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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidatka: Mgr. Lucie Zemcikova

Skolitel: doc. PharmDr. FrantiSek Trejtnar, CSc.

Nazev dizertacni prace: Vliv prirodnich latek na transport lékovymi OATP
transportéry

Membranové transportéry ze skupiny OATP (organic anion-transporting polypetides)
patii mezi prenaSece odpovédné za transport nékterych 1é¢iv (napt. hypolipidemik
ze skupiny statinl) a dalSich xenobiotik pfres biologické membrany a bariéry
v organismu. Tyto transportni proteiny tedy hraji dtilezitou tlohu pri farmakokinetickych
procesech jako je absorpce, distribuce a eliminace. Potencialni modulace jejich
transportni funkce prirodnimi latkami béZné se vyskytujicimi v potravé rostlinného
pivodu ¢i potravnich dopliicich mliZze mit za nasledek zmény koncentraci jejich substratt

(1é¢iv) v burnkach a télnich tekutinach, coZz mlize ovlivnit Gcinek i toxicitu téchto 1éciv.

Cilem prace bylo ziskat Gdaje o interakci vybranych ptfirodnich latek s lidskymi
transportéry OATP2B1 a OATP1A2, které se podileji na uptake 1é¢iv na vyznamnych
farmakokinetickych bariérach organismu, a o jejich schopnosti ovlivnit transport
lékovych substrati témito transportéry. Pro studium byly vybrany prirodni latky
ze skupiny flavonoidt a isoflavont. Spole¢nou charakteristikou zkoumanych flavonoid
(fisetin, galangin, chrysin, myricetin, pinobanksin, pinocembrin) je vyskyt ve vcelim
medu; studované isoflavony (daidzin, daidzein, genistin, genistein, glycitin, glycitein,
biochanin A, formononetin) jsou obsazeny predevsim v s6ji a sdjovych produktech.
U isoflavontl byla zkoumaéana i interakce nejvyznamnéjSich metabolit vznikajicich v GIT
(S-equol, O-desmethylangolensin) s témito transportéry. Modelovym 1ékovym

substratem OATP transportéri bylo Siroce pouzivané hypolipidemikum rosuvastatin.

Jako experimentdlni model byly v praci pouZity vybrané bunécné linie prechodné

transfekované prislusnym OATP transportérem s ovérenou vysokou expresi sledovaného



transportéru. S témito modely byly provedeny inhibi¢ni studie zkoumajici vliv vybranych
flavonoidd a isoflavoni na transportni funkci studovanych transportért. Ke kvantitativni
charakteristice inhibi¢niho efektu byly pouZity standardni parametry IC;, a K. Jako
komparator slouzil flavonoid quercetin, jehoz inhibi¢ni aktivita vii¢i studovanym OATP
transportérim jiz byla popsdna drive. U latek byla provedena rovnéz analyza
mechanismu inhibice zkoumanych transportéri. Potence ovlivnit transport 1ékového
substratu byla studovéana sledovanim vlivu vybranych flavonoidd na uptake radioaktivné
znaceného rosuvastatinu. Pro neprimé zjisténi, zda jsou zkoumané flavonoidy
potencidlnimi substraty transportérd, byla porovnana jejich cytotoxicita u bunék

exprimujicich a neexprimujicich sledované transportéry.

Vysledky inhibi¢nich studii na bunécénych modelech in vitro ukazaly, Ze chrysin, galangin
a pinocembrin mohou inhibovat OATP2B1, resp. OATP1A2 v niZSich ¢i srovnatelnych
koncentracich jako quercetin. Galangin, chrysin a pinocembrin t¢inné inhibovaly uptake
rosuvastatinu prostrednictvim OATP2B1 s ICs, v rozmezi 1-10 pM. Inhibice transportu
rosuvastatinu prostfednictvim OATP1A2 témito flavonoidy byla méné intenzivni.
V pripadé s6jovych isoflavonti byla prokazana schopnost statisticky vyznamné inhibovat
prenos transportérem OATP2B1 u zkoumanych aglykond a hlavniho biologicky aktivniho
metabolitu S-equolu s hodnotami K; 1-20 pM. Naopak, glukosidové formy nemély
vyznamny vliv na akumulaci standardniho substratu pomoci OATP2B1i. Kinetickou
analyzou bylo zjiSténo, Ze mechanismus inhibice OATP zkoumanymi pfirodnimi latkami
neni uniformni, i kdyz, hlavné u isoflavont, prevazoval mechanismus kompetitivni.
Transport zkoumanych flavonoid@ do bunék zprostfedkovany OATP transportéry nebyl

cytotoxickym testem prokazan.

Ziskana data ukazuji na vyznamnou schopnost fady zkoumanych prirodnich latek
inhibovat transport prostrednictvim transportéru OATP2B1 a/nebo OATP1A2 in vitro, coZ
naznacuje potenci pro ovlivnéni transportu a modifikaci farmakokinetiky 1éciv

transportovanych OATP pres biologické membrany i in vivo.
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drug transporters

OATP membrane transporters belong to carrier proteins responsible for transporting
certain drugs (e.g. hypolipidemics from the group of statins) and other xenobiotics across
the biological membranes and tissue barriers within the body. These transport proteins
play an important role in pharmacokinetic processes such as absorption, distribution and
elimination. The potential modulation of their transport function by natural compounds
commonly present in plant food or food supplements may result in the changes of the
concentration of their substrate (drug) in the cells and body fluids, that may affect the

effect and toxicity of these drugs.

The aim of this study was to obtain data on the interactions of selected natural
compounds with human transporters OATP2B1 and OATP1A2 and their ability to affect
drug transport mediated by these transporters. These two OATP transporters are
involved in the drug uptake especially in organ barriers important for pharmacokinetics.
For the study natural compounds from the group of flavonoids and isoflavones were
selected. The common characteristics of studied flavonoids (fisetin, galangin, chrysin,
myricetin, pinobanksin and pinocembrin) is their presence in the honey; studied
isoflavones (daidzin, daidzein, genistin, genistein, glycitin, glycitein, biochanin A and
formononetin) are mainly present in soya and soy products. The interaction of the most
important isoflavone metabolites formed in gastrointestinal tract (S-equol,
O-desmethylangolensin) with these transporters was also studied. The widely used

hypolipidemic drug rosuvastatin served as model drug substrate of studied OATPs.



Selected cell lines transiently transfected with studied OATP transporters served as
experimental models. The overexpression of studied transporters was verified. These cell
models were used for the inhibitory studies to examine the effect of selected flavonoids
and isoflavones towards the transport function of the studied transporters. The standard
inhibitory parameters ICs, and K; were used for quantitative characterization. Flavonoid
quercetin served as a comparator, because its inhibitory activity towards studied OATPs
has been already described. We also analyze the mechanism of inhibitory interaction
of studied transporters by selected natural compounds. The potential to influence drug
transport was studied by observing of the effect of selected flavonoids on uptake
of radiolabeled drug rosuvastatin. The comparison of flavonoid cytotoxicity in cells
overexpressing studied transporters and mock-cells was performed as indirect method
of determination whether the flavonoids are also potential substrates of these

transporters.

The results of in vitro inhibitory studies have shown that chrysin, galangin and
pinocembrin are able to inhibit OATP2B1 and OATP1A2, respectively, at lower or
comparable concentrations as quercetin. Galangin, chrysin and pinocembrin inhibited
the rosuvastatin uptake mediated by OATP2B1 with the range of IC;, 1-10 pM.
The inhibition of rosuvastatin uptake mediated by OATP1A2 by these flavonoids was
lower. In the case of soy isoflavones, aglycones and the main biologically active
metabolite S-equol significantly inhibited the OATP2B1-mediated transport with Kjvalues
1-20 pM. In contrast, glucoside forms did not exhibit statistically significant effect on
OATP1A2-mediated uptake of standard substrate. The kinetic analysis not indicate the
uniform type of inhibition of OATP by studied natural compounds, although predominant
mechanism of inhibition seemed to be competitive especially in isoflavones.
The transport of studied flavonoids by OATPs into the cells was not clearly proved by

cytotoxicity assay.

The obtained data has shown the ability of range of the studied natural compounds to
inhibit the transport mediated by OATP2B1 and/or OATP1A2 transporter in vitro. These
findings may suggest the potential to affect transport and modify pharmacokinetics

of drugs transported by OATP across the biological membranes even in vivo.
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1. SEZNAM ZKRATEK

1. SEZNAM ZKRATEK

ABC
ACE
ATP
BCA
BCRP
cAMP
cGMP
CNTs

COS-7
CYP
DHEAS
DMSO
E-64
EC
ECG
EDTA
EGCG
ENTs
E3S
FDA
GAPDH
GIT
HEK293

HelLa

HEPES
HMG-CoA
ICSO

Ki
LDL

ATP-binding cassette

angiotenzin-konvertaza

adenosintrifosfat

kyselina bicinchoninova

protein rezistence rakoviny prsu (breast cancer resistance protein)

cyklicky adenosinmonofosfat

cyklicky guanosinmonofosfat

koncentra¢ni  nukleosidové transportéry  (concentrative  nucleoside
transporters)

fibroblastova bunécna linie odvozena z opici ledvinné tkané

cytochrom P450

dehydroepiandrosteron 3-sulfat

dimethylsulfoxid

trans-epoxysukcinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)-butan

epikatechin

epikatechin galat

kyselina ethylendiamintetraoctova

epigalokatechin galat

ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry (equilibrative nucleoside transporters)
estron 3-sulfat

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza

gastrointestinalni trakt

lidské embryonalni ledvinné buriky 293 (human embryonic kidney cells 293)
lidské epitelidlni buriky z nadoru dé€loZniho hrdla (Henrietta Lacks' immortal
cells)

kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A

inhibi¢ni koncentrace potfebna ke sniZeni akumulace substratu na 50 %;
toxikologickd koncentrace vedouci ke sniZeni viability bunécné populace
na 50 %

inhibi¢ni konstanta

lipoprotein o nizké hustoté



1. SEZNAM ZKRATEK

MATEs
MDCKII
MPP
MRPs

OATs
OATPs

OCTNs

OCTs
ODMA
P-gp

PBS
pCMV6
PEPTS

PG

PVDF
RIPA

SDS
SDS-PAGE
SLC
SLCO
TEA
URAT1

multidrug and toxin extrusion trasporters

Madin-Darbyho psi ledvinné buriky II (Madin-Darby canine kidney II cells)
1-methyl-4-fenylpyridinium

proteiny spojené s multilékovou rezistenci (multidrug resistance-associated
protein)

transportéry pro organické anionty (organic anion transporters)

organické anionty transportujici polypeptidy (organic anion-transporting
polypeptides)

transportéry pro organické kationty a karnitin (organic cation/carnitine
transporters)

transportéry pro organické kationty (organic cation transporters)
O-desmethylangolensin

P-glykoprotein

fosfatovy pufr

prazdny vektor

peptidové transportéry (peptide transporters)

prostaglandin

polyvinylidenfluorid

radioimunoprecipitacni assay

dodecylsiran sodny

SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

nosice rozpusténych latek (solute carrier)

solute carrier organic anion

tetraethylammonium

uratovy transportér 1 (urate transporter 1)

POZNAMKA: VSechny popisované transportéry jsou lidskymi proteiny a jsou znaceny velkymi
pismeny (dle soucasnych doporuceni).
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Interakce mezi 1éCivy a prirodnimi latkami z potravy na lékovych transportérech
lokalizovanych v bunéénych membranach miize potencidlné modifikovat transport 1é¢iv
pres dilezité bariéry v organismu a zménit tak jejich koncentrace v cilovych tkanich.
Vysledkem téchto interakci mohou byt aZz zmény Gcinky a toxicity léciv. Predkladana
dizertacni prace je zamérena na posouzeni interakci 1ékovych transportérti ze skupiny
OATP (organic anion-transporting polypeptides) exprimovanych v membranach bunék
organt determinujicich farmakokinetiku s vybranymi pfirodnimi latkami. Cilem prace
bylo ziskat data o potenci téchto prirodnich latek bézné se vyskytujicich v lidské stravé
ovliviiovat transport studovanymi transportnimi systémy a zjistit, zda by mohly narusit

transport lékovych substrati téchto transportér.

Pro studium byly vybrany ptirodni latky ze skupiny flavonoidti a isoflavonii. Obé skupiny
se bézné vyskytuji i v pomérné vysokych koncentracich v rfadé€ potravin rostlinného
plvodu. Spole¢nou charakteristikou ndmi zkoumanych flavonoidd je vyskyt v medu
a vCelich produktech, isoflavony studované v ramci této prace spojuje vyskyt v séji
a séjovych produktech. Obé skupiny potravin jsou na zadkladé deklarované zdravotni
prospésnosti v dneSni dobé konzumovany v mnoha populacich ve zvySené mire, navic

mohou byt tyto prirodni latky také soucasti masové uzivanych dopliikl stravy.

Prestoze klinickych daji je zatim pomérné malo, experimentalni studie s jinymi ¢i
pribuznymi prirodnimi latkami ukézaly, Ze u nékterych prirodnich latek existuje urcité
riziko efektivni interakce s 1ékovymi transportéry (Estudante et al., 2013; Kovacsics et al.,
2017; Wu et al., 2012). Zatimco modulacni ptisobeni ptirodnich latek ze zkoumanych
skupin na efluxni 1ékové transportéry je pomérné zkoumanou problematikou, informace
0 jejich vlivu na vyznamné influxni transportéry jsou mnohem omezenéjsi (Li et al., 2017;
Li a Paxton, 2013). Ktémto transportérim podilejicim se na uptake 1éciv a dalSich
xenobiotik patfi i rodina OATP transportérti. O rostoucim vyznamu této rodiny svédci
idoporuceni FDA zkoumat pri vyvoji novych 1é¢iv  mozné interakce s hlavnimi
reprezentanty této skupiny (International Transporter Consortium et al., 2010). Pro
ziskédni zékladnich ddaji o interakcich vybranych skupin prirodnich latek s OATP
transportéry a jejich pripadny vliv na transport 1é¢iv témito transportéry byla v této praci
provedena trada in vitro experimentll na bunécné drovni studujicich predevsim jejich
potencial inhibovat transportni funkci studovanych prenasecovych systému a pripadné

ovlivnit uptake jejich 1ékovych substratd.
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3.1. Lékové membranové transportéry

Farmakokinetika 1é¢iv v organismu je determinovana fadou faktord, avsak jednim
z nejdtlezitéjsich parametrd, ktery ovliviiuje absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci
latek, je transport pres biologické membréany a bariéry. Mira prestupu pres biologické
membrany vyznamné urcuje pohyb endogennich a exogennich latek v téle, jejich
mnozstvi v burlkkdch a tim i fyziologickou ¢i farmakologickou aktivitu, je rovnéz
podminkou jejich eliminace. V radé pripadl je prestup latek pres lipidové membrany
umoznén prostou difuzi, avSak v mnoha pripadech prispivaji ¢i zajistuji
transmembranovy prenos specializované membranové systémy - transportni proteiny
(transportéry, prenasece) (Klaassen a Aleksunes, 2010). Vedle pasivni difuze jsou tak
za dtlezité transportni mechanismy pokladany procesy spojené s témito transportéry -
usnadnénd difuze a aktivni transport. Pasivni difuze probiha ve sméru elektrochemického
potencialu bez Gcasti transportnich proteinti. Pro usnadnénou difuzi je charakteristicka
Gcast membranového transportéru a prenos rovnéZz ve sméru elektrochemického
potencidlu, nevyZaduje tedy Zadnou energii. Aktivni transport probiha proti
koncentra¢nimu gradientu a vyZaduje energii. Podle hnaci sily ho délime na primarni,
sekundarni, prip. terciarni. Primarni aktivni transport vyuziva primo energii z hydrolyzy
ATP (napt. ABC transportéry). Sekundarni ¢i terciarni aktivni transport pres biologické
membrany je spojen s pirenosem jiné latky po jejim koncentra¢nim gradientu, coZ tvori

hnaci silu transportu (obr.1) (Giacomini a Sugiyama, 2011).

Pasivni transport Aktivni transport
(po koncentraénim spadu) (proti koncentraénimu spadu)
elektrochemicky potencial eIEktrthemiCky p‘mendél
vysoky gradient substratu nizky vysoky gradient substratu nizky
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Obr. 1. Membranové transportni systémy. Svétle modré kruhy charakterizuji substraty, jejich
velikost odpovida koncentraci substratu. Sipky ukazuji smér toku. Cerné &tverce reprezentuji
ionty/latky, které jsou hnaci silou transportu (velikost odpovida koncentraci iontu). Tmavé modré

ovaly charakterizuji transportni proteiny (upraveno dle Giacomini a Sugiyama, 2011).

Transportéry jsou membranové proteiny pritomné v celém organismu (Giacomini
a Sugiyama, 2011). Kontroluji uptake a eflux Kkli¢ovych sloucenin jako cukrd,
aminokyselin, nukleotidd, nabitych sloucenin, odpadnich latek a 1éc¢iv. Jsou exprimovany
v membranach enterocytdi, hepatocytd, renalnich buné€k a dalsich vyznamnych tkarovych
bariérach, véetné hematoencefalické, hematotestikularni a placentarni (Estudante et al.,
2013). Transportéry exprimované ve strevé, jatrech a ledvinach jsou vyznamné pro
dispozici 1é¢iv a 1ékové interakce, transportéry nachazejici se na tkarovych bariérach

chrani citlivé tkané pred potencialnimi toxiny (Kénig et al., 2013).

Transportéry se déli na dvé velké nadrodiny: SLC (solute carrier) a ABC (ATP-binding
cassette). SLC transportéry byvaji povaZovany za uptake transportéry, a¢ nékteré
umozniuji i obousmérny prenos pies membrany. Pro prenos latek vyuZzivaji sekundarni
a terciarni transport. ABC transportéry funguji jako efluxni pumpy odstrarujici latky

z bunék primarnim aktivnim transportem (Klaassen a Aleksunes, 2010).

Kromé rodiny OATP transportérd, kterd je podrobné pojednéna v kapitole 3.2, prinasi
tato kapitola stru¢né charakteristiky nejvyznamnéjsich rodin transportérli, umozmiujici

zékladni porovnani s uvedenou, pro praci stézejni, skupinou OATP.

3.1.1. SLC transportéry

Jednéd se o velkou skupinu transportnich membranovych proteindi, z nichZz jsou dle
dosavadnich poznatkd pro uptake 1é¢iv do bunék nejdilezitéjsi rodiny OAT, OCT, OATP,
OCTN a PEPT. Zvlastni skupinou jsou transportéry MATE, které se radi také do této

skupiny, maji vSak efluxni funkci (Klaassen a Aleksunes, 2010).

OAT (organic anion transporter)

Tyto transportéry patti do rodiny SLC22A. Zprostiredkovavaji antiport organickych
aniontli vymeénou za sodik a dikarboxylat, jejichz gradient vznika kotransportem s Na*/K*

ATP&zou (jedna se tudiz o terciarni transport) (Klaassen a Aleksunes, 2010).
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OAT1 se nachazi v ledvinach, déle v kosternim svalstvu, mozku a placenté. V ledvinach se
nachézi v bazolaterdlni membrané proximélniho tubulu (Roth et al., 2012). Jeho
endogennimi substraty jsou stfedné dlouhé mastné kyseliny, a-ketoglutarat, cAMP,
cGMP, prostaglandin E, a F, a urat. Z1éCiv prendsi napf. antibiotikum tetracyklin,
antivirotika, H,-antihistaminika cimetidin a ranitidin, furosemid, nesteroidni
antiflogistika a sulfatové konjugaty flavonoidd (Koepsell, 2013). Tento transportér je
povazovan za prototyp transportéru pro malé molekuly organickych anionti (Nigam et

al., 2015).

OAT2 je primarné exprimovany v jatrech a s nizkou expresi také v ledvinach
v bazolateralni membrané proximalniho tubulu (Klaassen a Aleksunes, 2010). Z léciv
mezi jeho substraty najdeme erytromycin, tetracyklin, zidovudin, ranitidin,

5-fluorouracil, paklitaxel, alopurinol a metotrexat (Koepsell, 2013).

OAT3 se vyskytuje v ledvinach v bazolateralni membrané buné€k proximalniho tubulu
(Klaassen a Aleksunes, 2010), ale byl detekovan rovnéz v mozku a nadledvinach (Roth et
al., 2012). Mezi transportovand léciva patfi napr. benzylpenicilin, tetracyklin, rada
antivirotik, H,-antihistaminika, furosemid, nesteroidni antiflogistika, pravastatin

a rosuvastatin, metotrexat a topotekan (Koepsell, 2013).

OAT4 je vyrazné exprimovan v ledvinadch v apikdlni membrané bunék proximalniho
tubulu a v placenté v bazolateralni membrané syncytiotrofoblastu (Klaassen a Aleksunes,

2 Y7

2010). Krom endogennich substratli prendasi aflatoxin A a ochratoxin A (Koepsell, 2013).

O OAT5-7 je toho znamo mnohem méné. U lidi se vyskytuje pravdépodobné pouze OAT?7,
ktery se nachézi v jatrech v bazolateralni membrané hepatocytli (Klaassen a Aleksunes,

2010; Roth et al.,, 2012). Tento transportér vykazuje vys$i substratovou specifitu,

neinteraguje s fadou substrat OAT (Koepsell, 2013).

OAT10 je exprimovan v ledvinach, dale v mozku, srdci, tenkém a tlustém stfevé (Roth et

al., 2012). Jeho 1ékovym substratem je cyklosporin A (Koepsell, 2013).

URAT1 je také ¢lenem rodiny SLC22A. Je exprimovany prevazné v apikalni membrané
v ledvinach. Zprosttedkovava prenos organickych aniontd vyménou za urat, ¢imz je
zodpovédny za reabsorpci uratu pii vyméneé aniontd. Tento pfenos je na sodiku nezavisly

(Klaassen a Aleksunes, 2010; Koepsell, 2013).
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Ackoliv transportéry OAT najdeme v rtznych tkanich, zkouméni 1ékovych interakci
zptusobenych inhibici OAT se soustfeduje nejvice na ledviny, tj. na transportéry OAT1
a OAT3. Jejich spektrum substrati je Siroké a ¢astecné se prekryva, spole¢nymi substraty
jsou napr. antibiotika, antivirotika, H,-antihistaminika, furosemid, metotrexat.
Inhibitorem obou transportérd je probenecid. PrestoZe je dnes v terapii vyuzivan jen
velmi zridka, mize toto 1écivo slouzit jako vzorovy priklad 1ékovych interakci na OAT
transportérech. Byl pouZivan ke snizeni rendlni tubuldrni sekrece antibiotik
zprostredkované OAT, zejména benzylpenicilinu, nebot jeji inhibici viznamné prodluzuje
jejich polocas a zvysSuje sérové koncentrace. Nyni se pouziva pri 1é¢bé cidofovirem, kde

sniZije nefrotoxicitu cidofoviru inhibici OAT1 transportéru (Konig et al., 2013).

OCT (organic cation transporter)

OCT transportéry, patrici také do rodiny SLC22A, zprostfedkovavaji usnadnénou diftzi
fady organickych kationt ve sméru jejich elektrochemického gradientu (Klaassen
a Aleksunes, 2010; Roth et al., 2012). Pfenos miize probihat v obou smérech, je nezavisly
na sodiku i pH a pro substraty s nabojem je vzdy elektrogenni (Roth et al., 2012).
Substraty jsou hydrofilni organické kationty s relativné malou molekulovou hmotnosti,
napf. ranitidin, memantin, metformin, acyklovir ¢i zalcitabin (Estudante et al., 2013;
Klaassen a Aleksunes, 2010). Prendseji ale také slabé baze a nékteré elektroneutralni

slouceniny (Koepsell, 2013).

OCT1 byl povazovan za transportér specificky pro jatra (podobné jako OATP1B1
a OATP1B3), ale je v mensi mire exprimovan i v dalSich tkanich - srdci, kosternim
svalstvu, ledvinach, tenkém strevé, mozku, plicich a placenté (Miiller et al., 2017; Roth et

al., 2012).

OCT2 je povazovan za typicky ledvinny transportér, je vSak exprimovan také ve sleziné,

placenté, tenkém stfevé a mozku (Roth et al., 2012).

OCT3 je oznacovan jako extraneuronalni transportér monoamint (Roth et al., 2012).

Prendasi neurotransmitery adrenalin, noradrenalin a histamin, ale i 1é¢iva jako lidokain,

vvvvv

tkaflovou distribuci ze vSech OCT transportéri. Byl detekovan v jatrech, placenté,
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ledvinach, kosternim svalstvu, plicich, srdci, mozku a v apikdlni membrané tenkého

stireva (Koepsell, 2013; Roth et al., 2012).

Ptiklad 1ékovych interakci OCT transportéra je uveden u prenasec¢li MATE, nebot obé tyto

skupiny transportérd jsou spolu spjaté.

OCTN (organic cation/carnitine transporter)

Hlavni fyziologickou funkci té€chto transportérd patricich také do rodiny SLC22A je
prenos karnitinu, transportuji ovSem i fadu dal$ich organickych kationtd (Estudante et
al., 2013; Roth et al., 2012). OCTN1 transportér zprostredkovava uniport organickych
kationtl a antiport H*/organické kationty, ktery je obousmérny. OCTN2 zprostredkovava
rovnéZ uniport organickych kationtd ¢i kotransport sodiku a karnitinu. OCTN1 i OCTN2
jsou schopny prenaset krom karnitinu také tetraethylamonium, verapamil, chinidin
a ergothionein, OCTN2 navic je$té kyselinu valproovou, antibiotikum cefaloridin
a spironolakton. OCTN3 prenasi pouze karnitin, pro jiné organické kationty ma jen velmi

malou afinitu (Klaassen a Aleksunes, 2010).

OCTN1 se nachdazi v ledvinach, kosternim svalstvu, placenté, prostaté, srdci, ocich
a plicich, déle také ve sleziné a kostni dfeni. Jeho vyskyt byl popsan rovnéz v burikach
v membrané mitochondrii, kde je zodpovédny za akumulaci karnitinu do téchto organel
(Klaassen a Aleksunes, 2010). OCTN2 je vyznamny v ledvinach a placenté, v niZsi mire se
nachazi také v dalSich tkanich vcetné tenkého streva (Klaassen a Aleksunes, 2010).
OCTN3 byl kromé vyskytu ve tkénich nalezen také v peroxizomech, kde ma
pravdépodobné vyznam pii dodavani karnitinu pro peroxizomalni metabolismus lipidt

(Klaassen a Aleksunes, 2010).

O interakcich téchto transportérid s 1é¢ivy zatim neni mnoho dostupnych informaci.
Nékterd beta-laktamova antibiotika mohou inhibovat transport karnitinu
zprostiredkovanym OCTN2 (napft. cefaloridin, cefepim). Tento transportér, exprimovany
rovnéZ v srdci, je inhibovan také 1é¢ivy na kardiovaskularni systém verapamilem ci
spironolaktonem. OCTN1 transportér je schopen uptake mitoxantronu a doxorubicinu,

¢imz zvysuje citlivost bunék vici témto antineoplastikiim (Pochini et al., 2013).
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PEPT (peptide transporter)

Tyto transportéry patii do rodiny SLCi5A (Smith et al., 2013). Zajistuji prenos di-
a tripeptidd, ktery je spraZen s protony, coZ znamena, ze s rostoucim pH klesa transportni
schopnost. Kromé peptidll z potravy prenaseji rovnéz peptidim podobné struktury jako
beta-laktamovéa antibiotika, ACE inhibitory, antivirotika, inhibitory reninu ¢i inhibitory

trombinu (Estudante et al., 2013; Miiller et al., 2017; Smith et al., 2013).

PEPT1 je povaZovan za typicky stfevni PEPT transportér (Smith et al., 2013).
Na proteinové trovni je dokonce nejvice exprimovanym stfevnim transportérem.
Nejvyssi aktivita byla detekovana v duodenu a proximalnim jejunu (Klaassen a Aleksunes,
2010; Miiller et al., 2017). Kromé tenkého stieva se nachazi v proximalnim tubulu ledvin,
v mens$i mire ve slinivce, zlucovodech a jatrech (Smith et al.,, 2013). PEPT2 je naopak

typicky ledvinnym PEPT transportérem.

CNT (concentrative nucleoside transporter)

Koncentra¢ni nukleosidové transportéry CNT patii do rodiny SLC28A. Jsou to
transportéry zajistujici prenos nukleosidi a nukleosidim podobnych 1éC¢iv
(antineoplastik, antivirotik). Tento transport je spraZeny s pienosem kationtu sodiku
(Young et al., 2013). Jejich pritomnost ve stfevé vedla k mySlence, Ze se ve spolupraci
s ENT transportéry v bazolateralni membrané podileji na absorpci nukleosidd z potravy

(Young et al., 2013).

CNT1 je transportér selektivni pro pyrimidinové nukleosidy, v mensi mife umozriuje
i prenos adenosinu. Vyskytuje se ve strevé, ledvinach a jatrech (Klaassen a Aleksunes,
2010; Young et al., 2013). CNT2 transportér se vyznacuje selektivitou pro purinové
nukleosidy, umoznuje vSak i prenos uridinu. Najdeme ho ve stfeve, v ledvinach, jatrech,
srdci, kosternim svalstvu, slinivce, placenté€ a mozku (Klaassen a Aleksunes, 2010; Young

et al., 2013).

ENT (equilibrative nucleoside transporter)

Tyto transportéry patfici do rodiny SLC29A zprostfedkovavaji na energii nezavisly

transport - usnadnénou difuzi - Sirokého spektra purinovych a pyrimidinovych
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nukleosidi. A¢ jsou povazovany za influxni transportéry, mize byt tento prenos
obousmérny (Klaassen a Aleksunes, 2010; Young et al.,, 2013). Jsou schopny rovnéz
prenosu antineoplastik s nukleosidovymi strukturami, ENT2 pak i fady nukleosidovych
antivirotik (Young et al., 2013). ENT2 pienasi krom nukleosidd i nukleové baze, ENT1 je

schopny prenosu nukleovych bazi jen v malém rozsahu (Young et al., 2013).

ENT1 je vlidském té€le hojné exprimovan. Najdeme jej v placenté, ledvinach, stievé,
jatrech, plicich, srdci, vaje¢nicich, mozku i erytrocytech. Je rovnéz exprimovan
v mitochondriich, kde se podili na bunéc¢né toxicité nukleosidovych antivirotik (Klaassen
a Aleksunes, 2010). ENT2 se hojné vyskytuje v kosternim svalstvu a srdci, dale
v ledvinach, jatrech, stievé, burikdch hematoencefalické a cerebrospindlni bariéry

(Klaassen a Aleksunes, 2010; Young et al., 2013).

MATE (multidrug and toxin extrusion transporter)

Ackoliv jde o SLC transportéry (patii do rodiny SLC47A), funguji jako transportéry
efluxni (Klaassen a Aleksunes, 2010). Usnadiuji exkreci organickych kationt
a zwitteriontd do zlu¢i a modi, ¢imz prispivaji k jaterni a renalni eliminaci mnoha
xenobiotik. Tato exkrece se déje vyménou za proton. Transportuji substraty jako
endogenni kreatinin, thiamin (vitamin B1) a fadu 1é¢iv s pomérné riiznorodou strukturou
napt. metformin, antivirotika acyklovir a ganciklovir, antibiotika cefalexin a cefaridin,

antihistaminikum cimetidin (Nies et al., 2016).

MATE1 je exprimovan v srdci, jatrech, nadledvinach, varlatech, kosternim svalstvu,
ledvinach, placenté a prostaté. V ledvinach je lokalizovan spolu s MATE2-K v apikalni
membrané bunék proximalniho tubulu. Diky tomu se podili na tubuldrni sekreci
kationickych 1é¢iv, které se do bunék mohou dostat pres basolateralni membranu pomoci
OCT2 transportéru. Toto je umoZnéno podobnou substratovou specifitou téchto
transportért (Klaassen a Aleksunes, 2010; Nies et al,, 2016). MATE2-K je specificky

pro ledviny (Klaassen a Aleksunes, 2010; Nies et al., 2016).

Prikladem koordinace transbunécného transportu 1é¢iv za acasti transportéru MATE je
situace v jatrech, kde OCT1 a OCT3 v bazolateralni membrané zprostiedkovavaji pienos
substratt z krve do hepatocyt(l, zatimco MATE1 v apikalni membrané pienasi tato 1éc¢iva

do Zludi. V burikach proximalniho tubulu ledvin jsou OCT2, MATE1 a MATE2-K vyznamné

10
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pro ledvinou tubularni sekreci 1é¢iv. Vyznamnym substratem jak OCT, tak MATE je

metformin, u néhoz je pasivni difuze pres buné¢né membrany minimalni. Inhibitorem

OCT transportért je Hz2-antihistaminikum cimetidin, ktery ma ovSem vysokou afinitu

k MATE. Vysledkem je preferencni inhibice MATE, coZ pri spolecné aplikaci obou léc¢iv

vede ke klinicky prokdzanému sniZeni renalni clearance metforminu (Ko6nig et al., 2013).

Tabulka 1. Zakladni charakteristika influxnich transportért (prevzato z www.bioparadigms.org)

Transportér SLC oznaceni Typ transportu Dominantni substrat

OATP1A2 SLCO1A2 Zlucové soli, organické anionty
a kationty

OAT2B1 SLCO2B1 E3S, DHEAS

OAT1 SLC22A6 E/organické anionty organické anionty

OAT2 SLC22A7 F nebo E organické anionty

OAT3 SLC22A8 E/dikarboxylat organické anionty

OAT4 SLC22A11 F nebo E organické anionty

OAT7 SLC22A9 E/kratké mastné kyseliny organické anionty

OAT10 SLC22A13 E/anionty urat, organické anionty

URAT1 SLC22A12 E/organické anionty urat, organické anionty

OCT1 SLC22A1 F organické kationty

OCT2 SLC22A2 F organické kationty

0CT3 SLC22A3 F organické kationty

OCTN1 SLC22A4 C/Na* zwitterionty, organické kationty

OCTN2 SLC22A5 C/Na*, L-karnitin; F/organické zwitterionty (L-karnitin),

kationty organické kationty

PEPT1 SLC15A1 C/H* di- a tripeptidy, beta-laktamova
antibiotika

PEPT2 SLC15A2 C/H* di- a tripeptidy, beta-laktamova
antibiotika

CNT1 SLC28A1 C/Na* nukleosidy

CNT2 SLC28A2 C/Na* nukleosidy

ENT1 SLC29A1 F nukleosidy

ENT2 SLC29A2 F nukleosidy

MATE1 SLC47A1 TEA, MPP, cimetidin, metformin,
guanidin, prokainamid, cefalexin,
cefradin

MATE2-K SLC47A2 TEA, MPP, cimetidin, metformin,

guanidin, prokainamid

C - kotransport (symport), E — vyménik (antiport), F — usnadnéna difuze

3.1.2. ABC transportéry

Tyto transportéry patii k prenasectim, které vyuzivaji hydrolyzy ATP jako zdroje energie

pro prenos substratd proti koncentra¢nimu spadu. Clenové transportérové rodiny ABC

jsou hlavnim faktorem rozhodujicim o lékové rezistenci, protoZze omezuji biologickou

11



3. TEORETICKA CAST

dostupnost a ucinek fady léciv ovlivhénim jejich absorpce, distribuce a eliminace ¢i
omezenim jejich prostupnosti pres bariéry krev-tkan, véetné nadort (Bruhn a Cascorbi,
2014). Inhibice téchto transportéri miize byt pak vyuzita ke zlepseni dostupnosti jejich

substrata (Estudante et al., 2013).

P-glykoprotein (P-gp, MDR1, multidrug resistance protein 1, ABCB1)

Byl prvnim popsanym lékovym transportérem (Klaassen a Aleksunes, 2010). Jednim
z jeho ryst je riznoroda struktura jeho substratt zahrnujici fadu terapeuticky uzivanych
1é¢iv. Spolu s lokalizaci v apikalni membrané epitelialnich bunék lze predpokladat, ze jeho
fyziologickou tlohou je ochrana bunék pred potencialnimi toxiny (Hoffmann a Kroemer,
2004). Krom nadorovych bunék, kde zptisobuje rezistenci vici 1é¢bé, ho najdeme
v tenkém stievé, nadledvinach, ledvinach, tlustém strevé, jatrech, plicich, mozku,
prostaté, pokoZce, jicnu, Zaludku, vaje¢nicich, svalech, srdci a na vSech bariérach krev-

tkarn, vcetné placenty a hematoencefalické bariéry (Takano et al., 2006).

Substraty P-gp jsou obvykle hydrofobni molekuly s kationickymi vlastnostmi. Tyto
substraty lze z pohledu interakci rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou latky, které
nejsou metabolizovany a slouZi jako modelovy substrat pro zkoumani P-gp (digoxin,
dabigatran, fexofenadin a talinolol). Druhou a vétsi skupinou jsou 1éc¢iva, ktera jsou jak
substraty P-gp, tak i CYP3A4 a/nebo jinych biotransformacnich enzymd. A protoZe i fada
inhibitort P-gp je také inhibitory CYP3A4, byly pozorovany 1ékové interakce zptisobené

soucasnou inhibici obou systémi (Koénig et al., 2013).

MRP (multidrug resistance-associated protein)

Celkem jiz bylo identifikovano 9 ¢lenid rodiny MRP, avSak jen u MRP1-5 byla prokazana
role pti transportu 1é¢iv. MRP transportuji latky typu organickych aniontd (Estudante et
al., 2013). MRP4 a MRP5 prenasi (na rozdil od MRP1-3) také cyklické a acyklické

nukleosidové monofosfaty a jejich analoga (Choudhuri a Klaassen, 2006).

MRP1 (ABCC1) je exprimovan ve vétsiné tkani, kde se nachéazi v bazolateralni membrané.
Je tedy spiSe nez za exkreci do zluci, moci ¢i lumen GIT odpovédny za prenos substrata
do krve. Ve vysokém mnozstvi se tento prenasec nachazi v plicich, varlatech, ledvinach,

ale také v mnoha nadorech (Choudhuri a Klaassen, 2006). MRP1 chrani buriky pred

12
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akumulaci toxickych latek. Prenasi hydrofobni 1éciva a slouceniny konjugované

s glutathionem, glukuronidy ¢i sulfaty (Estudante et al., 2013).

MRP2 (ABCC2) transportuje metabolické konjugaty, ale i Siroké spektrum
nekonjugovanych 1é¢iv, fadu toxint a jejich konjugat véetné tézkych kovl (Estudante et
al., 2013). Prekrytim substratové specificity s P-glykoproteinem spolu s jejich stejnou
lokalizaci vznikd souhra tvorici vyraznou bariéru pro absorpci mnoha xenobiotik
(Estudante et al., 2013). Najdeme ho vtenkém strevé, jatrech, ledvinach, mozku,
placenté, slinnych zlazach, jako soucast hematotestikularni bariéry a v fadé nadort, kde

negativné prispiva k rezistenci vii¢i chemoterapeutikiim (Takano et al., 2006).

MRP3 (ABCC3) transportér ma substratovou specifitu shodnou s MRP1, MRP2 a BSEP
(bile salt export pump), i kdyZz s vyrazné€ niz$i afinitou vici substratim, které jsou
prenaseny také MRP1 a MRP2 (Choudhuri a Klaassen, 2006). Krom chemoterapeutik
a zlucovych kyselin je také odpovédny za transport glukuronidovych a glutathionovych
konjugatd (Choudhuri a Klaassen, 2006; Klaassen a Aleksunes, 2010). Nachazi se hlavné

v jatrech, ledvinach a GIT, zejména v ileu (Choudhuri a Klaassen, 2006).

z X7

MPR4 (ABCC4) prenasi z endogennich latek leukotrieny, prostaglandiny, folaty, zlucové
kyseliny, uraty a cyklické nukleotidy (Klaassen a Aleksunes, 2010). Kromé stieva je
exprimovan v bazolateralni membrané hepatocytl a v prostaté, v ledvinach se nachazi
v apikalni membrané€ bunék proximdlniho tubulu. Tato rozdilnd lokalizace MRP4
v jatrech a ledvinach je idedlni pro transport substratti z hepatocyti do krve a poté
z renalnich bunék do moci, coz je zvlasté vyznamné pro clearance zlucovych kyselin pri

cholestaze (Choudhuri a Klaassen, 2006).

MRP5 (ABCCs5) transportér se nalézd vtenkém i tlustém stireve, jatrech, ledvinach
a kosternim svalstvu, ale jeho lokalizace v membranach téchto orgént je zatim nejasna

(Choudhuri a Klaassen, 2006).

Zejména transportéry MRP1-3 jsou spojovany s rezistenci rady nadord, kterda je
zplsobena zvySenym efluxem a sniZenou akumulaci chemoterapeutik. Inhibice téchto
transportért se jevi jako vhodny pristup nejen pii 1é¢bé rakoviny, ale také pro prekonani

antimikrobidlni rezistence (Zhou et al., 2008).
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BCRP (breast cancer resistance protein, ABCG2)

Je stejné jako P-gp a MRP transportéry odpovédny za mnohocetnou 1ékovou rezistenci
(Estudante et al., 2013). Poprvé byl popsan jako hlavni faktor rezistence k adriamycinu
u lidské prsni rakovinové bunécné linie, odkud je odvozen i jeho nazev breast cancer
resistance protein (Bruhn a Cascorbi, 2014). V tkdnich dosahuje nejvys$si exprese
v placenté, déale pak v mozku, tenkém i tlustém streve, kde brani priniku nebezpec¢nych
latek, v jatrech, plicich, ledvinach, prsnich a potnich zldzach, kde usnadiiuje sekreci
téchto latek (Li et al., 2017). Najdeme jej také v myeloidnich a leukemickych kmenovych
burikach, kde zptisobuje mnohocetnou 1ékovou rezistenci pri terapii krevnich malignit

(Bruhn a Cascorbi, 2014).

BCRP se vyznacuje Sirokym spektrem substratd, jejichZ pocet se od jeho objevu stéle
rozrusta. Je odpovédny za rezistenci snizenim absorpce fady chemoterapeutik, i dal$ich
1é¢iv. Diky prekryvu substratové specificity s MRP2 dochézi k synergickému efektu

pri omezovani transportu 1éciv pres bariéry (Estudante et al., 2013).

3.2. Charakteristika lidskych OATP transportéru

Transportéry OATP (organic anion-transporting polypeptides) patii do nadrodiny SLCO.
U lidi byla doposud objevena exprese 11 OATP transportért s vyskytem v raznych tkanich.
VSechny OATP transportéry maji 12 proteinovych domén s amino- a C-koncem koncem
na cytoplazmatické strané membrany (obr. 2a). Pro vytvoreni predpokladaného
trojrozmérného modelu bylo pouzito teoretické modelovani (obr. 2b), zde je pro ilustraci
ukazano usporadani transportéru OATP1B1. Pti tvorbé modeld se rovnéz zkouma, ktera
oblast ¢i které konkrétni aminokyseliny jsou dtlezité pro funkci OATP transportéri. Dle
téchto studii se zd4, Ze cysteinové zbytky v paté velké extracelularni smycce se podileji
na tvorbé disulfidovych mistki a jsou nezbytné pro spravnou povrchovou expresi
OATP2B1 transportéru. Transmembranové domény 1, 8, 9 a 10 spolu s Sestou
extracelularni smyckou jsou dtlezité u OATPi1B1 a OATPi1B3 pro prenos substratt

(Hagenbuch a Stieger, 2013)
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a)

extraceluldrni

Obr. 2. Model OATP1B1 transportéru. a) Predpokladand sekundarni struktura OATP1B1
transportéru s 12 transmembranovymi doménami. Extracelularni cysteinové zbytky jsou oznaceny
cernou barvou. b) Odpovidajici 3D modely. Vlevo je usporadani OATP1B1 transportéru znazornéno
z pohledu z extracelularniho prostoru, vpravo jak prochazi lipidovou dvojvrstvou membrany. Barvy
transmembranoviych domén odpovidaji barvdm v modelu sekundarni struktury (upraveno dle

Hagenbuch a Stieger, 2013).

V soucasnosti je vyznam téchto transportérii pro transmembranovy prenos 1é¢iv obecné
akceptovan, testovani interakci s OATP je regula¢nimi lékovymi autoritami vyZadovano
uZ pri vyvoji 1é¢iv (Stieger a Hagenbuch, 2014). Mechanismus, jakym zprostredkovavaji
prenos latek, zistava stale sporny. Transport probiha nezavisle na ATP i sodnych iontech,
jsou schopny i obousmérného prenosu. Nékolik studii naznacuje, Ze by mohly pracovat
jako elektroneutralni antiport. Pfenos nékterych latek je ovlivnén pH, ale zda se, Ze
v tomto ohledu mezi substraty existuji odliSnosti (Roth et al, 2012). Obecné tyto

transportéry zprostfedkovavaji prenos pestré skaly amfifilnich organickych sloucenin,
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N

mnohdy s vy$s$i molekulovou hmotnosti, véetné zlucovych kyselin, thyroidnich hormont,
anionickych peptid, rady 1é¢iv a jinych xenobiotik, ale nékteré z jejich substratd jsou

latky neutrdlni ¢i pozitivné nabité (Estudante et al., 2013; Hagenbuch a Stieger, 2013).

Lidské OATP transportéry se déli do 6 rodin. Isoformy OATP s vice nez 40% shodou
v sekvenci aminokyselin jsou ¢leny stejné rodiny (OATP1, OATP2, OATP3, ...). Prifazeni
k jedné podrodiné (OATP1A, -1B, -1C) pak vyZaduje vice nez 60% shodu v usporadani

aminokyselin (Klaassen a Aleksunes, 2010).

3.2.1. OATP1

Tato rodina zahrnuje celkem 4 ¢leny: OATP1A2, 1B1, 1B3 a 1C1.

OATP1A2 byl prvnim izolovanym lidskym OATP transportérem. Byl detekovan v radé
tkani véetné mozku, kde je soucasti hematoencefalické bariéry, ledvin, jater, plic, varlat,
placenty a prostaty (Hagenbuch a Stieger, 2013; Roth et al., 2012). Dale byl detekovan
v enterocytech tenkého stieva (Roth et al, 2012), kde se uvadi jeho vyskyt ve vsech
Usecich stfeva (Meier et al., 2007). Je povaZovan za transportér vyznamné se podilejici
na absorpci 1é¢iv ve strevé, nebot nékteré studie zde potvrdily jeho potencialni vyznam
pro transport 1éciv jako fexofenadin, aliskiren ¢i betablokatory (Miiller et al., 2017).
Novéjsi data ovSem spiSe ukazuji, Ze jeho exprese v lidském stteve je nizka (Li et al., 2017;
Miiller et al., 2017; Tamai, 2012). Tyto Gdaje naznacuji, Ze iCast OATP1A2 na stfevni

absorpci 1é¢iv mize byt pravdépodobné nizsi, nez se dosud predpokladalo.

OATP1B1 spolu s OATP1B3 transportérem jsou povazZovany za OATP transportéry typické
pro jatra, kde jsou lokalizovany v basolaterdlni membrané hepatocytt (Hagenbuch

a Stieger, 2013; Roth et al., 2012).

Pritomnost OATP1B3 byla krom jater detekovana i v nékterych nadorech napt. Zaludku,
tlustého streva, slinivky, ale také plic, prsu ¢i prostaty. Naopak pri hepatocelularnim

karcinomu je jeho exprese sniZena (Hagenbuch a Stieger, 2013; Roth et al., 2012).

OATP1C1 je exprimovan v mozku v gliovych burikdch hypothalamu, na mozkomis$ni

bariéte a v plexu choroideu a ve varlatech (Hagenbuch a Stieger, 2013; Roth et al., 2012).

16



3. TEORETICKA CAST

3.2.2. OATP2

Rodinu OATP2 tvori dva ¢lenové: OATP2A1 a 2B1.

OATP2A1 je pritomny prakticky ve vSech tkanich (mozek, tenké a tlusté strevo, srdce,
ledviny, jatra, plice, vajecniky, slinivka, placenta, prostata, kosterni svalstvo, slezina, dale
v oku, déloze, neuronech i astrocytech). Je oznacovan jako prostaglandinovy transportér

(Hagenbuch a Stieger, 2013; Roth et al., 2012).

OATP2B1 je také exprimovan v radé organi: v jatrech v basolateralni membrané,
v tenkém strevé, placenté, mlécné Zzldze, na hematoencefalické bariéte, v srdci,
destickach a kosternim svalstvu (Hagenbuch a Stieger, 2013; Roth et al., 2012). Jeho
exprese v hepatocytech je nizsi nez exprese OATP1B1, ale srovnatelna s OATP1B3 (Badée
et al., 2015; Vildhede et al., 2018). Jak jiZz bylo zminéno vySe, tyto tfi transportéry se
nachazeji v basolaterdlni membrané hepatocytd, kde jsou zodpovédné za uptake 1éCiv
z krve do jater (Hagenbuch a Stieger, 2013). Exprese OATP2B1 byla prokazana ve vSech
Castech lidského streva (Drozdzik et al., 2014; Meier et al., 2007). Informace o bunéc¢né
lokalizaci v enterocytech jsou ponékud nekonzistentni. Existuji jak data o jeho vyskytu
v apikalni membrané streva, kde se podili na absorpci latek z lumen stfeva do krve

(Kobayashi et al., 2003), tak tidaje o jeho basolateralni lokalizaci (Keiser et al., 2017).

3.2.3. OATP3
OATP3A1 se nachazi v radé organti: ve stirevé, varlatech, mozku, srdci, plicich, sleziné,
na leukocytech periferni krve a ve stitné zlaze (Hagenbuch a Stieger, 2013; Roth et al.,

2012). Prendasi thyroiddlni hormony, estron 3-sulfat a prostaglandiny (Hagenbuch

a Stieger, 2013).

3.2.4. OATP4

Do této rodiny patfi transportéry OATP4A1 a OATP4C1.

OATP4A1 je nejvice exprimovan v srdci a placenté, dale pak v plicich, jatrech, stievé,
kosternim svalstvu, ledvinach a slinivce (Roth et al., 2012). Transportuje stejné jako
OATP3A1 thyroidalni hormony, estron 3-sulfat a prostaglandiny (Hagenbuch a Stieger,

2013).
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U OATP4C1 se predpoklada, Ze je OATP transportérem typickym pro ledviny, coZ zatim
nebylo na proteinové Grovni potvrzeno, rovnéz byla jeho pritomnost prokazéana v jatrech

(Hagenbuch a Stieger, 2013).

3.2.5. OATP5
OATP5A1 byl detekovan ve fetdlnim mozku, prostaté, kosternim svalstvu a brzliku

(Hagenbuch a Stieger, 2013).

3.2.6. OATP6
OATP6A1 byl detekovidn zejména ve varlatech, dile ve sleziné, mozku a placenté

(Hagenbuch a Stieger, 2013; Roth et al., 2012).

Za fyziologickych podminek jsou OATP transportéry vyznamné pro homeostazu
zlu¢ovych kyselin (1A2, 1B, 1C1, 2B1, 4A1, 4C1), eliminaci bilirubinu (1A2, 1B), zanétlivé
procesy (4C1) a regulaci arovni hormont (1A2, 1B, 1C1, 2A1, 2B1, 3A1, 4A1, 4C1). Nejvice
substratd bylo identifikovano pro transportéry: OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3 a OATP2B1
(Kovacsics et al., 2017) (viz kapitola 3.3). V pripadé€ transportérit OATP5A1 a OATP6A1

zatim substraty nebyly nalezeny (Roth et al., 2012).

3.3. Interakce xenobiotik s OATP transportéry

Na rozdil od interakci 1é¢ivo-1é¢ivo, kterym je prikladan velky vyznam, je identifikovani
interakci potrava-1é¢ivo pomalejsi, prestoZe se mozné riziko té€chto interakci zvysuje
spolu s nardstajicim uzivanim 1éciv. Zvlasté u vysoce rizikovych pacientt, jako jsou starsi
lidé uzivajici chronicky tifi a vice 1ékli, pacienti s diabetem, hypertenzi, vysokym
cholesterolem, depresemi, méstnavym srdecnim selhanim, by interakce potrava-lécivo

mély byt systematicky zkoumany a monitorovéany (Otles a Senturk, 2014).

Léciva mohou byt bud substraty a/nebo inhibitory jednoho ¢i vice transportér
(Estudante et al., 2013), coZ soucasné plati i pro latky prijimané v potravé ¢i potravnich
dopliicich. Pripadna inhibice transportéru miize mit vliv na transport latek, které jsou
jeho substraty (Otles a Senturk, 2014). Interakce 1é¢ivo-lé¢ivo a potrava-1é¢ivo miize vést

ke sniZzeni systémové expozice lé¢ivem inhibici influxnich transportéri ve strevé
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a zvySeni expozice pri modulaci efluxnich transportéra stfeva (Nakanishi a Tamai, 2015).
Inhibice OATP transportérii v sinusoidalni membrané jaternich bunék, kde jsou
zodpovédné za uptake 1é¢iv, miiZze mit za nasledek zvyseni tkanové distribuce a vedlejSich

Ve o Z X v

acinkd 1é¢iv prenasenych témito transportéry. Lékové a potravni interakce mohou tedy
potencialné vést az k selhdni 1écby ¢i naopak k vystupriovani nezadoucich wucinka

(Nakanishi a Tamai, 2015).

V soucasné dobé je jiz znama rada lékovych ¢i fytochemickych substrat a inhibitora
lidskych OATP transportéri. Jedna se o léc¢iva z rznych farmakoterapeutickych skupin
arostlinné latky rdznych strukturnich skupin (tab. 2). Obecné lze konstatovat, Ze
dominantni skupinou mezi fytochemickymi slouceninami ovliviiujicimi OATP
transportéry jsou latky flavonoidni ¢i latky jim podobné, napt. flavolignany, z nichz fada
je inhibitory i né€kolika transportért této skupiny (tab. 2). Paleta 1é¢iv transportovanych
OATP je pomérné pestra, avSak velka pozornost je zamérena na hypolidemické statiny,
nebot u téchto 1é¢iv je prokazano, ze vyznamny transport prostrednictvim OATP je

vlastnosti celé skupiny (Gong a Kim, 2013).

Tabulka 2. Vjznamné substraty a inhibitory OATP transportéril (prevzato z Roth et al., 2012 -

substréty; Estudante et al., 2013, Kovacsics et al., 2017, Li et al., 2017 - inhibitory).

Substraty Inhibitory
endogenni exogenni 1éc¢iva prirodni latky
OATP1A2 bilirubin, DHEAS, acebutolol, atenolol, budesonid, ovocné stavy,
estradiol-17- atrasentan, cyklosporin, apigenin, ECG, EGCG,
glukuronid, E3S, bromsulfoftalein, everolimus, hesperidin,
glykocholat, cholat, celiprolol, ciprofloxacin, rifampicin, kaempferol, naringin,
PGE., taurocholat, darunavir, enoxacin, ECG, sirolimus quercetin
taurochenodeoxycholat, EGCG, erytromycin,
tauroursodeoxycholat, fexofenadin, gatifloxacin,
trijodtyronin, tyroxin hydroxyurea, imatinib,

labetalol, levofloxacin,
lomefloxacin, lopinavir,
metotrexat, N-
methylchinidin, N-
methylchinin, nadolol,
norfloxacin, ouabain,
pitavastatin, rokuronium,
rosuvastatin, saquinavir,
sotalol, talinolol,
tebipenem pivoxil

OATP1B1 bilirubin, DHEAS, atorvastatin, atrasentan, rifampicin biochanin A,
estradiol-17(- benzylpenicilin, bosentan, genistein, silymarin,
glukuronid, E3S, bromosulfoftalein, silybin A, silybin B,
glykocholat, cefazolin, cefoperazon, silychristin
glykoursodeoxycholéat, cerivastatin, darunair,
cholat, leukotrien C4a  demetylphalloin,
E4, PGE., taurocholat, enalapril, ezetimib
tauroursodeoxycholét, glukuronid, fluorescein,

19



3. TEORETICKA CAST

tromboxan B2,
trijodtyronin, tyroxin

fluvastatin, hydroxyurea,
lopinavir, mesalazin,
metotrexat, olmesartan,
phalloidin, pitavastatin,
pravastatin, rifampicin,
rosuvastatin, saquinavir,
simvastatin, temokapril,
troglitazon sulfat,

valsartan

OATP1B3 bilirubin, DHEAS, amanitin, benzylpenicilin, rifampicin silymarin, silybin A,
estradiol-17(- bosentan, silybin B, silychristin
glukuronid, E3S, bromosulfoftalein,
glutathion, glykocholat, cefadroxil, cefazolin,
glykoursodeoxycholat, cefoperazon, cefalexin,
cholat, leukotrien C4, demetylphalloin,
taurocholat, diklofenak, digoxin,
taurochenodeoxycholat, docetaxel, ECG, EGCG,
taurodeoxycholat, enalapril, erytromycin,
tauroursodeoxycholat, fexofenadin, fluorescein,
trijodtyronin, tyroxin fluvastatin, hydroxyurea,

imatinib, mesalazin,
metotrexat, olmesartan,
ouabain, paklitaxel,
phalloidin, pitavastatin,
rifampicin, rosuvastatin,
saquinavir, telmisartan,
valsartan

OATP1C1 estradiol-17- bromosulfoftalein
glukuronid, E3S,
trijodtyronin, tyroxin,
tyroxin sulfat

OATP2A1 PGE,, PGE:, PGFzq, kys. latanoprostova
PGH., tromboxan B.

OATP2B1 DHEAS, E3S, pregnelon  aliskiren, atorvastatin, budesonid, ovocné stavy, EC,
sulfat, PGE., benzylpenicilin, bosentan, cyklosporin, ECG, EGCG,
taurocholat, thyroxin bromsulfoftalein, ezetinib  everolimus, isorhamnetin-3-

glukuronid, fexofenadin, rifampicin, glukosid, kaempferol-
fluvastatin, glibenklamid, sirolimus 3-glukosid,
kys. latanoprostova, kaempferol-3-
mesalazin, montelukast, rutosid, katechin,
pitavastatin, pravastatin, naringin, naringenin,
rosuvastatin, talinolol, quercitrin, rutin,
tebipenem pivoxil silymarin, silybin A,
silibin B, silichristin

OATP3A1 kys. arachidonova, E3S, benzylpenicilin
PGE., PGE,, PGFzq,
tyroxin, vasopresin

OATP4A1 estradiol-17- benzylpenicilin
glukuronid, E3S, PGE.,
taurocholat,
trijodtyronin, tyroxin

OATP4C1 cAMP, E3S, digoxin, metotrexat,

trijodtyronin, tyroxin

ouabain, sitagliptin

DHEAS - dehydroepiandrosteron 3-sulfat, EC - epikatechin, ECG - epikatechin galdt, EGCG -

epigalokatechin galat, E3S - estron 3-sulfat, PGE, — prostaglandin E,, PGE. — prostaglandin E.
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Interakce OATP s 1éCivy

Na rozdil od prirodnich latek, u kterych je zndma predevs$im inhibi¢ni schopnost vici
OATP, 1éciva patii hlavné k substratim OATP transportérdi, méné je znamo o jejich
inhibi¢nich interakcich. Prehled substrati OATP transportéri je uveden v tab. 2.
K substratim prenasenym OATP2B1 patfi navic téz inhibitory tyrozinkinaz crizotinib
a gefitinib (Sato et al., 2018). Inhibi¢ni aktivita vii¢i OATP2B1 byla in vitro pozorovana
také u 1é¢iv streptomycinu, linezolidu (Parvez et al., 2016) i cefiximu (Fujita et al., 2016).
Vedle dat o interakcich lé¢iv s OATP2B1 a OATP1A2 je kdispozici mnoho udaja
o interakcich s dal$imi typy OATP, predevsim s typicky jaternimi transportéry OATP1B1
a OATP1B3. Z téch je patrné, Ze spektrum lékovych substratt i inhibitor je pomérné
Siroké a caste¢né se prekryva s transportéry OATP2B1 a OATP1A2 (Kovacsics et al., 2017,

Li et al., 2017; Roth et al., 2012).

Vzhledem k masovému pouzivani a klinickému vyznamu se mezi dtlezité a studované
1ékové substraty transportéri OATP fadi antidyslipidemika ze skupiny statint.
Atorvastatin je substratem jak OATP1B1, tak OATP2B1, fluvastatin pak OATP1B1, OATP1B3
a OATP2B1, pravastatin patfi k prokazanym substratim OATP1A2, OATP1B1 i OATP2B1,
pitavastatin je transportrovan v8emi farmakologicky zajimavym OATP. Rosuvastatin je
také substratem OATP1A2, 1B1, 1B3 i 2B1 transportéru (Roth et al., 2012; Shitara et al.,
2013). U tohoto, v ramci skupiny vyznamného, statinu jsou popsany 1ékové interakce
s OATP transportéry, které potencialné ovliviiujici jeho biologickou dostupnost. Pri
soucasném uziti s gemfibrozilen a cyklosporinem bylo pozorovano zvyseni biologické
dostupnosti rosuvastatinu zptisobené inhibici OATP1B1 transportéru v jatrech (Bergman
et al., 2006). Pri studiu interakci ptirodnich latek s rosuvastatinem byla popsana indukce
uptake rosuvastatinu OATP1B1 transportérem in vivo flavonem baicalinem (Fan et al.,
2008). Silymarin inhiboval in vitro uptake rosuvastatinu pomoci OATP1B1, ovSem in vivo
nebylo pozorovano Zadné ovlivnéni farmakokinetiky tohoto léciva (Deng et al., 2008).
Z interakci s OATP2B1 transportérem lze zminit stimulaci uptake rosuvastatinu rutinem
in vitro zifejmé zplisobenou stimulaci exprese OATP2B1 transportéru (Ogura et al., 2014),
ale také snizeni uptake rosuvastatinu kyselinou glycyrrhetinovou, mulberinem,

quercetinem a scutellarinem dané inhibici OATP2B1 transportéru (Wen et al., 2016).
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Interakce OATP s piirodnimi latkami

Po zjisténi, Ze ovocné §tavy zgrepu, jablek ¢ pomeranc¢d mohou inhibovat
transmembranovy prenos latek prostfednictvim OATP transportért (Dresser et al.,
2002), byla snaha identifikovat konkrétni latky za tuto inhibici zodpovédné. Tim zacal
narist zajmu o vyzkum interakci pfirodnich latek, ktery byl do té doby zaméfen
predevsim na potencialni ovlivnéni CYP3A a P-glykoproteinu, jako moznych inhibitor
influxnich transportérd (Edwards et al., 1999; Lown et al., 1997; Takanaga et al., 1998).
Postupné bylo zjisténo, Ze hlavni latky grepové, pomerancové a jable¢né stavy odpovédné
za inhibici transportéru OATP2B1 jsou flavonoidy naringin, naringenin, hesperidin,
floridzin, floretin, quercetin a kaempferol (Shirasaka et al., 2013), v grepové $tavé byl
jako hlavni inhibitor OATP1A2 transportéru identifikovan naringin (Bailey et al., 2007)
a pro transportéry OATP1B1 a OATP1B3 naringenin (Mandery et al., 2012). Dale bylo
zjisténo, Ze transport pomoci OATP2B1 a OATP1A2 je kompetitivné inhibovan také
flavonoidem apigeninem (Mandery et al., 2010) a flavonoidy zeleného caje epikatechin
galatem (ECG), epigalokatechin galatem (EGCG) (Roth et al., 2011). Mezi dal8i flavonoidni
latky prokazatelné inhibujici OATP2B1 transportér patii flavony mulberrin, scutellarin,
glykosidové formy quercetinu hyperosid, isoquercitrin a rutin, jejichZ inhibi¢ni aktivita
je vSak kvantitativné nizsi neZ v pripadé€ quercetinu (Wen et al., 2016), ¢i flavolignany
silymarin, silybin A, silybin B a silychristin (Kéck et al., 2013). Jaterni OATP1B1
a OATP1B3 transportéry jsou rovnéZ inhibovany quercetinem (Mandery et al., 2012)
a silymarinem, silybinem A, silybinem B a silychristinem (Kéck et al., 2013). Uptake
pomoci OATP1B1 transportéru je inhibovéan také biochaninem A (Wang et al., 2005). Vedle
zminénych ovocnych §tav byla pti in vitro experimentech nalezena vyznamna inhibice
OATP2B1 také u extraktli z boravek, echinacey, zeleného caje, banaby, hroznovych
seminek, jinanu a séjovych bobt (Fuchikami et al., 2006). Z dalsich prirodnich latek byly
prokazany interakce OATP transportéra napft. s alkaloidy. U alkaloidu chelerythrinu byl
in vitro prokazan vyrazny inhibi¢ni efekt vii¢ci OATP1A2 (Shams et al., 2018). Transportér
OAT1B3 byl pak prokdzan jako vyznamny pro uptake isochinolinového alkaloidu
berberinu (Chen et al., 2015). K inhibitorim OATP2B1 patii i kyselina glycyrrhetinova,

ktera se radi k triterpenoidnim latkam (Wen et al., 2016).

Vedle identifikace latek s inhibi¢nim potencidlem byl u nékterych flavonoidd zkouméan
ijejich vliv na transport 1éCiv zprostiedkovany transportéry OATP. Ve studii s hlavnimi

obsahovymi flavonoidy jinanu bylo prokazano, Ze apigenin je silnym inhibitorem uptake
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jak fexofenadinu zprostiredkovaného OATP1A2, tak atorvastatinu zprostiedkovaného
OATP1A2 i OATP2B1. Také stanovené inhibi¢ni koncentrace quercetinu a kaemferolu vici
transportu fexofenadinu pomoci OATP1A2 a atorvastatinu pomoci OATP1A2, resp.
OATP2B1, byly srovnatelné s koncentracemi téchto flavonoiddi dosazitelnymi v tenkém
strevé z potravnich zdroji (Mandery et al., 2010). Rozsiteni této studie na jaterni OATP
prineslo poznani, Ze tyto tri flavonoidy snizuji uptake atorvastatinu také inhibici
transportéru OATP1B1. Apigenin byl i v této studii nejsiln€jsim inhibitorem (Mandery et
al., 2012). Rovnéz u extraktu ze zeleného caje byl prokazan inhibi¢ni ¢inek na prenos
glibenklamidu zprostfedkovany transportérem OATP2B1 (Fuchikami et al., 2006). Pri
soucasném podani inhibitoru reninu aliskirenu a grepové stavy bylo v klinické studii
pozorovano sniZeni absorpce a biologické dostupnosti tohoto 1é¢iva. To bylo vysvétleno
inhibici intestinalniho uptake aliskirenu zprostfedkovaného OATP2B1 (Tapaninen et al.,
2010). Tento vliv flavonoidd ovocnych s$tav, jako jsou naringin ¢i hesperidin, na OATP
transportéry byl deklarovan jako odpovédny za sniZeni biologické dostupnosti nékolika
dalsich 1é¢iv transportovanych OATP1A2, napt. fexofenadinu ¢i celiprololu (Bailey et al.,
2007; Dresser et al., 2002; Shirasaka et al., 2013). Transportér OATP2B1 je odpovédny
také za prenos toxického metabolitu irinotecanu oznacovaného jako SN-38. SniZeni
uptake do enterocyti inhibici tohoto prenosu flavonoidem baicalinem ¢i ovocnymi
§tavami mize vést k prevenci gastrointestinalni toxicity tohoto metabolitu (Fujita et al.,

2016).

3.4. Charakteristika zkoumanych latek

3.4.1. Flavonoidy a isoflavony

Rostliny jsou schopny syntetizovat fadu organickych latek, které se dale déli na primarni
a sekundarni metabolity. Priméarni metabolity najdeme v kaZzdé rostliné a maji zdkladni
funkce pro rostlinny rtst a vyvoj, fotosyntézu a dychani. Sekundarni metabolity nejsou
pro preziti rostlin nezbytné, presto ho zna¢né€ usnadnuji: ptisobi jako atraktanty pro
opylovace, chrani rostliny pred bylozravci, hmyzem, mikrobidlnimi patogeny
i pfemnozenim jinych rostlinnych druht v tésném okoli, dale pred stresory z Zivotniho
prostredi, vysokymi teplotami, suchem i UV zafenim, ptisobi také jako signalni molekuly
(Cavalier-Smith, 1992; Rhodes, 1994). Nékteré se vyskytuji napri¢ rostlinnymi druhy
(napt. flavonoidy, které se vyskytuji ve v€ts$iné, ne-li ve vSech rostlinnych druzich), jiné

jsou vazany prevazné na urcitou taxu (napf. isoflavony) (Rhodes, 1994). Jsou tedy
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vyznamnou soucasti potravy a také doplrikl stravy, jejichZ spotieba stale roste, a tak se

stavaji vice a vice moznym zdrojem interakci.

Flavonoidy jsou nejbéznéjsi a velmi rozSifené sekundarni metabolity vyskytujici se
prakticky ve v8ech ¢astech velké rady rostlin (Kumar a Pandey, 2013). V rostlinach jsou
zodpovédné za barvu a viini kvétd, 1dkaji opylovace, napomahaji rastu a vyvoji novych
rostlin. Flavonoidy chrani rostliny pres stresem, slouzi jako signalni molekuly,
fytoalexiny, detoxika¢ni ¢inidla a obranné antimikrobidlni latky. Hraji roli v odolnosti
vici mrazu ¢i suchu, ¢imz prispivaji k aklimatizaci rostlin. V neposledni radé funguji

ijako jedinecny UV filtr (Panche et al., 2016).

Flavonoidy se déli do nékolika trid se stejnou zakladni strukturou tvorenou dvéma
aromatickymi jadry spojenymi tiiuhlikatym retézcem, ktery spolu s kyslikem muiiZe tvorit
heterocyklus (obr. 3). Flavonoidy byvaji Casto konjugovany jako glykosidy, a to
s L-rhamnézou, D-glukézou, glukorhamnézou, galaktézou ¢i arabindzou, ale vyskytuji se
i ve formé aglykond, pripadné jako methylované derivaty (Kumar a Pandey, 2013;
Landete, 2013). Pokud tvori glykosidy, byva vazba s cukernou slozkou v pozici 3 nebo 7

(Kumar a Pandey, 2013).
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Obr. 3. Zakladni struktura flavonoidii a jednotlivych tiid (upraveno dle Kumar a Pandey, 2013;

Panche et al., 2016).
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ProtoZe se jedna o fytochemické latky, nejsou flavonoidy syntetizovany zZivocichy, véetné
Clovéka, ale jsou nedilnou soucéasti potravy jak zvitat, tak i lidi. V potravé jsou
zodpovédné za barvu, chut, prevenci oxidace tukl a rovnéz chrani vitaminy a enzymy.
Flavonoidy jsou lidmi konzumovany odedavna a je o nich znamo, Ze vykazuji radu
pozitivnich biologickych U¢inki na lidské zdravi (Kumar a Pandey, 2013). Prakticky
vSechny skupiny flavonoidd jsou antioxidanty, n€které maji ic¢inky hepatoprotektivni,
protizanétlivé, antikancerogenni, inhibuji sraZeni destic¢ek, zlepsuji endotelovou
dysfunkci, snizuji riziko infarktu myokardu, vykazuji antibakteridlni a protivirovou
aktivitu. PouZivaji se v1é¢bé diabetu i v prevenci osteoporézy. Rada vykazuje
anticholinesterazovou aktivitu, moduluji xantinoxiddzu, priznivé plsobi pri
neurodegenerativnich onemocnénich (Kumar a Pandey, 2013; Landete, 2013; Panche et

al., 2016).

Presny odhad primeérného ptijmu flavonoidd v potravé je ztizen znac¢nou riznorodosti
flavonoidd, rznym obsahem v rostlindich a rovnéz rozdilnou konzumaci kazdého
jednotlivce (Kumar a Pandey, 2013), presto se odhaduje, Ze jen z potravy, hlavné ovoce
a zeleniny, prijima clovék denné mnozstvi od stovek miligramid az po 1-2 g flavonoidi

(Havsteen, 2002; Witkowska et al., 2015).

Rada flavonoidfi vykazuje po peroralnim podéani jen nizkou biologickou dostupnost.
Glykosidické formy flavonoidl jsou pred absorpci zpravidla rozstépeny v tenkém stirevé
na aglykony (Del Rio et al., 2013), které jsou vSak jen mélo rozpustné ve vodé. Tato
skutecnost vede k jejich omezené absorpci a vétSina ziistava ve strevé (Kumar a Pandey,

2013).

Bylo identifikovano pres 6000 chemicky unikatnich flavonoidd v rostlinach, zejména
v ovoci, zeleniné, oriskach, semenech, dale v napojich jako viné, c¢aji, dzusech a rovnéz
v medu, propolisu a rostlinnych potravnich dopliicich (Jaganathan a Mandal, 2009;

Landete, 2013; Panche et al., 2016).

Flavonoidy obsaZené ve vcelich produktech

Pouzivani medu, propolisu, vosku a mateti kasicky v 1é¢bé je pravdépodobné staré jako
lidstvo samo. VSechny tyto vceli produkty obsahuji vyznamné koncentrace flavonoidd,
nejbohatsim zdrojem je propolis. Prvnim z pouZzivanych vcelich produkti byl
pravdépodobné med pro svou sladkou chut a vysoky obsah glukdzy. Déle se vyuzival také

propolis, ktery mél spolu s medem uplatnéni pri zanétech kize a hrdla (Havsteen, 2002).
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Med ma vysoky obsah fytochemickych latek vcetné flavonoidd, které jsou zodpovédné
za jeho pozitivni biologické uc¢inky. OvSem mnoZstvi obsahovych latek se miize podstatné
liSit v zavislosti na geografickych a klimatickych podminkach. Nékteré flavonoidy jsou
typické pro urcity druh medu, napt. kaempferol pro rozmarynovy med, quercetin pro
slunec¢nicovy med. V evropském medu najdeme také flavonoidy typické pro propolis:
chrysin, pinocembrin a pinobanksin (Jaganathan a Mandal, 2009). Prehled typickych
flavonoidd obsazenych v medu a jejich chemické zatazeni shrnuje tabulka 3. Kromé
téchto flavonoidii najdeme v medu i dal$i Siroce rozsifené latky, napf. apigenin,
kaempferol (Jaganathan a Mandal, 2009), naringin ¢i hesperidin (Viuda-Martos et al.,
2008), ale u téch byl jiz vliv na OATP transportéry popsan a jejich vyznamnéjsimi zdroji

jsou ovocné stavy (Bailey et al., 2007; Mandery et al., 2010; Shirasaka et al., 2013).

Tabulka 3. Strukturni charakteristika zkoumanych flavonoidii typicky se vyskytujicich v medu

Substituce

FLAVONOID Trida

Cs C; Cs Cy Cs
quercetin flavonol OH OH OH OH H
fisetin flavonol OH H H OH OH
galangin flavonol OH OH H H
chrysin flavon OH OH
myricetin flavonol OH OH OH OH OH
pinobanksin flavanonol OH OH
pinocembrin flavanon OH OH H H

Kromé vcelich produktd najdeme tyto flavonoidy v dalsich prirodnich zdrojich (tab. 4),
jejichz konzumaci se dale navysSuje jejich prijem. Ro¢ni konzumace medu ve statech EU
je odhadovana v priméru od 0,35 kg/osobu (Italie, Francie, UK, Dansko, Portugalsko)
po 1,8 kg/osobu (Némecko, Rakousko, Svycarsko, Madarsko, Recko), coZ v prepoctu
na den ¢ini 1-5 g/osobu/den. Jednotliva davka u lidi konzumujicich med se predpoklada
az 25 g (Bogdanov et al., 2008). Pro dosazeni véts$iny pozitivnich vlivii medu na zdravi je
nutny prijem pomérné vysokych davek a to az 50-80 g (Bogdanov et al., 2008). V tabulce

4 je pro lepsi ilustraci uvedeno mnozstvi zkoumanych flavonoidd v 1 g medu.
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Tabulka 4. Zdroje zkoumanych flavonoidii a jejich obsah v medu

FLAVONOID Zdroje Obsah v medu [pg/g] Reference

quercetin med', propolis?, bobulovité 0,01-4 (Campone et al., 2014;
ovoce3, cibule, brokolice, Keckes et al.,, 2013;
zeleny ¢aj, pomerance, jablka, Wabaidur et al., 2015)
jahody#, vino5, kakao®

fisetin jahody, jablka, hrozny, kivi, 0,1-2 (Campillo et al., 2015)
cibule*, med, propolis”

galangin med’, propolis? 1-6 (Campone et al., 2014;

Keckes et al., 2013)
chrysin med’, propolis? 1-10 (Campone et al., 2014;

Keckes et al.,, 2013;
Wabaidur et al., 2015;
Yao et al., 2004)

myricetin med®, bobulovité ovoce3, 0,01-36 (Campone et al., 2014;
petrzel, Spenét, brokolice, Yao et al., 2004)
pomerance?, vino®

pinobanksin med! 5-14 (Camponeet al., 2014)

pinocembrin med?, propolis? 1-3 (Campone et al., 2014;

Yao et al., 2004)
! Jaganathan a Mandal, 2009; 2 Havsteen, 2002; 3 Hakkinen et al., 1999; 4 Kimira et al., 1998; 5 Burns et al.,

2001; 8 Sdnchez-Rabaneda et al., 2003; 7 Viuda-Martos et al., 2008; 8 Escriche et al., 2014

Isoflavony séji

Isoflavony tvori zvlastni skupinu latek razenou mezi flavonoidy i pres ponékud odliSnou
strukturu (obr. 3). Kromé strukturniho rozdilu se odlisuji také svym vznikem, vyskytem
a nékterymi biologickymi ucinky. Isoflavony jsou sekundarni metabolity tvorené
symbi6zou mezi rhizobidlnimi bakteriemi a korinky lusténin. Po syntéze slouzi rostlindm
jako chemoatraktant (Ko, 2014; Reynaud et al.,, 2005). V rostlindch maji také funkci
fytoalexind, tj. latek syntetizovanych rostlinami na obranu v odpovédi na napadeni
patogeny (Reynaud et al., 2005). Poprvé se o né védci zacali zajimat kolem roku 1940
v souvislosti s problémy plodnosti ovci pojidajicich druh jetele s vysokym obsahem

isoflavontl (Wang et al., 2013).

Isoflavony se nachazeji ve vice nez 300 druzich rostlin, a to zejména v kofenech
a semenech. Jejich specifickym strukturnim rysem je presun aromatického kruhu B
z polohy 2 do polohy 3 heterocyklu (obr. 3) (Szeja et al., 2017). Tato zména vede k zisku
nového biologického ucinku, ktery u jinych flavonoid nebyl pozorovan. Isoflavony jsou
tak fytoestrogeny - nesteroidni estrogeny s chemickou strukturou podobnou
17-B-estradiolu (obr. 4) (Ko, 2014). Prirozené se isoflavony vyskytuji prevazné

konjugované ve formé biologicky neaktivnich glykosidd (Ko, 2014). Jsou podobné jako
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jiné flavonoidni latky jen omezené rozpustné ve vodé, coZ negativné ovliviiuje jejich
biologickou dostupnost. Lze predpokladat, Ze jejich rozpustnost se bude zvySovat se
stoupajicim poc¢tem cukernych jednotek, tim se ale zvétSuje velikost molekuly (Szeja et
al., 2017). Vtenkém stievé jsou vSak Stépeny na aglykony, které pak mohou byt

absorbovany, pravdépodobné pasivni difuzi (Ko, 2014; Larkin et al., 2008).

OH

HO

isoflavon estradiol

Obr. 4. Srovnani zakladni struktury isoflavonti a 17-B-estradiolu (upraveno dle Ko, 2014).

U lidi maji isoflavony fadu pozitivnich biologickych Gcinkd na kardiovaskularni systém,
vyuzivaji se pri 1écbé osteoporoézy, pro udlevu od symptomi provazejicich zacatek
menopauzy, jako ochrana pred hormonélné dependentnimi nadory (Szeja et al., 2017).
U postmenopauzalnich Zen jejich prijem zlepsuje kognitivni funkce, maji ochranny efekt
proti UVB zareni (Wang et al., 2013). Jsou antioxidanty a byl rovnéz prokéazan jejich vliv
na zlepseni glykémie u postmenopauzalnich Zen (Ko, 2014). Navzdory zna¢nému nadseni
nad potencialnimi prinosy isoflavoni se objevily také obavy nad bezpecnosti v souvislosti
s jejich vlastnostmi podobnymi estrogenu, zejména pii konzumaci u pacientd s estrogen-

senzitivnim nadorem prsu (Wang et al., 2013).

Prirodnim zdrojem isoflavonti jsou predevsim rostliny z Celedi Fabaceae (Bobovité), ale
najdeme je naptiklad i v brokolici, kvétdku, jecmenu, ¢erveném viné, ovsem nejbohat$im
zdrojem zlistavaji s6jové boby a produkty z nich (Ko, 2014). V konzumaci séjovych
produkt 1ze pozorovat v posledni dobé znacny nartst, ktery je zptisoben jednak virou
v ptinos pro zdravi, a rovnéz i trendy ve vyZzivé, kdy se omezuje piijem masa a zvitecich
produktli (Navratilovd et al., 2018; Wang et al., 2013). S6jovy protein slouzi vegetariantim
jako ndhrada masa a syru, pouzZivd se jako nahrada masa v masnych produktech,
obohacuje energetické tycinky, piti pro sportovce, kojenecké vyzivy, ceredlie, zmrzlinu,
je pridavan do konzerv i pekarskych produkt. Jeho pridavek zlepsuje vzhled jidla
a rovnéZ umoZiuje kontrolovat doporuceny denni ptijem, protoZe je bez cholesterolu,
s vysokym obsahem vlakniny a bez lakt6zy (Ko, 2014).
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Hlavnimi isoflavony obsaZenymi v s6ji a séjovych produktech jsou glykosidy daidzin,
genistin a glycitinu a jejich aglykony daidzein, genistein a glycitein. Ty mohou vznikat
také z prekurzort formononetinu a biochaninu A metabolizaci ve stievé (Ko, 2014; Wang
et al., 2013) (obr. 5). U glykosidd je cukernou slozkou glukéza, ktera je pripojena v pozici
7 kruhu A (Larkin et al.,, 2008). Aglykony mohou byt pak ve strevé dale metabolizovany
strevni mikroflérou (obr. 5), ze vSech sekundarnich metaboliti je pravdépodobné
jsou schopné pri traveni isoflavonti produkovat jak S-equol, tak O-desmethylangolensin
(ODMA) (Larkin et al., 2008; Mattison et al., 2014). Hlavni exkre¢ni cestou téchto
metabolitd byvaji vykaly a moc, jsou vSak exkretovany také do mléka. Z tohoto divodu
mohou byt mléko a produkty znéj vyznamnym zdrojem equolu v lidské stravé
(Kasparovska et al., 2017). V mléce se mohou vyskytovat i dalsi isoflavony jako daizdein,
genistein, formononetin a biochanin A. Do mléka se tyto latky dostavaji po straveni

krmiva pro prezvykavce a dosahuji koncentraci aZz stovek pug na litr mléka (Blahova et al.,
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Obr. 5. Predpokladané metabolické premény isoflavonit obsaZenych v séji (upraveno dle Heinonen

et al., 2003; Joannou et al., 1995; Larkin et al., 2008).
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V prijmu isoflavont potravou je velky rozdil mezi asijskou a zapadni populaci. V asijskych
statech zkonzumuji kolem 35 g s6ji na osobu denné, coz odpovida celkového prijmu
25-100 mg isoflavont denné (Ko, 2014; Larkin et al., 2008). Studie zamérena na zapadni
populaci provadéna v Kanadé (Thompson et al., 2006) nevycisluje denni prijem soji, ale
obsah isoflavoni v jednotlivych porcich produktl ze s6ji. Tyto porce jsou po recenzich
literatury a vztazeni na zapadni populaci stanoveny nasledovné: 45 g s6jovych bobd, 30 g
tofu, 250 ml mléka, 65 g sdjového jogurtu, 17 g s6jové omacky. Koncentrace isoflavont
v sdjovych bobech a s6jovych produktech se 1isi v zavislosti na zdroji séjovych bobl
a podminkéch pri vyrobé daného produktu. V raznych séjovych produktech byla zjisténa
Siroka $kala koncentraci, vétSinou od 50 pg/g do 20 0oo ug/g (Song et al., 1998;
Thompson et al., 2006). Reprezentativni tidaje o obsahu isoflavont v nejcastéji

konzumovanych s6jovych produktech jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5. Obsah hlavnich isoflavonit v casto konzumovanich séjovych produktech

ISOFLAVON Séjové boby Tofu Séjové mléko Reference
[ng/g] [ng/g] [ng/g]
daidzin 474 453 410 (Song et al., 1998)
daidzein 44 116 18 (Song et al., 1998)
424-1138* 63-106* 9-126* (Nakamura et al., 2000;
Thompson et al., 2006)
genistin 568 532 710 (Song et al., 1998)
genistein 77 140 19 (Song et al., 1998)
373-894* 80-170* 19-168* (Nakamura et al., 2000;
Thompson et al., 2006)
glycitin 70 130 65 (Song et al., 1998)
glycitein 58 26 10 (Song et al., 1998)
28-145* 7-29* 2-16* (Nakamura et al., 2000;
Thompson et al., 2006)
formononetin 0,052% 0,009* 0,012%* (Thompson et al., 2006)

* celkova koncentrace aglykont po hydrolyze

3.4.2. Statiny

Tyto latky jsou v soucasné dobé hojné uzivanymi 1é¢ivy reprezentujicimi prvni linii
ve farmakoterapie hypercholesterolemie a v prevenci aterosklerézy (Ho et al., 2006).
Jedna se o inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA) reduktazy,
inhibuji tedy klicovy krok v biosyntéze sterold, vcetné cholesterolu. Snizeni dostupnosti
cholesterolu vede ke zvySené expresi LDL-receptori v hepatocytech a zvySenému

vychytavéani LDL-cholesterolu z krve (Sirtori, 2014). V Ceské republice je v sou¢asné dobé
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registrovano 6 statinli: simvastatin, atorvastatin, rosuvastatin, fluvastatin, lovastatin

a pravastatin, z nichZ nej¢astéji jsou v klinické praxi uzivany prvni tfi zminéné.

Aktivita statinl vychazi z podobnosti s 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzymem A
(HMG-CoA) a schopnosti inhibovat HMG-CoA reduktazu, kterd ma pro statiny afinitu az
8 000 krat vyssi neZ pro sviij prirozeny substrat HMG-CoA. Z chemické struktury (obr.
6) je zfejma podobnost ¢asti molekuly statini a HMG-CoA. Tato podobnost je vyznamna
pro farmakologickou aktivitu téchto molekul. Vyvoj novych struktur vedl k latkdm
s otevienym laktonovym kruhem, ktery byl u prvnich statind uvedenych do klinické praxe
uzavrieny. Tyto latky tak predstavuji proléciva, nebot pro dosazeni farmakologického
efektu musi dojit k rozstépeni kruhu, coZ je typické pro simvastatin a lovastatin (Sirtori,

2014).

a) b)
HO . HO
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Obr. 6. Chemicka struktura HMG-CoA (a) a farmakoforu statinii (b). Lovastatin a simvastatin maji

uzavreny laktonovy kruh a jsou prolécivy (upraveno dle Sirtori, 2014).

Statiny jsou podavany vylu¢né peroralné, a proto ovlivnéni jejich absorpce do systémové
cirkulace z GIT muizZe ovlivnit jejich terapeuticky tcinek. Do bunék se mohou dostavat
bud’ primo interakci s membranou v pripadé lipofilnich latek (simvastatin, fluvastatin,
atorvastatin), nebo pomoci prenaseci v pripadé hydrofilnéjsich latek (napft.
pravastatinu). U rosuvastatinu se predpoklddd mozna kombinace obou mechanismi.
Vétsina statinli (opét s vyjimkou pravastatinu a ¢aste¢né rosuvastatinu) podléha first-

pass metabolismu v jatrech, ¢imz se snizuje jejich biologicka dostupnost (Sirtori, 2014).

Kromé hypolipidemického efektu statiny zlepSuji endotelidrni funkci cévniho endotelu,
zvySuji odolnost aterosklerotickych platd vaci poskozeni, prispivaji k potlaceni
zanétlivych procest (Sirtori, 2014). Mezi nezaddouci acinky statind patfi myalgie az
rhabdomyolyza, mohou nezndmym mechanismem zvysovat riziko diabetu, pri vysokych
davkach maji toxicky vliv na ledviny a také u nich byly pozorovany (zejména u lipofilnich

e

statin®) neurologické vedlejsi ¢inky - naruseni kognitivnich funkci. Studie zabyvajici se
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potencidlné pozitivnhim vlivem statinti na mentalni degenerativni onemocnéni ovSem
naopak ukazuji snizeni rizika vyskytu Alzheimerovy choroby u jedincli uzivajicich statiny

(Sirtori, 2014).

K hypolipidemicky nejic¢inné€j$im a v soucasnosti nejcastéji pouzivanym statinim patii
rosuvastatin. Vyznacuje se vyhodnymi farmakologickymi vlastnostmi vcetné delSiho
elimina¢niho poloc¢asu a minimalniho metabolismu (tab. 6). V porovnani s ostatnimi
statiny je relativné hydrofilni, a proto je predpoklad, Ze pro jeho prestup pres biologické
membrany je ddlezity aktivni transport (Ho et al, 2006). Po peroralnim podani se
rosuvastatin vylucuje prevazné stolici (93 %) v nezménéné formé (77 %), zbyvajicich

necelych 10 % je vylouceno moci (Bergman et al., 2006).

Tabulka 6. Farmakokinetické vlastnosti statinil (upraveno dle Sirtori, 2014; poloc¢as - McKenney,

2003; log P - Shitara et al., 2013).

Absorpce po Biologickd  Metabolismus Poloc¢as logP Vazba na

peroralnim dostupnost CYP450 [%] proteiny

podani [%] [%] [%]
atorvastatin 30 12 3A4 (2C8) 14 3,85 >98
fluvastatin 98 30 2C9 1-2 4,57 >98
lovastatin 30 5 3A4 (2C87) neuvedeno >98
pravastatin 35 18 (3A4) 1-2 2,21 50
rosuvastatin 50 50 (2C9, 2C19) 20 0,89 90
simvastatin 60-85 <5 3A4 (2C8, 2D6) 1-2 4,72 >95
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4. CILE PRACE

Hlavnim cilem dizertacni prace bylo experimentalni studium interakci ptirodnich
flavonoidnich latek nachézejicich se vmedu a séji s vybranymi 1ékovymi OATP
transportéry s vyuzitim bunécnych model. Tento konecny cil zahrnoval dosaZeni

nékolika dil¢ich cilovych etap:

e V prvni fazi bylo cilem zavést a optimalizovat bunécné in vitro modely pro studium
OATP2B1 a OATP1A2 transportérd, ovérit funkénost pripravenych modeld pomoci
vhodnych standardnich substratd a potvrdit expresi transportéri metodou Western
blotting.

e Svyuzitim téchto bunécnych modeld a pomoci inhibi¢nich studii s vybranymi
obsahovymi flavonoidnimi latkami medu a séji zjistit, zda tyto latky ovliviiuji
transport prostfednictvim OATP2B1 a OATP1A2 transportérd, a stanovit kvantitativni
parametry inhibice.

e Pokusit se charakterizovat povahu inhibi¢ni interakce prokazanych inhibitort
ze zkoumané skupiny prirodnich latek pomoci kinetické analyzy.

e Stanovit spomoci relevantniho 1ékového substratu mozny vliv zkoumanych
flavonoidi na jeho buné¢ny uptake zprostiredkovany studovanymi OATP.

e Svyuzitim cytotoxické studie odhadnout, zda testované flavonoidy mohou byt
substraty studovanych OATP transportér.

e Vyhodnotit experimentalni vysledky, sepsat je do podoby publikovatelné na odborné

urovni a vypracovat dizertac¢ni praci.
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5.1. Material

5.1.1. Pouzité pristroje a vybaveni

Pro bunécnou kultivaci byly pouzity: kultivacni lahve 25 a 75 cm® (TPP, Transadingen,
Svycarsko), 24- a 96-jamkové desticky (TPP, Transadingen, Svycarsko), 24- a 96-
jamkové desticky potaZené poly-D-lysinem (Corning Incorporated, Kennebunk, ME,
USA), jednorazové plastové pipety 2, 5, 10 a 25 ml (TPP, Transadingen, Svycarsko),
pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, Varsava, Polsko), falkonky 15 a 25 ml (TPP,
Transadingen, Svycarsko) a Pasteurovy pipety sklenéné (Brand GMBH, Wertheim,
Némecko). Bunécné linie byly pasdZzovany a sazeny v laminarnim boxu (Micrological
safety cabinet TOP - SAVE 1.8, Bioair instruments, Milano, Italie) a nasledné inkubovany
v inkubatoru s CO, atmosférou (ShelLab, Cornelius, USA). K nahtivani roztoka slouzila
vodni lazen Julabo TW 12 (Seelbych, Némecko). Stav a konfluence bunék byl pozorovan
pomoci inverzniho mikroskopu OPTIKA Microscopes, XDS - 1R (OPTICA Microscopes,

Ponteranica, Itlie).

Pri experimentech byly pouzivany automatické pipety Eppendorf 0,1-2,5 pl; 0,5-10 pl;
2-20 pl; 20-200 pl; 100-1000 pl (Hamburg, Némecko), Discovery autoclavable 0,1-2 pl
a multikanalova pipeta 50-300 pl (HTL, Varsava, Polsko) se Spickami Eppendorf 2-200
ul; 50-1000 pl a Brand GMBH 0,1-20 ul; dale mikrozkumavky Eppendorf 0,5; 1,5; 2 a 5 ml
(Hamburg, Némecko), centrifuga BOECO U - 32R (Hamburg, Némecko), vyhrivané
magnetické michadlo IKA RCT basic safety control (Staufen, Némecko), analytické vahy
BOECO (Hamburg, Némecko), predvazky Kern PLB 200-3 (Balinger, Némecko), pH metr
CyberScan (Eutech Instruments, Singapur) a tfepaci inkubator (Major Science, Saratoga,

CA, USA).

ZMeNYO

Meéreni aktivity B-zarica probihalo pomoci beta-spektrometru Tri-Carb 2900TR (Perkin
Elmer, Shelton, CT, USA) ve scintila¢nich lahvickach (vnéjsi Sroubovaci 4 ml; Kartell,
Noviglio, Italie). Odecty absorbanci a fluorescence na kultiva¢nich destickdch byly
provadény pomoci destickového analyzatoru (TECAN, Infinite M200, Madannedor,
Svycarsko). Pro Western blotting byl pouZit Mini-PROTEAN Tetra system (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

Strukturni vzorce byly vytvoreny v programu ACD/ChemSketch (ACD/Labs, Toronto,
Kanada).
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5.1.2. Studované latky a pouzité chemikalie

Zkoumané flavonoidy fisetin (Cistota 298%), galangin (95%), chrysin (297%), myricetin
(=296%), pinobanksin (=95%), pinocembrin (95%) a quercetin (295%) a isoflavony
daidzein (298%) a genistein (298%) byly zakoupeny ze Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA); isoflavony biochanin A (299%), daidzin (299%), genistin (299%), glycitein
(2z95%) a glycitin (295%) byly zakoupeny z Extrasynthese (Lyon, Francie); isoflavon
formononetin (299%) z Phytolab (Vestenbergsgreuth, Némecko); S-equol (97%) byl
ziskdn z Toronto Research Chemicals (Toronto, Kanada); O-desmethylangolensin
(ODMA) byl syntetizovan na Katedre organické a bioorganické chemie Farmaceutické
fakulty UK v Hradci Kralové Mgr. Pavlem Horkym pod vedenim prof. Milana Poura. Pro
experimenty byly latky rozpusStény v dimethylsulfoxidu (DMSO) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA).

Jako substraty pro OATP transportéry byly pouZity [3H]estron 3-sulfat ([6,7-H(N)],
specificka aktivita 50 Ci/mmol) (American Radiolabeled Chemicals, St. Louis, MO, USA)
a [3H]rosuvastatin ([5-°H], specifickd aktivita 20 Ci/mmol) (American Radiolabeled
Chemicals, St. Louis, MO, USA), které byly pro dosaZeni Zadané koncentrace smichany
se svymi neradioaktivnimi solemi sodnou soli estron 3-sulfatu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), respektive vapenatou soli rosuvastatinu (American Radiolabeled Chemicals,

St. Louis, MO, USA).

Bunécné linie byly kultivovany v médiich DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium)
a MEM (minimum essential medium Eagle) obohacenych fetdlnim bovinnim sérem,
L-glutaminem ¢i neesencialnimi aminokyselinami (vSe Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Pro kultivaci byl dale pouzivan 0,25% roztok trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) a pripravovany a sterilizovany fosfatovy pufr PBS, na jehoZ pripravu
byly chemikalie (NaCl, KCl, Na,HPO,-12H,O a NaH,PO,-2H,0), stejné jako na pripravu
transportniho pufru (NaCl, KCI, CaCl,, MgCl,-6H,0, glukéza a HEPES) a STOP roztoku
(NaCl, HEPES) a NaOH na upravy pH a pripravu lyzac¢niho roztoku, ziskdny od firmy
PENTA (Chrudim, Ceské republika). Triton X na piipravu lyza¢niho roztoku byl ziskan
z firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Expresni plazmid pro lidsky OATP2B1 (SLCO2B1), transkripéni varianta 1, expresni
plazmid pro lidsky OATP1A2 (SLCO1A2), transkrip¢ni varianta 1 a prazdny vektor pCMV6-
Entry byly ziskany z OriGene Technologies (Rockville, MD, USA) a amplifikovany firmou

Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceska republika). Butiky jimi byly transfekovany pomoci
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transfek¢niho roztoku Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a média Opti-
MEM (Gibco by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Pro detekci plazmidt pii Western
blottingu byly pouZity antiOATP-B a antiOATP-A protilatky (Santa Cruz Biotechnologie,
Dallas, TX, USA), antiGAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza) protilatka
(ThermoScientific, Rockford, IL, USA) a sekundarni protilatka konjugovana s kienovou

peroxidazou (goat-anti rabbit I[gG-HRP; Santa Cruz Biotechnologie, Dallas, TX, USA).

Z¥eXoO

Méreni aktivity [-zarict probihalo v scintila¢nim roztoku Ultima Gold (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Kit pro stanoveni cytotoxicit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay byl zakoupen z firmy Promega (Madison, WI, USA).

5.2. Bunécné linie

K experimentim byly pouZzity adherentni buné¢né linie: Madin-Darbyho psi ledvinné
buriky II (Madin-Darby canine kidney II cell line, MDCKII) a lidské embryonalni ledvinné
buriky 293 (human embryonic kidney 293 cell line, HEK293). Tyto bunéc¢né linie byly
ziskany z European Collection of Cell Culture (Salisbury, UK). Bunécné linie byly
pasazovany kazdé 3 aZ 4 dny a kultivovany v inkubatoru se zvlhcenou atmosférou

obsahujici 5 % CO. pti 37 °C.

MDCKII buriky byly kultivovany v Dulbecco’s modified Eagle’s médiu (DMEM) s 10 %
fetdlniho bovinniho séra. Pri pasdZovani bylo nejprve odstranéno stavajici bunécné
médium, buriky byly oplachnuty fosfatovym pufrem (PBS) o pH 7,4 obsahujicim 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCl, 1tomM Na,HPO,-12H,0 a 10 mM NaH,PO,-2H,0 a nésledné byl pridan
0,25% roztok trypsin/EDTA. Po rozvolnéni bunék bylo pridano erstvé médium a bunky
byly rozsuspendovany. Cést takto pripravené bunécné suspenze byla pouzita
k experimentim a ¢ast byla prenesena do nové kultivac¢ni lahve s ¢erstvym médiem a dale

kultivovana.

HEK293 buriky byly kultivovany v minimum essential medium Eagle (MEM) obohaceném
0 10 % fetdlniho bovinniho séra, 2 mM L-glutamin a 1 % neesencidlnich aminokyselin.
HEK293 bunéc¢nd linie byla pasdZovana bez oplachu PBS a bez trypsinizace, pouze bylo
odsato stavajici buné¢né médium a buriky byly splachnuty a rozsuspendovany v médiu
novém. Cast této bunécné suspenze byla opét pouzita k experimentim a ¢ast byla

prenesena do nové kultiva¢ni lahve pro dalsi kultivaci.
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Do kultiva¢nich médii nebyla pridavana zadnd antibiotika.

5.3. Pouzité metody

5.3.1. Transfekce

Pro prechodné transfekce prislusnymi plazmidy byly vybrany bunécné linie, které maji
dle literarnich (idajd velmi nizkou vlastni transportérovou expresi. Toto bylo potvrzeno
rovnéZ velmi nizkou akumulaci standardniho substratu transportéru v parentnich
buriké&ch. Pfi optimalizaci buné¢ného modelu byly krom nékolika buné¢nych linii pouZzity
také rtzné poméry DNA a Lipofectaminu v rozmezich dle doporuceni vyrobce. Tyto
prechodné transfekované linie byly funk¢éné testovany a byla vybrana ta, u které byl
pozorovan nejvyssi nartist akumulace standardniho substratu daného transportéru vici
kontrole - parentnim burlkkdm transfekovanym préazdnym vektorem. Pro prechodnou
transfekci plazmidem hOATP2B1 byla zvolena bunéc¢nd linie MDCKII, pro transfekci

plazmidem hOATP1A2 pak bunéc¢na linie HEK293.

Buriky byly sazeny na 24-jamkovou desticku (MDCKII v poctu 1 x 10> buné€k na jamku,
HEK293 2,5 x 10° bunék na jamku), desticky pro sazeni bunék HEK293 byly komercné
potazeny poly-D-lysinem, a nasledujici den prechodné transfekovany prislusnym
plazmidem koédujicim studovany transportér nebo prazdnym vektorem pCMV6-Entry
s pouzitim transfek¢niho roztoku Lipofectamine 2000 a média Opti-MEM dle protokolu
vyrobce. Po sérii optimaliza¢nich experiment(i byly pro transportér OATP2B1 zvoleny tyto
podminky: 0,5 pg DNA/jamka, pomér DNA : Lipofectamine 1:2 a experimenty 24 hodin
po transfekci; pro transportér OATP1A2: opakovana transfekce po 24 hodinach, 0,8 pg
DNA/jamka, pomér DNA : Lipofectamine 1:2,5 a experimenty 48 hodin po prvni (resp. 24
hodin po druhé) transfekci. Kontrolni buriky pro kazdou buné¢nou linii byly

transfekovany prazdnym vektorem za stejnych podminek.

V pripadé testovani cytotoxicit (viz kapitola 5.3.6.) byly buriky sazeny na 96-jamkovou
desticku, HEK293 buriky opét na komer¢né potazenou a vSechny objemy byly zmensSeny

v poméru 1:5.

Zvysena exprese studovanych transportéri v burikach byla ovéfena metodou Western

blotting (viz kapitola 5.3.2.) a spravna funkénost bunécného modelu byla ovérovana
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akumula¢ni studii sradioaktivné znacenym standardnim substratem daného

transportéru (viz kapitola 5.3.3.) pfi kaZdém experimentu.

5.3.2. Western blotting
Soucasti pripravy bunécnych modelti bylo ovéfeni zvySené exprese studovanych
transportéri v prechodné transfekovanych burikach, jako kontrola slouzily parentni

buriky transfekované prazdnym vektorem.

Pro ptipravu vzorkl proteinti membranovych frakci byly prechodné transfekované buriky
MDCKII 24 hodin a HEK293 48 hodin po transfekci na 24-jamkové desti¢ce oplachnuty
PBS pufrem a lyzovany smési RIPA pufru (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) se smési
inhibitort protedz (4-(2-aminoethyl)benzensulfonyl fluorid 104 mM, aprotinin 80 pM,
bestatin 4 mM, E-64 1,4 mM, leupeptin 2 mM a pepstatin A 1,5 mM) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Tento lyzat byl dale homogenizovan resuspendaci jehlou inzulinové
stfikacky a v ultrazvukové lazni a centrifugovdn pfi 4 °C 10 min prfi 9 500 g.
V proteinovém extraktu v supernatantu bunécného lyzatu bylo stanoveno mnozstvi

proteinu metodou BCA.

SDS-PAGE elektroforéza probihala na 1,0mm Tris-glycinovych gelech (7,5% separacni gel
a 5% zaostrovaci gel). Vzorky byly smichany se vzorkovym pufrem (125 mM Tris-HCI,
4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-merkaptoetanol, 0,01% (w/v)
bromfenolova modf) v poméru 1:1 a naneseny na gel v mnozstvi 10 ug proteinu/jamka.
Proteiny byly rozdéleny pri 15 mA/gel a 200 V po dobu 75 min. Nasledné byly tyto
rozdé€lené proteiny preneseny tankovou metodou zgelu na PVDF membranu
(ThermoScientific, Rockford, IL, USA) ptisobenim konstantniho proudu 300 mA pfti
100 V po dobu 90 min. Membréna s prenesenymi proteiny byla blokovana v roztoku
TBS-T pufru (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween 20, pH 7,5) s5 % (w/v)
suseného nizkotu¢ného mléka 9o minut. Blokovaci pufr byl poté odstranén a membrana
byla inkubovana s roztokem primarni protilatky (antiOATP-A - fedéni 1:400, antiOATP-B
- fedéni 1:800, antiGAPDH - fedéni 1:2 000) rozpusténym v blokovacim pufru 16 hodin
pri teploté 4-8 °C. Po inkubaci byla membrana promyta TBS-T pufrem a inkubovana
se sekundarni protilatkou konjugovanou s ki‘enovou peroxidazou (goat-anti rabbit Ig-G-
HRP - fedéni 1:5 000) rozpusténou v blokovacim pufru po dobu 9o minut pri 25 °C.

Po inkubaci byla membrana opét promyta TBS-T pufrem.
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K nasledné chemiluminiscen¢ni detekci byl pouZzit roztok SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Vyvijeni
probihalo v temné komore, obrazy byly zachyceny na X-ray film (CP-BU New medical
x-ray film blue; Agfa Healthcare, Mortsel, Belgie) s pomoci vyvojky a ustalovace (FOMA
Bohemia, Hradec Krélové, Ceska republika). Vzniklé prouzky (bandy) byly skenovany
na kamete ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

5.3.3. Akumulac¢ni bunécné studie

Pro ovéreni spravné funkcénosti bunécného modelu a pri optimaliza¢nich transfekénich
studiich byla testovana akumulace standardniho substratu transportéri OATP2B1
a OATP1A2 radioaktivné znaceného [*H]estron 3-sulfatu ([H]E3S). Experimenty byly
provadény v triplikatech na 24-jamkovych destickach s prechodné transfekovanymi
burikami (pfi ovéfovani spravné funk¢énosti modelu pii stanoveni cytotoxicit
na 96-jamkovych desti¢kach byly vSechny objemy zmenseny v poméru 1:5). Buriky byly
oplachnuty transportnim médiem o pH 7,4 obsahujicim 130 mM NaCl, 4 mM KCI, 1 mM
CaCl,, 1 mM MgCl,-6H,0, smM glukézy a 10 mM HEPES a nasledné byly s timto médiem
10 min preinkubovany pti 37 °C. Po preinkubaci a odstranéni transportniho média byl
k butikkdm piidan 1pM roztok radioaktivniho substratu [3H]E3S vznikl§y smichanim
transportniho média, 20 nM radioaktivniho E3S a 10 mM neznaceného E3S rozpusténého
v DMSO o vysledné aktivité 1 pCi/ml a byl inkubovan s MDCKII burikami nesoucimi
OATP2B1 transportér/prazdny vektor po dobu 2 minut, sHEK293 buiikami
transfekovanymi plazmidem kédujici OATP1A2 transportér/prazdny vektor 5 minut, vzdy
pri 37 °C. Po uplynuti inkubac¢niho intervalu byl radioaktivni substrat odstranén a buriky
byly trikrat oplachnuty ledové vychlazenym STOP roztokem (137 mM NaCl, 10 mM
HEPES, pH 7,4). Néasledné byly buriky zlyzovany lyza¢nim roztokem 0,5% Triton X
v 100 mM NaOH po dobu 20 min pfi 37 °C. Z kazdé jamky byl odebran vzorek pro
stanoveni proteinu (viz kapitola 5.3.5.) a zbyly obsah byl kvantitativné prenesen
do scintila¢ni lahvi¢ky s1 ml scintila¢niho roztoku. Radioaktivita byla zméfena na
beta-spektrometru v jednotkach DPM (dezintegrace za minutu) a vysledky byly vyjadfeny
jako pmol akumulovaného substratu na mg bunéc¢ného proteinu. Efektivita transfekce
byla potvrzena diky nékolikandsobnému zvyseni akumulace standardniho radioaktivniho
substratu v butikdch transfekovanych transportérem ve srovnani s burikami

transfekovanymi prazdnym vektorem.
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5.3.4. Inhibi¢ni bunécné studie

Studie interakci flavonoidt fisetinu, galanginu, chrysinu, myricetinu, pinobanksinu,
pinocembrinu, quercetinu a isoflavon biochaninu A, daidzinu, daidzeinu,
formononetinu, genistinu, genisteinu, glycitinu, glyciteinu a jejich metabolitii S-equolu
a ODMA s transportéry OATP2B1 a OATP1A2 byly provadény ve dvou fazich. V prvotni
fazi byly buriky inkubovany s jednou relativné vysokou koncentraci téchto prirodnich
latek pro zjisténi, zda tyto latky vykazuji inhibi¢ni potencial vii¢i danému transportéru.
V druhé fazi nasledovaly u zjisténych potencidlnich inhibitord inkubace pfti jejich
zvySujicich se koncentracich pro urceni kvantitativnich parametra inhibi¢niho efektu.
Dvé nejbéznéjsi hodnoty pro kvantifikaci inhibi¢niho efektu jsou ICs, a Ki. U flavonoidt
byly stanoveny hodnoty ICs, pro oba transportéry, a to jak pro interakce se standardnim
substratem E3S, tak pro interakce slé¢ivem rosuvastatinem. U isoflavont a jejich
metabolitl byly stanoveny hodnoty K; pro interakci s transportérem OATP2B1 s vyuzitim

standardniho substratu E3S.

Design inhibi¢nich studii byl podobny studiim akumula¢nim. Experimenty byly rovnéz
provadény na 24-jamkovych destickach v triplikatech s burlkami transfekovanymi
prazdnym vektorem slouZicimi jako kontrola. Butiky byly oplachnuty transportnim
médiem a nasledné s timto médiem 10 min preinkubovany pti 37 °C. Po jeho odstranéni
byl pridan roztok radioaktivniho substratu [3H]E3S (1pM), nebo [3H]rosuvastatinu
(0,5uM) obsahujici bud jednu 500 pM, respektive 100 uM koncentraci flavonoidd,
isoflavont ¢i jejich metaboliti, nebo zvysujici se koncentrace testovaného flavonoidu,
respektive isoflavonu/metabolitu v rozmezi 0-1000 pM. Roztok radioaktivniho
rosuvastatinu pro inkubace byl pripraven podobné jako roztok [3H]E3S smichanim
transportniho média s50 nM radioaktivné znacenym rosuvastatinem a 10 mM
neznacenym rosuvastatinem rozpusténym v DMSO o vysledné aktivit€ 1 uCi/ml. Zasobni
roztoky flavonoid@/isoflavoni byly rozpustény v DMSO, finalni koncentrace DMSO
v inkuba¢nim roztoku byla 1 % pro roztoky s flavonoidy a 0,5 % pro isoflavony. Smés
substrati s prirodnimi latkami byla inkubovdna s MDCKII buiikami s OATP2B1
transportérem/prazdnym vektorem 2 min pii 37 °C a s HEK293 butikami s OATP1A2
transportérem/prazdnym vektorem 5 min pifi 37 °C. Poté byla inkubacni smeés
odstranéna, buriky byly trikrat oplachnuty ledové vychlazenym STOP roztokem. Lyzace
bunék, zpracovani vzorkli, méreni a vypocet akumulovaného mnozstvi substratu byly

stejné jako u akumulac¢nich studii (kapitola 5.3.3.).
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Pro grafické vyjadieni byla hodnota akumulace v kontrolnich burikéach transfekovanych
prazdnym vektorem odectena od hodnoty akumulace bunék exprimujicich studovany
transportér. Pfi inhibi¢nich studiich byla akumulace radioaktivniho substratu snizovana
postupné se zvySujicimi koncentracemi testovanych prirodnich latek, ¢imz byla vyjadiena
afinita testované latky k prislusnému transportéru. U flavonoidl byla vyjadifena jako
inhibi¢ni koncentrace ICso, tj. koncentrace pottfebné ke sniZzeni akumulace substratu

na 50 %, pro isoflavony a jejich metabolity jako inhibi¢ni konstanta K;.
Experimenty byly provadény minimdalné ve dvou nezavislych opakovanich.

5.3.5. Stanoveni bunécného proteinu

Pro standardizaci vysledk® akumulacnich a inhibi¢nich studii bylo provedeno stanoveni
mnozstvi proteinu bunék komerc¢ni metodou BCA Protein Assay pomoci Pierce™ BCA
Protein Assay kitu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Tato metoda je
zaloZena na redukci Cu?* iontd na Cu'* ionty proteiny v alkalickém prosttedi. Nasledné
kyselina bicinchoninova (BCA) reaguje s redukovanymi Cu'* ionty za tvorby ve vodé

rozpustného fialového komplexu, ktery je kolorimetricky detekovan.

20ul vzorek zlyzovanych bunék odebrany z kazdé jamky pti transportnich studiich byl
pipetovan do 96-jamkové desticky, bylo pripipetovano 200 pl BCA ¢inidla pripraveného
dle pokynd vyrobce a celd desticka byla inkubovdna 30 min pri 37 °C. Absorbance
vzniklych barevnych komplexd ve vzorcich byla zmérena pri 562 nm na destickovém
analyzatoru TECAN. Jako standard pro kalibrac¢ni kiivku byl pouzit bovinni sérovy
albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v koncentra¢nim rozmezi 0-2000 pg/ml
fedény v lyzaénim roztoku. Pomoci této kalibrac¢ni krivky byla stanovena koncentrace

vzorkl a nasledné vypocteno mnozstvi proteinu v kazdé jednotlivé jamce.

5.3.6. Stanoveni cytotoxicity

Pro stanoveni cytotoxického ptisobeni flavonoidt byly buriky sazeny na 96-jamkovou
desticku (MDCKII v poctu 1,7 x 10 bunék na jamku, HEK293 5 x 10% bunék na jamku),
desticky pro sazeni bunék HEK293 byly komeréné potaZeny poly-D-lysinem. Nasledujici
den byly prechodné transfekovany prislusSnym plazmidem kédujicim studovany
transportér nebo prazdnym vektorem pCMV6-Entry s pouZitim transfekéniho roztoku
Lipofectamine 2000 a média Opti-MEM. Stanoveni cytotoxicit u MDCKII transfekovanych
bunék bylo provedeno 24 hod po transfekci, HEK293 buriky byly transfekovany

opakované 2 dny za sebou a stanoveni cytotoxicit bylo provedeno 24 hod po druhé
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transfekci. Stanoveni bylo provedeno vzdy v triplikatech. Zaroven byla vZdy ovérena

acinnost transfekce buné¢nych modelti akumula¢ni studii.

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Cytotoxické plisobeni flavonoidt bylo zkoumano kolorimetrickou metodou, pti které je
sledovana proliferace a metabolicky stav zivych bunék. Pridané Ccinidlo 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium

(MTS) je zivymi burikami redukovano na barevny rozpustny formazan, jehozZ mnozstvi je

nasledné kolorimetricky stanoveno.

K transfekovanym burikAm byly pridany zkoumané flavonoidy quercetin, fisetin,
galangin, chrysin, myricetin, pinobanksin a pinocembrin v koncentracich 0-1500 uM
rozpusténé v DMSO (maximalni koncentrace DMSO ve vzorcich byla 1 %). Souc¢asné byly
pripraveny kontroly 100% viability (buriky s pridanym 1 % DMSO), 0% viability (buriky,
ke kterym bylo pridano 10 % DMSO) a buriky jen s bunéénym médiem. Zaroven byla
napipetovana kontrola pozadi bez bunék. Po 8 hod inkubaci v inkubatoru se zvlh¢enou
atmosférou obsahujici 5 % CO, pri 37 °C bylo ptidano 20 pl ¢inidla CellTiter 96® AQueous
One Solution Reagent na jamku a desticka byla dale inkubovéana 1,5 hod za stejnych
podminek. Néasledné byla zmérena absorbance vzorkl pfi 490 nm na destickovém

analyzatoru TECAN.

Od namérenych hodnot v testovanych jamkach (butiky s kultivaénim médiem +
zkoumané flavonoidy) byly odecteny kontroly pozadi bez bunék (kultiva¢ni médium +
zkoumané flavonoidy) a vyjadrena zivotnost v % viability v zavislosti na koncentraci
flavonoidu pro transfekované i kontrolni burky, kde 100 % predstavovala hodnota
zmeérend u bunék s pridanym 1 % DMSO. Déle byly stanoveny hodnoty standardniho
toxikologického parametru ICs,, koncentrace vedouci ke sniZeni viability bunéc¢né

populace na 50 %.

5.4. Data a statisticka analyza

Inhibi¢ni parametr IC5, byl stanoven pomoci nelineadrni regresni analyzy sigmoidni ktivky
zavislosti davky a odpovédi v programu GraphPad Prism (verze 6 a 7). Inhibi¢ni parametr
K; byl vypocitadn z Dixonova zobrazeni (prevracena hodnota uptake proti koncentraci

inhibitoru) pomoci GraphPad Prism (verze 6 a 7). Typ inhibice byl u flavonoid® urcen

42



5. EXPERIMENTALNI CAST

pomoci Lineweaver-Burkova grafu, u isoflavonti ze zavislosti s/v na koncentraci

inhibitoru.

Toxikologicky parametr ICs, byl vypocitan nelinedrni regresni analyzou z inhibi¢ni kfivky

pomoci programu GraphPad Prism (verze 6 a 7).

Vysledky experimentd jsou vyjadreny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka
(SD). Statistickd vyznamnost rozdild prameérnych hodnot byla hodnocena pomoci
neparového t-testu a one-way ANOVA testu s naslednym Dunnettovym srovnavacim
testem ¢i Tukeyho testem. * znadi statistickou vyznamnost p<o0,05, ** p<o0,01

a *** p<0,001.
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6. VYSLEDKY

6.1. Validace bunéénych modelt

6.1.1. Ovéreni exprese transportért v bunéénych modelech

Byly vytvoreny bunécné modely, které vykazuji vyrazné zvysSenou expresi studovanych
OATP transportéri po prechodné transfekci prislusnym plazmidem. Tato nadmérna
exprese byla potvrzena metodou Western blotting, kde jako negativni kontrola slouzily
buriky transfekované prazdnym vektorem (pCMV6). Horni prouzek predstavuje vzdy
glykosylovanou formu proteinu daného transportéru, tento jev byl popsan i v dtivejsich

studiich (Lee et al., 2005).

OATP2B1 pCMV6
a) MDCKIT | i ——95kDa
— —
— 70 kDa
— 50 kDa

T SN e | 4sm GAPDH
— 35 kDa

OATP1A2 pCMV6
b) HEK293 ol e
—— 95 kDa
70 kDa
—50kDa

S R — | 4 GAPDH
=—35kDa

Obr. 7. Demonstrace zvysené exprese OATP2B1 a OATP1A2 transportérii v transfekovanych burikach
za pouZiti metody Western blotting. GAPDH slouZila jako pozitivni kontrola, nebot je pritomna
ve vSech burikach. Imunoblot pro OATP2B1 vidime na obrazku a), kde byl detekovan signdl
v MDCKII-OATP2B1 burikach zhruba na trovni 85 kDa (predpokladand molekulova hmotnost
OATP2B1 byla 85 kDa), nikoliv vSak v burikdch MDCKII-pCMV6. Imunoblot pro transportér
OATP1A2 je na obrazku b), kde byl detekovan signdl zhruba na trovni 80 kDa (predpokladand
molekulovd hmotnost OATP1A2 byla 80 kDa) v HEK293-OATP1A2 burikach, nikoliv vSak v burikdch
HEK293-pCMV6.
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6.1.2. Ovéreni funkcnosti transportéri bunécénych modeli

Ucinnost transfekce byla ovéfovana vkazdé sadé experimentli funkénim testem
zalozenym na porovnani akumulace standardniho substratu transportéru v burikach
transfekovanych plazmidem kédujici dany transportér s burikkami transfekovanymi

prazdnym vektorem.

Nejvhodnéjsi linii pro transfekci transportérem OATP2B1 se v optimaliza¢nich studiich
ukézala linie MDCKII bunék, u které doslo 24 hod po transfekci k 10ndsobnimu zvyseni
akumulace standardniho substratu E3S ve srovnani s MDCKII burikami transfekovanymi

prazdnym vektorem (obr. 8a).

V optimalizacnich studiich prechodné transfekce transportérem OATP1A2 se nepodatilo
timto transportérem linii MDCKII transfekovat, a to ani za pouziti jinych transfek¢nich
¢inidel. Po radé nedspésnych transfekci rtznych bunéénych linii byl prvni aspéch
zaznamenan az pii transfekci bunécné linie HEK293. Pti transfekci a akumulac¢ni studii
nasledujici 48 hod po této transfekci bylo pozorovano dvojnasobné zvyseni akumulace
standardniho substratu E3S, opakovanou transfekci se podarilo rozdil akumulace navysSit
¢tyfnasobné (obr. 8b). Proto byl pro dal$i experimenty pouZivin model HEK293
s opakovanou transfekci plazmidem nesouci OATP1A2 transportér, stejny postup byl

uplatnén pro transfekci prazdnym vektorem.

o
—

o
—

20 4

—

uptake E3S (pmol/mg protein/s min)

uptake E3S (pmol/mg protein/2 min)

T T
MDCKII-OATP2B1 MDCKII-pCM V6 HEK293-OATP1A2 HEK293-pCMV6

Obr. 8. Reprezentativni priklad uptake E3S (1 uM) v burtkach MDCKII-OATP2B1 a v MDCKII burikach
transfekovanych prazdnym vektorem po 2min inkubaci pri 37 °C (a) a v burtkach HEK293-OATP1A2
a HEK293 transfekovanych prdzdnym vektorem po smin inkubaci pii 37 °C (b). Data jsou

prezentovana jako prumeér + SD (n=8-9). ***p<0,001

45



6. VYSLEDKY

6.2. Interakce flavonoidt s OATP transportéry

6.2.1. Inhibice transportni funkce OATP transportéru flavonoidy

Inhibi¢ni potencidl vybranych flavonoida viici transportni funkci OATP2B1 a OATP1A2 byl
ovéren sniZzenim mnozstvi akumulovaného standardniho substratu  E3S
v transfekovanych burikach v pritomnosti zkoumanych flavonoidt. Tento prvotni test byl
nejprve proveden pii zamérné vysoké inkubacni koncentraci 500 uM. Pti této koncentraci
prokazaly vSechny testované flavonoidy schopnost inhibovat jak OATP2B1, tak OATP1A2
transportér (obr. 9), ale u chrysinu jsme narazili na problém snizené rozpustnosti, ktery
vedl kjeho vysrdzeni po pridani k bunikkdm. Abychom predesli zkresleni vysledki
v porovnani schopnosti inhibice jednotlivych flavonoidt viici transportériim, byla jejich
inhibi¢ni aktivita hodnocena i pri niz8i 100uM koncentraci (obr. 10). Toto srovnani jiz

velmi dobre koreluje i se stanovenymi kvantitativnimi parametry inhibici.

V8echny zkoumané flavonoidy vykazaly urcitou schopnost inhibovat a byly proto

podrobeny bliz§imu stanoveni inhibi¢nich parametrd vici testovanym OATP

s 0
transporterum
a) OATP2B1 b) OATP1A2
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Obr. 9. Srovnani inhibicniho potencidlu jednotlivich flavonoidii (500 M) na uptake E3S (1 uM)
zprostredkovany transportérem OATP2B1 (a) a OATPiAz2 (b). Uptake E3S byl méren
za nepritomnosti (kontrola) a v pritomnosti quercetinu, fisetinu, galanginu, chrysinu, myricetinu,
pinobanksinu a pinocembrinu pro OATP2B1 po 2min akumulaci pi 37 °C, pro OATP1A2 po 5min

akumulaci pri 37 °C. Data jsou vyjadrena jako priimér + SD (n=5-6). ***p<0,001, **p<0,01
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OATP2B1
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Obr. 10. Srovnani inhibicntho potencialu jednotlivych flavonoidii (100 uM) na uptake E3S (1 uM)
zprostredkovany transportérem OATP2B1 (a) a OATPiA2 (b). Uptake E3S byl méren
za nepritomnosti (kontrola) a v pritomnosti zkoumanych flavonoidii pro OATP2B1 po 2min
akumulaci pri 37 °C, pro OATP1A2 po s5min akumulaci pri 37 °C. Data jsou vyjadrena jako primér

+ SD (n=5-6). ***p<0,001

6.2.2. Kvantitativni parametry inhibice OATP flavonoidy

Pro stanoveni kvantitativnich parametrd inhibice byly provedeny inhibi¢ni studie,
ve kterych byly sledovany zmény bunécéného uptake E3S jednotlivymi transportéry
v zavislosti na koncentraci flavonoidt. Jako kvantitativni parametr inhibi¢niho tc¢inku
byly u flavonoidd stanoveny hodnoty ICs.. NejsilnéjsSim inhibitorem OATP2B1 se ukazal
byt chrysin, nasledovany quercetinem, galanginem a fisetinem s hodnotami ICs, do 20 M
(obr. 11). Vliv flavonoida na uptake E3S pomoci OATP1A2 byl velmi podobny. Chrysin byl
opét nejsilnéjsim inhibitorem, nasledovany pinocembrinem a galanginem (obr. 12).
Nejslabsi inhibi¢ni potencial vici obéma transportérim byl pozorovan u myricetinu

a pinobanksinu.
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Obr. 11. Vliv flavonoidii na akumulaci E3S zprostiedkovanou OATP2Bi1. Akumulace E3S (1 uM)

v MDCKII burikach prechodné transfekovanych OATP2B1 byla inhibovana quercetinem (a),

fisetinem (b), galanginem (c), chrysinem (d), myricetinem (e), pinobanksinem (f), pinocembrinem

(g) po dobu 2 min pri 37 °C. PouZité rozmezi koncentract flavonoidii bylo 0-1000 uM. Data jsou

vyjadrena jako procenta kontroly (akumulace E3S bez pritomnosti flavonoidil). Kazdy bod

predstavuje priimér + SD (n=5-6).
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Obr. 12. Vliv flavonoidii na akumulaci E3S zprostiedkovanou OATP1A2. Akumulace E3S (1 uM)

v HEK293 burikdch prechodné transfekovanych OATPi1A2 byla inhibovdna quercetinem (a),

fisetinem (b), galanginem (c), chrysinem (d), myricetinem (e), pinobanksinem (f), pinocembrinem

(g) po dobu 5 min pri 37 °C. PouZité rozmezi koncentraci flavonoidii bylo o-1000 uM. Data jsou

vyjadrend jako procenta kontroly (akumulace E3S bez pritomnosti flavonoidii). Kazdy bod

predstavuje priimér + SD (n=5-6).

49



6. VYSLEDKY

U tfi nejsilnéjsich inhibitort chrysinu, galanginu a pinocembrinu jsme zjistovali také typ
inhibice. Experimenty prokazaly rtzny charakter inhibice u jednotlivych flavonoidd,
ktery se li$il mezi nimi navzajem, ale i ve vztahu k OATP transportérim. Z grafd je patrné,
Ze jasn€jsi urceni typu bylo pro OATP2B1 transportér (obr. 13 a-c). Zatimco galangin se
zda, ze inhibuje OATP2B1 nekompetitivné, inhibice OATP1A2 timto flavonoidem je
pravdépodobné kompetitivni. Presné opacné vysledky byly zjistény u chrysinu, jenz
inhiboval OATP2B1 kompetitivné, avsak OATP1A2 nekompetitivné. Pinocembrin pak

inhiboval oba transportéry nekompetitivné.
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Obr. 13. Lineweaver-Burkiiv graf pro stanoveni typu inhibice. Na ose x je vynesena prevracend
hodnota koncentrace substratu E3S a na ose y pak prevrdacend hodnota uptake tohoto substratu
Sstanovend v nepritomnosti a za inkubace se zkoumanym flavonoidem v koncentraci 100 uM. Levy
sloupec je pro transportér OATP2B1 (a-c), pravy pro OATP1A2 (d-f). Inkubace byla provadéna
s riizngmi koncentracemi E3S (0,1-10 uM), u OATP2B1 2 min, u OATP1A2 5 min pri 37 °C. Kazdy

bod predstavuje priimérnou hodnotu (n=5-6).
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6.2.3. Interakce flavonoida s transportem rosuvastatinu zprostiredkovanym
OATP transportéry
Pro potvrzeni predpokladu, Ze je rosuvastatin substratem OATP2B1 i OATP1A2
transportéru a je jimi aktivné transportovan do bunék, byly provedeny akumulacni studie
s bunikami transfekovanymi plazmidem koédujicim dany transportér a s burikami
transfekovanymi prazdnym vektorem. U MDCKII-OATP2B1 bunék doslo k 2,8ndsobnému
naristu akumulace ve srovnani s burikami s prazdnym vektorem (obr. 14a), u HEK293-
OATP1A2 k 5,2ndsobnému naristu akumulace rosuvastatinu ve srovnani s burikami

nesoucimi jen prazdny vektor (obr. 14b).
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Obr. 14. Uptake rosuvastatinu pomoci OATP v bunécniych modelech. Stanovovali jsme uptake
rosuvastatinu (0,5 uM) v burikdch MDCKII-OATP2B1 a MDCKII burikdch transfekovanych prazdnym
vektorem po 2min inkubaci (a) a v burtkdch HEK293-OATP1A2 a HEK293-pCMV6 po s5min inkubaci

(b) pri 37 °C. Data jsou prezentovana jako primér + SD (n=6-9). ***p<0,001

Relativni srovnani E3S a rosuvastatinu jako substrati OATP2B1 a OATP1A2 je na obr. 15.
Jako kontrola slouzily buriky dané linie transfekované prazdnym vektorem. Oba substraty
byly ve vyznamné vys$si mife akumulovany v burikdch nesoucich transportér. U bunék
nesoucich OATP1A2 transportér byl rosuvastatin akumulovdn dokonce vice nez

standardni substrat E3S.
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Obr. 15. Srovnani uptake E3S a rosuvastatinu v bunécnych modelech exprimujicich OATP
transportéry. Uptake E3S (1 uM) a rosuvastatinu (0,5 uM) do transfekovanych MDCKII-OATP2B1
a MDCKII-pCMV6 bunék (a) byl méren po 2 min inkubace pri 37 °C; uptake téchto dvou substratu
do HEK293-OATP1A2 a HEK293-pCMV6 bunék (b) byl méren po smin inkubaci pii 37 °C. Data jsou
vyjadrena jako % kontroly, tj. akumulace v burikach transfekovanych prazdnym vektorem a jsou

vyjadrena jako priimér + SD (n=6-9). ***p<0,001

Pt zjistovani potencialni inhibice transportu rosuvastatinu pomoci OATP transportért
flavonoidy byla schopnost inhibovat tento transport zkoumana u tfi nejsilnéjSich
inhibitor prokézanych v predchozich studiich se standardnim substratem E3S,
tj. galanginu, chrysinu a pinocembrinu (obr. 16). Nejsilnéj$im inhibitorem uptake
rosuvastatinu u obou transportéri byl galangin s hodnotami ICs, 0,74 + 1,3 uM
pro OATP2B1 a 21,5 + 1,4 uM pro OATP1A2 transportér, nasledovany chrysinem
a pinocembrinem. Inhibi¢ni dG¢inek pinocembrinu na uptake rosuvastatinu OATP1A2
transportérem byl pomérné maly, hodnota IC;, byla odhadnuta vypoctem z pribéhu

inhibi¢ni krivky.
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Obr. 16. Vliv vybranijch flavonoidii na uptake rosuvastatinu zprostiedkovany OATP transportéry.

Inhibi¢ni efekt zvysujicich se koncentraci galanginu, chrysinu a pinocembrinu na akumulaci

rosuvastatinu (0,5 M) pomoci OATP2B1 transportéru (a-c) byl méren po 2min inkubaci pri 37 °C.

Inhibi¢ni efekt zvysujicich se koncentraci téchto flavonoidii na akumulaci rosuvastatinu (0,5 uM)

pomoci OATP1A2 transportéru (d-f) byl méren po smin inkubaci pri 37 °C. PouZité rozmezi

koncentraci testovanych flavonoidi bylo o0-500 uM. Data jsou vyjadrena jako % kontroly

(akumulace rosuvastatinu v burikach bez pritomnosti flavonoidil). Kazdy bod predstavuje priimér

+ SD (n=5-6).
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6.2.4. Orientacni posouzeni bunécného uptake flavonoidi OATP
transportéry pomoci cytotoxického testu
Pro hodnoceni, zda jsou testované flavonoidy i substraty studovanych OATP transportérd,
byla pouzita nepfima metoda zaloZena na stanoveni zavislosti cytotoxicity na pritomnosti
transportért. Rozdilny cytotoxicky efekt u bunék bez a s transportérem miize indikovat
vyznamny transport zkoumané latky danym transportérem. Za timto ticelem byl pouzit
delsi inkubac¢ni interval 8 h a standardni cytotoxicky test metabolické aktivity bunék
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Tato domnénka se nam
na hladiné statistické vyznamnosti potvrdila pouze u quercetinu, ktery vykazoval toxicky
efekt mirné zavisly na OATP2B1 (obr. 17a), a u myricetinu v souvislosti s OATP1A2
zprostredkovanym transportem (obr. 171). U ostatnich flavonoidii nebyl ve srovnani
s burikami s prazdnym vektorem pozorovan zvyseny toxicky tcinek na buriky nesouci
OATP2B1 nebo OATP1A2 transportér. Soucasné jsou hodnoty ICs, i po 8hod inkubaci
bunék s flavonoidy prakticky radové vysSi ve srovnani se zjiSténymi inhibi¢nimi
koncentracemi ICs,, s vyjimkou myricetinu a pinobanksinu u transportéru OATP1A2, kde
ovSem jejich zjisténé inhibi¢ni koncentrace ICs, byly znacné vysoke, tudiZ lze rovnéz

vyloudit pripadné toxické ptisobeni béhem transportnich studii.
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Obr. 17. Cytotoxické piisobeni zkoumanych flavonoidil ovlivnéné pritomnosti transportéru OATP2B1
a OATPiA2. MDCKII-OATP2B1/MDCKII-pCMV6  buriky (levy sloupecek) a HEK293-
OATP1A2/HEK293-pCMV6 buriky (pravy sloupecek) byly inkubovany se zvysujicimi se
koncentracemi flavonoidii po dobu 8 hod v inkubatoru se zvlhéenou atmosférou s 5 % CO- pri 37 °C.
Pouzité rozmezi koncentraci flavonoidii bylo 0-1500 uM. Soucasné bylo vzdy provedeno funkcni
ovéreni tispésnosti transfekce pomoci standardniho radioaktivniho substratu OATP2B1 a OATP1A2

estron 3-sulfatu. Data jsou vyjadrena jako priimér + SD (n=5-6). *p< 0,05
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6.3. Interakce isoflavont a jejich metabolitii s OATP transportéry

6.3.1. Efekt isoflavonti a jejich metaboliti na transportni funkci OATP
transportéra
I u isoflavont a jejich metabolitli jsme nejprve zjistovali, zda jsou schopny inhibovat
uptake standardniho substratu E3S OATP2B1 a OATP1A2 transportérem. Zvolena
koncentrace byla po zkuSenostech s flavonoidy 100 pM. Pri zkoumdni interakci
s OATP2B1 transportérem nebyl pozorovan inhibi¢ni efekt u glukosidG (daidzinu,
genistinu a glycitinu), pouze aglykony a metabolity byly schopny inhibovat uptake
zprostfedkovany OATP2B1 transportérem (obr. 18a). Situace u OATP1A2 transportéru
byla odliSna. Statisticky vyznamné inhibice byla prokazana i pro nékteré glukosidy jako
daidzin a genistin. Formononetin a metabolit S-equol naopak nevykazovaly vyznamny

inhibi¢ni vliv na uptake pomoci OATP1A2 (obr 18b).

OATP2B1 OATPA1A2

uptake E3S (% kontroly)
o
°

Obr. 18. Porovnani inhibicniho potencidlu isoflavonii a jejich metabolitii (100 uM) na uptake E3S
(1 uM) zprostredkovany transportérem OATP2B1 (a) a OATPi1A2 (b). Uptake E3S byl méren
za nepritomnosti (kontrola) a v pritomnosti jednotlivijch isoflavonti s MDCKII-OATP2B1/MDCKII-
pPCMV6 burikami po 2min inkubaci pii 37 °C, s HEK293-OATP1A2/HEK293-pCMV6 burikami
po 5 min inkubace pri 37 °C. Jako pozitivni kontrola inhibice slouZil quercetin. Data jsou vyjadrena

jako priimér + SD (n = 6-9). **p< 0,01, ***p< 0,001

Dalsi studie byly pro uvadény vyssi vyznam OATP2B1 pro transport xenobiotik

na bariérach zaméteny na interakci isoflavonti pouze s timto transportérem.
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6.3.2. Inhibice OATP2B1 transportéru isoflavony

Sledovali jsme zmény uptake E3S v zavislosti na koncentraci isoflavond, které prokazaly
statisticky vyznamny inhibi¢ni efekt vii¢i OATP2B1 v predchozi studii. Pro vSechny tyto
latky jsme stanovili inhibi¢ni parametry ICs, (obr. 19) a K (obr. 20) a také byl urcen
predpoklddany typ inhibice (obr. 20). Inhibi¢ni efekt v zavislosti na zvySujici se
koncentraci isoflavondl byl pozorovan u vSech zkoumanych latek pti vSech pouZitych
koncentracich substratu. Kromé formononetinu, byl u vSech isoflavonii s6ji prokazan
pomérné silny inhibi¢ni potencial vii¢i OATP2B1 s hodnotami Ki do 20 uM (obr. 20).
Nejsilnéjsi inhibi¢ni Gcinek byl zjistén u biochaninu A s K 1,4 + 1,7 pM a genisteinu s K;
4,6 + 2,5 uM. VétSina zkoumanych isoflavont inhibuje OATP2B1 transport kompetitivné,

pouze genistein a biochanin A nekompetitivnim zptisobem (obr. 20).
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Obr. 19. Inhibicni krivky vlivu zvySujicich se koncentraci isoflavonii na akumulaci E3S pomoci
OATP2B1. Inhibi¢ni efekt daidzeinu (a), genisteinu (b), glyciteinu (c), biochaninu A (d) a
formononetinu (e) na akumulaci tri riiznych koncentract substratu E3S (e0,5 uM, m1 uM a A5 uM)

v MDCKII burikach prechodné transfekovaniych OATP2B1/pCMV6 byl méren po 2min inkubaci pri
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37 °C. PouZité rozmezi koncentraci isoflavonii bylo o-1000 uM. Data jsou vyjadrena jako procenta
kontroly (akumulace E3S bez pritomnosti isoflavonti). Kazdy bod predstavuje prumeér + SD (n=6-8)

(n.d. nebylo stanoveno). Tato data byla nédsledné pouZita pro stanoveni K;.
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Obr. 20. Inhibice OATP2B1 uptake E3S aglykony isoflavonii. Akumulace E3S ve trech riizngch
koncentracich (e0,5 uM, m1 uM a A5 uM) byla inhibovéna zvysujicimi se koncentracemi daidzeinu
(a), genisteinu (b), glyciteinu (c), biochaninu A (d) a formononetinu (e) po dobu 2 min pri 37 °C.
Testované rozmezi koncentraci isoflavont bylo o-500 uM. V levém slouci je Dixonovo zobrazeni
(zavislost prevracené hodnoty uptake E3S na koncentraci inhibitoru), v pravém zavislost s/v, kde
s je koncentrace substrdtu, na koncentraci inhibitoru, které ilustruje typ inhibice. Zndazornéné

hodnoty jsou prevrdcenymi hodnotami aritmetickych priimeéri (n = 6-8).

6.3.3. Inhibice OATP2B1 transportéru metabolity isoflavont

Testované metabolity S-equol a ODMA prokazaly v pilotnich studiich schopnost inhibice
OATP2B1, proto jsme také pro né urcovali kvantitativni parametry ICs, (obr. 21), K; a typ
inhibice (obr. 22). S-equol inhiboval uptake zprostfedkovany OATP2B1 pomérné vyrazné
s hodnotou K;18,6 + 5,6 uM (obr. 22a). Inhibi¢ni potencial metabolitu ODMA byl vyrazné
nizsi s hodnotou K; nékolikanasobné vyssi (obr. 22b). Oba metabolity S-equol i ODMA

inhibuji transport pomoci OATP2B1 kompetitivhim mechanismem.
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Obr. 21. Inhibicni krivky vlivu zvysujicich se koncentraci metabolitii isoflavonit na akumulaci E3S
pomoci OATP2B1. Inhibi¢ni efekt S-equolu (a) a O-desmethylangolensinu (b) na akumulaci tri
riiznych koncentraci substratu E3S (e0,5 uM, m1 uM a A5 uM) v MDCKII burikdch prechodné
transfekovanych OATP2B1/pCMV6 byl méren po 2min inkubaci pri 37 °C. PouZité rozmezi
koncentraci metabolitii isoflavontl bylo o-500 uM. Data jsou vyjadrena jako procenta kontroly
(akumulace E3S bez pritomnosti isoflavonii). Kazdy bod predstavuje priimér + SD (n=6-8). Tato

data byla nasledné pouZita pro stanoveni K;.
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Obr. 22. Inhibice OATP2B1 uptake E3S metabolity isoflavonil. Akumulace E3S ve trech riiznych
koncentracich (e0,5 uM, m1 uM a A5 uM) byla inhibovana zvysujicimi se koncentracemi S-equolu
(a) a O-desmethylangolensinu (b) po dobu 2 min pri 37 °C. Testované rozmezi koncentraci
metabolitii isoflavonii bylo 0-250 uM. V levém slouci je Dixonovo zobrazeni (zavislost prevracené
hodnoty uptake E3S na koncentraci inhibitoru), v pravém zavislost s/v, kde s je koncentrace
substratu, na koncentraci inhibitoru, které ilustruje typ inhibice. Zndzornéné hodnoty jsou

prevracenymi hodnotami aritmetickych primeérii (n = 6-8).
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Pro zkoumani interakci xenobiotik s membranovymi transportéry jsou v soucasné dobé
standardnim prostfedkem bunécné modely, které jsou zaloZeny na transfekovanych
liniich exprimujicich prislusny transportér v relativné vysokém stupni ve srovnani
s parentnimi burikkami, od kterych byly odvozeny. Pro provadéni in vitro experimentt
bylo nejprve nutné zavést takové bunécné modely. Na zakladé zkuSenosti vyzkumného
tymu a dostupnosti byly po rozsahlé optimalizaci zavedeny modely s tranzientni
transfekci studovanymi OATP transportéry. Pro transfekci plazmidem kédujicim lidsky
OATP2B1 transportér se nejvhodnéjsi linii ukézala MDCKII, kterd patfi k béznym
bunéc¢nym liniim pouzivanym pro indukci exprese influxnich i efluxnich transportért pro
transportni studie. V optimalizac¢nich studiich prechodné transfekce lidskym OATP1A2
transportérem se ovSem nepodarilo timto transportérem linii MDCKII efektivné
transfekovat, a to ani za pouziti rGznych transfek¢nich cinidel: Lipofectamin 2000,
TransFectin Lipid Reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) ¢i K2 Tranfection System
(Biontex, Mnichov, Némecko). Ani experimenty s dalS$imi potencialné vhodnymi liniemi,
napt. HeLa a COS-7, nevedly k dostatec¢né efektivni mire transfekce, opét ani pti pouziti
riznych transfekénich ¢inidel. Jako vhodny typ bunék pro transfekci OATP1A2 se ukazala
azlinie HEK293, pro kterou byla transfekce ispé8né zoptimalizovana a ktera poté slouzila
jako in vitro model pro zkoumani interakci OATP1A2 transportéru se studovanymi
latkami. V pripadé obou bunécnych modeld byla standardné nésobné zvysena exprese a
transportni funkce OATP2B1 a OATP1A2 v transfekovanych burlkdch ve srovnani
s odpovidajicimi parentnimi burikami (obr. 7 a 8), coZ umoZnilo jejich tspésnou aplikaci

pri studiich provadénych v ramci prace.

V prvni casti prace jsme se zabyvali vlivem sedmi flavonoidl, pro néZz je spolecnou
charakteristikou vyskyt v medu, na transportni funkci OATP2B1 a OATP1A2 transportérd.
Experimenty se zkoumanymi flavonoidy s vyuzitim in vitro buné¢nych model prokazaly
schopnost vSech testovanych latek inhibovat transportni funkci OATP2B1 i OATP1A2
transportéru (obr. 9 a 10). Potencidl zkoumanych flavonoidd inhibovat uptake
zprostfedkovany OATP2B1 a OATP1A2 nebyl ovSem jednotny. Mezilatkové porovnani
vlivu na jednotlivé transportéry ukazalo, ze inhibi¢ni aktivita zkoumanych flavonoidd
vlci transportérim vyjadiend parametrem ICso se liSila i o nékolik radt. Nejsilnéjsim
inhibitorem obou transportért byl chrysin s IC5, kolem 0,1 pM, u OATP2B néasledovan

quercetinem, galanginem a fisetinem s hodnotami ICs, do 20 uM. U OATP1A2 byly vedle
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chrysinu dal$imi relativné silnymi inhibitory pinocembrin a galangin, nasledovéany
quercetinem. Znacny rozdil ve schopnosti inhibice byl zjistén u nékterych flavonoidt
ivadinku na jednotlivé transportéry, kde byly pozorovany az radové odliSnosti
v hodnotach ICs. Quercetin a pinobanksin inhibovaly OATP2B1 transportér vyrazné
silnéji nez transportér OATP1A2, pinocembrin byl naopak mnohem silnéj$im inhibitorem

OATP1A2.

Pozorovana schopnost studovanych flavonoidi inhibovat OATP2B1 a/nebo OATP1A2 je
v souladu s dal$imi ddaji o Gc¢inku prirodnich latek ze skupiny flavonoidd zjiSténymi
v predchézejicich studiich. Quercetin byl jiz dfive identifikovan jako pomérné silny
inhibitor transportu zprostredkovaného OATP2B1 i OATP1A2 (Mandery et al., 2010), coz
bylo motivem pro jeho zarazeni do studie jako pozitivni kontroly a kvantitativniho
komparatoru miry inhibice. Ve stejné in vitro studii byla také popsana schopnost
flavonoidd apigeninu a kaempferolu inhibovat OATP2B1 i OATP1A2, v porovnani
s quercetinem vSak byla mira jejich efektu nizsi (Mandery et al.,, 2010). Porovnani
inhibi¢niho @¢inku v na8i studii ukazalo, Ze chrysin je silné€j$im inhibitorem OATP2B1
transportéru nez quercetin. Pro OATP1A2 transportér pak krom chrysinu byly silnéjsimi

inhibitory také pinocembrin a galangin.

K dal$im prirodnim latkdm schopnym inhibovat uptake zprostredkovany OATP2B1 patri
napf. flavonoidy z ovocnych $tav naringin, naringenin, hesperidin, floridzin a floretin
(Shirasaka et al., 2013). U naringinu a hesperidinu byly zkoumana schopnost inhibice
i vli¢i OATP1A2 (substratem byl fexofenadin) se zavérem, Ze se jedna o relativné silné
inhibitory s hodnotami ICs, 3,6 pM pro naringin a 2,7 uM pro hesperidin (Bailey et al.,
2007). OATP2B1 transportér je inhibovan také glykosidovymi formami quercetinu
hyperosidem, isoquercitrinem a rutinem, dale pak flavony mulberrinem a scutellarinem,
av8ak inhibi¢ni aktivita vSech téchto latek byla ve srovnani s quercetinem niz8i (Wen et
al., 2016). Vedle vlivu na OATP2B1 a OATP1A2 je mozné, Ze studované latky by mohly,
analogicky jako jiné flavonoidy, mit potenci ovliviiovat i jiné isoformy OATP pritomné na
bariérach organismu determinujicich farmakokinetiku 1é¢iv. Toto bylo pozorovano u jiz
zminénych flavonoid® apigeninu, kaempferolu a quercetinu, u nichz byla prokazana vedle
interakce s OATP2B1 a OATP1A2 rovnéz schopnost inhibovat i vyznamné jaterni isoformy
OATP transportéri - OATP1B1 a OATP1B3 (Mandery et al., 2012). K dal$im flavonoidiim
inhibujicim vedle OATP2B1 a OATP1A2 také OATP1B1 transportér patii katechiny

ze zeleného Caje epikatechin galat (ECG) a epigalokatechin galat (EGCG) (Roth et al.,

62



7. DISKUZE

2011). OATP transportéry mohou byt ovlivhény i jinymi prirodnimi latkami. Napft.
flavolignany silymarin, silybin A ¢i B a silychristin vyznamné inhibuji OATP2B1, OATP1B1
i OATP1B3 transportéry (Kdck et al., 2013), triterpenoidy z 1ékotice kys. glycyrrhetinova
a kys. glycyrrhizova vykazuji inhibi¢ni aktivitu vii¢i transportu pomoci OATP2B1, které je
ovSem nizsi neZ inhibi¢ni aktivita quercetinu (u kys. glycyrrhizové radoveé) (Wen et al.,
2016). Vzhledem k tomu, Ze v radé uvedenych studii byl soucésti testovani quercetin
a jeho inhibi¢ni U¢inek byl zpravidla silnéjsi nez u dalSich studovanych latek, lze
z hlediska kvantitativniho mezilatkového srovnéani charakterizovat inhibi¢ni potenci

nejsilnéjsich inhibitord z nasi skupiny (napt. chrysinu) jako velmi vysokou.

Dalsi skupinou latek, u kterych jsme zkoumali vliv na transport zprostfedkovany OATP
s vyuzitim bunéc¢nych modeli, byly isoflavony, které jsou zakladnimi obsahovymi
a farmakologicky Gc¢innymi latkami séji. PrestoZe jejich struktura neodpovida presné
strukturni definici flavonoidd, byvaji k témto latkdm b&zné ptitazovany. Uvodni inhibi¢ni
studie in vitro prokazaly u zkoumanych isoflavonti vyznamny inhibi¢ni dc¢inek vaci
OATP2B1 i OATP1A2. Ten byl vSak obecné silnéjsi vici transportéru OATP2B1 (obr. 18),
coz bylo mimo jiné také dtéivodem pro detailnéjsi studium interakci pravé na tomto
transportéru. Vic¢i OATP1A2 prokéazaly inhibi¢ni schopnost kromé aglykond také
glykosidy daidzin a genistin, ovSem pri testované koncentraci byla schopnost glykosidi
inhibovat transport zprostfedkovany OATP1A2 vyrazné niz8i v porovnani s jejich
aglykony (obr. 18b). Vii¢i OATP2B1 transportéru byla vsak diference inhibi¢niho a¢inku
konjugovanych forem isoflavont a jejich prislusnych aglykoni témér aplna (obr. 18a).
Kromé jedné vyjimky (formononetinu) inhibovaly aglykony tento transportér
s hodnotami K; v rozmezi od 1 do 20 uM (obr. 20), naopak testované glykosidy daidzin,
genistin a glycitin nevykazovaly pri pouzitych koncentracich statisticky vyznamny
inhibi¢ni Gc¢inek na transport zprostfedkovany OATP2B1 transportérem (obr. 18a).
Ziskané vysledky pro par genistin/genistein, které ukézaly, Ze pouze aglykon ma inhibi¢ni
efekt vii¢i OATP2B1, jsou v souladu s pozorovanim pro pribuzny transportér OATP1B1.
Ivtomto pripadé byl transportér inhibovan pouze aglykonem genisteinem, ne vSak
glykosidem genistinem (Wang et al., 2005). TentyZ rozdil inhibi¢ni aktivity vi¢i OATP1B1
byl pozorovan i pro par diosmin/diosmetin. Naopak Gidaj o neschopnosti ani jedné latky
z paru daidzin/daidzein inhibovat transport zprostfedkovany OATP1B1 (Wang et al,
2005) neodpovidd nasemu nélezu pro transportér OATP2B1, ktery ukazuje pomeérné

silnou potenci daidzeinu inhibovat uptake E3S pomoci OATP2B1 (K; = 20,7 pM). Transport
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prostrednistvim OATP1A2 byl schopen inhibovat jak aglykon daidzein, tak i glykosid
daidzin. Vysvétlenim rozdilného nélezu ve vlivu daidzeinu na OATP transportéry muiize
byt nejen v odlisné afinité daidzeinu k OATP2B1 a OATP1B1, ale roli miiZze hrat i pouziti
rozdilnych standardnich substratd v nas$i a diskutované préaci. Na druhou stranu,
i glykosidy flavonoidti prokazaly schopnost inhibovat OATP transportéry podobné jako
jejich aglykony. Toto bylo pozorovano pro OATP1B1 u dvojic hesperidin/hesperitin,
naringin/naringenin di floridzin/floretin (Wang et al., 2005). Za zminku stoji, Ze
u glukosidu rutinu byla pozorovana dokonce stimulace uptake prostfednictvim OATP1B1
(Wang et al, 2005) iOATP2B1 (Ogura et al, 2014). 1 pres pomérné malo
experimentélnich Gdaju se zd4, Ze nékteré z ndmi testovanych sbjovych isoflavonti jsou
také inhibitory OAP1B1 transportéru (Wang et al., 2005). Pfi srovnani hodnoty K; z této
studie s nami zjisténymi parametry se biochanin A jevi jako silnéj$i inhibitor OATP2B1

(Ki = 1,4 pM) nez OATP1B1 (K; = 10,4 uM).

Srovname-li inhibi¢ni schopnosti séjovych isoflavont a jejich metabolitd s flavonoidem
quercetinem zjistime, Ze pouze biochanin A vykazuje hodnoty IC;, srovnatelné. VSechny
ostatni zkoumané isoflavony jsou vici OATP2B1 transportéru inhibitory slabsimi. Podle
hodnot Ki je potadi inhibi¢niho potencialu isoflavonti nasledujici: biochanin A > genistein
> glycitein > S-equol ~ daidzein >> ODMA > formononetin. Jinak je inhibi¢ni potencial
isoflavont viici OATP2B1 (krom formononetinu) podobny jako u zkoumanych flavonoida
s hodnotami ICs, do 20 uM, chrysin zlstava se submikromolarni inhibi¢ni koncentraci
nejsilnéjsim inhibitorem OATP2B1, nasledovany quercetinem. Celkové ziskanad data
o inhibic¢ni aktivité vii¢i zkoumanym OATP transportérim neukazuji na to, Ze by néktery
ze zakladnich strukturnich ryst flavonoidnich latek predstavoval zasadni predpoklad pro

inhibiéni aktivitu.

Na rozdil od inhibi¢niho ptisobeni na transportni funkci zkoumanych OATP transportért
se nepodarilo prokazat, zda jsou studované flavonoidy substraty téchto transportért.
V provedené studii, pti které bylo vyuZito neptimé indikace uptake a akumulace
flavonoidd v bunikkach provazené zvySenym cytotoxickym ucinkem u bunék
transfekovanych OATP2B1 nebo OATP1A2, bylo zjisténo, Ze cytotoxické koncentrace
reprezentované ICs, jsou ve vét§iné pripadd shodné u bunék kontrolnich i exprimujicich
OATP transportér (obr. 17). Vyjimkou byl pouze myricetin, kde se mirné zvyseni
cytotoxicity u bunék nesoucich transportér OATP1A2 objevilo. AvSak definitivni

potvrzeni, zda jsou studované flavonoidy substraty ¢i nikoliv, bude vyZadovat dalsi studia
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s vyuzitim jinych metodickych pristupti. Pro velmi omezené mnozstvi experimentalnich
udaji nelze ani z obecného pohledu zvazovat, zda flavonoidy spiSe patfi mezi substraty
OATP transportéril nebo jsou jen jejich inhibitory. Existuji izolované Gidaje o transportu
ECG, EGCG (Li et al, 2017) aquercetinu (Glaeser et al., 2014) do bunék OATP
transportéry, avsak dalsi tdaje i u vyznamnych zastupct ze skupiny flavonoid dosud

chybéji.

Obecné je vétsina flavonoidl v rostlinach pritomna ve formé glykosidli, nejcastéji
konjugatd s glukézou - glukosidd. Ke $tépeni glykosidd flavonoidi dochéazi bakteriemi
tlustého stfeva. Z tohoto pohledu by se mohlo jevit zkouméni interakci se stfevnimi
transportéry zajiStujicimi absorpci 1é¢iv v proximalnich castech stfeva za nedulezité,
protoze volné formy by se zde nemély ve vyznamné mire vyskytovat. AvSak studie
potvrzuji, Ze jiz v hornich castech GIT jsou pritomny glykosidazy podilejici se
na hydrolyze nékterych glykosida flavonoidd (Day et al., 1998; Lu et al., 2010).
To znamena4, Ze i flavonoidy prijaté ve formé glykosidi, mohou jako aglykony interagovat
s transportéry jiz na drovni duodena. Takto je tomu i v pripadé s6jovych isoflavoni,
nebot ve stravé a potravnich dopliicich se nachazi prevazné jako glukosidy, aglykony
predstavuji jen malou ¢ast z jejich celkového mnoZstvi (Nakamura et al., 2000; Song et
al., 1998). Tyto glukosidy jsou vSak v tenkém stievé stépeny glykosidazami nachazejicimi
se v hornich ¢astech GIT véetné duodena (Franke et al., 2014; Larkin et al., 2008; Mattison
et al.,, 2014; Walsh et al., 2007). To znamena, Ze ve stifevnim obsahu uZ se i isoflavony
vyskytuji prevazné nekonjugované ve formé aglykond. Vzniklé aglykony mohou byt také
absorbovany do portélni Zily (Mattison et al., 2014; Yuan et al., 2007) a dostavaji se tak
do jater, kde mohou ovlivnit hepatalni transportni systémy, v¢. OATP. V pripadé
flavonoidd obsazenych v medu je situace ponékud odlisna, nebot analyticka data ukazuji,
ze se ve vCelich produktech nami zkoumané flavonoidy  vyskytuji
prevazné v nekonjugované formé jako volné aglykony (Campillo et al., 2015; Campone et
al., 2014; Keckes et al.,, 2013; Wabaidur et al.,, 2015; Yao et al, 2004). Lze tedy
predpokladat, ze po poziti potravy obsahujici flavonoidy se vedle konjugovanych forem
bude v GIT nachédzet i vyznamny nebo prevazujici podil volnych aglykond. Vedle
zkoumani interakéni aktivity glykosidd vac¢i 1ékovym transportérim exprimovanym
v travicim traktu je tedy i studium aktivity jejich volnych aglykon@l nedilnou soucasti

téchto studii.
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Isoflavony s6ji jsou v lidském strevé kromé prislusnych aglykont premeénovany také
na dalsi metabolity (obr. 5), které mohou potencialné piisobit na stievni ¢i, po absorpci,
i na jaterni transportéry. K vyznamnym a zkoumanym patfi metabolity jedné z hlavnich
obsahovych latek s6ji daidzeinu: equol a O-desmethylangolensin (ODMA) (Ko, 2014;
Wang et al, 2013). Equol se diky chirdlnimu centru mutze vyskytovat ve dvou
stereoizomerech. Jeho syntéza bakteriemi tlustého stfeva je ovSem enantiospecificka
za vzniku S-equolu. Tento enantiomer je klinicky a farmakologicky zajimavy kvili svym
biologickym vlastnostem, nebot se jedna, stejné jako v pripadé isoflavonti, o fytoestrogen
schopny vazat se na estrogenni receptory a ptisobit priznivé u fady hormonalné zavislych
poruch (Mattison et al., 2014). Inhibi¢ni aktivita S-equolu vii¢i OATP2B1 transportéru
byla podobna jako u aglykont isoflavontl s hodnotou K;do 20 pM (obr. 22). Schopnost
inhibovat transportni funkci OATP1A2 v prvotnim testovani ale u S-equolu nebyla
prokazana (obr. 18b). Druhy zkoumany metabolit ODMA inhiboval jak transport pomoci
OATP2B1, tak pomoci OATP1A2, ale s mensi intenzitou. Jeho hodnota K; vi¢i OATP2B1
byla nékolikanasobné vys$si ve srovnani s hodnotou K; S-equolu. ProtoZe je S-equol
v gastrointestindlnim traktu dobfe absorbovan (Mattison et al, 2014) a vykazuje
vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i OATP2B1 in vitro, lze zvazovat moznou inhibici OATP
v jatrech, zvlasté pokud by byl podan ve vysokych davkach. Prislusna farmakokineticka
data o jeho plazmatickych koncentracich nejsou vSak zatim dostupna. Metabolit ODMA
se zd4 byt farmakologicky méné zajimavy, nebot u néj nebyla popsana zadna vyznamné
biologicka aktivita (Setchell a Clerici, 2010). Jeho farmakokinetika neni doposud znama,
avsak pro jeho nizkou potenci inhibovat OATP2B1 in vitro jsou jeho systémové interakce
s 1é¢ivy na tomto transportéru nepravdépodobné, a to i v pripadé, kdyby se prokazala
jeho vysokd biologickd dostupnost. Inhibi¢ni Uc¢inek na transportér OATP2B1 je
v literature popsan i pro nékteré dal$i metabolity daidzeinu - konjugaty vznikajici
béhem 2. faze metabolismu. Uptake E3S pomoci OATP2B1 inhibovaly in vitro krom
daidzeinu také daidzein-7,4'-disulfat, daidzein-7-sulfat, daidzein-4'-sulfat, daidzein-7-3-

D-glukuronid, daidzein-4'-3-D-glukuronid (Grosser et al., 2015).

Pravdépodobnost interakci prirodnich latek s 1ékovymi transportéry je nejvétsi ve stireve
a v jatrech. Obecné, flavonoidy z potravy se do strevniho kompartmentu dostavaji
v relativné vysokych koncentracich ve srovnani s jejich mnozstvim v krvi, protoze jejich
absorpce je limitovana. Kviili nedostatecnym informacim, které jsou, respektive nejsou,

v soucasné dobé k dispozici, je obtizné odhadovat potencial zkoumanych flavonoidd
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inhibovat OATP transportéry v GIT in vivo. Nalezené hodnoty ICs;, zkoumanych
flavonoidd kolisaji v rozmezi od 0,1 uM do nékolika stovek uM u latek s nejslab$imi
inhibi¢nimi schopnostmi. Z analytickych dat obsahu flavonoid v medu (tab. 4) zjistime,
Ze mnozstvi nejsilnéjsiho inhibitoru chrysinu se odhaduje na 1-10 ug/g, coz odpovida
0,004-0,04 umol/g (Campone et al., 2014; Keckes et al., 2013; Wabaidur et al., 2015; Yao
et al,, 2004). Pro hodnoceni gastrointestinalni koncentrace po peroralnim podani je
doporucovano odhadovat koncentraci latek jako davku prijatou v objemu 250 ml
(International Transporter Consortium et al., 2010). Konzumace 10 g medu by teoreticky
vedla k intestinalni koncentraci chrysinu 0,16-1,6 uM. Po obdobnych vypoctech pro
galangin (1-6 pg/g medu, tj. 0,004-0,022 pmol/g) a pinocembrin (1-3 pg/g medu,
tj. 0,004-0,012 umol/g) se dostavame ke stievnim koncentracim po konzumaci 10 g
medu 0,15-0,9 pM pro galangin a 0,16-0,5 pM pro pinocembrin. Nicméné jednotliva
davka pti konzumaci medu u lidi se udava az 25 g (Bogdanov et al., 2008), a ta vede
k vyslednym koncentracim 2,5krat vy$§im. To znamena, Ze uZ prijem jediné davky medu
by mohl vést ke stirevnim koncentracim flavonoidd presahujicim efektivni koncentrace
inhibujici OATP transportéry. Tyto vypoclty zohledrnuji pouze prijem jednotlivych
flavonoidd v medu, a¢ se hojné vyskytuji i v potravé a doplricich stravy. Navic je nutné
zvazit, ze souclasny prijem nékolika flavonoidd mulZe vést ke kombinovanému
synergickému ucinku viici transportértim a potencialné silnéjsi inhibici. Tento synergicky
inhibi¢ni efekt byl vi¢i OATP2B1 transportéru pozorovan jiz pro smeés flavonoidd

7 ¥

obsazenych v jable¢né §tavé (Shirasaka et al., 2013).

Také u isoflavont mtizeme potencial inhibovat OATP transportéry v GIT in vivo pouze
odhadovat, nebot data o jejich stfevnich koncentracich po perordlnim podani nejsou
dostupnd. Vyjdeme-li z idaji o obsahu isoflavonti v potravé dostupnych v literatute, tak
v jedné porci s6jovych bobli mtZe byt az 24 913 pg daidzeinu, 19 454 ug genisteinu
a 1236 ug glyciteinu (Thompson et al., 2006). Pri prepoctu na objem 250 ml dostavame
intestindlni koncentrace daidzeinu 392 uM, genistein 288 uM a glyciteinu 17 uM. Tyto
koncentrace presahuji stanovené hodnoty Ki, pro daidzein a genistein dokonce radové.
Lze tedy predpokladat zna¢ny potencial pro in vivo interakce s OATP2B1 transportérem,

ktery by mohl byt jesté umocnén moznym synergickym plisobenim.

Vysledky zkoumani mechanismu inhibi¢niho efektu ukéazaly, Ze zptsob inhibice
zkoumanych prirodnich latek vi¢i OATP transportériim neni jednotny. Byl pozorovan jak

kompetitivni, tak nekompetitivni zptisob inhibice. Vétsina z testovanych isoflavonti a oba
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metabolity inhibuji OATP2B1 transportér kompetitivné, pouze u genisteinu a biochaninu
A byl pozorovan nekompetitivni typ (obr. 20 a 22). U biochaninu A byl nekompetitivni
zpusob inhibice popséan také viic¢i pribuznému transportéru OATP1B1 (Wang et al., 2005).
Velmi nehomogenni vysledky jsme ziskaly u zkoumanych flavonoidd z medu. Galangin
inhiboval transport prostfednictvim OATP2B1 nekompetitivné, kdezto jeho inhibice
OATP1A2 byla kompetitivni. Presné opacné vysledky jsme zaznamenali u chrysinu, jenz
inhiboval OATP2B1 transportér kompetitivné, ale OATP1A2 nekompetitivnim zptsobem.
Pinocembrin pak inhiboval oba transportéry nekompetitivné. Pokud porovname tyto
vysledky s literalnimi iidaji o inhibici OATP transportéri, nalezneme rovnéz nejednotné
adaje. SpiSe u prirodnich latek prevldadd kompetitivni inhibice OATP, ktera byla
prokazana napf. u flavonoidt apigeninu, kaempferolu i quercetinu pfi jejich ptisobeni na
OATP2B1 i OATP1A2 (Mandery et al., 2010). Inhibice jaternich OATP1B1 a OATP1B3
transportért témito flavonoidy byla také kompetitivni (Mandery et al., 2012). U naringinu
byla inhibice OATP1A2 rovnéZ kompetitivni (Bailey et al., 2007), stejné jako inhibice
OATP2B1 transportéru prostiednictvim theaflavinu (Kondo et al., 2017). U katechind ECG
a EGCG byl naopak pozorovan nekompetitivni zplisob inhibice OATP1B3 (Roth et al.,

2011). U rady latek vSak neni typ inhibice zatim popsan.

Pro potvrzeni schopnosti ptsobit inhibicné na uptake 1é¢iv OATP transportéry byl
u vybranych zkoumanych flavonoidi studovan vedle ptisobeni na transport modelového
substratu rovnéz i vliv na uptake vybraného 1éc¢iva, které je prokazanym substratem
studovanych OATP transportéri. Jako modelovy lékovy substrat byl zvolen jeden
z nejcastéji podavanych statinl - rosuvastatin. V porovnani s ostatnimi statiny patii
k relativné hydrofilnim latkdm. Jeho prinik pres buné¢né membrany pasivni difuzi je
omezeny, k jeho uptake prispivaji ve znacné mire aktivni transportni mechanismy
(McTaggart et al., 2001). Vyznam studia interakci rosuvastinu s OATP transportéry
potvrzuje i in vitro studie, kterd prokazala, Ze na rozdil od jinych statin@i, u kterych
prevazuje pasivni transport, je pro uptake rosuvastatinu sté€Zejni aktivni transport
(Varma et al., 2011). Akumulac¢ni experimenty pro potvrzeni, Ze rosuvastatin v nami
pouZzitém bunécném modelu vykazuje deklarovany uptake pomoci OATP2B1 a OATP1A2,
ukazaly, Ze rosuvastatin je substratem obou transportéru a je v transfekovanych burikach
nesoucich OATP2B1 nebo OATP1A2 transportér statisticky vyznamné akumulovan (obr.
14), v pripadé OATP1A2 dokonce ve vys$$i mire nez standardni substrat E3S (obr. 15b).

Aktivni akumulace rosuvastatinu prostfednictvim OATP2B1 i OATP1A2 je v souladu
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s predchazejicimi in vitro studiemi (Ho et al., 2006; Varma et al., 2011). Transport
prostfednictvim OATP transportéri je obecnym rysem skupiny statind, byl popsan
v nékolika jinych studiich i pro dalsi statiny a to pro lidské i potkani OATP transportéry.
Kromé rosuvastatinu byly jako substraty obou OATP2B1 i OATP1A2 identifikovany také
pravastatin a pitavastatin, atorvastatin a fluvastatin pak byly prokazany jako substraty

OATP2B1 (Shitara et al., 2013; Varma et al., 2011).

Provedena in vitro inhibi¢ni studie, kterd hodnotila potenciadlni efekt tfi nejsilnéjSich
inhibitort transportu standardniho substratu E3S ze skupiny flavonoidl na uptake 1é¢iva
rosuvastatinu zprostredkovany OATP2B1 a OATP1A1, prokazala silnou potenci galanginu,
chrysinu a pinocembrinu inhibovat transport rosuvastatinu pomoci transportéru
OATP2B1 do bunék. Galangin byl schopen inhibovat OATP2B1 zprostredkovany transport
rosuvastatinu do bunék uz v submikromolarnich koncentracich, chrysin a pinocembrin
v koncentracich mikromolarnich (obr. 16a-c). Schopnost téchto tii flavonoid@ inhibovat
transport rosuvastatinu zprostfedkovany OATP1A2 byla vyrazné slabsi (obr. 16d-f), ale
ivtomto pripadé byl galangin nejsilnéjsim inhibitorem. Z vysledkli je patrna také
rozdilna schopnost flavonoidt inhibovat uptake standardniho modelového substratu E3S
arosuvastatinu. Zatimco nejsilnéj$i inhibitor OATP2B1 a OATP1A2 transportéry
zprostfedkovaného wuptake E3S byl chrysin, nejacinnéjsim inhibitorem wuptake
rosuvastatinu prostfednictvim OATP2B1 i OATP1A2 byl galangin. Znacna diference byla
zjisténa u pinocembrinu, jehoZ koncentrace G¢inné inhibujici OATP1A2 zprostfedkovany
uptake rosuvastatinu byla o 2 fady vy$si neZ pro inhibici standardniho substratu E3S. Pri
porovnani koncentraci in vitro inhibujicich transport rosuvastatinu s koncentracemi
potencidlné in vivo dosaZenymi po poziti 10 g medu ziskdme hodnoty koncentraci
porovnatelné se zjisténymi hodnotami IC;, u galanginu (ICs, 0,7 uM vs. 0,9 uM)
i chrysinu (ICso 2,3 uM vs. 1,6 uM). Tyto srovnatelné inhibi¢ni a intestinalni koncentrace

naznacuji potenciadlni moznost interakci.

Odhadnout potencialni vyznam in vitro inhibi¢niho plisobeni zkoumanych prirodnich
latek na farmakokinetiku in vivo je vzhledem k moznym dal$im faktortim uplatiiujicim se
in vivo bez dalSich experimentalnich dat obtiZzné. Pfestoze je pocet dostupnych klinickych
studii omezeny, existuji nékteré doklady o ovlivnéni farmakokinetiky 1é¢iv prirodnimi
latkami, v nichz mohou hrat roli OATP transportéry. Ve studiich s dobrovolniky bylo
pozorovano snizeni biologické dostupnosti fexofenadinu, které bylo vysvétleno inhibici

strevnich OATP transportérd flavonoidy ovocnych §tav (Dresser et al., 2002). Byl téz
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pozorovan pokles plazmatické koncentrace nandololu inhibici OATP latkami obsazenymi
v zeleném (aji, ktery byl na zdklad€ naslednych in vitro studii prisouzen inhibici OATP1A2
transportéru ve strevé (Misaka et al., 2014). Klinické studie zamérené na vliv prirodnich
latek na OATP zprostfedkovanou farmakokinetiku statinti se doposud soustiedovaly
prevazné na transportér OATP1B1. Wu et al. (2012) prokazal inhibi¢ni G¢inek quercetinu
na farmakokinetiku pravastatinu in vitro i u lidskych dobrovolnik. Flavolignan
silymarin, prestoZe G¢inné inhiboval transport rosuvastatinu zprostredkovany OATP1B1
in vitro, tak u lidskych dobrovolniku vyznamny vliv na farmakokinetiku tohoto 1éciva
nemél (Deng et al., 2008). Po peroralnim prijmu flavonu baicalinu bylo pozorovano
v klinické studii sniZeni plazmatické koncentrace rosuvastatinu v zavislosti na haplotypu
OATP1B1 indukci jaterniho uptake rosuvastatinu (Fan et al.,, 2008). Z téchto prikladi
plyne, Ze existuje potencialni riziko interakce nékterych prirodnich latek s 1écivy, ktera
jsou transportovana OATP transportéry, které muze vést azZ k ovlivnéni systémové

expozice lé¢ivem.
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8. ZAVERY
Metodickym prinosem této prace bylo tispésné zavedeni bunécénych modelt pro studium

OATP2B1 a OATP1A2 transportért na pracovisti, jejich optimalizace a charakterizace.

S vyuzitim téchto modeld byla néasledné nové prokazana schopnost Sesti studovanych
flavonoidd inhibovat transport prostrednictvim jak OATP2B1, tak OATP1A2 transportéru,
pricemz inhibi¢ni aktivita né€kterych latek byla srovnatelna nebo vyssi nez u pouzitého
komparatoru quercetinu, ktery byl pro srovnani vybran kvili popsanym in vitro i in vivo
inhibicim OATP transportért. U sdjovych isoflavont byl zjiStén zasadni rozdil v inhibi¢ni
aktivité na transport zprosttedkovany OATP2B1 transportérem u glykosidickych forem
na jedné strané a odpovidajicich aglykond a metabolitu S-equolu na strané druhé.
Zatimco studované glukosidy nevykazovaly vyznamnou schopnost inhibovat tento
transportér, u aglykoni (s vyjimkou formononetinu) a S-equolu byla inhibi¢ni aktivita
vyznamna. I v pripadé OATP1A2 transportéru byl inhibi¢ni potencidl glukosidd

nevyznamny ¢i vyrazné nizsi v porovnani s aglykony.

Inhibi¢ni studie jasné prokazala vyznamny vliv nékolika vybranych flavonoidid efektivné
inhibujicich transport modelového substratu i na uptake 1ékového substratu OATP
transportérti rosuvastatinu, jenz byl patrny zejména vici transportéru OATP2B1. Mira
inhibice transportu rosuvastatinu byla u nékterych flavonoid srovnatelna s inhibi¢nim

ucinkem na uptake standardniho substratu estron 3-sulfatu.

Zkoumané ptirodni latky byly schopny inhibovat OATP transportéry jak kompetitivnim,
tak nekompetitivnim mechanismem. U sdjovych isoflavonti a jejich metaboliti
prevazovala kompetitivni inhibice OATP2B1 (s vyjimkou genisteinu a biochaninu A),
u zkoumanych flavonoidd byl typ inhibice vii¢i OATP r@iznorody. Transport zkoumanych

flavonoidd studovanymi transportéry se nepodarilo jednoznacné prokézat.

Ziskana experimentalni in vitro data o interakci studovanych ptirodnich latek bézné se
vyskytujicich v lidské stravé ¢i potravnich doplricich svéd¢i o vyznamné inhibi¢ni potenci
vétSiny zastupc vac¢i farmakologicky vyznamnym OATP transportérim. Kromé
zékladniho roz8ifeni informaci o interakcich ptirodnich latek slékovymi OATP

transportéry, mohou byt ziskané (idaje podkladem pro dal$i zkoumani interakci potrava-

1éc¢ivo.
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