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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Student: Zdenék Zaboj

Skolitel: PharmDr. Lukas Cerveny, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Studium lékovych interakci antivirotik na stfevnich

transportérech

Sofosbuvir je antivirotikum Siroce vyuzivané v terapii chronické hepatitidy C. Toto oralné
aplikované prolécivo je navrienym substratem ATP-vazajicich (ABC) efluxnich
transportért, P-glykoproteinu (ABCB1) a breast cancer resistance proteinu (ABCG2).
ABCB1 a ABCG2 jsou vyznamnymi determinanty stfevni absorpce a jsou i mistem vzniku
vyznamnych farmakokinetickych |ékovych interakci, vedoucich ke zméné expozice
IéCivu. Farmakokinetické lékové interakce mohou byt nezadouci (zvySujici toxicitu
|é€by), nebo naopak Zadouci (umoZnujici redukci davkovani). ProtoZe je sofosbuvir ¢asto
podavan v kombinaénich rezimech s jinymi anti(retro)virotiky, bylo cilem predkladané
diplomové prace studovat schopnost zvysit stfevni absorpci sofosbuviru. Pro studium
farmakokinetickych Iékovych interakci na ABCB1 a ABCG2 byla vyuZita Siroce etablovana
in vitro metoda obousmérného transportu pfes polarizovanou monovrstvu tvofenou
bunécénou linii Caco-2, kterd je odvozena od kolorektdlniho karcinomu. Analyzovali jsme
[ékové interakce sofosbuviru na téchto efluxnich transportérech svybranymi
anti(retro)virotiky. Jako pozitivni kontrola inhibice transportu byli pouzZity specifické
inhibitory Ko134 pro ABCG2, zosuquidar pro ABCB1 a elacridar jako inhibitor ABCB1 i
ABCG2. Vysledky ndam ukdazaly v pouZité 5uM koncentraci sofosbuviru pouze inhibici
ABCB1. Z pouzitych anti(retro)virotik prokazala signifikantni inhibi¢ni potencial (a tim i
potencial zvysit stfevni absorpci sofosbuviru in vivo) atazanavir, daclatasvir, ledipasvir,
lopinavir, simeprevir a ritonavir, jakozto inhibitory ABCB1. Analyza dat nékolika
zkoumanych koncentraci inhibitoru lopinaviru prokdzala zdavislost miry inhibice na
koncentraci. V diplomové préci jsme demonstrovali moznost vyuziti interakci l1éciv na
stfevnich efluxnich transportérech jako moiného aspektu vedouciho k redukci

davkovani a tim k celkovému snizeni ceny farmakoterapie.
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3. ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Zdenék Zaboj

Supervisor: PharmDr. Luka$ Cerveny, Ph.D.

Title of diploma thesis: Study of drugs interactions of antiviral drugs with intestinal

transporters

Sofosbuvir is an antiviral agent widely used in the treatment of chronic hepatitis C. This
orally administered prodrug is a designed substrate of ATP-binding (ABC) efflux
transporters, P-glycoprotein (ABCB1) and breast cancer resistance protein (ABCG2).
ABCB1 and ABCG2 are important determinants of intestinal absorption and are the site
of significant pharmacokinetic drug interactions, leading to changes in drug exposure.
Pharmacokinetic drug interactions may be undesirable (increasing the toxicity of the
treatment) or desirable (allowing dose reduction). Because sofosbuvir is often
administered in combination regimens with other anti(retro)virotics, the aim of this
thesis was to study the ability to enhance intestinal absorption of sofosbuvir. To study
the pharmacokinetic drug interactions on ABCB1 and ABCG2, a widely established
in vitro bi-directional transport method through a polarized monolayer formed by the
Caco-2 cell line derived from colorectal cancer has been used. We analyzed the drug
interactions of sofosbuvir on these efflux transporters with selected anti(retro)virotics.
Specific Ko134 inhibitors for ABCG2, zosuquidar for ABCB1 and elacridar as both ABCB1
and ABCG2 inhibitors were used as positive transport inhibition controls. The results
showed us only the inhibition of ABCB1 in the 5 uM concentration of sofosbuvir. From
the used anti-virotics, atazanavir, daclatasvir, ledipasvir, lopinavir, simeprevir and
ritonavir, as ABCB1 inhibitors, demonstrated significant inhibitory potential and thus the
potential to increase the intestinal absorption of sofosbuvir in vivo. Analyzing the data
of several research concentrations of inhibitor lopinavir demonstrated a concentration-
dependent inhibition of lopinavir. In this thesis, we demonstrated the possibility of using
drug interactions on intestinal efflux transporters as a possible aspect leading to dose

reduction and thus an overall reduction in the cost of pharmacotherapy.
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4. UVOD

Chronickd infekce virem hepatitidy typu C je zavainé onemocnéni postihujici
celosvétové 80—-160 milionl lidi (Zopf, Kremer, Neurath, & Siebler, 2016), kazdoro¢né
umira na HCV a jeji komplikace kolem 400 tisic lidi (Dufour, 2005). V minulosti nebyla
dostupna ucinna lécba proti jejim mnoha genotypim. Terapeutickd revoluce |é¢by HCV
pfisla v roce 2011 s nastupem pfimo pusobicich antivirotik (DAA) na trh. Prvni generace
predstavovala latky telaprevir a boceprevir. Obé tyto latky vSak byly limitovany
zvySovanim nezadoucich ucink(i pegylovaného interferonu (Peg-IFN) a ribavirinu (RBV)
se kterymi byly poddvany v kombinaci, a vykazovaly dostatecny ucinek jen proti
genotypu 1. Pozdéji se na trhu objevily latky s dobrou toleranci a vysokou trvalou

virologickou odpovédi, jako je sofosbuvir (Rivero-Juarez, Brieva, Frias, & Rivero, 2018).

Sofosbuvir je DAA s velkou ucinnosti, s nizkym vyskytem nezadoucich ucinku a s nizkou
nachylnosti ke vzniku rezistence (Bhatia, Singh, Grewal, & Natt, 2014). Zaroven je
v soucasnosti asi nejucinnéjsSim lécivem proti HCV na trhu a ma proti predchozim
[éC¢ivim mnoho ptinosl, jako napf. peroralni podani vjednodennim davkovacim
schématu (Prof. MUDr. Petr Urbdnek, 2014; Rivero-Juarez et al., 2018). Perordlni podani
vSak pro vétSinu |éc¢iv znamend absorpci skrz stfevni bariéru (Artursson & Karlsson,

1991).

Stfevni absorpce |écCiv je vSak velice komplikovanym déjem, jehoz se Gcastni Siroka skala
faktor(. Mezi klinicky vyznamné faktory patti rozsahla skupina stfevnich membranovych
proteind (Zakeri-Milani & Valizadeh, 2014), ke které patfi i rodina ABC efluxnich
transportért (Schinkel & Jonker, 2012). Ke klinicky dilezZitym stfevnim ABC transportéru
patfi P-glykoprotein (P-gp, ABCB1) a breast cancer resistence protein (BCRP, ABCG2).
(Zakeri-Milani & Valizadeh, 2014), které snizuji absorpci svych substratl; sofosbuvir je

substratem ABCG2 a ABCB1 (Squibb, 2013).

Klinické pulsobeni Iéfiva vorganismu je vyznamnou mérou ovlivnéno
farmakokinetickymi lékovymi interakcemi na stfevnich transportérech ABCB1 a ABCG2
(Montanari & Ecker, 2015) vedoucimi ke zvysSeni expozice |éCivu vlivem soucasné
podaného léciva (Holy & Peskovd, 2015) na téchto transportérech. Z toho vyplyva

nutnost vyzkumu téchto Iékovych interakci pro zabezpeceni bezpecné a dostatecné



ucinné farmakoterapie. Metodou doporuc¢enou EMA (European Medicines Agency), FDA
(Food and Drug Administration) a ITC (International Transporter Concortium) je pro
tento vyzkum in vitro testovani obousmérného transportu na bunkach Caco-2 (Huang,

2009; Anna & Huguet Ninou, 2013; Giacomini et al., 2010; Liu et al., 2017).



5. TEORETICKA CAST

5.1 HCV

5.1.1 Epidemiologie a pribéh infekce HCV

Hepatitida C je infekéni onemocnéni zplsobené virem hepatitidy typu C (HCV) postihujici
predevsim jatra. HCV je jednovlaknovy RNA virus rodu Hepacivirus z ¢eledi Flaviviridae.
Jeho Cteci rdmec kdduje 10 strukturdlnich proteint (pro kapsidu a obal) a dalsi
nestrukturdlni proteiny nutné kreplikaci viru, véetné NS5B (Bhatia et al., 2014).
Je zndmo jeho 6 genotyp( a okolo 100 subtypd. Celosvétové (véetné CR) je nejéastéjsim
subtypem 1b (Husa, 2009). Hepatitida C miva akutni, nékolik tydn( trvajici priibéh se
spontanni clearance. Akutni infekce, projevujici se nechutenstvim, vagnimi bfiSnimi
potizemi, nauzeou a zvracenim, prechazi do chronického stavu v 60—85 % pfipadu

(Lexova, Céstkova, Kynél, Mandakova, & Némecek, 2015).

Inkubacni doba se pohybuje v rozsahu 2 tydnl az 6 mésicl, nejcastéjsi je 6-9 tydnu.
HCV se prendsi parenterdlné nakazenou krvi, dale také sexudlnim stykem ¢i vertikdlné
z matky na dité béhem téhotenstvi (Dufour, 2005). Chronicka infekce virem hepatitidy C
postihuje 80—-160 milionu lidi po celém svété a az u 30 % postiZzenych vyusti v cirhézu
jater. U téchto pacientl se vyviji hepatocelularni karcinom (Zopf et al.,, 2016).
Rocné zemfie na komplikace HCV infekce az 400 tisic lidi (Dufour, 2005). V roce 2001 bylo
zjiSténo, Ze prevalence protilatek anti-HCV v bézné ceské populaci je 0,2 % (P Urbanek
et al., 2017). Infekce virem HCV se ale v ¢eské populaci vyskytuje prevazné v urcitych
rizikovych skupinach, které nelze plné zmapovat. Je tedy pravdépodobné, Ze skutecnd
prevalence bude vyssi. Mezi nejrizikovéjsi skupinu patfi injekéni uZivatelé drog. V letech
2006-2015 bylo nahlaseno 1254 pfipadd akutnich HCV a 7577 ptipadd chronické HCV.
Injekéni uzivatelé drog tvori 88,5 % osob s akutni formou HCV a 93 % osob s chronickou

hepatitidou C (Lexova et al., 2015).
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U lidi s akutni symptomatickou formou se objevuje horecka, Unava, snizena chut k jidlu,
nevolnost, zvraceni, bolest bficha, tmavd moc, sedé zbarvena stolice, bolest kloubt
a Zloutenka (Zloutnuti kGize a bélma oci). Kvili ¢astému asymptomatickému priabéhu
(az v 80 %) Casto nedojde ke v€asnému zachytu mnoha infikovanych osob, coZ vede
k tomu, Ze diagnéza HCV muUze probéhnout az poté, co jsou vainé poskozena jatra

(Dufour, 2005).

Infekce HCV je cCasto doprovazena koinfekci HIV (Herbst & Reddy, 2013). Proto se
v diplomové praci zabyvam také nékterymi antiretrovirotiky pouzivanymi pfti lécbé HIV

(ritonavir, didanosin, atazanavir, zidovudin, lopinavir).

5.1.2 Lécba chronické infekce HCV

Lécba chronické infekce HCV zalezi na nékolika faktorech, mezi které se fadi vék
pacienta, genotyp viru a mira poskozeni jater. V soucasnosti dostupna léciva umozniuji

urcitou miru individualizace IéCby.

Do roku 2011 byla pro Ié€bu HCV jako standard brdana kombinace pegylovaného
interferonu s ribavirinem (Peg-IFN; RBV). Tato terapie byla ale spojena s velkou mirou
nezadoucich Gcink( a suboptimalni mirou trvalé virologické odpovédi. V roce 2011 vsak
vstoupila na trh pfimo puasobici antivirotika (DAA), ktera znamenala revoluciv |é¢bé HCV.
V prvni generaci byly na trh uvedena léCiva telaprevir a boceprevir, coZ jsou dva
inhibitory proteazy NS3/4a. Oba byly pouZivany v kombinaci s Peg-IFN a RBV po dobu
24-48 tydnl a jsou registrovany pouze pro [é¢bu HCV genotypu 1. U ostatnich genotypu
nemély dostatecny ucinek. Jejich nejvétSim problémem vsak byl vyznamny vyskyt
nezadoucich ucinkl (kozni wvyrazky, pruritus, anemie, dysgeuzie). Pozdéji doslo
k zaclenéni ucinnéjsich DAA s velice dobrou toleranci a vysokou trvalou virologickou

odpovédi (az do 100 %) jako jsou sofosbuvir a daclatasvir (Rivero-Juarez et al., 2018).

Dalsi léCiva pouzivana v terapii HCV jsou ledipasvir, velpatasvir, dasabuvir, ombitasvir,
paritaprevir, grazoprevir, elbasvir, simeprevir, voxilaprevir. Sofosbuvir je pouZzivan
samostatné (pfipravek Sovaldi) nebo ve fixni kombinaci s ledipasvirem (pfipravek
Harvoni), s velpatasvirem (pfipravek Epclusa), s velpatasvirem a voxilaprevirem

(ptipravek Vosevi) (P Urbanek et al., 2017).
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Tabulka 1: V soucasnosti vyuZivané kombinace anti-HCV farmakoterapeutik dle

genotypu HCV.
S HQgemowp

DAA - rezim la 1b 2 3 4 5 6
SOF +R (x) (x) X X (x) (x) (x)

SOF + SMV (R) X X X

SOF + DCV!(R) X X (x) X X
SOF + LDV (R) X X (x) X X X

OBV + PTV/r (DSV; R) (3D) X X
OBV + PTV/r (R) (2D) X

DAA — primé antivirotika, DCV — daclatasvir, DSV — dasabuvir, HCV - virus hepatitidy
typu C, LDV — ledipasvir, OBV — ombitasvir, PTV — paritaprevir, SMV — simeprevir
SOF — sofosbuvir, R — ribavirin, r — ritonavir, x — dostatecnd trvald virologickd odpovéd,

(x) — nekonzistentni nebo nedostatecnd data, ! — neschvdlen v USA

Prevzato a upraveno z: (Zopf et al., 2016)

5.2 Sofosbuvir

Sofosbuvir je pravdépodobné nejucinnéjsi pripravek proti HCV na trhu. Jednd se o
vysoce ucinné, bezpecné, peroralné podavané lécivo s nizkou nachylnost ke vzniku
rezistence (Bhatia et al., 2014). Proti starSim [ékiim ma nékolik vyhodnych vlastnosti,
jako napr zkraceni |é€by, davkovaci interval jednou denné p.o., nizka toxicita a moznost

nekombinovat jej s Peg-IFN (Rivero-Juarez et al., 2018).

5.2.1 Charakteristika a mechanismus ucinku

Sofosbuvir, nukleotidovy NS5B inhibitor, chemicky nazev L-Alanine, N-[[P(S),2'R]-2'-
deoxy-2'-fluoro-2'-methyl-P-phenyl-5-uridylyl]-1-methylethyl ester) je synteticky
inhibitor (analog uridinu) virové RNA-dependentni RNA polymerdzy (produkt NS5B
oblasti virového genomu) (Bhatia et al., 2014). Pouziva se pro lé¢bu HCV samostatné
nebo v kombinaci sjinymi DAA vcéetné jinych NS5B inhibitorl, ¢i s Peg-IFN a RBV
(Rivero-Juarez et al., 2018). Je ucinny proti vSem genotyplm HCV. Hodnoty ECso jsou u
genotypd 1a — 0,04 pumol; 1b — 0,11 umol; 2a — 0,05 umol; 3a — 0,05 umol;
4a — 0,04 umol. Pro chimerické genotypy 1b kédujici polymerdzu 2b, 5a a 6a jsou nutné

vy$$i koncentrace 0,14-0,15 umol (SUKL, 2018).
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Monoterapie terapie sofosbuvirem je vSeobecné dobre tolerovdna, mezi frekventované
nezadouci Ucinky patfi pouze Unava a nevolnost. Vyskytly se viak i pfipady nezddoucich
ucinka jako bolest hlavy, nespavost, zavraté, svédéni, infekce hornich cest dychacich,
vyrazka, bolest zad, anémie 1. stupné a lymfopenie 4. stupné (Gane et al., 2013; Herbst
& Reddy, 2013; Bhatia et al., 2014). Mezi nejcastéjSi nezddouci ucinky kombinace
sofosbuvir/RBV patfila ve vice nez 20 % pfipadl Gnava a bolest hlavy, pfi kombinaci navic
s Peg-IFN také nespavost, nauzea a anemie (FDA, 2013). Klinické testovani dale ukazalo,
Ze vyssi davky sofosbuviru (az 1200 mg v jedné davce) nevedou ke zvySeni Cetnosti ani
zavaznosti nezddoucich ucinkd sofosbuviru pfi porovnani s nezddoucimi Gcinky
standartni (400 mg) davky (Squibb, 2013). Sofosbuvir také vykazuje vysokou miru
adherence k 1é¢bé, kdy i v kombinovanych rezimech dosahuje adherence 95,9-100 %
(Parekh et al., 2016). V pripadé injekcnich uzivatelG drog je median adherence k terapii
nizsi (94 %), zde hraje nejvétsi roli nedodrzovani davkovaciho intervalu vlivem poziti

drogy (Cunningham et al., 2018).

Plazma Hepatocyt
@ CES1/CatA
N ’i‘n J% - Sofosbuvir = @jr Aa
\r I h Ny O/\d
F
Snfosbuwr o N \._)‘1 f‘iw

HINT1
f——

|
" Q N-’L"n
FEOW
HO HO F

| '%\ i
1 HDAQ: g'iwirf#"ﬁﬁ

HO

Renalni eliminace GS- 331007 GS-461203

Obrdzek 1: Aktivace a inaktivace sofosbuviru

»
1. "51{’%

CES1—karboxylesterdza 1; CatA — katapsin A; HINT1 — Histidin triad nucleotide-binding
protein; GS-331007 a GS-461203 — metabolity sofosbuviru
Prevzato a upraveno z: (Kattakuzhy, Levy, & Kottilil, 2015)
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Sofosbuvir je fosforamidatové prolécivo (monofosfat), které je aktivovano jiz pfi prvnim
prGchodu jatry hydrolytickym Stépenim karboxylesterové skupiny, katalyzovanou
lidskym katepsinem A (CatA) nebo karboxylesterdzou 1 (CES1), a Stépenim
fosforamiddtu proteinem histidin triad nucleotide-binding protein (HINT1).
V intracelularnim prostiedi je poté trifosforylovan za vzniku aktivniho metabolitu
(GS-461203) a nasledné pomoci NS5B inkorporovdano do HCV RNA jako falesny
nukleosid, kde tak dochazi k terminaci syntézy HCV RNA (Urbanek et al., 2017; Bhatia et
al., 2014; Herbst & Reddy, 2013; Cada, Cong, & Baker, 2014; Kattakuzhy, Levy, & Kottilil,
2015).

Nizkd organova toxicita sofosbuviru je ddna tim, Ze enzymy nutné k aktivaci sofosbuviru
se nachdzeji prevainé vlidskych jatrech, tedy vmisté jeho pusobeni.
GS-461203 také neinterferuje se syntézou lidské DNA a RNA (ani neinhibuje
mitochondridlni RNA polymerazy), coz je také dlivodem jeho bezpecnostniho profilu
(Petr Urbanek, 2014). Nevratna defosforylace GS-461203 poté vede ke vzniku
neaktivniho metabolitu GS-331007 (Rivero-Juarez et al., 2018). Metabolit GS-331007
predstavuje 90 % systémové expozice, vychozi molekula sofosbuviru pak 4 %
(SUKL, 2018). In vitro bylo zjisténo, Ze Ucinnost sofosbuviru je u viech genotypd HCV
velice podobnd (Lawitz et al., 2013). Moznost poddavat sofosbuvir v rezZimech bez Peg-
IFN pfedstavuje obrovskou nadéji pro pacienty s nejpokrocilejsi formou nemoci, stavem

pred transplantaci jater. Pro tuto indikaci je schvalena kombinace sofosbuvir/ribavirin.

5.2.2 Farmakokinetika

Sofosbuvir, na rozdil od virostatik nizSich generaci, neni metabolizovan systémem
cytochromu P-450, potencial |ékovych interakci je tedy vyrazné mensi. Sofosbuvir je
vSak, na rozdil od svého aktivhiho metabolitu GS-461203, substratem lékového
transportéru ABCB1 a ABCG2 (Petr Urbanek, 2014; Squibb, 2013; B. J. Kirby, Symonds,
Kearney, & Mathias, 2015). Po perordlnim podani je sofosbuvir rychle absorbovan. Pfi
standardni davce 400 mg je dosazeno maximalni koncentrace do jedné hodiny od
podani. Maximalni plazmatické koncentrace neaktivniho metabolitu GS-331007 je pak
dosazeno za tfi hodiny. Absorpce neni ovlivnéna potravou. Vazba na plazmatické

bilkoviny dosahuje u sofosbuviru 61-65 % (Rivero-Juarez et al., 2018; Kattakuzhy et al.,
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2015; Rodriguez-Torres et al., 2013). V rozmezi 1 ug/ml az 20 pug/ml vazba nezavisi na
koncentraci Iéku (Fda, 2013). Eliminace probiha hlavné v podobé GS-331007, z 80 %
ledvinami, ze 14 % stolici (Rivero-Juarez et al., 2018) a z 2,5 % vydechovanym vzduchem.
3,5 % podané davky je vylu¢ovano ledvinami v nezménéném stavu. Median eliminacniho
polo¢asu pro sofosbuvir je 0,4 hodiny a pro GS331007 27 hodin (SUKL, 2018).
Farmakokinetika neni ovlivnéna vékem (brano pro vékovou skupinu 18-82 let), rasou
ani pohlavim. Pfi poddavani sofosbuviru po dobu 7 dni u pacientl se stfedné tézkou a
tézkou poruchou funkce jater dochdzi ke zvySeni AUC (plocha pod kfivkou) aktivniho
metabolitu 0 126 % a o0 143 % ve srovnani s pacienty bez jaterni dysfunkce. Neni vSak
vyzadovana Uprava davkovani. U lehké a stfedné tézké poruchy funkce ledvin neni
vyZzadovdna Uprava davkovani, u pacientl s tézkou poruchou (s glomerularni filtraci pod
30 ml/min.) se vsak podani sofosbuvir nedoporucuje. Hodnoty AUCo-24 v ustaleném
stavu u pacientd s HCV infekci pro sofosbuvir jsou 1010 ng*h/ml, pro GS331007 pak
7200 ng*h/ml. Vztazeno k hodnotam namérenych u zdravych jedinci byly hodnoty
AUCo-24 u jedincll infikovanych HCV o0 57 % vyssi u sofosbuviru, a 0 39 % nizsi u GS331007
(Squibb, 2013; Rivero-Juarez et al., 2018). U pediatrické populace ve véku 12—-18 let bylo
ve studiich ve 2. a 3. fazi klinického testovani zjiSténo, Ze expozice sofosbuviru

a GS331007 je podobna dospélé populaci (Squibb, 2013).

5.2.3 Farmakokinetické lékové interakce a kontraindikace

Farmakokinetické |ékové interakce zvysuji tcinnost (nebo toxicitu) nebo snizuji G¢innost
|é¢by zménou dispozice IéCiva, nejcastéji vlivem jiného léciva ¢i latky (Holy & Peskova,
2015). Vzhledem k tomu, Ze riziko Iékovych interakci stoupd v pfimé umeére s mnozZstvim
[éCiv, je mnoho starSich pacient( (€asto polymorbidnich) témto interakcim vystaveno
(Montanari & Ecker, 2015). Z hlediska hlavnich determinant plsobeni [éCiva v organismu
jsou kromé interakci na jaternich enzymech patficich do rodiny cytochromu P450
dllezité i lékové interakce na lékovych transportérech lokalizovanych v biologickych
bariérach typu tenké strevo, ledviny a jatra. Bylo zjisténo, Ze inhibice a indukce Iékovych
transportérl vyrazné ovliviiuje eflux a uptake xenobiotik, a tim klinické plsobeni |éCiva
v organismu (Garrison, German, Mogalian, & Mathias, 2018; Miiller & Fromm, 2011;
Talavera Pons et al., 2017; Keogh, 2012; Schinkel & Jonker, 2012; FDA, 2017; Lumen et
al., 2013).
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U sofosbuviru bylo zjisténo, Ze z hlediska Iékovych interakci pro néj plati, Ze induktory
ABCB1 (jako rifampicin, rifabutin, rifapentin, karbamazepin, fenytoin, fenobarbital,
modafinil, oxkarbazepin nebo pfipravky obsahujici Hypericum perforatum) snizuji
stfevni absorpci sofosbuviru, ¢imZ snizuji plazmatickou i intracelularni koncentraci
aktivniho metabolitu a celkovou antivirovou ucinnost. Souc¢asné podavani sofosbuviru a
inhibitorl ABCG2/ABCB1 (jako cyclosporin A, paritaprevir, dasabuvir, ritonavir), vedlo ke
zvySeni AUC a Cmax sofosbuviru, zatimco hladiny GS-331007 zlistaly nezménény (Squibb,
2013; Garrison, German, Mogalian, & Mathias, 2018; King et al., 2016; Talavera Pons et
al., 2017). Sofosbuvir podany ve fixni kombinaci s ledipasvirem zvySuje toxicitu
amiodaronu a hrozi riziko zavainé bradykardie a srdecni blokady. ZvySené riziko
symptomatické bradykardie je také u pacientl uZivajicich soucasné se sofosbuvirem
beta-blokatory (FDA, 2013; SUKL, 2018). U kombinace sofosbuvir-ledipasvir bylo zjisténo
zvySeni AUC sofosbuviru 2,16x. V minulosti klinicky testovdna terapeutickd kombinace
sofosbuvir (400 mg) + simeprevir (150 mg) + ledipasvir (90 mg) pak ukazala, Ze tato
trojkombinace zvySuje Cmax simepreviru 2,3x a AUC 3,1x. U ledipasviru pak bylo zvyseni
1,6x pro Cmaxa 1,7x pro AUC. Literatura pak uvadi zvySeni AUC sofosboviru v kombinaci
se simeprevirem 3,16x a zvySeni Cmax 1,91x (Ouwerkerk-Mahadevan, Snoeys, Peeters,
Beumont-Mauviel, & Simion, 2016; Bourgeois et al., 2017). Kombinace
sofosbuvir + atazanavir (potenciovany ritonavirem, emtricitabinem a tenofovirem DF)
zvysSuje Cmax sofosbuviru (o 109 %) a AUC (o 342 %) v porovndni s aplikaci sofosbuviru
bez inhibitoru (Rodriguez-Torres et al., 2015). Rada pacientt trpi kromé HCV také HIV, ¢i
je u nich uz nutna transplantace jater. Prvotni studie se proto zaméfily i na léciva,
u kterych je pravdépodobné, Ze budou poddvana spolu se sofosbuvirem. V téchto
studiich ale nebyly zjistény klinicky vyznamné |ékové interakce, vyZadujici zménu
davkovani u téchto Iéciv: cyclosporin A, tacrolimus, metadon, efavirenz, rilpivirine,
darunavir, ritonavir, raltegravir, tenofovir disoproxil fumarat, daclatasvir, emtriticabin,
oralni kontraceptiva (napf. norgestimat/ethinylestradiol) a radalbuvir (Bhatia et al.,

2014; Kirby & Mathias, 2012; Denning et al., 2011; Mathias, 2012).
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Kvali mozZnosti ovlivnéni jaternich funkci se doporucuje u pacientll uzivajicich
antagonisty vitaminu K a soucasné i sofosbuvir sledovat hodnoty INR. Studie
reprodukéni toxicity u zvifat nenaznacuiji, Ze by terapie sofosbuvirem v téhotenstvi méla
pfimé Ci neprimé Skodlivé ucinky. Z preventivnich dlivodu se vSak podani nedoporucuje.
U zvitat byl prokazan prestup sofosbuviru a jeho metabolitl do materského mléka, proto

by se sofosbuvir pfi kojeni nemél pouZivat (SUKL, 2018).

5.3 Strevni bariéra

Stfevni bariéra tvofi vicevrstvou komplexni bariéru mezi vnéjsim prostfednim stfevniho
lumen a vnitfnim prostiedim téla. Mezi jeji zakladni funkce patfi zabranéni vstupu
patogennich mikroorganism( a toxickych latek z lumen stfeva, pfi soucasné absorpci a
regulaci absorpce vody, elektrolytll a Zivin do obéhu (Fukui, 2016). Kromé fyzické
bariéry, tvofené cévnim endotelem, vrstvou epitelidlnich bunék (enterocytl) spojenych
tésnymi spoji (tight junctions) a mukdzni vrstvou (Bischoff et al., 2014), ji tvofi také
vnitfni imunologickd bariéra. Stfevni bariéra zaujimad povrch pfiblizné 400 m? a
spotfebovava pfiblizné 40 % energetickych vydaja lidského téla. Dulezitym parametrem
je stfevni permeabilita, kterou lze kvantifikovat pomoci analyzy méreni rychlosti toku

inertnich molekul (Fukui, 2016).

Transport |éCiv pres stfevni bariéru je dynamicky proces, zahrnujici nékolik moznych
zpUsobU prestupu, mezi které patfi transcelularni transport pfes bunéénou membranu
enterocytu uskutecnovany pasivni difuzi, facilitovanou difuzi, aktivnim transportem,
nebo transcytdézou. Transyctdza je déj vyznalujici se vysokou mirou receptorové
specificity. Pro vstfebdvani ho vyuziva fada latek (jako vitamin B12, imunoglobulin G,
Zelezo, ve vodé rozpustnd antibiotika, peptidy a Ié¢iva na bazi proteint). Dalsi mozZnosti
je paraceluldrni prestup pres tight junctions (Balimane & Chong, 2005; Russell-Jones,

2002).

Témér vSechna perordlné podand |éCiva prechdzi pres stfevni bariéru pomoci pasivni
difuze. Nékterd léciva vSak vyuzivaji i transport skrz paraceluldrni cesty (napf. atenolol,
famotidin, nadolol a ranitidin). Prlimérna velikost porl v lidském jejunu je 0,8 nm, u

tlustého stfeva je pak odpovidajici hodnota 0,3 nm (Artursson & Karlsson, 1991;
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DiMarco, Hunt, Dewi, & Heilshorn, 2017). Transport skrz paraceluldrni cesty je vSak diky

tight junctions ve zdravém stfevé minimalni (Hillgren, Kato, & Borchardt, 1995).

5.3.1 Intestinalni efluxni ABC membranové transportéry

Existuje mnoho faktoru, které ovliviuji absorpci perordiné podanych Iéciv. Mezi klinicky
vyznamné faktory patfi stfevni efluxni ATP-vazajici (ABC) transportéry, zejména pak
ABCB1 a ABCG2. Jedna se o membranové proteiny, které snizuji stfevni absorpci svych

substratd (Zakeri-Milani & Valizadeh, 2014; Schinkel & Jonker, 2012).

ABC transportéry vyuzivaji energii uvolnénou hydrolyzou ATP k pfesunu substratu pres
plazmatické membrany i proti jejich elektrochemickému gradientu, aktivné prenaseji
latky pres membrany za spotieby (ATP binding cassette — ABC). Jednd se o proteiny,
které ovliviuji absorpci, distribuci i exkreci |éCiv. Jednotka zakladniho ABC transportéru
se sklada ze 4 domén; dvé domény NBD (nukleotid vazajici domény) a dvé TMD
(transmembranové domény). Jednotky NBD spolecné vazi a hydrolyzuji ATP, jednotky
TMD se podileji na rozpozndni substratu a jeho translokaci pres bunéénou membranu.
Tyto Cétyfi domény mohou byt pfitomny vrdmci jednoho polypeptidového retézce
(kompletni transportér), nebo vramci dvou oddélenych protein (polovi¢ni
transportéry). Mechanismus transportu je vysvétlovan konformaénimi zménami na TMD
po navazani ATP na NBD, kdy se kapsa s navazanym substratem pretoci z vnitfni na
vnéjsi stranu burky. Naslednd hydrolyza ATP vede k uvedeni TMD do vychozi pozice.
ABC transportéry prenaseji Sirokou $kdlu substratQ pres extraceluldrni i intracelularni
membrany, véetné mnoha metabolickych produktd, lipidd, sterol(l, anorganickych iontd,
iontd kovl, peptidd, cukr( a IéCiv. NejvyznamnéjSimi predstaviteli intestinalnich ABC
transportérl jsou ABCB1 a ABCG2 lokalizované v apikdlni (lumindlni) membrané
enterocytl, kde efluxnim mechanismem z enterocytu zpét do lumen stfeva snizuji
absorpci svych substratl (Keogh, 2012; Schinkel & Jonker, 2012; Zakeri-Milani &
Valizadeh, 2014; Vasiliou, Vasiliou, & Nebert, 2009; Ward et al., 2013).
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TMD

ABCB1

Extraceluldrni prostor

Cytoplasma

Obrazek 2: Predpokladané sekunddrni struktury efluxnich ABC transportérii.

TMD — transmembrdnovd doména (kaZdd je sloZend z 6 transmembrdnovych segmenti);
NBD - nukleotid vdzajici doména; N—konec retézce zakonceny aminovou funkcni
skupinou;  C—konec  retézce  zakoncCeny  karboxylovou  funkéni  skupinou.

Prevzato a upraveno z: (Schinkel & Jonker, 2012)

Membrdnové transportéry predstavuji jedny z hlavnich determinant farmakokinetiky
(kromé absorpce ovliviuji také distribuci a exkreci) a tak Uzce souvisi s ucinnosti a
bezpeénostnim profilem |éCiv. Mezinarodni transportérové konsorcium proto
doporucuje testovat interakce ABCB1 a ABCG2 s noveé vyvijenymi léCivy a kvantifikovat
Iékové interakce na téchto proteinech pfi zavadéni novych kombinacnich rezim( 1éCiv jiz

zavedenych na trh.

5.3.1.1 P-glykoprotein (P-gp, ABCB1)

ABCBL1 je protein pfiblizné velikosti 170 kDa. ABCB1 je efluxni transportér exprimovany
vmnoha tkanich, kdy je nejvice zastoupeny venterocytech, ale také
v hematoencefalické, placentarni a hematotestikularni bariére, jatrech a ledvinach.
V GIT exprese ABCB1 stoupd v proximalné distalnim sméru, kdy je pak nejvyssi v tlustém

stfevé (Dietrich, Geier, & Oude Elferink, 2003).

Poprvé byl popsan jako efluxni transportér na bunkach vajecnikd Cinskych kfeckd roku

1976 dvojici R. L. Juliano a V. Ling (Juliano & Ling, 1976; Vasiliou et al., 2009).
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K prvnimu popisu u ¢lovéka doslo u nadorovych bunék, kde jeho zvySena exprese
zpUsobovala rezistenci k protinddorové |écbé. Kromé mnoha cytostatik patfi mezi jeho
substraty rada dalSich IéCiv z rliznych terapeutickych skupin (pf. kolchicin, loperamid,
saquinavir, sofosbuvir, cimetidin, methotrexat, morfin, domperidon, verapamil, digoxin,
dexamethason a dalsi). VSechny molekuly, jez jsou substratem ABCB1, jsou organické
molekuly o velikost od 200 Da do 1900 Da, ¢asto obsahujici aromatické skupiny. Vétsina
ucinné prendsenych substratll je bez naboje ¢i jen slabé bazické, vidy se vsak jednd o
amfifilni nebo hydrofobni latky. Substratovad rozmanitost je pak divodem, Ze soucasné
podana léciva mezi sebou mohou kompetovat o vazebné misto, a tak byt mistem vzniku
Iékovych interakci (Schinkel & Jonker, 2012; Zakeri-Milani & Valizadeh, 2014).
Sofosbuvir a GS-331007 nejsou inhibitorem ABCB1 (Squibb, 2013).

5.3.1.2 Breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2)

ABCG2, protein o velikost 72 kDa (Mao & Unadkat, 2005), byl poprvé objeven v burikach
rakoviny prsu. Stejné jako ABCB1 je ABCG2 exprimovana na apikalni membrané
enterocytl, kde sniZuje absorpci mnoha peroralné podanych molekul.
ABCG2 je exprimovan v mnoha tkanich napf: tenké a tlusté stfevo (apikalni membrdana
enterocytl), kanikuldrni membrdna hepatocytu, syncytiotrofoblasty placenty,
endotelové bunky zZilni a kapilarni sité, prsni tkan, hematoencefalickd a

hematotestikuldarni bariéra, ledviny.

ABCG2 se sklada z jedné podjednotky NBD a jedné TMD o Sesti segmentech, diky cemuz
je oznacovan jako poloviéni transportér. Je lokalizovany na apikalni strané
polarizovanych bunék. Diky velkému tkanovému prekryvu exprese ABCG2 a ABCB1
je moiné, Ze maji oba tyto transportéry podobny dopad na absorpci a biologickou
dostupnost svych substrat( (Dietrich et al., 2003; Schinkel & Jonker, 2012; Bugde et al.,
2017). Jeho substraty jsou hydrofobni slouceniny, amfifilni, ale i pozitivné nebo
negativné nabité, ve vodé rozpustné molekuly (Sarkadi, Homolya, Szakacs, & Varadi,
2006). Mezi jeho substraty patfi mnoho antibioticky, cytotoxicky a antiviroticky
pUsobicich |é¢iv, mimo jiné také lopinavir, zidovudin, daunorubicin, etoposide,
mitoxantron (rezistence bunék exprimujici ABCG2 vUic¢i mitoxantronu mu dala také jedno

z jeho jmen MXR — mitoxantron resistance associated gene), topocetan, doxorubicin,
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sofosbuvir, methotrexat. Mezi inhibitory patfi Ko134 (specificky inhibitor ABCG2),
fumitremorgin C (Bugde et al., 2017). Sofosbuvir ani GS-331007 nejsou inhibitorem
ABCG2 (Squibb, 2013).

Duodenu
ABCB1: + | ¢
ABCG2: +

Obrdzek 3: Exprese ABCB1 a ABCG2 v riiznych cdstech GIT

Prevzato a upraveno z: (Dietrich et al., 2003; Ruiz Mariana, 2008)

5.3.2 Modely strevni bariéry

Postupll pro vyhodnocovani stfevni permeability je cela rfada. Od in vitro modell
vyuzivajicich rliznych bunécnych modell, pfes umélé systémy na bazi lipidd, ex vivo
modely typu Ussingovy komory nebo akumulace v tenkych fezech (Li, de Graaf, &
Groothuis, 2016), in situ metody jako je jednoprlichodova perfuzni metoda, in silico
modely, aZz po in vivo metody zaloZzené na zviteci tkani (Balimane & Chong, 2005).
Pro svou jednoduchost, reprodukovatelnost, moznost jednoduché extrapolace dat
a cenu predstavuji vsak in vitro bunécné modely metodu volby pro studium stfevni
permeability (Balimane & Chong, 2005). Mezi doporucované in vitro modely pro
studium absorpce léciv a role membranovych transportér(i fadime bunécné linie MDCK,
LLC-PK1 a Caco-2 (Anna & Huguet Ninou, 2013; Giacomini et al., 2010). Tyto modely
vykazuji urcité limity, jako jsou nedostatecna exprese CYP3A4 nebo také nedostatecna
tvorba tight junctions (LS180) (Yamaura, Chapron, Wang, Himmelfarb, & Thummel,
2016).
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5.3.2.1 In vitro Caco-2 model

Caco-2 bunky jsou béiné pouZivanym in vitro modelem pro kvantifikaci stfevni
permeability a uréeni role transportérd v absorpci (Yamaura et al., 2016). Jedna se
o etablovanou bunécénou linii, kterd byla ziskdna z lidského adenokarcinomu tlustého
streva. OdliSuje se od jinych bunécnych linii stejného plvodu tim, Ze spontanné
diferencuje a vytvari monovstvu s morfologickymi a funkénimi charakteristikami zralého
enterocytu. Bunky v monovrstvé maji cylindricky tvar, jsou polarizované s mikroklky na
apikdlni strané a jsou spojené pomoci pevnych spojeni, tzv. ,tight junctions”. Dale také
vykazuji malou aktivitu stfevnich hydrolaz na apikalni strané, které se vSak v dospélém
tlustém stfevé Clovéka nevyskytuji. Receptory pro ristové faktory a nékteré transportni
systémy se vyskytuji na obou stranach polarizované membrany (Sambuy et al., 2005;
Artursson & Karlsson, 1991). Byla zjisténa dobrd korelace v permeabilité mezi
prichodem |éciv pfes monovrstvu Caco-2 a absorpci léCiv in vivo u lidi (Hubatsch,
Ragnarsson, & Artursson, 2007). To plati jak pro pasivni absorpci, tak pro aktivni

transport.

Pro méreni integrity monovrstvy je rutinné vyuZzivdno méreni transepitelidlni elektrické
rezistence (TEER). Hodnoty TEER jsou zavislé na mife bunééné pasaze. Hodnota TEER u
monovrstvy Caco-2 je pfiblizné 300 Q*cm? (Hubatsch et al., 2007). Tato hodnota je

podobna jako hodnota naméfena u lidského streva.

Hustota bunék pfi nasazovani bunék je 300000 bunék na membranu, pfi vysSim
mnozstvi klesd mnozstvi exprese nékterych transportérd jako refluxni pumpy ABCBI1.

Optimalni doba pro kultivace je 21 dni (kdy diferenciace samotna trva 15-20).
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Faktory ovlivaujici charakter monovrstvy bunééné linie Caco-2

poiet pasazi medium vlastnosti kultivaéni nadoby

i /N A T

aktivita membranovych enzymi

. pH slozeni material velikost pora matrix

morfologie

TEER | |

rychlost proliferace l v v l l

buné&éna hustota

exprese transportérd pohyblivost  propustnost  nespecifickd adsorpce formace démi piichyceni
prolyferace  differenciace bun&éna hustota rist Sifeni
differenciace morfologie transport hustota
propustnost TEER differenciace

transport

Obrazek 4: Faktory ovliviujici monovrstvu bunék Caco-2
Prevzato a upraveno z: (Sambuy et al., 2005)
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6. HYPOTEZA

Inhibice stfevnich transportéri ABCB1 a ABCG2 mUZe vést ke zvySeni expozice
organismu lécivu. Tyto |ékové farmakokinetické interakce jsou v fadé pripadl nezadouci,
protoze mohou zpUsobit vyssi toxicitu |é¢by a toto riziko stoupd s mnozstvim medikace,
které pacient uziva. Na druhou stranu Ize tyto interakce i strategicky vyuzit s cilem snizit
davkovani farmaka. Sofosbuvir je znamym substrdtem ABCB1 a ABCG2. V radé
kombinacnich rezim( s anti(retrovirotiky) dochdzi ke zvySeni jeho biodostupnosti.

Lze predpokladat vzajemnou interakci téchto Ié¢iv na stfevnich ABCB1 a ABCG2.
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7. CILPRACE

Studium vlivu vybranych anti(retro)virotik na absorpci sofosbuviru, substratu ABCB1 a
ABCG2, s vyuzitim etablovaného in vitro modelu stfevni bariéry Caco-2 bunék a tim
prispét k vysvétleni molekuldrni podstaty |ékovych interakci sofosbuviru se soucasné

podanymi anti(retro)virotiky na urovni stfevni absorpce.
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8. EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Chemikadlie

e Sofosbuvir (Scintila (Jihlava, CZ)

e Daclatasvir (Scintila (Jihlava, CZ)

e Ritonavir (NIH AIDS Reagent Program)

e Zosuquidar (Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA)

e Ko134 (Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA)

e Simeprevir (Scintila (Jihlava, CZ))

e Didanosin (NIH AIDS Reagent Program)

e Elacridar (GF120918; Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA))

e Abakavir (NIH AIDS Reagent Program)

e Ledipasvir (Scintila (Jihlava, CZ)

e Atazanavir (NIH AIDS Reagent Program)

e Zidovudin (NIH AIDS Reagent Program)

e Lopinavir (NIH AIDS Reagent Program)

e Saquinavir (NIH AIDS Reagent Program)

e DMSO (Dimethyl sulfoxid; Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA))

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
MO, USA))

e FBS (Fetal Bovine Serum; Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA))

e NEAA (Non-essential Amino Acid; Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA))

e P/S (Penicilin/Streptomycin; Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA))

e PBS (Phosphate Buffered Saline; Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA))

e Trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA))

e HBSS ((Hanks'Balanced Salt Solution; Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, MA, USA))

e Hovézi albumin (Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA))

e Deuterovany sofosbuvir (Research Chemicals (Toronto, Kanada))

e NaHCOs(Penta s.r.o. (Chrudim, CZ))

e HEPES (Carl ROTH (Karlsruhe, Némecko))

e MsOH (Metansulfonova kyselina; Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA)

e Trypanova modr (Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, MO, USA)
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8.2 Kultivace bunék

PFi experimentech byla pouzita bunécna linie Caco-2, obdriend od organizace ATCC
(American Type Culture Collection). Buriky byly kultivovany v mediu DMEM, které bylo
obohaceno o 10% FBS (fetdlni hovézi sérum), 1% NEAA (neesencidlni aminokyseliny)
a 1% P/S (penicilin/streptomycin). Byly udrZovany pfi stale teploté 37°C v atmosfére

s obsahem 5% CO; a pasazovany v poméru 1:5.

8.3 Obousmeérny transport pres monovrstvu Caco-2

Caco-2 buniky byly nasazovany na inzerty tvorené mikropordzni polykarbonatovou
membranou (Transwell® Permeable Support, Corning Incorporated; Cat. No. 3401; 1,12
cm?; velikost péru 0,4 pm) v koncentraci 300 000 bunék na membranu. Buriky byly
kultivovany po dobu 21 dni, pficemz kazdy druhy den probihala vyména media. Objem
media v bazolateralnim kompartmentu byl 1,5 ml, kdezto v apikalnim 0,5 ml. BEhem

tohoto obdobi byla pomoci TEER méfena integrita polarizované monovrstvy bunék.

Transwellowvy

inzert
Apikalni
kompartment
Bunééna
monovsriva

Permeabilni : Bazolateralni
membrana !— | kompartment

Obrazek 5: Schématické zndzornéni jamky s inzertem

Prevzaté a upravené z: (Saunders, 2009)

27



8.4 Méreni transepitelarni elektrické rezistence (TEER)

TEER slouZi jako indikator integrity polarizované monovrstvy bunék (Yamashita et al.,
2000; Hubatsch et al., 2007). TEER jsem meéfil pomoci Millpore Milli-Cell Electrical
Resistance System (ERS). Tento systém se sklada z dvou elektrod o rlizné délce tak, aby
kratSi ¢ast tésné doléhala na apikalni ¢ast transwellu a del$i na bazolateralni ¢ast.
Vzhledem k tomu, Ze je tato metoda znacné zavisla na teploté, bylo tfeba elektrody vidy
30 minut temperovat na teplotu 37°C, tj. stejnou teplotu, jako mélo kultivaéni medium.
Pfed pouzitim byly elektrody sterilizovany v 70% etanolu a oplachnuty DMEM mezi
jednotlivymi mérenimi. Mezi dalsi faktory ovliviiujici TEER patfi sloZzeni media, Cislo
pasaze a €as od nasazeni bunék (Srinivasan et al., 2015). Naméfené hodnoty pred
zahdjenim experimentu byly vy$si nez 165 Q cm?, coz je limitni hodnota poukazujici na

poruchu integrity polarizované monovrstvy (Hubatsch et al., 2007).

8.5 Priibéh experimentu

Testovanou latkou byl sofosbuvir. Mnoizstvi transportovaného sofosbuviru bylo
zkoumdano ve sméru apikalné-bazolateralnim (A-B) i bazolaterdlné-apikdlnim (B-A).
Pfed zahajenim experimentu bylo odsato kultivaéni medium. Poté byly buriky omyty PBS
temperovanym na  teplotu 37°C.  Preinkubace (30 min.) probihala
v pfitomnosti/nepfitomnosti modelového inhibitoru. Kyselost (pH) preinkubacniho
media byla upravena pomoci HEPES pufru a MsOH na 6,5 pro apikalni kompartment a
7,4 pro bazolaterdIni kompartment. Stejna Uprava pH byla provedena také u inkubacnich
roztokd. Poté byly preinkubacni roztoky odsaty a experiment byl zahdjen pfidanim
roztokd obsahujici sofosbuvir (5 uM) do donorové kompartmentu. Akceptorovy
kompartment obsahoval HBSS s 1% roztokem hovéziho sérového albuminu. Odbér
vzorkd (220 ul) probihal po 60 a 120 minutdch z akceptorového kompartmentu.
Odebrané mnoizstvi po 60 minutach bylo nahrazeno pfislusnymi roztoky. Vzorky poté
byly poslany k zméreni koncentrace sofosbuviru na katedru analytické chemie Univerzity

Karlovy farmaceutické fakulty.
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8.6 Analyticka cast

Pfed extrakci byly pfipraveny kalibracni roztoky sofosbuviru o vysledné koncentraci
roztokd 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 500; 1 000; 5 000 nM o dvou kalibracnich fadach (pro pH
7,4 a 6,5) pro sestaveni kalibracni pfimky. Déle byl pfipraven roztok deuterovaného

sofosbuviru (intertni standart) o koncentraci 5 000 nM.

Postup extrakce: do zkumavky o objemu 1,5 ml byly pfidany 2 pl roztoku interniho
standartu. Nasledné bylo pfiddno 100 ul vzorku (nebo kalibraéniho roztoku) a 200 pl
butylacetatu. Roztok byl protfepavdan 10 min. pfi 25 °C a 1400 g a nasledné
centrifugovan 10 min. pfi 4°C a 14 000 g. Poté byla odebrana vrchni vrstva (extrakéni
Cinidlo) do nové zkumavky a roztok byl umistén do vakuové rotacni odparky
(55 min. 45 °C), program HV. Rekonstituce probéhla ve 100 ul 80% acetonitril (ACN) a

roztok byl preveden do sklenéného inzertu ve vialce.

Vzorky byly analyzovany metodou UHPLC-MS/MS. Podminky izokratické UHPLC metody
byly nasledujici: jako mobilni faze byl pouzit ACN s 10mmol pufrem acetdtu ammoného
o pH 6,0 v poméru 80:20. Pritok byl nastaven na 0,3 ml/min. po dobu 3 minut. Injekéni
objem byl 2 ul. Pro méreni byla pouzita kolona ACQUITY UPLC BEH HILIC 2,1 x 100 mm
(1,7 um).

Podminky MS/MS detekce: kapilarni napéti 0,75 kV, napéti kuzele 30 V, napéti
extraktoru 2 V, RF napéti cocky 0,1 V, pratok desolvatacniho plynu 900 I/hod, pritok
plynu kuzelem 50 I/hod, desolvatacni teplota 450°C, fragmentacni draha sofosbuviru
530 - 243, fragmentacni draha deuterovaného sofosbuviru 535 = 243, kolizni energie
20 eV a teplota zdroje 130 °C. Slaby i silny proplach 80% ACN.
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8.7 Vypocet efluxniho poméru

Hodnoty sméru A-B i B-A jsou v grafech vyjadieny jako procento koncentrace
sofosbuviru aplikovaného v ¢ase T = 0 do donorového kompartmentu, které preslo a
bylo zméfeno vdaném case v akceptorovém kompartmentu; namérené hodnoty
v kompartmentu B byly ndsobeny tfemi vzhledem k tfikrat vétSimu objemu v porovnani
s donorovym kompartmentem (Hubatsch et al., 2007; Tong et al., 2007). Hodnoty
r(BA/AB) jsou vypocitany jako pomér prestupu sofosbuviru ve sméru B-A a
A-B. Abychom predesli tzv. ,sink” fenoménu, ktery by mohl narusovat linearitu vysledkd,
r(BA/AB) byl pocitan z hodnot, které nepresahly 10 % (Hubatsch et al., 2007). FDA (Grad
pro kontrolu potravin a léCiv v USA) uvadi, Ze latka je substratem ABCB1, jestlize je jeji
efluxni pomér vétsi nez dva a vlivem zndmého inhibitoru se efluxni pomér snizi

alesponi o 50 % (Brouwer et al., 2013; FDA, 2017).

8.8 Zpracovani dat a pouzité statistické modely

Graficka podoba vysledkl a jejich statisticka analyza byla provedena pomoci programu
GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Pro zhodnoceni vlivu
latek byly pouzity testy one-way ANOVA, post hoc Dunnett’s test a nepdrovy
parametricky two-tailed Student’s t-test, ktery byl také pouzZit pro porovnavani rozdilu
transportd smérl A-B a B-A. Statisticka vyznamnost byla v grafech vyznacena: *** pro

p £0,001; ** pro p £0,01; * pro p <0,05; ns pro p >0,05.
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9. VYSLEDKY

Pti experimentech byl sledovan transport sofosbuviru pifes monovrstvu bunék Caco-2 ve
sméru A-B a B-A a je vyjadren jako procento koncentrace sofosbuviru aplikovaného do
donorového kompartmentu, ktery presel do akceptorového. Transport sofosbuviru byl
testovan pfi koncentraci 5 uM (graf 1A, 5). Jako pozitivni kontrola inhibice transportu
sofosbuviru (5 uM) byl pouzit specificky inhibitor ABCG2 Ko134 (1 uM; graf 1B, 5),
specificky inhibitor ABCB1, zosuquidar (1 uM; graf 1C, 5) a inhibitor ABCB1/ABCG2
elacridar (2 uM; graf 1D, 5).

V dalSim kroku byla testovana schopnost inhibitord HIV protedzy, ritonaviru (50, 100
uM; graf 2, 5), lopinaviru (5, 20, 50 uM; graf 3, 5) a atazanaviru (50 uM; graf 4A, 5),
inhibitord HCV RNA NS5A proteinu, daclatasviru (20 uM; graf 4B, 5) a ledipasviru (50 uM;
graf 4C, 5), inhibitoru HCV NS3/A4 serinové protedzy, simepreviru (20 uM; graf 4D, 5),
nukleosidovych inhibitor( reverzni transkriptazy HIV, didanosinu (100 uM; graf 4E, 5) a
zidovudinu (100 uM; graf 4F, 5).

Transport sofosbuviru (5 uM) byl vyznamné vyssi ve sméru B-A oproti sméru A-B,
r(BA/AB) byl 20,38 + 1,33 (graf 1A). V pfitomnosti Kol34 (1 uM) nedoslo
k signifikantnimu poklesu r(BA/AB) (graf 1B, 5). Zosuquidar (1 uM) vykazoval vyrazny
inhibi¢ni efekt - r(BA/AB) = 0,80 + 0,05 (graf graf 1C, 5). Elacridar (2 uM) snizil r(BA/AB)
na hodnoty 0,98 + 0,08 (graf 1D, 5). Tyto vysledky naznacuji, ze sofosbuvir je

transporovan pouze pomoci ABCB1.
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Podobny efekt byl pozorovan i v pfripadé nékterych testovanych anti(retro)virotik:
ritonaviru 100uM - r(BA/AB) = 1,44 + 0,32 (graf 2B, 5), lopinaviru 50uM
- r(BA/AB)=0,7 £ 0,06 (graf 3C, 5), atazanaviru 50uM - r(BA/AB) = 1,31 * 0,38
(graf 4A, 5) a daclatasviru 20uM - r(BA/AB) = 2,20 + 1,42 (graf 4B, 5). Inhibi¢ni efekt
vykazoval také ledipasvir 50uM - r(BA/AB)=6,68 + 4,67 (graf 4C, 5),
simeprevir 20uM - r(BA/AB) = 6,52 + 3,15 (graf 4D, 5) a lopinavir 20uM - r(BA/AB) = 4,79
+ 2,76 (graf 3B). Naopak latky zidovudin 100uM - r(BA/AB) = 25,86 + 14,67 (graf 4E, 5),
didanosin 100uM - r(BA/AB) =41,49 + 31,68 (graf 4F, 5) nevykazovaly pfi pouZitych
koncentracich signifikantni inhibic¢ni vliv na transport sofosbuviru; hodnoty r(BA/AB)

byly dokonce zvyseny.
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Graf 1: Casovd zdvislost transportu sofosbuviru (5 uM) bez pfitomnosti zkoumanych
latek a v pFitomnosti specifickych inhibitori ABCB1 a/nebo ABCG2.

Na grafu A je zndzornén prestup sofosbuviru (5 uM) pfes monovrstvu bunék Caco-2 bez
pritomnosti inhibitoru, na grafu B v pfitomnosti specifického inhibitoru ABCG2 Ko134
(1 uM), na grafu C v pritomnosti specifického inhibitoru ABCB1 zosuquidaru (1 uM) a na
grafu D je zndzornén prestup v pfitomnosti dudlniho inhibitoru ABCB1 a ABCG2
elacridaru (2 uM). Transport byl sledovdn ve sméru apikdlné-bazolaterdlnim (A-B) i
bazolaterdlné-apikdlnim (B-A). Transport je vyjddren jako procento koncentrace
modelového substrdtu aplikovaného do donorového kompartmentu, ktery presel do
akceptorového po dvouhodinové inkubaci. Namérené hodnoty jsou vyjadreny jako
aritmeticky prumér + smérodatnd odchylka (SD) (n = 3). Statisticka signifikance byla
posuzovand pomoci t-testu a vyjadrena v grafech s hladinou vyznamnosti: ns P > 0.05;

**pP<0.01; *** P<0.001
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Graf 2: Casovd zdvislost transportu sofosbuviru (5 uM) v pfitomnosti inhibitoru HIV
protedzy ritonaviru

Na grafu A je zndzornén prestup sofosbuviru (5 uM) pfes monovrstvu bunék Caco-2
v pfitomnosti ritonaviru v koncentraci 50 uM, na grafu B pak prestup v pfitomnosti
ritonaviru v koncentraci 100 uM. Graf C zndzorriuje miru inhibice v zdvislosti na
koncentraci ritonaviru s pouZitim hodnot r(BA/AB). Hodnoty pro 5, 20uM koncentraci
jsou pouZity z pilotnich dat, uvedené hodnoty jsou brdny z technického triplikatu.
Transport byl sledovdn ve sméru apikdlné-bazolaterdlnim (A-B) i bazolaterdlné-
apikdlnim (B-A). Transport je vyjddren jako procento koncentrace modelového substrdtu
aplikovaného do donorového kompartmentu, ktery presel do akceptorového po
dvouhodinové inkubaci. Namérené hodnoty jsou vyjddreny jako aritmeticky prumeér
+ smérodatnd odchylka (SD) (n = 3). Statistickd signifikance byla posuzovand pomoci
t-testu a vyjddrena v grafech s hladinou vyznamnosti: ns P>0.05; ** P < 0.01;
**% P <0.001. V grafu C neni pro prehlednost vyjadrena statistickd signifikance, pokud

v porovndvané dvojici vyjadiovala hladinu vyznamnosti ns.
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Graf 3: Casovd zdvislost transportu sofosbuviru (5 uM) v pfitomnosti inhibitoru HIV
protedzy lopinaviru

Na grafu A je zndzornén prestup sofosbuviru (5 uM) pres monovrstvu bunék Caco-2
v pfitomnosti lopinaviru v koncentraci 5 uM, na grafu B pak prestup v pfitomnosti
lopinaviru v koncentraci 20 uM a na grafu C v pfitomnosti lopinaviru 50 uM. Graf D
zndzorniuje miru inhibice v zdvislosti na koncentraci lopinaviru s pouZzitim hodnot
r(BA/AB). Transport byl sledovdn ve sméru apikdlné-bazolaterdinim (A-B) i
bazolaterdlné-apikdlnim (B-A). Transport je vyjddren jako procento koncentrace
modelového substrdtu aplikovaného do donorového kompartmentu, ktery presel do
akceptorového po dvou hodindch inkubace (nebo po jedné hodiné, v pripadé
lopinaviru 50 uM). Namérené hodnoty jsou vyjddreny jako aritmeticky primér
+ smérodatnd odchylka (SD) (n = 3). Statistickd signifikance byla posuzovand pomoci
t-testu a vyjadrena v grafech s hladinou vyznamnosti: ns P > 0.05; * P<0.05; ** P<0.01;
*** P <0.001. V grafu D neni pro prehlednost vyjddiena statistickd signifikance, pokud

v porovndvané dvojici vyjadiovala hladinu vyznamnosti ns.
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Graf 4: Casovd zdvislost transportu sofosbuviru (5 uM) v pFitomnosti dalsich
zkoumanych anti(retro)virotik

Na grafu A je zndzornén prestup sofosbuviru (5 uM) pres monovrstvu bunék Caco-2
v pfitomnosti inhibitoru HIV protedzy atazanaviru (50 uM). Transport v pfitomnosti
inhibitori HCV RNA NS5A proteinu je zndzornén na grafu B (daclatasvir 20 uM) a na
grafu C (ledipasvir 50 uM). Pritomnost inhibitoru HCV NS3/A4 serinové protedzy
simepreviru (20 uM) je zndzornén na grafu D. Transport v pfitomnosti nukleosidovych
inhibitor( reverzni transkriptdzy HIV je zndzornén na grafu E (zidovudin 100 uM)
a grafu F (didanosin 100 uM).
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Transport byl sledovdn ve sméru apikdlné-bazolaterdinim (A-B) i bazolaterdiné-
apikdlnim (B-A). Transport je vyjddren jako procento koncentrace modelového substrdtu
aplikovaného do donorového kompartmentu, ktery presel do akceptorového po dvou
hodindch inkubace (nebo po jedné hodiné, v pripadé simepreviru a didanosinu).
Namérené hodnoty jsou vyjadreny jako aritmeticky primér + smérodatnad odchylka (SD)
(n= 3). Statistickd signifikance byla posuzovand pomoci t-testu a vyjddrena v grafech

s hladinou vyznamnosti: ns P > 0.05; * P < 0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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Graf 5: Porovndni hodnot r(BA/AB) anti(retro)virotik testovanych pri maximdlnich
koncentracich na transport sofosbuviru

Graf vyjadruje porovndni hodnot r(BA/AB) transportu sofosbuviru pres monovrstvu
bunék Caco-2 v pfitomnosti testovanych modelovych inhibitori a anti(retro)virotik
v maximdlnich pouZitych koncentracich. Uvedené hodnoty jsou vyjadrfené jako
aritmeticky prumér + SD (n=3). Statistickd vyznamnost byla posuzovdna pomoci
one-way ANOVA s post hoc Dunnett testem, s hladinou vyznamnosti: ns P > 0.05;
*P<0.05; **P<0.01; *** P<0.001. Hodnoty pro zidovudin a didanosin byly statisticky

posuzovdny zvldst, pro prehlednost pak byly umistény s ostatnimi do jednoho grafu.
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10. DISKUSE

Intestindlni efluxni membranové transportéry jsou klinicky vyznamnym faktorem
ovliviujicim absorpci perordlné podavanych Iéciv. Klinicky velice dllezitou skupinu
téchto transportér( tvofi rodina ABC transportér(i (Zakeri-Milani & Valizadeh, 2014;
Schinkel & Jonker, 2012). Rada anti(retro)virotik je substratem nebo inhibitorem ABC
transportért. Diky tomu, Ze jsou Casto uzivany v kombinacnich reZzimech, u nich hrozi
vysoké riziko lékovych interakci (Kis, Robillard, Chan, & Bendayan, 2010). Sofosbuvir
predstavuje vysoce ucéinnou a relativné bezpecnou farmakoterapii chronické formy HCV.
Rozsiteni |écby sofosbuvirem jako v soucasnosti nejucinnéjsi lécbou HCV na trhu, vsak
Celi v celosvétovém meéfitku nékolika limitacim. Nejvétsi z nich je pak vysoka cena

(Forette, 2018).

Jedna se o prolécivo, které je popsanym substratem ABCG2 a ABCB1 (Squibb, 2013). Lze
(u néj) tedy predpokladat, Ze intestindlni absorpce bude témito transportéry snizovana
a ABCB1 a ABCG2 budou mistem potencidlniho vzniku mezilékovych interakci. Tento
trend potvrzuje také literatura vyznamnym sniZzenim absorpce sofosbuviru indukci
téchto transportérl. Inhibice intestindlnich efluxnich systémuU pak naopak absorpci

sofosbuviru mize zvySovat (Cada et al., 2014; Squibb, 2013; Garrison et al., 2018).

Studium lékovych interakci je soucasti preklinického vyzkumu. Pro vyzkum interakci na
Iékovych transportérech jsou vhodné in vitro modely. EMA, FDA a ITC doporucuji pro
vyzkum metodu zaloZzenou na obousmérném transportu pres monovrstvu bunék
Caco-2 (Huang, 2009; Anna & Huguet Ninou, 2013; Giacomini et al., 2010 Liu et al.,
2017).

V této diplomové praci jsem se zaméfil na vliv vybranych anti(retro)virotik na absorpci
sofosbuviru a jejich vzdjemné interakce na stfevnich ABCB1 a ABCG2. Sofosbuvir byl
testovan pfi koncentraci 5 uM. Tato koncentrace byla zvolena s ohledem i) na snahu se
vyhnout saturaci ABCBla ABCG2 a ii) na detek¢ni limit vyvinuté analytické metody.
Testovany byly i koncentrace 50, 100 a 200 pM, ale do data odevzdani diplomové prace
byl zméren pouze jeden experiment, jehoz vysledky naznacuiji, Ze koncentrace vyssi nez
50 uM zpUsobuji ¢aste¢nou saturaci ABCB1 (data neuvedena), coz je v souladu

s publikovanymi daty, kdy bylo zjisténo, Ze sofosbuvir na burikdch Caco-2 ¢astecné
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saturuje eflux (v koncentracich 10 - 2800 uM) (Zheng et al., 2013). Nicméné i pfi
koncentraci 200 uM byly r(BA/AB) vyssi nez 10, coz stale poukazuje na fakt, Ze ABCB1
neni plné saturované. Pouziti nizkych nesaturujicich koncentraci je v souladu s
publikovanymi protokoly; tento postup zamezuje vzniku faleSné negativnich zjisténi

(Hubatsch et al., 2007).

U inhibitord byla zvolena maximalni rozpustna koncentrace (s hornim limitem 100 uM).
Zavislost koncentrace na mife inhibice znamych ABCB1/ABCG2 inhibitord lopinaviru
(5, 20, 50 uM; graf 3) a ritonaviru (50, 100 uM; graf 2), prokazala u lopinaviru zavislost
miry inhibice na koncentraci inhibitoru (graf 3D). Lopinavir v 5uM koncentraci sniZil
hodnoty r(BA/AB) na 10,49 + 7,67; 20uM lopinavir na 4,79 + 2,76 a 50uM koncentrace
na 0,7 + 0,06. Statisticka signifikance u lopinaviru 5uM je zatizena velkou smérodatnou
odchylkou. U 50uM a 100uM koncentrace ritonaviru se signifikantni zavislost
nevyskytovala (snizeni r(BA/AB) na 1,04 + 0,72; respektivé 1,44 * 0,32). Experimentdlné
byli zkouSeny u ritonaviru i koncentrace 5, 20 uM, v dobé sepsani diplomové prace vsak
byli analyticky zméreny pouze jednou, na dalsi vysledky se ¢eka. Tyto pilotni data vsak
naznacuji signifikantni zavislost mezi 5uM a 20uM koncentraci ritonaviru. Zvyseni
koncentrace nad 20uM zde pak nevedlo ke zvySeni inhibi¢niho efektu (graf 2C).
Jednoznacné potvrzeni tohoto trendu vsak vyZaduje dalSich experimentl. Lopinavir (od
20uM koncentrace) a ritonavir (ve vSech pouzitych koncentracich) vykazovaly
signifikantni inhibi¢ni potencidl. Literatura uvadi u lopinaviru ICso— 1,7 UM a u ritonaviru
ICso — 6,7 UM pro inhibici ABCB1 na bunkach Caco-2 (pfi pouziti rhodaminul23 jako
modelového substratu) (M. D. Perloff, Von Moltke, & Greenblatt, 2002; Vishnuvardhan,
Moltke, Richert, & Greenblatt, 2003). Vyznamny inhibi¢ni vliv zosuquidaru (1 uM; graf
1C, 5) a nesignifikantni vliv Ko134 (1 uM; graf 1B, 5) na transportu sofosbuviru (5 uM)
znaci, Ze je sofosbuvir v pouZzité koncentraci substratem ABCB1, na rozdil od ABCG2.
Zosuquidar snizil r(BA/AB) k hodnoté 0,80 + 0,05, zatimco r(BA/AB) sofosbuviru zistal v
pfitomnosti inhibitoru Ko134 bez signifikantni odpovédi (21,49 + 5,32). Diky faktu,
Ze monovrstva bunék Caco-2 exprimuje ABCG2 na apikalni strané membrany (Xia, Liu,
Yang, Miwa, & Gan, 2005) a ze Ko134 je zavedenym inhibitorem ABCG2 (Tomaru et al.,
2012), lze usuzovat, Ze v nasem usporadani experimentll se ABCG2 nepodilel na

efluxnim transportu u bunék Caco-2.
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Tento vysledek neni v souladu se vSeobecné akceptovanym faktem, kde sofosbuvir je
substratem ABCG2 (Squibb, 2013). VSechny dohledatelné publikace vSak tento fakt
prejimaji z produktového listu vydaného pfi vstupu pfipravku Sovaldi na trh. V tomto
listu ale neni uvedena metoda, kterou byl tento fakt zkoumadn, a nelze tak vyloudit
pouZziti neselektivniho ABCB1/ABCG2 inhibitoru na monovrstvé bunék Caco-2. Pro Uplné
ovéreni nebo vylouceni interakce sofosbuviru a ABCG2 vSak bude nutné provést
komplementarni experiment vyuzivajici napf. MDCKII bufky s expresi lidského ABCG2.
Potvrzeni specifity transportu sofosbuviru pro ABCB1 pak naznacuje také vyrovnani
transportu A-B a B-A pfi poutZiti jeho specifického inhibitoru zosuquidaru. Vyrazny
inhibi¢ni vliv elacridaru na hodnotu r(BA/AB) (0,98 + 0,08; graf 1D, 5) byl poté
pravdépodobné zplsobeny praveé inhibici na ABCB1. Lze predpokladat stejny trend také

u lopinaviru a ritonaviru.

Stejné jako predchozi latky jsou i atazanavir a daclatasvir inhibitory ABCB1 a ABCG2.
U atazanaviru uvadi literatura zavislost miry inhibice na koncentraci v rozmezi 3-100 uM.
Nami zvolend 50uM koncentrace byla zvolena jako maximalni rozpustna koncentrace
(Perloff, Duan, Skolnik, Greenblatt, & Von Moltke, 2005; Kis, Zastre, Hoque, Walmsley,
& Bendayan, 2013; European Medicines Agency , 2018). Oba tyto inhibitory vykazovaly
signifikantni inhibiéni vliv snizenim r(BA/AB) na 1,31 + 0,38 u atazanaviru (50 uM; graf
4A, 5) a 2,20 * 1,42 u daclatasviru (20 uM, graf 4B, 5). Signifikantni inhibi¢ni vliv dava
vyse zminénym latkdm potencial zvysit intestinalni absorpce substrati ABCB1 (tedy i
sofosbuviru). Vzhledem k tomu, Ze sofosbuvir neni dle vysledk( substratem ABCG2,
nelze tento trend prenést i na tento transportér. V této souvislosti bylo prokazano, ze
kombinace sofosbuvir + atazanavir (potenciovany ritonavirem, emtricitabinem a
tenofovirem DF) zvySuje Cmax sofosbuviru (o 109 %) a AUC (o 342 %) v porovnani

s aplikaci sofosbuviru bez inhibitoru (Rodriguez-Torres et al., 2015; Zheng et al., 2013).

Stejné jako daclatasvir jsou i ledipasvir a simeprevir vsoucasnosti podavany
v kombinacnich terapeutickych rezimech se sofosbuvirem (Zopf et al., 2016). Ledipasvir
je dokonce registrovan se sofosbuvirem v kombinovaném pftipravku (Harvoni). Na rozdil
od prechozich inhibitor( u ledipasviru (50 uM; graf 4C, 5) a simepreviru (20 uM; graf 4D,
5) nedochazelo k tak vyraznému snizeni hodnot r(BA/AB) (6,52 + 3,15 u simepreviru;

6,68 + 4,67 u ledipasviru). Vykazovaly vSak ptesto signifikantni inhibi¢ni efekt (simeprevir
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i ledipasvir jsou inhibitory ABCG2 a ABCB1). U ledipasviru literatura uvadi, Ze zvysuje
AUC digoxinu (substrat ABCB1) o 34 %. Bylo také zjisténo zvySeni AUC sofosbuviru
(2,16x) v kombinaci s ledipasvirem, kde byl v literatufe predpokladany vliv ABCB1 a
ABCG2. U ledipasviru, jakoZto inhibitoru ABCB1, literatura uvadi vyznamny vliv na
farmakokinetiku a absorpci sofosbuviru. Literatura pak uvadi zvySeni AUC sofosboviru
v kombinaci se simeprevirem 3,16x a zvySeni Cmax 1,91x (Ouwerkerk-Mahadevan,
Snoeys, Peeters, Beumont-Mauviel, & Simion, 2016; Bourgeois et al., 2017; Talavera

Pons et al., 2017).

V minulosti byla také klinicky testovana terapeutickd kombinace sofosbuvir (400 mg) +
simeprevir (150 mg) + ledipasvir (90 mg). Vysledky ukdzaly, Ze tato trojkombinace
zvysuje Cmax simepreviru 2,3x a AUC 3,1x. U ledipasviru pak bylo zvyseni 1,6x pro Cmaxa
1,7x pro AUC. 80 % pacientd vsak trpélo nezadoucimi ucinky (nej¢astéji 1. a 2. stupné,
kde nejcastéjsi byla fotosenzitivita (45 %), nezddouci ucinky vyssiho stupné souvisejici
slécbou se zde neobjevily). Tyto nezadouci Ucinky vSak pravdépodobné byly
potenciované nezddouci Ucinky simepreviru, vlivem zvyseni jeho koncentrace, jelikoz pfi
klinickém testovani nebylo zjisténo zvyseni ¢etnosti ani zadvaznosti nezadoucich ucinkl
sofosbuviru pfi podavani jeho vyssich davek (az 1200mg v jedné davce porovnano
s nezadoucimi ucinky pfi standartni 400mg). Pro rozsahlost nezadoucich ucinkl a
rozsahlost interakci neni pak kombinace doporucovana (Bourgeois et al., 2017; Squibb,

2013).

V ptipadé zidovudinu (100 uM; graf 4E, 5) a didanosinu (100 uM; graf 4F, 5) experimenty
nejenze neprokdzaly inhibi¢ni vliv na transport sofosbuviru (5 uM), ve vysledcich
dokonce dochazelo ke zvyseni hodnot r(BA/AB) (25,86 + 14,67 v pfipadé zidovudinu a
41,49 + 31,68 v pfipadé didanosinu). Je moZné, Ze v obou pfipadech je zvyseni r(BA/AB)
dano velkou variabilitou vysledk( s velice nizkymi hodnotami ve sméru A-B. V obou
pripadech vsak nedoslo vlivem inhibitort k signifikantnimu snizeni r(BA/AB), coi je
v souladu s literaturou, kterd uvadi, ze didanosin neni inhibitorem ABCB1 ani ABCG2 a
Ze zidovudin je pouze slabym inhibitorem ABCG2, ale neni inhibitorem ABCB1 (Janneh
& Khoo, 2011; Jeon, 2010). To, Ze je zidovudin inhibitorem ABCG2 (i kdyZ pouze slabym)
a nedochazi v jeho pfitomnosti k signifikantni inhibici pak dale potvrzuje, Ze sofosbuvir

neni substratem ABCG2.
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Déle je moiné spekulovat, Ze zvySeni r(BA/AB) bylo zplsobeno interakci na
nukleosidovych transportech, které blokuji transport ve sméru A-B a se kterymi
interaguji zidovudin, didanosin a pravdépodobné i sofosbuvir (Pastor-Anglada, Urtasun,
& Pérez-Torras, 2018; Young, Yao, Baldwin, Cass, & Baldwin, 2013). Potvrzeni této

domnénky by vSak vyZzadovalo dalsi experimenty s jinou metodikou.
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11. ZAVER

Tato prace zkoumala vliv zvolenych anti(retro)virotik na absorpci sofosbuviru s vyuZitim
etablované in vitro metody zaloZzené na bunécné linii Caco-2. Jako pozitivni kontroly
transportu byly zvoleny: specificky inhibitor ABCG2 Ko134, specificky inhibitor ABCB1
zosuquidar a inhibitor ABCB1/ABCG2 elacridar. Testovanymi anti(retro)virotiky byly:
atazanavir, daclatasvir, didanosin, ledipasvir, lopinavir, simeprevir, ritonavir a zidovudin.
Z vysledkl vyplyva, Ze stfevni absorpce sofosbuviru je znacné snizovana aktivitou ABCB1.
Nase vysledky ukazuiji, Ze inhibitory ABCB1 — atazanavir, daclatasvir, ledipasvir, lopinavir,
simeprevir a ritonavir mohou zvySovat absorpci sofosbuviru. Na druhou stranu u
didanosinu a zidovudinu nebyl zjistén signifikantni vliv na ABCB1 zprostfedkovany eflux
sofosbuviru. Z vysledk( analyzy dat u inhibitor( lopinaviru a ritonaviru, zkoumanych
v rliznych koncentracich, Ize predpokladat koncentra¢ni zavislost miry inhibice na
koncentraci. Pro jednoznacné potvrzeni tohoto trendu vsak bude potfeba dalSich
experimentl. Nase vysledky pfispivaji k vysvétleni molekularnich mechanism Iékovych
interakci sofosbuviru s ostatnimi antivirotiky na Urovni stfevni absorpce. Zaroven nase
vysledky poukazuji na moznost vhodnymi kombinacemi zvysit jeho stfevni absorpci a tim
zlevnit vysoce nakladnou lécbu, napt. podavanim mensich davek sofosbuviru v delsich

¢asovych intervalech.
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12. POUZITE ZKRATKY

ABC ATP binding casette ATP vdzajici protein
ABCB1 P-glykoprotein P-glykoprotein
ABCG2 breast cancer resistence protein | protein rezistence rakoviny prsu
ACN acetonitrile acetonitril
ATCC american Typ -e Culture ndzev organizace
Collection
AUC area under the curve plocha pod krivkou
BCRP breast cancer resistence protein | protein rezistence rakoviny prsu
BSEP bile salt export pump exportni transs;:)czlrtér Zlu¢ovych
CatA katapsin A katapsin A
CES1 karboxylesterdza karboxylesterdza
CES1 karboxylesterdza karboxylesterdza
CNS centrdlni nervovd soustava centrdlni nervovd soustava
DAA direct antiviral agents pfimo pdsobici antivirotikum
DCV daclatasvir daclatasvir
DMEM Dulbecco’s Mo.dified Eagle’s nézev media
Medium
DMSO dimethyl sulfoxid dimethyl sulfoxid
DSV dasabuvir dasabuvir
ECso half maximal effective polovina maximdlni u¢inné
concentration koncentrace
EMA european medicines agency evropskda lékovad agentura
ERS electrical resistence system systém elektrického odporu
FBS fetal bovine serum fetdlni hovézi sérum
FDA food and drug administration agentura pro kc?rv;'t rolu potravin
a léciv
GIT gastrointestindlIni trakt gastrointestindlIni trakt
GSH glutathion glutathion
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HBSS Hanks 'Balanced Salt Solution ndzev roztoku
HCV hepatitida typu C hepatitida typu C
histidin triad nucleotid-binding | protein vdzajici nukleotidovou
HINT1 . ., .
protein triadu sofosbuviru
1Cso 50 % inhibitory concentration 50 % inhibi¢ni koncentrace

international transporter mezindrodni consortium

ITC . [ o
consortium transportéri
LDV ledipasvir ledipasvir
multidrug and toxin extrusion . ,
MATE1 g . nazev transporteru
protein
MRP multidrug resistence protein ndzev transportéru
MsOH methylsulfonovd kyselina methylsulfonovd kyselina
NBD nucleotide binding domain nukleotid vdzajici doména
NEAA non-essencial amino acid neesencidlni aminokyseliny
. ) transportér organickych
OAT organic anions transporter P . g, 4
aniontd

organic anions transporting polypeptid transportujici

OATP polypeptide organické anionty
oBV ombitasvir ombitasvir
oCT organic cations transporter transp O;(f[i:’:?gnkky it
P/S penicilin/streptomycin penicilin/streptomycin
PBS phosphate buffered saline fosfatovy pufr
Peg-IFN pegylovany interferon pegylovany interferon
P-gp P-glykoprotein P-glykoprotein
PTV paritaprevir paritaprevir
r ritonavir ritonavir
R/RBV ribavirin ribavirin
omeér transporti sméru omér transportu sméru
R(BA/AB) i B-AfA-B ’ B-AfA-B
SLC solute carriers transporter ndzev transporteru
SMV simeprevir simeprevir
SOF sofosbuvir sofosbuvir
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TEER

transepithelial electrical
resistance

transepitelidrni elektricka
rezistence

TMD

transmembrane domain

transmembrdnovd doména
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