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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Studentka: Bc. Michaela Jahodova
Skolitel: PharmDr. Lukas Cerveny, Ph.D.

Nazev diplomové prace: In vitro a ex vivo studium lékovych interakci antiretroviralnich

latek na stievnich ATP-vazajicich 1€kovych transportérech

Absorpce peroralné podanych 1é¢iv probihd zejména ve stieve, kde mize byt ovlivnéna
aktivitou 1ékovych ABC transportérti lokalizovanych na apikalni membrané stfevniho
epitelu. Studium I€kovych interakci na sttevnich ABC transportérech je nezbytné pro
zajisténi efektivni a bezpecné farmakoterapie. Testovani obousmérného transportu
na bunikach Caco-2 je obecné preferovanou metodou pro in vitro hodnoceni substratd
a inhibitor ABC transportéri. Nevyhody modelu Caco-2 zvySuji nutnost a potiebu
zavadéni novych modelt. Velky potencial ma zapojeni ex vivo metodik na lidském
¢i potkanim stfevé. Cilem prace bylo tedy zavedeni in vitro metodiky vyuzivajici
monovrstvu bun¢k Caco-2 a ex vivo metodiky ultratenkych potkanich intestindlnich
fez. Metodou obousmérného transportu jsme analyzovali 1€kové interakce modelového
substraitu P-gp a BCRP Rhodaminu 123 (RHDI123) aklinicky vyuzivaného
antiretrovirotika (ARV) tenofoviru disoproxil fumaratu (TDF) s vybranymi navrzenymi
inhibitory P-gp/BCRP ze skupiny ARV. Lopinavir, ritonavir a abakavir snizily efluxni
pomér RHDI123 a ex vivo akumulaéni studie s RHD123 prokazaly, na koncentraci
zavisly inhibi¢ni Gcinek lopinaviru a ritonaviru. Lopinavir navic vyznamné¢ ovliviioval
transport TDF pies monovrstvu Caco-2 bunck. Zavérem lze fici, ze se podafilo zavést
in vitro a ex vivo metodiky pro analyzu 1ékovych interakci na stfevnich P-gp a BCRP
a dale jsme potvrdili, Ze n€ktera ARV (zjm. ze skupiny inhibitorli proteazy) mohou

inhibovat stievni P-gp a BCRP a ménit transmembranovy transport TDF.



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové
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Student: Bc. Michaela Jahodova

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

Title of diploma thesis: In vitro and ex vivo study of drug-drug interactions

of antiretrovirals on intestinal ATP-binding drug transporters

The absorption of orally administered drugs takes place especially in the intestine,
where it can affect by the activity of drug’s ABC transporters located on the apical
membrane of the intestinal epithelium. Study of drug interactions in intestinal ABC
transporters is essential to ensure effective and safe pharmacotherapy. Testing of bi-
directional transport on Caco-2 cells is generally the preferred method for in vitro
evaluation of substrates and inhibitors of ABC transporters. Drawbacks of the Caco-2
model increase the need and necessity to introduce new models. A great potential
is the involvement of ex vivo methodologies in the human or rat intestine. The aim
of the work was to introduce an in vitro methodology using the Caco-2 cell monolayer
and the ex vivo methodology of precision-cut rat intestinal slices. By the bi-directional
transport method, we analyzed drug interactions of the model substrate P-gp and BCRP
Rhodamine 123 (RHD123) and clinically-used tenofovir disoproxil fumarate (TDF)
antiretroviral agents (ARV) with selected P-gp/BCRP inhibitors of the antiretroviral
group. Lopinavir, ritonavir and abacavir decreased the efflux ratio of RHDI123
and the ex vivo accumulation study with RHD123 demonstrated the concentration-
dependent inhibitory effect of lopinavir and ritonavir. In addition, Lopinavir
significantly affected transport of TDF through the monolayer of Caco-2 cells.
In conclusion, we have been able to introduce in vitro and ex vivo methods for drug
interaction analysis on intestinal P-gp and BCRP, and we have confirmed that some
ARV (i.e. the protease inhibitor group) can inhibit intestinal P-gp and BCRP

and to modify the TDF transmembrane transport.
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1. SEZNAM ZKRATEK

ABC - ATP binding cassette

ART - antiretroviral therapy

ARV - antiretrovirotika

ATT - antituberculosis therapy

AUC - area under the curve (plocha pod kiivkou)

BCRP - breast cancer resistance protein

DAAs - direct-acting antivirals (pfimo pusobici antivirotika)

DDIs - drug-drug interactions (1ékové interakce)

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (kultivaéni medium)
DMSO - dimethyl sulfoxide

ER - efluxni pomér

FBS - Fetal Bovine Serum (fetalni hovézi sérum)

FDA - Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv)
EMA — Evropska lékova agentura

FI - fusion inhibitor

HAART - highly active antiretroviral therapy (vysoce uc¢inna antiretroviralni terapie)
HBSS - Hank's Balanced Salt solution (experimentalni medium)
HCYV - virova hepatitida C

HIV - human immunodeficiency virus

INSTI - integrase strand transfer inhibitors (inhibitory integrazy)

ITC - International Transporter Consortium

KHP - Krebs-Henseleit pufr (Krebstv pufr)

MRP - multidrug resistance-associated protein

NEAA - Non-essential Amino Acid (neesencidlni aminokyseliny)
NNRTTI - non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor

NRTI - nucleoside reverse transcriptase inhibitor

NtRTI - nucleotide reverse transcriptase inhibitor

P,p,p - permeabilni koeficient

PBS - phosphate-buffered saline (fosfatovy pufr)

PCIS - precision-cut intestinal slices (potkani intestindlni fezy)

P-gp - P-glykoprotein



PI - protease inhibitor

RHD123 - rhodamin 123

TBC - tuberkul6za

TDF - tenofovir disoproxil fumarat

TEER - transepithelial electrical resistance (transepitelialni elektricky odpor)

WHO - World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)
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2. UVOD

Kombinované farmakoterapie Casto zvysSuje riziko 1ékovych interakci (DDIs) (Kis,
Robillard, Chan, & Bendayan, 2010). Vyznamné¢ vyssi vyskyt interakénich komplikaci
je dlouhodobé zaznamenavan u skupiny HIV (human immunodeficiency virus)
pozitivnich pacientil, u kterych je polypragmazie béznad a z dlouhodobého hlediska
zlepSuje klinickou prognézu (Karageorgopoulos, Allen, & Bhagani, 2015;
Luetkemeyer, Havlir, & Currier, 2006; D Pal et al., 2011; Weiss, 2007). V terapii HIV
se vzdy vyuzivda kombinace antiretrovirotik (ARV) patficich do odlisnych
farmakologickych skupin (Kis et al., 2010). Cetnost DDIs u HIV pozitivnich pacienti
dale zvySuje i lécba komorbidit, kterymi tato populace Casto trpi (Jilich et al., 2014;
Soriano et al., 2015). Pokud je to mozné, dava se prednost peroralnimu podani 1éCiva,
jakozto nejvhodnéjsimu zplisobu co se pohodli pacienta tyce. Absorpce takto podanych
1é¢iv probihd zejména ve stfev€. Stfevni bariéra predstavuje nejveétsi rozhrani mezi
vnitinim a vn¢j§im prostredim. Funguje jako selektivni filtr intraluminalnich entit
a proto hraje diilezitou roli v absorpci 1é¢iv (Groschwitz & Hogan, 2009; Kis, Zastre,
Hoque, Walmsley, & Bendayan, 2013; van Breemen & Li, 2005). Mnoho 1ékovych
interakci vznik4d na zdkladé aktivity sttevnich ATP-véazajicich (ABC) transportért
(Bousquet, Pruvost, Guyot, Farinotti, & Mabondzo, 2009; Kis et al., 2013; D Pal et al.,
2011; Dhananjay Pal & Mitra, 2006). Tyto transportéry piedstavuji dynamické
mechanismy ovliviiujici stitevni permeabilitu 1éCiv, ¢imz zna¢né€ ovlivituji koncentraci
1é¢iva v plazmé a tudiz terapeutickou ucinnost a nezadouci Gc¢inky (Ding et al., 2004;
Edwards et al., 1999; Westphal, Weinbrenner, Giessmann, et al., 2000). Je dilezité znat
substratovou specifitu a inhibi¢ni G¢innost peroraln¢ podavanych 1ékt vici témto
transportériim, aby bylo mozné predpokladat mozné interakce. Bylo zjiSténo, ze DDIs
na intestinalni transportéry ABC mohou mit za nésledek bud’ vyssi (toxické) nebo nizsi
(subterapeutické) plazmatické koncentrace (Giacomini, Huang, Tweedie DJ, & Benet,
2012). Spolehliva predikce peroralni biologické dostupnosti je zdsadni pro zatazeni
1é¢iva do klinickych studii (FDA, 2012; Westerhout et al., 2014). Pro studium stfevni
absorpce a predikci DDIs s ABC transportéry lze vyuzit modely in vitro a ex vivo (D Pal
et al., 2011; Weiss, 2007; Yumoto et al., 1999).
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Vyskyt lékovych interakci

Lékové interakce predstavuji zavazny klinicky problém. Jsou jednou z hlavnich pficin
toxicity a nezddoucich ucinkt (Kvétina & Grundmann, 2000; Olkkola & Ahonen, 2001;
Rice, Faragon, Banks, & Chirch, 2016; Westphal, Weinbrenner, Zschiesche, et al.,
2000). Nezadouci uc€inky 1é¢iv jsou v USA a Kanadé (ve 4,2 — 30 %) a v Evrop¢ (ve 2,5
— 10,6 %) pfi¢inou vSech hospitalizaci. Jedna se o obrovskou ekonomickou zatéz, ktera
v USA piesahuje ¢astku odhadovanou na 30 miliard dolarti roéné (Sultana, Cutroneo, &
Trifiro, 2013). Podil DDIs na klinicky relevantnich nezadoucich piihodéach predstavuje
asi 13 % a souvisi s poctem 1€kil uzivanych pacientem. Zaroven jsou DDIs zodpovédné
zhruba za 5 % hospitalizaci (Collection, 2016; Olkkola & Ahonen, 2001). DDIs maji
farmakokineticky nebo farmakodynamicky ptivod (Collection, 2016) a lze jim
pfedchdzet na zakladé pochopeni jejich molekularnich principti (Juurlink, Mamdani,
Kopp, Laupacis, & Redelmeier, 2003; Sultana et al., 2013). Dilezitost tématu podtrhuje
skutecnost, ze za poslednich 10 let bylo do databdze PubMed umisténo pies 4500
odbornych ¢lankdi zabyvajicim se tématikou DDIs (klicova slova: ,,DRUG-DRUG
INTERACTIONS*, informace je aktudlni ke dni 4. 3. 2017).

3.2 Peroralni podani léciv

Peroralni podavani je nejfyziologictéjSim zpisobem, jakym lze dopravit 1écivo
do organismu (Kvétina & Grundmann, 2000), zarovenl je i velmi vyhodné, protoze
je levné, relativné bezpecné a pro pacienty piijatelné (Schinkel & Jonker, 2012). Léky
takto aplikované musi projit stfevni sliznici. Tato bariéra se skldda z polarizovanych
enterocytil, mezi nimiz jsou tésné pevné spoje (Fromm, 2011). Na stfevnim epitelu jsou
lokalizovany 1¢ékové transportéry, jejichz aktivita cCasto uruje rychlost arozsah
absorpce xenobiotik z lumen stfeva do krevniho obéhu (D Pal et al., 2011). Stfevni
1ékové transportéry jsou mistem DDIs (Olkkola & Ahonen, 2001; Schinkel & Jonker,
2012).
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3.3 ABC efluxni lékové transportéry ve stievni bariére

Stitevni ABC efluxni 1€kové transportéry jsou transmembranové proteiny, schopné
pfenaset strukturalné velmi rozmanité latky zpét do stfevniho lumen a snizovat tak
jejich absorpci (Albermann et al., 2005; Fromm, 2011). Export je saturabilni
a vyskytuje se v aktivni, ATP dependentni formé&, ¢imz je umozZnén pfenos proti
koncentracnimu gradientu (Higgins, 1992; Sun, Chow, Liu, Du, & Pang, 2008; Yu &
Zeng, 2007). NejvyznamnéjSimi stievnimi efluxnimi ABC transportéry jsou: P-
glykoprotein (P-gp), breast cancer resistance protein (BCRP) a multidrug resistance-
associated protein 2 (MRP2). Kromé nich exprimuje sttevni epitel 1 jiné mén¢ dilezité
ABC transportéry; piehled a lokalizace ABC transportéri v ramci stievniho epitelu
je vyobrazena na Obr. 1. ABC efluxni transportéry maji vliv na farmakologické chovani
vétSiny v soucasné dob¢ pouzivanych 1éciv (Schinkel & Jonker, 2012; L Zhang, Zhang,
Strong, Reynolds, & Huang, 2008).

Apikalni strana

Efflux

Basolateralni strana

Obrazek 1: Lokalizace efluxnich transportérii na strevnim epitelu. ,,A* reprezentuje

ATP vazajici strany. Prevzato a upraveno z (D Pal et al., 2011).

3.3.1 P-glykoprotein

P-gp je 170 kDa velky transmembranovy protein (Obr. 2), znamy také jako MDR1
(Multidrug resistance protein 1) nebo ABCBI1. Je pravdépodobné nejlépe
prostudovanym efluxnim Iékovym transportérem. Pavodné byl P-gp objeven
v rakovinnych bunkach. Nazev MDR1 je odvozen od multicetné 1ékoveé rezistence
nadorovych bunék vici cytostatikiim. Az pozdéji se zjistilo, Ze je konstitutivné pritomen
vcelé fadé normalnich tkéni. Ve stfevé je lokalizovan téméf vyhradné v ramci
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kartd€ového lemu na apikdlni (luminalni) strané polarizovanych zralych enterocytti
atim vyznamné omezuje biologickou dostupnost svych substrati. Exprese P-gp
se v lidském tenkém stfevé zvySuje od proximalni k distdlni oblasti (Fromm, 2011;
Klein, Sarkadi, & Varadi, 1999; D Pal et al., 2011; Pang, 2003; Schinkel & Jonker,
2012; Westphal, Weinbrenner, Zschiesche, et al., 2000)

P-gp transportuje rozmanité substraty o velikosti 200 — 1900 Da (Schinkel & Jonker,
2012), které jsou vétsinou pomérné hydrofobni (Bousquet et al., 2009). Intestinalni P-gp
muze prispivat k systémové clearance intravenozné podavanych 1é¢iv (napi. digoxin)

a to aktivni sekreci do stfevniho lumen (Fromm, 2011; Schinkel et al., 2014).

Extracellular

N H2 R\‘

= \/ ‘ G{;’D‘\ \ = NBD Ny
Intracellular () ./  COOH

Obrazek 2: Schematickeé znazorneéni P-gp. Prevzato a upraveno z (Dhananjay Pal &

Mitra, 2006)

3.3.2 BCRP
BCRP také znamy jako ABCG2 (Giacomini et al., 2012) je druhy ¢len G-rodiny ABC

transportérit (Transporters, 2010). Nazev je odvozeny od skutecnosti, ze byl poprvé
nalezen v prsnich rakovinnych bunkach (Schinkel & Jonker, 2012) rezistentnich
na doxorubicin (Choudhuri & Klaassen, 2006). Je povazovan pouze za poloviéni ABC
transportér, protoze ma pouze 6 transmembranovych domén a podle studii muze
fungovat jako homodimer (Obr. 3) (Giacomini et al., 2012; Choudhuri & Klaassen,
2006; Murakami & Takano, 2008; D Pal et al., 2011). Je zajimavé, Ze exprese BCRP
je stimulovana v tkanich snizkym obsahem kysliku (Transporters, 2010).
V polarizovanych bunikach stievniho epitelu je exprimovan na apikalni strané (D Pal et
al., 2011). Exprese BCRP je maximalni v lidském duodenu a kontinudlné klesa

k tlustému stfevu (Xia, Yang, & Gan, 2005).
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Vedle hydrofobnich substrati jako je napf. mitoxantron nebo topotekan, muze
transportovat hydrofilni organické konjugované anionty, zejména sulfatové konjugaty
a pozitivné a/nebo negativné nabité molekuly. Substratova specifita u BCRP a P-gp
se prekryva, coz mize vést k synergickému ucinku obou transportéru (Lee et al., 2015;

Ni, Bikadi, Rosenberg, & Mao, 2010; Schinkel & Jonker, 2012).

\
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Intracellular Ff“)
Obrazek 3: Schematické zndzornéni BCRP tramsportéru. Prevzato a upraveno

z (Dhananjay Pal & Mitra, 2006)

Extracellular

3.3.3 MRP2

MRP patii také do ABC superrodiny. Jsou to proteiny o velikosti 190 kDa (Obr. 4),
které primarné€ transportuji pfes lipidové membrany konjugované organické anionty

(Dhananjay Pal & Mitra, 2006). Zatim je znamo osm ruznych MRP (D Pal et al., 2011).

Nejveétsi potencidl pro DDIs ve stfevé md MRP2 (ABCC2), ktery byl poprvé popsan
u Cloveka v roce 1996. Bohat¢ se vyskytuje na apikalni sttevni membrané (D Pal et al.,
2011; Transporters, 2010; L Zhang et al., 2008). Nejvyssi exprese MRP2 je v lidském
duodenu a jejunu a klesa smérem k ileu. Podobné jako u P-gp i u MRP2 byla prokazana
role pfi eliminaci systémové aplikovanych xenobiotik. Kromé konjugovanych
organickych aniontl patii mezi jeho substrdty nekonjugovana léciva: metotrexat,
ritonavir, vinblastin a dalS$i (Pang, 2003; Tocchetti, Rigalli, Arana, Villanueva, &
Mottino, 2016).
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Obrazek 4: Schematické znazornéni MRP efluxnich transportérii. Prevzato a upraveno z

(Dhananjay Pal & Mitra, 2006)

3.4 Regulacni autority v oblasti Iékové politiky

DDIs souvisejici s aktivitou 1ékovych transportéra se v pribéhu poslednich sedmi let
staly oblasti intenzivniho vyzkumu (SOLVO, 2017b). V roce 2007 bylo vytvoteno
International Transporter Consortium (ITC) s ¢leny zakademické sféry, prumyslu
a Utadu pro kontrolu 1é¢iv a potravin (FDA) (L Zhang, Huang, & Lesko, 2011). ITC
nedavno zvetejnila sérii ,,bilych knih* ve snaze poskytnout odborny piehled o 1€ékovych
transportérech. Zarovenl davaji ,,bilé knihy* jasné pokyny ohledn¢ studia transportéra
a pouzitelnych metod (SOLVO, 2017b). FDA a Evropska lékova agentura (EMA)
vyZzaduji preklinické testovani kazdého nového 1é€iva na urovni 1ékovych transportért
uvedenych v ,bilych knihdch®“. Ve vsSech pfipadech neni potfeba studovat vSechny
transportéry. Na Urovni ABC efluxnich intestindlnich transportérii vyZaduje FDA
a EMA inhibi¢ni studie u P-gp a BCRP. Substratové studie jsou vyzadovany FDA u P-
gp a BCRP. Preklinické studie ale neodhali veskeré DDIs 1éCiv a je potieba je studovat
ipouvedeni na trh (FDA, 2012; Giacomini et al., 2012; Lee et al., 2015; SOLVO,
2017a; Sultana et al., 2013; L Zhang et al., 2008; Lei Zhang, Zhang, & Huang, 2009).

3.5 Terapie HIV a komorbidit

Ke konci roku 2015 uvadéla Svétova zdravotnicka organizace (WHO) pies 36 miliona
lidi infikovanych virem HIV. V poloviné roku 2016 bylo vice nez 18 miliént pacientti
po celém svété lé¢eno ARV (WHO, 2017). Ptichod kombinované antiretroviralni
terapie dramaticky zménil prognézu a kvalitu zZivota HIV infikovanych dospélych,

ale 1 déti (Gemtessa & Chirch, 2013; Chearskul, Rongkavilit, Al-Tatari, & Asmar,
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2006). Hlavni lécebnou strategii pfedstavuje tzv. highly active antiretroviral therapy
(HAART) (Jilich et al., 2014). Principem HAART je kombinace minimalné tfi 1éCiv
ze dvou lékovych skupin, protoZze se prokdzalo, Ze tento pfistup snizuje mnozstvi viru
v krvi (virovou naloz), oddaluje nastup virové rezistence a prodluzuje ucinnost 1é¢by
(Gallant et al., 2006; Chearskul et al., 2006). Rizné kombinace ARV ovSem ptedstavuji
potencial pro vyskyt DDIs (Kis et al., 2010). Nehled¢ na to, ze HIV populace €asto trpi
komorbiditami vyzadujici farmakoterapii, coz riziko DDIs jesté¢ zvysuje (Jilich et al.,

2014; Soriano et al., 2015).

3.5.1 Kombina¢éni lé¢ba antiretrovirotiky

Aktualné dostupnych ARV k1écbé HIV je vice nez 20 (Jilich et al., 2014). Podle
mechanismu piisobeni a chemického sloZeni je lze zatadit do celkem Sesti skupin
(Chearskul et al., 2006): nukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy (NRTI),
nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NNRTI), inhibitory proteazy (PI),
inhibitory integrazy (INSTI), inhibitory fuze (FI) a CCRS5 antagonisté (FDA, 2017).
HAART v 1écbé dospélych kombinuje dvé 1é¢iva ze skupiny NRTI a ptidava NNRTI,
INSTI nebo PI potencovany nizkymi ddvkami ritonaviru (Gallant et al., 2006; Hammer
et al., 2006; Jilich et al., 2014). ARV jsou castymi substraty/inhibitory/induktory
efluxnich ABC transportéri. Podavani rtiznych kombinacnich rezimti ARV muiZe vést
k toxickym/nizkym hladinam 1éCiv a selhani 1€cby z diivodu intolerance 1€cby nebo jeji

nizké efektivity (Kis et al., 2010; D Pal et al., 2011; Weiss, 2007).

Tenofovir disoproxil fumarat (TDF) je prolécivo tenofoviru patiici mezi nukleotidové
inhibitory reverzni transkriptazy (NtRTI). Tenofovir ma Spatnou peroralni biologickou
dostupnost (Tong et al., 2007). V klinické praxi se prokazala vysoka efektivita podavani
kombinacnich rezimti zalozenych na TDF (Chearskul et al., 2006; Truong, Schafer, &
Short, 2015). TDF je dobfe popsany substrat P-gp (Kis et al., 2010). Z in vitro studii l1ze
vyvozovat, Zze TDF inhibuje MRP2 a podili se tak na znamé interakci mezi TDF
a didanosinem. TDF podstatn¢ pfispivda ke zvySeni AUC (area under the curve)
didanosinu o 44 — 60 %, davky didanosinu by mély byt sniZzeny, aby se zabranilo

potencidlni toxicité (Kearney et al., 2005; Weiss, 2007).
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P-gp a MRP ptenaseji PI (pf. atazanavir, ritonavir, lopinavir a saquinavir) a jsou citlivé
k inhibici nékolika NRTI (Kis et al., 2013). Kvili schopnosti NRTT inhibovat né¢kolik
MRP mohou byt pacienti s HIV asociovanou multicentrickou Castlemanovou nemoci
ohrozeni toxicitou vinblastinu (Weiss, 2007). PI stejn¢ jako NNRTI (efavirenz,
delavirdin) mohou inhibovat P-gp v klinicky relevantnich koncentracich. Né&ktera
dlouhodobé poddvand ARV mohou expresi P-gp indukovat. Soucasné podani
tipranaviru/ritonaviru snizuje plazmatické hladiny TDF a abakaviru o 23 — 44 %. Bylo
popsano i n¢kolik dalSich interakci mezi inhibitory proteazy a NRTI. Mnoha ARV jsou
silnymi inhibitory P-gp, a to zejména ritonavir a lopinavir. Ritonavir se pouziva jako
,booster therapy” v kombinaci s PI pro zvySeni jejich biologické dostupnosti. PI ani
NNRTI nejsou transportovany BCRP, ale mnoho z nich jsou v klinicky relevantnich
koncentracich inhibitory BCRP. Proto se miize BCRP podilet na antiretroviralnich DDIs
(Kis et al., 2010, 2013).

3.5.2 Lécba komorbidit a 1ékové interakce s antiretrovirotiky

V pribehu infekce HIV dochédzi ni¢enim bunc¢k imunitniho systému k selhdvani
obranyschopnosti, coz umoznuje nastup jiné infekce u jiz oslabeného hostitele (Pasman,
2012). HIV je nejsilngj$i znamy rizikovy faktor pro progresi infekce Mycobakterium
tuberculosis v aktivni onemocnéni (Pawlowski, Jansson, Skold, Rottenberg, &
Kéllenius, 2012). V Africe a Asii je Castou pii¢inou umrti u HIV infikované populace.
Antiretroviralni terapie (ART) snizuje riziko recidivy tuberkuldzy (TBC) a méla by byt
vybrana na zdkladé¢ minimdlnich lékovych interakci s antituberkuldzni terapii (ATT)
(Shankar et al., 2014; W. & S., 2016). Kli¢ovou soucasti ATT je rifampicin, ktery je
spojovan s vyznamnymi DDIs s mnoha ARV (Jiang et al., 2014; W. & S., 2016).
Rifampicin indukuje MRP2 a P-gp, u kterého zvySuje expresi v duodenu az 4,2 krat
(Transporters, 2010; Westphal, Weinbrenner, Zschiesche, et al., 2000). Soubézné
podavani rifampicinu s rilpivirinem, etravirinem, nevirapinem avSemi Pl se
nedoporucuje vzhledem k vyraznému snizeni plazmatické koncentrace vSech
zminénych ARV a Spatnym vysledkim 1é¢by (Shankar et al., 2014; W. & S., 2016).
Vyssi davky ARV vedly k nepfijatelné mife jaterni toxicity a netolerance 1éCby.
Podavani raltegraviru s rifampicinem vedlo ke sniZzeni minimalni koncentrace
raltegraviru o 61 % (W. & S., 2016). WHO doporucuje efavirenz jako lék volby

z diivodu zvladnutelnych 1ékovych interakci, s vyjimkou podminek jako je t€hotenstvi,
18



kdy je kontraindikovan (Jiang et al., 2014; Shankar et al., 2014). U HIV/TBC pacientd

1éCenych rifampicinem, se efavirenz kombinuje se dvéma NRTI (W. & S., 2016).

Onemocnéni virovou hepatitidou C (HCV) je bézné vzhledem ke spolecné cesté
prenosu a skutecnosti, ze lidé s HIV jsou vystaveni vysSimu riziku nakazy HCV.
V soucasnosti je incidence HCV na vzestupu (Gemtessa & Chirch, 2013; Chen, Feeney,
& Chung, 2014; Karageorgopoulos et al., 2015). Nedavny rozvoj pfimo pusobicich
antivirovych 1é¢iv (DAAs) predstavuje revolucéni potencial v 1é¢bé chronické formy
HCV u HIV infikované populace. DAAs jsou léciva dobfe tolerovana a vysoce uc¢inna
(Gemtessa & Chirch, 2013; Chen et al., 2014; Luetkemeyer et al., 2006; Oramasionwu,
Moore, & Toliver, 2014). Aktudlnim problémem u HIV/HCV koinfikovanych pacientii
je riziko DDIs a nadmérnd toxicita se soucasné¢ podavanou antiretroviralni medikaci
(Oramasionwu et al., 2014; Truong et al., 2015). Uvaha vychazi ze skuteénosti,
ze DAAs mohou byt ovlivnény nebo mit vliv na absorpci ARV prostfednictvim
sttevnich ABC transportérii (Rice et al., 2016). Nefrotoxicita TDF mutze byt zvySena
soucasnym podavanim s ledipasvirem, ktery jako inhibitor P-gp zvySuje jeho hladiny
(Rice et al., 2016). Pfipustné antiretroviralni rezimy se simeprevirem jsou v soucasné
dobé omezeny na raltegravir, rilpivirin, maravirok, tenofovir, emtricitabin, lamivudin
a abakavir (Chen et al., 2014). Hladiny grazopreviru dramaticky vzrostou pii kombinaci
s potencovanymi PI, coz vede k hepatotoxicité. Hladiny paritapreviru, ritonaviru,
ombitasviru a dasabuviru se zvysuji v kombinované terapii s rilpivirinem, coz miize vést
k prodlouzeni QT intervalu. Efavirenz snizuje hladiny velpatasviru a hrozi selhani
terapie (Rice et al.,, 2016). Vroce 2012 FDA varovala pfed soucasnym podavani
bocepreviru a PI jejichz hladiny byly podstatné snizovany (Luetkemeyer et al., 2006).

3.6 Modely studia stievni absorpce

ABC efluxni transportéry jsou exprimovany v gastrointestindlnim traktu a omezuji
peroralni biologickou dostupnost. Nedilnou soucasti vyvoje 1é¢iv je hodnoceni jejich
vlivu na absorpci 1é¢iv (FDA, 2012). Mezi biologické modely vhodné pro studium vlivu
ABC transportérii patii in vitro vyuZivajici rGzné bunécné linie, in situ stfevni
segmenty, in vivo zvifeci modely a postupné zavadéné ex vivo modely (de Graaf et al.,

2010; van Breemen & Li, 2005)
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3.6.1 In vitro modely a bunécna linie Caco-2

In vitro modely napodobuji lidsky stievni epitel. Poskytuji jednoduchy ,.high through
put” systétm pro studium absorpce 1éCiv ze stfeva. Buinky vytvaii konfluentni
monovrstvu a prochazeji spontanni diferenciaci. Pro modelovani lidské stievni absorpce
je pouzivano né€kolik bunéénych linii: MDCK (,,Madin Darby canine kidney* — buné¢na
linie psich ledvinnych bun€k Madin-Darby), TC-7, HT29-MTX, 2/4/A1 a lidské
bunécéné linie karcinomu tlustého stieva T-84, HT-29 a nejpopuldrnéjsi Caco-2
(Matsson et al., 2005; Meunier, Bourrie, Berger, & Fabre, 1995; van Breemen & Li,
2005; Lei Zhang, Reynolds, Zhao, & Huang, 2010).

Bunééna linie Caco-2 je linie bun€k lidského adenokarcinomu tlustého stfeva (Sun et
al., 2008). Poprvé byla pouzita jako model lidské intestinalni absorpce kolem 80. let 20.
stoleti (van Breemen & Li, 2005). Caco-2 exprimuji vétSinu zndmych ABC transportéra
v pofadi podobném tenkému stfevu. Byla zjiSténa silnad korelace mezi absorpci 1é€iva
v humdnnim jejunu a bunkami Caco-2 (Sun et al., 2008). Monovrstvu vytvaii
po sedmi dnech kultivace (Meunier et al., 1995), nasledné¢ dochazi k diferenciaci
apo2l az 25 dnech tvofi konfluentni monovrstvu cylindrickych, polarizovanych
epitelidlnich bunék, s dobfe definovanymi tésnymi spoji (Life & Services, 2011; van
Breemen & Li, 2005). Na apikdlnim povrchu vykazuji dobfe diferencovany kartaovy
lem (Obr. 5). Integrita monovrstvy se b&zné kontroluje méfeni transepitelialniho

elektrického odporu (TEER) (Sun et al., 2008).

Obrazek 5: Pohled na monovrstvu bunek Caco-2 porizeny elektronovym mikroskopem
(vlevo) s detailem apikalni membrany (vpravo). Povsimnéte si mikroklkii (M) a tésnych
mezibunécnych spoju tzv., tight junction (TJ). Prevzato z (Shah, Jogani, Bagchi, &

Misra, 20006).
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Lékové transportéry v polarizované bunééné linii Caco-2 ptedstavuji vektoridlni
dopravni systém, ktery mize byt méfen ve dvou smeérech (apikélné-bazolateralné
a naopak) (Giacomini et al., 2012). Testovani obousmérného transportu na bunikach
Caco-2 je preferovanou metodou pro in vitro hodnoceni substratli a inhibitorit ABC
transportéri (FDA, 2012). Kazdy substrat ABC transportéru muze pusobit jako
kompetitivni inhibitor pro jiny substrat, zalezi na jeho afinit¢ a koncentraci (Krdmer,

2016). Tato konkurence mtize vést k DDIs (Shah et al., 2006).

Dalsi wvyuziti bunék Caco-2 je v transportnich studiich (pasivni transcelularni
a paracelularni transport, vezikuldrni transport) a studiu pre-systémového metabolismu
1é¢iv, protoze bunky exprimuji rizné izoenzymy cytochromu P450. I ptes velkou
uziteCnost ma model ur€ité nedostatky: variabilni exprese transportéri (P-gp
je nadmérné exprimovan, coz vede k podhodnoceni absorpce jeho substratit), nedostatek
enzymu CYP450, ,tight junctions jsou ve srovnani s tenkym stievem tésnéjsi, nelze
studovat jednotlivé stievni segmenty, nehybna vodni vrstva mize plsobit jako bariéra
pro transport lipofilnich 1é¢iv, ur€itou pracovni nevyhodou je dlouhd kultiva¢ni doba
atd. (Krdmer, 2016; Meunier et al., 1995; Pang, 2003; Shah et al., 2006; Sun et al.,
2008; van Breemen & Li, 2005; Yumoto et al., 1999). Nevyhody Caco-2 a ostatnich
in vitro systému zvysuji nutnost a potfebu zavadéni novych modeld. Velky potencidl ma

zapojeni ex vivo metodik.

3.6.2 Ex vivo modely a potkani intestinalni Fezy

Lidské stfevo je velmi heterogenni organ, s vyraznymi strukturdlnimi a funk&nimi
rozdily mezi duodenem, jejunem, ileem a tlustym stievem (de Graaf et al., 2010).
Ex vivo metody poskytuji teoretické prostfedky pro odhadovani lidské sttevni absorpce.
Radime mezi né intestinalni perfizi (izolované perfundované stievni segmenty),
techniku ,,evertovaného* stfeva, ,,Ussing® komoru a tenké potkani/lidské intestindlni
fezy (de Graaf et al.,, 2010; Dixit, Jain, & Dumbwani, 2012; Luo et al., 2013;
Westerhout et al., 2014).

Model tkanovych fezli vymyslel vr. 1923 Otto Warburgem a v dneSni dobé
se znovuobjevuje jeho potencial pro testovani DDIs. Techniku lze aplikovat na stievo

lidské i pokusnych zvifat (M. Li, de Graaf, & Groothuis, 2016). FDA uznava lidskou
21



stievni tkan jako nejidedlnéjsi model pro pre-klinické studium stfevni permeability.
Vzhledem k jeji omezené dostupnosti (M. Li et al., 2016; Westerhout et al., 2014)
se pouziva sttevo potkani. Potkan a ¢loveék vykazuji podobnou absorpci 1é¢iva a expresi
transportérii v tenkém stievé (Dezani, Pereira, Caffaro, Reis, & Serra, 2013; Maclean,
Moenning, Reichel, & Fricker, 2008). Potkani intestindlni fezy (PCIS) piedstavuji
ex vivo miniorganovy model, ktery obsahuje vSechny typy intestindlnich buné€k v jejich
piirozeném prostiedi (de Graaf et al., 2010). Je to model vhodny pro studium transportu
1é¢iv. Cenna je i moznost studia regiondlniho gradientu aktivity stfevnich transportért.
Studie aktivity ABC transportéri jsou zatim ale velmi omezené (M. Li, de Graaf, de
Jager, & Groothuis, 2015; M. Li et al., 2016). Pomoci specidlné navrZzenych tkanovych
krajecu se pripravuji fezy reprodukovatelné a dobie definované tloustky. U nepevného
organu jako je stfevo, se vyuziva jeho vkladani do agardzy a vytvoreni valce, ktery se
nasledné kraji (de Graaf et al., 2010). V ramci jednoho experimentu, je takto mozné
ptipravit vice nez 100 fezil z kazdé oblasti stfeva, ¢imz se také snizuje pocet potiebnych
experimentalnich zvirat (M. Li et al., 2015). Technika je do velké miry limitovana
zivotaschopnosti tkdn€¢ (2 — 4 hodiny), ztratou nervové ¢innosti a potencialem pro
morfologické poskozeni béhem ptipravy (de Graaf et al., 2010; van Breemen & Li,
2005) Vysledky ex vivo mohou nékdy vést k nespravnému odhadu miry peroralni
absorpce (Luo et al., 2013). Déle je vzhledem ke kolmému fezani jak slizni¢ni, tak
serozni strana vystavena stejnému médiu, tudiz nemlze byt studovan vektorovy

transport 1é¢iv pies stfevni sténu (M. Li et al., 2016).
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4. HYPOTEZA

Terapie HIV je zaloZena na podavani kombinace antiretrovirotik. Rada t&chto 1&iv jsou
popsanymi substraty nebo inhibitory ABC efluxnich transportérii. Peroralni podani
HAART s sebou nese riziko interakci antiretrovirotik na urovni stfevni absorpce.
Pro zajisténi kvalitni a bezpecné terapie je nezbytné mit piehled o interakcich téchto
1é¢iv se stievnimi efluxnimi ABC transportéry. Ackoli je screening interakci s Iékovymi
transportéry provadén na urovni pre-klinickych studii, mnoho klinicky relevantnich

DDIs se objevuje az po zavedeni 1é¢iva na trh.

5. CIL

a) Zavedeni in vitro metody vyuzivajici monovrstvu tvofenou Caco-2 bunécnou
linii a ex vivo metodiky ultratenkych potkanich intestindlnich fezli. Analyza
interakci modelového substratu Rhodaminu 123 se stievnimi P-gp a BCRP
s antiretrovirotiky; sledovani inhibi¢niho potencidlu vybranych antiretrovirotik.

b) In vitro analyza DDIs TDF s vybranymi antiretrovirotiky na intestinalnich ABC

transportérech.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Chemikalie a reagencie

Rhodamin 123 (RHD123)

[3H] TDF Moravek: biochemicals

Elakridar (GF120918; Sigma Aldrich)

Lopinavir (NIH AIDS Reagent Program)

Ritonavir (NIH AIDS Reagent Program)

Abakavir (NIH AIDS Reagent Program)

DMSO (Dimethyl sulfoxide; Sigma Aldrich)

HBSS (Hank s Balanced Salt solution; Sigma Aldrich)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma Aldrich)
FBS (Fetal Bovine Serum; Sigma Aldrich)

NEAA (Non-essential Amino Acid)

P/S (Penicilin/Streptomycin)

Albumin

PBS (Phosphate buffered saline)

Trypsin

KHP (Krebs-Henseleit pufr); pH = 7,42

Agaroza (Agarose, low gelling temperature, Type VII-A; Sigma-Aldrich, cat.
no. A0701)

Williams E medium s obsahem L-glutaminu (Invitrogen cat no. 32551),
s pridavkem glukozy

ACN

NaOH

Ether

Hovézi sérovy albumin
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6.2 In vitro transportni studie na bunécné linii Caco-2

6.2.1 Kultivace bunék

Bunécéna linie Caco-2 byla ziskdna od organizace ATCC (American Type Culture
Collection). Buiiky byly kultivovany v kultivaénim médiu (DMEM) obohaceném o 1%
neesencialni aminokyseliny (NEAA) a 10% fetalni hovézi sérum (FBS) v atmosféte 5%
CO, pfi teplot¢ 37°C. Buiky byly nasazeny na inserty s mikroporézni
polykarbonatovou membranou v koncentraci 300 000 bunék/membranu (Transwell®
Permeable Support, Corning Incorporated; Cat. No. 3401; plocha membrany 1,12 cm’,
0,4 um velikost pord, pramér Snapwell™ insertu 12 mm). Kultivace probihala 21 dni
(Obr. 6). Béhem této doby bylo obden ménéno kultivaéni médium DMEM obohacené
0 1% NEAA, 10% FBS s 1% P/S a byla kontrolovana integrita monovrstvy pomoci
TEER.

Snapwell™ insert

Apikalni kompartment

Monovrstva bunék Caco-2

— | — —

- = = = = Permeabilni membrana

Bazolateralni kompartment

Obrazek 6: Insert s polarizovanymi bunkami Caco-2 narostlymi do konfluentni

diferencované vrstvy. Prevzato a upraveno z (Meunier et al., 1995).

6.2.2 Metoda obousmérného transportu na monovrstvé Caco-2 bunék

Rhodamin 123 (RHDI123) byl vybran jako modelovy substrat P-gp/BCRP. Jeho

transport pies bunéénou monovrstvu byl analyzovan ve sméru apikalné-bazolateralnim
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(A-B) a bazolateralné-apikalnim (B-A). Pfed provedenim experimentu byl u bunék
zméten TEER a nasledné bylo odsato kultivacni médium. Bunky byly omyty pomoci
predehiatého fosfatového pufru (PBS, 37 °C). Poté byla provedena pre-inkubace
(30 minut) v experimentalnim mediu HBSS s/bez testované latky (modelovy inhibitor
P-gp/BCRP elakridar, lopinavir, ritonavir nebo abakavir). Nasledné byl pre-inkubaéni
roztok odstranén a nahrazen inkuba¢nim roztokem s RHDI123. Akceptorovy
kompartment obsahoval 1% albumin, apikéalni kompartment (0,5 ml) mél pH upravené
na hodnotu 6,5 a bazolateralni kompartment (1,5 ml) na hodnotu pH = 7,4 (pozn. pH
bylo upravené iv pribehu pre-inkubace). Po 60 a 120 minutich byly odebirany
z akceptorového kompartmentu vzorky o objemu 200 pl a odebrané mnozstvi bylo
nahrazovano piislusnym pufrem s/bez testované latky. Koncentrace RHD123 byla
vyhodnocena méfenim fluorescence na pftistroji TECAN Infinite M200 (ex: 485 nm,
em: 529 nm). Byl-li jako modelovy substrat P-gp pouzit TDF, byla jeho koncentrace
stanovena méfenim radioaktivity pomoci liquid scintillation counting pfistrojem Tri-
Carb 2900 TR Perkin Elmer. Obr. 7 graficky znazoriiuje situaci, kdy testovana latka
je/neni substratem aktivnich transportér lokalizovanych na apikalni membrané bunék
v monovrstve, kdy je/neni transport ovlivnén ve sméru apikalné-basolateralnim (A-B)

1 ve smeru basolateralné-apikalnim (B-A).

-
o
1

-0 A-B
- B-A

-0- A-
(B) A-B
- B-A

©
1

o
1

&
1

N
1

Transport RHD123 (%)
Transport RHD123 (%)

o

Cas (minuty) Cas (minuty)

Obrazek 7: Schématické grafické zndazornéni obousmérného transportu, kdy
testovand ldatka piechadzi pies monovrstvu bunék Caco-2 (A) za ucasti aktivniho
efluxniho transportu v apikdalni membrané, (B) bez ucasti aktivniho stievniho
transportu nebo v piitomnosti inhibitoru. (4) Rychlost transportu je ve sméru
apikalne-bazolateralnim (A-B) snizena a ve smeru bazolateralné-apikalnim (B-A)

zvySena, tj. efluxni pomer (BA/AB) je > 1, (B) Rychlost transportu je ve sméru apikadlne-
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bazolateralnim (A-B) i bazolaterdlné-apikalnim (B-A) srovnatelnd, tj. efluxni pomer

(BA/AB) je= 1.

6.2.3 Permeabilni koeficient

Permeabilni koeficienty (Pa.yp) na buiikdch Caco-2 byly vypocteny dle standardnich
doporuceni s pouZzitim rovnice Py [10° cm/s ] = (dC/dt) x V(A x Cy), kde dC/dt je
zména koncentrace v Case (méfena ve 120. minuté) v [koncentrace/s]; V; je objem
akceptorového kompartmentu v [cm’]; A je plocha bun&éné monovrstvy v [em’]; a Co
vyjadiuje pocatecni koncentraci v donorovém kompartmentu v [koncentrace] (Tong et

al., 2007).

6.2.4 Efluxni pomér

Efluxni pomér (ER) definovany jako pomér P, ve sméru B-A a P,,, ve sméru A-B, byl

pouzit k odhadu velikosti efluxniho transportu (Tong et al., 2007).

6.3 Ex vivo metodika ultratenkych potkanich intestinalnich rezu

6.3.1 Priprava intestinalnich Feza

Potkan (samec; rozmezi vahy 380 — 440 g) byl uveden inhalaci etheru do celkové
narkézy a usmrcen zlomenim vazu. Poté byl vykrven pieruSenim karotid (experiment
byl povolen Etickou komisi FaF ¢&islo: 201511 S26P). Odebrané stievo bylo neprodlené
vlozeno do Krebsova pufru (KHP) o teplot¢ 4 °C, dostatecné¢ okyslicenym
probublavanim pneumoxidem (95% O,, 5% CO,). S tkdni se dale pracovalo na ledem
chlazené desce. Stfevo se pravidelné polévalo KHP, ¢imz se branilo jeho oschnuti.
Pomoci skalpelu bylo oddéleno ileum, které bylo umisténo do KHP a udrzovéano pfii
4 °C. Z ilea byla odfiznuta 4 cm dlouha cast, ktera se nékolikrat promyla pomoci KHP.
Pak byly odstranény zbytky KHP a ileum se na jednom konci uzavielo, aby bylo mozné
ho naplnit agar6zou. Naplnéné ileum se okamzité zchladilo ve studeném KHP po dobu
30 vtefin. Po odstranéni pfebytecné tukové tkané se pifipraveny segment piicné rozdélil
na dvé stejné Casti, ob¢ se vlozily do kovového véalecku a zalily agar6zou. Po ztuhnuti

agardzy se vyjmul valeCek s tkani a krajel se na krajeci napojeném na chladici okruh
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(4°C) na ultratenké ftezy o tloustce 250 pm (Krumdieck Tissue Slicer
MD4000/MD6000).

6.3.2 Akumulaéni studie s vyuZitim intestindlnich Fezii

Kazdy fragment ilea byl zbaven zbytku agardzy a vlozen do 500 pl Williams E media
s/bez inhibitoru pfedem nasyceného pneumoxidem (95% O,, 5% CO,, 37 °C). Pre-
inkubace probihala 30 minut na horizontalni tfepacce (frekvence 90 kmitli za minutu)
v atmosféfe pneumoxidu (95% O,, 5% CO,, 37 °C). Po pre-inkubaci byl kazdy tez
prenesen do Williams E media (500 pl) s modelovym substratem RHD123. Rezy byly
odebirdny po 120 minutdch inkubace (probihala za stejnych podminek jako pre-
inkubace). Kazdy ftez se dvakrat oplachnul ve studeném KHP a vlozil
do mikrozkumavky se sklenénymi kulickami. Pfidalo se 600 pl ACN:H,O (2:1). Tkan

byla zhomogenizovana v homogenizatoru (2 x 40 vtefin; FastPrep-24™

5G Instrument)
a posléze odstfedéna na centrifuze (10 minut, 10000 G). Koncentrace RHDI123 se
stanovila méfenim fluorescence na ptistroji TECAN Infinite M200 (ex: 485 nm,

em: 529 nm).

6.4 Statistické zpracovani

Statistickd analyza a grafické vyjadfeni vysledkii byly zpracovany prostiednictvim
programu GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Pro
zhodnoceni rozdilu v transportu v A-B a B-A sméru byl pouzit parametricky two-tailed
Student’s #-test a pro porovnani vlivu jednotlivych testovanych latek v in vitro a ex vivo
studii byla pouzita one-way ANOVA s post hoc Dunnett testem. Data jsou prezentovana
jako priméry £ SD. Statistickd vyznamnost byla oznacena nasledovné: *, p <0,05;

** p <0,01; *** p<0,001.
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7. VYSLEDKY

7.1 Transport RHD123 pres monovrstvu bunék Caco-2 a efekt
vybranych antiretroviralnich latek

V prvni fadé byl na bunkach Caco-2 testovain modelovy substrat P-gp a BCRP,
RHD123 (1 uM). Graf 1A - B zobrazuje ¢asovou zavislost zmény koncentrace RHD123
v akceptorovém kompartmentu v pfitomnosti/nepfitomnosti modelového inhibitoru
elakridaru (2 uM), ¢i dalSich vybranych latek v obou métfenych casovych intervalech
(60 a 120 minut), jak je vidét na Grafu 1C — E.

V Graf 2 jsou dale uvedeny permeabilni koeficienty transportu RHD123 (1 uM) pii
absenci/ptitomnosti elakridaru (2 pM) nebo testovanych ARV. Permeabilita RHD123
(1 uM) v apikalné-bazolateralnim sméru (Pupp am) = 1,25 £ 0,17 x 10° cm/s) byla
vyznamné niz§i nez vméfeném sméru  bazolaterdlné-apikdlnim  (Papp 8-
A =4,83£0,76 x 10 cm/s). Vlivem piidanych testovanych ARV byla permeabilita
v obou smérech srovnatelna. U dudlniho inhibitoru P-gp a BCRP elakridaru (2 pM) byla
permeabilita ve sméru apikalné-bazolateralnim (A-B) zvySena na hodnotu (Pgpp (a-
B =2,15 £ 0,36 x 10° cm/s) a ve sméru bazolateralné-apikalnim (B-A) hodnoty
poklesly na Py, B-a) = 2,58 + 0,47 x 10° cm/s. Lopinavir (5 uM) predevsim zvysil
permeabilitu RHD123 (1 pM) ve sméru apikalné-bazolateralnim (A-B) na hodnotu
(Papp (a-B) = 3,56 £ 0,53 x 10 cmy/s). Jeho vliv ve sméru bazolateralng-apikalnim (B-A)
byl mensi, permeabilita poklesla na Py, 3.4) = 3,80 + 0,81 x 10 cm/s. Vliv ritonaviru
(50 uM) byl pfedev§im pozorovan ve sméru bazolaterdlné-apikalnim (B-A), o ¢emz
svéd&i hodnoty Py 8.a) = 2,13 * 0,43 x 10 cm/s. Permeabilita ve sméru apikalng-
bazolateralnim (A-B) P, (a-B) = 1,45 + 0,31 x 10° cm/s byla vjeho pritomnosti
ovlivnéna nejméné ze vSech ARV. Abakavir (100 uM) mél na transport RHD123
(1 uM) ve sméru bazolateralné-apikalnim (B-A) nejmensi vliv, permeabilita klesla
k hodnotam Py, @.a) = 4,19 £ 0,23 x 10° cm/s. Ve sméru apikalng-bazolateralnim

(A-B) byla zvysena na (Pypp (a3) = 2,24 = 0,43 x 10 cm/s).
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Graf 1: Casovd zdvislost zmény koncentrace (A) RHD123 (1 uM) v p¥itomnosti (B)
dudlniho inhibitoru P-gp a BCRP elakridaru (2 uM), antiretrovirotik (C) lopinaviru
(5uM), (D) ritonaviru (50 uM) a (E) abakaviru (100 uM) metodou obousmérného
transportu pies monovrstvu tvoirenou buitkami Caco-2. Transport byl sledovain
ve sméru apikalné-bazolaterdlnim (A-B) i bazolaterdlné-apikalnim (B-A). Prestup pres
monovrstvu je vyjadren jako procento koncentrace modelovéeho substratu aplikovaného
do donorového kompartmentu. Namerené hodnoty jsou vyjadreny jako aritmeticky

prumér £ smerodatnd odchylka (SD) ze tri nezavislych experimentii provedenych

30



v triplikatech. Statisticka signifikance zmén procentualné vyjadreného transportu byla

osuzovana pomoci t-testu; * p <0,05; ** p <0,01; n.s. (bez signifikance).
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Graf 2: Vliv testovanych lditek na obousmérny transport RHDI123 (1 uM) pres

monovrstvu bunék Caco-2 po 120 minutich inkubace. Uvedené hodnoty Py, pro smér

apikalneé-bazolateralni (A-B) a bazolateralne-apikadlni (B-A) jsou vyjadieny jako

aritmeticky prumer + smérodatna odchylka (SD) ze tri nezavislych experimentii,

provedenych v triplikatech. Statistickd vyznamnost P, pro B-A a A-B smér byla

posuzovana pomoci t-testu; *, p < 0,05, n.s. (bez signifikance).
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Statickd analyza efluxnich poméri (ER) po 120 minutach inkubace prokazala
signifikantni snizeni ER v pfitomnosti testovanych latek (Graf 3). Vliv testovanych
latek na snizeni ER (ERgruppiz = 3,84 £ 0,23) je piiblizné stejny: lopinavir
(ERjopinavir = 1,11 £ 0,43), elakridar (ERciakridcar = 1,24 £ 0,39), ritonavir
(ERGitonavir = 1,48 £0,10) a abakavir (ERupakavir = 1,96 + 0,42). Z vysledkd vyplyva,
ze vSechna tfi testovand ARV maji vyznamné inhibi¢ni U¢inky na stfevnich ABC
efluxnich transportérech. V pfitomnosti abakaviru sice zustava signifikantni rozdil mezi

Papp (a-B) @ Papp (8-a) (Graf 2), ale méni se ERjpakavir (Graf 3).

(B-A/A-B)

v

app Ve Sméru

Pomér P

Graf 3: Statistickd analyza pomérii permeabilnich koeficientii Papp ve sméru (B-A/A-
B) metodou obousmérného transportu na buisikach Caco-2 po 120 minutdich
probihajici inkubace. Byl prokdzan signifikantni pokles ER v pritomnosti testovanych
latek. Uvedené hodnoty ER jsou vyjadreny jako aritmeticky primér + smérodatna
odchylka (SD) ze tri nezavislych experimentu, provedenych v triplikatech. Statisticky

vyznamne zmeny ER byly hodnoceny one-way ANOVA s post hoc Dunnett testem, ***,
p<0,001.
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7.2 Transport TDF pres monovrstvu bunék Caco-2

Druhym modelovym substratem testovanym na bun&fné monovrstvé Caco-2 bylo
klinicky vyuzivané ARV TDF (53 nM). Asymetrie v rychlosti transepitelidlniho
transportu modelového substratu naznaCuje zapojeni aktivniho transportu (Graf 4A).
Rychlost transportu TDF (53 nM) v pfitomnosti dudlniho inhibitoru P-gp a BCRP
elakridaru (2 pM) a v pfitomnosti ARV lopinaviru (20 uM) byla stejna v obou smérech
(Graf 4B — C). Vysledky naznacuji inhibi¢ni vliv lopinaviru na aktivni transport, ktery

vedl k ovlivnéni permeability TDF ptes monovrstvu bunék Caco-2.
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Graf 4: Casovd zdvislost zmény koncentrace (A) TDF (53 nM) v piitomnosti (B)
dudlniho inhibitoru P-gp a BCRP elakridaru (2 puM) a antiretrovirotika (C)
lopinaviru (20 uM) metodou obousmérného transportu pies monovrstvu tvorenou
bunikami Caco-2. Transport byl sledovan ve sméru apikalné-bazolateralnim (A-B)
i bazolateralné-apikalnim (B-A). Prestup pres monovrstvu je vyjadien jako procento
koncentrace modelového substratu aplikovaného do donorového kompartmentu.
Nameérené hodnoty jsou vyjadreny jako aritmeticky priimer = smerodatna odchylka (SD)

z jednoho experimentu provedeného v technickém duplikatu. Statisticka signifikance
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zmen procentualne vyjadreného transportu byla posuzovana pomoci t-testu;

*¥* p <0,01; n.s. (bez statistické vyznamnosti).

7.3 Ex vivo akumulaéni studie RHD123 s vyuzitim PCIS

Na PCIS ilea byla sledovdna interakce RHD123 (10 pM) s intestindlnim efluxnimi
lékovymi transportéry a dale efekt elakridaru (2 pM) a klinicky relevantnich
antiretrovirotik lopinaviru (5 pM a 50 uM) aritonaviru (50 pM a 100 puM)
na akumulaci RHD123 (10 uM). Elakridar signifikantné¢ zvysil akumulaci RHD123
na hodnotu 2,42 + 0,39. Lopinavir v koncentraci 5 pM neprokazal statisticky vyznamné
zvySeni akumulace RHD123 (1,27 + 0,04). Signifikantni narist akumulace RHD123
(1,66 = 0,16) byl zaznamenan u lopinaviru v koncentraci 50 uM. U ritonaviru byl
pozorovan statisticky vyznamny inhibi¢ni efekt v obou testovanych koncentracich.
Akumulace RHD123 pii pouziti ritonaviru 50 pM byla 1,51 + 0,09 a pii zvySeni
koncentrace na 100 uM se akumulace zvysila na 1,60 = 0,27 (Graf 5).
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Graf 5: Pomér akumulace 10uM RHDI23 vuci kontrole v iezech ilea
Ppo 120 minutdach. Byl prokadzan signifikantni narist akumulace RHDI123 v Fezech ilea
v pritomnosti v§ech testovanych latek vyjma lopinaviru (5 uM). Namérené hodnoty jsou
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vyjadreny jako aritmeticky prumér £ smérodatnda odchylka (SD) ze tii nezavislych
experimentii, provedenych v triplikatech. Pro hodnoceni statistické vyznamnosti byl
pouczit test one-way ANOVA s post hoc Dunnett testem; *** p< 0,001; * p< 0,05, n.s.
(bez statistickeé signifikance).
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8. DISKUZE

Aktivita efluxnich ABC transportéra signifikantné ptispiva ke sniZzeni stfevni absorpce
tim, Ze pumpuji své substraty z vnitiniho prostiedni enterocytu zpét do lumen stfev
(Fromm, 2011). Efluxni ABC transportéry jsou mistem castého vyskytu DDIs, kdy
soucasné podani dvou a vice latek mlze vyznamné ovlivnit jejich dosazené plazmatické
koncentrace. ART je zaloZzena na kombina¢nich rezimech, a protoze je fada
antiretrovirotik substratem/inhibitorem ABC transportéri, vyskyt DDIs je Ccasty
(Bousquet et al., 2009; Kis et al., 2010; D Pal et al., 2011; Weiss, 2007). Studium
interakci se stfevnimi transportéry je soucdasti preklinického vyzkumu. Na zakladé
téchto znalosti Ize anticipovat DDIs na intestindlnich transportérech, nicméné, tyto
DDIs je nutné dale kvantifikovat, aby bylo mozné ptedjimat klinickou zavaznost (FDA,
2012; Giacomini et al., 2012). Pro sledovani interakci s/na 1ékovych transportérech jsou
vhodné in vitro modely. Pro modelovani lidské stfevni absorpce je pouZivano n¢kolik
bunécnych linii, ale zlatym standardem je bunécna linie Caco-2 (Matsson et al., 2005;
Meunier et al., 1995; van Breemen & Li, 2005; Lei Zhang et al., 2010). Testovani
obousmérného transportu ptres monovrstvu bunék Caco-2 je preferovanou in vitro
metodou pro hodnoceni substratii a inhibitorit ABC transportérd (FDA, 2012).
Doporucuje se pouzivat nizké koncentrace, typicky v nizkém nano- az mikromolarnim
rozmezi, aby nedoSlo k saturaci transportéru a tim i1 dosaZeni faleSné negativniho
vysledku. Pokud jsou pouzivany inhibitory transportnich proteinti, ma byt udrzovana
jejich konstantni koncentrace po celou dobu experimentu a v idedlnim ptipadé by mély
byt pouzity specifické inhibitory transportniho procesu. Ve screeningu jsou vsak spiSe
uptfednostinovany nespecifické inhibitory, aby se dosdhlo soucasné inhibice nékolika
efluxnich transportéri. Tento postup ,,all-in-one* (vSechno v jednom) je uzite¢ny pro
kvalitativni posouzeni piinosu aktivniho transportu na permeabilitu (Hubatsch,

Ragnarsson, & Artursson, 2007).

V této diplomové praci jsme pro studium interakci ARV se stievnimi efluxnimi
transportéry zavadéli a optimalizovali in vitro model zaloZzeny na bunécné linii Caco-2.
Vysledkem optimalizace bylo nastaveni rizné kyselosti prostfedi na apikalni (pH = 6,5)
a bazolateralni (pH = 7,4) stran¢ a ptidavani albuminu do akceptorového kompartmentu
(Neuhoff, Artursson, Zamora, & Ungell, 2006). Jako modelovy substrat P-gp a BCRP
byl pro transportni studie na bunééné linii Caco-2 zvolen RHDI23, ktery
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je fluorescencné detekovatelny (Netsomboon, Laffleur, Suchaoin, & Bernkop-Schniirch,
2016; Yumoto et al., 1999). Testovana koncentrace 1 uM byla niz$i, nez uvadi soucasna
literatura, diivodem byla snaha pouzit nesaturujici koncentraci (Dubray et al., 2016;
Netsomboon et al., 2016; Oltra-Noguera et al., 2015; Zhao et al., 2016). Nami naméteny
ER pro RHD123 (ERgrupi2z = 3,84 = 0,23) (Graf 3) je v souladu s literaturou, ktera
uvadi hodnoty ER od 2,3 do 12 (H. Li et al., 2016; Mandracchia et al., 2017; Troutman
& Thakker, 2003; Wang et al., 2009; Zhao et al., 2016). Divodem rozptylu v hodnotach
ERRrupi23 mize byt jiné nastavené pH prosttedi obou kompartmentt, ¢islo pasaze bunck,
pfitomnost albuminu v akceptorovém kompartmentu, doba diferenciace bunék, typ

pouzitého plastu, typ rozpoustédla atd. (Oltra-Noguera et al., 2015).

Jako modelovy inhibitor P-gp/BCRP byl pouzit inhibitor druhé generace elakridar. Jeho
pouziti potvrdilo specifitu transportu RHD123 pies monovrstvu bunék Caco-2
(Choudhuri & Klaassen, 2006). Pro potvrzeni vyuZitelnosti tohoto substratu pro
sledovani DDIs in vitro jsme vybrali ARV (lopinavir, ritonavir a abakavir) (Graf 1C —
D). Lopinavir je popsanym inhibitorem P-gp (Kis et al., 2010, 2013); literatura uvadi
ICs0 (lopinavin = 1,7 uM na buiikdch Caco-2 s RHD123 jako pouZitym substratem
(Vishnuvardhan, D., Moltke LL., Richert C., 2003). Lopinavir byl v nasem ptipadé¢
testovan v koncentraci 5 pM a prokazal inhibi¢ni potencial snizenim ER k hodnotdm
ERigpinavir = 1,11~ = 0,43 (Graf 3). Abakavir je v literatufe uvadénym
substratem/inhibitorem P-gp a BCRP (Neumanova, Cerveny, Greenwood, Ceckova, &
Staud, 2015) a na bunécéné linii Caco-2 byl testovan v koncentraci 100 uM. V této
koncentraci signifikantné snizil ER k hodnotam (ER,pakavir = 1,96 = 0,42) (Graf 3),
ackoliv transport ve sméru apikdlné-bazolateralnim (A-B) a bazolaterdlng-apikalnim (B-
A) se moc nezménil (Graf 2). Pii volbé testované koncentrace jsme vychazely ze studie
Neumanova et al. provedené na placent¢ (Neumanova et al., 2015). Ritonavir
je popsanym inhibitorem P-gp (Gemtessa & Chirch, 2013). Ritonavir testovany
v koncentraci 50 pM, volené na zékladé literatury (Tong et al., 2007), signifikantné
snizil ER k hodnot¢ ER jonavic = 1,48 + 0,10. Netsomboon et al. (2016) testovali ritonavir
v koncentraci 20 uM, kdy po 120 minutach inkubace poklesly hodnoty ERiitonavir = 2,3.
Nami prezentovanad hodnota ERiionavir j€ 1izsi z diivodu pouziti vyssi koncentrace
ritonaviru (Netsomboon et al., 2016). Statistickd analyza poméri P,p, je ke zhlédnuti

v Grafu 3.
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Tenofovir ma S$patnou biologickou dostupnost po p.o. podani a proto je podavan
ve formé proléciva TDF. Absorpce TDF je nicméné také omezena aktivitou P-gp (Tong
et al., 2007). Po absorpci se TDF rychle hydrolyzuje na tenofovir. Klinické studie
uvadéji mirné zmény farmakokinetickych parametri pfi soucasném podavani TDF
v davce 300 mg v kombinaci s lopinavirem potencovanym ritonavirem (400 mg/100
mg), které¢ vedlo ke zvySeni AUC 0 32 % a cmax 0 15 % tenofoviru. Za tcelem studia
ucinku lopinaviru na permeabilitu TDF ve fyziologicky relevantnim modelu
gastrointestinalni absorpce, jsme provedli obousmérnou transportni studii na buiikdch
Caco-2 (Graf 4C). Lopinavir byl zvolen jako modelova latka, protoze Tong et al. jej
popisuji jako nejsilngjsi inhibitor TDF efluxu na bunikdch Caco-2 a ziskany vysledek
je srovnatelny s jejich publikovanymi daty (Tong et al., 2007). Ve spojeni
s pfedchozimi studiemi naSe vysledky naznaCuji vyznamnou I¢kovou interakci
lopinaviru s TDF na intestindlnich transportérech, kterd miize vyznamné ovlivilovat
sttevni absorpci atedy i plazmatické hladiny tenofoviru. Interakce mezi TDF
a lopinavirem na urovni cytochromu P450 nejsou pravdépodobné  kvili,
nedostatecnému zapojeni cytochromu P450 v eliminacni cest¢ TDF nebo tenofoviru
(Tong et al., 2007). Byly provedeny i dalsi experimenty, kde byl sledovan efekt ARV
na obousmérny transport TDF. Jejich vysledky ovSem neuvadime z divodu znacné
variability vysledku, kterou pfisuzujeme zejména zvolené metod¢ analyzy a piredCasné
hydrolyze TDF na tenofovir monoester a tenofovir (Tong et al., 2007).V soucasné dobé

se pracuje na vyvinuti analytické metody k detekci TDF a jeho metabolita.

Model PCIS mize byt v porovnani s Caco-2 bunikami leps$i a z pohledu fyziologie
prakti¢téjsi alternativou (M. Li et al., 2015). Pfi studiu na potkanech bylo pouzito ileum,
protoze tento segment vykazuje nejvySsi transport RHDI123 zprostiedkovany P-gp
a BCRP (Maclean et al., 2008; Yumoto et al., 1999). Pracuje se s Cerstvou tkani
a exprese transportérii a enzymui je na fyziologické trovni (M. Li et al., 2015).
Na druhou stranu je stievo vysoce citlivé k ischemii. Stievni tkan rychle ztraci
zivotaschopnost a méla by byt uchovavana a krajena v KHB. Agar6za musi mit pii
plnéni stfeva 37 °C, jakmile by byla teplota vyssi, slizni¢ni epitel mize byt poskozen.
Pokud by byly fezy tlusté, mize dochazet k nekréze ve sttedu fezu, protoze difizni
vzdalenost pro ziviny a kyslik je pfili§ dlouha. Na druhou stranu fezy by nemély byt

ten¢i nez 100 um, protoze poméer mezi poskozenymi a zdravymi bunikami by byl pfilis
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vysoky. Je dilezité okamzité prenést plata zpét do inkubatoru, protoze pH prostiedi se
v normalni atmosféte rychle méni (de Graaf et al., 2010).

Pouzita testovana koncentrace RHD123 10 uM je v souladu s literaturou (M. Li et al.,
2015). Jako pozitivni kontrola pro inhibici P-gp/BCRP byl pouzit elakridar (2 pM),
ktery signifikantné zvySil akumulaci RHD123 na 2,42 + 0,39. ProtoZe lopinavir
v koncentraci 5 uM neprokazal statisticky vyznamné zvySeni akumulace RHDI123
(1,27 £ 0,04), byla latka testovana v koncentraci vyssi, coz jiz vedlo k signifikantnimu
nariistu akumulace RHD123 (1,66 £ 0,16). U ritonaviru byl pozorovan statisticky
vyznamny inhibi¢ni efekt. Akumulace RHD123 pfi pouziti ritonaviru 50 uM byla
1,51+ 0,09 a pii zvySeni koncentrace na 100 uM se signifikantné zvySila
na 1,60 + 0,27) (Graf 5). Uvedené hodnoty pomért akumulace nebylo mozné porovnat
s dostupnou literaturou. Doposud nebylo provedeno testovani ARV ani elakridaru
na PCIS. V této oblasti, resp. na ex vivo modelu PCIS piindsi tato prace nova data.
Vychozi koncentrace lopinaviru, ritonaviru a elakridaru byly pouZity stejné jako
na modelu bun¢k Caco-2 a je mozné, ze jsou jeste¢ nizSi nez koncentrace, které
se vyskytuji v lumen stfev. Na modelu PCIS jsme se pokusili testovat i vliv ARV
na akumulaci TDF, ale opét jsme narazili na problém pouziti radioizotopu popsany vyse

u bun¢k Caco-2, proto data neuvadime.
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9. ZAVER

Tato préce ptispéla k zavedeni in vitro a ex vivo experimentalnich modeld pro studium
interakci ARV se stfevnimi lékovymi efluxnimi transportéry. Metoda in vitro byla
zaloZzena na bunécné linii Caco-2. Za modelovy substrat P-gp byl zvolen RHDI123
a kontrolnim inhibitorem P-gp/BCRP byl elakridar. Testovanymi ARV byla: lopinavir,
ritonavir a abakavir. Druhym testovanym substraitem na bunéné monovrstvé Caco-2
bylo klinicky vyuzivané antiretrovirotikum TDF. Lopinavir, ritonavir i abakavir mohou
ovlivnit in vitro absorpci modelové latky RHDI23 a lopinavir zvySuje
transmembranovy piestup TDF. Z divodu znac¢né variability vysledki u TDF
v pritomnosti dalSich zastupcli ze skupiny ARV je potieba provést dalsi in vitro
experimenty, pravdépodobné s odliSnou technikou analyzy. Testovani popsanych
substratii P-gp/BCRP ze skupiny ARV pak ukazalo, ze pomoci PCIS je mozné ziskat
vysledky srovnatelné s témi ziskanymi in vitro na Caco-2 bunécné linii. Akumulacni
studie na intestinalnich fezech potkana tak pfedstavuji zajimavou alternativu k pokustim

in vitro. Do budoucna je zde potieba dalSich analyz a studii dokompletovat.

40



10.ZDROJE

Albermann, N., Schmitz-Winnenthal, F. H., Z&apos;graggen, K., Volk, C., Hoffmann,
M. M., Haefeli, W. E., & Weiss, J. (2005). Expression of the drug transporters
MDR1/ABCB1, MRP1/ABCC1, MRP2/ABCC2, BCRP/ABCG2, and PXR in
peripheral blood mononuclear cells and their relationship with the expression in
intestine and  liver.  Biochemical = Pharmacology,  70(6), 949-958.
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2005.06.018

Bousquet, L., Pruvost, A., Guyot, A. C., Farinotti, R., & Mabondzo, A. (2009).
Combination of tenofovir and emtricitabine plus efavirenz: In vitro modulation of
ABC transporter and intracellular drue accumulation. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 53(3), 896-902. https://doi.org/10.1128/AAC.00733-08

Collection, S. (2016). HHS Public Access, 8(5), 583-592.
https://doi.org/10.1002/aur.1474.Replication

de Graaf, I. a M., Olinga, P., de Jager, M. H., Merema, M. T., de Kanter, R., van de
Kerkhof, E. G., & Groothuis, G. M. M. (2010). Preparation and incubation of
precision-cut liver and intestinal slices for application in drug metabolism and
toxicity studies. Nature Protocols, 509), 1540-51.
https://doi.org/10.1038/nprot.2010.111

Dezani, A. B., Pereira, T. M., Caffaro, A. M., Reis, J. M., & Serra, C. H. dos R. (2013).
Determination of lamivudine and zidovudine permeability using a different ex vivo
method in Franz cells. Journal of Pharmacological and Toxicological Methods,
67(3), 194-202. https://doi.org/10.1016/j.vascn.2013.01.005

Ding, R., Tayrouz, Y., Riedel, K. D., Burhenne, J., Weiss, J., Mikus, G., & Haefeli, W.
E. (2004). Substantial pharmacokinetic interaction between digoxin and ritonavir
in healthy volunteers. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 76(1), 73-84.
https://doi.org/10.1016/j.clpt.2004.02.008

Dixit, P., Jain, D. K., & Dumbwani, J. (2012). Standardization of an ex vivo method for
determination of intestinal permeability of drugs using everted rat intestine
apparatus. Journal of Pharmacological and Toxicological Methods, 65(1), 13—17.
https://doi.org/10.1016/j.vascn.2011.11.001

Dubray, O., Jannin, V., Demarne, F., Pellequer, Y., Lamprecht, A., & B??duneau, A.
(2016). In-vitro investigation regarding the effects of Gelucire?? 44/14 and
Labrasol?? ALF on the secretory intestinal transport of P-gp substrates.
International Journal of Pharmaceutics, 515(1-2), 293-299.
https://doi.org/10.1016/j.1jpharm.2016.10.012

Edwards, D. J., Fitzsimmons, M. E., Schuetz, E. G., Yasuda, K., Ducharme, M. P.,
Warbasse, L. H., ... Watkins, P. (1999). 6’,7’-Dihydroxybergamottin in grapefruit
juice and Seville orange juice: effects on cyclosporine disposition, enterocyte
CYP3A4, and P-glycoprotein. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 65(3),
237-244. https://doi.org/10.1016/S0009-9236(99)70102-5

FDA. (2012). Guidance for industry. Drug interaction studies study design, data
analysis, implications for dosing, and labeling recommendations. Guidance
Document, (February), 79.

FDA. (2017). Antiretroviral drugs used in the treatment of HIV infection. Retrieved
February 6, 2017, from
https://www.fda.gov/forpatients/illness/hivaids/treatment/ucm118915.htm

Fromm, M. F. (2011). Transporter-mediated drug — drug interactions R eview. Blood,
1017-1037.

Gallant, J. E., Delesus, E., Arribas, J. R., Pozniak, A. L., Gazzard, B., Campo, R. E., ...

41



Cheng, A. K. (2006). Tenofovir DF, emtricitabine, and efavirenz vs. zidovudine,
lamivudine, and efavirenz for HIV. New Engl J Med, 354(3), 251-260.
https://doi.org/10.1056/NEJMoa051871

Gemtessa, T. A., & Chirch, L. M. (2013). Update on Hepatitis C Virus and HIV
Coinfection. J Clin Transl Hepatol, 1(2), 109-115.
https://doi.org/10.14218/JCTH.2013.00018

Giacomini, K. M., Huang, S., Tweedie DJ, & Benet, L. Z. (2012). NIH Public Access.
Nature, 9(3), 215-236. https://doi.org/10.1038/nrd3028.Membrane

Groschwitz, K. R., & Hogan, S. P. (2009). Intestinal barrier function: molecular
regulation and disease pathogenesis. The Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 124(1), 3-20-2. https://doi.org/10.1016/j.jaci.2009.05.038

Hammer, S. M., Saag, M. S., Schooley, R. T., Jacobsen, D. M., Thompson, M. A.,
Carpenter, C. C. J., ... Volberding, P. A. (2006). CLINICIAN > S CORNER
Treatment for Adult HIV Infection. The Journal of the American Medical
Association, 296(7), 827-843. https://doi.org/10.1001/jama.292.2.251

Higgins, C. F. (1992). ABC Transporters: From Microorganisms to Man.
Http://Dx.Doi.Org/10.1146/Annurev.Cb.08.110192.000435, 67-113.
https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.8.1.67

Hubatsch, I., Ragnarsson, E. G. E., & Artursson, P. (2007). Determination of drug
permeability and prediction of drug absorption in Caco-2 monolayers. Nature
Protocols, 2(9), 2111-9. https://doi.org/10.1038/nprot.2007.303

Chearskul, P., Rongkavilit, C., Al-Tatari, H., & Asmar, B. (2006). New antiretroviral
drugs in clinical use. Indian J Pediatr, 73(4), 335-341.

Chen, J., Feeney, E. R., & Chung, R. (2014). HCV and HIV Co-infection: Mechanisms
and Management. Nature Reviews. Gastroenterology & Hepatology, 19(2), 161—
169. https://doi.org/10.3851/IMP2701.Changes

Choudhuri, S., & Klaassen, C. D. (2006). Structure, function, expression, genomic
organization, and single nucleotide polymorphisms of human ABCB1 (MDR1),
ABCC (MRP), and ABCG2 (BCRP) efflux transporters. International Journal of
Toxicology, 25(4), 231-259. https://doi.org/10.1080/10915810600746023

Jiang, H.-Y., Zhang, M.-N., Chen, H.-J., Yang, Y., Deng, M., & Ruan, B. (2014).
Nevirapine versus efavirenz for patients co-infected with HIV and tuberculosis: a
systematic review and meta-analysis. International Journal of Infectious Diseases,
25, 130-135. https://doi.org/10.1016/5.1j1d.2014.04.020

Jilich, D., Rozsypal, H., Zjevikova, A., Sedlacek, D., Snopkova, S., & Machala, L.
(2014). Etravirin v klinické praxi, 28(2), 6-8.

Juurlink, D. N., Mamdani, M., Kopp, A., Laupacis, A., & Redelmeier, D. A. (2003).
Drug-drug interactions among elderly patients hospitalized for drug toxicity.
Journal of the American Medical Association, 289(13), 1652—1658.
https://doi.org/10.1001/jama.289.13.1652

Karageorgopoulos, D. E., Allen, J., & Bhagani, S. (2015). Hepatitis C in human
immunodeficiency virus co-infected individuals: Is this still a “special
population”? World — Journal of  Hepatology, 7(15), 1936-52.
https://doi.org/10.4254/wjh.v7.115.1936

Kearney, B. P., Sayre, J. R., Flaherty, J. F., Chen, S.-S., Kaul, S., & Cheng, A. K.
(2005). Drug-Drug and Drug-Food Interactions Between Tenofovir Disoproxil
Fumarate and Didanosine. The Journal of Clinical Pharmacology, 45(12), 1360—
1367. https://doi.org/10.1177/0091270005281351

Kis, O., Robillard, K., Chan, G. N. Y., & Bendayan, R. (2010). The complexities of
antiretroviral drug-drug interactions: role of ABC and SLC transporters. Trends in

42



Pharmacological Sciences, 31(1), 22-35.
https://doi.org/10.1016/5.tips.2009.10.001

Kis, O., Zastre, J. A., Hoque, M. T., Walmsley, S. L., & Bendayan, R. (2013). Role of
drug efflux and uptake transporters in atazanavir intestinal permeability and drug-
drug interactions. Pharmaceutical ~ Research, 30(4), 1050-1064.
https://doi.org/10.1007/s11095-012-0942-y

Klein, I., Sarkadi, B., & Varadi, A. (1999). An inventory of the human ABC proteins.
Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, 1461(2), 237-262.
https://doi.org/10.1016/S0005-2736(99)00161-3

Kramer, S. D. (2016). Quantitative aspects of drug permeation across in vitro and in
vivo barriers. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 87, 30-46.
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2015.10.013

Kvétina, J., & Grundmann, M. (2000). Farmakologické interakce, 17-21.

Lee, C. A., O’Connor, M. A., Ritchie, T. K., Galetin, A., Cook, J. A., Ragueneau-
Majlessi, L., ... Zamek-Gliszczynski, M. J. (2015). Breast cancer resistance protein
(ABCG2) in clinical pharmacokinetics and drug interactions: practical
recommendations for clinical victim and perpetrator drug-drug interaction study
design. Drug Metabolism and Disposition: The Biological Fate of Chemicals,
43(4), 490-509. https://doi.org/10.1124/dmd.114.062174

Li, H, Li, J.,, Liu, L., Zhang, Y., Luo, Y., Zhang, X., ... Qu, S. (2016). Elucidation of
the Intestinal Absorption Mechanism of Celastrol Using the Caco-2 Cell Transwell
Model. Planta Medica, 82(13), 1202—1207. https://doi.org/10.1055/s-0035-
1568597

Li, M., de Graaf, . A. M., de Jager, M. H., & Groothuis, G. M. M. (2015). Rat
precision-cut intestinal slices to study P-gp activity and the potency of its inhibitors
ex Vivo. Toxicology in Vitro, 29(5), 1070-1078.
https://doi.org/10.1016/;.tiv.2015.04.011

Li, M., de Graaf, I. A. M., & Groothuis, G. M. M. (2016). Precision-cut intestinal slices:
alternative model for drug transport, metabolism, and toxicology research. Expert
Opinion  on  Drug  Metabolism &  Toxicology, 12(2), 175-90.
https://doi.org/10.1517/17425255.2016.1125882

Life, S. G. S., & Services, S. (2011). Caco-2 Cellular System : Technical Bulletin,
february(February), 1-2.

Luetkemeyer, A. F., Havlir, D. V, & Currier, J. S. (2006). Complications of HIV disease
and antiretroviral therapy. Topics in Antiviral Medicine, 20(2), 48-60.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.08.021.Secreted

Luo, Z., Liu, Y., Zhao, B., Tang, M., Dong, H., Zhang, L., ... Wei, L. (2013). Ex vivo
and in situ approaches used to study intestinal absorption. Journal of
Pharmacological and Toxicological Methods, 68(2), 208-216.
https://doi.org/10.1016/j.vascn.2013.06.001

Maclean, C., Moenning, U., Reichel, A., & Fricker, G. (2008). Closing the Gaps: A
Full Scan of the Intestinal Expression of P-Glycoprotein , Breast Cancer
Resistance Protein , and Multidrug Resistance-Associated Protein 2 in Male and
Female Rats ABSTRACT : Pharmacology, 36(7), 1249-1254.
https://doi.org/10.1124/dmd.108.020859.clinically

Mandracchia, D., Trapani, A., Tripodo, G., Perrone, M. G., Giammona, G., Trapani, G.,
& Colabufo, N. A. (2017). In vitro evaluation of glycol chitosan based
formulations as oral delivery systems for efflux pump inhibition. Carbohydrate
Polymers, 166, 73—82. https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2017.02.096

Matsson, P., Bergstrom, C. A. S., Nagahara, N., Tavelin, S., Norinder, U., & Artursson,

43



P. (2005). Exploring the role of different drug transport routes in permeability
screening. Journal of  Medicinal Chemistry, 48(2), 604-613.
https://doi.org/10.1021/jm0497110

Meunier, V., Bourrie, M., Berger, Y., & Fabre, G. (1995). The human intestinal
epithelial cell line Caco-2; pharmacological and pharmacokinetic applications. Cell
Biology and Toxicology, 11(3—4), 187—-194. https://doi.org/10.1007/BF00756522

Murakami, T., & Takano, M. (2008). Intestinal effl ux transporters and drug absorption.
Expert Opinion on Drug Metabolism & Toxicology, 4(7), 923-940.
https://doi.org/10.1517/17425255.4.7.923

Netsomboon, K., Laffleur, F., Suchaoin, W., & Bernkop-Schniirch, A. (2016). Novel in
vitro transport method for screening the reversibility of P-glycoprotein inhibitors.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 100, 9-14.
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2015.11.019

Neuhoff, S., Artursson, P., Zamora, 1., & Ungell, A.-L. (2006). Impact of extracellular
protein binding on passive and active drug transport across Caco-2 cells.
Pharmaceutical Research, 23(2), 350-359. https://doi.org/10.1007/s11095-005-
9304-3

Neumanova, Z., Cerveny, L., Greenwood, S. L., Ceckova, M., & Staud, F. (2015).
Effect of drug efflux transporters on placental transport of antiretroviral agent
abacavir. Reproductive Toxicology, 57, 176-182.
https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2015.07.070

Ni, Z., Bikadi, Z., Rosenberg, M. F., & Mao, Q. (2010). Structure and function of the
human breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2). Current Drug
Metabolism, 11(7), 603—17. https://doi.org/10.2174/138920010792927325

Olkkola, K. T., & Ahonen, J. (2001). Drug interactions. Drugs, 44(7), 411-416.
https://doi.org/10.1016/j.mpmed.2016.04.015

Oltra-Noguera, D., Mangas-Sanjuan, V., Centelles-Sang??esa, A., Gonzalez-Garcia, 1.,
Sanchez-Casta??0, G., Gonzalez-Alvarez, M., ... Bermejo, M. (2015). Variability
of permeability estimation from different protocols of subculture and transport
experiments in cell monolayers. Journal of Pharmacological and Toxicological
Methods, 71, 21-32. https://doi.org/10.1016/j.vascn.2014.11.004

Oramasionwu, C. U., Moore, H. N., & Toliver, J. C. (2014). Barriers to hepatitis C
antiviral therapy in HIV/HCV co-infected patients in the United States: a review.
AIDS Patient Care and STD:s, 28(5), 228-39.
https://doi.org/10.1089/apc.2014.0033

Pal, D., Kwatra, D., Minocha, M., Paturi, D., Budda, B., & Miltra, A. (2011). Efflux
transporters and cytochrome P450 mediated interactions between drugs of abuse
and antiretrovirals. Life Science, 88(21), 959-971.
https://doi.org/10.1016/;.1fs.2010.09.012.Efflux

Pal, D., & Mitra, A. K. (2006). MDR- and CYP3A4-mediated drug-drug interactions.
Journal of Neuroimmune Pharmacology, 1(3), 323-339.
https://doi.org/10.1007/s11481-006-9034-2

Pang, K. S. (2003). Modeling of intestinal drug absorption: Role of transporters and
metabolic enzymes (For the Gillette Book Series). Drug Metabolism and
Disposition, 31(12), 1507—-1519. https://doi.org/10.1124/dmd.31.12.1507

Pasman, L. (2012). The complication of coinfection. Yale Journal of Biology and
Medicine, 85(1), 127-132.

Pawlowski, A., Jansson, M., Skold, M., Rottenberg, M. E., & Killenius, G. (2012).
Tuberculosis and HIV co-infection. PLoS Pathogens, 8(2).
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002464

44



Rice, D. P., Faragon, J. J., Banks, S., & Chirch, L. M. (2016). HIV/HCV Aantiviral Drug
Interactions in the Era of Direct-acting Antivirals. Journal of Clinical and
Translational Hepatology, 4(3), 234-240.
https://doi.org/10.14218/JCTH.2016.00026

Shah, P., Jogani, V., Bagchi, T., & Misra, A. (2006). Role of Caco-2 cell monolayers in
prediction of intestinal drug absorption. Biotechnology Progress, 22(1), 186—198.
https://doi.org/10.1021/bp050208u

Shankar, E. M., Vignesh, R., Ellegérd, R., Barathan, M., Chong, Y. K., Bador, M. K.,
... Larsson, M. (2014). HIV-Mycobacterium tuberculosis co-infection: A “danger-
couple model” of disease pathogenesis. Pathogens and Disease, 70(2), 110-118.
https://doi.org/10.1111/2049-632X.12108

Schinkel, A. H., & Jonker, J. W. (2012). Mammalian drug efflux transporters of the
ATP binding cassette (ABC) family: An overview. Advanced Drug Delivery
Reviews, 64(SUPPL.), 138—153. https://doi.org/10.1016/j.addr.2012.09.027

Schinkel, A. H., Mayer, U., Wagenaar, E., Mol, C. A. A. M., Van, L., Smit, J. J. M, ...
Borst, P. (2014). Normal viability and altered pharmacokinetics, (May).

SOLVO. (2017a). Regulatory Guidance for Drug Interaction Studies. Retrieved March
16, 2017, from http://www.solvobiotech.com/regulatory-
guidance/FDA_EMA_ Guidance for Drug Interaction Studies

SOLVO. (2017b). Take home messages from the ITC papers. Retrieved March 16,
2017, from http://www.solvobiotech.com/regulatory-guidance/take-home-
messages-from-the-itc-papers

Soriano, V., Labarga, P., de Mendoza, C., Pe??a, J. M., Fern??ndez-Montero, J. V.,
Ben??tez, L., ... Barreiro, P. (2015). Emerging Challenges in Managing Hepatitis
B in HIV Patients. Current HIV/AIDS Reports, 12(3), 344-352.
https://doi.org/10.1007/s11904-015-0275-7

Sultana, J., Cutroneo, P., & Trifiro, G. (2013). Clinical and economic burden of adverse
drug reactions. Journal of Pharmacology & Pharmacotherapeutics, 4(Suppll),
S73-S77. https://doi.org/10.4103/0976-500X.120957

Sun, H., Chow, E. C. Y., Liu, S., Du, Y., & Pang, K. S. (2008). The Caco-2 cell
monolayer: Usefulness and limitations. Expert Opinion on Drug Metabolism and
Toxicology, 4(4), 395-411. https://doi.org/10.1517/17425255.4.4.395

Tocchetti, G. N., Rigalli, J. P., Arana, M. R., Villanueva, S. S. M., & Mottino, A. D.
(2016). Modulation of expression and activity of intestinal multidrug resistance-
associated protein 2 by xenobiotics. Toxicology and Applied Pharmacology, 303,
45-57. https://doi.org/10.1016/j.taap.2016.05.002

Tong, L., Phan, T. K., Robinson, K. L., Babusis, D., Strab, R., Bhoopathy, S., ... Ray,
A. S. (2007). Effects of Human Immunodeficiency Virus Protease Inhibitors on the
Intestinal Absorption of Tenofovir Disoproxil Fumarate In Vitro. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 51(10), 3498-3504.
https://doi.org/10.1128/AAC.00671-07

Transporters, A. C. (2010). Multi-Drug Resistance in Cancer. Business, 596.
https://doi.org/10.1007/978-1-60761-416-6

Troutman, M. D., & Thakker, D. R. (2003). Efflux ratio cannot assess P-glycoprotein-
mediated attenuation of absorptive transport: Asymmetric effect of P-glycoprotein
on absorptive and secretory transport across Caco-2 cell monolayers.
Pharmaceutical Research, 20(8), 1200-12009.
https://doi.org/10.1023/A:1025049014674

Truong, W. R., Schafer, J. J., & Short, W. R. (2015). Once-daily, single-tablet regimens
for the treatment of HIV-1 infection. Pharmacy and Therapeutics, 40(1), 44-55.

45



van Breemen, R. B., & Li, Y. (2005). Caco-2 cell permeability assays to measure drug
absorption. Expert Opinion on Drug Metabolism & Toxicology, 1(2), 175-185.
https://doi.org/10.1517/17425255.1.2.175

Vishnuvardhan, D., Moltke LL., Richert C., G. D. (2003). Lopinavir: acute exposure
inhibits P-glycoprotein;extended exposure induces P-glycoprotein. AIDS (London,
England), 17(7), 1092-1094.
https://doi.org/10.1097/01.aids.0000060380.78202.b5

W., M., & S., W. (2016). Integrated therapy for HIV and tuberculosis. AIDS Research
and Therapy, 13(1), no pagination. https://doi.org/10.1186/s12981-016-0106-y

Wang, X. dan, Meng, M. xin, Gao, L. bo, Liu, T., Xu, Q., & Zeng, S. (2009).
Permeation of astilbin and taxifolin in Caco-2 cell and their effects on the P-gp.
International Journal of Pharmaceutics, 378(1-2), 1-8.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2009.05.022

Weiss, J. (2007). Short Communication Nucleoside , Nucleotide , and Non-Nucleoside
Reverse ABSTRACT : Drug Metabolism and Disposition, 35(3), 340-344.
https://doi.org/10.1124/dmd.106.012765.For

Westerhout, J., Van De Steeg, E., Grossouw, D., Zeijdner, E. E., Krul, C. A. M.,
Verwei, M., & Wortelboer, H. M. (2014). A new approach to predict human
intestinal absorption using porcine intestinal tissue and biorelevant matrices.
European  Journal — of  Pharmaceutical  Sciences, 63, 167-1717.
https://doi.org/10.1016/}.ejps.2014.07.003

Westphal, K., Weinbrenner, A., Giessmann, T., Stuhr, M., Franke, G., Zschiesche, M.,
... Siegmund, W. (2000). Oral bioavailability of digoxin is enhanced by talinolol:
Evidence for involvement of intestinal P-glycoprotein. Clinical Pharmacology and
Therapeutics, 68(1), 6-12. https://doi.org/10.1067/mcp.2000.107579

Westphal, K., Weinbrenner, A., Zschiesche, M., Franke, G., Knoke, M., Oertel, R., ...
Siegmund, W. (2000). Induction of P-glycoprotein by rifampin increases intestinal
secretion of talinolol in human beings: A new type of drug/drug interaction.
Clinical Pharmacology and Therapeutics, 68(4), 345-355.
https://doi.org/10.1067/mcp.2000.109797

WHO. (2017). 10 facts on HIV/AIDS. Retrieved February 6, 2017, from
http://www.who.int/features/factfiles/hiv/en/

Xia, C. Q., Yang, J. J., & Gan, L.-S. (2005). Breast cancer resistance protein in
pharmacokinetics and drug-drug interactions. Expert Opinion on Drug Metabolism
& Toxicology, 1(4), 595-611. https://doi.org/10.1517/17425255.1.4.595

Yu, L., & Zeng, S. (2007). Transport characteristics of zolmitriptan in a human
intestinal epithelial cell line Caco-2. The Journal of Pharmacy and Pharmacology,
59(30225047), 655-660. https://doi.org/10.1211/jpp.59.5.0005

Yumoto, R., Murakami, T., Nakamoto, Y., Hasegawa, R., Nagai, J., & Takano, M.
(1999). Transport of rhodamine 123, a P-glycoprotein substrate, across rat intestine
and Caco-2 cell monolayers in the presence of cytochrome P-450 3A-related
compounds. The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 289(1),
149-155.

Zhang, L., Huang, S.-M., & Lesko, L. J. (2011). Transporter-Mediated Drug—Drug
Interactions.  Clinical ~Pharmacology &  Therapeutics, 89(4), 481-484.
https://doi.org/10.1038/clpt.2010.359

Zhang, L., Reynolds, K. S., Zhao, P., & Huang, S.-M. (2010). Drug interactions
evaluation: an integrated part of risk assessment of therapeutics. Toxicology and
Applied Pharmacology, 243(2), 134-145.
https://doi.org/10.1016/j.taap.2009.12.016

46



Zhang, L., Zhang, Y. D., Strong, J. M., Reynolds, K. S., & Huang, S.-M. (2008). A
regulatory viewpoint on transporter-based drug interactions. Xenobiotica, the Fate
of Foreign Compounds in Biological Systems, 38(7-8), 709-724.
https://doi.org/10.1080/00498250802017715

Zhang, L., Zhang, Y., & Huang, S. M. (2009). Scientific and regulatory perspectives on
metabolizing enzyme-transporter interplay and its role in drug interactions:
Challenges in predicting drug interactions. Molecular Pharmaceutics, 6(6), 1766—
1774. https://doi.org/10.1021/mp900132e

Zhao, W., Uehera, S., Tanaka, K., Tadokoro, S., Kusamori, K., Katsumi, H., ...
Yamamoto, A. (2016). Effects of Polyoxyethylene Alkyl Ethers on the Intestinal
Transport and Absorption of Rhodamine 123: A P-glycoprotein Substrate by in
Vitro and in Vivo Studies. Journal of Pharmaceutical Sciences, 105(4), 1526—
1534. https://doi.org/10.1016/j.xphs.2016.01.020

47



