLa, ktoré¢ stabilne
alebo tranzientne exprimovali I'udsky OCT2 transportér. K inhibicnym Stidiam bolo
vyuZité antibakterdlne chemoterapeutikum trimetoprim.

Z vysledkov vyplyva, ze akumulécia lamivudinu u buniek s OCT2 transportérom
je v porovnani s MPP" vel'mi nizka. Akumula¢nymi §tudiami sa tieZ zistilo, Ze lamivudin
ma vyssiu afinitu k OCT1 transportéru v porovnani s transportérom OCT2. Pri sucasne;j
aplikacii trimetoprimu do$lo len k malému zniZeniu akumulacie lamivudinu oproti
kontrolnym bunkam. Testovany lamivudin je teda velmi slabym substratom OCT2
transportéru, a preto nie je vhodnym substratom k realizacii experimentov, ktoré by

odhal'ovali liekové interakcie na urovni OCT?2 transportéru.



Abstract
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Title of diploma thesis: Study of substance transport via membrane transporters

Wide range of specialized transport proteins expressed mainly in the kidney
proximal tubule ensures the excretion of endogenous and exogenous substances. OCT2
(organic cation transporter 2) is localized on the basolateral membrane of the kidney
proximal tubule, the transporter transports broad spectrum of structurally different
substances. Drug-drug interactions may occur at the level of this transporter due to its
broad substrate specificity.

Within this diploma thesis the accumulation of the radiolabeled antiviral agent
[*H]lamivudine and the model hOCT2 substrate [’HJMPP' was evaluated using
accumulation and transport studies. The canine kidney cells MDCKII or human cell line
HeLa were used as model cell lines. Mentioned cell lines expressed the human OCT2
transporter stably or transiently. The antibacterial chemotherapy agent trimethoprim was
used as competitive inhibitor of OCT2 transporter.

The results indicate the lamivudine accumulation in the cells with OCT2 is low
compared to accumulation of MPP". Accumulation studies showed that lamivudine had
a higher affinity to OCT1 transporter compared to OCT2 transporter. With simultaneous
application of trimethoprim, there was only a slight decrease in lamivudine accumulation
compared to control cells. Despite known facts, lamivudine was identified as weak
substrate of OCT2 transporter under our laboratory conditions. Therefore it is not suitable
substrate for conducting experiments that would reveal drug-drug interactions at the

OCT?2 transporter level.
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1 Zoznam skratiek

ABC

ATP

AUC

BCA

BCRP

BSA

cDNA

CNT

Ct

DMEM

DNA

ENT

FBS

HBV

Hela

HEPES

HIV

hOCT2

MATE

MDCKII

transportéry nadrodiny ATP-binding cassette
adenozintrifosfat

plocha pod krivkou

bicinchoninova metdda (Bicinchoninic Acid Assay)
,breast cancer resistance protein‘

hovidzi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)
komplementarna DNA

koncentra¢né nukleozidové transportéry

»cycle treshold*

,Dulbecco’s Modified Eagle Medium"
deoxyribonuleotidova kyselina

ekvilibraény nukleozidovy transportér

fetalne hovéddzie sérum (Fetal Bovine Serum)

virus hepatitidy B

bunkova linia pomenovana podl’a Henriety Lacksovej
kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazethansulfonova
virus l'udskej imunodeficiencie (Human Imunodeficiency Virus)
I'udsky transportér pre organické kationy 2
,multidrug and toxin extrusion protein‘

,Madin-Darby Canine Kidney Cells II

MDCK wt/hy ,,Madin-Darby Canine Kidney Cells wild type* nestce geneticky

MDR
MPP*

MPTP

kod rezistencie na hygromycin

,multidrug resistance protein
1-methyl-4-fenylpyridinium

1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-tertrahydropyridin



mRNA
MRP
OAT
OATP
OCT
OCTN
Opti-MEM
PBS
PEPT
PLB
RNA
SLC
TEA"
TMDs

URAT

mediatorova RNA

»multidrug resistance-associated protein®

transportér pre organické aniény (organic anion transporter)
polypeptidy transportujice organické aniény

transportér pre organické kationy (organic cation transporte)
,»organic cation/carnitine transporter

,Opti-minimal essential medium*

fosfatovy pufer (Phosphate Buffered Saline)

peptidické transportéry

pasivny lyzovaci pufer (Passive Lysis Buffer)

ribonukleova kyselina

transportéry nadrodiny solute carrier

tetracthylammonium

transmembranové domény

uratovy transportér



2 Uvod

Pohyb latok cez bunkovi membranu do bunky a von z bunky je sprostredkovany
niekol’kymi mechanizmami. Jednym zo zékladnych mechanizmov je prosta difuzia, avSak
nie kazda transportovana latka dokdze prechadzat takymto spdsobom cez membranu.
Siroka $kala exogénnych a endogénnych latok vyuZiva na prechod tzv. transportéry,
Specifické proteiny inkorporované do bunkovych membran. Vyuzivaju sa na cirkulaciu
zivin, vyluCovanie metabolitov ¢i k detoxikacii a exkrécii lieCiv z organizmu.
Lokalizované s vo velkom mnozstve tkaniv a orgédnov l'udského tela (Klaassen
a Aleksunes 2010).

Liekové transportéry nachadzajuce sa najma v ¢revach, peceni ¢i zaludku zasadne
ovplyviiuji farmakokinetiku lie¢iv. Zasahuju tak do procesu ich absorbcie, distribucie,
metabolizmu a exkrécie, ¢im reguluji mnozstvo lieCiv v systémovej cirkulécii. V ¢reve
zabezpecuju najmé absorpciu latok. Transportéry nachadzajice sa v peeni umoznuju
vstup lie€iv z krvi do hepatocytov a ich naslednt sekréciu do ZIce. Peceti je tiez dolezitym
organom metabolizcie lieCiv. Podstatnym eliminaénym organom su obli¢ky, kde st
lokalizované membranové transportné proteiny najmé v proximalnom tubule a zicastiuji
sa na sekrécii a reabsorbcii roznych latok (Skalova 2017).

Na urovni tychto transportérov dochadza k wvzniku liekovych interakeii.
NajcastejSie  liekové interakcie boli pozorované u influxnych a efluxnych
transportérov ako si OAT1 (organic anion transporter 1), OAT3, OCT2, BCRP (breast
cancer resistance protein) a P-glykoprotein,. Vzniknuté liekové interakcie moZzu byt
indukéné alebo inhibi¢né. Dochadza tak k zniZeniu ucinku lieciva (pri indukeii) alebo
k zvySeniu jeho plazmatickej koncentracie (pri inhibicii), ¢o sa prejavi zvySenym
vyskytom neziaducich ucinkov lieCiva. Ovplyvnenie hladiny lieiva je obzvlast
nebezpecné u lie€iv s nizkym terapeutickym indexom. Niektoré liekové interakcie vSak
mdzu mat’ v terapii 1 pozitivny efekt. Napriklad pri stasnom uZivani cytostatika
cisplatiny a cimetidinu, inhibitora transportéru OCT2, moéZze dojst k prevencii
nefrotoxicity spdsobenej cisplatinou. OCT2 transportér totizto hrd vyznamni ulohu
v akumulécii cisplatiny v oblickéach a v jej vyslednom nefrotoxickom ucinku (Liang et al.
2015, Han 2011, Koepsell et al. 2007)

Znalost’ interakcii lieiv na urovni liekovych transportérov je dolezita najma

z hl'adiska bezpec€nosti a i€innosti podavanej farmakoterapie. Z tohto dovodu je dolezité



Stidium interakéného potencidlu terapeuticky podavanych lieCiv na trovni

membranovych transportérov (Liang et al. 2015).



3 Teoreticka ¢ast’

3.1 Membranové transportné systémy

Membranové transportéry su Specifické proteiny inkorporované do biologickych
membran, prostrednictvom ktorych dochddza k transportu latok do bunky a von z bunky.
Na zéklade smeru prenosu substratu ich rozdel'ujeme na influxné (prenasaju substraty do
bunky) a efluxné (prenasaju substraty z bunky von do okolitého prostredia) transportéry.
Lokalizované su na apikdlnej alebo bazolaterdlnej membrane polarizovanych buniek
takmer v celom organizme. Ovplyviiuju absorpciu, distribuciu, metabolizmus a exkréciu
vel'kého mnozstva endogénnych i exogénnych latok. Transportné proteiny sa podiel’aju
na cirkulacii fyziologickych latok a Zivin, vyluCovani metabolitov, detoxikacii
a odstraneni lie¢iv z organizmu. St miestom vzniku liekovych interakcii, ¢o s procesy
veduce k zmene koncentracie lieciva v krvi ¢i v tkanive, moézu tak pozmenit’ ucinnost’
¢i bezpecnost’ lieCiva v organizme (Han 2011, Klaassen a Aleksunes 2010).

Prenos latok cez bunkové membrany (vid Obr.1) mdze byt sprostredkovany
pasivnou diftziou, facilitovanou difuziou a aktivnym transportom. Pasivny transport
zahfnajlci pasivnu a ulah¢enu difuziu prebieha v smere koncentracného gradientu bez
spotreby energie. Pri pasivnej difuzii dochadza k prostému prechodu molekuly cez
bunkovli membranu z miesta s vy$Sou koncentraciou do miesta s nizSou koncentraciou
bez ucasti transportéru. Facilitovand difiizia zabezpecuje pohyb molektl cez
biomembranu pomocou Specifickych bielkovinovych prenaSacov nachadzajucich sa v
bunkovej membrane. Ak dochadza k prestupu molekul a i6nov cez membranu proti ich
koncentratnému alebo elektrochemickému spadu za spotreby energie, hovorime
o aktivnom transporte. Primarny aktivny transport prebieha proti elektrochemického
gradientu, preto vyzaduje energiu ziskani hydrolyzou ATP (adenozintrifosfatu). Pri
tomto procese sa substrat naviaze na povrch prenasaca, dojde ku konformaénym zmenam
transportného proteinu, ¢o spdsobi presun latky z jednej strany membrany na druhu.
V pripade, Ze je pre transport jednej latky proti jej elektrochemickému gradientu vyuzity
gradient druhej latky, hovorime o sekundarnom aktivnom transporte, tiez nazyvanom
kotransport. Typickym substratom pre tento typ transportu s iony. Ak tento systém
transportuje dve latky v rovnakom smere, oznacuje sa ako symport, ak kazd4 smeruje na

opacnl stranu, antiport. Prave tento typ transportu latok v opa¢nom smere si moZze



vytvorit’ elektrochemicky gradient samostatne, ktory je nasledne vyuzity k terciarnemu

aktivnemu transportu (Klaassen a Aleksunes 2010, Giacomini a Sugiyama 2011).

Pasivny transport
{ po koncentraénomu spade )
elektrochemicky potencial
gradient substritu

Alktivny transport

{ proti koncentratnému spadu )
eleltrochemicly) potencidl
gradient substritu

vysoky nizky wyzoky
o0 @
L N |
ricn c @ ® s
sekundarmy altivey
transport
I .
ufahfend O O
diffizia _.-. © ©
ATP  primémy aktivny
transport

Obr. 1 Rozdelenie membranovych transportnych systémov. Zelené kruhy charakterizuji
substraty, ktorych velkost' je priamo umerna koncentracii. Sipky naznaduju smer toku.
Cierne §tvorce symbolizujt iény/latky, ktoré su hnacou silou transportu a ich velkost’ je
priamo umerna koncentracii. Modré ovaly reprezentuji transportné proteiny.

Modifikované podla: (Giacomini a Sugiyama 2011)

V Tudkom gendéme bolo identifikovanych viac nez 400 transportérov, ktoré
rozdel'ujeme do dvoch hlavnych nadrodin: ATP-binding cassette (ABC) a solute carrier

(SLC) transportéry (Liang et al. 2015).

ABC transportéry

ABC transportéry pracuju ako efluxné prendSace na principe primarneho
aktivneho transportu, pocas ktorého dochadza k spotrebe energie vo forme ATP.
V Tudskom tele bolo detekovanych viac nez 40 ABC transportérov, rozdelenych do
siedmich podrodin A-G. Vyskytuji sa predovsetkym v peceni, Crevach, mozgu
a v placente, kde zohravaji dolezitt ulohu v absorpcii, distribtcii a eliminacii lieCiv.
Najvyznamnej$imi zéstupcami tejto skupiny st P-glykoprotein (MDR1/ABCBI),
multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2/ABCC2) a breast cancer resistance
protein (BCRP/ABCG2), ktoré su Studované najmd z dovodu ovplyvnenia
farmakokinetiky a liekovych interakcii (Liu 2019, Klaassen a Aleksunes 2010).



SLC transportéry

SLC transportéry vyuzivaju k prenosu latok cez biomembranu sekundarny alebo
terciarny aktivny transport. Niektoré z nich vyuzivaju k transportu facilitovanu diftziu.
Na rozdiel od ABC transportérov, prevazne funguju ako influxné transportéry, ale moze
dojst’ i k efluxnému alebo obojstrannému transportu. Popisanych bolo viac nez 300 ¢lenov
tejto nadrodiny, ktoré st exprimované vo vel’kom mnozstve tkaniv a organov, napriklad
v peceni, oblickéach, srdci, mozgu, plicach , Creve ¢i v placente. Zodpovedné s za
transport velkého mnozstva latok, ako su cukry , lipidy, aminokyseliny,
neurotransmitery, anorganické a organické i6ny a liecivd. Medzi najhlavnejsie
transportéry tejto nadrodiny patria OATP (organic anion transporting polypeptides), OCT
(organic cation transporter), OAT (organic anion transporter), OCTN (organic
cation/carnitine transporter), PEPT (peptide transporter), CNT (concentrative nucleoside
transporter), ENT (equilibrative nucleoside transporter) ¢i MATE (multidrug and toxine
extrusion transporter), ktory funguje ako efluxny transportér (Klaassen a Aleksunes 2010,

Bai et al. 2018, Liang et al. 2015).



3.2. Transportéry v oblickach

Oblicky su jednym z najdolezitejSich organov potrebnych pre exkréciu velkého
mnozstva latok. Rendalna elimindcia lieciv, toxinov i endogénnych metabolitov je
zabezpecovana prostrednictvom glomerularnej filtracie, tubulérnej sekrécie a tubularnej
reabsorpcie. Prostrednictvom tubularnej sekrécie dochadza k prestupu latok z krvi do
buniek proximalneho tubulu cez bazolateralnu membranu a z buniek do lumen tubulov
cez apikadlnu membranu. Proces reabsorpcie prebieha v opacnom smere. Tubularna
sekrécia aj reabsorpcia su velmi Casto sprostredkované mnohymi membranovymi
transportérmi exprimovanymi v proximalnom tubule obli¢iek (vid® Obr.2). Tieto
Specifické proteiny st zamerané najmid na prenos organickych anidonov, organickych
katiénov, peptidov a nukleozidov. V pripade akéhokol'vek ovplyvnenia aktivity alebo
expresie tychto transportérov, moze dojst’ k zmene farmakokinetiky a teda i ic¢innosti

a bezpecnosti lieciv (Launay-Vacher 2006, Klaassen a Aleksunes 2010).

BUNKY PROXIMALNEHO TUBULU

Exlrécia Feabsorpeia

MATEZE ASET
OAT1 . r
MATEL & EE ENTL2
OATS B OCTNL2
. MDR1 = MEPS .
= B OAT2 =
B OCT2 B
MMEP2 E OATRS 08T a
OCT3 E
MER4 DATES OST B
S DEPT1-2
URAT1
BAZOLATERALNA APTEATLNA / BAZOLATERALNA
MEMBRANA MEMEFANA MEMEFANA

Obr. 2 Transportéry exprimované v bunke proximalneho tubulu obliciek, ktoré sa
z(&astiuju na renalnej exkrécii (vI'avo) a renalnej reabsorpcii (vpravo). Sipky naznaduju
smer transportu.

Modifikované podl'a: (Klaassen a Aleksunes 2010)



Prvym krokom rendlnej sekrécie je influx latok cez bazolaterdlnu membranu do
bunky renalneho tubulu. Na tomto procese sa podiel’aju transportéry pre organické aniony
OATI1, OAT3 a transportéry pre organické kationy hlavne OCT2, v menSej miere
aj OCT3, ktoré patria do nadrodiny SLC transportérov. OAT transportéry umoziuju
antiport organickych aniénov vymenou za sodik a dikarboxyldt, gradient vznika
kotransportom s Na"/K* ATPazou. Proces prebieha terciarnym aktivnym transportom.
Zatial' co OAT1 a OAT3 su exprimované na bazolateralnej membrane, OAT2, OAT4,
OATS sa nachadzaji na apikalnej strane renalneho tubulu a zabezpecuju prenos
substratov z lumen do bunky proximalneho tubulu. Spolocnymi substratmi jednotlivych
transportérov pre organické aniény su [-laktdmové antibiotika, antivirotika,
Hz-antihistaminika, metotrexat. OCT transportéry, konkrétne OCT2, je jednym
z najddlezitejSich transportérov v proximalnom tubule obli¢iek, ktory zabezpecuje
transport mnozstva organickych katiénov. PodrobnejSie sa budeme touto skupinou
transportérov zaoberat’ v nasledujucej podkapitole (Ivanyuk 2017, Klaassen a Aleksunes
2010).

Prechod latok cez apikdlnu membranu tubularnych buniek do moca zabezpecuju
efluxné transportéry: MATE1, MATE2-K, MDR1, MRP2, MRP4 a BCRP. MATEI
a MATE2-K, patriace do nadrodiny SLC transportérov, zabezpecuju eflux organickych
katidbnov vymenou za proton. Zatial’ <o MATE] je lokalizovany i v inych organoch, ako
napriklad pecen, srdce, nadoblicky, MATE2-K je $pecifickym prenaSacom pre oblicky.
Ostatné Styri uvedené transportéry patria do nadrodiny ABC transportérov. Jedna sa
o transportéry, ktoré spdsobuji mnohopocetné liekové rezistencie a to najmé v terapii
onkologickych ochoreni (Motohashi 2013, Yin a Wang 2016).

Reabsorpciu xenobiotik v bunkach proximalneho tubulu obli¢iek zabezpecuji
nasledujuce apikalne transportéry. ASBT (apical sodium-dependent bile acid
transporter), ktory je vSak vo vicSej miere exprimovany v terminalnom ileu, kde
zabezpecuje absorpciu Zl¢ovych kyselin. OCTNI1, OCTN2, ktoré su vyznamnymi
prena$acémi karnitinu. Dalej sa v proximalnom tubule buniek nachadzaju transportéry
organickych aniénov OAT2, OAT4 a OATS popisané v texte vysSie. URATI (urate
transporter 1), patriaci do skupiny transportérov OAT, reabsorbuje kyselinu mocova
vymenou za anorganické iony. Jeho kI'aiCovou tlohou je udrzanie homeostazy kyseliny
mocovej v 'udskom organizme, nakol’ko pri akumulacii urdtu méze dojst’ k akitnemu
dnavému zachvatu. Reabsorpcia di-peptidov a tri-peptidov, ale i latok peptidom

podobnych (B-laktdimové antibiotika, inhibitory angiotenzin konvertujiceho enzymu,
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valaciklovir, bestatin) na apikdlnej membrane proximalneho tubulu je zabezpecovana
petidovymi transportérmi PEPT1 a PEPT2. Dalsimi podstatnymi latkami
reabsorbovanymi v proximalnom tubule su nukleozidy a nukleozidové analoga
(didanosin, zidovudin, zalcitabin, stavudin). Tento proces zabezpeCuju
CNT1-3,umiestnené na apikélnej membrane proximalneho tubulu a ENT1-2, ktoré sa
nachddzaju na bazolaterdlnej membrane a umoziuju obojsmerny prechod nukleozidov,
ENTI i nukleozidovych analdégov a cytostatik po koncentratnom gradiente (Ivanyuk
2017, Klaassen a Aleksunes 2010).

Reabsorbciu xenobiotik na bazolateralnej membrane oblic¢iek zabezpecuju MRP6,

OSTa (organic solute transporter o) a OSTp (Klaassen a Aleksunes 2010).

3.2.1 Transportéry organickych kationov

Medzi transportéry organickych katidnov patria traja ¢lenovia: OCT1, OCT2
a OCT3, ktoré zaradujeme do podrodiny SLC22A. Priméarne umoZiuji transport
organickych kationov, nenabitych latok alebo anionov. Transport, ktory
sprostredkovavaju je elektrogénny, na sodiku a pH nezavisly (Koepsell 2004).

Zohravaju klI'i¢ovu ulohu v absorpcii, distribucii a eliminécii vysSie zmienenych
latok, nakol'ko sa nachadzajii v organoch ako su tenké ¢revo, peceni a oblicky. OCT1 je
vo vel'kej miere exprimovany na bazolateralnej membrane hepatocytov, kde zabezpecuje
presun kladne nabitych latok z krvi do pecene. Vo vel'mi malej miere je lokalizovany
v tenkom ¢reve, oblickach, mozgu, srdci, placente, kostrovom svalstve. OCT?2 je dolezity
hlavne v bunkach proximalneho tubulu obliciek, kde zabezpecuje uptake organickych
kationov z krvi do bunky renalneho tubulu. Okrem obliciek sa v§ak nachddza i1 v inych
organoch, ale v mensej miere. Poslednym transportérom tejto podrodiny je OCTS3,
extraneuronalny transportér, ktory ma Siroku distribuciu v tkanivach. Bol lokalizovany
v placente, prostate, aorte, slinnych zl'azach, plicach, peceni, oblickdch, mozgu, srdci,

tenkom ¢reve (Koepsell 2015).

Funkcia a Struktira OCT?2 transportéru

Oblickovy transportér OCT2 (SLC22A42) je silno exprimovany na bazolateralnej
membrane proximalneho tubulu obliiek. Tento Specificky transportny protein bol
v mensej miere detekovany 1 v tenkom cCreve, pl'icach, peceni, mozgu, placente, detskej

zl'aze 1 vo vnuitornom uchu. Zabezpecuje renalnu exkréciu vel'kého mnozstva lieciv,
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toxinov 1 endogénnych latok. Transport je sprostredkovany facilitovanou difuziou
v smere koncentratného gradientu. Hnacou silou pre prenos substratu je negativny
membranovy potencidl vo vnitri bunky (Wagner 2016).

Ludsky gén pre transportér OCT2 (SLC22A42) sa nachddza spolu s OCTI1 na
chromozoéme 6q26 a je tvoreny 555 aminokyselinami. Struktura tohto transportného
proteinu obsahuje 12 a-helikalnych transmembranovych domén (TMDs). N-koniec a C-
koniec sa nachadzaju v intraceluldrnom priestore (v cytoplazme). Extraceluldrne medzi
TMD1 a TMD?2 je lokalizovana jedna velkd hydrofilna slucka, ktora obsahuje niekol’ko
N-glykozylovanych miest. Medzi 6. a 7. transmembranovou doménou sa nachadza vel’ka
intracelularna slucka s fosforylovanymi miestami. Sekundarna S$truktGra OCT2

transportéru je zobrazend na obr. 3 (Ciarimbroli 2008, Wagner et al. 2016).

Extracelularny priestor

M165V

cooH

Intracelulamy priestor

Obr. 3 Znazornenie sekundarnej $truktiry OCT2 transportéru. V malych obdiznikoch sa
zobrazené najcastejSie Studované nesynonymné SNPs (single nucleotide polymorphism).

Modifikované podla: (Zair et al. 2008)

Na Tudskom géne SLC2242 bolo identifikovanych osem nesynonymnych
jednonukleotidovych polymorfizmov (vid’ obr. 3). Tie mézu zapricinit’ zmenu aktivity

alebo Specifickosti transportéru a tym ovplyvnit’ u€innost’ liecby (Volk 2014).
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Substraty OCT2

OCT2 je polyspecificky transportér, prendsa teda Siroké spektrum Struktirne
odlisSnych latok. Transportuje najmi malé hydrofilné organické kationy, ktoré maju
pozitivny ndboj pri fyziologickom pH. NajcastejSie pouzivanymi modelovymi
molekulami  transportovanymi  prostrednictvom tohto transportéru sa  TEA"
(tetracthylammonium) a  MPP" (1-methyl-4-phenylpyridinium). Substratmi st aj
roznorod¢é lieCiva ako napr. antiparkinsonika amantadin a memantin, cytostatika
oxaliplatina, cisplatina a pikoplatina. Antivirotika, ktoré nie su pri fyziologickom pH
kladne nabité, zalcitabin a lamivudin. Podiela sa i na transporte antagonistov Ho-
receptoru cimetidinu, famotidinu a ranitidinu, antidiabetika metforminu ¢i diuretika
amiloridu. Okrem exogénnych latok transportuje i endogénne latky, ako st tiamin, cholin,
neurotransmitery acetylcholin, dopamin, adrenalin, noradrenalin, serotonin a histamin
(Jonker a Schinkel 2004, Koepsell 2013, Wagner et al. 2016).

OCT?2 transportér ma vel’ky vyznam pri renalnej exkrécii latok rézneho povodu.
Pokial’ by doslo k jeho ovplyvneniu, napriklad rendlnym zlyhdvanim, méze sa exkrécia
lieciva znizit’ a tak dojst’ k zvySeniu plazmatickej koncentracie daného lie¢iva. Tento jav
bol pozorovany u jedného zo substratov tohto transportéra metforminu, ktory je primarne
eliminovany glomerularnou filtraciou a tubularnou sekréciou, ale ¢ast’ odchéadza i zI¢ou.
Ak sa zvysi plazmatickd koncentracia metforminu v dosledku akutneho alebo
chronického zlyhéavania obli¢iek, zvysi sa i koncentracia metforminu v peceni. Nasledne
moZe dojst’ k rozsiahlej inhibicii mitochondridlneho respiracného enzymu, v dosledku

¢oho mdze vzniknit’ Zivot ohrozujuci stav, laktatova acidoza (Koepsell et al. 2007).

Inhibitory OCT?2

Inhibitormi OCT?2 transportného proteinu su vacsie a lipofilnejSie kladne nabité
latky, ako su substraty. Inhibi¢ny vplyv na tento transportér ma Hi-antihistaminikum
cetirizin aj H»-antihistaminikum cimetidin. Dal$imi inhibitormi sa trimetoprim, chinidin,
dabigatran i testosteron (Giacomini et al. 2010, Klaassen a Aleksunes 2010).

Inhibitory mdzu spdsobit’ znizenie prestupu substratu cez membranu do bunky
proximalneho tubulu a tym zvysit koncentraciu latky v systematickej krvi. Liekové
interakcie vzniknuté na tomto podklade v§ak m6zu mat’ 1 pozitivny vplyv napr. pri terapii
cisplatinou. Pri si¢asnom uZzivani cytostatika cisplatiny a inhibitoru transportéru OCT2,

mdze dojst’ k prevencii nefrotoxicity sposobenej cisplatinou (Koepsell et al. 2007).
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3.3 Vybrané latky zo skupiny substratov a inhibitorov 'udského
transportéra OCT?2

3.3.1 1-metyl-4-fenylpyridinium

1-metyl-4-fenylpyridinium (MPP") je kladne nabitd organickd molekula
s neurotoxickymi u¢inkami. Je aktivnym metabolitom 1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-
tertrahydropyridinu (MPTP), lipofilnej latky schopnej prechodu cez hematoencefalicku
barieru. V gliovych bunkéach dochadza pomocou enzymu monaminooxidazy B k oxidécii
MPTP na toxicky kation MPP". Ten je absorbovany dopaminovym transportérom do
dopaminergnych neurénov, kde uplatiiuje svoje neurotoxické ucinky. Hromadi sa
v mitochondriach, kde inhibuje komplex I dychacieho retazca, ¢im ddjde k vycerpaniu
ATP a k néslednej bunkovej smrti dopaminergnych neurénov v substantia nigra. Znizuje
tak hladinu dopaminu a preukdzatelne sposobuje priznaky podobné Parkinsonovej
chorobe (Langston et al. 1984, Choi et al. 2015).

MPP" sa pouziva ako modelovy substrat pri funkénej analyze transportérov
OCT1-3 a MATEI1, MATE-2-K, nakolko nepodlicha Ziadnym d’alSim metabolickym

zmenam (Klaassen a Aleksunes 2010).

3.3.2 Lamivudin

Lamivudin je synteticky analog nukleozidu citidinu, ktory posobi proti virusu HIV
a virusu hepatitidy B. V terapii chronickej hepatitidy B sa pouZiva i v monoterapii, av§ak
pri liecbe HIV sa fixne kombinuje s nukleozidovymi inhibitormi HIV reverznej
transkriptazy zidovudinom (analdg tymidinu) alebo abakavirom (analdég guanozinu).
Dochadza tak k zosilneniu Uc€inku, zlepSuje sa priebeh a individudlna progndza pacienta
s HIV (Johnson et al. 1999, Svihovec et al. 2018).

Patri medzi nukleozidové inhibitory DNA polymerazy a reverznej transkriptazy
(RNA-dependentnej DNA polymerdzy), enzymu, ktory vyuzivaji retrovirusy na prepis
svojej RNA do DNA. Po vstupe do bunky dochadza k intracelularnej fosforylacii
lamivudinu na aktivny metabolit lamivudintrifosfat. Ten sa nasledne zabuduje do

virusovej DNA namiesto endogénneho citidintrifofsfaitu pomocou HIV reverznej
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transkriptdzy a HBV polymerazy, ukon¢i sa syntéza DNA retazca a znemozni sa
replikacia virusu (Perry a Faulds 1997, Svihovec et al. 2018).

Latka sa z tenkého Creva vstrebava velmi dobre a biologickd dostupnost’ po
peroralnom podani je u dospelého pacienta vyssSia nez 80%. Maximalnu koncentraciu
v plazme po uziti dosiahne za 0,5 az 1,5 hodiny. Distribuovany je do vSetkych telesnych
tekutin, co moze byt’ spdsobené jeho relativne malou molekulovou hmotnostou a nizkou
vizbou na plazmatické bielkoviny (< 36%). Lamivudin je metabolizovany minimdlne, az
70% sa vyli¢i v nezmenenej forme oblickami. Exkrécia prebieha glomerularnou
filtraciou a aktivnou tubularnou sekréciou, zabezpecovanou transportérmi pre organické
kationy. Pol¢as eliminacie lamivudinu sa pohybuje medzi 5-7 hodinami (Johnson et al.
1999, Svihovec et al. 2018).

Na eliminacii lamivudinu z organizmu sa pravdepodobne podielaju viaceré
obli¢kové transportné systémy: OCT2, MATE1 i MATE-2-K. Preto pri su¢asnom podani
inhibitoru jedného z tychto transprtérov méze dojst’ k poklesu clearence lamivudinu
(mnoZstvo plazmy, ktoré sa ocisti od lamivudinu za jednotku casu). Vyznamna je
interakcia lamivudinu s kotrimoxazolom (sulfametoxazol + trimetoprim) pri liecbe
asymptomatickej HIV infekcie. Kompetitivna inhibicia renalnej exkrécie lamivudinu
trimetoprimom spdsobi narast AUC (plochy pod krivkou) lamivudinu a pokles jeho
renélnej clearance. Zavaznost’ interakcie sa zvySuje u pacientov s rendlnym zlyhdvanim

(Perry a Faulds 1997, Miiller et al. 2013).

3.3.3 Trimetoprim

Trimetoprim  je  antibakterialne = chemoterapeutikum  zo  skupiny
diaminopyrimidinov, zasahujice do syntézy kyseliny listovej inhibiciou bakteridlneho
enzymu dihydrofolatreduktdzy. Znemoznuje tak tvorbu tetrahydrofolatu (kyseliny
tetrahydrolistovej), ktory je potrebny pre biosyntézu nukleovych kyselin a proteinov.
Afinita trimetoprimu k bakterialnej dihydrofolatreduktdze je niekol'’kondsobne vyssia nez
k Tudskej. Zabezpecuje sa tak selektivny antibakteridlny ucinok. Cudsky organizmus
nedisponuje enzymami potrebnymi k syntéze kyseliny listovej, preto je nutné ju dopinat
vo forme potravy (Zinner a Mayer 2018).

Trimetoprim sa pouZiva v monoterapii hlavne na infekcie mocovych ciest.
Spektrum U¢inku zahfiia mnohé baktérie naymé Escherichia coli a d’alSie enterobaktérie

rodu Proteus, Klebsiela, Salmonella, Shigella. Medzi ostatné baktérie citlivé
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k trimetoprimu patria hemofily, stafylokoky, streptokoky, pneumokoky ¢i Gardnerella
vaginalis (Benes 2018).

U mnohych z vysSie spominanych baktérii vSak druhotne vznikla rezistencia na
trimetoprim. Jedné sa najmé o enterobaktérie a pneumokoky. Prirodzene rezistentnymi
baktériami st pseudomonady, mykoplazmy, spirochéty, Mycobacterium tuberculosis,
rody Neisseria, Bordetella, Helicobacter, Campylobacter a vi¢Sina anaerobnych baktérii.
Rezistencia modze byt spdsobena zmenou permeability bunky, nizSou afinitou bunky
k lie¢ivu, zvySenou produkciou alebo zmenou dihydrofolatreduktazy (Benes 2018,
Wrobel et al. 2019).

Utinok trimetoprimu je zosilneny v kombinacii so sulfonamidom
sulfametoxazolom, vd’aka inhibicii dvoch stvisiacich metabolickych pochodov v syntéze
kyseliny listovej. Fixnd kombinédcia tychto dvoch lieCivych latok v pomere 1:5
(sulfametoxazol:trimetoprim) sa nazyva kotrimoxazol, ktory sa pouziva v liecbe
respiraénych, urogenitalnych a ¢revnych infekcii. Kombinéciou sa znizuje i riziko vzniku
selektivnej rezistencie k jednotlivym liecivym latkam (Benes 2018).

Nakol'ko dochadza k ¢iastoénému ovplyvneniu i1 'udskej dihydrofolatreduktazy,
moze sa pocas liecby vyskytnut zavazny Gtlm kostnej drene. Vyskytuju sa i alergické
reakcie roznej zavaznosti, bolesti hlavy, hyperkalémia, kozné vyrazky alebo nauzea ci
zvracanie (Benes 2018).

Vstrebanie latky po perordlnom pouziti je rychle a takmer uplné. Maximalnych
hladin v sére je dosahovanych priblizne po 1-4 hodinach od podania. Distribuovany je do
roznych tkaniv a telesnych tekutin (sliny, ZI¢, vaginalny sekrét). V oblickach, plicach ¢i
prostate jeho koncentracia presahuje plazmatické hladiny. V mozgu dosahuje priblizne
50% plazmatickych koncentréacii. V mensej miere (cca 20%) je metabolizovany v peeni,
vicSina sa v nezmenenej forme vylucuje oblickami. Pri vylu€ovani latky mocom sa
uplatiiuje glomerularna filtracia a aktivna tubularna sekrécia. Vylu€ovanie sa zvySuje ak
je moc¢ kysly. V moc¢i je koncentracia trimetoprimu 10x vysSia nez v krvi. Eliminaény
poléas je 9-11 hodin, pri tazkom poskodeni obli¢iek az 24 hodin. Trimetoprim je
substratom a inhibitorom CYP2C9 a v menSej miere je transformovany i CYP3A4, ¢o
predstavuje d’alSiu uroven, na ktorej sa mézu vyskytnat’ lieckové interakcie (Benes 2018,

Zinner a Mayer 2015).
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3.4 Transfekcia

Transfekcia je metoda, prostrednictvom ktorej dochédza k prenosu genetického
materidlu vo forme izolovanej RNA alebo DNA do eukaryotickej bunky. Takto geneticky
modifikovand bunka sa nasledne vyuziva na $tadium funkcie génov alebo génovych
produktov a zmeny génovej expresie ¢i na analyzu r6znych mutécii. Uskuto¢nit’ sa mdze
na zivom organizme (in vivo), Co sa vyuZziva najma v génovej terapii alebo in vitro tzn. za
laboratornych podmienok (Kaestner et al. 2015).

Transfekciu mozeme podla dizky génovej expresie rozdelit na prechodnti
(tranzientn) a stabiln. Pri prechodnej transfekcii prenaSand geneticka informacia
neinteraguje s hostitel'skym gendémom, nedochadza tak k replikécii a k prenosu génu na
dalsie generacie. Vykazuje len doCasnu expresiu vlozenych génov, ktora sa v priebehu
delenia bunky straca. K produkcii rekombinantného proteinu dochddza omnoho
rychlejSie neZ pri stabilnej transfekcii. Stabilna transfekcia je zloZity prenos génov, ktoré
sa za€lenia do gendmu hostitel'skej bunky. Gény sa nasledne replikujii v hostitel'ovi
a odovzdavaju sa budiicim generaciam (Kim a Eberwine 2010).

Pri transfekcii musi dojst’ k prenosu zaporne nabitého genetického materialu cez
zaporne nabitl membranu bunky. Takyto prenos mézeme dosiahnut’ prostrednictvom
biologickych, fyzikalnych alebo chemickych transfekénych metod. AvSak nie vSetky
transfekéné metody mozeme pouzit' na vSetky typy buniek. Pri vybere treba dbat’ na
vybraty typ bunkovej linie, ale i na &el transfekcie. Uginnost zavisi od vel’kého mnozZstva
faktorov: pouzita metdda transfekcie, druh bunecnej linie, ktord bola pouzita vramci
transfekcie, jej celkovy stav (viabilita buniek by mala byt minimalne 90%), pocet pasazi
by nemal byt’ viacsi nez 30, je nutné vziat' do Uivahy aj kvalitu a mnoZstvo nukleove;j

kyseliny (Sheikh et al. 2017, Thermo Fisher Scientific 2015).

3.4.1 Biologické transfek¢né metody

Transfekcia sprostredkovana virusmi, tiez nazyvana aj transdukcia, je jednou
z najvyuzivanejSich metéd v klinickom vyskume. Sprostredkovand je najCastejSie
adenovirusmi, adeno-asociovanymi virusmi, lentivirusom, herpesovymi virusmi a inymi
retrovirusmi. Vhodna je pre vSetky typy buniek, okrem buniek imunitného systému.

Virusova transfekcia je jednoduchd a velmi Uc€inn4, nakolko dochddza k priame;j
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integracii virusu do genomu hostitel'a. Nakol’ko vSak integracia prebieha nahodne, moze
dojst’ k abnormalnej imunogénnej odpovedi, mutacii ¢i dokonca k usmrteniu bunky (Kim

a Eberwine 2010, Thermo Fisher Scientific 2015).

3.4.2 Fyzikalne transfekéné metody

Fyzikalne metody patria k najnovsim transfekénym metdédam, ktoré prenasaju
geneticku informaciu do eukaryotickej bunky pomocou réznych fyzikalnych nastrojov.
Medzi najznamejsie patri elektroporacia, mikroinjekcia, opticka transfekcia, biolistické
Casticové zbrane (biolistic particle delivery, ,,gene gun*), sonoporacia a magnetofekcia.
Velkou vyhodou je moznost’ transfekovat’ i bunky, ktoré nie je mozné transfekovat inymi
metddami (napr. bunky imunitného systému), pretoze nezavisia na konkrétnych
biologickych alebo chemickych vlastnostiach bunky (Kaestner et al. 2015).

NajvyuzivanejSou fyzikalnou metdodou je elektroporacia. Elektrické impulzy
o vysokom napéti sa nechaju posobit’ na bunku. V plazmatickej membrane sa nasledkom
elektrického Soku vytvoria docasné pory, ktoré umoznia prenos nukleovej kyseliny do
bunky. Umoznuje transfekovat’ vel'’ké mnozstvo buniek 'ahko a rychlo. Avsak nevyhodou
je vysokd cena elektroporatoru a tiez moznost’ poskodenia bunky z dovodu trvalej
priepustnosti plazmatickej membrany (Han et al. 2015).

Vytvorenie docasnych porov na plazmatickej membrane bunky, ktoré
zabezpecuju prechod nukleovej kyseliny do bunky, je umoznené aj na zaklade ultrazvuku
u sonoporacie alebo na baze magnetického pol'a pri magnetofekcii (Kim a Eberwine
2010).

Pri optoporacii (optickej transfekcii) dochadza laserom k vytvoreniu porov na
biomembrane bunky a k naslednému prechodu nukleovej kyseliny do bunky na zaklade
osmotického rozdielu medzi cytoplazmou a médiom. Tato metdda mdze byt pouzitad aj
u vel'mi malych buniek, avSak je financne vel'mi ndro¢na (Kim a Eberwine 2010).

Mikroinjekciou sa pod mikroskopom vstrekuje nukleova kyselina priamo do
cytoplazmy alebo jadra bunky. Transfekuje sa po jednej bunke, preto je vhodné vyuzit’
tuto metddu hlavne v pripade, ak mame k dispozicii obmedzené mnozstvo buniek. Pri
tomto type transfekcie je potrebna presnost a velké mnozstvo sklsenosti, aby
nedochadzalo k poskodeniu buniek (Kaestner et al. 2015, Kim a Eberwine 2010).

Dal$ou finanéne velmi nakladnou metédou je transfekcia biolistickou strelou.

Dochadza k obaleniu nukleovej kyseliny Casticami zlata a k jej ndslednému vystreleniu
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pomocou tzv. génového dela do jadra recipientnej bunky. Nevyhodou je vysoka

pravdepodobnost’ poskodenia bunky strelou (Kim a Eberwine 2010).

3.4.3 Chemické transfekéné metody

Chemické metody umoznili prva Gspesnu transfekciu cicav€ich buniek, dodnes
maju vel'mi Siroké vyuzitie. Najpouzivanej$imi latkami umozitujucimi prenos negativne
nabitej nukleovej kyseliny cez negativne nabiti plazmaticki membranu su kationové
polyméry, katiénové lipidy a fosfore¢nan vapenaty. Tieto chemické latky vytvoria kladne
nabity alebo neutralny komplex s nukleovou kyselinou, ktory prechddza pravdepodobne
endocytézou alebo fagocytdzou do bunky. Uginnost’ chemickej transfekcie zavisi najméi
na pomere nukleovej kyseliny a chemickej latky, pH roztoku a celkovom stave bunkove;j
membrany (Kim a Eberwine 2010, Sheikh et al. 2017).

NajlacnejSou a vel'mi 'ahko sprostredkovanou metddou je transfekcia pomocou
fosfore¢nanu vapenatého. Metdda je vhodnd pre stabilni aj prechodnu transfekciu
roznych typov buniek. Vel'kou nevyhodou je senzitivita komplexu na zmeny pH a teploty.
Okrem toho moZe fosfore¢nan vapenaty pdsobit’ na bunky toxicky (Sheikh et al. 2017,
Thermo Fisher Scientific 2015).

Najcastejsie pouzivanymi kationovymi polymérmi su diethylaminoethyl-dextran,
polyethylenimin, dendriméry. Dendriméry su syntetické rozvetvené polyméry, ktoré na
svojom povrchu nesu kladne nabité aminokyseliny schopné interakcie s negativne nabitou
nukleovou kyselinou. Vzniknuty kladne nabity komplex prechddza cez plazmatickt
membranu pomocou endocytdézy. Metdda je jednoducha a finan€ne nendrocnd, avSak
transfek¢nd u€innost’ je nizka a je vhodna len pre tranzientnu transfekciu. Nevyhodou je
1 vysSia cytotoxicita (Sheikh et al. 2017, Thermo Fisher Scientific 2015).

NajpopularnejSou metdédou v sucasnosti je transfekcia sprostredkovana
kationovymi lipidmi, nazyvana aj lipofekcia. Patri medzi vysoko ucinné transfekcie,
vhodna je pre prechodnu aj stabilnt transfekciu velkého mnozstva bunkovych linii.
Kazdy bunkovy typ si vSak vyzaduje optimalizaciu podmienok transfekcie. Kationové
lipidy su vSeobecne zlozené¢ z kladne nabitej casti, spojovacieho ¢lanku a dvoch
alebo viacerych hydrofobnych uhlovodikovych retazcov. Kladnd cCast' interaguje
s negativne nabitym fosfatovym retazcom nukleovych kyselin. Spolu s tzv. pomocnymi

neutralnymi lipidmi (dioleoylfosfatidyletanolamin, cholesterol), ktoré sa vyuzivaju na
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zvySenie transfekcie buniek pomocou katidnovych lipidov, sa vytvoria lipozomy
(fosfolipidové vezikuly) s kladne nabitym nabojom vo vodnom prostredi. Tento kladny
naboj lipozomu sprostredkuje interakciu so zaporne nabitou membranou a umozni tak
vstup nukleovej kyseliny do bunky prostrednictvom endocytdézy. NajpouzivanejSim
transfekénym katidbnovym lipidom je Lipofectamine, ktory bol pouzity i v tejto

diplomovej praci (Dolby et al. 2004, Sheikh et al. 2017).
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4 Ciele prace

1. Stanovenie akumulicie radioaktivne znateného [*H]lamivudinu v modelovych
bunkovych liniach stabilne alebo tranzientne exprimujucich ludsky OCT2
transportér a jej porovnanie s modelovym substratom [*H]MPP"*.

2. Porovnanie afinity lamivudinu k hOCT1 a hOCT?2.

3. Stanovenie vhodnosti pouzitia bunkovej linie HelLa tranzientne transfekovanej
ludskym OCT2 transportérom k rutinnému odhalovaniu moznych liekovych
interakcii vznikajacich na trovni hOCT2 transportéru s vyuzitim inhibi¢nej

stadie.



S Experimentalna Cast’

5.1 Chemikalie, skisané latky a pouzité kity
3H-lamivudin (Hartmann Analytic, Nemecko)
3H-methylfenylpyridinium (*H-MPP*, American Radiolabeled Chemicals, USA)
70% Etanol (Penta, Ceské republika)

CaCl; (Sigma Aldrich, USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma Aldrich, USA)
DMEM médium (Life Technologies, USA)
Fetalne bovinné sérum (Sigma Aldrich, USA)
Glukoza (Sigma Aldrich, USA)

HEPES (Sigma Aldrich, USA)

hOCT2 expresny konStrukt (Origane,USA)
Chloroform (Penta, Ceska republika)

Izopropanol (Sigma Aldrich, USA)

KCI (Sigma Aldrich, USA)

Lamivudin (Sigma Aldrich, USA)

L-glutamin (Sigma Aldrich, USA)

Lipofectamine 3000 (ThermoFisher Scientific, USA)
MgClz-6H>0 (Sigma Aldrich, USA)

MPP" (Sigma Aldrich, USA)

NaxHPO4 (Sigma Aldrich, USA)

Na;HPO4-12H,0 (Sigma Aldrich, USA)

NaCl (Sigma Aldrich, USA)

NaH>PO4 (Sigma Aldrich, USA)

NaH2PO4-2H20 (Sigma Aldrich, USA)
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Neesencidlne aminokyseliny (Sigma Aldrich, USA)

Opti-MEM médium (ThermoFisher Scientific, USA)

Passive Lysis Buffer (PLB; Promega, USA)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA)
RevertAid RT Kit (ThermoFisher Scientific, USA)

RNase free voda (ThermoFisher Scientific, USA)

Sensi FAST™ Probe Hi-ROX Kit (Bioline, Australia)

TagMan Probe hOCT2 (ThermoFisher Scientific, USA)

TRI Reagent® (Sigma Aldrich, USA)

Trimetoprim (Sigma Aldrich, USA)

Trypsin (Sigma Aldrich, USA)
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5.2 Pristroje a vybavenie

12 jamkové inzerty (Corning, USA)

24, 96 jamkové kultivaéné dosticky (TPP, Svajéiarsko)
Analytické vahy (Boeco, Nemecko)

Automatické pipety (Eppendorf, USA)

Beta Counter Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer, USA)
Centrifugaéné skamavky (TPP, Svajéiarsko)

Dostickovy analyzator Synergy 2 (BioTek, USA)

Dostickovy spektrofotometer Infinite M200 (Tecan, Nemecko)
Chladiaci stojan na mikroskiimavky (ThermoFisher Scientific, USA)
Inkubator (Sanyo, Japonsko)

Jednorazové pipety (TPP, Svajéiarsko)

Kultivaéné nadoby (TPP, Svajéiarsko)

Laminarny box TopSafe 1.8 (Bioair Instruments, Taliansko)
Mikroskimavky (Eppendorf, USA)

Mikroskiimavky pre ucely PCR (Eppendorf, USA)

Ochranné pracovné rukavice- latexové, nitrilové

Pasteurove pipety (Sigma Aldrich, USA)

Pinzeta

Pipetovaci nastavec (TPP, Svajéiarsko)

Plynovy kahan

Scintila¢né vialky (Kartell, Nemecko)

Spektrofotometer NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific, USA)
Svetelny mikroskop (Optika Microscopes, Taliansko)

Spi¢ky (Eppendorf, USA)

Termalny cyklér Quant studio 6 flex (Applied Biosystems, USA)



Termalny cyklér StepOne Plus (Applied Biosystems, USA)
Viékuovy odsavac
Vibracna trepacka Bio Vortex V1 (Biosan)

Vodny kupel’ TW12 (Julabo, Nemecko)

24
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5.3 Bunkové linie

Pri experimentoch boli pouzité dva typy epitelidlnych buniek. HeLa bunky, ktoré
boli prechodne transfekované pomocou kationového lipidu Lipofectamine 3000 I'udskym
OCT?2 transportérom (hOCT2). MDCK II (Madin-Darby Canine Kidney) bunky stabilne
exprimujuce l'udsky transportér OCT2, ktoré boli ziskané vd’aka laskavému daru prof.
Martina F. Fromma z Institute of Experimental and Clinical Pharmacology and

Toxicology, Friedrich-Alexander-University Erlangen-Niirnberg.

HeLa

Bunkové linia HeLa bola izolovand v roku 1951 z nddoru krcka maternice
pacientky Henrietty Lacksovej, podla ktorej dostala i svoje pomenovanie. Bunkovy
biolog George Otto Gey pri praci s tymito bunkami zistil, ze sa jedna
o nesmrtel'nd, neobmedzene sa deliacu bunkovt liniu (Lucey et al. 2009).

Ako kultivacné médium potrebné k zabezpeceniu optiméalnych podmienok a
na podporu rastu buniek bolo pouzit¢ DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
doplnené¢ o 2 mM L-glutamin, 10 % FBS (Fetal Bovine Serum), 1 % neesencialne

aminokysliny.

MDCK II

MDCK II patria medzi stabilné, adherentné bunkové linie, ktoré boli po prvykrat
1zolované Madinom a Darbym z distalneho tubulu obli¢iek dospelej feny kokrSpaniela
(Dukes et al. 2011).

Kultivacné médium DMEM, pouzité na kultivaciu tychto buniek, bolo doplnené

0 2 mM L-glutamin a 10 % FBS.

Kultivacia buniek

Kultivacia buniek prebiehala v kultivaénych nadobéch v prostredi prislusného
média. Mnozenie bunkovej linie bolo pozorované pod optickym mikroskopom. Optické
pozorovanie mnoZzenia buniek umozinovalo hodnotenie stupiia konfluencie (pokrytia
kultiva¢nej nadoby bunkami) a vylucenie pritomnosti bakteridlnej alebo kvasinkove;j
kontaminéacie. Po dosiahnuti vysokého percenta konfluencie buniek, dostato¢ného
namnozenia buniek v kultiva¢nej nadobe, bol potrebny ich prenos (pasdzovanie) do novej

kultivacnej naddoby. Bunky boli pasazované jedenkrat tyzdenne. Pre minimalizovanie
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rizika kontaminécie buniek pasazovanie prebiehalo v sterilnom prostredi laminarneho
boxu. V prvom kroku bolo z kultivacnej nadoby odstranené staré médium a monovrstva
buniek premytd PBS (Phosphate Buffered Saline). Premytim sa odstranili zvySky média
na bunkach. PBS nebolo pipetované priamo na bunky z dovodu zabrénenia predcasného
odlepenia buniek z dna kultivaénej nadoby. Po odsati PBS bol priamo na bunky
napipetovany proteolyticky enzym trypsin, ktory porusil peptidické vizby a umoznil tak
oddelenie adherentnych buniek z dna kultiva¢nej nadoby a rozruSenie medzibunkovych
vazieb. Kultivacna nadoba bola uzavreta a trypsin bol rovnomerne rozprestrety po celej
monovrstve buniek opatrnym naklananim nadoby. Bunky s trypsinom sa nésledne nechali
inkubovat’ v inkubatore pri teplote 37°C. Odlepenie buniek z kultivaénej nadoby bolo
pozorované pod optickym svetelnym mikroskopom. V okamihu pozorovaného uvol'nenia
buniek sa poOsobenie trypsinu zastavilo pridanim média. Bunky sa nasledne
resuspendovali opakovanym nasavanim a vypustanim z pipety az do vzniku homogénne;j
bunkovej suspenzie. Pozadované mnozstvo bunkovej suspenzie bolo pridané do novej
kultiva¢nej naddoby s potrebnym mnoZstvom cerstvého média. Po kontrole pritomnosti
buniek v novej kultivacnej nddobe sa nadoba vlozila do inkubdtora, kde prebiehala

inkubécia vo zvlhcenej atmosfére s 5 % CO» pri teplote 37°C.
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5.4 Metody

5.4.1 Priprava roztokov

Fosfatovy pufer (PBS)

PBS je izotonicky sol'ny roztok o fyziologickom pH 7,4, ktory bol pouzity pri
pasdzovani buniek. Sluzil k premytiu buniek od zvySkov média, aby sa zamedzilo
deaktivacii trypsinu.

Pufer bol pripraveny rozpustenim anorganickych soli (KCI, NaCl, Na;HPOs,
NaH>POs4) v 1 litri destilovanej vody. Navazky na 1 liter fosfatového pufru st uvedené

v Tab. 1. Nasledne bolo pH roztoku upravené na fyziologicki hodnotu 7,4 pomocou
NaOH.

Tab. 1 Zlozenie 1 litra fosfatového pufru

Navazka Koncentracia
Ig] [mM]

KCl 8,01 137

NaCl 0,21 2,7

Na;HPO4 3,58 10

NaH;PO4 1,56 10

STOP roztok

STOP roztok, ktory pri experimentoch ukoncoval transport nami sledovanej latky,
obsahoval 137 mM NaCl, 10 mM pufrovacie cinidlo HEPES (kyselina
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazethansulfonovd) a destilovanu vodu. Navézky jednotlivych
latok na 1 1 vodného roztoku st uvedené v Tab. 2. Hodnota pH vysledného roztoku bola

upravena na hodnotu 7,4 pomocou NaOH.

Tab. 2 ZloZenie 1 litra STOP roztoku

Navazka Koncentracia
[g] [mM]
NaCl 8,01 137

HEPES 2,38 10
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Transportny roztok (Krebs-Ringerov roztok)

Transportny roztok, pouzivany pri vlastnych akumula¢nych, transportnych
a inhibi¢nych experimentoch radioaktivne znacenej latky, bol zlozeny z chloridov (NaCl,
KCl, CaCl», MgCl,-6H,0), fosfore¢nanov (Na,HPO4-12H,0, NaH,PO4-2H,0), glukozy,
HEPES a doplneny destilovanou vodou do 1 litra. Navazky a koncentracie latok v 1 1
roztoku su uvedené v Tab. 3. Roztok bol na zaver upraveny na hodnotu pH 7,4 pomocou

1M roztoku NaOH.

Tab. 3 Zlozenie 1 litra transportného roztoku

Navazka Koncentracia
[g] [mM]
NaCl 7,1589 122,5
KCl 0,4026 5,4
CaCl, 0,1332 1,2
MgCl>-6H,O 0,1626 0,8
NaHPO4-12H,0 0,2865 0,8
NaH>PO4-2H,0 0,0312 0,2
Glukéza 0,9909 5,5
HEPES 2,383 10

5.4.2 Transfekcia buniek

Pri prechodne;j transfekcii, prenose genetickej informacie do eukaryotickej bunky,
plazmidom kodujicim ludsky OCT2 transportér bolo pouZzité transfekéné cEinidlo
Lipofectamine 3000. Lipofectamine obalil expresny OCT2 plazmid, vytvoril sa kladne
nabity lipidovy komplex, ktory umoznil prechod nukleovej kyseliny cez zaporne nabitu
bunkovi membranu a vstup do bunky prostrednictvom endocytozy.

Pri prenose genetickej informacie kdédujicej nami skimany transportér OCT2 do
buniek HeLa a MDCK wt/hy sa postupovalo nasledovne:

1. Den pred transfekciou sa bunky nasadili na 24 jamkova dostic¢ku.

2. 'V den transfekcie boli v laminarnom boxe pripravené 4 nasledujice roztoky. Do
dvoch mikroskimaviek sa napipetovalo pozadované mnozstvo Opti-MEMu
(Opti-Minimal Essential Medium) a zmieSalo sa s Lipofectaminom 3000.
V d’al$ej mikroskimavke sa k Opti-MEMu pridal OCT2 expresny konstrukt a
nasledne Reagent P3000 presne podla pokynov vyrobcu. Do poslednej Stvrtej
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mikroskiimavky, ktord sluzila ako kontrolny roztok, sa k Opti-MEMu pridal
prazdny plazmid. VSetky roztoky boli opatrne premieSané pomocou pipety

a nechali sa inkubovat’ 5 minut pri pokojovej teplote.

. Nasledne bol roztok obsahujuci vnasani DNA pridany do jedného roztoku

s Lipofectaminom a kontrolny roztok do druhého roztoku s Lipofectaminom.
Vzniknuté dva roztoky sa opatrne premiesali a nechali inkubovat’ pri laboratdrne;j
teplote po dobu 5 minut.

Pocas doby inkubdcie roztokov bolo z 24 jamkovej dosticky odsaté staré¢ médium
a nahradené potrebnym mnozstvom nového média.

Po uplynuti inkubaénej doby 5 minut sa na jednu polovicu dosticky pridal
transfekény roztok obsahujici DNA a Lipofectamine a na druht polovicu
kontrolny roztok, v ktorom sa nachddzal prazdny plazmid.

Dosticka s bunkami sa nasledne inkubovala za Gcelom transkripcie a naslednej

translacie OCT2 proteinu 48 hodin pri teplote 37°C.

5.4.3 Akumulacné Stadie

Akumulécia bola sledovana u $tandardného substratu transportéra OCT2 MPP*

a antivirotika lamivudinu, ktory bol v minulosti overeny ako substrat I'udského OCT2

transportéru. Experiment prebiehal na 24 jamkovej dosticke, ktord bola rozdelena

vertikalne na dve polovice. Prva polovica obsahovala bunky MDCK II stabilne

exprimujuce ludsky OCT2 transportér. V druhej polovici dosticky sa nachéadzali

kontrolné MDCK wt/hy bunky, ktoré dany transportér neobsahovali. Akumulacné Stidie

prebiehali v nesterilnom prostredi (mimo lamindrneho boxu) podl'a nasledujuceho

postupu:

1.

Z 24 jamkovej dosticky sa odstranilo celé médium. Bunky boli dvakrat oplachnuté
transportnym roztokom predhriatym na 37°C. Nasledne sa napipetovalo
pozadované mnoZzstvo transportného roztoku do kazdej jamky dosticky, ktora sa
nechala 10 minut preinkubovat’ v inkubatore.

Po uplynuti desiatich minit preinkubécie sa v rdznych Casovych intervaloch
pipetoval do kazdej jamky dosticky akumulaény roztok. Ten bol pripraveny
zmie$anim transportného roztoku, MPP" alebo lamivudinu a radioaktivne
znac¢eného *H-MPP* alebo *H-lamivudinu. Vyslednid koncentricia MPP* v

akumula¢nom roztoku bola 1 uM a koncentracia lamivudinu bola 1 pug/ml alebo
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0,01 pg/ml. Odsal sa vzdy jeden riadok z dosticky a napipetovalo sa pozadované
mnozstvo akumulacného roztoku v danom ¢asovom intervale.

Po uplynuti ¢asovych intervalov sa odsal roztok zo vsetkych jamiek a dosticka
bola dvakrat preplachnuta 1 ml STOP roztoku vychladenym na 4°C v chladnicke.
STOP roztok bol pripraveny v malych skimavkach vlozenych do dosticky, aby
sa akumuldcia zastavila jednorazovo.

Zvysky STOP roztoku boli odstranené pomocou odsavaca a do kazdej jamky bol
napipetovany PLB (Passive Lysis Buffer) vychladeny na 4°C. Dosticka sa vlozila
do mraznicky, v ktorej sa ponechala az do Uiplného zamrazenia buniek. Vd’aka
pouzitému pasivnemu lyzovaciemu pufru a mrazu doslo k dezintegracii buniek.
Nésledne boli odobraté vzorky na vyhodnotenie mnozstva proteinu pomocou
BCA (Bicinchoninic acid assay) metdody a vzorky na zmeranie mnoZstva
naakumulovaného radioaktivne zna¢eného substratu OCT2 transportéru *H-MPP*

alebo *H-lamivudinu.

5.4.4 Transportné Studie

Transportné Stadie, vykondvané za Gcelom zistenia mieri prestupu cez OCT2

transportér a akumulacie $tudovanych latok (lamivudin, MPP"), boli realizované na 12

jamkovom inzerte s polyesterovou membranou (vid Obr.4). Experimenty boli

realizované na MDCK 1II bunkach stabilne exprimujtcich l'udsky OCT2 transportér.

Kontrolné MDCK wt/hy bunky dany transportér neobsahovali.

1.

Z 12 jamkového inzertu s bunkami sa odstranilo celé médium. Monovrstva buniek
bola dvakrat oplachnuta transportnym roztokom predhriatym na 37°C. Nasledne
sa pridalo poZadované mnoZstvo transportného roztoku na kazdu stranu inzertu,
aby boli obe hladiny vyrovnané. Takto pripravené inzerty nechali preinkubovat

priblizne 10 minut.

. Po uplynuti doby preinkubécie sa v ¢asovych intervaloch 5 min., 10 min. a 20

min. odsal roztok z jedného riadku inzertu (z horného 1 dolného kompartmentu)
a napipetovalo sa pozadované mnoZzstvo akumula¢ného roztoku o vyslednej
koncentracii lamivudinu 0,01 pg/ml alebo MPP" 0,1 uM. Akumulaény roztok sa
pripravil zmieSanim potrebného mnozZstva transportného roztoku, lamivudinu
alebo MPP" a radioaktivne znaceného *H-lamivudinu alebo *H-MPP*. Medzi

jednotlivymi ¢asovymi intervalmi sa bunky nachadzali v inkubétore.
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3. Po uplynuti ¢asovych intervalov sa odsal roztok zo vSetkych 12 jamiek inzertu,
ktory sa nasledne dvakrat preplachol 1ml vychladeného STOP roztoku z oboch
stran.

4. Zvysky STOP roztoku boli odsaté a membrana s bunkami, ktora sa nachddzala na
dne inzertu sa opatrne odstranila pinzetou. Odstranena membrana sa pouzila na

zmeranie mnozstva radioaktivity.

Inzert
— Apikilny
kompartment
Monovrstva
buniek
Polyesterova 4——————— Bazolateralny
membrana B | kompartment

Obr. 4 Schematické znazornenie jamky s inzertom, polyesterovou membranou
a monovrstvou buniek

Modifikované podla: (Anonym 2020)

5.4.5 Inhibiéné Studie

Inhibi¢ny potencial bol sledovany u antibiotika trimetoprimu. Experimenty boli
realizované na HelLa bunkach prechodne transfekovanych l'udskym transportér OCT2.
Ako kontrola boli pouzité bunky, ktoré boli transfekované prazdnym plazmidom.
RozloZenie buniek v 24 jamkovej dosti¢ke bolo rovnaké ako pri akumula¢nych Stadiach.
Inhibi¢né Studie boli vykondvané za nesterilnych podmienok nasledovne:

1. V prvok kroku bolo odsaté¢ médium pritomné na 24 jamkovej dosticke. Bunky
boli dvakrat oplachnuté transportnym roztokom predhriatym na 37°C. Nésledne
sa do kazdej jamky pridalo potrebné mnozstvo vopred pripraveného roztoku
inhibitora trimetoprimu o koncentracii 100 uM zmieSan¢ho s transportnym
roztokom. Dosticka s tymto roztokom sa nechala preinkubovat’ v inkubatore 10
mint.

2. Po uplynuti preinkubacnej doby sa postupne odsaval kazdy riadok dosticky

v roznych casovych intervaloch. Po odsati prislusného riadku sa do kazdej jamky
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napipetoval radioaktivne znaceny roztok o vyslednej koncentracii lamivudinu
0,01 pg/ml, ktory bol pripraveny zmieSanim transportného roztoku, nezna¢eného
lamivudinu, rddioaktivne zna¢eného *H-lamivudinu a trimetoprimu.

3. Po ukonceni Casovych intervalov bol vSetok roztok odsaty a jamky dvakrat
oplachnuté 1 ml vychladeného STOP roztoku. Zvysky STOP roztoku sa odsali.

4. Do kazdej jamky sa pridal PLB a dosticka sa umiestnila do mraznicky. Bunky boli
vystavené mrazu az do uplného zamrazenia.

5. Po rozmrazeni buniek sa odobrali vzorky na stanovenie mnozstva proteinu

pomocou BCA metddy a na stanovenie mnozstva radioaktivity.

5.4.6 Stanovenie mnoZstva proteinu BCA metédou

Bicinchoninova metdéda (BCA) je velmi citlivd metéda, pri ktorej dochadza
k redukcii mednatych i6nov na id6ny medné proteinom (resp. peptidovou vizbou)
v alkalickom prostredi. Néaslednd chelatdcia vzniknutych mednych i6nov dvoma
molekulami kyseliny bicinchoninovej zapricini vznik vo vode rozpustného fialového
komplexu. Koncentracia proteinu vo vzorke je stanovend spektrofotometricky.
Vzniknuty farebny komplex vykazuje vysoku absorbanciu pri vinovej dizke 562 nm.
K stanoveniu mnozstva proteinu vo vzorke sa vyuzivaju rdzne Standardy proteinov, ako
napriklad hovidzi sérovy albumin (BSA) (Johnson 2012).

K vyhodnoteniu akumulaénych a inhibi¢nych $tadii bol pouzity Pierce”™ BCA
Protein Assay Kit. Pri stanoveni bolo postupované nasledovne:

1. Na prvé dva riadky (stipce A-I) 96 jamkovej dosticky boli napipetované roztoky
Standardu, potrebné k vytvoreniu kalibracnej krivky. Pripravené boli nariedenim
Standardu hoviddzieho sérového albuminu potrebnym mnozstvom PBS. Pouzité
objemy jednotlivych c¢inidiel a vyslednd koncentricia roztokov st uvedené

v Tab. 4.
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Tab. 4 Priprava roztokov proteinového Standardu

Oznacenie roztoku Objem PBS Objem BSA Koncentracia roztoku
[d] [p] [pg/ml]

A 0 300 2000

B 125 375 1500

C 325 325 1000

D 175 175 z roztoku B 750

E 325 325 zroztoku C 500

F 325 325 zroztoku E 250

G 325 325 z roztoku F 125

H 400 100 z roztoku G 25

I 400 0 0

2. Do dalsich riadkov dosticky sa napipetovalo 20 ul vzorky zlyzovanych buniek
odobratych z kazdej jamky 24 jamkovej dosticky. Nasledne bolo k jednotlivym
vzorkdm pridanych 5 pl PBS, aby sa dosiahol rovnaky objem vo vSetkych
jamkéch.

3. Nakoniec sa do kazdej jamky pridalo 200 ul pracovného roztoku. Pracovny roztok
bol pripraveny podl'a navodu BCA Protein Assay Kitu zmieSanim reagentov A a
B v pomere 50:1. Dosticka sa nechala inkubovat’ 30 mintt v inkubatore pri teplote
37°C.

4. Po skon&eni doby inkubacie sa zmerala absorbancia pri vlnovej dizke 562 nm.
Z nameranych hodndt bola vytvorend kalibratnd krivka. Priklad kalibracnej

krivky je zobrazeny na obr. 5.

Kalibraéna krivka

y=10,0011x + 0,2994
R?=0,9927

absorbancia
W

0 500 1000 1500 2000 2500
koncentracia BSA [pg/ml]

Obr. 5 Kalibra¢na krivka zobrazujica zavislost’ koncentracie BSA na absorbancii
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Kalibra¢na krivka zndzornena na obr. 5 zobrazuje zavislost’ koncentracie BSA na
pristrojom nameranej absorbancii. V idedlnom pripade by mala byt’ zavislost’ linearna
a prechadzat’ pocCiatkom. Na obrazku je vyznaCend rovnica linearnej regresie
y =0,0011x + 0,2994, kde y je hodnota absorbancie a x je koncentracia. Rovnica sluzi
k vypoétu koncentricie proteinu v jednotlivych vzorkach. Korelaény koeficient (R?)
udava linearitu jednotlivych bodov vyznatenych na kalibraénej krivke. Cim je tato

hodnota blizsia k 1, tym je vysledok spol'ahlivejsi.

5.4.7 Detekcia beta Ziarenia kvapalnymi scintilatormi

Kvapalny scintilator je roztok tuhej organickej scintilanej latky v organickom
rozpustadle (napr. toluéne, benzéne). Tento roztok sa vyuziva k detekcii
nizkoenergetického beta ziarenia, nakolko je schopny po vystaveni ionizujucemu
ziareniu vyvolat' svetelné zablesky viditelného svetla (scintilacie). Do roztoku
kvapalného scintilatora sa prida radioaktivne znatena vzorka. Ulohou rozpustadla
pritomného v kvapalnom scintilatori je zachytit’ energiu vyzarujicu B casticami.
Vzniknuta energia je absorbovana molekulami scintila¢nej latky, ktoré¢ emituju fotony
viditeIného svetla a vznikaji tak zablesky svetla. Svetelné impulzy st detekované
pomocou fotonasobica. Tento svetlocitlivy senzor umozni prevod svetelnych zableskov
na elektrické impulzy. Mnozstvo vzniknutych impulzov za jednotku €asu je Gmerny
mnozstvu radioaktivne znacenej latky vo vzorke (L’ Annunziata et al. 2020).

K detekcii beta ziarenia bol vyuZity kvapalny scintilacny analyzator Beta Counter
Tri-Carb 2900TR. Po akumulaénych, transportnych a inhibi¢nych Stidiach prebiehalo
stanovenie mnozstva radioaktivity nasledovne:

1. Do scintilaénych vialiek z plastu sa pridalo 150 pl vzorky z kazdej jamky 24
jamovej dosticky alebo odstranend membrana z 12 jamkového inzertu. Dve
scintilaéné vialky sluzili ako kontrola, jedna obsahovala pouZziti vzorku
transportného roztoku so skiimanou *H-znacenou latkou a prislusné mnoZstvo
scintilacného roztoku. Druh4 kontrola predstavovala samotny scintilacny roztok.

2. Do kazdej vialky sa pridal 1 ml scintilacného roztoku, ktory pri interakcii
s B ziarenim vyvolaval svetelné zablesky.

3. Kazda vzorka bola merand v Beta Counteri 5 mintt, aby sa ziskali ¢o

najspol’ahlivejsie vysledky.
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5.4.8 Stanovenie relativnej expresie génu pre Pudsky transportér OCT2

polymerazovou ret’azovou reakciou v realnom ¢ase

Polymerazova retazova reakcia (PCR) je metéoda umoziujica amplifikaciu
(namnozenie) urc¢it¢ho fragmentu DNA. Amplifikacia je docielend tromi zakladnymi
krokmi. Pociatocnym krokom je denaturdcia, kedy je molekula templatovej DNA
vystavena vysokej teplote, pri ktorej sa rozdeluju obe vldkna dvojSrobovice DNA.
V nasledujucom kroku sa teplota mierne znizuje a dochddza k nasadnutiu primerov
(annnealingu) na komplementarnu sekvenciu denaturované¢ho templatu DNA.
V poslednom kroku sa teplota opét’ zvysi a zacne sa syntetizovat DNA v smere 5'-3’
vd’aka enzymu DNA-polymeraze. Tieto tri kroky tvoria jeden cyklus, ktory sa opakuje
Styridsat’krat. MnoZstvo DNA sa v kazdom cykle zdvojnasobuje (Anonym 2014).

Kvantitativna real time PCR (qRT-PCR) metéda je varidciou laboratornej
techniky PCR, umoziujuca stanovit' relativne mnozstvo DNA po kazdom cykle.
Principom je detekcia fluorescencného signalu po prebehnuti kazdého amplifika¢ného
cyklu, ktorého intenzita je priamo Uimernd mnozstvu namnozenej DNA (amplikonu).
S kazdym cyklom je tak mozné pozorovat’ narast signalu (Anonym 2014).

Aby sme mohli stanovit’ relativnu génova expresiu hOCT2 u MDCK buniek
pomocou qRT-PCR je nutné najskor vyizolovat mRNA z pripravenych bunkovych
vzoriek. Nasledne ju podrobit’ reverznej transkripcii, teda prepisu genetickej informacie
z 1zolovane] mRNA do cDNA (komplementarnej DNA). Tuto reakciu katalyzuje enzym
reverzna transkriptdza. Vytvorena cDNA sa nasledne vyuzije k vykonaniu qRT-PCR

metody.

Izolacia mRNA

Pred vykonanim samotnej qRT-PCR metédy bolo nutné¢ izolovat mRNA
z pripravenych vzoriek. Pri izolacii mRNA z jednotlivych vzoriek sa postupovalo
nasledovne:
1. Bunky sa rozpustili v $pecifickom &inidle TRI Reagent® obsahujicom fenol
a guanidin izothiokyanat.
2. K zhomogenizovanému roztoku sa pridal chloroform, s ktorym sa vzorky
vytrepavali. Po niekol’kych minatach doslo k oddeleniu jednotlivych vrstiev.

Spodna vrstva obsahovala bielkoviny a organické latky, medzivrstva DNA
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a horna vodna vrstva obsahovala mRNA znecistenu organickymi rozptustadlami.
K dokonalému oddeleniu jednotlivych fazii bola vyuzitd centrifugacia pri
vysokych otackach (15000 G).

3. Vodna faza s mRNA bola odobrata opatrne tak, aby nedoslo k nabratiu DNA alebo
organickej faze. Nakol'’ko by mohlo dgjst’ k znehodnoteniu vzorky.

4. K vodnej fazi sa pridal izopropanol, vd’aka ktorému doslo k precipitacii mRNA.
Vyzrazana mRNA sa vplyvom centrifugacie usadila na dne mikroskumavky a
vytvorila sa tzv. peletka.

5. Peletka sa vycistila od organickych rozpustadiel pomocou vychladené¢ho 70%
etanolu (V/V). Nechala sa inkubovat’ 1 hodinu na l'ade. Nasledne sa tento krok
este raz zopakoval.

6. Po ukonceni precistovacej faze sa peletka nechala vyschnut' od zbytkového
etanolu pri laboratérnej teplote 10-15 minut a nasledne sa rozpustila v RNase-free
vode.

7. Na koniec sa skontrolovala ¢istota mRNA a zmerala koncentracia vzoriek na
spektrofotometri  NanoDrop podla prislusného navodu. Koncentracia
jednotlivych vzoriek bola nariedena na vyslednu koncentraciu 250 ng/pl pomocou

RNase-free vody.

Reverzna transkripcia

Reverzna transkripcia je proces, pri ktorom dochadza k vzniku cDNA na podklade
vyizolovanej mRNA.

Reagencia pouZité na pripravu jednej vzorky potrebnej na prepis mRNA do cDNA
boli nasledovné: mRNA templat nariedeny na koncentraciu 250 ng/ul, ndhodny hexamér,
reakény pufer, RNase-free voda, 10 mM zmes deoxyribonukleotidtrifosfatov (ANTP
mix), RiboLock RNase inhibitor (20 U/ul) a RevertAid RT (200 U/ ul). VSetky uvedené
reagencia s vynimkou mRNA templatu st sucastou komercne dostupného  kitu
RevertAid RT Reverse Transcription. Po zmieSani vSetkych zloZiek sa vytvorila reakéna
zmes, ktora bola vlozend do termalneho cykléru (StepOne Plus), kde sa nastavila
pociatocna teplota 25°C po dobu 5 mintt, nasledne 42°C po dobu 60 minut a nakoniec
70°C po dobu 5 mintit. Po dokonceni reverznej transkripcie sa vzorky umiestnili do
chladiaceho stojana. Vychladené vzorky boli zriedené pridanim RNase-free vody.

Nasledne sa vzorky uchovavali v mraznicke pri teplote -20°C.
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Real time PCR

Vopred sa pripravila reak¢na zmes zlozena z RNase-free vody, Sensi FAST Probe
Hi-ROX mixu a TagMan Probe hOCT2. Tato zmes sa spolu so vzorkou pipetovala na 96
jamkovu dosticku pre PCR. Bola pouzitd aj negativna kontrola, ktora obsahovala vSetky
zlozky reakénej zmesi okrem cDNA. Vsetky vzorky i negativna kontrola boli pipetované
v triplikatoch. Takto pripravena dosticka sa umiestnila do termalneho cykléru (Quant
studio 6 flex), na ktorom sa nastavila udrziavacia teplota 95°C na 5 minut potrebna
k aktivacii Sensi FAST Probe Hi-ROX mixu. Nésledne sa Styridsatkrat pravidelne
opakovala cyklicka faza prebiehajuca v dvoch krokov: 10 sekund pri teplote 95°C a 30
sekund pri teplote 60°C.

Po dokonceni jednotlivych cyklov sa vypocitalo relativne mnoZzstvo génu pre
OCT2 transportér vdaka ziskanym hodnotdm Ct (cycle treshold). Tato hodnota
predstavuje Cislo cyklu, v ktorom bol termalny cyklér schopny zaznamenat’ fluorescencny
signal. Vypodet sa vykona podl'a nasledujiceho vzorca: X = 2,08(Ct referenénej vzorky — Ct

testovanej vzorky) Hodnota X vo vzorci znaéi vysledné relativne mnozstvo OCT2.
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6 Vysledky

6.1 Akumulaé¢né Studie

Pri vyhodnocovani akumula¢nych aj inhibi¢nych Studii boli vysledné hodnoty

radioaktivity v bunkovom lyzate vztiahnuté na mnozstvo proteinu v kazdej jamke

dosticky.
Akumulacia MPP* v stabilne a tranzientne
trasfekovanych MDCK bunkach

4
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Obr. 6 Casova zavislost akumulacie MPP" v bunkach MDCK transfekovanych stabilne
a prechodne. Pre analyzu dat bola priradend hodnota 1 MDCK wt/hy bunkam
transfekovanych prechodne 750 ng plazmidu a inkubovanych 2 minuaty, na ktort sa

vztahovali ostatné hodnoty relativnej akumulécie.

Na obr. 6 vidime rozdiel akumulacie MPP™ v bunkach trasfekovanych stabilne a
prechodne. Koncentréacia roztoku MPP" bola 1uM. MDCK II bunky stabilne exprimujice
OCT?2 transportér vykazuju vyssie hodnoty akumulovaného MPP* oproti MDCK bunkam
transfekovanych prechodne expresnym konstruktom pre l'udsky OCT2 transportér. U
buniek tranzientne transfekovanych va¢$im mnozstvom plazmidu (1000 ng) kodujiceho
Pudsky OCT?2 transportér sa v ¢ase inkubacie 10 a 15 minat dostava MPP* do buniek vo
vacSom mnozstve nez u buniek transfekovanych 750 ng plazmidu. V 5. minate bola
namerand akumulacia MPP" prakticky totozna za oboch skimanych podmienok, naproti
tomu v 15. mindte inkubécie bolo detekované mensie mnozstvo akumulovaného MPP*

u buniek transfekovanych 1000 ng OCT2 expresného plazmidu v porovnani so 750 ng.
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Akumulacia lamivudinu (1 pg/ml) v MDCK bunkach
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relativna akumulacia

Obr. 7 Casova zavislost’ akumulacie lamivudinu v MDCK bunkach. Pre analyzu dat bola
priradend hodnota 1 MDCK wt/hy bunkdm inkubovanych 0 minut, na ktort sa vzt'ahovali

ostatné hodnoty relativnej akumulacie.

Pri prvom experimente bola pouzitd koncentracia roztoku lamivudinu 1 pg/ml.
Z vysledkov znazornenych na obr. 7 mézeme vidiet, ze u MDCK II buniek stabilne
exprimujucich l'udsky OCT2 transportér sa akumulacia lamivudinu s rasticim ¢asom
inkubacie zvySuje oproti kontrolnym bunkdm MDCK wt/hy, ktoré dany transportér
neexprimuju. V Case inkubacie 5 mintt je zaznamenany u buniek MDCK II mierny pokles
mnozstva naakumulovaného lamivudinu oproti kontrolnym bunkam, avSak vzhl'adom na

vysokt smerodatnt odchylku nie je tento pokles Statisticky vyznamny.
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Vplyv butyratu sodného na akumulaciu lamivudinu
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Obr. 8 Casova zavislost akumulacie lamivudinu u MDCK buniek inkubovanych
v pritomnosti 2 mM butyratu sodného a bez neho. Pre analyzu dat bola priradend hodnota
1 MDCK wt/hy bunkdm s butyratom sodnym inkubovanych 2 minlty, na ktor sa

vzt'ahovali ostatné hodnoty relativnej akumulécie.

Pri experimente, ktorého vysledky st zobrazené na obr. 8, bol pouzity 2 mM
butyrat sodny za ucelom zvySenia expresie génu pre OCT2 transportér u stabilne
transfekovanych buniek. Koncentracia roztoku lamivudinu bola 0,01 pg/ml. MDCK 11
bunky stabilne exprimujuce OCT2 alebo OCT1 transportér a kontrolné bunky MDCK
wt/hy boli inkubované 48 hodin v pritomnosti 2 mM butyratu sodné¢ho alebo boli
inkubované bez tejto latky. Z vysledkov tohto experimentu znazornenych na obr. 8 je
zrejme, ze na bunky stabilne transfekované OCT2 transportérom nema butyrat sodny
ziadny efekt. Bunky inkubované bez butyratu sodného dokonca vykazuji vyssie hodnoty
akumulécie lamivudinu oproti bunkam inkubovanym s butyratom sodnym. Vyraznejsi
efekt butyratu sodného je zaznamenany len u buniek stabilne transfekovanych OCT1
transportérom v case inkubacie 15 minut, avSak ani tento rozdiel nie je Statisticky
signifikantny. U kontrolnych bunieck MDCK wt/hy nie je takmer Ziadny rozdiel
v akumuldcii, az na 15 minuatu, kde je akumulacia vysSia u buniek inkubovanych bez
pritomnosti butyratu sodného. Obr. 8 nam tiez ukazuje, Ze afinita lamivudinu je vys$sia k

hOCT]1 transportéru v porovnani s hOCT2 transportérom.
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6.2 Transportné Stidie

Transportné Stadie prebiehajuce v cCasovom intervale 5, 10, 20 minat boli

vyhodnocované na zaklade vysledkov radioaktivity ziskanych pomocou betacounteru.

Akumulacia MPP* v stabilne transfekovanych MDCK
bunkach kultivovanych na inzertoch

8,0000%
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5,0000%
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Obr. 9 Casova zavislost akumulacie MPP* v polyesterovej membrane. Data st

prezentované ako percento akumulacie MPP™" oproti $tandardu.

Na obrazku 9 je vidiet’, Ze narast akumulovaného modelového substratu MPP* je
vyznamne vys§i u bunkovej linie MDCK II stabilne exprimujucej l'udsky OCT2
transportér neZ u kontrolnych MDCK wt/hy bunkéch.
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Akumulicia lamivudinu v stabilne transfekovanych
MDCK bunkach kultivovanych na inzertoch
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Obr. 10 Casova zavislost akumulécie lamivudinu v polyesterovej membrane. Data st

prezentované ako percento akumulacie lamivudinu oproti Standardu.

Obr. 10 nam ukazuje, Ze akumulécia lamivudinu sa s rasticim ¢asom inkubacie
u MDCK II buniek stabilne transfekovanych OCT2 transportérom mierne zvysila oproti

kontrolnym MDCK wt/hy bunkam.
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6.3 Inhibi¢né Studie
Inhibicny potencial trimetoprimu na OCT2 transportér bol sledovany na
prechodne transfekovanej bunkovej linii HeLa. K transfekcii bol vyuzity kationovy lipid

Lipofectamine, ktory sa pokladé za zlaty Standard pre bezpe¢né vnesenie exogénnej DNA

alebo RNA do buniek.

Vplyv trimetoprimu na akumulaciu lamivudinu
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Obr. 11 Akumulécia lamivudinu v ¢asovom intervale 0, 2, 5, 10 minut v bunkove;j linii
HeLa za pouzitia trimetoprimu a bez neho. Pre analyzu dét bola priradena hodnota 1 HeLa
bunkam transfekovanych prechodne prazdnym plazmidom (ENTRY) a inkubovanych 0

minut, na ktora sa vztahovali ostatné hodnoty relativnej akumulécie.

Z vysledkov znazornenych na obr. 11 je zrejme, ze sa akumulacia lamivudinu
u HeLa buniek tranzientne transfekovanych l'udskym OCT2 transportérom s rastiicim
casom inkubdécie zvySuje oproti kontrolnym HeLa bunkdm transfekovanych prazdnym
plazmidom. PouZitim inhibitora OCT2 transportéru trimetoprimu sa akumulacia

lamivudinu u oboch buniek zniZila oproti situacii bez pouZzitia trimetoprimu.
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Vplyv trimetoprimu na akumulaciu lamivudinu
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Obr.12 Akumulécia lamivudinu v ¢asovom intervale 5, 10, 30, 60 minut v bunkovej linii
HeLa za pouzitia trimetoprimu a bez neho. Pre analyzu dat bola priradend hodnota 1 HeLa
bunkdm transfekovanych prechodne prazdnym plazmidom (ENTRY) a inkubovanych 5

minut, na ktort sa vzt'ahovali ostatné hodnoty relativnej akumulacie.

Na obr. 12 vidime, Ze akumulicia lamivudinu v 5. a 10. minate inkubécie je
u HeLa buniek tranzientne transfekovanych l'udskym OCT2 transportérom takmer
zhodna s kontrolnymi bunkami transfekovanymi prazdnym plazmidom. Od 10. minuty
sa v§ak akumulécia zvySuje u kontrolnych buniek. Pouzitim inhibitora OCT?2 transportéru
trimetoprimu sa akumulacia lamivudinu u oboch buniek zniZila oproti situdcii bez

pouzitia trimetoprimu.
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6.4 Relativna expresia génu pre Pudsky transportér OCT2 v stabilne

i tranzientne transfekovanych bunkovych modeloch

K vyhodnoteniu relativnej expresie génu pre OCT2 transportér bola vyuzita

kvantitativna real time PCR metdda.

Relativna expresia hOCT2 v MDCK bunkach
140%

120%
100%
80%

60%

relativna expresia

40%
20%
-
tranzientna transfekcia wt/hy stabilna transfekcia
Obr. 13 Relativna expresia génu pre l'udsky OCT2 transportér u tranzientne a stabilne

transfekovanych MDCK buniek. Pre analyzu dat bola relativna expresia vzorky

prechodne transfekovanej OCT2 transportérom stanovena ako 100 %.

Z vysledkov zobrazenych na obr. 13 je zrejme, Ze relativna expresia génu pre
T'udsky OCT?2 transportér u MDCK buniek transfekovanych prechodne 750 ng plazmidu
je priblizne osemkrat vysSia nez u stabilne transfekovanych MDCK II buniek.

U kontrolnych bunieck MDCK wt/hy nie je pozorovana Ziadna expresia sledovaného génu.
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7 Diskusia

Membranové transportéry, Specifické transportné proteiny inkorporované do
bunkovej membrany, ovplyvituju absorpciu, distribuciu a eliminaciu vel’kého mnozstva
lieCiv. Reguluju tak ich prestup do tkaniv a organov (Klaassen a Aleksunes 2010). Okrem
toho st tiez miestom vzniku liekovych interakcii, ktoré mozu ovplyvnit i€inok podavanej
farmakoterapie. Jednym z takychto transportérov je i OCT2 transportér exprimovany na
bazolaterdlnej membrane proximalneho tubulu obli¢iek (Ivanyuk et al. 2017).

Oblickovy OCT2 transportér zohrava klai¢ovu ulohu v prvom kroku exkrécie
kationovych liec¢iv. Akékol'vek ovplyvnenie jeho aktivity (inhibicia alebo indukcia) ¢i
expresie moze vyustit k zmene farmakokinetiky tychto lieCiv (Launay-Vacher et al.
2006). Bolo identifikovanych niekol’ko latok inhibujucich tento transportér. Inhibiciou
moze dojst’ pri sucasnej terapii inymi liekmi transportovanymi tymto transportérom k
znizeniu ich oblickovej exkrécie a tym k zvySeniu ich plazmatickych koncentracii.
Liekov¢ interakcie na urovni tohto transportéru tak mozu viest’ k neziaducim reakciam,
ktoré maji vplyv na ucinnost’ a bezpecnost’ terapeuticky podavanych lieCiv (Giacomini
et al. 2010). Exkrécia lamivudinu je zabezpeCovana glomerularnou filtraciou a aktivnou
tubuldrnou sekréciou. Prvym krokom rendlnej sekrécie je influx latok cez bazolateralnu
membranu do bunky rendlneho tubulu, ktory je zabezpeCovany aj OCT2 transportérom
(Minuesa et al. 2009).

Na zaciatku naSej prace sme prostrednictvom akumula¢nych §tadii porovnavali
efektivitu tranzientne transfekovanych MDCK buniek so stabilne transfekovanymi za
pouzitia modelového substratu OCT?2 transportéru MPP". Akumulacia lamivudinu bola
vyssia u stabilne transfekovanych buniek nez u buniek transfekovanych prechodne 750 ng
alebo 1000 ng plazmidu. Na zéklade tychto zisteni sme sa rozhodli, Ze pre nasledujuce
experimenty budeme pouzivat MDCK II bunky stabilne exprimujiice OCT2 transportér.

Nasledne bola vykonand akumulacnd S$tadia s radioaktivne znacenym
[*H]lamivudinom v koncentracii 1 pg/ml. U MDCK II buniek stabilne exprimujtcich
hOCT2 doslo len k miernej zmene akumulécie lamivudinu v porovnani s kontrolnymi
bunkami. VzhI'adom na to, Ze je lamivudin oznaovany ako substrat OCT2 transportéru
(Miiller et al. 2013), by sa mala hodnota akumulécie v priebehu experimentu vyznamne

zvySovat.
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Z dbévodu nizkej hodnoty akumulécie lamivudinu sme pouzili inhibitor
histondeacetylazy, butyrat sodny, ktory by mal podl'a doterajSich poznatkov zvySovat’
expresiu u stabilne transfekovanych buniek (Cui et al. 1999). Nase vysledky vSak
nekorelovali s tymito zisteniami. Z vysledkov zobrazenych na obr. 9 je vidiet’, Ze butyrat
sodny neméd v nasom pripade ziaden vplyv na bunky stabilne exprimujuce OCT2
transportér. V pripade tohto experimentu bola pouzitd i nizSia koncentracia lamivudinu
(0,01pg/ml), aby sme predisli pripadnému presyteniu transportéru. Akumulacia
lamivudinu sa u MDCK-hOCT2 1 pri dlhSej dobe inkubacie (15 minut) oproti
predchédzajicemu experimentu opét’ zvySovala len vel'mi mélo, tento narast bol takmer
zhodny s kontrolnymi bunkami. Naopak u MDCK buniek stabilne transfekovanych
hOCT]1 transportérom bol zisteny signifikantnej$i narast akumulacie lamivudinu. Tento
vysledok naznacuje, Ze mé lamivudin vysSiu afinitu k pe¢eniovému hOCT1 transportéru
oproti oblickovému hOCT?2 transportéru, ¢o je v sulade s doteraj$imi publikovanymi
vysledkami (Minuesa et al. 2009).

Dalej sme sa zaoberali moznym vplyvom polarizicie buniek rasticich za
Standardnych podmienkach na dne kultiva¢nej dosticky, ¢o by mohlo vysvetlit
minimalne rozdiely medzi MDCK II bunkami stabilne exprimujucimi 'udsky OCT2
transportér a kontrolnymi MDCK wt/hy bunkami. V pripade polarizacie buniek je totizto
OCT?2 transportér lokalizovany bazolateralne, ¢o by v pripade beznych akumulaénych
studii odpovedalo lokalizacii smerom ku dnu namiesto smerom k médiu. Tato nasa teoria
bola vSak vyvratena transportnymi Stadiami, ktoré boli vykonavané na inzertoch, na
ktorych dochadza k polarizacii kultivovanych buniek a je mozna aplikacia latky do
bazolateralneho kompartmentu. Akumuldcia MPP*, modelového substratu OCT2
transportéru, na bunkovej monovrstve bola oproti kontrolnym bunkdm vyrazne vyssia.
Avsak pri pouziti lamivudinu bola jeho akumulacia opdt’ len nepatrne vysSia oproti
kontrolnym bunkam, ¢o opat’ potvrdzuje naSe doterajSie vysledky, ktoré naznacuja, ze
lamivudin je len slabym substratom l'udského OCT?2 transportéru.

Jednou z moZnosti, preCo akumulécia lamivudinu bola taka nizka je, Ze nami
zvolené psie oblickové MDCK II bunky neboli prosté inych transportérov (influxnych ¢i
efluxnych). Tato mozZnost' je nepravdepodobna, nakolko boli bunky ziskané
z erudovaného pracoviska a jedna sa o vysoko dediferencovana bunkovt liniu, avSak nie
nemozna. Z tohto dévodu sme sa rozhodli pouzit’ k inhibi¢nym $tudiam vykonavanych
za Ucelom odhalovania moznych liekovych interakcii vznikajucich na Grovni hOCT2

transportéru bunkovi liniu HelLa prechodne transfekovani hOCT2 transportérom.
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K transfekcii bol opédt’ pouzity Lipofectamine. K inhibicnym Stidiam sme pouzili
trimetoprim, ktory sa poklada za kompetitivneho inhibitora OCT2 transportéru (Miiller
et al. 2013). Zaznamenany bol pokles akumulédcie lamivudinu pri pouziti inhibitora.
Avsak ani experimentami na tranzientne transfekovanych HeLa bunkach pri dvoch r6zne
dlhych ¢asovych intervaloch sme nedosiahli ocakavané vysledky, rozdiely medzi datami
ziskanymi z buniek exprimujtiicich hOCT2 a kontrolnymi bunkami boli len vel'mi malé.

V zavereCnej Studii sme vyuzitim metédy qRT-PCR dokézali, ze MDCK bunky
prechodne transfekované OCT2 expresnym konsStruktom vykazovali vyznamnu az
o osemkrat vyssiu expresiu OCT2 nez MDCKII bunky stabilne exprimujuce hOCT?2.
Avsak pritomnost hOCT2 mRNA sme v dostatocne vysokej miere potvrdili vo vSetkych
hodnotenych vzorkach s vynimkou kontrolnych buniek, ktoré nevykazovali ziadnu
expresiu hOCT2. Z vysledkov teda mdézeme konStatovat, Ze oba pristupy (stabilna
1 tranzientnd transfekcia) st z hladiska miery expresie vhodné pre akumulacné,
transportné aj inhibi¢né Studie. Pri tranzientnej transfekcii s sice dosahované vyssie
hodnoty vnasanych génov v porovnani so stabilne transfekovanymi bunkami, avsak je
¢asovo 1 finan¢ne ndro¢nejsia v porovnani so stabilnou transfekciou buniek.

Kombinacia dvoch a viacerych lie¢iv behom terapie predstavuje mozné riziko
vzniku liekovych interakcii. OCT2 transportny protein je vdaka svojej Sirokej
substratovej Specifite jednou z urovni, na ktorych tieto liekové interakcie mézu vznikat'.
Interakcie mozu spocivat’ v inhibicii tohto transportéru, alebo v kompeticii o transportny
protein medzi sucasne poddvanymi substratmi. Vzniknuté liekové interakcie mozu
ovplyvnit’ bezpecnostny profil podavanych lieCiv a mat’ tak negativny vplyv na l'udsky
organizmus (zniZenie U¢inku, zvySenie neziaducich ucinkov), preto je vel'mi ddlezité ich
odhalovat. Nami zvolend metodika prace ma potencidl odhalovat mozné Skodlivé
interakcie, avSak lamivudin sa javi ako slaby substrat nami sledovaného OCT2
transportéru. Z tohto dévodu nie je vhodnym substratom k realizacii experimentov, ktoré

by odhalovali liekové interakcie na urovni OCT2 transportéru.
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8 Zaver

V ramci tejto diplomovej prace bola skiimana akumulacia radioaktivne zna¢eného
antivirotika [°H]lamivudinu a modelového substratu hOCT2 [*H]MPP* u MDCKII alebo
HeLa buniek. Pomocou akumulacnych a transportnych §tadii realizovanych za r6znych
podmienok sme preukdzali, ze lamivudin je substrat 'udského OCT2 transportného
proteinu, ¢o dokazuje narast akumulacie lamivudinu v case v oboch testovanych
koncentraciach (1pg/ml aj 0,01 pg/ml). Tento pozorovany narast bol vSak oproti
kontrolnej bunkovej linii omnoho mensi v porovnani s MPP". ZvySenie akumulacie sa
nepreukazalo ani pri pouziti 2mM butyratu sodného, ktory je vyuzivany k zvySeniu
expresie vnaSanych génov u stabilne transfekovanych buniek, v tomto pripade sa jednalo
o gén pre 'udsky transportér OCT2. S vyuzitim akumulaénych $tadii uskutocnenych na
stabilne transfekovanych MDCKII bunkach sme tiez dokézali, ze lamivudin ma vyssiu
afinitu k OCT1 transportéru v porovnani s transportérom OCT2. Pozitivny efekt butyratu
sodného na akumuléciu lamivudinu nebol preukdzany ani v pripadne stabilne
transfekovanych MDCKII buniek hOCT]1 transportérom.

Realizaciou akumulaénych S$tadii na HeLa bunkadch za pouzitia inhibitora
Pudského OCT?2 transportéru trimetoprimu bola demonstrovana liekova interakcia medzi
lamivudinom a trimetoprimom na urovni OCT2 transportéru. Zaznamenany bol pokles
akumulécie lamivudinu pri pouziti inhibitora. AvSak ani experimenty realizované na
tranzientne transfekovanych bunkéach nepriniesli ocakévané vysledky, rozdiely medzi
datami ziskanymi z buniek exprimujucich hOCT2 a kontrolnymi bunkami boli malé.

V ramci zéaverecnej Studie sa preukazalo, Ze hladina expresie OCT2 v
MDCK bunkéach stabilne exprimujucich OCT2 transportér bola priblizne osemkrat nizSia
v porovnani s tranzientne transfekovanymi bunkami. Tato skuto¢nost’ je v sulade
s vedeckymi poznatkami o rozdieloch v expresii medzi stabilne a tranzientne
transfekovanymi bunkovymi modelmi.

Celkovo tak moézeme konStatovat’, Ze lamivudin pouzivany pri liecbe HIV ¢i
hepatitidy B je slabym substratom l'udského OCT2 transportného proteinu. Z tohto
dovodu nie je vhodnym substratom k realizécii experimentov, ktoré by odhalovali

liekové interakcie na urovni OCT?2 transportéru.
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