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Trojrozmérné (3D) bunécné modely 1épe napodobuji bunééné podminky in vivo
nez tradiéné¢ pouzivané dvourozmémé (2D) bunécné modely. Transportéry pro
organické anionty (OATs) a kationty (OCTs) hraji dilezitou ulohu v ledvinné eliminaci
lé¢iv a maji vliv na jejich farmakokinetické vlastnosti. Cilem prace bylo vytvofit 2D
a3D bunéény model zembryondlnich ledvinnych bunék HEK293, oba modely
pfechodné transfekovat transportérem hOAT]1, transfekci optimalizovat a provést
transportni inhibi¢ni studie s vybranymi NSAIDs (diklofenakem, ibuprofenem,
indometacinem a naproxenem). 2D bunécny model jsme vytvofili ve 24jamkové
desticce ve form¢é monovrstvy, jako 3D bunéény model jsme pouzivali sféroidy, které
jsme zhotovili na Petriho misce metodou visici kapky. Pfi transportnich studiich jsme
buiiky inkubovali s radioaktivnim substrdtem OATs p-aminohippurovou kyselinou
(*HJPAH) s nebo bez piislusného inhibitoru. Inhibiéni vliv NSAIDs jsme porovnavali
pomoci parametru ICso. 2D 1 3D model z bunck HEK293 se nam povedlo vytvofit, ale
nasledna transfekce byla Gspésna pouze v monovrstvé bunék. Funkénost 3D modelu se
pomoci transportni studie nepodatilo prokazat. Sféroidy jsme se jesté pokusili vytvofit
z psich ledvinnych bunék MDCK I stabilné transfekovanych hOCT]1, ale sféroidy se
nezformovaly. Inhibi¢ni vliv NSAIDs na hOAT1 jsme proto zkoumali jen ve 2D modelu
HEK293 bunck. Nejvyssi inbibi¢ni potencidl k transportéru hOAT1 vykazoval
indometacin (ICso = 1,78 pM), nejnizsi ibuprofen (ICso = 38,02 uM). Zavérem lze fici,
ze jsme Uspé$né zavedli 2D model, na kterém jsme stanovili ICso vSech testovanych
latek a vytvoftili netransfekovany 3D bunéény model metodou visici kapky. I pies
obtiznost provedeni nékterych experiment na 3D trovni je dilezité¢ ve vyvoji 3D

modelll nadéle pokracovat.
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Three-dimensional (3D) cell models simulate in vivo cellular conditions better in
comparison with traditional two-dimensional (2D) cell culture systems. Organic anion
transporters (OATs) and organic cation transporters (OCTs) play important role in renal
elimination of drugs and affect their pharmacokinetic properties. The aim of this study
was to create 2D and 3D cell model from embryonic kidney cells HEK293, to transfect
transiently both models by lipofection with hOAT1 and empty vector for control, to
optimize transfection and to perform transport inhibition studies with selected NSAIDs
(diclofenac, ibuprofen, indomethacin and naproxen). 2D cell model was created in a
24-well plate in the form of a monolayer, spheroids were used as a 3D cell model.
Spheroids were made by hanging drop method on the Petri dish. The cells were
incubated with the radioactive substrate of OATs
p-aminohippuric acid ([PHJPAH) with or without the appropriate inhibitor in the
transport studies. The inhibitory effect of NSAIDs was compared using the parameter
ICso. Both 2D and 3D models from HEK293 cells were created, but the subsequent
transfection was successful only in monolayer of cells. The functionality of 3D model
has not been proven by the transport study. Therefore we have attempted to create
spheroids from dog renal cells MDCK II stably transfected with hOCT1, but spheroids
did not form. Therefore the inhibitory effect of NSAIDs on hOATI1 has only been
investigated in the 2D HEK293 cell model. The highest inhibition potential for the
hOATI1 transporter had ibuprofen (ICso = 38.02 uM), lowest indometacin
(ICs0=1.78 uM). In conclusion, we have successfully created 3D cell model by
hanging drop method. Because experiments on 3D cell models simulate conditions in
human organism better than on 2D models, it is important to continue developing 3D

cells models.
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1 Seznam zkratek

BCA

BSA

COX

DMEM

DMSO

EDTA

ELP-RGD

EMEM

HEK?293

HEPES

ICso

MDCK II

MEM

MPP*

MTS

NAD*

NADH

NADP*

kyselina bicinchonova (Bicinchonic Acid)
fetalni hovézi sérum (Bovine Serum Albumin)
cyklooxygenéza

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium (Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium)
dimethylsulfoxid (Dimethyl Sulfoxide)

kyselina ethylendiamintetraoctova (Ethylenediaminetetraacetic

Acid)
arginin-glycin-aspartat obsahujici elastin-like proteiny

Eaglovo minimélni esencidlni médium (Eagle’s Minimal

Essential Medium)

bunécénad linie odvozend z lidskych embryonalnich ledvinnych

bun¢k (Human Embryonic Kidney 293 Cells)

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

inhibi¢ni koncentrace, pii které dojde k inhibici z 50 %

Madin-Darbyho psi ledvinné buniky (Madin Darby Canine Kidney
Cells II)

minimalni esencidlni médium (Minimal Essential Medium)
I-methyl-4-fenylpyridinium

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-[ 3-(karboxymethoxy)fenyl]-2-(4-
sulfofenyl)-2H-tetrazolium

nikotinamidadenindinukleotid - oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotid — redukovana forma

nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma



NADPH

NSAIDs

mRNA

OATs

OCTs

OCTNs

PAH

PBS

PES

SLC

nikotinamidadenindinukleotidfosfat — redukované forma
nesteroidni antiflogistika (Nonsteroidal anti-inflammatory drugs)
messenger RNA

transportéry pro organické anionty (Organic Anion Transporters)
transportéry pro organické kationty (Organic Cation Transporters)

transportéry pro organické kationty, novy (Organic Cation

Transporters, Novel)

p-aminohippurova kyselina (p-Aminohippuric Acid)
fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)
fenazin ethosulfat

nosice rozpustnych latek (Solute Carrier)



2 Uvod

Vétsina laboratornich experimentt s buikami se stale provadi ve dvourozmérné
(2D) formé¢ v monovrstvé. 2D bunéény model se vyuziva jiz od poloviny 20. stoleti.
Vytvoteni 2D bunétné kultury byva ekonomicky méné narocné, lze ji Iépe analyzovat
nez bunécnou kulturu ve 3D. Nicméné bunky in vivo nerostou ve 2D, ale vytvareji 3D
struktury. Bunky ve 2D a 3D se lisi morfologii, proliferaci, fazi bunétného cyklu,
expresi proteintl, v pristupu k zivinam atd. Proto ve 2D nelze vzdy spravné predpovédét
déje probihajici v zivych tkénich. Farmaceutické spolecnosti investuji mnoho
finan¢nich prostfedkd do vyvoje novych 1é¢iv, kterd nasledné nemusi projit klinickym
hodnocenim. VyuZivani 3D bunéénych kultur v preklinické fazi vyzkumu by proto

mohlo byt znacné ekonomictéjsi (Edmondson et al. 2014).

Transportni studie, kterymi se prace zabyva, mohou byt charakterizovany
transportem  radioaktivné znafeného substritu do transfekovanych  bunék
prostiednictvim urcitého lidského transportéru. Transportéry jsou proteiny, které
umoziuji prenos latek s nizkou az sttedni permeabilitou pfes membrany (Solvobiotech
Assay 2017). Tim ovliviiuji farmakokinetiku (absorpci, distribuci, metabolismus
a exkreci) mnoha lé¢iv. V této praci jsme zkoumali transportéry pro organické anionty
a kationty (nejvice OAT1 a doplitkové také OCT1) a to na 2D a 3D bunécném modelu.
Tyto transportéry se podileji na exkreci a reabsorpci mnoha latek véetné l1éciv. Léciva,
majici afinitu k témto transportériim, se mohou hromadit v ledvinach a poskozovat je.
Pokud podame soucasné dvé léCiva, kterd interaguji se stejnym transportérem, muiiZze
dojit k 1ékovym interakcim, které méni farmakokinetiku 1éciva a mohou vyustit

v nezadouci ucinky.

Diplomova prace experimentalniho charakteru zjistuje inhibi¢ni vliv vybranych
nesteroidnich antiflogistik (NSAIDs) na transportér OATI1. DtleZitou soucasti
diplomové prace je metodicka cast, ktera se zabyva zavedenim nového bunééného
modelu ve 2D 13D formé&. V soucasné dobé bylo publikovano nékolik studii, které
zkoumaly interakce mezi NSAIDs a OATs ¢i OCTs in vitro 1 in vivo (Khamdang et al.
2002, Masuda et al. 1997). Transportni studie na 3D bunécném modelu se v odbornych
zdrojich vyskytuji velmi ziidka (Achilli et al. 2014) nebo jsou obtizné¢ dostupné.

Studium novych “vylepsenych” 3D modela a ziskéni dalSich poznatkl z této oblasti by
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mohlo pfispét k lepsi identifikaci a hodnoceni potencidlnich 1é¢iv ve farmaceutickém
vyvoji. Proto jsme se rozhodli pokusit vytvotit takovy bunéény model, na kterém by
bylo mozné studovat interakce testovanych latek s OATSs, popt. OCTs, ve 3D forme.
Zabyvali jsme se dvéma skupinami NSAIDs. Prvni skupinou byly fenaky a druhou
profeny. Fenaky jsou derivaty heteroaryl- nebo aryloctové kyseliny (diklofenak
a indometacin). Profeny jsou derivaty heteroaryl- ¢i arylpropionové kyseliny (ibuprofen,
naproxen). NSAIDs se bézné pouzivaji pfi horecce a jako slaba analgetika napt. pii
bolesti hlavy, zubli atd. Vyznamna jsou téz v tlumeni projevi zanétlivych onemocnéni
zejména pohybového aparatu. Néktera jsou v urcité koncentraci i volné prodejna.
Vétsina NSAIDs patii mezi antirevmatika. Kromé toho, Ze ptisobi na akutni fazi zanétu,

jsou schopny zpomalit degenerativni zmény v pojivoveé tkani.
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3 Teoreticka cast

3.1 Bunéc¢né modely ve 2D a 3D

Vétsina experimenti s buiikami je dnes stale provadéna ve 2D, kde buiiky rostou
v monovrstvé piichyceny k pevnému povrchu. Monovrstva je vétSinou tvofena
proliferujicimi buiikami, protoze nekrotické buiiky se snadno uvoliuji od povrchu
ajsou odstranény pii vymeéné média. Mezi prednosti bunécného systému ve 2D patii
jednoduchd a méné ekonomicky narocnd realizace, kratsi doba formovéani bunécné
kultury v fadu minut az hodin, vysoka rychlost proliferace, reprodukovatelnost, snadna

interpretace. Nicméné 2D provedeni pfinédsi fadu nevyhod (Edmondson et al. 2014).

Morfologie bunék, zptsob jejich déleni, interakce mezi builkami navzijem
amezi bunikami a extracelularnim prostfedim se neshoduji s pfirozenym prostiedim
zivého organismu. Zmeéna tvaru bunék (bunky jsou plossi, vice protahlé) ovlivituje
mnoho bunéénych procesit vcetné proliferace, diferenciace, viability, bunécné
signalizace, exprese genl a proteinil. Buniky ztraci svoji polaritu, coz vede ke zmé&nam
reakci bun€k na rtizné jevy jako je napt. apoptéza. Dale byly zjistény odchylky ve
splicingu (sestfihu) mRNA, topologii a biochemii bunék. Na rozdil od in vivo ve 2D
provedeni maji buniky neomezeny pfistup ke komponentam média (kyslik, Ziviny,
metabolity atd.). Proto byly zavedeny 3D bunécné kultury, které lépe napodobuji
podminky v Zivém organizmu (Edmondson et al. 2014, Kapatczynska et al. 2016).

Ve 3D provedeni buniky vytvareji agregaty nebo sféroidy. Formovani sféroidu se
sklada ze tii Casti. Nejdiive rozptylené bunky vytvareji agregaty diky vazbam mezi
integriny na povrchu bunék a extraceluldrni matrix. S ur€itym zpoZdénim dochazi
k expresi kadherinu. Nasledné se formuji sféroidy diky vazbdm mezi kadherinem dvou
bunék (Edmondson et al. 2014, Lin et al. 2008).

Mezi vyznamné 3D bunécné kultivaéni metody se fadi:

a) Metoda visici kapky — Sféroidy, které byly pouzity pfi experimentech v rdmci
piedlozené diplomové prace, byly zhotoveny touto metodou. Technika je
vyuzivana hlavné pro ptipravu sféroidl o dané velikosti, poctu bungk ¢i sloZeni.
Buné¢na suspenze se ve formé kapky nanese na spodni stranu vicka kultiva¢ni

misky. Vicko se pievrati o 180 stupnd, kapky se nerozteCou plsobenim
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povrchového napéti. Buiiky se hromadi ve Spicce kapky na rozhrani kapaliny

a vzduchu a vytvaii sféroidy.

b) Kultivace bunék na neprilnavych substratech — Bunécna suspenze je sazena
do 96jamkové desticky nebo specialni Petriho misky, které jsou potazeny
nepfilnavym materidlem jako je napf. poly(2-hydroxyetylmetakrylat).
Nepftilnavy materidl zabranuje usazovani bunék a nasledné sféroidli na povrchu

jamky ¢i misky.

¢) Bioreaktory
1) Ttepaci baiika (Spinner flask) — Pouziva se k ptipravé obrovského
mnozstvi sféroidii. Do kontejneru bioreaktoru se d4 bunécna suspenze,
kterd je neustidle promichdvana michadlem, coz zajistuje efektivnéjsi
transport zivin k bunkdm a odvod odpadnich latek. Konstrukce
bioreaktoru umoznuje vymeénu média. Béhem kultivace je kontrolovano
slozeni média, rychlost otadCeni, Cas kultivace. VSechny tyto faktory
ptispivaji k prodlouzeni bunécné viability.
2) Rotujici bioreaktor — Je podobny tfepaci baiice. Neni pouZito
michadlo, dochazi k otaceni celého kontejneru s bunécnou suspenzi.
d) Kultivace v gelu — Gel vytvéfejici extraceluldrni matrix, kterd ovliviluje
bunécné funkce, 1épe napodobuje podminky v tkdnich Zivych organizmi. NejCastéji
pouzivanym gelem je matrigel. Sféroidy v extracelularni matrix rostou bud’ v gelu,
nebo na povrchu gelu.
e) LeSeni — LeSeni se také vyuzivd jako extracelularni matrix. Byva
z biodegradabilnich materiald jako je napf. alginat, kolagen, laminin atd. Buiiky se
pohybuji mezi strukturami leSeni a mohou se na né¢ zavésit. Vypliuji intersticidlni
prostory, kde mohou vytvatet 3D struktury (Breslin et al. 2012, Lin et al. 2008).

Tabulka 1 shrnuje piednosti a nedostatky jednotlivych modelt.

13



Tab. 1 Vyhody a nevyhody 3D bunéénych modell (modifikovano z Breslin et al. 2012, Lin et

al. 2008).
Typ 3D metody Vyhody Nevyhody
Kultivace bunék na Levné

neadherentnich substratech

Jednoduché provedeni

Snadny pristup k sféroidim

Variabilni velikost a

tvar sféroida

Levné

Homogenni tvar a velikost

Neékteré bunécéné linie

vyzaduji specidlné

Metoda visici kapky sféroida potazené desticky (vyssi
cena)
Rychlé formovani sféroidii | ObtiZzna vyména média
Jednoduché provedeni Specialni vybaveni
Masivni produkce Variabilita ve velikosti a
Bioreaktory Dlouha Zivotnost kultury poctu bunék

Snadny pristup k sféroidim

Velkéa smykova sila

(tfepaci banka)

Gely a leSeni

Poskytuji bunkam ve 3D

mechanickou oporu

Nekteré obsahuji ristové

faktory

Drazsi pti velké

produkci

Obtizné ziskavani bunek

po vytvoreni 3D kultury

Ve 3D bunécnych systémech tvar bun€k, interakce mezi nimi a mezi nimi

a prosttedim 1épe napodobuji piirozené prostfedi v téle. Sféroidy neobsahuji pouze

proliferujici buniky, ale také bunky v klidovém stadiu, apoptické, hypoxické, nekrotické.

Vnéjsi vrstvy sféroidil jsou tvoreny prevazné proliferujicimi buitkami, které jsou nejvice

vystaveny médiu. Vnitini vrstvy maji mensi pfisun zivin a kysliku, proto casto byvaji

v klidovém ¢i hypoxickém stadiu. Toto uspotddani je podobné jako in vivo. Exprese

gent a proteint, splicing mRNA, topologie a biochemie buné€k se také shoduji s in vivo.

Morfologie sféroidi je zavisla predevSim na typu bunécné linie, ovliviiuje ji ale také

pouzity 3D bunécny model. I bunécné modely ve 3D maji své nevyhody. Hlavnim

14




zaporem predevSim pro veétsi sféroidy je, ze neobsahuji cévni systémy, které¢ by
zasobovaly tkané zivinami a kyslikem a odvadély odpadni latky. To je uskutectiovano

pouze difuzi (Edmondson et al. 2014, Kapatczynska et al. 2016).

3.2 Transfekce

Transfekce vyjadiuje zavedeni cizich nukleovych kyselin do zivocisnych bunék.
Transfekce se dé€li na stdlou a prechodnou. V pfipadé prechodné transfekce se DNA
nezacleniuje do genomu, proto se cizorodé geny mohou exprimovat po omezenou dobu.
Obecné je mozné pozadovany gen detekovat v prubéhu 1 az 7 dnd po transfekci. Ke
ztraté prechodné transfekovaného genetického materidlu mize dojit bunéénym délenim
nebo pusobenim faktorti Zivotniho prostiedi. Pfi stabilni transfekci se cizorodd DNA
bud’ zacleni do genomu, nebo je volné v cytoplazmé ve formé plazmidu. Stabilni
transfekce umoznuje dlouhodobou expresi transgenu (Kim et al. 2010, Thermo
Scientific Transfection 2017).

Transfekce se vyuziva predevSsim ke studiu funkce genti nebo genovych
produktli zvySenim nebo inhibici specifické genové exprese v buiikach, k objasnéni
regulace jejich exprese, ktvorbé rekombinantnich proteinii, které se vyuzivaji

napt. v imunologii (Khan et al. 2010, Kim et al. 2010).

3.2.1 Transfek¢éni metody

Pti vybéru transfekéni metody se zohlediiuje ucel dan¢ho experimentu a typ
pouzité¢ bunécné linie. Idealni metoda by se méla vyznacovat vysokou transfekcni
ucinnosti, nizkou buné¢nou toxicitou, minimalnim vlivem na fyziologii pouzité bunétné
linie, jednoduchym provedenim a reprodukovatelnosti (Kim et al. 2010). Mezi faktory
ovlivitujici transfekéni ucinnost kromé typu transfekéni metody a druhu bunééné linie
patii: Zivotaschopnost a celkovy stav bunécné linie (viabilita by méla byt minimalné
90 %, buniky musi mit dostatek ¢asu na zotaveni po pasazovani), pocet pasazi (bunky by
nem¢ly podstoupit vice jak 30 pasazi, nadmérné pasdZovani sniZuje expresi
pozadovaného genu), stupenn konfluence (mé¢l by byt stanoven pro kazdou bunécnou
linii), mnozstvi a kvalita pouzité nukleové kyseliny, pfitomnost séra v médiu (obecné

plati, ze pfitomnost séra v bunééném médiu zvySuje UCinnost transfekce s DNA,
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nicméné pii lipofekei (viz déle) je vhodné pouzit médium bez séra, protoze nckteré

sérové proteiny mohou narusovat tvorbu komplexu mezi DNA a lipidem) (Thermo

Scientific Transfection 2017).

Transfek¢éni metody se déli na fyzikalni, chemické a biologické. Mezi fyzikalni

metody se fadi:

a)

b)

d)

Elektroporace — Nejpouzivanéjsi fyzikalni transfek¢ni metoda, jejiz mecha-
nismus neni presné¢ zndm. Elektricky impuls s vysokym napétim ptlisobi na
bunééné membrany, ve kterych vytvaii pory, ptes které je dopravovana DNA
dovnitt bunék. Elektroporace je relativné jednoducha a rychla, proto je
vhodna k transfekci velkého mnozstvi bunék béhem kratkého €asového in-
tervalu.

Mikroinjekce — Nukleova kyselina je vpravena do jadra nebo cytoplazmy
bun¢k uzkou sklenénou kapilarou. Metoda je velice naro¢na na zru¢nost
a pracovni silu.

Biolisticka transfekce — DNA se obali Casticemi zlata. Takovy konjugét je
vysokou rychlosti vstielen do jadra recipientnich bunék. Prednosti biolistické
transfekce je jeji jednoduchost a spolehlivost, na druhou stranu vyzaduje
drahé ptistroje a muze fyzicky poskodit buné¢nou kulturu.

Laserfekce — Ozafovanim bunééné membrany laserem v ni vznikaji pie-
chodné pory, kterymi je prenaSena nukleova kyselina v médiu do buniky na
zéklad¢ osmotického rozdilu mezi médiem a cytosolem. Vyhodou je vysoka
transfekéni i€innost, zadporem vysoka cena laserového mikroskopu.
Magnetofekce — DNA je spojena s magnetickymi nanocasticemi a pomoci
magnetického pole je dopravena do cilové buiky (Karra et al. 2010, Kim et

al. 2010).

Pii laboratornich pokusech se dnes nejvice vyuZzivaji chemické transfekeni

metody. Princip vSech chemickych metod je podobny. Jelikoz zdporné nabitd molekula

DNA nemuze prochazet ptes zaporné nabitou bunéénou membranu, vytvari komplexy

s kladné nabitymi chemikaliemi, které néboj celého komplexu zneutralizuji nebo ho

zméni na kladny. Zplsob, jakym komplex prochazi skrz bunééné membrany, neni

pfesné¢ znam. Védci se domnivaji, ze se na prenosu komplexu do buiky podili

fagocytdza a endocytoza. Z chemikalii se pouzivaji predevsim:
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a) Kationické lipidy — Transfekci za pouziti kationickych lipida se tika lipofekce.
Lipofekce byla pouzita pfi experimentech v této praci pro transfekovani bunck
HEK293 plazmidem kodujici transportér OATI1. Je vhodna pro Sirokou Skalu
bunécnych linii a vyznacuje se Sirokou transfek¢éni G¢innosti, nicméné kazda bu-
nécna linie vyzaduje optimalizaci transfekénich podminek.

b) Kationické polymery — Nejcastéji se pouziva diethylaminoethyl-dextran. Tato
metoda je levna a relativn€ jednoducha, neni ale vhodna pro ptfechodné transfek-
ce. Dalsimi nevyhodami jsou cytotoxicita a nizka transfekcni u¢innost.

¢) Fosforecnan vapenaty — Jednoduchd metoda s vysokou ucinnosti, nicméné
vznikly komplex je nestabilni kvtli vysoké citlivosti na zmény pH. Fosfore¢nan
vapenaty muze pusobit cytotoxicky (Kim et al. 2010, Thermo Scientific Trans-
fection 2017).

Biologické postupy zahrnuji transfekci zprosttedkovanou virem, zndmou pod
pojmem transdukce, kterd probiha i pfirozené. Transdukce je nejpouzivanéjsi metodou
v klinickém vyzkumu. Bakterie je infikovand bakteriofagem s vlozenou cizorodou
DNA, ktera se replikuje reduplikaci spolecné s fagovou DNA. Metoda je charakteristic-
ka velmi vysokou transfekéni Gi€innosti. Virové vektory (nejcastéji retroviry a adenovi-
ry) pronikaji do hostitelského genomu ndhodné&, coz miiZze narusit funkci tumor supreso-
rovych genll a aktivovat onkogeny, a tak vyvolat nadorové bujeni. DalSim z&porem je
omezena klonovaci kapacita kazdého druhu viru, tj. maximalni mozné mnozstvi bazi,

které lze vlozit do genomu viru (Kim et al. 2010).

3.2.2 Vektory

Do hostitelskych bun¢k se zavadi bud’ volna cizoroda DNA, nebo je cizoroda
DNA soucésti klonovaciho vektoru. Klonovaci vektory jsou molekuly DNA schopné
autonomni replikace. Obecné se klonovaci vektory vyznacuji nékolika vlastnostmi. Jed-
nak jsou schopné samostatné se replikovat v hostitelské buiice. Dale obsahuji jedinecné
klonovaci misto obsahujici sekvenci, kterd je rozpoznéana restrikéni endonukledzou. Po
roz$tépeni vektoru restrikénim enzymem se miZe cizorodd DNA zaclenit do vektoru.
Nékteré vektory maji ped klonovacim mistem silny promotor zajist'ujici transkripci cizorodého

genu a tvorbu jeho produktd. Takovéto vektory se nazyvaji expresni (v ramci této prace byly
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provadény experimenty s expresnim vektorem (plazmidem) kodujici transportér OAT1). Vek-
tory také obsahuji selekéni markery, geny, podle jejichz specifického fenotypového pro-
jevu lze bunky nesouci vektor snadno vyselektovat. Jako vektory se pouzivaji plazmidy,

kosmidy, bakteriofagy atd. (Rosypal et al. 2003).

3.3 Transportéry pro organické anionty a kationty

Transportéry pro organické anionty (OATs) a kationty (OCTs) patii mezi solute
carrier transportéry (SLC). SLC je rozsdhld skupina membranovych proteind, ktera
zprostitedkovava ptfenos velkého mnoZzstvi endogennich 1 exogennich latek
(aminokyseliny, cukry, Iléciva, toxiny a mnohé dalsi) pies cytoplazmatické
i intracelularni membrany. Nachéazeji se pfedevSim ve dvou hlavnich eliminacnich
organech, ledvindch a jatrech. Z pohledu této prace je vyznamny jejich vyskyt
v proximalnich tubulech ledvin, kde se podileji na eliminaci a vstfebavani latek vcetné
1€Civ.

Nadrodina SLC zahrnuje vice jak 450 ¢lent rozdélenych do 52 rodin. Zastupci
stejné rodiny vykazuji afinitu k podobnym substratim a jejich genova sekvence je
nejméne z 20 - 25 % shodnd s genovou sekvenci minimélné jednoho dalSiho ¢lena
rodiny. Transportéry pro organické anionty a kationty se fadi do rodiny SLC22 spolu
s transportéry pro organické zwitterionty/kationty (OCTNs) (Héglund et al. 2011).

Struktura SLC22 transportérii je tvofena 12 transmembranovymi domeénami
a dvéma velkymi extraceluldrnimi smyckami, které spojuji domény 1 a 2 a domény 6
a 7. Prvni smycka je lokalizovana extracelularné, druhd intracelularné (Kuze at al. 1999,

You et al. 2002).

SLC22 transportéry zprostiedkovavaji pfenos pfes membrany riznymi
mechanismy, mezi které¢ patfi: a) facilitovand difuze (OCTs) b) antiport (OATs
konkrétné OAT1, OAT3, c) symport (symport sodiku a karnitinu OCTN2) (Koepsell et
al. 2004). Difuze je typ pasivniho transportu, pfi kterém ptechazi latka pfes membranu
bez dodéni energie po sméru koncentracniho gradientu, facilitovana difuze je usnadnéna
pomoci pienasece, ktery je specificky, saturabilni a inhibovatelny. Aktivni transport je
uskute¢nén pomoci pfenaSeCe proti sméru koncentra¢niho gradientu. PrenaseC je také

saturabilni a inhibovatelny. Na rozdil od pasivniho transportu se spotiebovava energie
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ato bud’ volna (primarni aktivni transport) nebo ziskana pfenosem jiné latky ve sméru
koncentra¢niho gradientu (sekundarni aktivni transport). Pokud jsou latky pfenaseny
stejnym smérem, jednd se o symport, pokud opacnym smérem, jedna se o antiport

(Rosypal et al. 2003).

3.3.1 OAT transportéry

Pti provadénych experimentech jsme studovali pfevazné transportér OATI.
Z hlediska exkrece 1éCiv ledvinami a interakéniho potencidlu s NSAIDs hraje roli
i transportér OAT3. NSAIDs v mensi mife interaguji také s OAT2 a OAT4. Zajimavou
vlastnosti gent, které kéduji OATs transportéry, je, Ze maji tendenci se vyskytovat
v parech (geny lezi na chromozomu bezprostiedn¢ vedle sebe). Jako priklad mizeme
uvést transportéry OAT1 a OAT3 nebo OAT4 a URATI. Clenové paru jsou spjaty
1 fylogeneticky, vzajemné spolu spolupracuji (Eraly et al. 2003).

OATI1 az OAT4 se vyskytuji hlavné v ledvinach a to v proximalnim tubulu.
OATI1, OAT2 a OATS3 se nachézeji na bazolateralni membrané proximélniho tubulu.
Transportéry na bazolaterdlni membrané pienaseji substraty z krve do epitelidlnich
bunék. Zato transportéry na apikalni membrané (OAT4) prepravuji latky z bun¢k do
mocCi. (Cha et al. 2001). Latky mohou byt 1 zpétné vstiebavany z moci do bun€k pomoci
transportérii na apikalni membrané. Piikladem je ptenase¢ URATI, ktery zajistuje
zpétné vstiebavani kyseliny mocové. Okolo 90 % kyseliny mocové je reabsorbovano
zpét do krve (Bobulescu et al. 2012). OATs se nachézeji v jatrech, choroidnim plexu
v mozku, placenté, kosternich svalech. Zasadné ovliviiuji farmakokinetiku 1éCiv, se
kterymi interaguji. Lé€iva vykazujici afinitu k t€émto transportérim se v daném organu

mohou kumulovat a indukovat nezadouci G¢inky (Bleasby et al. 2006).

VétSina zastupcl této skupiny pracuje na zékladé antiportu s dikarboxylaty
(ptedevsim s a-ketoglutaratem). KdyZz transportéry piendseji substrat do bunky
proximalniho tubulu, vyménou piechazi dikarboxyldt ven zbunék. Intracelularni
koncentrace dikarboxylatu je udrZzovana diky Na'-dikarboxylatovému kotransportu.
Kotransport je pohanén gradientem sodiku vytvarenym sodno-draselnou pumpou (Sweet

etal. 2001).
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Léciva vykazujici afinitu k témto transportérim mohou byt jejich substraty,
inhibitory nebo substraty a inhibitory zarovenl. Vyznamné substraty a inhibitory
transportéru OAT1 uvadi tabulka 2. Léciva inhibujici tyto transportéry mohou zménit
farmakokinetiku 1 farmakodynamiku 1éCiv, ktera jsou substraty téchto transportéri, coz
muze vyustit v Iékové interakce. K vyznamnym Iékovym interakcim dochazi
u substrat,, které jsou aktivné vyluCovany ledvinami, jejich rendlni clearance
zprostfedkovand transportérem tvoii podstatnou cast celkové clearance a plazmaticka

koncentrace inhibitoru je vys$si nez inhibi¢ni konstanta.

Ackoliv jsou lékové interakce Casto nechténé, obcas se inhibitor s danym
1é¢ivem podava zamérné jednak k prodlouzeni c¢asu, po ktery 1é¢ivo dosahuje
terapeutické plazmatické koncentrace, jednak ke snizeni nefrotoxicity 1éCiva, které se

musi vylou€it jinym zptisobem nez pomoci transportéru. (Yin et al. 2016).
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Tab. 2 Pfehled dulezZitych substratl a inhibitort receptoru OAT1 (modifikovano z Duan et al.
2012, Khamdang et al. 2002, Riedmaier et al. 2012).

Transportér Substrat Inhibitor
Antivirotika Antiuratika
acyklovir, adefovir, cidofovir, probenecid
gancyklovir, zidovudin Antibiotika
Antibiotika novobiocin
cefadroxil, cefaloridin, NSAIDs

OAT1 (SLC22A6)

cefalotin, cefoperazon,
ciprofloxacin, tetracyklin
NSAIDs
ibuprofen, indometacin,
ketoprofen,
Diuretika
furosemid
Hz-antagonisté
cimetidin, ranitidin
Cytostatika
metotrexat
Antidyslipidemika

Pravastatin

indometacin, mefenamova
kyselina, meklofenamovéa
kyselina, parekoxib,
ketoprofen, oxaprozin
Antagonisté na AT
receptorech angiotensinu
II

telmisartan

3.3.2 OCT transportéry

Mezi OCT fadime transportéry OCT1, OCT2 a OCT3. Transportéry OCT1

a OCT2 se vyskytujyi hlavné na bazolaterdlni membrané bunék proximalniho tubulu

a hepatocytli, pro transportér OCT3 je typicky vyskyt v mnoha tkanich lidského téla.

Tyto transportéry se pomoci facilitované difuze podili na transmembranovém pienosu

mnoha organickych kationtl véetné 1éCiv a toxind. (Jonker et al. 2004, Nies et al. 2011).
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OCTs prenaseji prevazné malé hydrofilni slouc¢eniny s molekulovou hmotnosti
60-350 Da a s minimaln¢ jednou amoniovou skupinou. Afinita substratu k receptoru
zavisi na stupni ionizace, proto vykazuji substraty vysSsi afinitu pfi niz§im pH. Mezi
vyznamné substraty OCTs patii neurotoxin 1-methyl-4-fenylpyridinium (MPP")
zpusobujici Parkinsonovu chorobu, antiparkinsonika amantadin a memantin,
antidiabetika ze skupiny biguanidii, antagonista H»-receptort cimetidin, biogenni aminy
jako dopamin nebo endogenni slouCenina kreatinin (Jonker et al. 2004, Roth et al.

2012).

Stejné jako transportéry pro organické anionty i transportéry pro organické
kationty mohou byt inhibovany, coz mize vést k vyznamnym lékovym interakcim.
Mezi dualezité inhibitory transportéru OCT1 fadime napt. tropanovy alkaloid atropin,
antihypertenzivum prazosin nebo antiarytmikum disopyramid. Inhibitor OCT2 miZe byt
inhibovan napf. antialergikem cetirizinem, antibiotikem rifampicinem ¢i antivirotikem

ritonavirem. Mezi inhibitory patii 1 NSAIDs (Solvobiotech Transporters 2017).

3.4 Pouzita NSAIDs

Nesteroidni antiflogistika (NSAIDs) piisobi proti bolesti, zanétu a horecce.
Zluénikové koliky atd.). Dnes se zkouma také vliv chronického uzivani NSAIDs na

Alzheimerovu nemoc (Khamdang et al. 2002).

Existuje nejspiSe vice mechanismli uc¢inku NSAIDs, vSechny ale nejsou zcela
objasnény. Zakladni mechanismus u¢inku je zaloZen na inhibici enzymu
cyklooxygenazy (COX), kterd pifeméinuje arachidonovou kyselinu na prostanoidy
(prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany). Je zndmo nékolik izoforem
cyklooxygenazy, tj. COX-1, COX-2 a COX-3. COX-1 je konstitutivni izoforma
vyskytujici se v ledvinach, kde reguluje pritok krve, jejim plsobenim vznikaji
prostaglandiny chranici sliznici Zaludku a stfev, tvorbou tromboxanu v krevnich
destickach zvysuje jejich adhezivitu. COX-2 je indukovatelné izoforma aktivovana pii
zanétu. Jejim plsobenim vznikaji prostaglandiny, které podporuji zanét, horecku
a vnimani bolesti. NSAIDs inhibuji obé izoformy v rizném poméru, na némz zalezi

vyskyt uritych nezadoucich uU¢inkt (Vane et al. 1998). COX-3 se nachazi
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v hypotalamu. Podili se na analgetickém a antipyretickém ucinku paracetamolu. Piesny

mechanismus ucinku COX-3 se stale zkouma (Botting et al. 2005).

VétSina NASIDs vykazuje stfedni az vysokou afinitu k transportéru OATI.
S OAT3 nejvice interaguji diklofenak, ibuprofen a indometacin, sttedni afinitu vykazuji
praci byl mj. zkouman inhibi¢ni vliv nesteroidnich antiflogistik diklofenaku,
ibuprofenu, indometacinu a naproxenu na ledvinny transportér OAT1. Obrazek 1

znazoriuje struktury studovanych nesteroidnich antiflogistik.

cl
CH,
OH NH
CHg | | o] ©/VOH
o) |
H,C ©
Ibuprofen Diklofenak
o) Cl
H,C N
OH
N CH,4
Q\—COH
H,;C
Naproxen Indometacin

Obr. 1 Chemické vzorce studovanych nesteroidnich antiflogistik.

Nezadouci u€inky NSAIDs ¢asto vychazi z inhibice enzymu cyklooxygenazy
(poskozeni gastrointestinalniho traktu, ledvin, kardiovaskularniho systému, zvySena
krvacivost...) (Teslim et al. 2014). Nékteré nezadouci ucinky se ale mohou objevit na
zaklad¢ interakci NSAIDs s transportéry pro organické anionty a kationty. NSAIDs,

kterd maji afinitu k danym transportérim, se mohou v ur€ité tkani kumulovat
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a poskozovat ji. (Napft. transport NSAIDs do mozku zprosttedkovava transportér OAT3,
coz muze vést k nezddoucim ucinklim zahrnujici ospalost, zmatenost atd. OAT3 se
vyskytuje také v kosternich svalech, kde mulze interagovat napf. s diklofenakem

a zpusobit rhabdomyolyzu) (Khamdang et al. 2002).

3.5 Principy pouzitych metod

3.5.1 Transfekce

Buiikky HEK?293 byly transfekovany transportérem hOAT!1 lipofekei. Jako
transfekéni Cinidlo byl pouzit Lipofectamine, jako transfekéni médium Opti-MEM.
Transfekéni c¢inidlo Lipofectamine je kationtovy liposom, ktery zvySuje uc€innost
transfekce nukleovych kyselin. Diky elektrostatickym silam se vaze na negativné nabité
nukleové kyseliny, ¢imz se vytvoii elektricky neutralni komplex, ktery je schopen
fuzovat plasmatickou membranou, nebo se pies ni dostdva endocytézou. Neni piesné
znamo, jakym zplsobem se komplex v bunice rozkldda (Dalby et al. 2004,
(ThermoFisher Protocol 2004). Transfekéni meédium Opti-MEM je minimalni
esencialni médium (MEM) doplnéné o stopové prvky, insulin, transferin, hypoxanthin
a thymidin, které umoznuji snizit mnozstvi PBS v MEM alespon o 50% (ThermoFisher
2014).

3.5.2 Stanoveni proteinu

Proteiny byly stanovovany metodou Pierce BCA Protein, kterd byla zavedena
vroce 1985 P. K. Smithem. Zakladem metody je redukce Cu®" iontl na Cu'* ionty
proteinem v alkalickém prostiedi. Méedné ionty jsou chelatovany kyselinou
bicinchonovou (BCA). Vznikly fialové zbarveny ve vod€ rozpustny komplex je
nasledné stanovovan kolorimetricky. Komplex vykazuje nejvyssi absorbanci pii vinové
délce 562 nm. Naméfend absorbance je piimo Umérnd mnozstvi proteinu. Metoda je

velmi citliva (20-2000 pg/ml) (Thermo Scientific).
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3.5.3 CellTiter 96°

Kolorimetrickd metoda CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

byla v této praci pouzita ke stanoveni poctu Zzivotaschopnych bunc¢k ve sféroidech.
Uvedend  metoda je  zalozena na  redukci  tetrazoliové  slouceniny
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-[3-(karboxymethoxy)fenyl]-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazo-
lium (MTS) vitdlnimi bunkami na fialové zbarveny formazan, ktery se rozpousti
v bunééném médiu (obr. 2). Mnozstvi formazanu se stanovuje kolorimetricky méfenim
jeho absorbance na spektrofotometru a je pfimo umérné poctu zivych bunék (Promega

2012).

Obr. 2 Schéma redukce tetrazoliové slou¢eniny MTS na formazan pomoci fenazin ethosulfatu
(PES), ktery je uvnitf zivotaschopnych bun¢k redukovan pyridinovym nukleotidem NADH.
PES prenasi elektrony ziskané pii redukci na slou¢eninu MTS, kterou tim redukuje na fialove

zbarveny formazan (modifikovano z Riss et al. 2004).
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Cinidlo MTS je zaporné elektricky nabité, tudiz $patné pronikd pfes membrany
bun¢k. Proto se spolu s MTS pouziva fenazin ethosulfatu (PES), ktery jednak zvySuje
chemickou stabilitu roztoku obou latek, jednak snadno pronika pfes membrany zivych
bunék. Po prichodu membranou PES piijimé elektrony pii redukci pyridinovymi
nukleotidy NADH nebo NADPH, které se zarovel oxiduji na NAD" ¢i NADP". Pii
navratu z buiiky pfedavéa PES elektrony MTS a tim ho redukuje na formazan (Riss et al.

2004).
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Cile prace

Vytvoftit in vitro bunécny model ve 2D a 3D provedeni.

Ptipraveny bunécny model se pokusit transfekovat transportérem hOAT]I,
optimalizovat metodu transfekce a ovéfit ucinnost transfekce 2D a 3D
bunééného modelu pomoci transportni studie s vhodnym prototypickym

substratem.

S vytvofenymi modely provést zékladni transportni studie se zndmymi
substraty a inhibitory (vybrani zastupci NSAIDs). Pro transportni studie
vybrat vhodné koncentrace testovanych latek, vypocitat fedéni, pfipravit
testované latky ve zvolenych koncentracich a aplikovat je na pfipravené

bunééné modely.

Vyhodnotit naméfené vysledky, porovnat testované latky mezi sebou
pomoci vhodného inhibi¢niho parametru, konfrontovat vysledky se
souCasnymi teoretickymi poznatky a sepsat diplomovou praci dle platnych

pozadavk.
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5 Experimentalni ¢ast
5.1 Material

5.1.1 Pristroje a vybaveni

e 24jamkové desticky (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

e 96jamkové mikrotitra¢ni desticky, ¢iré (NUNC, dodavatel Schoeller, Praha)

e Analytické vahy (Boeco, SRN)

¢ Desti¢kovy analyzator TECAN Infinite 200 M (Svycarsko)

e Inkubator (Shel Lab, USA)

e konfokalni mikroskop Olympus

e Jednokanalova pipeta s nastavitelnym objemem Transferpette S 0,1-1 ul (Brand,
SRN)

e Jednokanalové pipety s variabilnim objemem Eppendorf Research a Eppendorf
Research Plus (Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o0.)

e Kultivaéni 1ahve 75 cm? (TPP, Svycarsko)

e Lamindrni box Micrological safety cabinet TOP — SAVE 1,8 (Bioair instru-
ments, Milano, Italie)

e Michacka Bio Vortex V1 (Biosan, LotySsko)

e Mikroskop OPTIKA Microscopes XDS — 1R (OPTIKA Microscopes, Itélie)

e Mikrozkumavky Eppendorf 0,6 ml, 2 ml (Sigma-Aldrich, USA)

e Petriho misky (TPP, Svycarsko)

e Pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, Polsko)

e Scintilac¢ni lahvic¢ky Sroubovaci, 2 ml (Kartell, Noviglio, Italie)

e Sterilni, nepyrogenni sklenéné pipety 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (TPP, Svycarsko)

e Spic¢ky Eppendorf s variabilnim objemem (Hamburg, SRN)

e Vicekanalové pipety Discovery Comfort (HTL, Polsko)

e Vodni lazeii, TW 12 (Julabo, SRN)
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5.1.2 Chemikalie

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA)

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, DMEM) (Sigma-Aldrich, USA) ) s 1 % L-glutaminu (Sigma-Aldrich,
USA) a 10 % fetalniho hovéziho séra (PAA Laboratories, Biotech, Praha)
Eaglovo minimalni esencialni médium (Eagle’s Minimal Essential Medium,
EMEM) (Sigma-Aldrich, USA) s 10 % fetalniho bovinniho séra (PAA Laborato-
ries, Biotech, Praha), 1 % L-glutaminu (Sigma-Aldrich, USA) a 1 % neesencial-
nich aminokyselin (Sigma-Aldrich, USA)

Fosfatovy pufr PBS (Phosphate Buffered Saline, pH = 7,4) s NaCl, KCI,
Na,HPO,, NaH,PO,, (PENTA, CR)

Opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)

STOP roztok s 137 mM NaCl (PENTA, CR) a 10 mM HEPES o pH 7,4 (Sigma-
Aldrich, USA)

Transportni roztok s 130 mM NaCl, 4 mM KCIl, 1 mM CaCl;, 1 mM
MgCL.6H0, 5 mM glukézy (PENTA, CR) a 10 mM pufrovaciho ¢inidla
HEPES (Sigma-Aldrich, USA)

TritonX-100 (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin/EDTA roztok (0,25 %, Trypsin/EDTA solution) (Sigma-Aldrich, USA)
Ultima Gold (Sigma-Aldrich, USA)

5.1.3 Studované latky a transportéry

[PH]MPP* 1 uM (American Radiolabeled Chemicals, USA)

[*H]PAH 1 uM (USA)
Expresni vektor pro lidsky OAT1 (OriGene Technologies, USA)

pCMV6-Entry (pC) (OriGene Technologies, USA)

Sodna stl diklofenaku, ibuprofen, indometacin, naproxen (Sigma-Aldrich, USA)
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5.1.4 Pouzité kity

e CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)

e Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA)
e Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA)

5.1.5 Pouzité bunééné modely

Madin-Darbyho psi ledvinné buitky MDCK II (Madin-Darby canine kidney cell
line) (European Collection of Cell Culture , UK), MDCK 1I stabilné transfekované
hOCT1 (model vytvoteny kolegy ze stejného pracoviste)

e Embryonalni ledvinné buitkky HEK293 (Human embryonic kidney cells) (Euro-
pean Collection of Cell Culture , UK)

5.2 Metody

5.2.1 Bunééna kultivace

Pouzité bun&né linie byly adherentni a byly rutinn& kultivovany v 75 cm?
kultivacnich lahvich v médiu v bunééném inkubatoru pii 37 °C ve zvlhéené atmosfére
s 5 % CO». Bunécna linie HEK293 (pasaze 3—18) byla kultivovana v bunééném médiu
Eagle’s Minimal Essential Medium (EMEM) s 10 % fetdlniho hovéziho séra, 1 %
L-glutaminu a 1 % neesencidlnich aminokyselin. Pro buné¢nou liniit MDCK 1I stabilné
transfekovanou transportérem OCT1 (pasaze 4—7) bylo pouzito Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (DMEM) s 1 % L-glutaminu a 10 % fetalniho hovéziho séra.

Kultura byla pasazovana pied dosaZzenim 100 % konfluence pfiblizné kazdé
4 dny. Z kultivaéni lahve bylo odsato staré¢ médium. Byl ptidan fosfatovy pufr (PBS) na
oplach bunék. PBS obsahoval NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4.12H,O 10 mM
a NaH>PO4.2H>O 10 mM. Celkové pH pufru bylo upraveno na hodnotu 7,4 pomoci
NaOH. Po odsati PBS byly adherentni builky rozvolnény roztokem 0,25 %
trypsin/EDTA. Cinnost roztoku byla zkontrolovana pod mikroskopem. Rozvolnéni
bun¢k napomohlo také poklepani rukou na sténu kultivacni lahve. Piisobeni trypsinu

bylo zastaveno pfidanim cerstvého média. Po fadném zhomogenizovani bunécné
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suspenze byla pozadovana ¢ast napipetovana do nové kultivacni lahve s Cerstvym
médiem a dale kultivovana. Ve zbyvajici ¢asti bunééné suspenze byl zjistén pocet bunék
v jednom mililitru pomoci Biirkerovy komirky. Nasledn¢ byla suspenze naiedéna
odpovidajicim bunéénym meédiem na urcity pocet bun¢k, ktery byl potieba pro dany

experiment.

5.2.2 Priprava sféroidi a stanoveni optimalni bunééné koncentrace sféroidu

Nejdiive byly pfipraveny sféroidy metodou visici kapky. Na dno Petriho
kultiva¢ni misky bylo dano 10 ml PBS k hydrataci sféroidi. Na spodni stranu vika
misky byly automatickou pipetou se Spickou o objemu 20 pl napipetovany kapky
bunécné suspenze (obr. 3a). Bylo tieba dbat na to, aby se kapky vzajemné nedotykaly
a aby se neroztekly. Na jednu misku bylo umisténo 12 az 16 kapek. Viko se sféroidy
bylo opatrné pfevraceno tak, aby kapky zistaly na svém misté, a nasazeno na spodni
¢ast Petriho misky s PBS. Buniky se kumulovaly ve $pi¢ce kapky (obr. 3b). Misky byly
inkubovany v bunééném inkubatoru pti 37 °C s 5 % CO.. Rist sféroidti byl pravidelné
kontrolovan pod mikroskopem. Podle potieby bylo pipetou vymeénovano bunécné
médium. Cilem bylo, aby se vSechny bunky shlukly, vytvofily agregit a nasledné

sféroid.

a) b)

e
leaaa | | PBS '

Obr. 3 Zhotoveni sféroidii na Petriho misce. Pipetovani bunécné suspenze na spodni stranu
vika Petriho misky (a), pfevraceni vika s kapkami bunécné suspenze a rust sféroidtt ve 3D (b)

(modifikovano z Foty et al. 2011).
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Pro experimenty ve 3D bylo nutné nejdiive zjistit optimalni pocet bunck
utvarejici jeden sféroid. Nejdiive byly vytvoreny sféroidy o rlizném poctu bunék
nafedénim zasobni bunécné suspenze o zndmé bunécné koncentraci 44 000 bun¢k na
kapku (zjisténé pomoci Biirkerovy komtirky) bunéénym médiem

(viz tabulka 3). Z kazdé suspenze bylo utvoteno 3 az 6 sféroidu.

Tab. 3 Piiprava suspenzi o urcité bunécné koncentraci

Redéni  Pocet bunék na kapku Objem zisobni suspenze (ul) Objem média (ul)

0x 44 400 200 0
2x 22200 100 100
3x 14 800 67 133
4x 11 100 50 150
5x 8 880 40 160
7x 6 343 29 171
8x 5550 25 175
9x 4933 22 178
10x 4 400 20 180

Ke zjisténi poctu Zzivotaschopnych bunék ve sféroidech byl pouzit kit
CellTiter 96%. Kazdy sféroid byl pomoci automatické pipety se Spickou s objemem

10 pl opatrné pienesen do jamky 96jamkové desticky, kde bylo napipetovano 90 pl
bunééného meédia. Ke kazdému sféroidu 1 ke kontrolam (100 pl ¢istého média) bylo
pfidano 20 pl ¢inidla. Desticka byla inkubovana 1 h pti 37 °C ve zvlhcené atmosfére
s 5 % CO». Nasledné se pomoci destickového spektrofotometru zmétila absorbance pfi
vlnové délce 490 nm. Absorbance sféroidii o stejném poctu bunék byly zprimérovany,
byla vypoctena smérodatnd odchylka a vytvofen graf zavislosti absorbance na poctu

bunék v programu GraphPad Prism (verze 6).
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5.2.3 Transfekce

Ve 2D provedeni byly buitky HEK293 sazeny do 24jamkovych desticek v poc¢tu
250 000 na jamku. Po inkubaci v délce 24 h pii 37 °C a 5 % CO2 byly bunky
transfekovany. Tésné pred transfekci bylo odsato staré¢ médium a ptidano 0,5 ml nového

média do kazd¢ jamky.

Ve 3D provedeni byly nejdiive na Petriho miskach zhotoveny sféroidy, na jeden
sféroid bylo sazeno 12 000 bunék HEK293. Sféroidy byly inkubovany po dobu jednoho
tydne pii 37 °C v atmosféfe sycené¢ 5 % COz. Prubézné podle potieby bylo opatrné
odsato staré médium a piidano 10 pl nového. Po 7 dnech bylo do mikrozkumavek
Eppendorf napipetovano 0,5 ml Cistého média a jednotlivé sféroidy do nich opatrné

preneseny automatickou jednokandlovou pipetou se Spickou s objemem 10 pl.

Pro transfekci HEK293 byl pouzit expresni vektor (plazmid) kodujici transportér
OAT1. Do kontrolnich jamek byl pipetovan prazdny vektor pCMV6 Entry (pC). Jako
transfekcéni Cinidlo byl zvolen Lipofectamine2000 (Lipofectamin) a jako transfekcni

médium Opti-MEM.
Postup transfekce

Pred transfekci byly pfipraveny do mikrozkumavek Eppendorf roztoky

o nasledujicim sloZeni:

Roztok 1: Lipofectamin, Opti-MEM 50 ul na jamku, ktera po transfekci obsahuje DNA
Roztok 2: DNA, Opti-MEM 50 pl na jamku, ktera po transfekci obsahuje DNA
Roztok 3: Lipofectamin, Opti-MEM 50 pl na jamku, kterd po transfekci obsahuje pC

Roztok 4: pC, Opti-MEM 50 pl na jamku, kterd po transfekci obsahuje pC

Roztoky s Lipofectaminem byly inkubovany 5 minut pfi pokojové teploté. Po té
byl pfenesen pipetou roztok 1 do roztoku 2 a nasledné roztok 3 do roztoku 4. Nové
vzniklé roztoky byly dikladn€ zhomogenizovany pipetou a 20 minut inkubovany pfi
pokojové teploté. Po 20 minutach byly bunky transfekovany piidanim 100 pl nové
vzniklé transfekéni smési s pfislusSnou DNA na jamku ¢i eppendorfku, ke kontrolnim

bunkdm bylo pfidano 100 pl smési obsahujici prazdny vektor pC. Pouze pii
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optimalizaci transfekce bylo do kazdé z kontrolnich jamek dano pouze 100 pl ¢istého

média Opti-MEM. Transfekované buiiky jsme inkubovali 24 h pti 37 °C a 5 % CO..

Pomér pouzit¢ DNA v ug a Lipofectaminu v ul by mél byt podle protokolu

vyrobce mezi 1 : 2 a 1 : 3, proto byla transfekce ve 2D modelu optimalizovana. Pomér

a mnozstvi DNA a Lipofectaminu byl zvolen podle tabulky 4 (hodnoty jsou uvedeny na

jednu jamku). Aby byla zjisténa ucinnost transfekce, 24 h po optimalizacni transfekci

jsme provedli transportni studii s typickym substratem pro dany transportér (viz dale).

Po vyhodnoceni transportni studie byl jako nejlepsi pomér vybran 1 : 2,5 s 0,4 ug DNA

a 1 pl Lipofectaminu na jamku ¢i mikrozkumavku Eppendorf (viz vysledky). Pii dalSich

transfekcich byl stejny pomér pouzivan i pro prazdny vektor pC a Lipofectamin.

Tab. 4 Optimalizace transfekce — poméer a mnozstvi pouzité DNA a ¢inidla

DNA (ug)/Lipof. (pul) DNA (ug) Lipofectamin (pul)
1:2 0,4 0,8
1:2 0,8 1,6
1:2,5 0,4 1
1:25 0,8 2
1:3 0,4 1,2
1:3 0,8 24

5.2.4 Transportni studie

Piiprava roztoku inhibitori

Abychom mohli ur¢it hodnotu ICso latek pouzitych pfi transportnich studiich

(diklofenak, indometacin, ibuprofen a naproxen), byly pfipraveny jejich roztoky

o riznych koncentracich uvedenych v tabulce 5. Rozmezi koncentraci jednotlivych

latek byla zvolena na zaklad¢ vyhledanych hodnot ICsg v literatute.
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Tab. § Inkubac¢ni koncentrace vybranych NSAIDs

Lécivo  Diklofenak  Ibuprofen Indometacin Naproxen

0 0 0 0

Inkubacéni 0,5 1 1 0,5
koncentrace 2,5 5 5 1

(nM) 5 10 10 2,5
10 50 50 5
50 100 100 10
100 50

Nejdiive byly pfipraveny zasobni roztoky inhibitort. Z molarni hmotnosti
a koncentrace zasobniho roztoku byla zjiSt€éna rozpustnost inhibitord. S ohledem na
rozpustnost latky byla provedena navazka. Potiebny objem rozpoustédla byl vypocitan

podle vztahu:

<
I

v |B

V... objem rozpoustédla v pl
m... navazka inhibitoru v mg

s...rozpustnost inhibitoru v mg/ pl

Rozpoustédla a molarni hmotnosti pouzitych latek uvadi tabulka 6.

Tab. 6 Rozpoustédla a molarni hmotnosti inhibitort

Rozpoustédlo Molarni hmotnost [g/mol]
Diklofenak H>O 318,13
Indometacin DMSO 357,79
Ibuprofen DMSO 206,28
Naproxen DMSO 230,26
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Roztoky o zvolenych koncentracich inhibitori byly pfipraveny smisenim
zéasobniho roztoku a transportniho radioaktivniho roztoku. Objemy zasobnich roztokl
o niz8ich koncentraci roztokt inhibitorG (pod 10 puM) by byly velmi malé, proto byl
nejdiive zasobni roztok zifedén. Objem zésobniho roztoku potiebny k piipravé roztoki

inhibitorti o dané koncentraci byl vypoc¢itan podle vztahu:

V. = V. X — X zfedéni

Czis.

V....objem zasobniho roztoku v pl
V... celkovy objem roztoku (zasobniho a transportniho roztoku) v pl

C...pozadovana koncentrace roztoku inhibitoru [uM]
Czas... koncentrace zasobniho roztoku [uM]

Zasobni roztok byl do celkového objemu doplnén transportnim roztokem.

Transportni studie

Experimenty byly provadény s buiikami HEK293  transfekovanymi
transportérem OATI1 ve 2D i 3D provedeni. Ve 2D provedeni byly transportni studie
provadény ve 24jamkovych destickdch, ve 3D provedeni v mikrozkumavkach
Eppendorf. Jeden experiment byl proveden i na buitkkdch MDCK I, které byly stabilné
transfekované prenasecem OCT1. Pokus byl uskute¢nén pouze ve 2D provedeni na
24jamkové desticce. Transportni studie s HEK293 byla provadéna 24 h po transfekci
v triplikatech (transportni studie s MDCK I 48 h po transfekci). Jako kontroly slouZzily

buriky s transfekovanym prazdnym vektorem pC.

Nejdiive byly bunky fadné dvakrat oplachlnuty transportnim médiem, potom
byly ve stejném roztoku preinkubovany po dobu 5 minut pii pokojové teploté (byl
pouzit 1 ml roztoku na jamku ¢i eppendorfku). Transportni roztok se skladal z 130 mM

NaCl, 4 mM KCI, 1 mM CaClz, 1 mM MgCl,.6H;0, 5 mM glukézy a 10 mM pufrovaciho
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¢inidla HEPES (4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonova kyselina) o pH 7,4. Po

5 minutach byl transportni roztok z desti¢ek odstranén a z eppendorfek opatrné odsan.

Nasledné¢ byl na buiky napipetovan transportni roztok s radioaktivnim
substratem (250 pl smési transportniho roztoku a radioaktivné znaceného substratu na
jamku ¢i eppendorfku). Pro buiky HEK293 transfekované OAT1 byla pouzita jako
substrat radioaktivné znadena kyselina p-aminohippurova 1uM [*H]JPAH. U bunék
MDCK 1II stabiln¢ transfekovanych OCT1 byl jako substrat zvolen radioaktivné
znaceny 1-methyl-4-phenylpyridinium 1uM [PH]JMPP*. P#i experimentech, ve kterych
byl zkouman inhibi¢ni potencial NSAIDs, byly testované latky natfedény piimo
radioaktivnim transportnim roztokem tak, aby byla dosazena pozadovana inkubaéni

koncentrace testované latky.

Aby byl zjistén optimalni ¢as inkubace, byla provedena optimalizace doby
inkubace s bunikami HEK293 ve 2D i 3D provedeni. Bunky byly inkubovany po dobu 2,
5, 12, 15, 30 a 45 minut. Jako vhodny Casovy interval bylo ur¢eno 5 minut (viz
vysledky), ktery byl pak uplatiiovan pii dalSich experimentech. Buiiky byly inkubovany
pfi teploté 37 °C s vyjimkou jednoho experimentu, kdy byla inkubac¢ni teplota sniZena
na 4 °C (inhibice chladem). Po uplynuti daného ¢asového intervalu byl inkubacni roztok
odstranén a byl pfiddn 1 ml STOP roztoku na jamku ¢i eppendorfku vychlazeny na
8 °C. Buniky byly STOP roztokem posléze oplachnuty jesté¢ jednou. STOP roztok
obsahoval 137 mM NaCl a 10 mM HEPES o pH 7,4. STOP roztok zabraiuje
nespecifické vazbé radioaktivné znaceného roztoku na membrany. Nakonec byly odsaty

zbytky tekutin a desti¢ky ¢i eppendorfky byly zamrazeny na -20 °C.

Dalsi den byly buiiky rozmraZeny a nasledné inkubovéany po dobu 30 minut
s dezintegra¢nim roztokem, ktery se skladal z 0,5 % Triton X-100 v 100 mM NaOH.
Bylo pipetovano 100 pl dezintegra¢niho roztoku na jamku ¢i eppendorfku. Zlyzované
buiiky byly peclivé pipetou zhomogenizovany. Bylo nutné dbat na to, aby zadné bunky
neziistaly pfilnuté v jamce. Z kazdé jamky ¢i eppendorfky byla piendana pipetou
desetina (10 pl) zlyzovanych bunék pro stanoveni proteinu do 96jamkové desticky.
Zbytek zlyzovanych bunék (90 pl) byl napipetovan do lahvicek s 1 ml scintilaéniho
roztoku Ultima Gold, ve kterych byla méfena jejich radioaktivita. Roztoky standarda
zhotovené v triplikatu obsahovaly 1 ml scintilacniho roztoku Ultima Gold a 5 pl

zakladniho radia¢niho roztoku, ktery byl pouzit pii inkubaci.
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Radioaktivita vzorki i standard(i byla méfena na beta spektrometru, doba méteni
jedné lahvicky byla nastavena na jednu minutu. Vysledky byly vyhodnoceny
v triplikatech. Ze spektrometru byly ziskdny hodnoty v jednotkdich DPMI, coz
vyjadiuje pocet desintegraci za minutu, které byly zprimeérovany jak u vzorkd, tak
standardd. Hodnoty DPM1 byly pfevedeny na % akumulované davky vici obsahu

proteinu podle nasledujiciho vztahu:

A x 100

% akumulace/mg proteinu = Dxm

A...akumulovana davka v DPM1
D...celkova podana davka v DPM1

m...obsah proteinu v mg

Akumulovand davku A byla vypocitdna vynéasobenim poctu desintegraci za
minutu ve vzorku hodnotou 100/90 (byla métena radioaktivita jen 90 % vzorku, 10 %
bylo pouzito na stanoveni obsahu proteinu). Celkovd podand davka D byla ziskana
vynasobenim poctu desintegraci za minutu ve standardu hodnotou 50, ktera vyjadiuje
pomér podané radioaktivni davky ve vzorcich a standardu — ke standardim bylo ptidano
5 pl radiaéniho roztoku, ale vzorky byly inkubovany ve 250 pl radia¢niho roztoku).

V programu GraphPad byly vytvoreny grafy charakterizujici zavislosti mezi
% akumulace/mg proteinu a koncentraci pouzitych inhibitori. Z grafu byly ziskany

hodnoty ICso jednotlivych inhibitord.

Stanoveni proteinu

Proteiny byly stanovovany metodou Pierce BCA Protein. 10 pl z kazdého
vzorku rozruseného v predchozim kroku desintegracnim roztokem tritonu X-100
s NaOH bylo napipetovano do 96jamkové desticky. Kalibrace byla provedena na
standardy hovéziho sérového albuminu (BSA), které byly pouzity v koncentracich

0 pg/ml, 25 pg/ml, 100 pg/ml, 125 pg/ml, 200 pg/ml, 250 pg/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml,
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750 pg/ml, 1 000 pg/ml, 1 500 pg/ml a 2 000 pg/ml. Do stejné desticky bylo
napipetovano 10 ul od kazdé koncentrace standardti BSA vzdy v triplikatu. Ke vzorkiim
i standardiim bylo dale pfidano 200 pl na jamku smési ¢inidla A a ¢inidla B v poméru
50 : 1. Desticka byla inkubovéana 30 minut pii 37 °C. Poté byla mé&fena absorbance na
destickovém analyzatoru TECAN pfi vinové délce 562 nm.

Naméiené absorbance kazdé koncentrace BSA byly zprimérovany a od kazdé
zprumérované hodnoty se odecetla hodnota absorbance pozadi, tj. absorbance pfi
nulové koncentraci BSA. Z hodnot absorbanci BSA sniZenych o absorbanci pozadi
a koncentraci BSA byla vytvofena v MS Excel kalibra¢ni kiivka. Z rovnice kalibraéni
kiivky byla vypocitana koncentrace proteinu v pg/ml jednotlivych vzorkii podle
nasledujiciho vztahu:

_(y-b)
X =—
a

a, b...koeficienty charakterizujici regresni ki'ivku (a je posunuti a b smérnice kiivky)
x...koncentrace proteinu ve vzorku v pg/ml
y...absorbance vzorku snizena o absorbanci pozadi

Z koncentrace proteinu ve vzorku byla vypocitdna hmotnost proteinu na jamku v mg.

5.2.5 Statistické hodnoceni

Vysledky jsou prezentovany jako aritmeticky primér + smérodatnd odchylka
(SD). Statistickd signifikance byla hodnocena pomoci t-testu v programu MS Excel
2013. Statisticka vyznamnost na hladiné p < 0,05 je oznafena *, na hladiné p < 0,01 je

oznacena ** a na hladiné p < 0,001 je oznacena ***.
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6 Vysledky

6.1 Foceni sféroidu

Stéroidy byly zhotoveny metodou visici kapky z bunék HEK293. Bylo sazeno
12 000 bungk na sféroid. Sféroidy byly inkubovany v buné&ném inkubétoru pi1 37 °C
s 5 % CO; a foceny 3. den po nasazeni (obr. 4a), 8. den po nasazeni (obr. 4b) a 24 h po

transfekci, tj. 9. den po nasazeni (obr. 4c¢).

g 641,21 pm SN 543,56 pm

B 555,03 um \ e

611,82 pm

k> o | 610,75 ym Q9,25 um |
3. DEN 8. DEN PO TRANSFEKCI

Obr. 4 Sféroidy ptipravené metodou visici kapky z bunééné linie HEK293. Bylo pipetovano
12 000 bun¢k na sféroid. Sféroidy byly foceny 3. den po nasazeni (a), 8. den po nasazeni (b)
a 24 h po transfekci (9. den po nasazeni) (c).

6.2 Stanoveni optimalniho po¢tu bunék ve sféroidu

Pro zjisténi optimalniho poctu bunék v jednom sféroidu byla pouzita
kolorimetricka metoda CellTiter 96°. Experiment byl provadén s bunéfnou linii

HEK293. Absorbance s rostoucim poctem bunék nejdiive linedrné stoupala, piiblizné
od 12 000 bunék jiz nebyla linearni (obr. 5). Na zékladé¢ téchto vysledki jsme proto pfi

ptipravé sféroida pro dalsi experimenty pouzili 12 000 bunék na sféroid.
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Obr. 5 Zavislost absorbance na poctu zivotaschopnych bunék HEK293 v jednom sféroidu
metodou CellTiter 96®. Po pfipravé sféroidii s riznym poctem bunék byly sféroidy dale

inkubovany s ¢inidlem 60 min pfi 37 °C a poté méfena absorbance. Data jsou prezentovana jako

aritmeticky pramér absorbance sféroidt + SD.

Optimalni pocet bunc¢k potiebny k obdobnym experimentim ve 2D modelu
HEK293 buné¢k (250 000 bunék/jamka) jsme pievzali z ptedchozich praci provedenych

na stejném pracovisti.

6.3 Optimalizace a ovéreni efektivity transfekce

Pro zjiSténi vhodného mnozstvi DNA a poméru mezi DNA a transfekénim
¢inidlem jsme museli provést optimalizaci transfekce. Efektivitu transfekce jsme
nasledné potvrzovali provedenim transportni studie s bunkami HEK293 ve 2D formé
pfechodné transfekovanymi expresnim vektorem (plazmidem) kodujici transportér hOAT].
Jako substrat byla pouzita [’H][PAH 1 pM. Transportni studie byly provedeny 24 h po
transfekci (obr. 6a) a 48 h po transfekci (obr. 6b).

Z obrazku 6a je patrné, ze akumulace [’H]PAH v buiikich HEK293 je nejvyssi
pfi pouziti 0,4 ug DNA a 1 pl Lipofectaminu (pomér 1 : 2,5) a pii 0,8 ug DNA a 2,4 ul
Lipofectaminu (pomér 1 : 3) na jamku ¢i mikrozkumavku. V téchto ptipadech je

mnozstvi [PHJPAH v buiikdch téméf 10x vyssi s porovndnim s kontrolnimi buiikami

41



HEK293. Pii dalSich transfekcich jsme proto pouzivali 0,4 pg DNA a 1 pul
Lipofectaminu na jamku. Akumulace [*’H]PAH ziskané z transportni studie provedené
48 h po transfekci (obr. 6b) nedosahuji hodnot zasadné vysSich s porovnanim
s hodnotami ziskanych z transportni studie provedené 24 h po transfekci, nékteré jsou
dokonce niz§i. Proto jsme nasledujici transportni studie provad€li pouze

24 h po transfekci. Tyto podminky transfekce byly ndsledné aplikovéany i ve 3D modelu.
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Obr. 6 Optimalizace transfekce. Porovnani akumulace [*HJPAH v bufikich HEK293 ve 2D
pfechodné transfekovanych hOAT1 pfi rGzném mnozstvi a poméru DNA a transfekéniho
Cinidla. [*H]JPAH 1 uM byla s buiikami inkubovana 5 min pii pokojové teploté. Transportni
studie byla provedena 24 h po transfekci (a) a 48 h po transfekci (b). Data jsou prezentovana
jako aritmeticky primér = SD mnoZstvi akumulovaného [*'H]PAH v buiikich HEK293.

6.4 Optimalizace doby inkubace s [’H|PAH ve 2D modelu

Pro zji§téni nejvhodnéjsiho inkubaéniho ¢asu bunék HEK293 s [°’H]PAH 1 uM
byly bunky ptechodné transfekované transportérem hOAT1 a pro kontrolu i buiky
transfekované prazdnym vektorem pC inkubovany s timto substrdtem v raznych

gasovych intervalech (obr. 7). Intracelularni akumulace [PH]PAH byla linearni p¥iblizné
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do 12. min. Aby byl experiment spolehlivéjsi, vybrali jsme krats$i inkubacni ¢as 5 min.
Akumulace [P’H]JPAH v buiikich HEK293 transfekovanych hOAT1 byla ve vsech
casovych intervalech mnohonéasobné vyssi nez v buitkach transfekovanych prazdnym
vektorem (pC), ¢imz byla potvrzena funk¢nost transportni studie ve 2D modelu v den

experimentu.

2D

-o- OAT1
= pC

10 20 30 40 50
-10- cas (min)

PAH akumulace (% D/ mg protein)

Obr. 7 Zavislost akumulace [PH]JPAH 1 uM v buitkich HEK293 na Case ve 2D. Buiky byly
pfechodné transfekovany hOAT1 (horni kiivka) a prazdnym vektorem pC (dolni kfivka). Data
jsou prezentovana jako aritmeticky pramér = SD mnozstvi akumulovaného[*H]PAH v buiikach

HEK?293.

6.5 Optimalizace doby inkubace s [’H|PAH ve 3D modelu

Pokus ¢. 1

Optimalni inkubacni Cas bylo nutné zjistit i ve 3D modelu. Z obrazku 8§ Ize
vyCist, Ze tato transportni studie neni validni. Pfi inkubaci po dobu 2 a 5 min byla
akumulace [’H]JPAH 1 uM v bunikich prechodné transfekovanych transportérem

hOAT]1 nizsi nez v kontrolnich buiikach transfekovanych prazdnym vektorem (pC).

43



3D

)
Q
b= 250~
=
o
o 200+
£
a -
2 150
O
E 100+
E
= 50+
=
©
: 7
A AT AT A TR A TR s TR TR« SRS« SN SENY SR X
o > 3 3 > > Q > N > > N N
W@ ,Lé‘ L 06‘ 06‘ ,\b& ,\6(0 ".96\ 096‘ b‘P& bf’@

«'\ ¥] «'\ <

v P T AP A
O O v \ ag v gl
i % ® ® ® ®
¢as (min)

Obr. 8 Casovad zivislost akumulace [*HJPAH 1 uM v buiikich HEK293 piechodn&
transfekovanych transportérem OAT1 a prazdnym vektorem pC ve 3D. Data jsou prezentovana

jako aritmeticky primér + SD mnoZstvi akumulovaného[°H]PAH v buiikich HEK293.

Pokus ¢. 2

Abychom zjistili, jestli vysledky studie mize ovlivnit pocet sféroidil, transportni
studii ve 3D modelu jsme se stejnou bunécnou linii HEK293 a se stejnym transportérem
hOATI1 provedli znovu s vét§im poctem sféroidit v mikrozkumavce. Kontrolni sféroidy
byly opét transfekovany prazdnym vektorem pC. Jednak jsme pouzili jeden sféroid na
mikrozkumavku (12 000 bunék) stejn¢ jako v ptfedchozi transportni studii, jednak
3 sféroidy (36 000 bun&k) na mikrozkumavku. Buiiky byly s [PHJPAH inkubovany

pouze v jednom ¢asovém intervalu (5 min).

Jak ukazuje obr. 9, funkCnost transportni studie nebyla opét potvrzena.
Akumulace [PH]JPAH v jednom sféroidu prechodné transfekovanym prazdnym
vektorem pC byla jen o 1 % niz$i nez akumulace v jednom sféroidu transfekovaném
hOATI1. Tii sféroidy s pC dokonce vykazovaly vyssi akumulaci [PH]JPAH neZ tii
sféroidy s hOAT]I.

44



£

@

- 154

£

o

o

=

a 104

=

o

o

& 5

S

=

=

=

©

z

oV o o )
% A & R
<& r\a} & ¥
<& L 5
% K@
N 2

podminky experimentu

Obr. 9 Porovnani akumulace [*'H]JPAH 1 uM v jednom sféroidu a ve tfech sféroidech. Sféroidy
byly vytvofeny zbunék HEK293 a prechodné transfekovany transportérem hOATI1. Pro
kontrolu byly sféroidy transfekovany také prazdnym vektorem pC. Data jsou prezentovana jako

aritmeticky praimér + SD mnoZstvi kumulovaného[*’H]PAH v bufikdich HEK293.

6.6 Inhibice chladem

Abychom potvrdili zapojeni aktivniho transportu v ndmi vytvofeném bunééném
modelu, buikky HEK293 ve 2D pfechodné transfekované transportérem hOAT1 a pro
kontrolu funk¢nosti experimentu i1 bunky transfekované prazdnym vektorem pC byly
inkubovany s [’HJPAH 1 uM po dobu 5 min pfi teplotach 37 °C a 4 °C (obr. 10).
MnozZstvi substratu v bunikdch s hOAT1 pfi inkubacni teploté 37 °C bylo ptiblizné

5,6x vys$i nez pii inkubacni teploté 4 °C.
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Obr. 10 Porovnani akumulace [PHJPAH 1 pM v buiikich HEK293 ve 2D piechodné
transfekovanych hOAT1 a prazdnym vektorem pC pii teploté 37 °C a pii snizené teploté 4 °C.
Inkubaéni ¢as byl 5 min. Data jsou prezentovana jako aritmeticky prumér £ SD mnozZstvi

kumulovaného[*H]PAH v bufikaich HEK293.

6.7 Interakce NSAIDS s transportérem hOAT1

Pro zji$téni miry interakce nesteroidnich antiflogistik (diklofenaku, ibuprofenu,
indometacinu a naproxenu) s transportérem hOAT]1 byla jednotlivda NSAIDs v rliznych
koncentracich inkubovdna spole¢né se substritem OATs [*H]JPAH a s buikami
pfechodné transfekovanymi hOAT1 a kontrolou po dobu 5 min pii 37 °C. S rostouci
koncentraci dané testované latky se akumulace [*H]JPAH v buiikich HEK293
transfekovanych hOAT1 snizuje (obr. 11). Inhibi¢ni vliv NSAIDs na transportér
hOAT]1 byl posuzovan pomoci parametru ICso (tabulka 7). Nejvyssi inhibi¢ni potencial
Hodnota kontrolni akumulace [°’H]PAH v buiikich HEK293 piechodné transfekovanych

prazdnym vektorem byla odectena.
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Obr. 11 Zavislost akumulace [*H]PAH v buitkich HEK293 ve 2D ptechodné transfekovanych
hOAT]1 na logaritmu koncentrace NSAIDs diklofenaku (a), ibuprofenu (b), indometacinu (c)
anaproxenu (d). Bufiky byly inkubovany s [PHJPAH 1 uM spostupné se zvySujicimi
koncentracemi NSAIDs po dobu 5 min pfi 37 °C. Data jsou prezentovana jako aritmeticky
primér akumulace [*’H]PAH v buiikich pfechodné transfekovanych hOAT1 sniZeny
o aritmeticky primér akumulace [*H]PAH v buiikach transfekovanych prazdnym vektorem pC.

Z grafti byla odectena hodnota ICsg jednotlivych NSAIDs.
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Tab. 7 Prehled hodnot ICso vybranych NSAIDs ziskanych pfi transportni studii

NSAIDs ICso (nM)
Indometacin 1,78
Naproxen 2,24
Diklofenak 3,71
Ibuprofen 38,02

6.8 Transportni studie s buikami MDCK II ve 2D a 3D modelu

Pro neuspéch transportni studie s buitkami HEK293 ve 3D modelu jsme chtéli
vytvoftit sféroidy metodou visici kapky z odlisného typu bunck. Pro experiment jsme
vybrali Madin-Darbyho psi ledvinné buitkky MDCK 1II stabiln¢ transfekované
transportérem hOCT1. Sadili jsme 12 000 bunc¢k na sféroid. Nicméné sféroidy se
nepodafilo vytvofit. Po dvou tydnech od nasazeni byly bunky stile rozptylené
anedrzely pohromadé¢. S dalSimi experimenty ve 3D formé&€ jsme se rozhodli

nepokracovat.

Pro kontrolu funké¢nosti transportéru hOCT1 v MDCK 1II bunikach jsme dle
podminek pfevzatych od kolegii ze stejného pracovisté provedli transportni studii 48 h
po nasazeni bun¢k do monovrstvy (2D model). Pipetovali jsme 200 000 bunck na
jamku. Bunky byly inkubovany se standardnim radioaktivnim substratem OCTs
[*HIMPP* 1 uM po dobu 5 min pii 37 °C. Akumulace [*’H]MPP* v butikdch s hOCT1
(MDCK II-hOCT1) byla pfiblizné 3,5x vyssi nez akumulace v bunikdch kontrolnich
(parentni MDCK 1II) (obr. 12). Timto jsme potvrdili spravnou funkénost tohoto

bunééného modelu ve 2D formeé.
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Obr. 12 Akumulace [*HJMPP* 1 uM v bufikich MDCK II stabilné transfekovanych
transportérem hOCT]1 a buiikdch parentnich. Buiiky byly ve 2D modelu sazeny v poctu 200 000
na jamku a inkubovany s radioaktivnim substratem po dobu 5 min pii 37 °C. Data jsou
prezentovana jako aritmeticky primér + SD mnoZzstvi akumulovaného[°’H] MPP* v buikéch

MDCK II
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7 Diskuze

V poslednich letech ptibyva laboratornich experimentli provadénych na 3D
bunéénych modelech vytvorenych riznymi metodami. Pro vytvofeni 3D bunééné
kultury v této diplomové praci jsme zvolili metodu visici kapky. Je to jednoducha
metoda, pomoci niz by meély vzniknout tvarové a velikostné homogenni sféroidy.
Limitaci metody je ztizeny ptenos sféroidu z kultiva¢ni misky. ,,Vylovit* drobny sféroid
z kapky bunécného média Spickou sobjemem 10 pl vyzaduje manualni zrucnost
a zkuSenosti. Po kratké dob¢ jsme byli schopni si tuto metodiku osvojit do takové miry,
abychom mohli se sféroidy bez problémi pracovat. Obecnym nedostatkem 3D
bunéénych modelt je absence cévniho systému. V disledku toho mtze dojit pii delsi
inkubaci (sféroidy z bunék HEK293 se formovaly tyden) k vyCerpani zivin a ke
hromadéni zplodin metabolismu v buiitkach, coz mé za nasledek jejich odumirani.
Tomuto nezddoucimu déji jsme se snazili pfedchézet pravidelnou a Setrnou vyménou
média pipetou v kazdém sféroidu. Neopatrnou manipulaci by mohlo dojit k odstranéni

1 rozptylenych bunék, které se jesté nespojily do sféroidu.

Pro transfekci bun€k a naslednou transportni studii bylo dilezité zjistit vhodny
pocet bunck v jednom sféroidu, coz jsme provedli metodou CellTiter 96®. Zavislost

mezi absorbanci a poctem bunc¢k HEK293 v jednom sféroidu asi od 12 000 bunék jiz
nebyla linearni. Pfi¢inou mizou byt poznatky uvedené v predchozim odstavci. Mozné
také je, Ze Cinidlo dobfe pronikalo do obvodovych bun¢k sféroidu, ale hiife se dostavalo
do vrstev blizsich stfedu, kde mohly byt buniky v pevnéj$im spojeni (Mairs et al. 1991).
Proto jsme se rozhodli pro dal$i experimenty vybrat 12 000 bun¢k na sféroid, kde byla

zavislost jesté linearni.

Pfed provedenim transportni studie jsme prechodné transfekovali bunky
HEK?293 expresnim vektorem pro transportér hOATI1 lipofekci. Pro vyssi G€innost
transfekce jsme jako transfekéni médium pouzili Opti-MEM s minimalnim mnoZstvim
séra, protoze sérové proteiny mohou naruSit vznik komplexu mezi DNA a lipidem,
pomoci kter¢ho je DNA dopravena do buiky. Bylo nutné optimalizovat mnoZstvi
apomér DNA a transfekéniho c¢inidla. Niz§i mnozstvi DNA by mohlo negativné

ovlivnit U¢innost transfekce, vyssi mnozstvi Lipofectaminu miize pisobit cytotoxicky
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(ThermoFisher Protocol 2004). Optimalizaci jsme pro zjednoduseni provadéli pouze ve
2D form¢ bun¢k HEK293, jako kontrolu jsme na rozdil od dalSich experimentt zvolili
z ekonomickych diavodii pouze transfek¢ni médium Opti-MEM. Efektivitu transfekce
jsme vyhodnotili pomoci transportni studie za pouziti [’H]JPAH, prototypického
substratu pro OATs. Za optimalni parametry transfekce jsme zvolili 0,4 pg DNA a 1 pl

Lipofectaminu.

Ziskané optimalni parametry transfekce jsme chtéli nasledné aplikovat i do 3D
modelu. Abychom dosahli co nejlepsiho pribehu transportni studie, bylo nutné zjistit
vhodny interval mezi transfekci a transportni studii. Vybrali jsme kratsi casovy interval
24 h pro mens$i ¢asovou narocnost experimentu. Pfi vyjadieni vysledk jsme brali
v potaz pocet bunék v kazdé jamce ¢i mikrozkumavce prepocitanim akumulace

[’H]PAH v buiikach na mg proteinu.

Inhibici chladem jsme potvrdili, Ze se na transportu [’HJPAH do bun&k HEK293
podili aktivni transportni procesy. Pfi nizSich teplotach dochéazi k potlaceni d&ji
v bunikach, které jsou zavislé na energii, tedy i k inhibici sekundarniho aktivniho

transportu, kterym se substrat [’H]JPAH transportéru OAT1 piepravuje do buriky.

Diulezitym faktorem transportni studie je inkubacni doba s radioaktivné
znacenym substratem. Ve 2D modelu byla zavislost linearni pfiblizné do 12. min, proto
jsme se v dalSich experimentech rozhodli pouZivat interval v mezich linearity 5 min. Ve
3D nebyla optimaliza¢ni studie validni. Nenalezli jsme Zadnou zavislost mnoZstvi
akumulace [PHJPAH v buitkdch (ani u kontrol) se zvySujici se inkuba¢ni dobou.
Hodnoceni vysledki komplikovala 1 velkd smérodatnd odchylka. Nejvétsi vliv mohla
hrat volba bunétné linie (buiiky rostly v pevném shluku a byly tak transfekovany
nejspiSe pouze po obvodu sféroidu) nebo také obtizné pronikani transfekéniho Cinidla
do wvnitinich casti sféroidu. Embryondlni ledvinné bunky HEK293 jsme vybrali
z divodu snadné kultivace, transfekovatelnosti v monovrstvé a schopnosti tvofit
sféroidy (Eunjoo a Won, 2013). Vliv na nelspéSnost experimentu mohla hrat také
nestejnorodost vytvorenych sféroidii. Déle na nékterych bunkach pfi transportni studii
mohlo ulpét vétsi mnozstvi radioaktivity, kterda mohla vytvofit faleSné pozitivni
vysledky. Nicméné nespecifické vazbé na bunééné membrany jsme se snazili zabranit
nekolikanasobnym oplachem bun¢k vychlazenym STOP roztokem bezprostfedné po

experimentu.
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Stéroidy vytvofené riznymi metodami z bunék HEK293 se dle soucasné
literatury bézné pouzivaji k experimentim na 3D urovni (Jack et al. 2005).
K rychlejsimu vytvoreni sféroidii (do 3 dnll) miize byt pouzita kultivaéni nadoba se
specidlné potazenym dnem (napf. latkou ELP-RGD - arginin-glycin-aspartat obsahujici
elastin-like proteiny) (Eunjoo a Won, 2013). Pouzitim odlisSnych metod kultivace 3D

bunék by se mohla zabyvat navazujici experimentalni prace.

Abychom se presvédcili, jestli lze transportni studie provést na sféroidech
formovanych z jiné bunécné linie, rozhodli jsme se pouzit Madin-Darbyho psi ledvinné
bunky MDCK I, které byly jiz stabiln¢ transfekované hOCT1. Sféroidy se ale
nepodarilo viibec vytvofit, ¢imz jsme potvrdili na§ predpoklad, Ze nejvétsi vliv na
neuspéchu transportni studie ve 3D modelu HEK293 bunék pravdépodobné neméla

transfekce.

Dal$im cilem prace bylo zkoumat interakéni potencial vybranych NSAIDs
(diklofenak, ibuprofen, indometacin a naproxen) s transportérem hOAT1 ve 2D i 3D
formé. Jelikoz se 3D model ukdzal jako nefunké¢ni, studovali jsme tento interakéni
potencidl pouze ve 2D urovni na HEK293 buikéch transfekovanyh hOAT1. OATs se
vyznacuji Sirokou substratovou specifitou. Maji schopnost pfendSet obéma smeéry
jednak rtznorodé organické anionty, ale také organické kationty a latky bez naboje.
Bylo zjisténo, Ze OATSs transportéry rozpoznavaji latky s urcitymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi jako jsou hydrofobicita, molekulovd hmotnost do 500 Da,
jeden nebo vice vodika v molekule, ionizovana molekula nebo ¢aste¢né negativni naboj
molekuly. Témto vlastnostem odpovidaji bézn¢ uzivand 1é¢iva véetné NSAIDs (Van

Aubel et al. 2000).

Na eliminaci NSAIDs se podileji zejména jatra. V nezménéné form¢ ledvinami
se vylucuje méné nez 5 % podané davky NSAIDs. Vyjimku tvoii salicylaty, které se
vylucuji ledvinami z 2 % az 30 %, a indometacin (pfiblizn€ 16 % z podané davky je
exkretovano ledvinami). Na jejich vylucovani se vyznamné podili OATSs transportéry.
Vylu€ovéani léciva v nezménéné formé ledvinami muiZe zpusobit jejich poskozeni.
Substraty transportériit pro organické anionty ze skupiny nesteroidnich antiflogistik
(hlavné ibuprofen) také mohou zpisobit renalni papildrni nekrozu, kterd je vyvolana
kumulaci v lumen ledvin, coz vede ke zvySené¢ koncentraci léCiva na vrcholku

ledvinnych papil (Khamdang et al. 2002).
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Inhibi¢ni vliv NSAIDs na transportér hOATI1 jsme zkoumali na bunkach
HEK293 ve 2D za pouziti substratu [’H]PAH. Vysledky jsme vyjadiili pomoci
parametru ICso, ktery umoziiuje kvantitativné porovnat inhibi¢ni potencial NSAIDs
mezi sebou. Vysledky potvrdily zavéry studie (Khamdang et al. 2002), ze hydrofobni
NSAIDs (véetn¢ vSech naSich studovanych) silné inhibuji transport PAH pomoci
hOAT]I. Studie (Khamdang et al. 2002) dale dokazuje, ze hydrofilni NSAIDs (ta v nasi
studii nebyla zahrnuta) inhibuji PAH prostfednictvim OATI1 v mnohem mensi mife.
Z testovanych NSAIDs ma podle literatury (Khamdang et al. 2002) nejvyssi inhibicni
potencial indometacin, ktery ma nejvétsi molekulovou hmotnost (357,79 Da) a nejvyssi
hydrofobicitu (logP o/v = 3,93) (Pubchem). 1Cso jednotlivych NSAIDs se v obou
studiich mirné liSily v faddu jednotek (diklofenak, indometacin, naproxen), ICso
ibuprofenu v fadu desitek. Tyto rozdily mohly byt zpiisobeny pouzitim odlisné bunécné
kultury. My jsme pouzili lidské embryondlni ledvinné bunky, ve zminéné studii
pracovali s S2 mysimi bunikami. Vysledky mohla ovlivnit také odlisnéd inkubacni doba
NSAIDs s radioaktivnim substrdtem (my jsme inkubovali 5 minut oproti 2 minutdm).

Dtivodem také mohla byt nepfesnost v pipetovani.

Podle dalsi literatury (Mulato et al. 2000) ma nejvetsi schopnost inhibovat
hOATI1 opét indometacin (ICso = 3 pM), nejméné inhiboval hOAT1 ibuprofen
(ICs0 = 8 uM). Experiment byl provadén na buiikach vaje¢nikii ¢inského kiecka stabilné

transfekovanych hOAT1. Jako substrat byl tentokrat pouzit [°H]adefovir.

Inhibice OATs transportérii miize vést k interakcim se soucasné¢ podanymi
1é¢ivy, které se vylucuji pomoci téchto transportérti. Inhibice OATs chrani ledviny pied
poskozenim, protoze se dané 1é¢ivo musi vylucovat jinou cestou. Nicméné se miize
1é¢ivo hromadit v organismu a vyvolat nezadouci t¢inky. NSAIDs (nejvice indometacin
a ketoprofen) vykazuji klinicky vyznamnou lékovou interakci s metotrexatem, l1é¢ivem
uzivanym k 1é¢b€ nadort, lupénky, revmatoidni artritidy atd. Metotrexat je eliminovan
hlavné aktivni tubularni sekreci transportéry pro organické anionty. Pfi soucasném
podani NSAIDs a metotrexatu NSAIDs zablokuji tyto transportéry, vzroste plazmaticka
koncentrace metotrexatu, kterd vyvola nezadouci ucinky metotrexatu (Uwai et al.
2000). NSAIDs (nejvice opét ketoprofen a indometacin) take inhibuji renalni exkreci
antivirotika adefoviru prostfednictvim hOAT1, ¢imz snizuji jeho nefrotoxicitu (Mulato

et al. 2000). Z nasich testovanych latek je pravé indometacin nejsilnéj$im inhibitorem
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hOATI1 (ICso = 1,78 uM), coz je v souladu s vySe zminénymi publikacemi o klinicky
vyznamnych interakcich s metotrexdtem a adefovirem. Ze studovanych NSAIDs se

praveé indometacin nejvyse vylucuje ledvinami a ma nejvyssi afinitu k hAOT].

Nicméné NSAIDs se zvelké ¢asti vazou na plazmatické proteiny a volna
plazmatickd koncentrace mtize byt nizsi nez hodnota ICso jednotlivych nesteroidnich
antiflogistik, proto se interakcni potencidl téchto latek in vitro a in vivo mize znacné
lisit. U transportéric OAT3 je tento vliv nizsi, protoze hodnoty ICso NSAIDs u tohoto
transportéru jsou nizsi (Khamdang et al. 2002, Mulato el al. 2000, Nozaki et al. 2007).
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8 Zavér

e Zbunécné linie HEK293 jsme vytvofili 2D bunéény model ve formé

monovrstvy a 3D bunéény model ve formé sféroidu pomoci metody visici

kapky.
e 2D bunécny model jsme po
optimalizaci transfekovali lipofekei expresnim vektorem kodujici

transportéer hOAT1 a pro kontrolu prazdnym vektorem. Usp&inost
transfekce byla potvrzena pomoci transportni studie se znaCenym

substratem [*H]PAH.

e Vytvofili jsme 3D bunéény model z bunck HEK293 metodou visici kapky.
Po pokusu 0 transfekci transportérem hOATI1 ovSem

transportni studie neprokézala funkénost takto ptipraveného 3D modelu.

e Na 2D modelu jsme pomoci transportni studie stanovili inhibi¢ni potencial
NSIADs  (diklofenaku, ibuprofenu indometacinu  a naproxenu)
k transportéru  hOATI1. Inhibicni potencidl jsme vyjadiili pomoci

parametru [Cso.

e Poradi studovanych NSAIDs podle vzristajiciho inhibi¢niho potencialu

bylo: ibuprofen, diklofenak, naproxen, indometacin.
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