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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Josef Rezni¢ek

Skolitel: prof. PharmDr. Frantisek Staud, Ph.D.

Konzultant: doc. PharmDr. Martina Ce¢kova, Ph.D.

Nazev dizertaéni prace: Interakce antiretrovirotik s Ilékovymi transportéry; vliv na

farmakokinetiku

Nynéjsi farmakoterapie HIV pozitivnich pacientl v zapadnim svété spociva prevazné
v soucasném podéavani tii nebo vice antiretrovirotik z riznych farmakoterapeutickych skupin,
tzv. kombinovana antiretroviralni terapie (cART). Pomoci tohoto pfistupu je dosazeno
vyrazného sniZeni virové zatéze, oddaleni propuknuti virové rezistence a prodlouzeni u¢innosti
terapie. Pouziti cART vsSak ¢asto vede ke vzniku 1ékovych interakci, které mohou mit za
nasledek sub- nebo supraterapeutické koncentrace 1é¢iv v organizmu s naslednym selhanim
lécby, ptipadn€ projevy toxicity. Velky vliv na vznik lékovych interakci maji 1ékové
transportéry, které jsou exprimovany v fad¢é tkani lidského organismu. Znalost interakci
jednotlivych antiretroviralnich latek s lékovymi transportéry je tedy dilezitd k zajiSténi

bezpec€né a ucinné terapie HIV infekce.

Néplni predkladané dizertatni prace bylo studium interakei 1é¢iv pouzivanych
v kombinované antiretroviralni terapii s vybranymi ABC a SLC lékovymi transportéry. Pfi
studiu jsme se dale zaméfili na roli studovanych transportérti v ovlivnéni farmakokinetiky
vybranych antiretrovirotik a na riziko vzajemného ovlivnéni 1é€iv. Pro feSeni projektu jsme
pouzili fadu zavedenych experimentdlnich metodik jako in vitro akumulacni a transportni
experimenty na bunéénych liniich exprimujicich ABC nebo SLC transportéry, in situ metodu
duélné perfundované potkani placenty a in vivo farmakokinetické experimenty na samcich

potkand kmene Wistar.

Pomoci in vitro studii jsme popsali, Ze emtricitabin, nukleosidovy inhibitor reverzni

transkriptazy (NRTI), je substratem MATEI, nicméné bez afinity k OCT1, OCT2, P-gp, BCRP



nebo MRP2 transportnim proteiniim. Oproti tomu transport NRTI lamivudinu je zajiStovan jak
OCT tak MATEI transportéry. Tato interakce pravdépodobné neovlivituje vyznamné transport
lamivudinu pies placentu, nicméné je zodpovédna za aktivni tubularni exkreci lamivudinu do
moci. Nenukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy (NNRTI) efavirenz byl v dalsi ¢asti nasi
studie popsan jako silny inhibitor OCT1, OCT2, MATE1 a MRP2 schopny vyznamné¢ snizit
rendlni clearance lamivudinu in vivo u potkanl a zvysit akumulaci tohoto antiretrovirotika

v ledvinné tkani.

Déle jsme prokazali, ze NNRTI nové generace, etravirin, je schopny inhibici
placentarntho BCRP zvySovat ptestup tenofovir disoproxil fumaritu (TDF) ptes placentu
zmatky do plodu. Odhalili jsme také, ze dalsi latka z této skupiny, rilpivirin, je silnym
inhibitorem P-gp a BCRP transportérii, avSak neovliviiuje transportni funkci MRP2, OCT1,
OCT2 ani MATEI. Inhibici stfevnich P-gp a BCRP zvySuje rilpivirin biologickou dostupnost

soucasn¢ podaného NRTI abakaviru.

vvvvv

antiretrovirotik s 1ékovymi transportéry a objasiiuji mechanismy ovlivnéni absorpce, eliminace

i distribuce soucasné¢ podanych 1é¢iv vramci cART. Tyto poznatky mohou pfispét

wewvr
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pharmacokinetics

Current pharmacotherapy of HIV positive patients consists of co-administration of three
or more antiretrovirals from different pharmacotherapeutic groups, so called combination
antiretroviral therapy (cART). Using this approach, a significant reduction in viral load, delayed
viral resistance progression and prolonged efficacy of therapy is achieved. However, the use of
cART often bears the risk of drug-drug interactions, which may result in subtherapeutic or
supratherapeutic concentrations of drugs in organism with subsequent failure of therapy, or
manifestation of toxic effects. Drug transporters expressed in many tissues of human body are
widely responsible for occurrence of drug-drug interactions. Therefore, detailed knowledge on
antiretrovirals pharmacokinetics and their interactions with drug transporters is important to

ensure safe and effective therapy of HIV infection.

The aim of this thesis was to study interactions of drugs used in combination
antiretroviral therapy with selected ABC and SLC drug transporters. We further focused on the
role of several drug transporters in pharmacokinetics of various antiretroviral drugs and on
potential risk to develop drug-drug interactions. Several established experimental models such
as in vitro accumulation and transport assays on cell lines expressing ABC or SLC transporters,
in situ method of dually perfused rat placenta and in vivo pharmacokinetic experiments on

Wistar male rats were used in this project.

Using in vitro assays, we revealed emtricitabine, a nucleoside reverse transcriptase
inhibitor (NRTI), as a substrate of MATEI, but with no affinity to OCT1, OCT2, P-gp, BCRP
or MRP2 transport proteins. In contrast, transport of NRTI lamivudine is ensured by both OCT



and MATEI] transporters. This interaction probably does not influence transplacental passage
of lamivudine, however, it is responsible for active tubular excretion of this compound into
urine. In another part of our study, a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI),
efavirenz, was described as a strong inhibitor of OCT1, OCT2, MATEl and MRP2;
correspondingly, the drug was able to significantly decrease renal clearance of lamivudine in

vivo in rats and increase accumulation of this antiretroviral in renal tissue.

In addition, we proved that a novel NNRTI, etravirine, is able to increase transport of
tenofovir disoproxil fumarate (TDF) across the rat placenta from mother to foetus by inhibition
of placental BCRP. We also found, that another drug from this group, rilpivirine, is a strong
inhibitor of P-gp and BCRP but not MRP2, OCT1, OCT2 or MATEI. Subsequently, rilpivirine
was able to increase the bioavailability of co-administered abacavir by inhibition of intestinal

P-gp and BCRP.

Our results significantly enlarge the current knowledge on interactions of antiretrovirals
with drug transporters and clarify the mechanisms that influence absorption, elimination and
distribution of co-administered drugs within cART. These results may contribute to composing

more efficient and safer therapy of HIV positive patients.
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1 Seznam zkratek

ABC ,ATP-binding cassette*, rodina ATP-dependentnich transportérti

ATP Adenosintrifosfat (z angl. adenosine triphosphate)

BCRP Breast Cancer Resistance Protein, ABCG2

cART Kombinovana antiretroviralni terapie, z angl. combination antiretroviral
therapy

CCR5 C-C chemokinovy receptor typu 5

CNS Centralni nervova soustava

CNT Koncentrativni nukleosidovy transportér, z angl. concentrative

nucleoside transporter

ENT Ekvilibrativni nukleosidovy transportér, z angl. equilibrative nucleoside
transporter

HEB Hematoencefalick4 bariéra

ITC Mezinarodni transportérové konsorcium (International Transporter
Consortium)

MATEI1 Multidrug and toxin extrusion protein 1, SLC47A1

MDCKII Madin-Darby canine kidney, buné¢na linie

MRPs Multidrug Resistance-Associated Proteins, ABCC podrodina
transportéri

NNRTI Ne-nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy, z angl. non-

nucleoside reverse transcriptase inhibitor

NRTI Nukleosidovy/nukleotidovy inhibitor reverzni transkriptazy, z angl.
nucleoside/nucleotide reverse transcriptase inhibitor

OCT1 Transportér pro pienos organickych kationti, z angl. organic cation
transporter 1, SLC22A1

OCT2 Transportér pro prenos organickych kationtl, z angl. organic cation
transporter 2, SLC22A2

OCT3 Transportér pro pienos organickych kationti, z angl. organic cation
transporter 3, SLC22A3

OAT Transportér pro pienos organickych aniontll, z angl. organic anion

transporter



OATP

P-gp
PI

SLC
TDF

Organické anionty transportujici polypeptidy, z angl.. organic anion-
transporting polypeptides

P-glykoprotein, MDR1, ABCB1

Inhibitor proteazy, z angl. protease inhibitor

»Solute Carrier* rodina transportérii

Tenofovir disoproxil fumarat



2 Uvod

Od objeveni viru HIV v roce 1983 doslo k vyznamnému pokroku ve farmakologické
1¢cbé HIV infekce. Dnesni klinicky uzivana antiretroviralni 1é¢iva jsou podle mechanizmu
svého ucinku tazena do Sesti farmakoterapeutickych skupin: nukleosidové/nukleotidové
inhibitory reverzni transkriptazy (NRTIs), ne-nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
(NNRTI), inhibitory proteazy (PI), inhibitory HIV integrazy, inhibitory fuze a CCRS (C-C
chemokinovy receptor typu 5) antagonisté [1, 2]. Léciva z jednotlivych skupin potlacuji odlisné
kroky replikaéniho cyklu viru HIV [1]. Uginnost terapie zavisi na udrzeni dostateéné vysokych
hladin 1éCiv v plasmé a tkénich, potfebnych k potlaceni replikace HIV, a na schopnosti zamezit
vyvoji rezistentnich virovych kment. Pfi sou¢asném podavani tii nebo vice antiretrovirotik
z raznych farmakoterapeutickych skupin, tzv. kombinovana antiretrovirova terapie (cART),
bylo dosazeno vyrazného snizeni virové zatéze, zpozdéni propuknuti virové rezistence a
prodlouzeni u¢innosti terapie [1, 3].

Pouziti cART v 1é€bé HIV pozitivnich pacientl vSak casto vede ke vzniku lékovych
interakci, které mohou mit za nasledek subterapeutické nebo supraterapeutické koncentrace
1é¢iv v organizmu s naslednym selhanim 1é¢by, ptipadné projevy toxicity [4, 5]. Krom¢ enzymii
cytochromu P450 maji velky vliv na vznik 1ékovych interakci také 1ékové transportéry [2, 6-8].
Ty jsou exprimovany v fadé¢ tkani lidského organismu; svou piitomnosti ve stfeve, ledvinach
a jatrech ovliviiuji absorpci 1 eliminaci mnoha endogennich i exogennich latek, véetné 1é¢iv [9,
10]. Ve velké mife jsou také exprimovany ve fyziologickych bariérach mezi krvi a tkdnémi,
napf. v hematoencefalické, hematotestikularni a placentarni bariéte, kde ovliviiuji distribuci
endogennich ¢i exogennich latek [11-13]. Lékové transportéry tak svou funkci vyznamné
ovlivilyji farmakokinetiku 1éc¢iv.

Znalost interakci jednotlivych antiretrovirdlnich latek s 1ékovymi transportéry je tedy
dualezita k zajiSténi bezpecné a ucinné terapie HIV infekce [14]. Role 1ékovych transportérti,
jako hlavnich faktorti ovliviiujicich farmakokinetiku, bezpecnost a ucinnost 1é¢iv a jejich
potencial zprostfedkovavat 1ékové interakce se v soucasnosti dostavd do popfedi zdjmu
registracnich autorit v ramci studii provadénych pied uvedenim 1é¢iv do farmakoterapie [15-

17].



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Lékové transportéry

Lékové transportéry jsou integralni membranové proteiny, které maji zpravidla 12
transmembranovych domén (TMD), ackoli existuji i vyjimky (napft. 10, 11, 13 nebo 17 TMD)
[18]. Podle sméru transportu substratl mohou byt klasifikovany jako influxni nebo efluxni
transportéry a jsou typicky lokalizovany bud’ v bazolateralni nebo apikalni membrané
polarizovanych bunék [7]. V lidském genomu bylo popsano vice nez 400 membranovych
Iékovych transportéra [19]. Jsou déleny do dvou velkych skupin: ,,ATP-binding cassette*
(ABC) a ,,Solute Carrier” (SLC) skupiny transportéru [2, 7]. ABC transportéry se skladaji
z 1 200 — 1 500 aminokyselinovych zbytkd s molekulovou hmotnosti v rozmezi 140 — 180 kDa,
zatimco SLC transportéry z 300 — 800 aminokyselinovych zbytkli s molekulovou hmotnosti 40
— 90 kDa [18]. Nasledujici kapitola obsahuje ptehled 1ékovych transportérd. Dale je zde, s
ohledem na zaméfeni této prace, podrobné¢ popsano nékolik vybranych zastupctii ABC i SLC
skupiny transportéri, u nichz Mezinarodni transportérové konsorcium (International
Transporter Consortium, ITC) doporucuje studium interakci s 1é¢ivy [ 14], kvili stanoveni jejich

farmakokinetickych a bezpecnostnich profili.

3.1.1 ABC transportéry

ABC transportéry jsou primarn¢ aktivni efluxni transportéry, které ke své funkci vyuZzivaji
energii ziskanou hydrolyzou ATP (adenosintrifosfat) [20]. Transportuji substraty ven z buiky
nebo z/do bunéénych organel a to i proti znacnému koncentracnimu gradientu [21-23]. Mezi
jejich substraty patii mnoho strukturné odlisnych 1é¢iv, metabolitti a dalSich latek jako cukry,
anorganické ionty, aminokyseliny, proteiny, lipidy nebo komplexni polysacharidy [22-24].
Diky jejich expresi v riznych tkanich lidského téla, pfedevSim ve stfevech, jatrech, ledvinach
a fyziologickych barierach, Siroce ovliviiuji absorpci, distribuci, eliminaci i toxicitu svych
substrat [20, 22, 25]. Jejich exprese a aktivita v nadorovych buiikach se také podili na vzniku
1ékovych rezistenci v terapii nadorovych onemocnéni [20, 25]. Bylo popsano 49 lidskych ABC
transportért, které jsou dale rozdéleny do 7 podskupin v zvislosti na podobnosti ve struktufe
jejich genu, uspordddni domén a homologie aminokyselin [20, 26]. V této préci jsou dale
popsany ABC transportéry, které hraji klicovou roli pii ovlivnéni farmakokinetiky 1é¢iv [14,

25].



3.1.1.1 P-glykoprotein (ABCBI1, MDR1, P-gp)

P-glykoprotein (P-gp) je prvnim identifikovanym a dosud nejlépe charakterizovanym
membranovym transportérem, popsanym piedev§Sim pro svou schopnost zptisobovat
mnohocetnou 1ékovou rezistenci (MDR) nadorovych bunék [27]. P-gp je tvofen
polypeptidovym fetézcem obsahujici 1 280 aminokyselin (170 kDa). Je slozeny ze dvou velmi
podobnych polovin, z nichz kazda obsahuje Sest transmembranovych segmentt a intracelularni

ATP-vézajici doménu [22, 28, 29].

Nejvyraznéjsi vlastnosti je rozmanitost chemickych struktur jeho substratd, které
zahrnuji Siroké mnozstvi 1é¢iv z riznych terapeutickych skupin, napft. cytostatika, antivirotika,
antibiotika, analgetika, anthelmintika, antiepileptika, kortikoidy a dal$i [22, 29]. Substraty jsou
obvykle organické molekuly o velikosti 200 — 1 900 Da. Mnohé z nich obsahuji aromatické
skupiny a jsou vétSinou nenabité nebo slabé bazické [22]. Jedinym doposud popsanym

spole¢nym znakem vSech jeho substratii je jejich amfifilni povaha [22, 30].

V organismu je P-gp exprimovany nejen na povrchu mnoha nadorovych bunék, kde byl
puvodné objeven, ale predevSim v epitelovych a endotelovych bunkach mnoha tkéni a

lokalizovany v jejich apikdlni membrané [30, 31].

3.1.1.2 Breast Cancer Resistance Protein (ABCG2, BCRP)

Dalsi dilezity ABC transportér BCRP byl také objeven kvili své schopnosti zplisobovat
MDR a to u nadorovych bun¢k, u kterych nebyla zjiSténa zvySend exprese P-gp nebo MRP
transportérti [32]. BCRP byl plivodné izolovan z bunécné linie karcinomu prsu, odkud ziskal
sviyj nazev [22]. Je tvofeny polypeptidovym fetézcem z 665 aminokyselin (72 kDa) a na rozdil
od P-gp obsahuje pouze Sest transmembranovych domén a jednu intraceluldrni ATP-vazajici
doménu [22, 29, 33]. Takovyto ,,polovi¢ni transportér pak pro svou spravnou funkci musi

vytvofit homo-dimery spojené disulfidickymi mistky [22, 29, 34].

BCRP vykazuje Sirokou substratovou specifitu. Mezi jeho substraty patfi kromé
cytostatik 1 napf. antivirotika, antibiotika, flavonoidy, hormony a dal§i molekuly [25, 29]. Podili
se také na homeostaze kyseliny mocové [35]. Mezi dalsi endogenni BCRP substraty patifi hem
nebo porfyriny a diky své expresi v membrané myeloidnich progenitorovych bun¢k ovliviiuje

jejich bunécnou homeostazu [36].



BCRP je exprimovan v apikalni membrané¢ bunék mnoha riznych fyziologickych i
patologickych tkani [21]. Jeho funk¢ni exprese byla nalezena na povrchu bunék mnoha rtiznych
krevnich 1 solidnich nadort [34]. Ve velké mife je pfitomen 1 v apikdlni
membrané syncitiotrofoblastu lidské placenty [34], kde jeho exprese pievySuje i expresi P-gp
[37]. Dale se ve vysoké mife nachazi v apikalni membrané hepatocytl, epitelovych bunék

tenkého a tlustého stieva a kapilarniho a zilniho endotelu [21, 22, 34].

3.1.1.3 Multidrug Resistance-Associated Proteins (ABCCs, MRPs)

V soucasnosti je popsano devét Clenti této podskupiny ABC transportért (MRP 1 —9) [38].
Identifikace a charakterizace C podrodiny transportérii zapocala naklonovanim a popsanim
funkce prvniho z nich, MRPI1, vroce 1992 respektive 1994 [39]. Byl objeven kvuli své
schopnosti zptisobovat rezistenci na riiznd ptirodni cytotoxicka l1é¢iva jako vinka alkaloidy nebo
antracykliny u buné¢k, u kterych nebyla zjisténa zvysend exprese P-gp [38, 39]. Ze schopnosti
téchto transportérii zpisobovat mnohocetnou Iékovou rezistenci nadorovych bunék je odvozeno
oznaceni celé podskupiny [39]. Tvoii je 1325 az 1 545 aminokyselin (pocet aminokyselin
tvoticich jednotlivé MRP viz ¢lanek Keppler, D. [39]). Strukturou jsou velmi podobné P-gp,
obsahuji 12 transmembranovych domén a 2 intracelularni ATP-véazajici domény (MRP4, 5, 8 a
9), ovSem MRP1, 2, 3, 6 a 7 obsahuji navic jesté pét transmembranovych segmentl s volnym

NH> koncem [38, 40].

Jejich substraty jsou amfifilni organické anionty s molekulovou hmotnosti 300 — 1 000 Da,
ovSem v pritomnosti redukovaného glutationu mohou transportovat také nckteré organické
kationty [39, 40]. Transportuji i dal§i fyziologické substraty, jako konjugaty sulfatu,
glukuronidy, cyklické nukleotidy, Zlucové kyseliny, a dale n¢které ptirodni ¢i syntetické toxiny
a léCiva (cytostatika, antivirotika) [39, 41]. Transportem redukovanych folati se podileji na
udrzovéani bunécné folatové homeostazy [41]. Hraji také vyznamnou roli v patofyziologii,
jelikoz transportuji prozanétlivé a imunomodulaéni mediatory jako leukotrieny a prostanoidy

[39, 41].

MRP transportéry mohou byt, v zavislosti na typu bun€k, exprimovany v apikalni i
v bazolateralni membrané (napt. MRP4) [39]. Typickym bazolaterdln¢ lokalizovanym
transportérem z této podskupiny je MRP1, apikéaln¢ lokalizovanym pak MRP2 [38]. Pfitomné
jsou v mnoha rtiznych orgénech a tkénich po celém téle a také na povrchu nadorovych bunék

[38, 39].



3.1.2 SLC transportéry

SLC transportéry vyuzivaji sekundarné nebo tercidln€ aktivni transport k prenosu substratt
ptes biologické membrany [42]. Oproti efluxnim ABC transportériim neni jejich aktivita zavisla
na energii ziskané z hydrolyzy ATP a mohou fungovat jako influxni, efluxni i obousmérné
transportéry [35]. Bylo popséano vice nez 300 ¢lenti této transportérové rodiny, exprimovanych
v mnoha tkanich a organech, naptiklad v jatrech, ledvinach, mozku, srdci, plicich, placenté a
ve stfeveé [13, 42, 43]. Nekteré z nich jsou relativné substratove specifické a prenaseji endogenni
slouc¢eniny jako cukry, aminokyseliny nebo nukleosidy. Ostatni, nazyvané polyspecificke,
vykazuji Sirokou substratovou specifitu, transportuji rozsahlé¢ spektrum molekul raznych

chemickych struktur a hraji podstatnou roli v eliminaci 1é¢iv [13, 44].

Mezi nejvyznamnéjsi podskupiny SLC transportéric patii OATP (organické anionty
transportujici polypeptidy), OCT, OAT (transportéry pro prenos organickych aniontt), MATE,
CNT (koncentrativni nukleosidové transportéry) a ENT (ekvilibrativni nukleosidové
transportéry) [2, 42]. Transportéry OATP jsou glykoproteiny s 12 transmembranovymi
doménami exprimované v ruznych epitelidlnich buiikdch. Zprostiedkovavaji na sodiku
nezavisly transport riznych strukturné odli§nych, pfevazné amfifilnich, organickych slou€enin,
napf. soli Zlucovych kyselin, hormont a jejich konjugati, rliznych toxinl a 1éciv [45]. OAT
jsou tvoreny 541 — 568 aminokyselinami a obsahuji také 12 transmembranovych domén.
Vsechny jsou exprimovany ve dvou hlavnich exkre¢nich orgdnech — jatrech a ledvinach.
Nekteré z nich také v epitelovych buiikach riiznych bariér. Hraji tedy nezbytnou roli v distribuci
a exkreci endogennich i exogennich organickych aniontli [46]. Nukleosidové transportni
proteiny CNT a ENT zprostiedkovavaji transport prirozenych nukleosidii a nukleosidovych
analogii do bunék. Jejich exprese byla zaznamenana ve vétSiné typt bunék a jejich fyziologicka
funkce ve velkém poctu z nich zistdva dosud neobjasnéna. Zatimco CNT vyuziva pro svou
aktivitu spoleéného transportu s Na', ENT miZe zprostfedkovavat influx i eflux substrata,
v zavislosti na jejich relativni koncentraci na obou strandch membrany [47]. S ohledem na

zaméieni prace jsou dale podrobnéji popsany podskupiny OCT a MATE.

3.1.2.1 Transportéry organickych kationtii (SLC22As, OCTs)

Tato podskupina zahrnuje tfi zastupce, OCT1, OCT2 a OCT3 [43]. Zatimco OCT]1 a
OCT?2 byly identifikovany pomoci homologniho screeningu knihoven lidské cDNA, OCT3 byl
poprvé klonovéan z nadorovych bunék karcinomu ledvin [48]. VSechny tfi subtypy se obvykle

skladaji z 550 — 560 aminokyselin, maji velice podobnou strukturu tvofenou z dvanacti
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transmembranovych domén, velké glykosylované extracelularni smycky mezi prvni a druhou
doménou a intraceluldrni smycky s misty pro fosforylaci mezi doménami 6 a 7 [43, 48].
Transport jejich substratt je elektrogenni, na sodiku nezavisly, a mtize byt obousmérny. Hnaci
silou transportu je vyhradné¢ -elektrochemicky gradient transportovanych organickych

kationti [44].

Jak vyplyva z nédzvu, OCT transportuji predevSim organické kationty, ovSem také
nekteré slabé bazické latky, nenabité latky ¢i anionty, do buné€k, nebo znich ven do
extracelularniho prostiedi [44, 48]. Jednd se o endogenni (napf. cholin, dopamin,
prostaglandiny) nebo exogenni (napi. prokainamid, chinin, cimetidin, biguanidy, antiarytmika,
antivirotika) latky, které jsou pfi fyziologickém pH kladné nabité [48]. Tyto latky maji rizné
chemické struktury, OCT jsou tedy oznaCovany jako polyspecifické transportéry [48].
Rozhodujici roli v navdzani substratl na transportér hraje stupenl ionizace [48]. Substraty a
inhibitory jednotlivych OCT se Siroce ptekryvaji, n€které k nim ov§em maji riznou afinitu [44].
Lidsky OCT1 interaguje predevSim s vétSimi vice hydrofobnimi latkami, zatimco OCT2

preferuje jako své substraty predev§im mensi hydrofilni latky [48].

Diky své expresi ve stieve, jatrech a ledvinach hraji OCT transportéry stézejni roli
v absorpci a eliminaci 1é¢iv [44]. Lidsky OCT1, exprimovany ve vysoké mife v sinusoidalni
membrané hepatocytl, a OCT2, exprimovany pievdzné v bazolateralni membrané bunck
proximalniho tubulu, zprostiedkovavaji vstup mnoha organickych kationtdl do bunck
ledvinnych proximalnich tubult, resp. hepatocytl. Zajistuji tedy prvni krok v jejich ledvinné
¢i jaterni exkreci [43, 44]. Také OCT3 hraje roli v jaterni exkreci, dale navic reguluje
koncentraci organickych kationtd a monoamint v intersticiu srdce a CNS (centralni nervoveé

soustavy) [44].

3.1.2.2 Multidrug and toxin extrusion proteins (SLC47As, MATES)

Tyto transportéry byly poprvé popsany u bakterii v roce 1998. V roce 2005 byl poprvé
identifikovan a popsan lidsky ortolog MATEI1, kratce na to pak byly objeveny MATE2,
MATE2-K a MATE2-B [49, 50]. Jednd se o transportéry, které pumpuji své substraty ven
z bunék v zavislosti na pH gradientu [50]. Hnaci silou transportu je tedy opacné smétovany
gradient vodikovych kationtti [51]. MATEI, koédovany genem SLC47A1, je sloZzeny z 570
aminokyselin. Gen SLC47A2 produkuje 2 funkéni izoformy: MATE2, tvofenou 602
aminokyselinami, a MATE2-K, skladajici se z 566 aminokyselin [50, 51]. MATE2-K
ptedstavuje aktivni formu genu SLC47A2, fyziologicka role MATE2 a MATE2-B je dosud
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nejasnd [51]. Tyto proteiny tvofi tfinact transmembranovych domén, pficemz prvnich dvanact
z nich je nezbytnych pro spravnou transportni funkci, posledni je pravdépodobné nutna pro

syntézu a degradaci (tzv. protein turnover) [52].

Mezi izoformami MATE transportérii existuje veliky ptekryv v substratové specifité. Mezi
jejich typické substraty patii organické kationty, lipofilni a pozitivn¢ nabité latky
s molekulovou hmotnosti 50 — 500, (napi. metformin, cimetidin, prokainamid) ovSem také
nekteré anionty (napf. estron sulfat, acyklovir nebo ganciklovir) [50, 51]. Svou substratovou

specifitou se znacné prekryvaji i s OCT, transportuji vsak také nékteré substraty OAT [50, 51].

Dosud byla funkce MATE transportérii nejlépe popsana v jatrech a ledvinach, kde se
spole¢né s OCT podileji na exkreci fady strukturné odliSnych molekul, véetné 1é¢iv, toxind a
endogennich latek [50]. Zatimco MATE] je exprimovan v apikdlni membrané hepatocyti i
v apikdlni membrané bunék proximalniho tubulu, MATE2-K vykazuje specifickou expresi
pouze v ledvinéch, a to na srovnatelné urovni s MATE1 [50, 51]. Exprese MATEI byla takeé
popséana napt. v kosternich svalech, nadledvinkach nebo v srdci a déle je spolecné¢ s MATE2

exprimovan v placenté [43, 50, 51, 53, 54].



3.2 Role lékovych transportériu ve farmakokinetice

Lékové transportéry vyznamné ovliviiuji absorpci, distribuci a eliminaci 1é¢iv. Tim reguluji
mnozstvi 1é¢iv v systémové cirkulaci [55]. Jsou také mistem vzniku lékovych interakci nebo
interakci mezi 1é¢ivy a endogennimi latkami, coz jsou procesy vedouci ke vzniku toxickych ¢i
jinych nezadoucich uc¢inkt 1é¢iv [20].

3.2.1 Absorpce

NejcastéjsSim a nejpopularnéjsim typem aplikace 1éCiva je ordlni podani, jelikoz je
praktické, neinvazivni a mnoho I¢ékii je z gastrointestinalniho traktu dobfe absorbovéno.
Hlavnim mistem absorpce peroralné podanych 1éCiv je tenké stievo [9]. Ackoli néktera 1éCiva,
ptedevsim lipofilni, jsou absorbovéna pasivni difuzi, vétSina hydrofilnich nebo nabitych
sloucenin potiebuje ke své absorpci transportni proteiny [9, 42]. Lékové transportni proteiny
exprimované v tenkém stievé tedy vyrazné ovliviiuji absorpci a tudiz 1 biologickou dostupnost

svych substrati [20]. Dilezitou fyziologickou roli v kontrole absorpce a biodostupnosti 1é€iv

hraji efluxni 1 influxni transportéry [55].

Efluxni ABC transportéry exprimované v apikdlni membrané enterocytii, predevsim P-gp,
BCRP, MRP2 a MRP4 (Obr. 1), tvofi bariéru pro absorpci riznych toxint, xenobiotik a jejich
metabolitti [20, 56]. Pfredstavuji tedy prvni linii obrany proti potencialné toxickym ¢i cizim
sloucenindm [9]. Pumpuji své substraty z intracelularniho prostoru enterocyti zpét do lumen
stieva a limituji tak jejich biodostupnost [20]. Aktivitou stfevnich ABC transportérti dochéazi
k opakovanému efluxu, nasledné reabsorpci latek, a tim i k prodlouZeni jejich kontaktu se
sttevnimi metabolizujicimi enzymy, coZ vede k dalSimu sniZeni biologické dostupnosti [57].
Efluxni transportéry také pomahaji s aktivnim piestupem latek, které jsou jiz pfitomné v

krevnim ob¢hu, zpét do stievniho lumen [9].

Stievni absorpce i1 sekrece riznych latek, predev§im vSak organickych kationtl, je
ovlivitovéna také polyspecifickymi SLC transportéry. Prvni krok v jejich absorpci z lumen
stteva je zprostfedkovan transportéry lokalizovanymi v apikdlni membrané, napt. OCTS3.
Transport ptes bazolaterdlni membranu, ke kterému je ovSem potieba piiblizné desetkrat vetsi
rozdil mezi intracelularni a extracelularni koncentraci substratu, je potom zajistovan OCT1
[43]. Sekrece organickych kationti je zprostiedkovana spolecnym plsobenim OCTI1
v bazolaterdlni membrané a dalS$imi transportéry v apikdlni membrané. Jsou jimi OCTNI,

OCTN2, OCT3 a také ABC transportér P-gp [43].
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Exprese 1ékovych transportérti je odlisSna v riznych ¢astech stteva [20], napi. exprese P-gp
stoupa od proximalni po distalni ¢ast stfeva, zatimco exprese MRP2 ve stejném sméru klesa
[42]. Odchylky v hladinach exprese transportéri zptisobuji intra- a inter-individualni rozdily

v absorpci 1€Civ [56].
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Obrazek 1. Schématické znazornéni 1ékovych transportérii v enterocytech. Pfevzato a upraveno podle
[55].

3.2.2 Distribuce

Pro sviljj G¢inek musi byt 1éCivo zpravidla transportovano ze systémové cirkulace k mistu
svého ucinku [20]. Lékové transportéry, diky své expresi v témet vSech organech a tkdnich

lidského organizmu, vyznamné ovlivituji transport a distribuci 1éCiv v téle [42].

Jednim z Castych cili pasobeni 1éCiv je CNS. Rozhrani mezi krvi a CNS tvorii
hematoencefalickd bariéra (HEB). Je zndmo, Ze pro prinik pfes HEB je nutné vysoka lipofilita

1é¢iv, nicméné mnoho lipofilnich 1éCiv pfes ni presto vykazuje nizky piestup. V soucasnosti se
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Jiz vi, ze je to zpisobeno efluxni aktivitou ABC lékovych transportéra [20]. Hlavni bariéru
prestupu téchto lipofilnich i dalSich 1é¢iv do CNS piedstavuji P-gp, BCRP a MRP2 transportéry
lokalizované v apikalni membrané endotelovych bunék mozkovych kapilar (Obr. 2) [20]. Tim,
ze pumpuji své substraty z endotelovych bunék zpét do krevniho fecisté, tyto transportéry sice
chrani neuronalni tkan pted toxickymi ucinky 1é¢iv, zaroven vSak limituji pranik 1é¢iv urcenych
k 1é¢be CNS [20]. V soucasné dob¢ je popsano a identifikovano mnoho dalSich transportéra
lokalizovanych v apikalni nebo bazolaterdlni membrané endotelovych bunék mozkovych
kapilar, dale také v bunkach choroidniho plexu a v dalSich oblastech mozku [42, 43]. Krom¢
ABC transportért i n¢které SLC transportéry (napt. OCT, OAT nebo CNT a ENT) ovliviuji
pfestup endogennich a exogennich latek pfes HEB [11]. Jelikoz OCT hraji roli také
v modulovani mozkovych funkci, pravdépodobné kvili jejich efektu na extracelularni
koncentraci neurotransmiterti a ovliviiovani membranového potencidlu v neuronech, mohou byt

cilem pfi lécbé onemocnéni CNS [43].

Také v dalSich organech a tkanich ovliviiuji 1ékové transportéry distribuci 1éCiv a chrani
pted prinikem potencidlné toxickych latek. Ve varlatech exprimovany BCRP je dilezity
v omezeni pfestupu téchto latek pies hematotestikularni bariéru [42]. Lékové transportéry
exprimované v srde¢ni tkani chrani srdce proti potencialné toxickym slouc¢eninam a obzvlasté
srdecni MRP transportéry ovliviiuji i distribuci 1é¢iv do srdecni tkané [58]. Polyspecifické
transportéry organickych kationti exprimované v plicich hraji vyznamnou roli v plicni
distribuci pfedevSim organickych kationtt, ale i jinych latek [43]. Evidentni je také funkce
Iékovych transportérti v ochrané prostaty [59]. Dale je exprese 1ékovych transportéri v riznych
organech spojena s regulaci jejich fyziologickych funkei [58]. Ve varlatech hraji roli v udrzeni
spravného fyziologického vyvoje spermii, napt. OCTN2 zajiStuje vychytdvani karnitinu a

acetylkarnitinu nutnych pro spravné utvareni a zrani spermii a udrZeni kvality spermatu [42].

V neposledni fadé 1€kové transportéry kontroluji prestup mnoha latek ptes placentu a hraji
zasadni roli v ochrané plodu pied toxiny [13]. Polarizované buniky trofoblastu placenty
exprimuji mnoho transportnich proteinli lokalizovanych v apikalni mikrovilézni membrané,
(omyvané matetskou krvi) nebo v bazalni (smérem k fetdlnimu ob&éhu obracené¢) membrané
(Obr. 2) [13]. Efluxni ABC transportéry v placenté¢ pumpuji své substraty ven z bunék
trofoblastu do matetské (P-gp, BCRP a MRP2) nebo fetalni (MRP1) cirkulace. Pfedstavuji tak
hlavni aktivni sloZku placentarni bariéry. Placentarni SLC transportéry vétSinou usnadnuji na

energii nezavisly vstup hydrofilnich nebo nabitych molekul do bunék trofoblastu, kde jsou
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zpracovany (napft. k syntéze placentarnich hormont) nebo transportovany ven z bunék dalSimi

ABC nebo SLC transportéry [13].
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Obrazek 2 schématické znazornéni lékovych transportérti v buiice trofoblastu (A) a v endotelialni
buiice mozkovych kapilar (B). Prevzato a upraveno z [13, 14, 60, 61].

3.2.3 Exkrece

Ledviny piedstavuji spolu s jatry kli¢ovy orgédn zajistujici exkreci 1éCiv z téla [62].
Léciva jsou exkretovana pievazné do moci a/nebo zluci, jejich celkova exkrece je tedy souctem
ledvinné a jaterni exkrece, jez je regulovdna predevSim afinitou a kapacitou lékovych
transportérti v ledvinach a jatrech [63]. Pro vétSinu léCiv predstavuji ledviny hlavni cestu

exkrece z organizmu [64].

Mezi hlavni funkce ledvin patii udrzovani homeostazy vody a elektrolytii, kromé toho
ovSem hraji dilezitou roli v exkreci mnoha endogennich a exogennich latek [10]. V ledvinach
je exkrece téchto latek a jejich metabolitl z téla ovliviiovana glomerularni filtraci, tubularni
sekreci, reabsorpci, nebo jejich kombinaci [63]. Proces tubularni sekrece zahrnuje piestup latek
z krve do bunék proximalniho tubulu ptes bazolateralni membranu a pfechod z buiiky do lumen
tubuli pies apikalni membranu. Reabsorpce potom probiha v opacném sméru [62]. Tubularni
sekrece 1 reabsorpce mohou probihat pasivni diftizi, ovSem velmi Casto jsou zprostiedkovany
I¢kovymi transportéry, které transportuji latky pfes membrany i proti sméru koncentracniho
gradientu [62, 63]. K rychlé exkreci riznych latek a jejich metabolitii z té€la maji tedy ledviny
vyvinuté¢ vysokokapacitni transportni systémy (Obr. 3) [65]. Na zaklad¢ jejich substratové
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specifity byvaji transportni systémy v ledvinach klasifikovany jako systémy pro organické
anionty nebo kationty [10]. Tubularni sekrece organickych kationtti u lidi je zprostiedkovavéana
pfedevS§im vektoridlnim transportem latek pomoci OCT2, lokalizovaného v bazolateralni
membrané¢ bunc¢k proximalniho tubulu, a efluxem pomoci MATEl a MATE2-K,
lokalizovanych v apikalni membrané [64]. Exkreci vétSich a vice hydrofobnich kationtd dale
usnadiiuje také P-gp, lokalizovany v apikdlni membrané [64]. V tubuldrni sekreci organickych
aniontli potom hraji nejvyznamnéjsi roli OAT1 a 3, lokalizované v bazolaterdlni membrang, a
MRP2 a 4, lokalizované v apikalni membran¢ [64]. Mezi dal$i 1€kové transportéry exprimované
v ledvinach patii napt. OAT3 nebo ENT1 a 2, lokalizované v bazolateralni membrané, a CNT]1,

2, 3 nebo BCRP, kter¢ jsou lokalizovany v apikélni membrané bun¢k proximalniho tubulu [62].

Transportéry zprostiedkovana aktivni sekrece a reabsorpce 1é€iv vyznamné ovliviiuje
exkreci mnoha endogennich i exogennich latek a jejich metabolitii. Zmény v rovnovéze jejich
transportu z krve do bunék a z bun¢k do lumen mohou vyustit v jejich akumulaci v buiikéch
ledvin, vedouci az k lokalni toxicité [65]. Také 1€kové interakce na téchto transportérech mohou
mit podobné disledky (podrobnéji viz kapitola 3.3), jako napiiklad rendlni toxicitu nebo
zvySenou akumulaci lé¢iva v organismu [65]. Ledvinné transportéry tedy hraji zasadni roli
v ledvinné exkreci 1é¢iv. Jakékoli ovlivnéni aktivity nebo exprese téchto transportéri muze

ovlivnit farmakokinetiku a tim 1 bezpe¢nost a u¢innost podanych 1€¢iv [65].

Kidney proximal tubules

Blood Urine
OATH
OATP4C] LIRATI
OCT2 PEFTI, PEFT2
OATI MRP2, MRP4
MATE] MATEZ-K
OAT2
P-gp
OAT3
CCTHI, OCTN2

Obrazek 3. Schématické znadzornéni 1ékovych transportéri v buiice proximalniho tubulu.
Ptrevzato z [14].

Také lidska jatra obsahuji mnozstvi riznych ABC 1 SLC transportéri (Obr. 4) [66].
V¢étSina z nich hraje klicovou roli v zajisténi fyziologickych funkei jater, nékteré ovSem takeé
transportuji exogenni slouceniny a jejich metabolity [66]. Pii exkreci téchto latek jatry zajist'uji
1ékové transportéry jak jejich vstup do hepatocytu, tak exkreci do zlu€e [63]. Vychytavani latek
ze systémové cirkulace do hepatocytl probiha ptes sinusoidalni (bazolateralni) membranu [67].
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Fyzikalné-chemické vlastnosti dovoluji mnoha latkam transport pasivni diftizi, nicméné mnoho
1é¢iv vstupuje do hepatocytli pomoci 1ékovych transportérti [67]. Pii biliarni exkreci dochazi k
prestupu latek pres apikalni membranu a tento prestup je zprostiedkovavan predevsim Iékovymi
transportéry [67]. Rychlost jaterni exkrece je dale také ovliviiovana aktivitou nékterych
transportérti lokalizovanych v sinusoidalni membran¢, které pumpuji latky z hepatocyt zpét
do krve [63]. Absorpci riznych sloucenin ze systémové cirkulace do hepatocytii ovliviiuji
1¢kové transportéry exprimované v sinusoidalni (bazolaterdlni) membrané, jsou to piedevsim
OCT1, OAT2 a OAT3 nebo OATP1B1 a OATPIB3 [67, 68]. Transport latek z hepatocytt zpét
do krve je zprosttedkovavan napi. MRP3 a MRP4 transportéry, lokalizovanymi také
v sinusoidalni membrané [68]. Eliminaci latek z hepatocyti do zlu€e pak zajistuji efluxni
transportéry exprimované v apikalni membrané, napt. P-gp, MRP2, BCRP nebo MATEI [14,
67, 68].

Lékovymi transportéry zprosttedkovana absorpce a biliarni exkrece urcuji koncentraci
1€¢iv v jatrech i v systémové cirkulaci a mohou ovlivnit farmakologicky (pfipadné toxicky)
efekt 1éCiva [63]. Hepatobiliarni transport mulze tedy byt urcujicim faktorem pro
farmakokinetiku 1é¢iv a xenobiotik, stejné€ jako pro jejich expozici v jatrech, a ovlivnit jejich

bezpecnost a ucinnost [66].

Hepatoaytes oy oateiBl  oaTPIEI
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Obrazek 4. Schématické znazornéni 1ékovych transportéri v hepatocytech. Pfevzato z [14].
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3.3 Role lékovych transportériu ve vzniku lékovych interakei

V soucasné l¢karské praxi je pomérné bézné u vétSiny pacientll uzivani vice Iékl
najednou, tzv. polypragmazie. To s sebou ale pfinaSi zvySené riziko vzniku nezédoucich
1ékovych interakci [7]. Zadouci i nezadouci uginky léki jsou obecnd spojeny s jejich
koncentraci v misté uc¢inku, ktera je zavisla na podané davce a na farmakokinetice daného 1¢ku
[16]. Jelikoz 1€kové transportéry vyznamnym zpusobem ovliviiuji farmakokinetiku 1é¢iv (viz.
kapitola 3.2), hraji velky vyznam ve vzniku Iékovych interakei [7]. Ovlivnéni funkce 1ékovych
transportértl jinymi spoleéné podavanymi lé¢ivy, naptiklad jejich inhibice nebo indukce, mlize
zpusobit zmény ve farmakokinetice pivodniho 1é¢iva, zménit jeho koncentraci v misté ucinku
a tim ovlivnit jeho ucinnost a bezpecnost [7, 16]. Klinicky se pak tyto interakce projevi
snizenim az ztratou ucinku léku nebo zvySenym vyskytem nezddoucich ucinkd, ktery je
nebezpeény predevSim u 1éCiv s tizkym terapeutickym indexem [7]. Proto je studium
interak¢niho potencidlu novych 1€kt dulezité a stdva se nedilnou soucasti vyvoje a registraéniho
procesu pied uvedenim na trh [69]. Na doporuceni ITC jsou v soucasnosti 1ékové interakce

zprosttedkované transportéry rutinné sledovany pfi procesu schvalovani 1ékt [14].

Lékové transportéry zajisStuji transport Siroké Skaly rtiznych 1€ka a jejich metabolit
zbun€k nebo do bunék [8]. Jsou ve velké mife exprimovany v orgadnech ovlivilyjicich
farmakokinetiku 1é¢iv, jako je tenké stfevo, jatra a ledviny (viz. kapitola 3.2). V tenkém stieve
zajistuji transport 1é¢iv do enterocytll nebo jejich eflux zpét do stievniho lumen. V jatrech
usnadiiuji vychytavani 1éciv z krve do hepatocytii a néslednou sekreci do Zluce a v ledvinach
potom vstup z krve do bunék proximalniho tubulu ledvin a nasledny eflux do luminu tubul
[8]. Ke vzniku farmakokinetickych 1ékovych interakei tedy dochézi, jestlize je jeden nebo vice

téchto procest ovlivnéno dal$im 1é¢ivem [8].

Lékové interakce na urovni absorpce

K dosazeni systémové cirkulace musi peroraln€ podana 1éCiva ptejit pies stfevni sténu,
sloZenou z polarizovanych enterocytll, které jsou spojeny tésnymi vazbami (tzv. tight junctions)
a exprimuji mnozstvi 1ékovych transportéri (viz. kapitola 3.2.1). Efluxni transportéry, jako
napiiklad P-gp, BCRP nebo MRP2, exprimované v apikdlni membrané€ enterocytl, omezuji
biodostupnost svych peroradlné podanych substrati. Inhibice téchto transportérii jinymi
soucasné¢ podanymi léky vede ke zvySeni biodostupnosti plivodniho 1éku, zatimco jejich
indukce vede k jejimu snizeni [70, 71]. Diky své Siroké substratové specifité¢ hraje vyznamnou
roli ve vzniku l€ékovych interakci na trovni absorpce predevSim P-gp [8]. Napiiklad zména
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v expresi nebo funkci P-gp mé zésadni dopad na farmakokinetiku digoxinu, ktery je jeho
substratem, a kvtli uzkému terapeutickému indexu mtize byt i mald zména v jeho plasmatické
koncentraci klinicky relevantni [72-74]. Greiner et al. ve své praci popsal indukci stievniho
P-gp jako mechanismus vzniku Iékové interakce mezi rifampicinem a digoxinem, coz muze
klinicky vést az ke snizeni uc€inku digoxinu [75]. Naopak chinidin, jako inhibitor P-gp, vyrazné
zvySuje plazmatické hladiny digoxinu a tato 1ékova interakce je ¢asto doprovazena vznikem az

zavaznych nezddoucich ucinkl (napt. zivot ohrozujici arytmie) [76, 77].

Lékové interakce na urovni distribuce

Lékové transportéry jsou exprimovany v celé fad¢ organt a tkani lidského téla, véetné
bariér mezi krvi a tkanémi nebo v placent¢, a diky tomu mohou Siroce ovliviiovat transport a
distribuci absorbovanych 1é¢iv v lidském organismu [42] (viz. kapitola 3.2.2). Transportéry
zprosttedkované 1ékové interakce mohou ovlivnit distribuci 1é¢iv do konkrétnich orgdni a tkéni

(napt. CNS) a soucasn¢ ovlivnit nebo neovlivnit jejich koncentraci v plasmé [78].

P-gp hraje vyznamnou roli v omezeni priniku [é¢iv do CNS. Byla publikovéna celé fada
studii popisujicich ovlivnéni farmakokinetiky psychofarmak, kterd jsou substraty P-gp, jinymi
soucasné podavanymi léky [79]. Tyto 1€kové interakce mohou pfedstavovat problém, nebot’
dochazi k vyssimu priiniku psychofarmak do CNS a zvySuje se tim riziko vzniku zavaznych
nezédoucich tc¢inku (napf. ataxie, sedace, halucinace) [79]. Inhibitory P-gp mohou také zna¢né
zvysit riziko vzniku centralnich nezddoucich ucinkid 1é¢iv, kterd normélné nepronikaji ptes
HEB a nemaji centralni u¢inky, posilenim jejich distribuce do CNS [78]. Na druhou stranu,
lékoveé interakce na P-gp v HEB mohou mit 1 pozitivni efekt. Inhibici P-gp v HEB se zvysi
distribuce léciv, kterd jinak Spatné pronikaji pfes HEB, do mozku, napt. chemoterapeutika
(paklitaxel, imatinib), antiretrovirotika (nelfinavir, saquinavir) nebo antiepileptika (lamotrigin,

karbamazepin), a zvySuje se tak jejich ucinek [78].

Transportéry zpiisobené l1ékové interakce maji velky vliv 1 na distribuci 1é¢iv pies
placentu. Efluxni lékové transportéry v placenté prenaseji své substraty z trofoblastu zpét do
matetské cirkulace a tim do urcité miry chrani plod pted jejich potencialné skodlivym vlivem
[61]. Existuji vSak situace, pfi kterych je prestup 1é¢iv pies placentu zddouci (napf. terapie HIV
nebo fetalni arytmie). Nékterd 1€¢iva pouzivand v terapii HIV piestupuji pies placentu obtizné,
coz je vysvétlovano jejich afinitou k 1ékovym transportérim (jsou jejich substraty) [13]. Jina

antiretrovirotika jsou popsanymi inhibitory 1ékovych transportérii - jejich kombinace vede ke
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vzniku I€kovych interakci, které ve vysledku zvysuji jejich piestup pies placentu a tim dochazi

také k jejich vys$si koncentraci v plodu a tim padem i lepsi ucinnosti terapie [13].

Lékové interakce na urovni eliminace

Jatra jsou hlavnim organem zodpovédnym za first-pass eliminaci peroraln¢ podanych
1€kt stejn€ jako za clearance 1€k ze systémové cirkulace [8]. Po absorpci a prichodu portalni
zilou doséhne 1é¢ivo bazolaterdlni membrany hepatocytll. Inhibice nebo indukce transportérii
exprimovanych v této membrané, jako napt. OCT1 nebo OATP1BI1 (podrobnégji v kapitole
3.2.3), ovlivni transport jejich substratii do hepatocyti. Inhibice nebo indukce transportért
exprimovanych v apikdlni membrang, jako napt. P-gp, BCRP, MRP2 nebo MATEI, ovlivni
transport jejich substrat z hepatocytti do zluce [71]. Lékové interakce vznikajici v jatrech jsou
opé€t dobie popsany na piikladu interakce digoxinu s P-gp. V nékolika studiich bylo popsano,
ze spole¢né podani chinidinu nebo verapamilu s digoxinem sniZovalo jeho jaterni clearance,
avSak molekuldrni mechanismus téchto interakei v nich nebyl objasnén [80, 81]. AZ pozdéji
byly chinidin a verapamil identifikovdny jako silné inhibitory transportu digoxinu

zprosttedkovaného P-gp [82].

Inhibici 1€kovych transportérii exprimovanych v bunkéch proximalniho tubulu ledvin,
jako napt. OCT2, MATEI nebo MATE2-K (podrobnéji v kapitole 3.2.3), jinymi soucasné
podanymi léky miize dojit ke snizeni ledvinné exkrece mnoha 1éciv [8, 71]. Napftiklad
cimetidin, ktery je inhibitorem OCT2, snizuje ledvinnou exkreci metforminu, substratu OCT?2,
a tim zvySuje jeho plazmatické hladiny [8, 83]. Déle také sniZuje rendlni clearance OCT2
substratli, napt. ranitidinu a vareniklinu [84, 85]. Ve studii provedené na Matel (-/-)
knockoutovanych mysi byla rendlni clearance metforminu snizena a jeho systémova
koncentrace a akumulace v ledvinach zvySena [86]. Tyto vysledky naznacuji, Ze MATEI1 se
spolu s OCT2 mlZe vyznamné podilet na ledvinné exkreci metforminu a jinych organickych
kationtil, jak bylo potvrzeno v dalSich studiich [87, 88]. Cimetidin tedy sniZuje eliminaci
metforminu inhibici OCT2 1 MATEL. Je zajimave, Ze v nizkych koncentracich preferencné
inhibuje pouze MATE1 a OCT2 inhibuje az ve vysSich koncentracich [89, 90]. Dale bylo
prokézano, ze OCT2 ma zésadni vliv na akumulaci cisplatiny v ledvinach a na jeji nasledny
nefrotoxicky efekt, a proto by mohla inhibice OCT2 mit renoprotektivni efekt pii 1écbé
cisplatinou [91, 92]. Cimetidin, jako inhibitor OCT2, byl schopny zvratit cytotoxicky efekt
cisplatiny in vitro, a také in vivo studie na mySich a potkanech prokazaly pozitivni vliv

cimetidinu na nefrotoxicky efekt cisplatiny [93].
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Eliminace digoxinu z téla probiha pfevazné ledvinami [94]. Podani chinidinu, inhibitoru
P-gp, snizuje ledvinnou clearance spole¢né podaného digoxinu [95]. Inhibice renélni clearance
digoxinu chinidinem tedy déle ptispiva ke zvyseni jeho systémové koncentrace. Tato 1ékova
interakce je komplexni, jak na urovni absorpce ve stfeve, tak na urovni jaterni a ledvinné
eliminace. V klinickych studiich bylo prokazéano, Ze renalni clearance digoxinu snizuji kromé
chinidinu také dalsi P-gp inhibitory, naptiklad ritonavir nebo itrakonazol [96, 97]. Krom¢ P-gp
je 1 mnoho jinych l1ékovych transportérii exprimovano ve vice tkdnich a organech, a proto se
mohou 1 jimi zprostiedkované 1¢kové interakce, podobné jako interakce digoxinu s chinidinem,

vyskytnout na Grovni vice organi najednou.

Znalost interakci antiretrovirotik s Iékovymi transportéry je diilezita pro bezpecnou a
ucinnou terapii HIV infekce. Role transportérii ve vzniku 1ékovych interakei antiretrovirotik je

pomeérn¢ obsahle a komplexné popsana napriklad v ¢lanku Kis et al. [2].
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3.4 Kombinovana antiretroviralni terapie (cART)

V roce 2014 zilo na svété piiblizné¢ 36,9 milionu lidi s infekci HIV-1. Ve stejném roce
1,2 milionu lidi zemfelo na komplikace spojené s AIDS [98]. Dosud byly identifikovany dvé
varianty viru HIV (HIV-1 a HIV-2), pticemz HIV-1 varianta je prevladajici a zpusobuje

celosvétove vetsSinu infekci, zatimco HIV-2 se vyskytuje pfedevsim v zapadni Africe [99].

Od objeveni viru HIV doslo k vyraznému pokroku v 1é¢bé HIV infekce [98]. Soucasna
farmakoterapie zahrnuje pouziti 1é¢iv ze Sesti ruznych farmakodynamickych skupin:
nukleosidové/nukleotidové inhibitory reverzni transkriptdzy (NRTI), ne-nukleosidové
inhibitory reverzni transkriptazy (NNRTTI), inhibitory protedzy (PI), inhibitory HIV integrazy,
inhibitory fize a CCRS5 antagonisté (Tabulka 1), pficemz 1é€iva z jednotlivych skupin potlacuji
odlisné kroky replika¢niho cyklu viru HIV [1, 98].

Kombinovana antiretrovirdlni terapie (cART) je 1éCebny rezim, ktery zahrnuje pouziti
minimalné tii antiretrovirotik z alespoil dvou riznych skupin [3, 98]. Soucasna doporuceni
mohou byt obecné popsana jako pouziti dvou NRTI a dal$iho 1é¢iva, typicky bud’ NNRTI, PI
nebo inhibitoru HIV integrazy [4, 98]. Farmakoterapie HIV infekce ve form¢ kombinované
antiretroviralni terapie je efektivni v potlaceni mnozstvi viru v plazmé, ve zpozdéni vzniku
viroveé rezistence a vyznamné snizuje mortalitu HIV pozitivnich pacientd [3]. Nicméné pouziti
cART nevede k pIné eradikaci viru a 1é¢ba mtiZe selhat kvili nékolika faktoriim, kterymi jsou
vedlejsi uinky léciv, vznik 1€kovych interakci, perzistence viru v buitkach nebo nedostate¢na
koncentrace antiretrovirotik v urcitych tkéanich, jeZ mohou zptsobit vznik virové rezistence a
navrat infekce [100, 101]. Soucasna cART dokéze efektivné snizit hladiny virové RNA v krvi
pod 50 kopii/ml, coZ je spodni detekéni limit vétSiny komercéné dostupnych testii schvalenych
pro klinické pouziti, nicméné pokud je 1écba pierusena, dochdzi opét pomérné rychle (béhem

dvou tydnil) k nartistu hladiny virové RNA na detekovatelnou uroven [102].

Ackoliv je soucasna terapie HIV infekce efektivni a prodluzuje zivot infikovanych
pacientil, neni bohuzel zatim kurativni [101]. Navic, 1écba HIV infekce v n€kterych tkéanich,
jako je naptiklad mozek nebo varlata, je pfinejmensim stale problematicka a zistdva vyzvou do
budoucna, nebot’ antiretrovirotika vykazuji nizky ptfestup ptes hematoencefalickou piipadné
hematotestikularni bariéru [98]. Jejich distribuce a Uc¢innost v riznych tkdnich mize byt
ovlivnéna nejenom jejich metabolismem a vazbou na plazmatické bilkoviny, ale také aktivitou
Iékovych transportérti [2]. Z toho divodu je znalost interakci antiretrovirotik s lékovymi
transportéry diilezita pro efektivni a bezpe¢nou farmakoterapii HIV infekce.
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Pfedmétem této prace bylo studium interakci nckolika antiretrovirotik s vybranymi

Iékovymi transportéry. Antiretrovirotika, kterd jsme studovali, jsou dale popsana podrobné;i.

Tabulka 1 Rozdéleni klinicky schvilenych antiretrovirotik

Léky k terapii HIV schvalené FDA
Farmakoterapeuticka skupina Genericky nazev Obchodni nazev Datum schvaleni
abakavir (ABC) Ziagen 17. prosinec, 1998
Videx 9. fijen, 1991
didanosin (ddl) Videx EC
31. fijen, 2000
(enterosolventni)
Nukleosidové/nukleotidové S— i
emtricitabin (FTC) Emtriva 2. ¢ervence, 2003
inhibitory reverzni transkriptazy
lamivudin (3TC) Epivir 17. listopad, 1995
(NRTI)
stavudin (d4T) Zerit 24. ¢erven, 1994
tenofovir disoproxil
Viread 26. fijen, 2001
fumaréat (TDF)
zidovudin (AZT, ZDV) Retrovir 19. biezen, 1987
efavirenz (EFV) Sustiva 17. zafi, 1998
etravirin (ETR) Intelence 18. leden, 2008
Viramune 21. leden, 1996
Ne-nukleosidové inhibitory reverzni
. o Viramune XR (s
transkriptazy (NNRTI) nevirapin (NVP)
prodlouzenym 25. bezen, 2011
uvoliiovanim)
rilpivirine (RPV) Edurant 20. kvéten, 2011
atazanavir (ATV) Reyataz 20. ¢erven, 2003
darunavir (DRV) Prezista 23. ¢erven, 2006
fosamprenavir (FOS- Lexiva 20. tijen, 2003
APV, FPV)
Inhibitory proteazy (PI) indinavir (IDV) Crixivan 13. brezen, 1996
nelfinavir (NFV) Viracept 14. brezen, 1997
ritonavir (RTV) Norvir 1. bfezen, 1996
saquinavir (SQV) Invirase 6. prosinec, 1995
tipranavir (TPV) Aptivus 22. ¢erven, 2005
Inhibitory fuze enfuvirtid (T-20) Fuzeon 13. bfezen, 2003
dolutegravir (DTG) Tivicay 13. srpen, 2013
Inhibitory HIV integrazy elvitegravir (EVG) Vitekta 24. 7at, 2014
raltegravir (RAL) Isentress 12. fijen, 2007
CCRS antagonisté maraviroc (MVC) Selzentry 6. srpen, 2007

Prevzato a upraveno z https://aidsinfo.nih.gov/education-materials/fact-sheets/2 1/58/fda-approved-hiv-
medicines#
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3.4.1 Prehled antiretrovirotik studovanych v ramci této prace

Studovana antiretrovirotika byla vybrana s ohledem na stav souc¢asného poznani jejich
interakci s riznymi l€kovymi transportéry. Vybrali jsme jiz registrované a rutinné pouzivané
latky, u kterych vSak dosud nebyly uspokojivé popsany interakce s nékterymi z 1ékovych
transportértt (piipadné jsou dostupné informace rozporuplné) a u kterych by mohly tyto
piipadné interakce vyznamné ovlivnit jejich farmakokinetiku a tim vést ke vzniku 1ékovych

interakci.

3.4.1.1 Emtricitabin

Emtricitabin (Obr. 5) je pyrimidinové NRTI aktivni proti virim HIV-1, HIV-2 a viru
hepatitidy B [103]. Stejné€ jako jind NRTI, je emtricitabin prolé€ivo, které musi byt v buiikach
fosforylovano na svou aktivni formu — emtricitabin 5 -trifosfat (E-TP), jenZ je nasledn€ pomoci
reverzni transkriptazy zaclenén do vznikajiciho fetézce virové DNA, coz vede k preruseni

syntézy DNA, jelikoz na E-TP se v poloze 3 jiz dalsi nukleotid nemtze navézat [104, 105].

NH,

=N

HO N

Obrazek 5 Struktura emtricitabinu

Emtricitabin je po peroralnim podani dobfe absorbovan. Jeho absorpce neni ovlivnéna
jidlem a vykazuje linearni farmakokinetiku pfi podané davce v rozmezi 100 — 1200 mg. Pfi
opakovaném podavani davky 200 mg jednou denné¢ dosahuje jeho primérna koncentrace
v plasm¢ v ustdleném stavu pfiblizn€ 2 pg/ml. Obsah plochy pod kiivkou (AUC) dosahuje
prumérné 9 — 10 pg.h/ml a primérny elimina¢ni polocas (ti2) je 89 hodin. OvSem eliminac¢ni
polocas emtricitabin trifosfatu uvnitf bun€k je pfiblizn¢ 38 hodin [103]. Emtricitabin je
exkretovan prevazné moci v nezménéné podobe, a proto musi byt jeho davky redukovéany u

pacientl s poruchou funkce ledvin [106].
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Emtricitabin se pouziva v terapii HIV infekce 1 v prevenci pfenosu viru mezi dospelymi
osobami, navic se také pouziva pti 1é€bé HIV pozitivnich Zen a v prevenci pfenosu viru z matky
na dité [4, 107]. Je hojn€ pouzivan ve fixni kombinaci s TDF, déle se také podava spolecné s

efavirenzem a nov¢ také s rilpivirinem, elvitegravirem nebo kobicistatem [4].

V dostupné literatuie jsou informace ohledné interakce emtricitabinu s Iékovymi
transportéry pomérn¢ omezené a byly studovany predev§im na urovni inhibice. Emtricitabin
byl popséan jako inhibitor lidskych MRP1, 2 a 3, ale neinhiboval P-gp ani BCRP [108-110].
Jeho inhibi¢ni vliv na OCT]1, 2 a 3 byl objasnén v praci Minuesa et al., ovSem Jung et al. ve své
praci inhibici OCT1 ani OCT2 nepozoroval [111, 112]. Dale byl emtricitabin popsan jako
substrat MRP1 a také pravdépodobné nékterého z OCT [113-115]. Avsak v jiné studii nebyl
emtricitabin prokézan jako substrat OCT1 ani OCT2 in vitro [112]. V ¢lanku I této prace jsme
se proto snazili objasnit, zda je emtricitabin substratem OCT1 a/nebo OCT2 a dale zjistit, zda

je substratem P-gp, BCRP, MRP2 a/nebo MATEI.

3.4.1.2 Lamivudin

Lamivudin (Obr. 6), dalsi 1éCivo ze skupiny NRTI, je synteticky analog cytidinu a svou
chemickou strukturou je velmi podobny emtricitabinu. Ma silny ucinek proti viraim HIV-1,
HIV-2 a také viru hepatitidy B. Podobné jako emtricitabin a dal$i NRTI, prodélava lamivudin
uvnitt bunék fosforylaci na svou aktivni formu lamivudin-trifosfat (3TC-TP). Mechanismus
ucinku je taktéZ obdobny a spociva v ukonceni syntézy DNA fetézce po zalenéni 3TC-TP

misto endogenniho cytidin trifosfatu pomoci virové reverzni transkriptazy [116, 117].

NH,
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N~ "0
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Obrazek 6 Struktura lamivudinu
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Lamivudin je dobfe absorbovan. Ptes stievni sténu prochdzi pasivni diftizi a jeho
biologické dostupnost se pohybuje okolo 86 %. Po perordlnim podéani dosahuje maximalnich
koncentraci v plazmé za 0,5 az 1,5 hodiny. Soucasné podani jidla prodluzuje Tmax, OvSem
hodnoty AUC nejsou zménény, tudiz se lamivudin mtze podédvat nezévisle na jidle [118]. Je
Siroce distribuovan po celém organismu (s vyjimkou cerebrospinalni tekutiny). Jeho
koncentrace v cirkulaci plodu dosahuje téméf totoznych hodnot jako v matetské cirkulaci [117,
119]. Eliminace lamivudinu probihd primarné ledvinami, a to glomerularni filtraci i aktivni
tubularni sekreci. Jeho davky proto musi byt redukovany u pacientti s poruchou funkce ledvin
[120]. Jeho primérny elimina¢ni polocas (ti2) je 5—7 hodin, ovS§em elimina¢ni poloc¢as aktivni

formy (3TC-TP) uvnitt bunék je primérmné 15,3 hodin [121, 122].

Lamivudin je u¢inné antiretrovirotikum a pfedstavuje jedno ze zakladnich 1é¢iv
pouzivanych v soucasné cART [4, 116]. Je také Siroce pouZzivan k prevenci pienosu viru
zmatky na dit¢ a v terapii HIV pozitivnich Zen je diky své bezpecnosti a snaSenlivosti
doporutovan jako jeden z1ékda volby [107]. Casto je uzivan ve fixnich kombinacich
s abakavirem, zidovudinem nebo efavirenzem, dale také s dolutegravirem a kombinuje se i s

ritonavirem nebo lopinavirem [4, 116, 119, 123].

Lamivudin byl neddvno popsan jako substrat OCT1, OCT2, MATE1 a MATE2-K, a
tyto transportéry tedy pravdépodobné hraji roli v jeho eliminaci [111, 112, 124]. Jelikoz se
v terapii HIV pozitivnich pacientli kombinuje s efavirenzem, v ¢lanku IV této prace jsme
studovali mozné ovlivnéni jeho farmakokinetiky a prevazné exkrece pii soucasném podani
efavirenzu. Dale bylo publikovano, ze lamivudin je pravdépodobné slabym substratem P-gp a
BCRP [125, 126]. Proto jsme v ¢lanku V této prace studovali vliv efluxnich transportérti P-gp,
BCRP, MRP2 a MATEI na pfestup lamivudinu pies placentu.

3.4.1.3 Efavirenz

Efavirenz (Obr. 7) se fadi do skupiny NNRTI a vykazuje dobrou inhibi¢ni aktivitu proti
nerezistentnimu typu HIV-1 [127]. V porovnani s pfedchozimi 1éCivy plsobi ponckud
odliSnym mechanismem. Inhibuje HIV-1 reverzni transkriptdzu vazbou na hydrofobni dutinku
blizko aktivniho centra enzymu a tim vyvolava jeho alosterické zmény. Tyto zmény narusuji
orientaci aminokyselinového postranniho fetézce v katalytickém misté enzymu, coz zpisobuje

neschopnost reverzni transkriptazy preménit virovou RNA na DNA. Oproti 1é¢ivim ze skupiny
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NRTI, efavirenz tedy pro svou antivirovou aktivitu nepotiebuje byt uvniti bunc€k fosforylovan

[128, 129].

Obrazek 7 Struktura efavirenzu

Maximalnich koncentraci v plazmé (Cmax), pohybujicich se v rozmezi 0.51 az 2.9
png/ml, dosahuje efavirenz za 3 — 5 hodin po jednorazovém podéani davek 100 — 1600 mg. Pti
vysSich davkach neni jeho absorpce linearni a je redukovéna [130, 131]. Plazmatické
koncentrace dosahnou ustaleného stavu po 6 — 10 dnech podavani davky 600 mg jednou denné,
kdy se Cmax pohybuje okolo 4,1 pg/ml a AUC kolem 58,1 pg.h/ml [130]. Spole¢né podani
s jidlem zvysSuje jeho biodostupnost o 17 — 22 %, coz muize vést k intoleranci [129, 131]. Je
siln€ vazan na plazmatické bilkoviny, ptfedev§im albumin (~99,5 — 99,75 %) [132]. Ptiblizn¢
14 — 34 % podané davky je exkretovano moci ve formé metabolitil, v nezménéné formée je 16 —
61 % exkretovano ve stolici a méné nez 1 % v moci [130]. Jeho eliminaéni polocas (ti2) je 52—
76 hodin po podéani jedné davky a 40-55 hodin po opakovaném podavani (indukuje sviij
metabolismus) [129].

Od roku 1999, kdy byl efavirenz registrovan v EU, pfedstavuje dilezitou souc¢ast cART
[131]. Efavirenz je doporucovan, spolecné se dvéma riznymi NRTI nebo s jednim NRTI a
ritonavirem ,,boostovanym* PI, jako 1ék volby pti zahajovaci terapii HIV pozitivnich pacientii
[4, 129, 131]. K dispozici jsou fixni kombinace s TDF a emtricitabinem, déale se pouZiva
v kombinaci s lamivudinem, abakavirem a kombinuje se také s ritonavirem ,,boostovanymi‘

inhibitory protedzy [4].

Efavirenz byl popsén jako inhibitor P-gp, BCRP, MRP1, MRP2, MRP3, OCT1 a OCT2
[108-110, 133]. OvSem v jinych studiich efavirenz nevykazoval inhibi¢ni aktivitu proti P-gp,
OCTI ani OCT2 [112, 134]. Informace o jeho interakcich s MATE1 nebo MATE2-K nejsou
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v soucasn¢ literatuie k dispozici. V ¢lanku IV této prace jsme se proto rozhodli vyjasnit a overit
inhibi¢ni potencial efavirenzu k P-gp, BCRP, MRP2, OCT1, OCT2, MATEl a MATE2-K.
Dale jsme studovali mozny vliv interakce efavirenzu s témito transportéry na farmakokinetiku
jiného antiretrovirotika, se kterym je efavirenz v terapii kombinovan, a to lamivudinu. V ¢lanku

VI této prace jsme dale také fesili, zda je efavirenz substratem P-gp, BCRP nebo MRP2.

3.4.1.4 Etravirin

Etravirin (Obr. 8), nov&jsi antiretrovirotikum ze skupiny NNRTI, je vysoce uc¢inny proti
nerezistentnimu typu HIV-1 [135]. Jeho vyhodou je u¢innost i proti nékterym NNRTI
rezistentnim kmentim HIV a navic vykazuje niz$i potencial pro vznik téchto rezistentnich
kmenti viru [136]. Etravirin se vaZe na alosterické misto blizko aktivniho centra virové reverzni
transkriptazy, blokuje jeji RNA i DNA polymerdzovou aktivitu a zabranuje tak syntéze virové
DNA [137, 138]. Na zaklad¢ své chemické struktury etravirin vykazuje urcity stupen
konformacni a polohové ptizplisobivosti v misté vazby na reverzni transkriptazu. Pravé diky
tomu je aktivni 1 proti $ir§Simu spektru mutantnich forem tohoto enzymu, které jsou ptitomné

v rezistentnich HIV kmenech [139].
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Obrazek 8 Struktura etravirinu

Maximalni koncentrace etravirinu po peroralnim podani 200 mg davky se v plasmé
objevi ptiblizn€ za 4 hodiny. Plazmatické koncentrace dosahnou ustalené¢ho stavu prumérné po
8 dnech podavani davky 200 mg dvakrat denné, kdy se Cmax pohybuje okolo 959 ng/ml a AUC
kolem 8,195 pg.h/ml [140]. Pfi podani nalacno dosahuje biologické dostupnosti ptiblizné€ o
50 % niZ8i neZ v kombinaci s jidlem [141]. Je siln€ vazan (99,9 %) na plazmatické bilkoviny,
pfedevsim na albumin a al-kysely glykoprotein [138, 142]. Primarn¢ je etravirin exkretovan

stolici v nezménéné formé (93,7 %), md pomérné dlouhy eliminacni polocas (ti2 = 41 + 20
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hodin). Pouze 1,2 % podané davky je exkretovano moci, a proto neni potteba upravovat davky

u pacientt s poruchou funkce ledvin [142].

Etravirin neni v soucasnosti doporucovan pro zahajovaci terapii HIV pozitivnich
pacientli, nebot’ se jedna o novéjsi antiretrovirotikum a dosud nejsou dostatecné udaje o jeho
pouzivani [4]. OvSem diky své u¢innosti proti rezistentnim HIV kmeniim se s vyhodou pouziva
jako soucast tzv. rezimti druhé volby, nasazovanych pii nedostate¢né ucinnosti nebo selhani

1écebnych reziml prvni volby [4].

Kvili omezenym udajim o bezpecnosti etravirinu v t€hotenstvi neni v soucasnosti
doporucovan k terapii HIV pozitivnich t¢hotnych Zen a k prevenci pfenosu viru z matky na dité
[107]. OvSem dostupna data naznacuji, ze je emtricitabin bezpecny a neteratogenni pti podavani
téhotnym Zenam [143-145]. Lze tedy predpokladat, ze bude v budoucnu k 1é¢bé t€hotnych zen
pouzivan. Dostupné Udaje o jeho interakcich s lékovymi transportéry jsou v soucasnosti
omezené, byl popsan jako in vitro inhibitor BCRP, ale neinhiboval P-gp, dale nebyl
transportovan P-gp, BCRP ani MRP 1 — 3 [146]. Pfed zafazenim etravirinu do cART u
téhotnych zen by mél byt hodnocen také jeho potencial zpisobovat 1ékové interakce na
placentarnich transportérech. Proto jsme v ¢lanku II této prace hodnotili mozné transportéry
zpusobené 1€kové interakce mezi etravirinem a TDF 1 abakavirem, coz jsou popsané substraty
P-gp a BCRP [147, 148] a posuzovali jsme vliv téchto interakci na prechod TDF a abakaviru

ptes placentu.

3.4.1.5 Rilpivirin

Rilpivirin (Obr. 9) je nejnovéjsi antiretrovirotikum ze skupiny NNRTI schvalené
k terapii HIV. Je extrémné ucinny proti nerezistentnimu typu HIV-1 a také proti celé fadé
NNRTI rezistentnich kmentt HIV [149, 150]. Podobné jako etravirin, rilpivirin nekompetitivné
inhibuje virovou reverzni transkriptdzu vazbou na hydrofobni misto blizko aktivniho centra
enzymu a tim zabrafuje transkripci virové RNA [151, 152]. Diky jeho konformacni flexibilité
v misté vazby na reverzni transkriptazu se mize snadno navazat i na enzym, ktery je v tomto

misté zmutovany, tudiz je rilpivirin efektivni i proti jinak rezistentnim kmeniim HIV [151, 153].
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Obrazek 9 Struktura rilpivirinu

Rilpivirin dosahuje maximalnich koncentraci v plazmé pftiblizn€ za 3 — 4 hodiny po
peroralnim podani [152]. Pfi podévani davky 25 mg jednou denné dosahuje maximalni
koncentrace v plazmé primérné hodnoty 149 ng/ml (+ 32,3) a AUC se pohybuje obvykle kolem
5210 (£ 2 001) ng.h/ml [153]. Jeho biodostupnost je piiblizné o 40 % snizend pii podani
nalac¢no a o 50 % snizena pfi podani s nutri¢nimi napoji bohatymi na bilkoviny. M¢l by se proto
podavat s jidlem, které ovSem neobsahuje pfili§ mnoho bilkovin [152, 154]. Rilpivirin je vice
nez z99 % vazan na plazmatické bilkoviny, pfedev§im na albumin [151, 154]. Je silng
metabolizovan jaternimi enzymy cytochromu P450 (ptedevsim CYP 3A4), jen 0,03 % podané
davky je exkretovano moci v nezménéné podobé [154]. Jeho eliminacni polocas je pomérné

dlouhy (pfiblizné 34 — 55 hodin) [152].

Jelikoz je rilpivirin nové antiretrovirotikum a dosud nejsou dostatecné udaje o jeho
pouzivani, neni v soucasnosti doporufovan jako 1€k volby pro zahajovaci terapii HIV
pozitivnich pacientd [4]. Je ovSem soucasti alternativnich 1é¢ebnych rezimu, které mohou byt
preferovany pro ur€ité skupiny pacientil a pro tyto ucely existuje navic 1 ve fixni kombinaci

s TDF a emtricitabinem [4].

Rilpivirin pravdépodobné neni substratem P-gp, BCRP ani MRP2, ovS§em byl popsan
jako inhibitor P-gp a BCRP a nejspis inhibuje také OCT1 a OCT2 [155, 156]. JelikozZ je mnoho
antiretrovirotik bézn€ uzivanych v cART substratem hlavnich ABC nebo SLC transportérd,
mohou jind antiretrovirotika schopnad interakce s témito transportéry ovlivnit jejich
farmakokinetiku a zpusobit i1 klinicky relevantni 1ékové interakce [2]. V ¢lanku III této prace
jsme proto studovali potencidl rilpivirinu zptsobit 1€kové interakce inhibici P-gp, BCRP,

MRP2, OCT1, OCT2 nebo MATE1. Kdyz jsme pozorovali vyznamnou inhibici pouze P-gp a
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BCRP, vybrali jsme abakavir, ktery je popsanym substratem P-gp a BCRP ale neni substratem
MRP2, OCT1 ani OCT2 [112, 148, 157], jako vhodné antiretrovirotikum pro testovani interakci

s rilpivirinem na P-gp a BCRP transportérech.

3.4.1.6 Abakavir

Abakavir (Obr. 10) je opét antiretrovirotikum ze skupiny NRTI. Jde o synteticky,
karbocyklicky analog guanosinu pouzivany od konce 90. let k terapii HIV infekce [158, 159].
Abakavir je v buiikach fosforylovan na svou aktivni trifosforylovanou formu karbovir 5'-
trifostat (CBV-TP) odliSnymi enzymy nez ostatni NRTI [160]. Karbovir 5'-trifosfat je poté
virovou reverzni transkriptdzou inkorporovan misto endogenniho nukleotidu 2'-deoxyguanosin
trifosfatu do vznikajiciho fetézce DNA, ¢imz dojde k ukonceni syntézy virové DNA, jelikoz se
jiz dal$i nukleotid nemuze navazat [ 160]. Diky tomu, ze abakavir pro svou fosforylaci na aktivni

formu vyuziva jiné enzymy nez ostatni NRTI, Ize jej s nimi vyhodné a efektivné kombinovat.

ANH
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4
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Obrazek 10 Struktura abakaviru

Abakavir je po perordlnim podani rychle absorbovan a vykazuje linearni
farmakokinetiku [161]. Maximélnich koncentraci v plazmé, které jsou pftiblizné 4,10 — 5,46
pg/ml, je dosazeno za 0,63 — 1 hodinu po podani 600 mg davky [161, 162]. Jeho absolutni
biodostupnost je okolo 83%, podani s jidlem snizuje jeho Cmax 1 Tmax, 0vSem hodnoty AUC
nejsou ovlivnény [163]. Abakavir je asi z 50 % vazan na plazmatické bilkoviny [159]. Je
extenzivné metabolizovan v jatrech, mimo jiné i alkohol dehydrogenazou, méné nez 2% podané
davky je exkretovano v nezménéné podobé moci [162, 163]. Eliminacni polocas abakaviru je
pomérné kratky (< 2 hodiny), ov§em klinicky ¢inek je zavisly na jeho aktivni formé (CBV-

TP), kterd ma elimina¢ni polocas delsi nez 20 hodin [159, 163].
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Abakavir je v souCasnosti stale Siroce pouzivané antiretrovirotikum, piedstavuje zaklad
terapie HIV pozitivnich pacientli a je soucasti 1écebnych rezimii prvni volby pfi zahajovaci
terapii HIV infekce [4]. Je také pouzivan pii 1é¢be HIV pozitivnich t€hotnych zen a v prevenci
pienosu viru z matky na dit¢ [107]. K dispozici jsou v soucasnosti jeho fixni kombinace
s lamivudinem, zidovudinem nebo dolutegravirem, kombinuje se napiiklad i s efavirenzem [4,
107].

Abakavir byl nedavno popsan jako dudlni substrat P-gp a BCRP a byla prokazéna i role
téchto transportért v jeho prestupu pres placentu [148]. Jelikoz se pouziva v terapii t¢hotnych
zen, zvolili jsme ho v ¢lanku II této prace jako jeden z vhodnych substratl pro testovani vlivu
etravirinu na transport antiretrovirotik pfes placentu. Diky tomu, Ze je abakavir substratem P-
gp a BCRP, ale neni substratem MRP2, OCT1 ani OCT2 [112, 148, 157], a také diky svému
Sirokému uplatnéni v 1é€bé HIV infekce, byl v ¢lanku III této prace vybran jako vhodné

antiretrovirotikum pro testovani interakci s rilpivirinem.
3.4.1.7 Tenofovir disoproxil fumardat (TDF)

Tenofovir disoproxil fumarat (Obr. 11), dalsi antiretrovirotikum ze skupiny NRTI, je
prolé¢ivo tenofoviru, coz je acyklicky nukleotid a analog deoxyadenosinu [164, 165].
Tenofovir je aktivni proti HIV-1 1 HIV-2 a také proti hepadnaviru (virus zptisobujici hepatitidu
B) [164, 165]. Kvuli velmi $patné absorpci tenofoviru po peroralnim podani je pro zvySeni své
sttevni absorpce podavan ve formé TDF [166, 167]. Po absorpci je TDF hydrolyzovan na
tenofovir, ktery je nasledné v bunikdch fosforylovan na aktivni metabolit tenofovir difosfat
[167]. Tento aktivni metabolit je poté virovou reverzni transkriptdzou zaclenén do vznikajiciho
fetézce DNA misto endogenniho nukleotidu deoxyadenosin 5'-trifosfatu a tim dojde k pteruseni

syntézy virové DNA, ponévadz dalsi nukleotid se jiz nemuize navazat [165].
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Obrazek 11 Struktura tenofovir disoproxil fumaratu (TDF)

Biodostupnost TDF nala¢no je ptiblizné 25 %, pfi podani s tuénym jidlem se zvySuje az
na 39 %, maximalnich koncentraci v plazm¢ dosahuje za 2,3 hodiny po podéni s jidlem [168].
TDF vykazuje nizkou vazbu na bilkoviny plazmy (0,7 %) i séra (7,2 %) [169]. Hodnoty Cmax a
AUC tenofoviru se pohybuji kolem 240 — 250 ng/ml a 1 588 — 2 093 ng.h/ml po podani
jednorazové davky 300 mg a 303 —375 ng/ml a2 460 —3 020 ng.h/ml po opakovaném podévani
této davky jednou denné [168, 170]. Elimina¢ni polocas tenofoviru je pomérné dlouhy (ti2 =
11,9 hodin a po opakovaném podavani 14,4 hodin), jeho aktivni forma mé eliminacni polocas
jeste delsi (az 50 hodin) [168, 169]. Farmakokinetika tenofoviru neni ovlivnéna jaternim
metabolismem, neni substratem enzymi cytochromu P450, je exkretovan v nezménéné podobé
moci kombinaci glomerularni filtrace a aktivni tubulérni sekrece, proto je nutnd uprava davek

u pacientd s poruchou funkce ledvin [165, 169].

Lécebné rezimy obsahujici TDF jsou v souCasnosti Siroce pouzivané a piedstavuji
nejvyhodnéjsi antivirovou terapii. Jsou doporu¢ovany jako rezimy prvni volby pii zahajovaci
terapii HIV infekce [4]. TDF je doporucovan i jako profylaxe pro sniZeni rizika pohlavniho
pfenosu viru u rizikovych skupin dospélych [171]. U t€hotnych Zen je doporucovan jako 1€k
prvni volby v ramci lécby HIV infekce 1 prevence ptenosu viru z matky na dité [107, 172].
V soucasnosti  jsou k dispozici jeho fixni kombinace s emtricitabinem, efavirenzem,

rilpivirinem, elvitegravirem nebo cobicistatem [4].

Nedavno byl TDF popsan jako dudlni substrat P-gp a BCRP efluxnich transportérii a
zéaroven byla prokdzana role téchto transportérti v jeho ptestupu pies placentu [147]. Kviili

svému Sirokému pouziti pti terapii HIV pozitivnich t€hotnych zen byl v ¢lanku II této prace
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zvolen jako jeden zvhodnych substrati pro testovani vlivu etravirinu na transport

antiretrovirotik pfes placentu.

32



4 Cile prace

Obsahem predkladané dizertacni prace je studium farmakokinetickych vlastnosti 1éciv

pouzivanych v kombinované antiretrovirdlni terapii. U jednotlivych latek jsme sledovali

pfedev§im moznost jejich vzajemnych interakci na ABC a SLC Iékovych transportérech a

nasledny vliv na absorpci, distribuci nebo exkreci.

Jedna se konkrétn€ o splnéni nésledujicich cilt:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Pomoci in vitro transportnich experimenti na MDCKII buiikach exprimujicich
lidské transportéry popsat, zda je emtricitabin substrdtem c¢i inhibitorem P-gp,

BCRP, MRP2, OCT1, OCT2 a/nebo MATEI 1ékového transportéru.

Pomoci metod in vitro (akumulacni a transportni experimenty s MDCKII bunikami
exprimujicimi ABC transportéry) a in situ (transportni studie ptes dudlné
perfundovanou potkani placentu) popsat vliv etravirinu na transplacentarni prestup

TDF a abakaviru.

Pomoci metod in vitro (akumulacni a transportni experimenty s MDCKII bunikami
exprimujicimi ABC transportéry a intestindlnimi Caco-2 bunkami) a in vivo
farmakokinetickych studii na potkanech popsat vliv rilpivirinu na farmakokinetiku

(absorpci) abakaviru.

Pomoci metod in vitro (akumulacéni a transportni experimenty s MDCKII buiikami
exprimujicimi ABC 1 SLC transportéry a HEK 239 bunkami) a in vivo
farmakokinetickych studii na potkanech popsat vliv efavirenzu na farmakokinetiku

(exkreci) lamivudinu

Popsat, zda je lamivudin substratem vybranych ABC a SLC transportért a studovat
s pouzitim ex vivo a in situ metod jejich piipadnou roli v pfestupu lamivudinu pies

placentu.

Pomoci in vitro transportnich experimentli na MDCKII bunikach exprimujicich
lidské ABC transportéry a in situ metody dudlné perfundované potkani placenty
zjistit, zda je efavirenz substratem P-gp, BCRP nebo MRP2.

33



5 Seznam praci a podil kandidata na jednotlivych publikacich

Tato dizertacni prace je predkladana jako komentovany soubor Sesti praci publikovanych

v zahrani¢nich Casopisech s IF. VSechny manuskripty jsou piivodni experimentalni prace

zamétené na popis a vyhodnoceni interakcei klinicky relevantnich antiretrovirotik s Iékovymi

transportéry a vliv téchto interakci na farmakokinetiku studovanych léciv.

Kandidat je prvnim autorem ¢étyt praci (I, IL, IIT a IV) a spoluautorem dvou praci (V a VI).

Jeho podil na jednotlivych publikacich je nasledujici:

L.

IL.

I1I.

IV.

Reznicek, J., Ceckova, M., Cerveny, L., Miiller, F., & Staud, F. (2017). Emtricitabine is a
substrate of MATEI but not of OCT1, OCT2, P-gp, BCRP or MRP2 transporters.
Xenobiotica, 47(1), 77-85.

e praktické provedeni pfevazné vétSiny bunéénych experimentd, analyza dat a

sepsani manuskriptu

Reznicek, J., Ceckova, M., Tupova, L., & Staud, F. (2016). Etravirine inhibits ABCG2
drug transporter and affects transplacental passage of tenofovir disoproxil fumarate.
Placenta, 47, 124-129.

e praktické provedeni pfevazné vetSiny bunéénych experimentl a perfiznich

experimentll v pritomnosti inhibitort, analyza dat a sepsani manuskriptu

Reznicek, J., Ceckova, M., Ptackova, Z., Martinec, O., Tupova, L., Cerveny, L., & Staud,
F. (2017). MDR1 and BCRP Transporter-Mediated Drug-Drug Interaction between
Rilpivirine and Abacavir and Effect on Intestinal Absorption. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 61(9), e00837-17.

e praktické provedeni pfevazné vétSiny in vitro experimentli, podil na

provedeni in vivo experimentl, analyza dat a sepsani manuskriptu
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7 Jednotlivé prace a jejich komentare

PIné znéni ¢lankd je v priloze.
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7.1 Emtricitabine is a substrate of MATE1 but not of OCT1, OCT2, P-gp, BCRP or
MRP2 transporters

Josef Rezni¢ek, Martina Ce¢kova, Lukas Cerven}'/, Fabian Miiller, Frantisek Staud
Xenobiotica, 2017; 47(1): p. 77-85

(IF 2016120171 — 1,932)

Emtricitabin je nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy pouzivany v kombinované
antiretrovirdlni terapii HIV pozitivnich pacientd. Je vylucovan pievazné ledvinami
v nezménéné podobé¢. Cilem této prace bylo objasnit, zda je emtricitabin substratem ABC (P-
gp, BCRP, MRP2) nebo SLC (OCT1, OCT2, MATEL1) transportéri a posoudit vliv téchto

transportérti ve farmakokinetickych 1ékovych interakcich.

S vyuzitim in vitro transportnich experimenti pies monovrstvu MDCKII bunék
transdukovanych lidskymi transportéry jsme zjistili, ze emtricitabin neni substritem P-gp,
BCRP, MRP2, OCT1 ani OCT2, ale je substraitem MATEI. Transport emtricitabinu pies
MDCK-MATE]1 bunéénou monovrstvu byl stimulovan pH gradientem a inhibovan pti nizké
teploté. MATE1-zprostfedkovany transport emtricitabinu jsme dale potvrdili pomoci jeho
inhibice v pfitomnosti cimetidinu nebo ritonaviru a narGstu akumulace emtricitabinu

v bunkach.

Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze emtricitabin je substratem MATEI, ale neni substratem
OCT1, OCT2, P-gp, BCRP ani MRP2 transportnich proteinti. Déle usuzujeme, Ze MATE1
mize ovliviiovat farmakokinetiku emtricitabinu, pfedev§im na Urovni ledvinné exkrece.
MATEI ma také potencial zptisobovat Iékové interakce mezi emtricitabinem a dal$imi 1é¢ivy,

ktera jsou inhibitory, pfipadné substraty, tohoto transportéru.
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7.2  Etravirine inhibits ABCG2 drug transporter and affects transplacental passage of

tenofovir disoproxil fumarate

Josef Rezni¢ek, Martina Ce¢kova, Lenka Tupové, Franti$ek Staud
Placenta, 2016; 47: p. 124-129

(IF20151 — 2,972)

Vsechny HIV pozitivni t€hotné Zeny by mély byt 1éeny kombinovanou antiretroviralni
terapii kvuli prevenci pfenosu viru z matky na dité. Nedavné prace nasi vyzkumné skupiny
prokazaly, ze ptfestup dvou antiretrovirotik ze skupiny NRTI, abakaviru a TDF z matky do
plodu je limitovan aktivitou placentarnich P-gp a BCRP transportérti. Cilem této studie tedy
bylo zhodnotit 1ékové interakce zplisobené transportéry mezi témito 1€Civy a etravirinem,
novym NNRTI pouzivanym v cART, a posoudit relevanci téchto Iékovych interakei pro

transplacentarni transport abakaviru a TDF.

Pouzili jsme in vitro akumula¢ni a transportni experimenty na MDCK bunkach
exprimujicich P-gp a BCRP transportéry. Dale jsme studovali efekt etravirinu na piestup

abakaviru a TDF pfes placentu pomoci in situ metody dudlné perfundované potkani placenty.

Pomoci akumulacnich experimentl jsme potvrdili vyznamnou inhibici BCRP, nikoli
vSak P-gp, etravirinem. Etravirin dale kompletn¢ inhiboval transport TDF pfes monovrstvu
MDCK buné¢k exprimujicich BCRP. Podobny inhibi¢ni efekt etravirinu jsme pozorovali také u
transportu abakaviru, ovSem jiZ pii niz§i koncentraci etravirinu. Etravirin také sniZoval

transport TDF, ale ne abakaviru, pies potkani placentu ve sméru z plodu do matetské cirkulace.

Etravirin je tedy schopen ovlivnit transplacentarni farmakokinetiku TDF, nikoli v8ak
abakaviru, a to diky inhibici BCRP transportéru. Nase vysledky by mohly hrat ulohu pii

zaClenéni etravirinu do 1écebnych reziml obsahujicich TDF a pouzivanych béhem téhotenstvi.
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7.3 MDRI1 and BCRP transporter-mediated drug-drug interaction between rilpivirine
and abacavir; effect on intestinal absorption

Josef Rezni¢ek, Martina Ce¢kova, Zuzana Ptackova, Ondrej Martinec, Lenka Tupové, Lukas

Cerveny, Frantisek Staud
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2017: 61(9), e00837-17

(IF2016120171 — 4,302)

Rilpivirin je vysoce ucinny ne-nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptdzy druhé
generace, ktery predstavuje efektivni slozku kombinované antiretroviralni terapie (CART) HIV
pozitivnich pacientd. Mnoho antiretrovirotik bézné€ uzivanych v cART je substratem ABC nebo
SLC lékovych transportérli, coZ je ¢ini nachylné ke vzniku farmakokinetickych lékovych
interakci. Cilem této studie bylo zhodnotit interakce rilpivirinu s abakavirem a lamivudinem na
vybranych ABC a SLC transportérech pomoci in vitro metod a posoudit jejich vliv na

farmakokinetiku pomoci in vivo studii.

Za pouziti akumulacénich studii na MDCK buiikach exprimujicich vybrané¢ ABC a SLC
transportéry jsme zjistili, ze rilpivirin je silny inhibitor MDR1 a BCRP transportéri ale
neinhibuje MRP2, OCT1, OCT2 ani MATEI. Transportni experimenty pies monovrstvy
polarizovanych MDCK-MDR1, MDCK-BCRP a Caco-2 bunék prokazaly, Ze rilpivirin inhibuje
eflux abakaviru zprosttedkovany MDR1 a BCRP transportéry a zvySuje jeho pfestup pies
membrany. /n vivo experimenty na samcich potkanti kmene Wistar potvrdily inhibici MDR1 a
BCRP transportérii v tenkém stiev€, coz vedlo k vyznamnému zvySeni biodostupnosti
abakaviru. V této préci jsme tedy potvrdili inhibici MDR1 a BCRP transportéri rilpivirinem,
coz muze ovlivnit farmakokinetické chovani soucasné podavanych substratl téchto

transportért, jako je naptiklad abakavir.
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7.4 Efavirenz reduces renal excretion of lamivudine by inhibiting organic cation
transporters (OCT, Oct) and multidrug and toxin extrusion proteins (MATE,
Mate).

Martina Ce¢kova®, Josef Rezni¢ek”, Deutsch Birgit, Fromm Martin F., Frantisek Staud

* oba autori prispéli k této praci stejnym dilem
PLOS One, “v recenznim fizeni” (¢erven 2018).

(IF201612017) — 2.806)

Efavirenz, ne-nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptdzy, ptredstavuje vyznamnou
slozku kombinované antiretroviralni terapie (cART) HIV pozitivnich pacientii. Je obvykle
kombinovan s nukleosidovymi inhibitory reverzni transkriptazy, z nichz mnohé jsou substraty
OCT, MATE, MDR1, BCRP nebo MRP2 I¢kovych transportérti. Cilem této studie bylo
zhodnotit inhibi¢ni potencial efavirenzu k t€émto transportériim a pomoci in vitro and in vivo
studii posoudit pfipadné, transportéry zprostiedkované, 1€kové interakce mezi efavirenzem a

prislusnymi antiretrovirotiky, ktera jsou substraty zminénych transportér.

Akumulacéni experimenty prokazaly, Ze efavirenz inhibuje vstup metforminu do MDCK
bun¢k exprimujicich OCT1, OCT2 a MATEI1 s prisluSnymi hodnotami ICso 2,30, 5,66 a
3,85 uM. MATE2-K transportér v HEK bunkéch byl inhibovan pouze nepatrné. Efavirenz dale
vyznamné snizoval transport MPP" a lamivudinu, nedavno popsaného substratu OCT a MATE
transportért, pies monovrstvy bunék MDCK-OCT1, MDCK-OCT2, MDCK-MATE1, MDCK-
OCTI-MATE1l a MDCK-OCT2-MATEI. K potvrzeni interakce mezi efavirenzem a
lamivudinem jsme provedli in vivo farmakokinetické studie na potkanech kmene Wistar.
Intravenozné aplikovany efavirenz (10 uM) a kontrolni inhibitor OCT/MATE transportért
cimetidin (300 uM) vyznamné snizovali rendlni clearance lamivudinu (o 74,9% a 64,8%) a déle
vedli ke zvySené akumulaci lamivudinu v ledvinné tkani (10,3x a 9,84x vyssi akumulace).
Efavirenz dale snizoval eflux kalceinu z MDCK-MRP2 bunék s hodnotou ICso = 4,9 uM.
Pomérné slaby inhibi¢ni ucinek byl pozorovan u akumulace Hoechst 33342 v MDCK-MDRI1
a MDCK-BCRP buiikach s ptislusnymi hodnotami ICso 33,3 a 31,5 uM. Nase data naznacuji,
ze efavirenz je silny inhibitor OCT1, OCT2, MATEI a MRP2 transportéra, ktery je schopny
zpusobit 1€kové interakce vedouci ke snizené eliminaci soucasné podanych substrata téchto
transportérii a jejich zvySeném zéachytu v exkrecnich organech, coz muize vést k toxicité a
sniZeni bezpecnosti terapie.
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7.5 Role of ABC and solute carrier transporters in the placental transport of

lamivudine

Martina Ce¢kova, Josef Reznitek, Zuzana Ptackova, Lukas Ceweny, Fabian Miiller, Marian

Kacerovsky, Martin Fromm, Jocelyne Glazier, Frantisek Staud
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2016: p. 5563-72

(IF 20151 — 4,476)

Lamivudin je jedno z antiretrovirotik prvni volby uzivané k prevenci ptenosu HIV viru
z matky na plod a pfi terapii HIV pozitivnich t€hotnych Zen. V této praci jsme studovali vyznam
efluxnich transportért P-gp, BCRP, MRP2 a MATE] pro transmembrdnovy transport

lamivudinu a jeho ptechod pies placentu.

Pouzili jsme in vitro akumulaéni a transportni experimenty na MDCK bunkach
exprimujicich studované transportéry, in situ metodu dualné perfundované potkani placenty a
dale metodu vychytavani 1é¢iva do mikroviloznich membranovych (MVM) vezikuli

izolovanych kratce po porodu z lidské placenty.

Transport lamivudinu byl vyznamné urychlen v buiikidch exprimujicich MATEI, nikoli
vSak v buiikkach exprimujicich P-gp, BCRP nebo MRP2. Podobné také transplacentarni
transport lamivudinu nebyl ovlivnén témito tfemi transportéry. Nicméné prestup lamivudinu
ptes potkani placentu a jeho vstup do MVM vezikll byl zavisly na pH, coZ naznaCuje mozné
zapojeni MATEI v transportu lamivudinu pifes placentu ve sméru z plodu do mateiské

cirkulace.

Transport lamivudinu pfes placentu tedy neni ovlivnény P-gp, BCRP ani MRP2. Nase
vysledky vSak naznacuji pfitomnost na pH zavislém mechanismu, ktery zprostiedkovava
transport lamivudinu pfes placentu ve sméru z plodu do matetské cirkulace. Na zakladé naSich

vysledki se domnivame, ze MATE1 muze byt, alespoii z Casti, zodpovédny za tento transport.
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7.6 Universal efavirenz determination in transport study, rat placenta perfusion and

placenta lysate by HPLC-UV

Lucie Zelena, Josef Reznitek, Martina Ce¢kova, Hana Sklenafova
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2017: p. 70 - 77

(IF 20161 — 3,255)

Cilem této prace bylo vyvinout jednoduchou, rychlou a citlivou metodu pro stanoveni
efavirenzu ve vzorcich ziskanych z in vitro transportnich a in situ perfznich experimenti a s
pomoci této metody objasnit, zda je efavirenz substratem P-gp, BCRP nebo MRP2. Metoda

byla vyvinuta a validovana a bylo zméteno celkem 805 vzork.

Z vysledki in vitro transportnich experimenti provedenych na MDCK bunkach
exprimujicich lidsky P-gp, BCRP nebo MRP2 vyplyvd, Ze efavirenz pravdépodobné neni
perfuznich experimentl na potkani placenté. Prvni ziskané vysledky ovSem naznacovaly, Ze je
efavirenz siln€ transportovan z fetdlni do maternalni cirkulace. Tento transport jsme vSak nebyli
schopni inhibovat nékolika kontrolnimi inhibitory studovanych transportéri. Nakonec jsme
zjistili, Ze pfi perfuznich experimentech dochézelo k silné adhezi efavirenzu k hadiC¢kam
(Masterflex Tygon E-Lab na bazi PVC), kterymi byl roztok ptivadén k placenté, a ziskané
vysledky byly tedy znacné zkreslené.

Podafilo se ndm prokézat, ze efavirenz pravdépodobné neni substratem P-gp, BCRP ani
MRP?2 in vitro, avsak kvuli technickym potizim pti perfiznich experimentech jsme toto nebyli

schopni ovéfit in situ na potkani placenté.
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8 Zavér

V 1écbe HIV infekce je v soucasnosti standardné vyuzivana kombinovana antiretroviralni
terapie (cART), kterd efektivné snizuje hladiny virové RNA v krvi, oddaluje propuknuti AIDS
a tim prodluzuje a zkvalitituje zivot HIV pozitivnich pacientd. S vyhodou se uziva i u HIV
pozitivnich t€hotnych Zen, kde minimalizuje riziko pfenosu viru z matky na dité. V neposledni
fad¢ se také vyuziva jako prevence pied nakazou HIV u rizikovych osob (napft. zdravotnicky
personal ptrichazejici do styku s HIV pozitivnimi pacienty nebo partneii HIV pozitivnich osob).
Jelikoz se vSak pfi tomto zpusobu 1é¢by uziva vice 1€¢iv soucasné, existuje zde riziko vzniku
I¢kovych interakci, které mohou zptsobit selhdni terapie nebo vést k rozvoji nezaddoucich

ginkd 1éeby [4, 107].

Lékové transportni proteiny Siroce ovliviluji absorpci, distribuci a eliminaci velkého poctu
1€¢iv, veetné antiretrovirotik, a mohou se tedy podilet na vzniku farmakokinetickych lékovych
interakci mezi jednotlivymi 1éCivy. Znalost interakci jednotlivych antiretrovirotik s 1ékovymi
transportéry je tedy nezbytna ke komplexnimu pochopeni jejich farmakokinetiky a k zajisténi
bezpecné a ucinné terapie HIV pozitivnich pacientll véetné t€hotnych Zen a k prevenci pfenosu
viru z matky na dit€¢ nebo z infikované osoby na osobu zdravou. V této praci jsme se tedy
zam¢étili na objasnéni interakei né€kolika antiretrovirotik s vybranymi lékovymi transportéry a
také na to, zda tyto interakce mohou ovlivilovat farmakokinetiku jinych antiretrovirotik

pouzivanych v cART.

V feSeni projektll, jeZ jsou soucasti této disertacni praci, jsme vyuzili fadu jiz diive
zavedenych experimentdlnich metodik. Pouziti MDCK linii exprimujicich OCT a MATEI1
transportéry a Caco-2 bunck v akumulacnich a transportnich studiich bylo v nasi laboratofi

v ramci této prace noveé zavedeno a optimalizovano.

Transportni experimenty pies monovrstvu polarizovanych MDCK bunék exprimujicich
jednotlivé transportéry umoziiuji hodnotit, zda testované 1€civo je €1 neni substratem 1€¢kovych
transportérti. Podle ITC lze 1é€ivo oznacit za substrat daného transportéru tehdy, kdyZ pomér
transportu z bazolaterdlniho do apikédlniho kompartmentu (BA) versus opa¢nému transportu
(AB) je vétsi nez 2 (BA/AB >2). V ramci této prace jsme odhalili emtricitabin jako substrat
MATEI transportéru a potvrdili téz vysokoafinitni transport lamivudinu prostfednictvim

MATEIL.

Kromé studia substratové specifity byly transportni experimenty pouZity i pro hodnoceni
interakci IéCiva s transportem modelovych substrath a ptipadné jinych 1&C€iv, kterd jsou pomoci
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daného transportniho proteinu prenasena. Tyto studie navazovaly na in vitro akumulacni
experimenty na transportéry exprimujicich MDCK bunécnych liniich, kde jsme hodnotili, zda
dan¢ antiretroviralni 1é¢ivo ovliviiuje akumulaci modelovych fluorescencnich substrati (napf-.
Hoechst 33342 nebo ASP") uvniti bunék. V ramci téchto experimenti jsme tak odhalili
etravirin jak inhibitor BCRP interagujici s transportem abakaviru a TDF a rilpivirin jako
inhibitor P-gp i BCRP schopny ovlivnit transport abakaviru in vitro. Ob¢ interakce byly ovéteny
téz na organové, resp. celotélové urovni s vyuzitim in situ metody dualné perfundované potkani
placenty a in vivo farmakokinetickych experimenti na samcich potkanii kmene Wistar.
Farmakokineticka interak¢ni studie na potkanech byla pouzita i v hodnoceni interakce
efavirenzu s lamivudinem na Urovni rendlni exkrece zprosttedkované OCT a piedevSim

MATEI transportéry.

V ramci této dizertacni praci jsme vyrazné rozsitili soucasny stav poznani ohledné interakci
vybranych, ve farmakoterapii HIV ¢asto pouzivanych antiretrovirotik s I€kovymi transportéry.
Krome toho jsme odhalili n¢kolik potencialné klinicky vyznamnych 1ékovych interakci a to jak
na urovni absorpce, eliminace tak i distribuce, véetné ovlivnéni piestupu antiretrovirotik pres
placentu. Vysledky jednotlivych publikaci jsou piehledné zpracovdny a sumarizovany
v tabulkach 2 a 3. Klinicky vyznam uvedenych interakci a jejich ptipadnou roli v ovlivnéni
ucinnosti a bezpecnosti terapie vSak bude nutné jest¢ ovéfit v ramci studii na pacientech.

Nicméné v ptipadé jejich potvrzeni by mohly nami publikované informace vést k efektivnéjsi

wvewr
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Tabulka 2 Souhrn interakci antiretrovirotik s vybranymi lékovymi transportéry.

MDRI1
. Sub.
emtricitabin
. Inh.
etravirin
. Inh.
rilpivirin
+
L Sub.
lamivudin
efavirenz Sub. —
Inh. (+)
Sub. Substrat
Inh. Inhibitor
+ Pozitivni interakce

(+) Slabé pozitivni interakce

Zadna interakce

ND - Netestovano

BCRP

Sub.

Inh.
+

Inh.
+

Sub.

Sub. —
Inh. (+)

MRP2

Sub.
ND
Inh.
Sub.

Sub. —
Inh. (+)

OCT1

Sub.

ND

Inh.

ND

Inh.

OCT2

Sub.

ND

Inh.

ND

Inh.

MATEI

Sub.

+

ND

Inh.

Sub.

Inh.

MATE2-K

ND

ND

ND

ND

Inh.



Tabulka 3 Souhrn zjisténych 1ékovych interaket.

Lékova interakce Transportér(y) Metoda Vysledek interakce
emtricitabin
X MATEI in vitro | transport emtricitabinu pfes bunéénou monovrstvu
cimetidin, ritonavir
etravirin
1 transport TDF pfies placentu (z maternalni krve do
X BCRP in situ
fetalni)
TDF
rilpivirin
X MDR1, BDRP in vivo 1 biodostupnost abakaviru
abakavir
efavirenz _ o o
ovlivnéni farmakokinetiky lamivudinu - | renalni
X OCT2, MATEI1 in vivo _ _
clearance, 1 retence v ledvinné tkani, T AUCy., 1 ti2

lamivudin
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10 Ocenéni

Za posterovou prezentaci s nazvem ,,Efavirenz decreases renal excretion of lamivudine
through inhibition of OCT1, OCT2 and MATEI1 drug transporters” bylo udéleno Cestné

uznani v ramci soutéze o nejlepsi posterova sdéleni.
autofi: Reznicek J., Ceckova M., Staud F.
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