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Tenofovir (TFV) je lékem volby v terapii infekce virem hepatitidy B (HBV) u pacientl
starSich 12 let a jednim z 1¢kti volby v rdmci kombinované antiretroviralni terapie (cCART)

infekei vyvolanych virem lidské imunodeficience (HIV).

Pro p.o. aplikaci TFV byla vyvinuta dvé komerén¢ dostupnd proléciva, tenofovir
disoproxil fumarat (TDF) a tenofovir alafenamid fumarat (TAF), ktera zvySuji

prostupnost TFV pies bunééné membrany a jeho biodostupnost po p.o. podani.

Mezi faktory, které mohou ovlivnit biodostupnost 1é¢iv po p.o. podani, patfi mimo jiné
efluxni transportéry, a to zejména P-glykoprotein (ABCBI1, P-gp) a Breast cancer
resistance protein (ABCG2, BCRP). Bylo jiz dfive prokéazano, ze jak TDF, tak 1 TAF jsou

substraty obou téchto transportért.

Cilem této diplomové prace bylo, pomoci in vitro a ex vivo modell stfevni bariéry,
zhodnotit vliv efluxnich transportérii na ptestup TDF a TAF pies stfevni bariéru a na
jejich akumulaci v ultratenkych fezech stfeva potkana (rPCIS) a dale porovnat stabilitu

TDF a TAF ve sttevé a rychlost jejich metabolizace v lumen potkaniho streva.

Pomoci dat ziskanych studiemi provedenymi na bunééné linii Caco-2 (buiiky lidského
epitelidlniho kolorektalniho adenokarcinomu) se podafilo potvrdit, ze ob& vyse
zminovana proléCiva jsou substraty efluxniho tranportéru ABCBI1. Vliv specifické
inhibice ABCG2 na transport TDF a TAF se pii studiich na Caco-2 bunééné linii
neprojevil. V1iv inhibice ABCB1 na transport TDF a TAF byl patrny i pfi pouziti rPCIS.
Inhibice ABCBI1 vedla ke zvySené akumulaci metabolitd TDF a TAF v bunikach rPCIS.
Data ziskana z rPCIS studii dale potvrdila, Ze TDF je v porovnani s TAF ve stievé méné

stabilni a je rychle rozkladan stfevnimi hydroldzami.
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Tenofovir (TFV) is the first-line agent in the treatment of hepatitis B virus (HBV)
infection for patients aged over 12 years and one of the first-line choices for the
combination antiretroviral therapy (cART) of infections caused by human

immunodeficiency virus (HIV).

Two commercially available prodrugs have been developed for oral administration of
TFV, tenofovir disoproxil fumarate (TDF) and tenofovir alafenamide fumarate (TAF).

These prodrugs increase TFV membrane permeability and oral bioavailability.

One of the factors that can affect the bioavailability of orally administrated drugs is active
transport mediated by efflux transporters, mainly by P-glycoprotein (ABCB1, P-gp) and
Breast cancer resistance protein (ABCG2, BCRP). It has been already proved that TDF
and TAF are substrates of both of these transporters.

The goal of this diploma thesis was to use in vitro and ex vivo models of intestinal barrier
to assess the impact of the efflux transporters on TDF and TAF transport in the intestine
and on their accumulation in rat precision-cut intestinal slices (rPCIS). We also focused

on comparing the stability and metabolism of TDF and TAF in the rat intestine.

Data from our studies on Caco-2 cell line (human epithelial colorectal adenocarcinoma
cells) confirmed that both TDF and TAF are substrates of efflux transporter ABCBI.
Specific inhibition of ABCG2 did not affect TDF and TAF transport across Caco-2 cell
monolayer. Effect of ABCBI inhibition was also seen using rPCIS. ABCBI inhibition
resulted in increased accumulation of TDF and TAF metabolites in rPCIS. Data from our
studies on rPCIS also confirmed that TDF is in intestine less stable than TAF and is

rapidly metabolized by gut hydrolases.
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1. Seznam zkratek

ABC transportéry

ABCBI1

ABCCl,2,3,4,6

ABCG2

AIDS

Caco-2

cART

CP100356

CYP

CYP3A4

DAA

DMEM

DMSO

ER

FBS

HBSS

HBV

HEPES

HIV

ATP-binding cassette transportéry

P-glykoprotein (P-gp), zastupce ABCB podrodiny ABC

transportért
Multidrug resistance-associated protein (MRP 1,2,3.,4,6)
Breast cancer resistance protein (BCRP)

syndrom ziskané¢ho imunodeficitu (Acquired immune deficiency

syndrome)

bunky lidského epitelidlniho kolorektalniho adenokarcinomu
kombinovana antiretroviralni terapie

modelovy inhibitor ABCB1

cytochrom P450, hlavni enzym podilejici se na prvni fazi

biotransformace xenobiotik

zastupce rodiny 3 cytochromu P450

ptimo pusobici antivirotika (Direct acting antivirals)
Dulbecco’s modified eagle medium
dimethylsulfoxid

efluxni pomér (efflux ratio), charakterizovany jako pomér

Papp ve sméru BA a Papp ve sméru AB (rPapp)

fetalni bovinni sérum

Hank's balanced salt solution

virus hepatitidy B
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

virus lidské imunodeficience (Human immunodeficiency virus)



HPLC

Kol43

Ly335979
MRK16, MRK17
MsOH

NBD

NEAA
NNRTI
NRTI
NS5B

OAT

Papp

PBS
PCIS
PCTS
PEPT 1
PIs

P/S
rPCIS
SD
SOF

TAF

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (High-performance

liquid chromatography)

modelovy inhibitor ABCG2

zosuquidar, inhibitor ABCBI transportéru
anti-ABCB1 monoklondlni protilatky
metansulfonova kyselina

nukleotid vdazajici doména (nucleotid binding domain) ABC

transportéri

neesencialni aminokyseliny (non-essential aminoacids)
nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
nukleotidové/nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
polymeréza viru hepatitidy C (non-structural protein 5B)
transportéry organickych aniontti (Organic anion transporters)

koeficient permeability, charakterizuje transport 1éCiva pies

monovrstvu polarizovanych Caco-2 bunék

fostatovy pufr (Phosphate buffered saline)

ultratenké stfevni fezy (Precision-cut intestinal slices)

ultratenké tkanové fezy (Precision-cut tissue slices)

peptidovy transportér 1 (Peptide transporter 1)

inhibitory protedzy

penicilin/streptomycin

ultratenké fezy stieva potkana (rat Precision-cut intestinal slices)
smérodatnd odchylka

sofosbuvir

tenofovir alafenamid fumaréat



TDF

TEM

TEER

TFV

TFV-DP

TMD

WME

tenofovir disoproxil fumarat

tenofovir monoester

transepitelialni elektricky odpor

tenofovir

tenofovir-difosfat

transmembranové domény ABC transportért

William’s medium E containing L-glutamine
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2. Uvod

Infekce virem HIV (virus lidské imunodeficience) je zavaznym globalnim problémem.
Touto infekei se doposud celosvétové nakazilo 76 milionil lidi, z ¢ehoz 33 miliont
na nasledky rozvoje AIDS (Acquired immune deficiency syndrome) zemielo.
Kontinentem, ktery je HIV infekci nejvice zasazen, je Afrika, kde timto onemocnénim
trpi priblizné kazdy dvacaty paty dospély clovek (WHO 2020). Antiretroviralni terapie je
v soucasné dob¢ indikovana u vSech pacientli s HIV infekci. Pocet pacientii 1écenych

antiretrovirotiky byl na konci roku 2019 roven piiblizn€ 25,4 milionim (WHO 2020).

Tenofovir (TFV) je acyklicky nukleosid-monofosfat (analog deoxyadenosin-
monofosfatu) pattici mezi antiretrovirotika ze skupiny nukleotidovych inhibitori reverzni

transkriptazy (NRTI) viru HIV (Callebaut et al. 2015).

TFV ptisobi jako inhibitor virovych DNA polymeraz. Pouziva se v monoterapii infekce
virem hepatitidy B (HBV) a v ramci kombinované antiretroviralni terapie (cART) infekce
vyvolané viry HIV. Ta u pacienti s HIV infekei vyrazné€ snizuje morbiditu a mortalitu

(Ray et al. 2016, Tang et al. 2020, WHO 2018).

TFV disponuje fadou vyhodnych vlastnosti. Mezi né€ patii nizka aktivita jeho aktivniho
metabolitu tenofovir-difosfatu (TFV-DP) vuc¢i lidskym mitochondridlnim DNA
polymerdzdm nebo dlouhy plazmaticky (17 hodin) a intraceluldrni (> 60 hodin)
biologicky polocas. Zasadnimi problémy TFV jsou vSak jeho nizka biologicka dostupnost
po p.o. podani a jeho nizkd in vitro antiretroviralni aktivita limitovana nizkym pranikem
do cilovych bun¢k (z divodu omezené schopnosti TFV prochézet pies biologické

membrany) (Birkus et al. 2015, Kearney et al. 2004, Ray et al. 2016).

Pravé za ucelem feSeni problému se $patnou biodostupnosti po p.o. podani a prostupnosti
TFV pfes biologické membrany byla vyvinuta dvé proléciva TFV, tenofovir disoproxil
fumarat (TDF) a novéjsi tenofovir alafenamid fumarat (TAF) (Birkus et al. 2015,
Callebaut et al. 2015).

TDF je substratem dvou nejvyznamnéjSich Iékovych transportéri z rodiny efluxnich
ABC (ATP-binding cassette) transportéra, P-glykoproteinu (ABCBI1, P-gp) a Breast
cancer resistance proteinu (ABCG2, BCRP) (Neumanova et al. 2014). TAF je rovnéz
popsanym substratem ABC transportér, a to jak ABCBI, tak i ABCG2 (Begley
etal. 2018, EMA 2015). ABCB1 a ABCG2 jsou vyznamnymi transportéry, které se
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podileji na presystémové eliminaci p.o. podanych 1é€iv, 1ze tedy predpokladat, ze snizuji
biodostupnost TDF a TAF. Tato diplomova prace se zamétuje na porovnani TDF a TAF
z hlediska jejich vychytavani enterocyty, prestupu pies stfevni bariéru a stability ve stieve
pomoci in vitro a ex vivo model stfevni bariéry, se zaméfenim praveé na roli ABCBI1

a ABCG2.

12



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Tenofovir

3.1.1 Zakladni charakteristika tenofoviru, mechanismus ucinku

a indikace

NH,
N N
¢
o] N N{J
5oy’
&
TFV

Obrazek 1: Struktura tenofoviru. Pievzato a upraveno z: Ray et al. (2016).

TFV patii mezi antivirotika ze skupiny NRTI. Jedna se o acyklicky nukleotidovy analog
deoxyadenosin-monofosfatu (Obrazek 1) (Callebaut et al. 2015), jez je lékem volby
ve farmakoterapii HBV infekce u pacientil star§ich 12 let a jednim z léCiv prvni volby
v cART HIV infekce a také v profylaxi HIV infekei (Lampertico et al. 2017, Tang et al.
2020, WHO 2018). Lécba TFV je rovnéZz vyhodna u pacientii s HIV/HBV koinfekci, u
nichZ jsou jako léky volby zpravidla pouZivany TFV spolu s lamivudinem (nebo
emtricitabinem) a efavirenzem (AIDSinfo 2016). Aktivita TFV vi¢i HIV virim byla

poprvé popsana v roce 1993 (Balzarini et al. 1993).

V lécbeé HIV infekei je TFV typicky pouzivan v ramci takzvané cART, ktera je zaloZena
na pouZiti tfi antiretrovirotik spadajicich minimalné do dvou rozdilnych skupin. Zpravidla
jsou pouzivany dva NRTI (kromé TFV jsou doporufovany abakavir, lamivudin nebo
emtricitabin) v kombinaci s nenukleosidovym inhibitorem reverzni transkriptazy
(NNRTI; naptiklad doravirin ¢i rilpivirin) nebo inhibitorem protedzy (Pls; mezi
doporucované patii darunavir, atazanavir a lopinavir), kter¢ jsou vzdy podavany spole¢né
s ritonavirem nebo cobicistatem, které zvySuji biodostupnost a prodluzuji plasmaticky
poloc¢as uvedenych Pls. Ekvivalentni alternativou PIs jsou inhibitory integrazy, naptiklad
dolutegravir, raltegravir nebo elvitegravir (AIDSinfo 2016, Tseng et al. 2017, WHO
2018).
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Na aktivni formu TFV-DP je TFV konvertovan ve virem napadenych buiikdch ve dvou
krocich. Prvni fosforylace probihd pomoci AMP-kindzy a druha prostfednictvim

nukleosid difosfat-kinazy (Birkus et al. 2015).

Mechanismus u¢inku TFV-DP u HIV infekci spociva v kompetitivni inhibici HIV
reverzni transkriptdzy (TFV-DP soutézi sjejim fyziologickym substratem
dideoxyadenosin-trifosfatem) a  inkorporaci do nové tvofeného  fetézce
deoxyribonukleové kyseliny, coz vede k ukonceni syntézy tohoto fetézce kvuli chybéjici
cukerné slozce ve struktute TFV (Suo a Johnson 1998). V ptipadé HBV TFV-DP
kompetitivn¢ inhibuje HBV DNA polymerazu (Delaney et al. 2006). Navzdory Sirokému
spektru aktivity TFV-DP vici virovym DNA polymerazam je afinita této aktivni latky
k lidskym polymerdzdm zanedbatelna, coz je divodem obecné nizké toxicity TFV

(Brunton et al. 2018).

Ptes obvykle dobrou toleranci TFV se u nékterych pacient mohou objevit nezadouci
ucinky. Mezi nejcastéjsi patii asténie (t€lesna slabost), nevolnost a zvraceni, nadymani,
bolesti bficha a prijem. DalSimi nezadoucimi ucinky, které se u pacientd lécenych TFV
mohou objevit jsou laktatova aciddza, zhorSeni rendlnich funkci az renélni selhani a/nebo
sniZzeni kostni denzity a s tim souvisejici zvySené riziko fraktur u predisponovanych
pacienti (Brunton et al. 2018, Cihlar et al. 2002, Chapman et al. 2003, Kearney
et al. 2004, Ray et al. 2016).

Mechanismus nefrotoxického plisobeni TFV doposud nebyl zcela objasnén. Predpoklada
se ale, Ze souvisi s toxickym piisobenim na mitochondrie bunék proximalnich renalnich
tubult, do jejichz intracelularniho prostoru je TFV transportovan pomoci transportérti pro
organické anionty (OAT) (Cihlar et al. 2001, Kichloo et al. 2019). Z jejich
intracelularniho prostoru je TFV nasledné vylucovan do lumen tubulid efluxnim
Multidrug  resistance-associated protein 4 (ABCC4, MRP4) transportérem,
lokalizovanym na apikdlni membrané¢ bun€k proximalnich renalnich tubulti (Ray
et al. 2006). Eflux TFV zprosttedkovany ABCC4 je vSak v porovnani s jeho influxem
OAT vyrazné pomalejsi, proto ma TFV tendenci se v buiikdch proximalnich renalnich
tubull kumulovat (Stray et al. 2013). Mezi dosud identifikované rizikové faktory
nefrotoxicity TFV patii naptiklad vyssi v€k, diabetes nebo rendlni onemocnéni (Morlat

et al. 2013). ZvySené riziko nefrotoxicity TFV bylo rovnéz pozorovano pii jeho podavani
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spolu s cobicistatem, ktery inhibuje ABCC4 zprostfedkovany eflux TFV (Stray
etal. 2013).

Problémem TFV je jeho velmi omezena schopnost pronikat ptes biologické membrany
a s ni souvisejici nizka biodostupnost po p.o. podani. Pfi¢inou limitované prostupnosti
TFV pfes fosfolipidové membrany je pfitomnost dvou negativnich naboju fosfatového
zbytku (Callebaut et al. 2015, Ray et al. 2016). Pro zvySeni p.o. biodostupnosti je TFV
podéavan ve formé proléciv, TDF nebo TAF (Birkus et al. 2015). Biodostupnost TFV je
pfi podani obvyklé denni terapeutické davky 300 mg TDF na la¢no okolo 25 % (Barditch-
Crovo et al. 2001). Potrava s vysokym obsahem tuku zvySuje biodostupnost TFV az na
40 % (Chapman et al. 2003). U p.o. podavaného TAF, pifi podani s tuénym jidlem,
dosahuje biodostupnost TAF az 65 % (Murinova 2019). TFV neni v organismu vyznamné
metabolizovan. V nezménéné forme je vyluovan primarné ledvinami, a to glomerularni
filtraci 1 aktivni tubuldrni sekreci (Cihlar et al. 2001, Gallant a Deresinski 2003, Ray
et al. 20006).

TFV neni povazovan za 1éCivo s vyznamnym potencidlem k farmakokinetickym Iékovym
interakcim (neni metabolizovan cytochromem P450 (CYP), ani vi¢i nému nevykazuje
inhibi¢ni nebo indukéni aktivitu). AvSak z divodu jeho rendlni exkrece muze dojit
k zvySeni jeho plazmatickych koncentracich v ptipad¢, ze je podavan spolu s lécivy

negativné ovliviiyjicimi renalni funkce (Gallant a Deresinski 2003).

3.1.2. Tenofovir disoproxil fumarat a tenofovir alefenamid fumarat

Zvyseni biodostupnosti po perordlnim podéni je u TDF i TAF (Obrazek 2) dosahovano
na zakladé¢ maskovani zaporn€ nabytého fostatu TFV lipofilnimi skupinami (Birkus

et al. 2015, Callebaut et al. 2015).

NH, NH;

/N >N /N =N

A& " SRS
Avsobory 8810 ¢

TDF* TAF

Obriazek 2: Vzorec TDF a TAF (ve vzorci TDF ani TAF neni vyobrazena fumaratova

stil). Pfevzato a upraveno z: Callebaut et al. (2015).
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TDF i TAF jsou po podéani hydrolyzovany za uvolnéni TFV. TDF se hydrolyzuje jiz
v pribéhu prichodu stfevni bariérou a v krvi, TAF je oproti tomu mnohem stabilnéjsi
a k jeho hydrolyze dochdzi az intracelularné, po vstupu do cilovych bunék (Obrazek 3),
kde zasadni roli pfi jeho hydrolyze hraje lyposomadlni serinova protedza katepsin A

(Birkus et al. 2015, Callebaut et al. 2015, Lee et al. 2005, Moss et al. 2017).

Gut Plasma  Lymphoid Cells
TFV s

TDF === TDF/TFV

TAF wp TAF =ssmp TAF mmp TFV
CatA

TFV-MP

TFV-DP

Obrazek 3: Schéma konverze TDF a TAF na aktivni formu TFV-DP. Pfevzato
a upraveno z: Callebaut et al. (2015).

TAF se v porovnani s TDF ukazuje jako klinicky G¢inngjsi, coz souvisi s dosahovanim
vysSich koncentraci aktivni formy TFV, tedy TFV-DP, v cilovych buiikach (Markowitz
et al. 2014, Ruane et al. 2013). Diky vyssi klinické u¢innosti mohou byt u TAF,
v porovnani s TDF, podavany pacientim niz$i davky. Zatimco doporuc¢end denni davka
TDF pro dospélého ¢loveéka je 300 mg, u TAF je pouhych 25 mg. Pokud je ovSem TAF
podan v kombinaci s ritonavirem nebo cobicistatem, davku lze snizit na 10 mg (Ruane
etal. 2013, Zack et al. 2015). Podavani TAF vede k aZ o 91 % niZ§im systémovym
koncentracim TFV v porovnéani s podanim ekvivalentni davky TDF. Pii zachovani
srovnatelné ucinnosti tak dochazi k redukci systémovych nezadoucich uUc¢inktt TFV
(u pacientl 1é€enych TAF byly v porovnani s pacienty lé¢enymi TDF pozorovany méné
vyrazny negativni vliv na kostni denzitu a také nizsi riziko renalnich nezadoucich u¢ink)

(Gupta et al. 2019, Chan et al. 2016, Imaz a Podzamczer 2017, Ruane et al. 2013).

Mensi toxicita TAF nesouvisi ov§em pouze s niz§imi plazmatickym koncentracemi TFV.
Naptiklad niz8i nefrotoxicita TAF je pravdépodobné ovlivnéna i1 skuteCnosti, ze TAF,
na rozdil od TFV, neni substradtem OATI a OAT3, a nedochézi tak k jeho kumulaci
v buiikach proximalnich tubult ledvin (EMA 2015).

TDF a TAF se také 1isi v celé fad€ svych farmakokinetickych vlastnosti. Zatimco TFV
vznikly rychlou hydrolyzou TDF (Callebaut et al. 2015) je nevyznamné vazan
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na plazmatické bilkoviny, TAF se na bilkoviny krevni plazmy vaze z 80 % (Murinova
2019). Rozdilna je také jejich eliminace z organismu. TFV je vylu¢ovan primarné rendlné
(ze 70-80 %) (Fung et al. 2002), oproti tomu TAF je vylu€ovéan zejména hepatobilidrni
exkreci (Gilead Sciences 2019, Murinova 2019).
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3.2. Stievni bariéra, absorpce 1éCiv ve stievé

Tenké stfevo je diky své obrovské a bohaté prokrvené absorpéni ploSe mistem, kde
dochdzi ke vstiebavani vétSiny nutrientli z potravy a rovnéz i vétSiny peroralné podanych
1é¢iv. Velikost absorpéni plochy tenkého stieva dosahuje az 200 m?, a to diky uspoiadani

sttevniho epitelu v typické klky a mikroklky (Dostalek et al. 2006, Konig et al. 2016).

Ulohou tenkého stfeva vSak neni pouze zajisténi absorpce zivin, ale zaroven i1 ochrana
organismu pied proniknutim potencialné nebezpenych mikroorganismi, toxind i

Skodlivych xenobiotik z vnéjsiho prostiedi do systémové cirkulace (Konig et al. 2016).

3.2.1. SloZKky stievni bariéry

Zakladni slozku stfevni bariéry ptedstavuje stfevni epitel, ktery je tvofeny jednou vrstvou
diferenciovanych specializovanych polarizovanych bunék (nasedajicich na bazalni
membranu). Konkrétné se jednd o enterocyty (hlavni funkci je absorpce), poharkové
buiiky (jsou zodpovédné za produkci mucinu), enteroendokrinni buniky (produkujici
napiiklad cholecystokinin, gastrin, sekretin nebo glucagon-like peptide 1), Panethovy
bunky (produkujici antimikrobialni pisobky) a M buiky (antigen prezentujici buiiky,
které fagocytuji mikroorganismy nebo jiné antigeny a nasledné je transportuji k pod nimi
lezicim bunkdm lymfatické tkané). Jednotlivé enterocyty jsou vzijemné spojeny
prostfednictvim tésnych spojl (tight junctions) (Obréazek 4), které omezuji paracelularni
transport latek pres stfevni st€énu (Ahlman a Nilsson 2001, Salvo-Romero et al. 2015,
Thwala et al. 2018). Léc¢iva tak musi pfechdzet pies membranu bunék stfevni bariéry.
Pasivni difuzi vSak pfes membrany enterocytli prostupuji pouze lipofilni 1é¢iva. Vysoce
hydrofilni nebo ionizované slouceniny jsou pies né piendSeny pomoci specifickych

transportérti (Dostélek et al. 2006).

Dulezitou soucasti intestindlni bariéry je rovnéz hlenova vrstva kryjici epitelialni bunky,
kterd zabranuje adhezi bakterii ke stfevni sténé. Pravé tato mukozni vrstva je prvni
vrstvou stfevni bariéry, se kterou pfichazeji potencidln¢ Skodlivé mikroorganismy
po vstupu do sttevniho lumen do kontaktu a kterd zabraniuje jejich pfimému kontaktu se

sttevnim epitelem (Camilleri et al. 2012, Vancamelbeke a Vermeire 2017).
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Za soulast intestindlni bariéry, omezujici absorpci xenobiotik ve stfeve, lze dale
povazovat i biotransformac¢ni enzymy lokalizované bud’ pfimo uvnitt enterocytli, nebo
na jejich povrchu. Tyto enzymy mohou zptisobovat degradaci 1éCiva jiz ve stievé, jesté
pied jeho vstupem do systémové cirkulace (Kaminsky a Zhang 2003). Mezi enzymy
lokalizované na membranach enterocytl patii napiiklad alkalickd fosfataza, ktera
rozklada proléciva typu esterti kyseliny fosfore¢né (Yuan et al. 2009), nebo enzymy typu
hydrolaz, které mimo jiné hraji i roli v pfeméné TDF na TFV uz v lumen stieva (Callebaut

et al. 2005, Hunter a Hirst 1997).

V cytosolu enterocytil jsou lokalizovany enzymy prvni i druhé fidze metabolismu
xenobiotik. Nejvice zastoupenymi enzymy I. faze jsou CYP, konkrétné izoforma
CYP3A4 (zéastupce rodiny 3 cytochromu P450), z enzymt II. faze metabolismu ma
nejvetsi vyznam UDP-glukuronosyltransferaza (Dietrich et al. 2003, Hunter a Hirst 1997,
Shi a Li 2014).

Vyznamnou slozkou stfevni bariéry jsou také membranové transportéry. Ty se podileji
na absorpci nutrienti a ochrané organismu (Dietrich et al. 2003, Kaminsky

a Zhang 2003).

Enzymes a - Macropinocyiosis ¢ — Paracellular transport

b - Clathrin-mediated d - Cgveolac-modiated -
{ Mucus
1 3

Obrazek 4: Stfevni bariéra. Pfevzato a upraveno z: Thwala et al. (2018).

3.2.2. Mechanismy absorpce l1éCiv v tenkém stirevé

Nejcastéji probihd absorpce 1é¢iv v tenkém stfevé mechanismem pasivni difize, pii niz
jsou léCiva transportovdna pies membranu ve sméru koncentraéniho gradientu

bez potieby dodéani energie (Dostélek et al. 2006, Martinkova et al. 2018).
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Pasivni diftzi prostupuji lipofilni neionizovana lé¢iva o nizké molekulové hmotnosti
(2150 Da). V lumen tenkého stieva se hodnota pH pohybuje od hodnot 4 az 5 v jeho
proximalni ¢asti (duodenu) po hodnotu 8 v distalnich segmentech. Tyto regionalni rozdily
v pH maji zna¢ny vliv na miru absorpce léCiv charakteru slabych kyselin a zasad

(Dostalek et al. 2006, Martinkova et al. 2018, Svihovec et al. 2018).

Léciva s vétsi molekulou a/nebo 1€¢iva hydrofilni (véetn€ ionizovanych) pasivni difuzi
pies membrany piechazet nemohou. V jejich transportu pres biologické bariéry tedy hraji
zasadni roli transportéry (Obrazek 5). Rozeznavame facilitovanou difuzi, kdy je 1é¢ivo
obdobné jako u pasivni difuze transportovano po koncentraénim spadu bez spotieby
energie, a aktivni transport, pii némz je za soucasné spotieby energie 1é¢ivo pfendsSeno
proti koncentracnimu spadu. Kapacita transmembranového pfestupu je omezena poctem
prenasecti schopnych transportovat dané 1é¢ivo, a je tedy saturovatelna (Dostalek

et al. 2006, Svihovec et al. 2018).

Facilitovana difize se podili hlavné na absorpci eubiotickych substrati a 1é¢iv strukturné
podobnych endogennim molekulam. Naptiklad PEPT 1 transportér (peptidovy
transportér 1) zprostfedkovava absorpci gabapentinu na zaklad¢ jeho strukturalni
podobnosti s aminokyselinami (Nguyen et al. 2007, Skalova et al. 2017). Efluxni aktivni
transportéry lokalizované v apikdlni membrané enterocytli maji naopak ochrannou
funkeci, kterd je zajiSténa transportem substratll z nitra enterocytd zpét do lumen stfeva
(Dietrich et al. 2003, Hunter a Hirst 1997, Chan et al. 2004). V soucasnosti
nejstudovanéj$i skupinou efluxnich transportéri jsou ABC transportéry. Jejich

nejvyznamnéjsimi zastupci ve stieveé jsou ABCB1 a ABCG2 (DeGorter et al. 2012).

ACTIVE TRANSPORT
AN

PASSIVE TRANSPORT
I - Primary Secondary

'Paracellular Diffusion Facilitated

Na+ X Nat v

transport diffusion - K+
i " Q -f [Na*] ~ 140 mm
A - [K']~ 4 mm
(S I 1 +++ out
- .| anti | | sym
- \‘ . I ATP ' - in
L J P < D [Na*] ~ 10 mm
k ADP ot X Ng+ y []-150mm
2 K"' a
N SLC ABC Na* K-*- SLC co-transporters
transporter transporter ATPase

Obrazek 5: Mechanismy pfestupu 1é¢iv pfes membrany a bunécné bariéry. Pievzato

a upraveno z: Brunton et al. (2018).
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Dal8im transportnim mechanismem, ktery se pfi stfevni absorpci 1é¢iv miiZze uplatiiovat,
je filtrace. Jedna se o typ paracelularniho transportu, pii némz 1écivo spolu s tekutinou,
v niz je rozpusSténo, prochazi membranovymi péry. Hnaci silou filtrace jsou rozdily
v hydrostatickém a koloidné-osmotickém tlaku. Takto mohou byt absorbovany naptiklad

nizkomolekularni cukry nebo mo&ovina (Dostalek et al. 2006, Svihovec et al. 2018).

Pii vstfebavani nékterych 1éCiv se miize uplatnovat i vezikularni transport, tedy
endocyt6za nésledovana transcytdozou a exocytdézou. Tento zplsob stievni absorpce se
tyka naptiklad vétsich peptidd, proteini nebo mikrocastic (Camilleri et al. 2012, Dostalek
et al. 2006).
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3.3. ATP-vazajici membranové transportéry

Oznaceni ,,ABC* vychazi ze zkratky pro ,,ATP-binding cassette* a poukazuje na to, jak
1ékové prenaseCe patiici do této rodiny ziskavaji pro aktivni transport latek ptes
membranu energii — hydrolyzou adenosintrifosfatu na adenosindifosfat a fosfat. Jedna se

tedy o primarni aktivni transportéry (Dostalek et al. 2006, Skalova et al. 2017).

V soucasné dob¢ je znamych 48 riznych ABC transportéril, jez jsou dale, na zaklad¢
podobnosti v aminokyselinovych sekvencich, déleny do sedmi podrodin ABCA, ABCB,
ABCC, ABCD, ABCE, ABCF a ABCG. Ngjlépe prozkoumanou ABC podrodinou je
ABCB, do niz patii pravdépodobné nejznaméjsi zastupce ABC transportérii vibec,

ABCBI (Dostélek et al. 2006, Montanari a Ecker 2015).

Transportéry pattici do ABC rodiny jsou si vzijemné strukturné podobné. Jejich
charakteristickym spole¢nym znakem je pfitomnost nukleotid véazajicich domén (NBD)
a hydrofobnich transmembranovych domén (TMD), tvofenych Sesti az jedenacti
Sroubovicemi. Zatimco NBD jsou zodpovédné za vazani a Stépeni adenosintrifosfatu
(¢imz zajistuji uvolnéni energie potfebné pro transmembrianovy pienos substratil),
ukolem TMD je rozpoznavani substrati. Podle poctu NBD a TMD domén mtiizeme ABC
transportéry rozdé€lit na poloviéni (,,half) transportéry a celé (,,full) transportéry.
Zatimco celé transportéry, jako je napiiklad ABCBI, jsou tvofené minimaln€ dvéma sety
NBD a TMD domén, polovi¢ni transportéry maji jen po jedné NBD a jedné TMD doméné
(Alam et al. 2016, Hyde et al. 1990, Montanari a Ecker 2015).

Co se tyce lokalizace ABC transportéri, mohou byt pfitomny jak na apikalni, tak na
bazolateralni membrané bunck. Mezi apikalné lokalizované fadime naptiklad ABCBI,
ABCG2 nebo ABCC2 (Multidrug resistance-associated protein 2; MRP 2). Mezi
bazolateralné¢ lokalizované patii naptiklad ABCCI, 3 ¢ 6  (Multidrug
resistence-associated protein 1, 3, 6; MRP 1, 3, 6) (Skalova et al. 2017).

3.3.1. Efluxni ABC transportéry

Efluxni ABC transportéry pienaSeji své substrdty pies membranu ve sméru
z intracelularniho prostoru do prostoru extracelularniho, a snizuji tak intraceluldrni

akumulaci téchto latek (DeGorter et al. 2012, Chan et al. 2004).
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Funkce efluxnich ABC transportérti spocivd v branéni neselektivnimu praniku
potencidln¢ toxickych xenobiotik (vCetné 1é¢iv) z vnéj$iho prostiedi do organismu,
omezeni jejich distribuce a usnadnéni exkrece (Svihovec et al. 2018). Mezi

nejvyznamnéjsi patii ABCB1, ABCG2 a ABCC2 (Dietrich et al. 2003).

V soucasnosti jsou ABCB1, ABCG2 a ABCCI1 intenzivné studovany zejména ve vztahu
k mnohocetné Iékové rezistenci nadorovych onemocnéni. Ta je charakterizovana jako
soucasna rezistence na strukturadlné a funkéné odlisSna léciva, kterd neni vysledkem

nezavislych genetickych mutaci (Gottesman et al. 1995, Leslie et al. 2005).

3.3.2. ABCBI1

Zikladni charakteristika ABCBI, jeho struktura a funkce

ABCBI1 byl poprvé popsan jiz v roce 1976 (Juliano a Ling 1976). Jeho ptfitomnost byla
od t¢ doby prokdzdna u celé fady nejriznéjSich organismii a v souCasné¢ dobé je
povazovan za nejdulezitéjsi efluxni transportér ovlivitujici farmakokinetiku 1é¢iv

(Dostalek et al. 2006, Skalova et al. 2017).

Jedna se o protein o molekulové hmotnosti 170 kDa. Je tvofen dvéma homolognimi
polovinami, znichz kazda obsahuje jednu TMD skladajici se z Sesti alfa-Sroubovic
a jednu intracelularni NBD (Obrazek 6). Kazda z téchto homolognich polovin je tvofena
610 aminokyselinami, vzajemné je pak spojuje fetézec 60 aminokyselin (Gottesman

a Pastan 1993, Jones a George 1998, Sharom 2014).

Obrazek 6: Struktura ABCBI transportéru. Pfevzato a upraveno z: Sharom (2014).

U clovéka jsou znamy dva podtypy ABCBI1 pienasece, a to Pgpl a Pgp3. Tyto dva
subtypy ABCBI1 se od sebe 1i8i svou funkei. Podtyp Pgp1 hraje roli v efluxnim transportu
latek, oproti tomu podtyp Pgp3 se uplatiiuje pii transportu fosfolipidd (Amin 2013,
Dostélek et al. 2006).
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ABCBI se v lidském téle nachazi v celé fadé riiznych tkani. Exprimuji ho endotelové
buniky v hematoencefalické bariéfe a ovariich, Sertoliho buniky v hematotestikularni
bariéfe, trofoblast v placenté, rendlni tubuly, enterocyty v tenkém stfeve, dale 1
hepatocyty ¢i bunky zlucovych cest, slinivky nebo dokonce i plic (Alam et al. 2016,
Cascorbi 2011, Sankatsig et al. 2004). Fyziologicka funkce tohoto transportéru doposud
nebyla plné objasnéna (Alam et al. 2016). Dodnes neni naptiklad zcela jasné, jaky
vyznam ma tento transportér pravé v plicich a pankreatu (Sankatsing et al. 2004), ¢i snad,
zda snizena funkce a exprese ABCB1 mulze mit souvislost se snizenou clearance
neurotoxickych peptidu (jako je naptiklad f-amyloid) z nervovych bunék, coz dale mize
predstavovat potencidlni riziko pro rozvoj Alzheimerovy nemoci, Parkinsonovy nemoci
a dalSich neurologickych poruch (Bartels 2012). Dalsi dosud pln€ nepopsanou funkci
ABCBI je sekrece mineralokortikoidi a glukokortikoidl z bunék kiiry nadledvin (Ueda
et al. 1992). Naopak, jeho jasn¢ definovanou funkci je ochrana organismu pied toxickymi
substancemi. Z toho diivodu miize byt inhibice ABCBI1 pfi¢inou obecné¢ zvysené toxicity
nékterych 1éCiv (Alam et al. 2016, Dietrich et al. 2003, Sankatsing et al. 2004). ABCB1
lokalizovany na apikalnich membranéch enterocytli ve sténé tenkého stieva miize byt také
pri¢inou omezené absorpce peroralné podanych [éCiv ze stfeva (Gottesman

a Pastan 1993).
Substraty ABCB1

ABCBI vykazuje Sirokou substratovou specifitu. V soucasné dobé je znamo nckolik set
jeho exogennich a endogennich substratli. Jeho substraty jsou pifevazné lipofilni
vysokomolekularni latky. VétSina z nich je bez naboje, nékteré v§ak nesou kladny naboj

(DeGorter et al. 2012, Chan et al. 2004, Skalova et al. 2017).

Z 1é¢iv mezi jeho substraty patii naptiklad celd fada antivirotik, zahrnujicich napiiklad
TDF ¢&i PI atazanavir (Cerveny et al. 2018, Neumanova et al. 2014), a cytostatik
(naptiklad vinka alkaloidy, antracykliny, podofylotoxiny nebo paklitaxel) (Hendrikx
etal. 2013, Hunter a Hirst 1997), dale pak také léCiva ze skupiny antibiotik
(erythromycin, klarithromycin, azithromycin nebo ciprofloxacin) (Lowes et al. 2002,
Muni¢ et al. 2010, Takano et al. 1998), kardiotonikum digoxin (Cavet et al. 1996),
antidyslipidemika (naptiklad atorvastatin a lovastatin) (Chen et al. 2005), opioidni
analgetika morfin a oxykodon (Chaves et al. 2017) nebo imunosupresiva cyklosporin A,

sirolimus a takrolimus (Li et al. 2015, Lown et al. 1997). Endogennimi substraty ABCBI
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jsou steroidni hormony aldosteron, kortisol (Ueda et al. 1992) nebo zenské pohlavni

hormony estradiol, estron a estriol (Kim a Benet 2004).
Inhibitory ABCB1

Mezi vyznamné inhibitory ABCB1 patii napiiklad antimykotikum ketokonazol (Achira
et al. 1999), nedyhidropyridinové blokatory kalciovych kanalti verapamil a diltiazem
(Tsuruo et al. 1981, Tsuruo et al. 1983), antidysrytmika amiodaron a propafenon
(Bachmakov et al. 2005, Chauffert et al. 1986), antibiotika erythromycin a klarithromycin
(Muni¢ et al. 2010), imunosupresivum cyklosporin A (Twentyman et al. 1987) ¢i
antivirotika sachinavir a ritonavir (Gutmann et al. 1999). Rada z t&chto inhibitort ABCB1

je zaroven sama jeho substratem (Dietrich et al. 2003).

Zatimco estrogeny jsou transportovany ABCBI, progesteron plisobi spiSe jako jeho

inhibitor (Ichikawa-Haraguchi et al. 1993, Ueda et al. 1992).

Inhibice ABCB1 miize byt v klinické praxi zdmérn€é vyuzivano za ucelem zvysSeni
biodostupnosti daného 1é¢iva, zvySeni uptaku 1é¢iva do cilové tkané ¢i za ucelem zvySeni

ucinnosti chemoterapie nadorovych onemocnéni (Amin 2013, Sankatsing et al. 2004).

3.3.3. ABCG2

Zakladni charakteristika ABCG2, jeho struktura a funkce

Dal§im vyznamnym zastupcem rodiny ABC transportéri je ABCG2, pro néjzZ se téZ vZzila
zkratka BCRP (odvozend od ,,Breast cancer resistance protein‘). Poprvé byl tento
transportér izolovan pravé z karcinomu prsu s mnohocetnou lékovou rezistenci (Austin

Doyle et al. 1998, van Herwaarden a Schinkel 2006).

Jeho lokalizace a funkce v lidském téle jsou obdobné jako v ptipadé ABCB1. ABCG2
transportér exprimovany hepatocyty se podili na eliminaci 1é¢iv a produktli metabolismu
do Zluc¢i. Rovnéz je lokalizovan v endotelovych buinikdch hematoencefalické bariéry
a syncytiotrofoblastu, kde spolecné s ABCBI1 pftispiva k ochran¢ centrdlni nervové
soustavy a vyvijejicitho se plodu pfed moznym poskozenim toxickymi xenobiotiky
(v€etné nekterych 1é¢iv). Také ho nalezneme na apikalni membrané enterocytl v tenkém
sttevé, kde zasahuje do absorpce celé fady 1€Civ a miize zdsadné sniZzovat jejich

biodostupnost. Déle je pak tento transportér lokalizovan naptiklad na membranach bun¢k
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proximalnich renalnich tubuli (Mao 2008, Mao a Unadkat 2015, van Herwaarden

a Schinkel 2006).

Obdobn¢ jako ABCBI1, i ABCG2 brani pienosu B-amyloidu z krve do mozku, a tak

¢aste¢n¢ brani rozvoji Alzheimerovy choroby (Xiong et al. 2009).

ABCG?2 je slozeny z 655 aminokyselin, jeho molekulovd hmotnost se pohybuje pifiblizné
okolo 72 kDa. Tvofii ho Sest transmembranovych jednotek a jedna NBD (lokalizovana
v blizkosti N-konce polypeptidového fetézce) (Obrazek 7). Z tohoto diivodu je oznacovan
jako ,,polovi¢ni transportér. Aby byl pln¢ funkéni, vyzaduje dimerizaci dvou ABCG2
proteind (Alam et al. 2016, Natarajan et al. 2012).

Obrazek 7: Struktura ABCG2 transportéru. Pfevzato a upraveno z: van Herwaarden

a Schinkel (20006).

Nedavno provedené studie rovnéZ poukazuji na moznost spojovani jednotlivych ABCG2
homodimerit do pln€ funk¢nich tetramernich komplexti tvofenych ctyfmi ABCG2

homodimery (McDevitt et al. 2006).
Substraty ABCG2

Zatimco ABCBI1 pienasi predev§im nezménéné lipofilni molekuly, substraty ABCG2
mohou byt jak hydrofobni, tak i hydrofilni slouceniny, a to jak nekongujované, tak i
konjugované (Mao 2008). ABCG2 se podili na transportu celé¢ tady léCiv vcetné
atiretrovirotik lamivudinu, zidovudinu, abakaviru a TDF (Neumanova et al. 2014, Pan
et al. 2007, Wang et al. 2003) ¢i cytostatik mitoxantronu, metotrexatu, kamptotecinovych
derivati (topotekanu a irinotekanu), antracyklinli (daunorubicinu a doxorubicinu)
(Breedveld et al. 2004, Doyle a Ross 2003, Maliepaard et al. 2001) a inhibitort
tyrosinkindz (naptiklad imatinibu) (Breedveld et al. 2005). Kvuli efluxnimu transportu

cytostatik je ABCG2 transportér, obdobn¢ jako ABCBI, spojovan s mnohocetnou
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Iékovou rezistenci celé fady nadorovych onemocnéni. Mira jeho exprese nadorovymi
buiikami zasadn¢ ovliviiuje odpoveéd’ na 1é€bu a do zna¢né miry urcuje progndzu pacientli

(Doyle a Ross 2003, Lemos et al. 2008, Mao a Unadkat 2015, Natarajan et al. 2012).

Kromé cytostatik a antivirotik patii mezi substraty tohoto transportéru i 1é¢iva z dalSich
farmakologickych skupin. Napftiklad se jedné o hypolipidemikum rosuvastatin (Kitamura
et al. 2008), pantoprazol (Breedveld et al. 2004), cimetidin (Pavek et al. 2005) nebo
antibiotikum nitrofurantoin (Merino et al. 2005) a chinolonova antibiotika ciprofloxacin,
norfloxacin a ofloxacin (Merino et al. 2006). Mnoha z1é¢iv, ktera jsou substratem
ABCQG?2 transportéru, jsou zaroven i substraty ABCBI1. Takovymito dualnimi substraty
ABCG2 a ABCBI jsou pravdépodobné pravé i TDF a TAF (Begley et al. 2018, Gilead
Sciences 2019, Neumanova et al. 2014).

Substraty ABCG2 nejsou jen xenobiotika, tento transportér hraje roli
1 v transmembranovém pienosu fady endogennich sloucenin. Vibec prvnim
identifikovanym endogennim substratem tohoto transportéru byl hem (Jonker et al. 2002),
dalsimi jsou napiiklad endogenni folaty (pfedevsim mono-, di- a tri-glutamaty kyseliny
listové), estron-3-sulfat, 17B-estradiol-17-(B-D-glukuronid) nebo kyselina mocova.
Jelikoz ABCG2 transportér hraje dilezitou roli v renalni i extrarendlni exkreci kyseliny
mocové (mimo jiné ma zasadni vyznam i pro exkreci kyseliny mocové ve stieve), je jeho
dysfunkce jednou z pti€in hyperurikémie a dny (Cleophas et al. 2017, Chen et al. 2003,
Imai et al. 2003, Matsuo et al. 2014, Nakayama et al. 2011).

Inhibitory ABCG2

Doposud byla identifikovana celd fada chemicky odliSnych inhibitori ABCG2
transportéru. Za zminku stoji naptiklad antivirotika ze skupiny PIs ritonavir, sachinavir,
nelfinavir a lopinavir (Gupta et al. 2004, Weiss et al. 2007), azolova antimykotika
ketokonazol, itrakonazol ¢i flukonazol (Gupta et al. 2007), imunosupresiva
cyklosporin A, sirolimus a takrolimus (Gupta et al. 2006) nebo blokatory kalciovych
kanall nitrendipin, nikardipin a nimodipin (Zhang et al. 2005) nebo tyrosinkindzové
inhibitory imatinib, gefitinib, erlotinib a lapatinib (Dai et al. 2008, Houghton et al. 2004,
Ozvegy-Laczka et al. 2004, Shi et al. 2007). Mnoho 1é¢iv, ktera plisobi jako inhibitory
ABCG2 transportéru, zarovenn inhibuji i ABCBI. Piikladem takovychto dudlnich
inhibitord jsou jiz zmiflovand lé¢iva ritonavir, imatinib ¢i cyklosporin A (Mao

a Unadkat 2015).
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3.3.4. Lékové interakce na ABC transportérech

Lékové interakce lze obecné definovat jako zmény v sile a trvani ucinku léCiva
zapti¢inéné vlivem jiné latky (Martinkova et al. 2018). K Iékovym interakcim dochazi

mezi riznymi léky nebo mezi Iékem a potravou (Drugs 2020).

Predmétem predkladané diplomové prace je interakce TDF a TAF s ABCB1 a ABCG2

transportéry, proto bude dale rozveden farmakokineticky typ lékovych interakci.

Farmakokinetick¢ interakce jsou obecné pfi¢inou zmén v absorpci, distribuci,
metabolismu nebo exkreci 1€Civ, coz mize mit za nasledek zmény v jejich plazmatickych
koncentracich, a tedy i zmény intenzity farmakologického uc¢inku terapie (Drugs 2020).
K vyznamnym farmakokinetickym lékovym interakcim mutize dochdzet na enzymech
odpovédnych za metabolismus 1é¢iv a, jak je uvedeno vySe, také na lékovych
transportérech, véetné ABCB1, ABCG2 ¢i ABCC2 (Dietrich et al. 2003, Martinkova
et al. 2018). Farmakokinetické 1€kové interakce mohou mit bud’ negativni, nebo pozitivni
efekt. Negativnim dtsledkem Iékovych interakci mize byt mimo jiné nedostatecna
ucinnost 1écby, zvySené riziko nezadoucich ucinki, intoxikace ¢i uplné selhani terapie.
Pozitivni 1€kové interakce jsou pak cilené vyuzivany v klinické praxi (Martinkova
et al. 2018). Jednim z ptikladd cilen¢ aplikované farmakokinetické 1ékové interakce je
vyuziti ritonaviru nebo cobicistatu (obé latky jsou inhibitory CYP3A4 a také¢ ABCBI1
a ABCG2) pro zvySeni biodostupnosti 1é¢iv a prodlouzeni plazmatického polocasu

(Kappelhoff et al. 2005, Tseng et al. 2017).

Inhibice ABCB1 se rovnéZz vyuziva pii feSeni problému s mnohocetnou lékovou
resistenci nadorovych onemocnéni. Pro tento ucel byly dokonce vyvinuty specifické
anti-ABCB1 monoklondlni protilatky (naptiklad MRK16 a MRK17), které jsou schopny
efektivné inhibovat tento efluxni transportér, a tim zvySovat kumulaci cytostatika

v nadorovych buiikach (Amin 2013).
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3.4. Studium absorpce 1éCiv ve stirevé — in vitro a ex vivo

modely stifevni bariéry

hodnoceny pfi vyvoji novych 1é¢iv. Biodostupnost 1é¢iv po p.o. podéni je ovlivnéna fadou
faktori, a to pfeménou podané¢ho 1éCiva enzymy travicich tekutin, jeho rozkladem
bakteriemi stievni mikroflory, metabolickou aktivitou jater a stfev a v neposledni fadé
také permeabilitou stfevni bariéry pro dané 1é€ivo. Prostupnost 1€Civ pes stievni bariéru
ma tedy (spolu s dal§imi vySe uvedenymi faktory) zasadni vliv na to, jak velka frakce se
z ur€ité davky p.o. podanych 1é¢iv dostane do systémové cirkulace, a tudiz i na klinicky

ucinek p.o. podavanych lé¢iv (Hunter a Hirst 1997, Luo et al. 2013).

Existuje cela fada riznych typli metod studia absorpce 1€Civ ve stievé a prechodu 1é¢iv
pfes stfevni bariéru, které mohou byt vyuzivany. Jedna se o in silico metody (zaloZené na
pocitaovych a matematickych modelech vychazejicich z fyzikalné-chemickych
vlastnosti molekuly studovaného 1€¢iva), in vitro metody (vyuzivajici pfevazné bunécéné
linie), in situ metody, ex vivo metody a in vivo metody (vyuZzivajici zvifeci modely)

(Antunes et al. 2013).

3.4.1 In vitro modely stievni bariéry

Vyznam in vitro metod v preklinickych studiich absorpce 1é€iv v soucasné dobé stale
vzristd. Jejich vyznam spociva mimo jiné v moznosti omezit pouzivani laboratornich

zvirat (Schweinlin et al. 2017).

In vitro metody vyuZivaji jednoduché biologické nebo umélé membranové systémy
(PAMPA neboli Paralell artificial membrane permeability assay) nebo monovrstvy
kultivovanych bunéénych linii. VyuzZivany mohou byt napiiklad Caco-2 builky,
HT29-MTX, TC-7 nebo MDCK buiiky (Luo et al. 2013, van Breemen a Li 2005, Volpe
et al. 2008).

Caco-2 jsou buiiky odvozené od lidského epitelialniho kolorektalniho adenokarcinomu.
Vyuzivaji se jako model pro studium transcelularniho transportu, napiiklad pro studium
absorpce 1éCiv a dalSich sloucenin v lidském stfeve (van Breemen a Li 2005). Pii studiich

transcelularniho transportu jsou Caco-2 buiikky kultivovany na tzv. , Transwell
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systémech® (Obrazek 8), coz jsou inzerty s pordzni polykarbonitovou membranou,
na nichz vytvareji Caco-2 polarizovanou (Ize u ni rozlisit apikalni a bazolateralni stranu)
monovrstvu bunék spojenych pevnymi spoji (Santbergen et al. 2020). Na apikalni stran¢
této bunééné monovrstvy jsou lokalizovany ABCB1, ABCG2 a ABCC2 (Volpe
et al. 2008, Xia et al. 2005).

Kromé¢ tradi¢nich Transwell systému se v soucasnosti vyuzivaji jesté takzvané dynamické
pratokové Transwell systémy (Obrazek 8), v nichz jsou Caco-2 buiky kultivovany
na kruhové porézni membrané odd¢€lujici dvé strany linearni trubice. Vyhodami tohoto
typu Transwell systému jsou mimo jiné nizsi spotfeba kultivacniho média a bioreagencit,
lepsi napodobeni in vivo podminek a moznost plné automatizace (v pfipad¢€ integrace

s analytickym detekénim systémem) (Santbergen et al. 2020).

“ C )
Insert
Apical compartment
o
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Apical compartment L
2 — — b
Porous membrane — [£ceaés &7 per
Porous membrane b 300

Basolateral Inlet Qutlet
compartment
Basolateral
compartment

Obrazek 8: tradicni Transwell systém (a) a dynamicky pratokovy Transwell systém (b).

Pfevzato a upraveno z: Santbergen et al. (2020)

Bunky lidského stfevniho epitelu pfipomina polarizovand monovrstva Caco-2 bunék
v mnoha aspektech. Vytvaii klky a mikroklky, exprimuje transportni proteiny, vcetné
efluxnich transportéri (mezi nimi i ABCBI), a fadu enzyml metabolizujicich

xenobiotika (van Breemen a Li 2005, Volpe et al. 2008).

3.4.2. Ex vivo modely stievni bariéry

Ex vivo metodami oznacujeme metody vyuzivaji ¢asti lidskych nebo zvitecich tkani.
Vyhody spojené s pouzivanim téchto metod jsou zejména zachovani mezibunécného
kontaktu, pfitomnost riznych typti bunék a v neposledni fad¢ i pfitomnost enzymd,

kofaktort a transportérti (Possidente et al. 2011).

Mezi tyto metody lze zatradit napfiklad vyuZiti ultratenkych stfevnich tfezli (PCIS;

z anglického precision-cut intestinal slices) (Li et al. 2016).
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Precision-cut intestinal slices

PCIS patii mezi takzvané ultratenké tkanové fezy (PCTS; z anglického precision-cut
tissue slices), coz jsou fragmenty tkan¢ s uniformni, pfesné definovanou tloustkou
(de Graafetal. 2010). Technika PCTS byla poprvé pouzita pred vice nez 40 lety Carlosem
Krumdieckem, ktery vynalezl poloautomaticky kraje¢, kterym vyfeSil problém
s nereprodukovatelnou tloustkou rucné krajenych fezti (Krumdieck et al. 1980),
a ve spolupraci s Klausem Brendelem optimalizoval podminky piipravy fezl tak, aby

byla prodlouzena jejich zivotnost (Brendel et al. 1987).

PCTS piedstavuji minimodel piislusného studovaného organu. Rezy obsahuji viechny
typy bunék dané tkané, jsou v nich zachovany mezibunééné interakce i interakce typu
buika-matrix (de Graaf et al. 2010). Pivodné byla technika PCTS vyzivana u organii typu
jatra a ledviny. Oproti tomu stieva se z diivodu jejich duté a m&kké struktury zpocatku
nejevila pro vyuziti této techniky jako zcela vhodna (Groothuis a de Graaf 2013, Li
etal. 2016). Prvnimi, kdo aplikovali tuto metodu u stfeva, byli Ruben de Kanter
a kolektiv (2005). Ti ptisli s myslenkou naplnéni lumen stfeva agar6zou vytvarejici gel
pii nizké teploté, coz usnadnilo krajeni (Obrazek 9), a odstranéni svrchni svalové vrstvy,
¢imz se zlepsil prinik kysliku a pfisluSnych substratl ke vSem bunkdm fezu. Touto
metodou ziskali PCIS kruhového tvaru o tloustce pouhych 0,25 mm (de Kanter
et al. 2005). Metoda PCIS se od té doby stala dillezitym nastrojem pro studium absorpce
a toxicity novych 1éciv (Li et al. 2016) a také pro studium Iékovych interakci sledujicich
zejména inhibici, ale 1 indukci 1ékovych ABC transportérd, enzyml nebo nuklearnich

faktort (de Graaf et al. 2007, Groothuis a de Graaf 2013, Possidente et al. 2011).

Vyhodou PCIS je, Zze mohou byt pfipravovany ze vSech segmenti stfeva, a to jak
zvitectho, tak 1 lidského pivodu, coz umozZiuje sledovani odliSné transportni
a enzymatické aktivity v riznych stfevnich segmentech a studium mezidruhovych rozdila

(Groothuis a de Graaf 2013).
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Obrazek 9: Metoda PCIS s vyuZitim agardzy vytvatejici gel pii nizké teploté. Prevzato
a upraveno z: de Kanter et al. (2005).
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4. Hypotéza a cil prace

V soucasnosti pfedstavuji TDF a TAF farmakoterapii prvni volby v 1é€bé HIV infekce
a chronické HBV infekce (Tang et al. 2020, WHO 2018). Jedna se v obou ptipadech
o proléciva TFV. Obé¢ léCiva jsou povazovana za substrity ABCB1 a ABCG2
(EMA 2015, Neumanova et al. 2014), a jelikoZ ob¢ spadaji dle biofarmaceutického
klasifika¢niho systému do tiidy 3 (jedna se tedy o latky s nizkou permeabilitou a vysokou
rozpustnosti) (EMA 2015, FDA 2011), mohou efluxni transportéry vyznamné ovlivnit
jejich absorpci (Solvo Biotechnology n.d.).

Je znamo, ze TDF a TAF se vzajemné lisi svou biodostupnosti po p.o. podani. Jejich
prestup pres stievni bariéru a role sttevnich efluxnich transportéri vsak doposud nebyly

detailné popsany.

Cilem této diplomové prace bylo porovnat TDF a TAF z hlediska jejich 1) piestupu ptes
monovrstvu tvofenou Caco-2 buiikami, ii) stability ve stfeveé a kumulace v enterocytech
pomoci ultratenkych fezl stfeva potkana (rPCIS) a iii) vlivu ABCB1 a ABCG2 na jejich

sttevni absorpci.
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5. Experimentalni ¢ast
5.1. Studie na bunéénych liniich Caco-2

5.1.1. Material
Chemikalie a ¢inidla

DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium) (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri,
USA)

DMSO (dimethylsulfoxid) (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)
FBS (fetalni bovinni sérum) (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)

HBSS (Hank’s balanced salt solution) (Thermo Fisher Scientific; Waltham,
Massachusetts, USA)

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina) (Carl ROTH;

Karlsruhe, Némecko)

Hovézi albumin (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)

Ko143 (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)

Ly335979 (zosoquidar) (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)

MsOH (metansulfonova kyselina) (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)
NaHCO:s; (Penta s.r.0.; Chrudim, CZ)

NEAA (neesencialni aminokyseliny) (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)

PBS (Phosphate buffered saline; fostatovy pufr) (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri,
USA)

P/S (penicilin/streptomycin) (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)
TAF (MedChemExpress; New Jersey, USA)

TDF (Gilead Sciences; Foster City, Kalifornie, USA)

TEM (tenofovir monoester) (Gilead Sciences; Foster City, Kalifornie, USA)

TFV (Gilead Sciences; Foster City, Kalifornie, USA)
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Trypsin (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)

Kultivace bunééné linie Caco-2

Caco-2 bunky, ziskané z institutu ATCC (American Type Culture Collection), byly
kultivovany v DMEM s vysokym obsahem glukézy s ptidavkem 10 % FBS, 1 % NEAA
a 1 % P/S pii teploté 37°C v atmosfére 5 % COz. V den, kdy buiiky dosdhly 80-90%
konfluence byly rutinné¢ pasazovany. Pti kazdém pasazovani bylo nejprve z kultivacni
lahve odsato DMEM médium. Nasledn¢ byly buiikky omyty PBS, pfedem zahtatym
na teplotu 37°C. Poté byl k buiikdm pfidan roztok trypsinu (10 ul/cm? povrchu dna
kultiva¢ni lahve) a builky v ném byly za podminek 37°C, 5 % CO> inkubovany
az do jejich uvolnéni (cca 5 minut). Nasledné bylo k buiitkam ptidano Cerstvé predehiaté
(37°C) DMEM médium (1 ml) a buniky v ném byly rozsuspendovany. Rozsuspendované
buiky byly v poméru 1:5 pieneseny do nové kultivaéni ldhve a doplnény piedehiatym

(37 °C) DMEM médiem.

Pro potieby experimentu byly vyuZzivany buiiky v rozmezi 5. az 25. pasaze. Tyto bunky
byly nasazovany v poctu 300 000 bunék na porézni polykarbonitovou membranu
(Transwell® Permeable Support, Corning Incorporated; Cat. No. 3401; 1,12 cm?; velikost
poru 0,4 um), na niz byly nasledné kultivovany pfi teploté 37°C v atmosféie 5 % CO:
po dobu 21 dnt.

5.1.2. Transport pres monovrstvu tvoirenou bunécnou linii Caco-2

Pro ovéteni substratové afinity TDF a TAF k efluxnim ABC transportériim byly pouZzity
transportni studie pfes monovrstvu tvofenou bunéénou linii Caco-2. Tato metoda je
zaloZena na sledovani ptestupu lé¢iva (TDF/TAF) z donorového roztoku pies monovrstvu

Caco-2 bunék do roztoku receiverového.

V pfipad¢ sledovani transportu léCiva ve sméru z apikdlniho kompartmentu
do kompartmentu bazolateralniho (smér AB) je donorovy roztok obsahujici ptislusné
1é¢ivo pipetovan do kompartmentu apikalniho a receiverovy roztok (obsahujici albumin

v koncentraci 1 %) do kompartmentu bazolaterdlniho. Pokud je sledovan transport
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ve sméru z bazolaterdlniho kompartmentu do apikélniho (smér BA), je donorovy roztok
pipetovan do kompartmentu bazolateradlniho a receiverovy roztok do kompartmentu

apikalniho (Hubatsch et al. 2007).

Transport 1é¢iva ve sméru AB probiha na zaklad¢ pasivni diftize. Ve sméru BA je 1é¢ivo
transportovano rovnéz pasivni difuzi, zaroven se ale, pokud je dané 1é¢ivo substratem
prislusnych ABC transportért, na jeho transportu v tomto sméru podili i aktivni transport
zprostfedkovany efluxnimi ABC transportéry. Pokud je tedy 1é¢ivo substratem efluxnich
ABC transportért, jeho piestup pies polarizovanou monovrstvu Caco-2 bunck je
(v ptipadé, kdy do roztoki nejsou ptidany inhibitory efluxnich transportérii) mohutné&;jsi

ve sméru BA (Giacomini et al. 2010, Hubatsch et al. 2007, van Breemen a Li 2005).

V piipadé, kdy jsou do roztoka pifidany inhibitory piislusnych efluxnich transportért
(v ptipadé této diplomové prace byly vyuzivany Kol43 a Ly335979), dochézi k utlumu
funkce téchto transportéri, a tudiz klesa mira transportu 1é¢iva ve sméru BA, zatimco
transport ve sméru AB roste (jelikoz nedochézi k zpétnému vypuzovani 1é¢iva proslého
pres bunécnou monovrstvu zpét z receiverového kompartmentu do donorového)

(Giacomini et al. 2010).

Pokud zkoumané 1é¢ivo neni substratem prislusnych ABC transportért, dochézi k jeho
prestupu pifes bunénou monovrstvu jen na zakladé pasivni difuze a jeho transport

ve sméru AB 1 BA je tudiZ vyrovnany (Hubatsch et al. 2007).

Jednotliva 1éCiva je v pfipadé této metody mozno charakterizovat takzvanym
koeficientem permeability (Papp), ktery se vypocita jako: Papp=(dQ/dt)x(1/(AxCyp)), kde
dQ/dt odpovida mnozstvi transportovaného léciva pies buné€nou monovrstvu za dany
¢as, A predstavuje povrch membrany, ptes kterou probihd transport a Co je vychozi
koncentrace analyzovaného léfiva v donorovém kompartmentu. Na zakladé
vypocitanych Papp pro transport ve sméru AB 1 BA 1ze nasledné urcit takzvany efluxni
pomeér (efflux ratio; ER, rPapp), ktery se vypocitd jako pomér Papp BA/Papp AB (Hubatsch
et al. 2007). Hodnota ER >2 naznacuje, Ze na transportu léciva ve sméru BA se kromé
difuze podili 1 aktivni transport mediovany efluxnimi transportéry (Giacomini

et al. 2010).
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5.1.3. Postup

Tésné pred zahdjenim experimentu byl na kazdé z jamek Transwellu zméten takzvany
TEER (transepitelidlni elektricky odpor) pro ovéfeni zplsobilosti Trasnwellu
s bunéénymi monovrstvami k danému experimentu. Pro méfeni TEER byl pouzit

Milli-Cell Electrical Resistance System (Milli-pore Corporation; Bedford, MA).

Nasledné bylo z Transwellu odsato kultivacni DMEM médium a bunky byly oplachnuty
PBS (37°C). Pro oplach spodniho kompartmentu bylo vzdy pouzito 1,5ml PBS, pro horni
kompartment 0,5ml PBS. Po odsati PBS byly do jednotlivych kompartmenti Transwellu
pipetovany preinkubacni roztoky (37°C). Do spodnich (bazolateralnich) kompartmentii
byly pipetovany roztoky o pH 7,4, v objemu 1,5 ml na jednu jamku, do hornich
(apikalnich) kompartment byly pipetovany roztoky o pH 6,5, a to v objemu 0,5 ml
na jednu jamku. K upravé pH roztoki byly pouzity HEPES a MsOH. Po napipetovani
preinkubacnich roztoka byl Transwell vlozen do inkubétoru, kde probéhla 30minutova
preinkubace za podminek teplota 37°C, atmosféra 5 % CO>. Preinkubace byla ukoncena
odsatim preinkubacnich roztoki a do jednotlivych kompartmentii byly posléze
pipetovany roztoky inkubacni, tedy receiverové (obsahujici albumin v 1% koncentraci)
a donorové. Opét byla dodrZena zdsada pipetovani roztokii o pH 7,4 v objemu 1,5 ml
na jamku do bazolateralnich kompartmentt a roztokti o pH 6,5 v objemu 0,5 ml na jamku
do apikalnich kompartmentt. Poté probéhla 1hodinova inkubace (za totoznych podminek
jako preinkubace). Po 1hodinové inkubaci byly z receiverovych kompartment odebrany
vzorky o objemu 200 pl pro naslednou HPLC (High-performance liquid chromatography)
analyzu, objemy v receiverovych kompartmentech byly doplnény na plivodni hodnotu.
Poté nasledovala dal$i 1 hodina inkubace. V €ase 2 hodiny od zacatku inkubace byly
z receiverovych kompartmentti znovu odebrany vzorky o objemu 200 pl pro naslednou
analyzu. HPLC analyza odebranych vzorkil probihala na Katedife analytické chemie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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5.2. Inkubace rPCIS

5.2.1. Material

Chemikalie

Agardza vytvarejici gel pii nizké teploté (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)
CP100356 (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)

DMSO (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)

Krebs-Henseleit buffer (roztok Krebs-Henseleit byl pfipraven podle de Graaf et al.
(2010))

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific; Waltham, Massachussets,
USA)

SOF (sofosbuvir) (Scintila; Jihlava, Ceska republika)
TAF (MedChemExpress; New Jersey, USA)
TDF (Gilead Sciences; Foster City, Kalifornie, USA)

WME (William’s medium E containing L-glutamine) (Thermo Fisher Scientific;

Waltham, Massachussets, USA)
Laboratorni potkani

Pro experimenty byli pouziti samci laboratornich potkanii Wistar ziskani od spole¢nosti
Velaz (Praha, Ceska republika) z chovu Charles river o vaze 380 az 510 g. Chovani byli
za standardnich podminek (cykly den/noc 12hodin/12 hodin, krmeni a voda ad libitum).
Usmrceni byli dislokaci kréni patete (pro celkovou anestézii byl pouzit diethylether).

rPCIS byly piipravovany z potkaniho jejuna.

5.2.2. Princip metody

rPCIS slouzi jako ex vivo model stfevni bariéry, ktery napodobuje buiiky lidského streva
jak z hlediska exprimovanych efluxnich transportért, tak i z hlediska pfitomnosti

metabolizujicich enzymil (de Graaf et al. 2010, Groothuis a de Graaf 2013, Possidente
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et al. 2011). Diky tomu mohly byt transportni studie na rPCIS vyuzity nejen pro sledovani
vlivu inhibice efluxnich tranposrtérti na transport TDF a TAF a na jejich akumulaci
v enterocytech, ale 1 pro hodnoceni rychlosti metabolizace TDF a TAF enzymy

lokalizovanymi ve stfeve a jejich stability ve stieve.

V piipadé studii zaméefenych na metabolizaci TDF a TAF a jejich stabilitu ve stfeve byly
v definovanych ¢asovych intervalech odebirany vzorky z roztoka inkubovanych s rPCIS
a z kontrolnich roztokti (bez rPCIS, ptipravenych totoznym zptisobem). Nasledné byly
porovnavany koncentrace parentnich 1é¢iv (TDF/TAF) a jejich metaboliti ve vzorcich
inkubovanych s rPCIS s jejich koncentracemi v kontrolnich roztocich. V ptipad¢, kdy je
parentni 1é¢ivo metabolizovdno enzymy exprimovanymi enterocyty, lze ocekévat, Ze jeho
rozklad na metabolity bude ve vzorku inkubovaném s rPCIS rychlejsi neZ jeho spontanni
rozklad v kontrolnim roztoku. V takovém piipadé by tedy ve vzorku inkubovaném
s rPCIS mély byt zjistény nizsi koncentrace parentniho 1é¢iva, a naopak vyssi koncentrace

jeho metabolitli nez v kontrolnim roztoku.

U akumulaénich studii byla hodnocena koncentrace TDF/TAF v buikach rPCIS
v definovanych ¢asovych intervalech (koncentrace 1é¢iva byla vztazena na 1 mg proteinu
fezu). Akumulaci 1é¢iv v enterocytech mohou vyrazné snizovat efluxni transportéry
vypuzujici molekuly 1é¢iv proslych do nitra enterocytll zpét do lumen stfeva. Z tohoto
davodu Ize ocekavat, ze pokud je dané 1é¢ivo substratem efluxnich transportéri, bude
jeho akumulace v rPCIS vyssi v pfipadech, kdy budou do inkubacnich (a preinkubacnich)
roztokll pfidany specifické inhibitory téchto transportérti, nez v ptipadech, kdy inhibitory

pouzity nebudou.

5.2.3. Postup

rPCIS byly pfipraveny podle de Graaf et al. (2010), stievo bylo po vyjmuti z potkana
vlozeno do roztoku Krebs-Henseleit (chlazeného na teplotu 4°C, nasyceného kyslikem),
byla z n¢j odstranéna svrchni svalova vrstva a jeho lumen bylo vyplnéno agardzou
vytvatejici gel pii nizké teploté. Ke krajeni fezl (pfiblizné€ o tloust’ce 250 um) byl pouzit

Krumdieck tissue slicer MD4000 (Alabama R&D; Munford, Alabama, USA).

Nasledovala 30minutova preinkubace fezti v preinkubacnich roztocich obsahujicich

WME obohacené o glukézu v koncentraci 25 mM a piipadné modelové inhibitory
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efluxnich transportéri (CP100356). Preinkubace probihala za podminek objemy roztok
0,5 ml, teplota 37°C, atmosféra 80 % Oz, 5 % COz. Poté byly fezy pfeneseny do roztokli
inkubacnich, které uz obsahovaly piislusné antivirotika. Inkubace probihala za totoznych
podminek jako preinkubace. Ukoncena byla vyjmutim fezii z inkubac¢nich roztokt a jejich
omytim 2x v 1 ml roztoku Krebs-Henseleit (chlazeného na teplotu 4°C, nasyceného
kyslikem). Zastaveni metabolické aktivity bylo zajisténo vlozenim do nadoby se suchym

ledem.

Nasledné byly k feziim ptidany sklenéné kulicky (ptiblizné 300 mg ke kazdému fezu,
pramér kuli¢ek 1,25 az 1,65 mm; Carl Roth; Karlsruhe, Germany) a vnitini standard pro
HPLC analyzu (jako rozpoustédlo byl pouzit acetonitril) a fezy byly zhomogenizovany
pomoci pfistroje FastPrep24 5G (MP Biomedicals; Santa Ana, Kalifornie, USA;
podminky homogenizace byly rychlost 6,0 m/s, ¢as 45 sekund, opakovani 2x). Poté byla
provedena centrifugace vzorkd (podminky centrifugace byly 10 000 otacek, doba

centrifugace 10 minut).

Po centrifugaci byly ze supernatantu odebrany vzorky o objemu 100 ul pro néaslednou
HPLC analyzu (HPLC analyza byla provedena na Katedie analytické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovi v Hradci Kralové). Po odebrani téchto 100 pl
byly zhomogenizované vzorky vloZeny do suchého inkubatoru (teplota 37°C), kde byly
ponechdny do odpateni zbytku rozpoustédla. Po odpafeni rozpoustédla byly pelety
rozpoustény v SM roztoku NaOH (objem 200 uM na jeden vzorek), ve kterém byly
ponechdny po dobu 24 hodin. Poté byly vzorky ziedény vodou Milli-Q na koncentraci
NaOH 1 M. V takto upravenych vzorcich byl stanoven celkovy protein pomoci soupravy

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific; Rockford, Illinois, USA).

5.3. Statisticka analyza

K vyhodnoceni a grafickému zpracovani dat byl pouzit program GraphPad Prism 9.0.2.
(GraphPad Software, Inc; San Diego, Kalifornie, USA). Vysledky jsou uvadény jako
aritmeticky primér biologickych ¢i technickych replikat + smérodatna odchylka (SD).

Statisticky byly hodnoceny pouze experimenty s n > 3; a byl pouzit neparovy Studentiiv
t-test. Za statisticky signifikantni jsou povazovany hodnoty, pfi nichz p <0,05 (*),

p<0,01 (**¥), p < 0,001 (***) ap>0,05 (ns).
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6. Vysledky

6.1. Obousmérny transport TDF a TAF pres Caco-2

monovrstvu

Prvnim krokem experimentalniho feSeni diplomové prace bylo ovéfeni, zda stfevni
ABCBI1 a ABCG2 mohou ovlivnit absorpci TDF a TAF. Provedli jsme tedy transportni
studie pies monovrstvu tvoienou bunécnou linii Caco-2, bez a v ptitomnosti modelovych
inhibitort. ABCB1 (Ly335979) a ABCG2 transportéru (Kol43). TDF a TAF byly
testovany pfi koncentraci 10 uM. ER pro TDF byly 14,9 (po 60 min) a 12,2 (po 120 min)
(Obrazek 10A) a pro TAF byly 23,4 (po 60 min) a 26,2 (po 120 min) (Obrazek 10D), coz
poukazuje na zapojeni aktivniho transportéru v piestupu testovanych latek pres bunénou
monovrstvu. V ptitomnosti Ly335979 (1 pM) hodnota ER poklesla v ptipadé¢ TDF
na hodnotu 0,7 (po 60 min) a 0,8 (po 120 min) (Obrazek 10B) a u transportu TAF
na hodnotu 2,3 (po 60 min) a 2,1 (po 120 min) (viz Obrazek 10E). Pouziti Ko143 (1 uM)
hodnotu ERu transportu TDF (Obrdzek 10C) a TAF (Obrazek 10F)
nesnizilo. Nepozorovany vliv inhibice ABCG2 miize v tomto pfipad€ souviset s nizkou

expresi ABCG2 transportéru Caco-2 buitkami (Xia et al. 2005).

41



% of TDF

% of TAF

A)

15+ TDF 15 TDF + LY 1 uM 159 TDF+Ko1pM
-+ AB
-~ AB
10 r 7+ BA w10+ -+ BA u 104 -
AB
e L g A
i/ S S r's & BA
1 / 2 5 ER=0,7/0,8 2 5] / o
5 ER=14.9/12,2 5 ER=16,9/17 5
0 g ——— @ __-::-::'—_4—'__ =1 0 / e
T T 1 0 -p—— T T 1 T T 1
0 50 100 150 0 50 100 150 0 50 100 150
time (min) time (min) time (min)
D) E) F)
20 TAF 209 TAF+LY1uM 20 TAF+Ko1puM
154 P Yy 154 -~ AB 154
I 7 E -+ BA w 3z M8
107 - AB w5 10 £ 104 _— & BA
5] -
- BA 2 ER=2,3/2.1 2 A
59/ ER=23,4/26,2 5 s / ER=12,9/16,5
/ ik
A .
R S— ) — ]
0 50 100 150 — ] e
0 50 100 150
time (min) N . 0 50 100 150
tre (min) time (min)

Obrazek 10: Grafické znazornéni AB a BA transportu TDF (A, B, C) a TAF (D, E, F),

testovanych v koncentraci 10 pM, pfes bunéné monovrstvy Caco-2 bunék
bez modelovych inhibitorti efluxnich transportérii (A, D), v pfitomnosti modelového
inhibitoru ABCBI1 (Ly335979, 1 uM) (B, E) a v pfitomnosti modelového inhibitoru

ABCG2 (Ko143, 1 uM) (C, F), (n=1). Vysledky jsou prezentovany jako primér + SD.

U TDF a TAF jsme dale porovnali jejich permeabilitu pfes bunéénou monovrstvu Caco-2
buncék ve sméru AB pomoci P.pp AB v ¢ase 60 minut (Obrazek 11). V piipadé TDF
(bez metaboliti) byl Papp AB roven 0,52, u TDF v souctu s jeho metabolity (TEM
aTFV) 0,54, u TAF (bez metabolitl) 0,57 a u TAF v souctu s jeho metabolitem
(TFV) 0,60. Z hodnot, které jsme ziskali, se zda, Ze permeabilita pfes bunécnou

monovrstvu Caco-2 bunék ve sméru AB je mirn€ vyssi v ptipadé TAF.
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Obrazek 11: Grafické znazornéni porovnani Payp AB v €ase 60 min méfeného pro TDF,
TDF a jeho metabolity, TAF, TAF a jeho metabolity (n = 1). TDF i TAF byly testovany
pfi koncentraci 10 pM. Vysledky jsou prezentovany jako primeér + SD.

6.2. Akumulacni studie s TDF a TAF na rPCIS

6.2.1. Studium stability TDF a TAF v pritomnosti rPCIS

TDF i1 TAF byly testovany pfi koncentraci 100 uM. TDF byl do jisté miry nestabilni
1 v samotném inkuba¢nim médiu (bez ptitomnosti rPCIS). Po 60 minutach byla zmétena
koncentrace pfiblizné na 50 % vychozi koncentrace TDF (z pivodnich 54,4 mg/ml klesla
na 28,3 mg/ml). V ptitomnosti rPCIS byla hydrolyza TDF vyznamné urychlena.
Po 60 minutach byla koncentrace TDF 6,0 mg/l (Obrazek 12A). Soucasné s poklesem
koncentrace TDF byl pozorovan nartist koncentrace TFV a TEM (Obrazek 13A, B).
U TAF nebyl rozdil ve stabilit¢ mezi inkubaci vmédiu a médiu s rPCIS, kpoklesu

koncentrace v ¢ase nedochazelo (Obrazek 12B).
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Obrazek 12: Grafické znézornéni stability TDF (A) (n=4), TAF (B) (n=3), testovanych
v koncentraci 100 uM, v ptitomnosti rPCIS. Vysledky jsou prezentovany jako primér +

SD. Pro zhodnoceni statistické vyznamnosti vysledki byl pouzit neparovy Studentiv t-test.
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Obrazek 13: Grafické znazornéni narGstu koncentrace metaboliti  TDF,
TFV (A) (n=4) a TEM (B) (n=3), v médiu pti inkubaci 100uM TDF s rPCIS. Vysledky
jsou prezentovany jako primeér = SD. Pro zhodnocenti statistické vyznamnosti vysledkt

byl pouzit neparovy Studentilv t-test.
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Obrazek 14: Grafické znazornéni stability TDF (A) (n=7), TAF (B) (n=3), testovanych
v koncentraci 100 uM, v ptfitomnosti rPCIS po 60minutové inkubaci. Vysledky jsou
prezentovany jako primér = SD. Pro zhodnocenti statistické vyznamnosti vysledkli byl

pouzit neparovy Studentlv t-test.

6.2.2. Vliv inhibice ABCB1 na akumulaci TDF/TAF v rPCIS

Pti sledovani akumulace TDF a TAF v rPCIS jsme ptedpokladali, Ze pouziti modelovych
inhibitori ABCBI1 jejich akumulaci v rPCIS zvysi. Testovali jsme TDF a TAF
v koncentracich 100 puM. Jako modelovy inhibitor efluxniho transportéru ABCB1 byl
pouzit CP100356 v koncentraci 2 uM. Po 60minutové inkubaci byla koncentrace TDF
v rPCIS velmi nizkd, vrozsahu pfiblizné 4 az 14 ng/mg proteinu. Nicméné jsme

zaznamenali narGist koncentrace metaboliti vzniklych hydrolyzou TDF, TFV
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aTEM (Obrazek 15A). To je zfejm¢ disledek rychlé¢ hydrolyzy TDF v médiu

a expozice rPCIS zvySujicim se koncentracim TEM a TFV v priibéhu inkubace.

Ackoliv je TAF je povazovan za stabilni prolécivo (Birkus et al. 2015), i u n¢j jsme
pozorovali vyznamnou hydrolyzu vrPCIS. Koncentrace TFV vrPCIS vice jak
6% prevySovala koncentraci TAF (Obrazek 15C). V ptitomnosti CP100356 dochazi
ke zvysené kumulaci metaboliti TDF (Obrazek 15B) a TAF (Obrazek 15D) v Case.
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Obrazek 15: Grafické znazornéni akumulace TDF (A, B) a TAF (C, D), testovanych
pfi koncentraci 100 uM, a jejich metabolitd v buitkach rPCIS bez inhibitoru ABCB1 (A,
C), v pfitomnosti modelového inhibitoru ABCBI1 (CP100356, 2 uM) (B, D) (V piipade
grafu (A) n =4, pro graf (B) n = 2, pro graf (C) n = 3 a pro graf (D) n = 2). Vysledky jsou

prezentovany jako primér + SD.

V nasledujicim kroku jsme kvantifikovali vliv CP100356 (2 uM) na akumulaci
metabolith u TDF a metabolitd a parentni latky u TAF. V pfipadé TDF doslo
k 1,2-ndsobnému zvysSeni akumulace v 60. minuté (Obrazek 16A), v ptipadé¢ TAF a jeho
metabolitli se akumulace v 60. minuté zvysila pfiblizné 1,3krat (Obrazek 16B). Kdyz
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jsme hodnotili vliv CP100356 na akumulaci pouze TAF, statisticky signifikantni rozdil
nebyl pozorovan (Obrazek 16C).
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Obrazek 16: Grafické znazornéni relativniho narGstu akumulace u metabolitd
TDF (A)(n=4), u TAFvsouttu sjeho metabolity (B)(n=4) au TAF
bez metabolitii (C) (n =3) vrPCIS po inkubaci (60 min) TDF (100 uM) nebo TAF
(100 uM) s/bez CP100356, modelového inhibitoru ABCB1. Pro zhodnoceni statistické

vyznamnosti vysledkii byl pouzit neparovy Studentiiv t-test.

6.2.3. Efekt sofosbuviru na stabilitu a akumulaci TDF a jeho metabolita

v rPCIS

Sofosbuvir (SOF) patfi mezi DAA (pfimo pisobici antivirotika neboli
Direct acting antivirals) pouzivana v terapii hepatitidy C. Jedna se o prolécivo, které je
vorganismu  metabolizovino na  2’-deoxy-2’-alfa-flouro-beta-C-methyluridine-
5’-monofosfat, ktery je nasledné fosforylovan na trifosfat, ktery pisobi jako inhibitor
NS5B  (non-structural protein 5B)  polymerazy a  zabratiuje tak  replikaci
(DrugBank 2015, National Center for Biotechnology Information 2021). SOF je
popsanym substratem ABCB1 a ABCG2 (FDA 2013).

Klinické¢ studie ukazaly, Ze soucasné wuzivani TDF spolu se SOF vede
ke zvyseni biodostupnosti TFV (FDA 2013). V ptipadé spole¢ného uzivani TDF a SOF
je proto doporuceno monitorovat u pacientti nezadouci ucinky TDF a ptipadné zvazit
vyménu TDF za TAF (AIDSinfo 2016). Nicméné molekularni mechanismus této 1ékové

interakce neni znam.
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Na zéklad¢ vySe zminénych informaci o farmakokinetické Iékové interakci TDF a SOF
jsme se rozhodli testovat vliv SOF (100 uM) na stabilitu TDF (100 uM) vici hydrolazadm
a na akumulaci TDF (100 uM) (a jeho metabolitti) v rPCIS.

Dosud provedené experimenty naznacuji, ze SOF (100 uM) neovliviiuje hydrolyzu TDF
(100 uM) v médiu, ale zlepsuje jeho stabilitu v pfitomnosti rPCIS (Obrazek 17).
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Obrazek 17: Grafické znazornéni vlivu SOF (100 uM) na stabilitu TDF (100 pM)
v ptitomnosti rPCIS. V grafu jsou znazornény koncentrace TDF v médiu (ng/ml)

po 60 minutach inkubace (n = 2). Vysledky jsou prezentovany jako priimér + SD.
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Obrazek 18: Grafické znazornéni rychlosti rozkladu TDF (100 pM) v médiu
v pritomnosti rPCIS bez SOF (A) a se SOF (100 uM) (B) (pro oba grafy n = 2). Vysledky

jsou prezentovany jako prameér + SD.
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Concentration of TDF ng/mg of protein

Z dat, ktera jsme ziskali, vyplyva, ze v ptipadé¢, kdy do inkubaéniho roztoku nebyl piidan
SOF (Obrazek 18A), je TDF vyrazné rychleji rozkladan v ptitomnosti rPCIS nez v ¢istém
médiu, zatimco v piipadé, kdy byl pouzit inkubacni roztok se SOF (Obrazek 18B), je
rychlost rozkladu TDF v pfitomnosti rPCIS a v ¢istétm médiu témétf totoznd, coz
naznacuje, ze by SOF mohl inhibovat degradaci TDF hydroldzami pfitomnymi
ve stieve. Tato tvrzeni by ale bylo déle potfeba potvrdit provedenim vyssiho poctu

na sob¢ nezavislych méfeni.
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Obrazek 19: Grafické znazornéni vlivu SOF (100 uM) na akumulaci TDF testovaného
pti koncentraci 100 uM (A) a jeho metaboliti TEM (B), TFV (C) v buiikach rPCIS
(pro vSechny grafy n =2). Vysledky jsou prezentovany jako pramér + SD.

V dal§im kroku jsme pozorovali, ze SOF (100 uM) zvySoval akumulaci TDF a TEM
vrPCIS ve vSech méfenych casech (Obrazek 19). Vzhledem knizkému poctu
biologickych replikath je vSak nutné tento experiment zopakovat, aby bylo mozZné proveést

statistickou analyzu a vyvodit zavéry.

Nicméné lze alespon spekulovat, Ze mechanismus zvySené biodostupnosti TFV
v kombinaci TDF a SOF mize ¢astecné¢ vzniknout na podkladé vyssi absorpce TDF
aTEM z GIT, kterda mtze byt zpisobena jednak inhibici ABCBI1, jednak snizenym
hydrolytickym §tépenim TDF v ptitomnosti SOF. Moznost 1ékové interakce SOF a TDF
na ABCBI je vSak nutné jesté ovefit pomoci oboustranného transportu pies monovrstvu
Caco-2 bun€k. A vzhledem k moZnym mezidruhovym rozdilim (napf. v zastoupeni

a funkci hydrolaz) je nutné provést akumula¢ni experiment 1 na lidském stfevu.

48



7. Diskuze

TDF a TAF jsou proléciva antivirotika TFV ze skupiny NRTI, kterd zvySuji
biodostupnost TFV po p.o. podani (Birkus et al. 2015). TDF i TAF jsou v monoterapii
1é¢bou prvni volby u pacienta s chronickou HBV infekci a patii mezi preferencni 1é€¢iva

v ramci cART u HIV infekce (Tang et al. 2020, WHO 2018).

Z divodu casté nutnosti polyterapie je u HIV pacientll vyssi riziko vzniku 1ékovych
interakci. Jednim z dalezitych mist vzniku l€ékovych interakei jsou Iékové efluxni
transportéry ABCB1 a ABCG2. Tyto transportéry ovliviiuji farmakokinetiku 1é¢iv (Alam
et al. 2016) a ve stievé jsou zodpoveédné za snizeni absorpce nékterych 1é¢iv (DeGorter
et al. 2012). TDF i TAF jsou substraty obou téchto efluxnich transportéri (Begley
etal. 2018, EMA et al. 2015, Neumanova et al. 2014). TDF 1 TAF patii
dle biofarmaceutického klasifika¢niho systému do tfidy 3 (EMA 2015, FDA 2011), tedy
mezi léCiva s vysokou rozpustnosti a nizkou permeabilitou, jejichz prostup pies
membrany mohou zdsadné ovlivnit efluxni transportéry (Solvo Biotechnology n.d.). Lze
tedy pfedpokladat, Ze ABCB1 a ABCG2 snizuji stfevni absorpci téchto 1éCiv a 1ékové
interakce na téchto transportérech mohou byt pfi¢inou zmén v biodostupnosti TDF

a TAF.

V prvnim kroku jsme se pomoci transportnich studii provedenych na monovrstvach
tvofenych Caco-2 bunikami snazili potvrdit, Ze TDF a TAF jsou substraty ABCBI1
a ABCG2. Bez pfitomnosti inhibitoru byly hodnoty ER u TDF 1 TAF >2, coz poukazuje
na zapojeni aktivniho transportu. V ptitomnosti Ly335979 (1 uM) doslo v ptipadé¢ TDF
1 TAF kpoklesu ER o vice jak 50 %. Tim jsme prokdzali zapojeni ABCBI
do transepitelidlniho pfestupu téchto latek (Giacomini et al. 2010). V piipad€ interakce
testovanych latek s ABCG2 byla situace komplikovangjsi. Kol143 (1 uM) nesnizil ER
u TDF a o méné nez 50 % v piipadé TAF. Tyto vysledky ukazuji, ze TDF by nebyl
transportovany ABCG2, zatimco TAF by byl pouze slabym substratem. Diivodem, pro¢
vliv inhibice ABCG2 na transport TDF a TAF nebyl pozorovan, mliZze byt na§ zvoleny
transportni model. PouZzivali jsme Caco-2 buniky v pasazich 5 — 25, dle vysledki studie
provedené Xia et al. (2005) je exprese ABCG2 transportéru vyrazné nizsi nez u bun¢k
ziskanych z pasazi pozdé¢jsich (Xia et al. 2005). Lze se tedy i domnivat, Ze mnozstvi
ABCG?2 bylo i niz$i v porovnani MDCKII ABCG2 bunikami pouZitymi v pfedchozich
studiich, které¢ TDF jako substrat ABCG2 potvrdily (Neumanova et al. 2014).
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U TDF a TAF jsme rovnéz porovnali jejich permeabilitu pfes bunéénou monovrstvu
Caco-2 bun¢k ve sméru AB (pomoci hodnot Py, AB), a to pro parentni latky i parentni
latky s metabolity (produkty hydrolyzy ptedstavovaly 5 % z analyzované¢ho obsahu).
Nase vysledky ukazuji, ze permeabilita pies bunécnou monovrstvu Caco-2 bunck
ve sméru AB je mirn¢ vyssi u TAF, nicméné tento rozdil neni zfejm¢ dostatecny, aby
vysvétlil rozdilnou biodostupnost u obou latek. Tyto vysledky naznacuji, Ze rozdil
v biodostupnosti TAF a TDF je zpusoben pravdépodobné rozdilnym metabolismem
ve stievé a/nebo jatrech. Hodnoty Pa, AB, které jsme naméfili u TDF (10 uM),
odpovidaji hodnotdm ziskanym Tong et al. (2007). Informace o vzdjemném porovnani

permeability TDF a TAF vsak doposud nebyly publikovany.

Na buné¢né linii Caco-2 byly rovnéz testovany 1 TFV a TEM vznikajici hydrolyzou TDF.
Vysledky, které jsme ziskali, vSak byly zna¢né variabilni. Experiment se tedy
pravdépodobné technicky nezdaftil a je zapotiebi ho zopakovat. Zajimavé by rovnéz bylo
u TFV a TEM stanovit koeficienty permeability Papp AB a porovnat je s permeabilitou
TDF a TAF.

Vliv selektivni inhibice ABCB1 na transport TDF a TAF ve stfevé se ndm podaftilo
potvrdit i pomoci rPCIS pfipravenych z potkaniho jejuna, u n¢hoz byl jiz fadou studii
potvrzen vliv ABCBI1 na transport latek spadajicich do tfidy 3 biofarmaceutického
klasifika¢niho systému (Dahan a Amidon 2009). Z dat, kterd jsme ze studii na rPCIS
ziskali, Ize vyvodit, ze CP100356 (2 uM) zvysSuje akumulaci TDF a jeho metaboliti
(TEM a TFV) v bunkéach rPCIS, pficemZz metabolity tvofily majoritni ¢ast. Tento
vysledek souvisi s velmi rychlou hydrolyzou TDF v médiu, kterd je jeSté¢ urychlena
pfitomnosti rPCIS, a pak hydrolyzou ve vlastnim fezu. Rychla hydrolyza TDF, kterou
jsme pozorovali, odpovida obecné¢ uznavanému tvrzeni, ze TDF je velmi rychle
hydrolyzovan sttevnimi hydroldzami (Birkus et al. 2015, Callebaut et al. 2015, Lee
et al. 2005, Moss et al. 2017). CP100356 (2 uM) rovneéz zvySoval akumulaci TFV
v rPCIS inkubovanych v pfitomnost TAF, zatimco koncentrace TAF se oproti
kontrolnimu vzorku nezvysila. I zde jsme sledovali stabilitu TAF v inkuba¢nim médiu.
Nepozorovali jsem Zadnou vyznamnou hydrolytickou aktivitu, a to ani v pfitomnosti
rPCIS. Proto usuzujeme, Ze narust TFV v rPCIS s CP100356 je dan zvySenym zachytem
TAF a jeho rychlou hydrolyzou na TFV. Na akumulaci samotného TAF nemélo pouziti
CP10356 signifikantni vliv. TAF se jevil tedy jako stabilnéjs$i forma. Nicméné nase

vysledky v rozporu s publikovanou literaturou, ktera zastava ndzor, ze TAF je na TFV
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pfeméiovan predev§im az v cilovych bunikach (Birkus et al. 2015, Lee et al. 2005,
Markowitz et al. 2014, Ruane et al. 2013), naznacuji, ze i TAF je ve stievé do znané
miry hydrolyzovan (koncentrace TFV v rPCIS vice nez 6x ptevySovala koncentraci
TAF). Pro posouzeni vyznamnosti naSich vysledki by vSak bylo vhodné provést dale
studie zaméfené na farmakokinetiku TDF a TAF i na lidském stfevé, jelikoz vysledky,
které jsme ziskali pomoci rPCIS, mohou byt zatizeny mezidruhovymi rozdily v expresi

sttevnich hydrolaz (Taketani et al. 2007).

Déle jsme se v ramci této prace pokusili objasnit klinicky pozorovanou 1ékovou interakci
mezi TDF a SOF. SOF je prolé¢ivo pouzivané v terapii hepatitidy C, které (po preméné
na aktivni metabolit) piisobi jako inhibitor NS5B polymerdzy (DrugBank 2015). Aktudlni
doporucené postupy pro 1écbu HIV infekce uvadéji, ze spoleéné podavani TDF a SOF
muze vést k vyraznému zvySeni biodostupnosti TFV (AIDSinfo 2016, FDA 2013). Z toho
diavodu je doporucovano pii spolecném podavani TDF a SOF monitorovat potencialni
nezadouci u¢inky TDF a u pacientd, u nichz je riziko rozvoje nezadoucich ucinki TDF
vysoké, zvazit vyménu TDF za TAF (AIDSinfo 2016). Podstata 1ékové interakce TDF
a SOF vsak doposud nebyla plné objasnéna.

Data, ktera jsme ziskali pomoci studie na rPCIS naznacuji, Ze SOF (100 uM) neovliviiuje
rozklad TDF (100 uM) v €istém médiu, ale zvySuje jeho stabilitu v pfitomnosti rPCIS.
Lékova interakce SOF s TDF by tedy teoreticky mohla spocivat v ovlivnéni stfevni
hydrolytické aktivity. Vyznamnou roli v metabolismu SOF hraje mimo jiné
1 karboxylesteraza (DrugBank 2015), ktera je zodpovédnad i za rychlou hydrolyzu TDF
ve stievé (Moss et al. 2017). SOF a TDF jsou tedy ve stfevé metabolizovany stejnym
enzymem. Je tedy mozné, Ze SOF inhibuje stfevni karboxylesterdzu, ¢imz se snizi
rychlost hydrolyzy TDF ve stfeveé. Rovnéz je potieba vzit v tivahu, ze SOF 1 TDF jsou
substraty efluxnich transportérit ABCB1 a ABCG2 (FDA 2013, Neumanova et al. 2014).
Na Iékové interakci TDF a SOF by se tedy potencidlné mohla podilet i kompetitivni
inhibice efluxnich transportérit ABCB1 a ABCG2. To naznacuji i naSe data. Pfitomnost
SOF (100 uM) zvySuje akumulaci TDF a jeho metabolitu TEM v rPCIS. Vzhledem k
nizkému poctu provedenych méfeni (n=2) je vSak potieba nase vysledky potvrdit dal§imi
experimenty na rPCIS a dale i na lidském stfeveé. Lékovou interakci TDF a SOF na Grovni
efluxnich transportérii by dale bylo vhodné ovéfit pomoci transportni studie na Caco-2
bunécné linii. Pfi interpretaci vysledkl studie 1ékové interakce SOF a TDF je rovnéz

potieba vzit v potaz, ze ndmi pouzivané koncentrace (u TDF i SOF jsme pracovali
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se 100uM roztoky) neodrazi skutecné koncentrace, kterych tato 1éCiva ve stievé pii
podavani obvyklych terapeutickych davek dosahuji. Jelikoz vSak uz ndmi testované
koncentrace jsou za podminek experimentu z hlediska rozpustnosti hrani¢ni, nejsme
schopni pomoci ex vivo metod interakci TDF se SOF v koncentracich, kterych dosahuji

ve stieve pii obvyklém davkovani, otestovat.
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8. Zavér

Tato prace se vénuje studiu interakci proléciv antivirotika TFV, TDF a TAF, se stfevnimi
efluxnimi ABC transportéry, konkrétné ABCB1 a ABCG2, a to pomoci in vitro a ex vivo
modela stievni bariéry. V experimentalni ¢asti se ndm pomoci studii na bunécné linii
Caco-2 a rPCIS podatilo potvrdit, ze TDF i TAF jsou substraty efluxniho transportéru
ABCBI a ze jeho inhibice je spojena se zvySenou akumulaci metaboliti TDF a TAF
v rPCIS a muze tak vést ke zvySeni biodostupnosti TFV po p.o. podani TDF a TAF.

Obecn¢ uznavané tvrzeni, ze TDF a TAF jsou substraty efluxniho transportéru ABCG2
(Begley et al. 2018, EMA 2015, Neumanova et al. 2014), nase studie na buné¢né linii
Caco-2 nepotvrdily, coz mize souviset s nizkou expresi ABCG2 transportéru Caco-2

buinikami (Xia et al. 2005) nebo s rozdilnosti pouzit¢ho experimentalniho modelu.

Vysledky ziskané ze studii, které jsme provedli na rPCIS, dale nepotvrdily ptedpoklad,
ze TAF neni hydrolyzovan stfevnimi enzymy, nicméné jeho stabilita je vétsi ve srovnani
s TDF. Nase vysledky jsou v rozporu s fadou studii, ze kterych vyplyva, ze TAF je
specificky metabolizovan az v cilovych buiikach, coz vede, v porovnani s TDF,
k vyraznému snizeni systémovych koncentraci TFV po p.o. podani TAF (Lee et al. 2005,
Markowitz et al. 2014, Ruane et al. 2013). Nami ziskané vysledky by ale bylo vhodné
dale potvrdit dal§im opakovanim na potkanim stievé a studiemi na lidském strevé, jelikoz
vysledky ziskané z rPCIS mohou byt zatiZeny mezidruhovymi rozdily v expresi stfevnich

hydrolédz (Taketani et al. 2007).

Za pouziti rPCIS jsme se rovnéZ pokusili objasnit podstatu klinicky pozorované Iékové
interakce TDF se SOF. Doporucené postupy pro 1écbu HIV infekce uvadéji, ze spole¢né
uzivani TDF a SOF mize vést ke zvySeni biodostupnosti TFV (AIDSinfo 2016). Data,
kterd jsme ze studii provedenych na rPCIS ziskali, naznacuji, Ze jednim z moznych
mechanismi této interakce by mohla byt inhibice hydrolyzy TDF ve stievé SOF.
Pti pouziti SOF jsme pozorovali zvySeni stability TDF v pfitomnosti rPCIS. Nase
vysledky dale naznacuji, Ze na interakci TDF a SOF by se mohla podilet 1 inhibice
efluxnich transportérii. SOF zvySoval akumulaci TDF a jeho metabolitu TEM v bunkach
rPCIS ve vSech hodnocenych ¢asech. Vzhledem k nizkému poctu provedenych méteni je

ale potieba nase zjisténi potvrdit dal§imi studiemi na rPCIS a poté i na lidském stfevé.
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