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Abstrakt 

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutick§ fakulta v Hradci Kr§lov® 

Katedra farmakologie a toxikologie 

 

Kandid§t:    Mgr. Jana Mand²kov§ 

Ġkolitel:    doc. PharmDr. Frantiġek Trejtnar, CSc. 

N§zev disertaļn² pr§ce:  Interakce antimikrobi§ln²ch l§tek s l®kovĨmi ledvinnĨmi 

transportn²mi syst®my in vitro 

 

řada vĨznamnĨch a ļasto uģ²vanĨch antimikrobi§ln²ch l®ļiv je po pod§n² 

z organismu vyluļov§na ledvinami. BŊhem tohoto exkreļn²ho procesu mŢģe doch§zet 

k interakc²m s rŢznĨmi membr§novĨmi transportn²mi syst®my (transport®ry), kter® jsou 

v ledvinn® tk§ni exprimov§ny. Tyto interakce jsou ļasto urļuj²c²mi faktory jak pro 

ledvinnou exkreci, tak pro toxick® pŢsoben² tŊchto l®ļiv v ledvin§ch. Mezi transport®ry 

s vysokou expres² v ledvinn® tk§ni patŚ² napŚ. influxn² pŚenaġeļe pro organick® anionty 

(OATs), organick® kationty (OCTs) ļi koncentraļn² nukleosidov® transport®ry (CNTs) 

a efluxn² transport®ry BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) a P-glykoprotein (P-gp). 

PŚes velkĨ vĨznam ledvinnĨch l®kovĨch transport®rŢ pro eliminaci a nefrotoxick® 

pŢsoben² l®ļiv a intenzivn² vĨzkum v t®to oblasti, nejsou interakce Śady dŢleģitĨch 

antimikrobi§ln²ch l§tek s l®kovĨmi transport®ry v ledvin§ch pops§ny dostateļnŊ nebo 

nejsou zn§my vŢbec. 

C²lem t®to pr§ce bylo zkoumat interakce vybranĨch antivirotik a antibiotik 

s dŢleģitĨmi lidskĨmi ledvinnĨmi l®kovĨmi transport®ry in vitro, posoudit potenci§l 

tŊchto transportn²ch interakc² pro l®kov® interakce s vybranĨmi l®ļivy a zjistit vĨznam 

nalezenĨch transportn²ch mechanismŢ pro toxicitu studovanĨch l§tek. DŢleģitou souļ§st² 

pr§ce bylo zaveden² optimalizovanĨch metod vyuģ²vaj²c²ch bunŊļn® modely s pŚechodnŊ 

zvĨġenou expres² studovanĨch transport®rŢ. Tyto metody byly vyuģity v inhibiļn²ch 

a transportn²ch experimentech, kter® slouģily ke stanoven² kvantitativn²ch parametrŢ 

interakc² studovanĨch l§tek s transport®ry OAT1, OCT2, CNT2 a CNT3. Interakce BCRP 

a P-gp se studovanĨmi l§tkami byly zkoum§ny s vyuģit²m bunŊļnĨch lini² se stabilnŊ 

vysokou expres² tŊchto transport®rŢ. VĨzkum v r§mci t®to pr§ce byl koncentrov§n na 

vĨvojov§ antivirotika ze skupiny acyklickĨch nukleosidovĨch fosfon§tŢ (ANPs), na 



 
 

novŊjġ² antivirotikum entecavir pro l®ļbu virov® hepatitidy a na vĨznamn® 

antimykotikum amfotericin B ve formŊ komlexu s deoxychol§tem (AmB/DOC). 

Ledvinami vyluļovan§ antivirotika adefovir, tenofovir a cidofovir, kter§ mohou bĨt 

v klinick® praxi pod§v§na souļasnŊ se studovanĨmi l®ļivy, byla pouģita pro porovn§n² 

intenzity interakce studovanĨch l§tek s vybranĨmi transport®ry a byla studov§na 

i z hlediska moģnĨch l®kovĨch interakc² s testovanĨmi l§tkami. 

BunŊļn® in vitro studie uk§zaly, ģe entecavir (ETV) je inhibitorem a substr§tem 

hOAT1, hCNT2 a hCNT3. ETV inhiboval bunŊļnĨ uptake adefoviru, tenofoviru 

a cidofoviru prostŚednictv²m hOAT1. Đļinn§ inhibice transportu byla ovġem pozorov§na 

aģ pŚi koncentrac²ch ETV vyġġ²ch, neģ jsou terapeutick® hladiny. Ve srovn§n² 

s adefovirem, tenofovirem a cidofovirem pŢsobil ETV m®nŊ totoxicky na buŔky 

transfekovan® hOAT1. ETV vykazoval m²rnĨ inhibiļn² vliv na BCRP/ABCG2 

a P-gp/ABCB1. 

VŊtġina testovanĨch ANPs se vyznaļovala urļitou interakc² s hOAT1. Afinita 

l§tky GS-9191 k hOAT1 byla pomŊrnŊ vysok§ a srovnateln§ s afinitou zn§mĨch substr§tŢ 

hOAT1 adefovirem a tenofovirem. M²ra interakce s hOAT1 nekorelovala s lipofilitou 

tŊchto l§tek. Zat²mco l§tka GS-9191 vykazovala siln® inhibiļn² ¼ļinky na funkci P-gp 

a BCRP, l§tka PMEO-DAPy inhibovala pouze P-gp. VŊtġina testovanĨch ANPs 

zpŢsobila vĨznamnĨ pokles viability bunŊk transfekovanĨch hOAT1. CytotoxickĨ ¼ļinek 

ANPs in vitro, s vĨjimkou relativnŊ lipofiln² l§tky GS-9191, odpov²dal jejich schopnosti 

interagovat s hOAT1. Vyġġ² cytotoxicita ANPs s afinitou k hOAT1 je nepŚ²mĨm 

dŢkazem, ģe tyto l§tky jsou nejen inhibitory, ale i substr§ty tohoto transport®ru. 

Proveden® akumulaļn² studie potvrdily aktivn² transport AmB do bunŊk. 

Komplexn² prepar§t AmB/DOC inhiboval jak hOAT1, tak i hOCT2. Jako sloģka 

odpovŊdn§ za interakci s OAT1 byla identifikov§na DOC. AmB neinteragoval s hOAT1, 

avġak vĨraznŊ inhiboval hOCT2. BunŊļnĨ uptake AmB prostŚednictv²m hOAT1 

a hOCT2 jsme neprok§zali. AmB/DOC v supraterapeutickĨch koncentrac²ch interagoval 

s adefovirem, tenofovirem a cidofovirem v buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1. 

Na z§kladŊ zjiġtŊnĨch experiment§ln²ch dat lze konstatovat, ģe ETV m§ ve 

srovn§n² s nefrotoxicky pŢsob²c²mi antivirotiky jen relativnŊ slab® interakce se 

studovanĨmi ledvinnĨmi transport®ry, kter® pravdŊpodobnŊ nemohou m²t vĨznam pro 

transport®ry zprostŚedkovanou cytotoxicitu ani bĨt podkladem l®kovĨch interakc². 

V pŚ²padŊ ANPs byly zjiġtŊny mezil§tkovŊ rozd²ln® interakce pŚedevġ²m s OAT1, kter® 

by mohly m²t vĨznam pro jejich ledvinnou exkreci in vivo. Proveden® studie vedly 



 
 

k prvn²m popsanĨm informac²m o interakci AmB s SLC membr§novĨmi transportn²mi 

syst®memy, kter® se sice na jeho sekreci v ledvinnĨch tubulech pravdŊpodobnŊ nepod²l², 

avġak jejich vĨznam pro l®kov® interakce a toxicitu l®ļiva by mŊl bĨt d§le ovŊŚen.  
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Title of doctoral thesis: Interactions of antimicrobial agents with drug renal 

transport systems in vitro 

 

A number of important and frequently used antimicrobial agents are excreted from 

the body through the kidneys. During this excretory process drugs may interact with 

different membrane transport systems (transporters) which are expressed in the renal 

tissue. These interactions are often the determining factors for both renal excretion, and 

the toxic effects of these drugs in the kidney. There are highly expressed influx transporter 

such as organic anion transporters (OATs), organic cation transporters (OCTs) and 

the concentrative nucleoside transporters (CNTs) and efflux transporter BCRP (breast 

cancer resistance protein) and P-glycoprotein (P-gp) in the kidney. Despite the 

importance of renal drug transporters for elimination and nephrotoxic effects of drugs and 

intensive research in this field, interactions of a number of important antimicrobial drugs 

with transporters in the kidney are not known or sufficiently described. 

The aim of this study was to investigate the interaction of selected antivirals and 

antibiotics with important human renal drug transporters in vitro, to assess the potential 

of these interactions for drug-drug interactions with selected drugs and determine 

the importance of the found transport mechanisms for the toxicity of the studied 

compounds. An important part of the work was the implementation of the optimized 

methods using cell models with a transient increase in the expression of the studied 

transporters. These methods were used in inhibition and transport experiments, which 

served to determine the quantitative parameters of the ineraction of the studied 

compounds with OAT1, OCT2, CNT2 and CNT3. Interaction of BCRP and P-gp with 

studied compounds were investigated using cell lines stably expressing high levels of 

these transporters. The research in this work was centered on the developmental antiviral 

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



 
 

agent entecavir for the treatment of viral hepatitis and important antifungal agent 

amphotericin B in the complexe with deoxycholate (AmB/DOC). 

Antivirals adefovir, tenofovir and cidofovir, which may be clinically administered 

simultaneously with the studied drugs, were used to compare the intensity of 

the interaction of the studied compounds with selected transporters and were studied in 

terms of potential drug interactions with the tested substances. 

In vitro studies demonstrated that entecavir (ETV) is an inhibitor and substrate of 

hOAT1, hCNT2 and hCNT3. ETV inhibited the cellular uptake of adefovir, tenofovir and 

cidofovir via hOAT1. However, the effective inhibition of transport was observed at 

concentrations of ETV highly exceeding therapeutic levels. In comparison with adefovir, 

tenofovir and cidofovir, ETV was less toxic to cells transfected with hOAT1. ETV 

showed a mild inhibitory effect on BCRP/ABCG2 and P-gp/ABCB1. 

Most of the tested ANPs interacted with hOAT1. The affinity of the substance 

GS-9191 for hOAT1 was relatively high and comparable to the affinity of the known 

substrates of hOAT1 adefovir and tenofovir. The rate of interaction with hOAT1 

correlated with the lipophilicity of these compounds. While GS-9191 showed strong 

inhibitory effects on the function of P-gp and BCRP, PMEO-DAPy inhibited only P-gp. 

Most of the tested ANPs caused a significant decrease in viability of the cells transfected 

with hOAT1. Cytotoxic effect of ANPs in vitro, with the exception of the relatively 

lipophilic GS-9191, corresponded to their ability to interact with hOAT1. Increased 

cytotoxicity of ANPs with the affinity for hOAT1 is an indirect evidence that these 

substances are not only inhibitors but also substrates of this transporter. 

Performed accumulation studies confirmed active transport of AmB into cells. 

AmB/DOC inhibited both hOAT1, and hOCT2. We identified DOC as the component 

responsible for the interaction with OAT1. AmB did not interact with hOAT1, but 

significantly inhibited hOCT2. We did not find the cellular uptake of AmB via hOAT1 

and hOCT2. AmB/DOC in supratherapeutic concentrations interacted with adefovir, 

tenofovir and cidofovir in the cells transfected with hOAT1. 

In conclusion, ETV in comparison with nephrotoxic antivirals showed relatively 

weak interactions with the studied renal transporters, which are not likely to be relevant 

to transporter-mediated cytotoxicity nor are the basis for drug-drug interactions. Among 

the tested ANPs, we found the differences in interactions with hOAT1. This transporter 

could be relevant for the renal excretion of ANPs in vivo. The performed studies have 

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



 
 

probably not included in secretion of AmB in renal tubules, but its importance for drug 

interactions and drug toxicity should be verified in the future. 
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1 Seznam zkratek 

ABC  ATPΆbinding casette 

ADME  absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece (Absorption, Distribution, 

Metabolism, Excretion) 

ADP  adenosindifosf§t (Adenosine Diphosphate) 

AIDS  syndrom z²skan®ho selh§n² imunity (Acquired Immune Deficiency Syndrome) 

AmB  amfotericin B (Amphotericin B) 

ANPs  acyklick® nukleosidov® fosfon§ty (Acyclic Nucleoside Phosphonates) 

APS  peroxodis²ran amonnĨ (Ammonium Persulfate) 

ASBT  apik§ln² na sod²ku z§vislĨ transport®r pro ģluļov® kyseliny (Apical Sodium 

Dependent Bile Acid Transporter) 

ATP  adenosintrifosf§t (Adenosine Triphosphate) 

BCA  kyselina bicinchonov§ (Bicinchonic Acid) 

BCRP  protein rezistence k rakovinŊ prsu (Breast Cancer Resistance Protein) 

BSA  hovŊz² s®rovĨ albumin (Bovine Serum Albumin) 

C  kotransport (Cotransport, Symport) 

CCD  zaŚ²zen² s v§zanĨmi n§boji (Charge-Coupled Device) 

CLL  ledvinn§ clearance (Renal Clearance) 

CMV  cytomegalovirus 

CNTs  koncentraļn² nukleosidov® transport®ry (Concentrative Nucleoside 

Transporters) 

CYP3A4 cytochrom P450 3A4 (Cytochrome P450 3A4) 

DMEM Dulbeccovo a Eaglovo modifikovan® m®dium (Dulbeccoôs Modified Eagleôs 

Medium) 

DMSO  dimethylsulfoxid (Dimethyl Sulfoxide) 

DOC  kyselina deoxycholov§ (Deoxycholic Acid) 

E  vĨmŊn²k (Exchanger) 

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctov§ (Ethylenediaminetetraacetic Acid) 

EMEM Eaglovo minim§ln² esenci§ln² m®dium (Eagleôs Minimal Essential Medium) 

ENTs  ekvilibraļn² nukleosidov® transport®ry (Equilibrative Nucleoside Transporters) 

ETV  entecavir 

F  facilitovanĨ transport (Facilitated Transport) 

GMO  geneticky modifikovanĨ organismus (Genetically Modified Organism) 

HBV  virus hepatitidy B (Hepatitis B Virus) 

HCV  virus hepatitidy C (Hepatitis C Virus) 
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HEK293 lidsk® ledvinn® embryon§ln² buŔky (Human Embryonic Kidney 293 Cells) 

HeLa  lidsk® epiteli§ln² buŔky z n§doru dŊloģn²ho hrdla (Human Epithelial Carcinoma 

Cell Line) 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonov§ kyselina (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid) 

HIV  virus lidsk® imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus) 

HKΆ2  lidsk® ledvinov® buŔky (Human Kidney Cells) 

HPMP  3ΆhydroxyΆ2Ά(fosfonomethoxy)propyl  

HSV  herpes simplex virus 

CHO  ovari§ln² buŔky ļ²nsk®ho kŚeļka (Chinese Hamster Ovary Cells) 

IC50  inhibiļn² koncentrace potŚebn§ k inhibici procesu na 50 % 

Km  Michaelisova konstanta (Michaelis constant) 

LDH  lakt§tdehydrogen§za (Lactate Dehydrogenase) 

LLC- PK1 praseļ² buŔky proxim§ln²ho tubulu ledvin (Pig Kidney Proximal Tubule Cell 

Line) 

MAPK  mitogenem aktivovan§ proteinov§ kin§za (Mitogen Activated Protein Kinase) 

MATE  transport®r pro mnohoļetnĨ odtok l®kŢ a toxinŢ (Multidrug and Toxic 

Compound Extrusion Transporter) 

MDCK II  Madin-Darbyho ps² ledvinn® buŔky (Madin Darby Canine Kidney Cells II)  

MDR  transport®r multil®kov® rezistence (Multiple Drug Resistence) 

MDR1  gen k·duj²c² PΆglykoprotein (Multidrug Resistance 1 Gene) 

MPP+  1- methyl- 4- fenylpyridinium (1-methyl-4-phenylpyridinium) 

MRPs  proteiny multil®kov® rezistence (Multidrug Resistance-Associated Proteins) 

NaDC3 transport®r dikarboxyl§tu sodn®ho 3 (Sodium Dicarboxylate Transporter 3) 

NBTI  nitrobenzylthioinosin (Nitrobenzylthioinosine) 

NHE3  vĨmŊn²k pro ionty sod²ku a vod²ku 3 (SodiumïHydrogen Exchanger 3) 

NRTI  nukleosidov® inhibitory reverzn² transkript§zy (Nucleoside Reverse 

Transcriptase Inhibitors) 

NTs  nukleosidov® transport®ry (Nucleoside Transporters) 

O  sirotļ² transport (orphan transport) 

OA-  organickĨ aniont (Organic Anion) 

OATPs polypeptidov® transport®ry pro organick® anionty (Organic Anion-Transporting 

Polypeptides) 

OATs  transport®ry pro organick® anionty (Organic Anion Transporters) 

OC+  organickĨ kationt (Organic Cation) 

OCTN  transport®r pro organick® kationty, novĨ (Organic Cation Transporter, Novel) 
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OCTs  transport®ry pro organick® kationty (Organic Cation Transporters) 

PAH  kyselina p-aminohippurov§ (p-Aminohippuric Acid) 

PBS  fosf§tovĨ pufr (Phosphate Buffered Saline) 

PEPT  peptidovĨ transport®r (Peptide Transporter) 

PME  2Ά(fosfonomethoxy)ethyl (2Ά(phosphonomethoxy)ethyl) 

PMSF  fenylmethansulfonyl fluorid (phenylmethylsulfonyl fluoride) 

PΆpg  PΆglykoprotein (P-glycoprotein) 

PVDF  polyviniliden fluorid (Polyvinylidene Fluoride) 

RFU  relativn² fluorescenļn² jednotka (Relative Fluorescence Unit) 

RIPA  radioimunoprecipitaļn² pufr (Radioimmunoprecipitation Buffer) 

SARS  tŊģkĨ akutn² respiraļn² syndrom (Severe Acute Respiratory Syndrome) 

SDS  dodecyls²ran sodnĨ (Sodium Dodecyl Sulfate) 

SDSΆPAGE elektrofor®za v polyakrylamidov®m gelu v pŚ²tomnosti dodecyls²ranu sodn®ho 

(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

SLC  nosiļe rozpustnĨch l§tek (Solute Carrier) 

TBS  tris pufr (Tris-Buffered Saline) 

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

TCDB  datab§ze pro klasifikaci transport®rŢ (Transporter Classification Database) 

TDF  tenofovir disoproxil fumar§t (Tenofovir Disoproxil Fumarate) 

TEA  tetraethylammonium 

TEMED N, N, Nǋ, Nǋ-tetramethylethylendiamin 

(N, N, Nǋ, Nǋ-tetramethylethylenediamine) 

URAT1 ur§tovĨ transport®r 1 (Urate Transporter 1) 

VZV  varicelaΆzoster virus 

ŬΆKG  ŬΆketoglutar§t (ŬΆketoglutarate) 
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2 Đvod 

Antimikrobi§lnŊ ¼ļinn® l§tky patŚ² v klinick® praxi k nejļastŊji uģ²vanĨm l®ļivŢm. 

Jejich pod§v§n² pacientŢm v mnoha pŚ²padech dok§ģe zabr§nit z§vaģnĨm n§sledkŢm 

infekļn²ch chorob (Leekha et al., 2011). ĐspŊġn§ l®ļba mikrobi§ln²ch infekc² ļasto 

vyģaduje intenzivn² terapii vysoce ¼ļinnĨmi l®ļivy. Pro Śadu l®ļiv pouģ²vanĨch k terapii 

infekļn²ch onemocnŊn² je pro vylouļen² z organismu dŢleģit§ ledvinn§ exkrece (Varma 

et al., 2009). PŚi uģ²v§n² tŊchto l®ļiv mohou bĨt pacienti vystaveni riziku neģ§douc²ch 

¼ļinkŢ plynouc²ch z poġkozen² ledvinn® funkce. Takov§ l®ļiva se vyskytuj² napŚ. ve 

skupinŊ antiviroticky ¼ļinnĨch l®ļiv, u kterĨch se s rizikem l®kov®ho poġkozen² ledvinn® 

funkce mŢģeme setkat pomŊrnŊ ļasto (Naughton, 2008). L§tky s potenci§ln²m 

nefrotoxickĨm ¼ļinkem se tak® mohou vyskytovat mezi antimykoticky ļi antibakteri§lnŊ 

pŢsob²c²mi l®ļivy. 

Ledviny mohou bĨt m²stem, kde mŢģe bŊhem ledvinn® exkrece doch§zet 

k interakc²m l®ļiv s membr§novĨmi transportn²mi syst®my (transport®ry), kter® zajiġŠuj² 

transmembr§novĨ pŚenos l®ļiv a dalġ²ch l§tek do bunŊk nebo z bunŊk. Interakce 

s transport®ry urļuj² u Śady l§tek distribuci v ledvin§ch a jejich exkreļn² mechanismus. 

Transport®ry mohou bĨt odpovŊdn® za neģ§douc² kumulaci xenobiotik v ledvinnĨch 

buŔk§ch a mohou bĨt m²stem, na kter®m doch§z² ke kompetici souļasnŊ pod§vanĨch 

l®ļiv, coģ mŢģe vĨznamnŊ ovlivnit jejich farmakokinetiku. Aļkoliv maj² ledvinn® l®kov® 

transport®ry velkĨ vĨznam pro eliminaci, l®kov® interakce a nefrotoxick® pŢsoben² l®ļiv, 

¼daje o interakc²ch s nŊkterĨmi antimikrobi§ln²mi l§tkami nejsou st§le dostateļn®. U Śady 

l§tek nejsou ¼daje o interakc²ch s transport®ry exprimovanĨmi v ledvin§ch v odbornĨch 

zdroj²ch dostupn® nebo jsou tyto interakce pops§ny v nedostateļn®m rozsahu. Z²sk§n² 

dalġ²ch informac² v t®to oblasti farmakologie je proto pŚedmŊtem intenzivn²ho vĨzkumu 

a mohlo by pŚispŊt k bezpeļnŊjġ²mu pouģ²v§n² antimikrobi§ln²ch l®ļiv. 

PŚedkl§dan§ disertaļn² pr§ce experiment§ln²ho charakteru se zabĨv§ interakcemi 

vybranĨch l§tek ze skupiny antivirotik a antibiotik s lidskĨmi l®kovĨmi transport®ry, 

kter® se nach§zej² v ledvinn® tk§ni v pomŊrnŊ vysok® m²Śe, a jsou zn§my jako dŢleģit® 

determinanty osudu mnoha l®ļiv v ledvin§ch. Pr§ce je zamŊŚena na studium vĨznamu 

interakc² transport®rŢ pro ledvinnou exkreci se studovanĨmi antimikrobi§ln²mi l§tkami, 

na pŚ²padn® l®kov® interakce s vybranĨmi l®ļivy a studium moģnĨch souvislost² 

s toxicitou studovanĨch l§tek. Pr§ce uv§d² popis pouģit®ho metodick®ho apar§tu, shrnuje 

dosaģen® experiment§ln² vĨsledky, komentuje jejich vztah k jiģ zn§mĨm ¼dajŢm v oblasti 
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interakc² l®ļiv s ledvinnĨmi transport®ry a uv§d² i moģn® souvislosti z²skanĨch vĨsledkŢ 

s klinickou prax². Do pŚedkl§dan® pr§ce je zaŚazena teoretick§ ļ§st shrnuj²c² dosavadn² 

poznatky ve studovan® oblasti. 

Experiment§ln² studie v r§mci t®to pr§ce zahrnuj² tŚi typy antimikrobi§ln²ch l®ļiv: 

vĨvojov® antiviroticky ¼ļinn® l§tky ze skupiny acyklickĨch nukleosidovĨch fosfon§tŢ, 

novŊjġ² l®ļivo pro terapii chronick® hepatitidy B entecavir a vĨznamn® antimykotikum 

amfotericin B, resp. jeho v klinick® praxi pouģ²vanou formu s deoxychol§tem. Ledvinami 

vyluļovan§ antivirotika adefovir, tenofovir a cidofovir, byla pouģita pro porovn§n² 

intenzity interakce studovanĨch l§tek s vybranĨmi transport®ry a byla posouzena 

i z hlediska moģnĨch l®kovĨch interakc² se studovanĨmi l§tkami. 
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3 Teoretick§ ļ§st 

3.1 Ledviny jako kritickĨ org§n pod§n² l®ļiv 

LidskĨ organismus je ļasto vystavov§n mnoha vlivŢm prostŚed², zejm®na toxickĨm 

organickĨm slouļenin§m z pŚ²rodn²ch i umŊle pŚipravenĨch zdrojŢ. K tŊmto organickĨm 

slouļenin§m mohou patŚit napŚ. hormony, neurotransmitery, odpadn² produkty 

bunŊļn®ho metabolismu a l®ļiva. Uģ²v§n² l®ļiv vyģaduje od pacienta dodrģov§n² 

kaģdodenn²ho striktn²ho reģimu, mnohdy s uģ²v§n²m vysokĨch d§vek. Eliminaļn² org§ny 

vytv§Ś² obrannĨ syst®m organismu, kterĨ ļ§steļnŊ chr§n² pŚed syst®movou expozic² 

potenci§lnŊ toxickĨch l§tek a jejich farmakologickĨmi nebo toxikologickĨmi efekty 

(Anzai a Endou, 2007). 

Ledviny jsou dŢleģitĨm eliminaļn²m org§nem, kterĨ hraje nezastupitelnou ¼lohu 

v udrģov§n² homeostatickĨch funkc² a pŚisp²v§ k eliminaci odpadn²ch produktŢ 

metabolismu a cizorodĨch l§tek z tŊla. Z§kladn² funkļn² jednotkou ledvin je nefron, kde 

prob²haj² hlavn² procesy ren§ln² exkrece l§tek. V glomerulu a BowmanovŊ pouzdŚe 

doch§z² k filtraci krve pŚich§zej²c² z ren§ln² arterie, ļ²mģ se organismus zbavuje malĨch 

a na plazmatick® proteiny nenav§zanĨch l§tek ze syst®mov® cirkulace. řada l§tek, vļetnŊ 

l®ļiv, mŢģe bĨt aktivnŊ sekretov§na z peritubul§rn²ch kapil§r do lumen ledvinnĨch tubulŢ 

(Fagerholm, 2007; Masereeuw a Russel, 2001). 

Membr§na bunŊk ledvinnĨch proxim§ln²ch tubulŢ je dŢleģitou bari®rou, ve kter® 

prob²haj² transportn² procesy spojen® s detoxifikac² organismu (Anzai a Endou, 2007). 

Membr§nov® transportn² proteiny, zvan® tak® jako transport®ry, zajiġŠuj² v proxim§ln²ch 

tubulech aktivn² transport l§tek pŚes bunŊļn® membr§ny a jejich n§slednou exkreci do 

moļi. Transport®ry se tak vĨznamnŊ pod²lej² na vĨsledn®m farmakokinetick®m chov§n² 

l®ļiv. Pokud je rovnov§ha transportn²ch syst®mŢ naruġena nŊkterĨm z patologickĨch 

mechanismŢ, napŚ. je-li ne¼mŊrnŊ vystupŔov§na akumulace potenci§lnŊ toxickĨch l§tek 

v buŔk§ch nebo je naopak zablokov§n jejich vĨstup z bunŊk, mŢģe doj²t k poġkozen² 

ledvinn® tk§nŊ (Fisel et al., 2014). ZmŊna funkce ledvin mŢģe bĨt pot® spojena 

s nefyziologickou aktivitou transport®rŢ, coģ mŢģe vĨznamnŊ ovlivnit farmakokinetiku 

jak l®ļiv eliminovanĨch ledvinami (Varma et al., 2009). 

V souļasn® dobŊ se na trhu vyskytuje Śada l®ļiv, pŚi jejichģ dlouhodob®m uģ²v§n² 

se pacientovi doporuļuje pravideln§ kontrola ren§ln²ch funkc². Mezi takovĨmi l®ļivy je 

mnoho l§tek ze skupiny antimikrobi§ln²ch l®ļiv. Z tohoto dŢvodu je pomŊrnŊ dŢleģitou 

oblast² vĨzkumu pozn§v§n² mechanismŢ ledvinnĨch poġkozen² tŊmito vŊtġinou 
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frekventnŊ pouģ²vanĨmi l§tkami. N§sleduj²c² tabulka uv§d² pŚ²klady nŊkterĨch 

potenci§lnŊ nefrotoxickĨch antimikrobi§ln²ch l®ļiv bŊģnŊ uģ²vanĨch v klinick® praxi 

(tabulka 1). 

 

Tab. 1 Antimikrobi§ln² l®ļiva s potenci§ln² nefrotoxicitou (modifikov§no z Naughton, 2008). 

Z§stupci PatofyziologickĨ mechanismus 

ren§ln²ho poġkozen² 

   acyklovir 

 

   aminoglykosidy 

   amfotericin B (forma deoxychol§tu v²ce 

   neģ forma lipidov§) 

   beta-laktamy (peniciliny, cefalosporiny) 

 

   foskarnet 

 

   ganciklovir 

   pentamidin 

   chinolony 

 

   rifampicin 

   sulfonamidy 

 

   vankomycin  

Akutn² interstici§ln² nefritida, krystalov§ 

   nefropatie 

Toxick® poġkozen² tubul§rn²ch bunŊk 

Toxick® poġkozen² tubul§rn²ch bunŊk 

 

Akutn² interstici§ln² nefritida, 

   glomerulonefritida (ampicilin, penicilin) 

Krystalov§ nefropatie, toxicita tubul§rn²ch 

   bunŊk 

Krystalov§ nefropatie 

Toxicita tubul§rn²ch bunŊk 

Akutn² interstici§ln² nefritida, krystalov§ 

   nefropatie (ciprofloxacin) 

Akutn² interstici§ln² nefritida 

Akutn² interstici§ln² nefritida, krystalov§ 

   nefropatie 

Akutn² interstici§ln² nefritida 

   adefovir, cidofovir, tenofovir 

 

   indinavir 

Toxick® poġkozen² tubul§rn²ch bunŊk 

 

Akutn² interstici§ln² nefritida, krystalov§ 

nefropatie 

3.2 Ledvinn§ exkrece l®ļiv 

FarmakokinetickĨ profil molekuly l®ļiva je funkc² d§vky, absorpce, distribuce 

a celkov® clearance vġemi eliminaļn²mi org§ny. Ze vġech eliminaļn²ch org§nŢ pŚisp²vaj² 

nejvŊtġ²m pod²lem k celkov® tŊlesn® clearance j§tra a ledviny. Vyluļov§n² l§tek 
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ledvinami nejl®pe charakterizuje veliļina ledvinn§ clearance (CLL). Ledvinn§ clearance 

je definov§na jako objem plasmy, obsahuj²c² urļit® mnoģstv² l§tky, kter§ je vylouļena 

ledvinami za jednotku ļasu (Rang a Dale, 2007). Ledvinn§ clearance je urļov§na procesy 

glomerul§rn² filtrace, tubul§rn² sekrece a reabsorpce (Fagerholm, 2007; Masereeuw 

a Russel, 2001). 

Ledvinami se vyluļuje kolem 60 % slouļenin pouģ²vanĨch k l®ļbŊ infekļn²ch 

onemocnŊn². U Śady l®ļiv pouģ²vanĨch v terapii infekļn²ch onemocnŊn² byla prok§z§na 

tendence vyluļov§n² prostŚednictv²m tubul§rn² sekrece (Varma et al., 2009). 

Ledvinn§ exkrece mŢģe bĨt ovlivŔov§na transport®ry exprimovanĨmi 

v proxim§ln²ch tubulech ledvin. Tyto transport®ry se tak st§vaj² styļnĨmi m²sty, na nichģ 

doch§z² k l®kovĨm interakc²m, a mohou bĨt zodpovŊdn® napŚ. za neģ§douc² akumulaci 

potenci§lnŊ nefrotoxickĨch l§tek (Feng et al., 2010). 

3.2.1 Vliv fyzik§lnŊ-chemickĨch vlastnost² na ledvinnou exkreci l®ļiv 

Varma et al. (2009) v rozs§hl® studii s vyuģit²m datab§ze s 391 l®ļivy bŊģnŊ 

pouģ²vanĨmi v klinick® praxi dok§zali popsat sloģit® vztahy mezi fyzik§lnŊ-chemickĨmi 

vlastnostmi l§tek a lidskou ledvinnou clearance. PŚedpovŊŅ tŊchto vlastnost² je 

komplikov§na komplexnost² cel®ho procesu aktivn²ch a pasivn²ch transportn²ch 

mechanismŢ v ledvin§ch. Je moģn® popsat nŊkolik z§kladn²ch pravidel: 

1) Ledvinn§ clearance se sniģuje se zvyġuj²c² se lipofilitou l§tky a cLogP. 

2) Ledvinn§ clearance se zvyġuje u l§tek se schopnost² tvoŚit vod²kov® mŢstky 

nebo s poļtem vazeb schopnĨch rotace. 

3) PŚ²tomnost n§boje l§tky mŢģe zvyġovat ledvinnou clearance, zat²mco l§tky 

s neutr§ln²m n§bojem maj² tendenci se vyluļovat ledvinami pomaleji. 

 

Vyġġ² lipofilita l§tky mŢģe d§le pŚispŊt k jej²mu pasivn²mu prŢniku (reabsorpci) 

pŚes tubul§rn² membr§ny a pravdŊpodobnŊ tak® k ļ§steļn®mu ļi ¼pln®mu maskov§n² 

tubul§rn² sekrece (Avdeef, 2001; Feng et al., 2010; Varma et al., 2009). 

3.3 Mechanismy l®kov®ho poġkozen² ledvin 

Pro antimikrobi§lnŊ pŢsob²c² l®ļiva je vyluļov§n² ledvinami obecnŊ velmi ļastĨm 

zpŢsobem exkrece. Ovġem n§sledkem intenzivn² moļov® exkrece mŢģe bĨt nefrotoxicita, 

kter§ se tak st§v§ limituj²c²m faktorem l®ļby tŊmito l§tkami (Perazella, 2009). Takto 
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pŢsob² napŚ. skupina antiviroticky ¼ļinnĨch l®ļiv, u kterĨch se s rizikem l®kov®ho 

poġkozen² ledvinn® funkce mŢģeme setkat pomŊrnŊ ļasto. Mechanismy antivirotiky 

indukovan®ho poġkozen² ledvin uv§d² obr. 1. Funkce zdrav®ho nefronu mŢģe bĨt 

ovlivnŊna minim§lnŊ tŚemi zpŢsoby: (1) NadmŊrnou expres² nebo kompetitivn² inhibic² 

transport®rŢ oznaļovanĨch jako OAT (transport®ry pro organick® anionty) nebo MRP 

(proteiny multil®kov® rezistence). Inhibic² OAT doch§z² k prevenci ren§ln²ho poġkozen², 

zat²mco inhibice MRP vede k toxick®mu poġkozen² bunŊk tubulŢ (tubul§rn² acid·ze). 

TypickĨmi pŚedstaviteli takto pŢsob²c²ch l§tek jsou antivirotika ze skupiny acyklickĨch 

nukleosidovĨch fosfon§tŢ (ANPs). (2) Aktivac² mitogenem aktivovan® protein kin§zov® 

(MAPK) dr§hy mŢģe doj²t k ovlivnŊn² bari®rov® funkce v ledvinn® epitelov® bunŊļn® 

kask§dŊ, coģ vede k programovan® bunŊļn® smrti. (3) Jin® cesty poġkozen² ledvin se 

mohou rozvinout, pokud l§tky negativnŊ ovlivŔuj² funkci mitochondri², naruġuj² oxidaci 

mastnĨch kyselin a vĨrobu energie. Pokud se l§tky nav§ģou nebo jinak deaktivuj² enzymy 

respiraļn²ho ŚetŊzce nebo mitochondri§ln² DNA, vzniklĨ oxidativn² stres a n§slednĨ 

anaerobn² metabolismus zpŢsob² lakt§tovou acid·zu a hromadŊn² triglyceridŢ 

(mikrovezikul§rn² tuk uvnitŚ bunŊk). PŚ²tomnost reaktivn²ch forem kysl²ku mŢģe d§le 

naruġit mitochondri§ln² DNA. Tento mechanismus ¼ļinku je charakteristickĨ pro celou 

Śadu l§tek, vļetnŊ nukleosidovĨch inhibitorŢ reverzn² transkript§zy (NRTI), kter® se 

v§ģou pŚ²mo na mitochondri§ln² DNA. D§le bylo pops§no, ģe pŚedchoz² mitochondri§ln² 

poġkozen², zpŢsoben® napŚ. pouģit²m l®ļiv ze skupiny NRTI, mŢģe ledvinu natolik 

poġkodit, ģe po pod§n² tenofoviru snadno doch§z² k projevŢm poġkozen² ledvinnĨch 

tubulŢ (Izzedine et al., 2005a). 
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Obr. 1 Mechanismy antivirotiky indukovan®ho ledvinn®ho poġkozen². A) NadmŊrn§ exprese nebo 

kompetitivn² inhibice OAT nebo MRP. B) Aktivace MAPK a n§sledn§ bunŊļn§ smrt. C) Naruġen² funkce 

mitochondri², oxidace mastnĨch kyselin a vĨroby energie (modifikov§no z Izzedine et al., 2005a). 

3.4 L®kov® interakce v ledvin§ch 

Pojem l®kov® interakce (interakce l®ļiv) mŢģe bĨt vysvŊtlov§n jako vz§jemn® 

pŢsoben² dvou nebo v²ce farmak (L¿llmann et al., 2004). PŚi souļasn®m pod§v§n² l®ļiv, 

u nichģ pŚevl§d§ ledvinn§ eliminace, se mŢģe vyskytnout nŊkolik typŢ interakc² (Bonate 

et al., 1998). PŚi urļit®m zjednoduġen² mŢģeme na ledvinn® ¼rovni rozliġit 5 z§kladn²ch 

mechanismŢ l®kovĨch interakc²: 

1) UvolnŊn² nav§zan®ho l®ļiva z vazby, coģ vede ke zvĨġen² vyluļov§n² 

l®ļiva pomoc² glomerul§rn² filtrace. 

2) Kompetice l§tek pŚi tubul§rn² sekreci, ļ²mģ doch§z² ke sn²ģen² ledvinn® 

sekrece. 

3) Kompetice l§tek pŚi tubul§rn² reabsoropci, ļ²mģ doch§z² ke zvĨġen² 

ledvinn® exkrece. 

4) ZmŊna pH moļi a/nebo prŢtoku, coģ mŢģe zvĨġit nebo sn²ģit exkreci l®ļiv 

z§vislou na pKa l®ļiva. 

5) Inhibice ledvinn®ho metabolismu l®ļiv (Bonate et al., 1998). 
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V klinick® praxi by proto mŊly bĨt br§ny v ¼vahu potenci§ln² farmakokinetick® 

a/nebo farmakodynamick® l®kov® interakce tak, aby se minimalizovalo riziko toxicity 

nebo nedostateļn® ¼ļinnosti l®ļby (Izzedine et al., 2005a). NapŚ. pro l®ļbu HIV 

pozitivn²ch pacientŢ se pŚedepisuj² kombinace nŊkolika antiviroticky ¼ļinnĨch l§tek 

souļasnŊ s l®ļivy na pŚidruģen® nemoci, kterĨmi pacienti ļasto trp² (Berns a Kasbekar, 

2006). NevĨhodou mnohĨch takto podanĨch l®ļiv (napŚ. tenofovir) bĨv§ nefrotoxicita, 

kter§ je spojov§na s jejich neģ§douc² akumulac² v proxim§ln²ch tubulech ledvin (Hall, 

2013; Lepist a Ray, 2012). PŚ²klady zn§mĨch interakc² antimikrobi§ln²ch l§tek 

s membr§novĨmi transportn²mi syst®my, kter® se vyskytuj² v ledvin§ch, jsou detailnŊji 

vysvŊtleny v n§sleduj²c²ch kapitol§ch vŊnovanĨm individu§ln²m l®ļivŢm (kap. 3.6-3.7). 

3.5 Mechanismy transmembr§nov®ho transportu 

Transport l§tek pŚes biologick® membr§ny mŢģe prob²hat na z§kladŊ pas²vn² difuze, 

usnadnŊn® (facilitovan®) difuze a aktivn²ho transportu. Pasivn² difuze l§tek prob²h§ po 

smŊru elektrochemick®ho potenci§lu bez ¼ļasti transportn²ch proteinŢ. UsnadnŊn§ difuze 

l§tek z²sk§v§ energii pro transport d²ky rozd²ln®mu elektrochemick®mu potenci§lu na 

vnitŚn² a vnŊjġ² stranŊ membr§ny. Aktivn² transport l§tek prob²h§ proti jejich 

elektrochemick®mu gradientu a mŢģe bĨt d§le dŊlen na prim§rn² a sekund§rn². Prim§rn² 

aktivn² transport l§tek vyuģ²v§ energii z hydrolĨzy ATP. Sekund§rn² aktivn² transport 

l§tek prob²h§ d²ky tzv. spŚaģen®mu transportu s jinou l§tkou, kter§ dod§v§ energii d²ky 

transportu po jej²m elektrochemick®m gradientu (symport, antiport) (Giacomini 

a Sugiyama, 2011; Hediger et al., 2004; Schlessinger et al., 2010). ZjednoduġenĨ popis 

membr§novĨch transportn²ch mechanismŢ shrnuje obr. 2. Substr§tem se rozum² l§tka, 

kter§ tvoŚ² komplex s transport®rem, kterĨ po n§sledn® konformaļn² zmŊnŊ pŚev§d² 

substr§ty na druhou stranu membr§ny. Transport®ry zprostŚedkovanĨ membr§novĨ 

transport je charakterizov§n saturabilitou a inhibovatelnost² substr§tovĨmi analogy 

(Giacomini a Sugiyama, 2011). 
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Obr. 2 Klasifikace membr§novĨch transportn²ch mechanismŢ. SvŊtle modr® kruhy charakterizuj² substr§ty. 

Velikost symbolŢ je proporcion§ln² koncentraci substr§tu. Ġipky ukazuj² smŊr toku. Ļern® ļtverce 

reprezentuj² ionty, kter® dod§vaj² hnac² s²lu pro transport (velikost je proporcion§ln² koncentraci iontu). 

TmavŊ modr® ov§ly charakterizuj² transportn² proteiny (modikov§no z Giacomini a Sugiyama, 2011). 

 

Transportn² syst®my poskytuj² buŔce Śadu uģiteļnĨch funkc². PŚedstavuj² je 

specifick® proteiny (transport®ry) ukotven® v bunŊļn® membr§nŊ, kter®: (1) umoģŔuj² 

vstup (uptake) z§kladn²ch ģivin do cytoplazmy a n§slednŊ do organel, coģ usnadŔuje 

metabolismus exogenn²ch zdrojŢ prvkŢ uhl²ku, dus²ku, s²ry, fosforu atp., (2) mohou 

pomoci regulovat koncentraci metabolitŢ l§tek v buŔce, (3) zprostŚedkov§vaj² ¼ļinnĨ 

vĨdej (eflux) l®ļiv nebo jinĨch potenci§lnŊ toxickĨch l§tek z cytoplazmy nebo 

z plazmatick® membr§ny, (4) pom§haj² zajiġŠovat uptake a eflux l§tek, kter® mus² bĨt 

v buŔce udrģov§ny v koncentrac²ch liġ²c²ch se od vnŊjġ²ho prostŚed², (5) pod²l² se na 

sekreci dŢleģitĨch proteinŢ, sacharidŢ a lipidŢ do a z cytoplazmatick® membr§ny, (6) 

umoģŔuj² pŚenos nukleovĨch kyselin pŚes bunŊļn® membr§ny, (7) usnadŔuj² pŚ²jem 

a uvolŔov§n² rŢznĨch hormonŢ, neurotransmiterŢ a sign§ln²ch molekul (Saier et al., 

2000). 

Transport®ry se od sebe mohou liġit rŢznĨmi afinitami a schopnostmi interagovat 

s jednotlivĨmi slouļeninami. Schopnosti vz§jemn® interakce l§tek s bunŊļnĨmi 

transport®ry ovġem mohou bĨt i mezidruhovŊ rozd²ln® (Feng et al., 2010). Rozd²ly ve 

farmakokinetice l§tek mŢģe tak® zpŢsobovat pŚ²tomnost polymorfismŢ v genech 

k·duj²c²ch pŚ²sluġn® l®kov® transport®ry, kter® dan® l§tky pŚen§ġej² (Michaud et al., 
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2012). Tato velmi aktu§ln² problematika, kterou se zabĨv§ pŚedevġ²m farmakogenomika 

a personalizovan§ medic²na, se dnes pomŊrnŊ intenzivnŊ rozv²j² s c²lem z²skat znalosti 

pro doporuļen², kter®mu pacientovi je moģn® podat dan® l®ļivo, a u kter®ho hroz² 

neģ§douc² ¼ļinky. Pro zajiġtŊn² ¼ļinnŊjs² a bezpeļnŊjġ² terapie je ovġem nutn§ i detailn² 

znalost transportn²ch procesŢ u jednotlivĨch l®ļiv. 

Z§kladn² informace o klasifikaci transportn²ch proteinŢ se st§le rozġiŚuj² 

a aktualizuj². Zn§m§ je napŚ. datab§ze Transporter Classification Database (TCDB; 

http://www.tcdb.org), kter§ v roce 2013 obsahovala v²ce neģ 10000 proteinŢ, kter® 

reprezentuj² v souļasn® dobŊ uzn§van® rodiny transmembr§novĨch molekul§rn²ch 

transportn²ch syst®mŢ. TCDB zahrnuje proteiny vġech druhŢ ģivĨch organismŢ a je 

jedinĨm univerz§ln²m klasifikaļn²m syst®mem, kterĨ je uznanĨ Mezin§rodn² uni² 

biochemie a molekul§rn² biologie (Saier et al., 2014). 

3.6 Transport®ry exprimovan® v ledvin§ch 

Exkrece mnoha l®ļiv z organismu je zprostŚedkov§na specifickĨmi membr§novĨmi 

transport®ry exprimovanĨmi v ledvin§ch. PŚ²kladem l®ļiv eliminovanĨch do moļi mohou 

bĨt hydrofiln² nukleosidov® inhibitory reverzn² transkript§zy. Aļkoliv ren§ln² exkrece 

hraje menġ² roli v eliminaci dalġ²ch antivirotik, jako jsou napŚ. inhibitory prote§zy 

a nenukleosidov® inhibitory reverzn² transkript§zy, tato l®ļiva mohu interagovat 

s transport®ry lokalizovanĨmi v ledvin§ch (Kis et al., 2010). V souļasn® dobŊ je zn§mo 

ġirok® spektrum transport®rŢ exprimovanĨch v proxim§ln²ch tubulech ledvin, kter® 

reprezentuj² 2 velk® rodiny (superfamilies) transport®rŢ oznaļovan® jako SLC (solute 

carrier) a ABC (ATP-binding casette) (viz d§le). Tyto transport®ry vz§jemnŊ 

spolupracuj², aby umoģnily pŚenos l§tek dovnitŚ ļi ven pŚes bunŊļnou membr§nu (Fisel 

et al., 2014). 

Transport organickĨch aniontŢ a kationtŢ pŚes basolater§ln² membr§nu 

prostŚednictv²m OAT1-3, OCT1-3 a OATP4C1 pŚedstavuje prvn² krok v ledvinn® 

sekreci. L§tky, kter® se dostaly z krve do bunŊk proxim§ln²ch tubulŢ, jsou n§slednŊ 

pŚev§dŊny efluxn²mi transport®ry um²stŊnĨmi na apik§ln² membr§nŊ (napŚ. MRP2, 

MRP4, BCRP, P-gp a MATE1) do moļi. Reabsorpce l§tek v ledvin§ch mŢģe bĨt z moļi 

do bunŊk zjiġŠov§na apik§ln²mi transport®ry (napŚ. CNT1-3, OAT4, URAT1, PEPT1-2 

a OCTN1-2) a n§slednŊ z bunŊk ven napŚ. basolater§ln²mi transport®ry ENT1-2 (Klaassen 

a Aleksunes, 2010; Lepist a Ray, 2012). Pro lepġ² orientaci v textu jsou transport®ry 

http://www.tcdb.org/
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uvedeny zkratkou. Zkratky jsou d§le vysvŊtleny s obr. 3 a v dalġ²ch specializovanĨch 

kapitol§ch. Obr. 3 popisuje lokalizaci a z§kladn² funkce transport®rŢ exprimovanĨch 

v lidskĨch proxim§ln²ch tubulech. 

 

 

Obr. 3 Transport®ry exprimovan® v lidskĨch ledvinnĨch proxim§ln²ch tubulech. Krouģky zh§zorŔuj² 

transportn² proteiny a ġipky smŊr transportu l§tek. BCRP = Breast Cancer Resistance Protein (protein 

rezistence k rakovinŊ prsu), CNT = Concentrative Nucleoside Transporter (koncentraļn² nukleosidovĨ 

transport®r); ENT = Equilibrative Nucleoside Transporter (ekvilibraļn² nukleosidovĨ transport®r); MATE 

= Multidrug and Toxin Compound Extrusion Transporter (transport®r pro mnohoļetnĨ odtok l®kŢ a toxinŢ); 

MRP = Multidrug Resistance-Associated Protein (protein multil®kov® rezistence); NaDC3 = Sodium 

Dicarboxylate Transporter 3 (transport®r dikarboxyl§tu sodn®ho 3); NHE3 = Sodium-Hydrogen Exchanger 

3 (vĨmŊn²k pro ionty sod²ku a vod²ku 3); OAT = Organic Anion Transporter (transport®r pro organick® 

anionty); OATP = Organic Anion-Transporting Polypeptide (polypeptidovĨ transport®r pro organick® 

anionty); OCT = Organic Cation Transporter (transport®r pro organick® kationty); OCTN = Organic Cation 

Transporter, Novel (transport®r pro organick® kationty, novĨ); PEPT = Peptide Transporter (peptidovĨ 

transport®r); P-gp = P-glycoprotein (P-glykoprotein); URAT = Urate Transprter (ur§tovĨ transprot®r); 

Ŭ-KG (Ŭ-ketoglutar§t) (modifikov§no z Lepist a Ray, 2012). 
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V nejvŊtġ²m mnoģstv² jsou v ledvin§ch zastoupeny transport®ry OAT1-3, URAT1, 

OCT2, MRP4 a MDR1 (P-gp) (Nishimura a Naito, 2005). Srov§n² exprese jednotlivĨch 

transport®rŢ v ledvin§ch uv§d² obr. 4. 

 

Obr. 4 Hodnoty mRNA exprese SLC a ABC transport®rŢ v lidskĨch ledvin§ch. MDR = Multidrug 

Resistance (transport®ry multil®kov® rezistence); MRP = Multidrug Resistance-Associated Protein (protein 

multil®kov® rezistence); BCRP = Breast Cancer Resistance Protein (protein rezistence k rakovinŊ prsu); 

ASBT = Apical Sodium-Dependent Bile Acid Transporter (apik§ln² na sod²ku z§vislĨ transport®r pro 

ģluļov® kyseliny); PEPT = Peptide Transporter (peptidovĨ transport®r); OCT = Organic Cation Transporter 

(transport®r pro organick® kationty); OCTN = Organic Cation Transporter, Novel (transport®r pro 

organick® kationty, novĨ); OAT = Organic Anion Transporter (transport®r pro organick® anionty); URAT 

= Urate Transprter (ur§tovĨ transprot®r); OATP = Organic Anion-Transporting Polypeptide (polypeptidovĨ 

transport®r pro organick® anionty); CNT = Concentrative Nucleoside Transporter (koncentraļn² 

nukleosidovĨ transport®r); ENT = Equilibrative Nucleoside Transporter (ekvilibraļn² nukleosidovĨ 

transport®r) (modifikov§no z Lepist a Ray, 2012). 

3.6.1 Solute carrier (SLC) transport®ry 

SLC transport®ry jsou membr§nov® proteiny, kter® maj² rozhoduj²c² vĨznam pro 

bunŊļnĨ uptake, ale tak® eflux velk®ho mnoģstv² substr§tŢ, jako jsou napŚ. esenci§ln² 

bunŊļn® ģiviny, toxiny a l®ļiva. V souļasn® dobŊ je zn§mo celkem 386 ļlenŢ SLC 

transport®rŢ, kter® se odliġuj² svoj² sekvenc², strukturou a funkc² (Schlessinger et al., 

2013). Tito ļlenov® se dle sv® pŚ²sluġnosti zaŚazuj² do menġ²ch skupin (rodin) SLC 
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transport®rŢ, kterĨch rozezn§v§me celkem 52 (SLC1-SLC52). SLC transport®ry hraj² 

dŢleģitou roli pŚi zajiġtŊn² mnoha bunŊļnĨch funkc². Mohou se tak® pod²let na formov§n² 

l®ļiv regulac² jejich absorpce, distribuce, metabolismu a eliminace (ADME) (Koepsell, 

2013). 

Tvar a fyzik§lnŊ-chemick® vlastnosti vazebn®ho m²sta na SLC transport®ru 

obvykle urļuj², jak§ molekula se na nŊj bude nebo nebude v§zat, a zda j²m bude nebo 

nebude transportov§na pŚes bunŊļnou membr§nu. Interaguj²c² molekuly lze pak rozdŊlit 

na inhibitory, substr§ty a souļasnŊ inhibitory/substr§ty transport®rŢ (Abramson a Wright, 

2009; Karpowich a Wang, 2008, Schlessinger et al., 2013). Substr§ty SLC transport®rŢ 

mohou m²t i velmi odliġn® fyzik§lnŊ-chemick® vlastnosti. Pro Śadu l®ļiv je typick®, ģe 

interaguj² s nŊkolika typy SLC transport®rŢ. NapŚ. l®ļiva pouģ²van§ proti virŢm interaguj² 

s Śadou SLC transport®rŢ, jako jsou polypeptidov® transport®ry pro organick® anionty 

(OATPs), transport®ry pro organick® anionty a kationty (OATs a OCTs) a rovnŊģ 

s ekvilibraļn²mi a koncentraļn²mi nukleosidovĨmi transport®ry (ENTs a CNTs) (Kis et 

al., 2010). Typy SLC transport®rŢ a jejich moģnĨch substr§tŢ je moģn® vyhledat 

v dostupnĨch datab§z²ch, jako je napŚ. Bioparadigms (http://slc.bioparadigms.org/). 

Ledvinn® influxn² transport®ry mohou bĨt zodpovŊdn® nejen za toxicitu l®ļiv 

v ledvin§ch, ale tak® za potenci§ln² interakce typu l®ļivo-l®ļivo, kter® mohou vy¼stit 

v z§vaģn® zmŊny v ledvinnĨch exkreļn²ch paramentrech a ovlivnit farmakokinetiku 

(Endres et al., 2006; M¿ller a Fromm, 2011). 

3.6.1.1 SLC22 

Tato pr§ce se zabĨv§ v nejvŊtġ² m²Śe transport®ry pro organick® ionty (rodina 

SLC22), kter® pŚisp²vaj² k ledvinn® a jatern² exkreci mnoha l®ļiv (Koepsell, 2013). 

Rodina transport®rŢ SLC22 se skl§d§ v souļasn® dobŊ ze 13 popsanĨch lidskĨch 

membr§novĨch proteinŢ, kter® se vġechny vyznaļuj² strukturou 12 Ŭ-helik§ln²ch 

transmembr§novĨch dom®n. Rodina se skl§d§ ze skupiny transport®rŢ pro organick® 

kationty, transport®rŢ pro organick® zwitterionty/kationty (OCTN) a transport®rŢ pro 

organick® anionty. Tyto transport®ry se pod²lej² nejen na ledvinn®m a jatern²m vyluļov§n² 

l§tek, ale i na jejich stŚevn² absorpci a homeostatickĨch funkc²ch v srdci a mozku. Tabulka 

2 shrnuje charakteristick® vlastnosti ļlenŢ rodiny transport®rŢ SLC22 exprimovanĨch 

v ledvin§ch, jejich dominantn² substr§ty, typ transportu, dalġ² tk§Ŕovou distribuci a moģn§ 

postiģen² spojen§ s popisovanĨm typem transport®ru. Tabulka 3 uv§d² transport®ry rodiny 

SLC22 a jejich zn§m® substr§ty ze skupiny endogenn²ch l§tek, l®ļiv a toxinŢ. 

http://slc.bioparadigms.org/
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Tab. 2 Z§kladn² charakteristika transport®rŢ pro organick® kationty/anionty/zwitterionty z rodiny SLC22 

(modifikov§no z Koepsell, 2013). 

Symbol 

lidsk®ho 

genu 

Jm®no 

proteinu 

Dominantn² 

substr§t 

Typ 

transportu 

Tk§Ŕov§ 

distribuce/bunŊļn§ 

exprese 

ZpŢsoben® 

postiģen² 

SLC22A1 OCT1 Organick® 

kationty 

F J§tra, tenk® stŚevo, 

ledviny, pl²ce, 

kostern² svalstvo, 

mozek, tukov§ 

tk§Ŕ, buŔky 

imunitn²ho syst®mu 

Cytotoxicita 

oxaplatiny a 

picoplatiny 

SLC22A2 OCT2 Organick® 

kationty 

F Ledviny 

(bazolater§ln² 

membr§na 

proxim§ln²ch 

tubulŢ), tenk® 

stŚevo, pl²ce, 

placenta, mozek, 

vnitŚn² ucho 

Cytotoxicita 

cisplatiny, 

oxaplatiny a 

picoplatiny 

SLC22A3 OCT3 Organick® 

kationty 

F Srdce, kostern² 

svalstvo, mozek, 

tenk® stŚevo, j§tra, 

pl²ce, ledviny, 

moļovĨ mŊchĨŚ, 

ml®ļn® ģl§zy, 

koģn² c®vy 

Rakovina 

prostaty, 

ischemick§ 

choroba srdeļn², 

obsedantnŊ 

kompulsivn² 

poruchy 

SLC22A4 OCTN1 Zwitterionty

organick® 

kationty 

F nebo 

E/H+ 

Ledviny, stŚevo, 

slezina, srdce, 

kostern² svalstvo, 

mozek, ml®ļn® 

ģl§zy, prostata, 

dĨchac² cesty, 

varlata, oļi, j§tra 

plodu, sperma, 

buŔky imunitn²ho 

syst®mu 

Revmatoidn² 

artritida, 

Crohnova 

nemoc 

SLC22A5 OCTN2 Zwitterionty 

(L-karnitin), 

organick® 

kationty 

C (Na+ a 

L-karnitin) 

F 

(organick® 

kationty) 

Kostern² svalstvo, 

ledviny (apik§ln² 

membr§na 

proxim§ln²ch 

tubulŢ), prostata, 

pl²ce, slinivka, 

srdce, tenk® stŚevo, 

nadledviny, ġt²tn§ 

ģl§za, j§tra, atd. 

Prim§rn² 

syst®mov§ 

karnitinov§ 

nedostateļnost, 

Crohnova 

nemoc 
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SLC22A6 OAT1 Organick® 

anionty 

E 

(organick® 

anionty) 

Ledviny 

(bazolater§ln² 

membr§na 

proxim§ln²ch 

tubulŢ), placenta, 

mozek 

 

SLC22A7 OAT2 Organick® 

anionty 

F nebo E J§tra, ledviny 

(bazolater§ln² 

membr§na 

proxim§ln²ch 

tubulŢ) 

 

SLC22A8 OAT3 Organick® 

anionty 

E/dikarbo

xyl§t 

Ledviny 

(bazolater§ln² 

membr§na 

proxim§ln²ch 

tubulŢ), mozek, 

kostern² svalstvo, 

kost 

 

SLC22A1

1 

OAT4 Organick® 

anionty 

F nebo E Ledviny (lumin§ln² 

membr§na 

proxim§ln²ch 

tubulŢ), placenta 

Sn²ģen§ 

plazmatick§ 

hladina kyseliny 

moļov® 

SLC22A1

2 

URAT1 Ur§t, 

organick® 

anionty 

E/organick

® anionty 

Ledviny Ren§ln² 

hypourik®mie, 

dna 

SLC22A1

3 

OAT10 Ur§t, 

organick® 

anionty 

E/anionty Ledviny, tlust® 

stŚevo, tenk® 

stŚevo, mozek, 

srdce 

Cyklosporinem 

A indukovan§ 

hyperurik®mie 

SLC22A1

4 

OCTL2 Neurļeno O Ledviny, tlust® 

stŚevo, tenk® stŚevo 

 

SLC22A1

5 

FLIPT1 Neurļeno O Ledviny, mozek, 

j§tra, kostern² 

svalstvo, srdce, 

placenta, pl²ce, 

slezina 

 

SLC22A1

6 

OCT6 L-karnitin, 

nenabit® 

slouļeniny 

F Varlata, kostn² 

dŚeŔ, leukocyty, 

ledviny 

Bipol§rn² 

porucha 

SLC22A1

8 

 PravdŊpodo

bnŊ 

organick® 

anionty 

 Ledviny (apik§ln² 

membr§na 

proxim§ln²ch 

tubulŢ) 

 

F - facilitovanĨ transport, E ï exchange (vĨmŊna), O ï orphan transport, C ï kotransport 
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Tab. 3 VĨznamn® substr§ty transport®rŢ rodiny SLC22a (modifikov§no z Koepsell, 2013). 

Transport®r Substr§ty, endogenn² 

slouļeniny a doplŔky 

stravy 

L®ļiva Toxiny 

OCT1  

SLC22A1 

Putrescin, cyklo(His-Pro), 

salsolinol, agmatin 

Metformin, lamuvidin, 

acyclovir, ganciclovir, 

pentamidin, furamidin, 

berberin, oxaliplatin, 

picoplatin, 

cisdiammin(pyridin)chloro 

platina(II), irinotecan, 

paclitacel 

Aflatoxin B1, 

ethidium bromid 

OCT2  

SLC22A2 

Acetylcholin, dopamin, 

adrenalin, noradrenalin, 

serotonin, histamin, 

putrescin, cholin, 

cyklo(His-Pro), salsolinol, 

agmatin 

Memantin, amantadin, 

oxaliplatina, picoplatina, 

cisplatina, ifosfamid, 

cimetidin, famotidin, 

ranitidin, zalcitabin, 

lamuvidin, amilorid, 

metformin, berberin 

Aflatoxin B1, 

paraqu§t, 

ethidium bromid 

OCT3  

SLC22A3 

Adrenalin, noradrenalin, 

histamin, agmatin, 

cyklo(His-Pro), salsolinol 

Lidocain, chinidin, 

metformin, etilefrin, 

oxaliplatina, lamuvidin 

 

OCTN1  

SLC22A4 

Acetylcholin, 

ergothionein, glycinbetain, 

L-karnitin 

Chinidin, pyrilamin, 

verapamil, ipratropium, 

tiotropium, mitoxantron, 

doxorubicin, stachydrin, 

betonicin, gabapentin 

 

OCTN2  

SLC22A5 
L-karnitin, cholin 

Mildron§t, cefaloridin, 

emetin, pyrilamin, 

verapamil, spironolakton, 

oxaliplatina, ipratropium, 

tiotropium 

 

OAT1  

SLC22A6 

Mastn® kyseliny se 

stŚedn²m ŚetŊzcem, -

ketoglutar§t, citrullin, 

cAMP, cGMP, 

prostaglandin E2, 

prostaglandin F2, ur§t, 

vanilmandlov§ kyselina, 

sulfatovan® konjug§ty 

flavonoidŢ, 

hydroxyskoŚicov® kyseliny 

Tetracyklin, acyklovir, 

adefovir, cidofovir, 

ganciclovir, tenofovir, 

zidovudin, cimetidin, 

ranitidin, bumetanid, 

furosemid, ibuprofen, 

indometacin, ketoprofen 

Perfluoro 

oktanov§ 

kyselina, 8- 

methoxy-6-

nitrofenanthro 

[3,4-d]-1,3-

dioxolo-5-

karboxylov§ 

kyselina 

OAT2  

SLC22A7 

Glutam§t, glutar§t, ur§t, 

L-askorb§t, kyselina 

orotov§, trigonellin, 

hypoxanthin, GMP, GDP, 

GTP, cGMP, cAMP, 

prostaglandin E2, 

prostaglandin F2, 

Salicyl§t, bumetanid, 

erythromycin, tetracyklin, 

zidovudin, ranidin, 

5-fluorouracil, paclitaxel, 

alopurinol, methotrex§t, 

taxol 

Aflatoxin B1 
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estron-3-sulf§t, 

dehydroepiandrosteron 

sulf§t, Ŭ-ketoglutar§t 

OAT3  

SLC22A8 

cAMP, kortisol, 

prostaglandin E2, 

prostaglandin F2a, 

dehydroepiandrosteron 

sulf§t, estron sulf§t, 

estradiol-17b-glukuronid, 

taurochol§t, chol§t, ur§t, 

indoxyl sulf§t, 

glukuronidovan® 

konjug§ty flavonoidŢ, 

vanilmandlov§ kyselina, 

konjug§ty kyseliny 

hydroxyskoŚicov® 

Benzylpenicillin, 

tetracyclin, valacyclovir, 

zidovudine, adefovir, 

cidofovir, tenofovir, 

aktivovanĨ oseltamivir, 

cimetidin, famotidin, 

ranitidin, fexofenadin, 

bumetanid, furosemid, 

torasemid, indometacin, 

salicyl§t, ketoprofen, 

ibuprofen, pravastatin, 

rosuvastatin, methotrex§t, 

topotecan, quinapril§t, 

sitagliptin, edaravon sulf§t 

Ochratoxin A, 

perfluoro 

oktanov§ 

kyselina, 

aflatoxin B1, 

8-methoxy-6-

nitro-

fenanthro[3,4-

d]-1,3-dioxolo-

5-karboxylov§ 

kyselina 

OAT4  

SLC22A11 

Estron-3-sulf§t, ur§t, 

prostaglandin E2, 

prostaglandin F2, 

dehydroepiandrosteron 

sulf§t, sulf§t kyseliny 

hydroxyskoŚicov® 

Torasemid 
Aflatoxin B, 

ochratoxin A 

URAT1  

SLC22A12 
Ur§t, L-lakt§t, nikotin§t 

Pyrazinkarboxylov§ 

kyselina 
 

OAT10  

SLC22A13 

Nikotin§t, L-lakt§t, ur§t, 

sukcin§t, glutathion 
Cyklosporin A, pyrazino§t  

OCT6  

SLC22A16 
L-karnitin, spermidin Doxorubicin, bleomycin A5  

a V minulosti byla identifikov§na Śada l§tek jako inhibitory SLC22 transport®rŢ, ovġem jejich substr§tov§ 

specifita nebyla zkoum§na. 

 

Nejv²ce exprimovanĨmi transport®ry typu OAT a OCT v lidskĨch proxim§ln²ch 

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

pŚ²tomnost v ledvin§ch jim v t®to pr§ci byla vŊnov§na nejvŊtġ² pozornost. DetailnŊjġ² 

charakteristika tŊchto transport®rŢ je uvedena v n§sleduj²c²m textu. 

Transport®ry pro organick® anionty (OATs) 

OATs hraj² dŢleģitou ¼lohu v ledvinn® eliminaci l®ļiv a maj² vliv na jejich 

farmakokinetick® vlastnosti. OATs se pod²lej² na transportu organickĨch aniontŢ z krve 

do moļi (Xu, 2005). OATs se Śad² k tzv. polyspecifickĨm transport®rŢm. Vykazuj² 

ġirokou substr§tovou specifitu a interaguj² s velkĨm mnoģstv²m n²zkomolekul§rn²ch l§tek 

(do 400-500 Da) amfifiln²ch organickĨch aniontŢ rŢznĨch chemickĨch struktur. OATs 



21 
 

interaguj² tak® s hydrofobn²mi l§tkami, nenabitĨmi molekulami a dokonce i s nŊkterĨmi 

organickĨmi kationty (Ahn et al. 2009; Burckhardt a Wolff, 2000; Pritchard a Miller, 

1993; Sweet a Pritchard, 1999; Ullrich, 1997; Van Aubel et al., 2000). TypickĨm 

substr§tem je napŚ. kyselina p-aminohippurov§ (PAH) (Rizwan a Burckhardt, 2007; 

Sekine et al., 2006). Tabulka 3 mimo jin® uv§d² nŊkter§ ļasto pouģ²van§ l®ļiva, u kterĨch 

lze oļek§vat interakce s OAT. Vzhledem k lokalizaci v epiteli§ln²ch buŔk§ch mnoha 

org§nŢ (tabulka 2) mohou OAT hr§t vĨznamnou roli v absorpci, distribuci a eliminaci 

klinicky vĨznamnĨch l®ļiv (Eraly et al., 2004; Shugarts a Benet, 2009; Sweet et al., 

2001). 

VŊtġina OAT pracuje na principu aniontovĨch vĨmŊn²kŢ (exchangers). PŚ²jem 

organick®ho aniontu do buŔky je doprov§zen vĨdejem jin®ho organick®ho aniontu 

z buŔky ven. K tomuto dŊji doch§z² pŚedevġ²m d²ky vĨmŊnŊ za intracelul§rn² 

Ŭ-ketoglutar§t s vyuģit²m energie z jeho intracelul§rn²ho > extracelul§rn²ho gradientu, 

kter§ poh§n² uptake OAT substr§tŢ (obr. 3) (Giacomini a Sugiyama, 2011). 

řada potenci§lnŊ nefrotoxickĨch l§tek ze skupiny antimikrobi§ln²ch l®ļiv je do 

ledvin dopravov§na pomoc² OATs. Akumulace toxickĨch l§tek v nefronu 

prostŚednictv²m OAT pak mŢģe bĨt poļ§teļn²m impulzem pro rozvoj akutn²ho ren§ln²ho 

poġkozen² (Cihlar et al., 1999; Jariyawat et al., 1999; Jung et al., 2002; Khamdang et al., 

2003; Tsuda et al., 1999). OATs mohou bĨt tak® m²stem potenci§ln²ch interakc² typu 

l®ļivo-l®ļivo d²ky kompetici dvou nebo v²ce l§tek o stejnĨ transport®r (Rizwan 

a Burckhardt, 2007). DŢleģitĨm pŚ²kladem klinick®ho vyuģit² t®to kompetice je 

napŚ. preventivn² strategie pro sn²ģen² akumulace tenofoviru v proxim§ln²ch tubulech 

souļasnĨm pod§n²m probenecidu, kterĨ je zn§mĨm inhibitorem transport®rŢ pro 

organick® anionty (Hall, 2013). 

Transport®r OAT1 

Transport®r OAT1 spolu s transport®rem OAT3 patŚ² k nejv²ce exprimovanĨm 

transport®rŢm na bazolater§ln² membr§nŊ epiteli§ln²ch bunŊk ledvinnĨch tubulŢ (Bleasby 

et al., 2006; Lu et al., 1999). OAT1 zajiġŠuje spolu s OAT3 prvn² krok tubul§rn² sekrece 

organickĨch aniontŢ, tj. pŚechod organickĨch aniontŢ z krve pŚes bazolater§ln² membr§nu 

bunŊk proxim§ln²ho tubulu (Rizwan a Burckhardt, 2007; Wright a Dantzler, 2004). OAT1 

interaguje s velkĨm mnoģstv²m endogenn²ch i exogenn²ch organickĨch aniontŢ. 

Z exogenn²ch organickĨch aniontŢ jsou to napŚ. nŊkter§ l®ļiva ze skupiny 
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antihypertenziv, statinŢ, antibiotik, antagonistŢ histaminov®ho receptoru 2, nesteroidn²ch 

antiflogistik a mnoho dalġ²ch l§tek (Riedmaier et al., 2012). DetailnŊjġ² seznam l§tek 

interaguj²c²ch s OAT1 je uveden v tabulce 3. OAT1 akceptuje i hydrofiln² l§tky s relativnŊ 

n²zkou molekulovou hmotnost², kter® nemaj² negativn² n§boj, jako jsou napŚ. antivirotika 

typu acyklickĨch nukleosidovĨch analogŢ (Maeda a Sugiyama, 2013; Mand²kov§ et al., 

2013). Substr§ty ļi inhibitory OAT1 endogenn²ho pŢvodu jsou napŚ. hormon 

dehydroepiandrosteron sulf§t (Hasegawa, 2003), purinov® metabolity xantin 

a hypoxantin (Sugawara et al., 2005), ļi metabolity neurotransmiterŢ noradrenalinu, 

dopaminu a serotoninu (Bahn et al., 2005). 

BunŊļn® experimenty in vitro uk§zaly, ģe exprese hOAT1 je spojena 

s cytotoxickĨm pŢsoben²m adefoviru a cidofoviru (Ho et al., 2000). V podobn®m modelu 

byl testov§n efekt z§mŊrnŊ vytvoŚen® l®kov® interakce na hOAT1 mezi adefovirem 

a nesteroidn²mi antiflogistiky. Tento experiment demonstroval, ģe souļasn® pod§n² tŊchto 

l®ļiv vede ke sn²ģen² cytotoxick®ho ¼ļinku adefoviru v buŔk§ch exprimuj²c²ch OAT1, 

coģ potvrdilo dŢleģitost zkouman®ho transport®ru pro toxick® ¼ļinky adefoviru (Mulato 

et al., 2000). 

Transport®ry pro organick® kationty (OCTs) 

OCTs jsou exprimov§ny na bazolater§ln² membr§nŊ bunŊk proxim§ln²ho tubulu 

ledvin (Karbach et al., 2000; Motohashi et al., 2002). Pod²l² se na ledvinn® exkreci ġirok® 

ġk§ly organickĨch kationtŢ endogenn²ho pŢvodu (hormony, neurotransmitery, kreatinin, 

aj.) i exogenn²ch molekul (antivirotika, antidiabetika, cytostatika, a dalġ²) (Jung et al., 

2008; Koepsell et al., 2007; Zhang et al., 2006). PŚehled zn§mĨch substr§tŢ OCTs uv§d² 

tabulka 3. OCTs usnadŔuj² vstup l§tek do buŔky facilitovanou difuz². Hnac² silou urļuj²c² 

smŊr transportu je elektrochemickĨ gradient transportovanĨch organickĨch kationtŢ. 

N§slednĨ pŚestup organickĨch kationtŢ pŚes apik§ln² membr§nu do moļi je stimulov§n 

d²ky opaļn®mu protonov®mu gradientu (obr. 3). Substr§ty OCT jsou strukturnŊ odliġn® 

organick® kationty hydrofiln²ho charakteru s relativnŊ malou molekulovou hmotnost² (do 

400 Da) (Klaassen a Aleksunes, 2010). Tetraethylammonium (TEA) 

a 1-methyl- 4-fenylpyridinium (MPP+) se pouģ²vaj² jako prototypick® substr§ty OCTs 

(Jonker a Schinkel, 2004). 
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Transport®r OCT2 

OCT2 je povaģov§n pŚedevġ²m za ledvinnĨ transport®r, kterĨ je pŚev§ģnŊ 

lokalizov§n v bazolater§ln² membr§nŊ bunŊk proxim§ln²ch tubulŢ (Gorboulev et al., 

1997). OCT2 interaguje s Śadou kationickĨch l§tek jako jsou napŚ. cimetidin, nikotin, 

chinin a chinidin, cisplatina (Koepsell, 2004; Filipski et al., 2008). OCT2 preferuje pŚi 

transportu mal® hydrofiln² substr§ty, zat²mco OCT1 d§v§ pŚednost vŊtġ²m 

a hydrofobnŊjġ²m l§tk§m (Cano-Soldado a Pastor-Anglada, 2011; Dresser et al., 2002). 

Substr§ty OCT2 jsou nŊkter§ antiretrovirotika (lamivudin, zalcitabin), kter§ nesou pŚi 

fyziologick®m pH kladnĨ n§boj (Jung et al., 2008; Taubert et al., 2007). OCT2 se mŢģe 

pod²let tak® na nŊkterĨch l®kovĨch interakc²ch (M¿ller a Fromm, 2011). NŊkter® 

inhibitory prote§zy (napŚ. nelfinavir, ritonavir, saquinavir a indinavir) v in vitro 

podm²nk§ch silnŊ inhibovaly uptake lamivudinu prostŚednictv²m OCT1 a OCT2 (Zhang 

et al., 2000). Inhibiļn² vliv na OCT2 m§ antivirotikum pouģ²van® proti hepatitidŊ C 

telaprevir. NovŊjġ² doporuļen² uv§dŊj², ģe souļasn® pod§v§n² l®ļiv, kter® jsou substr§ty 

tohoto transport®ru, by mŊlo bĨt monitorov§no (Kunze et al., 2012). Dalġ²m inhibitorem 

OCT2 je napŚ. novŊjġ² antiretrovirotikum dolutegravir (Reese et al., 2013). Na druhou 

stranu, vhodn® inhibitory OCT2 jsou doporuļov§ny k dalġ²mu klinick®mu vĨzkumu jako 

specifick® modifik§tory nefrotoxicity zpŢsoben® cisplatinou (Sprowl et al., 2013). 

3.6.1.2 SLC28 a SLC29 

LidskĨ genom obsahuje tŚi geny rodiny SLC28 (SLC28A1, SLC28A2 

a SLC28A3), kter® k·duj² tŚi koncentraļn² nukleosidov® transport®rov® proteiny 

(CNT1-3) a ļtyŚi geny rodiny SLC29 (SLC29A1, SLC29A2, SLC29A3 a SLC29A4), 

kter® k·duj² ļtyŚi ekvilibraļn² nukleosidov® transport®rov® proteiny (ENT1-4). ObŊ tyto 

rodiny transport®rŢ hraj² dŢleģitou roli pŚi ledvinn® sekreci a reabsorpci endogenn²ch 

nukleosidŢ a nukleosidovĨch l®ļiv (Mangravite et al., 2003; Young et al., 2013). NTs 

jsou v tŊle ġiroce distribuov§ny. KromŊ ledvinn® tk§nŊ se NTs mohou nach§zet napŚ. ve 

stŚevŊ, hematoencefallick® bari®Śe, placentŊ a v j§trech (Gray et al., 2004; Chang et al., 

2004). Mimo jinĨch l§tek NTs transportuj² i Śadu antivirotik, napŚ. ribavirin (Jarvis et al., 

1998) a nŊkter® nukleosidov® inhibitory reverzn² transkript§zy (Kis et al., 2010). 

Z hlediska ledvinn®ho transportu lze pokl§dat za nejdŢleģitŊjġ² koncentraļn² 

nukleosidov® transport®ry typu 2 a 3. Z tohoto dŢvodu je v dalġ²m textu pŚipojena 

podrobnŊjġ² charakteristika tŊchto transport®rŢ. Pro ¼plnost informac² tĨkaj²c²ch se 
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nukleosidovĨch transport®rŢ jsou t®ģ uvedeny z§kladn² informace o ekvilibraļn²ch 

transport®rech. 

Koncentraļn² nukleosidov® transport®ry (CNTs) 

CNTs pŚedstavuj² membr§nov® pumpy, kterĨmi se nukleosidy dost§vaj² do buŔky 

(Ritzel et al., 1997, 1998, 2001). CNTs pracuj² na principu kotransportu s Na+ (Elwi et 

al., 2006; Mangravite et al., 2003). V ledvinnĨch buŔk§ch CNTs vz§jemnŊ spolupracuj², 

aby zprostŚedkovaly transmembr§novĨ pŚechod relevantn²ch nukleosidŢ a jejich analogŢ. 

Vġechny tŚi typy CNTs transportuj² uridin, avġak v rŢzn® m²Śe akceptuj² i dalġ² substr§ty. 

Zat²mco CNT1 vykazuje selektivitu pro pyrimidinov® nukleosidy (v menġ² m²Śe 

transportuje adenosin), CNT2 preferuje purinov® nukleosidy a CNT3 je schopen 

transportovat jak purinov®, tak i pyrimidinov® nukleosidy. V ledvinn® tk§ni se CNTs 

vyskytuj² na apik§ln² membr§nŊ bunŊk proxim§ln²ch tubulŢ a pod²lej² se na reabsorpci 

l§tek z moļi do buŔky (Klaassen a Aleksunes, 2010; Mangravite et al., 2003). 

CNT3 se m²rnŊ odliġuje od CNT1 a CNT2 ve dvou rysech. Za prv®, pomŊr 

transportovan®ho Na+ : nukleosidu pro CNT3 je 2 : 1, zat²mco pro ostatn² dva CNTs je 

tento pomŊr 1 : 1. Za fyziologickĨch podm²nek dok§ģe CNT3 koncentrovat nukleosidy 

v buŔce pŚibliģnŊ 10 kr§t intenzivnŊji neģ CNT1 a CNT2. Transport nukleosidŢ nebo 

nukleosidovĨch analogŢ prostŚednictv²m CNT3 proto mŢģe hr§t dŢleģitou ¼lohu 

i v ledvinn® tk§ni, pŚestoģe je zde exprese tohoto transport®ru relativnŊ n²zk§. Za druh®, 

CNT3 pŚedstavuje m§lo selektivn² transport®r pro nukleosidov® substr§ty purinov®ho 

a pyrimidinov®ho typu. Interaguje s vŊtġ²m mnoģstv²m terapeuticky uģ²vanĨch 

nukleosidovĨch analogŢ a d²ky tomu mŢģe hr§t dŢleģitou roli v absorpci, distribuci 

a eliminaci tŊchto l®ļiv (Ritzel et al., 2001). 

CNT2 zprostŚedkov§v§ uptake antivirovĨch purinovĨch deriv§tŢ, jako jsou 

kladribin, fludarabine a klofarabin (Cano-Soldado a Pastor-Anglada, 2011; King et al., 

2006; Lang et al., 2001). CNT2 je chopen transportovat 5-fluorouridin 

a 5-fluoro-2Ë-deoxyuridin (King et al., 2006; Lang et al., 2001). GuanosinovĨ analog 

ribavirin je zn§mĨm substr§tem nejen CNT2, ale i CNT3 (Yamamoto et al., 2007). 

V in vivo podm²nk§ch byl tak® dok§z§n transport zidovudinu a lamivudinu pomoc² CNT1 

(Cano-Soldado et al., 2004; Lostao et al., 2000; Ritzel et al., 1997) a didanosinu 

prostŚednictv²m CNT2 (Ritzel et al., 1998), zat²mco afinita zidovudinu a didanosinu 

k CNT3 byla relativnŊ n²zk§ (Ritzel et al., 2001). 
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Ekvilibraļn² nukleosidov® transport®ry (ENTs) 

Ekvilibraļn² nukleosidov® transport®ry zprostŚedkov§vaj² usnadnŊnou difuzi 

ġirok®ho spektra nukleosidŢ, ke kterĨm maj² ovġem relativnŊ niģġ² afinitu neģ CNTs. 

ENTs bĨvaj² klasifikov§ny jako n²zkoafinitn² a na sod²ku nez§visl® transport®ry. ENT 

pracuj² jako influxn² transport®ry, ale mohou zajiġŠovat i transport adekv§tn²ch substr§tŢ 

z buŔky ven (Baldwin et al., 2004; Young et al., 2008). ENT1 a ENT2 jsou v lidsk® tk§ni 

ġiroce distribuov§ny. V ledvin§ch se ENTs pŚev§ģnŊ vyskytuj² na basolater§ln² membr§nŊ 

epiteli§ln²ch bunŊk a ¼ļastn² se reabsorpce nukleosidŢ zpŊt do krve (Lai et al., 2002; 

Mangravite et al., 2003). ENT1 se ovġem vyskytuje i na apik§ln² membr§nŊ proxim§ln²ch 

tubulŢ a Henleovy kliļky (Damaraju et al., 2007). ENT1 je exprimov§n tak® 

v mitochondri²ch, kde se mŢģe pod²let na bunŊļn® toxicitŊ antivirotik (Govindarajan et 

al., 2009; Lai et al., 2004). 

ENT1-3 transportruj² purinov® a pyrimidinov® nukleosidy. NukleosidovĨ 

transport zprostŚedkovanĨ ENT1 a ENT2 je farmakologicky inhibov§n 

nitrobenzylthioinosinem (NBTI) a koron§rn²mi vazodilatancii (dipyridamolem nebo 

dilazepem) (Osses et al., 1996). Zn§mĨm substr§ten ENT1 je ribavirin (Endres et al., 

2009). K substr§tŢm ENT2 patŚ² napŚ. zidovudin, didanosin a zalcitabin, didanosin 

a zalcitabin rovnŊģ substr§ty ENT1 (Yao et al., 2001). 

3.6.2 ATP-binding casette (ABC) transport®ry 

ABC transport®ry jsou membr§nov® proteiny schopn® aktivn²m procesem 

pŚen§ġet substr§ty pŚes membr§ny proti koncentraļn²mu sp§du. VŊtġina ABC proteinŢ 

vyuģ²v§ energii z hydrolĨzy ATP na ADP. DŢleģit§ farmakologick§ funkce tŊchto 

transport®rŢ je export xenobiotik smŊrem ven z bunŊk tk§n². S touto jejich vlastnost² mŢģe 

bĨt spojena rezistence k nŊkterĨm l®ļivŢm (Giacomini a Sugiyama, 2011; Weiss 

a Haefeli, 2010). Je zn§mo nejm®nŊ 49 genŢ pro ABC proteiny, kter® mohou bĨt 

rozdŊleny do sedmi podtŚ²d nebo rodin (ABCA aģ ABCG) (Borst a Elferink, 2002). 

Rodina ABC zahrnuje efluxn² transport®ry jako P-glykoprotein (produkt genu 

MDR1/ABCB1), proteiny multil®kov® rezistence (MRPs) a protein rezistence k rakovinŊ 

prsu (BCRP, produkt genu ABCG2) (Ho et al., 2005; Weiss a Haefeli, 2010). 

ABC proteiny jsou pŚ²tomny v cytoplazmatick® (vnitŚn²) membr§nŊ bakteri² 

a v plazmatick® membr§nŊ a membr§n§ch organel eukaryotickĨch organismŢ (Dean et 

al., 2001; Kis et al., 2010; Sheps et al., 2004). ABC proteiny v jejich funkļn² formŊ 
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obsahuj² minim§lnŊ 4 z§kladn² dom®ny: 2 dom®ny v§zan® na membr§nu, kter® zajiġŠuj² 

prŢnik transportovanĨch substr§tŢ, a 2 vazebn® dom®ny pro nukleotidy, kter® hydrolyzuj² 

ATP. Prokaryotick® ABC proteiny mohou l§tky transportovat dovnitŚ buŔky i ven, 

zat²mco eukaryotick® ABC proteiny pracuj² jako export®ry (Sharom, 2008). ABC 

transport®ry jsou lokalizov§ny ve velk®m mnoģstv² epiteli§ln²ch a endoteli§ln²ch bunŊk, 

kde se ¼ļastn² absorpļn²ch, distribuļn²ch a exkreļn²ch procesŢ. Tyto pŚenaġeļe jsou 

exprimov§ny napŚ. v ledvin§ch, j§trech, hematoencefalick® bari®Śe ļi placentŊ, kde 

mohou ovlivŔovat farmakokinetiku pŚ²sluġnĨch substr§tŢ (Schinkel a Jonker, 2003). 

Nejv²ce zastoupenĨmi ABC transport®ry v ledvin§ch jsou P-glykoprotein, MRP2 

a MRP4. Jsou lokalizov§ny v apik§ln² membr§nŊ a hraj² dŢleģitou roli pŚi exkreci 

relevantn²ch substr§Ţ do moļi (Lepist a Ray, 2012). Experiment§ln² studie uk§zaly, ģe 

ABC transport®ry P-glykoprotein a BCRP se pod²lej² na efluxu xenobiotik 

v proxim§ln²ch tubulech (Masereeuw a Russel, 2012; Schinkel a Jonker, 2003). 

ABC proteiny jsou schopny transportovat cukry, aminokyseliny, toxiny, lipidy, 

steroly, antimikrobi§ln² l§tky, ģluļov® kyseliny, peptidy, nukleotidy, endogenn² 

metabolity a ionty. D²ky velk®mu mnoģstv² substr§tŢ/inhibitorŢ ABC transport®rŢ lze 

v klinick® praxi oļek§vat ļetn® interakce typu l®ļivo-l®ļivo. 

NejvĨznamnŊjġ²mi transport®ry z rodiny ABC transport®rŢ, kter® se mohou 

uplatnit v organismu, jsou P-glykoprotein a BCRP. Z tohoto dŢvodu je v n§sleduj²c²m 

textu uvedena jejich detailnŊjġ² charakteristika. 

P-glykoprotein 

P-glykoprotein (P-gp) patŚ² mezi nejvĨznamnŊjġ² transport®ry rodiny ABC. 

Funguje jako transmembr§nov§ efluxn² pumpa, kter§ transportuje substr§ty 

z intracelul§rn²ho prostoru ven z buŔky. Exprese P-gp byla nejdŚ²ve pops§na 

u n§dorovĨch bunŊk, u kterĨch tento transport®r zpŢsoboval rezistenci k protin§dorov® 

terapii (Juliano a Ling; 1976). P-gp se nach§z² i v nen§dorov® tk§ni (napŚ. ve stŚevech, 

j§trech, ledvin§ch, plic²ch, placentŊ), kde pŢsob² ochrannĨm mechanismem proti 

potenci§lnŊ toxickĨm l§tk§m (Cordon-Cardo et al., 1990; Tiebaut et al., 1987). P-gp 

exprimovanĨ na apik§ln² membr§nŊ proxim§ln²ch tubulŢ ledvin zprostŚedkov§v§ pŚenos 

jeho substr§tŢ do moļi (Fromm, 2004). 

Substr§ty P-gp maj² vŊtġinou hydrofobn² charakter a plan§rn² strukturu 

s pozivin²m nebo neutr§ln²m n§bojem (Ambudkar et al., 1999). Substr§ty P-gp mŢģeme 
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nal®zt v ŚadŊ farmakoterapeutickĨch skupin vļetnŊ cytostatik (doxorubicin, topotecan), 

analgetik (morfin), antihistaminik (fexofenadin), imunosupresiv (cyklosporin A), 

antiarytmik (chinidin), fluorescenļn²ch l§tek (rhodamin 123, Hoechst 33342), blok§torŢ 

kalciov®ho kan§lu (verapamil), steroidŢ (kortikosteron), antihypertenziv (propranolol) 

a dalġ²ch (Sharom, 2008). P-gp se stal pŚedmŊtem vĨzkumu v oblasti HIV, protoģe se 

uk§zalo, ģe jeho substr§ty je Śada antiretrovirotik, jako jsou napŚ. ritonavir, saquinavir, 

nelfinavir, abacavir a raltegravir (Hashiguchi et al., 2013; Choo et al., 2000; Kim et al., 

1998; Shaik et al., 2007; Srinivas et al., 1998). Substr§ty P-gp jsou i nŊkter§ antibiotika 

ze skupiny ɓ-laktamŢ, fluorochinolonŢ a makrolidŢ (Haritova, 2008). KromŊ jinĨch 

inhibiļnŊ pŢsob²c²ch l®ļiv mohou ¼ļinnŊ inhibovat P-gp i nŊkter® inhibitory HIV 

prote§zy (Storch et al., 2007). Dlouhodob® pod§v§n² l®ļiv z t®to skupiny (lopinaviru nebo 

ritonaviru) naopak indukuje expresi P-gp (Huang et al., 2001; Vishnuvardhan et al., 

2003). Kardioaktivn² glykosid digoxin je eliminov§n ledvinami a je tak® substr§tem P-gp. 

PŚ²kladem interakce l®ļivo-l®ļivo mŢģe bĨt inhibice ren§ln² clearance digoxinu, kter§ je 

pŚisuzov§na souļasn®mu pod§n² ritonaviru d²ky inhibici efluxn²ho P-gp. Terapeutick® 

d§vky antiretrovirotika ritonaviru tedy mohou vĨraznŊ ovlivnit farmakokinetiku substr§tŢ 

P-gp (Ding et al., 2004; M¿ller a Fromm, 2011). 

Transport®r BCRP 

Transport®r BCRP byl poprv® objeven u multirezistentn² bunŊļn® linie rakoviny 

prsu (Doyle et al., 1998). Tento transport®r aktivn²m efluxn²m procesem dopravuje sv® 

substr§ty pŚes bunŊļnou membr§nu. PodobnŊ jako P-gp je BCRP exprimov§n v rŢznĨch 

tk§n²ch, kter® maj² bari®rovou funkci, jako jsou napŚ. stŚeva, j§tra, mozek a placenta 

(Schinkel a Jonker, 2003). V ledvin§ch je BCRP lokalizov§n v apik§ln² membr§nŊ 

proxim§ln²ch tubulŢ (Huls et al., 2008) a mŢģe tak bĨt potenci§ln²m transport®rem 

v procesu ledvinn® tubul§rn² sekrece l®ļiv. 

BCRP transportuje funkļnŊ a strukturnŊ odliġn® substr§ty, kter® mohou m²t jak 

pozitivn², tak negativn² n§boj (Ishikawa et al., 2005; Ġtaud a P§vek, 2005). BCRP 

transportuje jak hydrofobn² l§tky (napŚ. mitoxantron), tak hydrofiln² konjugovan® 

organick® anionty, zejm®na sulfatovan® konjug§ty. BCRP a P-gp mohou vz§jemnŊ 

spolupracovat a synergickĨm efektem zabr§nit prŢniku jejich substr§tŢ pŚes dŢleģit® 

biologick® bari®ry (Polli et al., 2009). 
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PŚ²kladem substr§tŢ BCRP jsou chemoterapeutika (mitoxantron, topotecan), 

antivirotika (abacavir, zidovudin, lamivudin), fluorescenļn² l§tky (rhodamin 123, 

Hoechst 33342), konjugovan® anionty (estron-3-sulf§t), flavonoidy (genistein), fol§ty 

(kyselina listov§), ribovlavin (vitamin B12) a porfyriny (hem) (Chen et al., 2003; 

Krishnamurthy et al., 2004; Mao a Unadkat, 2005; Pan et al., 2007; van Herwaarden et 

al., 2007). Inhibitory HIV prote§zy ritonavir, saquinavir a nelfinavir nejsou substr§ty, ale 

jsou efektivn²mi inhibitory BCRP (Gupta et al., 2004). BCRP tak mŢģe hr§t dŢleģitou 

¼lohu pŚi interakc²ch typu l®ļivo-l®ļivo v situac²ch, kdy je pacientovi napŚ. pod§n nŊkterĨ 

z inhibitorŢ HIV prote§zy souļasnŊ se substr§tem BCRP. 

3.7 Charakteristika zkoumanĨch antimikrobi§ln²ch l§tek 

Antimikrobi§ln² l§tky jsou defnov§ny jako l§tky pŢsob²c² proti mikroorganismŢm, 

tj. proti bakteri²m, virŢm, houb§m a parazitŢm. Antimikrobi§ln² l§tky zahrnuj² 

antibiotika, chemoterapeutika, virostatika (antivirotika), antimykotika aj. (Vokurka et al., 

2007). Antimikrobi§ln² l§tky jsou v klinick® praxi jedny z nejļastŊji uģ²vanĨch l®ļiv 

a jejich pod§v§n² patŚ² k opatŚen²m zabraŔuj²c²cm mnohdy fat§ln²m n§sledkŢm. V t®to 

skupinŊ se vyskytuje pomŊrnŊ znaļnĨ poļet l§tek, kter® jsou z organismu eliminov§ny 

ledvinami (Leekha et al., 2011). V dŢsledku vysok® expozice po pod§n² takovĨch l®ļiv 

mŢģe doj²t k rozvoji toxick®ho poġkozen² ledvinn® tk§nŊ s pŚ²sluġnĨm dopadem na funkci 

ledvin. Transportn² mechanismy pŚestupu mnohĨch antimikrobi§lnŊ ¼ļinnĨch l§tek pŚes 

biologick® membr§ny v ledvin§ch nejsou zat²m dostateļnŊ pops§ny a vysvŊtleny. 

Z²sk§v§n² dalġ²ch znalost² v t®to oblasti farmakologie by mohlo pŚispŊt k bezpeļnŊjġ²mu 

a racion§ln²mu pouģ²v§n² antimikrobi§ln²ch l®ļiv. Z uvedenĨch dŢvodŢ byly do 

vĨzkumn® pr§ce zahrnuty n§sleduj²c² skupiny l§tek a jednotliv§ l®ļiva ze skupiny 

antimikrobi§ln²ch l§tek. Struļn§ charakteristika jednotlivĨch studovanĨch l§tek je 

uvedena v dalġ²m textu. 

3.7.1 Antivirotika 

V posledn² dobŊ se znaļnŊ zvyġuje popt§vka po novĨch antivirovĨch l®ļivech 

a strategi²ch. K faktorŢm, kter® pŚisp²vaj² ke zvyġuj²c² se popt§vce, mŢģe bĨt Śazen st§le 

rostouc² vĨskyt chronickĨch virovĨch infekc² typu HIV, hepatitidy B a C a n§stup virŢ, 

jako jsou napŚ. coronaviry zpŢsobuj²c² SARS (tŊģkĨ akutn² respiraļn² syndrom) 

(De Clercq, 2004). Zat²mco u HIV a viru hepatitidy C (HCV) je terapie zaloģena na 
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kombinaci v²ce l®ļiv, u ostatn²ch virŢ, jako jsou herpes simplex virus (HSV), 

cytomegalovirus (CMV), varicella-zoster virus (VZV), virus neġtovic, virus chŚipky, 

virus hepatitidy B (HBV) a filovirus, spoļ²vaj² aktu§ln² strategie v pouģit² monoterapie 

jednotlivĨmi antivirotiky (De Clercq, 2013). 

Zaveden² ¼ļinnŊjġ²ch antivirotik do klinick® praxe a nutnost kombinace nŊkterĨch 

potenci§lnŊ toxickĨch l®ļiv u rŢznĨch skupin pacientŢ (napŚ. HIV pacientŢ nebo 

imunokompromitovanĨch pacientŢ pŚi transplantac²ch) ovġem mohou bĨt pŚ²ļinami 

zvĨġen®ho vĨskytu antivirotiky indukovan® nefrotoxicity (Izzedine et al., 2005a). 

Acyklick® nukleosidov® fosfon§ty (ANPs) 

Acycklick® nukleosidov® fosfon§ty jsou nukleotidov® analogy poch§zej²c² 

z laboratoŚe Anton²na Hol®ho z Đstavu organick® chemie a biochemie v Praze. Strukturn² 

vzorce testovanĨch ANPs uv§d² obr. 5 a 6. ANPs pŢsob² proti ġirok®mu spektru virŢ 

a maj² cytostatick® a antiproliferativn² ¼ļinky. Jejich charakteristick§ fofon§tov§ skupina 

je jedineļn§ t²m, ģe je pevnŊ pŚipojena k nukleosidu prostŚednictv²m fosfonomethyl 

etheru a dok§ģe odol§vat pŢsoben² ester§z a jinĨch katabolickĨch enzymŢ (De Clercq, 

2007a, b). ANPs jsou vyluļov§ny pŚedevġ²m ledvinami d²ky aktivn² tubul§rn² sekreci 

(Cihlar et al., 1999). Transport ANPs v proxim§ln²ch tubulech ledvin spoļ²v§ zejm®na ve 

vychyt§v§n² pŚes basolater§ln² membr§nu a efluxu pŚes lumin§ln² membr§nu. Uptake 

v proxim§ln²ch tubulech zprostŚedkovanĨ SLC transport®ry mŢģe bĨt potenci§lnŊ 

zodpovŊdnĨ za nefrotoxicitu ANPs (Cihlar et al., 2009; Klaassen and Aleksunes, 2010; 

Minuesa et al., 2011). 

ANPs adefovir, tenofovir nebo cidofovir jsou pouģ²v§ny pro l®ļbu rŢznĨch DNA 

virovĨch a retrovirovĨch infekc² (De Clercq, 2007a, b; HolĨ, 2006). Hlavn² indikac² 

adefoviru je l®ļba infekc² viru hepatitidy B, cidofovir je indikov§n u l®ļby 

cytomegalovirov® infekce a tenofovir je pouģ²v§n u infekc² viru lidsk® imunodeficience. 

MoģnĨmi neģ§douc²mi ¼ļinky jsou tŊģk® poruchy funkce ledvin, kter® mohou bĨt 

zapŚ²ļinŊny jejich ren§ln²m tubul§rn²m transportem (Izzedine et al., 2005a). Adefovir, 

tenofovir a cidofovir, podobnŊ jako ostatn² antiviroticky pŢsob²c² analogy 

nukleosidovĨch fosfon§tŢ PMEG and PMEDAP, jsou silnĨmi substr§ty OAT1 (Cihlar et 

al., 1999, Ho et al., 2000; Uwai et al., 2007). OAT1 a efluxn² transport®r MRP4 se 

vĨznamnŊ pod²l² na regulaci hladiny tenofoviru v proxim§ln²ch tubulech. Naruġen² 

ļinnosti OAT1 sniģuje toxicitu tenofoviru, ztr§ta funkļnosti MRP4 mŢģe v®st naopak 
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k zvĨġen® ren§ln² toxicitŊ l®ļiva (Kohler et al., 2011). Tenofovir se pouģ²v§ tak® ve formŊ 

ve vodŊ rozpustn®ho diesterov®ho prol®ļiva tenofoviru disoproxil fumar§tu (TDF), kter® 

zlepġuje biologickou dostupnost tenofoviru po peror§ln²m pod§n² (Fung et al., 2002). 

Mezi ANPs existuje nŊkolik l§tek ze skupiny PME [2-(fosfonomethoxy)ethyl] 

a HPMP [3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl] s potenci§ln² ¼ļinnost² pŚi l®ļbŊ 

rŢznĨch infekc² zpŢsobenĨch DNA viry, retrovirovĨch infekc² nebo neoplazi² (Balzarini 

et al., 2007; Bijsterbosch et al, 1998; Reiser et al., 2008). PŚ²kladem tŊchto l§tek je 

cPrPMEDAP, kter§ je zn§m§ jako potenci§lnŊ dŢleģit® l®ļivo pro l®ļbu polyomavirov® 

infekce a infekce zpŢsoben® lidskĨm papilomavirem (De Clercq, 2008). (S)-HPMPA m§ 

ġirok® spektrum anti-DNA virov® aktivity a potenci§l pro uģit² pŚi l®ļbŊ herpes simplex 

virovĨch infekc² rezistentn²ch rezistentn²ch na l®ļbu bŊģnĨmi antiherpetickĨmi l®ļivy 

(De Clercq, 2007b). PMEO-DAPy a jeho deriv§ty reprezentuj² skupinu prvn²ch 

pyrimidinovĨch ANPs s antiretrovir§ln² aktivitou v bunŊļn® kultuŚe (Balzarini et al., 

2007; HolĨ et al., 2001). GS-9191 je lipofiln² prol®ļivo (double prodrug) l§tky PMEG. 

L§tka GS-9191 byla navrģena s c²lem zvĨġit prostup PMEG a akumulaci jeho metabolitŢ 

v c²lovĨch buŔk§ch. KlinickĨ vĨznam t®to l§tky zŢst§v§ pŚedmŊtem dalġ²ch studi² 

(De Clercq, 2011; Wolfgang et al., 2009). Aļkoli se jedn§ o vysoce aktivn² l§tky, jejich 

moģn® interakce s transport®ry ledvinnĨch proxim§ln²ch tubulŢ zat²m nebyly dostateļnŊ 

objasnŊny. 
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Obr. 5 Struktury studovanĨch vĨvojovĨch antivirotik - acyklickĨch nukleosidovĨch fosfon§tŢ. 

 

 

Obr. 6 Struktury studovanĨch antivirotik ze skupiny acyklickĨch nukleosidovĨch fosfon§tŢ pouģ²vanĨch 

v klinick® praxi. 
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Entecavir 

 

Obr. 7 Struktura entecaviru 

 

Entecavir (ETV), syntetickĨ guanosinovĨ analog (Obr. 7), je jedn²m 

z nej¼ļinnŊjġ²ch a vysoce selektivn²ch l®ļiv pro terapii chronick® hepatitidy B. Aktivn² 

5'-trifosf§t entecaviru inhibuje replikaci viru hepatitidy B (HBV) ve vġech kroc²ch (Scott 

a Keating, 2009). ETV je eliminov§n pŚev§ģnŊ do moļi glomerul§rn² filtrac² a tubul§rn² 

sekrec² (Matthews, 2006; Razonable, 2011). Pro rŢzn® ¼ļely mŢģe bĨt v klinickĨch 

podm²nk§ch ETV kombinov§n s dalġ²mi antivirotiky nebo jinĨmi l®ļivy. Kombinace 

ETV s dalġ²mi l®ļivy proti HBV, jako jsou napŚ. adefovir nebo tenofovir, se uk§zala 

vhodn§ u nŊkterĨch pacientŢ s rezistenc² k antivirov® terapii (Chae et al., 2012; Sheng et 

al., 2011). 

Na reabsorpci ETV z moļi se pod²l² PEPT2 (peptidovĨ transport®r 2) (Xu et al., 

2013). Ve studii in vivo u potkanŢ bylo zjiġtŊno, ģe vliv na ren§ln² exkreci ETV mohou 

m²t OATs a OCTs (Yanxiao et al., 2011). V ned§vn® dobŊ bylo upŚesnŊno s pomoc² 

geneticky modifikovanĨch bunŊk a ledvinnĨch ŚezŢ, ģe OAT1, OAT3 a OCTs se pod²lej² 

na transportu ETV (Xu et al., 2013). Urļitou strukturn² podobnost s ETV m§ ribavirin, 

u nŊhoģ bylo zjiġtŊno, ģe je substr§tem CNT2 a CNT3 (Cano-Soldado a Pastor-Anglada, 

2011; Yamamoto et al., 2007). 

3.7.2 AmB 

Amfotericin B (AmB) je pŚ²rodn² antibiotikum patŚ²c² do skupiny polyenŢ (obr. 8). 

AmB je od roku 1960 oporou antimykotick® terapie pŚi l®ļbŊ ģivot ohroģuj²c²ch 

mykotickĨch infekc². L®ļivo naruġuje biologick® membr§ny t²m, ģe se nespecificky v§ģe 

k ergosterolu mykotickĨch bunŊk a cholesterolu savļ²ch bunŊk (Gubbins a Amsden, 

2005; Laniado-Labor²n a Cabrales-Vargas, 2009). 

PŚes zaveden² novĨch antimykotik, jako jsou azoly a echinokandiny, je l®ļba 
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pomoc² AmB st§le moģnost² volby u z§vaģnĨch nebo ģivot ohroģuj²c²ch invazivn²ch 

syst®movĨch onemocnŊn² zpŢsobenĨch vybranĨmi mykotickĨmi patogeny (Chen et al., 

2010; Laniado-Labor²n a Cabrales-Vargas, 2009). V klinick® praxi m§ AmB st§le s v® 

m²sto u imunokompromitovanĨch pacientŢ s AIDS, pacientŢ po transplantaci 

a onkologickĨch pacientŢ, kteŚ² podstupuj² intenzivn² chemoterapii a vzrŢst§ u nich riziko 

z§vaģnĨch mykotickĨch infekc² (Chen et al., 2010; Pagano et al., 2010). 

 

Obr. 8 Struktura amfotericinu B 

 

V ļist® formŊ m§ AmB malou rozpustnost ve vodnĨch roztoc²ch pŚi 

fyziologick®m pH. AmB se proto pouģv§ ve formŊ komplexu s dalġ²m komponentem, 

kterĨ slouģ² jako detergent. Prvn² l§tkou pouģitou k zvĨġen² rozpustnosti AmB ve vodŊ 

byl deoxychol§t sodnĨ (DOC) (Klaassen a Aleksunes, 2010; Laniado-Labor²n 

a Cabrales-Vargas, 2009). Pro zlepġen² sn§ġenlivosti a zvĨġen² ¼ļinnosti byly do l®ļby 

zavedeny nov® pŚ²pravky obsahuj²c² AmB v komplexu s nŊkterĨmi lipidy, jako je 

cholesterol nebo fosfolipidy. AmB v komplexu s DOC (AmB/DOC) se ovġem st§le 

vġeobecnŊ pouģ²v§ (Chen et al., 2010; Kleinberg, 2006; Sun et al., 2009), speci§lnŊ pro 

jeho vyġġ² ¼ļinnost a/nebo ekonomick® vĨhody ve srovn§n² s novŊjġ²mi lipidovĨmi 

pŚ²pravky (Ascher et al., 2012; Bicanic et al., 2012). 

Jedn²m z limituj²c²ch faktorŢ klinick®ho pouģit² AmB je jeho nefrotoxicita. 

NovŊjġ² lipidov® formulace AmB pŢsob² ve srovnn§n² s AMB/DOC m®nŊ nefrotoxicky. 

U znaļn®ho poļtu pacientŢ se ovġem vyskytuje tento nepŚ²znivĨ vliv i pŚi uģ²v§n² AmB 

v lipidov®m komplexu (Luke a Boyle, 1998; Safdar et al., 2010; Saliba a Dupont, 2008). 

AmB pravdŊpodobnŊ zpŢsobuje ren§ln² poġkozen² rŢznĨmi mechanismy, ale pŚesnĨ 

mechanismus nefrotoxick®ho pŢsoben² zŢst§v§ neobjasnŊn (Fanos a Cataldi, 2001; 



34 
 

Laniado-Labor²n a Cabrales-Vargas, 2009). Koncentrace AmB v jednotlivĨch 

segmentech ledvin mŢģe bĨt dŢleģitĨm faktorem jeho nefrotoxick®ho pŢsoben². Procesy, 

kter® urļuj² distribuci AmB v ledvin§ch, by proto mŊly bĨt dŢkladnŊ studov§ny. 

Ģ§dn® podrobnŊjġ² informace o ren§ln²ch exkreļn²ch mechanismech AmB a jeho 

moģnĨch interakc²ch s ledvinnĨmi transport®ry zat²m nebyly pops§ny. Vzhledem k tomu, 

ģe AmB obsahuje ve sv® molekule substituenty s kyselou i z§saditou povahou, mohl by 

interagovat s transport®ry pro organick® anionty (OATs) a/nebo organick® kationty 

(OCTs). DOC jako souļ§st konvenļn²ho pŚ²pravku AmB by tyto interakce mohl tak® 

ovlivŔovat. 
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4 C²le pr§ce 

¶ Zav®st na pracoviġtŊ experiment§ln² metody pro studium interakc² l®ļiv 

s vybranĨmi SLC transport®ry (OAT1, OCT2, CNT2, CNT3) in vitro na bunŊļn® 

¼rovni s vyuģit²m pŚechodnŊ transfekovanĨch bunŊļnĨch lini². OvŊŚit funkļnost 

pŚipravenĨch in vitro modelŢ pomoc² vhodnĨch testŢ se standardn²mi substr§ty 

studovanĨch transportn²ch syst®mŢ a potvrdit expresi transport®rŢ pomoc² 

metody Western blottingu. 

¶ S vyuģit²m bunŊļnĨch modelŢ prov®st inhibiļn² a akumulaļn² studie s vybranĨmi 

antimikrobi§lnŊ pŢsob²c²mi l§tkami (antivirotika, amfotericin B) zamŊŚen® na 

jejich interakce s vybranĨmi ledvinnĨmi transport®ry, stanovit kvantitativn² 

parametry interakce a urļit ¼lohu jednotlivĨch transport®rŢ pŚi 

transmembr§nov®m pŚesunu studovanĨch l§tek. 

¶ OvŊŚit souvislost zjiġtŊnĨch interakc² zkoumanĨch antimikrobi§ln²ch l§tek 

s transport®ry s jejich pŚ²padnĨm cytotoxickĨm ¼ļinkem a na relevantn²ch 

transport®rech posoudit interakce typu l®ļivo-l®ļivo s dalġ²mi, potenci§lnŊ 

v klinick® praxi souļasnŊ pod§vanĨmi l®ļivy. 

¶ Vyhodnotit experiment§ln² vĨsledky, sestavit je do podoby publikovateln® na 

relevantn² odborn® ¼rovni a vypracovat doktorskou disertaļn² pr§ci dle platnĨch 

poģadavkŢ. 
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5 Experiment§ln² ļ§st 

5.1 Materi§l 

5.1.1 Pouģit® pŚ²stroje a vybaven² 

24 jamkov® destiļky (TPP, Trasadingen, ĠvĨcarsko) 

96 jamkov® mikrotitraļn² destiļky, ļir® (TPP, Trasadingen, ĠvĨcarsko) 

96 jamkov® mikrotitraļn² destiļky, tmav® (Corning, New York, USA) 

Automatick§ pipeta Discovery series pipettes 50Ά300 Õl (HTL, Varġava, Polsko) 

Automatick® pipety Discovery autoclavable 100Ά1000 Õl, 10Ά100 Õl, 5Ά50 Õl (HTL, 

Varġava, Polsko) 

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

DestiļkovĨ analyz§tor (TECAN, Infinite M200, Mªnnedor, ĠvĨcarsko) 

Injekļn² jehly na jedno pouģit² (B Braun, Melsungen, SRN) 

Injekļn² stŚ²kaļky, steriln² (B Braun, Melsungen, SRN) 

Inkub§tor (Shel Lab, Cornelius, USA) 

Jednor§zov® plastov® pipety, 2, 5, 10, 25 ml (TPP, Trasadingen, ĠvĨcarsko) 

Kultivaļn² l§hve 25, 75 a 150 cmĮ (TPP, Trasadingen, ĠvĨcarsko) 

Laboratorn² tŚepaļka KS ï 15 Control, Buhler, s inkubaļn²m n§stavcem TH 15 

(Johanna Otto GmbH, Hechigen, SRN) 

Lamin§rn² box: Micrological safety cabinet TOP ï SAVE 1,8 (Bioair instruments, 

Mil§no, It§lie) 

Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS ï 1R (OPTIKA Microscopes, Ponteranica, 

It§lie) 

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

Pipetovac² n§stavec SWIFTPET (HTL, Varġava, Polsko) 

Rukavice latexov®, nesteriln² (VWR, Radnor, USA) 

Scintilaļn² lahviļky vnŊjġ² ġroubovac², 4 ml, 20 ml (Kartell, Noviglio, It§lie) 

Steriln², nepyrogenn² sklenŊn® pipety 25 ml, 10 ml, 5 ml (TPP, Trasadingen, ĠvĨcarsko)  

Ġpiļky Eppendorf 0,1Ά20 Õl, 20Ά200 Õl, 100Ά1000 Õl (Hamburg, SRN) 

V§hy Kern & Sohn GmbH (Kern & Sohn, Balingen, SRN) 

Vodn² l§zeŔ, TW 12 water bath (Julabo, Seelbach, SRN) 

VyhŚ²van® magnetick® m²chadlo IKA RCT basic safety control (Staufen, SRN) 
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5.1.2 Studovan® l§tky a dalġ² dŢleģit® chemik§lie 

[3H]amfotericin B ([3H]AmB; specifick§ radioaktivita 10 Ci/mmol), [3H]methyl-

4-fenylpyridinium acet§te ([3H]MPP+; specifick§ radioaktivita 80 Ci/mmol) a entecavir 

[3H(G)] ([3H]ETV, specifick§ radioaktivita 10 Ci/mmol) byly z²sk§ny z American 

Radiolabeled Chemicals (St. Louis, USA). [3H]p-aminohippurov§ kyselina ([3H]PAH; 

specifick§ radioaktivita 4,56 Ci/mmol) byla z²sk§na od Perkin Elmer (Waltham, USA). 

[Adenin-2,8-3H]-adefovir, ([3H]adefovir, specifick§ radioaktivita 12,1 Ci/mmol), 

[adenin-2,8-3H]-tenofovir ([3H]tenofovir, specifick§ radioaktivita 7,8 Ci/mmol), [5-3H]-

cidofovir ([3H]cidofovir, specifick§ radioaktivita 24 Ci/mmol) a [5-3H]-uridin 

([3H]uridin, specifick§ radioaktivita 16,9 Ci/mmol) byly z²sk§ny z Moravek 

Biochemicals (Brea, USA). 

Amfotericin B, AmB/DOC, tetraethylammonium (TEA), cidofovir hydr§t, 

probenecid (p-[dipropylsulfamoyl] benzoov§ kyselina; PB), Hoechst 33342 a specifickĨ 

ABCG2 inhibitor KO143 byly z²sk§ny ze Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Tenofovir 

a entecavir byly dod§ny firmou Santa Cruz Biotechnology (California, USA). 

Adefovir, PMEG {9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]guanin}, cPrPMEDAP {9-(2-

fosfonylmethoxyethyl)-N(6)-cyclopropyl-2,6,diaminopurin}, GS-9191 {(L -

fenylalanin,N,N῁-[[[2-[2-amino-6-(cyclopropylamino)-9H-purin-9-

yl]ethoxy]methyl]fosphinyliden]bis-,bis(2-methylpropyl)ester)} , (S)-HPMPA, { (S)-9-[3-

hydroxy-(2-fosfonomethoxy)propyl]adenin}, PMEO-DAPy {2,4-diamino-6-[(2-

fosfonomethoxy)ethyl]purin} byly laskavĨm darem od Dr. Z. Janeby z ĐOCHB AV ĻR 

v Praze. Quercetin dihydr§t byl z²sk§n od doc. P. MladŊnky z Katedry farmakologie 

a toxikologie FaF UK v Hradci Kr§lov®. SpecifickĨ ABCB1 inhibitor LY335979 byl 

dod§n firmou Karl Schmid (Munich, Germany). 

Pro kultivace bunŊk bylo pouģito kultivaļn² m®dium Eagleôs minimum essential 

medium, Dulbeccoôs modified Eagleôs medium, L-glutamin, neesenci§ln² aminokyseliny 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a fet§ln² s®rum (PAA, Pasching, Rakousko). DMSO 

(dimethylsulfoxid ι 99,9 %) a trypsin (0,25 %, Trypsin - EDTA Solution) byly z²sk§ny 

od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Chemik§lie na fosf§tovĨ pufr PBS (Phosphate 

Buffered Saline) NaCl, KCl, NaϜHPOϞ, NaHϜPOϞ, pH = 7,4 byly z²sk§ny od firmy 

PENTA (Chrudim, Ļesk§ republika). 

Kity pro stanoven² cytotoxicity CellTiter 96È AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay a CytoTox-ONEÊ Homogeneous Membrane Integrity Assay byly 

dod§ny firmou Promega (Fitchburg, USA). 
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LidskĨ OAT1 (SLC22A6) expresn² plazmid, transcripļn² varianta 2, lidskĨ OCT2 

(SLC22A2) expresn² plazmid, lidskĨ CNT2 (SLC28A2) expresn² plasmid, lidskĨ CNT3 

(SLC28A3) expresn² plazmid, transcripļn² varianta 2 and pr§zdnĨ vektor pCMV6-Entry 

byly z²sk§ny od OriGene Technologies (Rockville, USA) a n§slednŊ amplifikov§ny 

firmou Generi Biotech (Hradec Kr§lov®, Ļesk§ republika). 

 

Strukturn² vzorce testovanĨch l§tek byly vytvoŚeny v programu ChemBioDraw 

Ultra 13.0 (Perkin Elmer, Waltham, USA). 

5.2 Pouģit® metody 

5.2.1 BunŊļn® kultivace 

Vġechny pouģit® bunŊļn® linie byly adherentn² a byly rutinnŊ kultivov§ny dle 

doporuļenĨch postupŢ dodavatele. Konfluentn² buŔky byly pas§ģov§ny kaģd® 4 dny 

v pŚ²sluġn®m kultivaļn²m m®diu v bunŊļn®m inkub§toru ve zvlhļen® atmosf®Śe 

obsahuj²c² 5 % CO2 a 37 ÁC. St§vaj²c² kultivaļn² m®dium bylo odstranŊno, buŔky byly 

opl§chnuty fosf§tovĨm pufrem (PBS) o pH 7,4 obsahuj²c²m NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, 

NaϜHPOϞ a NaHϜPOϞ 10 mM. BuŔky byly n§slednŊ rozvolnŊny roztokem 0,25 % 

trypsin/EDTA. Ļinnost trypsinu byla zastavena pŚid§n²m ļerstv®ho m®dia k rozvolnŊnĨm 

buŔk§m. Zvolen§ ļ§st takto pŚipraven® bunŊļn® smŊsi byla pouģita k experimentŢm a ļ§st 

byla pŚenesena do nov® kultivaļn² lahve, oznaļena ļ²slem pas§ģe (P + 1) a d§le 

kultivov§na. 

HeLa bunŊļn§ linie 

Lidsk® epiteli§ln² buŔky z n§doru dŊloģn²ho hrdla (HeLa) byly z²sk§ny od 

European Collection of Cell Culture (Salisbury, UK). BunŊļn§ linie (pas§ģe 12-30) byla 

rutinnŊ kultivov§na v 75cm2 kultivaļn²ch lahv²ch v bunŊļn®m m®diu Eagleôs minimum 

essential medium (EMEM) s L-glutaminem (2 mM), 1 % neesenci§ln²ch aminokyselin 

a 10 % fet§ln²ho hovŊz²ho s®ra. 

MDCK II bunŊļn§ linie 

Madin-Darbyho ps² ledvinn® buŔky (Madin-Darby canine kidney cell line, 

MDCK II) byly z²sk§ny z European Collection of Cell Culture (Salisbury, UK). BunŊļn§ 

linie byla pouģita v pas§ģ²ch 3-20. MDCK II bunŊļn§ linie stabilnŊ transfekovan§ 
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ABCG2 (pas§ģe 5-11) a MDCK II bunŊļn§ linie stabilnŊ transfekovan§ ABCB1 (pas§ģe 

5-11) byly z²sk§ny na z§kladŊ spolupr§ce s prof. P. P§vkem z Katedry farmakologie 

a toxikologie FaF UK (Hradec Kr§lov®, Ļesk§ republika). MDCK II bunŊļn® linie byly 

rutinnŊ kultivov§ny v 75 cm2 kultivaļn²ch lahv²ch v bunŊļn®m m®diu 

Dulbeccoôs modified Eagleôs medium (DMEM) s L-glutaminem (2 mM) a 10 % fet§ln²ho 

hovŊz²ho s®ra. 

HK-2 bunŊļn§ linie 

Lidsk® ledvinov® buŔky (Human kidney cell line, HK-2) byly z²sk§ny z American 

Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA). BunŊļn§ linie (pas§ģe 10-11) byla 

rutinnŊ kultivov§na v 75 cm2 kultivaļn²ch lahv²ch v bunŊļn®m m®diu DMEM 

s L-glutaminem (2 mM) a 10 % fet§ln²ho hovŊz²ho s®ra. 

LLC-PK1 bunŊļn§ linie 

Praseļ² buŔky proxim§ln²ho tubulu ledvin (LLC-PK1) byly z²sk§ny z European 

Collection of Cell Culture (Salisbury, UK). BunŊļn§ linie (pas§ģe 14-15) byla rutinnŊ 

kultivov§na v 75 cm2 kultivaļn²ch lahv²ch v bunŊļn®m m®diu DMEM s L-glutaminem 

(2 mM) a 10 % fet§ln²ho hovŊz²ho s®ra. 

5.2.2 Transfekce 

Podle pŚedbŊģnĨch funkļn²ch testŢ byly HeLa buŔky zvoleny jako optim§ln² 

model pro pŚechodnou transfekci plasmidem hOAT1. ObdobnŊ byly take MDCK II 

buŔky vybr§ny jako nejvhodnŊjġ² model pro pŚechodnou transfekci plazmidem hOCT2. 

HeLa buŔky byly sazeny v poļtu 7 ³ 104 bunŊk na jamku ve 24 jamkov® destiļce. 

MDCK II buŔky byly sazeny v poļtu 2 ³ 105 bunŊk na jamku ve 24 jamkov® destiļce. 

N§sleduj²c² den byly buŔky pŚechodnŊ transfekov§ny pŚ²sluġnĨm plazmidem k·duj²c²m 

studovanĨ transport®r nebo pr§zdnĨm vektorem pCMV6-Entry (pCMV6) s pouģit²m 

transfekļn²ho roztoku Lipofectamine2000 (Invitrogen, Carlsbad, USA) a media 

Opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, USA) pŚesnŊ podle pŚedepsan®ho protokolu vĨrobce. 

Po s®rii optimalizaļn²ch experimentŢ doporuļenĨch vĨrobcem byly pro studovan® 

transport®ry zvoleny n§sleduj²c² podm²nky transfekce: 
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¶ hOAT1 0,4 Õg DNA/jamka, DNA : transfekļn² roztok = 1 : 2,5 

¶ hOCT2 0,5 Õg DNA/jamka, DNA : transfekļn² roztok = 1 : 2 

¶ hCNT2 0,4 Õg DNA/jamka, DNA : transfekļn² roztok = 1 : 3 

¶ hCNT3 0,4 Õg DNA/jamka, DNA : transfekļn² roztok = 1 : 3 

 

Kontroln² buŔky byly pŚechodnŊ transfekov§ny pr§zdnĨm vektorem za stejnĨch 

transfekļn²ch podm²nek jako pŚ²sluġnĨ transport®r. ZvĨġen² exprese studovanĨch 

transport®rŢ byla ovŊŚena metodou Western blottingu a spr§vn§ funkļnost bunŊļn®ho 

modelu byla potvrzena funkļn²mi testy se standardn²mi radioaktivnŊ znaļenĨmi substr§ty 

(viz n²ģe). Pro transportn² experimenty a pro z²sk§n² bunŊļn®ho lyz§tu na Western 

blotting byly pouģity HeLa buŔky pŚechodnŊ transfekovan® hOAT1 (24 h po trasfekci) 

nebo MDCK II buŔky pŚechodnŊ transfekovan® hOCT2, hCNT2 nebo hCNT3 (48 h po 

transfekci). 

Vġechny experimenty s geneticky modifikovanĨmi organismy (GMO) byly 

prov§dŊny v souladu s pŚ²sluġnĨmi ļeskĨmi pr§vn²mi pŚedpisy v oblasti nakl§d§n² s GMO 

a genetickĨmi produkty. 

5.2.3 Western blotting 

Homogenizace bunŊk a pŚ²prava proteinov®ho extraktu 

Po pŚechodn® transfekci byly HeLa buŔky a MDCK II buŔky opl§chnuty 

fosf§tovĨm pufrem (PBS) a v kultivaļn²ch lahv²ch zamraģeny na -80 ÁC. Po vyjmut² 

z -80 ÁC bylo aplikov§no 600 Õl lyzaļn²ho roztoku na 75 cm2 kultivaļn² lahev s buŔkami. 

Lyzaļn² roztok obsahoval RIPA pufr s 10 % aprotininu, 10 % benzamidinu, 10 leupeptinu 

a 10 % PMSF (fenylmethansulfonyl fluorid) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Po 10 min 

inkubace na ledu byly zlyzovan® buŔky homogenizov§ny pomoc² resuspendace jehlou 

a v ultrazvukov® l§zni. Lyz§t byl centrifugov§n v podm²nk§ch 4 ÁC, 10 min, 12000 g. 

Supernatant byl pouģit jako koneļnĨ proteinovĨ extrakt. U supernatantu byl zmŊŚen 

obsah proteinu pomoc² metody BCA podle protokolu vĨrobce. Jako negativn² kontrola 

slouģil proteinovĨ extrakt z bunŊk pŚechodnŊ transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem 

pCMV6. Vzorky byly pŚed aplikac² na elektroforetickĨ gel naŚedŊny v pomŊru 1 : 1 

v nan§ġec²m pufru, kterĨ obsahoval n§sleduj²c² sloģky: 
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Nan§ġec² pufr (skladov§n pŚi -70 ÁC) 

¶ PŚekrĨvac² gelovĨ pufr ï 2,5 ml (Stacking gel buffer, Bio-Rad, Hercules, USA) 

¶ 10% dodecyls²ran sodnĨ (SDS, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

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

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

¶ Bromfenolov§ modŚ ï 1 mg (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

¶ MilliQ destilovan§ voda  

Elektrofor®za a blotov§n² 

Aparatura pro elektrofor®zu a blotov§n² The Mini Trans-BlotÈ byla z²sk§na od 

Bio-Rad (Hercules, USA). Pro pŚ²pravu gelŢ na elektrofor®zu byly pŚipraveny n§sleduj²c² 

roztoky: 

 

Roztok pro separaļn² 10% gel (skladov§n pŚi 8 ÁC) 

¶ MilliQ destilovan§ voda - 4,9 ml 

¶ Separaļn² gelovĨ pufr - 2,5ml (Separating gel buffer, Bio-Rad, Hercules, USA) 

¶ Akrylamid-bis roztok ï 2,5 ml (Bio-Rad, Hercules, USA) 

¶ 10% SDS ï 0,1 ml  

¶ N,N,Nǋ,Nǋ-tetramethylethylenediamin (TEMED) ï 0,015 ml (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA) 

¶ 10% ammonium persulf§t (APS) ï 0,03 ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

 

Roztok pro pŚekrĨvac² 5% gel (skladov§n pŚi 8 ÁC) 

¶ MilliQ destilovan§ voda ï 6,15 ml 

¶ PŚekrĨvac² gelovĨ pufr ï 2,5 ml (Stacking gel buffer, Bio-Rad, Hercules, USA) 

¶ Akrylamid-bis roztok ï 1,25 ml  

¶ 10% SDS ï 0,1 ml  

¶ TEMED ï 0,015 ml 

¶ 10% APS ï 0,03 ml 

 

Roztoky pro separaļn² a pŚekrĨvac² gel byly napipetov§ny mezi elektroforetick§ 

skla. Do pŚekrĨvac²ho gelu byl zasunut hŚeben pro aplikaci vzorkŢ. Po polymerizaci byly 

pŚipraven® vzorky (10 Õg proteinu/jamka) aplikov§ny do pŚipraven®ho gelu. Proteinov® 
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extrakty byly rozdŊleny pomoc² elektrofor®zy SDS-PAGE (elektrofor®za 

v polyakrylamidov®m gelu v pŚ²tomnosti dodecyls²ranu sodn®ho) v elektroforetick®m 

syst®mu (tanku) Mini -PROTEANÈ Tetra naplnŊn®m elektroforetickĨm pufrem 

(Bio-Rad, Hercules, USA) na pŚ²stroji Power Pac HC apparatus pŚi 15 mA a 200 V po 

dobu 75 min. Proteiny byly n§slednŊ ve stejn®m elektroforetick®m tanku naplnŊn®m 

blotovac²m pufrem (Bio-Rad, Hercules, USA) za podm²nek 100 V a 300 mA po dobu 

90 min pŚeneseny (pŚeblotov§ny) na polyvinilidenovou (PVDF) membr§nu 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). PŚ²tomnost pŚenesenĨch proteinŢ byla ovŊŚena 

barven²m membr§ny roztokem Ponceau S (SERVA, Heidelberg, Germany). Po blotov§n² 

byla membr§na 1 h blokov§na v roztoku pufru TBS (tris-buffered saline) s 0,05 % tweenu 

20 (TBST) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) a 5 % suġen®ho n²zkotuļn®ho ml®ka (blotting 

grade blocker, non fat dry milk, Bio-Rad, Hercules, USA). Protil§tky pro immunoblotting 

byly rozpuġtŊny v TBST pufru s 5 % suġen®ho n²zkotuļn®ho ml®ka. Membr§na byla 

inkubov§na pŚes noc s prim§rn² protil§tkou anti-SLC22A6 (AB1) 1:1000, anti-SLC28A2 

1:200, anti-SLC28A3 1:200 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), anti-SLC22A2 1:200 

(Abcam, Cambridge, UK) nebo anti-ɓ-actin (pro kontrolu zat²ģen² proteinŢ na gelu) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Po inkubaci byla membr§na ļtyŚikr§t promyta TBST 

pufrem. N§slednŊ byla membr§na inkubov§na s pŚ²sluġnou sekund§rn² protil§tkou 

konjugovanou s peroxid§zou (GE Healthcare, Little Chalfont, UK; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA) po dobu 1 h v TBST pufru s 5 % suġen®ho n²zkotuļn®ho ml®ka. Po inkubaci 

se sekund§rn² protil§tkou byla membr§na dvakr§t promyta TBST pufrem. Takto 

pŚipraven§ membr§na byla pŚekryta chemiluminiscenļn²m roztokem SuperSignal West 

Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Rockford, USA). Vyv²jen² sign§lu 

prob²halo v tmav® komoŚe s pouģit²m X-ray filmu, vĨvojky a ustalovaļe (FOMA 

Bohemia, Hradec Kralove, Czech Republic). Vznikl® imunoreaktivn² prouģky (bandy) 

byly skenov§ny na kalibrovan® CCD kameŚe Image Quant 400 (GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK). 

5.2.4 Transportn² studie s bunŊļnĨmi modely 

PŚ²prava standardn²ch substr§tŢ pro inhibiļn² a akumulaļn² studie  

Pro transportn² studie byl pouģit standardn² substr§t [3H]PAH (1 ÕM, 1 ÕCi/ml) 

pro OATs, [3H]MPP+ (1 ÕM, 1 ÕCi/ml) pro OCTs a [3H]uridin (1 ÕM, 1 ÕCi/ml) pro 

CNTs. Standardn² substr§t pro BCRP/ABCG2 a P-gp/ABCB1, Hoechst 33342, byl pouģit 
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v koncentraci 8 ÕM. Standardn² substr§ty byly rozpuġtŊy v transportn²m roztoku o pH 

7,4, kterĨ obsahoval 130 mM NaCl, 4 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2 . 6H2O, 5 mM 

gluk·zu a 10 mM HEPES. 

PŚ²prava testovanĨch l§tek 

Testovan® radioaktivn² l§tky byly pŚipraveny v n§sleduj²c²ch inkubaļn²ch 

koncentrac²ch v transportn²m roztoku: [3H]adefovir (0,1 ÕM, 1 ÕCi/ml), [3H]tenofovir 

(0,5 ÕM, 1 ÕCi/ml), [3H]cidofovir (70 ÕM, 1 ÕCi/ml), [3H]amfotericin B (1 ÕM, 

1 ÕCi/ml). 

AmB/DOC, DOC, adefovir, tenofovir, cidofovir, cPrPMEDAP, PMEO-DAPy 

a (S)-HPMPA byly do z§sobn²ho roztoku rozpuġtŊny v MilliQ destilovan® vodŊ. 

AmB, entecavir, PMEG, GS-9191, quercetin a probenecid byly do z§sobn²ho 

roztoku rozpuġtŊny v dimethylsulfoxidu (DMSO). 

Z§sobn² roztoky testovanĨch l§tek byly rozpuġtŊny na poģadovan® koncentrace 

v transportn²m roztoku obsahuj²c²m poģadovanĨ radioaktivn² substr§t. Inkubaļn² 

koncentrace rozpouġtŊdel (MilliQ destilovan® vody nebo DMSO) v transportn²m roztoku 

nepŚes§hla 1 %. 

Akumulaļn² a inhibiļn² studie s SLC transport®ry 

Experimenty byly prov§dŊny v triplik§tech ve 24 jamkovĨch destiļk§ch na HeLa 

buŔk§ch pŚechodnŊ transfekovanĨch hOAT1, MDCK II buŔk§ch pŚechodnŊ 

transfekovanĨch hOCT2, hCNT2, hCNT3 a na kontroln²ch buŔk§ch transfekovanĨch 

pr§zdnĨm vektorem (pCMV6). BuŔky byly dvakr§t opl§chnuty transportn²m roztokem 

a preinkubov§ny ve stejn®m roztoku 10 min pŚi 37 ÁC. Preinkubaļn² transportn² roztok 

byl odstranŊn, n§slednŊ byl pŚid§n inkubaļn² roztok se standardn²m radioaktivn²m 

substr§tem a byl inkubov§n s buŔkami 2 min. Efektivita transfekce byla potvrzena d²ky 

porovn§n² akumulace standardn²ho radioaktivn²ho substr§tu v transfekovanĨch buŔk§ch 

vŢļi akumulaci v buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem. V inhibiļn²ch studi²ch 

byla intracelul§rn² akumulace standardn²ho radioaktivn²ho substr§tu sniģov§na postupnŊ 

se zvyġuj²c²mi koncentracemi testovanĨch l§tek, ļ²mģ byla vyj§dŚena afinita testovan® 

l§tky k pŚ²sluġn®mu transport®ru. Kontroln² buŔky byly inkubov§ny vģdy se stejnou 

koncentrac² testovan® l§tky/rozpouġtŊdla jako buŔky pŚechodnŊ transfekovan® 

pŚ²sluġnĨm transport®rem. Po ukonļen² inkubace byly buŔky okamģitŊ dvakr§t 
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opl§chnuty ledovĨm roztokem obsahuj²c²m 137 mM NaCl a 10 mM HEPES pŚi pH 7,4 

(STOP roztok). BuŔky byly n§slednŊ 60 min desintegrov§ny 100 Õl lyzaļn²ho 

roztoku/jamka, kterĨ obsahoval TritonX 0,5 % ve 100 mM NaOH. Ze zlyzovanĨch bunŊk 

bylo odebr§no 10 Õl pro mŊŚen² obsahu proteinu (viz n²ģe). Zbytek (90 Õl) byl pipetov§n 

do meŚ²c²ch lahviļek s 1 ml scitntilaļn²ho roztoku Ultima Gold (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA). Radioaktivita takto pŚipravenĨch vzorkŢ a radioaktivita standardŢ 

(inkubaļn² roztok + scintilaļn² roztok) byla mŊŚena na beta-spektrometru Tri-Carb 

2900TR (Perkin Elmer, Shelton, USA). Radioaktivita vzorkŢ byla mŊŚena v jednotk§ch 

DPM1 (desintegrace za min). VĨsledky byly vyj§dŚeny jako % akumulovan® d§vky 

standardizovan® vŢļi obsahu proteinu v testovan® jamce. VĨpoļet byl proveden 

v programu MS Excel. K vĨpoļtu byla pouģita rovnice: 
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Pro grafick® vyj§dŚen² byla hodnota % akumulace/mg proteinu v kontroln²ch 

buŔk§ch odeļtena od hodnoty % akumulace/mg protein v buŔk§ch exprimuj²c²ch 

testovanĨ transport®r. Afinita testovanĨch l§tek k pŚ²sluġnĨm transport®rŢm byla 

vyj§dŚena jako inhibiļn² koncentrace IC50 potŚebn§ ke sn²ģen² akumulace radioaktivn²ho 

substr§tu na 50 %. IC50 byla vypoļ²t§na pomoc² neline§rn² regresn² analĨzy v program 

GraphPad Prism (verze 5 a 6). 

ZjiġtŊn² substr§tov® specifity entecaviru (ETV) 

Experimenty byly prov§dŊny v triplik§tech ve 24 jamkovĨch destiļk§ch na HeLa 

buŔk§ch pŚechodnŊ transfekovanĨch hOAT1, MDCK II buŔk§ch pŚechodnŊ 

transfekovanĨch hOCT2, hCNT2, hCNT3. BuŔky byly dvakr§t opl§chnuty transportn²m 

roztokem a preinkubov§ny ve stejn®m roztoku 10 min pŚi 37 ÁC. Preinkubaļn² transportn² 

roztok byl odstranŊn, k buŔk§m byl pŚid§n roztok [3H]ETV (0-500 ÕM) a inkubov§n po 

dobu 5 min pŚi 37 ÁC. Po inkubaci byly buŔky omyty dvakr§t ledovĨm STOP roztokem. 

Lyzace bunŊk, odebr§n² vzorkŢ na mŊŚen² obsahu protein, mŊŚen² radioaktivity a vĨpoļet 



45 
 

% akumulovan® d§vky standardizovan® vŢļi obsahu proteinu v testovan® jamce byl 

proveden stejnĨm zbŢsobem popsanĨm vĨġe. VĨpoļet kinetick®ho parametru Km 

entecaviru byl proveden pomoc² neline§rn² regresn² analĨzy dle modelu 

Michaelis-Mentenov® v programu GraphPad Prism (verze 6). 

Stanoven² proteinu 

Stanoven² proteinu bylo provedeno komerļn² metodou BCA Protein Assay 

(Pierce TM BCA Protein Assay Kit , Thermo Scientific, Rockford, USA) dle doporuļen®ho 

postupu vĨrobce. Tato metoda je zaloģena na redukļn²ch vlastnostech proteinu 

v alkalick®m prostŚed², kterĨ redukuje Cu2+ na Cu1+. Kyselina bicinchonov§ (BCA) 

chelatuje Cu1+ a tvoŚ² ve vodŊ rozpustn² fialovĨ komplex, kterĨ je n§slednŊ 

kolorimetricky detekov§n. 

10 Õl zlyzovanĨch bunŊk z kaģd®ho vzorku z transportn²ho experimentu bylo 

pipetov§no do 96 jamkov® destiļky. Do kaģdŊ jamky pak bylo pŚid§no 200 Õl ļinidla 

z pouģit®ho kitu a destiļka byla inkubov§na 30 min pŚi 37 ÁC. Absorbance vzniklĨch 

barevnĨch komplexŢ ve vzorc²ch byla mŊŚena pŚi 562 nm. Jako standardn² protein pro 

kalibraļn² kŚivku byl pouģit hovŊz² s®rovĨ albumin (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA) v koncentrac²ch 0-2000 Õg/ml. NamŊŚen§ absorbance kaģd® koncentrace BSA 

a n§mi pŚipravenĨch vzorkŢ byla sn²ģena o hodnotu absorbance pozad². Pomoc² 

kalibraļn² kŚivky pŚipraven® v programu MS Excel byla stanovena koncentrace n§mi 

pŚipravenĨch vzorkŢ a n§slednŊ mg proteinu v kaģd® testovan® jamce. 

Studie l®kovĨch interakc² na hOAT1 

Studie interakc² adefoviru, tenofoviru nebo cidofoviru s ETV nebo AmB byly 

prov§dŊny v triplik§tech ve 24 jamkovĨch destiļk§ch s pŚipravenĨmi HeLa buŔkami 

pŚechodnŊ transfekovanĨmi hOAT1 (viz vĨġe). Kultivaļn² medium bylo odstranŊno 

a buŔky byly dvakr§t opl§chnuty transportn²m roztokem a preinkubov§ny ve stejn®m 

roztoku 10 min pŚi 37 ÁC. RadioaktivnŊ znaļen® antivirotikum [3H]adefovir (0,1 ÕM), 

[3H]tenofovir (0,5 ÕM) nebo [3H]cidofovir (70 ÕM) rozpuġtŊn® v transportn²m m®diu 

s poģadovanĨmi inkubaļn²mi koncentracemi kompetitoru (ETV, AmB) bylo pŚid§no 

k buŔk§m a inkubov§no 2 min pŚi 37 ÁC. Entecavir byl pouģit v inkubaļn²ch 

koncentrac²ch 0-1000 ÕM. AmB v koncentrac²ch 0-345 ÕM. Po inkubaci byly buŔky 

okamģitŊ dvakr§t opl§chnuty ledovĨm STOP roztokem. Lyzace bunŊk, mŊŚen² 
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radioaktivity vzorkŢ a vĨpoļet % akumulovan® d§vky vztaģen® na mg proteinu v jamce 

probŊhlo stejnĨm zpŢsobem jako v kapitole Akumulaļn² a inhibiļn² studie s SLC 

transport®ry. Pro grafick® vyj§dŚen² byla hodnota % akumulace/mg proteinu 

v kontroln²ch buŔk§ch odeļtena od hodnoty % akumulace/mg protein v buŔk§ch 

exprimuj²c²ch testovanĨ transport®r. Afinita testovanĨch ETV nebo AmB k hOAT1 byla 

vyj§dŚena jako inhibiļn² koncentrace IC50 potŚebn§ ke sn²ģen² akumulace radioaktivnŊ 

znaļen®ho antivirotika na 50 %. IC50 byla vypoļ²t§na pomoc² neline§rn² regresn² analĨzy 

v program GraphPad Prism (verze 5 a 6). 

Stanoven² pod²lu aktivn²ch procesŢ na transportu 

S HK-2 a LLC-PK1 buŔkami 

HK-2 buŔky byly nasazeny na 24 jamkovou destiļku v poļtu 1 ³ 104 bunŊk na 

jamku a LLC-PK1 buŔky v poļtu 5 ³ 104 bunŊk na jamku. Konfluentn² buŔky byly 

dvakr§t opl§chnuty transportn²m roztokem o teploŊ 4 ÁC nebo 37 ÁC a preinkubov§ny ve 

stejn®m roztoku 10 min. [3H]AmB (1 ÕM) byl inkubov§n s buŔkami pŚi 4ÁC nebo 37 ÁC 

v ļasovĨch intervalech 0-60 min v triplik§tech. Inkubace byla zastavena opl§chnut²m 

bunŊk ledovĨm STOP roztokem. Testovan® jamky, kde byl pŚidanĨ [3H]AmB okamģitŊ 

ods§n (inkubaļn² interval 0 min), slouģily jako kontrola nespecifick® vazby na nembr§nu 

a jako pozad² radioaktivity. Lyzace bunŊk, mŊŚen² radioaktivity vzorkŢ a vĨpoļet 

% akumulovan® d§vky vztaģen® na mg proteinu v jamce probŊhlo stejnĨm zpŢsobem jako 

v kapitole Akumulaļn² a inhibiļn² studie s SLC transport®ry. VĨsledky byly vyj§dŚeny 

jako % akumulovan® d§vky standardizovan® vŢļi obsahu proteinu v ļase t zmenġen® 

o % akumulovan® d§vky standardizovan® vŢļi obsahu proteinu v ļase 0 min. VĨpoļet 

byl proveden v programu MS Excel. K vĨpoļtu byla pouģita rovnice: 
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S HeLa buŔkami pŚechodnŊ transfekovanĨmi hOAT1 

Studie byly prov§dŊny ve 24 jamkovĨch destiļk§ch s pŚipravenĨmi HeLa 

buŔkami pŚechodnŊ transfekovanĨmi hOAT1 nebo pr§zdnĨm vektorem (pCMV6) (viz 

vĨġe). Kultivaļn² medium bylo odstranŊno a buŔky byly dvakr§t opl§chnuty transportn²m 

roztokem o teplotŊ 4 ÁC nebo 37 ÁC a ve stejn®m roztoku byly preinkubov§ny 10 min. 

RadioaktivnŊ znaļen® antivirotikum [14C]adefovir (19 ÕM) nebo [14C]tenofovir (19 ÕM) 

rozpuġtŊn® v transportn²m m®diu bylo pŚid§no k buŔk§m a inkubov§no pŚi 4 ÁC nebo 

37 ÁC v ļasovĨch intervalech 2, 15 a 30 min v triplik§tech. Po inkubaci byly buŔky 

okamģitŊ dvakr§t opl§chnuty ledovĨm STOP roztokem. Lyzace bunŊk, mŊŚen² 

radioaktivity vzorkŢ a vĨpoļet % akumulovan® d§vky vztaģen® na mg proteinu v jamce 

probŊhlo stejnĨm zpŢsobem jako v kapitole Akumulaļn² a inhibiļn² studie s SLC 

transport®ry. Pro grafick® vyj§dŚen² byla hodnota % akumulace/mg proteinu 

v kontroln²ch buŔk§ch odeļtena od hodnoty % akumulace/mg protein v buŔk§ch 

exprimuj²c²ch testovanĨ transport®r. 

Studie interakc² testovanĨch l§tek s ABC transport®ry 

MDCK II -ABCG2 a MDCK II-ABCB1 buŔky byly nasazeny v poļtu 2 ³ 105 

bunŊk na jamku ve 24 jamkov® destiļce 24 h pŚed experimentem. Kultivaļn² medium 

bylo odstranŊno a buŔky byly opl§chnuty dvakr§t transportn²m m®diem o teplotŊ 37 ÁC. 

BuŔky byly pot® 30 min preinkubov§ny v transportn²m m®diu v pŚ²tomnosti tŚ² rŢznĨch 

koncentrac² testovan® l§tky pŚi 37 ÁC a 5 % CO2. K preinkubaci byly pouģity testovan® 

l§tky: PMEG, cPrPMEDAP, GS-9191, PMEO-DAPy, (S)-HPMPA, ETV v koncentrac²ch 

50 ÕM, 500 ÕM a 1000 ÕM. N§slednŊ byl do testovac²ch jamek pŚid§n standardn² substr§t 

Hoechst 33342 (8 ÕM). Relativn² jednotky fluorescence (RFU) pŚi excitaļn² vlnov® d®lce 

360 nm a emisn² vlnov® d®lce 465 nm byly mŊŚeny okamģitŊ po pŚid§n² Hoechst 33342 

v 1 min intervalech aģ do 30 min inkubace pŚi teplotŊ 37 ÁC (Genios Plus, Tecan, 

Salzburg, Austria). KO143 (240 nM), specifickĨ inhibitor ABCB1 a LY335979 (1 ÕM), 

specifickĨ inhibitor ABCG2, byly pouģity jako kompar§tory. 
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5.2.5 Stanoven² cytotoxicity 

CellTiter 96È AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

Experiment byl proveden pomoc² komerļnŊ dostupn®ho kitu CellTiter 96 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (CellTiter 96, Pomega, Fitchburg, USA) 

dle doporuļen² vĨrobce. Jedn§ se o typ stanoven², pŚi kter®m je sledov§n metabolickĨ 

stav ģivĨch bunŊk. PŚidan® ļinidlo 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-[3-

(karboxymethoxy)fenyl]-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium (MTS) jsou ģiv® buŔky 

schopny redukovat na barevnĨ produkt formazan, kterĨ je n§slednŊ kolorimetricky 

stanovov§n. 

HeLa buŔky byly sazeny na 96 jamkovou destiļku v poļtu 1,5 ³ 104 bunŊk na 

jamku a byly pŚechodnŊ transfekov§ny hOAT1 nebo pr§zdnĨm vektorem pCMV6 (viz 

vĨġe). 48 h po transfekci byly k buŔk§m pŚid§ny testovan® l§tky ETV, adefovir, tenofovir, 

cidofovir, PMEG, cPrPMEDAP, GS-9191, PMEO-DAPy nebo (S)-HPMPA 

v koncentrac²ch 50-1000 ÕM v triplik§tech. V dalġ²m experimentu zamŊŚen®m na 

interakce l§tek mezi sebou byly stejn® testovan® l§tky v koncentraci 1000 ÕM inkubov§ny 

souļasnŊ s probenecidem (500 ÕM) nebo quercetinem (50 ÕM) v triplik§tech. 

MDCK II buŔky byly sazeny na 96 jamkovou destiļku v poļtu 4 ³ 104 bunŊk na 

jamku a byly pŚechodnŊ transfekov§ny hOCT2, hCNT2 nebo hCNT3 nebo pr§zdnĨm 

vektorem pCMV6. 24 h po transfekci byly k buŔk§m pŚid§ny testovan® l§tky ETV 

v koncentrac²ch 10-500 ÕM v triplik§tech. 

SouļasnŊ byly pŚipraveny kontroly 100 % viability (buŔky, ke kterĨm bylo 

pŚid§no 1 % DMSO), 100 % toxicity (buŔky, ke kterĨm bylo pŚid§no DMSO 

v koncentraci 10 %) a kontroly pozad² testovanĨch l§tek bez bunŊk. Po 24 h inkubace 

bylo k buŔk§m pipetov§no 20 Õl ļinidla MTS z kitu CellTiter 96. Po inkubaci 1,5 h (HeLa 

buŔky) nebo 40 min (MDCK II buŔky) pŚi 37 ÁC byla mŊŚena absorbance vzorkŢ na 

destiļkov®m analyz§toru (Genios Plus, Tecan, Salzburg, Austria) pŚi 490 nm. 

Od namŊŚenĨch hodnot absorbance v testovanĨch jamk§ch (buŔky + testovan§ l§tka) byla 

odeļtena hodnota absorbance pozad² testovanĨch l§tek (kultivaļn² m®dium bez bunŊk 

+ testovan§ l§tka) a hodnota absorbance kontroly 100 % toxicity. Z²skan§ hodnota byla 

vyj§dŚena v % bunŊļn® ģivotaschopnosti (viability), kdy 100 % pŚedstavovala hodnota 

absorbance namŊŚen§ u bunŊk oġetŚenĨch pouze 1 % DMSO pon²ģen§ o hodnotu 

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

Experiment byl proveden pomoc² komerļnŊ dostupn®ho kitu CytoTox-ONEÊ 

Homogeneous Membrane Integrity Assay (CytoTox-ONE, Pomega, Fitchburg, USA) dle 

doporuļen² vĨrobce. Tato fluorescenļn² metoda je zaloģena na mŊŚen² uvolnŊn® 

lakt§tdehydrogen§zy (LDH) z bunŊk s poġkozenou membr§nou. 

MDCK II buŔky byly sazeny na 96 jamkovou destiļku v poļtu 4 ³ 104 bunŊk na 

jamku a byly pŚechodnŊ transfekov§ny hOCT2 nebo pr§zdnĨm vektorem pCMV6. 24 h 

po transfekci byly byŔky dvakr§t opl§chnuty transportn²m m®diem o teplotŊ 22 ÁC 

a preinkubov§ny ve stejn®m m®diu 10 min. Pot® byly k buŔk§m pŚid§ny testovan® l§tky 

AmB (1-100 ÕM), AmB/DOC (100 ÕM) nebo DOC (100 ÕM). Jako kontrola 100 % 

ģivotnosti slouģily buŔky, ke kterĨm bylo pŚid§no pouze rozpouġtŊdlo (DMSO nebo 

MilliQ destilovan§ voda) v koncentraci 1 %, jako porovn§vac² vzorky reprezentuj²c² 

maxim§ln² toxicitu (100 %) slouģily buŔky, ke kterĨm byl pŚid§n lyzaļn²m roztok 

z pouģit®ho kitu. Vģdy po uplynut² inkubaļn²ho intervalu (2 nebo 10 min) bylo odebr§no 

v²cekan§lovou pipetou z inkubaļn²ho media 10 Õl a pipetov§no do pr§zdn® 96 jamkov® 

destiļky. Ke kaģd®mu takto z²skan®mu vzorku bylo n§slednŊ pŚid§no 100 Õl ļinidla 

CytoTox-ONE a n§sledovala inkubace 10 min pŚi 22 ÁC. Ke vzorkŢm bylo pŚ²d§no 50 Õl 

ļinidla z pouģit®ho kitu k zastaven² reakce. Fluorescence (RFU) vzorkŢ byla mŊŚena pŚi 

560nm /590nm na destiļkov®m analyz§toru (Genios Plus, Tecan, Salzburg, Austria). 

5.2.6 Statistick§ analĨza 

VĨsledky experimentŢ jsou vyj§dŚeny jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ smŊrodatn§ 

odchylka (SD). Statistick§ signifikance rozd²lŢ prŢmŊrnĨch hodnot studovanĨch 

paramentrŢ byla hodnocena pomoc² t-testu, one-way ANOVA testu s n§slednĨm 

Bonferoniho testem nebo two-way ANOVA testu. Statistick§ vĨzamnost na hladinŊ 

p < 0,05 je oznaļena *, statistick§ vĨznamnost na hladinŊ p < 0,01 je oznaļena ** 

a statistick§ vĨznamnost na hladinŊ p < 0,001 je oznaļena ***. 
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6 VĨsledky 

6.1 OvŊŚen² funkļnosti transport®rŢ v bunŊļnĨch modelech 

Pro kontrolu funkļnosti transportn²ch studi² jsme zjiġŠovali ļasovĨ profil 

akumulace kaģd®ho ze strandardn²ch [3H] znaļenĨch substr§tŢ v pŚ²sluġnĨch 

transfekovanĨch buŔk§ch (obr. 9). Intracelul§rn² akumulace [3H]PAH (obr. 9a), 

[3H]MPP+ (obr. 9b) a [3H]uridinu (obr. 9c, d) byla line§rn² prvn²ch 5 min a byla 

nŊkolikan§sobnŊ vyġġ² u bunŊk transfekovanĨch testovanĨm transport®rem neģ 

u kontroln²ch bunŊk transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem pCMV6. 

 

Obr. 9 Ļasov§ z§vislost akumulace typickĨch substr§tŢ studovanĨch transport®rŢ v pŚechodnŊ 

transfekovanĨch bunŊļnĨch modelech. ĻasovĨ profil akumulace [3H]PAH v HeLa buŔk§ch 

transfekovanĨch expresn²m vektorem pro hOAT1 (ļern® body) a buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm 

vektorem pCMV6 (b²l® ļtverce) (a). ĻasovĨ profil akumulace [3H]MPP+ v MDCK II buŔk§ch 

transfekovanĨch hOCT2 (ļern® body) a buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem pCMV6 (b²l® 

ļtverce) (b). ĻasovĨ profil akumulace [3H]uridinu v MDCK II  buŔk§ch transfekovanĨch hCNT2 (ļern® 
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body) a buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem pCMV6 (b²l® ļtverce) (c). ĻasovĨ profil akumulace 

[3H]uridinu v MDCK II buŔk§ch transfekovanĨch hCNT3 (ļern® body) a buŔk§ch transfekovanĨch 

pr§zdnĨm vektorem pCMV6 (b²l® ļtverce) (d). Data jsou prezentov§na jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD 

akumulovan®ho mnoģstv² radioaktivn²ho substr§tu. 

6.2 OvŊŚen² exprese transport®rŢ v bunŊļnĨch modelech Western 

blottingem 

Exprese testovanĨch SLC transport®rŢ po pŚechodn® transfekci pŚ²sluġnĨm 

expresn²m plazmidem byla potvrzena metodou Western blottingu. Jako kontrola slouģil 

proteinovĨ extrakt bunŊk HeLa nebo MDCK II transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem 

pCMV6. Pomoc² t®to metody jsme potvrdili expresi vġech testovanĨch transport®rŢ, kter§ 

byla ve srovn§n² s kontrolou nŊkolikan§sobnŊ zvĨġen§ (obr. 10).  

 

 

Obr. 10 Demonstrace exprese transport®rŢ v transfekovanĨch buŔk§ch za pouģit² metody Western 

blottingu. Western blottov§ analĨza: overexprese hOAT1 (a), hOCT2 (b), hCNT2 (c) a hCNT3 (d) 

v pŚechodnŊ transfekovanĨch buŔk§ch. Linie 1: negativn² kontrola (buŔky transfekovan® pr§zdnĨm 

vektorem pCMV6), linie 2: zvĨġen§ exprese pŚ²sluġn®ho transport®ru. 

 

6.3 Interakce entecaviru s transport®ry 

6.3.1 Interakce ETV s SLC transport®ry 

Pro zjiġtŊn² afinity ETV k testovanĨm SLC transport®rŢm jsme inkubovali 

standardn² substr§ty znaļen® [3H] souļasnŊ s ETV v testovac²ch destiļk§ch s pŚechodnŊ 

transfekovanĨmi buŔkami. Akumulace standardn²ch substr§tŢ v buŔk§ch 

transfekovanĨch hOAT1, hCNT2 nebo hCNT3 byla po pŚid§n² postupnŊ se zvyġuj²c²ch 

koncentrac² ETV sn²ģena (obr. 11). Na z§kladŊ z²skanĨch hodnot jsme stanovili  parametr 

IC50
 pro entecavir u vġech tŚ² transport®rŢ. V naġich experiment§ln²ch podm²nk§ch nebyla 

pozorov§na ģ§dn§ interakce ETV s hOCT2 (obr. 11b). 
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Obr. 11 Srovn§n² inhibiļn²ho vlivu ETV na akumulaci standardn²ch substr§tŢ testovanĨch transport®rŢ. 

HeLa buŔky pŚechodnŊ transfekovan® expresn²m vektorem pro hOAT1 (a) a MDCK II buŔky pŚechodnŊ 

transfekovan® expresn²m vektorem pro hOCT2 (b), hCNT2 (c) nebo hCNT3 (d) byly inkubov§ny 

s [3H]PAH (a), [3H]MPP+ (b) nebo [3H]uridinem (c, d) v pŚ²tomnosti postupnŊ se zvyġuj²c²ch koncentrac² 

ETV (0-2000 ɛM) po dobu 2 min pŚi 37 ÁC v triplik§tech. KaģdĨ bod pŚedstavuje aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD 

akumulovan®ho mnoģstv² radioaktivn²ho substr§tu. Hodnota akumulace radioaktivn²ho substr§tu v 

buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem pCMV6 byla odeļtena. 

S pouģit²m [3H]ETV jsme testovali, zda je ETV substr§tem testovanĨch 

transport®rŢ. Akumulace [3H]ETV v buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1, hOCT2, hCNT2 

nebo hCNT3 byla prvn²ch 5 min line§rn² (obr. 12). Akumulace [3H]ETV v buŔk§ch 

transfekovanĨch hOAT1, hCNT2 nebo hCNT3 byla ve vġech ļasovĨch intervalech 

nŊkolikan§sobnŊ vyġġ² neģ akumulace [3H]ETV v kontroln²ch buŔk§ch transfekovanĨch 

pr§zdnĨm vektorem (pCMV6) (obr. 12a, b, c). Naopak ģ§dnĨ rozd²l v akumulaci 

[3H]ETV v buŔk§ch transfekovanĨch hOCT2 a kontroln²ch buŔk§ch jsme nepozorovali 

(obr. 12d). 
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Obr. 12 Ļasov§ z§vislost akumulace [3H]ETV v HeLa buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1. [3H]ETV 0,1 ÕM 

byl inkubov§n s buŔkami pŚechodnŊ transfekovanĨmi expresn²m vektorem pro hOAT1 (a), hCNT2 (b), 

hCNT3 (c) nebo hOCT2 (d) (ļern® body) nebo pr§zdnĨm vektorem pCMV6 (b²l® ļtverce) pŚi 37 ÁC 

v triplik§tech. Akumulace byla line§rn² bŊhem prvn²ch 5 min inkubace. KaģdĨ bod reprezentuje aritmetickĨ 

prŢmŊr Ñ SD akumulovan®ho mnoģstv² [3H]ETV. 

Na z§kladŊ tŊchto experimentŢ jsme provedli transportn² studie s postupnŊ se 

zvyġuj²c²mi koncentracemi radioaktivn²ho ETV v transfekovanĨch buŔk§ch v ļasov®m 

intervalu 5 min. Z²skan® vĨsledky dokazuj², ģe ETV je substr§tem hOAT1, hCNT2 

a hCNT3 (obr. 13). 



54 
 

 

 

Obr. 13 Koncentraļn² z§vislost akumulace [3H]ETV v buŔk§ch pŚechodnŊ transfekovanĨch hOAT1, 

hCNT2 nebo hCNT3. [3H]ETV v koncentraci (0-600 ÕM) byl inkubov§n s buŔkami pŚechodnŊ 

transfekovanĨmi expresn²m vektorem pro hOAT1 (a), hCNT2 (b) nebo hCNT3 (c) po dobu 5 min pŚi 37 ÁC 

v triplik§tech. KaģdĨ bod reprezentuje aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD akumulovan®ho mnoģstv² ETV. Hodnota 

Km byla vypoļ²t§na pomoc² neline§rn² regresn² analĨzy dle rovnice Michaelis-Mentenov®. Hodnota 

akumulace ETV v buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem byla odeļtena. 

 

VĨsledky porovn§vaj²c² afinitu adefoviru, tenofoviru a cidofoviru k transport®rŢm 

hOAT1, hCNT2 a hCNT3 v n§mi pouģitĨch bunŊļnĨch modelech ukazuje obr. 14. 

Adefovir, tenofovir a cidofovir interagoval pouze s hOAT1 (obr. 14a). Ģ§dnou 

vĨznamnou interakci adefoviru, tenofoviru a cidofoviru s koncentraļn²mi 

nukleosidovĨmi transport®ry hCNT2 (obr. 14b) ani s hCNT3 (obr. 14c) jsme 

nepozorovali. 
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Obr. 14 Srovn§n² afinity adefoviru, tenofoviru a cidofoviru k transport®rŢm hOAT1, hCNT2 a hCNT3. 

HeLa buŔky pŚechodnŊ transfekovan® expresn²m vektorem pro hOAT1 byly inkubov§ny s [3H]PAH (a). 

MDCK II buŔky pŚechodnŊ transfekovan® expresn²m vektorem pro hCNT2 (b) nebo hCNT3 (c) byly 

inkubov§ny s [3H]uridinem v pŚ²tomnosti postupnŊ se zvyġuj²c²ch koncentrac² adefoviru, tenofoviru nebo 

cidofoviru (0-1000 ɛM) po dobu 2 min pŚi 37 ÁC v triplik§tech. KaģdĨ bod pŚedstavuje aritmetickĨ prŢmŊr 

Ñ SD akumulovan®ho mnoģstv² radioaktivn²ho stubstr§tu. Hodnota akumulace radioaktivn²ho substr§tu 

v buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem byla odeļtena. 

Vz§jemn® interakce ETV s dalġ²mi antivirotiky na hOAT1 

Protoģe ETV vykazoval vĨznamnou inhibici hOAT1, vybrali jsme tento 

transport®r pro kompetitivn² studie s klinicky uģ²vanĨmi antivirotiky. V prvn² f§zi jsme 

potvrdili zapojen² aktivn²ch procesŢ do jejich bunŊļn®ho transportu a substr§tovou 

specifitu k hOAT1 v n§mi pouģit®m bunŊļn®m modelu. Pro experiment jsme vybrali 
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antivirotika adefovir a tenofovir, kter® jsou zn§mĨmi substr§ty hOAT1. PŚi inkubaci 

pŚi n²zkĨch teplot§ch se u obou antivirotik v²ce neģ desetin§sobnŊ sn²ģila jejich bunŊļn§ 

akumulace prostŚednictv²m transport®ru hOAT1 (obr. 15). 

 

 

Obr. 15 Z§vislost akumulace [14C]adefoviru a [14C]tenofoviru v HeLa buŔk§ch pŚechodnŊ transfekovanĨch 

hOAT1 na inkubaļn² teplotŊ. [14C]adefovir (19 ÕM) nebo [14C]tenofovir (19 ÕM) byl inkubov§n s HeLa 

buŔkami pŚechodnŊ transfekovanĨmi expresn²m vektorem pro hOAT1 pŚi 37 ÁC nebo 4 ÁC v ļasovĨch 

intervalech 2, 15 a 30 min v triplik§tech. KaģdĨ bod reprezentuje aritmetickĨ prŢmŊr akumulovan®ho 

mnoģstv² [14C] substr§tu Ñ SD. Hodnota akumulace [14C]adefoviru nebo [14C]tenofoviru v buŔk§ch 

transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem byla odeļtena. 

Abychom zjistili moģn® interakce ETV s potenci§lnŊ souļasnŊ pod§vanĨmi 

antivirotiky, provedli jsme inkubaci postupnŊ se zvyġuj²c²ch koncentrac² ETV s [3H] 

znaļenĨm adefovirem, tenofovirem nebo cidofovirem. K tomuto experimentu byl pouģit 

bunŊļnĨ model HeLa pŚechodnŊ transfeovanĨ expresn²m vektorem pro hOAT1. ETV 

inhiboval akumulaci vġech tŚ² antivirotik. VĨsledky inhibice jsou vyj§dŚeny jako IC50 

ETV pŚi inhibici akumulace jednotlivĨch antivirotik. (obr. 16). 
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Obr. 16 Vliv ETV na uptake adefoviru, tenofoviru a cidofoviru v HeLa buŔk§ch pŚechodnŊ 

transfekovanĨch hOAT1. Akumulace [3H]adefoviru (0,1 ɛM) (a), [3H]tenofoviru (0,5 ɛM) (b) 

a [3H]cidofoviru (70 ɛM) (c) v HeLa buŔk§ch pŚechodnŊ transfekovanĨch expresn²m vektorem pro hOAT1 

byla inhibov§na postupnŊ se zvyġuj²c²mi koncentracemi ETV (0-1000 ɛM) po dobu 2 min pŚi 37 ÁC 

v triplik§tech. KaģdĨ bod pŚedstavuje aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD akumulovan®ho mnoģstv² stubstr§tu. 

Hodnota akumulace radioaktivn²ho substr§tu v buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem byla 

odeļtena. 

6.3.2 Interakce ETV s ABC transport®ry 

Inhibiļn² vliv ETV na efluxn² transport®ry BCRP/ABCG2 nebo P-gp/ABCB1 

jsme studovali s pomoc² typick®ho substr§tu BCRP a P-gp Hoechst 33342 v bunŊļnĨch 

modelech MDCK II-ABCG2 a MDCK II-ABCB1 (obr. 17). ETV se projevil 

v podm²nk§ch experimentu jako inhibitor BCRP/ABCG2 (obr. 17a). ETV pŚi inkubaļn² 

koncentraci 500 ÕM zvĨġil akumulaci Hoechst 33342 o 56 % v MDCK II-ABCG2 

buŔk§ch. 500 ÕM ETV inhiboval akumulaci Hoechst 33342 v MDCK II-ABCB1 

buŔk§ch pouze o 20 % (obr. 17b). Vyġġ² koncentrace ETV (1000 ÕM) vedla paradoxnŊ 

k m²rnŊjġ²mu inhibiļn²mu ¼ļinku ETV ve srovn§n² s 500 ÕM ETV. 
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Obr 17 Inhibiļn² ¼ļinek rŢznĨch koncentrac² ETV na funkci BCRP/ABCG2 a P-gp/ABCB1. Byla 

sledov§na akumulace standardn²ho substr§tu Hoechst 33342 v MDCK II -ABCB1 (a) a v MDCK II -ABCG2 

(b) buŔk§ch inkubovanĨch v nepŚ²tomnosti (kontrola) nebo pŚ²tomnosti rŢznĨch koncentrac² ETV (50 ÕM, 

500 ÕM, 1000 ÕM). SpecifickĨ inhibitor P-gp/ABCB1, LY335979 (LY) a specifickĨ inhibitor 

BCRP/ABCG2, KO143 (KO), byly pouģity pro porovn§n² m²ry inhibice studovanĨch transport®rŢ. Data 

jsou prezentov§na jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD z²skanĨ ze tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². 

6.3.3 Cytotoxicita ETV 

Pro studium vlivu ETV a dalġ²ch srovn§vac²ch antivirotik na ģivotnost HeLa 

bunŊk transfekovanĨch transport®rem hOAT1 jsme pouģili standardn² kolorimetrickou 

metodu s barvivem MTS. PŚid§n² ETV v inkubaļn²ch koncentrac²ch (250 ÕM, 500 ÕM 

a 1000 ÕM) nemŊlo po 24 h t®mŊŚ ģ§dnĨ cytotoxickĨ ¼ļinek na buŔky transfekovan® 
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hOAT1 ani buŔky transfekovan® pr§zdnĨm vektorem pCMV6 (kontrola) (obr. 18a). 

Exprese hOAT1 signifikantnŊ zvĨġila cytotoxickĨ ¼ļinek adefoviru, tenofoviru 

a cidofoviru ve srovn§n² s kontrolou (obr. 18b, c, d). 

 

Obr. 18 Vliv exprese hOAT1 na cytotoxicitu testovanĨch antivirotik. HeLa buŔky pŚechodnŊ 

transfekovan® expresn²m vektorem pro hOAT1 (b²l® kruhy) nebo pr§zdnĨm vektorem pCMV6 (ļern® 

ļtverce) byly inkubov§ny po dobu 24 h pŚi 37 ÁC v pŚ²tomnosti rŢznĨch koncentrac² ETV (a), adefoviru 

(b), tenofoviru (c) a cidofoviru (d) v triplik§tech. Experimenty byly provedeny soubŊģnŊ v buŔk§ch 

transfekovanĨch hOAT1 a buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem. Data jsou prezentov§na jako 

aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD z²skanĨ ze tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². 

Abychom zjistili moģn® cytotoxick® pŢsoben² ETV zprostŚedkovan® transport®ry 

hCNT2 nebo hCNT3, nechali jsme ETV v rŢznĨch koncentrac²ch inkubovat 

s transfekovanĨmi buŔkami po dobu 24 h. Jako kontrola slouģily buŔky transfekovan® 

pr§zdnĨm vektorem pCMV6. CytotoxickĨ ¼ļinek byl m²rnĨ, ani u jednoho bunŊļn®ho 

modelu nedoġlo po inkubaci s ETV k poklesu ģivotaschopnosti pod 85 % (obr. 19). 

Signifikantn² sn²ģen² ģivotnosti bunŊk transfekovanĨch hCNT2 nebo hCNT3 vŢļi 

kontrole potvrzuje substr§tovou specifitu ETV k tŊmto transport®rŢm. 
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Obr. 19 Đļinek exprese hCNT2 a hCNT3 na cytotoxicitu ETV. MDCK buŔky pŚechodnŊ transfekovan® 

expresn²m vektorem pro hCNT2 (zelen® sloupce), hCNT3 (ġed® sloupce) nebo pr§zdnĨm vektorem 

pCMV6 (ļern® sloupce) byly inkubov§ny po dobu 24 h pŚi 37 ÁC v pŚ²tomnosti tŚ² rŢznĨch koncentrac² 

ETV v triplik§tech. Experimenty byly provedeny soubŊģnŊ v buŔk§ch transfekovanĨch testovanĨm 

transport®rem a buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem (kontrola). Data jsou prezentov§na jako 

aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD z²skanĨ ze tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². 

Grafick® vyj§dŚen² moģn®ho pohybu entecaviru v ledvinnĨch buŔk§ch, kter® lze 

odvodit z dosaģenĨch vĨsledkŢ zn§zorŔuje obr. 20. Dle naġich vĨsledkŢ transportn²ch 

studi² in vitro ETV mŢģe vstupovat z krve do buŔky proxim§ln²ho tubulu prostŚednictv²m 

OAT1 a jeho reabsorpce z moļi mŢģe bĨt zprostŚedkov§na CNT2 a CNT3. ETV je 

schopen inhibovat efluxn² transport®ry P-gp a BCRP. 
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Obr. 20 Sch®matick® zn§zornŊn² transportu ETV v buŔce proxim§ln²ho tubulu. 

 

6.4 Interakce antivirovĨch ANPs s transport®ry 

6.4.1 Interakce s SLC transport®ry 

Studium afinity zkoumanĨch ANPs k vybranĨm transport®rŢm jsme prov§dŊli na 

bunŊļnĨch modelech pŚechodnŊ transfekovanĨch hOAT1, hOCT2, hCNT2 nebo hCNT3 

ve srovn§n² se standardn²mi antivirotiky z t®to skupiny ï adefovirem, tenofovirem 

a cidofovirem. Doba inkubace standardn²ho [3H] znaļen®ho substr§tu byla 2 min. 

Zkouman®® ANPs vykazovaly inhibiļn² ¼ļinek pouze na akumulaci [3H]PAH v HeLa 

buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1 (obr. 21). Dle afinity k hOAT1 mŢģeme rozdŊlit 

testovan® ANPs do tŚ² skupin. V prvn² skupinŊ s relativnŊ n²zkou afinitou k hOAT1 se 

nach§z² l§tky PMEG, PMEO-DAPy a (S)-HPMPA. Druh§ skupina obsahuje adefovir, 

tenofovir a GS-9191, kter® maj² vyġġ² afinitu k hOAT1. Afinita l§tky GS-9191 k hOAT1 

byla asi 15 kr§t vyġġ² neģ afinita testovanĨch ANPs z prvn² skupiny. Ve tŚet² skupinŊ je 

pouze l§tka cPrPMEDAP, u kter® jsme interakci s hOAT1 a vliv na kumulaci [3H]PAH 

neprok§zali. Interakce ANPs s hOCT2, hCNT2 ani hCNT3 jsme neprok§zali (obr. 22). 
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Obr. 21 Srovn§n² afinity testovanĨch ANPs k hOAT1. HeLa buŔky transientnŊ transfekovan® expresn²m 

vektorem pro hOAT1 byly inkubov§ny s [3H]PAH s postupnŊ se zvyġuj²c²mi koncentracemi PMEG (a), 

cPrPMEDAP (b), PMEO-DAPy (c), (S)-HPMPA (d), tenofoviru (e), adefoviru (f) nebo GS-9191 (g) po 

dobu 2 min pŚi 37 ÁC v triplik§tech. KaģdĨ bod pŚedstavuje aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD akumulovan®ho 

mnoģstv² [3H]PAH. Hodnota akumulace [3H]PAH v buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem byla 

odeļtena. 
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Obr. 22 Inhibiļn² ¼ļinek testovanĨch ANPs na akumulaci standardn²ho substr§tu v MDCK II buŔk§ch 

transfekovanĨch hOCT2, hCNT2 nebo hCNT3. MDCKII buŔky pŚechodnŊ transfekovan® expresn²m 

vektorem pro hOCT2 (a), hCNT2 (b) nebo hCNT3 (c) byly inkubov§ny s [3H]MPP+ nebo [3H]uridinem 

v pŚ²tomnosti postupnŊ se zvyġuj²c²ch koncentrac² ANPs po dobu 2 min pŚi 37 ÁC v triplik§tech. KaģdĨ bod 

reprezentuje aritmetickĨ prŢmŊr akumulovan®ho mnoģstv² substr§tu Ñ SD. Hodnota akumulace 

radioaktivn²ho substr§tu v buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem byla odeļtena. 

6.4.2 Interakce ANPs s ABC transport®ry 

Pro stanoven² moģn® interakce testovanĨch ANPs s P-gp/ABCB1 

a BCRP/ABCG2 , byl inkubov§n standardn² fluorescenļn² substr§t Hoechst 33342 

s buŔkami MDCK II-ABCB1 a MDCK II-ABCG2 v pŚ²tomnosti rŢznĨch koncentrac² 

ANPs. Standardn² specifickĨ inhibitor pro ABCB1, KO143 a standardn² specifickĨ 

inhibitor pro ABCG2, LY335979 byly pouģity pro porovn§n² m²ry inhibice efluxu 

Hoechst 33342. Ze vġech testovanĨch ANPs mŊla v podm²nk§ch naġeho experiment 

nejsilnŊjġ² inhibiļn² vliv na P-gp/ABCB1 i na BCRP/ABCG2 l§tka GS-9191. Tato l§tka 

v koncentraci 120 ÕM zvĨġila akumulaci Hoechst 33342 o 74 % v buŔk§ch 

MDCKII -ABCB1 (obr 23c) a o 78 % v buŔk§ch MDCKII-ABCG2 (obr. 24c). Inhibiļn² 

aktivita byla srovnateln§ s inhibiļn² aktivitou specifickĨch inhibitorŢ P-gp/ABCB1 

a BCRP/ABCG2. L§tka PMEO-DAPy zpŢsobila m²rnĨ n§rŢst akumulace Hoechst 33342 

(p < 0.05) o 18 % v buŔk§ch MDCK II-ABCB1 (obr. 23d). Jej² ¼ļinek na akumulaci 

Hoechst 33342 v buŔk§ch MDCK II-ABCG2 byl zanedbatelnĨ (9 %) (obr. 24d). PŢsoben² 

dalġ²ch testovanĨch ANPs smŊrem ke zvĨġen² akumulace Hoechst 33342 nebylo vŢļi 

kontrole signifikantn² (obr. 23-24). 
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Obr. 23 Inhibice funkce P-gp/ABCB1 testovanĨmi ANPs. Standardn² substr§t Hoechst 33342 byl 

inkubov§n s MDCK-ABCB1 buŔkami v nepŚ²tomnosti (kontrola) nebo pŚ²tomnosti rŢznĨch koncentrac² 

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

ABCB1, LY335979 (LY), byl pouģit pro srovn§n² m²ry inhibice testovanĨmi l§tkami. Data jsou 

prezentov§na jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD z²skanĨ ze tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². 
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Obr. 24 Inhibice BCRP/ABCG2 testovanĨmi ANPs. Standardn² substr§t Hoechst 33342 byl inkubov§n  

s MDCK-ABCG2 buŔkami v nepŚ²tomnosti (kontrola) nebo pŚ²tomnosti rŢznĨch koncentrac² PMEG (a), 

cPrPMEDAP (b), GS-9191 (c), PMEO-DAPy (d) nebo (S)-HPMPA (e). SpecifickĨ inhibitor ABCG2, 

KO143 (KO), byl pouģit pro srovn§n² m²ry inhibice testovanĨmi l§tkami. Data jsou prezentov§na jako 

aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD z²skanĨ ze tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². 
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6.4.3 Posouzen² transport®ry zprostŚedkovan® cytotoxicity u ANPs 

OvlivnŊn² bunŊļn® viability po 24 h pŢsoben² testovanĨch antiviroticky 

pŢsob²c²ch l§tek jsme hodnotili pomoc² standardn²ho MTS testu. Jak ukazuje obr. 25, 

u vŊtġiny zkoumanĨch ANPsbyl patrnĨ signifikantn² rozd²l v cytotoxick®m ¼ļinku na 

buŔky transfekovan® hOAT1 ve srovn§n² s buŔkami transfekovanĨmi pr§zdnĨm 

vektorem. L§tka GS-9191 pŚi koncentraci 100 ÕM sn²ģila viabilitu bunŊk t®mŊŚ k 0 % jak 

v buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1, tak v buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdnĨm vektorem. 

Na buŔky exprimuj²c² hOAT1 pŢsobily l§tky PMEG a (S)-HPMPA toxiļtŊji neģ na buŔky 

kontroln². U l§tky cPrPMEDAP, prol®ļiva PMEG, jsme pozorovali relativnŊ n²zkĨ 

cytototoxickĨ efekt. Exprese hOAT1 zvĨġila signifikantnŊ cytotoxick® pŢsoben² 

srovn§vac²ch antivirotik adefoviru a tenofoviru. L§tka PMEO-DAPy nevyk§zovala ģ§dnĨ 

vĨznamnĨ cytotoxickĨ ¼ļinek jak v buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1, tak ani 

v kontroln²ch buŔk§ch. 
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Obr. 25 VĨznam hOAT1 pro cytotoxicitu testovanĨch ANPs. HeLa buŔky pŚechodnŊ transfekovan® 

expresn²m vektorem pro hOAT1 (b²l® body) nebo pr§zdnĨm vektorem (ļern® ļtverce) byly inkubov§ny po 

dobu 24 h pŚi 37 ÁC v triplik§tech s rŢznĨmi koncentracemi testovanĨch ANPs. Data jsou prezentov§na 

jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD. 

Souļasn§ inkubace testovanĨch ANPs s inhibitory OATs (probenecidem nebo 

quercetinem) vedla k vĨrazn®mu sn²ģen² toxicity vŊtġiny testovanĨch l§tek v buŔk§ch 

transfekovanĨch hOAT1 (obr. 26). Lipofiln² l§tka GS-9191 mŊla nejvyġġ² cytotoxickĨ 

¼ļinek i po pŚid§n² probenecidu. Kombinace GS-9191 s quercetinem ovġem signifikantnŊ 

zvĨġila viabilitu bunŊk transfekovanĨch hOAT1. SamotnĨ probenecid nebo quercetin 

nemŊly ģ§dnĨ vliv na bunŊļnou viabilitu ani v buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1, ani 

v buŔk§ch transfekovanĨch pr§zdĨm vektorem (data nejsou v grafu uvedena). 

 

Obr. 26 Vliv probenecidu a quercetinu na cytotoxicitu testovanĨch ANPs v buŔk§ch s vysokou expres² 

hOAT1. HeLa buŔky pŚechodnŊ transfekovan® expresn²m vektorem pro hOAT1 (ļern® sloupce) nebo 

pr§zdnĨm vektorem (teļkovan® sloupce) byly inkubov§ny po dobu 24 h s testovanĨmi ANPs nebo s ANPs 

v kombinaci s 500 ÕM probenecidem (ġachovnicov® sloupce) nebo 50 ÕM quercetinem (b²l® sloupce) 

v triplik§tech. Data jsou prezentov§na jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD. 

6.4.4 Relace afinity k OAT1 a lipofility u ANPs  

AnalĨza byla provedena s c²lem posoudit vztah mezi afinitou ANPs k hOAT1, 

zjiġtŊnou v pŚedch§zej²c²ch pokusech, a jejich lipofilitou. Tento transport®r se v naġich 
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studi²ch nejv²ce pod²lel na interakci s testovanĨmi ANPs. Hodnoty logP testovanĨch l§tek 

vypoļ²tan® pomoc² softwaru ACD/Labs (Advanced Chemistry Development, Inc., 

Toronto, Canada) napov²daj², ģe vŊtġina z nich m§ srovnateln® lipofiln² vlastnosti. 

Hodnoty logP testovanĨch ANPs se pohybovaly od -2,52 Ñ 0,76 do -1,19 Ñ 0,95 a byly 

podobn® s logP adefoviru a tenofoviru. Vġechny testovan® ANPs byly m®nŊ lipofiln² neģ 

l§tka GS-9191 s logP = 6,67 Ñ 1,01. VĨsledky vĨpoļtu byly porovn§ny s ¼daji zjiġtŊnĨmi 

pomoc² chromatografick®ho stanoven² lipofility studovanĨch ANPs. Hodnoty z²skan® pŚi 

HPLC stanoven² vysoce korelovaly s vĨpoļtem z²skanĨmi ¼daji. N§sledn§ korelaļn² 

analĨza uk§zala, ģe u dan® s®rie ANPs korelace mezi logP a hodnotami IC50 pro hOAT1 

nen² statisticky vĨznamn§. Hodnocen² korelace jsme provedli v program GraphPad Prism 

(verze 6). 

 

6.5 Interakce amfotericinu B s transport®ry 

6.5.1 OvŊŚen² charakteru transportu AmB 

Pro ovŊŚen², zda se na transportu AmB do bunŊk pod²l² aktivn² transportn² 

procesy, byl [3H]AmB inkubov§n s bunŊļnou lini² lidskĨch ledvinnĨch bunŊk (HK-2) pŚi 

teplotŊ 37 ÁC a 4 ÁC. Pro inkubaci jsme pouģili rŢzn® ļasov® intervaly (0, 30 a 60 min). 

Akumulace [3H]AmB v buŔk§ch pŚi 4 ÁC byla signifikantnŊ niģġ² neģ v buŔk§ch 

inkubovanĨch pŚi 37 ÁC. V ļasovĨch intervalech 30 a 60 min pŚi 4 ÁC byla akumulace 

[3H]AmB sn²ģena asi o 60-70 %, (obr. 27). 
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Obr. 27 Z§vislost akumulace [3H]AmB v HK-2 buŔk§ch na inkubaļn² teplotŊ. HK-2 buŔky byly 

inkubov§ny v triplik§tech s [3H]AmB (1 ÕM) pŚi 37 ÁC a 4 ÁC ve dvou rŢznĨch ļasovĨch intervalech (30 

a 60 min). Hodnota akumulace [3H]AmB v ļase 0 min byla odeļtena. KaģdĨ sloupec reprezentuje 

aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD ļ§sti akumulovan® d§vky [3H]AmB. 

Po potvrzen² tohoto experimentu jsme pouģili dalġ² bunŊļnou linii reprezentuj²c² 

ledvinnou tk§Ŕ, buŔky LLC-PK1. Akumulace [3H]AmB v tŊchto buŔk§ch pŚi n²zk® 

teplotŊ 4 ÁC byla opŊt vĨraznŊ niģġ² (asi o 50 %) neģ pŚi 37 ÁC (obr. 28). 

 

Obr. 28 Z§vislost akumulace [3H]AmB v LLC-PK1 buŔk§ch na inkubaļn² teplotŊ. [3H]AmB (1 ÕM) byl 

inkubov§n pŚi 37 ÁC a 4 ÁC po dobu 60 min s LLC-PK1 buŔkami v triplik§tech. Hodnota akumulace 

[3H]AmB v ļase 0 min byla odeļtena. KaģdĨ sloupec reprezentuje aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD ļ§sti 

akumulovan® d§vky [3H]AmB. 

Dalġ² experiment s LLC-PK1 buŔkami byl zamŊŚen na studium linearity 

transportu [3H]AmB v ļasovĨch intervalech do 60 min. M²ra akumulace [3H]AmB byla 

ve zvolenĨch ļasovĨch intervalech t®mŊŚ line§rn² (RĮ = 0,9635) (obr 29). 
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Obr. 29 Ļasov§ z§vislost akumulace [3H]AmB v LLC-PK1 buŔk§ch. [3H]AmB (1 ÕM) byl inkubov§n pŚi 

37 ÁC v rŢznĨch ļasovĨch intervalech s LLC-PK1 buŔkami v triplik§tech. Hodnota akumulace [3H]AmB 

v ļase 0 min byla odeļtena. KaģdĨ sloupec reprezentuje aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD ļ§sti akumulovan® d§vky 

[3H]AmB. 

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

Abychom zjistili, jestli komplex AmB/DOC nebo jeho jednotliv® sloģky (AmB 

nebo DOC) maj² afinitu k studovanĨm SLC transport®rŢm, provedli jsme transportn² 

experimenty na bunŊļnĨch modelech pŚechodnŊ exprimuj²c²ch hOAT1 nebo hOCT2. 

BuŔky jsme inkubovali s pŚ²sluġnĨmi standardn²mi substr§ty v kombinaci s neznaļenou 

testovanou l§tkou. Zat²mco u AmB jsme nepozorovali ģ§dnou interakci s hOAT1 

(obr. 30a), AmB/DOC vĨraznŊ inhiboval transport standardn²ho substr§tu OATs 

[3H]PAH (obr. 30c). PodobnŊ i DOC samotnĨ tak® ¼ļinnŊ interagoval s testovanĨm 

transport®rem a inhiboval akumulaci [3H]PAH v transfekovanĨch buŔk§ch (obr. 30e). 

Protoģe samotnĨ DOC inhiboval hOAT1 relativnŊ silnŊ a u AmB jsme interakci 

nepozorovali, mŢģeme se domn²vat, ģe rozhoduj²c²m komponentem, odpovŊdnĨm za 

inhibiļn² vliv AmB/DOC na hOAT1, je DOC. Inhibiļn² ¼ļinek AmB/DOC a DOC nebyl 

¼plnŊ shodnĨ. ZjiġtŊn§ hodnota IC50 AmB/DOC pro hOAT1 se s m²rnou signifikanc² 

(p = 0,029) liġila od IC50 samotn®ho DOC. 

Zaj²mav® vĨsledky odhalilo studium interakce s transport®rem v buŔk§ch 

transfekovanĨch hOCT2. AmB i AmB/DOC vĨznamnŊ inhibovaly akumulaci [3H]MPP+ 

v pouģit®m bunŊļn®m modelu (obr. 30b, d). Inhibiļn² vliv DOC na akumulaci [3H]MPP+ 

byl velmi m²rnĨ (obr. 30f). 
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Obr. 30 Vliv AmB, AmB/DOC a DOC na akumulaci standardn²ch substr§tŢ testovanĨch transport®rŢ. 

HeLa buŔky pŚechodnŊ transfekovan® expresn²m vektorem pro hOAT1 a MDCK II buŔky pŚechodnŊ 

transfekovan® expresn²m vektorem pro hOCT2 byly inkubov§ny s [3H]PAH (a, c, e) a [3H]MPP+ (b, d, f) 

v pŚ²tomnosti postupnŊ se zvyġuj²c²ch koncentrac² AmB, AmB/DOC nebo DOC (0-500 ÕM) po dobu 2 min 

pŚi 37 ÁC v triplik§tech. KaģdĨ bod je vyj§dŚen jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD ļ§sti akumulovan® d§vky 

radioaktivn²ho substr§tu. Hodnota akumulace radioaktivn²ho substr§tu v buŔk§ch transfekovanĨch 

pr§zdnĨm vektorem byla odeļtena. 

Navazuj²c² s®rie akumulaļn²ch studi² pro zjiġtŊn² specifick®ho transportuAmB do 

bunŊk ovġem neodhalila ģ§dnou signifikantn² interakci na transport®ru hOAT1 ani na 
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hOCT2 v transfekovanĨch buŔk§ch ve srovn§n² s kontroln²mi buŔkami transfekovanĨmi 

pr§zdnĨm vektorem pCMV6 (obr. 31). AmB zŚejmŊ nen² substr§tem hOCT2 ani hOAT1. 

 

Obr. 31 Akumulace [3H]AmB v buŔk§ch transfekovanĨch hOCT2 nebo hOAT1. [3H]AmB (1 ÕM ) byl 

inkubov§n s buŔkami transfekovanĨmi expresn²m vektorem pro hOAT1 (a), hOCT2 (b) nebo s buŔkami 

transfekovanĨmi pr§zdnĨm vektorem pCMV6 pŚi 37 ÁC v triplik§tech. [3H]MPP+ a [3H]PAH slouģily jako 

ukazatele funkļnosti modelu po transfekci. KaģdĨ sloupec reprezentuje aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD ļ§sti 

akumulovan® d§vky substr§tu. 

Abychom zjistili moģn® l®kov® interakce AmB/DOC s potenci§lnŊ souļasnŊ 

pod§vanĨmi antivirotiky, kter® jsou substr§ty hOAT1, provedli jsme Śadu interakļn²ch 

transportn²ch studi² s [3H] znaļenĨm adefovirem, tenofovirem nebo cidofovirem 

a rŢznĨmi koncentracemi AmB/DOC. VĨsledky naznaļuj² schopnost AmB/DOC ovlivnit 

akumulaci vġech tŚ² testovanĨch antivirotik v in vitro podm²nk§ch, avġak jen pŚi vyġġ²ch 

inkubaļn²ch koncentrac²ch (obr. 32). 
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Obr. 32 Vliv AmB/DOC na akumulaci adefoviru, tenofoviru a cidofoviru v HeLa buŔk§ch transfekovanĨch 

hOAT1. Akumulace [3H]adefoviru (0,1 ɛM) (a), [3H]tenofoviru (0,5 ɛM) (b) a [3H]cidofoviru (70 ɛM) (c) 

v HeLa buŔk§ch pŚechodnŊ transfekovanĨch expresn²m vektorem pro hOAT1 byla inhibov§na AmB 

(0-345 ɛM) po dobu 2 min pŚi 37 ÁC v triplik§tech. KaģdĨ bod vyjadŚuje aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SD ļ§sti 

akumulovan® d§vky substr§tu. Hodnota akumulace radioaktivn²ho substr§tu v buŔk§ch transfekovanĨch 

pr§zdnĨm vektorem byla odeļtena. 

Transportn² studie s AmB byly prov§dŊny v kr§tk®m ļasov®m intervalu (2 min), 

kdy jsme neoļek§vali ģ§dnĨ vĨznamnĨ vliv testovanĨch l§tek na ģivotaschopnost bunŊk. 

Abychom vylouļili moģn® cytotoxick® pŢsoben² testovanĨch l§tek v prŢbŊhu 

experimetnu, provedli jsme studii urļuj²c² uvolnŊn² LDH z bunŊk po 2 minut§ch a 10 min 

pŢsoben² AmB, AmB/DOC, DOC nebo samotnĨch rozpouġtŊdel. V t®to studii jsme 

nepozorovali ģ§dn® vĨznamn® zmŊny v uvolnŊn² LDH z bunŊk (obr. 33). 
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Obr. 33 OvŊŚen² potenci§ln²ho cytotoxick®ho pŢsoben² rŢznĨch forem AmB. AmB, AmB/DOC nebo DOC 

byly inkubov§ny s MDCK II buŔkami pŚechodnŊ transfekovanĨmi expresn²m vektorem pro hOCT2 nebo 

pr§zdnĨm vektorem pCMV6 v triplik§tech. Po inkubaci v ļasovĨch intervalech 2 a 10 min byla 

u odebranĨch vzorkŢ fluorimetricky mŊŚena uvolnŊn§ LDH. KaģdĨ sloupec reprezentuje aritmetickĨ 

prŢmŊr Ñ SD hodnot fluorescence. 
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7 Diskuze 

Pro prov§dŊn² experimentŢ na bunŊļn® ¼rovni bylo nutn® na pracoviġtŊ zav®st 

kultivaci vhodnĨch bunŊļnĨch lini² pouģitelnĨch k transportn²m experimentŢm a jejich 

n§slednou transfekci. Abychom zvolili vhodnou metodu bunŊļn® tranzientn² transfekce, 

bylo tŚeba prov®st optimalizaļn² experimenty, kter® se tĨkaly Śady parametrŢ t®to metody. 

K transfekci jsme vybrali bunŊļnou linii HeLa a MDCK II z dŢvodu pomŊrnŊ rychl®ho 

rŢstu a snadn® manipulace. Rozs§hl® optimalizaļn² experimenty byly nutn® pro stanoven² 

napŚ. nejvhodnŊjġ²ho intervalu mezi transfekc² a prov§dŊnĨmi experimenty tak, abychom 

pracovali v dobŊ s nejvyġġ² funkc² studovan®ho transport®ru. PŚi vĨvoji metod jsme 

prov§dŊli funkļn² studie se standardn²mi radioaktivnŊ znaļenĨmi substr§ty studovan®ho 

transport®ru, kterĨmi jsme zjistili, jestli doch§z² v buŔk§ch transfekovanĨch funkļn²m 

plazmidem ke zvĨġen² akumulace standardu pŚi srovn§n² s kontroln²mi buŔkami 

transfekovanĨmi pr§zdnĨm vektorem (pCMV6). V pŚ²padŊ potvrzen² dostateļn® funkce 

dan®ho transport®ru v transfekovanĨch buŔk§ch byla exprese ovŊŚov§na pomoc² metody 

Western blottingu. 

Prov§dŊn² transportn²ch studi² a studi² cytotoxicity komplikovala nedosteļn§ 

rozpustnost nŊkterĨch testovanĨch l§tek ve vodŊ. Abychom omezili moģn® toxick® 

pŢsoben² DMSO na buŔky na minimum, byly experimenty postaveny tak, aby 

v inkubaļn²m m®diu s poģadovanou koncentrac² testovan® l§tky nebylo pŚ²tomno v²ce 

neģ 1 % rozpouġtŊdla. VŊtġinu transportn²ch studi² jsme prov§dŊli ve velmi kr§tkĨch 

ļasovĨch intervalech (2 min), kdy je velmi mal§ pravdŊpodobnost ovlivnŊn² ģivotnosti 

bunŊk, kter® by mohlo m²t vĨznamnĨ vliv na vĨsledky experimentu. U studi² cytotoxicity 

testovanĨch l§tek jsme moģnost faleġnŊ pozitivn²ch/negativn²ch vĨsledkŢ vylouļili 

i vhodnŊ zvolenĨmi kontrolami. 

C²lem t®to pr§ce bylo zkoumat interakce vybranĨch antivirotik a antibiotik 

s dŢleģitĨmi lidskĨmi ledvinnĨmi l®kovĨmi transport®ry. Takov® zkoum§n² m§ vĨznam 

pŚedevġ²m u l®ļiv, kter§ jsou ledvinami vĨznamnŊ vyluļov§na nebo se v nich dokonce 

mohou kumulovat. Z tohoto dŢvodu jsme se zamŊŚili na studium l®ļiv, u kterĨch je 

vĨznam ledvinn® exkrece zn§m nebo na l§tky, u kterĨch lze pŚedpokl§dat, ģe by takto 

mohly bĨt exkretov§ny. VĨzkum byl orientov§n tŚemi z§kladn²mi smŊry. Prvn²m bylo 

zkoum§n² pomŊrnŊ dŢleģit®ho antiviorotika entecaviru, urļen®ho pro l®ļbu virov® 

hepatitidy, u kter®ho je zn§mo, ģe je exkretov§no ledvinami (Matthews, 2006; Razonable, 

2011). Druhou oblast² bylo studium vĨvojovĨch antivirotik ze skupiny acyklickĨch 
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nukleosidovĨch fosfon§tŢ. Tato potenci§ln² l®ļiva jsou strukturnŊ pŚ²buzn§ klinicky 

uģ²vanĨm antivirotikŢm, jako jsou adefovir, tenofovir ļi cidofovir, kter® se vyznaļuj² 

ledvinnou exkrec² a potenci§ln² nefrotoxicitou (Cihlar et al., 2009; Izzedine et al., 2005b). 

Zkoum§n² interakc² dŢleģit®ho antimykotika amfotericinu B bylo tŚet²m vĨzkumnĨm 

smŊrem, neboŠ toto l®ļivo je charakteristick® kumulac² v ledvin§ch a rizikem nefrotoxicty 

(Fanos a Cataldi, 2001; Laniado-Labor²n a Cabrales-Vargas, 2009). Z tohoto pohledu je 

ļlenŊna i n§sleduj²c² ļ§st diskuze. 

ETV 

Pro studium jednotlivĨch transportn²ch syst®mŢ, kter® pŚisp²vaj² k manipulaci 

ETV v ledvin§ch, jsme vybrali hlavn² typy l®kovĨch transport®rŢ hojnŊ exprimovanĨch 

v lidskĨch proxim§ln²ch tubulech, kter® mohou bĨt potenci§lnŊ zapojen® do 

transmembr§nov®ho transportu ETV. Prozat²m tak rozs§hl§ in vitro studie zamŊŚen§ na 

transport ETV v ledvin§ch nebyla provedena. V naġ² studii s ETV jsme se zabĨvali 

pŚ²mĨm srovn§n²m transportn²ch vlastnost² ETV s dalġ²mi klinicky zn§mĨmi antivirotiky 

u kterĨch je zn§mo, ģe vĨznamnŊ interaguj² s ledvinnĨmi transport®ry. Tak® jsme 

zvaģovali moģn® souvislosti s pŚ²padnĨmi toxickĨmi ¼ļinky, kter® by mohly bĨt 

n§sledkem interakc² ETV s pŚ²sluġnĨm transport®rem. 

S®rie naġich experimentŢ s ETV navazuje na ned§vn® studie in vivo, kter® uk§zaly 

na moģn® zapojen² transport®rŢ pro organick® anionty a kationty pŚi ledvinn® exkreci 

ETV (Yanxiao et al., 2011). AutoŚi prok§zali, ģe inhibitor OATs probenecid (Burckhardt 

a Burckhardt, 2003; Cihlar et al., 1999) a inhibitor OCTs cimetidin (Dresser et al., 2001; 

Koepsell et al., 2003) maj² inhibiļn² vliv na ren§ln² exkreci ETV u potkanŢ in vivo. 

S vyuģit²m in vitro experimentŢ s pomoc² bunŊļn®ho modelu se stimulovanou 

expres² hOAT1 prok§zali interakci ETV s dŢleģitĨm ledvinnĨm transport®rem 

organickĨch aniontŢ hOAT1. V tomrto bodŊ vĨsledky in vitro podporuj² vĨġe uveden® 

¼daje zjiġtŊn® in vivo a potvrzuj² dŢleģitou ¼lohu hOAT1 pŚi transportu ETV. Na rozd²l 

od publikovanĨch studi² u potkanŢ in vivo (Yanxiao et al., 2011) a in vitro studi² 

s ledvinnĨmi Śezy potkana (Xu et al., 2013), kter® naznaļuj² ¼ļast OCTs na transportu 

ETV, jsme ovġem v naġich experimentech s transfekovanĨm bunŊļnĨm modelem in vitro 

nepozorovali ģ§dnou interakci ETV s hOCT2 (obr. 11b, 12d). Tento rozpor mŢģe bĨt 

vysvŊtlitelnĨ skuteļnost², ģe na rozd²l od experimentŢ s buŔkami transfekovanĨmi OCT2, 

v podm²nk§ch in vivo a pŚi pouģit² ledvinnĨch ŚezŢ mohou pŚ²sp²vat k ledvinn®mu 
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transportu ETV i jin® typy OCTs, kter® jsou v nativn² ledvinn® tk§ni fyziologicky 

exprimov§ny (Karbach et al., 2000; Motohashi et al., 2002). JinĨm vysvŊtlen²m by mohly 

bĨt mezidruhov® rozd²ly v afinitŊ ETV k OCTs. V naġich studi²ch jsme pouģ²vali bunŊļnĨ 

model exprimuj²c² lidskĨ OCT2, zat²mco ve zm²nŊnĨch publikac²ch autoŚi pracovalŢi 

s potkan²mi experiment§ln²mi modely. 

PouģitĨ bunŊļnĨ model n§m umoģnil prov®st pŚ²m® kvantitativn² srovn§n² 

schopnosti interakce ETV s hOAT1 s dalġ²mi antivirotiky, u kterĨch je zn§ma interakce 

s hOAT1. VĨsledky tŊchto studi² uk§zaly, ģe schopnost ETV inhibovat transport 

standardn²ho substr§tu [3H]PAH (obr. 11a) v transfekovanĨch buŔk§ch je podstatnŊ niģġ² 

neģ u adefoviru, tenofoviru a cidofoviru (obr. 14a). Na z§kladŊ z²skanĨch dat mohou bĨt 

antivirotik seŚazena dle afinity k hOAT1 do n§sleduj²c²ho poŚad²: adefovir ι tenofovir 

å cidofovir ιι entecavir. 

Na z§kladŊ prok§zan® afinity ETV k hOAT1 jsme se v dalġ²ch experimentech 

zamŊŚili na interakce ETV se tŚemi zn§mĨmi substr§ty hOATs - adefovirem, tenofovirem 

a cidofovirem (Cihlar et al., 1999; Uwai et al., 2007), kter® mohou bĨt v klinick® praxi 

potenci§lnŊ pod§v§ny souļasnŊ s ETV. Tyto experimenty jsme provedli, abychom zjistili, 

zda ETV mŢģe ovlivnit m²ru jejich transportu tŊchto antivirotik pomoc² hOAT1. Pouģit® 

inkubaļn² koncentrace adefoviru, tenofoviru a cidofoviru in vitro odpov²daly 

terapeutickĨm plazmatickĨm hladin§m (Cundy, 1999; Delahunty et al., 2006; Kearney et 

al., 2005). V experimentech jsme pozorovali vĨraznou interakci ETV se vġemi tŚemi 

pouģitĨmi antivirotiky (obr. 16). Nicm®nŊ, terapeutick® koncentrace ETV v plazmŊ pŚi 

bŊģn®m d§vkov§n² se pohybuj² maxim§lnŊ do 50 nM (Matthews, 2006; Yan et al., 2006). 

Vzhledem k tomu, ģe zjiġtŊn® inhibiļn² koncentrace ETV byly vyġġ² o nŊkolik Ś§dŢ, 

klinickĨ vĨznam tŊchto l®kovĨch interakc² u OAT1 lze oļek§vat pouze v pŚ²padŊ 

extr®mnŊ vysokĨch plazmatickĨch koncentrac² ETV, kter® by se mohly objevit pouze za 

mimoŚ§dnĨch okolnost². 

Koncentraļn² nukleosidov® transport®ry jsou zodpovŊdn® za vysoce afinitn² 

koncentraļn² reabsorpci pŚ²rodn²ch nukleosidŢ a jejich analogŢ v ledvin§ch (Ritzel et al., 

2001; Rodr²guez-Mulero et al., 2005). CNT2 zprostŚedkov§v§ uptake antivirovĨch 

purinovĨch deriv§tŢ, jako jsou kladribin, fludarabin a clofarabin (Cano-Soldado a 

Pastor-Anglada, 2011; King et al., 2006; Lang et al., 2001). ObecnĨmi strukturn²mi 

poģadavky pro vysoce afinitn² substr§ty nebo inhibitory nukleosidovĨch transport®rŢ jsou 

2 hydrofobn² centra a hydroxylov§ skupina v poloze 3̈͂-C na pentozov®m kruhu (Chang 

et al., 2004). Na z§kladŊ tŊchto ¼dajŢ by bylo moģn® oļek§vat urļit® interakce s CNTs 
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i u ETV. Z tohoto dŢvodu jsme s pomoc² transfekovanĨch bunŊļnĨch modelŢ testovali 

schopnost ETV interagovat s vybranĨmi nukleosidovĨmi transport®ry. Na z§kladŊ 

analĨzy struktury ETV jsme se zamŊŚili na transport®ry hCNT2 (puriny preferuj²c²) 

a hCNT3 (puriny a pyrimidiny preferuj²c²) (Klaassen a Aleksunes, 2010, Mangravite et 

al., 2003). V tŊchto experimentech byla zjiġtŊna interakce ETV s hCNT2 i hCNT3 (obr. 

11c, d; obr 12 b, c). Z²skan§ data ukazuj², ģe interakce ETV s hCNT2 a hCNT3, kter® 

jsou bŊģnŊ lokalizov§nĨ v lidskĨch ledvin§ch (Mangravite et al., 2003), by mohly hr§t 

roli v jeho ledvinn®m transportu. I pŚesto, ģe inhibiļn² ¼ļinek ETV na transportn² funkci 

CNTs dle stanovenĨch IC50 nebyl pŚ²liġ intenzivn², je dŢleģit® m²t tento novĨ poznatek na 

pamŊti pro dalġ² zkoum§n² interakc² ETV s nukleosidovĨmi transport®ry. Na rozd²l od 

ETV ģ§dn® z testovanĨch srovn§vac²ch antivirotik (adefovir, tenofovir a cidofovir) 

v experimentech s MDCK II buŔkami pŚechodnŊ transfekovanĨmi hCNT2 ani s hCNT3 

neiteragoval (obr. 14b, c). VĨznamn® interakce ETV s tŊmito antivirotiky na studovanĨch 

nukleosidovĨch transport®rech nen² tedy moģn® oļek§vat. 

Apik§lnŊ um²stŊn® efluxn² ABC transport®ry hraj² dŢleģitou roli pŚi kontrole 

akumulace mnoha antiviroticky ¼ļinnĨch l§tek a jinĨch l®ļiv v rŢznĨch tk§n²ch lidsk®ho 

tŊla, vļetnŊ ledvin (Eilers et al., 2008). Ve studii s ETV jsme zjistili, ģe ETV signifikantnŊ 

inhibuje BCRP/ABCG2 a P-gp/ABCB1 (obr. 17). Ve srovn§n² s P-gp/ABCB1 entecavir 

inhiboval funkci BCRP/ABCG2 relativnŊ m®nŊ intenzivnŊ a nekonzistentnŊ ve vztahu 

k pouģitĨm koncentrac²m. Inhibiļn² potenci§l ETV nebyl srovnatelnĨ s pouģitĨmi 

standardn²mi inhibitory. Vliv ETV na efluxn² transport®ry v ledvin§ch bychom mohli 

oļek§vat pouze m²rnĨ, kterĨ by se mohl projevit jen pŚi relativnŊ vysokĨch koncentrac²ch 

pŚesahuj²c²ch terapeutick® hladiny. Nicm®nŊ vyġġ² koncentrace mŢģe ETV dos§hnout 

v tenk®m stŚevŊ po uvolnŊn² z peror§ln² l®kov® formy. V takovĨch situac²ch by mohl 

inhibiļn² ¼ļinek ETV ovlivnit funkci transport®ru P-gp/ABCB1, kterĨ je lokalizov§n 

v membr§n§ch enterocytŢ (Cordon-Cardo et al., 1990; Tiebaut et al., 1987). Vzhledem 

k tomu, ģe interakce se stŚevn²mi P-gp/ABCB1 mohou bĨt dŢleģitĨm faktorem 

pŚi intestin§ln² absorpci mnoha l®ļiv (Glavinas et al., 2004), mŊla by bĨt l®kovĨm 

interakc²m ETV v GIT na ¼rovni P-gp vŊnov§na pozornost v dalġ²m vĨzkumu. 

Kumulace l®ļiv v buŔk§ch zprostŚedkovan§ influxn²mi transport®ry mŢģe m²t 

v toxick® n§sledky. Ho et al. (2000) uk§zali, ģe OAT1 je transport®rem, kterĨ se mŢģe 

pod²let na cytotoxick®m pŢsoben² adefoviru a cidofoviru v in vitro podm²nk§ch. Je 

zn§mo, ģe adefovir, cidofovir a tenofovir po pod§n² pacientŢm mohou pŢsobit 

nefrotoxicky (Izzedine et al., 2005b). Protoģe je OAT1 jedn²m z nejv²ce exprimovanĨch 
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transport®rŢ v ledvin§ch (Klaassen a Aleksunes, 2010), mŢģeme pŚedpokl§dat jeho 

ļ§steļnou ¼ļast na toxick®m pŢsoben² tŊchto antivirotik. Prezentovan® experiment§ln² 

vĨsledky ukazuj² vĨraznŊ niģġ² afinitu ETV k hOAT1 a niģġ² cytotoxickĨ ¼ļinek ETV 

v buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1 ve srovn§n² s vĨġe uvedenĨmi potenci§lnŊ 

nefrotoxickĨmi antivirotiky (obr. 18). Z tohoto dŢvodu mŢģeme oļek§vat u ETV 

relativnŊ n²zk® riziko bunŊļn® akumulace a toxicity v tk§n²ch s vysokou expres² OAT1 

v porovn§n² s adefovirem, tenofovirem a cidofovirem. 

U pacientŢ s poruchou funkce jater by mŊl bĨt ETV pod§v§n s opatrnost². NapŚ. 

u pacietnŢ s jatern² cirh·zou a chronickou hepatitidou B l®ļenĨch ETV je ļastĨm 

neģ§douc²m ¼ļinkem lakt§tov§ acid·za (Lange et al., 2009). V budouc²ch studi²ch by 

proto mŊl bĨt zkoum§n transport ETV prostŚednictv²m transport®rŢ typicky 

exprimovanĨch v j§trech. 

ANPs 

VĨvoj novĨch acyklickĨch nukleosidovĨch fosfon§tŢ trval mnoho let (HolĨ, 

2006). Za tuto dobu bylo objeveno, ģe excelentn² antivirov§ aktivita ANPs je pŚiļ²t§na 

pŚ²tomnosti katabolicky stabiln² fosfon§tov® vazby. ANPs jsou za fyziologickĨch 

podm²nek z§pornŊ nabit® a prostŚednictv²m OATs se vĨraznŊ kumuluj² v buŔk§ch 

ledvinnĨch proxim§ln²ch tubulŢ (Rizwan a Burckhardt, 2007; Sweet, 2005; VanWert et 

al., 2010). Byly publikov§ny rŢzn® in vitro studie s klinicky vĨznamnĨmi ANPs 

prokazuj²c² ren§ln² akumulaci nŊkterĨch acyklickĨch nukleosidovĨch fosfon§tŢ pomoc² 

OATs a jejich n§slednĨ nefrotoxickĨ ¼ļinek (Cihlar et al., 2009; Kohler et al., 2011; Uwai 

et al., 2007). V s®rii ANPs ovġem existuje nŊkolik slouļenin ze skupiny PME a HPMP 

s velkou potenci§ln²m ¼ļinkem u onemocnŊn² vyvolanĨch DNA viry, retroviry nebo 

u onkologickĨch patologi² (Balzarini et al., 2007; Bijsterbosch et al., 1998; Reiser et al., 

2008). PŚ²kladem tŊchto l§tek je cPrPMEDAP, kter§ je zn§m§ jako potenci§lnŊ vĨznamn® 

antivirov® l®ļivo pro l®ļbu infekc² zpŢsobenĨch polyomaviry a lidskĨmi papilomaviry 

(De Clercq, 2008). Z literatutry je zn§mo, ģe l§tka (S)-HPMPA je aktivn² vŢļi ġirok®mu 

spektru DNA virŢ a m§ potenci§l pro pouģit² v l®ļbŊ herpetickĨch infekc² rezistentn²ch 

k l®ļbŊ konvenļn²mi l®ļivy (De Clercq, 2007b). Interakce uvedenĨch antivirovĨch l§tek 

ze skupiny ANPs s ledvinnĨmi l®kovĨmi transport®ry nebyla dosud zkoum§na. 

V naġ² studii jsme zkoumali nukleosidov® fosfon§ty ze skupin PME a HPMP, 

jimiģ byly l§tky PMEG, PMEO-DAPy a (S)-HPMPA. Pro srovn§n² jsme testovali 
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N6-cyklopropylovĨ deriv§t l§tky PMEDAP (cPrPMEDAP), kterĨ byl pŚipraven jako 

prol®ļivo l§tky PMEG (HolĨ et al., 1999; HolĨ et al., 2001) s niģġ²m cytotoxickĨm 

pŢsoben²m (Wolfgang et al., 2009). Do naġich experimentŢ jsme tak® zaŚadili l§tku 

GS-9191, kter§ byla pŚipravena jako lipofiln² dvojit® prol®ļivo (double prodrug) l§tky 

PMEG. GS-9191 byla navrģena tak, aby zvĨġila propustnost a akumulaci metabolitŢ 

PMEG v c²lovĨch buŔk§ch. Intracelul§rnŊ je l§tka GS-9191 hydrolyzov§na za vzniku 

cPrPMEDAP. N§slednŊ je N6-cyklopropylov§ ļ§st cPrPMEDAP deaminov§na a vznik§ 

PMEG, kterĨ je rychle fosforylov§n a t²m vytv§Ś² farmakologicky aktivn² formy. Moģn® 

klinick® vyuģit² GS-9191 by mŊlo bĨt pŚedmŊtem dalġ²ch studi² (De Clercq, 2011; 

Wolfgang et al., 2009). 

V provedenĨch studi²ch, ve kterĨch jsme zkoumali interakce ANPs se 

studovanĨmi transport®ry pomoc² transfekovanĨch bunŊk, bylo zjiġtŊno, ģe zkouman® 

l§tky vykazuj² vĨznamnou interakci pouze pouze s hOAT1 (obr. 21). Jejich afinitu 

k hOAT1 jsme porovnali s klinicky pouģ²vanĨmi antivirotiky adefovirem a tenofovirem, 

kter® jsou zn§mĨmi substr§ty hOAT1 (Uwai et al., 2007). VĨsledky z²skan® v inhibiļn²ch 

studi²ch uk§zaly, ģe adefovir a tenofovir nejsou jenom substr§ty hOAT1, ale tak® jeho 

¼ļinn® inhibitory. V dŚ²vŊjġ²ch prac²ch bylo publikov§no, ģe obŊ tato l®ļiva jsou tak® 

substr§ty hOAT3, ovġem hOAT1 se na jejich transportu zŚejmŊ pod²l² nejvyġġ² mŊrou 

(Cihlar et al., 1999; Ho et al., 2000; Uwai et al., 2007). Po srovn§n² hodnot IC50 

testovanĨch ANPs mŢģeme doj²t k z§vŊru, ģe vŊtġina testovanĨch ANPs vykazovala 

mnohem niģġ² afinitu k hOAT1 neģ adefovir a tenofovir. Tato skuteļnost pravdŊpodobnŊ 

vyplĨv§ ze struktur§ln²ch rozd²lŢ testovanĨch ANPs ve srovn§n² s adefovirem 

a tenofovirem. Na z§kladŊ pŚedchoz²ch rozs§hlĨch studi² (Ullrich, 1997) je zn§mo, ģe 

velikost, hydrofobicita, s²la n§boje a schopnost tvoŚit vod²kov® vazby jsou dŢleģitĨmi 

poģadavky pŚi interakci substr§tŢ s OATs (Burckhardt a Burckhardt, 2003). V naġ² studii 

zkouman® fosfon§ty obecnŊ splŔuj² uveden§ krit®ria, protoģe jejich molekulov§ hmotnost 

je niģġ² neģ 500 (s vĨjimkou GS-9191 s molekulovou hmotnost² 734,8), obsahuj² 

v molekule hydrofobn² oblast a nesou negativnŊ nabitou skupinu. Avġak pouze l§tka 

GS-9191 vykazovala srovnatelnou hodnotu IC50 s adefovirem a tenofovirem. Literatura 

uv§d², ģe lipofiln² vlastnosti nŊkterĨch skupin l§tek, jako napŚ. deriv§tŢ odvozenĨch od 

kyseliny moļov®, koreluj² s afinitou k OAT1 (Sugawara et al., 2005). Z tohoto dŢvodu 

jsme se rozhodli zjistit, zda lipofilita n§mi testovanĨch ANPs koreluje s afinitou 

k hOAT1. Dle vypoļ²tanĨch hodnot (software ACD/Labs) a experiment§lnŊ zjiġtŊnĨch 

hodnot pomoc² HPLC m§ nejvyġġ² lipofilitu l§tka GS-9191. Dalġ² testovan® ANPs mŊly 
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relativnŊ niģġ² lipofilitu s hodnotou logP podobnou adefoviru a tenofoviru. Ģ§dnĨ 

korelaļn² vztah mezi lipofilitou a afinitu k OAT1 jsme ovġem v s®rii testovanĨch 

slouļenin nezjistili. Stanoven² parametrŢ lipofility lze pokl§dat za vysoce relevantn², 

protoģe hodnoty namŊŚen® experiment§lnŊ pomoc² chromatografick® separace vysoce 

korelovaly s hodnotami logP vypoļtenĨmi pomoc² softwaru ACD/Labs (Pearson r = 0,99, 

p < 0,0001). 

Aļkoliv je N6-substituovan® prol®ļivo PMEG, cPrPMEDAP, negativnŊ nabit® pŚi 

fyziologick®m pH stejnŊ jako PMEG (Wolfgang et al., 2009), nepozorovali jsme u nŊj 

ģ§dnou interakci s transport®rem hOAT1 (obr. 21b). Absence t®to interakce mŢģe bĨt 

zpŢsobena pŚ²tomnost² cyklopropylov®ho substituentu v poloze N6 ve 

2,6-diaminopurinov®m cyklu, kterĨ mŢģe stericky br§nit efektivn² interakci cPrPMEDAP 

s vazebnĨm m²stem hOAT1. ZjiġtŊn², ģe testovan® ANPs nevykazuj² interakci s hOCT2 

je v souladu s dŚ²ve in vitro zjiġtŊnĨmi ¼daji pro adefovir a tenofovir, kter® ukazuj², ģe 

hOCT2 nehraje ģ§dnou roli v jejich pŚestupudo bunŊk (Uwai et al., 2007). 

Ve studi²ch ANPs s efluxn²mi transport®ry P-gp/ABCB1 a BCRP/ABCG2 byla 

nejsilnŊjġ²m inhibitorem l§tka GS-9191 (obr. 23-24). Jej² inhibiļn² aktivita byla 

srovnateln§ se specifickĨm inhibitorem BCRP/ABCG2 - l§tkou KO143 a specifickĨm 

inhibitorem P-gp/ABCB1 - l§tkou LY335979. Dalġ² testovan® ANPs vykazovaly 

v pouģitĨch in vitro bunŊļnĨch modelech pouze velmi malou nebo ģ§dnou interakci s 

efluxn²mi transport®ry. RelativnŊ siln§ interakce GS-9191 s efluxn²mi transport®ry by 

mohla bĨt pŚiļtena lipofiln²mu charakteru t®to l§tky. Publikovan® studie, zamŊŚen® na 

stanoven² vztahu mezi molekul§rn²mi vlastnostmi l§tek a interakcemi s efluxn²mi 

transport®ry uv§dŊj², ģe pro interakci substr§tu s P-gp/ABCB1 je dŢleģit® vļlenŊn² l§tky 

do lipidov® membr§ny (Szak§cs et al., 2008). Typick® substr§ty P-gp/ABCB1 obsahuj² 

ve sv® molekule akceptorov§ m²sta pro vod²kov® vazby a hydrofobn² skupiny. V dalġ²ch 

poģadavc²ch pro specifick® uskupen² atomŢ v molekule (tzv. farmakoforŢ) pro substr§ty 

P-gp/ABCB1 se literatura neshoduje (Sharom, 2008; Szak§cs et al., 2008). ObecnŊ plat², 

ģe maj² tendenci m²t rovinn® aromatick® dom®ny a terci§rn² aminoskupiny (Szak§cs et 

al., 2008). Bohuģel existuje mnoho vĨjimek z tŊchto pravidel. VŊtġina ANPs v r§mci naġ² 

studie m§ teoreticky odpov²daj²c² strukturu, avġak signifikantn² interakci s ABC 

transport®ry jsme neprok§zali. Rozhoduj²c²m faktorem pro interakci GS-9191 s efluxn²mi 

transport®ry se v tomto pŚ²padŊ zd§ jej² vyġġ² lipofilita. 

NŊkolik ļlenŢ skupiny ANPs pŢsob² cytotoxicky vŢļi proliferuj²c²m buŔk§m 

(HolĨ et al., 2001; Kramata a Downey, 1999). ANPs po pŚestupu pŚes bunŊļnou 
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membr§nu tvoŚ² v buŔk§ch aktivn² fosforylovan® metabolity, kter® jsou schopny ukonļit 

polymer§zovou reakci DNA, coģ vede k inhibici synt®zy DNA a/nebo opravŊ DNA 

(Balzarini et al., 1991; Kramata a Downey, 1999; Wolfgang et al., 2009). Abychom 

zjistili, zda za cytotoxickĨ ¼ļinek ANPs je odpovŊdnĨ jejich uptake prostŚednictv²m 

hOAT1 jako tomu je u dalġ²ch l§tek z t®to skupiny ï adefoviru a tenofoviru, pouģili jsme 

HeLa buŔky pŚechodnŊ transfekovan® t²mto transport®rem. BuŔky transfektovan® 

hOAT1 byly citlivŊjġ² k cytotoxick®mu ¼ļinku vŊtġiny testovanĨch ANPs pŚi inkubaļn²m 

intervalu po 24 h (obr. 25). Ve srovn§n² s kontrolou pŢsobily PMEG a (S)-HPMPA na 

buŔky transfekovan® hOAT1 v naġich experiment§ln²ch podm²nk§ch relativnŊ silnŊ 

cytotoxicky. CytotoxickĨ ¼ļinek PMEG a (S)-HPMPA na transfekovan® buŔky byl 

vĨraznŊ intenzivnŊjġ² neģ v pŚ²padŊ adefoviru ļi tenofoviru. Tento vĨsledek je v souladu 

se skuteļnost², ģe PMEG difosf§t (intracelul§rn² metabolit PMEG) je silnŊjġ²m 

inhibitorem lidsk® bunŊļn® DNA polymer§zy neģ adefovir difosf§t (Pisarev et al., 1997). 

Vyġġ² cytotoxicita l§tek PMEG a (S)-HPMPA v hOAT1 transfekovanĨch buŔk§ch 

pŚedstavuje nepŚ²mĨ dŢkaz toho, ģe tyto l§tky jsou nejen inhibitory, ale i substr§ty 

hOAT1. 

Nejv²ce cytotoxickou l§tkou mezi testovanĨmi ANPs byla l§tka GS-9191. Jej² 

toxickĨ ¼ļinek na kontroln² buŔky transfekovan® pr§zdnĨm vektorem pCMV6 od ¼ļinku 

na buŔky transfekovan® hOAT1. Toto zjiġtŊn² znamen§, ģe neexistuje vĨznamnĨ vztah 

mezi aktivn²m transportem zprostŚedkovanĨm hOAT1 a cytotoxicitou t®to l§tky. 

PravdŊpodobn® je, ģe za vyġġ² cytotoxicitu tohoto l®ļiva je odpovŊdn§ vysok§ 

hydrofobicita l§tky GS-9191. Na rozd²l od ostatn²ch testovanĨch ANPs mŢģe GS-9191 

efektivnŊ vstupovat do bunŊk pasivn² dif¼z² (Wolfgang et al., 2009), kde mŢģe dosahovat 

nebezpeļnĨch koncentrac², vedouc²ch k toxick®mu ¼ļinku. Zd§ se, ģe transport 

zprostŚedkovanĨ hOAT1 hraje v tomto pŚ²padŊ m§lo vĨznamnou roli. 

PŚi testov§n² interakc² testovanĨch ANPs s SLC transport®ry l§tka cPrPMEDAP 

neinhibovala akumulaci standardn²ho substr§tu [3H]PAH v buŔk§ch transfekovanĨch 

hOAT1. Ve studi²ch zamŊŚenĨch na cytotoxicitu jsme pozorovali mal® zvĨġen² 

cytotoxick®ho ¼ļinku l§tky cPrPMEDAP v buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1. Tyto 

vĨsledky by mohly naznaļovat, ģe cPrPMEDAP nen² inhibitor hOAT1, ale mohl by bĨt 

jeho substr§tem s n²zkou afinitou. ZjiġtŊn§ cytotoxicita cPrPMEDAP byla pŚibliģnŊ 

devŊtkr§t niģġ² neģ cytotoxicita PMEG. Zaj²mav® je, ģe podobnĨ rozd²l v toxicitŊ byl 

zaznamen§n i v dŚ²ve publikovan® studii u kr§l²kŢ in vivo, ve kter® lok§ln² pod§n² 1% 
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cPrPMEDAP bylo zv²Śaty tolerov§no, zat²mco pod§n² 0,1% PMEG jiģ zv²Śaty tolerov§no 

nebylo (Christensen, 2005). 

V podm²nk§ch in vitro experimentu byla mezi studovanĨmi ANPs jedinou 

netoxickou l§tkou PMEO-DAPy (obr. 25). Toto zjiġtŊn² je v souladu s publikovanĨmi 

¼daji o niģġ² toxicitŊ l§tky PMEO-DAPy ve srovn§n² s adefovirem v experimentech na 

myġ²ch infikovanĨch virem myġ²ho sarkomu (Balzarini et al., 2007). PŚestoģe 

PMEO-DAPy v naġich transportn²ch studi²ch interagovala s hOAT1, nepozorovali jsme 

u n² ģ§dn® cytotoxick® pŢsoben² v buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1 ani v kontroln²ch 

buŔk§ch. Tento vĨsledek by mohl naznaļovat, ģe PMEO-DAPy je pouze inhibitorem a ne 

substr§tem hOAT1. V experimentech s ABC transport®ry PMEO-DAPy interagovala 

m²rnŊ s P-gp/ABCB1. RelativnŊ netoxickĨ ¼ļinek t®to l§tky mŢģe bĨt ļ§steļnŊ vysvŊtlen 

efluxem PMEO-DAPy z bunŊk prostŚednictv²m jednoho nebo v²ce efluxn²ch 

transport®rŢ. 

VĨġe uveden® vĨsledky studi² cytotoxick®ho ¼ļinku testovanĨch ANPs naznaļuj², 

ģe akumulace testovanĨch l§tek prostŚednictv²m hOAT1 mŢģe zpŢsobit bunŊļn® 

poġkozen². Abychom toto tvrzen² potvrdili farmakologicky, provedli jsme nav²c testy 

toxicity ANPs, ve kterĨch byl zkoum§n vliv zn§m®ho inhibitoru OATs probenecidu 

a inhibitoru/substr§tu OATs quercetinu (Wong et al., 2011). VĨsledky t®to studie 

prok§zaly, ģe probenecid je schopen efektivnŊ sn²ģit cytotoxicitu testovanĨch ANPs 

zprostŚedkovnou hOAT. VĨjimkou byla pouze l§tka GS-9191. PodobnŊ pŢsobil 

flavonoid quercetin, kterĨ mŊl pozitivn² vliv na viabilitu bunŊk exprimuj²c²ch hOAT1, 

kter® byly vystaveny ¼ļinku studovanĨch ANPs (obr. 26). OchrannĨ ¼ļinek probenecidu 

a quercetinu lze vysvŊtlit inhibic² transportu ANPs prostŚednictv²m hOAT1. Tyto 

vĨsledky jsou v souladu s ¼daji, kter® dokumentovaly, ģe flavonoidy mohou omezovat 

svĨm inhibiļn²m vlivem na hOAT1 z§vaģnost ren§ln²ho poġkozen² zpŢsoben®ho 

toxickĨmi l®ļivy (Wong et al., 2011). Zaj²mav® je, ģe souļasn® pod§v§n² quercetinu 

sn²ģilo toxicitu l§tky GS-9191 v buŔk§ch transfekovanĨch hOAT1, zat²mco souļasn® 

pod§n² probenecidu nemŊlo ģ§dnĨ vliv. To by mohlo znamenat, ģe interakce quercetinu 

s GS-9191 je pravdŊpodobnŊ nez§visl§ na inhibici hOAT1. MoģnĨm vysvŊtlen²m by 

mohl bĨt ¼ļinek flavonoidŢ na eliminaci volnĨch radik§lŢ nebo jejich vliv na 

antiapoptotick® mechanismy (Sung et al., 2008). 
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AmB 

PŢsoben² AmB v ledvin§ch mŢģe bĨt vĨznamnŊ ovlivnŊno membr§novĨmi 

proteiny, kter® se pod²l² na transportu l®ļiv do ledvinnĨch bunŊk. Vzhledem k tomu, ģe 

AmB obsahuje ve sv® molekule substituenty s kyselou i z§saditou povahou, pŚedpokl§dali 

jsme, ģe by mohl interagovat s transport®ry pro organick® anionty (OATs) a/nebo 

organick® kationty (OCTs). 

Komplex AmB/DOC v naġich experimentech relativnŊ silnŊ inhiboval hOAT1. 

Zat²mco samotnĨ AmB s t²mto transport®rem neinteragoval, u deoxychol§tu sodn®ho 

(DOC) jsme pozorovali vĨraznou inhibici akumulace [3H]PAH v buŔk§ch 

transfekovanĨch hOAT1 (obr. 30). Publikovan® ¼daje uv§d², ģe uptake PAH do buŔky 

zprostŚedkov§nĨ potkan²m OAT1 (rOAT1) byl v bunŊļn® linii lidskĨch ledvinnĨch 

embryon§ln²ch bunŊk (HEK293) pŚechodnŊ exprimuj²c²ch rOAT1 podobnŊ inhibov§n 

kyselinou deoxycholovou (Chen et al., 2008). To znamen§, ģe za n§mi zjiġtŊnou 

einterakci AmB/DOC s hOAT1 je pravdŊpodobnŊ zodpovŊdn§ deoxychol§tov§ (DOC) 

ļ§st komplexu AmB/DOC a samotnĨ AmB se na t®to interakci vĨznamnŊ nepod²l². Na 

druhou stranu, relativnŊ intenzivn² interakei AmB a AmB/DOC byla 

pozorov§na v pŚ²padŊ transport®ru hOCT2 (obr. 30). PŚi fyziologickĨch hodnot§ch pH se 

v molekule AmB d²ky pŚ²tomnosti aminovĨch a karboxylovĨch skupiun vyskytuj² jak 

pozitivnŊ, tak negativnŊ n§bit® oblasti. Zat²mco AmB nevyk§zal interakci s OAT1, tak 

inhibiļn² ¼ļinek na OCT2 byl pomŊrnŊ silnĨ. VysvŊtlen²m tohoto rozd²lu by mohlo bĨt 

prostorov® uspoŚ§d§n² atomŢ v molekule AmB, kter® umoģŔuje interakci pouze s OCT2. 

VĨsledky naġich akumulaļn²ch studi² uk§zaly, ģe AmB nen² substr§tem jak hOAT1, tak 

ani hOCT2 (obr. 31). Velk§ molekulov§ hmotnost AmB (924,08) patrnŊ zabraŔuje 

prostupu pŚes zm²nŊn® transport®ry. Tyto poznatky jsou v souladu s tvrzen²m, ģe 

ide§ln²mi kandid§ty transportu popmoc² OATs jsou slouļeniny o velikosti molekuly do 

500 Da (Srimaroeng et al., 2008; Ullrich, 1997). 

Akumulace AmB v lidskĨch ledvinnĨch buŔk§ch (HK-2) i v praseļ²ch buŔk§ch 

proxim§ln²ho tubulu ledvin (LLC-PK1) byla signifikantnŊ inhibov§na n²zkĨmi teplotami. 

Tento n§lez demonstruje vĨznamnĨ pŚispŊvek aktivn²ch transportn²ch procesŢ 

k akumulaci AmB v buŔk§ch. K podobnĨm vĨsledkŢm dospŊli autoŚi in vitro studie 

s ovari§ln²mi buŔkami ļ²nsk®ho kŚeļka (CHO), ve kterĨch se po 1 h inkubace pŚi teplotŊ 

5 ÁC vĨraznŊ sn²ģila akumulace AmB ve srovn§n² s inkubac² pŚi 37 ÁC (Vertut-Doµ et al., 

1994). Tito autoŚi tak® zjistili, ģe internalizace AmB v CHO buŔk§ch mŢģe bĨt 
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zprostŚedkov§na aktivn² endocyt·zou. V t®to studii byla zkoum§na nternalizace AmB 

v delġ²ch ļasovĨch intervalech. Protoģe naġe bunŊļn® experimenty neuk§zaly schopnost 

hOAT1 ani hOCT2 transportovat AmB do bunŊk, mŢģe bĨt aktivn² endocyt·za 

povaģov§na za jeden z moģnĨch mechanismŢ pod²lej²c²ch se na bunŊļn® akumulaci 

AmB. V naġich experimentech byla ļasov§ z§vislost akumulace [3H]AmB v LLC-PK1 

buŔk§ch ve zvolenĨch intervalech do 1 hod t®mŊŚ line§rn², coģ svŊdļ² sp²ġe o pasivn² 

povaze transportu. Pro detekci prŢkazu moģnĨch aktivn²ch internalizaļn²ch procesŢ je 

pravdŊpodobnŊ potŚebn§ inkubace v delġ²ch ļasovĨch intervalech. 

Experimenty s vyuģit²m perfundovan® potkan² ledviny uk§zaly, ģe inhibitor OATs 

probenecid ani inhibitor OCTs TEA nezmŊnily signifikantnŊ ren§ln² clearance AmB ve 

srovn§n² se samotnĨm pod§n²m AmB do perf¼zn²ho roztoku (Trejtnar et al., 2014). Tento 

vĨsledek je v souladu s vĨsledky experimentŢ s transfekovanĨmi bunŊļnĨmi liniemi, ve 

kterĨch jsme nedetekovali ģ§dnĨ uptake AmB prostŚednictv²m transport®rŢ hOAT1 

a hOCT2. V bunŊļnĨch i org§novĨch experimentech byly pouģity koncentrace inhibitorŢ 

efektivnŊ inhibuj²c² transport prostŚednictv²m studovanĨch transport®rŢ (Koepsell et al. 

2007; Lepsy et al., 2003; Ma et al., 2009; VanWert et al., 2010). Vzhledem k tomu, ģe 

jak uptake v bunŊļnĨch modelech, tak i ren§ln² exkreļn² paramentry AmB nebyly 

ovlivnŊny pŚid§n²m inhibitorŢ OATs a OCTs, mŢģeme tvrdit, ģe tyto transport®ry nehraj² 

vĨznamnou roli v ledvinn® exkreci AmB. 

Dalġ² budouc² vĨzkumn® pr§ce by se mŊly zamŊŚit na vliv efluxn²ch transport®rŢ 

lokalizovanĨch v ledvin§ch, jako jsou P-gp/ABCB1 nebo BCRP/ABCG2, (Klaassen 

a Aleksunes, 2010) na ren§ln§ exkreci AmB, protoģe vĨsledky z²skan® ve studii 

s perfundovanou ledvinou potkana naznaļuj² m²rnĨ pŚ²spŊvek tubul§rn² sekrece 

k ledvinn® exkreci AmB (Trejtnar et al., 2014). Bohuģel ¼daje o interakc²ch AmB 

s efluxn²mi transport®ry nejsou t®mŊŚ dostupn®. Pouze jedna studie na potkanech in vivo 

uv§d² l®kov® interakce AmB na P-gp v GIT. AutoŚi pozorovali, ģe pod§v§n² AmB 

signifikantnŊ zvĨġilo expresi P-gp, coģ vedlo ke sn²ģen² biologick® dostupnosti 

cyklosporinu A (Ishizaki et al., 2008). 

Publikovan® studie in vitro uv§dŊj²², ģe AmB mŢģe ve vodŊ disociovat z kaģd® 

l®kov® formy obsahuj²c² AmB/lipidovĨ komplex bez ohledu na pouģit® typy lipidŢ 

(Brajtburg a Bolard, 1996; Legrand et al., 1997). Takov§ situace mŢģe nastat tak® 

v tŊln²ch tekutin§ch. VolnĨ AmB (uvolnŊnĨ z kompexu) je pak distribuov§n do tŊlesnĨch 

tk§n² a org§nŢ vļetnŊ ledvin. V naġich experimentech jsme zjistili, ģe interakce AmB se 

studovanĨmi transport®ry jsou z§visl® na formŊ AmB (obr. 30). PomŊr voln®ho AmB 
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a AmB v komplexu s DOC v krvi nebo moļi mŢģe bĨt tedy dŢleģitĨm faktorem pŚi 

urļov§n² interakce s transport®ry in vivo. Bohuģel ģ§dn§ informace o tomto pomŊru 

zjiġtŊn§ pŚ²mĨm mŊŚen²m v in vivo podm²nk§ch nen² zat²m k dispozici. Po pod§n² 

AmB/DOC se v organismu pravdŊpodobnŊ vyskytuje urļit® mnoģstv² voln®ho AmB. 

V literatuŚe ovġem nen² ģ§dn§ zm²nka o klinicky vĨznamnĨch l®kovĨch interakc²ch AmB 

zpŢsobenĨch ovlivnŊn²m membr§novĨch transportn²ch mechanismŢ (Gubbins a Amsden, 

2005; Gubbins a Heldenbrand, 2010). Klinicky zn§m® l®kov® interakce AmB 

s cyklosporinem, tacrolimem, digoxinem ļi aminoglykosidy vyplĨvaj² z toxickĨch ¼ļinkŢ 

l®ļiva, kter® n§slednŊ vedou ke zmŊn§m farmakokinetiky a ¼ļinku souļasnŊ pod§vanĨch 

l®ļiv (Gubbins a Amsden, 2005; Gubbins a Heldenbrand, 2010). Celkov§ koncentrace 

AmB v plazmŊ pŚi pŚedepsanĨch terapeutickĨch d§vk§ch se u pacientŢ pohybuje 

maxim§lnŊ mezi 1-5 ÕM (Bellmann, 2007; Brajtburg a Bolard, 1996). N§mi zjiġtŊn§ IC50 

AmB pro OCT2 je pŚibliģnŊ 8 ÕM (obr. 30b). AmB by tedy potenci§lnŊ mohl zpŢsobit 

interakce s jinĨmi l®ļivy, kter® jsou v organismu transportov§ny OCT2. Vysok§ 

vazebnost AmB na proteiny lidsk® plazmy in vivo (Bekersky et al., 2002; Robbie a Chiou, 

1998; Wasan et al., 1998) vede pravdŊpodobnŊ k mnohem niģġ² koncentraci voln®ho 

AmB, kter® mohou efektivnŊ ovlivnit ledvinnou tk§Ŕ. To by mohlo bĨt vysvŊtlen²m, proļ 

farmakokinetick® l®kov® interakce AmB zaloģen® na ovlivnŊn² hOCT2 nebyly zat²m 

v klinick® praxi pozorov§ny. KlinickĨ vĨznamn® interakce AmB s OCT2 lze tedy 

oļek§vat pouze v pŚ²padŊ extr®mnŊ vysokĨch plazmatickĨch koncentrac² AmB/DOC 

zpŢsobenĨch pŚed§vkov§n²m nebo intoxikac². Na druhou stranu, v nŊkterĨch studi²ch na 

zv²Śatech a v lidskĨch biodistribuļn²ch studi²ch byly nalezeny koncentrace AmB 

v ledvin§ch a j§trech mnohem vyġġ² neģ v krvi (Bellmann, 2007; Brajtburg a Bolard, 

1996). Z tohoto dŢvodu by v budouc²ch in vivo experimentech bylo ģ§douc² zjistit, zda 

akumulace AmB v tk§n²ch mŢģe m²t vliv na farmakokinetiku l®ļiv transportovanĨch 

OCT2. Protoģe interakļn² schopnost l§tek s transport®ry pro organick® kationty se mŢģe 

u jednotlivĨch subtypŢ OCTs znaļnŊ pŚekrĨvat, AmB by mohl tak® interagovat napŚ. 

s OCT1 (Ciarimboli, 2011; Nies et al., 2011), coģ je dŢleģitĨ transport®r, kterĨ 

zprostŚedkov§v§ membr§novĨ transport mnoha l§tek v j§trech (Ciarimboli, 2011; Nies et 

al., 2011). Experimenty zamŊŚen® na interakci AmB s jatern²mi OCTs by mohly bĨt 

dalġ²m n§mŊtem pro budouc² vĨzkumn® pr§ce. 

Po experiment§ln²m zjiġtŊn², ģe AmB/DOC se chov§ jako inhibitor hOAT1 jsme 

se d§le zamŊŚili na studie interakc² AmB/DOC se tŚemi zn§mĨmi substr§ty OATs, 

adefovirem, tenofovirem a cidofovirem (Cihlar et al., 1999; Uwai et al., 2007), kter® jsou 
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exkretov§ny ledvinami prostŚednistv²m tŊchto transport®rŢ. Pouģit® inkubaļn² 

koncentrace adefoviru, tenofoviru a cidofoviru odpov²daly lidskĨm terapeutickĨm 

plazmatickĨm hladin§m (Cundy, 1999; Delahunty et al., 2006; Kearney et al., 2005). 

U vġech tŚ² antivirotik jsme prok§zali in vitro interakci s AmB/DOC v buŔk§ch 

transfekovanĨch hOAT1 (obr. 32). Jelikoģ stanoven® inhibiļn² koncentrace AmB/DOC 

v tomto experimentu byly o nŊkolik Ś§dŢ vyġġ² neģ koncentrace terapeutick®, 

pravdŊpodobnost vzniku l®kovĨch interakc² s testovanĨmi antivirotiky zaloģen§ 

na hOAT1 by mŊla bĨt nevĨznamn§. Toto pozorov§n² je v souladu s absenc² klinickĨch 

¼dajŢ o farmakokinetickĨch interakc²ch mezi AmB a zkoumanĨmi antivirotiky. Na 

z§kladŊ tŊchto vĨsledkŢ jsme se rozhodli d§le nepokraļovat v in vitro experimentech 

tĨkaj²c²ch se urļen² pŚispŊvku jednotlivĨch sloģek komplexu AmB/DOC k interakci 

s adefovirem, tenofovirem a cidofovirem na hOAT1, neboŠ by nebyly klinicky relevantn². 

Z vĨsledkŢ dŚ²ve zm²nŊnĨch experimentŢ je ovġem odvoditeln®, ģe za interakci 

s antivirotiky na OAT1 je pravdŊpodobnŊ odpovŊdnĨ DOC. 

Pro potvrzen², zda zjiġtŊn® interakce AmB/DOC se studovanĨmi transport®ry 

nejsou nespecifick®ho charakteru v dŢsledku poġkozen² experiment§ln²ch bunŊk, byla 

provedena studie zamŊŚen§ na ovŊŚen² cytotoxick®ho ¼ļinku AmB (obr. 33). Tato studie 

uk§zala, ģe AmB/DOC, AmB a DOC nevykazuj² v intervalu 2 a 10 min detekovateln® 

cytotoxick® ¼ļinky. 
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8 Z§vŊr 

NezbytnĨm pŚedpokladem pro studium interakc² l®ļiv a dalġ²ch l§tek 

s membr§novĨmi l®kovĨmi transport®ry in vitro bylo zaveden² adekv§tn²ch metod na 

pracoviġtŊ. Po rozs§hl® optimalizaci byly ¼spŊġnŊ zavedeny postupy zaloģen® na 

pŚechodn® transfekci vhodnĨch bunŊļnĨch lini² expresn²mi plazmidy pro vybran® lidsk® 

SLC transport®ry. Byla ovŊŚena funkļnost pŚipravenĨch in vitro modelŢ a potvrzena 

zvĨġen§ exprese transport®rŢ. Tyto bunŊļn® modely jsou aplikovateln® pŚi vĨzkumu 

zamŊŚen®m na ledvinn® transport®ry hOAT1, hOCT2, hCNT2 a hCNT3. ĐspŊġn® pouģit² 

tŊchto modelŢ pŚi zkoum§n² interakc² s transport®ry u vĨvojovĨch antivirotik ze skupiny 

acyklickĨch nukleosidovĨch fosfon§tŢ (l§tky GS-9191, PMEO-DAPy, PMEG, 

cPrPMEDAP, (S)-HPMPA), antivirotika entecaviru a antimykotika amfotericinu B 

v komplexu s deoxychol§tem (AmB/DOC), prok§zalo jejich vhodnost pro danĨ typ 

farmakologickĨch in vitro studi². 

V provedenĨch experiment§ln²ch prac²ch jsme zjistili interakce ETV s nŊkterĨmi 

transportn²mi syst®my vĨznamnŊ exprimovanĨmi v lidskĨch ledvin§ch. V pŚ²padŊ 

hOAT1 jsme potvrdili inhibiļn² potenci ETV a specifickĨ transport t²mto transport®rem. 

NovĨm poznatkem je pŚedevġ²m zjiġtŊn², ģe ETV je inhibitorem a substr§tem hCNT2 

a hCNT3. K ovlivnŊn² vġech uvedenĨch transportn²ch syst®mŢ doch§z² ovġem aģ pŚi 

koncentrac²ch ETV vĨraznŊ vyġġ²ch, neģ jsou terapeutick®. Ve srovn§n² se zn§mĨmi 

substr§ty hOAT1, adefovirem, tenofovirem a cidofovirem, byl u ETV nalezen niģġ² 

toxickĨ ¼ļinek zprostŚedkovanĨ transportem pomoc² hOAT1, coģ naznaļuje niģġ² 

nefrotoxickĨ potenci§l v§zanĨ na tento transport®r neģ je u srovn§vac²ch antivirotik. ETV 

vykazoval m²rnĨ inhibiļn² vliv na funkci efluxn²ch transport®rŢ, BCRP/ABCG2 

a P-gp/ABCB1, coģ by mohlo m²t vĨznam pro jeho ¼ļinky v jinĨch tk§n²ch exprimuj²c²ch 

tyto transport®ry. CelkovŊ m§ ETV ve srovn§n² s nefrotoxicky pŢsob²c²mi antivirotiky 

mnohem m®nŊ intenzivn² interakce s ledvinnĨmi transport®ry, kter® pravdŊpodobnŊ 

nemohou vy¼stit in vivo pŚi bŊģn®m d§vkov§n² v toxicitu v§zanou na tyto transport®ry, 

ani bĨt za bŊģnĨch okolnost² pŚ²ļinou interakc² s jinĨmi l®ļivy v ledvin§ch. 

Na rozd²l od dalġ²ch zkoumanĨch influxn²ch transport®rŢ se hOAT1 uk§zal bĨt 

dŢleģitĨm transport®rem pro uptake vŊtġiny zkoumanĨch vĨvojovĨch ANPs 

v modelovĨch buŔk§ch, pŚestoģe u nich byly nalezeny vĨznamn® mezil§tkov® rozd²ly. 

Tento transport®r hraje i vĨznamnou roli v jejich cytotoxick®m pŢsoben². VŊtġina 

zkoumanĨch ANPs vykazovala cytotoxick® ¼ļinky, kter® byly u l§tek s hydrofilnŊjġ²m 
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charakterem zprostŚedkov§ny jejich akumulac² v buŔk§ch pomoc² hOAT1. LipofilnŊjġ² 

l§tky z t®to skupiny, pŚestoģe vĨraznŊ interagovaly s hOAT1, vykazovaly silnĨ 

cytotoxickĨ efekt nez§vislĨ na transportu pomoc² hOAT1. Vyġġ² cytotoxicita ANPs 

s afinitou k hOAT1 je nepŚ²mĨm dŢkazem, ģe tyto l§tky jsou nejen inhibitory, ale 

i substr§ty hOAT1. V t®to skupinŊ l§tek jsme neprok§zali ģ§dnou relaci mezi afinitou 

k transport®ru hOAT1 a lipofilitou zkoumanĨch molekul. Z testovanĨch ANPs 

signifikantnŊ interagovala s efluxn²mi transport®ry P-gp/ABCB1 a BCRP/ABCG2 pouze 

l§tka GS-9191. Protoģe zjiġtŊn® interakce ANPs s hOAT1 by mohly m²t vĨznam pro 

jejich ledvinnou exkreci in vivo, je tŚeba pŚi dalġ²m vĨvoji l§tek ze skupiny ANPs br§t 

v ¼vahu jejich potenci§ln² nefrotoxickĨ ¼ļinek zprostŚedkovanĨ tŊmito membr§novĨmi 

transport®ry. V dalġ² studii byl prok§z§n vĨznamnĨ inhibiļn² vliv AmB na hOCT2, 

AmB/DOC na hOCT2 i hOAT1 a DOC na hOAT1. Tyto vĨsledky jsou prvn² popsanou 

interakc² AmB s SLC transport®ry. Z n§lezŢ plyne, ģe kaģd§ ze sloģek v klinick® praxi 

uģ²van®ho komplexu m§ jinĨ inhibiļn² potenci§l. AmB vġak nen² substr§tem hOCT2. 

U AmB jsme vġak prok§zali vĨznamnĨ pŚ²spŊvek aktivn²ch transportn²ch procesŢ na jeho 

uptake v buŔk§ch. To znamen§, ģe aktivn² transport AmB do bunŊk je patrnŊ v§z§n na 

jin® transportn² mechanismy. PŚestoģe se inhibiļn² ¼ļinky AmB na hOCT2 projevily pŚi 

koncentrac²ch pŚevyġuj²c²ch bŊģn® terapeutick® plazmatick® hladiny, mohl by se moģnĨ 

vliv na transport®r a s n²m souvisej²c² n§sledky projevit pŚi pŚed§vkov§n² ļi kumulaci 

l®ļiva. 
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