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1éciv. Absorpce perordlné podanych 1éCiv probihd zejména ve stievé. Jednim z faktort
ovliviwyjicich sttevni absorpci jsou efluxni 1ékové ABC transportéry lokalizované na apikdlni

wewvr

a breast cancer resistance protein (ABCG2).

Pacienti infikovani HIV jsou odkézani na celoZivotni farmakoterapii, zahrnujici kombinaci tfi
a vice antiretrovirotik. Castou ko-infekci HIV je hepatitida C (HCV). Diky postupnému starnuti
je navic HIV pozitivni populace zatizena i dalSimi komorbiditami. To vSe vede u téchto
pacientll k nutnosti indikace polyfarmakoterapie, a tedy zvySenému riziku lékovych interakeci.
Rada uzivanych antiretrovirotik je substratem, inhibitorem a/nebo induktorem ABCBI. Proto
1ze ptedpokléadat, Ze budou kvantitativné ovliviiovat stfevni absorpci soucasn¢é podanych 1é¢iv
(substrati ABCB1), a tim pfispivat k efektivité/bezpecnosti 1€cby. V ramci feSeni disertacni
prace jsme se zaméfili na Iékové interakce anti-HIV a anti-HCV 1é€iv na stftevnim ABCBI1
transportéru a na zavedeni ex vivo modelu, ktery by umoznil analyzovat indukci sttevniho

ABCBI.

Pomoci in vitro a in vivo metodik jsme prokdzali, ze abakavir je substratem sttevniho ABCB1
a ABCG2 a jeho prostup stievni bariérou mizZe byt zvySen inhibici téchto dvou transportért.
V dalsi fazi vyzkumu jsme zavedli ex vivo metodu zaloZzenou na akumulaci rhodaminul23
v ultratenkych intestinalnich fezech (PCIS) ptipravenych z potkaniho ilea a lidského jejuna,
ajako prvni jsme ji vyuzili pro otestovani schopnosti klinicky vyuzivanych terapeutik,
konkrétné anti-HIV a anti-HCV 1é€iv, inhibovat stievni ABCBI1. Jako vyznamné inhibitory

jsme identifikovali lopinavir, ritonavir, saquinavir a atazanavir.



Krom¢ inhibice ABCBI je dalsim dulezitym typem interakce indukce ABCBI transportéru.
Z divodu fady nedostatkd souc¢asné dostupnych modelt ufady v oblasti vyzkumu 1é¢iv a 1ékové
politiky neposkytuji Zadna doporuceni pro testovani indukéniho potencialu ABCBI1 in vitro.
Proto jsme se v ramci dalsi prace zaméfiili na rozvinuti metodiky PCIS pro indukci stievnich
transportért. Zjistili jsme, ze PCIS inkubované po dobu 48 hodin, si zachovaly neporuSenou
morfologii, obsah ATP a plnou funkci ABCBI1. Rifampicin, modelovy ligand pregnanového
receptoru X (PXR), vyznamné zvysil funkéni expresi ABCBI a genovou expresi CYP3A44.

Nase vysledky mohou pfispét k objasnéni molekularni podstaty popsaného zvyseni biologické
dostupnosti nékterych substratt ABCB1, pii soucasné 1é¢bé anti-HIV a/nebo anti-HCV 1€€ivy.
Dale jsme ukézali, Ze metoda PCIS umoziuje realizaci inhibi¢nich i indukénich studii
zaméfenych na ABCBI1, coz ztéto metody déld velmi slibnou metodu vyuZitelnou
v preklinickych studiich. Zaroven by tato metoda mohla byt velmi dalezitd pro kvantifikaci

ptispévku sttevniho ABCBI a I€kovych interakci v pre-systémové eliminaci 1éCiv.



ABSTRACT
Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology and Toxicology

Candidate: Mgr. Ondfej Martinec
Supervisor: Assoc. Prof. PharmDr. Lukas Cerveny, Ph.D.
Title of doctoral thesis: Interactions of antiretroviral drugs with membrane transporters

Oral delivery is the most common, convenient, and economical form of drug administration.
Absorption of orally administered drugs occurs mainly in the intestine. Intestinal absorption
can be reduced by the activity of efflux drug ABC transporters, mainly p-glycoprotein (ABCB1)
and breast cancer resistance protein (ABCG2), located in the apical membrane of the intestinal

epithelium.

HIV-infected patients are dependent on lifelong pharmacotherapy, which includes
a combination of three or more antiretroviral drugs. Hepatitis C (HCV) is a common
co-infection of HIV. In addition, the HIV-positive population is aging, which is associated with
burden of other comorbidities. This results in an indication of polypharmacy and thus an
increased risk of drug-drug interactions. Many antiretroviral drugs used are substrates,
inhibitors and /or inducers of ABCBI, so they might quantitatively affect the intestinal
absorption of co-administered drugs (ABCBI substrates), thereby affecting the efficacy/safety
of treatment. As part of this dissertation, we focused on drug-drug interactions of anti-HIV and
anti-HCV drugs on the intestinal ABCBI transporter and on the introduction of an ex vivo

model for analysis of the induction of intestinal ABCB1.

Using in vitro and in vivo methods, we have shown that abacavir is a substrate of intestinal
ABCB1 and ABCG2 and that its intestinal barrier permeability can be increased
by co-administration of rilpivirine. In the next phase of our research, we for the first time used
arecently established ex vivo method based on the accumulation of rhodaminel23 in
precision-cut intestinal slices (PCIS) prepared from rat ileum and human jejunum and we
assessed the potency of clinically relevant therapeutics to inhibit intestinal ABCB1. We tested,
anti-HIV and anti-HCV drugs and we identified lopinavir, ritonavir, saquinavir and atazanavir

as significant inhibitors.



In addition to inhibiting ABCBI1, another important type of interaction is the induction of
the ABCBI transporter. Due to a number of shortcomings in the currently available models,
the drug research and drug policy authorities do not provide any recommendations for testing
the induction potential of ABCBI in vitro. Therefore, in our further work we focused on the
development of the PCIS methodology for the induction of intestinal transporters. We found
that PCIS incubated for 48 hours retained intact morphology, ATP content, and full ABCB1
function. Rifampicin, a model ligand for the pregnane X receptor (PXR), significantly increased

functional ABCB1 expression and CYP3A44 gene expression.

Our results may help to elucidate the molecular basis of the described increase in the
bioavailability of some ABCBI substrates when they are co-administered with anti-HIV and /
or anti-HCV drugs. We further demonstrated that the PCIS method allows to conduct inhibition
and induction studies focused on ABCBI parallelly, which makes this method interesting for
preclinical studies. At the same time, this method could be very important for quantifying the

contribution of intestinal ABCB1 and drug interactions in pre-systemic drug elimination.



OBSAH

1.
2.
3.

N » ok

8.
9.

SezZNam ZKIatek ........ooiuiiiiiiie e e e 10
VO oottt ne s ne s 12
TEOTEHICKA CASE ...ttt sttt et b et st e sttt sbe et et esaeens 14
3.1.  Funkce ABC transportér a jejich fyziologickd eXprese .........ccceevveeiveriienieeneenneans 14
320 SHIEVIL DATIETA. ....iiuiiiieiiiiecieete ettt ettt s be e b e sanens 17
3.3, Modely StEeVNT DATIEIY.....eoiiiiiiieiieiieeie ettt ebeesaae e 19
3.3. 1. I VIVO MELOAY .eeoevieeiiieeiiee ettt ettt et et e e s e e e sra e e nraeeearaeeenaeeenrae s 19
R IR IO 7Y 178 41 151 (016 | USSR 20
333, Invitro @ ex Vivo MELOAY .....cc.veeeiuvieeiiieeiiieeceeeecteeeteeeeteeesreeesseeeseveeeseseeennseees 21
334, I SilicoO MEOAY ....ceeieiiiiiiieiieee ettt 26
34, HIV aAHCV INTEKCE ...couiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 27
3.5, LECDa HIV @ HCV L.ttt 29
3.6.  Antivirotika studovana v ramci této disertacni Prace .........oceevveevverveerienveeneennens 30
3.6.1.  Nukleosidové¢ inhibitory reverzni transkriptdzy — NRTI..........ccoeovieviiniiiennnnn. 31
3.6.2.  Nenukleosidov¢ inhibitory reverzni transkriptazy — NNRTI.........c.cccceevvvenennn. 33
3.6.3.  Inhibitory proteadzy — Pl........coooiiiiiiiieee e 34
3.6.4. Inhibitory vstupu — CCRS antagoniste...........ccoceevuerienienieriieneenieeieneenieneeneeens 36
3.6.5. ANt HCV LECIVA...cuiiiiiiiiiiiiee ettt et 37
HYPOTEZA ...ttt ettt s e 40
L0 1 [ o) 1o USSR 41
Seznam praci a podil kandidata na jednotlivych publikacich..........ccccoooviiriiiiniinnnnnns 42
Komentare k jednotlivym publikacim ...........ccccueveiiiiiiiiiiieeeeeeee e 44
7.1.  Anti-HIV and Anti-Hepatitis C Virus Drugs Inhibit P-Glycoprotein Efflux Activity
in Caco-2 Cells and Precision-Cut Rat and Human Intestinal Slices ............ccocceevieniiennces 44

7.2.  Human precision-cut intestinal slices as a new model for testing induction potency of

drugs targeting P-glycoprotein (ABCB1).....coouiviiiioiieeeeeeeeeeeee e 45
7.3.  MDRI1 and BCRP Transporter-Mediated Drug-Drug Interaction between Rilpivirine
and Abacavir and Effect on Intestinal AbSOTPtion. ..........coeeviiriiiiiiiniiiniieciceeceeene 47
7.4.  Current antiviral drugs and their analysis in biological materials-Part I: Antivirals
against respiratory and herpes VITUSES. ......ccueeeiieriieriieiiiesieeiee ettt ettt et e s teesaee e 48
7.5.  Current antiviral drugs and their analysis in biological materials - Part II: Antivirals
against hepatitis and HIV VITUSES. ........coouiiiiiiiiiiiieiieeeee e 49
SOUNIT @ ZAVET ...ttt 50
Prezentace dat na odbornych konferencich............ccoovieiiiiiiiiiiiiie e, 54

9.1, USHMU PIEZENEACE ... es e ee s eee e eee e 54



9.2.

10.
1.

POSLEIOVE PIEZENLACE ......eveeeiiiiiieeeiiiee ettt et e e et e e e et e e e snsaeeeeenneees

Seznam POUZILE IIEETATUTY ....cccuveeeiiieeiiieeciieeeee e et e et e et e e et e e s aeeessreeesaseeeebeeeeaseeenns

Seznam pftiloh



Seznam zkratek

1. SEZNAM ZKRATEK

ABC

ABCBI1

ABCC2

ABCG2

AIDS

ARV

BCS

Caco-2

cART

CCRS

CYP

DAA

DDI

EMA

FDA

HCV

HIV

NNRTI

NRTI

NS3/4A

NS5A

PCIS
10

ATP binding cassette (ATP-vazajici transportéry)

ATP binding cassette subfamily B member 1 (p-glykoprotein)

Multidrug resistance-associated protein 2

Breast cancer resistance protein

Acquired immune deficiency syndrome (syndrom ziskaného selhdni imunity)
Antiretrovirotika

Biopharmaceutics Classification System (systém klasifikace biofarmaceutik)
Bunééna linie lidskych epitelidlnich bun¢k kolorektalniho adenokarcinomu
Combination antiretroviral therapy (kombinovand antiretroviralni terapie)
C-C chemokine receptor type 5 (C-C chemokinovy receptor 5)

Cytochromy P450

Direct-acting antivirals (pfimo piisobici antivirotika)

Drug-drug interactions (1ékové interakce)

European Medicines Agency (Evropska Iékova agentura)

Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 1&iv)
Hepatitis C virus (virus hepatitidy typu C)

Human immunodeficiency virus (virus lidské imunitni nedostatecnosti)

Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (ne-nukleosidovy inhibitor reverzni

transkriptazy)

Nucleoside/nucleotide reverse transcriptase inhibitor (nukleosidovy/nukleotidovy

inhibitor reverzni transkriptazy)
Nonstructural protein 3/4A (nestrukturdlni protein 3/4A)
Nonstructural protein SA (nestrukturalni protein 5A)

Precision-cut intestinal slices (ultratenké tkanové tezy)



Seznam zkratek

PI

PXR

RHD123

RIF

RXR

TDF

Protease inhibitor (inhibitor protedzy)
Pregnane X receptor (pregnanonovy receptor x)
Rhodamin 123

Rifampicin

Retinoid X receptor (retinoidovy receptor x)

Tenofovir disoproxil fumarat
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2. UVOD

Membranové transportéry mohou byt hlavnim urcujicim rysem farmakokinetiky, a tim
1 bezpec€nosti a i¢innosti 1€Civ [1]. Tyto transportéry kontroluji bunécné vychytavani dillezitych
fyziologickych molekul jako jsou cukry, aminokyseliny, nukleotidy, anorganické ionty, ale
v piipad¢ potteby i do téla dodanych 1éCiv. Jejich kol spociva také v odstranovani latek pro
bunky nezadouci [2]. Membranové efluxni transportéry jsou exprimovany na apikalni nebo
basolateralni stran¢ membrany enterocytli a hepatocytli, v rendlnim tubularnim epitelu

a v bunkdch tvoticich hematoencefalickou, testikularni a placentarni bariéru [3].

ATP-vazajici (ABC) efluxni transportéry jsou v zavislosti na typu umistény na apikalni
a/nebo basolaterdlni plazmatické membrané. Jednd se o efluxni pienasece, které zajist'uji
aktivni pfestup rtznorodych latek smérem ven z buiiky proti koncentraénimu gradientu [3].
ABC transportéry se v organismu vyskytuji v mnoha tkénich a jejich aktivita zajist'uje, mimo
jiné, pfirozenou ochranu organismu pred nezadoucimi Gginky 16¢iv [3, 4]. Rada in vitro, in vivo
1 klinickych studii prokéazala, Ze ABC transportéry maji klinicky dopad na farmakokinetiku
1é¢iv [4-6]. Pokud je pacientovi podavano 1écivo, které je zaroven substratem jednoho nebo
vice transportért, muze dojit k zdsadnimu ovlivnéni jeho farmakokinetiky. A to jak indukci,
tak 1 inhibici. Timto zplsobem dochézi k rozvoji lékovych interakei (DDI, z anglického
drug-drug interactions), jejichz dopad pro pacienta mize byt v n€kterych ptipadech prospésny

a v nekterych naopak nezadouci az nebezpecny.

Jako piiklad negativniho dopadu DDI lze uvést selhdni terapie vlivem indukce ABC
transportérii a nasledné sniZeni absorpce 1é¢iva. Na druhou stranu inhibice ABC transportéri
pritomnych ve stievni bariétfe mize vést ke zvySeni biodostupnosti 1é¢iva [7-10]. V praxi pak
mohou nastat dv¢ situace. Pokud je dand inhibice/indukce popséana, snizime/zvySime mnoZstvi
podavaného 1é¢iva pii zachovani efektivity terapie. Klinicky se tohoto vyuZiva prave v terapii
infekce virem lidské imunitni nedostatec¢nosti (HIV), ale 1 jinych onemocnéni. Druhou variantu
pfedstavuje nerespektovani/neznalost této interakce, tj. pfi nezménéném davkovani mize dojit
k nezddoucimu nértstu/poklesu plazmatické koncentrace a projeviim toxicity nebo vymizeni

a&inku 16&iva [7-10].

Infekce HIV a/nebo virem hepatitidy C (HCV) piedstavuji zdvazna globalni onemocnéni. Dle
dat publikovanych Svétovou zdravotnickou organizaci doséhl v roce 2019 celkovy pocet
nakazenych virem HIV 38 miliond lidi, pficemZ az 1 milion kazdy rok zemfe v dasledku

rozvinutého onemocnéni syndromu ziskaného selhani imunity (AIDS) [11, 12]. Celkovy pocet
12
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pacientll s diagnostikovanou infekci HCV piesahl v roce 2015 80 milion a 700 000 z nich
onemocnéni v tomto roce podlehlo [13]. Jednd se tedy o statistiku, kterd je pln€ srovnatelna
s onemocnénim HIV. V rozvinutych zemich, jako jsou Spojené staty americké, mortalita
zpusobena chronickou formou HCV infekce pievazuje mortalitu u HIV pozitivnich pacienta
[11-13]. Pro terapii HIV je v soucasnosti vyuzivana kombinovana antiretroviralni terapie
(cART), kterd vyuziva kombinace 1€civ cilicich pfevazné na specifické struktury viru. I pfesto,
ze lze cART povazovat za velky pokrok, mlze byt tato terapie komplikovana omezenou
biodostupnosti 1éCiv, nebot’ fada antivirotik je ovlivnéna aktivitou ABC transportéra [4].
Ve farmakoterapii chronické formy HCV doslo v poslednim desetileti k pfekotnému rozvoji,
pficemz nejdilezitéjsi ulohu momentalné sehravaji tzv. ,direct-acting antivirals“ (DAA)

a jejich kombinace.

vewr

efluxnim lIékovym ABC transportérem se dosud zda byt ABCBI1 transportér (p-glycoprotein)
[14]. Navic antiretrovirotika a DAA jsou znamy pro své Casté interakce s ABCBI a lze
ptedpokladat, Ze nékteré pozorované zmény ve farmakokinetice soucasné podanych 1éciv
mohou byt zplisobeny pravé DDI [5, 7]. Proto bylo tedy logickym krokem, Ze se na§ vyzkum
zaméfil zejména na n¢. Kromé sledovani, zda efluxni 1ékové ABC transportéry ovliviiuji
ptestup vybranych antiretrovirotik pies stitevni bariéru, jsme se zaméfili i na zavedeni nového
ex vivo modelu vyuzivajiciho tenké fezy potkaniho a lidského stfeva pro 1) testovani schopnosti
anti-HIV a anti-HCV [é€iv inhibovat stfevni ABCBI a ii) kvantifikaci indukce stievniho

ABCBI1 po expozici 1é¢ivu na urovni mRNA, proteinu a funkce.

13
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Funkce ABC transportéru a jejich fyziologicka exprese

ABC transportéry jsou transmembranové proteiny vyznacujici se schopnosti aktivné prenaset
Sirokou Skalu substratii, véetné iontti, cukrii, aminokyselin, peptidi, 1éCiv a jejich metabolitil
pfes bunécnou membranu proti koncentraénimu gradientu [15, 16]. Uplatiuji se ve zdravych
tkanich jako jsou tenké i tlusté stievo, ledviny, jatra a mozek a vzhledem k jejich lokalizaci
zasadné ovliviluji farmakokinetiku svych substrati (Obrazek 1) [1-3]. ABC transportéry byly
ovSem poprvé popsany v nadorové tkani, kde snizuji prestup chemoterapeutik pres membranu
a tim pfispivaji ke vzniku mnohocetné nadorové rezistence [15, 17, 18]. Do soucasné doby bylo
popséano celkem 49 ¢lent této transportérové rodiny, pficemz tato rodina je dale ¢lenéna do
sedmi podrodin ABCA — ABCG [1, 3, 19]. ABC transportéry jsou fyziologicky exprimovany
v mnoha bariérach lidského téla. Zde mohou ovlivnit farmakokinetiku endogennich latek
i xenobiotik rozli¢éné chemické struktury [1, 15]. Jejich pfitomnost a znacné Siroka substratova

specifita tak mlize vyustit v zavazné lékové interakce.

Fyziologickad role ABC transportérii spociva v zajisténi ochrany organismu pied vstupem
exogennich latek s potencidlné toxickym uCinkem, tzn. i1 1éCiv [15, 20]. Zaroven tyto
transportéry na jinych mistech v organismu mohou zasahovat do distribuce nebo i exkrece 1é¢iv.
Z pohledu vlivu ABC transportéri na farmakokinetiku 1é¢iv se hovoii hlavné¢ o dvou
zastupcich, 1€ékovych transportérech ABCB1 a ABCG2 (breast cancer resistance protein) [1,
19]. Dalsimi dtlezitymi jsou transportéry z podrodiny ABCC (multidrug resistance-associated
proteins), a to pfedev§im ABCC2, ktery se zdsadné€ podili pfedev§im na exkreci konjugovanych

metabolitl do zluci [21] (Obrdzek 1).
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Tenké strevo Jatra Ledviny
Enterocyty Hepatocyty Epitelové buiikky
tubuli
Apikilng Basolaterilné Sinusoidilng Kanalikulimé Basolaterilng Apikilng
(do lumen) {dokrve) (dokrve) {do #luci) (dokrve) {do madi)
ABCB1 T > ABCB1 =" ABCE1
ABCG2 +—— —+ABCG2
ABCC2 ¢—— — ABCC2 —p ABCC2
Centralni nervovy systém Placenta
Endotelové buiiky Syncytiotrofoblast
LumindIné Abluminilng Apikilné Basolaterdln&
(dokrve) (do mozku) {matemilni strana) (fetilni strana)
ABCB1 T ABCRB1 +——
ABCG2 +—— ABCG2 +——

Obrazek 1 - Priklady fyziologické lokalizace vybranych ABC transportérii v klicovych tkanich.
Prevzato a upraveno z Kis et al. 2010 [4].

Pii podani dvou a vice léCiv interagujicich s ABC transportéry miize dojit k rozvoji
farmakokinetickych DDI. Mezi substraty ABC transportéri, které mohou byt obéti
podobnych interakci, se fadi 1éCiva ze Siroké Skaly terapeutickych skupin [1, 3, 22]. Jedna se
napiiklad o zastupce antivirotik, cytostatik, antibiotik, ale také molekul vyuzivanych v terapii
kardiovaskularnich chorob, alergickych reakci a mnoha dalSich [23]. PGsobenim inhibitoru
ABCBI1 a ABCG?2 lze zvysit absorpci a tim 1 biologickou dostupnost 1é¢iva po podani per os,
pii této inhibici zaroven muze dochéazet 1 k nezddoucimu piestupu latek do citlivych tkani. Na
druhé stran¢ inhibici transportéri v exkre¢nich organech lze prodlouzit polocas 1éciva
vorganismu a soucasné¢ tak prodlouzit jeho biologicky polocas. Budeme-li inhibovat
transportéry exkrecnich organti dlouhodobég, dosahneme toxickych koncentraci 1é¢iva v téle.
Z druhého uhlu pohledu, induktory Iékovych transportért mohou zpisobit DDI, které budou
mit opacny vliv na kinetiku Ié¢iva. VSeobecné znamym piikladem takového 1é¢iva je naptiklad

rifampicin (RIF) (Obrdzek 2) [1, 3, 22].
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Vzhledem k ¢etnosti DDI na Iékovych transportérech, Mezinarodni transportérové konsorcium,
Americky Utad pro dohled nad potravinami a 1é¢ivy (FDA, Food and Drug Administration)
i Evropské 1ékové agentury (EMA, European Medicines Agency), vyzaduji testovani
piipadnych DDI na Ié¢kovych transportérech jiz v prabehu preklinického vyvoje 1éCiva [24].

Substrat efluxniho transportéru Inhibitor efluxniho transportéru Induktor efluxniho transportéru

Lécivo Inhibitor

@ O O @ 060 O

0 00

Efluxni
transportér

i

O Induktor O

Obrazek 2 — Schéma farmakokinetickych interakci na ABC transportérech. Prevzato
a upraveno od Stenehjem et al. 2009 [25].
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3.2. Strevni bariéra

Stievo reguluje absorpci vody, elektrolytil, zivin a xenobiotik, vylucuje ionty, hlen, endogenni
a exogenni slouceniny z krve do lumen. Stfevni motilita zptisobuje smichani slozek a zajistuje
absorpci a transport podél stievniho traktu. Kvantitativni absorpce je zajistovana obrovskou
absorp¢ni plochou, kterd vznikd diky cetnym ohybim stfeva a pfitomnosti klkii a mikroklki
[26]. Intestinalni trakt je sloZzen ze Ctyf vrstev: serosa (adventitia), lamina muscularis,
submucosa a mucosa (Obrazek 3). Mucosa je tvotfena zejména enterocyty a dale pohdrovymi
bunikami, Panethovymi buitkami a proliferujicimi se kmenovymi bunkami [26]. Stievo je
anatomicky rozd€leno na duodenum, jejunum, ileum a colon. V kazdé z téchto oblasti maji
enterocyty specifické spektrum a mnozstvi biotransformacénich enzymi a membranovych
transportérti, které jsou schopny metabolizovat a transportovat endogenni a exogenni
slouceniny [27, 28]. Dal§im dulezitym aspektem stfevni fyziologie je gradient pH. Lumindlni
pH stfeva je zavislé na stfevnim obsahu [29] (orientacni hodnoty pH jednotlivych ¢asti lidského
stiteva: duodenum: 5-7, jejunum: 6-7, ileum: 7, colon: 5,5-7, rectum: 7), zatimco pH krve se
pohybuje stabilné¢ okolo 7,4. Ztoho plyne, ze za fyziologickych podminek je pH na
basolateralni stran¢ vyssi nez pH na lumindlni stran¢ [29]. Hodnota pH prostiedi je urcujicim
faktorem pro vyslednou povahu pfenaSené molekuly, tedy zda se kyselé a bazické molekuly
budou vyskytovat ve své disociované nebo nedisociované¢ formé. pH prostiedi ovliviuje i
rychlost, kterou nenabita molekula (1é¢ivo) prestoupi pies lipofilni membranu pasivni difuzi.

Navic funkce nékterych transportérii je zavisla na pH [30].

Oralni podani 1é¢iv je nejpohodIngjsi a nejrozsitenejsi formou aplikace 1éCiv. Pii tomto podani
musi 1é¢ivo prekonat stfevni bariéru, ktera do jisté miry urcuje biologickou dostupnost 1€¢iv [3,
27, 31]. Bariérova funkce stieva je zajiSténa epitelidlnimi bunikami, které¢ lemuji luminalni
povrch stieva, a specializovanymi t€snymi spoji mezi nimi [26]. Pokud je 1é¢ivo podéano cestou
per os, je prvnim d¢jem farmakokinetiky absorpce 1éCiva, kniz u vétSiny latek dochézi
v tenkém stifevé [32]. Odtud musi 1é¢ivo projit stfevni bariérou do krevniho ob&hu. Mira
ptestupu 1é¢iv z lumen stfeva do krve miZe byt snizena pravé ABCB1 a ABCG2 transportéry,

které jsou pfitomny na apikalni strané enterocytii [33, 34].
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Obrazek 3 - Znazorneni bunécnych typu a jednotlivych vrstev lokalizovanych ve stievni bariére.
Prevzato a upraveno z Shanshan Kong et al 2018 [26].

Ackoli je zfejmé, ze jatra Casto sehravaji hlavni roli v pre-systémové eliminaci enteralné
podanych 1€Civ (v tzv. prvnim pruchodu jatry), metabolicka role stieva v enterocytech nebude
v tomto procesu pravdépodobné zanedbatelnd. Této teorii nahrava i fakt, Ze plocha stfeva je
obrovskd a obsahuje nezanedbatelné mnozZstvi enzymui jak prvni, tak druhé faze
biotransformace. CYP3A4 (Cytochrom P450 3A4) a velké mnozstvi regulacnich faktort
pregnanového receptoru X (PXR), retinoidovy receptor x (RXR) a konstitutivni androstanovy
receptor tzv. CAR, které tidi expresi biotransformacénich enzymi i transportéri [28, 35].
Zaroven je stfevni bariéra vystavena daleko vétsi koncentraci 1é¢iva, kterd se mize odrazit i na
expresi jednotlivych enzym ¢i transportérd. Studie in vivo prokazaly, Zze kromé& metabolické
aktivity pfispivaji k pre-systémové eliminaci také efluxni transportéry stfeva lokalizované na
apikalni stran¢ enterocytu [1, 3, 33, 34, 36]. Soucasné znalost klinického vyznamu transportu
1é¢iv ve stfevni bariéfe Cloveka je nedostatecnd. Divodem je, ze farmakokinetické studie
provedené na ¢loveku jsou technicky, finanéné a eticky ndro¢né a Casto nerozkryji podil jater a
stfeva na pre-systémové eliminaci [37]. Experimenty na zvifecich modelech jsou sice Siroce
pouzivanou nahradou, ale data jsou zatizena velkymi mezidruhovymi rozdily. Dosud
ptevazujici in vitro postupy vyuzivajici lidské bunécné linie poskytuji vysledky, které je vSak

obtizné piimo extrapolovat na situaci in vivo.
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Extrapolaci vysledkt studii transportu 1é¢iv in vitro komplikuje nékolik aspektt fyziologie
stieva. Stfevo neni homogenni organ. Exprese transportérti sleduje riizné koncentraéni vzorce
jak na ose krypta-klk, tak podél celé délky stieva. Aktivita ABCB1 transportéru byla hlasena
jako nejvyssi v diferencovanych epitelidlnich bunikach oblasti klku a klesala smérem ke
kryptické oblasti [38, 39]. Tento fenomén je zpiisoben migraci enterocyti z krypt na vrchol
klkii, coz se jevi jako spole¢ny proces diferenciace vedouci k apoptoze a naslednému odpadnuti
bun¢k do lumen [40]. Migrace z krypty do osy klka probiha pfiblizné 3 dny v lidském stievé
a 2 dny ve stieve potkana [38-40].

Podél strevniho traktu byla popsana cela fada riznych gradientd transportni aktivity [41].
V lidské tkéni Ize v distdlnim sméru pozorovat zvySenou expresi transportéri ABCB1 [42],
exprese ABCG2 [43], ABCC2 [42]) se snizuje. Lokalizace a aktivita transportéra je podstatna
pro biologickou vyuzitelnost latek s vysokou propustnosti a nizkou rozpustnosti (2. tfida BCS,
z angl. Biopharmaceutics Classification System) a latek s vysokou rozpustnosti a nizkou
propustnosti (3. tfida BCS) [44, 45]. Pro spravnou interpretaci in vitro dat je také nutné vzit v

uvahu, ze které ¢asti stieva je odvozen vybrany segment na in vitro testovani.

3.3. Modely stievni bariéry

Modely intestinalni absorpce 1ze rozdélit podle jejich komplexnosti na in vivo, in situ, in vitro
a in silico. Pomoci téchto modeld jsou vySetfovany transportni mechanismy a je stanovovéana
sttevni propustnost potencialnich 1é€ivych latek [46]. V nasledujicim textu jsou diskutovany

vyhody a nevyhody jednotlivych metodik.

3.3.1. In vivo metody

Testovani in vivo neboli v neporuSeném zvifecim organismu je moznosti, u které se roztoky
nebo formulace 1é¢iva podédvaji ordln€ nebo piimo do Zaludku nebo stieva, a to jednorazove
nebo opakovang. Jedna se o komplexni metodiku pro kvantifikaci biologické dostupnosti [47],
kterd navic umozniuje pozorovani celotélové kinetiky 1é€iv na Grovni absorpce, distribuce,
metabolismu, exkrece, a 1 pfipadné toxicity 1éciva. Tento model pln€¢ zohlediiuje fyziologické
procesy a faktory, jako jsou vyprazdnovani zaludku, obsah luminalni vody, motilitu stfev,
degradaci léCiva a efekt prvniho prachodu. Poskytuje tak nejrelevantnéjsi informaci
o biodostupnosti testované¢ho lé¢iva. Tyto typy modelli jsou zjevné méné pouzitelné pro
mechanistické studie absorpce ve stfevé, protoze relativni dopad riznych faktord muze byt

obtizné podrobné posoudit [47]. Je dllezité zminit, Ze studium transportu 1€Civ ve stieve in vivo
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neposkytuje piimé dikazy o prestupu testované latky pies stfevni bariéru, nebot’ ziskané

vysledky jsou dany sumou jaterniho metabolismu a stfevnich mechanismi [48].

3.3.2. In situ metody

Model zalozeny na intestinalni in situ perfazi je flexibilnim systémem, ktery lze optimalizovat
dle aktualnich pozadavkl na profilovani absorpce 1ékli. Vzorky jsou odebirany z mezenterické
zily, coz umoziuje hodnotit piestup 1éCiva pies stievni bariéru vcetné zapojeni transportérii
a stfevni biotransformace 1¢é¢iva (Obrazek 4). 1 pies to, ze jsou experimenty in situ technicky
naro¢né a relativné Casove zdlouhavé, jsou dilezité pro pochopeni absorpcnich procest [49].
In situ postupy provedené na potkanovi prokazaly vyznamnou roli ABCB1 v omezeni absorpce
digoxinu [50]. Zaroven byl stejnou metodikou prokazan inhibi¢ni vliv na ABCBI1 u gliklazidu,

metforminu, pioglitazonu, atorvastatinu a ezetimibu [51].

Zapojeni transportérit do prestupu 1€Civ ptes stievni bariéru lze také zkoumat in situ perfuzi
lidského stfeva, kterd se provadi hlavné pti studiich absorpce latek [50-53]. Ackoli je tato
technika vyhodnd, nebot’ fyziologie a krevni ob¢h zlstavaji neporuseny, je kvuli etickym

otazkdm a omezené dostupnosti testovatelnych subjektli vyuzivana u ¢lovéka jen vzacné [54].
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Donor Blood

Drug solution

Obrazek 4 - Schématické zobrazeni in situ experimentu strevni perfuze s odbérem vzorku
z mezenterické Zily. Prevzato z Zhigiang Luo et al 2013 [55].

3.3.3. Invitro a ex vivo metody

Omezeny piistup k lidské sttevni tkani prohlubuje dulezitost dostupnosti spolehlivych, vysoce
uc¢innych metod in vitro. V tuto chvili jsou ale in vitro modely svymi vlastnostmi situaci in vivo
ve stievni bariéfe do jist¢ miry stdle vzdalené, proto nemohou pIné nahradit studie
in vivo/in situ. 1 ptes tuto skutecnost, jsou vSak velmi uzitecné pro feSeni specifickych otazek
tykajicich se stievni permeace lé¢iv nebo pro analyzu schopnosti 1é¢iv inhibovat stievni
transportéry. Podminky pfi in vitro experimentech jsou v porovnani s in vivo/in situ modely
snaze kontrolovatelné, zaroven jsou tyto metodiky dobie dostupné a vysledky jsou prevazné
jednodusSeji interpretovatelné. Ex vivo techniky lezi na pomezi in vitro a in vivo metodik [56].
Prikladem je naptiklad technika explantli a PCIS [57]. V ex vivo modelech, které vychazeji
z tkdnovych fezi, je zachovdna bunééna architektura, mezibunééna spojeni i metabolické
procesy, diky tomu dané modely 1épe odpovidaji situaci in vivo v porovna s in vitro technikami
[58]. Nekteti autofi povazuji ex vivo techniky za dalsi typ in vitro metodik. V této disertacni

praci budou in vitro a ex vivo modely feseny oddélen€. [58, 59].
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In vitro modely

In vitro ptistupy se v této oblasti prosazuji po cela desetileti, protoze existuje korelace mezi
transportem pies bunéénou monovrstvu a stfevni propustnosti u ¢lovéka [55, 60]. Mimo to jsou
in vitro techniky pro hodnoceni propustnosti méné pracné a mén¢ nakladné. Navic ve srovnani
se studiemi na zvifatech a studiemi in vivo jsou vyjmuty z etickych tvah [61]. Uéelem
jakéhokoli modelu in vitro je provadéni studii za dobte kontrolovanych a snadno dosazitelnych
podminek [62]. Uspé&sné pouziti in vitro modelu k predikci absorpce 16¢iva pies stievni sliznici
zavisi na tom, jestli dostate¢né napodobuje vlastnosti intestinalniho epitelu in vivo. Je obtizné
vytvofit jednoduchy experimentalni systém in vitro, ktery by dokazal pln¢ odrazel podminky
stievni absorpce. Nicméné jsou uziteéné v feSeni konkrétnich otazek pti studiich, které vyzaduji

dobte kontrolované podminky [63, 64].

Ve vyzkumu a farmaceutickém pramyslu se vice nez 30 let jako hlavni in vitro model stfevni
bariéry uplatiiuje bunééna linie Caco-2. Ta je odvozena z bun¢k lidského adenokarcinomu
tlustého stfeva [65]. Pii kultivaci na polykarbonatové membrané Caco-2 samovolné¢ po 6-7
dnech diferencuji a vytvafi polarizovanou monovrstvu cylindrickych bunék spojenych pevnymi
spoji [65]. Jedna se o jednoduchy model. Na apikélni strané¢ maji Caco-2 bunky strukturu
podobnou mikroklkiim, coz vytvaii morfologickou podobnost s kartaCovym lemem stfeva.
Navic i exprese a lokalizace diilezitych intestinalnich transportnich systémii véetné ABCBI je
u tohoto modelu podobnd. Jsou tedy experimentdlné vyuzivany ke studiu vektorového
transportu (studium permeace ve sméru lumen stieva — krev) a tzv. obousmérného transportu
(pohyb léciva se monitoruje ve smérech lumen stfeva-krev a krev-lumen stteva) (Obrdzek 5),
pomoci kterého lze kvantifikovat, do jaké miry mohou membranové transportéry ovlivnit
sttevni absorpci. Testovani obousmérného transportu in vitro patii mezi metodiky hodnoceni

substratd a inhibitordt ABC transportérit doporuc¢ované FDA [24].
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Obrazek 5 — Schéma popisujici vyuziti Caco-2 bunécné linie (modry oval) vektorovy transport
latek (A) a vyuziti obousmérného transportu latek (B). Smér Sipky demonstruje prestup léciva
v prubéhu experimentu.

Je vsak stale otazkou, zda Ize buiiky Caco-2 povazovat za relevantni model tenkého stieva.
Caco-2, vzhledem ke svému ptivodu, morfologicky vice piipominaji epitel tlustého stieva, a to
zejména diky vyborné vyvinutym tésnym spojiim [65]. Zarovei se 1i8i vexpresi transportnich a
biotransformacnich proteind v porovnani s lidskym ileem a jejunem. Piikladem miize byt
vyrazng niz$i exprese ABCG?2 a ztrata exprese CYP3A4 [66, 67]. Zaroven exprese transportéra
a enzymu je zavisla i na délce kultivace bunécné linie [28, 65, 67]. Aby bylo dosazeno vétsi
komplexnosti testovaciho systému, Caco-2 buniky mohou byt kultivovany v pfitomnosti dalSich
bunécnych typl tvoficich stfevni epitel [31]. Caco-2 vSak neni jedina stfevni bunétnd linie,
kterd se bézn¢ laboratorné pouziva. Mezi dal§imi bychom mohli jmenovat naptiklad NCL-
H716, STC-1, GlutagCells, LS174T a mnohé dalsi. V ramci feSeni nasi prace jsme ale tyto linie

nepouzili, a proto nejsou v ramci této disertacni prace detailnéji charakterizovany.

Ex vivo metody

Modely ex vivo zahrnuji postupy s zivymi funkénimi tkanémi nebo orgény izolovanymi
z organismu a kultivovanymi mimo organismus v umélém prostiedi za vysoce kontrolovanych
podminek. Tyto modely maji fadu charakteristickych rysi, kterymi se 1i§i od bunécénych
modelil. U ex vivo modeli je zajisténa odpovidajici paracelularni propustnost epitelu tenkého
stteva, soucasti modelu je vrstva mukozy a je zachovédna exprese transportnich proteinil
a metabolismus 1é¢iv. Metody ex vivo ptredstavuji nastroj pro rozliseni ptispévku stieva a/nebo

jater k biodostupnosti jednotlivych latek a ke studiu regionélnich rozdili stieva.
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K dispozici je n€kolik modelll ex vivo, z nichz kazdy ma jak své vyhody, tak i svd omezeni.
Obecnym pozadavkem na studie ex vivo je moznost pfipravy co nejvét§iho mnozstvi vzorki
z fragmentu stievni tkané takovym zplisobem, aby byla zajisténa minimalni deprivace kyslikem
a byla tak maximalizovdna Zivotaschopnost tkané. Historicky Fisher a Parsons [68, 69]
doporucili pro zachovani integrity tkdn¢ perfundovat lumen stieva pomoci pufru nasyceného
kyslikem ptfed pferuSenim ob&hu stfevni stény. Toto bylo potvrzeno i o n¢kolik desitek let
pozd¢ji skupinou Plumb et al. [70]. Je zndmo, zZe stfeva zbavend kysliku po dobu pouhych
4 minut vykazuji zavazné naruSeni klkii a otoky, zatimco stieva, kterda jsou neustale
proplachovéna okysli¢enym roztokem, si zachovavaji svou strukturalni integritu i po nékolik
hodin [70]. Metody, které¢ vyuzivaji lidskou tkan, mizeme podle mnozstvi spotfebované tkané
rozdélit nasledujicim zplisobem: izolovana stfevni perfize > metoda prevraceného stieva
(Everted Sac) > metoda Ussingovy komory > explanty nebo metodika ultratenkych

intestinalnich fezl (PCIS).
Metoda ultratenkych intestindlnich rezii

Vzhledem k tématu disertacni prace se budu vénovat hlavné metodé PCIS, které lze ptipravit
ze zvitecich (Obrdzek 6) 1 z lidskych tkdni (Obrazek 7). Tato metoda ma Siroké uplatnéni, které
zahrnuje vyzkum mezidruhovych rozdilt v interakcich s 1€ékovymi transportéry ¢i segmentalni
gradienty aktivit metabolizujicich enzymi a membranovych transportéra. PCIS je velmi
efektivni metodika, kterou lze pfipravit i z malych vzorkdi tkan& (>1 cm?), pomémé velké
mnozstvi fezli (>100) [71]. Jsou zivotaschopné po dobu né€kolika dni inkubace [28, 71]
a vykazuji aktivitu enzyml metabolizujicich 1é¢iva odpovidajici situaci in vivo [72]. VyuZitim
stievnich, ale také jaternich, ledvinnych a plicnich fezi je pak moZno zkoumat metabolicky ¢i
transportni efekt v jednotlivych organech [27, 28, 73]. PCIS jsou pfipravovany pii€nym
krajenim tkéné€, nasledné jsou zality agar6zou s nizkou teplotou tani a pomoci krajece krajeny
na fezy piesné¢ definovanych rozméri. Zachovavaji si relativné dlouhou viabilitu, kterd se

odrazi v tkadnové koncentraci ATP a také si udrzuji morfologii stfevniho epitelu [28].

Tuto metodu limituje skutecnost, ze apikalni i1 basolateralni strana stieva je pfi experimentu
vystavena stejnému médiu. Z toho divodu nejsme schopni, na rozdil napiiklad od Ussingovy
komory a dalSich uvedenych ex vivo metod, zkoumat vektorovy transport 1é¢iv a stanovit

permeabilitu 1éciva [28].
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Preparation and incubation of rat intestinal slices

Obrazek 6 - Ukazka pripravy ultratenkych intestinalnich rezu pripravenych z potkaniho
streva. Poté, co jsou ze stievniho segmentu odstranény fekalni slozky (a), je jedna strana
streva svazana (b). Segment se poté naplni kapalnym agarozovym roztokem pri 37 © C (c),
poté se ochladi (d), aby se vytvoril vilec o tloustce asi 5 mm (e). Po rozriznuti segmentii na
dvé poloviny (f) se do vyplnéného lumenu (g) viozi Spendlik, ktery zafixuje segment

v predchlazeném valcovéem pistu formy (h). Forma se poté naplni agarozovym roztokem pri
37 C aznovu se ochladi (i). Agarozovy valecek se vyjme z formy a prenese se do krdjece
thané (). Rezy se krdji na priblizné 250um tloustku (k) a inkubuji se na 12-24jamkovych
destickach (I).Prevzato z de Graaf et al. 2010 [71].
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Preparation of human intestinal cores
! %

Obrazek 7 - Ukazka pripravy ultratenkych intestindlnich rezu pripravenych z lidského streva.
Sesity kus lidského streva (a). Odstrani se sponky a tukova tkan a strevo se roziizne (na obrazku
strana mukozy sméruje nahoru) (b). Segment se poté pomoci Spendlikii (c) zafixuje na
silikonovou matraci. Na predchlazené podlozce se svalstvo Setrné odrizne, aby pro experiment
zbyla pouze vrstva sliznice (d, e). Poté se stievo rozreze na kousky priblizné 10 x 20 mm (f)
a zalije agarozou (g, h).Prevzato z de Graafet al. 2010 [71].

3.3.4. In silico metody

Metody in silico jsou v soucasné dobé Siroce pouzivany ve farmaceutickém pramyslu
aregulaénimi autoritami v oblasti 1éCiv pfi vyzkumu novych lékovych forem, testovani
bioekvivalence a dalSich vyvojovych procesi. Jedna se o procesy, které vztahuji riizné
molekularni deskriptory a fyzikaln&-chemické vlastnosti molekuly lé¢iva (napt. lipofilitu,
disociacni konstantu kyseliny pKa, vodikové vazby, molekulovd hmotnost) k zasadnim
biofarmaceutickym procesim [74]. Pomémé béznymi aplikacemi je predikce stievni
propustnosti, hodnoceni vztahu mezi strukturou a aktivitou (QSAR) nebo farmakokinetické
modelovani zaloZzené na fyziologii (PBPK). Vzhledem k nértistu vykonu pocitact 1ze nyni
provadét predikce permeace 1é¢iv pomoci komplexnich molekuldrnich simulaci. Tyto modely
mohou simulovat interakci mezi molekulou a biologickou membranou, a tim zlepsit nase
porozumeéni membranovému transportu [75, 76]. Mimo jiné 1ze posoudit zapojeni specifickych
transportnich protein a tuto informaci nasledné vyuzit pro molekularni adaptaci potencidlniho

1é¢iva nebo pro tvorbu proléciva [77, 78].
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3.4. HIV a HCV infekce

Na zakladé epidemiologickych dat vydanymi autoritami v oblasti zdravotnictvi [11, 12] je
ziejmé, ze HIV piedstavuje celosvétové zdravotni riziko. V roce 2019 bylo evidovano
38 miliont nakazenych jedinci, pficemz kazdoro¢né ptiblizn€ 700 000 podlehne rozvinutému
onemocnéni AIDS [11, 12]. Tento retrovirus infikuje buiiky imunitniho systému, predevsim
CD4+ Th-lymfocyty, ale i makrofagy a dendritické bunky [79]. Kdyz pocet CD4+
Th-lymfocyti klesne pod kritickou uroven, infikovany se stdvd nachylnéjsi k oportunnim

infekcim, coz v disledku vede k rozvoji nemoci AIDS.

HIV virus v ramci svého replikacniho cyklu naseda svym gp120 proteinem na bunécny povrch
pravé vazbou na CD4+ molekulu a ko-receptor CCRS (chemokinového receptoru 5) nebo
CXC4, a nasledné pomoci virového proteinu gp41 dochdzi k perforaci buné¢né membrany, coz
vede k pfenosu virového obsahu do hostitelské bunky. Poté dochazi pomoci virové reverzni
transkriptazy k prepisu virové RNA do DNA. Nové¢ vznikla virovd DNA je transportovana do
bunééného jadra a vmezetena do bunééné DNA dal$im virovym enzymem, integrazou. Po
aktivaci infikované builky se integrovana DNA transkribuje do mRNA. Z t¢ vznika pii
translacnim kroku dlouhy proteinovy fetézec, ktery je St€pen virovou protedzou na funkéni
proteiny, které davaji zaklad novému viru. Virové ¢astice pak unikaji z hostitelské bunky a pfi
tomto procesu nesou ve svém plasti ¢ast cytoplasmatické membrany hostitelské buiky véetné
proteint. Nasledné jsou zralé virové Castice schopny infikovat ostatni butiky a cyklus se mize

opakovat [80].

Infekce HCV stile pifedstavuje podobnou hrozbu jako HIV. HCV je v soucasné dobé
celosvétové nakazeno vice jak 80 miliond lidi a pfiblizn€ 700 000 z nich ro¢né zemie
v dusledku cirhozy jater nebo hepatocelularniho karcinomu [13]. Zavaznost epidemie HCV
podtrhuje 1 fakt, ze mortalita zptisobena virem HCV v rozvinutych zemich jako jsou Spojené
staty americké, presahuje pocet imrti zptisobenych onemocnénim AIDS [81]. HCV je RNA
virus, ktery napadé lidské jaterni bunky.

Zivotni cyklus HCV zagina vazbou HCV na dva hostitelské receptory na povrchu hepatocyti:
LDLr a HSPG. Tato pocatecni interakce spousti v HCV vnéjsi membranovy heterodimerovy
protein E1 / E2, aby se HCV navézal na receptor B1 a tetraspaninovy protein CD81. Interakce
mezi témito proteiny vytvareji vinu v lipidové membrané a pohanégji castice HCV k t€snému
spojeni (tight junction) mezi hepatocyty. Jakmile HCV dosihne tésného spojeni, iniciuje

vnofovani virové ¢astice a bunééné membrany hepatocytu. Proces translace polyproteini HCV
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je zahgjen, kdyz se ribozomalni podjednotky vazi na HCV RNA v drsném endoplazmatickém
retikulu. Proces translace generuje jeden polyprotein, ktery je dlouhy pfiblizné¢ 3 000
aminokyselin. Nejprve bunééné proteazy $tépi jadro, proteiny E1, E2 a p7. Dale NS2 cysteinova
proteaza ve spojeni s N-terminalnim koncem proteinu NS3 $tépi NS2 z NS3. A konecné, NS3,
za pomoci NS4A vazaného na membranu, tvoii komplex protedzy NS3-4A, ktery Stépi
zbyvajici proteiny (NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Konecnym vysledkem je 10 zralych
HCV proteinii, vcetné strukturnich a nestrukturdlnich proteinti. Nékolik HCV proteint,
pravdépodobné ve spojeni s hostitelskymi faktory, indukuje pieskupeni membran hostitelskych
bunék za vzniku tzv. membranové pavuciny s dvojitou membranou. V membranové pavucing
katalyzuje NS5B RNA-dependentni RNA polymerdza syntézu templatu, ktery se pouziva
k vytvofeni mnoha kopii RNA budoucich virioni HCV. Tyto nové syntetizované HCV RNA
jsou bud’ inkorporovany do nukleokapsidovych ¢astic, nebo pouzity pro translaci a replikaci
RNA. Castice HCV se shromazd'uji v blizkosti kapi¢ek cytosolovych lipidi, béhem sestavovani
jaderné proteiny viru pouzivaji HCV RNA jako kostru, protoze proteiny tvoii ochranny obal
kolem HCV RNA. Jakmile je jadro vytvofeno, nezrald castice HCV fuzuje s luminalni
lipidovou kapkou, kterd je naplnéna ApoE proteiny, aby vytvofil prekurzor HCV s vysokou
hustotou. V Golgiho aparitu se ptredpokladd, Ze pre-VLDL fazuji s velkymi lipidovymi
kapickami obohacenymi o triacylglycerol za vzniku VLDL. VLDL pak fuzuji s prekurzory
HCV s vysokou hustotou za vzniku lipovirové ¢astice HCV. Tato lipovirova ¢astice HCV
s nizkou hustotou opousti Golgiho aparat ve specializovanych transportnich vaccich znamych
jako multivesikuldrni télesa. Bunéény sekre¢ni stroj transportuje multivesikularni téla na
povrch buiiky. Po transportu multivesikularnich tél, ktera obsahuji lipovirové ¢astice HCV na
povrch buiky, se vacky spoji s bunécnou membranou hepatocyti. Generovani lipovirové
castice HCV je spojeno s bunéénou drdhou VLDL a bé&hem tohoto procesu se do

extracelularnich oddilti uvolnuji lipovirové ¢astice HCV i ¢astice VLDL [82-84].

Problém tohoto viru spociva v tom, ze pouze u 20 % pacientli dochazi ke spontanni eliminaci
viru. BohuZzel u vice nez 80 % ptechdzi onemocnéni do chronické formy [85]. Chronicka faze
nemoci ¢asto probiha bez jakychkoli pfiznaki nebo se mohou vyskytnout symptomy charakteru
neurCitych dyspeptickych potizi. Pacienti si mohou stéZovat na Unavu, bolest v pravém
podzebii, bolesti kloubli. Casto je hepatitida C diagnostikovana pii vySetfeni pro jiné
onemocnéni, napiiklad pfi poruse funkce §titné Zlazy ¢i pfi onemocnéni ledvin. Chronicky

probihajici infekce poskozuje jatra. Onemocnéni miize byt diagnostikovano az v pokrocilé fazi
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jaterniho selhani, kdy se projevi zloutenkou, otoky koncetin, ascitem ¢i krvacenim do traviciho

traktu. V cirhotickych jatrech mize vzniknout i nddor-hepatocelularni karcinom [86, 87].

Vzhledem ke spolecnym mechanismim pienosu HIV a HCV jedna cCtvrtina pacientl trpi
koinfekci HIV/HCV [88]. Pocet lidi nakazenych HIV a/nebo HCV se kazdy rok zvySuje
o stovky tisic [13]. Dosud neexistuje vakcina, kterd by fungovala jako bezpecné a efektivni

profylaktikum téchto onemocnéni, a tak je jejich 1écba pIlné odkazana na farmakoterapii [89].

3.5. Lécba HIV a HCV

Antiretrovirotika (ARV) proti HIV jsou doporu¢ovana vSem pacientim, ktefi jsou HIV
pozitivni. Zajistuje supresi proliferace viru, coz vede v fad¢ piipadi k nedetekovatelnym
hladindm viru v télnich tekutindch (ale ne k uUplnému vymizeni HIV z organismu), ¢imz
nedochazi k progresi infekce a zaroven se signifikantné snizuje mozné riziko horizontalniho

i vertikalniho pfenosu viru na dalsi jedince [90, 91].

Podle mechanismu plisobeni a chemické struktury se ARV Kklasifikuji do celkem Sesti skupin,
a to: nukleosidové/nukleotidové inhibitory reverzni transkriptdzy (NRTI), nenukleosidové
inhibitory reverzni transkriptdzy (NNRTI), inhibitory protedzy (PI), inhibitory integrazy,
inhibitory fize a antagonisty chemokinového receptoru 5 (CCRS).

Pro zvyseni Gi¢innosti a snizeni pravdépodobnosti rozvoje rezistence viru jsou antiretrovirotika
podavana vzdy v kombinaci, hovofime o jiZ zminované cART. NejCastéji se podavaji dveé
1é¢iva ze skupiny NRTI, ke kterym se ptidavaji dalsi 1éciva ze skupin INSTI, PI nebo NNRTI.
Tato 1éc¢iva jsou jiZ k dispozici na trhu ve fixnich kombinacich. Zavedeni cART dramaticky
zménilo prognozu a kvalitu Zivota HIV infikovanych [92]. BéZné piedepisovana ARV jsou
podavana per os, existuje zde tak moznost vzniku DDI mezi jednotlivymi slozkami cART na
stfevnich transportérech nebo biotransformacénich enzymech. DDI v§ak mohou byt vyhodné.
Existuji klinicky vyuZivané kombinace, které umoznuji snizit podavanou davku a/nebo
frekvenci podavani cART. Piikladem jsou cART doplnéné o malou davku ritonaviru, ktery
v této davce nema antiretrovirovy ucinek, ale funguje jako tzv. farmakokineticky ,,booster* a
zvySuje biodostupnost téch ARV, které jsou substrity ABCB1 a/nebo CYP3A4 (napf.
atazanavir, lopinavir a darunavir). Podobné funguje 1 latka cobicistat, kterd nema
antiretrovirovy G¢inek a byla primarné vyvijena jako farmakokineticky ,,booster” [93]. Castg&ji
maji ale DDI negativni dopad na efektivitu a bezpecnost 1écby [1, 3]. Vzhledem k Castym

komorbiditdm a nutnosti aplikace polyfarmakoterapie u pacientii s HIV nejsou nezddouci DDI
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vyjimkou [7]. Znalost potencidlu ARV ke vzniku DDI je tedy velmi diilezita, aby bylo mozné

jim pfedchazet vhodnou optimalizaci 1écby [5, 7].

Podobné jako v ptipadé¢ HIV je i vSem pacientim s potvrzenou chronickou HCV infekci
predepisovana farmakoterapie. Do roku 2011 byla pro lécbu chronické HCV jako standard
brana kombinace pegylovaného interferonu -a s ribavirinem. Tato kombinace je spojena
s velkou mirou nezadoucich ucinkd a slabou odpovédi na 1é€bu [94]. V roce 2011 vsak
vstoupila na trh DAA [95]. Prvnim klinicky vyuzivanym léCivem byl telaprevir [96]. Pozdéji
doslo k zaclenéni dalSich DAA s velice dobrou toleranci a trvalou virologickou odpovédi jako
jsou sofosbovir a daclatasvir [96]. Dal§imi 1éCivy pouzivanymi v terapii HCV jsou ledipasvir,
velpatasvir, dasabuvir, ombitasvir, paritaprevir, grazoprevir, elbasvir, simeprevir nebo

voxilaprevir.

Lécba HIV/HCV infekce je Casto komplikovéana fadou dalSich onemocnéni, navic v ptipadé
HIV se jednd o 1écbu celozivotni. V téchto pfipadech jsou pacienti odkdzani na

polyfarmakoterapii [97].

DAA a ARV jsou ¢astymi substraty/inhibitory/induktory efluxnich ABC transportéra, proto Ize
ptedpokladat, Ze mohou vznikat DDI nejen mezi DAA a ARV, ale 1 mezi anti(retro)virotiky
a ostatnimi 1é¢ivy pouzivanymi k 1é¢be komorbidit [97-100]. Riziko DDI a z nich vyplyvajici
nadmérnd toxicita tak ptfedstavuji zdvazny klinicky problém [101, 102]. Na druhou stranu
existuje také moZznost nalezeni kombinacnich reZimi, umozZiujici poddvani mensich davek pii
zachovani stejné efektivity farmakoterapie, cozZ mlZe pfinést i ekonomicky benefit v podobé

zlevnéni terapie.

3.6. Antivirotika studovana v ramci této disertacni prace

V ramci testovani latek jsme se zaméftili na klinicky vyuzivand ARV a DAA, ktera jsou v§echna
podavana per os, maji potencidl k interakci se sttevnimi membranovymi transportéry a zaroven
jsme vybirali takovd ARV, abychom obsahli vSechny skupiny 1é¢iv. U mnohych 1é¢iv byly jiz
diive popsany interakce s ABC transportéry ve smyslu substratového pfenosu a/nebo inhibi¢ni
¢i 1 indukéni aktivity [4, 97] (Tabulka 1). Valna vétSina téchto interakci byla vSak popsana
pouze pomoci arteficidlnich modelil in vitro. VéEtSina z vybranych 1é¢iv se momentalné nachazi

na Seznamu esencidalnich lécivych pripravku Svétové zdravotnické organizace [103].
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Tabulka 1 Priklady vybranych ARV a DAA jako substratii, inhibitorii nebo induktoru ABC
transporteérii

Transportér Substrat Inhibitor Induktor
ABCBI1 atazanavir, ritonavir, atazanavir, ritonavir, ritonavir,
lopinavir, saquinavir, lopinavir, saquinavir, lopinavir,

TDF*, abakavir, abakavir, etravirin, saquinavir,

maravirok, daclatasvir, maravirok, rilpivirin, atazanavir,

ledipasvir, sofosbuvir daclatasvir, ledipasvir,

simeprevir
ABCG2 TDF*, abakavir, atazanavir, ritonavir,
lopinavir, zidovudin, lopinavir, saquinavir,
sofosbuvir abakavir, ledipasvir,

zidovudin, rilpivirin,
daclatasvir, etravirin

ABCC2 atazanavir, ritonavir, abakavir, simeprevir

lopinavir, saquinavir

* tenofovir disoproxil fumarat

3.6.1. Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy — NRTI

Mechanismus uc¢inku 1é¢iv ARV ze skupiny NRTI vyplyva z jejich chemické struktury, ktera
je podobnd piirozenym nukleosidim (Obrdzek 8). Tato 1éCiva jsou po vstupu do bunky
aktivovédna fosforylaci a nasledné zaclenéna do virové DNA, kde se chovaji jako terminator

fetézce a inhibuji tak reverzni transkriptazu HIV-1.
Abakavir

Abakavir je analog guanosinu, ktery se na trhu vyskytuje uz vice jak 20 let. Jeho aktivni formou
je karbovir -5’trifosfat. Je Iékem volby u HIV pozitivnich pacientii, podminkou je HLA5701
negativita, pii zahajovani terapii HIV [104].

Toto 1é¢ivo je popisovanym substratem efluxnich transportéri ABCB1 a ABCG2 [105].
Navzdory tomu je rychle absorbovano a jeho biologicka dostupnost dosahuje pies 80 %. Vice
nez 50 % se vaze plazmatické proteiny, jeho eliminace probihd hlavné metabolizaci v jatrech
a nasledné je vylou€en ve form¢ glukuronatu moci [105, 106]. Plazmatické hladiny abakaviru
mohou byt snizeny sou¢asnym podanim inhibitora proteazy (atazanavir, lopinavir, darunavir),

s nimiZ je soucasn¢ podan ritonavir jako booster [104].

Pomoci in vitro testovani byl abakavir popsan jako slaby substrat i inhibitor ABCB1 [105].
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Tenofovir disoproxil fumarat

Tenofovir disoproxil fumarat (TDF) je prolécivem tenofoviru, které bylo schvaleno FDA v roce
2001. Nasledné bylo v roce 2018 schvaleno dalsi prolécivo, a to tenofovir alafenamid fumarat
(TAF). Tenofovir mé ve své prosté formé velmi nizkou biodostupnost ptes stievni bariéru, proto
v klinické praxi nemé uplatnéni. TDF se v organismu hydrolyzuje na tenofovir a poté se v burice

vytvaii aktivni difosfatova forma [107, 108].

TDF je v klinické praxi Casto kombinovano s dalsimi ARV nebo i DAA. Biodostupnost
tenefoviru je ¢asto ovlivnéna soucasné¢ podavanou medikaci. Z mnoha 1é¢iv mizeme uvést

naptiklad sofosbuvir s ledipasvirem, ¢i s antimikrobnim rifampinem [109].

Byla popsana afinita TDF k ABCB1 i ABCG2 transportérim, naproti tomu prosty tenofovir
nevykazoval afinitu ani k jednomu z nich [108]. Podle publikace Storch et al. je TDF slabym
inhibitorem ABCBI1 [110].

Zidovudin

Zidovudin je historicky nejstar§im lékem schvalenym proti viru HIV (1987), ktery je dodnes
hojn€ vyuzivan. Jeho biodostupnost po peroralnim podani neni kompletni a pohybuje se okolo
60-70 %. Stejné jako ostatni zastupci ze skupiny NRTI musi byt v bufice postupné fosforylovan

do své trifosforylované formy na aktivni metabolit zidovudin-5’trifosfat.
Pti uzZivani zidovudinu jsou Casto pozorovany nezadouci ucinky. Naptiklad v kombinaci
s ganciclovirem je nutna kontrola hematologickych funkci. Kombinace s atovakvonem mtize

vést k nizsi supresi HIV [109].

Nazor na roli ABCBI transportéru na ptenos tohoto 1é¢iva neni jednotny, nicméné recentni
publikace ptinesly dikazy, ze bunécny uptake zidovudinu mize byt snizen aktivitou ABCBI1

[111, 112]. Je z&roven potvrzenym substratem i inhibitorem ABCG2 [112].
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Obrazek 8 - Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy.
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3.6.2. Nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy — NNRTI

NNRTI se, na rozdil od NRTI, vazou pfimo na reverzni transkriptdzu HIV-1 a blokuji RNA
dependentni a DNA dependentni DNA polymerazovou aktivitu tim, Ze narusuji katalytické

misto enzymu (Obrazek 9).
Etravirin

Etravirin si zachovava svoji U¢innost i proti kmentim HIV-1 rezistentnim k NRTI i NNRTI

a/nebo PI [113].

Z klinického hlediska vykazuje etravirin vyznamné DDI obzvlaste s antimikrobidlnimi latkami
rifabutinem, rifampinem, klaritromycinem a dalS§imi 1é¢ivy. Zaroven je kontraindikovano
podani spolu s antikonvulzivnimi latkami karbamazepinem a fenytoinem. Potencialnich DDI,

které souvisi s farmakokinetikou toho 1€¢iva je popsana cela fada [114].

Toto 1é¢ivo bylo popsédno jako inhibitor ABCB1 a ABCG2 transportéru [113, 115]. Vysledky
studii zaméfenych na inhibi¢ni vliv ABCBI transportéru jsou casto rozporuplné [113, 115,

116]. V nasi préci jsme sledovali inhibi¢ni vliv etravirinu na aktivitu sttevniho ABCB1 (P1).
Rilpivirin

Novéjsim ARV z této skupiny je rilpivirin, ktery vstoupil na trh vstoupil v roce 2011. Oproti
ostatnim lé¢iviim ze skupiny NNRTI ma mén€ nezédoucich ucinkli. Je pouzivan ve fixnich

kombinacich, naptiklad v kombinaci s TDF.

Pokud je rilpivirin podavan spole¢né s omeprazolem nebo rafibutinem dochazi ke snizeni
biodostupnosti rilpivirinu. Klaritromycin a erytromycin vykazuji zcela opacny efekt, pfi
soucasném podavani téchto antibiotik s rilpivirinem je nutné sledovat neZzadouci ucinky 1écby

vyplyvajici z této DDI [114].

Interakce rilpivirinu s ABC transportéry nebyla na poc¢atku nasi prace ziejma (P3).
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Obrazek 9 - Nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy.

3.6.3. Inhibitory protedzy — P1

Jedna se o tfidu antivirovych 1éc¢iv, ktera jsou Siroce pouZzivana k 1écbé HIV (Obrdazek 10).
Inhibitory protedzy zabranuji replikaci viru selektivni vazbou na HIV protedzu a blokuji
proteolytické Stépeni proteinovych prekurzord, jez jsou nezbytné pro vznik infekénich virovych
castic. PI jsou ¢asto popisovanymi substraty a/nebo inhibitory ABCB1, ale zarovei je u valné
vetSiny zastupcl popsana i jejich induk¢ni schopnost (ritonaviru, lopinaviru, atazanaviru,

saquinaviru) [4].
Atazanavir

Atazanavir byl schvalen k Iékafskému pouZiti ve Spojenych statech v roce 2003. Klinicka data
prokazuji, Ze se jedna o dobfe tolerované 1é€ivo. Nicméné byla popsana klinicky vyznamna
interakce s omeprazolem. Pii soucasném podavani téchto 1é¢iv dochazi k vyraznému sniZzeni
AUC atazanaviru. Spole¢né podavani s n€kterymi antimikrobidlnimi lé¢ivy, kterym muiZe byt
napfiiklad rifabutin, vede ke sniZeni AUC rifabutinu, Pti 1é¢b¢ je tedy potieba peclivé sledovat

antimikrobialni aktivity 1é¢iva a klinicky stav pacienta [117].

Atazanavir je povazovan za substrat transportéri ABCB1 a ABCC2, také se jedna o inhibitor

ABCB1 a ABCG2 transportérd, a zaroven induktor ABCBI1 [4].
Lopinavir

Lopinavir je v praxi pouZivan v kombinaci s dal§imi P1. Fixni kombinace s ritonavirem, jako
farmakokinetickym ,,boosterem®, se na trhu nachazi od roku 2000. V klinické praxi ma fadu

popsanych interakci. V kombinaci s rifabutinem se zvedd AUC lopinaviru az o 203 % a az
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0 375 % u jeho metaboliti. Podobné zvyseni je pfedpokladano i u podani s klaritromycinem

[117].

Lopinavir je popsanym substritem ABCBI1 a ABCC2 a inhibitorem ABCB1 a ABCG2
transportér a zaroven induktor ABCB1 [4].

Ritonavir

Ritonavir patii k nejstar§im zastupcim skupiny PI. Jeho uvedeni na trh v 90. letech minulé¢ho
stoleti umoznilo vznik prvni vysoce u¢inné kombinace antiretrovirotik. Stejné jako ostatni
zastupci této skupiny, patii i1 ritonavir mezi 1éCiva s potencidlem k DDI. Je prokdzanym
substratem/kompetitivnim inhibitorem ABCB1 a enzymu CYP3A4 a zaroven induktor ABCBI1
[4]. V soucasnosti se ritonavir v ramci cART nepouziva pro svij vlastni farmakologicky tcinek,
ale pridava se jako booster — inhibitor efluxnich transportéri a enzymu CYP3A4 pro pozitivni

ovlivnéni farmakokinetiky dalSich PI.
Saquinavir

Saquinavir se objevil na trhu jiZ v roce 1995. Pouziva se predev§im v kombinaci s dal§imi PI
pro podpofeni ucinku [118]. Pii samostatném podani ma saquinavir velmi nizkou
biodostupnost, pouha 4 % a kratky biologicky polocas [119]. Farmakokinetické parametry

saquinaviru lze zlepSit sou¢asnym podanim s ritonavirem.

Saquinavir je prokazanym substratem ABCB1 a ABCC2 a prokazanym inhibitorem ABCBI,
ABCG2 a zaroven induktor ABCB1 [4].
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3.6.4. Inhibitory vstupu — CCRS5 antagonisté

Maravirok

Maravirok predstavuje jediného zastupce této skupiny antiretrovirotik (Obrdazek 11), ktery byl
dosud schvalen FDA pro terapii HIV. Plisobi jako antagonista CCRS receptoru a inhibuje tak

vstup viru do bunky.

Maravirok je také testovan pro jeho potencidlni protinadorovou aktivitu a to jiz také na Grovni
klinickych test [120, 121]. Pfi souasném podavani s rifampinem se snizi jeho AUC o 63 %,
vedle této interakce je predpokladana jeste celd fada dalSich farmakokinetickych DDI [122].
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Absolutni biodostupnost se pohybuje okolo 30 %. Lécivo je navrzenym substratem a soucasné

1 inhibitorem ABCB1 a CYP3A4 [4, 123].
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Obrazek 11 - Inhibitory vstupu.

3.6.5. Anti HCV IéCiva

Nasledujici skupina 1é€iv mé rozdilné mechanismy ucinku, ale vS§echna jsou pouzivana v terapii

HCV (Obrazek 12).
Daclatasvir

Daclatasvir je peroralné dostupny inhibitor nestrukturdlniho proteinu SA (NS5A) HCV. Piesny
mechanismus U¢inku daclatasviru nebyl dosud zcela objasnén. S nejvétsi pravdépodobnosti
1é¢ivo po oralnim podani a nasledném intracelularnim vychytavani inhibuje virovy protein
NSS5A, coz vede k naruSeni replika¢niho komplexu virové RNA a blokadé produkce virové

HCV RNA a nasledné k inhibici replikace viru [124].

Soucasné in vitro studie naznacuji, Ze daclatasvir je inhibitorem transportérit ABCB1 a ABCG2
[124]. V ramci klinického Setfeni vSak vliv na farmakokinetiku soucasné podanych 1é¢iv nebyl

vyznamny. Jedinou dosud popsanou vyjimkou je rosuvastatin [124].
Ledipasvir
Ledipasvir ma shodny mechanismus U¢inku jako daclatasvir [125].

Jeho vliv na kinetiku stfevnich intersticialnich transportérit ABCBI1 byl studovan pouze v ramci
in vitro metodik. Jediné dostupné informace, které byly publikovany, pfed nasimi vystupy,
ojeho vlivu na sttevni ABCBI1 transportéry miizeme nalézt v pracich, kde byl studovan

v kombinaci se sofosbuvirem [125].

Byla popsana fada klinickych interakci s prokdzanymi induktory ABCBI transportéru

(karbamazepin, fenytoin, rifampicin), které mély za nasledek snizeni AUC ledipasviru [126].
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Simeprevir

Simeprevir se pouziva jako inhibitor NS3/4A proteazy viru HCV. Pouziva se v kombinaci se
sofosbuvirem nebo ribavirinem a peginterferonem-alfa. Své vyuziti ale nalezl i v terapii

komorbidit v kombinac¢ni 1€¢bé u HIV pozitivnich pacientd [118, 127].

Simeprevir je substratem i inhibitorem ABCBI1. Za klinicky vyznamné DDI simepreviru Ize
povazovat jeho podani spolu s digoxinem a s 1éCivy ze skupiny statini. Simeprevir vyrazné
zvySsuje plazmatické koncentrace digoxinu. Pokud je podéan simeprevir spolu se statiny zvysuje
expozici rosuvastatinu, atorvastatinu a simvastatinu. Proto mohou byt 1éky ze skupiny statinti
(atorvastatin, simvastatin, rosuvastatin) a digoxin podavany spole¢n¢ se simeprevirem pouze

za predpokladu sniZeni jejich davky a / nebo musi byt pacient peclivé monitorovan [127].
Sofosbuvir

Sofosbuvir je prolécivo, které prodélava intracelularni trifosforylaci, jejiZz produkt je pomoci
RNA-dependentni RNA polymerazy inkorporovan do HCV RNA. Mechanismem ucinku je
tzv. ukonceni fetézce, kdy po navazani aktivni latky nemize pokracovat dalsi fetézeni dcefiné
virové RNA. Sofosbuvir je pravdépodobné nejucinngjsi piipravek proti HCV na trhu. Jedna se
o bezpecné, peroraln¢ podavané 1é¢ivo s nizkou pravdépodobnosti vzniku virové rezistence

[128].

Sofosbuvir, na rozdil od anti-HCV l1é¢iv nizSich/starSich generaci, neni metabolizovan
systémem cytochromu P-450. Potencial DDI je tak vyrazné niz$i. Sofosbuvir je vSak na rozdil

od svého aktivniho metabolitu substratem lékového transportéru ABCB1 a ABCG2 [129].

Tento vliv transportérii by mohl byt vysvétlenim klinicky rozdilnych hladin sofosbuviru pfi

soucasném podani rifampicinu, rifapentinu a karbamazepinu [126].
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4. HYPOTEZA

Antivirotika predstavuji skupinu 1éCiv s relativné velkym interakénim potencidlem. Pacienti
s HIV starnou a cCasto trpi dalSimi onemocnénimi, jez vyzaduji farmakoterapii. Infekce,
komorbidity, vék, cART, DAA a polyfarmakoterapie jsou rizikové faktory, jez se podileji na
rozvoji DDI [130]. Rada antivirotik piedstavuje substraty, inhibitory nebo induktory ABC
efluxnich transportérti. Peroralni podadni cART a/mebo DAA s sebou nese riziko
farmakokinetickych interakci mezi sebou a zéaroven s 1éCivy podavanymi v ko-medikaci, na
urovni stievni absorpce. Interakce na ABCBI1 transportéru mohou pomoci vysvétlit molekularni
podstatu klinického zvySeni ¢i snizeni hladin 1€Civ, jez jsou substraty ABCB1. Na zaklad¢
znalosti téchto interakci 1ze napft. snizit davku podavanych ARV pii sou¢asném podani s tzv.

boosterem (ritonavir, cobicistat) nebo podavat ARV v prodlouzenych davkovacich intervalech.

Pro zajisténi kvalitni a bezpecné terapie je nezbytné mit piehled o interakcich téchto 1é¢iv se
sttevnimi efluxnimi ABC transportéry. Ackoli je screening interakci s Iékovymi transportéry
provadén na urovni pre-klinickych studii, mnoho klinicky relevantnich DDI se objevuje az po
zavedeni 1éCiva na trh. Zaroven v soucasnosti EMA ani FDA nemaji doporuceni na jasny

model, co se tykd indukce efluxnich transportéri.
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5. CILE PRACE

Hlavni naplni této disertac¢ni prace bylo studium ABC transportérti, specialné poté ABCBI1
transportéru exprimovaného na stievni bariéfe a jejich interakce s vyznamnymi antivirotiky,
ktera jsou v podavana pacientim s diagnostikovanou HIV a/nebo HCV infekci. Casto totiz
jejich bezpecnostni profil neni kompletni a tim neni znam jejich potencial k interakcim

s Iékovymi transportéry na stievni bariéte. Konkrétnimi cili moji prace pak bylo:

1) studium DDI abakaviru na stfevnim ABCBI a ABCG2; vliv soucasného podani
rilpivirinu

2) analyza potencidlu vybranych antivirotik inhibovat aktivitu stifevniho ABCBI;
porovnani vysledkd ziskanych pomoci ex vivo metodik zalozenych na akumulaci
rhodaminu123 v PCIS pfipravenych z potkaniho a lidského stfeva a pomoci dlouhodobé
doporucované in vitro metodiky vyuzivajici Caco-2 bunécnou linii

3) optimalizace metody lidskych ultratenkych tkanovych fezl jakozto modelu pro predikci

indukéniho potencidlu 1é¢iv ovliviujici sttevni ABCB1 transportér
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6. SEZNAM PRACI A PODIL KANDIDATA NA
JEDNOTLIVYCH PUBLIKACICH

Predkladana disertacni prace je komentovanym souborem Ctyt praci, které byly publikovany
v zahrani¢nich Casopisech s impakt faktorem a jednoho manuskriptu, ktery je v dobé odevzdani
prace v reviznim fizeni. Kandidat je prvnim autorem dvou experimentalnich praci (publikace 1
a prilozeny manuskript 2) a ve zbylych tfech ptipadech je spoluautorem (publikace 3, 4 a 5).

Podil autora na jednotlivych publikacich zahrnutych v disertacni praci je pak nasledujici:

P1: Anti-HIV and Anti-Hepatitis C Virus Drugs Inhibit P-Glycoprotein Efflux Activity in

Caco-2 Cells and Precision-Cut Rat and Human Intestinal Slices
Martinec O, Huliciak M, Staud F, Cecka F, Vokral I, Cerveny L.

Antimicrob Agents Chemother. 2019 Oct 22;63(11):e00910-19. doi: 10.1128/AAC.00910-19.
Print 2019 Nov. IF2015=4.715, Q1, 1. decil dle AIS i IF.

- podil na navrhovani experimentll a na vybéru testovanych latek

- zpracovani stfevni tkang a ptiprava PCIS

- provadéni bunécnych experimentil in vitro a ex vivo experimentll pouzivajicich potkani
a lidské stfevo.

- analyza dat

- podil na pfipravé manuskriptu

P2: Human precision-cut intestinal slices as a new model for testing induction potency of

drugs targeting P-glycoprotein (ABCB1)
Martinec O, Biel C, de Graaf IA, Olinga P, Huliciak M, Staud F, Vokial I, Cervenjr L

Manuskript v soucasné dob¢ v reviznim fizeni v Casopise Biochemical Pharmacology

- podil na navrhovani experimentalni ¢asti
- zpracovani stievni tkan¢ a ptiprava PCIS
- provadéni akumula¢nich experimentil

- analyza dat, zahrnujici funkéni, ATP, PCR a imunohistologické analyzy
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- podil na pfipravé manuskriptu
P3: MDR1 and BCRP Transporter-Mediated Drug-Drug Interaction between Rilpivirine

and Abacavir and Effect on Intestinal Absorption.
Reznicek J, Ceckova M, Ptackova Z, Martinec O, Tupova L, Cerveny L, Staud F

Antimicrob Agents Chemother. 2017 Aug 24;61(9):¢00837-17. doi: 10.1128/AAC.00837-17.
Print 2017 Sep., [F2017= 4.256, Q1, 1. decil dle AIS

- podil pti provadéni in vitro experimentl

P4: Current antiviral drugs and their analysis in biological materials-Part I: Antivirals

against respiratory and herpes viruses.
Novakova L, Pavlik J, Chrenkova L, Martinec O, Ceweny L

J Pharm Biomed Anal. 2018 Jan 5;147:400-416. doi: 10.1016/j.jpba.2017.06.071. Epub 2017

Jul 3. TF2018= 2.983; Q2

- podil na ptfipravé manuskriptu

P5: Current antiviral drugs and their analysis in biological materials - Part I1:
Antivirals against hepatitis and HIV viruses.

Novakova L, Pavlik J, Chrenkova L, Martinec O, Ceweny L.

J Pharm Biomed Anal. 2018 Jan 5;147:378-399. doi: 10.1016/j.jpba.2017.07.003. Epub 2017

Jul 8. TF2018= 2.983; Q2

- podil na ptipravé manuskriptu
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Komentare k jednotlivim publikacim

7. KOMENTARE K JEDNOTLIVYM PUBLIKACIM

7.1.  Anti-HIV and Anti-Hepatitis C Virus Drugs Inhibit P-Glycoprotein
Efflux Activity in Caco-2 Cells and Precision-Cut Rat and Human
Intestinal Slices

Martinec O, Huliciak M, Staud F, Cecka F, Vokral I, Cerveny L.

Antimicrob Agents Chemother. 2019 Oct 22;63(11):e00910-19. doi: 10.1128/AAC.00910-19.
Print 2019 Nov. IF2015=4.715, Q1, 1. decil dle AIS 1 IF; IF2019=4.904, Q1, 1. decil dle AIS

Zamérem této prace bylo posoudit schopnost vybranych anti-HIV a anti-HCV 1é¢iv inhibovat
sttevni ABCBI1 transportér. Pro tento ucel jsme vyuzili in vitro experimenty (obousmeérny
transport ptes monovrstvu Caco-2 bun€k) a ex vivo akumulacni studie na PCIS pfipravenych
z potkaniho ilea a lidského jejuna. Vzhledem k faktu, Ze jsme byli prvni, kdo vyuzil PCIS pro

testovani klinicky pouZzivanych 1é¢iv, porovnali jsme vysledky ziskané in vitro a ex vivo.

Lopinavir, ritonavir, saquinavir, atazanavir, maravirok, ledipasvir a daclatasvir inhibovaly
aktivitu ABCB1, modelového substratu ABCB1 rhodaminu 123 (RHD123), v bunikach Caco-2
a PCIS odvozenych z potkant. Lopinavir, ritonavir, saquinavir a atazanavir signifikantné
inhibovaly eflux RHD123 v lidskych PCIS, zatimco mozné interindividualni variabilita byla
pozorovana pii inhibici stfevniho ABCBI1 maravirokem, ledipasvirem, a daclatasvirem.
Abakavir, zidovudin, tenofovir-disoproxil-fumarat, etravirin, a rilpivirin neinhibovaly eflux

RHD123.

Miuzeme tedy konstatovat, Ze nékterd antivirotika maji vysoky potencial inhibovat stfevni
ABCBI transportér. Lze tedy pfedpokladat, Ze diive popsana zvySend biodostupnost ABCBI
substratti, véetné¢ antivirotik a 1€kt predepsanych k 1é¢bé komorbidit, je alespon z ¢asti
podminéna inhibici stfevniho ABCBI. Tyto vysledky by mohly pomoci pifi vybéru
kombinacnich farmakoterapii a/nebo vhodnych davkovacich schémat pro pacienty nakazené

virem HIV a/nebo HCV.
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7.2. Human precision-cut intestinal slices as a new model for testing
induction potency of drugs targeting P-glycoprotein (ABCB1)

Martinec O, Biel C, de Graaf IA, Huliciak M, Staud F, Vokral I, Ceweny L, Olinga P

Manuskript byl vytvoien ve spolupraci s Universitou v Groningenu a v soucasné dob¢ se

nachdzi v reviznim fizeni v Casopise Biochemical Pharmacology,

Béhem svého postgradualniho studia jsem stravil 7 mésici na zahranicni stdzi na Univerzité
v Groningenu na katedfe Farmaceutické technologie a biofarmacie pod vedenim profesora
Petera Olingy, ktera stala u zrodu metodiky PCIS. Po dohodé se skoliteli jsem se vénoval dvéma
témattim. Jednim byla optimalizace podminek inkubace pro dosazeni prodlouzené viability
PCIS a monitoring riznych markeri viability. Ziskané vysledky budou pfipraveny k publikaci
nizozemskou stranou. Vzhledem k faktu, ze antiretroviralni latky jsou i popsanymi induktory
ABCBI, ale v sou¢asnosti neni zadny doporu¢ovany model pro testovani indukce stievniho
ABCBI, druhym feSenym ukolem bylo testovani moZznosti, zda by metoda PCIS byla vhodna
pro sledovani vlivu 1é¢iv na mnozstvi stfevniho ABCBI1. Vysledky této casti byly
zkompletovany a piipraveny k publikaci/odeslany do ¢asopisu Biochemical Pharmacology,

v soucasné dob¢ cekame na oponentské posudky.

Jak je jiz uvedeno v predchozim odstavci, v soucasné dob¢ neexistuji Zadné metody in vitro pro
vyhodnoceni indukce stftevniho ABCB1 transportéru, které by zohlediiovaly veskeré regulacni
faktory jejich fyziologické exprese. Regula¢ni ufady pro léciva jako EMA ¢i FDA neposkytuji
zadna doporuceni pro testovani 1€kt in vitro k indukci ABCBI. V minulosti vSak byla
publikovana prace popisujici efekt induktorti na genovou expresi ABCBI v lidskych PCIS.
Vyuzili jsme tedy tento model, tj. tkan¢ obsahujici buiiky v jejich pfirozeném prostredi
a exprimujici fyziologické hladiny jadernych faktord pozadovanych pro indukci ABCBI,
a zam¢fili jsme se na testovani, zda by lidské PCIS mohly byt vhodnou metodou pro
prodlouzené indukéni studie (od 48 do 72 hodin podle doporuceni US Food and Drug

Administration pro enzymy metabolizujici 1é€iva) pfimo v lidském stievé.

Zjistili jsme, ze PCIS inkubované ve ,,Williams‘ medium E* po dobu 48 hodin, si zachovaly
neporusenou morfologii, obsah ATP a efluxni aktivita ABCB1 zistala nezménéna. RIF (30
uM), modelovy ligand PXR, vyznamné zvysil genovou expresi, mnozstvi proteinu a aktivitu
ABCBI a genovou expresi CYP344, pti¢emz mira indukce byla imérna bazalnim hladindm

PXR ve streve.
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Témito daty jsme ukazali, Ze PCIS inkubované za podminek srovnatelnych s podminkami
pouzivanymi pro inhibi¢ni studie 1ze pouzit k vyhodnoceni ucinnosti 1é¢iva k indukci ABCB1
v lidském stfevé. PCIS by tak mohl pfedstavovat hodnotny experimentalni nastroj, ktery lze

snadno pouzit v pre-klinickém vyzkumu pro komplexni vyhodnoceni DDI.

46



Komentare k jednotlivim publikacim

7.3. MDRI1 and BCRP Transporter-Mediated Drug-Drug Interaction
between Rilpivirine and Abacavir and Effect on Intestinal Absorption.

Reznicek J, Ceckova M, Ptackova Z, Martinec O, Tupova L, Cerveny L, Staud F

Antimicrob Agents Chemother. 2017 Aug 24;61(9):¢00837-17. doi: 10.1128/AAC.00837-17.
Print 2017 Sep., [F2017= 4.256, Q1, 1. decil dle AIS

Rilpivirin ze skupiny NNRTTI ktery ptedstavuje ucinnou slozku cART pii 1écbeé HIV pozitivnich
pacientl. Mnoho antiretrovirdlnich 1é¢iv bézné pouzivanych v cART jsou substratem ABC
transportértt a/nebo transportért z rodiny SLC (Solute Carrier). DDI na membranovych

transportérech mohou vést ke zmén¢ farmakokinetiky jednotlivych slozek cART.

Cilem této studie bylo zhodnotit interakce rilpivirinu s ABC a SLC transportérech in vitro

a posoudit jeho vyznam pro farmakokinetiku in vivo.

Pomoci akumulaénich testh na MDCKII bunééné linii, kterd nadmérné€ exprimuje vybrané ABC
nebo SLC transportéry, jsme odhalili rilpivirin jako inhibitor ABCB1 a ABCG2, ale zadny vliv
nebyl vidén na ABCC2, OCT1!, OCT2? nebo MATE1? transportérech. Nasledné transportni
experimenty pies monovrstvyy MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2 a Caco-2 buné¢k
demonstrovaly, ze rilpivirin inhibuje ABCB1 i ABCG2. a zvySuje abakaviru jeho
transmembranovy transport. V ramci této studie jsme také zjistili, ze ABCB1 a ABCG2 snizuji
biodostupnost abakaviru po intraduodenalnim podani u samct potkana Wistar a soucasné
podanti rilpivirinu signifikantné zvySilo AUC abakaviru. Lze pfedpokladat, ze k tomu doslo na

podkladé inhibice sttevnich ABCB1 a ABCG2 transportéra.

Zavérem této prace tedy je, Ze rilpivirin inhibuje ABCB1 a ABCG2 transportéry a miiZze ovlivnit
dispozici abakaviru po p.o. podani nebo dalSich soucasné¢ podavanych substrati téchto
transportérti. Nase data také ukazuji, ze DDI na vybranych membranovych transportérech mezi

rilpivirinem a lamivudinem jsou nepravdépodobné.

L'OCT1 Organic cation transporter 1
2 OCT2 Organic cation transporter 2
3 MATE1 Multidrug and toxin extrusion protein 1
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7.4. Current antiviral drugs and their analysis in biological materials-Part
I: Antivirals against respiratory and herpes viruses.

Novakova L, Pavlik J, Chrenkova L, Martinec O, Cerven}'/ L

J Pharm Biomed Anal. 2018 Jan 5;147:400-416. doi: 10.1016/j.jpba.2017.06.071. Epub 2017
Jul 3. TF2018= 2.983; Q2

V ramci disertacni prace bylo nutné vypracovat piipravnou reserSi o antiviroticich a jejich
analyze jak z hlediska farmakologického, tak i analytického. Tato prace byla ve vysledku
rozdélena do dvou na sebe navazujicich publikaci a byla vytvoiena ve spolupraci s katedrou

analytické chemie.

Tento ptehledovy clanek poskytuje ptrehled aktualné pouzivanych antivirovych 1é¢iv proti
respiraénim virdm a virdm herpes simplex a pfedstavuje soucasné ptistupy k jejich analyze.
Velky pocet dostupnych antivirotik a jejich strukturalni variabilit ¢ini tento kol ¢asto velmi
naroénym. Stru¢né jsou zde nastinény mechanismy plsobeni antivirotik proti respiracnim
a herpetickym virm a jejich pouziti v klinické praxi a podrobnéji jsou popsany analytické
metody pro vybrané zastupce kazd¢ tiidy. Metody vyvinuté pro stanoveni 1éCiv z téchto tfid

vétSinou zahrnuji konvencéni postupy analyzy.
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7.5. Current antiviral drugs and their analysis in biological materials - Part
II: Antivirals against hepatitis and HIV viruses.

Novakova L, Pavlik J, Chrenkova L, Martinec O, Cerven}'/ L.

J Pharm Biomed Anal. 2018 Jan 5;147:378-399. doi: 10.1016/j.jpba.2017.07.003. Epub 2017
Jul 8. TF2018=2.983; Q2

Tento revialni ¢lanek je druhou casti série, jejimz cilem je poskytnout komplexni prehled
o aktudln¢ pouzivanych antivirovych 1é¢ivech proti virim hepatitidy (B a C) a viru lidské

imunodeficience (HIV) a ukazat moderni pfistupy k jejich analyze.

V posledni dekadé bylo do klinické praxe zavedeno mnoho novych antivirotik proti viru
hepatitidy C (HCV) a HIV. Nedavné rozsitujici se portfolio téchto skupin antivirotik se odrazi
ve zvysujicim se poétu vyvinutych analytickych metod potiebnych v klinické praxi. Cast I
shrnuje mechanismy pulsobeni antivirotik proti viru hepatitidy B (HBV), HCV a HIV, jejich
pouziti v klinické praxi a analytické metody pro jednotlivé tfidy. Poskytuje také odborny
posudek o stavu techniky v oblasti bioanalyzy téchto 1€ka. Analytické metody odrazeji novost
téchto chemickych struktur a pouziti zdaleka nejaktualnéjsich ptistupt, jako je jednoducha

a vysoce vykonna piiprava vzorki a rychld separace, ¢asto pomoci UHPLC-MS / MS.
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8. SOUHRN A ZAVER
Oralni podani 1é¢iv je nejpohodIngjsi a nejrozsitenéjsi formou aplikace 1é¢iv. Pii tomto podani
musi 1écivo pfekonat stfevni bariéru, ktera do jisté miry urcuje biologickou dostupnost 1é¢iv [3,
27, 31]. Vzhledem k tomu, ze je vétSina antivirovych latek podavana peroralné, sehrava
ABCBI transportér béhem stievni absorpce klicovou roli [130, 131]. HIV a/nebo HCV infekce,
komorbidity, vék, cART a polyfarmakoterapie, ¢i v horSim ptipad¢ polypragmazie predstavuji
rizikové faktory, které se podileji na rozvoji DDI [130]. Prevalence klinicky vyznamnych DDI
se pohybuje v rozmezi 14 az 41 % [130, 131]. Interakce s/na ABCBI transportéru by mély byt
studovany béhem preklinického vyzkumu a klinickych studii, nicméné fada DDI na ABCBI
transportéru zistava neobjevena [130]. V dasledku toho nartstd snaha vyvinout dokonalejsi

postupy pro testovani DDI, jejichZ vysledky by Iépe odrazely podminky lidského organismu.

Pro studium aktivity stfevnich transportérii a pro hodnoceni inhibi¢niho potencidlu 1éka byla
vyvinuta ex vivo metoda zaloZené na akumulaci modelového substratu v potkanich a lidskych
PCIS [27, 31, 71]. Diky této metodé¢ lze i z jednoho usmrceného zvifete provést experiment na
vsech segmentech stfeva a spolecné s tim i experiment na jatrech po ptipad¢ dalSich orgédnech

a kvantifikovat tak ptispévek stfeva a jater k pre-systémové eliminaci 1é¢iv.

PCIS pfedstavuji silny translaéni model stfeva pro studie metabolismu a toxicity léCiv
a transportu. Tuto metodu limituje skute¢nost, Ze nejsme schopni zkoumat vektorovy transport
lé¢iv a stanovit permeabilitu 1é¢iva [28]. V pfipad¢ lidskych PCIS mitize byt problémem

1 dostupnost biologického materialu.

Pti feSeni této disertacni prace jsme nejdiive pomoci bunéénych in vitro experimenti prokazali
inhibi¢ni schopnost rilpivirinu na ABCB1 a ABCG2 transportérech. Toto chovani bylo poté
pozorovano i na in vivo potkanim modelu, kde byla zvySena biodostupnost abakaviru (substratu

ABCB1 a ABCG2) pfi soucasném podavani s rilpivirinem.

Vramci prvniho predkladaného prvoautorského c¢lanku jsme hodnotili schopnost
vybranych antivirotik inhibovat sttevni ABCB1 pomoci obousmérného transportu pies bunky
Caco-2 a akumulacnich studii v potkanich a lidskych PCIS [132, 133]. Jako substrat ABCB1
transportéru jsme pouzili RHD123 [4, 110, 124, 134-138]. Tento substrat je vyhodny, protoze
je snadno detekovatelny a jeho eflux z enterocytli neni ovlivnén metabolismem [136]. RHD123

je substratem i dalSich transportéri [139]. Nicméné se jedna transportéry bez funkéni exprese
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ve stievé [66, 140]. Dalsi dilezity stievni efluxni transportér ABCG2 se na membranovém

prenosu RHD123 nepodili [27].

Béhem in vitro experimentli na bunécné linii Caco-2 a ex vivo experimentii na potkanich PCIS
bylo hodnoceno celkem 13 ARV. Ritonavir, lopinavir, daclatasvir, saquinavir, maravirok,
ledipasvir a atazanavir inhibovaly ABCB1. Tyto latky byly posléze testovany na lidskych PCIS
ziskanych od péti darch. VSechny zkousené PI, tedy lopinavir, ritonavir, saquinavir
a atazanavir, vykazovaly vyznamnou inhibici ABCBI transportéru ve vzorcich od vSech péti
darcti, coz je v souladu s dosud publikovanymi klinickymi daty. Ta naznacuji, ze nami
zkoumané PI zvysuji biodostupnost souc¢asné podavanych substrati ABCBI. Jako piiklad lze
uvést antituberkulotika rifabutin a bedaquillin nebo nékterd znovych antimalarik jako
proguanil, atovachon a arthemeter [5, 97, 109, 114, 117, 122]. U ledipasviru, daclatasviru
a maraviroku jsme nebyli schopni dohledat vliv na biodostupnost souc¢asné¢ podanych 1éciv,

ktera jsou substraty ABCB1.

S klinicky popsanymi DDI dale koresponduje skute¢nost, ze nékteré nami studované PI zvySuji
biologickou dostupnost tenofoviru. Konkrétné atazanavir v kombinaci s ritonavirem zvysuje
jeho biologickou dostupnost o 91 % pfi podani tenofoviru ve formé proléciva tenofovir
alafenamidu. Podobné& lopinavir v kombinaci s ritonavirem nebo samotny atazanavir zvySuje
biologickou dostupnost tenofoviru az o 32 %, respektive 37 %, kdyZ je tenofovir podan ve
formé TDF [103]. Tenofovir alafenamid a TDF jsou popsanymi substraty ABCB1 [136], ale
samotny tenofovir neni prenaSen ABCB1, ABCG2 ani ABCC2 transportérem [139]. Tenofovir
navic neni metabolizovan ani izoenzymy cytochromu P450 (CYP450), které jsou inhibovany
lopinavirem, atazanavirem nebo ritonavirem [66, 140]. Je tedy moZzné predpokladat, ze stfevni
inhibice ABCBI je klicovym mechanismem vedoucim ke zvySeni plazmatickych koncentraci

tenofoviru.

Vzhledem k faktu, Ze se jednd o novy experimentalni postup a klinicky relevantni ARV nebyla
timto zpisobem dosud testovana, pokusili jsme se porovnat vysledky ziskané in vitro a ex vivo.
Vysledky in vitro a ex vivo na potkanich fezech jsou porovnatelné. Nicméné vysledky ziskané
pomoci lidskych fezl pln€ nekorelovaly s témito experimenty. Nicméné je potieba zminit, ze
jsme testovali niz$i koncentrace antivirotik, nez se pravdépodobné vyskytuji ve stfevech
pacientl uzivajicich tyto latky peroralné [132] a experimenty nebyly provedeny na ileu, kde je

aktivita ABCB1 pravdépodobné nejvyssi [141].
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Podle pokynt 1€kovych agentur by méla byt zkoumana schopnost 1é¢iva indukovat transportéry
a 1éc¢ivo metabolizujici enzymy minimalné na urovni mRNA jesté pfed uvedenim 1é¢iva na trh
[142]. Jak jiz bylo feCeno v teoretické Casti, nekterd antivirotika jsou popsanymi induktory
ABCBI (Tabulka 1), ale v disledku nedostupnosti relevantnich modell ziistava schopnost
indukce stfevniho ABCBI antivirotiky ¢i dalSimi 1é¢ivy nepotvrzena. Indukce stfevniho
ABCBI1 a CYP3A4 mize byt vyznamnym klinickym fenoménem komplikujicim 1écbu [72].
Enterocyty totiz exprimuji v porovnani s jatry asi dvoutietinové mnozstvi CYP3A44, vyssi
mnozstvi ABCBI a srovnatelné hladiny jadernych faktort PXR a RXR, které reguluji expresi
ABCBI a CYP3A44 [108]. Stfevni PXR navic interaguje s vysokymi koncentracemi induktoru
a dal$im faktorem je velky povrch stievni vystelky [143].

V ramci druhé prvoautorské publikace jsme se vénovali moznému pouziti lidskych PCIS
jakozto nového modelu ke studiu indukce transportéri, zejména pak ABCB1 transportérti.
K experimentu jsme pouzili vzorky pfipravené z lidského jejunalniho segmentu stieva.
Testovali jsme moznost inkubace PCIS az po dobu 72 hodin a zkoumali jsme moznou indukci
ABCBI transportéru v PCIS nejen na Urovni genu, ale také na Urovni proteinu a funkce

transportéru. K indukénim studiim jsme vyuzili modelovy ligand PXR, RIF [28].

Nase vysledky ukézaly, Ze je mozné lidské PCIS inkubovat po dobu 48 hodin, aniZ by byla
zménéna morfologie stievni vystelky a mnozstvi tkanového ATP. 72hodinova inkubace naopak
vedla k destrukci epitelidlni vrstvy u PCIS. Zaroveil béhem 48hodinové inkubaéni doby byly
zachovany hladiny ABCBI 1 ABCBI, u néhoZ byla inhibice stale prokazatelna. Kromé toho
byla exprese gent kodujicich PXR a RXRA (rozhodujici faktory pro RIF-zprostiedkovanou
transkripéni aktivaci [35]) stabilni po celou dobu inkubace [144]. V ramci vysledkd jsme
pozorovali n¢kolikanasobné zvySeni ABCBI a CYP3A4, které bylo nasledné prokazano na

urovni proteinu a funkce ABCBI transportéru.

V nédvaznosti na nase vysledky z inhibi¢nich studii je potfeba naSe testované latky ovéfit
1sjinym klinicky relevantnim substratem ABCB1 napf. naSe dal$i navazujici prace
s digoxinem. Béhem této prace se snazime zaméfit na inhibicni potencial 1€¢iv mifici na rizna
vazebna mista ABCBI1, kterd jsou v posledni dobé hojn¢ diskutovana [145, 146]. Dale se
hodlame blize vénovat transintestindlnimu pienosu tenofoviru a jeho proléciv (TDF a TAF)
a také provéifime vhodnost PCIS jakozto indukéniho modelu s pouzitim dalSich klinicky

relevantnich 1€¢iv, kterd snizuji AUC spolu poddvanych 1éCiv.
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Zavérem muzeme konstatovat, ze jsme provedli prvni komplexni studii kombinujici
obousmérné transportni experimenty in vitro a ex vivo akumulace v PCIS ziskanych z potkani
a lidské tkané za celem studia inhibice ABCBI1 klinicky vyuzivanymi 1é¢ivy. Nase data
piispivaji k vysvétleni molekuldrnich mechanismiti, které se podileji na zméné
farmakokinetickych vlastnosti 1€¢iv, kterd jsou substraty ABCBI, pii soucasném podani
s testovanymi antivirotiky. Po ovéfeni v klinickém prostfedi mohou nasSe vysledky pomoci pfi
vybéru kombina¢ni farmakoterapie a / nebo optimalizaci davkovacich schémat pro pacienty
nakazené virem HIV a / nebo HCV. Déle jsme dokazali, ze lidské PCIS zstavaji intaktni
a stabiln¢ exprimujici ABCBI, CYP3A44, PXR a RXRA mRNA béhem 48 hodin inkubace, coz
predstavuje spodni limit FDA pro hodnoceni indukéni Gc€innosti 1éka [24], a RIF indukuje
ABCBI/ABCB1 i CYP3A4. Nespornou vyhodou je i to, ze tento model vyhledové umoziuje
odli$it roli stfevni bariéry od jater v pre-systémové eliminaci 1é¢iv. Navzdory nespornym
vyhodam lidskych PCIS uvedenym vySe, ma tato metoda i svd omezeni. Pro ziskani stfevni
tkané je nutna uzka spoluprace s chirurgickym oddé¢lenim, dostupna stievni tkan je ¢asto od
geriatrickych pacientli s operovanymi patologiemi a ziskané vysledky jsou zatizeny
interindividudlni rozdily v mnozstvi ABCB1 a CYP3A4. Ty mohou byt zplsobeny
polymorfismy, pfitomnosti indukénich a inhibic¢nich latek (v dieté nebo 1€ky), pohlavim, vékem
pacientil a / nebo aktivitou jadernych faktord [153, 154]. Z hlediska budouciho vyvoje je tteba
nadale testovat a ovéfovat validitu PCIS, nicméné jiz dnes ho Ize povazovat za jednoduchy,
robustni a levny model s fyziologickymi hladinami ABCB1, CYP3A4 s pfidruZzenymi
regulanimi faktory pro testovani DDI [157].
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9. PREZENTACE DAT NA ODBORNYCH

KONFERENCICH

Seznam tustnich a posterovych prezentaci experimentalnich dat na domacich a mezinarodnich

odbornych konferencich je uvadén chronologicky, podle data konéni udalosti.
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Ustni prezentace

. Optimalization of in vitro and ex vivo methods to study role of ABCB1 and ABCG2

transporters for intestinal absorption
Ondiej Martinec, Lukas Ceweny, Ivan Vokial, Franti$ek Staud
7. Postgradudlni a 5. Postdoktorandskd védecka konference PGS konference, FaF

Hradec Kralové, 7.-8.2. 2017

. The in vitro and ex vivo testing of antiviral drugs effect on rhodaminel23 intestinal

absoption
Ondiej Martinec, Lukas Ceweny, Ivan Vokfal, Frantisek Staud
8. Postgradudlni a 6. Postdoktorandskd védeckd konference PGS konference, FaF

Hradec Kralové, 24.-25.1.2018

. Human precision-cut intestinal slices as an ex vivo model for induction of the

ABCBI transporter

Ondfej Martinec, Carin Biel, Lukas Ceweny, Ivan Vokial, Inge AM. De Graaf, Peter
Olinga

69. Cesko-Slovenské farmakologické dny, Praha, 11. —13.9.2019

. Precision-cut intestinal slices from human tissue as an ex vivo model for ABCB1

transporter induction

Ondfej Martinec, Carin Biel, Lukas Cerven}'/, Ivan Vokial, Inge AM. De Graaf, Peter
Olinga

10. Postgradudlni a 8. Postdoktorandska védecka konference PGS konference, FaF
Hradec Kralové, 22.-23.1.2020
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9.2. Posterové prezentace

1. Optimalization of in vitro and ex vivo methods to study role of drug transporters
for intestinal absorption
Ondiej Martinec, Lukas Cerven;'/, Ivan Vokial, Frantisek Staud
Farmakologické dny 2016, Brno, 13. - 15. 9. 2016

Ocenéni za nejlepsi Poster v sekci experimentalni farmakologie

2. Comparison of drug-drug interaction studies using Caco-2 cell line and precision
cut intestinal slices
Ondiej Martinec, Lukas Ceweny, Ivan Vokfal, Frantisek Staud
Farmakologické dny 2017, Stard Lesna, SR, 2. — 4. 10. 2017

3. Evaluation of antiviral drug activity on intestinal ABCB1/ABCG2 transporters
using rhodaminel23 on in vitro and ex vivo methods
Ondiej Martinec, Lukas Ceweny, Ivan Vokfal, Frantisek Staud
Meet the Experts Transporter Conference Budapest SOLVO Biotechnology, The
transporter company, Mad’arsko, 25.-27.4.2018

4. The in vitro and ex vivo testing of antivirals, effect on rhodaminel23 intestinal
absoption
Ondfej Martinec, Lukas Cerveny, Ivan Vokial, Frantisek Staud
Farmakologické dny 2018, Hradec Kralove, 5. — 7. 9. 2018

5. Human Precision-cut intestinal slices as an ex vivo model for ABCB1 transporter
induction
Ondiej Martinec, Carin Biel, Lukas Ceweny, Ivan Vokidl, Inge AM. De Graaf, Peter
Olinga
Meet the Experts Transporter Conference Boston 2019, USA, Boston, 3.-5. 9. 2019
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