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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova  

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra farmakologie a toxikologie  

Studentka:    Patrícia Čečková 

Školitel:    PharmDr. Ivan Vokřál, Ph.D. 

Název diplomové práce: Studium  interakcí léčiv s transportéry z rodiny OATP za 

využití střevních tkáňových řezů 

Kľúčovú úlohu v pôsobení perorálne podávaných liečiv predstavuje ich absorpcia črev-

nou bariérou. Exprimuje celú radu transportérov, mimo iné OATP2B1 a OATP1A2 in-

fluxné transportéry, patriace do rodiny SLC. Sú lokalizované na apikálnej membráne en-

terocytov a umožňujú prúdenie endogénnych a exogénnych látok z lúmen čriev do ente-

rocytu. Ovplyvňujú nielen farmakokinetiku liečiv, ale aj ich bezpečnosť a účinnosť. Pred-

stavujú miesta pôsobenia interakcií liečiv s inými liečivami/zložkami potravy, 

ktoré môžu viesť ku zmene účinnosti liečiv alebo toxicite. Keďže FDA (Úrad pro kon-

trolu potravín a liečiv) a EMA (Európska lieková agentúra) nemajú intestinálne OATP 

transportéry zahrnuté vo svojich smerniciach  preklinických štúdií, nie je vypracovaný 

jednotný model skúmania interakcií. Limitácie bunkových modelov a geneticky modifi-

kovaných organizmov vedú k rozvoju nových metód, akým je napríklad ex vivo metóda 

ultratenkých intestinálnych rezov (PCIS), ktorá predstavuje tkanivový model reflektujúci 

skutočnú 3D štruktúru črevnej bariéry.  

Cieľom tejto diplomovej práce bola optimalizácia metódy PCIS na štúdium liekových 

interakcií črevných OATP transportérov (OATP1A2 a OATP2B1). Ako modelový sub-

strát sme zvolili estron-3-substrát. S využitím potkaních intestinálnych rezov sme analy-

zovali akumuláciu estron-3-sulfátu v jednotlivých segmentoch čriev a tiež sme sa pokúsili 

vytvoriť jeho saturačnú krivku. Skúmali sme interakcie vybraných inhibítorov 

OATP1A2, OATP2B1 (cyklosporín A, verapamil, chrysín, rosuvastatín, kvercetín, narin-

gín) a ABC transportérov (Ko, Ly, CP) na jejune potkana. Navyše sme interakcie niekto-

rých inhibítorov (cyklosporín A, naringín) analyzovali aj na jejune človeka.  

Nám sa metódu PCIS na črevné OATP transportéry nepodarilo optimalizovať. Pokiaľ 

však chceme bližšie pochopiť komplexné fungovanie črevnej bariéry a úlohu OATP tran-

sportérov, malo by sa v jej optimalizácii pokračovať. 

 



 
 

ABSTRACT 

Charles University  

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové  

Department of Pharmacology & Toxicology  

Student:   Patrícia Čečková  

Supervisor:    PharmDr. Ivan Vokřál, Ph.D. 

Title of diploma thesis:  Study of drug interactions with OATP family transporters 

using intestinal tissue slices 

An essential role in the action of orally administered drugs is their absorption through the 

intestinal barrier. It expresses a variety of transporters, including the OATP2B1 and 

OATP1A2 influx transporters, belonging to the SLC family. They are located on the ap-

ical membrane of enterocytes and allow the flow of endogenous and exogenous sub-

stances from the lumen of the intestines to the enterocyte. They affect not only the phar-

macokinetics of drugs, but also their safety and efficacy. They represent sites of drug 

interactions with other drugs/food components that may altered drug efficacy or toxicity. 

Since FDA (The Food and Drug Administration) and EMA (European Medicines 

Agency) do not have intestinal OATP transporters included in their guidelines for pre-

clinical studies, there is no single model of interaction study. The limitations of cell mod-

els and genetically modified organisms lead to the development of new methods such as 

the ex vivo method of precision cut intestinal slices (PCIS), which represents a tissue 

model reflecting the true 3D structure of the intestinal barrier. 

The aim of this diploma thesis was to optimize the PCIS method to study drug interactions 

of intestinal OATP transporters (OATP1A2 and OATP2B1). We chose estrone-3-sulfate 

as a model substrate. Using rat intestinal slices, we analyzed the accumulation of estrone-

3-sulfate in the individual intestinal segments and also attempted to create its saturation 

curve. We studied the interactions of selected OATP1A2, OATP2B1 inhibitors (cyclo-

sporine A, verapamil, chrysine, rosuvastatin, quercetin, naringin) and ABC inhibitors 

(Ko, Ly, CP) in rat jejunum. Moreover, we analyzed the interactions of some inhibitors 

(cyclosporin A, naringin) in human jejunum.  

We were unable to optimize the PCIS method for intestinal OATP transporters. However, 

if we want to understand more about the complex functioning of the intestinal barrier and 

the role of the OATP transporters, its optimization should continue. 
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1 ZOZNAM SKRATIEK  

ABC - ATP-binding casette 

ADME - absorpcia, distribúcia, metabolizmus a exkrécia 

ATP - adenozíntrifosfát 

AUC - area under the curve (obsah plochy pod krivkou) 

BCRP/ABCG2 - breast cancer resistance protein  

cmax - maximálna koncentrácia v plazme po jednorazovom podaní liečiva 

cRNA - complementary RNA (komplementárna RNA) 

CYP - cytochróm 

E3S - estron-3-sulfát 

EMA – European Medicines Agency (Európska lieková agentúra) 

FDA - The Food and Drug Administration (Úrad pro kontrolu potravín a liečiv)  

HEK 293 - Human embryonic kidney 293 (bunková línia) 

HMG-Co-A - 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl koenzým A 

CHO - Chinese hamster ovary (bunková línia) 

KHP - Krebs-Henseleit pufrovací roztok 

Km - Michaelisova konštanta (parameter rovnice Michaelisa a Mentenovej) 

LLC-PK1 - Lewis Lung Carcinoma-Porcine Kidney 1 (bunková línia) 

MATE - multidrug and toxin extrusion 

MCT - monocarboxylate transporter 

MDCK - Madine-Darby canine kidney (bunková línia) 

mRNA - messenger RNA (mediátorová RNA) 

MRP 2/ABCC2 - multidrug resistance associated protein 2 

NTCP - sodium/taurocholate cotransporting peptides  

OATP - organic anion transporter polypeptide 

OCT - organic cation transporter 

OCTN - organic cation / carnitine transporter  

PCIS - precision-cut intestinal slices 

PCR - polymerase chain reaction 

PEPT - oligopeptide transporter  

PGE2 - prostaglandín E2 

P-gp/MDR1/ABCB1 - P-glykoproteín  
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PMAT - plasma membrane monoamine transporter 

SLC - solute carrier 

Vmax - maximálna rýchlosť transportu substrátu 

WME - Williams E medium (inkubačné médium) 
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2 ÚVOD 

Väčšina liečiv dostupných na dnešnom farmaceutickom trhu je podávaných perorálne. 

Ide o spôsob podania, ktorý je veľmi jednoduchý a pohodlný pre pacienta, čím prispieva 

k zlepšeniu pacientovej compliance (Bardal et al., 2011). Aby takto podané farmakum 

mohlo v cieľovom orgáne pôsobiť, musí prejsť intestinálnou bariérou, následne vedie 

portálnym obehom cez pečeň a dosahuje systémovú cirkuláciu (Kalliokoski and Niemi, 

2009).  

Dôležitým faktorom podmieňujúcim biodostupnosť, je absorpcia z čreva, odkiaľ sa 

väčšina perorálne podaných liečiv vstrebáva. Črevná bariéra exprimuje veľké množstvo 

transportných proteínov, medzi ktoré patria aj OATP transportéry (Organic anion tran-

sporting polypeptides). Radíme ich do rodiny influxných SLC transportérov (Solute 

carrier transporters) a ich úlohou je zabezpečiť prenos látok do buniek (El-Kattan and 

Varm, 2012). Niektoré endogénne látky a xenobiotiká sú substrátmi uvedených transpor-

térov a teda za ich pomoci prechádzajú z lúmen čriev do enterocytov.  

Problém predstavujú interakcie týchto transportérov s inými liečivami, či potravou, 

ktoré majú za následok ovplyvnenie tohto prenosu a vedú k zmene účinnosti liečiv pôso-

biacich ako substráty (Tamai and Nakanishi, 2013). Pokiaľ sú tieto zmeny signifikantné, 

výsledkom  je neúčinná farmakoterapia, ktorá môže u niektorých liečiv ohroziť zdravie 

pacienta. Pre klinickú prax je teda dobré vedieť, ktoré látky vykazujú na danom transport-

nom proteíne inhibičnú/indukčnú aktivitu a ktoré sú substrátom. Tým je možno interak-

ciám predchádzať a zvoliť pre pacienta bezpečnú a účinnú farmakoterapiu. 
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3 TEORETICKÁ ČASŤ 

3.1 Črevná bariéra 

Ľudské črevo meria približne 7,5 m a anatomicky sa člení na tenké (tvoria ho seg-

menty- duodenum, jejunum, ileum) a hrubé (kolon). Povrch tenkého čreva je zväčšený 

vďaka prítomnosti výbežkov - klkov a mikroklkov. V tejto časti prebieha väčšina absor-

pcie, zatiaľ čo hrubé črevo je zodpovedné za transport niektorých elektrolytov a vody 

(Kiela and Ghishan, 2016). Epitel čriev pozostáva z monovrstvy polarizovaných buniek, 

enterocytov, ktoré sú spolu pevne prepojené a vytvárajú dôležitú bariéru chrániacu orga-

nizmus pred vonkajším prostredím. Je selektívne priepustná a má dve hlavné funkcie. 

Umožňuje absorpciu živín, elektrolytov a vody z lumen čriev do systémovej cirkulácie 

a naopak, poskytuje telu účinnú ochranu pred toxínmi či protilátkami (Groschwitz and 

Hogan, 2009). Črevná bariéra teda predstavuje fyziologickú ochranu pre transport endo-

génnych a exogénnych látok, kam patria aj liečivá.  

Na to, aby perorálne podávané liečivo mohlo pôsobiť v cieľovom mieste, musí prejsť 

apikálnou membránou do enterocytu a následne bazolaterálnou membránou do portál-

neho krvného obehu. Absorpcia z čreva je dôležitým faktorom, ktorý podmieňuje bio-

dostupnosť perorálne podaných liečiv. Prechod látok membránou črevných buniek zahŕňa 

procesy pasívnej difúzie a transportu pomocou prenášačov. Pasívna difúzia má dve 

zložky a to paracelulárny transport, kedy liečivo difunduje vodnými pórmi medzi tesnými 

spojmi enterocytov, a transcelulárny transport lipidovou vrstvou buniek. Transport lie-

čiva cez črevnú bariéru môže byť taktiež sprostredkovaný za pomoci špecifických tran-

sportných proteínov zo skupiny influxných a efluxných transportérov. Expresia týchto 

transportérov sa v rámci jednotlivých intestinálnych segmentov spravidla líši (El-Kattan 

and Varm, 2012). 

Tok látok črevnou bariérou môže byť obojsmerný, to znamená, že  látky prechádzajú 

z lúmen čriev do centrálneho obehu a následne na miesto svojho pôsobenia a naopak. Na-

vyše niektoré látky podliehajú v črevnej stene metabolizácii za pomoci enzýmov. 

To, či látka bude prechádzať enterocytmi do krvného obehu, prípadne opačným sme-

rom, závisí na fyzikálnochemických vlastnostiach danej látky. Dôležitú úlohu zohráva 

veľkosť molekuly, acidobázické vlastnosti substancie i prostredia, rozpustnosť v lipidoch 

a vo vode a taktiež afinita k transportérom (Bardal et al., 2011). 
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3.2 Transportéry v črevnej bariére  

Membránové transportéry ovplyvňujú farmakokinetiku liečiv, ich účinnosť a bezpeč-

nosť. V tele majú na starosti  dynamický prechod látok, napr. cukrov, aminokyselín, nuk-

leotidov, anorganických iónov a liečiv. Sú exprimované napríklad na luminálnej a/alebo 

bazolaterálnej membráne enterocytov (prehľad na Obr.1 (The International Transporter 

Consorium et al., 2010)), hepatocytov, ľadvinových bunkách a taktiež placentárnej či he-

matoencefalickej bariére a prispievajú k udržaniu homeostázy organizmu. Delia sa do 

dvoch nadradených rodín, a to ABC (ATP-binding casette) a SLC (solute carrier) tran-

sportéry (The International Transporter Consorium et al., 2010; Estudante et al., 2013).  

Keďže telo funguje komplexne, je dobré vedieť, ktoré tkanivá a orgány exprimujú 

dané transportéry, v akom množstve, kde sa transportér nachádza a v akom smere tran-

sport prebieha. 

 

 

Obrázok 1: Prehľad transportérov  črevnej bariéry lokalizovaných na apikálnej/bazolaterálnej membráne 

enterocytov. Prevzaté a upravené (The International Transporter Consorium et al., 2010). 

3.2.1 ABC nadrodina  

Tieto transportéry používajú ako zdroj energie ATP (adenozíntrifosfát), ktorý im 

umožňuje pumpovať substráty proti koncentračnému gradientu a zabraňuje tak absorpcii 

niektorých látok (Locher, 2004). Členovia ABC nadrodiny umožňujú transport substrátov 

do bunky (influxné) aj z bunky (efluxné). Okrem expresie v čreve sú prítomné aj v pla-

cente, semenníkoch, hematoencefalickej a hematoretinálnej bariére, kde majú ochrannú 

funkciu. V tubulárnych bunkách ľadvín a žlčových kanálikoch zvyšujú vylučovanie lie-

čiv. 
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V črevnej bariére je najviac zastúpený P-glykoprotein (P-gp), multidrug resistance -

associated protein 2 (MRP 2) a breast cancer resistance protein (BCRP). Jedná sa o eflu-

xné transportéry, ktoré sú umiestnené na apikálnej (luminálnej) membráne enterocytu. 

Ich inhibíciou či indukciou dochádza k ovplyvneniu absorpcie rady klinicky významných 

a často predpisovaných liečiv, preto sú predmetom skúmania liekových interakcií 

(Estudante et al., 2013). 

3.2.1.1 P-gp   

V literatúre známy aj ako MDR1 (Multidrug resistance protein1), ABCB1 (ATP bin-

ding cassette subfamily B member 1). Jedná sa o efluxný transportér obmedzujúci distri-

búciu látok do mozgu, semenníkov, placenty, či gastrointestinálneho traktu (luminálna 

membrána). Zároveň napomáha eliminácii látok z pečene a ľadvín (apikálna membrána). 

V gastrointestinálnom trakte je najviac exprimovaný na enterocytoch tenkého čreva. Me-

dzi jeho substráty patrí široké spektrum liečiv, napríklad digoxín, proteázové inhibítory, 

dabigatran, etopozid, cyklosporín, a endogénnych molekúl (steroidy, bilirubín). Jeho in-

hibícia a indukcia mnohokrát vedú k závažným interakciám (Finch and Pillans, 2014). 

Jeho expresia je u človeka najvyššia v ileu a kolone a smerom k jejunu a duodenu sa zni-

žuje (Ho, Moodie and Satsangi, 2003). 

3.2.1.2 MRP2 

Synonymum ABCC2 (ATP binding cassette subfamily C member 2). Tento efluxný 

transportér je lokalizovaný na apikálnej membráne polarizovaných buniek (hlavne hepa-

tocyty, epiteliálne bunky proximálneho kanálu ľadvín, enterocyty a placenta) (Nies and 

Keppler, 2007). Podieľa sa na transporte liečiv, eliminácii a detoxikácii látok z organizmu 

vo forme konjugátov s glutathionom, sulfátom alebo glukuronátom, ale aj samostatne. 

Medzi jeho substráty patr cisplatina, metotrexát, sachinavir, či azitromycín (Jedlitschky, 

Hoffmann and Kroemer, 2006). Expresia MRP2 je u človeka najvyššia v duodene a je-

june a smerom k distálnym častiam čriev klesá (Takano, Yumoto and Murakami, 2006).  

3.2.1.3 BCRP  

Jedná sa o transportér, ktorý má pomerne široké zastúpenie v tkanivách. Nazýva sa 

tiež ABCG2 (ATP binding cassette subfamily G member 2). Môžeme ho nájsť  na api-

kálnej membráne placentárnych buniek, enterocytoch tenkého a hrubého čreva, pečeni, 

pľúcach, v prsnom tkanive, či hematoencefalickej bariére (Leslie, Deeley and Cole, 
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2005). Vykazuje zvýšenú mieru expresie v prsníkoch v období laktácie a taktiež pri nie-

ktorých typoch nádorov. Substráty tvorí široké spektrum endogénnych, aj exogénnych 

látok, napríklad nitrofurantoin, rosuvastatín, metotrexát, topotekan a.i. (Ni et al., 2010). 

U ľudí je exprimovaný vo všetkých segmentoch čriev, najviac však v jejune (Englund et 

al., 2006).  

3.2.2 SLC nadrodina  

SLC transportéry nevyžadujú k svojej činnosti ATP. Ich mechanizmus spočíva vo fa-

cilitovanej difúzií, kedy je substrát prenášaný po koncentračnom gradiente, alebo v se-

kundárne aktívnom transporte využívajúcom symport/antiport, ktorý im umožňuje pre-

chod membránou proti koncentračnému gradientu. Patrí tu viac ako 400 členov organi-

zovaných do 65 rodín, založených na transportnej funkcii a sekvenčnej homológii (Bai, 

Moraes and Reithmeier, 2017). Tak isto sú umiestnené na dôležitých biologických barié-

rach a sprostredkúvajú prenos širokej škály substrátov, do ktorej patria aminokyseliny, 

cukry, peptidy, vitamíny, žlčové kyseliny a xenobiotiká. Najvýznamnejšie z hľadiska 

črevnej absorpcie a farmakokinetiky liečiv sú influxné transportéry patriace do rodín 

PEPT (oligopeptide transporter), OCT (organic cation transporter), OCTN (organic ca-

tion/carnitine transporter), OATP (organic anion transporter polypeptide), PMAT 

(plasma membrane monoamine transporter) a MCT (monocarboxylate transporter) 

(Estudante et al., 2013). Spomedzi uvedených SLC transportérov, najvyššiu prevalenciu 

v tenkom čreve ľudí vykazuje PEPT1 transportér, ktorý má zvýšenú expresiu v duodene 

a ileu. Transportéry OCTN1 a OATP2B1 sa nelíšia expresiou v jednotlivých intestinál-

nych segmentoch. MCT1 transportér je najviac exprimovaný v kolone a duodene, 

OCTN2 transportér v kolone. Otázka expresie OATP1A2 transportéru v črevnej bariére 

je nejasná a je bližšie popísaná v príslušnej podkapitole (Englund et al., 2006; Meier et 

al., 2007).  

3.2.2.1 OATP transportéry v črevnej bariére 

Ako už bolo spomínané, OATP transportéry patria do nadrodiny SLC. Doteraz bolo 

identifikovaných 11 OATP zástupcov, ktoré radíme do 6 rodín a 10 podrodín na základe 

aminokyselinovej sekvencie. Jedná sa o influxné  transportéry nezávislé na prenose Na+. 

Zabezpečujú prechod mnohých endogénnych a exogénnych látok naprieč bunkami a tka-

nivami tela (Kalliokoski and Niemi, 2009). Ich popis a štruktúra je znázornená na Obr.2 

(Hagenbuch and Meier, 2004; Ronaldson and Davis, 2013).  
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V porovnaní so zástupcami ABC nadrodiny sa o nich vie podstatne menej. Transpor-

téry OATP1B1 a OATP1B3 sa nachádzajú výhradne v pečeni. Čo sa týka expresie v 

čreve, najviac je z tejto skupiny zastúpený OATP2B1 transportér, ďalej nasleduje 

OATP4A1, OATP3A1 a OATP4C1. mRNA OATP1A2, OATP1B1 a OATP1B3 sú tu 

len v stopových množstvách (Drozdzik et al., 2014). Keďže predmetom záujmu výskum-

ných skupín sú hlavne OATP1A2 a OATP2B1, o ostatných transportéroch z tejto rodiny 

sa toho vie veľmi málo (Oswald, 2018). 

 

 

Obrázok 2: Schematické znázornenie všeobecnej štruktúry OATP transportéru. Proteín tvorí 12 transmem-

bránových domén, pričom medzi 9. a 10. doménou sa v extracelulárnom priestore nachádza veľká slučka. 

Na 2. a 5. extracelulárnej slučke sú viditeľné miesta N-glykozylácie vyskytujúce sa naprieč celou OATP 

skupinou. Prevzaté a upravené  (Hagenbuch and Meier, 2004; Ronaldson and Davis, 2013). 

OATP1A2 

Jedná sa o prvý ľudský OATP transportér, ktorý bol naklonovaný z pečene a podrobne 

popísaný. Dominantným miestom výskytu je hematoencefalická bariéra mozgu, kde sa 

podieľa na transporte niektorých látok do mozgu, napríklad opioidných peptidov - deltor-

fin II (Zhou et al., 2015). Jeho prítomnosť bola opísaná aj v ďalších tkanivách, napríklad 

v distálnom tubule ľadvín, pečeni, retine, pľúcach, semenníkoch, cholangiocytoch, ale aj 

v nádorových bunkách (Franke, Scherkenbach and Sparreboom, 2009).  

Otázkou ostáva expresia v črevách, kde sa názory odborníkov rozchádzajú. Imunohis-

tochemické farbenie tohto transportéru vyšlo pozitívne a pomohlo ho lokalizovať na api-

kálnej membráne enterocytov duodena spolu s ABCB1 (Glaeser et al., 2007). Iným vý-

skumným skupinám sa ho  na úrovni génov ani proteínu nepodarilo detekovať v dosta-

točnom množstve, pričom bola použitá kvantitatívna PCR (polymerase chain reaction) 
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a kvapalinová chromatografia spojená s hmotnostnou spektrometriou (Hilgendorf et al., 

2007; Meier et al., 2007; Miyauchi et al., 2016). Je teda možné, že expresia OATP1A2 

mRNA neodráža množstvo tohto transportéru alebo jeho  aktivitu.  

Medzi endogénne substráty OATP1A2 patrí PGE2 (prostaglandín E2), kyselina all-

trans-retinová, bilirubín, žlčové kyseliny, hormóny štítnej žľazy a steroidné konjugáty. 

Z liečiv sa podieľa na prenose antihistaminika fexofenadínu, D-penicilamínu, metotre-

xátu, brómsulftaleínu, imatinibu, statínov (rosuvastatín, pravastatín), či betablokátorov 

(talinolol). Hrá významnú úlohu v uptaku fluorochinolónov, protinádorových liečív a nie-

ktorých antiretrovirotík (sachinavir) cez telesné membrány (Franke, Scherkenbach and 

Sparreboom, 2009; Hagenbuch, 2019).    

Podľa in vitro štúdíí s metotrexátom (Badagnani, 2006) a imatinibom (Eechoute et al., 

2011) na oocytoch  Xenopus laevis je transport týchto látok ovplyvniteľný hodnotou pH 

a pri nižšom pH, prítomnom aj v duodene, je zvýšený. Navyše v populácíi sa vyskytujú 

jednonukleotidové polymorfizmy tohto transportéru (Franke, Scherkenbach and 

Sparreboom, 2009), ktoré môžu tak isto ovplyvniť vstrebávanie liečiv pomocou 

OATP1A2, preto  je potrebné ich viac skúmať.  

Zatiaľ čo funkčný transportér OATP1A2 u človeka je 1 a líši sa v expresii, lokalizácii, 

množstve a smere transportu, u potkana je tento systém ešte komplikovanejší, pretože 

tvorí 5 ortológov nesúcich určitú zhodnosť s ľudským OATP1A2 proteínom, nie však 

úplnú totožnosť (Hagenbuch and Meier, 2004). V čreve potkana je na apikálnej mem-

bráne enterocytov lokalizovaný jeho OATP1a5 ortológ, ktorý sa podieľa na transporte 

fexofenadínu či steroidných konjugátov (MacLean et al., 2010).  

OATP2B1 

OATP2B1 bol pôvodne izolovaný z ľudského mozgu. Spolu s OATP1B1 a OATP1B3 

je vo veľkej miere zastúpený  na sinusoidálnej membráne hepatocytov (krv) a podieľa sa 

na uptaku látok z krvi do pečene. Ďalej sa nachádza napríklad v placente, luminálnej 

membráne endoteliálnych buniek mozgu, srdci, pľúcnych cievach, ale aj ľadvinách, sle-

zine, ováriách a bunkách adenokarcinómu (Hagenbuch and Meier, 2004). 

Je exprimovaný vo všetkých segmentoch čriev, v zvýšenej miere však v tenkom čreve, 

pričom zastúpenie naprieč ním je približne rovnaké (Meier et al., 2007; Gröer et al., 

2013). Nejasná je ale jeho lokalizácia. Doteraz sa myslelo, že je prítomný na luminál-

nej/apikálnej membráne a má na starosti influx endogénnych aj exogénnych látok z lu-

men čriev do enterocytu (Kobayashi, 2003). Niektoré výskumné skupiny prišli s celkom 
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novou informáciou, a to, že jeho lokalizácia by mohla byť na bazolaterálnej membráne 

(Mooij et al., 2016; Keiser et al., 2017). Avšak aj tu sa názory líšia, Keiser et al. (2017) 

udáva smer transportu látok z krvi do enterocytu a Mooij et al. (2016) opačným smerom. 

Tieto nejasné závery vo funkcii a lokalizácii len potvrdzujú, že je potrebné OATP2B1 

transportér bližšie skúmať.  

Rovnako ako ostatné OATP, sprostredkúva transport organických amfifilných mole-

kúl nezávisle na Na+. Fyziologická úloha v tele spočíva v distribúcii a eliminácii endo-

génnych látok, akými sú napríklad žlčové kyseliny a steroidné hormóny (podobnosť 

s OATP1A2). K liečivám tvoriacim substráty patrí telmisartan, glibenklamid, amiodaron, 

bosentan, brómsulftalein, talinolol, aliskiren, fexofenadín a statíny (Hagenbuch, 2019). 

Spoločne s OATP1A2 a OATP1B3 je aktivita tohto transportéru závislá na hodnote 

pH. Táto skutočnosť bola pozorovaná na transporte estron-3-sulfátu (E3S), kedy pri pH 

5.0 došlo oproti pH 7.4 k niekoľkonásobnému nárastu Vmax aj Km (Kobayashi, 2003). 

Ďalej bolo zistené, že zmenou pH môžeme rozšíriť spektrum substrátov, ako napríklad 

pravastatín, cerivastatín a pitavastatín, ktoré pri pH 7.4 nie sú substrátmi tohto transpor-

téru, no pri pH 5.5-6.0 vykazovali afinitu (Kobayashi, 2003; Varma et al., 2011). Avšak 

sú látky, ako je napríklad rosuvastatín, ktoré sú substrátmi OATP2B1 a ich transport nie 

je ovplyvniteľný zmenou pH (Varma et al., 2011; McFeely et al., 2019). K uvedeným 

experimentom boli použité transfekované HEK-293 bunky (Human embryonic kidney) 

Caco-2 bunky.  

Navyše sa zistilo, že OATP2B1 obsahuje 2 miesta viažuce substráty. Má stranu s vyš-

šou a nižšou afinitou. Transport substrátov stranou s nižšou afinitou môže byť zvýšený 

pri nižšej hodnote pH. K interakciám potom dochádza, keď majú 2 látky rovnaké miesto, 

kam sa viažu. Preto by bolo dobré skúmať nielen to, či je látka substrát a inhibítor 

OATP2B1, ale aj to, kam sa viaže (Shirasaka et al., 2012; Tamai and Nakanishi, 2013).  

U potkana sa stretávame len s jedným ortológom, a to OATP2b1, ktorý má 77%  zhod-

nosť. Vykazuje funkčnú podobnosť, avšak širšiu substrátovú špecifickosť  v porovnaní s 

ľudským OATP2B1 (Hagenbuch and Meier, 2004).   
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3.3 Klinický význam interakcií OATP transportérov 

Transportéry hrajú významnú úlohu v absorpcii, distribúcii, metabolizme a exkrécii 

liečiv (ADME) (The International Transporter Consorium et al., 2010). Interakcie na 

úrovni transportérov môžu byť spôsobené iným liečivom, zložkou potravy, či doplnkom 

stravy. Môže sa jednať o indukciu/inhibíciu transportéru, a tá sa potom odzrkadlí vo zvý-

šenej/zníženej plazmatickej a tkanivovej koncentrácii liečiv. Výsledkom je ovplyvnenie 

účinnosti a bezpečnosti farmakoterapie. Toto je dôležité uvedomiť si hlavne pri liečivách 

s úzkym terapeutickým indexom, kde môže ľahko dôjsť k prehĺbeniu nežiadúcich účin-

kov liečiv (hrozí toxicita) alebo k strate účinnosti terapie (Han, 2011). 

Klinický dopad interakcií sa skúma ťažšie. Nasledujúce body udávajú niekoľko dôvo-

dov, prečo je tomu tak. 

 In vivo testovaniu na mladých, zdravých jedincoch predchádzajú in vitro experi-

menty. Dôležitý je fakt, že nie vždy interakcie vychádzajúce signifikantne v pro-

stredí  in vitro fungujú in vivo.  

 Liekové interakcie sa vyskytujú prevažne u pacientov liečených polyfarmakote-

rapiou. Jedná sa hlavne o starších pacientov, prípadne pacientov trpiacich chro-

nickým ochorením. Títo pacienti mávajú zníženú funkciu vylučovacích orgánov, 

čo vie znovu ovplyvniť farmakokinetiku liečiv.  

 Ďalším dôležitým faktorom je genetická variabilita vyskytujúca sa v populácii 

a s ňou súvisiace zmeny v expresii prenášačov.  

 Substráty transportérov a látky s nimi interagujúce väčšinou nie sú špecifické len 

pre jeden daný typ transportéru a niekedy ovplyvňujú aj metabolické enzýmy 

(Han, 2011; Gessner, König and Fromm, 2019). 

Najviac klinicky relevantných interakcií spomedzi OATP je popísaných u OATP1B1 

a OATP1B3 v pečeni.  

3.3.1 OATP1A2 

Väčšina popísaných interakcií OATP1A2 prebieha medzi liečivami a jedlom/dopln-

kami stravy. Príkladom sú ovocné šťavy znižujúce biodostupnosť antihistaminika fexofe-

nadínu. Je tiež substrátom ďalších transportérov (napríklad OATP2B1, P-gp) a len mini-

málne metabolizovaný. Dresser et al. (2002) a Dresser, Kim a Bailey (2005) zistili, že 

príjem ovocných štiav (grepovej, pomarančovej, jablkovej (ovplyvňuje aj OATP2B1)) 
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dokáže znížiť u človeka systémovú expozíciu fexofenadínu o 40-70%. Navyše vodný 

roztok naringínu, nachádzajúci sa v grepovej šťave v rovnakej koncentrácii (~1,2 mM), 

znižuje absorpciu perorálne podaného fexofenadínu o 25% (Bailey et al., 2007). Toto 

zníženie  je pripisované hlavne OATP1A2 a OATP2B1 transportérom v čreve a vedie 

k neúčinnej farmakoterapii.  

Rovnako zelený čaj v kombinácii s nadololom (neselektívny β-blokátor) znižuje bio-

dostupnosť nadololu o 85% (Misaka et al., 2014). Za uvedenú skutočnosť môžu látky 

nazývané katechíny, najmä (−)-epigalocatechin galát. Nadolol nepodlieha metabolitácii 

a je substrátom OATP1A2, ale aj P-gp, MATE1 a 2, OCT1 a 2. Uvedená klinicky rele-

vantná interakcia je z veľkej časti pripisovaná OATP1A2 transportéru v črevách. Preto je 

dobré sa danej kombinácii vyhnúť (Abe et al., 2018). 

3.3.2 OATP2B1 

OATP2B1 hrá významnú úlohu v prenose mnohých látok jednak v pečeni, jednak 

v črevách. Klinická relevancia mnohých in vitro zistených interakcií nie je dostatočne 

preskúmaná. 

Za významnú sa považuje interakcia rosuvastatínu (hypolipidemikum, inhibítor 

enzýmu 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reduktázy) a ronacaleretu (kalcilytikum, 

liečba osteoporózy), pri ktorej ronacaleret znižuje plazmatickú koncentráciu rosuvasta-

tínu o 50% (IC50 = 12 μM ) (Johnson et al., 2017). Výsledok tejto interakcie môže v 

konečnom dôsledku viesť k neúčinnej farmakoterapii, uvoľneniu aterosklerotického 

plátu/trombu a môže ohroziť život pacienta.  

Ďalšou klinickou interakciou je interakcia asunapreviru (kompetitívny NS3/4A pro-

teázový inhibítor vírusovej hepatitídy typu C) s jednou dávkou OATP inhibítoru, rifam-

pinu (makrolidové antibiotikum), pri ktorej dochádza k nárastu cmax (21-násobne) a AU-

Cinf (15-násobne). Za uvedenú skutočnosť môžu pravdepodobne hepatálne OATP tran-

sportéry. Uvedená kombinácia liečiv je kontraindikovaná. V terapeuticky relevantných 

koncentráciách je asunaprevir slabý inhibítor ľudských OATP1B1, 2B1, 1B3 a senzitívny 

substrát OATP1B1, 2B1 (Eley et al., 2015). 
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3.3.3 OATP1B1 a OATP1B3 

Nachádzajú sa na  sinusoidálnej (bazolaterálnej) membráne hepatocytov. Hrajú kľú-

čovú úlohu v prenose xenobiotík a endogénnych látok (bilirubín, steroidy, hormóny štít-

nej žľazy, žlčové kyseliny) z portálneho obehu do pečene. Ich inhibícia môže viesť k zvý-

šenej koncentrácii látok v krvnom riečisku a prehĺbeniu nežiadúcich účinkov či toxicite 

(Shitara, 2011). FDA (The USA Food and Drug Administration) a EMA (European Me-

dicines Agency) doporučujú in vitro testovanie interakcií OATP1B1 a OATP1B3 pre lie-

čivá, ktorých cestou eliminácie je práve pečeň a/alebo budú podávané so substrátmi 

týchto transportérov (Prueksaritanont et al., 2013). 

Veľká časť substrátov je pre oba transportéry spoločná, až na výnimky typické pre 

OATP1B3 (cholecystokinín, digoxín, docetaxel, paklitaxel, či dokonca toxín amantín prí-

tomný v muchotrávkach) (Kalliokoski and Niemi, 2009). Medzi ich inhibítory patria, na-

príklad antibiotiká, statíny, gemfibrozil, cyklosporín A. 

Klinicky významné interakcie sú popísané u statínov. Ich zvýšená koncentrácia 

v plazme spôsobuje bolesť svalov až rozpad svalových vlákien tzv. rabdomyolýzu. Prí-

kladom je interakcia cerivastatínu (hypolipidemikum, inhibítor HMG-CoA reduktázy) 

a gemfibrozilu (hypolipidemikum, fibrát), ktorá mala letálny dopad u niekoľkých pacien-

tov v USA a viedla k stiahnutiu cerivastatínu z trhu (Maeda, 2015). Príčinou tejto inter-

akcie je inhibícia cytochrómu CYP2C8 a OATP1B1 transportéru gemfibrozilom (Shitara 

et al., 2004).  

Rovnako významné interakcie sú popisované u cyklosporínu A a statínov. Cyklospo-

rín inhibuje OATP1B3, OATP2B1, MDR1 and MRP2, and CYP3A4.  Zvýšenie plazma-

tickej koncentrácie statínov je pri vzájomnej interakcii 2-25násobné (Regazzi, MB et al., 

1993; Park et al., 2001; Hasunuma et al., 2003; Simonson, 2004), pričom najmenej citlivý 

je fluvastatín (Åsberg, 2003). 

Pacienti, ktorí užívajú statíny a sú vystavení OATP inhibítorom, by mali mať pravi-

delný monitoring toxicity svalov (kreatínkináza) a tak isto kontrolu lipidového spektra. 

Sú určité kombinácie, napríklad gemfibrozil + simvastatín / cyklosporín + simva-, lova-, 

pitava- statín, ktorým sa treba pri terapii vyhnúť (Wiggins et al., 2016). 

Kajosaari et al. (2005) pozorovali, že gemfibrozil zvyšuje u zdravých ľudí AUC anti-

diabetika repaglinidu ~2.5-násobne, Niemi et al. (2003) ~8.1-násobne. Uvedené výsledky 

sú spôsobené pravdepodobne inhibíciou hepatálneho enzýmu CYP3A4 a OATP1B1 tran-
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sportéru a môžu viesť k závažnej hypoglykémii. V klinickej praxi je dobré sa danej kom-

binácii liečiv vyhnúť. Avšak pokiaľ je súčasné užívanie nevyhnutné, terapeutická dávka 

repaglinidu musí byť redukovaná a hladina glukózy v krvi prísne monitorovaná (Niemi 

et al., 2003).  

3.4 Modely štúdia črevnej absorpcie 

Modely používané k štúdiu intestinálnej absorpcie napodobňujú črevnú bariéru a jej 

funkcie v tele. Dnes je známe množstvo modelov slúžiacich k hodnoteniu črevnej per-

meability a interakcií na úrovní transportérov. Od jednoduchej monovrstvy polarizova-

ných buniek až po komplikovanejšie tkanivá, orgány či živé organizmy. Tvoria ich hlavne 

in vitro metódy založené na líniách buniek.  

Za zlatý štandard sa považujú Caco-2 bunky, ktoré tvorí  heterogénna rada buniek ľud-

ského epiteliálneho kolorektálneho adenokarcinómu (Kovacsics, Patik and Özvegy-

Laczka, 2017). Sú schopné vytvoriť monovrstvu tesne k sebe priliehajúcich polarizova-

ných buniek a diferencovať sa. Častý je aj model oocytov  Xenopus laevis a in vitro me-

tódy založené na tkanivách zvierat využívajúce Ussingovu komoru. Používané sú tiež in 

situ (perfúzia čriev), ex vivo (segmenty čriev) a in vivo modely (geneticky modifikované 

organizmy - napríklad myši) (Zhang and Surapaneni, 2012). 

Pri skúmaní interakcií na úrovni OATP transportérov v čreve sú najčastejšie používané 

transfekované oocyty Xenopus laevis a línie buniek exprimujúce jeden/viacero druhov 

transportérov (The International Transporter Consorium et al., 2010). 

3.4.1 In vitro modely  

3.4.1.1 Transfekované línie buniek 

Bunkové línie divokého typu (wild-type), kam patrí napríklad Caco-2, MDCK (Ma-

dine-Darby canine kidney) a LLC-PK1 (Lewis Lung Carcinoma-Porcine Kidney 1), sú 

často experimentálne využívané, avšak ich nevýhodou je významná expresia viacerých 

transportérov súčasne. Tým nemožno jednoznačne určiť úlohu konkrétnych transporté-

rov. Na prekonanie tohto problému boli vyvinuté transfekované bunkové línie, ktoré 

v zvýšenej miere exprimujú jeden/niekoľko vopred zvolených transportérov a tým maxi-

malizujú ich úlohu v konkrétnej štúdii. Najčastejšie používané bunkové línie pre stabilnú 

transfekciu sú bunky CHO (Chinese hamster ovary), HEK-293 a MDCK, pretože expri-

mujú nízke hladiny endogénnych transportérov. Úspešne sa etablovalo mnoho stabilných 
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bunkových línií. Hoci je ich vývoj náročný, takto získané bunky vo všeobecnosti ponú-

kajú výhody v oblasti nákladov, kolísania údajov a analytickej flexibility v porovnaní s 

inými modelmi transportérov (Zhang and Surapaneni, 2012; Kovacsics, Patik and 

Özvegy-Laczka, 2017).  

3.4.1.2 Oocyty Xenopus laevis 

Transportéry liečiv môžu byť prechodne exprimované v nezrelých vajíčkach Xenopus 

laevis injekčným vpichnutím cRNA zvolených transportérov do cytoplazmy oocytov. 

Výsledkom je nadmerná expresia jediného transportéra. Na vyhodnotenie sa ako referen-

cie použijú oocyty, do ktorých bola vpravená voda a množstvo vychytávaných látok sa 

porovná medzi oocytmi injektovanými vodou a cRNA transportéru. Ide o pomerne roz-

šírenú metódu, jej nevýhodou je však krehkosť a variabilita oocytov (Zhang and 

Surapaneni, 2012; Brouwer et al., 2013).  

3.4.2 Ex vivo model ultratenkých tkanivových rezov 

Vo vedeckej sfére je v súčasnosti veľa metód slúžiacich na pozorovanie a charakteri-

záciu absorpcie, distribúcie, metabolizmu, exkrécie a toxicity nových chemických entít 

a xenobiotík (Brouwer et al., 2013). Veľmi podrobne sú popísané  in vitro modely na 

bunkových kultúrach a in vivo modely na zvieratách, ktoré sa používajú na akademickej 

pôde a rovnako v priemysle. Nevýhodou bunkových kultúr je, že neodrážajú multicelu-

laritu tkaniva a rovnako ani jeho 3D štruktúru a líšia sa od prirodzenej expresie transpor-

térov a metabolických enzýmov v črevách. Nevýhodou in vivo modelov na zvieratách je 

technicky a časovo náročnejšie prevedenie a finančná stránka. Preto sa používajú metódy 

s využitím intaktných tkanív, kam patrí PCIS (precision-cut intestinal slices) (The 

International Transporter Consorium et al., 2010; Li, de Graaf and Groothuis, 2016). 

Pri využití PCIS sa pripravené črevo pred krájaním vyplní a zaleje agarózou. Použitím 

špecializovaného poloautomatického prístroja sú priečnym krájaním pripravené rezy 

s definovanou  a reprodukovateľnou hrúbkou.  

Výhodou  tohto modelu je, že zachováva multicelularitu tkaniva a aj jeho 3D štruktúru, 

exprimuje transportéry a metabolické enzýmy rovnako ako daný segment čriev. Keďže 

črevo je veľmi heterogénny orgán, v ktorom sú výrazné štrukturálne a funkčné rozdiely 

medzi duodenom, jejunom, ileom a kolonom, PCIS metóda je vhodná na štúdium týchto 

rozdielov. Je možné vykonať jeden experiment na jednom potkanovi a pritom analyzovať 

celú časť čriev od duodena až po kolon. Prínosom je aj fakt, že z každej oblasti potkaních 
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čriev je možné získať viac než 100 rezov, tým pádom možno robiť súčasne viacero expe-

rimentov (vzorky ľudských čriev pochádzajú väčšinou z operácií a tvoria len malú časť 

segmentu, preto rezov býva menej). Medzi ďalšie výhody patrí napríklad pomerne nená-

ročná technika prevedenia (v priebehu niekoľkých hodín), úspora času, ale aj množstva 

použitých laboratórnych zvierat. Okrem akumulačných štúdii transportérov, možno PCIS 

metódu použiť aj na sledovanie metabolizmu a toxicity liečiv. Jednou z hlavných preká-

žok preklinického výskumu liečiv je variabilita medzi zvieratami a ľuďmi v jednotlivých 

izoformách, hladinách expresie a aktivite transportérov/metabolických enzýmov. Metódy 

využívajúce ľudské tkanivo, akou je PCIS, pomáhajú prekonať ťažkosti extrapolácie vý-

sledkov medzi ľuďmi a zvieratami, pretože sa dajú aplikovať na ľudské aj zvieracie tka-

nivá.  

Podobne ako iné metódy, aj PCIS má svoje limitácie a nevýhody. Patrí k nim napríklad 

krátka životaschopnosť tkaniva (8h tenké, 24h hrubé črevo) a tiež možné poškodenie 

štruktúr počas krájania. Vzhľadom na kolmé krájanie intestinálnych rezov, oboje, mu-

kózna aj serózna časť tkaniva sú vystavené rovnakému médiu. Výsledkom je, že touto 

metódou nemožno študovať vektorový transport liekov intestinálnou stenou (Van De 

Kerkhof et al., 2007; De Graaf et al., 2010; Li, de Graaf and Groothuis, 2016).  

 

 

 

 



 

24 
 

4 HYPOTÉZA A CIELE 

Veľká časť pacientov prichádzajúcich každodenne do lekárne je liečená polyfarmakote-

rapiou. Medikamenty, ktoré užívajú, sú často substrátmi alebo inhibítormi OATP influ-

xných  transportérov v črevnej bariére. Keďže tieto transportéry sa podieľajú sa na absor-

pcii látok, po ich inhibícii (perorálne podané lieky/potrava) dochádza k zníženej absorpcii 

substrátov. Výsledkom tejto interakcie je znížená plazmatická koncentrácia substrátov v 

cirkulujúcej krvi a teda nedostatočná farmakoterapia. Pre zaistenie účinnej a bezpečnej  

farmakoterapie pacienta treba mať prehľad o tom, ktoré látky sú substráty a ktoré inhibí-

tory daného transportéru. Taktiež je potrebné poznať mechanizmus danej interakcie a jej 

výsledok.  Keďže preklinické štúdie nie sú zamerané na črevné OATP transportéry, na 

niektoré klinicky relevantné interakcie sa príde až keď je liečivo zavedené na trh.  

 

Cieľom tejto diplomovej práce bola : 

a) Optimalizácia ex vivo metódy ultratenkých tkanivových rezov pre štúdium inter-

akcií na úrovni OATP transportérov  v čreve. 

b) Analýza liekových interakcií v čreve pre vybrané liečivá na úrovni OATP tran-

sportérov za použitia modelového substrátu estron-3-sulfátu. 
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5 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

5.1 Chemikálie a reagencie 

 KHP (Krebs-Henseleit pufr)  

 Agaróza rozpustená vo fyziologickom roztoku (3% roztok) - Agarose, low gel-

ling temperature, Type VII-A (Sigma-Aldrich, cat. no. A0701) 

 WME (Williams E medium) s obsahom L-glutaminu (Invitrogen, cat. no. 

32551) s prídavkom glukózy 

 E3S (estron-3-sulfát) (MGP) 

 [3H]E3S (estron-3-sulfátu rádioaktívne značený) (MGP) 

 Verapamil - Verapamil hydrochlorid (Sigma-Aldrich) 

 Rosuvastatín - Rosuvastatin calcium (Sigma-Aldrich) 

 Cyklosporín A - Cyclosporin A (Sigma-Aldrich)  

 Naringín - Naringin (Sigma-Aldrich) 

 Chrysín- Chrysin (Sigma-Aldrich) 

 Kvercetín - Quercetin (Sigma-Aldrich) 

 Ko - KO-143 hydrate (Sigma-Aldrich) 

 CP - CP-100356 monohydrochloride (Sigma-Aldrich) 

 Ly - LY-335979/ Zosuquidar hydrochloride (Sigma-Aldrich) 

 ACN - (Sigma-Aldrich) 

 Éter - (Penta) 

 NaOH - (Penta) 

 Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™, cat. no. 2322 
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5.2 Prístrojové vybavenie  

 Laminárny box (AURA 2000 M.A.C, BioAir S.c.r.l.) 

 Krájač (Krumdieck Tissue Slicer MD4000) napojený na chladiaci okruh 4°C 

 Inkubátor (Binder CB 60 ) s reguláciou teploty, O2 a CO2 

 Mikrobiologický termostat BT 100 37°C (Laboratoní přístroje Praha) 

 Plynové bomby (CO2, O2 , pneumoxid ) 

 Horizontálna trepačka (f= 90kmitov/s) 

 Výhrevná podložka (37°C) 

 Homogenizátor (FastPrep-24™ 5G Instrument) 

 Centrifúga (Gusto, Heathrow Scientific LLC, 7800 rcf) 

 Beta spektrometer (Packard Tri-carb 2900TR Liquid Scintillation Analyzer; 

QuantaSmart Version 1.31) 

 TECAN Infinite 200 Pro  
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5.3   Ex vivo metóda ultratenkých intestinálnych rezov  

5.3.1 Príprava intestinálnych rezov  

Pred začiatkom prípravy intestinálych rezov (potkan/človek) sme Krebs-Henseleit 

pufovací roztok (KHP) vychladili (4°C, celý experiment) a dostatočne okysličili prebub-

laním pneumoxidom (95 % O2, 5 % CO2) po dobu 30 minút. Následne bolo zrovnané pH 

na hodnotu 7,42. Medzitým sme vo vodnom kúpeli (60°C) rozpustili agarózu, ktorú sme 

počas prípravy rezov udržiavali  pri teplote 37°C.  

5.3.1.1 Potkanie rezy 

Inhaláciou éteru sme uviedli potkana (samec, kmeň Wistar, rozmedzie váhy 

250- 500 g) do celkovej anestézie. Krátko potom bol usmrtený zlomením väzu a vykrvá-

caním z prerušenia karotíd. Črevo bolo ihneď po odobratí vložené do  KHP. S tkanivom 

sa následne pracovalo na ľadom chladenej podložke, kde bolo neustále zvlhčované KHP, 

aby si zachovalo svoje vlastnosti. Priebeh prípravy je znázornený na Obr.3 (De Graaf et 

al., 2010). Pomocou skalpela sa črevo rozdelilo na príslušné segmenty (duodenum, ileum, 

jejunum, kolon) podľa nami zvoleného prevedenia experimentu. Tieto intestinálne seg-

menty sme vložili zvlášť do KHP a udržiavali sme ich na ľade. Zo segmentu čreva, s kto-

rým sme pracovali, sme odrezali 4 cm dlhú časť. Z nej sme najskôr odstránili črevný 

obsah a následne sme ju 3× premyli KHP pomocou pasteurovej pipety. Odstránili sme 

zvyšky KHP, na jednom konci sme črevo zaviazali chirurgickou niťou a naplnili agaró-

zou. Pinzetou sme črevo pridržali za druhý koniec a ponechali rýchlo schladnúť agarózu 

po dobu 30 sekúnd v KHP. Takto naplnené črevo sme zbavili prebytočného tkaniva a roz-

delili na dve rovnaké časti. Dve, prípadne 3 takto pripravené časti  sme vložili do valčeka 

a zaliali agarózou. Po jej stuhnutí sme valček s tkanivom vložili do krájača (Krumdieck 

Tissue Slicer MD4000) napojeného na chladiaci okruh 4°C a krájali na rezy s hrúbkou 

250 µm. 

Experiment bol povolený Odbornou komisiou pre zaisťovanie dobrých životných pod-

mienok pokusných zvierat, pod číslom MSMT8358/2016-14. 

 

 



 

28 
 

 

Obrázok 3: Preparácia a inkubácia potkaních intestinálnych rezov. Po odstránení črevného obsahu (a), sa 

jedna strana zaviaže niťou (b). Segment sa naplní 37°C agarózou (c) a schladí v KHP (d). Vytvorí sa pri-

bližne 5 mm hrubý valček (e), ktorý sa rozdelí na dve polovice (f). Pomocou špendlíka (g) segment vložíme 

do predchladenej valcovej formy (h) a zalejeme agarózou (i). Vzniknutý valček (j) premiestnime do krájača 

a krájame na ultratenké rezy (k). Tie následne inkubujeme v 24-jamkovej doštičke. Prevzaté  a upravené 

(De Graaf et al., 2010).  

5.3.1.2 Ľudské rezy 

Po dohode s operačnou sálou chirurgickej kliniky Fakultnej nemocnice Hradec Krá-

lové, bola časť vyoperovaného čreva okamžite vložená do nami vopred pripraveného 

KHP. Tkanivo bolo transportované v uzatvárateľnej nádobe naplnenej KHP, ktorá bola 

vložená do termosky naplnenej ľadom.  

V laboratóriu sme s tkanivom pracovali na chladenej gumenej podložke (4°C). Po celý 

čas sme tkanivo udržovali zvlhčené pomocí KHP, aby nevysychalo. Príprava rezov je 

znázornená na Obr.4 (De Graaf et al., 2010). Tkanivo sme dostali zašité (zasvorkované), 

odstránili sme stehy (svorky) a pozdĺžne sme ho rozstrihli – výsledkom bol útvar podobný 

obdĺžniku. Z takto rozostretého čreva sme opatrne pomocou očných nožničiek a pinzety 

odstránili mukóznu vrstvu od zvyšku tkaniva. Pomáhali sme si špendlíkmi, ktorými sme 

mukóznu vrstvu pripichovali ku gumenej podložke a napínali. Z oddelenej a napnutej  

mukóznej vrstvy sme rezali skalpelom obdĺžniky veľkosti približne 4mm×4cm, ktoré sme 

priečne predelili na dve polovice. Na dno valčeka sme naliali malé množstvo agarózy 
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a vložili 2 takto pripravené útvary tak, aby sa nedotýkali a opreli sme ich o steny valčeka. 

Valček sme rýchlo naplnili agarózou, pričom tkanivo sme pridržiavali pinzetou vo verti-

kálnej polohe. Po stuhnutí agarózy sme valček premiestnili do krájača (typ ako pri potka-

ních rezoch)  a krájali rezy hrúbky 200, prípadne 250 µm. 

 

 

Obrázok 4: Preparácia ľudského čreva pro prípravu rezu. (a) Zošitá časť ľudského jejuna. Svorky a tukové 

tkanivo sa odstránia, tým sa črevo otvorí (mukózna strana smeruje nahor) (b). Segment sa potom upevní 

(mukóznou stranou) špendlíkmi na vychladenú podložku (c) a zvyšok tkaniva sa jemne odizoluje (d, e). 

Získaná mukóza sa nareže na kúsky s veľkosťou približne 4mm×2cm (f) a zaleje sa agarózou (g, h). Pre-

vzaté a upravené (De Graaf et al., 2010).  

5.3.2 Aplikácia metódy PCIS na akumulačné štúdie 

Za pomoci entomologickej pinzety sme celistvé rezy zbavili agarózy. Na výhrevnú 

podložku s teplotou 37 °C1  sme umiestnili 12 jamkovú doštičku naplnenú 500 μl pneu-

moxidom nasýteného (80 % O2, 5 % CO2, 37 °C) WME s/bez prítomnosti inhibítoru. 

Každý rez sme samostatne vložili  do jamky a nechali 20-30 minút preinkubovať na ho-

rizontálnej trepačke (f= 90 kmitov/s) v inkubátore (Binder CB 60) s prívodom pneu-

moxidu pri 37°C. Po pre-inkubácii sme vzorky premiestnili do 12 jamkovej doštičky 

(TPP® tissue culture plates, Sigma, cat. no. Z707783 ) s obsahom 500 μl pneumoxidom 

nasýteného (80 % O2, 5 % CO2, 37 °C) WME s prítomnosťou modelového substrátu 

OATP transportérov, [3H]estron-3-sulfátu. Inkubácia prebiehala za rovnakých podmie-

nok ako pre-inkubácia a rezy boli odoberané v krátkych časových intervaloch podľa nami 

                                                             
1 Skúmali sme aj akumuláciu estron-3-sulfátu pri zníženej teplote, kedy sme sa počas pre-inkubácie aj 
inkubácie snažili zachovať teplotu tkaniva  4°C. 



 

30 
 

pripraveného protokolu (2, 5, 10, 30, prípadne 60 minút). Jednotlivé rezy sa po vytiahnutí 

z WME 2× opláchli v studenom KHP a uložili do mikroskúmavky predplnenej sklene-

nými guličkami (1,25-1,65 mm, Carl Roth, cat. no. A555.1.). Ku každému rezu v skú-

mavke sme pridali 600 µl roztoku ACN:H2O (2:1). Takto naplnené skúmavky sme uložili 

do homogenizátoru (FastPrep-24™ 5G Instrument) a nechali tkanivo zhomogenizovať 

štyrikrát po dobu 40 sekúnd. Následne sme skúmavky vložili do centrifúgy (Gusto, He-

athrow Scientific LLC; 10 min, 7800 rcf). Zo supernatantu homogenizátu sme odobrali 

300 µl a stanovili koncentráciu [3H]estron-3-sulfátu meraním rádioaktivity pomocou  

beta spektrometru (Packard Tri-carb 2900TR Liquid Scintillation Analyzer; QuantaSmart 

Version 1.31) .  

5.3.3 Stanovenie obsahu proteínu  

Keďže nie všetky rezy majú rovnakú hrúbku, čím bude rez hrubší, tým viac enterocy-

tov je na ňom prítomných. Tým sa predpokladá aj väčší počet transportérov. Z tohto dô-

vodu stanovujeme najskôr rádioaktivitu [3H]estron-3-sulfátu v jednotlivých rezoch, ktorú 

prepočítame pomocou rádioaktivity pôvodných zásobných roztokov na koncentráciu aku-

mulovaného [3H]estron-3-sulfátu a tú normalizujeme na množstvo proteínu jednotlivých 

rezov.  

Z mikroskúmaviek naplnených sklenenými guličkami a rezmi odparíme roztok 

ACN:H2O. K rezom potom pridáme 200 µl 5M čerstvo pripraveného NaOH a lýzu tka-

niva podporíme jeho homogenizáciou. Objem rozpusteného proteínu doplníme vodou na 

1ml, aby sme dosiahli koncentráciu 1M NaOH (potrebná na analýzu). Množstvo proteínu 

stanovíme využitím Pierce™ BCA Protein Assay Kit.  Z hovädzieho sérového albumínu 

zhotovíme kalibračnú krivku v rozsahu 0-500 µg/ml. Na 96-jamkovú doštičku (TPP® 

tissue culture plates, Sigma, cat. no. Z707902)  nanášame 10 µl zvortexovaného proteínu 

z každej mikroskúmavky a  kalibračnej krivky v duplikáte. Po pridaní 200 µl reagentu 

pripraveného v čase potreby (súčasť Pierce™ BCA Protein Assay Kit) vložíme doštičky 

so vzorkami do inkubátoru (37°C) a ponecháme v týchto podmienkach aspoň 30 minút. 

Po ofarbení meriame absorbanciu na prístroji TECAN Infinite 200 Pro (vlnová dĺžka 562 

nm, šírka vlnového pásma 9 nm, počet zábleskov 25).  
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5.4 Štatistická analýza dát 

Štatistická analýza a grafické vyjadrenie výsledkov boli vypracované  prostredníc-

tvom programu GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). 

Pre porovnanie akumulácie E3S (37°C) v jednotlivých intestinálnych segmentoch pot-

kana medzi sebou v rámci jedného časového intervalu bola použitá One-way ANOVA 

s post-hoc Tukeyho testom.  

Pre porovnanie rozdielu akumulácie E3S pri teplote 37°C a 4°C v príslušných časoch 

zvlášť v každom intestinálnom segmente bol použitý nepárový, parametrický t-test. . 

Na sledovanie zmeny akumulácie E3S vplyvom účinku inhibítora a porovnanie tohto 

účinku voči kontrole a bol použitý nepárový, parametrický t-test.  

Označenie štatistickej významnosti: * pre p ≤ 0,05; ** pre p ≤ 0,01, *** pre p ≤ 0,001 

a **** pre p ≤ 0,0001. 
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6 VÝSLEDKY 

Väčšina prezentovaných výsledkov v tejto práci sú výsledky pilotných štúdií (n=1), 

pri ktorých sme sa snažili bližšie porozumieť OATP transportérom v čreve a optimalizo-

vať metódu PCIS.  

6.1 Potkan 

6.1.1 Akumulácia estron-3-sulfátu v intestinálnych segmentoch 

Pomocou metódy PCIS  sme vyhodnocovali akumuláciu modelového substrátu 

OATP1A2 a 2B1 transportérov, E3S (0,01µM), pri teplote 37° v časových intervaloch 2, 

5, 10 a 30 minút na potkaních intestinálnych segmentoch. Na Obr. 5 je pre každý časový 

interval znázornená a porovnávaná akumulácia v jednotlivých intestinálnych segmen-

toch.  
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Obrázok 5: Akumuláciu E3S (0,01µM) v segmentoch čriev pri teplote 37°C pre časové intervaly 2, 5, 10, 

30 minút. Uvedené hodnoty sú vyjadrené ako priemer ± smerodajná odchýlka z jedného experimentu vy-

konaného v technickom triplikáte. Pre porovnanie akumulácie E3S v intestinálnych segmentoch medzi se-

bou v rámci jedného časového intervalu bola použitá One-way ANOVA s post-hoc Tukeyho testom. Hladiny 

významnosti: *P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.01; *** P ≤ 0.001).  

V čase 2  minúty je akumulácia E3S významne vyššia v kolone v porovnaní s jejunom. 

Pri časovom intervale 5 minút vykazuje akumulácia E3S najviac signifikantný rozdiel 

medzi jejunom a kolonom, ale aj medzi duodenom a kolonom a ileom a kolonom.  V čase 
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10 minút pozorujeme signifikantný rozdiel akumulácie E3S medzi duodenom a ileom, 

duodenom a kolonom, značný je aj rozdiel  v akumulácii medzi jejunom a ileom a jeju-

nom a kolonom. Signifikantné rozdiely v akumulácii E3S boli pozorované aj pre časový 

interval 30 minút, pri ktorom je najvyšší rozdiel v akumulácii medzi duodenom a ileom 

a medzi jejunom a ileom, je tu však pozorovateľný aj signifikantný rozdiel v akumulácii 

E3S aj pre duodenum a kolon a jejunum a kolon.  

Principiálne rovnaký experiment na akumuláciu E3S  sme uskutočnili aj za zníženej 

teploty, 4°C, pretože sa predpokladá, že pri 4°C je aktivita transportérov minimálna a 

látky prechádzajú bariérou pomocou pasívneho transportu (Sugano et al., 2010).  

Na Obr. 6 (A-D) je znázornené porovnanie akumulácie E3S pri 37°C a 4°C zvlášť pre 

jednotlivý intestinálny segment (A-duodenum, B-jejunum, C-ileum, D-kolon) v časových 

intervaloch 2, 5, 10 a 30 minút. 
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Obrázok 6: Akumulácia E3S (0,01µM) pri teplote 37°C a 4°C. Dáta sú prezentované zvlášť pre jednotlivý 

intestinálny segment (A-duodenum, B-jejunum, C-ileum, D-kolon) v časových intervaloch 2, 5, 10 a 30 

minút. Uvedené hodnoty sú vyjadrené priemer ± smerodajná odchýlka z jedného experimentu vykonaného 

v technickom triplikáte. Pre porovnanie akumulácie E3S v jednotlivých intestinálnych segmentov pri teplote 

37°C a 4°C v príslušných časoch bol použitý nepárový, parametrický t-test . Hladiny významnosti: *P ≤ 

0.05; ** P ≤ 0.01; *** P ≤ 0.001). 
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Signifikantný je rozdiel v akumulácii E3S v jejune pre časový interval 30 minút (Obr. 

6B), v ktorom môžeme pozorovať značne zvýšenú akumuláciu E3S pri teplote 37°C v po-

rovnaní s akumuláciou E3S pri teplote 4°C. Ďalší signifikantný rozdiel v akumulácii si 

môžeme všimnúť v ileu (Obr 6C) v čase 5 minút, v ktorom došlo k zvýšeniu akumulácie 

E3S pri teplote 37°C v porovnaní so 4°C, avšak v čase 10 minút je signifikantne nižšia 

akumulácia E3S pri teplote 37°C v porovnaní s 4°C.  

Celkovo najvyšší nárast akumulácie E3S sme pozorovali v duodene a jejune. Preto 

sme predpokladali, že aktivita influxných transportérov bude v týchto intestinálnych seg-

mentoch najvyššia. Keďže väčšina liečiv sa podľa  Gavhane and Yadav (2012) vstrebáva 

z jejuna a ilea, v nasledujúcich experimentoch sme používali potkanie/ľudské jejunum. 
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6.1.2 Saturačná krivka estron-3-sulfátu  

Naším cieľom bolo skúmať akumuláciu E3S v závislosti na jeho koncentrácii v čase 2 

a 5 minút a pokúsiť sa vypočítať kinetické parametre Km (Michaelisova konštanta) a Vmax 

(maximálna rýchlosť transportu substrátu). 

Zvolili sme si časové intervaly 2 a 5 minút, pretože predpokladáme, že vtedy prebieha 

hlavne transport pomocou influxných transportérov.  

Na prípravu roztokov sme vždy použili rádioaktívne značený [3H]E3S (0,008µM) 

v kombinácii s neznačeným, pretože sa predpokladá, že bunka bude transportovať E3S 

bez ohľadu na značenie a pomer medzi značeným a neznačeným E3S ostane zachovaný.  

Výsledkom experimentu sú krivky znázornené na Obr. 7, pre časy 2 minúty (A, B) a 5 

minút (C,D), z ktorých hodnotu Km nemožno určiť (Obr. 7A, zobrazujúci závislosť aku-

mulácie E3S na koncentrácii (c=0-100µM), je výňatok z Obr. 7B (c=0-500µM), to isté 

platí aj pre obrázky 7C, ktorý je výňatkom z Obr. 7D) . 
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Obrázok 7: Saturačná krivka E3S vyjadrujúca závislosť akumulácie E3S na jeho koncentrácii. Experi-

ment sme uskutočnili na pre časy 2 minúty (A, B) a 5 minút (C, D). Krivka A a  B, respektívne  C a D 

zobrazujú rovnaké experimenty, avšak pre lepšiu prehľadnosť, sme pri krivkách A a C zvolili koncentráciu  

len do 100µM. Uvedené hodnoty sú vyjadrené ako priemer ± smerodajná odchýlka z jedného experimentu 

vykonaného v technickom hexaplikáte.  
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6.1.3 Vybrané inhibítory transportérov OATP1A2 a OATP2B1  

6.1.3.1 Naringín (NRG) 

Naringín je flavonoidný glykozid obsiahnutý v šupke pomaranča a grepu, ktorý im do-

dáva typickú horkú chuť. Spolu s jeho aglykónom, naringenínom, vykazujú protizápa-

lovú a antioxidačnú aktivitu. Suplementácia naringínom je prospešná pri liečbe obezity, 

metabolického syndrómu, diabetu a hypertenzie (Alam et al., 2014).  

Na úrovni buniek je inhibítorom OATP1A2 (Bailey et al., 2007), OATP2B1 

(Shirasaka et al., 2012) a  P-gp (kompetitívny) transportérov (Tourniaire et al., 2005). 

U zvierat bol pozorovaný jeho modulačný účinok (zvýšená citlivosť na chemoterapeuti-

kum doxorubicín a znížená expresia P-gp)  na  P-gp transportér v rakovinových bunkách 

(Ali et al., 2009). 

6.1.3.2 Chrysín (CHR) 

Chrysín je prirodzene aktívna zlúčenina skupiny flavónov. Môžeme ju získať naprí-

klad z medu, propolisu a rastlín. Vykazuje chemopreventívnu aktivitu, protizápalové a 

antioxidačné účinky (Lin et al., 2012).  

Navrátilová et al. (2018) pozorovali inhibičný účinok chrysínu na OATP1A2 

a OATP2B1 bunkových transportéroch, Schumacher et al. (2010), inhibíciu P-gp, MRP2 

a BCRP na Caco-2 bunkovej línii.  

6.1.3.3 Kvercetín (QER) 

Jedná sa o látku patriacu do skupiny flavonoidných glykozidov. Nájdeme ju v ovocí 

(citrusy, čučoriedky), zelenine (cibuľa, brokolica, listová zelenina), ale aj zelenom čaji či 

červenom víne. Je zdrojom antioxidantov chrániacich telo pred účinkom voľných radiká-

lov. Má protizápalovú, antihypertenznú  a vazodilatačnú aktivitu a chráni cievy pred vzni-

kom aterosklerózy (Anand David, Arulmoli and Parasuraman, 2016).  

Jeho inhibičný účinok na OATP1A2, OATP2B1, P-gp, MRP1 a BCRP  transportéry 

bol pozorovaný na bunkových líniách (Nguyen, Zhang and Morris, 2003; Patel et al., 

2004; Zhang, 2004; Mandery et al., 2010).  
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6.1.3.4 Cyklosporín A (CsA) 

Cyklosporín A je imunosupresívum používané pri liečbe autoimunitných ochorení 

a na prevenciu rejekcie transplantovaných orgánov (Kockx and Kritharides, 2012). Pô-

sobí ako kalcineurinový inhibítor, čím zabraňuje aktivácii T lymfocytov. Podlieha absor-

pcii v tenkom čreve a je metabolizovaný cytochrómom P450 v čreve a v pečeni (Forsythe 

and Paterson, 2014). Má veľký interakčný potenciál, úzke terapeutické okno a môže na-

vodiť nefrotoxicitu, preto sa u pacientov liečených CsA odporúča terapeutický monito-

ring (Mohammadpour et al., 2011).  

Cyklosporín A je in vitro inhibítorom BCRP (Xia et al., 2007), P-gp (Anglicheau et 

al., 2006), MRP 2 (Hesselink et al., 2005), NTCP (sodium/taurocholate cotransporting 

peptides, SLC) (Watashi et al., 2014), OATP1B1 a OATP1B3 (Shitara et al., 2012), 

OATP2B1 (Ho et al., 2006) transportérov. Je aj silným inhibítorom CYP3A4 (Taguchi et 

al., 2016). FDA uvádza cyklosporín ako príklad klinického  inhibítoru využívaného na 

výskum  klinicky relevantných liekových interakcií na P-gp, BCRP, OATP1B1 

a OATP1B3 transportéroch (FDA, 2019). 

6.1.3.5 Verapamil (VER) 

Verapamil patrí do skupiny blokátorov kalciových kanálov, nedihydropyridínov. Blo-

kuje L-typ kalciových kanálov, výsledkom je pokles tonusu hladkého svalstva v stenách 

ciev a ich dilatácia (terapia anginy pectoris, hypertenzie). Znižuje tiež vedenie impulzov 

cez  atrioventrikulárny uzol (antiarytmikum, IV.trieda) a používa sa na liečbu clustero-

vých bolestí hlavy (Hortonov syndróm) (Tfelt-Hansen and Tfelt-Hansen, 2009).  

Je in vitro inhibítorom OATP1A2 (Rebello et al., 2012) transportéru a in vivo inhibičná 

aktivita bola preukázaná pri OCT1 (Cho et al., 2014) a P-gp (Härtter et al., 2013; FDA, 

2019). Tiež inhibuje CYP3A4 (Neuvonen, Niemi and Backman, 2006).  

6.1.3.6 Rosuvastatín (ROS) 

Rosuvastatín je vysoko efektívne liečivo, slúžiace k liečbe dyslipidémie a prevencii 

kardiovaskulárnych ochorení. Patrí do skupiny hypolipidemik, inhibítorov HMG-CoA  

reduktázy, kľúčového enzýmu v syntéze cholesterolu. Výhodou rosuvastatínu, v porov-

naní s ostatnými statínmi, je viac väzbových interakcií s enzýmom a jeho vysoko efek-

tívny inhibičný účinok (Crouse, 2008).  

Rosuvastatín je in vitro substrátom transportérov OATP1A2, OATP1B1, OATP2B1, 

OATP1B3, NTCP (Ho et al., 2006), MRP2, BCRP (Kellick, Bottorff and Toth, 2014; 
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Kitamura et al., 2014). Je uvedený FDA ako klinický substrát OATP1B1, OATP1B3 

a BCRP pre štúdium klinických liekových interakcií (FDA, 2019).  

6.1.3.7 Výsledky experimentov s vybranými inhibitormi OATP1A2 a 

OATP2B1 transportérov 

Zamerali sme sa na prírodné látky zo skupiny flavonoidov (naringín, kvercetín, chry-

sín) a liečivé látky (cyklosporín A a verapamil) majúce silný interakčný potenciál. Tak-

tiež sme použili pri experimentoch hypolipidemikum rosuvastatín, ktorý je substrátom 

OATP transportérov, preto sme pri ňom predpokladali kompetitívnu inhibíciu OATP in-

testinálnych transportérov.  

Keďže OATP1A2  a OATP2B1 transportéry v čreve sa podieľajú na absorpcii látok 

z lumen čriev do enterocytu, očakávali sme, že ich inhibíciou v jejune sa zníži koncentrá-

cia modelového substrátu, E3S.   

Na experiment sme najskôr zvolili E3S 0,01µM (Obr.8 A, C, E, G, I, K). Pri použití 

inhibítorov cyklosporínu A 20µM (Obr.8 A), kvercetínu 500µM (Obr.8 C), verapamilu 

100µM (Obr.8 E) a chrysínu 500µM (Obr.8 K), dochádzalo k signifikantnému zvýšeniu 

koncentrácie E3S v čase 5 minút v porovnaní so samotným E3S. Najvyššia signifikancia 

,v porovnaní so samotným E3S, bola zaznamenaná pri chrysíne, ďalej pri verapamile 

a kvercetíne. Signifikanciu v čase 10 minút vykazoval iba kvercetín. Pri použití inhibíto-

rov rosuvastatínu 50µM (Obr. 8G) a naringínu 500µM (Obr. 8I) nedochádzalo k signifi-

kantným zmenám v akumulácii E3S v porovnaní s kontrolou.  

Aby sme nasýtili transportér, použili sme v nasledujúcom experimente E3S 10µM 

([3H]E3S 0,008µM). Taktiež sme skúsili zvýšiť koncentráciu rosuvastatínu na 200 µM. 

Výsledky zobrazené na Obr. 8 (B, D, F, H, J, L) ) nepreukazujú signifikantnú inhibíciu 

OATP influxných transportérov. Miestami je však viditeľné, že dochádza k poklesu kon-

centrácie E3S  po pridaní inhibítora, napr. rosuvastatín 200µM (Obr. 8 H) v čase 5 minút, 

cyklosporín A 20µM (Obr. 8 B) v čase 5 a 10 minút.  
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Obrázok 8: Vplyv testovaných látok (naringín, chrysín, cyklosporín A, kvercetín,  verapamil, rosuvastatín) 

na akumuláciu E3S 0,01µM (A, C, E, G, I, K)) a 10µM (B, D, F, H, J, L) v rezoch jejuna. Uvedené hodnoty 

sú vyjadrené ako aritmetický priemer ± smerodajná odchýlka z jedného experimentu vykonaného v tech-

nickom hexaplikáte. 

°Výnimku tvorí experiment s 0,01µM E3S a naringínom (I) – uvedené hodnoty sú vyjadrené ako aritmetický 

priemer ± smerodajná odchýlka z dvoch nezávislých experimentov vykonaných v technických hexaplikátoch 

(n=3).  

Pre porovnanie akumulácie E3S samotného a s inhibítorom bol použitý nepárový, parametrický t-test. 

Označenie štatistickej významnosti: * pre p ≤ 0,05; ** pre p ≤ 0,01, *** pre p ≤ 0,001 a **** pre p ≤ 

0,0001.  
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6.1.4 Inhibícia efluxných ABC transportérov  

Estron-3-sulfát sa experimentálne používa ako substrát OATP transportérov. Podľa 

databázy FDA je navyše in vitro substrátom BCRP (ale aj OAT3, NTCP, ktoré v čreve 

nie sú exprimované) (FDA, 2019). Keďže efluxné transportéry zásadne ovplyvňujú ab-

sorpciu liečiv črevnou bariérou, našim cieľom bolo sledovať ich podiel na akumulácii 

E3S. K tomuto účelu sme využili inhibítory Ko 1µM, Ly 1µM a CP 2µM. 

6.1.4.1 Ly-335979/Zosuquidar 

Zosuquidar je účinný a vysoko selektívny inhibítor P-gp. Výhodou je, že nemá inhi-

bičný účinok na ostatné ABC transportéry a neovplyvňuje izoformy cytochrómu P450 pri 

koncentráciách pod mikromolárnym rozsahom (Dantzig et al., 1999; Cripe et al., 2010). 

6.1.4.2 Ko-143 

Jedná sa o látku, ktorá je účinným inhibítorom BCRP transportéru. Pri vyšších kon-

centráciách (≥ 1 µM) však ovplyvňuje aj transportnú aktivitu P-gp a MRP1 transportéru 

(Weidner et al., 2015). Inhibítory BCRP v klinickej praxi slúžia ako chemosenzibilizá-

tory (zvyšujú citlivosť na liečbu, znižujú rezistenciu) a pomáhajú zlepšiť farmakokinetiku 

substrátových chemoterapeutických liečiv (Allen et al., 2002).  

6.1.4.3 CP-100356 

CP-100356 je špecifický inhibítor P-gp transportéru (Bradshaw-Pierce et al., 2013). 

Kalgutkar et al. (2009) pozorovali inhibíciu prazosínového transportu v MDCKII bun-

kách transfekovaných proteínom BCRP, čo naznačuje, že pôsobí ako duálny inhibítor P-

gp a BCRP.  

6.1.4.4 Výsledky experimentov s inhibítormi efluxných ABC transportérov 

Na Obr. 9 je zobrazená akumulácia E3S v prítomnosti Ly 1µM (Obr. 9A) , Ko 1µM 

(Obr. 9B), a CP 2µM (Obr. 9C). E3S je substrátom BCRP, čo dokazuje aj Obr. 9B a C, 

kde môžeme približne od 15. minúty pozorovať mierne zvýšenie akumulácie, ktorá je 

daná pravdepodobne blokádou tohto efluxného transportéru. Keďže E3S nie je substrá-

tom P-gp, nie je celkom jasné, prečo dochádza pri použití Ly 1µM v čase 2 minúty 

k signifikantnému zvýšeniu akumulácie E3S (Obr. 9A). 
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Obrázok 9: Vplyv testovaných inhibítorov P-gp (CP,Ly) a BCRP (CP,Ko) na akumuláciu E3S v rezoch 

jejuna. (A – Ly 1µM, B – Ko 1µM, C – CP 2µM) Uvedené hodnoty sú vyjadrené ako aritmetický priemer ± 

smerodajná odchýlka z jedného experimentu vykonaného v technickom hexaplikáte). 

Na porovnanie akumulácie E3S samotného a s prítomnosťou inhibítoru bol použitý nepárový, parametrický 

t-test . Hladiny významnosti: *P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.01; *** P ≤ 0.001. 
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6.2 Človek  

6.2.1 Inhibičný účinok naringínu a cyklosporínu A na OATP1A2 a 

OATP2B1 transportéry 

Keďže pri OATP1A2 a OATP2B1 transportéroch u ľudí a potkanov je značná medzid-

ruhová variabilita, našou snahou bolo otestovať vybrané inhibítory na ľudskom jejune 

(chirurgicky získané pri operácii pankreasu) s využitím PCIS.  

Ako inhibítor sme použili naringín (500µM). Na Obr. 10A je možné pozorovať signi-

fikantné zvýšenie akumulácie po pridaní naringínu v čase 2, 5, 10 minút v porovnaní 

s kontrolou, E3S. Na Obr. 10B približne v 2. a 5. minúte mierne zníženie akumulácie E3S 

vo vzorkách s pridaným naringínom, ktoré však nie je signifikantné. 
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Obrázok 10: Vplyv inhibičného účinku naringínu na OATP1A2 a OATP2B1 transportéry na rezoch jejuna. 

Uvedené hodnoty sú vyjadrené ako aritmetický priemer ± smerodajná odchýlka z jedného experimentu vy-

konaného v technickom  quadraplikáte (A), triplikáte (B). Na porovnanie akumulácie E3S samotného 

a s prítomnosťou inhibítoru bol použitý nepárový, parametrický t-test . Hladiny významnosti: *P ≤ 0.05; 

** P ≤ 0.01; *** P ≤ 0.001 
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Na experimenty sme  použili aj  inhibítor, cyklosporín A (20µM). Na Obr. 11A a C je 

vidieť mierne zníženie akumulácie E3S v 2. a 5. minúte. Toto zníženie nastalo pravdepo-

dobne vplyvom inhibície influxných transportérov. V prípade pacienta 3, prezentovaného 

na Obr. 11A, je toto zníženie v 5. minúte signifikantné. V prípade pacienta 4, prezento-

vaného na Obr. 11.B, došlo po použití cyklosporínu A k signifikantnému zvýšeniu aku-

mulácie E3S oproti akumulácii E3S bez prítomnosti inhibítora v čase 2 minúty.  

0 1 0 2 0 3 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

Č a s  (m in )

A
k

u
m

u
lá

c
ia

E
3

S
 f

m
o

l/
µ

g
 p

ro
te

in
u

E 3 S  0 ,02µ M E 3 S  +  2 0 µ M  C sA

*

0 1 0 2 0 3 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

Č a s  (m in )

A
k

u
m

u
lá

c
ia

E
3

S
 f

m
o

l/
µ

g
 p

ro
te

in
u

E 3 S  0 ,0 08µ M E 3 S + C s A  2 0 µ M

*

0 1 0 2 0 3 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

Č a s  (m in )

A
k

u
m

u
lá

c
ia

E
3

S
 f

m
o

l/
µ

g
 p

ro
te

in
u

E 3 S  0 ,0 08µ M E 3 S + C s A  2 0 µ M

A )

B )

C )

 p a c ie n t 3

 p a c ie n t 5

 p a c ie n t 4

 

Obrázok 11: Vplyv inhibičného účinku cyklosporínu A na OATP1A2 a OATP2B1 na rezoch jejuna. Uve-

dené hodnoty sú vyjadrené ako aritmetický priemer ± smerodajná odchýlka z jedného experimentu vykona-

ného v hexaplikáte (A), quadraplikáte (B), triplikáte (C). Na porovnanie akumulácie E3S samotného 

a s prítomnosťou inhibítoru bol použitý nepárový, parametrický t-test . Hladiny významnosti: *P ≤ 0.05; 

** P ≤ 0.01; *** P ≤ 0.001
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7 DISKUSIA 

V terapii pacientov s chronickým ochorením prevažuje orálna cesta podania. Črevná 

bariéra exprimuje radu transportérov ovplyvňujúcich farmakokinetiku liečiv (Sai and 

Tsuji, 2004). Úlohou intestinálnych influxných OATP transportérov je prenos látok (telu 

vlastné, lieky, potrava a.i.) z lumen čriev do enterocytov.  Odtiaľ sú tieto látky prenášané 

inými transportérmi membránou enterocytu do krvného obehu. Intestinálne influxné 

OATP transportéry sú miestom pôsobenia liekových interakcií. Keďže akékoľvek zmeny 

v črevnej transportnej aktivite môžu zmeniť systémovú expozíciu lieku, dôkladné pocho-

penie celkového intestinálneho absorpčného mechanizmu je nevyhnutné na dosiahnutie 

optimálnej terapeutickej účinnosti liečiv. Preto sa v posledných desaťročiach farmakolo-

gický výskum zameriava, okrem iného, na transportné procesy a transportéry prítomné v 

črevnej bariére (Sai and Tsuji, 2004). 

Výskum intestinálnych OATP je založený hlavne na bunkových líniách, ktoré expri-

mujú jeden/niekoľko druhov transportérov (The International Transporter Consorium et 

al., 2010). Pretože bunkové línie neodrážajú skutočnú 3D štruktúru črevného tkaniva, 

ktoré funguje komplexnejšie, je snaha zaviesť nové metódy, či zdokonaliť tie, ktoré po-

známe (Kovacsics, Patik and Özvegy-Laczka, 2017).  

V tejto diplomovej práci sme sa snažili optimalizovať ex vivo metódu ultratenkých 

intestinálnych rezov (PCIS). Tkanivové rezy predstavujú 3D model črevnej bariéry, ktorý 

je oproti bunkám komplexnejší. Sú tu prítomné transportéry a metabolické enzýmy vo 

fyziologicky relevantnom množstve. Metódu PCIS sme použili pre štúdium interakcii lie-

čiv s intestinálnymi influxnými OATP transportérmi. Hoci bola táto metóda pôvodne vy-

víjaná na skúmanie metabolizmu a toxicity liečiv, dnes sa používa aj na štúdium tran-

sportu s využitím modelových látok (napríklad P-gp transportér) (Van De Kerkhof et al., 

2007; De Graaf et al., 2010; Li, de Graaf and Groothuis, 2016; Kovacsics, Patik and 

Özvegy-Laczka, 2017). 

Aj keď je príprava PCIS pomerne jednoduchá na prevedenie, existuje zopár kritických 

miest, na ktoré netreba zabúdať, pretože majú vplyv na životnosť tkaniva a teda aj na 

výsledky experimentov. Pri práci  črevo a tkanivo z neho získané rýchlo strácajú životas-

chopnosť a sú náchylné na ischémiu a nekrózu. Preto sa uchovávajú v KHP pri teplote 

4°C  počas celej prípravy rezov. Ďalším kritickým krokom počas prípravy intestinálnych 
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rezov je teplota agarózy, ktorá nesmie prevyšovať 37°C, pretože môže poškodiť slizničnú 

vrstvu. Rezy musia mať primeranú hrúbku, ideálne 150 – 450 µm. Pri rezoch pod túto 

hranicu hrozí, že ostane len malá časť tkaniva vitálna, pri rezoch nad túto hranicu nekróza 

kvôli zlému prechodu živín enterocytmi (De Graaf et al., 2010). My sme zvolili hrúbku 

rezov 200 – 250 µm. 

Na základe akumulácie modelového substrátu OATP transportérov, E3S (0,01µM), 

v intestinálnych segmentoch čriev potkana sme si zvolili jejunum ako časť, na ktorej  bu-

deme aplikovať ďalší výskum. U človeka bolo k dipozícii jedine jejunum, hoci v tomto 

segmente OATP1A2 transportér podľa Glaeser et al. (2007) nie je exprimovaný. Avšak 

OATP2B1 je exprimovaný vo všetkých črevných segmentoch a jeho zastúpenie naprieč 

tenkým črevom je približne rovnaké (Meier et al., 2007; Gröer et al., 2013). Pri lokalizácii 

OATP transportéra a smere transportu sú názory nejasné (Kobayashi, 2003; Mooij et al., 

2016; Keiser et al., 2017). Pokiaľ však prispieva k rovnováhe žlčových kyselín a tran-

sportu hormónov, jeho lokalizácia by mala byť na apikálnej membráne enterocytu 

(Kobayashi, 2003; Hagenbuch, 2019).  

Snažili sme sa zistiť Km a Vmax pre E3S na potkaních rezoch. Uskutočnili sme experi-

ment, v ktorom sme sledovali akumuláciu E3S v závislosti na koncentrácii – saturačnú 

krivku. Tento experiment sme uskutočnili zvlášť pre časový interval 2 minúty a 5 minút. 

Výsledkom experimentu boli krivky nepravidelného tvaru (Obr. 7A-D), z ktorých hod-

notu Km  a Vmax nebolo možné určiť. Táto skutočnosť môže súvisieť s faktom, že 

OATP2B1 transportér má 2 miesta viažuce substrát, stranu s vyššou a stranu s nižšou afi-

nitou, a pravdepodobne bisaturačnú krivku (Shirasaka et al., 2012). Možno sa nám krivky 

prekrývajú a na určenie Km by sme potrebovali komplikovanejšiu farmakokinetickú či 

matematickú analýzu.  

Keďže pre OATP transportéry v čreve nie je známy selektívny inhibítor, vybrali sme 

si do experimentu látky, o ktorých z literatúry vieme, že inhibujú tieto transportéry na 

úrovni buniek. Nevýhodou týchto látok je, že nie sú selektívne len pre tieto transportéry. 

Ich koncentráciu sme zvolili podľa čo najvyššej rozpustnosti v médiu. Ako kontrolu sme 

použili rádioaktívne značený E3S (0,008-0,01µM) bez prítomnosti inhibítoru. OATP 

transportéry sú influxné transportéry a na intestinálnej bariére sú exprimované na apikál-

nej membráne enterocytov (Kobayashi, 2003). Po ich inhibícii by malo dochádzať k zní-
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ženiu množstva substrátu v bunkách oproti kontrole. Väčšina našich výsledkov však uka-

zuje presný opak. Signifikantne zvýšenú akumuláciu E3S v čase 5 minút sme pozorovali  

pri použití inhibítorov cyklosporínu A 20µM (Obr.8 A), kvercetínu 500µM (Obr.8 C), 

verapamilu 100µM (Obr.8 E) a chrysínu 500µM (Obr.8 K) v porovnaní so samotným 

E3S. Najvyššia signifikancia bola zaznamenaná pri chrysíne, ďalej pri verapamile a kver-

cetíne. Signifikanciu v čase 10 minút vykazoval iba kvercetín. 

Keď sme tento experiment opakovali s 10µM E3S (z toho 0,008 µM rádioaktívne zna-

čený E3S) na potkaních segmentoch, pomer medzi E3S/± inhibítor bol menší, a pri 

rosuvastatíne (200µM) (Obr. 8H) a cyklosporíne A (20µM) (Obr. 8B) bolo vidieť mierne 

zníženie akumulácie E3S (nesignifikantné). Skúsila by som tento experiment zopakovať 

s využitím vyššej koncentrácie E3S, keďže literatúra pre experimenty na bunkách udáva 

OATP2B1 Km (6,3) (Kullak-Ublick et al., 2001) a (20,9 µM) (Hirano et al., 2006), a pre 

OATP1A2 Km (13,6µM ) (Badagnani, 2006).  

Kvôli medzidruhovej variabilite a snahe priblížiť sa skutočnému klinickému pro-

strediu, sme experiment s E3S a s inhibítormi OATP črevných transportérov (cyklospo-

rínom A 20µM a naringínom 500µM) otestovali na ľudských rezoch a výsledky boli po-

dobné tým, ktoré vyšli u potkana. Signifikantné zníženie akumulácie po pridaní cyklo-

sporínu A nastalo v 5. minúte len v prípade pacienta 3, prezentovaného na Obr. 11A. 

V ostatných prípadoch prevažovala zvýšená akumulácia E3S po pridaní inhibítorov. 

Signifikantné zvýšenie akumulácie voči kontrole bolo pozorované u pacienta 1 po pridaní 

naringínu 500µM v čase 2, 5, 10 minút (výsledky, Obr. 10A). Aký transportér/dej stojí za 

touto anomáliou nám nie je jasné, keďže E3S je v čreve okrem OATP transportérov iba 

substrátom BCRP.  

Na vylúčenie účinku ABC transportérov sme použili inhibítory P-gp (CP 2µM, Ly 

1µM) a BCRP (CP 2µM, Ko 1µM). Pri použití Ko 1µM (Obr. 9B) a CP 2µM (Obr. 9C) 

sme pozorovali zvýšenú akumuláciu E3S  ±15 min od začiatku inkubácie, ktorá predsta-

vuje inhibíciu BCRP (v 30 minútach pre Ko signifikantná). Avšak mierne zvýšenú aku-

muláciu sme pozorovali aj pri Ly 1µM (Obr. 9A) v čase 2 minút (signifikantná), hoci E3S 

nie je popísaným substrátom P-gp transportéru, pre ktorý je tento inhibítor selektivny. Čo 

môže za túto skutočnosť, nie je známe.  

Keďže bolo na bunkách pozorované, že transport niektorých substrátov OATP1A2 

(Badagnani, 2006; Eechoute et al., 2011) a OATP2B1 (Kobayashi, 2003; Varma et al., 
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2011)  je pH dependentný  a  vykazovali pri nižšom pH zvýšený prenos, bolo by vhodné 

vykonať experimenty za podmienok, pri ktorých by sme slizničnú vrstvu udržali pri fyzi-

ologickom pH jejuna, ktoré je neutrálne až slabo zásadité (Wilson, 2019). 

Podľa môjho názoru by sa mal pre porovnanie transportu používať model transfeko-

vaných buniek. Vieme totiž, že OATP2B1 transportér má 2 miesta viažuce substrát, a aby 

interakcia fungovala, musí sa substrát a inhibítor viazať na to isté miesto (Shirasaka et 

al., 2012; Tamai and Nakanishi, 2013). Preto keď vieme, že látka je inhibítorom 

OATP2B1, nemusí to znamenať, že bude inhibovať každý substrát OATP2B1.  

Funkcia OATP transportérov sa bežne skúma pomocou rádioaktívne značených testo-

vaných substrátov, hoci použitie fluorescenčne značených zlúčenín by bolo jednoduchšie, 

bezpečnejšie a nákladovo efektívnejšie. My sme pri výskume pozorovali, že rádioaktivita 

sa vychytáva na plast, čo mohlo ovplyvniť výsledky (data nie sú uvedené). V prípade 

OATP1A2 a 2B1 boli fluorescenčné testy opísané len nedávno (Kovacsics, Patik and 

Özvegy-Laczka, 2017). Vhodné a dobre charakterizované in vitro testy by pomohli rep-

rodukovať a mapovať OATP interakcie s liečivami.  

Výsledky prezentované v tejto diplomovej práci sú výsledkami pilotných štúdií. Pre 

potvrdenie/vyvrátenie záverov je treba ďalší výskum. 
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8 ZÁVER 

Úlohou tejto práce bola optimalizácia metódy PCIS  ako ex vivo modelu pre štúdium 

liekových interakcií OATP transportérov exprimovaných na črevnej bariére. Ako mode-

lový substrát sme použili tríciom značený estron-3-substrát (v niektorých experimentoch 

v kombinácii s neznačeným). Sledovali sme jeho akumuláciu v jednotlivých intestinál-

nych segmentoch pri teplote 37°C a 4°C, a potom zvolili jejunum ako časť, kde budú 

prebiehať nasledujúce experimenty. Pokúsili sme sa zostrojiť saturačnú krivku estron-3-

sulfátu, ktorej výsledkom však bola krivka nepravidelného tvaru. Keďže selektívny  in-

hibítor črevných OATP transportérov nie je známy, vyskúšali sme inhibičnú aktivitu lá-

tok o ktorých vieme, že sú in vitro inhibítormi (chrysín, naringín, kvercetín, verapamil, 

cyklosporín A ) alebo substrátmi (rosuvastatín - potenciálny kompetitívny inhibítor) 

OATP1A2 a OATP2B1 transportérov. Testovaním týchto látok dochádzalo o prevažne k 

zvýšeniu akumulácie estron-3-sulfátu v sledovaných časových intervaloch 0-10 minút, 

pričom inhibíciou OATP transportérov malo dôjsť k zníženiu. Vieme, že E3S je substrá-

tom BCRP, pre vylúčenie aktivity efluxných transportérov (mohla by vysvetľovať uve-

dený jav) v nami sledovanom intervale 0-10 minút  sme zvolili inhibítory Ko-143 

(BCRP), CP-100356 (P-gp, BCRP) a Ly-335979 (P-gp).  

U sledovaných OATP transportérov je značná medzidruhová variabilita, preto sme ex-

perimenty s cyklosporínom A a naringínom, ako inhibítormi OATP, vykonali na ľudskom 

jejune. Výsledky boli porovnateľné s výsledkami na potkanoch.  

Metódu PCIS pre výskum intestinálnych OATP transportérov sa uvedenými experi-

mentami nepodarilo optimalizovať. Keďže o OATP transportéroch exprimovaných na 

črevnej bariére a ich klinických interakciách sa vie málo, do budúcna by k optimalizácii 

tejto metódy mohla pomôcť kombinácia PCIS s bunkami transfekovanými OATP1A2 a 

OATP2B1 transportérmi, a využitie informácií o OATP transportéroch, ktoré sú súčasťou 

tejto práce.   
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