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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Jana Mandikova
Skolitel: doc. PharmDr. Frantisek Trejtnar, CSc.
Nézev disertacni prace: Interakce antimikrobidlnich latek s 1ékovymi ledvinnymi

transportnimi systémy in vitro

Rada vyznamnych a &asto uZivanych antimikrobialnich 1é¢iv je po podani
z organismu vyluc¢ovana ledvinami. Béhem tohoto exkre¢niho procesu mize dochazet
K interakcim S riznymi membranovymi transportnimi systémy (transportéry), které jsou
V ledvinné tkdni exprimovany. Tyto interakce jsou Casto urcujicimi faktory jak pro
ledvinnou exkreci, tak pro toxické pisobeni téchto 1é¢iv v ledvindch. Mezi transportéry
s vysokou expresi v ledvinné tkani patii napf. influxni pienaSece pro organické anionty
(OATS), organické kationty (OCTs) ¢i koncentracni nukleosidové transportéry (CNTs)
a efluxni transportéry BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) a P-glykoprotein (P-gp).
Ptes velky vyznam ledvinnych Iékovych transportérli pro eliminaci a nefrotoxické
pusobeni 1é¢iv a intenzivni vyzkum v této oblasti, nejsou interakce fady dulezitych
antimikrobialnich latek s 1ékovymi transportéry v ledvinach popsany dostatecné nebo
nejsou znamy vibec.

Cilem této prace bylo zkoumat interakce vybranych antivirotik a antibiotik
s dulezitymi lidskymi ledvinnymi 1ékovymi transportéry in vitro, posoudit potencial
téchto transportnich interakci pro 1ékové interakce s vybranymi 1é€ivy a zjistit vyznam
nalezenych transportnich mechanismil pro toxicitu studovanych latek. Dtlezitou soucésti
préace bylo zavedeni optimalizovanych metod vyuZivajicich bunééné modely s prechodné
zvySenou expresi studovanych transportérii. Tyto metody byly vyuZzity v inhibi¢nich
a transportnich experimentech, které slouzily ke stanoveni kvantitativnich parametrti
interakci studovanych latek s transportéry OAT1, OCT2, CNT2 a CNT3. Interakce BCRP
a P-gp se studovanymi latkami byly zkoumany s vyuzitim bunécnych linii se stabilné
vysokou expresi téchto transportérii. Vyzkum v ramci této prace byl koncentrovan na

vyvojova antivirotika ze skupiny acyklickych nukleosidovych fosfonatd (ANPs), na



novéjsi  antivirotikum entecavir pro 1écbu virové hepatitidy a na vyznamné
antimykotikum amfotericin B ve form& komlexu s deoxycholitem (AmB/DOC).
Ledvinami vyluCovana antivirotika adefovir, tenofovir a cidofovir, ktera mohou byt
Vv klinické praxi podavana soucasné se studovanymi lécivy, byla pouZzita pro porovnani
intenzity interakce studovanych latek s vybranymi transportéry a byla studovéna
I z hlediska moznych 1ékovych interakci S testovanymi latkami.

Buné¢né in vitro studie ukazaly, ze entecavir (ETV) je inhibitorem a substratem
hOAT1, hCNT2 a hCNT3. ETV inhiboval buné¢ny uptake adefoviru, tenofoviru
a cidofoviru prostfednictvim hOAT]1. Uéinna inhibice transportu byla oviem pozorovana
az pii koncentracich ETV vysSich, nez jsou terapeutick¢é hladiny. Ve srovnani
s adefovirem, tenofovirem a cidofovirem pusobil ETV méné totoxicky na burky
transfekované hOAT1. ETV vykazoval mirny inhibiéni vliv na BCRP/ABCG2
a P-gp/ABCBL.

Vétsina testovanych ANPs se vyznacovala urCitou interakci s hOAT1. Afinita
latky GS-9191 k hOAT1 byla pomérné vysoka a srovnatelna s afinitou znamych substratt
hOAT1 adefovirem a tenofovirem. Mira interakce s hOAT1 nekorelovala s lipofilitou
téchto latek. Zatimco latka GS-9191 vykazovala silné inhibi¢ni G¢inky na funkci P-gp
a BCRP, latka PMEO-DAPy inhibovala pouze P-gp. Vétsina testovanych ANPS
zpiisobila vyznamny pokles viability bun¢k transfekovanych hOAT]1. Cytotoxicky ucinek
ANPs in vitro, s vyjimkou relativné lipofilni latky GS-9191, odpovidal jejich schopnosti
interagovat s hOATI1. Vyssi cytotoxicita ANPs s afinitou k hOATL1 je nepfimym
dikazem, Ze tyto latky jsou nejen inhibitory, ale i substraty tohoto transportéru.

Provedené akumula¢ni studie potvrdily aktivni transport AmB do bunék.
Komplexni preparait AmB/DOC inhiboval jak hOAT1, tak i hOCT2. Jako slozka
odpovédna za interakci s OAT1 byla identifikovana DOC. AmB neinteragoval s hOAT1,
avSak vyrazné inhiboval hOCT2. Bunéény uptake AmB prostiednictvim hOATI
a hOCT?2 jsme neprokézali. AmB/DOC v supraterapeutickych koncentracich interagoval
s adefovirem, tenofovirem a cidofovirem v buiikach transfekovanych hOAT1.

Na zéklad¢ zjisténych experimentalnich dat lze konstatovat, Ze ETV ma ve
srovnani s nefrotoxicky ptlisobicimi antivirotiky jen relativné slabé interakce se
studovanymi ledvinnymi transportéry, které pravdépodobné nemohou mit vyznam pro
transportéry zprostfedkovanou cytotoxicitu ani byt podkladem lékovych interakei.
V piipadé ANPs byly zjistény mezilatkoveé rozdilné interakce predevsim s OAT1, které

by mohly mit vyznam pro jejich ledvinnou exkreci in vivo. Provedené studie vedly



K prvnim popsanym informacim o interakci AmB s SLC membranovymi transportnimi
systémemy, které se sice na jeho sekreci v ledvinnych tubulech pravdépodobné nepodili,

avsak jejich vyznam pro 1ékové interakce a toxicitu 1é¢iva by mél byt dale ovéien.
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A number of important and frequently used antimicrobial agents are excreted from
the body through the kidneys. During this excretory process drugs may interact with
different membrane transport systems (transporters) which are expressed in the renal
tissue. These interactions are often the determining factors for both renal excretion, and
the toxic effects of these drugs in the kidney. There are highly expressed influx transporter
such as organic anion transporters (OATS), organic cation transporters (OCTs) and
the concentrative nucleoside transporters (CNTs) and efflux transporter BCRP (breast
cancer resistance protein) and P-glycoprotein (P-gp) in the kidney. Despite the
importance of renal drug transporters for elimination and nephrotoxic effects of drugs and
intensive research in this field, interactions of a number of important antimicrobial drugs
with transporters in the kidney are not known or sufficiently described.

The aim of this study was to investigate the interaction of selected antivirals and
antibiotics with important human renal drug transporters in vitro, to assess the potential
of these interactions for drug-drug interactions with selected drugs and determine
the importance of the found transport mechanisms for the toxicity of the studied
compounds. An important part of the work was the implementation of the optimized
methods using cell models with a transient increase in the expression of the studied
transporters. These methods were used in inhibition and transport experiments, which
served to determine the quantitative parameters of the ineraction of the studied
compounds with OAT1, OCT2, CNT2 and CNT3. Interaction of BCRP and P-gp with
studied compounds were investigated using cell lines stably expressing high levels of
these transporters. The research in this work was centered on the developmental antiviral

agents from the group of acyclic nucleoside phosphonates (ANPs), the newer antiviral



agent entecavir for the treatment of viral hepatitis and important antifungal agent
amphotericin B in the complexe with deoxycholate (AmB/DOC).

Antivirals adefovir, tenofovir and cidofovir, which may be clinically administered
simultaneously with the studied drugs, were used to compare the intensity of
the interaction of the studied compounds with selected transporters and were studied in
terms of potential drug interactions with the tested substances.

In vitro studies demonstrated that entecavir (ETV) is an inhibitor and substrate of
hOAT1, hCNT2 and hCNT3. ETV inhibited the cellular uptake of adefovir, tenofovir and
cidofovir via hOAT1. However, the effective inhibition of transport was observed at
concentrations of ETV highly exceeding therapeutic levels. In comparison with adefovir,
tenofovir and cidofovir, ETV was less toxic to cells transfected with hOAT1. ETV
showed a mild inhibitory effect on BCRP/ABCG2 and P-gp/ABCBL1.

Most of the tested ANPs interacted with hOAT1. The affinity of the substance
GS-9191 for hOAT1 was relatively high and comparable to the affinity of the known
substrates of hOAT1 adefovir and tenofovir. The rate of interaction with hOAT1
correlated with the lipophilicity of these compounds. While GS-9191 showed strong
inhibitory effects on the function of P-gp and BCRP, PMEO-DAPY inhibited only P-gp.
Most of the tested ANPs caused a significant decrease in viability of the cells transfected
with hOAT1. Cytotoxic effect of ANPs in vitro, with the exception of the relatively
lipophilic GS-9191, corresponded to their ability to interact with hOATL1. Increased
cytotoxicity of ANPs with the affinity for hOATL1 is an indirect evidence that these
substances are not only inhibitors but also substrates of this transporter.

Performed accumulation studies confirmed active transport of AmB into cells.
AmB/DOC inhibited both hOAT1, and hOCT2. We identified DOC as the component
responsible for the interaction with OAT1. AmB did not interact with hOAT1, but
significantly inhibited hOCT2. We did not find the cellular uptake of AmB via hOAT1
and hOCT2. AmB/DOC in supratherapeutic concentrations interacted with adefovir,
tenofovir and cidofovir in the cells transfected with hOATL1.

In conclusion, ETV in comparison with nephrotoxic antivirals showed relatively
weak interactions with the studied renal transporters, which are not likely to be relevant
to transporter-mediated cytotoxicity nor are the basis for drug-drug interactions. Among
the tested ANPs, we found the differences in interactions with hOAT1. This transporter
could be relevant for the renal excretion of ANPs in vivo. The performed studies have

demonstrated the first interaction of AmB with membrane transport system, which is



probably not included in secretion of AmB in renal tubules, but its importance for drug
interactions and drug toxicity should be verified in the future.
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1 Seznam zkratek

ABC
ADME

ADP
AIDS
AmB
ANPs
APS
ASBT

ATP
BCA
BCRP
BSA
C
CCD
CL.
CMV
CNTs

CYP3A4
DMEM

DMSO
DOC

EDTA
EMEM
ENTs
ETV

GMO
HBV
HCV

ATP-binding casette

absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece (Absorption, Distribution,
Metabolism, Excretion)

adenosindifosfat (Adenosine Diphosphate)

syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
amfotericin B (Amphotericin B)

acyklické nukleosidové fosfonaty (Acyclic Nucleoside Phosphonates)
peroxodisiran amonny (Ammonium Persulfate)

apikalni na sodiku zavisly transportér pro Zlucové kyseliny (Apical Sodium
Dependent Bile Acid Transporter)

adenosintrifosfat (Adenosine Triphosphate)

kyselina bicinchonova (Bicinchonic Acid)

protein rezistence k rakoving prsu (Breast Cancer Resistance Protein)
hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)

kotransport (Cotransport, Symport)

zafizeni s vazanymi naboji (Charge-Coupled Device)

ledvinna clearance (Renal Clearance)

cytomegalovirus

koncentra¢ni nukleosidové transportéry (Concentrative Nucleoside
Transporters)

cytochrom P450 3A4 (Cytochrome P450 3A4)

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)

dimethylsulfoxid (Dimethyl Sulfoxide)

kyselina deoxycholova (Deoxycholic Acid)

vymeénik (Exchanger)

kyselina ethylendiamintetraoctova (Ethylenediaminetetraacetic Acid)
Eaglovo minimalni esencialni médium (Eagle’s Minimal Essential Medium)
ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry (Equilibrative Nucleoside Transporters)
entecavir

facilitovany transport (Facilitated Transport)

geneticky modifikovany organismus (Genetically Modified Organism)
virus hepatitidy B (Hepatitis B Virus)

virus hepatitidy C (Hepatitis C Virus)



HEK293
HelLa

HEPES

HIV
HK-2
HPMP
HSV
CHO
ICso

Km

LDH
LLC-PK1

MAPK
MATE

MDCK II
MDR
MDR1
MPP*
MRPs
NaDC3
NBTI
NHE3
NRTI

OATs
OC+
OCTN

lidské ledvinné embryonalni buiiky (Human Embryonic Kidney 293 Cells)
lidské epitelialni buiky z nadoru délozniho hrdla (Human Epithelial Carcinoma
Cell Line)

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)

virus lidské imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus)

lidské ledvinové buiiky (Human Kidney Cells)
3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl

herpes simplex virus

ovarialni bunky ¢inského kiecka (Chinese Hamster Ovary Cells)

inhibiéni koncentrace potfebna k inhibici procesu na 50 %

Michaelisova konstanta (Michaelis constant)

laktatdehydrogenaza (Lactate Dehydrogenase)

praseci buiiky proximalniho tubulu ledvin (Pig Kidney Proximal Tubule Cell
Line)

mitogenem aktivovana proteinova kinaza (Mitogen Activated Protein Kinase)
transportér pro mnohocetny odtok 1€kt a toxint (Multidrug and Toxic
Compound Extrusion Transporter)

Madin—Darbyho psi ledvinné buiiky (Madin Darby Canine Kidney Cells I1)
transportér multilékové rezistence (Multiple Drug Resistence)

gen kodujici P-glykoprotein (Multidrug Resistance 1 Gene)
1-methyl-4-fenylpyridinium (1-methyl-4-phenylpyridinium)

proteiny multilékové rezistence (Multidrug Resistance-Associated Proteins)
transportér dikarboxylatu sodného 3 (Sodium Dicarboxylate Transporter 3)
nitrobenzylthioinosin (Nitrobenzylthioinosine)

vyménik pro ionty sodiku a vodiku 3 (Sodium—Hydrogen Exchanger 3)
nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (Nucleoside Reverse
Transcriptase Inhibitors)

nukleosidové transportéry (Nucleoside Transporters)

sirot¢i transport (0rphan transport)

organicky aniont (Organic Anion)

polypeptidové transportéry pro organické anionty (Organic Anion-Transporting
Polypeptides)

transportéry pro organické anionty (Organic Anion Transporters)

organicky kationt (Organic Cation)

transportér pro organické kationty, novy (Organic Cation Transporter, Novel)



OCTs
PAH

PBS

PEPT

PME
PMSF
P-pg
PVDF
RFU

RIPA
SARS

SDS
SDS-PAGE

SLC
TBS
TBST
TCDB
TDF
TEA
TEMED

URAT1
\/AY

o-KG

transportéry pro organické kationty (Organic Cation Transporters)
kyselina p-aminohippurova (p-Aminohippuric Acid)

fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

peptidovy transportér (Peptide Transporter)

2- (fosfonomethoxy)ethyl (2-(phosphonomethoxy)ethyl)
fenylmethansulfonyl fluorid (phenylmethylsulfonyl fluoride)
P-glykoprotein (P-glycoprotein)

polyviniliden fluorid (Polyvinylidene Fluoride)

relativni fluorescen¢ni jednotka (Relative Fluorescence Unit)
radioimunoprecipitacni pufr (Radioimmunoprecipitation Buffer)

tézky akutni respiraéni syndrom (Severe Acute Respiratory Syndrome)
dodecylsiran sodny (Sodium Dodecyl Sulfate)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

nosice rozpustnych latek (Solute Carrier)

tris pufr (Tris-Buffered Saline)

tris pufr s tweenem 20 (Tris-Buffered Saline with Tween 20)

databaze pro klasifikaci transportéra (Transporter Classification Database)
tenofovir disoproxil fumarat (Tenofovir Disoproxil Fumarate)
tetraethylammonium

N, N, N, N'-tetramethylethylendiamin

(N, N, N, N'-tetramethylethylenediamine)

uratovy transportér 1 (Urate Transporter 1)

varicela-zoster virus

a-ketoglutarat (o-ketoglutarate)



2 Uvod

Antimikrobialné u¢inné latky patii v klinické praxi K nej¢astéji uzivanym l1é¢ivam.
Jejich podévani pacientim v mnoha piipadech dokéze zabranit zdvaznym nasledkiim
infekénich chorob (Leekha et al., 2011). Usp&sna 1é¢ba mikrobialnich infekci ¢asto
vyzaduje intenzivni terapii vysoce uc¢innymi lIé¢ivy. Pro fadu 1é¢iv pouzivanych k terapii
infekénich onemocnéni je pro vylouceni z organismu dulezita ledvinna exkrece (Varma
et al., 2009). Pti uzivani téchto 1éCiv mohou byt pacienti vystaveni riziku nezadoucich
ucinkii plynoucich z poskozeni ledvinné funkce. Takova lé¢iva se vyskytuji napf. ve
skuping antiviroticky u¢innych 1éCiv, u kterych se s rizikem 1ékového poskozeni ledvinné
funkce muzeme setkat pomérné¢ casto (Naughton, 2008). Latky s potencialnim
nefrotoxickym uc¢inkem se také mohou vyskytovat mezi antimykoticky ¢i antibakteridlné
pusobicimi 1é¢ivy.

Ledviny mohou byt mistem, kde miize béhem ledvinné exkrece dochazet
Kk interakcim 1é¢iv s membranovymi transportnimi systémy (transportéry), které zajist'uji
transmembranovy pienos 1é¢iv a dalSich latek do bunc¢k nebo z bunck. Interakce
s transportéry urcuji u fady latek distribuci v ledvinach a jejich exkre¢ni mechanismus.
Transportéry mohou byt odpovédné za nezadouci kumulaci xenobiotik v ledvinnych
buiikach a mohou byt mistem, na kterém dochéazi ke kompetici soucasné¢ podavanych
1€¢iv, coz miize vyznamné ovlivnit jejich farmakokinetiku. Ackoliv maji ledvinné 1€kové
transportéry velky vyznam pro eliminaci, 1ékové interakce a nefrotoxické ptisobeni 1éciv,
udaje o interakcich s n€kterymi antimikrobidlnimi latkami nejsou stale dostatecné. U fady
latek nejsou tidaje o interakcich s transportéry exprimovanymi v ledvinach v odbornych
zdrojich dostupné nebo jsou tyto interakce popsany v nedostate¢ném rozsahu. Ziskani
dalSich informaci v této oblasti farmakologie je proto pfedmétem intenzivniho vyzkumu

Ptredkladana disertacni prace experimentalniho charakteru se zabyva interakcemi
vybranych latek ze skupiny antivirotik a antibiotik s lidskymi 1ékovymi transportéry,
které se nachézeji v ledvinné tkani v pomérné vysoké mife, a jsou znamy jako dulezité
determinanty osudu mnoha 1é¢iv v ledvindch. Prace je zaméfena na studium vyznamu
interakei transportérti pro ledvinnou exkreci se studovanymi antimikrobidlnimi latkami,
na piipadné lékové interakce s vybranymi lécivy a studium moznych souvislosti
s toxicitou studovanych latek. Prace uvadi popis pouzitého metodického aparatu, shrnuje

dosazené experimentalni vysledky, komentuje jejich vztah k jiz znamym udajim v oblasti



interakci 1é¢iv s ledvinnymi transportéry a uvadi i mozné souvislosti ziskanych vysledkt
s klinickou praxi. Do ptedkladané prace je zatazena teoreticka ¢ast shrnujici dosavadni
poznatky ve studované oblasti.

Experimentalni studie vV ramci této prace zahrnuji tii typy antimikrobialnich 1é¢iv:
vyvojové antiviroticky ucinné latky ze skupiny acyklickych nukleosidovych fosfonatu,
novejsi 1é¢ivo pro terapii chronické hepatitidy B entecavir a vyznamné antimykotikum
amfotericin B, resp. jeho v klinické praxi pouzivanou formu s deoxycholatem. Ledvinami
vyluCovana antivirotika adefovir, tenofovir a cidofovir, byla pouzita pro porovnani
intenzity interakce studovanych latek s vybranymi transportéry a byla posouzena

I z hlediska moznych 1ékovych interakci se studovanymi latkami.
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3 Teoreticka cast

3.1 Ledviny jako kriticky organ podani léciv

Lidsky organismus je ¢asto vystavovan mnoha vliviim prosttedi, zejména toxickym
organickym slouc¢enindm z pfirodnich i uméle pfipravenych zdroji. K t€émto organickym
slouCenindm mohou patfit napi. hormony, neurotransmitery, odpadni produkty
bunécného metabolismu a IéCiva. Uzivani 1é¢iv vyzaduje od pacienta dodrzovani
kazdodenniho striktniho rezimu, mnohdy s uzivanim vysokych davek. Elimina¢ni organy
vytvaii obranny systém organismu, ktery castecné chrani pfed systémovou expozici
potencialné toxickych latek a jejich farmakologickymi nebo toxikologickymi efekty
(Anzai a Endou, 2007).

Ledviny jsou dilezitym elimina¢nim orgdnem, ktery hraje nezastupitelnou ulohu
vV udrZzovani homeostatickych funkci a pfispivd k eliminaci odpadnich produktii
metabolismu a cizorodych latek z téla. Zakladni funk¢ni jednotkou ledvin je nefron, kde
probihaji hlavni procesy renalni exkrece latek. V glomerulu a Bowmanové pouzdie
dochazi k filtraci krve prichazejici z renalni arterie, ¢imz se organismus zbavuje malych
ana plazmatické proteiny nenavazanych latek ze systémové cirkulace. Rada latek, véetnd
1é¢iv, mlze byt aktivné sekretovana z peritubularnich kapilar do lumen ledvinnych tubult
(Fagerholm, 2007; Masereeuw a Russel, 2001).

Membrana bunék ledvinnych proximalnich tubulil je dulezitou bariérou, ve které
probihaji transportni procesy spojené s detoxifikaci organismu (Anzai a Endou, 2007).
Membranové transportni proteiny, zvané také jako transportéry, zajist'uji v proximalnich
tubulech aktivni transport latek pfes bunécné membrany a jejich naslednou exkreci do
moci. Transportéry se tak vyznamné podileji na vysledném farmakokinetickém chovani
léciv. Pokud je rovnovaha transportnich systéml naruSena nckterym z patologickych
mechanismi, napt. je-li neimérné vystupiiovana akumulace potencidlné toxickych latek
v buiikach nebo je naopak zablokovan jejich vystup z bunék, mize dojit k poSkozeni
ledvinné tkané (Fisel et al., 2014). Zména funkce ledvin muze byt poté spojena
s nefyziologickou aktivitou transportért, coz mize vyznamné ovlivnit farmakokinetiku
jak 1éc¢iv eliminovanych ledvinami (Varma et al., 2009).

V soucasné dobé se na trhu vyskytuje fada 1é€iv, pfi jejichZ dlouhodobém uZivani
se pacientovi doporucuje pravidelna kontrola rendlnich funkci. Mezi takovymi 1éCivy je
mnoho latek ze skupiny antimikrobialnich 1é¢iv. Z tohoto diivodu je pomérné dilezitou

oblasti vyzkumu poznavani mechanismi ledvinnych poskozeni témito vétSinou



frekventné¢ pouzivanymi latkami. Nasledujici tabulka uvadi pfiklady nékterych
potencidlné¢ nefrotoxickych antimikrobidlnich 1é¢iv bézné uzivanych v klinické praxi
(tabulka 1).

Tab. 1 Antimikrobialni 1é¢iva s potencialni nefrotoxicitou (modifikovano z Naughton, 2008).

Zastupci Patofyziologicky mechanismus

renalniho posSkozeni

acyklovir Akutni intersticialni nefritida, krystalova
nefropatie
aminoglykosidy Toxické poskozeni tubularnich bun¢k

amfotericin B (forma deoxycholatu vice | Toxické poskozeni tubularnich bunék
nez forma lipidova)
beta-laktamy (peniciliny, cefalosporiny) | Akutni intersticialni nefritida,

glomerulonefritida (ampicilin, penicilin)

foskarnet Krystalova nefropatie, toxicita tubularnich
bunck

ganciklovir Krystalova nefropatie

pentamidin Toxicita tubularnich bun¢k

chinolony Akutni intersticialni nefritida, krystalova

nefropatie (ciprofloxacin)

rifampicin Akutni intersticialni nefritida
sulfonamidy Akutni intersticialni nefritida, krystalova
nefropatie
vankomycin Akutni intersticialni nefritida
adefovir, cidofovir, tenofovir Toxické poskozeni tubularnich bunék
indinavir Akutni intersticialni nefritida, krystalova
nefropatie

3.2 Ledvinna exkrece léc¢iv

Farmakokineticky profil molekuly 1é¢iva je funkci davky, absorpce, distribuce
a celkové clearance vSemi eliminacnimi organy. Ze vSech elimina¢nich organt pfispivaji

nejveétsim podilem k celkové télesné clearance jatra a ledviny. Vylucovani latek



ledvinami nejlépe charakterizuje veli¢ina ledvinna clearance (CLL). Ledvinna clearance
je definovana jako objem plasmy, obsahujici ur¢ité mnozstvi latky, ktera je vyloucena
ledvinami za jednotku ¢asu (Rang a Dale, 2007). Ledvinna clearance je uréovana procesy
glomerularni filtrace, tubularni sekrece a reabsorpce (Fagerholm, 2007; Masereeuw
a Russel, 2001).

Ledvinami se vylucuje kolem 60 % sloucenin pouzivanych k 1é¢bé infekcnich
onemocnéni. U fady 1é¢iv pouzivanych v terapii infek¢nich onemocnéni byla prokazana
tendence vylu¢ovani prostfednictvim tubularni sekrece (Varma et al., 2009).

Ledvinna exkrece mize byt ovliviiovana transportéry exprimovanymi
Vv proximalnich tubulech ledvin. Tyto transportéry se tak stavaji sty¢nymi misty, na nichz
dochazi k 1ékovym interakcim, a mohou byt zodpovédné napt. za nezadouci akumulaci

potencialné nefrotoxickych latek (Feng et al., 2010).
3.2.1 Vliv fyzikalné-chemickych vlastnosti na ledvinnou exkreci Ié€iv

Varma et al. (2009) v rozsahlé studii s vyuzitim databaze s 391 1éCivy bézné
pouzivanymi v klinické praxi dokdzali popsat slozité vztahy mezi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi latek a lidskou ledvinnou clearance. Pfedpovéd’ téchto vlastnosti je
komplikovana komplexnosti celého procesu aktivnich a pasivnich transportnich
mechanismu v ledvinach. Je mozné popsat nékolik zakladnich pravidel:

1) Ledvinna clearance se snizuje se zvysujici se lipofilitou latky a cLogP.

2) Ledvinna clearance se zvySuje u latek se schopnosti tvofit vodikové mustky
nebo s poétem vazeb schopnych rotace.

3) Prfitomnost naboje latky mize zvySovat ledvinnou clearance, zatimco latky

S neutralnim nabojem maji tendenci se vylu€ovat ledvinami pomaleji.

Vyssi lipofilita latky miize dale pfispét k jejimu pasivnimu priniku (reabsorpci)
pres tubuldrni membrany a pravdépodobné také k Castenému ¢i uplnému maskovani

tubularni sekrece (Avdeef, 2001; Feng et al., 2010; Varma et al., 2009).
3.3 Mechanismy Iékového poskozeni ledvin

Pro antimikrobialné piisobici 1é¢iva je vyluCovani ledvinami obecné velmi Castym
zpusobem exkrece. OvSem nasledkem intenzivni mocové exkrece mize byt nefrotoxicita,

kterd se tak stava limitujicim faktorem 1écby témito latkami (Perazella, 2009). Takto



pusobi napi. skupina antiviroticky ucinnych 1é¢iv, u kterych se s rizikem lékového
poskozeni ledvinné funkce muzeme setkat pomérné Casto. Mechanismy antivirotiky
indukovaného posSkozeni ledvin uvadi obr. 1. Funkce zdravého nefronu muze byt
ovlivnéna minimalné tfemi zpisoby: (1) Nadmérnou expresi nebo kompetitivni inhibici
transportéri oznacovanych jako OAT (transportéry pro organické anionty) nebo MRP
(proteiny multilékové rezistence). Inhibici OAT dochazi k prevenci renalniho poskozeni,
zatimco inhibice MRP vede k toxickému posSkozeni bunék tubulii (tubulérni acidéze).
Typickymi ptedstaviteli takto ptisobicich latek jsou antivirotika ze skupiny acyklickych
nukleosidovych fosfonatl (ANPs). (2) Aktivaci mitogenem aktivované protein kinazové
(MAPK) drahy muze dojit k ovlivnéni bariérové funkce v ledvinné epitelové bunécné
kaskad¢, coz vede k programované bunécné smrti. (3) Jiné cesty poskozeni ledvin se
mohou rozvinout, pokud latky negativné ovliviyji funkci mitochondrii, narusuji oxidaci
mastnych kyselin a vyrobu energie. Pokud se latky navazou nebo jinak deaktivuji enzymy
respiracniho fetézce nebo mitochondridlni DNA, vznikly oxidativni stres a nésledny
anaerobni metabolismus zpisobi laktatovou acidozu a hromadéni triglycerida
(mikrovezikularni tuk uvnitt bunék). Pfitomnost reaktivnich forem kysliku miize dale
narusit mitochondridlni DNA. Tento mechanismus u¢inku je charakteristicky pro celou
fadu latek, v¢etn¢ nukleosidovych inhibitorti reverzni transkriptazy (NRTI), které se
vazou piimo na mitochondridlni DNA. Déle bylo popséno, Ze ptfedchozi mitochondridlni
poskozeni, zplisobené napt. pouzitim lé¢iv ze skupiny NRTI, mize ledvinu natolik
poskodit, Ze po podani tenofoviru snadno dochazi k projeviim poskozeni ledvinnych

tubult (Izzedine et al., 2005a).
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Obr. 1 Mechanismy antivirotiky indukovaného ledvinného poskozeni. A) Nadmérnd exprese nebo

kompetitivni inhibice OAT nebo MRP. B) Aktivace MAPK a nésledna bunééna smrt. C) Naruseni funkce

mitochondrii, oxidace mastnych kyselin a vyroby energie (modifikovano z lzzedine et al.,

3.4 Lékové interakce v ledvinach

2005a).

Pojem 1ékové interakce (interakce 1é¢iv) muze byt vysvétlovan jako vzajemné

pusobeni dvou nebo vice farmak (Liillmann et al., 2004). Pfi soucasném podavani 1é¢iv,

u nichz ptevlada ledvinna eliminace, se miZe vyskytnout nékolik typl interakci (Bonate

et al., 1998). Pti ur¢itém zjednoduSeni mtizeme na ledvinné trovni rozlisit

mechanismi 1ékovych interakei:

5 zakladnich

1) Uvolnéni navazaného 1é¢iva z vazby, coz vede ke zvySeni vylucovani

lé¢iva pomoci glomerulérni filtrace.

2) Kompetice latek pii tubularni sekreci, ¢imz dochazi ke snizeni ledvinné
sekrece.

3) Kompetice latek pfi tubularni reabsoropci, ¢imz dochazi ke zvySeni
ledvinné exkrece.

4) Zména pH moci a/nebo pritoku, coz miize zvysit nebo snizit exkreci 1é¢iv
zéavislou na pKa léciva.

5) Inhibice ledvinného metabolismu léciv (Bonate et al., 1998).
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V klinické praxi by proto mély byt brany v tivahu potencialni farmakokinetické
a/nebo farmakodynamické 1ékové interakce tak, aby se minimalizovalo riziko toxicity
nebo nedostatecné ucinnosti 1écby (Izzedine et al., 2005a). Napt. pro lécbu HIV
pozitivnich pacientli se predepisuji kombinace nékolika antiviroticky ucinnych latek
soucasné s léCivy na piidruzené nemoci, kterymi pacienti ¢asto trpi (Berns a Kasbekar,
2006). Nevyhodou mnohych takto podanych 1é¢iv (napi. tenofovir) byva nefrotoxicita,
ktera je spojovana s jejich nezadouci akumulaci v proximalnich tubulech ledvin (Hall,
2013; Lepist a Ray, 2012). Piiklady znamych interakci antimikrobialnich latek
S membranovymi transportnimi systémy, které se vyskytuji v ledvinach, jsou detailnéji

vysvétleny v nasledujicich kapitolach vénovanym individualnim 1é¢iviim (kap. 3.6-3.7).
3.5 Mechanismy transmembranového transportu

Transport latek ptes biologické membrany mize probihat na zakladé pasivni difuze,
usnadnéné (facilitované) difuze a aktivniho transportu. Pasivni difuze latek probiha po
sméru elektrochemického potencialu bez ucasti transportnich proteinti. Usnadnéna difuze
latek ziskava energii pro transport diky rozdilnému elektrochemickému potencialu na
vnitini a vn&j$i stran€é membrany. Aktivni transport latek probihd proti jejich
elektrochemickému gradientu a mize byt dale délen na primarni a sekundarni. Primarni
aktivni transport latek vyuziva energii z hydrolyzy ATP. Sekundérni aktivni transport
latek probiha diky tzv. spfaZzenému transportu s jinou latkou, kterd dodava energii diky
transportu po jejim elektrochemickém gradientu (symport, antiport) (Giacomini
a Sugiyama, 2011; Hediger et al., 2004; Schlessinger et al., 2010). Zjednoduseny popis
membranovych transportnich mechanisml shrnuje obr. 2. Substratem se rozumi latka,
ktera tvoii komplex s transportérem, ktery po nasledné konformacéni zméné prevadi
substraty na druhou stranu membrany. Transportéry zprosttedkovany membranovy
transport je charakterizovan saturabilitou a inhibovatelnosti substratovymi analogy

(Giacomini a Sugiyama, 2011).
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Obr. 2 Klasifikace membranovych transportnich mechanismt. Svétle modré kruhy charakterizuji substraty.
Velikost symbolii je proporciondlni koncentraci substratu. Sipky ukazuji smér toku. Cerné &tverce
reprezentuji ionty, které dodavaji hnaci silu pro transport (velikost je proporcionalni koncentraci iontu).

Tmavé modré ovaly charakterizuji transportni proteiny (modikovano z Giacomini a Sugiyama, 2011).

Transportni systémy poskytuji bunice fadu uzitecnych funkci. Pfedstavuji je
specifické proteiny (transportéry) ukotvené v bunééné membrané, které: (1) umoznuji
vstup (uptake) zakladnich zivin do cytoplazmy a nasledné do organel, coz usnadiuje
metabolismus exogennich zdroji prvkt uhliku, dusiku, siry, fosforu atp., (2) mohou
pomoci regulovat koncentraci metabolitti latek v bunce, (3) zprostiedkovavaji Gc¢inny
vydej (eflux) 1é¢iv nebo jinych potencialné toxickych latek z cytoplazmy nebo
z plazmatické membrany, (4) pomahaji zajistovat uptake a eflux latek, které musi byt
V butice udrzovany v koncentracich ligicich se od vné&jsiho prostiedi, (5) podili se na
sekreci dilezitych proteint, sacharidi a lipidi do a z cytoplazmatické membrany, (6)
umoznuji pienos nukleovych kyselin pfes bunétné membrany, (7) usnadnuji piijem
a uvolnovani riznych hormont, neurotransmiterti a signalnich molekul (Saier et al.,
2000).

Transportéry se od sebe mohou lisit riiznymi afinitami a schopnostmi interagovat
s jednotlivymi slou¢eninami. Schopnosti vzijemné interakce latek s bunécnymi
transportéry ovSem mohou byt i mezidruhové rozdilné (Feng et al., 2010). Rozdily ve
farmakokinetice latek muze také zplsobovat pfitomnost polymorfismti v genech

kodujicich pfislusné lékové transportéry, které dané latky prenaSeji (Michaud et al.,
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2012). Tato velmi aktualni problematika, kterou se zabyva piedevsim farmakogenomika
a personalizovana medicina, se dnes pomérn¢ intenzivné rozviji s cilem ziskat znalosti

pro doporuceni, kterému pacientovi je mozné podat dané 1é¢ivo, a u kterého hrozi

o 24

o oy

a aktualizuji. Znama je napi. databaze Transporter Classification Database (TCDB;

http://www.tcdb.org), ktera v roce 2013 obsahovala vice nez 10000 proteinti, které

reprezentuji v soucasné dobé uznavané rodiny transmembranovych molekularnich
transportnich systémt. TCDB zahrnuje proteiny vSech druhd zivych organismu a je
jedinym univerzalnim klasifikacnim systémem, ktery je uznany Mezindrodni unii

biochemie a molekularni biologie (Saier et al., 2014).
3.6 Transportéry exprimované v ledvinach

Exkrece mnoha 1é¢iv z organismu je zprostfedkovana specifickymi membranovymi
transportéry exprimovanymi v ledvinach. Pfikladem 1é¢iv eliminovanych do mo¢i mohou
byt hydrofilni nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy. Ackoliv rendlni exkrece
hraje mensi roli v eliminaci dalSich antivirotik, jako jsou napf. inhibitory proteazy
a nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy, tato léciva mohu interagovat
s transportéry lokalizovanymi v ledvinach (Kis et al., 2010). V soucasné dob¢ je znamo
Siroké spektrum transportéri exprimovanych v proximalnich tubulech ledvin, které
reprezentuji 2 velké rodiny (superfamilies) transportérti ozna¢ované jako SLC (solute
carrier) a ABC (ATP-binding casette) (viz dale). Tyto transportéry vzajemné
spolupracuji, aby umoznily pfenos latek dovnitt ¢i ven pfes bunéénou membranu (Fisel
etal., 2014).

Transport organickych aniontdl a kationtdl pfes basolateralni membranu
prostiednictvim OAT1-3, OCT1-3 a OATP4Cl1 piedstavuje prvni krok v ledvinné
sekreci. Latky, které se dostaly z krve do bun€k proximalnich tubuldi, jsou nasledné
pfevadény efluxnimi transportéry umisténymi na apikalni membrané (napi. MRP2,
MRP4, BCRP, P-gp a MATEI1) do moc¢i. Reabsorpce latek v ledvinach mize byt z moci
do bunék zjistovana apikalnimi transportéry (napi. CNT1-3, OAT4, URATL, PEPT1-2
a OCTN1-2) a nasledné z bun¢k ven napf. basolateralnimi transportéry ENT1-2 (Klaassen

a Aleksunes, 2010; Lepist a Ray, 2012). Pro lepsi orientaci v textu jsou transportéry
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uvedeny zkratkou. Zkratky jsou dale vysvétleny s obr. 3 a v dalSich specializovanych

kapitolach. Obr. 3 popisuje lokalizaci a zdkladni funkce transportérii exprimovanych

Vv lidskych proximalnich tubulech.
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Obr. 3 Transportéry exprimované v lidskych ledvinnych proximalnich tubulech. Krouzky zhazoriuji

transportni proteiny a Sipky smér transportu latek. BCRP = Breast Cancer Resistance Protein (protein

rezistence k rakoviné prsu), CNT = Concentrative Nucleoside Transporter (koncentraéni nukleosidovy

transportér); ENT = Equilibrative Nucleoside Transporter (ekvilibra¢ni nukleosidovy transportér); MATE

= Multidrug and Toxin Compound Extrusion Transporter (transportér pro mnohocetny odtok 1éki a toxint);

MRP = Multidrug Resistance-Associated Protein (protein multilékové rezistence); NaDC3 = Sodium

Dicarboxylate Transporter 3 (transportér dikarboxylatu sodného 3); NHE3 = Sodium-Hydrogen Exchanger

3 (vymeénik pro ionty sodiku a vodiku 3); OAT = Organic Anion Transporter (transportér pro organické

anionty); OATP = Organic Anion-Transporting Polypeptide (polypeptidovy transportér pro organické

anionty); OCT = Organic Cation Transporter (transportér pro organické kationty); OCTN = Organic Cation

Transporter, Novel (transportér pro organické kationty, novy); PEPT = Peptide Transporter (peptidovy

transportér); P-gp = P-glycoprotein (P-glykoprotein); URAT = Urate Transprter (uratovy transprotér);

a-KG (a-ketoglutarat) (modifikovano z Lepist a Ray, 2012).



15

V nejvétsim mnozstvi jsou v ledvinach zastoupeny transportéry OAT1-3, URAT],
OCT2, MRP4 a MDR1 (P-gp) (Nishimura a Naito, 2005). Srovani exprese jednotlivych

transportérti v ledvinach uvadi obr. 4.

1.1
1.0

Relativni exprese
(transportérova mRNA/PPIA mRNA)

OCTN1 ]
OCTN24
OATP1A2
OATP2B1 {7
CNT24
CNT34

Obr. 4 Hodnoty mRNA exprese SLC a ABC transportérd v lidskych ledvinach. MDR = Multidrug
Resistance (transportéry multilékové rezistence); MRP = Multidrug Resistance-Associated Protein (protein
multilékové rezistence); BCRP = Breast Cancer Resistance Protein (protein rezistence k rakoviné prsu);
ASBT = Apical Sodium-Dependent Bile Acid Transporter (apikalni na sodiku zavisly transportér pro
zlu€ové kyseliny); PEPT = Peptide Transporter (peptidovy transportér); OCT = Organic Cation Transporter
(transportér pro organické kationty); OCTN = Organic Cation Transporter, Novel (transportér pro
organické kationty, novy); OAT = Organic Anion Transporter (transportér pro organické anionty); URAT
= Urate Transprter (uratovy transprotér); OATP = Organic Anion-Transporting Polypeptide (polypeptidovy
transportér pro organické anionty); CNT = Concentrative Nucleoside Transporter (koncentraéni
nukleosidovy transportér); ENT = Equilibrative Nucleoside Transporter (ekvilibra¢ni nukleosidovy

transportér) (modifikovano z Lepist a Ray, 2012).

3.6.1 Solute carrier (SLC) transportéry

SLC transportéry jsou membranové proteiny, které maji rozhodujici vyznam pro
bunécny uptake, ale také eflux velkého mnoZstvi substratii, jako jsou napf. esencidlni
bunécné ziviny, toxiny a léciva. V soucasné dob¢ je znamo celkem 386 clenit SLC
transportéru, které se odlisuji svoji sekvenci, strukturou a funkci (Schlessinger et al.,

2013). Tito clenové se dle své prislusnosti zafazuji do mensich skupin (rodin) SLC
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transportéri, kterych rozeznavame celkem 52 (SLC1-SLC52). SLC transportéry hraji
dalezitou roli pfi zajisténi mnoha bunéénych funkci. Mohou se také podilet na formovani
1é¢iv regulaci jejich absorpce, distribuce, metabolismu a eliminace (ADME) (Koepsell,
2013).

Tvar a fyzikalné-chemické vlastnosti vazebného mista na SLC transportéru
obvykle urcuji, jaka molekula se na n¢j bude nebo nebude vazat, a zda jim bude nebo
nebude transportovana pies bunéénou membranu. Interagujici molekuly 1ze pak rozd¢lit
na inhibitory, substraty a soucasné inhibitory/substraty transportéri (Abramson a Wright,
2009; Karpowich a Wang, 2008, Schlessinger et al., 2013). Substraty SLC transportéra
mohou mit i velmi odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti. Pro fadu 1éCiv je typické, Ze
interaguji s nékolika typy SLC transportérti. Napt. [é€iva pouzivana proti viriim interaguji
s fadou SLC transportérti, jako jsou polypeptidové transportéry pro organické anionty
(OATPs), transportéry pro organické anionty a kationty (OATs a OCTs) a rovnéz
s ekvilibra¢nimi a koncentracnimi nukleosidovymi transportéry (ENTs a CNTs) (Kis et
al., 2010). Typy SLC transportéri a jejich moznych substratli je mozné vyhledat
v dostupnych databazich, jako je napt. Bioparadigms (http://slc.bioparadigms.org/).

Ledvinné influxni transportéry mohou byt zodpovédné nejen za toxicitu 1éCiv
Vv ledvinach, ale také za potencidlni interakce typu lécivo-lécivo, které mohou vyustit
v zavazné zmény v ledvinnych exkrecnich paramentrech a ovlivnit farmakokinetiku

(Endres et al., 2006; Miiller a Fromm, 2011).
3.6.1.1 SLC22

Tato prace se zabyva v nejvéEtsi mife transportéry pro organické ionty (rodina
SLC22), které ptispivaji k ledvinné a jaterni exkreci mnoha 1é¢iv (Koepsell, 2013).
Rodina transportérit SLC22 se skldda v soucasné dobé ze 13 popsanych lidskych
membranovych proteinli, které se vSechny vyzna€uji strukturou 12 a-helikalnich
transmembranovych domén. Rodina se sklada ze skupiny transportérti pro organické
kationty, transportérii pro organické zwitterionty/kationty (OCTN) a transportéri pro
organické anionty. Tyto transportéry se podileji nejen na ledvinném a jaternim vylucovani
latek, ale i na jejich stievni absorpci a homeostatickych funkcich v srdci a mozku. Tabulka
2 shrnuje charakteristické vlastnosti ¢lent rodiny transportéri SLC22 exprimovanych
V ledvinach, jejich dominantni substraty, typ transportu, dalsi tkanovou distribuci a mozna
postizeni spojena s popisovanym typem transportéru. Tabulka 3 uvadi transportéry rodiny

SLC22 a jejich znamé substraty ze skupiny endogennich latek, 1€¢iv a toxind.


http://slc.bioparadigms.org/
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Tab. 2 Zékladni charakteristika transportérii pro organické kationty/anionty/zwitterionty z rodiny SLC22
(modifikovano z Koepsell, 2013).

srdce, tenké stfevo,
nadledviny, $titna
7l4za, jatra, atd.

Symbol Jméno Dominantni | Typ Tkanova Zpusobené
lidského proteinu | substrat transportu | distribuce/bunécna | postizeni
genu exprese
SLC22A1 | OCT1 Organické | F Jatra, tenké stfevo, | Cytotoxicita
kationty ledviny, plice, oxaplatiny a
kosterni svalstvo, picoplatiny
mozek, tukova
tkan, bunky
imunitniho systému
SLC22A2 | OCT2 Organické | F Ledviny Cytotoxicita
kationty (bazolateralni cisplatiny,
membrana oxaplatiny a
proximalnich picoplatiny
tubulil), tenké
stievo, plice,
placenta, mozek,
vnitini ucho
SLC22A3 | OCT3 Organické¢ | F Srdce, kosterni Rakovina
kationty svalstvo, mozek, prostaty,
tenké stfevo, jatra, | ischemicka
plice, ledviny, choroba srdecni,
mocovy méchyf, obsedantné
mlécné zlazy, kompulsivni
kozni cévy poruchy
SLC22A4 | OCTN1 | Zwitterionty | F nebo Ledviny, stievo, Revmatoidni
organické E/H* slezina, srdce, artritida,
kationty kosterni svalstvo, Crohnova
mozek, mlécné nemoc
7l4zy, prostata,
dychaci cesty,
varlata, oc¢i, jatra
plodu, sperma,
bunky imunitniho
systému
SLC22A5 | OCTN2 | Zwitterionty | C (Na*a | Kosterni svalstvo, | Primarni
(L-karnitin), | L-karnitin) | ledviny (apikalni systémova
organické F membrana karnitinova
kationty (organické | proximalnich nedostatecnost,
kationty) | tubul®), prostata, Crohnova
plice, slinivka, nemoc
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SLC22A6 | OAT1 Organické | E Ledviny
anionty (organické | (bazolateralni
anionty) membrana
proximalnich
tubulil), placenta,
mozek
SLC22A7 | OAT?2 Organické Fnebo E | Jatra, ledviny
anionty (bazolateralni
membrana
proximalnich
tubuli)
SLC22A8 | OAT3 Organické | E/dikarbo | Ledviny
anionty xylat (bazolateralni
membrana
proximalnich
tubulll), mozek,
kosterni svalstvo,
kost
SLC22A1 | OAT4 Organické¢ | FneboE | Ledviny (luminalni | Snizena
1 anionty membrana plazmaticka
proximalnich hladina kyseliny
tubull), placenta mocové
SLC22A1 | URAT1 | Urat, E/organick | Ledviny Renalni
2 organické ¢ anionty hypourikémie,
anionty dna
SLC22A1 | OAT10 | Urat, E/anionty | Ledviny, tlusté Cyklosporinem
3 organické stievo, tenké A indukovana
anionty stfevo, mozek, hyperurikémie
srdce
SLC22A1 | OCTL2 | Neurceno O Ledviny, tlusté
4 stievo, tenké stievo
SLC22A1 | FLIPT1 | Neurceno ) Ledviny, mozek,
) jatra, kosterni
svalstvo, srdce,
placenta, plice,
slezina
SLC22A1 | OCT6 L-karnitin, F Varlata, kostni Bipolarni
6 nenabité dien, leukocyty, porucha
slouceniny ledviny
SLC22A1 Pravdépodo Ledviny (apikélni
8 bné membrana
organické proximalnich
anionty tubull)

F - facilitovany transport, E — exchange (vyména), O — orphan transport, C — kotransport




Tab. 3 Vyznamné substraty transportérti rodiny SLC222 (modifikovano z Koepsell, 2013).
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GTP, cGMP, cAMP,
prostaglandin E2,
prostaglandin F2,

alopurinol, methotrexat,
taxol

Transportér | Substraty, endogenni
slouceniny a dopliky Léciva Toxiny
stravy
Metformin, lamuvidin,
acyclovir, ganciclovir,
pentamidin, furamidin,
OCT1 Putrescin, cyklo(His-Pro), | berberin, oxaliplatin, Aflatoxin B1,
SLC22A1 salsolinol, agmatin picoplatin, ethidium bromid
cisdiammin(pyridin)chloro
platina(ll), irinotecan,
paclitacel
Acetylcholin, dopamin, 'V'e”?a”“.”’ am_antadlr_],
i . oxaliplatina, picoplatina,
adrenalin, noradrenalin, . R . )
L . cisplatina, ifosfamid, Aflatoxin B1,
OCT?2 serotonin, histamin, S - )
. . cimetidin, famotidin, paraquat,
SLC22A2 putrescin, cholin, s I X .
. . ranitidin, zalcitabin, ethidium bromid
cyklo(His-Pro), salsolinol, - o
aomatin lamuvidin, amilorid,
g metformin, berberin
Adrenalin, noradrenalin, Lidocain, chinidin,
OCT3 ) ) : .
SLC22A3 hlstamln_, agmatin, _ metf_orml_n, etllefrln_, _
cyklo(His-Pro), salsolinol | oxaliplatina, lamuvidin
Chinidin, pyrilamin,
Acetylcholin, verapamil, ipratropium,
OCTN1 A : . . : .
ergothionein, glycinbetain, | tiotropium, mitoxantron,
SLC22A4 e - :
L-karnitin doxorubicin, stachydrin,
betonicin, gabapentin
Mildronat, cefaloridin,
OCTN2 L-karnitin, cholin s/ggt[;g;nﬁ?/réﬁggélakton
SLC22A5 ' L S
oxaliplatina, ipratropium,
tiotropium
Mvasm,e kyse} tmy se Perfluoro
stfednim fetézcem, - . . i
SRR Tetracyklin, acyklovir, oktanova
ketoglutarat, citrullin, A . )
adefovir, cidofovir, kyselina, 8-
CAMP, cGMP, L .
. ganciclovir, tenofovir, methoxy-6-
OAT1 prostaglandin E2, . L .
. , zidovudin, cimetidin, nitrofenanthro
SLC22A6 prostaglandin F2, urat, - .
. . . ranitidin, bumetanid, [3,4-d]-1,3-
vanilmandlové kyselina, L .
. o furosemid, ibuprofen, dioxolo-5-
sulfatované konjugaty . . .
o indometacin, ketoprofen karboxylova
flavonoidi, kvselina
hydroxyskoticové kyseliny y
Glutamat: glutaraj:, urat, Salicyl4t, bumetanid,
L-askorbat, kyselina X .
L . erythromycin, tetracyklin,
OAT?2 orotovd, trigonellin, zidovudin, ranidin .
SLC22A7 hypoxanthin, GMP, GDP, 5-fluorouracil, paclitaxel, Aflatoxin B1
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estron-3-sulfat,
dehydroepiandrosteron
sulfat, a-ketoglutarat
CcAMP, kortisol, Benzylp(_enicillin, .
prostaglandin E2, t;gg%gli'r?é \;ﬂsgg\fil:)v"' Ochratoxin A,
prostaglandin F2a, cidofovir ténofovir ’ perfluoro
dehydroepiandrosteron . ', o oktanova
f . aktivovany oseltamivir, :
sulfat, estron sulfat, cimetidin. famotidin kyselina,
OAT3 estradiol-17B-glukuronid, ranitidin ,fexofenadi,n aflatoxin B1,
SLC22A8 Fa‘émCthlaf’ff:t holat, urt, bumetanid, furosemid, 2|tT (;e_thoxy-6-
tndoxyr sutat, torasemid, indometacin,
glukuronidované o fenanthro[3,4-
o o salicylat, ketoprofen, 1o ]
konjugaty flavonoidd, ibuprofen. pravastatin d]-1,3-dioxolo
vanilmandlova kyselina, P P ' 5-karboxylova
. . rosuvastatin, methotrexat, .
konjugaty kyseliny : 14 kyselina
hydroxyskoficové t9p0t§cgn, quinaprlat,
Y sitagliptin, edaravon sulfat
Estron-3-sulfat, urat,
prostaglandin E2,
OAT4 prostaglandin F2, Torasemid Aflatoxin B,
SLC22A11 | dehydroepiandrosteron ochratoxin A
sulfat, sulfat kyseliny
hydroxyskoficové
URAT1 , e e Pyrazinkarboxylova
SLC22A12 Urat, L-laktat, nikotinat kyselina
OAT10 Nikotinat, L-laktat, urat, Cvklosporin A. pvrazinodt
SLC22A13 | sukcinat, glutathion yKIOSp - PY
gl?éfZAlG L-karnitin, spermidin Doxorubicin, bleomycin A5

2V minulosti byla identifikovana fada latek jako inhibitory SLC22 transportérti, ovSem jejich substratova

specifita nebyla zkoumana.

Nejvice exprimovanymi transportéry typu OAT a OCT v lidskych proximalnich

tubulech jsou OAT1 a OCT2 (Klaassen a Aleksunes, 2010). Pro jejich vyznamnou

pfitomnost v ledvinach jim v této praci byla vénovana nejvétsi pozornost. Detailngjsi

charakteristika téchto transportérii je uvedena v nasledujicim textu.

Transportéry pro organické anionty (OATSs)

OATs hraji dtlezitou ulohu v ledvinné eliminaci 1é¢iv a maji vliv na jejich

farmakokinetické vlastnosti. OATs se podileji na transportu organickych aniontt z krve
do moci (Xu, 2005). OATs se tadi k tzv. polyspecifickym transportérim. Vykazuji
Sirokou substratovou specifitu a interaguji s velkym mnozstvim nizkomolekularnich latek

(do 400-500 Da) amfifilnich organickych aniontd riznych chemickych struktur. OATs
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interaguji také s hydrofobnimi latkami, nenabitymi molekulami a dokonce i s n¢kterymi
organickymi kationty (Ahn et al. 2009; Burckhardt a Wolff, 2000; Pritchard a Miller,
1993; Sweet a Pritchard, 1999; Ullrich, 1997; Van Aubel et al., 2000). Typickym
substratem je napt. kyselina p-aminohippurova (PAH) (Rizwan a Burckhardt, 2007;
Sekine et al., 2006). Tabulka 3 mimo jiné¢ uvadi néktera casto pouzivana lé¢iva, u kterych
l1ze oCekavat interakce s OAT. Vzhledem k lokalizaci v epitelialnich buitkkach mnoha
organu (tabulka 2) mohou OAT hrat vyznamnou roli v absorpci, distribuci a eliminaci
klinicky vyznamnych 1é¢iv (Eraly et al., 2004; Shugarts a Benet, 2009; Sweet et al.,
2001).

Vétsina OAT pracuje na principu aniontovych vymeénikl (exchangers). Ptijem
organického aniontu do bunky je doprovazen vydejem jiného organického aniontu
z buiky ven. K tomuto dé&ji dochazi ptedev$im diky vyméné za intraceluldrni
a-ketoglutarat s vyuzitim energie z jeho intracelularniho > extraceluldrniho gradientu,
ktera pohani uptake OAT substrati (obr. 3) (Giacomini a Sugiyama, 2011).

Rada potencialné nefrotoxickych latek ze skupiny antimikrobialnich 16¢iv je do
ledvin dopravovana pomoci OATs. Akumulace toxickych latek v nefronu
prostiednictvim OAT pak miize byt pocatecnim impulzem pro rozvoj akutniho rendlniho
poskozeni (Cihlar et al., 1999; Jariyawat et al., 1999; Jung et al., 2002; Khamdang et al.,
2003; Tsuda et al., 1999). OATs mohou byt také mistem potencialnich interakci typu
1é¢ivo-1écivo diky kompetici dvou nebo vice latek o stejny transportér (Rizwan
a Burckhardt, 2007). Dulezitym piikladem klinického vyuziti této kompetice je
napf. preventivni strategie pro snizeni akumulace tenofoviru v proximalnich tubulech
souCasnym podanim probenecidu, ktery je znamym inhibitorem transportérit pro

organické anionty (Hall, 2013).
Transportér OAT1

Transportér OATI spolu s transportérem OAT3 patii k nejvice exprimovanym
transportériim na bazolateralni membrang epitelialnich bunék ledvinnych tubulii (Bleasby
et al., 2006; Lu et al., 1999). OAT1 zajistuje spolu s OAT3 prvni krok tubularni sekrece
organickych anionti, tj. pfechod organickych anionti z krve ptes bazolateralni membranu
bunék proximalniho tubulu (Rizwan a Burckhardt, 2007; Wright a Dantzler, 2004). OAT1
interaguje s velkym mnozstvim endogennich i exogennich organickych aniontd.

Z exogennich organickych aniontd jsou to napf. néktera 1é¢iva ze skupiny
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antihypertenziv, statind, antibiotik, antagonistl histaminového receptoru 2, nesteroidnich
antiflogistik a mnoho dalSich latek (Riedmaier et al., 2012). Detailnéjsi seznam latek
interagujicich s OATL1 je uveden v tabulce 3. OAT1 akceptuje i hydrofilni latky s relativné
nizkou molekulovou hmotnosti, které nemaji negativni naboj, jako jsou napf. antivirotika
typu acyklickych nukleosidovych analogii (Maeda a Sugiyama, 2013; Mandikova et al.,
2013). Substraty ¢i inhibitory OAT1 endogenniho plvodu jsou napf. hormon
dehydroepiandrosteron sulfat (Hasegawa, 2003), purinové metabolity xantin
a hypoxantin (Sugawara et al., 2005), ¢i metabolity neurotransmiterii noradrenalinu,
dopaminu a serotoninu (Bahn et al., 2005).

Bunééné experimenty in vitro ukazaly, ze exprese hOAT1 je spojena
s cytotoxickym puisobenim adefoviru a cidofoviru (Ho et al., 2000). V podobném modelu
byl testovan efekt zamérné vytvoiené 1ékové interakce na hOAT1 mezi adefovirem
anesteroidnimi antiflogistiky. Tento experiment demonstroval, Ze souc¢asné podéni téchto
lé¢iv vede ke snizeni cytotoxického i¢inku adefoviru v bunkach exprimujicich OATI,
coz potvrdilo dilezitost zkoumaného transportéru pro toxické u€inky adefoviru (Mulato

et al., 2000).
Transportéry pro organické kationty (OCTs)

OCTs jsou exprimovany na bazolaterdlni membrané bunék proximalniho tubulu
ledvin (Karbach et al., 2000; Motohashi et al., 2002). Podili se na ledvinné exkreci Siroké
Skaly organickych kationtli endogenniho ptivodu (hormony, neurotransmitery, kreatinin,
aj.) i exogennich molekul (antivirotika, antidiabetika, cytostatika, a dalsi) (Jung et al.,
2008; Koepsell et al., 2007; Zhang et al., 2006). Ptehled znamych substratd OCTs uvadi
tabulka 3. OCTs usnadniuji vstup latek do buiiky facilitovanou difuzi. Hnaci silou urcujici
smér transportu je elektrochemicky gradient transportovanych organickych kationtd.
Nasledny prestup organickych kationtll ptes apikdlni membranu do moci je stimulovan
diky opacnému protonovému gradientu (obr. 3). Substraty OCT jsou strukturn¢ odlisné
organické kationty hydrofilniho charakteru s relativné malou molekulovou hmotnosti (do
400 Da) (Klaassen a Aleksunes, 2010). Tetraethylammonium (TEA)
a 1-methyl- 4-fenylpyridinium (MPP™) se pouzivaji jako prototypické substraty OCTs
(Jonker a Schinkel, 2004).
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Transportér OCT2

OCT2 je povazovan predevsim za ledvinny transportér, ktery je prevazné
lokalizovan v bazolateralni membran¢ bun¢k proximalnich tubulti (Gorboulev et al.,
1997). OCT2 interaguje s fadou kationickych latek jako jsou napf. cimetidin, nikotin,
chinin a chinidin, cisplatina (Koepsell, 2004; Filipski et al., 2008). OCT2 preferuje pti
transportu malé¢ hydrofilni substraty, zatimco OCT1 davd prednost véEtSim
a hydrofobnéjsim latkam (Cano-Soldado a Pastor-Anglada, 2011; Dresser et al., 2002).
Substraty OCT2 jsou néktera antiretrovirotika (lamivudin, zalcitabin), ktera nesou pii
fyziologickém pH kladny naboj (Jung et al., 2008; Taubert et al., 2007). OCT2 se mize
podilet také na nékterych 1ékovych interakcich (Miiller a Fromm, 2011). Né&které
inhibitory proteazy (napf. nelfinavir, ritonavir, saquinavir a indinavir) v in vitro
podminkach silné inhibovaly uptake lamivudinu prostiednictvim OCT1 a OCT2 (Zhang
et al., 2000). Inhibi¢ni vliv na OCT2 mé antivirotikum pouzivané proti hepatitidé¢ C
telaprevir. Nov¢jsi doporuceni uvadéji, ze soucasné podavani 1é¢iv, které jsou substraty
tohoto transportéru, by mélo byt monitorovano (Kunze et al., 2012). DalSim inhibitorem
OCT?2 je napt. nov¢jsi antiretrovirotikum dolutegravir (Reese et al., 2013). Na druhou
stranu, vhodné inhibitory OCT2 jsou doporuc¢ovany k dalSimu klinickému vyzkumu jako

specifické modifikatory nefrotoxicity zptisobené cisplatinou (Sprowl et al., 2013).
3.6.1.2 SLC28aSLC29

Lidsky genom obsahuje tfi geny rodiny SLC28 (SLC28A1, SLC28A2
a SLC28A3), které koduji tfi koncentracni nukleosidové transportérové proteiny
(CNT1-3) a c¢tyfi geny rodiny SLC29 (SLC29A1, SLC29A2, SLC29A3 a SLC29A4),
které koduji Ctyti ekvilibracni nukleosidové transportéroveé proteiny (ENT1-4). Obé tyto
rodiny transportérti hraji daleZitou roli pfi ledvinné sekreci a reabsorpci endogennich
nukleosidl a nukleosidovych 1é¢iv (Mangravite et al., 2003; Young et al., 2013). NTs
jsou v téle Siroce distribuovany. Kromé¢ ledvinné tkan¢ se NTs mohou nachazet napf. ve
stteve, hematoencefallické bariéfe, placenté a v jatrech (Gray et al., 2004; Chang et al.,
2004). Mimo jinych latek NTs transportuji i fadu antivirotik, napf. ribavirin (Jarvis et al.,
1998) a nékteré nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (Kis et al., 2010).
nukleosidové transportéry typu 2 a 3. Z tohoto divodu je v dal§im textu pfipojena

podrobnéjsi charakteristika téchto transportérii. Pro uplnost informaci tykajicich se
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nukleosidovych transportérii jsou téz uvedeny zakladni informace o ekvilibra¢nich

transportérech.
Koncentraéni nukleosidové transportéry (CNTs)

CNTs piedstavuji membranové pumpy, kterymi se nukleosidy dostavaji do bunky
(Ritzel et al., 1997, 1998, 2001). CNTs pracuji na principu kotransportu s Na* (Elwi et
al., 2006; Mangravite et al., 2003). V ledvinnych bunkach CNTs vzajemné spolupracuji,
aby zprostiedkovaly transmembranovy piechod relevantnich nukleosidi a jejich analogu.
Vsechny tfi typy CNTs transportuji uridin, avsak v rizné mite akceptuji 1 dalsi substraty.
Zatimco CNTI1 vykazuje selektivitu pro pyrimidinové nukleosidy (v mensi mife
transportuje adenosin), CNT2 preferuje purinové nukleosidy a CNT3 je schopen
transportovat jak purinové, tak i pyrimidinové nukleosidy. V ledvinné tkani se CNTs
vyskytuji na apikdlni membrané bunck proximalnich tubulii a podileji se na reabsorpci
latek z moc¢i do bunky (Klaassen a Aleksunes, 2010; Mangravite et al., 2003).

CNT3 se mirn¢ odlisSuje od CNT1 a CNT2 ve dvou rysech. Za prvé, pomér
transportovaného Na* : nukleosidu pro CNT3 je 2 : 1, zatimco pro ostatni dva CNTSs je
tento pomér 1 : 1. Za fyziologickych podminek dokaZze CNT3 koncentrovat nukleosidy
Vv buiice piiblizné 10 krat intenzivnéji nez CNT1 a CNT2. Transport nukleosidii nebo
nukleosidovych analogii prostfednictvim CNT3 proto mize hrat dilezitou ulohu
i v ledvinné tkani, pfestoze je zde exprese tohoto transportéru relativné nizka. Za druhé,
CNT3 predstavuje malo selektivni transportér pro nukleosidové substraty purinového
a pyrimidinového typu. Interaguje s vétSim mnoZstvim terapeuticky uzivanych
nukleosidovych analogti a diky tomu muze hrat ddlezitou roli v absorpci, distribuci
a eliminaci téchto 1éc¢iv (Ritzel et al., 2001).

CNT2 zprostiedkovava uptake antivirovych purinovych derivati, jako jsou
kladribin, fludarabine a klofarabin (Cano-Soldado a Pastor-Anglada, 2011; King et al.,
2006; Lang et al, 2001). CNT2 je chopen transportovat 5-fluorouridin
a 5-fluoro-2"-deoxyuridin (King et al., 2006; Lang et al., 2001). Guanosinovy analog
ribavirin je zndmym substratem nejen CNT2, ale i CNT3 (Yamamoto et al., 2007).
V in vivo podminkach byl také dokazan transport zidovudinu a lamivudinu pomoci CNT1
(Cano-Soldado et al., 2004; Lostao et al., 2000; Ritzel et al., 1997) a didanosinu
prostfednictvim CNT2 (Ritzel et al., 1998), zatimco afinita zidovudinu a didanosinu

k CNT3 byla relativné nizka (Ritzel et al., 2001).
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Ekvilibraéni nukleosidové transportéry (ENTs)

Ekvilibraéni nukleosidové transportéry zprostfedkovavaji usnadnénou difuzi
Sirokého spektra nukleosidil, ke kterym maji ovSem relativné nizsi afinitu nez CNTS.
ENTs byvaji klasifikovany jako nizkoafinitni a na sodiku nezavislé transportéry. ENT
pracuji jako influxni transportéry, ale mohou zajist'ovat i transport adekvatnich substratti
z bunky ven (Baldwin et al., 2004; Young et al., 2008). ENT1 a ENT2 jsou v lidské tkani
Siroce distribuovany. V ledvinach se ENTs pfevazné¢ vyskytuji na basolateralni membrané
epitelidlnich bunék a ucastni se reabsorpce nukleosidi zpét do krve (Lai et al., 2002;
Mangravite et al., 2003). ENT1 se ovSem vyskytuje i na apikalni membran¢ proximalnich
tubuld a Henleovy klicky (Damaraju et al., 2007). ENT1 je exprimovan také
vV mitochondriich, kde se mtze podilet na bunééné toxicité antivirotik (Govindarajan et
al., 2009; Lai et al., 2004).

ENT1-3 transportruji purinové a pyrimidinové nukleosidy. Nukleosidovy
transport  zprostiedkovany ENT1 a ENT2 je farmakologicky inhibovan
nitrobenzylthioinosinem (NBTI) a koronarnimi vazodilatancii (dipyridamolem nebo
dilazepem) (Osses et al., 1996). Znamym substraten ENT1 je ribavirin (Endres et al.,
2009). K substratim ENT2 patii napf. zidovudin, didanosin a zalcitabin, didanosin
a zalcitabin rovnéz substraty ENT1 (Yao et al., 2001).

3.6.2 ATP-binding casette (ABC) transportéry

ABC transportéry jsou membranové proteiny schopné aktivnim procesem
prenaset substraty pres membrany proti koncentraénimu spadu. VétsSina ABC proteint
vyuziva energii z hydrolyzy ATP na ADP. Dulezitd farmakologickd funkce téchto
transportérii je export xenobiotik smérem ven z buné€k tkani. S touto jejich vlastnosti mize
byt spojena rezistence k nékterym IéCivim (Giacomini a Sugiyama, 2011; Weiss
a Haefeli, 2010). Je zndmo nejméné 49 gent pro ABC proteiny, které mohou byt
rozdéleny do sedmi podtiid nebo rodin (ABCA az ABCG) (Borst a Elferink, 2002).
Rodina ABC zahrnuje efluxni transportéry jako P-glykoprotein (produkt genu
MDR1/ABCB1), proteiny multilékové rezistence (MRPs) a protein rezistence k rakoviné
prsu (BCRP, produkt genu ABCG2) (Ho et al., 2005; Weiss a Haefeli, 2010).

ABC proteiny jsou pfitomny v cytoplazmatické (vnitini) membrané bakterii
a Vv plazmatické membrané a membranach organel eukaryotickych organismti (Dean et

al., 2001; Kis et al., 2010; Sheps et al., 2004). ABC proteiny Vv jejich funkéni formé
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obsahuji minimaln¢ 4 zakladni domény: 2 domény vazané na membranu, které zajiStuji
prunik transportovanych substratl, a 2 vazebné domény pro nukleotidy, které hydrolyzuji
ATP. Prokaryotické ABC proteiny mohou latky transportovat dovniti bunky i ven,
zatimco eukaryotické ABC proteiny pracuji jako exportéry (Sharom, 2008). ABC
transportéry jsou lokalizovany ve velkém mnozstvi epitelidlnich a endotelidlnich bunék,
kde se ucastni absorpcnich, distribuénich a exkrecnich procest. Tyto pienasece jsou
exprimovany napi. v ledvinach, jatrech, hematoencefalické bariéie ¢i placenté, kde
mohou ovlivitovat farmakokinetiku pfislusSnych substrati (Schinkel a Jonker, 2003).
Nejvice zastoupenymi ABC transportéry v ledvinach jsou P-glykoprotein, MRP2
a MRP4. Jsou lokalizovany v apikalni membrané a hraji dulezitou roli pii exkreci
relevantnich substrati do moci (Lepist a Ray, 2012). Experimentélni studie ukdzaly, Ze
ABC transportéry P-glykoprotein a BCRP se podileji na efluxu xenobiotik
v proximalnich tubulech (Masereeuw a Russel, 2012; Schinkel a Jonker, 2003).

ABC proteiny jsou schopny transportovat cukry, aminokyseliny, toxiny, lipidy,
steroly, antimikrobidlni latky, zlu€ové kyseliny, peptidy, nukleotidy, endogenni
metabolity a ionty. Diky velkému mnozstvi substrati/inhibitora ABC transportéri 1ze
v klinické praxi ocekavat cetné interakce typu lé¢ivo-1écivo.

Nejvyznamnéj§imi transportéry z rodiny ABC transportérl, které se mohou
uplatnit v organismu, jsou P-glykoprotein a BCRP. Z tohoto divodu je v nasledujicim

textu uvedena jejich detailnéjsi charakteristika.
P-glykoprotein

P-glykoprotein (P-gp) patii mezi nejvyznamnéjsi transportéry rodiny ABC.
Funguje jako transmembranova efluxni pumpa, kterd transportuje substraty
z intracelularniho prostoru ven z bunky. Exprese P-gp byla nejdfive popséana
u nadorovych bunék, u kterych tento transportér zptisoboval rezistenci k protinadorové
terapii (Juliano a Ling; 1976). P-gp se nachazi i v nenadorové tkani (napf. ve stfevech,
jatrech, ledvinach, plicich, placenté), kde pusobi ochrannym mechanismem proti
potencialn¢ toxickym latkam (Cordon-Cardo et al., 1990; Tiebaut et al., 1987). P-gp
exprimovany na apikalni membrané proximalnich tubull ledvin zprostiedkovava prenos
jeho substrati do moc¢i (Fromm, 2004).

Substraty P-gp maji vétSinou hydrofobni charakter a plandrni strukturu

S pozivinim nebo neutralnim nabojem (Ambudkar et al., 1999). Substraty P-gp mizeme
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nalézt v fad¢ farmakoterapeutickych skupin vcetné cytostatik (doxorubicin, topotecan),
analgetik (morfin), antihistaminik (fexofenadin), imunosupresiv (cyklosporin A),
antiarytmik (chinidin), fluorescen¢nich latek (rhodamin 123, Hoechst 33342), blokatort
kalciového kanalu (verapamil), steroidu (kortikosteron), antihypertenziv (propranolol)
a dalsich (Sharom, 2008). P-gp se stal pfedmétem vyzkumu v oblasti HIV, protoze se
ukazalo, ze jeho substraty je fada antiretrovirotik, jako jsou napf. ritonavir, saquinavir,
nelfinavir, abacavir a raltegravir (Hashiguchi et al., 2013; Choo et al., 2000; Kim et al.,
1998; Shaik et al., 2007; Srinivas et al., 1998). Substraty P-gp jsou i néktera antibiotika
ze skupiny B-laktamt, fluorochinolonti a makrolidd (Haritova, 2008). Krom¢ jinych
inhibi¢n¢ pulsobicich 1é¢iv mohou u¢inn¢ inhibovat P-gp i nékteré inhibitory HIV
proteazy (Storch et al., 2007). Dlouhodobé podavani 1é¢iv z této skupiny (lopinaviru nebo
ritonaviru) naopak indukuje expresi P-gp (Huang et al., 2001; Vishnuvardhan et al.,
2003). Kardioaktivni glykosid digoxin je eliminovan ledvinami a je také substratem P-gp.
Ptikladem interakce 1é¢ivo-1é¢ivo miize byt inhibice rendlni clearance digoxinu, ktera je
pfisuzovana soucasnému podani ritonaviru diky inhibici efluxniho P-gp. Terapeutické
davky antiretrovirotika ritonaviru tedy mohou vyrazné ovlivnit farmakokinetiku substratl

P-gp (Ding et al., 2004; Miiller a Fromm, 2011).
Transportér BCRP

Transportér BCRP byl poprvé objeven u multirezistentni bunééné linie rakoviny
prsu (Doyle et al., 1998). Tento transportér aktivnim efluxnim procesem dopravuje své
substraty pres bunéénou membranu. Podobné jako P-gp je BCRP exprimovan v riiznych
tkdnich, které maji bariérovou funkci, jako jsou napft. stieva, jatra, mozek a placenta
(Schinkel a Jonker, 2003). V ledvinach je BCRP lokalizovan v apikalni membrané
proximalnich tubulli (Huls et al., 2008) a muizZe tak byt potencidlnim transportérem
Vv procesu ledvinné tubularni sekrece 1éciv.

BCRP transportuje funkéné a strukturné odlisné substraty, které mohou mit jak
pozitivni, tak negativni naboj (Ishikawa et al., 2005; Staud a Pavek, 2005). BCRP
transportuje jak hydrofobni latky (napf. mitoxantron), tak hydrofilni konjugované
organické anionty, zejména sulfatované konjugity. BCRP a P-gp mohou vzdjemné
spolupracovat a synergickym efektem zabranit priniku jejich substrati ptes dalezité

biologické bariéry (Polli et al., 2009).
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Prikladem substratt BCRP jsou chemoterapeutika (mitoxantron, topotecan),
antivirotika (abacavir, zidovudin, lamivudin), fluorescen¢ni latky (rhodamin 123,
Hoechst 33342), konjugované anionty (estron-3-sulfat), flavonoidy (genistein), folaty
(kyselina listova), ribovlavin (vitamin B12) a porfyriny (hem) (Chen et al., 2003;
Krishnamurthy et al., 2004; Mao a Unadkat, 2005; Pan et al., 2007; van Herwaarden et
al., 2007). Inhibitory HIV proteazy ritonavir, saquinavir a nelfinavir nejsou substraty, ale
jsou efektivnimi inhibitory BCRP (Gupta et al., 2004). BCRP tak muze hrat dalezitou
ulohu pfi interakcich typu 1é¢ivo-1é¢ivo v situacich, kdy je pacientovi napt. podan néktery

Z inhibitorti HIV proteazy soucasné se substratem BCRP.
3.7 Charakteristika zkoumanych antimikrobialnich latek

Antimikrobidlni latky jsou defnovany jako latky plisobici proti mikroorganismim,
tj. proti bakteriim, virim, houbdm a parazitim. Antimikrobialni latky zahrnuji
antibiotika, chemoterapeutika, virostatika (antivirotika), antimykotika aj. (Vokurka et al.,
2007). Antimikrobialni latky jsou v klinické praxi jedny z nejéastéji uzivanych 1é¢iv
a jejich podavani patii k opatfenim zabraiiujicicm mnohdy fatalnim nésledkiim. V této
skupin€ se vyskytuje pomérné znacny pocet latek, které jsou z organismu eliminovany
ledvinami (Leekha et al., 2011). V dasledku vysoké expozice po podani takovych 1é¢iv
mize dojit k rozvoji toxického poskozeni ledvinné tkané s prislusnym dopadem na funkci
ledvin. Transportni mechanismy pfestupu mnohych antimikrobialné G¢innych latek pies
biologické membrany v ledvindch nejsou zatim dostatecné popsdny a vysvétleny.
a racionalnimu pouzivani antimikrobidlnich 1é¢iv. Z uvedenych davodd byly do
vyzkumné prace zahrnuty nasledujici skupiny latek a jednotliva lé¢iva ze skupiny
antimikrobialnich latek. Stru¢na charakteristika jednotlivych studovanych latek je

uvedena v dalSim textu.
3.7.1 Antivirotika

V posledni dobé se znacné zvySuje poptavka po novych antivirovych lé¢ivech
a strategiich. K faktoriim, které pfispivaji ke zvySujici se poptavce, mlize byt fazen stale
rostouci vyskyt chronickych virovych infekci typu HIV, hepatitidy B a C a nastup virt,
jako jsou napt. coronaviry zpusobujici SARS (tézky akutni respiracni syndrom)

(De Clercq, 2004). Zatimco u HIV a viru hepatitidy C (HCV) je terapie zalozena na
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kombinaci vice 1é¢iv, u ostatnich vird, jako jsou herpes simplex virus (HSV),
cytomegalovirus (CMV), varicella-zoster virus (VZV), virus ne$tovic, virus chiipky,
virus hepatitidy B (HBV) a filovirus, spocivaji aktudlni strategie v pouziti monoterapie
jednotlivymi antivirotiky (De Clercq, 2013).

Zavedeni ucinnéjsich antivirotik do klinické praxe a nutnost kombinace n€kterych
potencidlné toxickych 1é¢iv u rliznych skupin pacientd (napt. HIV pacientii nebo
imunokompromitovanych pacientii pii transplantacich) ovSem mohou byt pii¢inami

zvyseného vyskytu antivirotiky indukované nefrotoxicity (Izzedine et al., 2005a).
Acyklické nukleosidové fosfonaty (ANPs)

Acycklické nukleosidové fosfonaty jsou nukleotidové analogy pochazejici
z laboratofe Antonina Holého z Ustavu organické chemie a biochemie v Praze. Strukturni
vzorce testovanych ANPs uvadi obr. 5 a 6. ANPs pusobi proti Sirokému spektru vird
a maji cytostatické a antiproliferativni ¢inky. Jejich charakteristicka fofonatova skupina
je jedine¢na tim, Ze je pevné piipojena K nukleosidu prostifednictvim fosfonomethyl
etheru a dokaZe odolavat plsobeni esteraz a jinych katabolickych enzymii (De Clercq,
20073, b). ANPs jsou vyluCovany piedevsim ledvinami diky aktivni tubularni sekreci
(Cihlar et al., 1999). Transport ANPs v proximalnich tubulech ledvin spoc¢iva zejména ve
vychytavani pies basolateralni membranu a efluxu pfes luminalni membranu. Uptake
v proximalnich tubulech zprostfedkovany SLC transportéry muize byt potencidlné
zodpovédny za nefrotoxicitu ANPs (Cihlar et al., 2009; Klaassen and Aleksunes, 2010;
Minuesa et al., 2011).

ANPs adefovir, tenofovir nebo cidofovir jsou pouzivany pro 1écbu riznych DNA
virovych a retrovirovych infekci (De Clercq, 2007a, b; Holy, 2006). Hlavni indikaci
adefoviru je 1écba infekci viru hepatitidy B, cidofovir je indikovan u 1écby
cytomegalovirové infekce a tenofovir je pouzivan u infekci viru lidské imunodeficience.
MozZnymi neZadoucimi uCinky jsou tézké poruchy funkce ledvin, které mohou byt
tenofovir a cidofovir, podobn¢ jako ostatni antiviroticky puasobici analogy
nukleosidovych fosfonati PMEG and PMEDAP, jsou silnymi substraty OAT1 (Cihlar et
al., 1999, Ho et al., 2000; Uwai et al., 2007). OAT1 a efluxni transportér MRP4 se
vyznamné podili na regulaci hladiny tenofoviru v proximalnich tubulech. NaruSeni

¢innosti OAT]1 snizuje toxicitu tenofoviru, ztrata funkénosti MRP4 mize vést naopak



30

k zvySené renalni toxicité 1éCiva (Kohler et al., 2011). Tenofovir se pouziva také ve formé
ve vod¢ rozpustného diesterového proléciva tenofoviru disoproxil fumaratu (TDF), které
zlepsuje biologickou dostupnost tenofoviru po peroralnim podani (Fung et al., 2002).
Mezi ANPs existuje n¢kolik latek ze skupiny PME [2-(fosfonomethoxy)ethyl]
a HPMP [3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl] s potencialni ucinnosti pii 1écbé
riznych infekci zptisobenych DNA viry, retrovirovych infekci nebo neoplazii (Balzarini
et al., 2007; Bijsterbosch et al, 1998; Reiser et al., 2008). Piikladem téchto latek je
cPrPMEDAP, ktera je znama jako potencialné dilezité 1éCivo pro 1écbu polyomavirové
infekce a infekce zptisobené lidskym papilomavirem (De Clercq, 2008). (S)-HPMPA ma
siroké spektrum anti-DNA virové aktivity a potencial pro uziti pii 1é¢bé herpes simplex
virovych infekci rezistentnich rezistentnich na 1é€bu béznymi antiherpetickymi 1éCivy
(De Clercq, 2007b). PMEO-DAPy a jeho derivaty reprezentuji skupinu prvnich
pyrimidinovych ANPS s antiretroviralni aktivitou v bunécné kultufe (Balzarini et al.,
2007; Holy et al., 2001). GS-9191 je lipofilni prolécivo (double prodrug) latky PMEG.
Latka GS-9191 byla navrzena s cilem zvysit prostup PMEG a akumulaci jeho metaboliti
v cilovych burikach. Klinicky vyznam této latky zustava predmétem dalSich studii
(De Clercq, 2011; Wolfgang et al., 2009). Ackoli se jedna o vysoce aktivni latky, jejich
mozné interakce s transportéry ledvinnych proximalnich tubuld zatim nebyly dostate¢né

objasnény.
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Obr. 5 Struktury studovanych vyvojovych antivirotik - acyklickych nukleosidovych fosfonati.

adefovir tenofovir cidofovir

Obr. 6 Struktury studovanych antivirotik ze skupiny acyklickych nukleosidovych fosfonatti pouzivanych

Vv klinické praxi.
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Obr. 7 Struktura entecaviru

Entecavir (ETV), synteticky guanosinovy analog (Obr. 7), je jednim
Z nejucinnéjsich a vysoce selektivnich 1é¢iv pro terapii chronické hepatitidy B. Aktivni
5'-trifosfat entecaviru inhibuje replikaci viru hepatitidy B (HBV) ve vSech krocich (Scott
a Keating, 2009). ETV je eliminovan pievazné do moci glomerularni filtraci a tubularni
sekreci (Matthews, 2006; Razonable, 2011). Pro ruzné ucely muze byt v klinickych
podminkach ETV kombinovan s dal$imi antivirotiky nebo jinymi 1é¢ivy. Kombinace
ETV s dalsimi 1écivy proti HBV, jako jsou napi. adefovir nebo tenofovir, se ukazala
vhodna u nékterych pacienti s rezistenci k antivirové terapii (Chae et al., 2012; Sheng et
al., 2011).

Na reabsorpci ETV z mo¢i se podili PEPT2 (peptidovy transportér 2) (Xu et al.,
2013). Ve studii in vivo u potkanti bylo zji§téno, Ze vliv na renalni exkreci ETV mohou
mit OATs a OCTs (Yanxiao et al., 2011). V nedavné dobé bylo upfesnéno S pomoci
geneticky modifikovanych bunék a ledvinnych fezil, ze OAT1, OAT3 a OCTs se podileji
na transportu ETV (Xu et al., 2013). Ur¢itou strukturni podobnost s ETV ma ribavirin,
u néhoz bylo zjisténo, ze je substratem CNT2 a CNT3 (Cano-Soldado a Pastor-Anglada,
2011; Yamamoto et al., 2007).

3.7.2 AmB

Amfotericin B (AmB) je ptirodni antibiotikum pattici do skupiny polyent (obr. 8).
AmB je od roku 1960 oporou antimykotické terapie pii 1éCbé zivot ohrozujicich
mykotickych infekci. Lé¢ivo narusuje biologické membrany tim, Ze se nespecificky vaze
k ergosterolu mykotickych bun¢k a cholesterolu sav¢ich bun¢k (Gubbins a Amsden,
2005; Laniado-Laborin a Cabrales-Vargas, 2009).

Ptes zavedeni novych antimykotik, jako jsou azoly a echinokandiny, je 1écba
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pomoci AmB stale moznosti volby u zdvaznych nebo Zivot ohrozujicich invazivnich
systémovych onemocnéni zptisobenych vybranymi mykotickymi patogeny (Chen et al.,
2010; Laniado-Laborin a Cabrales-Vargas, 2009). V klinické praxi ma AmB stale s vé
misto u imunokompromitovanych pacientd s AIDS, pacientd po transplantaci
a onkologickych pacienti, ktefi podstupuji intenzivni chemoterapii a vzrista u nich riziko

zavaznych mykotickych infekci (Chen et al., 2010; Pagano et al., 2010).
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Obr. 8 Struktura amfotericinu B

V Cist¢é formé ma AmB malou rozpustnost ve vodnych roztocich pfi
fyziologickém pH. AmB se proto pouzva ve formé komplexu s dal§im komponentem,
ktery slouZzi jako detergent. Prvni latkou pouZitou k zvySeni rozpustnosti AmB ve vodé
byl deoxycholat sodny (DOC) (Klaassen a Aleksunes, 2010; Laniado-Laborin
a Cabrales-Vargas, 2009). Pro zlepSeni snaSenlivosti a zvySeni G¢innosti byly do 1é¢by
zavedeny nové piipravky obsahujici AmB v komplexu s nékterymi lipidy, jako je
cholesterol nebo fosfolipidy. AmB v komplexu s DOC (AmB/DOC) se ovsem stale
vSeobecné pouziva (Chen et al., 2010; Kleinberg, 2006; Sun et al., 2009), specialné pro
jeho vyssi G¢innost a/nebo ekonomické vyhody ve srovnani s nové€j$imi lipidovymi
ptipravky (Ascher et al., 2012; Bicanic et al., 2012).

Jednim z limitujicich faktorti klinického pouZziti AmB je jeho nefrotoxicita.
Nov¢jsi lipidové formulace AmB ptisobi ve srovnnani s AMB/DOC méné nefrotoxicky.
U znaéného poctu pacientll se ovSem vyskytuje tento neptiznivy vliv i pfi uzivani AmB
Vv lipidovém komplexu (Luke a Boyle, 1998; Safdar et al., 2010; Saliba a Dupont, 2008).
AmB pravdépodobné zplsobuje renalni poskozeni riznymi mechanismy, ale ptfesny

mechanismus nefrotoxického ptasobeni zustava neobjasnén (Fanos a Cataldi, 2001,
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Laniado-Laborin a Cabrales-Vargas, 2009). Koncentrace AmB v jednotlivych
segmentech ledvin muize byt dulezitym faktorem jeho nefrotoxického ptisobeni. Procesy,
které¢ urcuji distribuci AmB v ledvinach, by proto mély byt ditkladné studovany.

Z4dné podrobng;jsi informace o renalnich exkreénich mechanismech AmB a jeho
moznych interakcich s ledvinnymi transportéry zatim nebyly popsany. Vzhledem k tomu,
ze AmB obsahuje ve své molekule substituenty s kyselou i zasaditou povahou, mohl by
interagovat s transportéry pro organické anionty (OATSs) a/nebo organické kationty
(OCTs). DOC jako soucast konven¢niho piipravku AmB by tyto interakce mohl také

ovliviiovat.
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4 Cile prace

Zavést na pracovist¢ experimentalni metody pro studium interakci 1éCiv
s vybranymi SLC transportéry (OAT1, OCT2, CNT2, CNT3) in vitro na buné¢né
urovni s vyuzitim piechodné transfekovanych bunéénych linii. Ovéfit funkénost
ptipravenych in vitro modelti pomoci vhodnych testt se standardnimi substraty
studovanych transportnich systémi a potvrdit expresi transportéri pomoci
metody Western blottingu.

S vyuzitim bunéénych modelii provést inhibi¢ni a akumulacni studie s vybranymi
antimikrobidlné plisobicimi latkami (antivirotika, amfotericin B) zaméfené na
jejich interakce s vybranymi ledvinnymi transportéry, stanovit kvantitativni
parametry interakce a urit Ulohu jednotlivych transportéri  pfi
transmembranovém piesunu studovanych latek.

Ovéfit souvislost zjiSténych interakci zkoumanych antimikrobidlnich latek
S transportéry s jejich pfipadnym cytotoxickym ucinkem a na relevantnich
transportérech posoudit interakce typu lé¢ivo-1é¢ivo s dal§imi, potencidlné
Vv klinické praxi soucasné podavanymi 1éCivy.

Vyhodnotit experimentalni vysledky, sestavit je do podoby publikovatelné na
relevantni odborné urovni a vypracovat doktorskou disertacni préci dle platnych

pozadavka.



5 Experimentalni ¢cast
5.1 Material

5.1.1 Pouzité pristroje a vybaveni

24 jamkové desti¢ky (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

96 jamkové mikrotitraéni desticky, ¢iré (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

96 jamkové mikrotitracni desticky, tmavé (Corning, New York, USA)
Automaticka pipeta Discovery series pipettes 50-300 ul (HTL, VarSava, Polsko)
Automatické pipety Discovery autoclavable 100-1000 ul, 10-100 pl, 5-50 ul (HTL,
Varsava, Polsko)

Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Osterode, SRN)

Destickovy analyzator (TECAN, Infinite M200, Ménnedor, Svycarsko)

Injekeni jehly na jedno pouziti (B Braun, Melsungen, SRN)

Injekéni stiikacky, sterilni (B Braun, Melsungen, SRN)

Inkubator (Shel Lab, Cornelius, USA)

Jednorazové plastové pipety, 2, 5, 10, 25 ml (TPP, Trasadingen, Svycarsko)
Kultiva¢ni lahve 25, 75 a 150 cm? (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

Laboratorni tiepacka KS — 15 Control, Buhler, s inkuba¢nim nastavcem TH 15
(Johanna Otto GmbH, Hechigen, SRN)

Laminarni box: Micrological safety cabinet TOP — SAVE 1,8 (Bioair instruments,
Milano, Italie)

Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS — 1R (OPTIKA Microscopes, Ponteranica,
Italie)

Mikrozkumavky Eppendorf 0,5; 1,5; 2 ml (Hamburg, SRN)

Pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, VarSava, Polsko)

Rukavice latexové, nesterilni (VWR, Radnor, USA)

v
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Sterilni, nepyrogenni sklenéné pipety 25 ml, 10 ml, 5 ml (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

Spi¢ky Eppendorf 0,1-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl (Hamburg, SRN)

Viéhy Kern & Sohn GmbH (Kern & Sohn, Balingen, SRN)

Vodni lazen, TW 12 water bath (Julabo, Seelbach, SRN)

Vyhtivané magnetické michadlo IKA RCT basic safety control (Staufen, SRN)
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5.1.2 Studované latky a dalsi dulezité chemikalie

[*H]amfotericin B ([*PH]JAmB; specificka radioaktivita 10 Ci/mmol), [*H]methyl-
4-fenylpyridinium acetate ([*H]MPP*; specificka radioaktivita 80 Ci/mmol) a entecavir
PH(G)] (PPH]ETV, specificka radioaktivita 10 Ci/mmol) byly ziskdny z American
Radiolabeled Chemicals (St. Louis, USA). [®H]p-aminohippurové kyselina ([*H]PAH;
specificka radioaktivita 4,56 Ci/mmol) byla ziskana od Perkin Elmer (Waltham, USA).
[Adenin-2,8-3H]-adefovir, ([*H]adefovir, specifickd radioaktivita 12,1 Ci/mmol),
[adenin-2,8-H]-tenofovir ([*H]tenofovir, specificka radioaktivita 7,8 Ci/mmol), [5-3H]-
cidofovir ([®*H]cidofovir, specifickd radioaktivita 24 Ci/mmol) a [5-3H]-uridin
([*H]uridin, specifickd radioaktivita 16,9 Ci/mmol) byly ziskany z Moravek
Biochemicals (Brea, USA).

Amfotericin B, AmB/DOC, tetraethylammonium (TEA), cidofovir hydrat,
probenecid (p-[dipropylsulfamoyl] benzoova kyselina; PB), Hoechst 33342 a specificky
ABCG?2 inhibitor KO143 byly ziskany ze Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Tenofovir
a entecavir byly dodany firmou Santa Cruz Biotechnology (California, USA).

Adefovir, PMEG {9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]guanin}, cPrPMEDAP {9-(2-
fosfonylmethoxyethyl)-N(6)-cyclopropyl-2,6,diaminopurin}, GS-9191 {(L-
fenylalanin,N,N"-[[[2-[2-amino-6-(cyclopropylamino)-9H-purin-9-
yllethoxy]methyl]fosphinyliden]bis-,bis(2-methylpropyl)ester)}, (S)-HPMPA, {(S)-9-[3-
hydroxy-(2-fosfonomethoxy)propyl]adenin}, PMEO-DAPy {2,4-diamino-6-[(2-
fosfonomethoxy)ethyl]purin} byly laskavym darem od Dr. Z. Janeby z UOCHB AV CR
v Praze. Quercetin dihydrat byl ziskan od doc. P. Mladénky z Katedry farmakologie
a toxikologie FaF UK v Hradci Kralové. Specificky ABCBI1 inhibitor LY335979 byl
dodan firmou Karl Schmid (Munich, Germany).

Pro kultivace bun¢k bylo pouzito kultivacni médium Eagle’s minimum essential
medium, Dulbecco’s modified Eagle’s medium, L-glutamin, neesencialni aminokyseliny
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a fetalni sérum (PAA, Pasching, Rakousko). DMSO
(dimethylsulfoxid > 99,9 %) a trypsin (0,25 %, Trypsin - EDTA Solution) byly ziskany
od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Chemikalie na fosfatovy pufr PBS (Phosphate
Buffered Saline) NaCl, KCI, Na,HPO,, NaH,PO,, pH = 7,4 byly ziskany od firmy
PENTA (Chrudim, Ceska republika).

Kity pro stanoveni cytotoxicity CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay a CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay byly
dodany firmou Promega (Fitchburg, USA).
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Lidsky OAT1 (SLC22A6) expresni plazmid, transcripéni varianta 2, lidsky OCT2
(SLC22A2) expresni plazmid, lidsky CNT2 (SLC28A2) expresni plasmid, lidsky CNT3
(SLC28A3) expresni plazmid, transcripéni varianta 2 and prazdny vektor pPCMV6-Entry
byly ziskany od OriGene Technologies (Rockville, USA) a nésledné amplifikovany
firmou Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceska republika).

Strukturni vzorce testovanych latek byly vytvofeny v programu ChemBioDraw
Ultra 13.0 (Perkin Elmer, Waltham, USA).

5.2 Pouzité metody

5.2.1 Bunécné kultivace

Vsechny pouzité bunécné linie byly adherentni a byly rutinné kultivovany dle
doporucenych postupi dodavatele. Konfluentni buniky byly pasazovany kazdé 4 dny
v prislusném kultivatnim médiu v bunécném inkubatoru ve zvlhCené atmosfére
obsahujici 5 % CO2 a 37 °C. Stavajici kultivacni médium bylo odstranéno, buniky byly
oplachnuty fosfatovym pufrem (PBS) o pH 7,4 obsahujicim NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Na,HPO, a NaH,PO, 10 mM. Bunky byly nésledn¢ rozvolnény roztokem 0,25 %
trypsin/EDTA. Cinnost trypsinu byla zastavena piidanim &erstvého média k rozvolnénym
buitkdm. Zvolena ¢ast takto pfipravené bunééné smesi byla pouzita k experimentiim a ¢ast
byla pfenesena do nové kultivaéni lahve, oznaCena cCislem pasize (P + 1) a dale

kultivovana.
HeLa bunééna linie

Lidské epitelialni buniky z nddoru déloZniho hrdla (HeLa) byly ziskany od
European Collection of Cell Culture (Salisbury, UK). Buné¢na linie (pasaze 12-30) byla
rutinné kultivovana v 75cm? kultivaénich lahvich v bunééném médiu Eagle’s minimum
essential medium (EMEM) s L-glutaminem (2 mM), 1 % neesencialnich aminokyselin

a 10 % fetalniho hovéziho séra.
MDCK Il bunéc¢na linie

Madin-Darbyho psi ledvinné bunky (Madin-Darby canine kidney cell line,
MDCK II) byly ziskany z European Collection of Cell Culture (Salisbury, UK). Buné¢na

linie byla pouzita v pasazich 3-20. MDCK II bunééna linie stabilné transfekovana
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ABCG2 (pasaze 5-11) a MDCK II bunééna linie stabilné transfekovana ABCBI1 (pasaze
5-11) byly ziskany na zaklad¢ spoluprace s prof. P. Pavkem z Katedry farmakologie
a toxikologie FaF UK (Hradec Kralové, Ceska republika). MDCK II bun&éné linie byly
rutinné  kultivovany v 75 cm? kultivaénich lahvich v bundném médiu
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) s L-glutaminem (2 mM) a 10 % fetalniho

hovéziho séra.
HK-2 bunééna linie

Lidské ledvinové bunky (Human kidney cell line, HK-2) byly ziskany z American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA). Bunécna linie (pasaze 10-11) byla
rutinné kultivovana v 75 cm? kultivaénich lahvich v bundéném médiu DMEM

s L-glutaminem (2 mM) a 10 % fetalniho hovéziho séra.
LLC-PK1 bunééna linie

Praseci bunky proximalniho tubulu ledvin (LLC-PK1) byly ziskany z European
Collection of Cell Culture (Salisbury, UK). Bunécna linie (pasaze 14-15) byla rutinné
kultivovana v 75 cm? kultivaénich lahvich v bunééném médiu DMEM s L-glutaminem
(2 mM) a 10 % fetalniho hovéziho séra.

5.2.2 Transfekce

Podle predbéznych funkénich testl byly HeLa buiiky zvoleny jako optimalni
model pro pfechodnou transfekci plasmidem hOATI1. Obdobné byly take MDCK II
buiiky vybrany jako nejvhodnéj$i model pro ptfechodnou transfekci plazmidem hOCT2.
HeLa buriky byly sazeny v poétu 7 x 10* bunék na jamku ve 24 jamkové desticce.
MDCK 1I buriky byly sazeny v poétu 2 x 10° bunék na jamku ve 24 jamkové desticce.
Naésledujici den byly buiiky prfechodné transfekovany pfisluSnym plazmidem kodujicim
studovany transportér nebo prazdnym vektorem pCMV6-Entry (pCMV6) s pouzitim
transfekéniho roztoku Lipofectamine2000 (Invitrogen, Carlsbad, USA) a media
Opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, USA) piesné podle piedepsaného protokolu vyrobce.
Po sérii optimalizacnich experimentii doporu¢enych vyrobcem byly pro studované

transportéry zvoleny nésledujici podminky transfekce:
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e hOAT1 0,4 ug DNA/jamka, DNA : transfek¢ni roztok =1 : 2,5
e hOCT2 0,5 ung DNA/jamka, DNA : transfekéni roztok =1 : 2
e hCNT2 0,4 ng DNA/jamka, DNA : transfekéni roztok =1 : 3
e hCNT3 0,4 ung DNA/jamka, DNA : transfekéni roztok =1 : 3

Kontrolni bunky byly pfechodné transfekovany prazdnym vektorem za stejnych
transfekénich podminek jako pfisluSny transportér. ZvySeni exprese studovanych
transportérii byla ovéfena metodou Western blottingu a spravnd funkénost bunééného
modelu byla potvrzena funkénimi testy se standardnimi radioaktivné znacenymi substraty
(viz nize). Pro transportni experimenty a pro ziskdni bunééného lyzatu na Western
blotting byly pouzity HeLa bunky piechodné transfekované hOAT1 (24 h po trasfekci)
nebo MDCK II bunky pfechodné transfekované hOCT2, hCNT2 nebo hCNT3 (48 h po
transfekci).

VSechny experimenty s geneticky modifikovanymi organismy (GMO) byly
provadény v souladu s ptisluSnymi ¢eskymi pravnimi ptedpisy v oblasti nakladani s GMO

a genetickymi produkty.

5.2.3 Western blotting

Homogenizace bunék a priprava proteinového extraktu

Po ptfechodné transfekci byly HelLa builky a MDCK II buiikky oplachnuty
fostatovym pufrem (PBS) a v kultivacnich lahvich zamrazeny na -80 °C. Po vyjmuti
z -80 °C bylo aplikovano 600 ul lyzaéniho roztoku na 75 cm? kultivaéni lahev s buiikami.
Lyzaéni roztok obsahoval RIPA pufr s 10 % aprotininu, 10 % benzamidinu, 10 leupeptinu
a 10 % PMSF (fenylmethansulfonyl fluorid) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Po 10 min
inkubace na ledu byly zlyzované buiiky homogenizovany pomoci resuspendace jehlou
a v ultrazvukové lazni. Lyzat byl centrifugovan v podminkach 4 °C, 10 min, 12000 g.
Supernatant byl pouzit jako konecny proteinovy extrakt. U supernatantu byl zméien
obsah proteinu pomoci metody BCA podle protokolu vyrobce. Jako negativni kontrola
slouzil proteinovy extrakt z bun¢k piechodné transfekovanych prazdnym vektorem
pCMV6. Vzorky byly pied aplikaci na elektroforeticky gel nafedény v poméru 1 : 1

V nandSecim pufru, ktery obsahoval nasledujici slozky:
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Nanaseci pufr (skladovan pti -70 °C)

Piekryvaci gelovy pufr — 2,5 ml (Stacking gel buffer, Bio-Rad, Hercules, USA)
10% dodecylsiran sodny (SDS, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Glycerol — 2,3 ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

2-merkaptoethanol — 0,5 ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Bromfenolova modi — 1 mg (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

MilliQ destilovana voda

Elektroforéza a blotovani

Aparatura pro elektroforézu a blotovani The Mini Trans-Blot® byla ziskana od

Bio-Rad (Hercules, USA). Pro piipravu gelti na elektroforézu byly pfipraveny nasledujici

roztoky:

Roztok pro separacni 10% gel (skladovan pii 8 °C)

MilliQ destilovana voda - 4,9 ml

Separa¢ni gelovy pufr - 2,5ml (Separating gel buffer, Bio-Rad, Hercules, USA)
Akrylamid-bis roztok — 2,5 ml (Bio-Rad, Hercules, USA)

10% SDS - 0,1 ml

N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamin (TEMED) - 0,015 ml (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA)

10% ammonium persulfat (APS) — 0,03 ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Roztok pro ptekryvaci 5% gel (skladovan pii 8 °C)

MilliQ destilovana voda — 6,15 ml

Piekryvaci gelovy pufr — 2,5 ml (Stacking gel buffer, Bio-Rad, Hercules, USA)
Akrylamid-bis roztok — 1,25 ml

10% SDS - 0,1 ml

TEMED - 0,015 ml

10% APS — 0,03 ml

Roztoky pro separacni a ptekryvaci gel byly napipetovany mezi elektroforeticka

skla. Do ptekryvaciho gelu byl zasunut hieben pro aplikaci vzorki. Po polymerizaci byly

ptipravené vzorky (10 pg proteinu/jamka) aplikovany do pfipraveného gelu. Proteinové
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extrakty byly rozdéleny pomoci elektroforézy SDS-PAGE (elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho) v elektroforetickém
systétmu (tanku) Mini-PROTEAN® Tetra naplnéném elektroforetickym pufrem
(Bio-Rad, Hercules, USA) na prfistroji Power Pac HC apparatus pii 15 mA a 200 V po
dobu 75 min. Proteiny byly nasledné ve stejném elektroforetickém tanku naplnéném
blotovacim pufrem (Bio-Rad, Hercules, USA) za podminek 100 V a 300 mA po dobu
90 min pteneseny (pfeblotovany) na polyvinilidenovou (PVDF) membranu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Pfitomnost pfenesenych proteini byla ovéfena
barvenim membrany roztokem Ponceau S (SERVA, Heidelberg, Germany). Po blotovani
byla membrana 1 h blokovana v roztoku pufru TBS (tris-buffered saline) s 0,05 % tweenu
20 (TBST) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) a 5 % suSené¢ho nizkotuéného mléka (blotting
grade blocker, non fat dry milk, Bio-Rad, Hercules, USA). Protilatky pro immunoblotting
byly rozpustény v TBST pufru s 5 % suSeného nizkotu¢ného mléka. Membrana byla
inkubovana ptes noc s primarni protilatkou anti-SLC22A6 (AB1) 1:1000, anti-SLC28A2
1:200, anti-SLC28A3 1:200 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), anti-SLC22A2 1:200
(Abcam, Cambridge, UK) nebo anti-B-actin (pro kontrolu zatizeni proteinti na gelu)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Po inkubaci byla membrana ¢tyfikrat promyta TBST
pufrem. Nasledn¢ byla membrana inkubovana s pfislusnou sekundarni protilatkou
konjugovanou s peroxidazou (GE Healthcare, Little Chalfont, UK; Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) po dobu 1 h v TBST pufru s 5 % suSeného nizkotu¢ného mléka. Po inkubaci
se sekundarni protilatkou byla membrana dvakrat promyta TBST pufrem. Takto
pfipravena membrana byla piekryta chemiluminiscen¢nim roztokem SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Rockford, USA). Vyvijeni signalu
probihalo v tmavé komoie s pouzitim X-ray filmu, vyvojky a ustalovate (FOMA
Bohemia, Hradec Kralove, Czech Republic). Vzniklé imunoreaktivni prouzky (bandy)
byly skenovany na kalibrované CCD kamefe Image Quant 400 (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK).

5.2.4 Transportni studie s bunéénymi modely

Priprava standardnich substrata pro inhibi¢ni a akumulaéni studie

Pro transportni studie byl pouzit standardni substrat [?HJPAH (1 pM, 1 pCi/ml)
pro OATs, [*H]JMPP* (1 uM, 1 pCi/ml) pro OCTs a [3H]uridin (1 uM, 1 pCi/ml) pro
CNTs. Standardni substrat pro BCRP/ABCG2 a P-gp/ABCB1, Hoechst 33342, byl pouzit
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v koncentraci 8 uM. Standardni substraty byly rozpustéy v transportnim roztoku o pH
7,4, ktery obsahoval 130 mM NaCl, 4 mM KCI, 1 mM CaCl, 1 mM MgClz . 6H20, 5 mM
glukozu a 10 mM HEPES.

Priprava testovanych latek

Testované radioaktivni latky byly pfipraveny v nasledujicich inkubacénich
koncentracich v transportnim roztoku: [*H]adefovir (0,1 pM, 1 pCi/ml), [3H]tenofovir
(0,5 uM, 1 pCi/ml), [*H]cidofovir (70 uM, 1 pCi/ml), [*H]Jamfotericin B (1 pM,
1 uCi/ml).

AmB/DOC, DOC, adefovir, tenofovir, cidofovir, cPrPMEDAP, PMEO-DAPyY
a (S)-HPMPA byly do zasobniho roztoku rozpustény v MilliQ destilované vod¢.

AmB, entecavir, PMEG, GS-9191, quercetin a probenecid byly do zasobniho
roztoku rozpus$tény v dimethylsulfoxidu (DMSO).

Zasobni roztoky testovanych latek byly rozpustény na pozadované koncentrace
V transportnim roztoku obsahujicim pozadovany radioaktivni substrat. Inkubacni
koncentrace rozpoustédel (MilliQ destilované vody nebo DMSO) v transportnim roztoku

nepiesahla 1 %.
Akumulaéni a inhibi¢ni studie s SLC transportéry

Experimenty byly provadény v triplikatech ve 24 jamkovych destickach na HeLa
bunkach prechodné transfekovanych hOATI, MDCK II bunkach ptfechodné
transfekovanych hOCT2, hCNT2, hCNT3 a na kontrolnich buiikédch transfekovanych
prazdnym vektorem (pCMV6). Buiky byly dvakrat oplachnuty transportnim roztokem
a preinkubovany ve stejném roztoku 10 min pii 37 °C. Preinkubacni transportni roztok
byl odstranén, nasledné byl pfidan inkubacéni roztok se standardnim radioaktivnim
substratem a byl inkubovan s buiikami 2 min. Efektivita transfekce byla potvrzena diky
porovnani akumulace standardniho radioaktivniho substratu v transfekovanych bunkach
vuci akumulaci v buiikdch transfekovanych prazdnym vektorem. V inhibi¢nich studiich
byla intracelularni akumulace standardniho radioaktivniho substratu snizovana postupné
se zvySujicimi koncentracemi testovanych latek, ¢imz byla vyjadrena afinita testované
latky Kk prislusnému transportéru. Kontrolni buiiky byly inkubovany vzdy se stejnou
koncentraci testované latky/rozpoustédla jako builkky pfechodné transfekované

pfisluSnym transportérem. Po ukonceni inkubace byly bunky okamzité¢ dvakrat
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oplachnuty ledovym roztokem obsahujicim 137 mM NaCl a 10 mM HEPES pfti pH 7,4
(STOP roztok). Buiky byly ndsledné 60 min desintegrovany 100 pl lyzaéniho
roztoku/jamka, ktery obsahoval TritonX 0,5 % ve 100 mM NaOH. Ze zlyzovanych bunék
bylo odebrano 10 ul pro méfeni obsahu proteinu (viz nize). Zbytek (90 ul) byl pipetovan
do meficich lahvicek s 1 ml scitntilacniho roztoku Ultima Gold (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA). Radioaktivita takto pfipravenych vzorkti a radioaktivita standarda
(inkuba¢ni roztok + scintila¢ni roztok) byla méfena na beta-spektrometru Tri-Carb
2900TR (Perkin Elmer, Shelton, USA). Radioaktivita vzorki byla méfena v jednotkach
DPM1 (desintegrace za min). Vysledky byly vyjadieny jako % akumulované davky
standardizované vici obsahu proteinu v testované jamce. Vypocet byl proveden

v programu MS Excel. K vypoctu byla pouZita rovnice:

_A><100

D xm

A....akumulovana davka
D....podané davka

m....mg proteinu

Pro grafické vyjadreni byla hodnota % akumulace/mg proteinu v kontrolnich
bunikach odectena od hodnoty % akumulace/mg protein v buinikdch exprimujicich
testovany transportér. Afinita testovanych latek k pfisluSnym transportérim byla
vyjadfena jako inhibi¢ni koncentrace ICsp potiebnd ke sniZzeni akumulace radioaktivniho
substratu na 50 %. ICso byla vypocitdna pomoci nelinearni regresni analyzy v program

GraphPad Prism (verze 5 a 6).
Zjisténi substratové specifity entecaviru (ETV)

Experimenty byly provadény v triplikatech ve 24 jamkovych destickdch na HeLa
bunkach pfechodné transfekovanych hOATI, MDCK II bunkich pfechodné
transfekovanych hOCT2, hCNT2, hCNT3. Buiiky byly dvakrat oplachnuty transportnim
roztokem a preinkubovany ve stejném roztoku 10 min p#i 37 °C. Preinkubaéni transportni
roztok byl odstranén, k buiikdm byl pfidan roztok [*H]ETV (0-500 uM) a inkubovén po
dobu 5 min pti 37 °C. Po inkubaci byly buiikky omyty dvakrat ledovym STOP roztokem.

Lyzace bunék, odebrani vzorkili na méfeni obsahu protein, méfeni radioaktivity a vypocet
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% akumulované davky standardizované vici obsahu proteinu v testované jamce byl
proveden stejnym zblisobem popsanym vySe. Vypocet kinetického parametru Km
entecaviru byl proveden pomoci nelinearni regresni analyzy dle modelu

Michaelis-Mentenové v programu GraphPad Prism (verze 6).
Stanoveni proteinu

Stanoveni proteinu bylo provedeno komeréni metodou BCA Protein Assay
(Pierce ™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, USA) dle doporuéeného
postupu vyrobce. Tato metoda je zalozena na redukcnich vlastnostech proteinu
v alkalickém prostiedi, ktery redukuje Cu?* na Cu'*. Kyselina bicinchonova (BCA)
chelatuje Cu'* a tvoii ve vodé rozpustni fialovy komplex, ktery je nasledné
kolorimetricky detekovan.

10 pl zlyzovanych bun€k z kazdého vzorku z transportniho experimentu bylo
pipetovano do 96 jamkové desticky. Do kazd¢ jamky pak bylo ptidano 200 pl ¢inidla
z pouzitého kitu a desticka byla inkubovéna 30 min pfi 37 °C. Absorbance vzniklych
barevnych komplexli ve vzorcich byla méfena pti 562 nm. Jako standardni protein pro
kalibra¢ni kiivku byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) v koncentracich 0-2000 ug/ml. Namétena absorbance kazdé koncentrace BSA
a nami piipravenych vzorkd byla snizena o hodnotu absorbance pozadi. Pomoci
kalibra¢ni kiivky pfipravené v programu MS Excel byla stanovena koncentrace nami

pfipravenych vzorkil a nasledné mg proteinu v kazdé testované jamce.
Studie Iékovych interakci na hOAT1

Studie interakci adefoviru, tenofoviru nebo cidofoviru s ETV nebo AmB byly
provadény v triplikdtech ve 24 jamkovych destiCkach s pfipravenymi HelLa buiikami
pfechodné transfekovanymi hOATI1 (viz vySe). Kultiva¢ni medium bylo odstranéno
a bunky byly dvakrat oplachnuty transportnim roztokem a preinkubovany ve stejném
roztoku 10 min pfi 37 °C. Radioaktivné znadené antivirotikum [*H]adefovir (0,1 uM),
[*H]tenofovir (0,5 pM) nebo [*H]cidofovir (70 uM) rozpusténé v transportnim médiu
S pozadovanymi inkubac¢nimi koncentracemi kompetitoru (ETV, AmB) bylo pfidano
k bunkam a inkubovano 2 min pii 37 °C. Entecavir byl pouzit v inkubaénich
koncentracich 0-1000 uM. AmB v koncentracich 0-345 uM. Po inkubaci byly bunky

okamzit¢ dvakrat oplachnuty ledovym STOP roztokem. Lyzace bunck, méfeni
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radioaktivity vzorkt a vypocet % akumulované davky vztazené na mg proteinu v jamce
probéhlo stejnym zpisobem jako v kapitole Akumula¢ni a inhibi¢ni studie s SLC
transportéry. Pro grafické vyjadieni byla hodnota % akumulace/mg proteinu
vV kontrolnich bufikdch odectena od hodnoty % akumulace/mg protein v builkach
exprimujicich testovany transportér. Afinita testovanych ETV nebo AmB k hOAT]1 byla
vyjadfena jako inhibi¢ni koncentrace ICsp potiebna ke snizeni akumulace radioaktivné
znaceného antivirotika na 50 %. ICso byla vypocitdna pomoci nelinearni regresni analyzy

v program GraphPad Prism (verze 5 a 6).
Stanoveni podilu aktivnich procest na transportu

S HK-2 a LLC-PK1 burikami

HK-2 butiky byly nasazeny na 24 jamkovou desti¢ku v poétu 1 x 10* bunék na
jamku a LLC-PK1 buriky v poétu 5 x 10* bunék na jamku. Konfluentni buiiky byly
dvakrat oplachnuty transportnim roztokem o teplo¢ 4 °C nebo 37 °C a preinkubovany ve
stejném roztoku 10 min. [PHJAMB (1 uM) byl inkubovan s buiikami pti 4°C nebo 37 °C
v Casovych intervalech 0-60 min v triplikatech. Inkubace byla zastavena oplachnutim
buné&k ledovym STOP roztokem. Testované jamky, kde byl piidany [PHJAMB okamzité
odsan (inkubaéni interval 0 min), slouzily jako kontrola nespecifické vazby na nembranu
a jako pozadi radioaktivity. Lyzace bunck, métfeni radioaktivity vzorkli a vypocet
% akumulované davky vztaZené na mg proteinu v jamce probéhlo stejnym zptsobem jako
v kapitole Akumula¢ni a inhibi¢ni studie s SLC transportéry. Vysledky byly vyjadieny
jako % akumulované davky standardizované vuci obsahu proteinu v Case t zmenSené
0 % akumulované davky standardizované vii¢i obsahu proteinu v ¢ase 0 min. Vypocet

byl proveden v programu MS Excel. K vypoctu byla pouZita rovnice:

X_At><100 Ao x 100

D xm D xm

t = 30 min, nebo 60 min
At....akumulovana davka v Case t
Ao...akumulovana davka v case 0
D....podané davka

m....mg proteinu
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S HelLa burikami pfechodné transfekovanymi hOAT1

Studie byly provadény ve 24 jamkovych destickdch s ptipravenymi Hela
bunikami pfechodné transfekovanymi hOAT1 nebo prazdnym vektorem (pCMV6) (viz
vyse). Kultivacni medium bylo odstranéno a buiiky byly dvakrat oplachnuty transportnim
roztokem o teploté 4 °C nebo 37 °C a ve stejném roztoku byly preinkubovéany 10 min.
Radioaktivné znagené antivirotikum [**C]Jadefovir (19 uM) nebo [**C]tenofovir (19 uM)
rozpusténé v transportnim médiu bylo pfidano k bunikdm a inkubovano pii 4 °C nebo
37 °C v cCasovych intervalech 2, 15 a 30 min v triplikadtech. Po inkubaci byly buiky
okamzit¢ dvakrat oplachnuty ledovym STOP roztokem. Lyzace bunék, méfeni
radioaktivity vzorkd a vypocet % akumulované davky vztazené na mg proteinu v jamce
probéhlo stejnym zpisobem jako v kapitole Akumulaéni a inhibi¢ni studie s SLC
transportéry. Pro grafické vyjadieni byla hodnota % akumulace/mg proteinu
v kontrolnich bunikach odectena od hodnoty % akumulace/mg protein v buikach

exprimujicich testovany transportér.
Studie interakci testovanych latek s ABC transportéry

MDCK [I-ABCG2 a MDCK 1I-ABCB1 buiiky byly nasazeny v poétu 2 x 10°
bunck na jamku ve 24 jamkové desticce 24 h ptfed experimentem. Kultivaéni medium
bylo odstranéno a buniky byly oplachnuty dvakrat transportnim médiem o teploté 37 °C.
Bunky byly poté 30 min preinkubovany v transportnim médiu v pfitomnosti tfi riznych
koncentraci testované latky pii 37 °C a 5 % COs.. K preinkubaci byly pouzity testované
latky: PMEG, cPrPMEDAP, GS-9191, PMEO-DAPY, (S)-HPMPA, ETV v koncentracich
50 uM, 500 uM a 1000 uM. Nésledné byl do testovacich jamek pfidan standardni substrat
Hoechst 33342 (8 uM). Relativni jednotky fluorescence (RFU) pfi excita¢ni vinové délce
360 nm a emisni vlnové délce 465 nm byly méfeny okamzité po ptidani Hoechst 33342
v 1 min intervalech az do 30 min inkubace pfi teploté¢ 37 °C (Genios Plus, Tecan,
Salzburg, Austria). KO143 (240 nM), specificky inhibitor ABCB1 a LY335979 (1 uM),
specificky inhibitor ABCG2, byly pouzity jako komparatory.
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5.2.5 Stanoveni cytotoxicity

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Experiment byl proveden pomoci komeréné dostupného kitu CellTiter 96
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (CellTiter 96, Pomega, Fitchburg, USA)
dle doporuceni vyrobce. Jedna se o typ stanoveni, pii kterém je sledovan metabolicky
stav.  zivych  bunék.  Pfidané  ¢inidlo  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-[3-
(karboxymethoxy)fenyl]-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium (MTS) jsou zivé buiky
schopny redukovat na barevny produkt formazan, ktery je nasledné kolorimetricky
stanovovan.

HeLa buiiky byly sazeny na 96 jamkovou desti¢ku v poétu 1,5 x 10* bun&k na
jamku a byly pfechodné transfekovany hOAT1 nebo prazdnym vektorem pCMV6 (viz
vyse). 48 h po transfekcei byly k buiikdm ptidany testované latky ETV, adefovir, tenofovir,
cidofovir, PMEG, cPrPMEDAP, GS-9191, PMEO-DAPy nebo (S)-HPMPA
v koncentracich 50-1000 uM v triplikatech. V dal$im experimentu zaméfeném na
interakce latek mezi sebou byly stejné testované latky v koncentraci 1000 uM inkubovany
soucasné s probenecidem (500 pM) nebo quercetinem (50 pM) v triplikétech.

MDCK II buiiky byly sazeny na 96 jamkovou desti¢ku v poétu 4 x 10* bun&k na
jamku a byly ptechodné transfekovany hOCT2, hCNT2 nebo hCNT3 nebo prazdnym
vektorem pCMV®6. 24 h po transfekci byly k bunkam ptidany testované latky ETV
Vv koncentracich 10-500 uM vV triplikatech.

Soucasné byly pfipraveny kontroly 100 % viability (bunky, ke kterym bylo
ptidano 1 % DMSO), 100 % toxicity (bunky, ke kterym bylo ptidano DMSO
v koncentraci 10 %) a kontroly pozadi testovanych latek bez bunék. Po 24 h inkubace
bylo k bunikdm pipetovano 20 ul ¢inidla MTS z kitu CellTiter 96. Po inkubaci 1,5 h (HeLa
buiky) nebo 40 min (MDCK II bunky) pti 37 °C byla méfena absorbance vzorkl na
destickovém analyzatoru (Genios Plus, Tecan, Salzburg, Austria) pti 490 nm.
Od namétenych hodnot absorbance v testovanych jamkach (bunky + testovana latka) byla
odectena hodnota absorbance pozadi testovanych latek (kultivaéni médium bez bunck
+ testovana latka) a hodnota absorbance kontroly 100 % toxicity. Ziskana hodnota byla
vyjadiena v % bunécné zivotaschopnosti (viability), kdy 100 % ptedstavovala hodnota
absorbance naméfend u bunck oSetienych pouze 1 % DMSO ponizend o hodnotu

absorbance kontroly 100 % toxicity.
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CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay

Experiment byl proveden pomoci komerc¢né dostupného kitu CytoTox-ONE™
Homogeneous Membrane Integrity Assay (CytoTox-ONE, Pomega, Fitchburg, USA) dle
doporuceni vyrobce. Tato fluorescencni metoda je zalozena na meéfeni uvolnéné
laktatdehydrogenazy (LDH) z buné¢k s poSkozenou membranou.

MDCK II buiiky byly sazeny na 96 jamkovou desti¢ku v poétu 4 x 10* bunék na
jamku a byly pfechodné transfekovany hOCT2 nebo prazdnym vektorem pCMV6. 24 h
po transfekci byly byiky dvakrat oplachnuty transportnim médiem o teploté 22 °C
a preinkubovany ve stejném médiu 10 min. Poté byly k buiikdm ptidany testované latky
AmB (1-100 uM), AmB/DOC (100 uM) nebo DOC (100 uM). Jako kontrola 100 %
zivotnosti slouzily buiky, ke kterym bylo ptidano pouze rozpoustédlo (DMSO nebo
MilliQ destilovana voda) v koncentraci 1 %, jako porovnavaci vzorky reprezentujici
maximalni toxicitu (100 %) slouzily buniky, ke kterym byl pfidan lyza¢nim roztok
Z pouzitého kitu. VZdy po uplynuti inkuba¢niho intervalu (2 nebo 10 min) bylo odebrano
vicekanalovou pipetou z inkuba¢niho media 10 pl a pipetovano do prazdné 96 jamkové
desticky. Ke kazdému takto ziskanému vzorku bylo nasledné pfidano 100 pl c¢inidla
CytoTox-ONE a nasledovala inkubace 10 min pii 22 °C. Ke vzorkim bylo ptidano 50 pl
¢inidla z pouzitého kitu k zastaveni reakce. Fluorescence (RFU) vzorkl byla méfena pfi

560nm /590nm na desti¢kovém analyzatoru (Genios Plus, Tecan, Salzburg, Austria).

5.2.6 Statisticka analyza

Vysledky experimentl jsou vyjadieny jako aritmeticky primér + smérodatna
odchylka (SD). Statisticka signifikance rozdild priamérnych hodnot studovanych
paramentrii byla hodnocena pomoci t-testu, one-way ANOVA testu s naslednym
Bonferoniho testem nebo two-way ANOVA testu. Statisticka vyzamnost na hlading
p < 0,05 je oznacena *, statistickd vyznamnost na hladin¢ p < 0,01 je oznalena **

a statistickd vyznamnost na hladiné p < 0,001 je oznafena ***,
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6 Vysledky

6.1 Ovéreni funkénosti transportért v bunéénych modelech

Pro kontrolu funkcnosti transportnich studii jsme zjistovali Casovy profil
akumulace kazdého ze strandardnich [®H] znalenych substrati v piisluinych
transfekovanych buiikach (obr. 9). Intraceluldrni akumulace [*H]JPAH (obr. 9a),
[BH]MPP* (obr. 9b) a [®H]uridinu (obr. 9c, d) byla linearni prvnich 5 min a byla
neékolikanasobné vyssi u bunék transfekovanych testovanym transportérem nez

u kontrolnich bunék transfekovanych prazdnym vektorem pCMV6.

a) hOAT1 b) hOCT2
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Obr. 9 Casova zivislost akumulace typickych substratll studovanych transportéri v piechodné
transfekovanych bundénych modelech. Casovy profil akumulace [*H]JPAH v HeLa buikéach
transfekovanych expresnim vektorem pro hOAT1 (Cerné body) a buiikdch transfekovanych prazdnym
vektorem pCMV6 (bilé &tverce) (a). Casovy profil akumulace [*H]JMPP* v MDCK II buiikiach
transfekovanych hOCT2 (Cerné body) a bunkach transfekovanych prazdnym vektorem pCMV6 (bilé
&tverce) (b). Casovy profil akumulace [*H]uridinu v MDCK 1l buiikéch transfekovanych hCNT2 (&erné



51

body) a buiikach transfekovanych prazdnym vektorem pCMV6 (bilé étverce) (c). Casovy profil akumulace
[*H]uridinu v MDCK 1I buiikdch transfekovanych hCNT3 (Serné body) a buiikach transfekovanych
prazdnym vektorem pCMV6 (bilé Ctverce) (d). Data jsou prezentovana jako aritmeticky pramér = SD

akumulovaného mnozstvi radioaktivniho substratu.

6.2 Ovéreni exprese transportéri v bunéénych modelech Western
blottingem

Exprese testovanych SLC transportéri po ptechodné transfekci piislusnym
expresnim plazmidem byla potvrzena metodou Western blottingu. Jako kontrola slouzil
proteinovy extrakt bunék HeLa nebo MDCK II transfekovanych prazdnym vektorem

pCMV6. Pomoci této metody jsme potvrdili expresi vSech testovanych transportéra, ktera

byla ve srovnani s kontrolou né€kolikanasobné zvysena (obr. 10).

—_— 250 kDa —_

a 150 KDa 75kDa 100 kDa

hCNT2
- @hOAT! | s @hoCT2 ia @hCNT3

_75 = 75 kDa
. g —
- 50 KDa

a) b) c) d)

Obr. 10 Demonstrace exprese transportérii v transfekovanych buiikdch za pouziti metody Western
blottingu. Western blottova analyza: overexprese hOAT1 (a), hOCT2 (b), hCNT2 (c) a hCNT3 (d)
v prechodné transfekovanych buinikach. Linie 1: negativni kontrola (bunky transfekované prazdnym

vektorem pCMV®6), linie 2: zvySena exprese ptislu§ného transportéru.

6.3 Interakce entecaviru s transportéry
6.3.1 Interakce ETV s SLC transportéry

Pro zjisténi afinity ETV Kk testovanym SLC transportérim jsme inkubovali
standardni substraty znaéené [3H] soucasné s ETV v testovacich desti¢kach s prechodng
transfekovanymi  buiikami. Akumulace standardnich substratt v  bunkach
transfekovanych hOAT1, hCNT2 nebo hCNT3 byla po pfidani postupné se zvysSujicich
koncentraci ETV snizena (obr. 11). Na zaklad¢ ziskanych hodnot jsme stanovili parametr
ICso pro entecavir u vSech tii transportérd. V nasich experimentalnich podminkach nebyla

pozorovana zadna interakce ETV s hOCT2 (obr. 11b).
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Obr. 11 Srovnani inhibi¢niho vlivu ETV na akumulaci standardnich substrati testovanych transportéra.
HeLa bunky pfechodné transfekované expresnim vektorem pro hOAT1 (a) a MDCK II buiky pfechodné
transfekované expresnim vektorem pro hOCT2 (b), hCNT2 (c) nebo hCNT3 (d) byly inkubovany
s [EBH]PAH (a), [*H]MPP* (b) nebo [*H]uridinem (c, d) v pfitomnosti postupné se zvysujicich koncentraci
ETV (0-2000 uM) po dobu 2 min pti 37 °C v triplikatech. Kazdy bod ptedstavuje aritmeticky pramér + SD
akumulovaného mnozstvi radioaktivniho substratu. Hodnota akumulace radioaktivniho substratu v

bunkach transfekovanych prazdnym vektorem pCMV6 byla odectena.

S pouzitim [*H]ETV jsme testovali, zda je ETV substratem testovanych
transportéri. Akumulace [*(H]ETV v buiikach transfekovanych hOAT1, hOCT2, hCNT2
nebo hCNT3 byla prvnich 5 min linearni (obr. 12). Akumulace [*H]ETV v buiikach
transfekovanych hOAT1, hCNT2 nebo hCNT3 byla ve vSech Casovych intervalech
nékolikanasobné vyssi nez akumulace [*H]ETV v kontrolnich buiikach transfekovanych
prazdnym vektorem (pCMV6) (obr. 12a, b, c). Naopak zadny rozdil v akumulaci
[PH]ETV v buiikach transfekovanych hOCT2 a kontrolnich buiikdch jsme nepozorovali
(obr. 12d).
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Obr. 12 Casova zavislost akumulace [*H]ETV v HeLa buiikach transfekovanych hOAT1. [*H]JETV 0,1 uM
byl inkubovan s buitkami pfechodné transfekovanymi expresnim vektorem pro hOAT1 (a), hCNT2 (b),
hCNT3 (c¢) nebo hOCT2 (d) (¢erné body) nebo prazdnym vektorem pCMV6 (bilé ¢tverce) pii 37 °C
v triplikatech. Akumulace byla linearni béhem prvnich 5 min inkubace. Kazdy bod reprezentuje aritmeticky

priimér + SD akumulovaného mnozstvi [*H]ETV.

Na zaklad¢ téchto experimentli jsme provedli transportni studie s postupné se
zvySujicimi koncentracemi radioaktivniho ETV v transfekovanych buiikach v ¢asovém
intervalu 5 min. Ziskané vysledky dokazuji, ze ETV je substratem hOAT1, hCNT2
ahCNT3 (obr. 13).
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Obr. 13 Koncentra¢ni zavislost akumulace [*H]ETV v bufikich piechodné transfekovanych hOATI,
hCNT2 nebo hCNT3. [PH]JETV v koncentraci (0-600 pM) byl inkubovdn s buiikami piechodné
transfekovanymi expresnim vektorem pro hOAT]1 (a), hCNT2 (b) nebo hCNT3 (c¢) po dobu 5 min pii 37 °C
v triplikatech. Kazdy bod reprezentuje aritmeticky prumér = SD akumulovaného mnozstvi ETV. Hodnota
Km byla vypocitana pomoci nelinearni regresni analyzy dle rovnice Michaelis-Mentenové. Hodnota

akumulace ETV v buiikach transfekovanych prazdnym vektorem byla odectena.

Vysledky porovnavajici afinitu adefoviru, tenofoviru a cidofoviru k transportérim
hOAT1, hCNT2 a hCNT3 v nami pouzitych bunéénych modelech ukazuje obr. 14.
Adefovir, tenofovir a cidofovir interagoval pouze s hOAT1 (obr. 14a). Zadnou
vyznamnou interakci adefoviru, tenofoviru a cidofoviru s koncentra¢nimi
nukleosidovymi transportéry hCNT2 (obr. 14b) ani s hCNT3 (obr. 14c) jsme

nepozorovali.
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Obr. 14 Srovnani afinity adefoviru, tenofoviru a cidofoviru k transportérim hOAT1, hCNT2 a hCNT3.
HeLa buiiky pechodné transfekované expresnim vektorem pro hOAT1 byly inkubovéany s [SH]PAH (a).
MDCK 1I buiiky pfechodné transfekované expresnim vektorem pro hCNT2 (b) nebo hCNT3 (c) byly
inkubovéany s [*H]uridinem v piitomnosti postupné se zvysujicich koncentraci adefoviru, tenofoviru nebo
cidofoviru (0-1000 uM) po dobu 2 min pii 37 °C v triplikatech. Kazdy bod ptedstavuje aritmeticky pramér
+ SD akumulovaného mnozstvi radioaktivniho stubstratu. Hodnota akumulace radioaktivniho substratu

v bunikach transfekovanych prazdnym vektorem byla odeétena.
Vzajemné interakce ETV s dalSimi antivirotiky na hOAT1

Protoze ETV vykazoval vyznamnou inhibici hOAT1, vybrali jsme tento
transportér pro kompetitivni studie s klinicky uZivanymi antivirotiky. V prvni fazi jsme
potvrdili zapojeni aktivnich procest do jejich bunécného transportu a substratovou

specifitu k hOAT1 v nami pouzitém bunééném modelu. Pro experiment jsme vybrali
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antivirotika adefovir a tenofovir, které jsou znamymi substraty hOAT1. Pfi inkubaci
pfi nizkych teplotach se u obou antivirotik vice nez desetindsobn¢ snizila jejich bunééna

akumulace prostiednictvim transportéru hOAT1 (obr. 15).
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Obr. 15 Zavislost akumulace [**Cladefoviru a [**C]tenofoviru v HeLa butikich piechodné transfekovanych
hOAT1 na inkubaéni teploté. [**CJadefovir (19 pM) nebo [**C]tenofovir (19 uM) byl inkubovan s HelLa
bunkami ptechodné transfekovanymi expresnim vektorem pro hOAT1 pii 37 °C nebo 4 °C v ¢asovych
intervalech 2, 15 a 30 min v triplikatech. Kazdy bod reprezentuje aritmeticky primér akumulovaného
mnozstvi [Y*C] substratu = SD. Hodnota akumulace [**Cladefoviru nebo [**C]tenofoviru v buiikich

transfekovanych prazdnym vektorem byla odectena.

Abychom zjistili mozné interakce ETV s potencidlné soucasné¢ podavanymi
antivirotiky, provedli jsme inkubaci postupné se zvysujicich koncentraci ETV s [°H]
znacenym adefovirem, tenofovirem nebo cidofovirem. K tomuto experimentu byl pouzit
bunéény model HeLa pfechodné transfeovany expresnim vektorem pro hOATL. ETV
inhiboval akumulaci vsech tii antivirotik. Vysledky inhibice jsou vyjadieny jako ICso

ETV pii inhibici akumulace jednotlivych antivirotik. (obr. 16).
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Obr. 16 Vliv ETV na uptake adefoviru, tenofoviru a cidofoviru v HeLa bufikach pfechodné
transfekovanych hOATI1. Akumulace [*H]adefoviru (0,1 pM) (a), [*H]tenofoviru (0,5 pM) (b)
a [*H]cidofoviru (70 uM) (c) v HeLa burikach pfechodné transfekovanych expresnim vektorem pro hOAT1
byla inhibovana postupné se zvysujicimi koncentracemi ETV (0-1000 uM) po dobu 2 min pifi 37 °C
v triplikatech. Kazdy bod predstavuje aritmeticky primér = SD akumulovaného mnozstvi stubstratu.
Hodnota akumulace radioaktivniho substratu v buiikach transfekovanych prazdnym vektorem byla

odedtena.

6.3.2 Interakce ETV s ABC transportéry

Inhibi¢ni vliv ETV na efluxni transportéry BCRP/ABCG2 nebo P-gp/ABCB1
jsme studovali s pomoci typického substratu BCRP a P-gp Hoechst 33342 v bunéénych
modelech MDCK 1I-ABCG2 a MDCK 1I-ABCB1 (obr. 17). ETV se projevil
v podminkach experimentu jako inhibitor BCRP/ABCG2 (obr. 17a). ETV pii inkuba¢ni
koncentraci 500 pM zvysil akumulaci Hoechst 33342 0 56 % v MDCK II-ABCG2
buiikach. 500 uM ETV inhiboval akumulaci Hoechst 33342 v MDCK II-ABCB1
burikach pouze o 20 % (obr. 17b). Vyssi koncentrace ETV (1000 uM) vedla paradoxné

k mirn&jsimu inhibi¢nimu ucinku ETV ve srovnani s 500 uM ETV.
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Obr 17 Inhibi¢ni G¢inek riznych koncentraci ETV na funkci BCRP/ABCG2 a P-gp/ABCBL. Byla
sledovana akumulace standardniho substratu Hoechst 33342 v MDCK I1-ABCBL (a) av MDCK I1-ABCG2
(b) bunkach inkubovanych v neptitomnosti (kontrola) nebo piitomnosti riznych koncentraci ETV (50 uM,
500 uM, 1000 pM). Specificky inhibitor P-gp/ABCB1, LY335979 (LY) a specificky inhibitor
BCRP/ABCG2, KO143 (KO), byly pouzity pro porovnani miry inhibice studovanych transportéri. Data

jsou prezentovana jako aritmeticky primér + SD ziskany ze tii nezavislych méteni.

6.3.3 Cytotoxicita ETV

Pro studium vlivu ETV a dalSich srovnavacich antivirotik na zZivotnost HeLa
bunék transfekovanych transportérem hOAT1 jsme pouzili standardni kolorimetrickou
metodu s barvivem MTS. Pfidani ETV v inkubac¢nich koncentracich (250 uM, 500 uM

Yv v s

a 1000 uM) nemeélo po 24 h témef zadny cytotoxicky ucinek na buiky transfekované
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hOATI1 ani buiky transfekované prazdnym vektorem pCMV6 (kontrola) (obr. 18a).
Exprese hOAT1 signifikantn¢ zvysila cytotoxicky ucinek adefoviru, tenofoviru
a cidofoviru ve srovnani s kontrolou (obr. 18b, c, d).
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Obr. 18 Vliv exprese hOAT1 na cytotoxicitu testovanych antivirotik. HeLa bufiky pfechodné
transfekované expresnim vektorem pro hOAT]1 (bilé kruhy) nebo prazdnym vektorem pCMV6 (Eerné
¢tverce) byly inkubovany po dobu 24 h pii 37 °C v piitomnosti riznych koncentraci ETV (a), adefoviru
(b), tenofoviru (c) a cidofoviru (d) v triplikdtech. Experimenty byly provedeny soubézné v buikach
transfekovanych hOAT1 a bunkach transfekovanych prazdnym vektorem. Data jsou prezentovana jako

aritmeticky prameér + SD ziskany ze tii nezavislych méteni.

Abychom zjistili mozné cytotoxické piisobeni ETV zprostiedkované transportéry
hCNT2 nebo hCNT3, nechali jsme ETV v ruznych koncentracich inkubovat
s transfekovanymi buiikami po dobu 24 h. Jako kontrola slouzily buiiky transfekované
prazdnym vektorem pCMV6. Cytotoxicky ucinek byl mirny, ani u jednoho bunééného
modelu nedoslo po inkubaci s ETV k poklesu zivotaschopnosti pod 85 % (obr. 19).
Signifikantni sniZeni Zivotnosti bunék transfekovanych hCNT2 nebo hCNT3 vici

kontrole potvrzuje substratovou specifitu ETV Kk témto transportérim.



60

150+ & pCMV6
BB hCNT2
_ . @B hCNT3
X 1004 *hk KEE EXE
=
%
g 50-
0-
& & &
O v S

koncentrace ETV (uM)

Obr. 19 Uginek exprese hCNT2 a hCNT3 na cytotoxicitu ETV. MDCK buiiky pfechodné transfekované
expresnim vektorem pro hCNT2 (zelené sloupce), hCNT3 (Sedé sloupce) nebo prazdnym vektorem
pCMV6 (Cerné sloupce) byly inkubovany po dobu 24 h pfi 37 °C v ptitomnosti tfi riznych koncentraci
ETV v triplikatech. Experimenty byly provedeny soubézné v bunkach transfekovanych testovanym
transportérem a bunkach transfekovanych prazdnym vektorem (kontrola). Data jsou prezentovana jako

aritmeticky pramér + SD ziskany ze tii nezavislych méfeni.

Grafické vyjadireni moZného pohybu entecaviru v ledvinnych buiikéch, které 1ze
odvodit z dosazenych vysledkd znazornuje obr. 20. Dle nasich vysledkd transportnich
studii in vitro ETV muize vstupovat z krve do buiiky proximalniho tubulu prostiednictvim

OAT1 a jeho reabsorpce z moc¢i mize byt zprostiedkovana CNT2 a CNT3. ETV je
schopen inhibovat efluxni transportéry P-gp a BCRP.
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Obr. 20 Schématické znazornéni transportu ETV v buiice proximalniho tubulu.

6.4 Interakce antivirovych ANPs s transportéry
6.4.1 Interakce s SLC transportéry

Studium afinity zkoumanych ANPs k vybranym transportérim jsme provadéli na
bunéénych modelech ptechodné transfekovanych hOAT1, hOCT2, hCNT2 nebo hCNT3
ve srovnani se standardnimi antivirotiky z této skupiny — adefovirem, tenofovirem
a cidofovirem. Doba inkubace standardniho [*H] znageného substratu byla 2 min.
Zkoumanéé ANPs vykazovaly inhibiéni u¢inek pouze na akumulaci [*H]JPAH v Hela
bunikach transfekovanych hOAT1 (obr. 21). Dle afinity k hOAT1 muzeme rozdé&lit
testované ANPs do tii skupin. V prvni skupiné s relativné nizkou afinitou k hOAT]1 se
nachazi latky PMEG, PMEO-DAPYy a (S)-HPMPA. Druha skupina obsahuje adefovir,
tenofovir a GS-9191, které maji vyssi afinitu k hOAT1. Afinita latky GS-9191 k hOAT1
byla asi 15 krat vyssi nez afinita testovanych ANPs z prvni skupiny. Ve tfeti skupiné je
pouze latka cPrPMEDAP, u které jsme interakci s hOAT1 a vliv na kumulaci [*H]PAH
neprokazali. Interakce ANPs s hOCT2, hCNT2 ani hCNT3 jsme neprokazali (obr. 22).
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Obr. 21 Srovnani afinity testovanych ANPs k hOAT1. HeLa buiky transientné transfekované expresnim
vektorem pro hOAT1 byly inkubovany s [*H]PAH s postupné se zvySujicimi koncentracemi PMEG (a),
cPrPMEDAP (b), PMEO-DAPYy (c), (S)-HPMPA (d), tenofoviru (e), adefoviru (f) nebo GS-9191 (g) po
dobu 2 min pfi 37 °C v triplikatech. Kazdy bod pfedstavuje aritmeticky primér = SD akumulovaného
mnozstvi [*H]PAH. Hodnota akumulace [*H]JPAH v butikich transfekovanych prazdnym vektorem byla

odectena.
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Obr. 22 Inhibiéni G¢inek testovanych ANPs na akumulaci standardniho substratu v MDCK II buiikach
transfekovanych hOCT2, hCNT2 nebo hCNT3. MDCKII bunky pfechodné transfekované expresnim
vektorem pro hOCT2 (a), hCNT2 (b) nebo hCNT3 (c) byly inkubovany s [FHJMPP* nebo [*H]uridinem
Vv pfitomnosti postupné se zvysujicich koncentraci ANPs po dobu 2 min pfi 37 °C v triplikdtech. Kazdy bod
reprezentuje aritmeticky primér akumulovaného mnozstvi substratu = SD. Hodnota akumulace

radioaktivniho substratu v buiikdch transfekovanych prazdnym vektorem byla odectena.

6.4.2 Interakce ANPs s ABC transportéry

Pro stanoveni mozné interakce testovanych ANPs s P-gp/ABCB1
a BCRP/ABCG2 , byl inkubovan standardni fluorescen¢ni substrat Hoechst 33342
s bunkami MDCK 1I-ABCB1 a MDCK 1I-ABCG2 v piitomnosti riznych koncentraci
ANPs. Standardni specificky inhibitor pro ABCB1, KO143 a standardni specificky
inhibitor pro ABCG2, LY335979 byly pouzity pro porovnani miry inhibice efluxu
Hoechst 33342. Ze vSech testovanych ANPs méla v podminkach naSeho experiment
nejsilngjsi inhibi¢ni vliv na P-gp/ABCB1 i na BCRP/ABCG?2 latka GS-9191. Tato latka
v koncentraci 120 puM zvySila akumulaci Hoechst 33342 o 74 % v buikach
MDCKII-ABCBL1 (obr 23c) a o 78 % v buitkich MDCKII-ABCG2 (obr. 24c). Inhibi¢ni
aktivita byla srovnatelna s inhibi¢ni aktivitou specifickych inhibitord P-gp/ABCB1
a BCRP/ABCG2. Latka PMEO-DAPYy zpusobila mirny narust akumulace Hoechst 33342
(p < 0.05) o 18 % v buinkdch MDCK [I-ABCBL1 (obr. 23d). Jeji u¢inek na akumulaci
Hoechst 33342 v bunkach MDCK II-ABCG?2 byl zanedbatelny (9 %) (obr. 24d). Pisobeni
dalSich testovanych ANPs smérem ke zvySeni akumulace Hoechst 33342 nebylo vuci

kontrole signifikantni (obr. 23-24).
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Obr. 23 Inhibice funkce P-gp/ABCBI1 testovanymi ANPs. Standardni substrat Hoechst 33342 byl

inkubovan s MDCK-ABCBI1 buiikami v nepiitomnosti (kontrola) nebo pfitomnosti riznych koncentraci

PMEG (a), cPrPMEDAP (b), GS-9191 (c), PMEO-DAPy (d) nebo (S)-HPMPA (e). Specificky inhibitor

ABCBI1, LY335979 (LY), byl pouzit pro srovnani miry inhibice testovanymi latkami. Data jsou

prezentovana jako aritmeticky praimér + SD ziskany ze tfi nezavislych méfeni.
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Obr. 24 Inhibice BCRP/ABCG?2 testovanymi ANPs. Standardni substrat Hoechst 33342 byl inkubovan
s MDCK-ABCG?2 buiikami Vv nepfitomnosti (kontrola) nebo pfitomnosti riznych koncentraci PMEG (a),
cPrPMEDAP (b), GS-9191 (c), PMEO-DAPy (d) nebo (S)-HPMPA (e). Specificky inhibitor ABCG2,
KO143 (KO), byl pouzit pro srovnani miry inhibice testovanymi latkami. Data jsou prezentovana jako

aritmeticky prameér + SD ziskany ze tii nezavislych méfeni.
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6.4.3 Posouzeni transportéry zprostredkované cytotoxicity u ANPs

Ovlivnéni bunécné viability po 24 h pulsobeni testovanych antiviroticky
pusobicich latek jsme hodnotili pomoci standardniho MTS testu. Jak ukazuje obr. 25,
u vétsSiny zkoumanych ANPsbyl patrny signifikantni rozdil v cytotoxickém ucinku na
bunky transfekované hOAT1 ve srovnani s buikami transfekovanymi prazdnym
vektorem. Latka GS-9191 pti koncentraci 100 uM snizila viabilitu bun¢k téméf k 0 % jak
v bunikach transfekovanych hOAT]1, tak v bunikach transfekovanych prazdnym vektorem.
Na bunky exprimujici hOAT1 pusobily latky PMEG a (S)-HPMPA toxi¢téji nez na buiiky
kontrolni. U latky cPrPMEDAP, prolé¢iva PMEG, jsme pozorovali relativné nizky
cytototoxicky efekt. Exprese hOATI zvysila signifikantné cytotoxické plisobeni
srovnavacich antivirotik adefoviru a tenofoviru. Latka PMEO-DAPY nevykazovala zadny
vyznamny cytotoxicky ucinek jak v bunkach transfekovanych hOATI1, tak ani

V kontrolnich burikach.
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Obr. 25 Vyznam hOATI1 pro cytotoxicitu testovanych ANPs. HeLa buiky pfechodné transfekované
expresnim vektorem pro hOAT1 (bilé body) nebo prazdnym vektorem (Eerné étverce) byly inkubovany po
dobu 24 h pti 37 °C v triplikatech s riiznymi koncentracemi testovanych ANPS. Data jsou prezentovana

jako aritmeticky prumér = SD.

Soucasna inkubace testovanych ANPs s inhibitory OATs (probenecidem nebo
quercetinem) vedla k vyraznému snizeni toxicity vétSiny testovanych latek v bunkach
transfekovanych hOAT1 (obr. 26). Lipofilni latka GS-9191 méla nejvyssi cytotoxicky
ucinek i po ptidani probenecidu. Kombinace GS-9191 s quercetinem ovSem signifikantné
zvysila viabilitu bun€k transfekovanych hOAT1. Samotny probenecid nebo quercetin
nemély zadny vliv na bunécnou viabilitu ani v bunkéch transfekovanych hOATI1, ani

Vv bunkach transfekovanych prazdym vektorem (data nejsou v grafu uvedena).
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EA hOAT1 + probenecid 500 M
3 hOAT1 + quercetin 50 pM
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Obr. 26 Vliv probenecidu a quercetinu na cytotoxicitu testovanych ANPs v butikach s vysokou expresi
hOATI. HeLa bunky pfechodné transfekované expresnim vektorem pro hOAT1 (Cerné sloupce) nebo
prazdnym vektorem (tecCkované sloupce) byly inkubovany po dobu 24 h s testovanymi ANPs nebo s ANPs
v kombinaci s 500 uM probenecidem (Sachovnicové sloupce) nebo 50 uM quercetinem (bilé sloupce)

v triplikatech. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primeér + SD.

6.4.4 Relace afinity k OAT1 a lipofility u ANPs

Analyza byla provedena s cilem posoudit vztah mezi afinitou ANPs k hOAT1,

zjisténou v predchézejicich pokusech, a jejich lipofilitou. Tento transportér se v nasich
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studiich nejvice podilel na interakci s testovanymi ANPs. Hodnoty logP testovanych latek
vypocitané pomoci softwaru ACD/Labs (Advanced Chemistry Development, Inc.,
Toronto, Canada) napovidaji, ze vétSina z nich ma srovnatelné lipofilni vlastnosti.
Hodnoty logP testovanych ANPs se pohybovaly od -2,52 + 0,76 do -1,19 + 0,95 a byly
podobné s logP adefoviru a tenofoviru. VSechny testované ANPs byly méné lipofilni nez
latka GS-9191 s logP = 6,67 + 1,01. Vysledky vypoctu byly porovnany s tdaji zjisténymi
pomoci chromatografického stanoveni lipofility studovanych ANPs. Hodnoty ziskané pti
HPLC stanoveni vysoce korelovaly s vypo¢tem ziskanymi udaji. Nasledna korela¢ni
analyza ukazala, Ze u dané série ANPs korelace mezi logP a hodnotami ICso pro hOAT1
neni statisticky vyznamna. Hodnoceni korelace jsme provedli v program GraphPad Prism

(verze 6).

6.5 Interakce amfotericinu B s transportéry

6.5.1 Ovéreni charakteru transportu AmB

Pro ovéfeni, zda se na transportu AmB do bun€k podili aktivni transportni
procesy, byl [?(HJAmB inkubovan s buné¢nou linii lidskych ledvinnych bungk (HK-2) pfi
teploté 37 °C a 4 °C. Pro inkubaci jsme pouzili rizné ¢asové intervaly (0, 30 a 60 min).
Akumulace [*H]AmB v buiikach pfi 4 °C byla signifikantné nizsi nez v buiikach
inkubovanych pii 37 °C. V casovych intervalech 30 a 60 min pfi 4 °C byla akumulace
[’H]AmB sniZena asi o 60-70 %, (obr. 27).
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Obr. 27 Zavislost akumulace [*H]JAMB v HK-2 bufikdch na inkubacni teploté. HK-2 buiiky byly
inkubovany v triplikatech s [*HJAmMB (1 uM) pii 37 °C a 4 °C ve dvou rliznych Easovych intervalech (30
a 60 min). Hodnota akumulace [*H]AmB v ¢ase 0 min byla odectena. Kazdy sloupec reprezentuje
aritmeticky primér + SD &4sti akumulované davky [*H]AmB.

Po potvrzeni tohoto experimentu jsme pouzili dalsi bunécnou linii reprezentujici
ledvinnou tkan, buniky LLC-PK1. Akumulace [*H]JAmB v té&chto buiikach pii nizké
teploté 4 °C byla opét vyrazné nizsi (asi o 50 %) nez pii 37 °C (obr. 28).

201
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% akumulace AmB (%D/mg proteinu)
2

<

N

Obr. 28 Zavislost akumulace [*HJAmMB v LLC-PK1 bufikach na inkubaéni teploté. [*H]JAMB (1 uM) byl
inkubovan pii 37 °C a 4 °C po dobu 60 min s LLC-PK1 bunkami v triplikatech. Hodnota akumulace
[*H]JAmB v ¢ase 0 min byla odedtena. Kazdy sloupec reprezentuje aritmeticky primér + SD ¢&asti

akumulované davky [*H]JAmB.

Dalsi experiment s LLC-PK1 buikami byl zaméfen na studium linearity
transportu [P(H]JAmB v ¢asovych intervalech do 60 min. Mira akumulace [*H]JAmB byla

ve zvolenych ¢asovych intervalech téméf linearni (R? = 0,9635) (obr 29).
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Obr. 29 Casova zavislost akumulace [P(HJAMB v LLC-PK1 buiikach. [*H]JAmB (1 pM) byl inkubovén pfi
37 °C v riiznych &asovych intervalech s LLC-PK1 butikami v triplikdtech. Hodnota akumulace [*H]AmB
v ¢ase 0 min byla odectena. Kazdy sloupec reprezentuje aritmeticky primér &+ SD ¢asti akumulované davky

[PH]AmB.

6.5.2 Interakce AmB/DOC, AmB a DOC s hOAT1 a hOCT2

Abychom zjistili, jestli komplex AmB/DOC nebo jeho jednotlivé slozky (AmB
nebo DOC) maji afinitu K studovanym SLC transportérim, provedli jsme transportni
experimenty na bunéénych modelech ptechodné exprimujicich hOAT1 nebo hOCT?2.
Bunky jsme inkubovali s pfislusnymi standardnimi substraty v kombinaci s neznacenou
testovanou latkou. Zatimco u AmB jsme nepozorovali Zadnou interakci s hOAT]I
(obr. 30a), AmB/DOC vyrazné inhiboval transport standardniho substratu OATSs
[*H]PAH (obr. 30c). Podobné i DOC samotny také wi¢inné interagoval s testovanym
transportérem a inhiboval akumulaci [*HJPAH v transfekovanych buiikach (obr. 30e).
Protoze samotny DOC inhiboval hOAT1 relativné silné a u AmB jsme interakci
nepozorovali, mizeme se domnivat, ze rozhodujicim komponentem, odpovédnym za
inhibi¢ni vliv AmB/DOC na hOATI, je DOC. Inhibi¢ni t¢inek AmB/DOC a DOC nebyl
uplné shodny. Zjisténd hodnota ICsp AmB/DOC pro hOAT1 se s mirnou signifikanci
(p = 0,029) lisila od ICso samotného DOC.

Zajimavé vysledky odhalilo studium interakce s transportérem V bunkach
transfekovanych hOCT2. AmB i AmB/DOC vyznamné inhibovaly akumulaci [*H]MPP*
V pouzitém bunééném modelu (obr. 30b, d). Inhibié¢ni vliv DOC na akumulaci [*H]MPP*

byl velmi mirny (obr. 30f).
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Obr. 30 Vliv AmB, AmB/DOC a DOC na akumulaci standardnich substrati testovanych transportéri.
HeLa buiky piechodné transfekované expresnim vektorem pro hOAT1 a MDCK II buiky pfechodné
transfekované expresnim vektorem pro hOCT2 byly inkubovany s [*H]PAH (a, c, €) a [*H]MPP* (b, d, f)
Vv piitomnosti postupné se zvySujicich koncentraci AmB, AmB/DOC nebo DOC (0-500 uM) po dobu 2 min
pti 37 °C v triplikatech. Kazdy bod je vyjadien jako aritmeticky primér = SD c¢asti akumulované davky
radioaktivniho substratu. Hodnota akumulace radioaktivniho substratu v bunkach transfekovanych

prazdnym vektorem byla odectena.

Navazujici série akumulacnich studii pro zjisténi specifického transportuAmB do

bunck ovSem neodhalila zddnou signifikantni interakci na transportéru hOAT1 ani na
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hOCT?2 v transfekovanych buiikach ve srovnani s kontrolnimi bunikami transfekovanymi

prazdnym vektorem pCMV6 (obr. 31). AmB ziejmé neni substratem hOCT2 ani hOAT1.
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Obr. 31 Akumulace [*HJAmB v buiik4ch transfekovanych hOCT2 nebo hOATI. [*H]AmMB (1 uM ) byl
inkubovan s burikami transfekovanymi expresnim vektorem pro hOAT1 (a), hOCT2 (b) nebo s buiikami
transfekovanymi prazdnym vektorem pCMV6 pti 37 °C v triplikatech. [*H]MPP* a [*(H]PAH slouzily jako
ukazatele funk¢énosti modelu po transfekci. Kazdy sloupec reprezentuje aritmeticky primér = SD ¢asti

akumulované davky substratu.

Abychom zjistili mozné 1ékové interakce AmB/DOC s potencialné soucasné
podavanymi antivirotiky, které jsou substraty hOAT1, provedli jsme fadu interakénich
transportnich studii s [®H] znadenym adefovirem, tenofovirem nebo cidofovirem
ariznymi koncentracemi AmB/DOC. Vysledky naznacuji schopnost AmB/DOC ovlivnit
akumulaci vsech tii testovanych antivirotik v in vitro podminkach, avsak jen pii vyssich

inkubaénich koncentracich (obr. 32).
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Obr. 32 Vliv AmB/DOC na akumulaci adefoviru, tenofoviru a cidofoviru v HeLa burikach transfekovanych
hOAT1. Akumulace [*HJadefoviru (0,1 uM) (a), [*H]tenofoviru (0,5 pM) (b) a [*H]cidofoviru (70 uM) (c)
v HeLa buiikach pfechodné transfekovanych expresnim vektorem pro hOAT1 byla inhibovana AmB
(0-345 uM) po dobu 2 min pti 37 °C v triplikatech. Kazdy bod vyjadiuje aritmeticky pramér + SD ¢asti
akumulované davky substratu. Hodnota akumulace radioaktivniho substratu v bunkach transfekovanych

prazdnym vektorem byla odectena.

Transportni studie S AmB byly provadény v kratkém Casovém intervalu (2 min),
kdy jsme neocekavali Zadny vyznamny vliv testovanych latek na Zivotaschopnost bunék.
Abychom vylouc¢ili mozZné cytotoxické pusobeni testovanych latek v pribchu
experimetnu, provedli jsme studii ur¢ujici uvolnéni LDH z bunék po 2 minutach a 10 min
pusobeni AmB, AmB/DOC, DOC nebo samotnych rozpoustédel. V této studii jsme

nepozorovali zadné vyznamné zmény v uvolnéni LDH z bungk (obr. 33).
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Obr. 33 Ovéfeni potencialniho cytotoxického plsobeni riznych forem AmB. AmB, AmB/DOC nebo DOC
byly inkubovany s MDCK II bunikami pfechodné transfekovanymi expresnim vektorem pro hOCT2 nebo
prazdnym vektorem pCMV6 v triplikatech. Po inkubaci v Casovych intervalech 2 a 10 min byla
U odebranych vzorkli fluorimetricky méfena uvolnénd LDH. Kazdy sloupec reprezentuje aritmeticky

prumér + SD hodnot fluorescence.
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7 Diskuze

Pro provéadéni experimentll na bunécné tirovni bylo nutné na pracovisté zavést
kultivaci vhodnych bunéénych linii pouzitelnych k transportnim experimentim a jejich
naslednou transfekci. Abychom zvolili vhodnou metodu bunécné tranzientni transfekce,
bylo tfeba provést optimalizacni experimenty, které se tykaly fady parametrt této metody.
K transfekci jsme vybrali buné¢nou linii HeLa a MDCK 1I z diivodu pomérné rychlého
rustu a snadné manipulace. Rozsahlé optimaliza¢ni experimenty byly nutné pro stanoveni
napf. nejvhodnéjsiho intervalu mezi transfekci a provadénymi experimenty tak, abychom
pracovali v dobé s nejvyssi funkci studovaného transportéru. Ptfi vyvoji metod jsme
provadéli funkéni studie se standardnimi radioaktivné znacenymi substraty studovaného
transportéru, kterymi jsme zjistili, jestli dochazi v buiikach transfekovanych funkénim
plazmidem ke zvySeni akumulace standardu pfi srovnani s kontrolnimi butikami
transfekovanymi prazdnym vektorem (pCMV6). V ptipad€ potvrzeni dostate¢né funkce
daného transportéru v transfekovanych bunkach byla exprese ovéfovana pomoci metody
Western blottingu.

Provéadéni transportnich studii a studii cytotoxicity komplikovala nedoste¢na
rozpustnost nékterych testovanych latek ve vodé. Abychom omezili mozné toxické
pusobeni DMSO na builky na minimum, byly experimenty postaveny tak, aby
v inkuba¢nim médiu s pozadovanou koncentraci testované latky nebylo pfitomno vice
nez 1 % rozpoustédla. VétSinu transportnich studii jsme provadéli ve velmi kratkych
casovych intervalech (2 min), kdy je velmi mald pravdépodobnost ovlivnéni Zivotnosti
bungk, které by mohlo mit vyznamny vliv na vysledky experimentu. U studii cytotoxicity
testovanych latek jsme moznost faleSné pozitivnich/negativnich vysledkd vyloucili
I vhodné zvolenymi kontrolami.

Cilem této prace bylo zkoumat interakce vybranych antivirotik a antibiotik
s dalezitymi lidskymi ledvinnymi lékovymi transportéry. Takové zkoumani ma vyznam
predevsim u IéCiv, ktera jsou ledvinami vyznamné vylucovana nebo se v nich dokonce
mohou kumulovat. Z tohoto divodu jsme se zaméfili na studium 1é¢iv, u kterych je
vyznam ledvinné exkrece znam nebo na latky, u kterych lze pfedpokladat, Ze by takto
mohly byt exkretovany. Vyzkum byl orientovan tfemi zakladnimi sméry. Prvnim bylo
zkoumani pomérné duleZitého antiviorotika entecaviru, ureného pro lécbu virové
hepatitidy, u kterého je znamo, Ze je exkretovano ledvinami (Matthews, 2006; Razonable,

2011). Druhou oblasti bylo studium vyvojovych antivirotik ze skupiny acyklickych
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nukleosidovych fosfonati. Tato potencialni 1éCiva jsou strukturné piibuzna klinicky
uzivanym antivirotikiim, jako jsou adefovir, tenofovir ¢i cidofovir, které se vyznacuji
ledvinnou exkreci a potencialni nefrotoxicitou (Cihlar et al., 2009; Izzedine et al., 2005b).
Zkoumani interakci dalezitého antimykotika amfotericinu B bylo tfetim vyzkumnym
smérem, nebot’ toto 1é¢ivo je charakteristické kumulaci v ledvinéach a rizikem nefrotoxicty
(Fanos a Cataldi, 2001; Laniado-Laborin a Cabrales-Vargas, 2009). Z tohoto pohledu je

¢lenéna i nasledujici ¢ast diskuze.
ETV

Pro studium jednotlivych transportnich systémt, které pfispivaji k manipulaci
ETV v ledvinach, jsme vybrali hlavni typy 1ékovych transportérii hojné exprimovanych
v lidskych proximalnich tubulech, které mohou byt potencidlné zapojené do
transmembranového transportu ETV. Prozatim tak rozsahla in vitro studie zaméfena na
transport ETV v ledvinach nebyla provedena. V nasi studii s ETV jsme se zabyvali
pfimym srovnanim transportnich vlastnosti ETV s dalsimi klinicky zndmymi antivirotiky
u kterych je zndmo, Ze vyznamné interaguji s ledvinnymi transportéry. Také jsme
zvazovali mozné souvislosti S piipadnymi toxickymi ucinky, které by mohly byt
nasledkem interakci ETV s pfislusnym transportérem.

Série nasich experimenti s ETV navazuje na nedavné studie in vivo, které ukazaly
na mozné zapojeni transportérti pro organické anionty a kationty pii ledvinné exkreci
ETV (Yanxiao et al., 2011). Autofi prokazali, ze inhibitor OATs probenecid (Burckhardt
a Burckhardt, 2003; Cihlar et al., 1999) a inhibitor OCTs cimetidin (Dresser et al., 2001;
Koepsell et al., 2003) maji inhibi¢ni vliv na renalni exkreci ETV u potkand in vivo.

S vyuzitim in vitro experimenti s pomoci bunééného modelu se stimulovanou
expresi hOAT1 prokédzali interakci ETV s dilezitym ledvinnym transportérem
organickych aniontd hOAT1. V tomrto bod¢ vysledky in vitro podporuji vyse uvedené
udaje zjisténé in vivo a potvrzuji dilezitou tlohu hOAT]1 pii transportu ETV. Na rozdil
od publikovanych studii u potkant in vivo (Yanxiao et al., 2011) a in vitro studii
S ledvinnymi fezy potkana (Xu et al., 2013), které naznacuji i¢ast OCTs na transportu
ETV, jsme ovSem v nasich experimentech s transfekovanym bunéénym modelem in vitro
nepozorovali zadnou interakci ETV s hOCT2 (obr. 11b, 12d). Tento rozpor muze byt
vysvétlitelny skutecnosti, ze na rozdil od experimentii s buiikami transfekovanymi OCT2,

v podminkach in vivo a pfi pouziti ledvinnych fezti mohou pfispivat k ledvinnému
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transportu ETV 1 jiné typy OCTs, které jsou v nativni ledvinné tkani fyziologicky
exprimovany (Karbach et al., 2000; Motohashi et al., 2002). Jinym vysvétlenim by mohly
byt mezidruhové rozdily v afinité ETV k OCTSs. V naSich studiich jsme pouzivali bunécny
model exprimujici lidsky OCT2, zatimco ve zminénych publikacich autoii pracovalti
s potkanimi experimentalnimi modely.

Pouzity bunéény model ndm umoznil provést piimé kvantitativni srovnani
schopnosti interakce ETV s hOATI s dalsimi antivirotiky, u kterych je znama interakce
s hOATI1. Vysledky téchto studii ukéazaly, ze schopnost ETV inhibovat transport
standardniho substratu [*H]PAH (obr. 11a) Vv transfekovanych buikich je podstatné nizsi
nez u adefoviru, tenofoviru a cidofoviru (obr. 14a). Na zaklad¢ ziskanych dat mohou byt
antivirotik sefazena dle afinity k hOAT1 do nasledujiciho potfadi: adefovir > tenofovir
=~ cidofovir >> entecavir.

Na zéakladé prokazané afinity ETV k hOATL1 jsme se v dalSich experimentech
zam¢fili na interakce ETV se tfemi znamymi substraty hOATs - adefovirem, tenofovirem
a cidofovirem (Cihlar et al., 1999; Uwai et al., 2007), které mohou byt v klinické praxi
potencialné podavany soucasné s ETV. Tyto experimenty jsme provedli, abychom zjistili,
zda ETV muze ovlivnit miru jejich transportu téchto antivirotik pomoci hOAT1. Pouzité
inkuba¢ni koncentrace adefoviru, tenofoviru a cidofoviru in vitro odpovidaly
terapeutickym plazmatickym hladindm (Cundy, 1999; Delahunty et al., 2006; Kearney et
al., 2005). V experimentech jsme pozorovali vyraznou interakci ETV se vSemi tiemi
pouzitymi antivirotiky (obr. 16). Nicméné, terapeutické koncentrace ETV v plazmé pti
bézném davkovani se pohybuji maximalné do 50 nM (Matthews, 2006; Yan et al., 2006).
Vzhledem k tomu, Ze zjisténé inhibi¢ni koncentrace ETV byly vyssi o nékolik fadd,
klinicky vyznam té€chto lékovych interakci u OAT1 lze ocekavat pouze v ptipadé
extrémné vysokych plazmatickych koncentraci ETV, které by se mohly objevit pouze za
mimotéadnych okolnosti.

Koncentra¢ni nukleosidové transportéry jsou zodpovédné za vysoce afinitni
koncentra¢ni reabsorpci ptirodnich nukleosidi a jejich analogti v ledvinach (Ritzel et al.,
2001; Rodriguez-Mulero et al., 2005). CNT2 zprostfedkovava uptake antivirovych
purinovych derivat, jako jsou kladribin, fludarabin a clofarabin (Cano-Soldado a
Pastor-Anglada, 2011; King et al., 2006; Lang et al., 2001). Obecnymi strukturnimi
pozadavky pro vysoce afinitni substraty nebo inhibitory nukleosidovych transportéri jsou
2 hydrofobni centra a hydroxylova skupina v poloze 3'-C na pentozovém kruhu (Chang
et al., 2004). Na zaklad¢ téchto udaji by bylo mozné ocekavat urcité interakce s CNTS
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I u ETV. Z tohoto diivodu jsme s pomoci transfekovanych bunéénych modelu testovali
schopnost ETV interagovat s vybranymi nukleosidovymi transportéry. Na zaklad¢
analyzy struktury ETV jsme se zamé&fili na transportéry hCNT2 (puriny preferujici)
a hCNT3 (puriny a pyrimidiny preferujici) (Klaassen a Aleksunes, 2010, Mangravite et
al., 2003). V téchto experimentech byla zjisténa interakce ETV s hCNT2 i hCNT3 (obr.
11c, d; obr 12 b, c). Ziskana data ukazuji, ze interakce ETV s hCNT2 a hCNT3, které
jsou bézné lokalizovany Vv lidskych ledvinach (Mangravite et al., 2003), by mohly hrat
roli v jeho ledvinném transportu. I pfesto, Ze inhibi¢ni G¢inek ETV na transportni funkci
CNTs dle stanovenych ICso nebyl pfilis intenzivni, je dilezité mit tento novy poznatek na
paméti pro dal$i zkoumani interakci ETV s nukleosidovymi transportéry. Na rozdil od
ETV zadné z testovanych srovndvacich antivirotik (adefovir, tenofovir a cidofovir)
v experimentech s MDCK I bunikami piechodné transfekovanymi hCNT2 ani s hCNT3
neiteragoval (obr. 14b, ¢). Vyznamné interakce ETV s témito antivirotiky na studovanych
nukleosidovych transportérech neni tedy mozné ocekavat.

Apikéln¢ umisténé efluxni ABC transportéry hraji dulezitou roli pfi kontrole
akumulace mnoha antiviroticky u¢innych latek a jinych 1é¢iv v riznych tkanich lidského
téla, véetné ledvin (Eilers et al., 2008). Ve studii s ETV jsme zjistili, ze ETV signifikantné
inhibuje BCRP/ABCG2 a P-gp/ABCBL1 (obr. 17). Ve srovnani s P-gp/ABCB1 entecavir
inhiboval funkci BCRP/ABCG?2 relativné méné intenzivné a nekonzistentné ve vztahu
K pouzitym koncentracim. Inhibi¢ni potencial ETV nebyl srovnatelny s pouzitymi
standardnimi inhibitory. V1iv ETV na efluxni transportéry v ledvinach bychom mohli
ocekavat pouze mirny, ktery by se mohl projevit jen pfi relativné vysokych koncentracich
ptresahujicich terapeutické hladiny. Nicméné vySsi koncentrace mize ETV dosahnout
Vv tenkém stfevé po uvolnéni z perordlni 1ékové formy. V takovych situacich by mohl
inhibi¢ni u¢inek ETV ovlivnit funkci transportéru P-gp/ABCB1, ktery je lokalizovan
v membranach enterocyti (Cordon-Cardo et al., 1990; Tiebaut et al., 1987). Vzhledem
k tomu, ze interakce se stfevnimi P-gp/ABCB1 mohou byt dulezitym faktorem
pfi intestinalni absorpci mnoha 1é¢iv (Glavinas et al., 2004), méla by byt 1€kovym
interakcim ETV v GIT na urovni P-gp vénovéana pozornost v dal§im vyzkumu.

Kumulace 1é¢iv v bunkéch zprostfedkovana influxnimi transportéry miize mit
v toxické nasledky. Ho et al. (2000) ukazali, ze OAT1 je transportérem, ktery se mize
podilet na cytotoxickém puisobeni adefoviru a cidofoviru v in vitro podminkach. Je
znamo, ze adefovir, cidofovir a tenofovir po podéani pacientim mohou pisobit

nefrotoxicky (lzzedine et al., 2005b). Protoze je OAT1 jednim z nejvice exprimovanych
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transportérii v ledvinach (Klaassen a Aleksunes, 2010), mizeme piedpokladat jeho
¢astecnou ucast na toxickém pisobeni téchto antivirotik. Prezentované experimentalni
vysledky ukazuji vyrazné nizsi afinitu ETV k hOAT1 a niZsi cytotoxicky ucinek ETV
v bunkach transfekovanych hOAT1 ve srovnani s vySe uvedenymi potencialné
nefrotoxickymi antivirotiky (obr. 18). Z tohoto divodu mizeme ocekavat u ETV
relativné nizké riziko bunééné akumulace a toxicity v tkanich s vysokou expresi OAT1
v porovnani s adefovirem, tenofovirem a cidofovirem.

U pacientt s poruchou funkce jater by mél byt ETV podavan s opatrnosti. Napf.
U pacietni s jaterni cirh6zou a chronickou hepatitidou B léenych ETV je Castym
nezadoucim uc¢inkem laktatova acidéza (Lange et al., 2009). V budoucich studiich by
proto mél byt zkouman transport ETV prostfednictvim transportéri typicky

exprimovanych v jatrech.
ANPs

Vyvoj novych acyklickych nukleosidovych fosfonati trval mnoho let (Holy,
2006). Za tuto dobu bylo objeveno, ze excelentni antivirova aktivita ANPs je pfi¢itana
pfitomnosti katabolicky stabilni fosfonatové vazby. ANPs jsou za fyziologickych
podminek zaporné nabité a prostiednictvim OATs se vyrazné¢ kumuluji v buitkach
ledvinnych proximalnich tubulti (Rizwan a Burckhardt, 2007; Sweet, 2005; VanWert et
al., 2010). Byly publikovany rizné in vitro studie s klinicky vyznamnymi ANPs
prokazujici rendlni akumulaci nékterych acyklickych nukleosidovych fosfonatlh pomoci
OATs ajejich nasledny nefrotoxicky t¢inek (Cihlar et al., 2009; Kohler et al., 2011; Uwai
et al., 2007). V sérii ANPs ovsem existuje n¢kolik slouc¢enin ze skupiny PME a HPMP
s velkou potencialnim ucinkem u onemocnéni vyvolanych DNA viry, retroviry nebo
u onkologickych patologii (Balzarini et al., 2007; Bijsterbosch et al., 1998; Reiser et al.,
2008). Prikladem téchto latek je CPrPMEDAP, ktera je znama jako potencialné vyznamné
antivirové 1écivo pro lé€bu infekci zptisobenych polyomaviry a lidskymi papilomaviry
(De Clercq, 2008). Z literatutry je znamo, zZe latka (S)-HPMPA je aktivni vuci Sirokému
spektru DNA viri @ ma potencial pro pouziti v 1écbé herpetickych infekei rezistentnich
k 1é¢beé konvencnimi 1écivy (De Clercq, 2007b). Interakce uvedenych antivirovych latek
ze skupiny ANPs s ledvinnymi Iékovymi transportéry nebyla dosud zkoumana.

V nasi studii jsme zkoumali nukleosidové fosfonaty ze skupin PME a HPMP,

jimiz byly latky PMEG, PMEO-DAPy a (S)-HPMPA. Pro srovnani jsme testovali
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NO-cyklopropylovy derivat latky PMEDAP (cPrPMEDAP), ktery byl pfipraven jako
prolécivo latky PMEG (Holy et al., 1999; Holy et al., 2001) s niz§im cytotoxickym
pusobenim (Wolfgang et al., 2009). Do naSich experimentd jsme také zafadili latku
GS-9191, ktera byla piipravena jako lipofilni dvojité prolécivo (double prodrug) latky
PMEG. GS-9191 byla navrzena tak, aby zvysila propustnost a akumulaci metabolitii
PMEG v cilovych buiikach. Intracelularné je latka GS-9191 hydrolyzovéana za vzniku
cPrPMEDAP. Nasledné je N8-cyklopropylova ¢ast cPrPMEDAP deaminovana a vznika
PMEG, ktery je rychle fosforylovan a tim vytvaii farmakologicky aktivni formy. Mozné
klinické vyuziti GS-9191 by mélo byt predmétem dalSich studii (De Clercq, 2011;
Wolfgang et al., 2009).

V provedenych studiich, ve kterych jsme zkoumali interakce ANPs se
studovanymi transportéry pomoci transfekovanych buné¢k, bylo zjisténo, Zze zkoumané
latky vykazuji vyznamnou interakci pouze pouze s hOAT1 (obr. 21). Jejich afinitu
k hOATL1 jsme porovnali s klinicky pouzivanymi antivirotiky adefovirem a tenofovirem,
Které jsou znamymi substraty hOAT1 (Uwai et al., 2007). Vysledky ziskané v inhibi¢nich
studiich ukazaly, ze adefovir a tenofovir nejsou jenom substraty hOAT]I, ale také jeho
substraty hOAT3, ovSem hOATI se na jejich transportu ziejmé podili nejvyssi mérou
(Cihlar et al., 1999; Ho et al., 2000; Uwai et al., 2007). Po srovnani hodnot ICso
testovanych ANPs mtZeme dojit k zaveru, ze vétSina testovanych ANPs vykazovala
mnohem nizs§i afinitu k hOAT1 nez adefovir a tenofovir. Tato skute¢nost pravdépodobné
vyplyva ze strukturdlnich rozdili testovanych ANPs ve srovnani s adefovirem
a tenofovirem. Na zakladé piedchozich rozsahlych studii (Ullrich, 1997) je znamo, ze
velikost, hydrofobicita, sila naboje a schopnost tvofit vodikové vazby jsou dulezitymi
pozadavky pfi interakci substrati s OATs (Burckhardt a Burckhardt, 2003). V nasi studii
zkoumané¢ fosfonaty obecné splituji uvedena kritéria, protoze jejich molekulova hmotnost
je nizsi nez 500 (s vyjimkou GS-9191 s molekulovou hmotnosti 734,8), obsahuji
v molekule hydrofobni oblast a nesou negativné nabitou skupinu. AvSak pouze latka
GS-9191 vykazovala srovnatelnou hodnotu ICso s adefovirem a tenofovirem. Literatura
uvadi, ze lipofilni vlastnosti nékterych skupin latek, jako napi. derivati odvozenych od
kyseliny mocové, koreluji s afinitou k OAT1 (Sugawara et al., 2005). Z tohoto divodu
jsme se rozhodli zjistit, zda lipofilita nami testovanych ANPs koreluje s afinitou
k hOAT]1. Dle vypocitanych hodnot (software ACD/Labs) a experimentalné zjisténych
hodnot pomoci HPLC ma nejvyssi lipofilitu latka GS-9191. Dalsi testované ANPs mély
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relativné niz§i lipofilitu s hodnotou logP podobnou adefoviru a tenofoviru. Zadny
korelaéni vztah mezi lipofilitou a afinitu k OAT1 jsme ovSem v sérii testovanych
sloucenin nezjistili. Stanoveni parametrt lipofility lze pokladat za vysoce relevantni,
protoze hodnoty naméiené experimentalné pomoci chromatografické separace vysoce
korelovaly s hodnotami logP vypoctenymi pomoci softwaru ACD/Labs (Pearson r = 0,99,
p < 0,0001).

Ackoliv je N8-substituované prolé¢ivo PMEG, cPrPMEDAP, negativné nabité pfi
fyziologickém pH stejné jako PMEG (Wolfgang et al., 2009), nepozorovali jsme u néj
zadnou interakci s transportérem hOATI1 (obr. 21b). Absence této interakce muze byt
zpusobena  piftomnosti  cyklopropylového substituentu v  poloze N°® ve
2,6-diaminopurinovém cyklu, ktery miiZe stericky branit efektivni interakci CPrPMEDAP
s vazebnym mistem hOATL. Zjisténi, ze testované ANPs nevykazuji interakci s hOCT2
je v souladu s diive in vitro zjisténymi udaji pro adefovir a tenofovir, které ukazuji, ze
hOCT?2 nehraje zadnou roli v jejich piestupudo bunék (Uwai et al., 2007).

Ve studiich ANPs s efluxnimi transportéry P-gp/ABCB1 a BCRP/ABCG2 byla
nejsilngj$im inhibitorem latka GS-9191 (obr. 23-24). Jeji inhibi¢ni aktivita byla
srovnatelnd se specifickym inhibitorem BCRP/ABCG2 - latkou KO143 a specifickym
inhibitorem P-gp/ABCB1 - latkou LY335979. Dalsi testované ANPs vykazovaly
Vv pouzitych in vitro bunéénych modelech pouze velmi malou nebo Zadnou interakci s
efluxnimi transportéry. Relativné silna interakce GS-9191 s efluxnimi transportéry by
mohla byt pfictena lipofilnimu charakteru této latky. Publikované studie, zamétené na
stanoveni vztahu mezi molekularnimi vlastnostmi latek a interakcemi s efluxnimi
transportéry uvadgéji, ze pro interakci substratu s P-gp/ABCBL je dilezité v¢lenéni latky
do lipidové membrany (Szakacs et al., 2008). Typické substraty P-gp/ABCB1 obsahuji
ve své molekule akceptorova mista pro vodikové vazby a hydrofobni skupiny. V dalSich
pozadavcich pro specifické uskupeni atomti v molekule (tzv. farmakoforti) pro substraty
P-gp/ABCBL se literatura neshoduje (Sharom, 2008; Szakacs et al., 2008). Obecné plati,
7e maji tendenci mit rovinné aromatické domény a terciarni aminoskupiny (Szakacs et
al., 2008). Bohuzel existuje mnoho vyjimek z téchto pravidel. Vétsina ANPs v ramci nasi
studie ma teoreticky odpovidajici strukturu, avSak signifikantni interakci s ABC
transportéry jsme neprokazali. Rozhodujicim faktorem pro interakci GS-9191 s efluxnimi
transportéry se v tomto piipadé zd4 jeji vyssi lipofilita.

Né&kolik ¢lent skupiny ANPs plisobi Cytotoxicky vici proliferujicim buiikdm

(Holy et al.,, 2001; Kramata a Downey, 1999). ANPs po piestupu pies buné¢nou
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membranu tvoii v bunikach aktivni fosforylované metabolity, které jsou schopny ukoncit
polymerazovou reakci DNA, coz vede k inhibici syntézy DNA a/nebo opravé DNA
(Balzarini et al., 1991; Kramata a Downey, 1999; Wolfgang et al., 2009). Abychom
zjistili, zda za cytotoxicky uc¢inek ANPs je odpovédny jejich uptake prostfednictvim
hOAT]1 jako tomu je u dalSich latek z této skupiny — adefoviru a tenofoviru, pouzili jsme
HelLa bunky pfechodné transfekované timto transportérem. Bunky transfektované
hOAT]1 byly citlivéjsi k cytotoxickému tcinku vétSiny testovanych ANPs pfi inkubacnim
intervalu po 24 h (obr. 25). Ve srovnani s kontrolou pisobily PMEG a (S)-HPMPA na
bunky transfekované hOATL v naSich experimentalnich podminkach relativné silné
cytotoxicky. Cytotoxicky ucinek PMEG a (S)-HPMPA na transfekované bunky byl
vyrazng intenzivnéj$i nez v ptipadé adefoviru ¢i tenofoviru. Tento vysledek je v souladu
se skuteCnosti, Ze PMEG difosfat (intracelularni metabolit PMEG) je siln&j$im
inhibitorem lidské bunééné DNA polymerazy nez adefovir difosfat (Pisarev et al., 1997).
Vyssi cytotoxicita latek PMEG a (S)-HPMPA v hOATI1 transfekovanych buikach
ptredstavuje nepiimy dikaz toho, ze tyto latky jsou nejen inhibitory, ale i substraty
hOAT1.

Nejvice cytotoxickou latkou mezi testovanymi ANPs byla latka GS-9191. Jeji
toxicky ucinek na kontrolni bufiky transfekované prazdnym vektorem pCMV6 od u¢inku
na bunky transfekované hOATI1. Toto zji$téni znamena, ze neexistuje vyznamny vztah
mezi aktivnim transportem zprostfedkovanym hOATI a cytotoxicitou této latky.
Pravdépodobné je, Ze za vysSi cytotoxicitu tohoto léciva je odpovédna vysoka
hydrofobicita latky GS-9191. Na rozdil od ostatnich testovanych ANPs mtize GS-9191
efektivné vstupovat do bunék pasivni diftzi (Wolfgang et al., 2009), kde mtze dosahovat
nebezpecnych koncentraci, vedoucich k toxickému Uc¢inku. Zda se, Ze transport
zprostfedkovany hOAT1 hraje v tomto ptipadé malo vyznamnou roli.

Pfi testovani interakci testovanych ANPs s SLC transportéry latka CPrPMEDAP
neinhibovala akumulaci standardniho substratu [*H]JPAH v buiikach transfekovanych
hOAT1. Ve studiich zaméfenych na cytotoxicitu jsme pozorovali malé zvySeni
cytotoxického ucinku latky cPrPMEDAP v bunkach transfekovanych hOAT1. Tyto
vysledky by mohly naznacovat, ze CPrPMEDAP neni inhibitor hOAT1, ale mohl by byt
jeho substratem s nizkou afinitou. Zjisténa cytotoxicita CPrPMEDAP byla pfiblizné
devétkrat niz8i nez cytotoxicita PMEG. Zajimavé je, Ze podobny rozdil v toxicité byl

zaznamenan i v diive publikované studii u kralikti in vivo, ve které lokalni podani 1%
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cPrPMEDAP bylo zvifaty tolerovano, zatimco podani 0,1% PMEG jiz zvitaty tolerovano
nebylo (Christensen, 2005).

V podminkach in vitro experimentu byla mezi studovanymi ANPs jedinou
netoxickou latkou PMEO-DAPYy (obr. 25). Toto zjisténi je v souladu s publikovanymi
udaji o nizsi toxicité latky PMEO-DAPy ve srovnéni s adefovirem v experimentech na
mysich infikovanych virem mysiho sarkomu (Balzarini et al.,, 2007). Prestoze
PMEO-DAPY v naSich transportnich studiich interagovala s hOAT1, nepozorovali jsme
u ni zadné cytotoxické pusobeni v buiikach transfekovanych hOAT1 ani v kontrolnich
bunkach. Tento vysledek by mohl naznacovat, ze PMEO-DAPY je pouze inhibitorem a ne
substratem hOAT1. V experimentech s ABC transportéry PMEO-DAPY interagovala
mirné s P-gp/ABCB1. Relativné netoxicky Géinek této latky mize byt ¢asteéné vysvétlen
efluxem PMEO-DAPY z buné€k prostfednictvim jednoho nebo vice efluxnich
transportéru.

Vyse uvedené vysledky studii cytotoxického ti¢inku testovanych ANPs naznacuji,
ze akumulace testovanych latek prostfednictvim hOAT1 mulze zplsobit bunééné
poskozeni. Abychom toto tvrzeni potvrdili farmakologicky, provedli jsme navic testy
toxicity ANPs, ve kterych byl zkouman vliv znamého inhibitoru OATs probenecidu
a inhibitoru/substratu OATs quercetinu (Wong et al.,, 2011). Vysledky této studie
prokazaly, Ze probenecid je schopen efektivné sniZit cytotoxicitu testovanych ANPs
zprostftedkovnou hOAT. Vyjimkou byla pouze latka GS-9191. Podobné pusobil
flavonoid quercetin, ktery mél pozitivni vliv na viabilitu bunék exprimujicich hOAT]I,
které byly vystaveny ucinku studovanych ANPs (obr. 26). Ochranny tc¢inek probenecidu
a quercetinu lze vysvétlit inhibici transportu ANPs prostfednictvim hOAT1. Tyto
vysledky jsou v souladu s udaji, které dokumentovaly, Ze flavonoidy mohou omezovat
svym inhibicnim vlivem na hOATI1 zavaznost rendlniho poskozeni zplsobeného
toxickymi 1é¢ivy (Wong et al., 2011). Zajimavé je, ze soucasné podavani quercetinu
snizilo toxicitu latky GS-9191 v bunkach transfekovanych hOATI, zatimco soucasné
podani probenecidu nemélo zZadny vliv. To by mohlo znamenat, Ze interakce quercetinu
s GS-9191 je pravdépodobné nezavisla na inhibici hOAT1. Moznym vysvétlenim by
mohl byt ucinek flavonoidd na eliminaci volnych radikald nebo jejich vliv na

antiapoptotické mechanismy (Sung et al., 2008).
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AmB

Plsobeni AmB v ledvindich muze byt vyznamné ovlivhéno membranovymi
proteiny, které se podili na transportu 1é¢iv do ledvinnych bunék. Vzhledem k tomu, ze
AmB obsahuje ve své molekule substituenty s kyselou i zasaditou povahou, piedpokladali
jsme, ze by mohl interagovat s transportéry pro organické anionty (OATs) a/nebo
organické kationty (OCTs).

Komplex AmB/DOC v naSich experimentech relativné siln¢ inhiboval hOATL.
Zatimco samotny AmB s timto transportérem neinteragoval, u deoxycholatu sodné¢ho
(DOC) jsme pozorovali vyraznou inhibici akumulace [*H]JPAH v buikéch
transfekovanych hOAT1 (obr. 30). Publikované tidaje uvadi, ze uptake PAH do buiky
zprostfedkovany potkanim OAT1 (rOATI1) byl v bunééné linii lidskych ledvinnych
embryonalnich bun¢k (HEK293) piechodné exprimujicich rOAT1 podobné inhibovan
kyselinou deoxycholovou (Chen et al.,, 2008). To znamena, ze za nami zji§ténou
einterakci AmB/DOC s hOAT]1 je pravdépodobné zodpovédna deoxycholatova (DOC)
¢ast komplexu AmB/DOC a samotny AmB se na této interakci vyznamné nepodili. Na
druhou stranu, relativné intenzivni interakei AmB a AmB/DOC byla
pozorovana V ptipadé transportéru hOCT2 (obr. 30). Pii fyziologickych hodnotach pH se
v molekule AmB diky pfitomnosti aminovych a karboxylovych skupiun vyskytuji jak
pozitivné, tak negativné nabité oblasti. Zatimco AmB nevykazal interakci s OAT1, tak
inhibi¢ni G¢inek na OCT2 byl pomérné silny. Vysvétlenim tohoto rozdilu by mohlo byt
prostorové uspoiadani atomti v molekule AmB, které umozinuje interakci pouze s OCT2.
Vysledky nasich akumulaénich studii ukazaly, Ze AmB neni substratem jak hOAT1, tak
ani hOCT2 (obr. 31). Velka molekulova hmotnost AmB (924,08) patrné zabrafiuje
prostupu pies zminéné transportéry. Tyto poznatky jsou v souladu s tvrzenim, Ze
idealnimi kandidaty transportu popmoci OATs jsou slouceniny o velikosti molekuly do
500 Da (Srimaroeng et al., 2008; Ullrich, 1997).

Akumulace AmB v lidskych ledvinnych bunkach (HK-2) i v prasecich buiikach
proximalniho tubulu ledvin (LLC-PK1) byla signifikantn¢ inhibovéana nizkymi teplotami.
Tento nalez demonstruje vyznamny pfispévek aktivnich transportnich procest
k akumulaci AmB v bunikach. K podobnym vysledkim dospéli autofi in vitro studie
S ovarialnimi bunikami ¢inského kiecka (CHO), ve kterych se po 1 h inkubace pfi teploté
5 °C vyrazné¢ snizila akumulace AmB ve srovnani s inkubaci pti 37 °C (Vertut-Doi et al.,

1994). Tito autofi také zjistili, ze internalizace AmB v CHO bunkach muze byt



87

zprostfedkovana aktivni endocytézou. V této studii byla zkoumana nternalizace AmB
Vv delSich ¢asovych intervalech. ProtoZze naSe bunécné experimenty neukazaly schopnost
hOATI1 ani hOCT2 transportovat AmB do bun¢k, muze byt aktivni endocytdza
povazovana za jeden z moznych mechanismt podilejicich se na bunéné akumulaci
AmB. V nasich experimentech byla ¢asova zavislost akumulace [*H]JAmMB v LLC-PK1
bunikach ve zvolenych intervalech do 1 hod téméf linearni, coz svéd¢i spiSe o pasivni
povaze transportu. Pro detekci priikazu moznych aktivnich internaliza¢nich procesi je
pravdépodobné potiebna inkubace v delSich ¢asovych intervalech.

Experimenty s vyuzitim perfundované potkani ledviny ukazaly, ze inhibitor OATs
probenecid ani inhibitor OCTs TEA nezménily signifikantné renalni clearance AmB ve
srovnani se samotnym poddnim AmB do perfuzniho roztoku (Trejtnar et al., 2014). Tento
vysledek je v souladu s vysledky experiment s transfekovanymi bunéénymi liniemi, ve
kterych jsme nedetekovali zadny uptake AmB prostiednictvim transportérd hOAT1
ahOCT2. V bunéénych i organovych experimentech byly pouzity koncentrace inhibitort
efektivné inhibujici transport prosttednictvim studovanych transportérti (Koepsell et al.
2007; Lepsy et al., 2003; Ma et al., 2009; VanWert et al., 2010). Vzhledem k tomu, Ze
jak uptake v bunétnych modelech, tak i renalni exkrecni paramentry AmB nebyly
ovlivnény pfidanim inhibitord OATs a OCTs, mizeme tvrdit, Ze tyto transportéry nehraji
vyznamnou roli v ledvinné exkreci AmB.

Dalsi budouci vyzkumné prace by se mély zaméfit na vliv efluxnich transportért
lokalizovanych v ledvinach, jako jsou P-gp/ABCB1 nebo BCRP/ABCG2, (Klaassen
a Aleksunes, 2010) na renalna exkreci AmB, protoze vysledky ziskané ve studii
s perfundovanou ledvinou potkana naznacuji mirny piispévek tubularni sekrece
k ledvinné exkreci AmB (Trejtnar et al., 2014). Bohuzel tdaje o interakcich AmB
s efluxnimi transportéry nejsou témeét dostupné. Pouze jedna studie na potkanech in vivo
uvadi lékové interakce AmB na P-gp v GIT. Autofi pozorovali, Ze poddvani AmB
signifikantné zvysSilo expresi P-gp, coz vedlo ke sniZeni biologické dostupnosti
cyklosporinu A (Ishizaki et al., 2008).

Publikované studie in vitro uvadéjii, ze AmB muze ve vod¢ disociovat z kazdé
1ékové formy obsahujici AmB/lipidovy komplex bez ohledu na pouzité typy lipida
(Brajtburg a Bolard, 1996; Legrand et al., 1997). Takova situace muze nastat také
Vv té€lnich tekutinach. Volny AmB (uvolnény z kompexu) je pak distribuovan do télesnych
tkani a orgdnii véetné ledvin. V naSich experimentech jsme zjistili, Ze interakce AmB se

studovanymi transportéry jsou zavislé na formé¢ AmB (obr. 30). Pomér volného AmB
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a AmB v komplexu s DOC v krvi nebo moc¢i muze byt tedy dilezitym faktorem pii
urovani interakce s transportéry in vivo. Bohuzel zadna informace o tomto poméru
zjisténa piimym méfenim v in vivo podminkach neni zatim k dispozici. Po podani
AmB/DOC se v organismu pravdépodobné vyskytuje urcité mnozstvi volného AmB.
V literatuie ovSem neni Zadna zminka o klinicky vyznamnych lékovych interakcich AmB
zpusobenych ovlivnénim membranovych transportnich mechanismt (Gubbins a Amsden,
2005; Gubbins a Heldenbrand, 2010). Klinicky znamé Ilékové interakce AmB
s cyklosporinem, tacrolimem, digoxinem ¢i aminoglykosidy vyplyvaji z toxickych u¢inka
1é¢iva, které nasledné vedou ke zménam farmakokinetiky a u¢inku soucasné podavanych
1é¢iv (Gubbins a Amsden, 2005; Gubbins a Heldenbrand, 2010). Celkova koncentrace
AmB v plazmé pii predepsanych terapeutickych davkach se u pacienti pohybuje
maximalné mezi 1-5 pM (Bellmann, 2007; Brajtburg a Bolard, 1996). Nami zjisténa ICsg
AmB pro OCT?2 je ptiblizné 8 uM (obr. 30b). AmB by tedy potencialné mohl zpisobit
interakce s jinymi léCivy, které jsou v organismu transportovany OCT2. Vysoka
vazebnost AmB na proteiny lidské plazmy in vivo (Bekersky et al., 2002; Robbie a Chiou,
1998; Wasan et al., 1998) vede pravdépodobné k mnohem niz$i koncentraci volného
AmB, které mohou efektivné ovlivnit ledvinnou tkan. To by mohlo byt vysvétlenim, pro¢
farmakokinetické 1ékové interakce AmB zalozené na ovlivnéni hOCT2 nebyly zatim
v klinické praxi pozorovany. Klinicky vyznamné interakce AmB s OCT2 lze tedy
oc¢ekavat pouze v piipadé extrémné vysokych plazmatickych koncentraci AmB/DOC
zpusobenych piedavkovanim nebo intoxikaci. Na druhou stranu, v nékterych studiich na
zvitatech a v lidskych biodistribu¢nich studiich byly nalezeny koncentrace AmB
Vv ledvinach a jatrech mnohem vyssi nez v krvi (Bellmann, 2007; Brajtburg a Bolard,
1996). Z tohoto dtivodu by v budoucich in vivo experimentech bylo zadouci zjistit, zda
akumulace AmB v tkénich mize mit vliv na farmakokinetiku 1é¢iv transportovanych
OCT?2. Protoze interakcni schopnost latek s transportéry pro organické kationty se mize
u jednotlivych subtypti OCTs zna¢né piekryvat, AmB by mohl také interagovat napf.
s OCT1 (Ciarimboli, 2011; Nies et al., 2011), coz je dulezity transportér, ktery
zprostfedkovavd membranovy transport mnoha latek v jatrech (Ciarimboli, 2011; Nies et
al., 2011). Experimenty zaméfené na interakci AmB s jaternimi OCTs by mohly byt
dal$im namétem pro budouci vyzkumné prace.

Po experimentalnim zjisténi, ze AmB/DOC se chova jako inhibitor hOAT1 jsme
se dale zaméfili na studie interakci AmB/DOC se tfemi zndmymi substraty OATs,

adefovirem, tenofovirem a cidofovirem (Cihlar et al., 1999; Uwai et al., 2007), které jsou
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exkretovany ledvinami prostfednistvim téchto transportéri. Pouzité inkubacni
koncentrace adefoviru, tenofoviru a cidofoviru odpovidaly lidskym terapeutickym
plazmatickym hladinam (Cundy, 1999; Delahunty et al., 2006; Kearney et al., 2005).
U vSech tfi antivirotik jsme prokazali in vitro interakci s AmB/DOC v bunkach
transfekovanych hOAT1 (obr. 32). Jelikoz stanovené inhibi¢ni koncentrace AmB/DOC
vV tomto experimentu byly o nékolik tadi vyS$i nez koncentrace terapeutické,
pravdépodobnost vzniku Iékovych interakci s testovanymi antivirotiky zalozena
na hOAT1 by méla byt nevyznamna. Toto pozorovani je v souladu s absenci klinickych
udaji o farmakokinetickych interakcich mezi AmB a zkoumanymi antivirotiky. Na
zaklad¢ téchto vysledku jsme se rozhodli dale nepokrac¢ovat v in vitro experimentech
tykajicich se urCeni pfispévku jednotlivych slozek komplexu AmB/DOC k interakci
s adefovirem, tenofovirem a cidofovirem na hOAT 1, nebot’ by nebyly klinicky relevantni.
Z vysledku diive zminénych experimenti je ovSem odvoditelné, ze za interakci
s antivirotiky na OAT1 je pravdépodobné odpovédny DOC.

Pro potvrzeni, zda zjiSténé interakce AmB/DOC se studovanymi transportéry
nejsou nespecifického charakteru v disledku poSkozeni experimentalnich bunck, byla
provedena studie zaméfena na ovétreni cytotoxického uc¢inku AmB (obr. 33). Tato studie
ukazala, ze AmB/DOC, AmB a DOC nevykazuji v intervalu 2 a 10 min detekovatelné
cytotoxické ucinky.
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8 Zaver

Nezbytnym piedpokladem pro studium interakci 1éCiv a dalSich latek
S membranovymi 1ékovymi transportéry in vitro bylo zavedeni adekvatnich metod na
pracovisté. Po rozsahlé optimalizaci byly uspéSné zavedeny postupy zalozené na
prechodné transfekci vhodnych bunéénych linii expresnimi plazmidy pro vybrané lidské
SLC transportéry. Byla ovéfena funkénost pfipravenych in vitro modeli a potvrzena
zvySend exprese transportérti. Tyto bunééné modely jsou aplikovatelné pii vyzkumu
zaméfeném na ledvinné transportéry hOAT1, hOCT2, hCNT2 a hCNT3. Uspé&sné pouziti
téchto modell pii zkoumani interakci s transportéry u vyvojovych antivirotik ze skupiny
acyklickych nukleosidovych fosfonati (latky GS-9191, PMEO-DAPy, PMEG,
cPrPMEDAP, (S)-HPMPA), antivirotika entecaviru a antimykotika amfotericinu B
v komplexu s deoxycholatem (AmB/DOC), prokazalo jejich vhodnost pro dany typ
farmakologickych in vitro studii.

V provedenych experimentalnich pracich jsme zjistili interakce ETV s nékterymi
transportnimi systémy vyznamné exprimovanymi v lidskych ledvinach. V ptipadé
hOAT]1 jsme potvrdili inhibi¢ni potenci ETV a specificky transport timto transportérem.
Novym poznatkem je pifedevSim zjisténi, ze ETV je inhibitorem a substratem hCNT2
a hCNT3. K ovlivnéni vSech uvedenych transportnich systémi dochazi ovSem az pii
koncentracich ETV vyrazné vyssich, nez jsou terapeutické. Ve srovnani se zndmymi
substraty hOAT1, adefovirem, tenofovirem a cidofovirem, byl u ETV nalezen nizsi
toxicky ucinek zprostfedkovany transportem pomoci hOATL, coz naznaduje niz$i
nefrotoxicky potencial vazany na tento transportér neZ je u srovnavacich antivirotik. ETV
vykazoval mirny inhibi€ni vliv na funkci efluxnich transportéri, BCRP/ABCG2
a P-gp/ABCB1, coz by mohlo mit vyznam pro jeho ucinky v jinych tkanich exprimujicich
tyto transportéry. Celkové ma ETV ve srovnani s nefrotoxicky plisobicimi antivirotiky
mnohem mén¢ intenzivni interakce s ledvinnymi transportéry, které¢ pravdépodobné
nemohou vyustit in vivo pfi béZzném davkovani v toxicitu vazanou na tyto transportéry,
ani byt za béZnych okolnosti pfi¢inou interakei s jinymi lé€ivy v ledvinach.

Na rozdil od dalSich zkoumanych influxnich transportérii se hOAT1 ukézal byt
dilezitym transportérem pro uptake vétSiny zkoumanych vyvojovych ANPs
v modelovych bunikach, prestoze u nich byly nalezeny vyznamné mezilatkové rozdily.
Tento transportér hraje i vyznamnou roli v jejich cytotoxickém pusobeni. VétSina

zkoumanych ANPs vykazovala cytotoxické ucinky, které byly u latek s hydrofilné€jSim
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charakterem zprosttedkovany jejich akumulaci v bunkach pomoci hOATL1. Lipofilng;si
latky z této skupiny, prestoze vyrazné interagovaly s hOATI1, vykazovaly silny
cytotoxicky efekt nezavisly na transportu pomoci hOATI. Vyssi cytotoxicita ANPS
s afinitou k hOATI1 je nepiimym dikazem, ze tyto latky jsou nejen inhibitory, ale
I substraty hOAT1. V této skupiné latek jsme neprokéazali zadnou relaci mezi afinitou
k transportéru hOAT1 a lipofilitou zkoumanych molekul. Z testovanych ANPs
signifikantn¢ interagovala s efluxnimi transportéry P-gp/ABCB1 a BCRP/ABCG2 pouze
latka GS-9191. Protoze zjisténé interakce ANPs s hOAT1 by mohly mit vyznam pro
jejich ledvinnou exkreci in vivo, je tieba pii dalsim vyvoji latek ze skupiny ANPs brat
Vv tvahu jejich potencialni nefrotoxicky ucinek zprostfedkovany témito membranovymi
transportéry. V dalsi studii byl prokdzdn vyznamny inhibi¢ni vliv AmB na hOCT2,
AmB/DOC na hOCT2 i hOAT1 a DOC na hOATI. Tyto vysledky jsou prvni popsanou
interakci AmB s SLC transportéry. Z nalezt plyne, ze kazda ze slozek v klinické praxi
uzivaného komplexu ma jiny inhibi¢ni potencidl. AmB vSak neni substratem hOCT2.
U AmB jsme vSak prokazali vyznamny ptispévek aktivnich transportnich procesii na jeho
uptake v bunkach. To znamena, ze aktivni transport AmB do bunék je patrné vazan na
jiné transportni mechanismy. Pfestoze se inhibi¢ni u€inky AmB na hOCT?2 projevily pfi
koncentracich prevysujicich bézné terapeutické plazmatické hladiny, mohl by se mozny
vliv na transportér a s nim souvisejici nasledky projevit pfi pfedavkovani ¢i kumulaci

1é¢iva.
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Members of acyclic nucleoside phosphonates (ANPs) possess antiviral and antiproliferative activities.
However, several clinically important ANPs may cause renal injury, most likely due to their active accu-
mulation in the renal tubular cells. The goal of this study was to investigate in vitro relationships between
the affinity of several structurally related potent ANPs to selected human transporters and their cyto-
toxicity. SLC (solute carrier family) transporters (hOAT1, hOCT2, hCNT2, hCNT3) and ABC (ATP-binding
cassette) transporters (MDR1, BCRP), which are typically expressed in the kidney, were included in the
study. The transport and toxic parameters of the tested compounds were compared to those of two clin-
ically approved ANPs, adefovir and tenofovir. Transport studies with transiently transfected cells were
used as the main method in the experiments. Most of the ANPs studied showed the potency to interact
with hOAT1. GS-9191, a double prodrug of PMEG, displayed an affinity for hOAT1 comparable with that of
adefovir and tenofovir. No significant interaction of the tested ANPs with hOCT2, hCNT2 and hCNT3 was
observed. Only GS-9191 was found to be a strong inhibitor for both MDR1 and BCRP. PMEO-DAPy showed
the potency to interact with MDR1. Most of the tested substances caused a significant decrease in cellular
viability in the cells transfected with hOAT1. Only with the exclusion of GS-9191, a relatively lipophilic
compound, did the in vitro cytotoxicity of the ANPs closely correspond to their potential to interact with
hOAT1. The increased cytotoxicity of the studied ANPs found in OAT1 transfected cells was effectively
reduced by OAT inhibitors probenecid and quercetin. The higher cytotoxicity of the compounds with
affinity to hOAT1 proved in the inhibitory experiments evidences that ANPs are not only inhibitors but
also substrates of hOAT1. Any clear relationship between the potency of ANPs to inhibit the studied
efflux transporters and their cytotoxicity was not demonstrated. In conclusion, the study documented
that among the studied transporters hOAT1 seems to be the decisive determinant for renal handling in
most of the tested ANPs. This transporter may also play an important role in the mechanism of their
potential cytotoxic effects. These facts are in good accordance with previous findings in the clinically
used ANPs.

© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

A

iations:  ABC, ATP-binding cassette; ANPs, acyclic nucleoside phos-
phonates; BCRP/ABCG2, breast cancer resistance protein; CNTs, concentrative
nucleoside transporters; DMEM, Dulbecco’'s modified Eagle’s medium; EMEM,
Eagle’s minimum essential medium; hCNT2, human concentrative nucleoside trans-
porter 2; hCNT3, human concentrative nucleoside transporter 3; HeLa, human
cervical epitheloid carcinoma cell line; hOAT1, human organic anion transporter
1; hOCT2, human organic cation transporter 2; ICs, inhibitory concentration to
reduce substrate accumulation to 50%; MDCK II, Madin-Darby canine kidney I
cell line; MPP*, 1-methyl-4-phenylpyridinium; MRPs, multidrug-resistance pro-
teins; OATSs, organic anion transporters; OCTs, organic cation transporters; PAH,
para-aminohippuric acid; RFU, relative fluorescence units; SLC, solute carrier family.
* Corresponding author. Tel.: +420 495 067 436; fax: +420 495 067 170.
E-mail address: trejtnarf@faf.cuni.cz (F, Trejtnar).

0300-483X/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http://d~.doi.org/10.1016/j.tox.2013.07.004

Acyclic nucleoside phosphonates (ANPs) are nucleotide analogs
originated at the Antonin Holy Laboratory at IOCB (Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry, Prague, Czech Republic) that
have been shown to possess broad spectrum antiviral, cytostatic
and antiproliferative activities. ANPs such as tenofovir, adefovir or
cidofovir have been licensed for the treatment of various DNA virus
and retrovirus infections (De Clercg, 2007a,b; Holy, 2006). Their
characteristic phosphonate group is unique in that it is attached to
the nucleoside analog in the formation of phosphonomethyl ether
and thus can withstand an attack by esterases and other catabolic
enzymes (De Clercq, 2007a,b). ANPs are excreted predominantly
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by the kidney using tubular secretion mechanisms (Cihlar et al.,
1999). The transport of ANPs in the renal proximal tubules is medi-
ated specifically by uptake at the basolateral membrane and efflux
at the luminal membrane. Treatments that enhance accumulation,
such as those that block efflux, may cause a change of excretion
equilibrium and thus result in renal damage (Cundy et al., 1996; De
Clercq, 2011; Izzedine et al., 2005).

A group of several multispecific drug transporters from the
solute carrier family (SLC) such as organic anion and cation trans-
porters (OATs/OCTs), nucleoside transporters (NTs) and numerous
others may be an important entrance pathway into cells, and
could significantly contribute to the cellular accumulation of antivi-
ral agents. Uptake in the renal tubular cells mediated by these
transporters may be potentially responsible for the renal toxic-
ity detected in several ANPs (Cihlar et al., 2009; Klaassen and
Aleksunes, 2010; Minuesa etal.,2011).It has been proven that cido-
fovir and adefovir as well as other antiviral nucleoside phosphonate
analogs PMEG and PMEDAP are high-affinity substrates for human
organic anion transporter 1 (hOAT1) (Cihlar et al., 1999). Related to
toxicity, the expression of hOAT1 has been observed to induce the
cytotoxicity of adefovir and cidofovir in Chinese hamster ovary cells
stably transfected with hOAT1 (Ho et al., 2000). Transporters from
the ABC (ATP-binding cassette) superfamily, multidrug resistance
P glycoprotein (PgP/MDR1/ABCB1) and breast cancer resistance
protein (BCRP/ABCG2) localized to the luminal membrane of the
proximal tubular cells have been shown to mediate the efflux of
xenobiotics in proximal tubules (Eilers et al.,, 2008; Van de Ven
et al,, 2009; Sarkadi et al., 2006). The goal of this study was to
investigate in vitro if other members of ANPs with potent antiviral
activity may demonstrate a similar affinity to renal drug trans-
porters as the commonly used antivirals adefovir and tenofovir,
or if other uptake and efflux transporters abundantly expressed
in the kidney may potentially play a role in renal accumulation
of these compounds. The study presents data on the interactions
of five ANPs from groups of PME, 2-(phosphonomethoxy)ethyl
and HPMP, 3-hydroxy-2-(phosphonomethoxy)propyl compounds
(Fig. 1), respectively, with selected human uptake (hOAT1, hOCT2,
hCNT2, hCNT3) and efflux (ABCB1, ABCG2) transporters, which are
typically expressed in the kidney. Our work shows possible rela-
tionship between the potency of the agents to interact with the
studied transporters and their cytotoxicity. In addition, we have
tried to consider the possible significance of liphophilicity in the
interaction of the studied agents with the relevant transporters.

2. Materials and methods

2.1. Chemical reagents used

PMEG, 9-[2-(phosph hoxy)ethyl] cPrPMEDAP, 9-(2-phosp-
honylmethoxyethyl)-N(6)-cyclopropyl-2,6-diaminopurine, GS-9191, (L-phenylal-
anine, N,N'-[[[2-[2-amino-6-(cyclopropylamino)-9H-purine-9-yl]ethoxy]methyl]
phosphinylidene]bis-, bis(2-methylpropyl) ester),  (S)-HPMPA, (S)-9-
[3-hydroxy-(2-phosph hoxy)propyl]ad PMEO-DAPy, 24-diamino-6-
[(2-phosphonomethoxy)ethyl]purine were synthesized by the Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry AS CR, Prague, Czech Republic. For the experiments,
GS-9191 and PMEG were dissolved in dimethyl sulfoxide, cPrPMEDAP, (S)-HPMPA
and PMEO-DAPy in water and diluted with the incubation medium. Quercetin in
the form of dihydrate and probenecid were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA).

[5-3H]-uridine ([*H]-uridine) were obtained from Moravek Biochemicals (Brea,
USA), p-[glycyl-2-*H]-aminohippuric acid ([*H]-PAH) was purchased from Perkin
Elmer (Waltham, USA). Methyl-4-phenylpyridinium acetate, N-[methyl-*H] ([3H]-
MPP*)was obtained from American Radiolabeled Chemicals (St. Louis, USA). Hoechst
33342 and the specific ABCG2 inhibitor KO143 were purchased from Sigma-Aldrich.
The specific ABCB1 inhibitor LY335979 was obtained from Karl-Schmid (Munich,
Germany).

OAT1 (SLC22A6) expression plasmid, transcript variant 2, cat. number:
RC207579; OCT2 (SLC22A2) expression plasmid, cat. number: RC207921; CNT2
(SLC28A2) expression plasmid, cat. number: RC211308; CNT3 (SLC28A3) expres-
sion plasmid, transcript variant 2, cat. number: RC210847 and pCMV6-Entry vector,
cat. number: PS100001 were obtained from OriGene Technologies (Rockville, USA).

2.2. Hela cell culture

The human cervical epithelioid carcinoma cell line (HeLa) was purchased
from the European Collection of Cell Culture (Salisbury, UK). The cells (passages
15-25, 28-30) were routinely cultured in 75 cm? cell culture flasks in a humidified
atmosphere containing 5% CO at 37 C in cell culture Eagle’s minimum essential

dium (EMEM) ! d with 10% fetal bovine serum, 1% nonessential amino
acids and 2mM L-glutamine. Confluent cells were split every 4 days using 0.25%
trypsin/EDTA solution.

2.3. MDCK I cell cultures

The Madin-Darby canine kidney cell line (MDCK 11) was purchased from the
European Collection of Cell Culture (Salisbury, UK). The MDCK I cells (passages
11-20), ABCG2-transduced MDCK Il subline (passages 5-11), which stably expresses
ABCG?2 protein (a breast cancer resistance protein) and ABCB1-transduced MDCK II
subline (passages 5-11), which stably expresses ABCB1 protein (kindly provided by
Assoc. Prof. Petr Pavek) were routinely cultured in 75 cm? cell culture flasks in Dul-
becco's modified Eagle’s medium (DMEM) supy d with high glucose, 2 mM
L-glutamine and 10% fetal bovine serum in a humidified atmosphere containing
5% COz at 37°C. Confluent cells were split every 4 days using 0.25% trypsin/EDTA
solution.

2.4. Transient transfection

The Hela cells were seeded at a density 7 x 10 cells/well in 24-well plates.
The MDCK Ii cells were seeded at a density 2 x 10° cells/well in 24-well plates. The
following day the cells were transiently transfected with the appropriate plasmid
expressing either the studied influx transporter or the empty vector (pCMV6) using
the Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA) and Opti-MEM (Invitro-
gen, Carlsbad, USA) according to the manufacturer’s protocol. Transport assays in the
HeLa cells transiently transfected with hOAT1 were performed 48 h after transfec-
tion. Transport assays in the MDCK Il cells transiently transfected with hOCT2, hCNT2
or hCNT3 were performed 24 h after transfection. The cells transiently transfected
with empty vector served as the control.

2.5. Interactions with SLC transporters

Interactions of the tested ANPs with the SLC transporters were carried out in 24~
well plates as described previously (Errasti-Murugarren et al., 2010). The transport
solution contained 130 mM NaCl, 4mM KCI, 1 mM CaCl;, 1 mM MgCl,-6H,0, 5 mM
glucose and 10mM HEPES, pH 7.4. The cultivation medium was removed and the
cells were washed with transport solution and preincubated for 10min at 37 C.
The prototypical substrate or tested radioactive substance dissolved in transport
solution was added in triplicates to the cell monolayers and incubated for 2 min.
[*H]para-aminohippuric acid ([*H]PAH) was used as a specific substrate for hOAT1,
[3H]methyl-4-phenylpyridinium ([*HJMPP*) for hOCT2 and [*H]uridine for CNTs.
The rate of inhibition of the intracellular accumulation of the radioactive substrates
induced by gradually increasing concentrations of PMEG, cPrPMEDAP, (S)-HPMPA
or PMEO-DAPy (0-1000 M) or GS-9191 in concentration (0-250 M) was used as a
measure of the affinity to the transporter. The incubation was terminated by washing
the cells twice with an ice-cold solution containing 137 mM NaCl and 10 mM HEPES,
PH 7.4.The cells were disintegrated with 0.1 mL of TritonX 0.5% in 100 mM NaOH for
60 min. The radiotracer accumulation in the cells transfected with empty vector was
subtracted. After disintegration, cell protein content was measured using the BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA). Finally, the radioactivity of the
samples in scintillation solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) was measured with
a beta counter (Tri-Carb 2900TR; Perkin Elmer, Shelton, USA). All the values were
standardized against protein content, which was determined using the bicinchonic
acid method. The results on affinity were expressed as inhibitory concentration
ICsp calculated with a nonlinear regression analysis using GraphPad Prism software
(version 6).

2.6. Interactions with ABC transporters

Interactions of the tested ANPs with the selected ABC transporters were studied
using stably transfected MDCK II cells. MDCK-ABCG2 and MDCK-ABCB1 (2 x 10%)
cells were seeded on a 24-well plate 24h before the experiment. The cell cul-
ture medium was removed and the cells were washed twice with pre-warmed
transport medium containing NaCl 130 mM, KCI 4mM, CaCl, 1mM, MgCl, 1mM,
glucose 5mM, HEPES 10mM, pH 7.4. The cells were then preincubated in trans-
port medium with a three-point concentration scale of ANPs at 37 C in 5% CO, for
30 min before Hoechst 33342 (8 uM) was added. Specific ABCG2 inhibitor KO143 as
well as LY335979 as a specific inhibitor of ABCB1 were used as the comparators for
inhibition. Relative fluorescence units (RFU) in bottom mode (excitation =360 nm,
emission =465 nm) were measured immediately after the addition of Hoechst 33342
in 1 min intervals for 31 min at a constant temperature of 37 'C (Genios Plus, Tecan,
Salzburg, Austria).
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Fig. 1. Chemical structure of ANPs tested in the study: PMEG (a), cPrPMEDAP (b), PMEO-DAPy (c), (S)-HPMPA (d), GS-9191 (e), adefovir (F), tenofovir (8)-

2.7. Cell viability assays

The Hela cells were seeded in density 1.5 x 10 cells per well in a 96-well plate,
On the following day the cells were transiently transfected with plasmid expressing
hOAT1 or empty vector as described above. Experiments were carried out simulta-
neously for the hOAT1 and empty vector-transfected cells. 48 h after transfection,
the cells were treated with each of the tested ANPs dissolved in water or in DMSO

test (GraphPad Prism software, version 6). Differences were considered significant
at p-value <0.05.

2.9. Relation of lipophilicity and affinity to transporters

Lipophilicity parameter logP of the tested compounds was calculated using
software Advanced Chemistry Develupment Inc., Toronto, Canada (ACD/Labs)

by dilution, so that the final solution contained less than 1% DMSO in the medii
The tested compounds were prepared in incubation concentrations 50, 500 and
1000 pM in triplicates. GS-9191 was prepared in concentrations 10, 30, 100 pM in
triplicates. In addition, the transfected and control cells were incubated with the
tested ANPs at concentration 1000 wM (GS-9191 at concentration 100 j.M) in pres-
ence of probenecid (500 M) or quercetin (50 wM). The controls: 100% cell viability,
0% cell viability (the cells treated by 10% DMSO0), no cell control and vehiculum con-
trols were also prepared in triplicates. After a 24 h incubation period in a humidified
atmosphere containing 5% CO; at 37 "C, the reagent from the kit CellTiter 96 AQue-
ous One Solution Cell Proliferation Assay (CellTiter 96; PROMEGA, USA) was added.
After a 1 hincubation at 37 “C the absorbance was recorded at 490 nm. For the eval-
uation, the final viability of the cells transfected with hOAT1 was compared to that
of the control cells transfected with empty vector.

2.8. Data analysis

Data obtained in the transport experiments are expressed as means # SD. The
statistical significance of the difference in the parameters was determined using
two way analysis of variance (ANOVA) or one-way ANOVA followed by Bonferroni's

Lipophilicity was also d exper by means of chr

separatmn on a RP-HPLC Cyg column (Servusova et al., 2012) and expressed as
the logk value derived from the retention time of the individual compounds.
Correlations between the lipophilicity parameters and ICsp were evaluated using
the software GraphPad Prism (version 6).

3. Results
3.1. Interaction with SLC transporters

To prove whether the studied ANPs have an affinity to the tested
transporters, the cell lines transiently transfected with hOAT1,
hOCT2, hCNT2 or hCNT3 were incubated for 2 min with [*H] labeled
prototypical substrates in combination with a selected unlabeled
ANP. The time dependent uptake of [*H] labeled prototypical sub-
strates in all tested cell models was linear within the first 5min
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Fig. 2. Comparison of affinity of the tested ANPs for hOAT1 in transiently transfected Hela cells. HeLa cells transiently transfected with expressing vector for hOAT1 were
incubated with 1 M [*H] PAH in gradually increasing concentrations of PMEG (a), cPrPMEDAP (b), PMEQ-DAPY (c), (S)-HPMPA (d), tenofovir (e), adefovir (f) or GS-9191(g)
for 2min at 37 C in triplicates. Each point represents means =+ SD of three independent experiments of the accumulated amounts of 1 M [*H] PAH. ICsp value represents
inhibitory concentration of the studied antiviral agent calculated using nonlinear regression analysis. Value of 1 1M [*H] PAH accumulation in the cells transfected with

empty vector was subtracted.

of incubation (data not shown). In the experiments, the studied
ANPs showed a potency to inhibit only the accumulation of [3H]-
PAH in transiently transfected cells with hOAT1 (Fig. 2). The tested
ANPs could be divided into three groups according to the affinity for

hOAT1. The first group included ANPs with a relatively low affinity
to hOAT1: PMEG, PMEO-DAPy and (S)-HPMPA. The second group,
including adefovir, tenofovir and G5-9191, exhibited a comparable
and relatively strong affinity to hOAT1. The affinity of G5-9191 was
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found to be approximately 15-fold higher than that of the ANPs
from the first group. The third group contained only cPrPMEDAP,
which did not show any significant potency to inhibit the accumu-
lation of [>H]-PAH in the cells transfected with hOAT1. Moreover,
no significant interactions of the tested ANPs with hOCT2, hCNT2
and hCNT3 were observed under the used conditions (Fig. 3).

3.2. Interactions with ABC transporters

To test the possible inhibition of ABCB1 and ABCG2 by the
tested ANPs, the accumulation of Hoechst 33342 was investigated
in MDCKII-ABCB1 and MDCK II-ABCG2 cells. KO143 and LY335979,
standard specific inhibitors of ABCB1 and ABCG2, respectively, were
used as comparators. GS-9191 was shown to be the strongest
ABCB1 and ABCG2 inhibitor under the used experimental condi-
tions. GS-9191 at concentration 120 wM increased Hoechst 33342
accumulation by 74% in MDCK 11-ABCB1 cells and by 78% in MDCK
1I-ABCB1 cells. Such inhibitory activity was comparable with that of
the standard specific inhibitors of ABCB1 and ABCG2, respectively
(Figs. 4 and 5). PMEO-DAPy caused a slight increase in Hoechst
33342 accumulation (p <0.05) by 18% in MDCK 11-ABCB1 cells; the
effect of Hoechst 33342 accumulation in MDCK II-ABCG2 cells was
negligible (9%) (Figs. 4 and 5). Other ANPs did not show any sig-
nificant potency to increase the accumulation of Hoechst 33342 in
MDCK II-ABCB1 and MDCK 1I-ABCG2 cells (Figs. 4 and 5).

3.3. Cell viability assays

The effect on cell viability of the tested antiviral substances was
determined in a standard MTS colorimetric assay after a 24 h expo-
sure of the tested ANPs. As shown in Fig. 6, most of the tested
substances showed significant differences in cytotoxic effect in the
cells transiently transfected with hOAT1 as compared with the cells
transfected only with empty vector. Among the tested ANPs, the
most cytotoxic compound was found to be GS-9191, which at a
concentration 100 wM strongly decreased the viability of the cells
to almost 0% both in the cells transfected with hOAT1 and with
empty vector. PMEG and (S)-HPMPA exhibited relatively strong
cytotoxic effects related to hOAT1. The expression of hOAT1 sig-
nificantly increased the cytotoxicity of PMEG and (S)-HPMPA in
comparison with the empty vector transfected cells. In the case of
cPrPMEDAP, a prodrug of PMEG, a relatively low cytotoxic effect
was observed. For comparison, the expression of hOAT1 enhanced
significantly the cytotoxic effect of adefovir and tenofovir. In con-
trast, PMEO-DAPy did not show any significant cytotoxic effect in
the cells transfected with hOAT1 or in the control cells transfected
with empty vector.

The co-incubation of the tested ANPs with probenecid or
quercetin resulted in a marked reduction of toxicity of the most
of the tested substances in hOAT1 transfected cells (Fig. 7). The
lipophilic compound GS-9191 showed the highest cytotoxic effect
even after the addition of probenecid. Combination of GS-9191 with
quercetin significantly increased the viability of hOAT1 transfected
cells. Probenecid or quercetin alone had no effect on cell viability
either in the cells transfected with hOAT1 or in the cells transfected
with empty vector (data not shown).

3.4. Relation of lipophilicity and affinity to transporters

The analysis was performed only on OAT1, the most relevant
transporter. The calculated log P values indicated that most of the
tested compounds exhibit a comparable lipophilic character. Their
log P values ranged between —2.52+0.76 and —1.19+0.95 and
were similar to the log P of adefovir and tenofovir. All tested ANPs
were found less lipophilic than GS-9191, with logP=6.67 +1.01.
The results regarding lipophilicity (log k) measured experimentally

by means of chromatographic separation significantly correlated
with log Pvalues calculated by ACD/Labs software (Pearson r=0.99;
p<0.0001).In the series of all tested ANPs, the correlation between
log P and ICsg values for OAT1 was not significant.

4. Discussion

The development of ANPs compounds took place over the course
of many years (Holy, 2006). The excellent antiviral activity of ANPs
is attributed to a catabolic stable phosphonate linkage. ANPs are
negatively charged under physiological conditions and express a
significant potential to accumulate via OATSs in the renal proximal
tubules (Rizwan and Burckhardt, 2007; Sweet, 2005; VanWert etal.,
2010). Various in vitro studies demonstrating renal accumulation
via organic anion transporters as well as the subsequent nephro-
toxic effect of clinically important ANPs have been published (Cihlar
et al., 2009; Kohler et al., 2011; Uwai et al., 2007). Nevertheless,
in the series of ANPs there are several compounds from the PME
and HPMP group with a great potency for the treatment of vari-
ous DNA virus and retrovirus infections or cancers (Balzarini et al.,
2007; Bijsterbosch et al.,, 1998; Reiser et al., 2008). One example
of these compounds is cPrPMEDAP, which is known as a poten-
tially important antiviral drug for the treatment of polyomavirus
and human papillomavirus infections, with further investigations
recommended (De Clercq, 2008). (S)-HPMPA has been described to
express broad-spectrum anti-DNA virus activity and the potential
for use in the treatment of herpes simplex virus infections resistant
to treatment with the conventional antiherpes drugs (De Clercq,
2007b). However, the potential of the mentioned agents to inter-
act with renal drug transporters has not as yet been sufficiently
described.

For drug-transporter interaction assays, we selected nucleoside
phosphonates from the PME and HPMP groups: PMEG, PMEO-DAPy
and (S)-HPMPA. For comparison, we tested the N®-cyclopropyl
derivative of PMEDAP (cPrPMEDAP), a prodrug of PMEG (Holy
et al, 1999, 2001) found to have a lower cytotoxic potential
(Wolfgang et al., 2009). In our experiments we also included GS-
9191, a lipophilic double prodrug of PMEG. GS-9191 was designed
to increase the permeability and accumulation of PMEG metabo-
lites into target cells. The ultimate clinical potential of GS-9191 will
remain the subject of further studies (De Clercq, 2011; Wolfgang
et al., 2009).

Among the tested renal influx transporters, the studied ANPs
demonstrated interaction only with hOAT1. Therefore, we com-
pared their affinity to hOAT1 with that of the clinically approved
ANPs adefovir and tenofovir, which are known substrates for hOAT1
(Uwai et al.,, 2007). The results we have obtained in competitive
inhibitory studies suggest that adefovir and tenofovir are not only
substrates but also efficient inhibitors of hOAT1. Both drugs are
also substrates of hOAT3, but quantitatively hOAT1 is the major
renal transporter for these drugs (Cihlar et al., 1999; Ho et al., 2000;
Uwai et al., 2007). After comparing ICsq values of the tested ANPs,
we may conclude that most of the tested compounds exhibited a
much lower affinity for hOAT1 than adefovir and tenofovir. This
probably results from structural differences of the tested ANPs as
compared to adefovir and tenofovir. Based on previous extensive
studies (Ullrich, 1997), size, hydrophobicity, charge strength, and
the ability to form hydrogen bonds have been described as impor-
tant parameters for substrate interactions with OATs (Burckhardt
and Burckhardt, 2003). The evaluated phosphonates generally meet
the mentioned criteria since their molecular size is below 500
(except GS-9191 with molecular weight 734.8), they contain in
the molecule a hydrophobic region and bear a negatively charged
group. In the presented study, only GS-9191 exhibited an 1Csq value
comparable to adefovir and tenofovir. In this case the lipophilic
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character of GS-9191 apparently plays a major role. According
to the calculated logP and experimentally determined logk the
highest lipophilicity of GS-9191 was confirmed among the tested
compounds. For the other tested ANPs, we found a relatively low
lipophilicity, with log P similar to that of adefovir and tenofovir.
Contrary to the other group of substances such as uric acid-related
compounds (Sugawara et al., 2005) we did not detect any correla-
tion between lipophilicity and affinity to the OAT1 in the series of
the tested compounds.

Although a N6-substitued prodrug of PMEG, cPrPMEDAP is nega-
tively charged at physiologic pH, like PMEG (Wolfgang et al., 2009),

experiments. Values from the end point were subjected to statistical analysis. *p < 0.05; **p <0.01; ***p<0.001

it did not show any significant interaction with hOAT1. Thus, it can
be suggested that the interaction may be affected by the cyclo-
propyl substituent at the N® position of the 2,6-diaminopurine
ring, which could prevent sterically the effective interaction of
cPrPMEDAP with the binding site of hOAT1. The finding of no iden-
tifiable interaction of the tested ANPs with hOCT2 is in agreement
with the previous experimental in vitro data demonstrating no sig-
nificance of this transporter in the uptake of adefovir and tenofovir
into cells (Uwai et al., 2007).

Apical efflux ABC transporters are important in the control of
the accumulation of many antiviral agents (Kis et al., 2010). Among
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compared with control.

the tested efflux transporters present in proximal tubules, only GS-
9191 displayed relatively strong ABCG2 and ABCB1 inhibition. The
inhibitory activity was comparable with that of the specific ABCG2
inhibitor KO143 and the specific ABCB1 inhibitor LY335979. The
other compounds demonstrated only very low or no interaction
with the efflux transporters in the used in vitro cellular models.
The relative strong interaction of GS-9191 with the efflux trans-
porters could be a consequence of the relative higher lipophilicity

of this compound. The published studies aimed at determining a
relation between the molecular characteristics of drugs and inter-
actions with the efflux transporters have documented that the
rate-limiting step for the interaction of a substrate with ABCB1 is
the partitioning of the compound into the lipid membrane (Szakécs
et al, 2008). ABCB1 substrates typically contain hydrogen bond
acceptors and hydrophobic groups, however, there is no clear con-
sensus regarding the pharmacophore of ABCB1 substrates (Szakacs



118

J. Mandikovd et al. / Toxicology 311 (2013) 135-146 143
140 140
-0- hOAT1 -0~ hOAT1
120 -= pCMV6 1204/, = pCMVE
§ 100 5\1- 100
= 80 > 80 i "
= =
3 60 S 60
© Aok 5
S 40 sk > 40
Ak
20 20
0+ T t - 0+ T T 1
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
PMEG concentration (uM) ¢PrPMEDAP concentration (uM)

140
-0- hOAT1 -©- hOAT1
= pCMV6 1207 = pCMV6
- = 1004
g S
2 2> 80
3 5 oo
© (1]
= S 404
20
T T T T T 1 0 T T —
0 25 50 75 100 125 150 0 500 1000 1500
GS-9191 concentration (uM) PMEO-DAPy concentration (M)
150+ 150+
-0- hOAT1 -0~ hOAT1
= pCMV6 - pCMV6
= 1006 <100
2 g e
= <
£ 504 i £ 50- .
Kk
0 T y d 0 T T .
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
(S)-HPMPA concentration (uM) adefovir concentration (uM)
150+
-0- hOAT1
-# pCMV6
X 1006
g ek
%
edede
s 504
0 ; : —
] 500 1000 1500

tenofovir concentration (uM)

Fig. 6. Effect of hOAT1 expression on cytotoxicity of the tested ANPs. Hela cells transiently transfected with hOAT1 (open circles) or empty vector pCMV6 (closed squares)
were incubated for 24 h with various concentrations of the tested ANPs. The experiments were carried out simultaneously for hOAT1 and empty vector transfected cells. Data
are presented as means+SD obtained in three independent experiments. Values from the end point were subjected to statistical analysis. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
compared with control.



119

144 J. Mandikovd et al. / Toxicology 311 (2013) 135-146

viability (%)
3 @ 8
o o =]

2]
o

@B hOAT1

B2 hOAT1 + probenecid 500 uM
[ hOAT1 + quercetin 50 uM
3 pCMVE

Fig. 7. Effect of probenecid and quercetin on cytotoxicity of the tested ANPs in hOAT1 transfected cells. Hela cells transiently transfected with hOAT1 (black bar) or empty
vector pCMVE6 (point patterned bar) were incubated for 24 h with the tested ANPs alone or with ANPs in combination with 500 .M probenecid (patterned bar) or 50 uM
quercetin (white bar). Values from the end point were subjected to statistical analysis. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 compared with control.

et al.,, 2008; Sharom, 2008). Generally, they tend to have planar
aromatic domains and tertiary amino groups (Szakacs et al., 2008).
Unfortunately, many exceptions to this rule exist. Since the other
agents under study with a very similar structure did not interact
with the efflux transporters significantly, the higher lipophilicity
seems to be the decisive factor for the significant interaction of
GS-9191.

Several members of ANPs exhibit cytotoxicity toward prolifer-
ating cells (Holy et al., 2001; Kramata and Downey, 1999). ANPs
form in the cells active phosphorylated metabolites, which act as
terminators of the DNA polymerase reaction resulting in the inhi-
bition of DNA synthesis and/or DNA repair (Balzarini et al., 1991;
Kramata and Downey, 1999; Wolfgang et al., 2009). To investi-
gate whether cytotoxic effect could be related to the uptake of
the tested ANPs via hOAT1, we used Hela cells transiently trans-
fected with this transporter. The cells transfected with hOAT1
exhibited an increased sensitivity to cytotoxic effect after 24h
exposure to most of the tested ANPs. PMEG and (S)-HPMPA showed
a relatively strong cytotoxic effect in the cells transfected with
hOAT1 compared with the control. The observed cytotoxic effect
of PMEG and (S)-HPMPA was much stronger than that of ade-
fovir and tenofovir. This result is consistent with the finding that
PMEG diphosphate, the intracellular metabolite of PMEG, is a more
potent inhibitor of cellular DNA polymerases than adefovir diphos-
phate (Pisarev et al., 1997). In addition, the higher cytotoxicity in
hOAT1 transfected cells presents an indirect indication that PMEG
and (S)-HPMPA are not only inhibitors of hOAT1 but also hOAT1
substrates.

The most cytotoxic compound was found to be GS-9191. How-
ever, the toxic effect was not different in the control and in the
hOAT1 transfected cells. This finding means that there is no signif-
icant relationship between hOAT1 mediated active transport and
cytotoxicity of this compound. Probably, the high hydrophobicity of
GS-9191 may be responsible for the higher cytotoxicity of the drug.
In contrast to the other tested compounds, GS-9191 can efficiently
enter into the cell by passive diffusion (Wolfgang et al., 2009),
reaching hazardous concentrations resulting in the toxic effect. The
OAT1 mediated transport into cells seems to play a minor role in
this case.

In drug-transporter interaction studies, cPrPMEDAP did not
present any inhibition of standard [*H]-PAH uptake in the cells
transfected with hOAT1. Interestingly, in the cell viability assays,
we observed a small increase of the cytotoxic effect of cPrPMEDAP
in the cells transfected with hOAT1. These results could indicate
that cPrPMEDAP is not an inhibitor of hOAT1, but could be a low
affinity substrate of the transporter. The cytotoxicity of cPrPMEDAP
was found to be approximately 9-fold lower than the cytotoxicity
of PMEG. Similarly, it has been reported that cPrPMEDAP shows
lower toxicity in vivo than PMEG (Wolfgang et al., 2009).

In the tested conditions, the only non-toxic compound was
found to be PMEO-DAPy. This finding seems to be in accordance
with the literature, since PMEO-DAPy was less toxic than adefovir
in experiments in vivo using murine sarcoma virus infected mice
(Balzarinietal.,2007). Despite the observed interaction with hOAT1
the agent was devoid of any cytotoxic effect both in the control and
hOATT1 transfected cells. Such an observation could suggest that
the compound is only an inhibitor, not a substrate of hOAT]1. In
addition, as low PMEO-DAPy interaction with ABCB1 was proved
in our experiments in the MDCK-ABCB1 transduced cell model, the
relative insignificant cytotoxicity of the agent may be explained at
least partly by PMEO-DAPy extrusion from the cells via one or more
efflux transporters.

The above mentioned results of the studies on cytotoxicity
of the tested ANPs suggested an involvement of hOAT1mediated
accumulation in the cellular damage. To confirm this concept phar-
macologically, a cell viability assay combining a known inhibitor of
OATs probenecid or inhibitor/substrate of OATs quercetin (\Wong
et al, 2011) with the tested ANPs was performed. The study
demonstrated that probenecid effectively reduced hOAT1 medi-
ated toxicity of the tested ANPs except lipophilic drug GS-9191.
Similarly, the flavonoid agent quercetin exhibited also a positive
effect on cell viability in hOAT1 expressing cells. The protective
effect of both OAT inhibitors can be explained by the inhibition
of ANP uptake via hOAT1. The results confirmed the suggested
potential of flavonoids to limit the severity of drug-induced renal
injury via the inhibition of OAT1 (Wong et al., 2011). Interestingly,
the co-administration of quercetin decreased the toxicity of GS-
9191 in hOAT1 transfected cells whereas the co-administration of
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probenecid had no effect. This fact could mean that the interaction
of quercetin with GS-9191 is likely not dependent on hOAT1 inhibi-
tion. A possible explanation may be participation of the flavonoid in
free radical scavenging or anti-apoptotic mechanisms (Sung et al.,
2008).In conclusion, the obtained findings markedly demonstrated
the suggested role of hOAT1 in the cytotoxic effect of the studied
compounds.

5. Conclusions

This study demonstrated that, similar to the clinically used ANPs
adefovir and tenofovir, hOAT1 may have a considerable impact on
the transmembrane transport and disposition of the tested ANPs as
wellas may play an important role in the mechanism of their cyto-
toxicity. The relevance of this transporter, however, varies in the
individual agents. Cytotoxicity of the relative hydrophilic agents
may depend on hOAT1 mediated active transport into cells. How-
ever, despite their significant interaction with hOAT1, compounds
with high lipophilicity may exert a strong cytotoxic action inde-
pendent of this interaction. Other tested renal influx transporters
hOCT2, hCNT2 and hCNT3 seem to be insignificant for the uptake
of the tested ANPs in the renal tubular cells. Among the tested
ANPs we established that only GS-9191 exhibits a potent inter-
action potential with the efflux transporters ABCB1 and ABCG2. In
the other tested ANPs, the role of the studied efflux transporters
in transmembrane cellular transport seems to be insignificant.
The presented transport characteristics of the studied compounds
regarding potential nephrotoxicity should be considered during
further development in the group of acyclic nucleoside phospho-
nates.
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