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vyuZiti sttevnich tkanovych ezl

KTIacovu tlohu v pdsobeni perordlne podavanych lieciv predstavuje ich absorpcia ¢rev-
nou bariérou. Exprimuje celu radu transportérov, mimo in¢ OATP2B1 a OATP1A2 in-
fluxné transportéry, patriace do rodiny SLC. Su lokalizované na apikalnej membrane en-
terocytov a umoziuju pradenie endogénnych a exogénnych latok z limen ¢riev do ente-
rocytu. Ovplyviiuju nielen farmakokinetiku lie€iv, ale aj ich bezpe¢nost’ a ti€innost’. Pred-
stavuji miesta poOsobenia interakcii lieCiv s inymi lieCivami/zlozkami potravy,
ktoré mozu viest ku zmene Géinnosti liediv alebo toxicite. Ked’ze FDA (Urad pro kon-
trolu potravin a lie¢iv) a EMA (Europska liekova agentura) nemaju intestinalne OATP
transportéry zahrnuté vo svojich smerniciach preklinickych $tadii, nie je vypracovany
jednotny model skiimania interakcii. Limitdcie bunkovych modelov a geneticky modifi-
kovanych organizmov vedu k rozvoju novych metod, akym je napriklad ex vivo metoda
ultratenkych intestinalnych rezov (PCIS), ktora predstavuje tkanivovy model reflektujuci
skuto¢nu 3D Strukturu ¢revnej bariéry.

Cielom tejto diplomovej prace bola optimalizdcia metédy PCIS na Stadium liekovych
interakcii ¢revnych OATP transportérov (OATP1A2 a OATP2BI1). Ako modelovy sub-
strat sme zvolili estron-3-substrat. S vyuZitim potkanich intestinalnych rezov sme analy-
zovali akumuldciu estron-3-sulfatu v jednotlivych segmentoch ¢riev a tiez sme sa pokusili
vytvorit' jeho saturaénu krivku. Skumali sme interakcie vybranych inhibitorov
OATP1A2, OATP2BI (cyklosporin A, verapamil, chrysin, rosuvastatin, kvercetin, narin-
gin) a ABC transportérov (Ko, Ly, CP) na jejune potkana. NavySe sme interakcie niekto-
rych inhibitorov (cyklosporin A, naringin) analyzovali aj na jejune ¢loveka.

Néam sa metodu PCIS na ¢revné OATP transportéry nepodarilo optimalizovat’. Pokial
vSak chceme bliZsie pochopit’ komplexné fungovanie ¢revnej bariéry a ulohu OATP tran-

sportérov, malo by sa v jej optimalizacii pokracovat’.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Patricia Cetkova
Supervisor: PharmDr. Ivan Vokial, 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
OATPI1A2 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, distribucia, metabolizmus a exkrécia

ATP - adenozintrifosfat

AUC - area under the curve (obsah plochy pod krivkou)
BCRP/ABCG?2 - breast cancer resistance protein

Cmax - maximalna koncentracia v plazme po jednorazovom podani lieCiva
cRNA - complementary RNA (komplementarna RNA)

CYP - cytochrém

E3S - estron-3-sulfat

EMA — European Medicines Agency (Eurdpska liekova agentura)
FDA - The Food and Drug Administration (Urad pro kontrolu potravin a lie¢iv)
HEK 293 - Human embryonic kidney 293 (bunkova linia)
HMG-Co-A - 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl koenzym A

CHO - Chinese hamster ovary (bunkova linia)

KHP - Krebs-Henseleit pufrovaci roztok

K - Michaelisova konstanta (parameter rovnice Michaelisa a Mentenovej)
LLC-PKI1 - Lewis Lung Carcinoma-Porcine Kidney 1 (bunkova linia)
MATE - multidrug and toxin extrusion

MCT - monocarboxylate transporter

MDCK - Madine-Darby canine kidney (bunkova linia)

mRNA - messenger RNA (mediatorovd 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

PGE?2 - prostaglandin E2

P-gp/MDR1/ABCBI - P-glykoprotein



PMAT - plasma membrane monoamine transporter
SLC - solute carrier
Vimax - maximalna rychlost’ transportu substratu

WME - Williams E medium (inkuba¢né médium)



2 UVOD

Vicsina lieciv dostupnych na dneSnom farmaceutickom trhu je podavanych peroralne.
Ide o sp6sob podania, ktory je ve'mi jednoduchy a pohodlny pre pacienta, ¢im prispieva
k zlepSeniu pacientovej compliance (Bardal et al., 2011). Aby takto podané farmakum
mohlo v cielovom organe pdsobit’, musi prejst’ intestinalnou bariérou, nasledne vedie
portalnym obehom cez pecen a dosahuje systémovu cirkulaciu (Kalliokoski and Niemi,

2009).

Délezitym faktorom podmieniujicim biodostupnost, je absorpcia z ¢reva, odkial’ sa
vagsina peroralne podanych lie¢iv vstrebava. Crevna bariéra exprimuje vel’ké mnoZstvo
transportnych proteinov, medzi ktoré patria aj OATP transportéry (Organic anion tran-
sporting polypeptides). Radime ich do rodiny influxnych SLC transportérov (Solute
carrier transporters) a ich ulohou je zabezpecit’ prenos latok do buniek (El-Kattan and
Varm, 2012). Niektoré¢ endogénne latky a xenobiotika st substratmi uvedenych transpor-

térov a teda za ich pomoci prechadzaju z limen Criev do enterocytov.

Problém predstavuju interakcie tychto transportérov s inymi liecivami, ¢i potravou,
ktoré maju za nasledok ovplyvnenie tohto prenosu a vedu k zmene uc€innosti lie¢iv poso-
biacich ako substraty (Tamai and Nakanishi, 2013). Pokial’ st tieto zmeny signifikantné,
vysledkom je neucinnd farmakoterapia, ktora moze u niektorych lie€iv ohrozit’ zdravie
pacienta. Pre klinick prax je teda dobré vediet’, ktoré latky vykazuju na danom transport-
nom proteine inhibi¢nu/induként aktivitu a ktoré su substratom. Tym je mozno interak-

ciam predchadzat’ a zvolit’ pre pacienta bezpecnu a u¢innt farmakoterapiu.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Crevna bariéra

LCudské ¢revo meria priblizne 7,5 m a anatomicky sa ¢leni na tenké (tvoria ho seg-
menty- duodenum, jejunum, ileum) a hrubé (kolon). Povrch tenkého Creva je zvacSeny
vd’aka pritomnosti vybezkov - klkov a mikroklkov. V tejto Casti prebieha vacSina absor-
pcie, zatial' ¢o hrubé ¢revo je zodpovedné za transport niektorych elektrolytov a vody
(Kiela and Ghishan, 2016). Epitel ¢riev pozostdva z monovrstvy polarizovanych buniek,
enterocytov, ktoré st spolu pevne prepojené a vytvaraju dolezit bariéru chraniacu orga-
nizmus pred vonkaj§im prostredim. Je selektivne priepustnd a ma dve hlavné funkcie.
Umoziuje absorpciu zivin, elektrolytov a vody z lumen cCriev do systémovej cirkulacie
a naopak, poskytuje telu ucinnu ochranu pred toxinmi ¢i protilatkami (Groschwitz and
Hogan, 2009). Crevna bariéra teda predstavuje fyziologicku ochranu pre transport endo-
génnych a exogénnych latok, kam patria aj lieCiva.

Na to, aby peroralne podavané lieCivo mohlo posobit’ v cielovom mieste, musi prejst’
apikdlnou membranou do enterocytu a nasledne bazolaterdlnou membranou do portal-
neho krvného obehu. Absorpcia z ¢reva je dolezitym faktorom, ktory podmieniuje bio-
dostupnost’ peroralne podanych lieciv. Prechod latok membranou ¢revnych buniek zahiiia
procesy pasivnej difuzie a transportu pomocou prendSaCov. Pasivna diflizia ma dve
zlozky a to paracelularny transport, kedy lie¢ivo difunduje vodnymi pormi medzi tesnymi
spojmi enterocytov, a transcelularny transport lipidovou vrstvou buniek. Transport lie-
¢iva cez Crevnu bariéru moze byt taktiez sprostredkovany za pomoci Specifickych tran-
sportnych proteinov zo skupiny influxnych a efluxnych transportérov. Expresia tychto
transportérov sa v ramci jednotlivych intestinalnych segmentov spravidla lisi (El-Kattan
and Varm, 2012).

Tok latok ¢revnou bariérou mdze byt’ obojsmerny, to znamend, ze latky prechadzaji
z limen Criev do centralneho obehu a nasledne na miesto svojho pdsobenia a naopak. Na-
vyse niektoré latky podliehaju v ¢revnej stene metabolizacii za pomoci enzymov.

To, ¢i latka bude prechadzat’ enterocytmi do krvného obehu, pripadne opa¢nym sme-
rom, zavisi na fyzikalnochemickych vlastnostiach danej latky. Délezita tlohu zohrava
velkost’ molekuly, acidobazické vlastnosti substancie 1 prostredia, rozpustnost’ v lipidoch

a vo vode a taktiez afinita k transportérom (Bardal et al., 2011).
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3.2 Transportéry v €revnej bariére

Membranové transportéry ovplyviiujii farmakokinetiku lie¢iv, ich G¢innost’ a bezpe¢-
nost’. V tele maju na starosti dynamicky prechod latok, napr. cukrov, aminokyselin, nuk-
leotidov, anorganickych i6nov a lie¢iv. Su exprimované napriklad na luminélnej a/alebo
bazolateralnej membrane enterocytov (prehl'ad na Obr.1 (The International Transporter
Consorium et al., 2010)), hepatocytov, 'advinovych bunkach a taktiez placentarnej ¢i he-
matoencefalickej bariére a prispievaju k udrzaniu homeostazy organizmu. Delia sa do
dvoch nadradenych rodin, a to ABC (ATP-binding casette) a SLC (solute carrier) tran-
sportéry (The International Transporter Consorium et al., 2010; Estudante et al., 2013).

Ked'Ze telo funguje komplexne, je dobré vediet, ktoré tkaniva a organy exprimuju
dané transportéry, v akom mnozstve, kde sa transportér nachadza a v akom smere tran-

sport prebieha.

bazolaterdlna membrina apikalna membréna
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Obrdazok 1: Prehlad transportérov crevnej bariéry lokalizovanych na apikalnej/bazolaterdlnej membrdne

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

3.2.1 ABC nadrodina

Tieto transportéry pouzivaju ako zdroj energie ATP (adenozintrifosfat), ktory im
umoziuje pumpovat substraty proti koncentranému gradientu a zabraiiuje tak absorpcii
niektorych latok (Locher, 2004). Clenovia ABC nadrodiny umoziuju transport substratov
do bunky (influxné) aj z bunky (efluxné¢). Okrem expresie v ¢reve su pritomné aj v pla-
cente, semennikoch, hematoencefalickej a hematoretindlnej bariére, kde maji ochranni
funkciu. V tubularnych bunkach l'advin a zl¢ovych kanélikoch zvysSujua vylu¢ovanie lie-

¢iv.
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V Crevnej bariére je najviac zastipeny P-glykoprotein (P-gp), multidrug resistance -
associated protein 2 (MRP 2) a breast cancer resistance protein (BCRP). Jedna sa o eflu-
xné transportéry, ktoré st umiestnené na apikalnej (luminéalnej) membrane enterocytu.
Ich inhibiciou ¢i indukciou dochadza k ovplyvneniu absorpcie rady klinicky vyznamnych
a Casto predpisovanych lieCiv, preto su predmetom skiimania liekovych interakcii

(Estudante et al., 2013).

3.2.1.1 P-gp

V literature zndmy aj ako MDR1 (Multidrug resistance proteinl), ABCB1 (ATP bin-
ding cassette subfamily B member 1). Jedna sa o efluxny transportér obmedzujuci distri-
buciu latok do mozgu, semennikov, placenty, ¢i gastrointestindlneho traktu (lumindlna
membrana). Zaroven napomaha eliminécii latok z pecene a l'advin (apikdlna membrana).
V gastrointestinalnom trakte je najviac exprimovany na enterocytoch tenkého ¢reva. Me-
dzi jeho substraty patri Siroké spektrum lieciv, napriklad digoxin, protedzové inhibitory,
dabigatran, etopozid, cyklosporin, a endogénnych molekul (steroidy, bilirubin). Jeho in-
hibicia a indukcia mnohokrat vedl k zdvaznym interakciam (Finch and Pillans, 2014).

Jeho expresia je u ¢loveka najvyssia v ileu a kolone a smerom k jejunu a duodenu sa zni-

zuje (Ho, Moodie and Satsangi, 2003).

3.2.1.2 MRP2

Synonymum ABCC2 (ATP binding cassette subfamily C member 2). Tento efluxny
transportér je lokalizovany na apikalnej membrane polarizovanych buniek (hlavne hepa-
tocyty, epitelidlne bunky proximalneho kanalu I'advin, enterocyty a placenta) (Nies and
Keppler, 2007). Podiel’a sa na transporte lieCiv, eliminécii a detoxikacii latok z organizmu
vo forme konjugatov s glutathionom, sulfaitom alebo glukuronatom, ale aj samostatne.
Medzi jeho substraty patr cisplatina, metotrexat, sachinavir, ¢i azitromycin (Jedlitschky,
Hoffmann and Kroemer, 2006). Expresia MRP2 je u ¢loveka najvyssSia v duodene a je-

june a smerom k distalnym Castiam ¢riev klesa (Takano, Yumoto and Murakami, 2006).

3.2.1.3 BCRP

Jedna sa o transportér, ktory ma pomerne Siroké zastipenie v tkanivach. Nazyva sa
tiez ABCG2 (ATP binding cassette subfamily G member 2). MéZeme ho najst na api-
kalnej membrane placentarnych buniek, enterocytoch tenkého a hrubého creva, peceni,

plucach, v prsnom tkanive, ¢i hematoencefalickej bariére (Leslie, Deeley and Cole,
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2005). Vykazuje zvySenil mieru expresie v prsnikoch v obdobi laktacie a taktiez pri nie-
ktorych typoch nadorov. Substraty tvori Siroké spektrum endogénnych, aj exogénnych
latok, napriklad nitrofurantoin, rosuvastatin, metotrexat, topotekan a.i. (Ni et al., 2010).
U Tl'udi je exprimovany vo vsetkych segmentoch ¢riev, najviac vSak v jejune (Englund et

al., 2006).

3.2.2 SLC nadrodina

SLC transportéry nevyzaduju k svojej ¢innosti ATP. Ich mechanizmus spoc¢iva vo fa-
cilitovanej diftzii, kedy je substrat prenaSany po koncentratnom gradiente, alebo v se-
kundéarne aktivnom transporte vyuzivajucom symport/antiport, ktory im umoziuje pre-
chod membranou proti koncentracnému gradientu. Patri tu viac ako 400 ¢lenov organi-
zovanych do 65 rodin, zaloZenych na transportnej funkcii a sekven¢nej homologii (Bai,
Moraes and Reithmeier, 2017). Tak isto su umiestnené na dolezitych biologickych barié-
rach a sprostredktvaju prenos Sirokej Skaly substratov, do ktorej patria aminokyseliny,
cukry, peptidy, vitaminy, Zl¢ové kyseliny a xenobiotikd. NajvyznamnejSie z hl'adiska
¢revnej absorpcie a farmakokinetiky lie€iv st influxné transportéry patriace do rodin
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 uvedenych SLC transportérov, najvyssiu prevalenciu
v tenkom creve l'udi vykazuje PEPT1 transportér, ktory ma zvySenu expresiu v duodene
a ileu. Transportéry OCTNI1 a OATP2BI sa neliSia expresiou v jednotlivych intestinal-
nych segmentoch. MCT1 transportér je najviac exprimovany v kolone a duodene,
OCTN?2 transportér v kolone. Otazka expresie OATP1A2 transportéru v ¢revnej bariére
je nejasna a je blizSie popisana v prislusnej podkapitole (Englund et al., 2006; Meier et

al., 2007).

3.2.2.1 OATP transportéry v Crevnej bariére

Ako uz bolo spominané, OATP transportéry patria do nadrodiny SLC. Doteraz bolo
identifikovanych 11 OATP zéstupcov, ktoré radime do 6 rodin a 10 podrodin na zaklade
aminokyselinovej sekvencie. Jedna sa o influxné transportéry nezavislé na prenose Na'.
Zabezpecuju prechod mnohych endogénnych a exogénnych latok naprie¢ bunkami a tka-
nivami tela (Kalliokoski and Niemi, 2009). Ich popis a Struktura je znazornena na Obr.2

(Hagenbuch and Meier, 2004; Ronaldson and Davis, 2013).
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V porovnani so zastupcami ABC nadrodiny sa o nich vie podstatne menej. Transpor-
téry OATP1B1 a OATP1B3 sa nachadzaji vyhradne v pedeni. Co sa tyka expresie v
¢reve, najviac je ztejto skupiny zastupeny OATP2BI1 transportér, d’alej nasleduje
OATP4A1, OATP3Al a OATP4C1. mRNA OATP1A2, OATP1B1 a OATP1B3 su tu
len v stopovych mnozZstvach (Drozdzik ef al., 2014). Ked’Ze predmetom zdujmu vyskum-
nych skupin st hlavne OATP1A2 a OATP2BI, o ostatnych transportéroch z tejto rodiny

sa toho vie vel'mi malo (Oswald, 2018).

OATP Signature Sequence o
(D-X-RW-(1,V)-GAWW-X-G-(F,L)-L) 5% Extracellular Loop

' (Contains conserved
/ cysteine residues)

Basolateral

Obrdzok 2: Schematické znazornenie vseobecnej Struktury OATP transportéru. Protein tvori 12 transmem-
branovych domén, pricom medzi 9. a 10. doménou sa v extracelularnom priestore nachdadza velka slucka.
Na 2. a 5. extracelularnej slucke su viditelné miesta N-glykozylacie vyskytujuce sa naprie¢ celou OATP

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

OATP1A2

Jedna sa o prvy l'udsky OATP transportér, ktory bol naklonovany z pecene a podrobne
popisany. Dominantnym miestom vyskytu je hematoencefalicka bariéra mozgu, kde sa
podiela na transporte niektorych latok do mozgu, napriklad opioidnych peptidov - deltor-
fin II (Zhou et al., 2015). Jeho pritomnost’ bola opisand aj v d’al§ich tkanivach, napriklad
v distalnom tubule l'advin, pe€eni, retine, pl'icach, semennikoch, cholangiocytoch, ale aj
v nadorovych bunkach (Franke, Scherkenbach and Sparreboom, 2009).

Otazkou ostava expresia v ¢revach, kde sa nazory odbornikov rozchédzaji. Imunohis-
tochemické farbenie tohto transportéru vyslo pozitivne a pomohlo ho lokalizovat’ na api-
kalnej membrane enterocytov duodena spolu s ABCBI1 (Glaeser et al., 2007). Inym vy-
skumnym skupindm sa ho na urovni génov ani proteinu nepodarilo detekovat’ v dosta-

tocnom mnozstve, pricom bola pouzita kvantitativna PCR (polymerase chain reaction)
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a kvapalinova chromatografia spojend s hmotnostnou spektrometriou (Hilgendorf et al.,
2007; Meier et al., 2007; Miyauchi et al., 2016). Je teda mozné, Ze expresia OATP1A2
mRNA neodrédza mnozstvo tohto transportéru alebo jeho aktivitu.

Medzi endogénne substraty OATP1A2 patri PGE2 (prostaglandin E2), kyselina all-
trans-retinova, bilirubin, zI¢ové kyseliny, hormony Stitnej zl'azy a steroidné konjugaty.
Z lieCiv sa podiel’a na prenose antihistaminika fexofenadinu, D-penicilaminu, metotre-
xatu, bromsulftaleinu, imatinibu, statinov (rosuvastatin, pravastatin), ¢i betablokatorov
(talinolol). Hra vyznamnu ulohu v uptaku fluorochinolénov, protinadorovych lieciv a nie-
ktorych antiretrovirotik (sachinavir) cez telesné membrany (Franke, Scherkenbach and
Sparreboom, 2009; Hagenbuch, 2019).

Podla in vitro §tudii s metotrexatom (Badagnani, 2006) a imatinibom (Eechoute et al.,
2011) na oocytoch Xenopus laevis je transport tychto latok ovplyvnitelny hodnotou pH
a pri nizSom pH, pritomnom aj v duodene, je zvySeny. Navyse v populdcii sa vyskytuju
jednonukleotidové polymorfizmy tohto transportéru (Franke, Scherkenbach and
Sparreboom, 2009), ktoré mozu tak isto ovplyvnit' vstrebavanie lieCiv pomocou
OATP1A2, preto je potrebné ich viac skimat’.

Zatial’ ¢o funkény transportér OATP1A2 u Cloveka je 1 a lisi sa v expresii, lokalizécii,
mnozstve a smere transportu, u potkana je tento systém esSte komplikovanejsi, pretoze
tvori 5 ortolégov nestcich urciti zhodnost” s l'udskym OATP1A2 proteinom, nie vSak
uplnu totoznost’ (Hagenbuch and Meier, 2004). V ¢reve potkana je na apikalnej mem-
brane enterocytov lokalizovany jeho OATP1a5 ortoldg, ktory sa podiela na transporte

fexofenadinu ¢i steroidnych konjugatov (MacLean et al., 2010).

OATP2B1

OATP2BI1 bol pévodne izolovany z 'udského mozgu. Spolus OATP1B1 a OATP1B3
je vo velkej miere zastipeny na sinusoidalnej membrane hepatocytov (krv) a podiela sa
na uptaku latok z krvi do pedene. Dalej sa nachadza napriklad v placente, luminélnej
membrane endotelidlnych buniek mozgu, srdci, pl'icnych cievach, ale aj 'advinach, sle-
zine, ovariach a bunkach adenokarcinomu (Hagenbuch and Meier, 2004).

Je exprimovany vo vSetkych segmentoch Criev, v zvySenej miere vSak v tenkom Creve,
priCom zastipenie naprie¢ nim je priblizne rovnaké (Meier et al., 2007; Groer et al.,
2013). Nejasna je ale jeho lokalizacia. Doteraz sa myslelo, Ze je pritomny na luminal-
nej/apikdlnej membrane a mé na starosti influx endogénnych aj exogénnych latok z lu-

men Criev do enterocytu (Kobayashi, 2003). Niektoré vyskumné skupiny prisli s celkom

16



novou informéciou, a to, Ze jeho lokalizcia by mohla byt’ na bazolateralnej membrane
(Mooij et al., 2016; Keiser et al., 2017). AvsSak aj tu sa nazory lisSia, Keiser et al. (2017)
udéava smer transportu latok z krvi do enterocytu a Mooij et al. (2016) opaénym smerom.
Tieto nejasné zavery vo funkcii a lokalizacii len potvrdzuja, Ze je potrebné OATP2B1
transportér blizSie skimat’.

Rovnako ako ostatné OATP, sprostredkiiva transport organickych amfifilnych mole-
kul nezavisle na Na™. Fyziologicka uloha v tele spo¢iva v distribtcii a eliminacii endo-
génnych latok, akymi st napriklad zl¢ové kyseliny a steroidné hormény (podobnost’
s OATP1A2). K lie¢ivam tvoriacim substraty patri telmisartan, glibenklamid, amiodaron,
bosentan, bromsulftalein, talinolol, aliskiren, fexofenadin a statiny (Hagenbuch, 2019).

Spolo¢ne s OATP1A2 a OATPI1B3 je aktivita tohto transportéru zavisla na hodnote
pH. Tato skuto¢nost’ bola pozorovana na transporte estron-3-sulfatu (E3S), kedy pri pH
5.0 doslo oproti pH 7.4 k niekol’kondsobnému nérastu Vmax aj Km (Kobayashi, 2003).
Dalej bolo zistené, e zmenou pH mozeme rozsirit’ spektrum substratov, ako napriklad
pravastatin, cerivastatin a pitavastatin, ktoré pri pH 7.4 nie su substratmi tohto transpor-
téru, no pri pH 5.5-6.0 vykazovali afinitu (Kobayashi, 2003; Varma et al., 2011). AvSak
su latky, ako je napriklad rosuvastatin, ktoré st substratmi OATP2BI1 a ich transport nie
je ovplyvnitelny zmenou pH (Varma et al., 2011; McFeely et al., 2019). K uvedenym
experimentom boli pouzité transfekované¢ HEK-293 bunky (Human embryonic kidney)
Caco-2 bunky.

Navyse sa zistilo, ze OATP2B1 obsahuje 2 miesta viazuce substraty. Ma stranu s vys-
Sou a nizSou afinitou. Transport substratov stranou s nizSou afinitou mdze byt zvyseny
pri nizSej hodnote pH. K interakcidm potom dochéadza, ked’ maju 2 latky rovnaké miesto,
kam sa viazu. Preto by bolo dobré skumat nielen to, ¢i je latka substrat a inhibitor
OATP2BI, ale aj to, kam sa viaze (Shirasaka ef al., 2012; Tamai and Nakanishi, 2013).

U potkana sa stretdvame len s jednym ortologom, a to OATP2b1, ktory ma 77% zhod-
nost’. Vykazuje funkénu podobnost’, avsak SirSiu substratovu Specifickost’ v porovnani s

I'udskym OATP2B1 (Hagenbuch and Meier, 2004).
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3.3 Klinicky vyznam interakcii OATP transportérov

Transportéry hraji vyznamnu ulohu v absorpcii, distribucii, metabolizme a exkrécii
lie¢civ (ADME) (The International Transporter Consorium et al., 2010). Interakcie na
urovni transportérov mozu byt’ sposobené inym lieCivom, zlozkou potravy, ¢i doplnkom
stravy. Mo0ze sa jednat’ o indukciu/inhibiciu transportéru, a ta sa potom odzrkadli vo zvy-
Senej/zniZzenej plazmatickej a tkanivovej koncentrécii lie€iv. Vysledkom je ovplyvnenie
ucinnosti a bezpecnosti farmakoterapie. Toto je dolezité uvedomit’ si hlavne pri lieCivach
s Gizkym terapeutickym indexom, kde méze Pahko dojst’ k prehibeniu neziadacich uéin-
kov lie¢iv (hrozi toxicita) alebo k strate ucinnosti terapie (Han, 2011).

Klinicky dopad interakcii sa skima t'azsie. Nasledujuce body udavaju niekol'’ko dovo-
dov, preco je tomu tak.

e [nvivo testovaniu na mladych, zdravych jedincoch predchéadzaju in vitro experi-
menty. Dolezity je fakt, Ze nie vzdy interakcie vychadzajuce signifikantne v pro-
stredi in vitro fungujl in vivo.

e Liekové interakcie sa vyskytuji prevazne u pacientov lieCenych polyfarmakote-
rapiou. Jedna sa hlavne o starSich pacientov, pripadne pacientov trpiacich chro-
nickym ochorenim. Tito pacienti mavaji zniZzent funkciu vylucovacich organov,
¢o vie znovu ovplyvnit’ farmakokinetiku lieCiv.

e Dal$im dolezitym faktorom je geneticka variabilita vyskytujiica sa v populacii
a s flou suvisiace zmeny v expresii prenasacov.

e Substraty transportérov a latky s nimi interagujuce va¢sinou nie s Specifické len
pre jeden dany typ transportéru a niekedy ovplyviiuju aj metabolické enzymy
(Han, 2011; Gessner, Konig and Fromm, 2019).

Najviac klinicky relevantnych interakcii spomedzi OATP je popisanych u OATP1B1
a OATPI1B3 v peceni.

3.3.1 OATP1A2

Vicsina popisanych interakcii OATP1A2 prebiecha medzi lie¢ivami a jedlom/dopln-
kami stravy. Prikladom st ovocné st'avy znizujliice biodostupnost’ antihistaminika fexofe-
nadinu. Je tieZ substratom d’alSich transportérov (napriklad OATP2B1, P-gp) a len mini-
malne metabolizovany. Dresser et al. (2002) a Dresser, Kim a Bailey (2005) zistili, ze

prijem ovocnych §tiav (grepovej, pomarancovej, jablkovej (ovplyvituje aj OATP2B1))
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dokéze znizit' u ¢loveka systémovu expoziciu fexofenadinu o 40-70%. NavySe vodny
roztok naringinu, nachadzajuci sa v grepovej Stave v rovnakej koncentracii (~1,2 mM),
znizuje absorpciu perordlne podaného fexofenadinu o 25% (Bailey et al., 2007). Toto
znizenie je pripisované hlavne OATP1A2 a OATP2BI1 transportérom v ¢reve a vedie
k netcinnej farmakoterapii.

Rovnako zeleny ¢aj v kombindcii s nadololom (neselektivny B-blokétor) znizuje bio-
dostupnost’ nadololu o 85% (Misaka et al., 2014). Za uvedenu skutocnost mozu latky
nazyvané katechiny, najmé (—)-epigalocatechin galat. Nadolol nepodlicha metabolitacii
a je substratom OATP1A2, ale aj P-gp, MATE1 a 2, OCT1 a 2. Uvedena klinicky rele-
vantna interakcia je z velkej Casti pripisovand OATP1A2 transportéru v ¢revach. Preto je

dobré sa danej kombinacii vyhnut (Abe ef al., 2018).

3.3.2 OATP2B1

OATP2BI1 hra vyznamnu ulohu v prenose mnohych latok jednak v peceni, jednak
v ¢revach. Klinické relevancia mnohych in vitro zistenych interakcii nie je dostatocne
preskiimana.

Za vyznamnu sa povazuje interakcia rosuvastatinu (hypolipidemikum, inhibitor
enzymu 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reduktdzy) a ronacaleretu (kalcilytikum,
liecba osteoporodzy), pri ktorej ronacaleret znizuje plazmatick koncentraciu rosuvasta-
tinu 0 50% (IC50 = 12 uM ) (Johnson et al., 2017). Vysledok tejto interakcie moze v
konecnom dosledku viest’ k netcinnej farmakoterapii, uvolneniu aterosklerotického
platu/trombu a méze ohrozit’ Zivot pacienta.

Dal$ou klinickou interakciou je interakcia asunapreviru (kompetitivny NS3/4A pro-
tedzovy inhibitor virusovej hepatitidy typu C) s jednou ddvkou OATP inhibitoru, rifam-
pinu (makrolidové antibiotikum), pri ktorej dochadza k narastu cmax (21-nasobne) a AU-
Cint (15-nasobne). Za uvedent skutocnost’ mézu pravdepodobne hepatalne OATP tran-
sportéry. Uvedena kombinacia lieCiv je kontraindikovana. V terapeuticky relevantnych
koncentrécidch je asunaprevir slaby inhibitor l'udskych OATP1B1, 2B1, 1B3 a senzitivny
substrat OATP1BI1, 2B1 (Eley et al., 2015).
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3.3.3 OATP1B1 a OATP1B3

Nachadzaju sa na sinusoidalnej (bazolateralnej) membrane hepatocytov. Hraju kl'a-
covu tlohu v prenose xenobiotik a endogénnych latok (bilirubin, steroidy, hormony Stit-
nej zlazy, zIcové kyseliny) z portalneho obehu do pec€ene. Ich inhibicia méze viest' k zvy-
Senej koncentracii latok v krvnom rie¢isku a prehibeniu neziaducich uéinkov &i toxicite
(Shitara, 2011). FDA (The USA Food and Drug Administration) a EMA (European Me-
dicines Agency) doporucuju in vitro testovanie interakcii OATP1B1 a OATP1B3 pre lie-
¢iva, ktorych cestou elimindcie je prave peceil a/alebo budi poddvané so substratmi
tychto transportérov (Prueksaritanont et al., 2013).

Velké Cast’ substratov je pre oba transportéry spolo¢na, az na vynimky typické pre
OATPI1B3 (cholecystokinin, digoxin, docetaxel, paklitaxel, ¢i dokonca toxin amantin pri-
tomny v muchotravkach) (Kalliokoski and Niemi, 2009). Medzi ich inhibitory patria, na-
priklad antibiotika, statiny, gemfibrozil, cyklosporin A.

Klinicky vyznamné interakcie st popisané u statinov. Ich zvySena koncentracia
v plazme spdsobuje bolest’ svalov az rozpad svalovych vlékien tzv. rabdomyolyzu. Pri-
kladom je interakcia cerivastatinu (hypolipidemikum, inhibitor HMG-CoA reduktazy)
a gemfibrozilu (hypolipidemikum, fibrat), ktord mala letdlny dopad u niekol’kych pacien-
tov v USA a viedla k stiahnutiu cerivastatinu z trhu (Maeda, 2015). Pri¢inou tejto inter-
akcie je inhibicia cytochromu CYP2C8 a OATP1BI1 transportéru gemfibrozilom (Shitara
et al., 2004).

Rovnako vyznamné interakcie su popisované u cyklosporinu A a statinov. Cyklospo-
rin inhibuje OATP1B3, OATP2B1, MDR1 and MRP2, and CYP3A4. ZvysSenie plazma-
tickej koncentréacie statinov je pri vzdjomnej interakcii 2-25nasobné (Regazzi, MB et al.,
1993; Park et al., 2001; Hasunuma et al., 2003; Simonson, 2004), pri¢om najmenej citlivy
je fluvastatin (Asberg, 2003).

Pacienti, ktori uZivaju statiny a st vystaveni OATP inhibitorom, by mali mat’ pravi-
delny monitoring toxicity svalov (kreatinkinaza) a tak isto kontrolu lipidového spektra.
St urcité kombinacie, napriklad gemfibrozil + simvastatin / cyklosporin + simva-, lova-,
pitava- statin, ktorym sa treba pri terapii vyhnut' (Wiggins et al., 2016).

Kajosaari et al. (2005) pozorovali, ze gemfibrozil zvySuje u zdravych 'udi AUC anti-
diabetika repaglinidu ~2.5-nédsobne, Niemi et al. (2003) ~8.1-ndsobne. Uvedené vysledky
st sposobené pravdepodobne inhibiciou hepatalneho enzymu CYP3A4 a OATP1BI1 tran-
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sportéru a mozu viest’ k zdvaznej hypoglykémii. V klinickej praxi je dobré sa danej kom-
binacii lie¢iv vyhnat. Avsak pokial’ je suCasné uzivanie nevyhnutné, terapeuticka davka
repaglinidu musi byt’ redukovana a hladina glukézy v krvi prisne monitorovana (Niemi

et al.,2003).
3.4 Modely Studia ¢revnej absorpcie

Modely pouzivané k $tadiu intestindlnej absorpcie napodobiiuji ¢revnu bariéru a jej
funkcie v tele. Dnes je zname mnozstvo modelov sluziacich k hodnoteniu Crevnej per-
meability a interakcii na Grovni transportérov. Od jednoduchej monovrstvy polarizova-
nych buniek az po komplikovanejsie tkaniva, organy ¢i zivé organizmy. Tvoria ich hlavne
in vitro metddy zalozené na liniach buniek.

Za zlaty Standard sa povazuji Caco-2 bunky, ktoré tvori heterogénna rada buniek I'ud-
ského epitelidlneho kolorektalneho adenokarcinému (Kovacsics, Patik and Ozvegy-
Laczka, 2017). Su schopné vytvorit’ monovrstvu tesne k sebe prilichajucich polarizova-
nych buniek a diferencovat’ sa. Casty je aj model oocytov Xenopus laevis a in vitro me-
tody zaloZené na tkanivach zvierat vyuZivajlice Ussingovu komoru. PouZivané su tieZ in
situ (perfuzia Criev), ex vivo (segmenty Criev) a in vivo modely (geneticky modifikované
organizmy - napriklad mysi) (Zhang and Surapaneni, 2012).

Pri skiimandi interakcii na irovni OATP transportérov v ¢reve si najCastejSie pouzivané
transfekované oocyty Xenopus laevis a linie buniek exprimujuce jeden/viacero druhov

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

3.4.1 In vitro modely
3.4.1.1 Transfekované linie buniek

Bunkov¢ linie divokého typu (wild-type), kam patri napriklad Caco-2, MDCK (Ma-
dine-Darby canine kidney) a LLC-PK1 (Lewis Lung Carcinoma-Porcine Kidney 1), su
casto experimentalne vyuZzivané, avsak ich nevyhodou je vyznamna expresia viacerych
transportérov sucasne. Tym nemozno jednoznacne urcit’ ulohu konkrétnych transporté-
rov. Na prekonanie tohto problému boli vyvinuté transfekované bunkové linie, ktoré
v zvySenej miere exprimuju jeden/niekol’ko vopred zvolenych transportérov a tym maxi-
malizuju ich Glohu v konkrétnej Stadii. NajcastejSie pouzivané bunkové linie pre stabilnti
transfekciu st bunky CHO (Chinese hamster ovary), HEK-293 a MDCK, pretoze expri-

muju nizke hladiny endogénnych transportérov. Uspesne sa etablovalo mnoho stabilnych
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bunkovych linii. Hoci je ich vyvoj naro¢ny, takto ziskané bunky vo vSeobecnosti ponu-
kaju vyhody v oblasti nakladov, kolisania tidajov a analytickej flexibility v porovnani s
inymi modelmi transportérov (Zhang and Surapaneni, 2012; Kovacsics, Patik and

Ozvegy-Laczka, 2017).

3.4.1.2 Oocyty Xenopus laevis

Transportéry lie¢iv mozu byt’ prechodne exprimované v nezrelych vajickach Xenopus
laevis injekénym vpichnutim cRNA zvolenych transportérov do cytoplazmy oocytov.
Vysledkom je nadmernd expresia jediného transportéra. Na vyhodnotenie sa ako referen-
cie pouziju oocyty, do ktorych bola vpravena voda a mnozstvo vychytdvanych latok sa
porovnd medzi oocytmi injektovanymi vodou a cRNA transportéru. Ide o pomerne roz-
Sireni metodu, jej nevyhodou je vSak krehkost a variabilita oocytov (Zhang and

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

3.4.2 Ex vivo model ultratenkych tkanivovych rezov

Vo vedeckej sfére je v siCasnosti vel'a metdd sluziacich na pozorovanie a charakteri-
zaciu absorpcie, distribucie, metabolizmu, exkrécie a toxicity novych chemickych entit
a xenobiotik (Brouwer et al., 2013). Vel'mi podrobne st popisané in vitro modely na
bunkovych kultarach a in vivo modely na zvieratach, ktoré sa pouzivaji na akademicke;j
pode a rovnako v priemysle. Nevyhodou bunkovych kultur je, Ze neodrazaji multicelu-
laritu tkaniva a rovnako ani jeho 3D S$trukturu a liSia sa od prirodzenej expresie transpor-
térov a metabolickych enzymov v ¢revach. Nevyhodou in vivo modelov na zvieratach je
technicky a ¢asovo naro¢nejsie prevedenie a financ¢na stranka. Preto sa pouzivaji metody
s vyuzitim intaktnych tkaniv, kam patri PCIS (precision-cut intestinal slices) (The
International Transporter Consorium et al., 2010; Li, de Graaf and Groothuis, 2016).

Pri vyuziti PCIS sa pripravené ¢revo pred krajanim vyplni a zaleje agar6zou. Pouzitim
Specializovaného poloautomatického pristroja st priecnym krajanim pripravené rezy
s definovanou a reprodukovatel'nou hrubkou.

Vyhodou tohto modelu je, Ze zachovava multicelularitu tkaniva a aj jeho 3D Strukturu,
exprimuje transportéry a metabolické enzymy rovnako ako dany segment Criev. Ked'ze
¢revo je vel'mi heterogénny organ, v ktorom su vyrazné Strukturdlne a funkcéné rozdiely
medzi duodenom, jejunom, ileom a kolonom, PCIS metdda je vhodna na Stadium tychto
rozdielov. Je mozné vykonat’ jeden experiment na jednom potkanovi a pritom analyzovat’

celu cast’ ¢riev od duodena az po kolon. Prinosom je aj fakt, ze z kazdej oblasti potkanich
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¢riev je mozné ziskat’ viac nez 100 rezov, tym padom mozno robit’ sucasne viacero expe-
rimentov (vzorky l'udskych ¢riev pochadzaji véacsinou z operacii a tvoria len malu cast’
segmentu, preto rezov byva menej). Medzi d’alSie vyhody patri napriklad pomerne nend-
ro¢nd technika prevedenia (v priebehu niekol’kych hodin), Gispora ¢asu, ale aj mnozstva
pouzitych laboratérnych zvierat. Okrem akumula¢nych studii transportérov, mozno PCIS
metddu pouzit’ aj na sledovanie metabolizmu a toxicity lie¢iv. Jednou z hlavnych preka-
zok preklinického vyskumu liec¢iv je variabilita medzi zvieratami a 'ud'mi v jednotlivych
izoformach, hladinach expresie a aktivite transportérov/metabolickych enzymov. Metody
vyuzivajuce l'udské tkanivo, akou je PCIS, pomahaju prekonat’ tazkosti extrapolacie vy-
sledkov medzi l'ud'mi a zvieratami, pretoze sa daju aplikovat’ na I'udské aj zvieracie tka-
niva.

Podobne ako iné metody, aj PCIS ma svoje limitacie a nevyhody. Patri k nim napriklad
kratka zivotaschopnost’ tkaniva (8h tenké, 24h hrubé ¢revo) a tiez mozné poskodenie
Struktir pocas krdjania. Vzhl'adom na kolmé krajanie intestinalnych rezov, oboje, mu-
kozna aj serozna Cast’ tkaniva su vystavené rovnakému médiu. Vysledkom je, ze touto
metddou nemozno Studovat’ vektorovy transport liekov intestindlnou stenou (Van De

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

Velka Cast’ pacientov prichadzajticich kazdodenne do lekéarne je lieCend polyfarmakote-
rapiou. Medikamenty, ktoré uzivaju, st Casto substratmi alebo inhibitormi OATP influ-
xnych transportérov v ¢revnej bariére. Ked'ze tieto transportéry sa podiel’aji sa na absor-
pcii latok, po ich inhibicii (peroralne podané lieky/potrava) dochddza k zniZenej absorpcii
substratov. Vysledkom tejto interakcie je zniZzena plazmaticka koncentracia substratov v
cirkulujucej krvi a teda nedostato¢nad farmakoterapia. Pre zaistenie Gi€innej a bezpecnej
farmakoterapie pacienta treba mat’ prehl’ad o tom, ktoré latky su substraty a ktoré inhibi-
tory daného transportéru. TaktieZ je potrebné poznat’ mechanizmus danej interakcie a jej
vysledok. KedZe preklinické Stidie nie sit zamerané na ¢revné OATP transportéry, na

niektoré¢ klinicky relevantné interakcie sa pride az ked’ je lieCivo zavedené na trh.

Ciel'om tejto diplomovej prace bola :

a) Optimalizacia ex vivo metddy ultratenkych tkanivovych rezov pre studium inter-
akcii na trovni OATP transportérov v Creve.
b) Analyza liekovych interakcii v Creve pre vybrané lie¢iva na urovni OATP tran-

sportérov za pouzitia modelového substratu estron-3-sulfatu.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1

Chemikalie a reagencie

KHP (Krebs-Henseleit pufr)

Agardza rozpustend 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 pridavkom glukozy

E3S (estron-3-sulfat) (MGP)

[PH]E3S (estron-3-sulfatu radioaktivne znaceny) (MGP)
Verapamil - Verapamil hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Rosuvastatin - Rosuvastatin calcium (Sigma-Aldrich)
Cyklosporin A - Cyclosporin A (Sigma-Aldrich)
Naringin - Naringin (Sigma-Aldrich)

Chrysin- Chrysin (Sigma-Aldrich)

Kvercetin - 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)

Eter - (Penta)

NaOH - (Penta)

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

Pristrojové vybavenie

* Laminarny box (AURA 2000 M.A.C, BioAir S.c.r.1.)

»  Kraja¢ (Krumdieck Tissue Slicer MD4000) napojeny na chladiaci okruh 4°C

= Inkubator (Binder CB 60 ) s regulaciou teploty, O, a CO»

=  Mikrobiologicky termostat BT 100 37°C (Laboratoni ptistroje Praha)

*  Plynové bomby (CO2, Oz, pneumoxid )

* Horizontalna trepacka (f= 90kmitov/s)

* Vyhrevna podlozka (37°C)

» Homogenizator (FastPrep-24™ 5G Instrument)

= Centrifaga (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  Exvivo metoda ultratenkych intestinalnych rezov

5.3.1 Priprava intestinalnych rezov

Pred zaciatkom pripravy intestinalych rezov (potkan/¢lovek) sme Krebs-Henseleit
pufovaci roztok (KHP) vychladili (4°C, cely experiment) a dostato¢ne okysli¢ili prebub-
lanim pneumoxidom (95 % Oz, 5 % CO2) po dobu 30 minut. Nasledne bolo zrovnané pH
na hodnotu 7,42. Medzitym sme vo vodnom kupeli (60°C) rozpustili agarézu, ktora sme

pocas pripravy rezov udrziavali pri teplote 37°C.

5.3.1.1 Potkanie rezy

Inhaléciou éteru sme uviedli potkana (samec, kmen Wistar, rozmedzie vahy
250- 500 g) do celkovej anestézie. Kratko potom bol usmrteny zlomenim vizu a vykrva-
canim z preruienia karotid. Crevo bolo ihned’ po odobrati vlozené do KHP. S tkanivom
sa nasledne pracovalo na 'adom chladenej podlozke, kde bolo neustale zvlhcované KHP,
aby si zachovalo svoje vlastnosti. Priebeh pripravy je znazorneny na Obr.3 (De Graaf et
al.,2010). Pomocou skalpela sa ¢revo rozdelilo na prislusné segmenty (duodenum, ileum,
jejunum, kolon) podl'a nami zvoleného prevedenia experimentu. Tieto intestinalne seg-
menty sme vloZzili zvlast' do KHP a udrZiavali sme ich na I'ade. Zo segmentu Creva, s kto-
rym sme pracovali, sme odrezali 4 cm dlhu Cast’. Z nej sme najskor odstranili ¢revny
obsah a nasledne sme ju 3x premyli KHP pomocou pasteurovej pipety. Odstranili sme
zvysky KHP, na jednom konci sme ¢revo zaviazali chirurgickou nitou a naplnili agaro-
zou. Pinzetou sme Crevo pridrzali za druhy koniec a ponechali rychlo schladnut’ agarézu
po dobu 30 sekiind v KHP. Takto naplnené ¢revo sme zbavili prebytocného tkaniva a roz-
delili na dve rovnakeé Casti. Dve, pripadne 3 takto pripravené Casti sme vlozili do val¢eka
a zaliali agar6zou. Po jej stuhnuti sme valcek s tkanivom vlozili do krajaca (Krumdieck
Tissue Slicer MD4000) napojeného na chladiaci okruh 4°C a krgjali na rezy s hribkou
250 um.

Experiment bol povoleny Odbornou komisiou pre zaistovanie dobrych zivotnych pod-

mienok pokusnych zvierat, pod ¢islom MSMT8358/2016-14.
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Obrazok 3: Prepardcia a inkubacia potkanich intestinalnych rezov. Po odstraneni crevného obsahu (a), sa

Jedna strana zaviaze nitou (b). Segment sa naplni 37°C agarozou (c) a schladi v KHP (d). Vytvori sa pri-
blizne 5 mm hruby valcek (e), ktory sa rozdeli na dve polovice (f). Pomocou Spendlika (g) segment vioZime
do predchladenej valcovej formy (h) a zalejeme agarozou (i). Vzniknuty valcek (j) premiestnime do krdjaca
a krajame na ultratenké rezy (k). Tie nasledne inkubujeme v 24-jamkovej dosticke. Prevzaté a upravené

(De Graaf et al., 2010).

5.3.1.2 Ludské rezy

Po dohode s operac¢nou salou chirurgickej kliniky Fakultnej nemocnice Hradec Kra-
lové, bola Cast’ vyoperovaného Creva okamzite vloZzena do nami vopred pripravené¢ho
KHP. Tkanivo bolo transportované v uzatvaratel'nej nadobe naplnenej KHP, ktora bola
vlozena do termosky naplnenej 'adom.

V laboratoriu sme s tkanivom pracovali na chladenej gumenej podlozke (4°C). Po cely
¢as sme tkanivo udrzovali zvlhéené pomoci KHP, aby nevysychalo. Priprava rezov je
znazornena na Obr.4 (De Graaf et al., 2010). Tkanivo sme dostali zasité (zasvorkované),
odstranili sme stehy (svorky) a pozdiZne sme ho rozstrihli — vysledkom bol atvar podobny
obdizniku. Z takto rozostretého ¢reva sme opatrne pomocou oénych noznidiek a pinzety
odstranili mukdznu vrstvu od zvysku tkaniva. Pomahali sme si $pendlikmi, ktorymi sme
muko6znu vrstvu pripichovali ku gumenej podlozke a napinali. Z oddelenej a napnutej
mukoéznej vrstvy sme rezali skalpelom obdizniky velkosti priblizne 4mmx4cm, ktoré sme

priecne predelili na dve polovice. Na dno val¢eka sme naliali malé mnozstvo agarozy
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a vlozili 2 takto pripravené Utvary tak, aby sa nedotykali a opreli sme ich o steny valceka.
Valéek sme rychlo naplnili agar6zou, pricom tkanivo sme pridrziavali pinzetou vo verti-
kalnej polohe. Po stuhnuti agar6zy sme val¢ek premiestnili do krajaca (typ ako pri potka-

nich rezoch) a krdjali rezy hribky 200, pripadne 250 pm.

@

Obrazok 4: Preparacia ludského creva pro pripravu rezu. (a) Zosita cast ludského jejuna. Svorky a tukové
tkanivo sa odstrania, tym sa crevo otvori (mukozna strana smeruje nahor) (b). Segment sa potom upevni
(mukoznou stranou) Spendlikmi na vychladenu podlozku (c) a zvysok tkaniva sa jemne odizoluje (d, e).
Ziskand mukoza sa nareze na kisky s velkostou priblizne 4mmx2cm (f) a zaleje sa agarozou (g, h). Pre-

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

5.3.2 Aplikicia metody PCIS na akumulaé¢né Studie

Za pomoci entomologickej pinzety sme celistvé rezy zbavili agarézy. Na vyhrevnu
podlozku s teplotou 37 °C! sme umiestnili 12 jamkovua dosti¢ku naplnena 500 ul pneu-
moxidom nasytené¢ho (80 % O, 5 % CO», 37 °C) WME s/bez pritomnosti inhibitoru.
Kazdy rez sme samostatne vlozili do jamky a nechali 20-30 minut preinkubovat’ na ho-
rizontdlnej trepacke (f= 90 kmitov/s) v inkubatore (Binder CB 60) s privodom pneu-
moxidu pri 37°C. Po pre-inkubacii sme vzorky premiestnili do 12 jamkovej dosticky
(TPP® tissue culture plates, Sigma, cat. no. 2707783 ) s obsahom 500 pl pneumoxidom
nasyteného (80 % Oz, 5 % CO», 37 °C) WME s pritomnostou modelového substratu
OATP transportérov, [*H]estron-3-sulfatu. Inkubécia prebiehala za rovnakych podmie-

nok ako pre-inkubécia a rezy boli odoberané v kratkych ¢asovych intervaloch podl’a nami

! Skumali sme aj akumulaciu estron-3-sulfatu pri zniZzenej teplote, kedy sme sa potas pre-inkubécie aj
inkubdcie snazili zachovat teplotu tkaniva 4°C.
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pripraveného protokolu (2, 5, 10, 30, pripadne 60 minut). Jednotlivé rezy sa po vytiahnuti
z WME 2x oplachli v studenom KHP a ulozili do mikroskimavky predplnenej sklene-
nymi gulickami (1,25-1,65 mm, Carl Roth, cat. no. A555.1.). Ku kazdému rezu v ska-
mavke sme pridali 600 pl roztoku ACN:H>O (2:1). Takto naplnené skimavky sme ulozili
do homogenizatoru (FastPrep-24™ 5G Instrument) a nechali tkanivo zhomogenizovat’
Styrikrat po dobu 40 sekund. Nasledne sme skiimavky vlozili do centrifugy (Gusto, He-
athrow Scientific LLC; 10 min, 7800 rcf). Zo supernatantu homogenizatu sme odobrali
300 pl astanovili koncentraciu [*H]estron-3-sulfatu meranim radioaktivity pomocou
beta spektrometru (Packard Tri-carb 2900TR Liquid Scintillation Analyzer; QuantaSmart
Version 1.31) .

5.3.3 Stanovenie obsahu proteinu

Ked’Ze nie vSetky rezy maji rovnaka hrabku, ¢im bude rez hrubsi, tym viac enterocy-
tov je na nom pritomnych. Tym sa predpokladé aj vac¢si pocet transportérov. Z tohto do-
vodu stanovujeme najskor radioaktivitu [*H]estron-3-sulfatu v jednotlivych rezoch, ktorti
prepoc¢itame pomocou radioaktivity povodnych zasobnych roztokov na koncentraciu aku-
mulovaného [*H]estron-3-sulfatu a ti normalizujeme na mnoZstvo proteinu jednotlivych
rezov.

Z mikroskumaviek naplnenych sklenenymi gulickami a rezmi odparime roztok
ACN:H;O. K rezom potom pridame 200 pl 5M cEerstvo pripraveného NaOH a lyzu tka-
niva podporime jeho homogenizaciou. Objem rozpusteného proteinu doplnime vodou na
Iml, aby sme dosiahli koncentraciu 1M NaOH (potrebna na analyzu). MnoZstvo proteinu
stanovime vyuzitim Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Z hovddzieho sérového albuminu
zhotovime kalibra¢nu krivku v rozsahu 0-500 pg/ml. Na 96-jamkovu dosticku (TPP®
tissue culture plates, Sigma, cat. no. Z707902) nanaSame 10 pl zvortexovaného proteinu
z kazdej mikroskiumavky a kalibracnej krivky v duplikate. Po pridani 200 ul reagentu
pripraveného v Case potreby (sucast’ Pierce™ BCA Protein Assay Kit) vlozime dosticky
so vzorkami do inkubatoru (37°C) a ponechdme v tychto podmienkach aspoii 30 mint.
Po ofarbeni meriame absorbanciu na pristroji TECAN Infinite 200 Pro (vinova dizka 562

nm, Sirka vlnového pasma 9 nm, pocet zableskov 25).
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5.4 Statisticka analyza dat

Statisticka analyza a grafické vyjadrenie vysledkov boli vypracované prostrednic-
tvom programu GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

Pre porovnanie akumulacie E3S (37°C) v jednotlivych intestindlnych segmentoch pot-
kana medzi sebou v rdmci jedného ¢asového intervalu bola pouzita One-way ANOVA
s post-hoc Tukeyho testom.

Pre porovnanie rozdielu akumulacie E3S pri teplote 37°C a 4°C v prisluSnych ¢asoch
zvlast’ v kazdom intestinalnom segmente bol pouzity neparovy, parametricky t-test. .

Na sledovanie zmeny akumulécie E3S vplyvom t¢inku inhibitora a porovnanie tohto
ucinku voci kontrole a bol pouzity neparovy, parametricky t-test.

Oznacenie Statistickej vyznamnosti: * pre p < 0,05; ** pre p < 0,01, *** pre p < 0,001

a **** pre p < 0,0001.
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6 VYSLEDKY

Vicsina prezentovanych vysledkov v tejto praci st vysledky pilotnych studii (n=1),
pri ktorych sme sa snazili blizSie porozumiet’ OATP transportérom v ¢reve a optimalizo-

vat’ metddu PCIS.
6.1 Potkan

6.1.1 Akumulacia estron-3-sulfatu v intestinalnych segmentoch

Pomocou metody PCIS sme vyhodnocovali akumulaciu modelového substratu
OATP1A2 a 2Bl transportérov, E3S (0,01uM), pri teplote 37° v ¢asovych intervaloch 2,
5, 10 a 30 minut na potkanich intestinalnych segmentoch. Na Obr. 5 je pre kazdy ¢asovy

interval znazornend a porovndvana akumulacia v jednotlivych intestindlnych segmen-

toch.
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Obrazok 5: Akumuldciu E3S (0,01uM) v segmentoch criev pri teplote 37°C pre Casové intervaly 2, 5, 10,
30 minut. Uvedené hodnoty su vyjadrené ako priemer + smerodajna odchylka z jedného experimentu vy-
konaného v technickom triplikate. Pre porovnanie akumuldcie E3S v intestinalnych segmentoch medzi se-
bou v ramci jedného casového intervalu bola pouzita One-way ANOVA s post-hoc Tukeyho testom. Hladiny

vyznamnosti: *P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001).

V cCase 2 minuty je akumulécia E3S vyznamne vysSia v kolone v porovnani s jejunom.
Pri ¢asovom intervale 5 minat vykazuje akumulacia E3S najviac signifikantny rozdiel

medzi jejunom a kolonom, ale aj medzi duodenom a kolonom a ileom a kolonom. V Case
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10 minat pozorujeme signifikantny rozdiel akumulécie E3S medzi duodenom a ileom,
duodenom a kolonom, zna¢ny je aj rozdiel v akumulacii medzi jejunom a ileom a jeju-
nom a kolonom. Signifikantné rozdiely v akumulacii E3S boli pozorované aj pre casovy
interval 30 minut, pri ktorom je najvyssi rozdiel v akumulacii medzi duodenom a ileom
a medzi jejunom a ileom, je tu vSak pozorovatelny aj signifikantny rozdiel v akumulacii

E3S aj pre duodenum a kolon a jejunum a kolon.

Principialne rovnaky experiment na akumulaciu E3S sme uskutocnili aj za zniZene;j
teploty, 4°C, pretoze sa predpoklada, ze pri 4°C je aktivita transportérov minimalna a

latky prechadzaju bariérou pomocou pasivneho transportu (Sugano ef al., 2010).

Na Obr. 6 (A-D) je znazornené porovnanie akumulacie E3S pri 37°C a 4°C zvlast pre
jednotlivy intestindlny segment (A-duodenum, B-jejunum, C-ileum, D-kolon) v ¢asovych

intervaloch 2, 5, 10 a 30 minut.
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Obrazok 6: Akumuldcia E3S (0,01uM) pri teplote 37°C a 4°C. Data su prezentované zvldst’ pre jednotlivy
intestindlny segment (A-duodenum, B-jejunum, C-ileum, D-kolon) v ¢asovych intervaloch 2, 5, 10 a 30
minut. Uvedené hodnoty su vyjadrené priemer + smerodajnd odchylka z jedného experimentu vykonaného
v technickom triplikate. Pre porovnanie akumulacie E3S v jednotlivych intestinalnych segmentov pri teplote
37°C a 4°C v prislusnych c¢asoch bol pouZzity neparovy, parametricky t-test . Hladiny vyznamnosti: *P <

0.05; ** P <0.01; ***P<0.001).
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Signifikantny je rozdiel v akumulacii E3S v jejune pre ¢asovy interval 30 minut (Obr.
6B), v ktorom moZeme pozorovat’ znacne zvySent akumulaciu E3S pri teplote 37°C v po-
rovnani s akumulaciou E3S pri teplote 4°C. Dal3i signifikantny rozdiel v akumulcii si
moézeme vSimnuat v ileu (Obr 6C) v ¢ase 5 minut, v ktorom doslo k zvySeniu akumulacie
E3S pri teplote 37°C v porovnani so 4°C, avSak v ¢ase 10 mintt je signifikantne nizsia

akumulécia E3S pri teplote 37°C v porovnani s 4°C.

Celkovo najvyssi narast akumulacie E3S sme pozorovali v duodene a jejune. Preto
sme predpokladali, ze aktivita influxnych transportérov bude v tychto intestinalnych seg-
mentoch najvyssia. Ked’Ze vicsina lieCiv sa podla Gavhane and Yadav (2012) vstrebava

z jejuna a ilea, v nasledujuicich experimentoch sme pouzivali potkanie/ludské jejunum.
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6.1.2 Saturacna krivka estron-3-sulfatu

Nasim cielom bolo skimat’ akumulédciu E3S v zavislosti na jeho koncentracii v ¢ase 2
a 5 minut a pokusit’ sa vypocitat’ kinetické parametre K, (Michaelisova kon$tanta) a Vimax
(maximalna rychlost’ transportu substratu).

Zvolili sme si Casové intervaly 2 a 5 minut, pretoze predpokladame, Ze vtedy prebieha
hlavne transport pomocou influxnych transportérov.

Na pripravu roztokov sme vzdy pouZili raddioaktivne znadeny [*H]E3S (0,008uM)
v kombinécii s neznaCenym, pretoze sa predpokladd, Ze bunka bude transportovat’ E3S
bez ohl'adu na znac¢enie a pomer medzi znaCenym a nezna¢enym E3S ostane zachovany.

Vysledkom experimentu su krivky zndzornené na Obr. 7, pre ¢asy 2 minuty (A, B)a 5
minut (C,D), z ktorych hodnotu K nemozno urc€it’ (Obr. 7A, zobrazujuci zavislost’ aku-
mulécie E3S na koncentracii (c=0-100uM), je vynatok z Obr. 7B (c=0-500uM), to isté
plati aj pre obrazky 7C, ktory je vyiiatkom z Obr. 7D) .

A) B)
0.6 0.6 1
—— 2min —*= 2min
- El
c £
© 2z
s 5 0.4 @ S 0.41
S a S e
iz :
S ]
=
<& 0.2 1 <& o.24
2 ! — 2
w w 1 —_—
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
[} 20 40 60 80 100 [} 100 200 300 400 500
Koncentracia E3S (M) Koncentracia E3S (uM)
C) D)
0.6 - —— 5min 0.6 —— 5min
E] El
£ £
[} jo3
© ~é 0.4 © 'é' 0.4
S = s o
i iz
E © E °
<& 0.2 <& o2
» »
32 (el
w w
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
[} 20 40 60 80 100 [} 100 200 300 400 500
Koncentracia E3S (pM) Koncentracia E3S (uM)

Obrazok 7: Saturacna krivka E3S vyjadrujiuca zavislost’ akumulacie E3S na jeho koncentracii. Experi-
ment sme uskutocnili na pre casy 2 minuty (A, B) a 5 minut (C, D). Krivka A a B, respektivne C a D
zobrazuju rovnaké experimenty, avsak pre lepsiu prehladnost, sme pri krivkach A a C zvolili koncentraciu
len do 100uM. Uvedené hodnoty su vyjadrené ako priemer + smerodajna odchylka z jedného experimentu

vykonaného v technickom hexaplikdte.
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6.1.3 Vybrané inhibitory transportérov OATP1A2 a OATP2B1
6.1.3.1 Naringin (NRG)

Naringin je flavonoidny glykozid obsiahnuty v Supke pomaranca a grepu, ktory im do-
dava typicku horku chut’. Spolu s jeho aglykénom, naringeninom, vykazujui protizapa-
lovl a antioxida¢nt aktivitu. Suplementdcia naringinom je prospesna pri liecbe obezity,
metabolického syndromu, diabetu a hypertenzie (Alam et al., 2014).

Na turovni buniek je inhibitorom OATP1A2 (Bailey et al., 2007), OATP2BI1
(Shirasaka et al., 2012) a P-gp (kompetitivny) transportérov (Tourniaire et al., 2005).
U zvierat bol pozorovany jeho modula¢ny G¢inok (zvysena citlivost’ na chemoterapeuti-
kum doxorubicin a zniZzena expresia P-gp) na P-gp transportér v rakovinovych bunkach

(Ali et al., 2009).

6.1.3.2 Chrysin (CHR)

Chrysin je prirodzene aktivna zlucenina skupiny flavonov. Mdzeme ju ziskat’ napri-
klad z medu, propolisu a rastlin. Vykazuje chemopreventivnu aktivitu, protizapalové a
antioxidacné u€inky (Lin et al., 2012).

Navratilova et al. (2018) pozorovali inhibi¢ny Uc¢inok chrysinu na OATPI1A2
a OATP2B1 bunkovych transportéroch, Schumacher et al. (2010), inhibiciu P-gp, MRP2
a BCRP na Caco-2 bunkovej linii.

6.1.3.3 Kvercetin (QER)

Jedna sa o latku patriacu do skupiny flavonoidnych glykozidov. N4jdeme ju v ovoci
(citrusy, ¢ucoriedky), zelenine (cibula, brokolica, listova zelenina), ale aj zelenom ¢aji ¢i
¢ervenom vine. Je zdrojom antioxidantov chraniacich telo pred i¢inkom volI'nych radika-
lov. Mé protizapalovi, antihypertenznl a vazodilata¢nu aktivitu a chréni cievy pred vzni-
kom aterosklerézy (Anand David, Arulmoli and Parasuraman, 2016).

Jeho inhibi¢ny G¢inok na OATP1A2, OATP2B1, P-gp, MRP1 a BCRP transportéry
bol pozorovany na bunkovych liniach (Nguyen, Zhang and Morris, 2003; Patel et al.,
2004; Zhang, 2004; Mandery et al., 2010).
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6.1.3.4 Cyklosporin A (CsA)

Cyklosporin A je imunosupresivum pouzivané pri lieCbe autoimunitnych ochoreni
a na prevenciu rejekcie transplantovanych organov (Kockx and Kritharides, 2012). P6-
sobi ako kalcineurinovy inhibitor, ¢im zabranuje aktivacii T lymfocytov. Podlieha absor-
pcii v tenkom ¢reve a je metabolizovany cytochromom P450 v ¢reve a v peceni (Forsythe
and Paterson, 2014). M4 vel’ky interakény potencial, uzke terapeutické okno a moze na-
vodit’ nefrotoxicitu, preto sa u pacientov lieCenych CsA odportca terapeuticky monito-
ring (Mohammadpour et al., 2011).

Cyklosporin A je in vitro inhibitorom 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),
OATP2BI (Ho et al., 2006) transportérov. Je aj silnym inhibitorom CYP3A4 (Taguchi et
al., 2016). FDA uvadza cyklosporin ako priklad klinického inhibitoru vyuzivaného na
vyskum klinicky relevantnych liekovych interakcii na P-gp, BCRP, OATPI1BI1
a OATP1B3 transportéroch (FDA, 2019).

6.1.3.5 Verapamil (VER)

Verapamil patri do skupiny blokétorov kalciovych kandlov, nedihydropyridinov. Blo-
kuje L-typ kalciovych kanalov, vysledkom je pokles tonusu hladkého svalstva v stenach
ciev a ich dilatacia (terapia anginy pectoris, hypertenzie). Znizuje tiez vedenie impulzov
cez atrioventrikularny uzol (antiarytmikum, IV.trieda) a pouziva sa na lie¢bu clustero-
vych bolesti hlavy (Hortonov syndrém) (Tfelt-Hansen and Tfelt-Hansen, 2009).

Je in vitro inhibitorom OATP1A2 (Rebello et al., 2012) transportéru a in vivo inhibi¢na
aktivita bola preukazana pri OCT1 (Cho ef al., 2014) a P-gp (Hartter et al., 2013; FDA,
2019). TieZ inhibuje CYP3A4 (Neuvonen, Niemi and Backman, 2006).

6.1.3.6 Rosuvastatin (ROS)

Rosuvastatin je vysoko efektivne liecivo, sluziace k lie¢be dyslipidémie a prevencii
kardiovaskularnych ochoreni. Patri do skupiny hypolipidemik, inhibitorov HMG-CoA
reduktazy, klI'aic¢ového enzymu v syntéze cholesterolu. Vyhodou rosuvastatinu, v porov-
nani s ostatnymi statinmi, je viac vdzbovych interakcii s enzymom a jeho vysoko efek-
tivny inhibi¢ny ucinok (Crouse, 2008).

Rosuvastatin je in vitro substratom transportérov OATP1A2, OATP1B1, OATP2BI,
OATP1B3, NTCP (Ho et al., 2006), MRP2, BCRP (Kellick, Bottorff and Toth, 2014;
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Kitamura et al., 2014). Je uvedeny FDA ako klinicky substrat OATP1B1, OATP1B3
a BCRP pre studium klinickych liekovych interakcii (FDA, 2019).

6.1.3.7 Vysledky experimentov s vybranymi inhibitormi OATPIA2 a
OATP2BI transportérov

Zamerali sme sa na prirodné latky zo skupiny flavonoidov (naringin, kvercetin, chry-
sin) a lieCivé latky (cyklosporin A a verapamil) majtce silny interakény potencial. Tak-
tiez sme pouzili pri experimentoch hypolipidemikum rosuvastatin, ktory je substratom
OATP transportérov, preto sme pri iom predpokladali kompetitivnu inhibiciu OATP in-

testinalnych transportérov.

Ked’ze OATP1A2 a OATP2BI transportéry v ¢reve sa podiel’aju na absorpcii latok
z lumen ¢riev do enterocytu, o¢akavali sme, Ze ich inhibiciou v jejune sa znizi koncentra-

cia modelového substratu, E3S.

Na experiment sme najskor zvolili E3S 0,01uM (Obr.8 A, C, E, G, 1, K). Pri pouziti
inhibitorov cyklosporinu A 20uM (Obr.8 A), kvercetinu 500uM (Obr.8 C), verapamilu
100puM (Obr.8 E) a chrysinu 500uM (Obr.8 K), dochadzalo k signifikantnému zvySeniu
koncentracie E3S v ¢ase 5 minut v porovnani so samotnym E3S. Najvyssia signifikancia
,v porovnani so samotnym E3S, bola zaznamenana pri chrysine, d’alej pri verapamile
a kvercetine. Signifikanciu v ¢ase 10 minut vykazoval iba kvercetin. Pri pouziti inhibito-
rov rosuvastatinu 50uM (Obr. 8G) a naringinu 500uM (Obr. 8I) nedochadzalo k signifi-

kantnym zmenam v akumulacii E3S v porovnani s kontrolou.

Aby sme nasytili transportér, pouZili sme v nasledujicom experimente E3S 10uM
([*H]E3S 0,008uM). Taktiez sme skusili zvysit koncentraciu rosuvastatinu na 200 uM.
Vysledky zobrazené na Obr. 8 (B, D, F, H, J, L) ) nepreukazuju signifikantnu inhibiciu
OATP influxnych transportérov. Miestami je vSak viditeIné, Ze dochadza k poklesu kon-
centracie E3S po pridani inhibitora, napr. rosuvastatin 200uM (Obr. 8 H) v ¢ase 5 minnt,

cyklosporin A 20uM (Obr. 8 B) v €ase 5 a 10 minat.
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Obrazok 8: Vplyv testovanych latok (naringin, chrysin, cyklosporin A, kvercetin, verapamil, rosuvastatin)
na akumulaciu E3S 0,01uM (4, C, E, G, I, K)) a 10uM (B, D, F, H, J, L) v rezoch jejuna. Uvedené hodnoty
su vyjadrené ako aritmeticky priemer £+ smerodajnd odchylka z jedného experimentu vykonaného v tech-
nickom hexaplikate.

°Vynimku tvori experiment s 0,01 uM E3S a naringinom (I) — uvedené hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky
priemer = smerodajnd odchylka z dvoch nezavislych experimentov vykonanych v technickych hexaplikatoch

n=3).

Pre porovnanie akumulacie E3S samotného a s inhibitorom bol pouzity neparovy, parametricky t-test.
Oznacenie Statistickej vyznamnosti: * pre p < 0,05, ** pre p < 0,01, *** pre p < 0,001 a **** pre p <

0,0001.
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6.1.4 Inhibicia efluxnych ABC transportérov

Estron-3-sulfat sa experimentalne pouziva ako substrat OATP transportérov. Podla
databazy FDA je navySe in vitro substratom BCRP (ale aj OAT3, NTCP, ktoré v creve
nie st exprimované) (FDA, 2019). Ked’ze efluxné transportéry zdsadne ovplyviuju ab-
sorpciu lie¢iv ¢revnou bariérou, nasim cielom bolo sledovat’ ich podiel na akumulacii

E3S. K tomuto tcelu sme vyuzili inhibitory Ko 1uM, Ly 1uM a CP 2uM.

6.1.4.1 Ly-335979/Zosuquidar

Zosuquidar je uc¢inny a vysoko selektivny inhibitor P-gp. Vyhodou je, Ze nemé inhi-
bi¢ny G€inok na ostatné ABC transportéry a neovplyviiuje izoformy cytochromu P450 pri

koncentraciach pod mikromolarnym rozsahom (Dantzig et al., 1999; Cripe et al., 2010).

6.1.4.2 Ko-143

Jednd sa o latku, ktord je u¢innym inhibitorom BCRP transportéru. Pri vySSich kon-
centraciach (> 1 uM) v8ak ovplyvnuje aj transportnu aktivitu P-gp a MRP1 transportéru
(Weidner et al., 2015). Inhibitory BCRP v klinickej praxi sluzia ako chemosenzibiliza-
tory (zvySuju citlivost’ na lie¢bu, znizuja rezistenciu) a pomahajt zlepsit’ farmakokinetiku

substratovych chemoterapeutickych lieciv (Allen et al., 2002).

6.1.4.3 CP-100356

CP-100356 je Specificky inhibitor P-gp transportéru (Bradshaw-Pierce et al., 2013).
Kalgutkar et al. (2009) pozorovali inhibiciu prazosinového transportu v MDCKII bun-
kach transfekovanych proteinom BCRP, ¢o naznacuje, Ze posobi ako dudlny inhibitor P-

gp a BCRP.

6.1.4.4 Vysledky experimentov s inhibitormi efluxnych ABC transportérov

Na Obr. 9 je zobrazend akumulacia E3S v pritomnosti Ly 1uM (Obr. 9A) , Ko 1uM
(Obr. 9B), a CP 2uM (Obr. 9C). E3S je substratom BCRP, o dokazuje aj Obr. 9B a C,
kde mozeme priblizne od 15. minuty pozorovat’ mierne zvySenie akumulécie, ktora je
dana pravdepodobne blokadou tohto efluxného transportéru. Ked’ze E3S nie je substra-
tom P-gp, nie je celkom jasné, preco dochadza pri pouziti Ly 1uM v Case 2 mintty

k signifikantnému zvySeniu akumulécie E3S (Obr. 9A).
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Obrazok 9: Vphyv testovanych inhibitorov P-gp (CP,Ly) a BCRP (CP,Ko) na akumulaciu E3S v rezoch
jejuna. (A — Ly luM, B — Ko luM, C — CP 2uM) Uvedené hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky priemer £
smerodajna odchylka z jedného experimentu vykonaného v technickom hexaplikate).

Na porovnanie akumulacie E3S samotného a s pritomnostou inhibitoru bol pouzity nepdarovy, parametricky

t-test . Hladiny vyznamnosti: *P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.
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6.2 Clovek

6.2.1 Inhibiény ucinok naringinu a cyklosporinu A na OATP1A2 a
OATP2B1 transportéry

Ked'ze pri OATP1A2 a OATP2BI1 transportéroch u l'udi a potkanov je znacna medzid-
ruhova variabilita, naSou snahou bolo otestovat’ vybrané inhibitory na 'udskom jejune

(chirurgicky ziskané pri operacii pankreasu) s vyuzitim PCIS.

Ako inhibitor sme pouZili naringin (500uM). Na Obr. 10A je moZné pozorovat’ signi-
fikantné zvySenie akumulédcie po pridani naringinu v ¢ase 2, 5, 10 minut v porovnani
s kontrolou, E3S. Na Obr. 10B priblizne v 2. a 5. mintite mierne zniZzenie akumulacie E3S

vo vzorkéach s pridanym naringinom, ktoré vSak nie je signifikantné.
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Obrdzok 10: Vplyv inhibicného ucinku naringinu na OATPIA2 a OATP2BI transportéry na rezoch jejuna.
Uvedené hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky priemer + smerodajna odchylka z jedného experimentu vy-
konaného v technickom quadraplikate (A), triplikate (B). Na porovnanie akumulacie E3S samotného
a s pritomnostou inhibitoru bol pouzity nepdrovy, parametricky t-test . Hladiny vyznamnosti: *P < 0.05;

*k P <().0] ¥ P <0.00]
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Na experimenty sme pouzili aj inhibitor, cyklosporin A (20pM). Na Obr. 11A a C je

vidiet’ mierne znizenie akumulacie E3S v 2. a 5. minute. Toto znizenie nastalo pravdepo-

dobne vplyvom inhibicie influxnych transportérov. V pripade pacienta 3, prezentované¢ho

na Obr. 11A, je toto zniZenie v 5. minute signifikantné. V pripade pacienta 4, prezento-

vaného na Obr. 11.B, doslo po pouZiti cyklosporinu A k signifikantnému zvySeniu aku-

mulacie E3S oproti akumulacii E3S bez pritomnosti inhibitora v ase 2 minuty.
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Obrazok 11: Vplyv inhibicného ucinku cyklosporinu A na OATPIA2 a OATP2BI na rezoch jejuna. Uve-
dené hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky priemer + smerodajna odchylka z jedného experimentu vykona-
ného v hexaplikate (A), quadraplikate (B), triplikate (C). Na porovnanie akumulacie E3S samotného

a s pritomnostou inhibitoru bol pouZzity neparovy, parametricky t-test . Hladiny vyznamnosti: *P < 0.05;

** P<0.01; *** P<0.001
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7 DISKUSIA

V terapii pacientov s chronickym ochorenim prevazuje oralna cesta podania. Crevna
bariéra exprimuje radu transportérov ovplyviujucich farmakokinetiku lie¢iv (Sai and
Tsuji, 2004). Ulohou intestinalnych influxnych OATP transportérov je prenos latok (telu
vlastné, lieky, potrava a.i.) z lumen ¢riev do enterocytov. Odtial’ su tieto latky prenasané
inymi transportérmi membranou enterocytu do krvného obehu. Intestindlne influxné
OATP transportéry su miestom posobenia liekovych interakcii. Ked'ze akékol'vek zmeny
v ¢revnej transportnej aktivite mozu zmenit’ systémovu expoziciu lieku, dokladné pocho-
penie celkového intestindlneho absorpéného mechanizmu je nevyhnutné na dosiahnutie
optimalnej terapeutickej ucinnosti lie€iv. Preto sa v poslednych desatroc¢iach farmakolo-
gicky vyskum zameriava, okrem iného, na transportné procesy a transportéry pritomné v

¢revnej bariére (Sai and Tsuji, 2004).

Vyskum intestindlnych OATP je zaloZeny hlavne na bunkovych liniach, ktoré expri-
muju jeden/niekol’ko druhov transportérov (The International Transporter Consorium et
al., 2010). Pretoze bunkové linie neodrazaju skutocnu 3D Struktiru ¢revného tkaniva,
ktoré funguje komplexnejsie, je snaha zaviest nové metddy, ¢i zdokonalit’ tie, ktoré po-

zname (Kovacsics, Patik and Ozvegy-Laczka, 2017).

V tejto diplomovej praci sme sa snazili optimalizovat’ ex vivo metddu ultratenkych
intestinalnych rezov (PCIS). Tkanivové rezy predstavuji 3D model ¢revnej bariéry, ktory
je oproti bunkdm komplexnejsi. St tu pritomné transportéry a metabolické enzymy vo
fyziologicky relevantnom mnozstve. Metddu PCIS sme pouZili pre §tidium interakcii lie-
¢iv s intestindlnymi influxnymi OATP transportérmi. Hoci bola tato metdéda povodne vy-
vijana na skiimanie metabolizmu a toxicity lieiv, dnes sa pouziva aj na Stidium tran-
sportu s vyuzitim modelovych latok (napriklad P-gp transportér) (Van De Kerkhof et al.,
2007; De Graaf et al., 2010; Li, de Graaf and Groothuis, 2016; Kovacsics, Patik and
Ozvegy-Laczka, 2017).

Aj ked’ je priprava PCIS pomerne jednoducha na prevedenie, existuje zopar kritickych
miest, na ktoré netreba zabudat’, pretoze maji vplyv na Zivotnost’ tkaniva a teda aj na
vysledky experimentov. Pri praci ¢revo a tkanivo z neho ziskané rychlo stracaju zivotas-
chopnost’ a st nachylné na ischémiu a nekrdzu. Preto sa uchovavaju v KHP pri teplote

4°C pocas celej pripravy rezov. Dal§im kritickym krokom pogas pripravy intestinalnych
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rezov je teplota agarozy, ktord nesmie prevySovat’ 37°C, pretoze moze poskodit’ sliznicnu
vrstvu. Rezy musia mat’ primeranu hrabku, idealne 150 — 450 um. Pri rezoch pod tuto
hranicu hrozi, ze ostane len mala Cast’ tkaniva vitalna, pri rezoch nad tato hranicu nekréza
kvoli zIému prechodu zivin enterocytmi (De Graaf et al., 2010). My sme zvolili hribku

rezov 200 — 250 pm.

Na zéklade akumulacie modelového substratu OATP transportérov, E3S (0,01uM),
v intestinalnych segmentoch Criev potkana sme si zvolili jejunum ako Cast’, na ktorej bu-
deme aplikovat’ d’alsi vyskum. U ¢loveka bolo k dipozicii jedine jejunum, hoci v tomto
segmente OATP1A2 transportér podla Glaeser et al. (2007) nie je exprimovany. AvSak
OATP2BI1 je exprimovany vo vSetkych ¢revnych segmentoch a jeho zastupenie napriec
tenkym ¢revom je priblizne rovnaké (Meier et al., 2007; Groer et al., 2013). Pri lokalizacii
OATP transportéra a smere transportu st nazory nejasné (Kobayashi, 2003; Mooij et al.,
2016; Keiser et al., 2017). Pokial’ v§ak prispieva k rovnovahe Zl¢ovych kyselin a tran-
sportu hormoénov, jeho lokalizdcia by mala byt na apikalnej membrane enterocytu

(Kobayashi, 2003; Hagenbuch, 2019).

SnaZili sme sa zistit’ Km @ Vimax pre E3S na potkanich rezoch. Uskutoc¢nili sme experi-
ment, v ktorom sme sledovali akumulaciu E3S v zavislosti na koncentracii — satura¢nu
krivku. Tento experiment sme uskutoc¢nili zvlast' pre ¢asovy interval 2 mintity a 5 minut.
Vysledkom experimentu boli krivky nepravidelného tvaru (Obr. 7A-D), z ktorych hod-
notu Km a Vmax nebolo mozné urCit. Tato skutocnost modze suvisiet’ s faktom, ze
OATP2BI1 transportér ma 2 miesta viazuce substrat, stranu s vy$Sou a stranu s nizSou afi-
nitou, a pravdepodobne bisatura¢nu krivku (Shirasaka et al., 2012). Mozno sa nam krivky
prekryvaji a na urcenie K, by sme potrebovali komplikovanejsiu farmakokineticku ¢i

matematicku analyzu.

Ked’ze pre OATP transportéry v ¢reve nie je znamy selektivny inhibitor, vybrali sme
si do experimentu latky, o ktorych z literatury vieme, Ze inhibuju tieto transportéry na
urovni buniek. Nevyhodou tychto latok je, ze nie st selektivne len pre tieto transportéry.
Ich koncentraciu sme zvolili podl'a Co najvyssej rozpustnosti v médiu. Ako kontrolu sme
pouzili radioaktivne znaceny E3S (0,008-0,01uM) bez pritomnosti inhibitoru. OATP
transportéry su influxné transportéry a na intestindlnej bariére si exprimované na apikal-

nej membrane enterocytov (Kobayashi, 2003). Po ich inhibicii by malo dochadzat’ k zni-
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zeniu mnozstva substratu v bunkach oproti kontrole. Vac¢sina nasich vysledkov vSak uka-
zuje presny opak. Signifikantne zvySenu akumulaciu E3S v Case 5 minut sme pozorovali
pri pouziti inhibitorov cyklosporinu A 20uM (Obr.8 A), kvercetinu 500uM (Obr.8 C),
verapamilu 100uM (Obr.8 E) a chrysinu 500uM (Obr.8 K) v porovnani so samotnym
E3S. Najvyssia signifikancia bola zaznamenana pri chrysine, d’alej pri verapamile a kver-

cetine. Signifikanciu v ¢ase 10 minut vykazoval iba kvercetin.

Ked sme tento experiment opakovali s 10uM E3S (z toho 0,008 uM radioaktivne zna-
c¢eny E3S) na potkanich segmentoch, pomer medzi E3S/+ inhibitor bol mensi, a pri
rosuvastatine (200uM) (Obr. 8H) a cyklosporine A (20uM) (Obr. 8B) bolo vidiet’ mierne
znizenie akumulacie E3S (nesignifikantn¢). Skusila by som tento experiment zopakovat’
s vyuZitim vysSej koncentracie E3S, ked’Ze literatiira pre experimenty na bunkach udava
OATP2BI1 Kn (6,3) (Kullak-Ublick et al., 2001) a (20,9 uM) (Hirano et al., 2006), a pre
OATP1A2 K (13,6uM ) (Badagnani, 2006).

Kvoli medzidruhovej variabilite a snahe priblizit' sa skuto¢nému klinickému pro-
strediu, sme experiment s E3S a s inhibitormi OATP ¢revnych transportérov (cyklospo-
rinom A 20uM a naringinom 500uM) otestovali na 'udskych rezoch a vysledky boli po-
dobné tym, ktoré vysli u potkana. Signifikantné zniZzenie akumulécie po pridani cyklo-
sporinu A nastalo v 5. mintte len v pripade pacienta 3, prezentovaného na Obr. 11A.
V ostatnych pripadoch prevazovala zvySend akumulacia E3S po pridani inhibitorov.
Signifikantné zvySenie akumulécie voci kontrole bolo pozorované u pacienta 1 po pridani
naringinu 500uM v Case 2, 5, 10 minut (vysledky, Obr. 10A). Aky transportér/dej stoji za
touto anomaliou ndm nie je jasné, ked’ze E3S je v ¢reve okrem OATP transportérov iba

substratom BCRP.

Na vylucenie uc¢inku ABC transportérov sme pouzili inhibitory P-gp (CP 2uM, Ly
1uM) a BCRP (CP 2uM, Ko 1uM). Pri pouziti Ko 1uM (Obr. 9B) a CP 2uM (Obr. 9C)
sme pozorovali zvySent akumulaciu E3S +15 min od zaciatku inkubacie, ktora predsta-
vuje inhibiciu BCRP (v 30 minuatach pre Ko signifikantna). AvSak mierne zvySenu aku-
mulaciu sme pozorovali aj pri Ly 1uM (Obr. 9A) v ¢ase 2 minut (signifikantna), hoci E3S
nie je popisanym substratom P-gp transportéru, pre ktory je tento inhibitor selektivny. Co

moze za tato skutocnost’, nie je zndme.

Ked'Ze bolo na bunkach pozorované, ze transport niektorych substratov OATP1A2
(Badagnani, 2006; Eechoute ef al., 2011) a OATP2B1 (Kobayashi, 2003; Varma et al.,
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2011) je pH dependentny a vykazovali pri nizSom pH zvySeny prenos, bolo by vhodné
vykonat’ experimenty za podmienok, pri ktorych by sme slizni¢nt vrstvu udrzali pri fyzi-

ologickom pH jejuna, ktoré je neutralne azZ slabo zasadité (Wilson, 2019).

Podl'a moéjho ndzoru by sa mal pre porovnanie transportu pouZzivat’ model transfeko-
vanych buniek. Vieme totiz, ze OATP2BI transportér mé 2 miesta viazuce substrat, a aby
interakcia fungovala, musi sa substrat a inhibitor viazat’ na to isté miesto (Shirasaka et
al., 2012; Tamai and Nakanishi, 2013). Preto ked’ vieme, ze latka je inhibitorom
OATP2BI, nemusi to znamenat’, Ze bude inhibovat’ kazdy substrat OATP2B1.

Funkcia OATP transportérov sa bezne skiima pomocou radioaktivne znacenych testo-
vanych substratov, hoci pouzitie fluorescenéne znacenych zlucenin by bolo jednoduchsie,
bezpecnejsie a nakladovo efektivnejSie. My sme pri vyskume pozorovali, Ze radioaktivita
sa vychytava na plast, co mohlo ovplyvnit’ vysledky (data nie st uvedené). V pripade
OATP1A2 a 2B1 boli fluorescen¢né testy opisané len nedavno (Kovacsics, Patik and
Ozvegy-Laczka, 2017). Vhodné a dobre charakterizované in vitro testy by pomohli rep-

rodukovat’ a mapovat’' OATP interakcie s lieCivami.

Vysledky prezentované v tejto diplomovej praci su vysledkami pilotnych Studii. Pre

potvrdenie/vyvratenie zaverov je treba d’alsi vyskum.
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8 ZAVER

Ulohou tejto prace bola optimalizacia metédy PCIS ako ex vivo modelu pre §tadium
liekovych interakcii OATP transportérov exprimovanych na ¢revnej bariére. Ako mode-
lovy substrat sme pouzili triciom znadeny estron-3-substrat (v niektorych experimentoch
v kombindcii s nezna¢enym). Sledovali sme jeho akumulaciu v jednotlivych intestinal-
nych segmentoch pri teplote 37°C a 4°C, a potom zvolili jejunum ako cast’, kde buda
prebiehat’ nasledujlice experimenty. Pokusili sme sa zostrojit’ satura¢nu krivku estron-3-
sulfatu, ktorej vysledkom vSak bola krivka nepravidelného tvaru. Ked’ze selektivny in-
hibitor ¢revnych OATP transportérov nie je zndmy, vysktsali sme inhibi¢nua aktivitu 1a-
tok o ktorych vieme, Ze st in vitro inhibitormi (chrysin, naringin, kvercetin, verapamil,
cyklosporin A ) alebo substratmi (rosuvastatin - potencidlny kompetitivny inhibitor)
OATP1A2 a OATP2BI transportérov. Testovanim tychto latok dochadzalo o prevazne k
zvySeniu akumulécie estron-3-sulfatu v sledovanych ¢asovych intervaloch 0-10 minut,
pricom inhibiciou OATP transportérov malo dojst’ k znizeniu. Vieme, Ze E3S je substra-
tom BCRP, pre vylucenie aktivity efluxnych transportérov (mohla by vysvetl'ovat’ uve-
deny jav) v nami sledovanom intervale 0-10 minut sme zvolili inhibitory Ko-143

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

U sledovanych OATP transportérov je zna¢na medzidruhova variabilita, preto sme ex-
perimenty s cyklosporinom A a naringinom, ako inhibitormi OATP, vykonali na 'udskom

jejune. Vysledky boli porovnateI'né s vysledkami na potkanoch.

Metddu PCIS pre vyskum intestinalnych OATP transportérov sa uvedenymi experi-
mentami nepodarilo optimalizovat. KedZe o OATP transportéroch exprimovanych na
¢revnej bariére a ich klinickych interakcidch sa vie malo, do budtcna by k optimalizacii
tejto metddy mohla pomoct’ kombinacia PCIS s bunkami transfekovanymi OATP1A2 a
OATP2BI transportérmi, a vyuzitie informacii o OATP transportéroch, ktoré st sucast’ou

tejto prace.
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