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Abstrakt:

Darunavir je 1é¢ivo uzivané v terapii HIV, pattici do skupiny protedzovych inhibitord. Tyto
inhibitory protedz byvaji soucasti kombinované antiretroviralni terapie. Darunavir se pro
zvyseni biodostupnosti uziva vzdy v kombinaci s ritonavirem ¢i kobicistatem. JakoZto substrat
CYP3A4 a ABCBI1 (P-glykoproteinu) je DRV lé¢ivem s vysokym potencidlem k lékovym
interakcim a s ohledem také na mnozstvi nezddoucich ucinkt, kterymi disponuje, je nezbytné
tyto 1ékové interakce pro bezpecnou terapii znat. Inhibici intestindlniho ABCB1 soucasné
podavanymi l1é€ivy by mohlo navic dojit ke zvySeni biodostupnosti darunaviru, a tim i snizeni

cetnosti administrace s diisledkem zlevnéni terapie.

Prace se zabyva studiem lékovych interakci darunaviru in vitro metodami za vyuZiti dvou
bunéénych linii — MDCKII a Caco-2 bunék. Vysledky ziskané z transportu darunaviru pies
monovrstvy MDCKII bunék naznacuji, Ze je darunavir substraitem ABCBI, nikoliv ABCG2
a ABCC2 transportéru. Vysledky lékovych interakci jak s modelovym inhibitorem GF120918,
tak s testovanymi antivirotiky na MDCKII jsou vSak zna¢né nekonzistentni a MDCKII linie
se tak zda byt nevhodnym modelem pro studium lékovych interakci darunaviru na lidském
ABCBI1, pfevazné vzhledem k pfitomnosti endogennich transportéri ovliviiujicich jeho
transport. Na Caco-2 linii jsme potvrdili, Zze darunavir je substraitem ABCB1 a v men$i mifte
také pravdépodobné substratem ABCG?2. Jeho eflux inhibovala vSechna testovana antivirotika
(lopinavir, ritonavir a asunaprevir). Testovanim saturace transportéri bylo vSak zjiSténo,
ze inhibice efluxu nebude mit pravdépodobné vyznamny vliv pfi intestindlni absorpci
darunaviru, nicméné je mozné, Ze k lékovym interakcim darunaviru na ABCBI1 dochazi

na jinych biologickych bariérach, napt. v hepatocytech.
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Abstract:

Darunavir is a drug used in the therapy of HIV belonging to the group of protease inhibitors.
These protease inhibitors are used as a part of the combination antiretroviral therapy. For
the increase of bioavailability, darunavir is always used in combination with ritonavir
or cobicistat. As the CYP3A4 and ABCB1 (P-glycoprotein) transporter substrate, darunavir is
a drug with a high potential to drug interactions. Considering the amount of adverse effects that
can be caused by darunavir, it is necessary to know these drug interactions for the safety
of therapy. Inhibition of the intestinal ABCB1 by the co-administrated drugs could also lead to
the increased bioavailability of darunavir and to reduction of frequency of administration

leading to a cheaper therapy.

This thesis studies the drug-drug interactions of darunavir with in vitro methods using two cell
lines — MDCKII and Caco-2 cells. The results from the transport of darunavir across
the MDCKII cell monolayer indicates that darunavir is a ABCBI1 substrate, not a ABCG2 and
ABCC?2 substrate. The results of the drug-drug interactions with the model inhibitor GF120918
and studied antivirals on MDCKII were significantly contaminated by the activity
of endogenous transporters. We concluded that MDCKII cell line is not an appropriate model
for the study of the drug-drug interactions of darunavir on human ABCBI1 transporter.
The results from the Caco-2 cell line suggested that darunavir is the substrate of ABCBI1 and to
a lesser extent the substrate of ABCG2. Its efflux was inhibited by all of the studied antivirals
(lopinavir, ritonavir and asunaprevir). By testing the transporters saturation we found that
the efflux inhibition will probably not have a significant influence on the intestinal absorption

of darunavir, however can be of importance in other biological barriers such as hepatocytes.
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1. SEZNAM ZKRATEK

ABC

ABCBI1

ABCC

ABCG2

AIDS

ART/cART

ASV

ATP

AUC

BCRP

BCS

Caco-2

CD4

CYP

DAA

DRV

DRV/c

DRV/r

FDA

HAART

HCV

ATP-binding casette

ABC-transportér (P-glykoprotein)

ABC-transportér (multidrug resistance-associated protein)
ABC-transportér (breast cancer resistance protein)

acquired immunodeficiency syndrome (syndrom ziskané imunitni

nedostate¢nosti)

antiretroviralni terapie/kombinovana antiretroviralni terapie
asunaprevir

adenosin trifosfat

area under the curve (plocha pod kiivkou)

breast cancer resistance protein

biopharmaceutical classification system (biofarmaceuticky klasifika¢ni

systém)

bunééna linie

oznaceni povrchovych glykoproteinli bun¢k

cytochrom

direct acting antivirals (pfimo pasobici antivirotika)

darunavir

kombinace darunavir/kobicistat

kombinace darunavir/ritonavir

Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 16&iv)

highly active antiretroviral therapy (vysoce aktivni antiretrovirdlni

terapie)

virus hepatitidy C



HIV

LPV

LPV/r

MDCK

MRP

PI

RTV

SLC

SPC

TEER

WHO

human immunodeficiency virus (virus lidské imunitni nedostate¢nosti)
lopinavir

kombinace lopinavir/ritonavir

Madin-Darby Canine Kidney (bunécna linie)

multidrug resistance-associated protein

inhibitory proteazy

ritonavir

solute carrier transportéry

summary of product characteristics (souhrn tdaji o ptipravku)
transepithelial electrical resistance (transepitelidlni elektricka rezistence)

World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)



2. UVOD
Virus HIV je jednim z hlavnich globalnich zdravotnich problémii (WHO 2020). Prvni piipady

a nejvytrvalejSich epidemii na svété (National Institute of Allergy and Infectious Diseases
2020). Aktualni odhady za rok 2019 ptredpokladaji 38 miliéonli osob nakazenych virem HIV
(AIDSinfo a UNAIDS 2020).

Od roku 2016 je Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) doporucovano, aby byla vSem

lidem zijicim s HIV poskytnuta celozivotni antiretroviralni terapie (ART), pfic¢emz k potlaceni

HIV dochézi pti uzivani kombinace antiretroviralnich 1éciv (WHO 2020).

Objev a vyvoj antiretrovirdlnich 1é¢iv pomohl smrtelnou infekci HIV promeénit piedevSim
pfi v¢as zahdjené kombinované terapii ve zvladatelny chronicky stav. Soucasti vyvoje je také
postupna optimalizace terapie, zahrnujici snadné&jsi davkovani a vyvoj vhodnych 1ékovych
kombinaci. Moznost a uspéSnost trojkombinace 1é¢iv, nazyvané také jako vysoce aktivni
antiretrovirdlni terapie (HAART = highly active antiretroviral therapy), byla c¢éstecné
umoznéna diky objevu proteazovych inhibitort. I presto, Ze se HAART stala Zivot zachranujici,
jsou zde urcité nedostatky terapie, mezi které patii i slozité a Casté davkovani ¢i nezadouci

ucinky (National Institute of Allergy and Infectious Diseases 2018).

Darunavir (DRV) je nejnovéjSim zastupcem inhibitort proteazy s vysokou genetickou bariérou
proti rozvoji rezistence (Deeks 2014, Ruela Corréa et al. 2012). Pro zvySeni biodostupnosti

se vzdy uziva v kombinaci s ritonavirem (RTV) ¢i kobicistatem (Clinical info HIV.gov 2019b).

Kromé metabolizace mize byt biodostupnost 1é¢iv snizovana také efluxnimi transportéry (Kato
2008). Transportéry ovliviuji jak absorpci a distribuci, tak exkreci 1é€iv (Li et al. 2019, Leslie
et al. 2005). Stfevni bariéra obsahuje jak influxni, tak efluxni transportéry. Hlavnimi

intestinalnimi efluxnimi transportéry jsou ABCB1, ABCC2 a ABCG2 (Li et al. 2019).

ABCBI ovliviiuje kromé stievni absorpce také prostup 1é¢iv do centralniho nervového systému
¢i exkreci 1éCiv do zluc¢i a moci. Jeho funkce mize byt modulovéna inhibici ¢i indukci, coz
ovlivitluje farmakokinetiku, u¢innost a bezpecnost substrati tohoto transportéru (The

International Transporter Consortium; Giacomini et al. 2010).

Fujimoto et al. (2009) ve sv¢ in vitro studii na bunéénych liniich ukazuji, ze je DRV substratem
ABCBI a k jeho efluxu pravdépodobné pfispiva také ABCC transportér (pfedpokladem je
transportér ABCC2). Ukazuji také na inhibi¢ni vliv RTV na ABCBI, ktery timto mechanismem



muze prispivat ke zvySené biodostupnosti DRV pfi této kombinaci. Také Konig et al. (2010)
ukazuji na to, Ze DRV je substratem ABCBI, a také jeho slabym inhibitorem.



3. TEORETICKA CAST

3.1. VIRUS HIV

3.1.1. Charakteristika viru HIV a onemocnéni AIDS
HIV (human immunodeficiency virus) €ili virus lidské imunitni nedostatecnosti napada a nici
CD4 bunky imunitniho systému, ¢imzZ snizuje obranyschopnost organismu proti infekcim
a nékterym typim rakoviny (AIDSinfo 2019). Virus HIV je fazen do skupiny RNA-viri ¢eledi
Retroviridae, podceledi Orthoretroviridae, rodu Lentivirus (German Advisory Committee

Blood 2016).

Onemocnéni AIDS ¢ili syndrom ziskané imunitni nedostate¢nosti (acquired immunodeficiency
syndrome) je spojovano s poklesem CD4 lymfocytti pod 200 bun&k/mm?® nebo propuknutim
oportunni infekce bez ohledu na pocet CD4 bunék (HIV.gov 2020a, Centers for Diseases
Control and Prevention 2020). Podle WHO (2020) je AIDS definovan jako rozvoj nékterych

typtl rakoviny, infekei a jinych dlouhodobych zavaznych klinickych manifestaci.

Pocet nakazenych virem HIV byl v roce 2019 odhadovan na 38 miliont lidi, z toho 1,7 miliéna
bylo nové nakaZzenych. Pfedpoklada se, Ze pouze 81 % lidi o své nemoci vi a 67 % nakaZenych
je léceno pomoci ART. Pocet imrti na HIV, tedy na nemoci asociované s AIDS, €inil v tomtéz

roce 690 000 (AIDSinfo a UNAIDS 2020).

3.1.2. Mechanismus piisobeni viru HIV na imunitni systém
Hlavnim cilem viru HIV jsou CD4 buiky, zejména tedy Tn lymfocyty, ale i makrofagy,
dendritické bunky a astrocyty. Deplece CD4 lymfocytl je masivni béhem rané faze infekce
a je nasledovana pomalym a stabilnim poklesem, ¢imz je narusena efektivita imunitni odpovédi

(Vajpayee et al. 2013, German Advisory Committee Blood 2016).

3.1.3. Zpiisob prenosu
K ptenosu viru HIV dochazi pifi kontaktu HIV negativni osoby s télnimi tekutinami HIV
pozitivnich osob s detekovatelnym mnoZstvim viru (tzv. viral load). Mezi tyto tekutiny patfi
krev, sperma, preejakulacni tekutina, rektdlni tekutina, vagindlni sekret a matefské mléko.
K ptenosu je zapotiebi kontakt t€chto télnich tekutin s muk6zni membranou, kterd se nachazi
napf. v rektu, vaging, ¢i penisu, pfes oteviené rany ¢i ptimou injekci. Pravé ART casto snizuje
mnozstvi viru v krvi a jinych télnich tekutindich HIV pozitivni osoby pod detekovatelnou
hranici, ¢imz brani pfenosu viru na HIV negativni osoby. Nej¢astéjSim zplisobem ptrenosu viru
HIV je nechranény vaginalni €1 analni pohlavni styk ¢i sdileni injekénich jehel a dalSiho
vybaveni pii uzivani drog. Méné castym zplsobem pienosu je pifenos z matky na dité

5



(prenataln¢, béhem porodu ¢i matefskym mlékem), ktery se diky ART podstatné snizil

(HIV.gov 2019, WHO 2020).

3.1.4. Zivotni cyklus viru
Inicialni stddium virové infekce spociva v proteinovych interakcich. Povrchovy glykoprotein
viru HIV gp120 se vaze na CD4 receptory lymfocytt. Po navazani dochazi ke konformac¢nim
zmeénam receptort a je umoznéno navazani na koreceptor (CCRS5 nebo CXCR4) hostitelské
bunky. Dal$imi konforma¢nimi zménami (aktivaci gp41) dochazi k prostupu virové Castice

do buiiky (German Advisory Committee Blood 2016).

Nasleduje reverzni transkripce virové RNA do DNA, coz je umoznéno diky enzymu reverzni
transkriptaza. Nove vznikla virovd DNA je pomoci integrazy zabudovdna do DNA napadené
bunky. Poté dochdzi k transkripci a translaci bunécné a virové DNA a vzniku polypeptidu, ktery
je pomoci HIV protedzy St€pen na funkéni proteiny, které jsou zdkladem novych virionii

(Fanales-Belasio et al. 2010).

3.1.5. Symptomy a pribéh onemocnéni
Symptomy infekce HIV jsou individualni a velmi se 1isi podle stadia onemocnéni (WHO 2020,

HIV.gov 2020b).

e Stadium 1: Akutni HIV infekce

Béhem prvnich dvou az Ctyf tydnl po infekci se miize projevit tzv. flu-like syndrom.
Zahrnuje ptiznaky jako je horecka, zimnice, bolest hlavy a fotofobie, bolest v krku, no¢ni
poceni, bolest kloubti a svalli, zavraté¢, Gstni ulcerace, oteklé lymfatické uzliny a vyrazka.
Syndrom pfetrvava v priméru dva tydny (v rozsahu od jednoho tydne aZ po dva mésice),

nemusi se ovSem projevit viibec (Stekler a Collier 2004, WHO 2020, HIV.gov 2020b).

e Stadium 2: Klinicka latence (chronicka HIV infekce)

Béhem této faze se vir pomalu mnozi, vétSinou asymptomaticky (HIV.gov 2020b). HIV
postupné snizuje pocet CD4 bunck vtéle, a tim oslabuje imunitni systém. Dé¢lka
asymptomatické faze je v priméru 10 let a zavisi na tom, jak rychly je pokles CD4 buné¢k
(AVERT 2019). Ke konci této faze dochazi k prechodu do faze 3 — AIDS. V ptipadé,
ze pacient spravné a dlouhodobé uziva ART, nemusi do stadia AIDS nikdy dojit (Centers

for Diseases Control and Prevention 2020).



e Stadium 3: AIDS (acquired immunodeficiency syndrome — syndrom ziskané
imunitni nedostate¢nosti)

S progresi nemoci a kontinudlnim oslabovanim imunitniho systému dochéazi bez 1écby

k rozvoji AIDS a rozvoji zdvaznych klinickych stavl jako je tuberkuloza, kryptokokova

meningitida, rakovina, ¢i rozvoj zavaznych bakterialnich infekci (WHO 2020). Neléceni

lidé s AIDS obvykle piezivaji okolo tii let. Mivaji vysoké mnoZzstvi viru v krvi a mohou tak

byt vysoce nakazlivi (Centers for Diseases Control and Prevention 2020).

3.2. TERAPIE HIV

3.2.1. Antiretroviralni terapie
Lécba HIV je nazyvana antiretroviralni terapie (ART). SouCasna ART nemuize vylécit infekei
HIV, nicméné vysoce potlacuje virovou replikaci a umozituje obnoveni a posileni imunitniho
systému dané osoby do takové miry, ze je schopny odoldvat infekcim. Od roku 2016 WHO
doporucuje, aby byla vSem lidem zijicim s HIV poskytnuta celozivotni ART, vcetné déti,
t€hotnych a kojicich, bez ohledu na jejich klinicky stav ¢i pocet CD4 bunék. Na konci roku

2019 pfijalo toto doporuceni jiz 185 zemi (WHO 2020).

Preruseni ART je obecné nedoporuc¢ovano a je spojeno s riziky jako je opétovné mnozeni viru,
zvysené riziko prenosu HIV, pokles CD4 bun¢k, progrese HIV a manifestace komplikaci

a rozvoj 1ékové rezistence (Clinical info HIV.gov 2015).

Diky cART (kombinovana antiretroviralni terapie), kombinujici 1éCiva alespoil ze dvou ttid
antiretrovirotik, doslo u mnoha pacientt k poklesu mnoZstvi HIV v krvi pod detekovatelnou

hranici (National Institute of Allergy and Infectious Diseases 2018).

3.2.2. Proteazové inhibitory
HIV protedza je enzym, ktery zpracovava polyproteinové prekurzory Gag a Gag-Pol
do vyslednych strukturdlnich proteinli a enzymii (Ruela Corréa et al. 2012). Inhibice protedzy
brani Stépeni polyproteind v infikovanych bunikach, ¢imz zabranuje vzniku zralych virovych

castic (Deeks 2014).

Prvnim proteazovym inhibitorem (PI) na trhu byl saquinavir, ktery umoznil zavedeni
trojkombinac¢ni 1écby neboli HAART (vysoce aktivni antiretrovirdlni terapie). DalSimi
inhibitory prvni generace jsou ritonavir, indinavir, nelfinavir a amprenavir. Vét§ina PI prvni
generace sdili podobnou chemickou strukturu, a Casto se tak mezi nimi objevuje zkiizena
rezistence. Navic maji pomérné kratky plazmaticky polocas a nizkou biologickou dostupnost
po p.o. podani. Doslo tedy k vyvoji novéjSich 1é¢iv této skupiny jako je lopinavir, atazanavir
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a amprenavir s nizsi frekvenci podavani a niz§im rizikem rozvoje rezistence. NejnovejSim Pl je
darunavir (Maeda et al. 2019). Ke zvySeni biodostupnosti PI se vyuZzivaji tzv. farmakokinetické

boostery (ritonavir ¢i kobicistat) (Clinical info HIV.gov 2019b).

Pro vétsinu HIV pozitivnich pacientl je doporu¢ovana jako pocatecni terapie kombinovana
lécba inhibitorti integrazy s nukleosidovymi inhibitory reverzni transkriptdzy (Clinical info
HIV.gov 2019b, European AIDS Clinical Society 2020). Terapeutické rezimy zalozené
na farmakokineticky potencovanych PI jsou doporucovanymi pocatecnimi rezimy v urcitych
klinickych situacich. Jejich nevyhodou je oproti jinym antiretroviralnim Ié¢iviim vySsi
potencial k lékovym interakcim. Piikladem situace, ve které je vyhodou pocatecni rezim
zalozeny na PI, a to na potencovaném DRV vzhledem k jeho vysoké bariéfe vici rozvoji
rezistence, je situace, kdy je potfeba okamzitého nasazeni 1écby pii neznalosti vysledki
rezistence (Clinical info HIV.gov 2019b). I dle guidelinli European AIDS Clinical Society
(2020) jsou rezimy zalozené na DRV/r ¢i DRV/c a dalSich PI fazeny mezi alternativni po¢atecni

terapeutické rezimy.

Management terapie jiz 1é¢enych pacienti, u kterych 1écba selhava a nedosahuje pozadovanych
vysledkd, je komplexni a vybér nové vhodné terapie souvisi zejména s rezistenci. Terapeutické
rezimy zalozené na farmakokineticky potencovanych PI jsou v mnoha ptipadech vhodnou

a doporucovanou volbou (Clinical info HIV.gov 2019d).

Uzivani PI bylo asociovdno s metabolickymi abnormalitami jako je dyslipidémie a inzulinova
rezistence. Dostupné P1 se lisi ve schopnosti zplisobovat tyto metabolické komplikace, roli hraje

také mnozstvi uzit¢ho RTV jakoZto boosteru (Clinical info HIV.gov 2019b).

3.2.3. Darunavir

e Charakteristika
Darunavir (DRV) je nejnovéj$im zastupcem PI s vysokou genetickou bariérou proti rozvoji
rezistence, coZ znamend, ze je zapotiebi velké mnozstvi mutaci pro snizeni citlivosti viru
k 1é¢ivu (Deeks 2014, Ruela Corréa et al. 2012). Uziva se v ramci cART a je tfeba jej podéavat
v kombinaci s farmakokinetickym boosterem RTV (DRV/r) ¢i kobicistatem (DRV/c). Podava
se jednou az dvakrat denné v zavislosti na predchozi 1écbé. UZivat jej mohou jak zacinajici, tak

JiZ lé€eni pacienti (Clinical info HIV.gov 2019b).

e Farmakokinetika
DRV se po p.o. podani rychle absorbuje. Biodostupnost kombinace DRV/r se oproti samotnému

DRV zvysuje z 37 % na 82 %. Absorpce se také zvysuje s potravou, proto je tteba DRV podavat
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s jidlem. DRV se pfiblizné z 95 % vaze na plazmatické bilkoviny, zejména na al-kysely
glykoprotein. Jeho metabolismus je zprostiedkovan oxidaci, je metabolizovan CYP3A4. Jeho
identifikované metabolity jsou alesponi 10x mén¢ ucinné oproti matetské latce (Ruela Corréa
et al. 2012). Velka ¢ast DRV se vyluCuje v nezménéné podobé¢. V piipad€ uzivani samotného
DRV je to 7 %, pti koadministraci DRV/r se v nezménéné podobé vylu€uje témét 49 % DRV
(41 % jatry a 8 % ledvinami) (Rittweger a Arastéh 2007, Prezista® 2020).

Permeabilita ani solubilita DRV na zaklad¢ BCS (biofarmaceuticka klasifikace) kritérii nebyla
definovana. Vzhledem k tomu, Ze se DRV vzdy uzivd s kombinaci s farmakokinetickym
boosterem, ktery zvysSuje jeho biodostupnost, by se pii podani stimto boosterem mohl
povazovat za vysoce propustnou substanci (kategorie I a II). S ohledem na pomérné nizkou

rozpustnost ve vod¢ by se jednalo pravdépodobné o kategorii II (Ruela Corréa et al. 2012).

e Nezadouci uéinky
Ptiblizné u poloviny pacientii se v ramci klinického testovani pfi kombinaci DRV/r objevil
asponl jeden nezadouci ucinek (nejcastéjSimi byly prijem, nauzea, zvraceni, vyrazka a bolest
hlavy). Klinické studie kombinace DRV/c odhalily alespoii jeden neZadouci tcinek u 66,5 %

subjektll (nejCastéji prijem, nauzeu nebo vyrazku) (Prezista® 2020).

Mezi nezadouci ucinky DRV patii kromé vySe zminénych také hyperlipidémie
a hyperglykémie, hepatotoxicita, sérové zvySeni transaminaz, tukova maldistribuce, Stevens-
Johnsonlv syndrom ¢i toxickd epidermalni nekréza. Pii kombinaci DRV/c je nezaddoucim
ucinkem také sérové zvyseni kreatininu (Clinical info HIV.gov 2019c¢). Kumulativni uZivani

DRV/r je asociovano se zvySenym kardiovaskularnim rizikem (Ryom et al. 2018).

e Lékové interakce

Dle SPC pftipravku Prezista® (2020) je tfeba brat v potaz 1ékové interakce zejména také
v zavislosti na uzitém boosteru — tedy zda je DRV kombinovan s RTV ¢i kobicistatem.
Kombinace DRV/r je nachylna k interakcim se substraty CYP a ABCB1, vzhledem k ovlivnéni
jejich farmakokinetiky, ale také k interakcim s induktory a inhibitory CYP3A, které naopak
ovliviiuji metabolismus DRV/r (Prezista® 2020). Uzivani DRV/r v kombinaci s LPV/r vede
ke snizeni systémové expozice DRV az o 40 %, a proto neni spole¢né podavani doporuceno
(Prezista® 2020, Back et al. 2008). Jak jiz bylo zminéno, DRV je substratem ABCB1 (Fujimoto
et al. 2009, Konig et al. 2010) a zda se, Ze k jeho efluxu pfispiva také ABCC transportér,
pravdépodobné ABCC2 (Fujimoto et al. 2009).



3.2.4. Lopinavir
Lopinavir (LPV) je dalSim zastupcem inhibitorii HIV protedzy (Maeda et al. 2019).
Dle Drugs@FDA (2021) databaze je LPV aktualn¢ schvélen pouze v léCivych piipravcich
ve fixni kombinaci s RTV (LPV/r). V porovnani s ostatnimi PI je LPV/r zatizen nevyhodami
v podobe¢ vétsiho mnozstvi uzivanych tablet, nizsi u€innosti a vyssi toxicitou, a proto jiz nepatii

mezi doporucované terapeutické rezimy pro pocateéni terapii (Clinical info HIV.gov 2019b).

Jedna se o substrat a inhibitor CYP3A (Clinical info HIV.gov 2019c). Storch et al. (2007)
ve své studii zatazuji LPV 1 RTV mezi potentni inhibitory ABCBI1. Dalsi studie zkoumajici
inhibi¢ni efekt antivirotik na ABCBI in vitro a ex vivo prokazala vliv LPV i RTV jako
inhibitord ABCBI1 snizujicich prostup modelového substratu rhodaminul23 (Martinec et al.
2019). V soucasnosti probihajici vyzkum ukazuje také inhibici efluxu klinicky vyznamného
substratu ABCB1 digoxinu. Kromé toho ma LPV inhibi¢ni vliv také na ABCG2 transportér
(Weiss et. al 2007). Dle Biermana et. al (2010) je LPV inhibitorem ABCB1, ABCC1 a v mensi
mife také ABCG2.

3.2.5. Ritonavir
Jedna se o inhibitor protedz, avsak v klinické praxi se vyuziva pfevazné jako farmakokineticky
booster jinych PI. Je potentnim inhibitorem a také substratem CYP3A4 a CYP2D6 (Clinical
info HIV.gov 2019¢). Kromé& vlivu na metabolismus je také inhibitorem ABCB1, ABCG2
a ABCC transportérti (Drewe et al. 1999, Bachmeier et. al 2005, Storch et al.2007, Martinec
et al. 2019, Gupta et al. 2004, Bierman et al. 2010). Aktualné je dle Drugs@FDA (2021)
databaze RTV registrovan jak v 1é€ivych ptipravcich s jedinou u¢innou latkou, tak ve fixnich

kombinacich s dal§imi antivirotiky.

3.2.6. Dulezitost p.o. podani
Peroralni podani je pro pacienty obecné nejvyhodnéjSim zplisobem aplikace 1é¢iv. Pacienti jsou
schopni lé¢iva peroralné pijimat samostatné, neni zde tak potieba Casto ndkladné a opakované
hospitalizace a dyskomfort plynouci z injek¢éniho podéni, které navic disponuje vysSim rizikem
infekce. Pravidelné chronické podavani 1é¢iv mlze mit navic klinicky benefit oproti
intermitentnimu podavani. Nevyhodou je riziko snizené a variabilni biologické dostupnosti

peroralné podavanych 1é¢iv (Oostendorp et al. 2009).

3.2.7. HIV/HCYV koinfekce
Vzhledem k tomu, Ze virus hepatitidy C (HCV) je pfenaSen podobnymi cestami jako HIV,

dochazi Casto ke koinfekci témito onemocnénimi (Yu et al. 2020, Platt et al. 2016). Podle
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meta-analyzy zroku 2016 je celosvétoveé piiblizné¢ 2,3 milioni HIV-HCV koinfikovanych

pacientdl, z toho témét 1,4 miliont je uzivateli injekénich drog (Platt et al. 2016).

Nekteré interakce mezi ART a antivirotiky pisobicimi proti HCV (tzv. Direct-Acting Antivirals
= DAA) jsou jiz znamy. Pii koadministraci téchto 1é¢iv s DRV/r ¢i DRV/c neni u fady téchto
1éciv tfeba upravovat davku, nicméné nékterd 1éCiva jsou pro spoleéné podavani s DRV/r

¢i DRV/c kontraindikovéna (Clinical info HIV.gov 2019a).

Jednim z IéCiv uréenych k terapii HCV je asunaprevir (ASV). Jednd se o inhibitor proteaz,
schvaleny k 1é¢bé HCV v kombinaci s daklatasvirem v Japonsku (Eley et al. 2015). Aktualné
se nejednd o lécivo schvalené FDA (Drugs@FDA 2021). Mosure et al. (2015) ukazuje
na transportu digoxinu pies Caco-2 monovrstvu na inhibi¢ni vliv ASV na ABCBI1. Dile

ve svych experimentech na mysich ukazuje na ASV také jako na substrat ABCBI.

3.3.STREVO JAKO HLAVNI MIiSTO ABSORPCE

3.3.1. Tenké stievo a stievni bariéra
Tenké sttevo mé délku okolo 3 metrt a d€li se na 3 ¢asti: duodenum, jejunum a ileum (Valentin
2002). Je povazovano za hlavni misto absorpce vzhledem k piitomnosti klkii a mikroklka
nejvice zastoupenych v duodenu a jejunu, které vyznamné zvétSuji stievni povrch (Doherty
a Pang 1997). Dominantnimi bunikami stfevnich klki jsou enterocyty, zodpovédné za digesci
a absorpci lé¢iv a nutrientl, obsahujici efluxni transportéry a metabolické enzymy vcetné

rodiny CYP (Thelen a Dressman 2009, Kato 2008).

Povrch stievni bariéry zaujima okolo 400 m?, chrani organismus pted ztritou vody a elektrolytl
a vstupem antigenll a mikroorganismil do té€la. UmoZnuje vyménu molekul mezi organismem

a prostfedim a absorpci nutrientdl z potravy (Bischoff et al. 2014).

3.3.2. Absorpce lé¢iv
Rozsah 1ékové absorpce je velmi zavisly na rozsahu first-pass metabolismu a popisuje frakci
podané davky, ktera z mista podani dosdhne systémové cirkulace (Doherty a Pang 1997).
Pro jeji vyjadreni se uziva biodostupnost, ¢ili pomér oblasti pod kiivkou (AUC = area under
the curve) extravaskuldrné podaného 1é€iva k AUC intravaskuldrné podaného 1éciva (Pond

a Tozer 1984).

Lécivo je po peroralnim podani nejprve vystaveno pusobeni zaludecni tekutiny. Dochézi zde
k destrukci, a tim i ke snizeni biodostupnosti acidolabilnich 1é¢iv. Obsah dale pokracuje

do tenkého stieva, kde dochézi k absorpci vétsiny 1é¢iv pomoci enterocytil (zde mize dojit také
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k metabolismu nékterych molekul). Lécivo pokracuje ptrevazné pies venu portae do jater
a odtud do systémové cirkulace, ptipadné ptimo do lymfatického systému (Ipatova et al. 2010).

Role kolonu v 1€kové absorpci je obecné mala (Oostendorp et al. 2009).

Lékovy transport v tenkém stfevé probihd paracelularni nebo transceluldrni cestou.
Paracelularni transport je mozny pouze pro malé molekuly a je obecné mélo Casty vzhledem
k pfitomnosti pevnych mezibunéénych spoju. Transcelularni transport z lumen stieva vyzaduje
piechod molekuly ptes apikalni membranu, cytosol a basolateralni membranu do krve. Probiha
bud’ pasivni difuzi, endocyt6zou nebo pirenaSeCem zprostiedkovanym transportem (Oostendorp

et al. 2009).

Absorpce 1éciv  zprostfedkovana prenasSeCovymi proteiny je typicky saturovatelna
a inhibovatelna. Pfenasecové proteiny jsou soucasti jak facilitovaného (nevyzadujiciho energii),
tak aktivniho transportu (vyzadujicitho pfisun energie). Nejbéznéjsim zplsobem Iékové
absorpce je pasivni difuze skrz stfevni sténu, po koncentraénim gradientu (Doherty a Pang
1997). Aktivni transport se podili na transferu substratti do lumen stieva proti koncentracnimu

gradientu a predstavuje tak jeden z nastroji protekce organismu proti potencialné skodlivym

xenobiotikiim (Oostendorp et al. 2009).

3.3.3. Presystémova eliminace
Presystémova eliminace je d¢j, pti kterém je peroraln€ podané 1€¢ivo metabolizovano pti jeho
prichodu ze sttevni lumen do systémové cirkulace (Routledge a Shand 1979). Klinicky je first-
pass metabolismus vyznamny piedevs§im v ptipadé, Ze se do systémové cirkulace dostane velmi
mala frakce podané davky léciva (Pond a Tozer 1984). Ke snizeni biodostupnosti 1é€iv miize
v pripad¢ acidolabilnich 1é¢iv ptispivat také ptisobeni zalude¢ni tekutiny (Ipatova et al. 2010).

Dalsi vliv na snizenou absorpci maji efluxni transportéry (Doherty a Pang 1997).

e Kysela hydrolyza
Zvysend expozice Zaludecni tekuting je asociovana s vys$§im stupném degradace, a tim snizeni

biodostupnosti acidolabilnich 1é¢iv (napt. ampicilinu) (Ipatova et al. 2010).

e Jaterni a stievni first-pass metabolismus
Jatra jsou jakozto hlavni metabolizujici organ povazovany za hlavni misto first-pass
metabolismu. Jeho rozsah je ovlivnén mnoha fyziologickymi faktory, pfedev§im enzymatickou
aktivitou, krevnim pritokem, vazbou lé¢iva na plazmatické bilkoviny a gastrointestinalni
motilitou, kterd ovlivituje miru dodaného 1éCiva jatrim (Pond a Tozer 1984). Stieva hraji

vyznamnou roli v presystémové eliminaci dvéma zpisoby: jakozto absorpcni tkan reguluji
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pritok substratu 1é¢iva k dalSim organim (tedy hlavné jatrim) a kromé toho dochazi

k metabolismu také uvnitf stfevnich bunék (Doherty a Pang 1997).

e Efluxni transportéry ve stifevnich burnikach
Krom¢ enzymatické aktivity obsahuji enterocyty také efluxni transportéry snizujici absorpci
1é¢iv, vyznamny je zejména ABCBI transportér. Substraty CYP3A4 jsou Casto také substraty
ABCBI transportéru, proto mnohdy neni zcela jasné, ktery z téchto mechanismi u daného

substratu prevlada (Kato 2008).

3.4. EFLUXNI TRANSPORTERY

3.4.1. Charakteristika transportéri a rozdéleni
Transportéry jsou membranové vazané proteiny nachédzejici se s rlznym zastoupenim
v membranach bunck vétSiny tkéni. Transportuji jak endogenni, tak exogenni substraty
(naptiklad I1éciva ¢i jejich metabolity) dovnitf do buiiky ¢i opacnym smérem. Existuje vice nez
400 membranovych transportéri patficich do dvou hlavnich rodin: ATP-binding cassette
(ABC) a solute carrier (SLC) transportéry (Li et al. 2019). SLC transportéry pfispivaji
k transportu riznorodych substrati — napf. iontl, aminokyselin, mastnych kyselin,
neurotransmiterti a sacharidi, vyuzivaji kotransportu ¢i umoziuji facilitovanou difuzi (Zhang

etal. 2019).

Zmeny v prenasecoveé funkei €1 expresi mohou vyznamné zménit farmakokinetiku Ié¢iva, a tim
i jeho ucinnost ¢i toxicitu. Indukce ¢i inhibice transportéri mize byt zpisobena soucasné

podavanymi 1é¢ivy, ¢imz dochazi k 1ékovym interakcim (Li et al. 2019).

3.4.2. ABC transportéry
ABC rodina transportérii vyuziva k transportu molekul pfes membranu energii uvolnénou
z hydrolyzy ATP (Leslie et al. 2005, Li et al. 2019, Sharom 2008). Vzhledem ke schopnosti
transportovat rizné strukturalné odliSné molekuly nejsou stale zndmé presné substraty vétSiny

ABC transportért (Lefévre a Boutry 2018).
ABC transportéry se dle Dean et al. (2001) déli na 7 podrodin:

o ABCA (ABCl1)

o ABCB (MDR = multidrug resistance, TAP)
o ABCC (MRP, CFTR)

o ABCD (ALD)

o ABCE (OABP)
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o ABCF (GCN20)
o ABCG (white)

Eukaryotni ABC transportéry se narozdil od téch prokaryotnich chovaji pouze jako transportéry
efluxni (Lefévre a Boutry 2018, Sharom 2008). Hraji roli pfi ochran¢ organismu pied toxicitou
endogennich 1 exogennich molekul (Sharom 2008). Hlavnimi intestindlnimi efluxnimi
transportéry jsou ABCB1 (P-glykoprotein), ABCC2 (MRP2) a ABCG2 (BCRP) (Li et al.
2019).

Exprese transportért v lidském stievé se mezi jednotlivymi ¢astmi stfeva lisi. Exprese proteinu
ABCBI a ABCG2 stoupd od duodena smérem k ileu, v kolonu je vSak jejich exprese
signifikantné niz§i. Proteinova exprese ABCC2 je v kolonu naopak vy$sinez v ostatnich ¢astech
stieva. Celkové zastoupeni efluxnich transportéri v tenkém stievé klesd ve sméru ABCC2 >

ABCBI1 > ABCC3 > ABCG2 (Drozdzik et al. 2014).

e ABCBI1 (P-glykoprotein, MDR1)
ABCBI byl jakoZzto efluxni transportér poprvé objeven v lékové rezistentnich tumorovych
buitkach (Doherty a Pang 1997). Jedna se o nejvice prostudovany efluxni transportér s Sirokou
substratovou specifitou zodpovédny za mnoho Iékovych interakci. ABCBI1 je exprimovan
ve stfevech, jatrech, ledvinach, mozku a placenté (Li et al. 2019). Nachazi se také v plicich,
nadledvinach a v nékterych krevnich bunkach (Zakeri-milani a Valizadeh 2014). Vzhledem
k jeho anatomické lokalizaci funguje ABCBI v ochrané pted potencidlné Skodlivymi
xenobiotiky n€kolika zpisoby. V enterocytech brani vstupu xenobiotik do téla, v hepatocytech
a ledvinach zvySuje eliminaci xenobiotika do Zluc¢i ¢i moci, v pripadé vyskytu xenobiotika
v systémové cirkulaci chrani pted jeho vstupem do citlivych tkani jako je mozek, plod ¢i varlata
(Fromm 2004). Kromé toho je ABCB1 zodpovédny za 1ékovou rezistenci tumorovych bunck

(Li et al. 2019).

Intestindlni ABCB1 zprostiedkovava eflux nékterych molekul a snizuje tak jejich absorpci
(Doherty a Pang 1997). V ptipadé inhibice ABCB1 se zvysuje biodostupnost jeho substrati,
v ptipad¢ indukce je tomu naopak. Substraty ABCBI jsou Casto také substraty cytochromt (Li
et al. 2019).

Inhibitory ABCB1 se déli na 3 aZz 4 generace, v zavislosti na jejich specifité a afinité. Prvni
generaci jsou farmakologicky aktivni substance s klinickym pouZitim pro jiné indikace, které
ale zaroven blokuji ABCBI. Patfi sem napft. verapamil. Tyto latky vSak mohou mit mnoho

nezadoucich uc¢inkid. S dalSimi generacemi se postupné snizuje mnozstvi vedlejSich uc¢inkda,
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zvysuje se specifita a snizuje se koncentrace inhibitoru nezbytna k potentni inihibici tohoto

transportéru (Zakeri-milani a Valizadeh 2014).

e ABCG?2 (Breast cancer resistance protein, BCRP)
ABCG?2 je ve velkém mnozstvi exprimovan napiiklad ve stieve, ledvinach, jatrech, varlatech
a mozku. Je modulovan progesteronovym a estrogenovym receptorem (Li et al. 2019). Exprese
ABCG2 je vyznamn¢ indukovand v mlécné zlaze béhem téhotenstvi a laktace. Jako hlavni
fyziologicka uloha se predpoklada ochrana tkani pted toxiny, hraje roli pii prostupu latek
do mozku a pies placentu. Stejn¢ jako ABCB1 je ABCG2 Iékovy transportér s rozsahlou
substratovou specifitou. Mnozstvi jeho znamych substratli se neustdle rozsifuje a mnoho
substrati se prolina se substraty ABCBI1 (Sharom 2008). Substratem tohoto efluxniho
transportéru je také kyselina moc¢ova (Woodward et al. 2009). V apikalni membran¢ stfevnich
buné¢k piispiva k efluxu 1é¢iv zpét do lumen stfev a snizuje tak jejich absorpci (Oostendorp et

al. 2009).

e ABCC2 (Multidrug resistance-associated protein 2, MRP2)
ABCC2 je lokalizovan v apikalni membrané epitelidlnich bunék tenkého stteva, kde prispiva
k sekreci 1éCiv zpét do lumen stiev. Substratova specifita se do urcité miry prolind s ABCBI

(Oostendorp et al. 2009).

3.5.LEKOVE INTERAKCE
Lékové interakce jsou zavaznym klinickym problémem, ktery nabyva dileZitosti zejména
pfi soucasném uzivani vétsiho poctu 1é¢iv. Polymorbidita a z toho plynouci polyfarmakoterapie
je bézna zejména se zvySujicim se vékem. Lékové interakce mohou byt jak farmakodynamicke,
tak farmakokinetické. Farmakokinetické interakce zahrnuji kromé role efluxnich transportért
také tvorbu komplext, indukci ¢i inhibici metabolismu a v nékterych ptipadech také kompetici

o uptake pomoci transportért (Cascorbi 2012).

Nezadouci lékové udalosti jsou vyznamnou pfi¢inou navstév pohotovostnich oddéleni,
mortality a hospitalizaci, pficemz lékové interakce jsou jednim z dilezitych pfispivajicich
faktort. Predpoklada se, ze pfiblizné 2,8 % hospitalizaci je zpisobeno 1ékovymi interakcemi,
coz by v USA mohlo znamenat ptiblizn€ 250 000 hospitalizaci rocné, s ekonomickym dopadem
na zdravotni systém okolo 1,3 miliardy dolarti (Nikolic et al. 2014). Vice neZ polovina piipada,
kdy pacienti navstivili pohotovost v dusledku 1ékovych interakci navic skoncila hospitalizaci

(Raschetti et al. 1999).
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V ptipadé HIV pozitivnich pacientt je tfeba 1€kové interakce pecliveé sledovat ze dvou divodi.
Prvnim diivodem je samotnd kombinovand antiretroviralni 1écba — cART. Druhym dtiivodem je
Casta pritomnost dal§i farmakoterapie zahrnujici prevenci ¢i 1écbu oportunistickych infeket,
1é¢bu dalsich pridruzenych stavi, a také management vedlejSich Gc¢inkti cART (Ruela Corréa

etal. 2012).

Vzhledem k tomu, Ze lIékové interakce mohou ovlivnit systémovou expozici 1éCivu, ktera
vyustuje v rozlisné odpovedi organismu na ko-administrovana 1éciva, vedouci k toxicité ¢i ke
ztraté tcinku, je potreba tyto potencialni Iékové interakce znat. FDA proto poskytuje guideliny
k rozpoznani a studovani 1€kovych interakci. Novéji je vzhledem ke zvySujicim se znalostem
o roli transportéri v Iékovych interakcich kladen daraz také na studium interakci
s témito transportéry (FDA 2018). Na dilezitost Iékovych interakci s transportéry upozoriuje
také Mezinarodni transportérové konsorcium (The International Transporter Consortium), které
pro tyto ucely vypracovalo dokument zabyvajici se studiem Iékovych interakci
s membranovymi transportéry (The International Transporter Consortium; Giacomini et al.

2010).

3.6.METODY STUDIA INTERAKCI S EFLUXNIMI TRANSPORTERY
A LEKOVYCH INTERAKCI

3.6.1. In vitro bunééné metody
In vitro metody jsou obecné méné manipulacné a finanén€ naronymi metodami v porovnani
s in vivo zvifecimi studiemi. Nevyhodou je nemoznost inkorporovat fyziologické faktory

do vysledné interpretace dat (Balimane et al. 2000).

Experimentalné uZivané bunéfné linie byly vyvinuty tak, aby korelovaly s lékovym
transportem pies humanni intestinalni mukozu a byly tak uzite¢né v predikci Iékové absorpce
(Volpe 2011). Bunééné linie napodobujici in vivo lidsky intestindlni epitel na rozdil
od enterocyti rychle narGstaji do monovrstvy s charakteristickymi znaky epitelidlnich bunék.
Bunééné kultury jsou tak idedlni systém pro rychlé zhodnoceni intestindlni permeability 1é¢iv

(Balimane a Chong 2005).

e Caco-2 bunécna linie
Model Caco-2 bunék je jednim z nejuzivangjSich a nejpopsanéjSich bunécnych modeld
ve studiich 1ékové permeability. Jednd se o buiiky lidského kolorektalniho adenokarcinomu
(Balimane a Chong 2005, Algahtani et al. 2013). Na polykarbonatové membrang insertu vytvari

polarizovanou epitelialni monovrstvu sloZenou z cylindrickych bunék s mikroklky tvoficich
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kartaCovy lem na apikalni membran¢ a pevnymi spoji mezi sousedicimi bunkami (Sun et al.
2008, Sambuy et al. 2005, Volpe 2008, Volpe 2011, Bohets et al. 2001). Vyhodou Caco-2 bun¢k
je pritomnost pasivniho i aktivniho mechanismu transportu. Jsou tak dilezitym bunéénym
modelem pro studium stfevni permeability a interakci 1éCiv se stievnimi transportéry (Volpe

2011).

Stejné jako ve stieve jsou v Caco-2 linii exprimovany efluxni transportéry ABCB1, ABCC2
a ABCG2. Exprese téchto transportérti v Caco-2 buikach se mize od exprese transportéri
ve stieve lisit, kvantitativné se zastoupeni jednotlivych transportériit v Caco-2 linii muze liSit
také napfi¢ laboratofemi (Briick et al. 2017, Vaessen et al. 2017, Uchida et al. 2015, Harwood
et al. 2016, Drozdzik et al. 2014). ABCB1, ABCC2 i ABCG2 transportéry jsou lokalizovany
v apikdlni membrané a snizuji prostup svych substratu do buitky v apikéalné-basolateralnim
sméru. Caco-2 exprimuji nékteré metabolické enzymy, nicméné exprese CYP3A4 je nizka (Sun

et al. 2008).

Prestoze jsou tyto bunky nejuzivanéjSim modelem, maji své limity (Balimane a Chong 2005,
Algahtani et al. 2013). Monovrstvu Caco-2 bun¢k je nutné kultivovat 21 dni. To je nevyhodné
jednak z diivodd zvyseného rizika kontaminace, ale také z pohledu ¢asového a finan¢niho
(Balimane a Chong 2005). Dalsi nevyhodou je mozné odli$nost vystupli mezi laboratofemi, coz
je zpusobeno citlivosti téchto bun¢k i na malé zmény v kultivacnich a experimentalnich
podminkach, ¢i rozdilnym stafim bunck (Balimane a Chong 2005, Artursson et al. 2001).
V porovnani s lidskymi enterocyty maji Caco-2 buiiky pevné¢js$i mezibunécné spoje, coZ snizuje

miru paracelularniho transportu (Algahtani et al. 2013).

e MDCK buné¢na linie
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) bunky jsou taktéZ uZivané jako model pro studium
piestupu latek pies biologické membrany. Na polykarbonatové membrané tvoii polarizovanou
monovrstvu bunék s pevnymi mezibunécnymi spoji. Jsou ziskavany ze psich ledvinnych bunék.
Jejich hlavni vyhodou oproti Caco-2 je kratsi doba kultivace (3-5 dnil) (Balimane et al. 2000,
Balimane a Chong 2005, Quan et al. 2012, Volpe 2008).

Za ur¢itou nevyhodu Ize povazovat psi pivod téchto bunck (Dukes et al. 2011) a s tim
souvisejici pfitomnost endogenni exprese genil kodujicich ABC transportéry zahrnujici ABCBI
¢1 ABCC2, ale i dalsi transportéry, jejichz funkce neni zcela zndma (Quan et al. 2012). Interakce
1é¢iv s endogennimi transportéry mize piedstavovat komplikujici faktor pii interpretaci

ziskanych vysledki (Kuteykin-Teplyakov 2010, Gartzke a Fricker 2014). MDCK bunky
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produkujici lidsky ABCB1 (MDCK-ABCBI1) jsou uzivanym modelem pro identifikaci
substratd a inhibitort tohoto efluxniho transportéru (Gartzke a Fricker 2014). Kromé¢ MDCK-
ABCBI, se uzivaji také MDCK geneticky modifikované pro produkci lidského ABCCI,
ABCC2 a ABCG2 (Algahtani et al. 2013).

e DalSi bunécné linie
Dal$imi uzivanymi bunécnymi liniemi jsou LLC-PK1 (praseci ledvinné epitelidlni bunky),
TC-7 (subklon Caco-2 bun¢k) a HT-29 (pivodem z lidského kolonu). Buné¢na linie 2/4/A1,
puvodem krysi fetalni intestinalni epitelialni buiiky, se zda byt vhodnym modelem piedevsim
pro studium paracelularniho transportu vzhledem k mezibunécnym spojim, které jsou v této
linii na rozdil od Caco-2 srovnatelné s lidskymi intestindlnimi mezibunéénymi spoji (Balimane

a Chong 2005).

3.6.2. DalSi metody
DalSimi uzivanymi experimentalnimi moznostmi pro studium lékové absorpce a interakci s/na
efluxnich transportérech mohou byt ex vivo metody, do kterych patii napt. Ussingova komora

(Ussing chamber) nebo metoda invertniho stieva (Everted intestinal sac) (Alqahtani et al. 2013).

Mohou byt vyuzity i in situ modely, které¢ diky krevnimu zasobeni, nervovému systému
a kompletni expresi membranovych transportérii a enzymui nejlépe napodobuji in vivo
podminky a vedou tak k dobré predikci absorpce a metabolizace 1é¢iv (Algahtani et al. 2013,
Balimane et al. 2000).

Poslednimi uzivanymi modely jsou in vivo modely. Srovnanim AUC (plocha pod kiivkou)
po peroralnim a intravendznim podani davaji informaci o biodostupnosti (Bohets et al. 2001,
Algahtani et al. 2013). V pfipadé uzivani zvifecich modelil je pfi extrapolaci vyslednych dat
na ¢loveéka vzdy nutno brat v potaz mezidruhové rozdily (Algahtani et al. 2013, Balimane et al.

2000).
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4. CILE PRACE A HYPOTEZA

Uzivani DRV je zatizeno nezddoucimi ucinky v podob¢ gastrointestinalni intolerance, vyrazky
a bolesti hlavy. Prevazné v pfipadé jiz existujicich jaternich onemocnéni je zde riziko
hepatotoxicity. Dale se mohou vyskytnout metabolické nezaddouci ucinky jako je
hyperlipidémie a hyperglykémie, kumulativni uzivani DRV/r je také asociovano se zvysenym
kardiovaskularnim rizikem (Clinical info HIV.gov 2019b, Clinical info HIV.gov 2019¢c, Ryom
et al. 2018). Cetnost nezadoucich &inki je navic pom&mé astd. Minimalné jeden nezadouci

ucinek se objevil alesponi u poloviny subjektl klinického hodnoceni (Prezista® 2020).

Terapeutické rezimy zalozené na farmakokineticky potencovanych PI jsou doporu¢ovanymi
pocateCnimi rezimy pouze v uréitych klinickych situacich, vzhledem k vys$Simu potencialu
k 1ékovym interakcim ve srovnani s dalSimi antiretrovirdlnimi 1éCivy (Clinical info HIV.gov
2019b). V ptipad¢ jiz lé€enych pacientl je vybér 1écby komplexni, potencované PI (vCetné
DRYV) jsou v mnoha ptipadech vhodnou a doporufovanou terapii (Clinical info HIV.gov

2019d).

Také DRV je léCivo s vysokym potencidlem k 1ékovym interakcim, vzhledem k tomu, Ze se
jedna o substrat CYP3A4 a ABCBI (Clinical info HIV.gov 2019¢c, Fujimoto et al. 2009, Konig
et al. 2010). Riziko l1ékovych interakei je navic u HIV pacientli obecné vysoké vzhledem
k uzivani kombinace antiretroviralnich 1é¢iv, ale také z hlediska dal$i uzivané farmakoterapie,
ktera je u téchto pacientli bézna vzhledem k dal$im ¢astym komorbiditdm (Ruela Corréa et al.

2012).

RTV je uzivan pro zvySeni biodostupnosti DRV (Clinical info HIV.gov 2019b). Soucasné
podavani DRV/r s LPV/r neni doporuceno (Prezista® 2020, Back et al. 2008). Vzhledem
k tomu, ze HCV je pfenasSen podobnymi cestami jako HIV, dochézi Casto ke koinfekei t€mito
onemocnénimi (Yu et al. 2020, Platt et al. 2016). Z tohoto diivodu je zkoumana také interakce
DRV s ASV, Iéciva s anti-HCV aktivitou, ktery je v soucasné dobé ve treti fazi klinického
hodnoceni v kombinaci s daklatasvirem v terapii hepatitidy C, nicméné v nékterych statech je

uz v této indikaci schvalen.

Znalost 1ékovych interakci a optimalizace davkovani je s ohledem také na Cetnost nezadoucich
ucinkil pii uzivani DRV nezbytna pro bezpecnou terapii. Identifikaci 1ékovych interakci, které
vedou ke zvySené biodostupnosti DRV, by mohlo navic dojit ke snizeni etnosti administrace
DRV, a tim také ke zlevnéni terapie. Cilem této prace je ptispét k popisu molekuldrniho

mechanismu lékovych interakci DRV.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Chemikalie, jejich pivod
e DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri,
USA)
e FBS - fetalni hovézi sérum (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)
e P/S — Penicilin/Streptomycin (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)
e Trypsin (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)
¢ Opti-MEM® (Thermo Fisher Scientific; Rockford, Illinois, USA)
e FITC-dextran - molekularni hmotnost 10,000 (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)
e PBS — fosfatovy tlumivy roztok (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)
e SDS — sodium dodecyl sulfate (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA) — 0,02 %
e Inhibitory ABC transportéri:
o Kol43 (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)
o Ly335979 (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)
o GF120918 (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)
e Antivirotika:
o Ritonavir (MedChemExpress; Monmouth Junction, New Jersey, USA)
o Lopinavir (MedChemExpress; Monmouth Junction, New Jersey, USA)
o Asunaprevir (MedChemExpress; Monmouth Junction, New Jersey, USA)
o Darunavir — radioaktivné znageny ['*C] (MC 2569; Moravek Biochemicals;
Brea, California, USA)
e DMSO - dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)
e HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution)
e NaHCO;
e HEPES (pufr)
e Scintila¢ni roztok (Ultima-Gold) — (PerkinElmer, Inc.; Waltham, Massachusetts, USA)

5.2. Bunécéné linie

5.2.1. MDCKII
MDCKII buniky byly ziskany z Netherland Cancer Institut v Amsterdamu (Holandsko).
V experimentu byly vyuzity MDCKII parentni, MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2
a MDCKII-ABCC2. Vsechny typy MDCKII bunék byly kultivovany za stejnych podminek,

experimenty probihaly soucasné na bunikdch parentnich a bunkach geneticky modifikovanych
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pro produkci lidského transportéru. Kultivace probihala v DMEM s pfidavkem 10 % FBS v 5%
CO; pti 37°C. Buiiky byly nasazeny na inserty s polykarbonatovou membranou (Transwell
3402, primér inzertu 12 mm, velikost poéri 3,0 pm) v mnozstvi 5x10° bunék na jamku.
Kultivace na transwellu trvala 3-4 dny s pravidelnou vyménou média obohacen¢ho o 1% P/S

do vytvofeni konfluentni vrstvy.

Konfluence monovrstvy MDCKII bun¢k byla hodnocena pomoci analyzy FITC-dextranu.
Laboratorn¢ bylo zjisténo, Zze FITC-dextran nijak neinteraguje se scintilaci v pribcéhu
kvantifikace radioizotopu ['*C]-DRV, proto byl souéasti inkubaénich roztok@ aplikovanych
do apikalniho kompartmentu a byl tedy pfitomen po celou dobu testovani. Dava tak informaci
o realném stavu monovrstvy v priabéhu celého experimentu. Prostup FITC-dextranu byl
hodnocen pomoci pfistroje TECAN Infinite M200. Pfipustné hodnoty byly do 1 % prostupu

za jednu hodinu.

5.2.2. CACO-2
Caco-2 buné¢na linie byla ziskdna z American Type Culture Collection. Kultivace probihala
v DMEM s pridavkem 10 % FBS, a 1 % neesencialnich aminokyselin v 5% CO; pfti 37°C.
Bunky byly nasazeny na inserty s polykarbonatovou membranou (Transwell 3401, primér
inzertu 12 mm, velikost pori 0,4 pm) v mnozstvi 3x10° bunék na jamku. Kultivace
na transwellu probihala po dobu 21 dni do vytvofeni konfluentni vrstvy s vyménou média
obsahujiciho navic 1 % P/S co 2-3 dny. Integrita monovrstvy byla hodnocena pomoci TEER
(transepithelial electrical resistance) za vyuZziti Millpore Milli-Cell Electrical Resistance
System (ERS). Vyuziva dvou elektrod, z nichz jedna je ponotfena do basolaterdlni Casti a jedna
do apikalni ¢asti insertu. V experimentu byly pouZity bunky s rozsahem TEER 1100-2100

Q- cm?.

5.3. Postup experimentu
V préci byla vyuzita metoda obousmérného transportu, ve které je 1écivo o urcité koncentraci
aplikovéno do apikélniho (A) nebo basolateradlniho (B) kompartmentu. Pfi métfeni priichodu
1é¢iva pies monovrstvu bunék ve sméru A-B je 1é¢ivo aplikovano do apikalniho kompartmentu
a vzorky v danych €asech jsou odebirany z basolaterdlniho kompartmentu. V piipadé prostupu

lé¢iva ve sméru B-A je tomu naopak.

Pred zacatkem experimentu bylo z obou kompartmentli odsdto médium a inserty byly omyty
PBS ptedehiatym na 37°C. Po odsati PBS byly na inserty ptfidany ptedem pfipravené a na 37°C

pfedehiaté preinkubaéni roztoky; 0,5 ml do apikdlniho a 1,5 ml do basolaterdlniho
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kompartmentu. Preinkubacni roztoky byly v pifipadé MDCKII bunék pfipraveny pomoci
redukovaného bezsérového media OptiMEM s nebo bez piidavku inhibitoru/antivirotik;
v pripadé Caco-2 bunék byly tvofeny HBSS mediem s ptidavkem NaHCO; a pufru HEPES
pro dosazeni hodnoty pH 7,4 na obou stranach s nebo bez piidavku inhibitoru/antivirotik.
Preinkubace probihala po dobu 30 minut pti 37°C. Poté doslo k odsati vSech roztoki a byly
pfidany piedehfaté inkubacni roztoky. V piipadé MDCKII bun€k byly inkubacni roztoky
tvofeny OptiMEM s nebo bez pfidavku inhibitoru/antivirotik; medium aplikované
do donorovych kompartmentii obsahovalo 0,12 pCi ["*C]-DRYV, coZ odpovida koncentraci
2 umol/l. Inkubacni roztoky aplikované na apikélni stranu obsahovaly navic FITC-dextran
o koncentraci 0,5 mg/ml. V ptipadé Caco-2 bunék inkubacni roztoky aplikované do donorovych
kompartmentti obsahovaly 0,12 uCi ["*C]-DRV odpovidajici koncentraci 2 umol/l. Inkubace
probihala v obou ptipadech pti 37°C.

V prvni ¢asti experimentu na MDCKII parentnich, MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2
a MDCKII-ABCC?2 probihaly odbéry v ¢ase 0,5 h, 2 h a 4 h (v piipad¢ MDCKII-ABCC?2 byly
odbéry jiz pouze v ¢ase 0,5 h a 2 h). Experiment byl proveden v technickém triplikatu v poctu
méteni n = 1. Dalsi experimenty na MDCKII parentnich a MDCKII-ABCB1 bunikach byly
provedeny v technickém triplikatu s odbéry v ¢ase 0,5 h a 1 h, poCty méfeni jsou uvedeny
u jednotlivych experimentii a jsou v rozmezi n = 1 - 2. Z akceptorového kompartmentu bylo
vzdy odebirano 50 pl media. V piipadé Caco-2 bunck byly odbéry provadény v ¢ase 1 ha 2 h.
Experiment probihal v technickém triplik4dtu, pocty méfeni jsou uvedeny u jednotlivych
experimentil a jsou v rozmezi n = 1 — 2. K odebranym vzorkim vcéetné kontrolnich roztokti bylo
piidano 0,5 ml scintilaéniho roztoku a koncentrace piitomné radioaktivity byla stanovena

piistrojem Beta Counter - TriCarb 2009 TR Perkin Elmer.

Byly vyuzity tfi modelové inhibitory efluxnich transportért. V piipadé MDCKII buné¢k byl jako
kontrolni inhibitor vyuzit 2uM elacridar (GF120918), cozZ je inhibitor ABCB1 (Hyafil et. al
1993, De Bruin et al. 1999) a ABCG2 transportérii (De Bruin et al. 1999). V ptipad€ Caco-2
bun¢k byl vyuzit specificky inhibitor ABCG2 — 2uM Ko143 (Allen et al. 2002) a specificky
inhibitor ABCBI - 1uM Ly335979 (Shepard et al. 2003).

Po skonceni experimentu byly vSechny membrany omyty ledovym PBS. Poté byly vyfezany
a lyzovéany v 0,02 % SDS (A-B sméry v 0,5 ml, B-A sméry v 1,5 ml SDS). Po 24 hodinach
lyzovani bylo z roztoku odebrano 50 pl vzorku a po ptfidani 0,5 ml scintilaéniho roztoku bylo

stanoveno mnozstvi pfitomného radioizotopu pomoci Beta Counter - TriCarb 2009 TR
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PerkinElmer. Zachyt v membranach byl hodnocen pro vSechny testované latky jak pfi

experimentech na MDCKII, tak pfi experimentech na Caco-2 linii.

5.4. Vyhodnoceni experimentu
Vysledky byly vyhodnoceny a graficky zpracovany v programu GraphPad Prism 8.0.1.
(GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA). Pro dany experiment je vzdy uveden
pocet biologickych replikat (n). V ptipadé n = 1 jsou vysledky prezentovany jako prumér tii
technickych replikata + smérodatnéa odchylka. V ptipadé n = 2 jsou vysledky prezentovany jako
pramér dvou biologickych opakovani + smérodatnd odchylka. Statistické zhodnoceni nebylo

vzhledem k poctu biologickych replikati (n < 3) provedeno.

Prostup ['*C]-DRV pies monovrstvu bunék je vyjadien jako procentudlni transport, ktery uvadi
procento léciva z celkové koncentrace roztoku, které piejde pfes membranu z donorového
kompartmentu do akceptorového. V ptipadé prostupu IéCiva ve sméru AB je to procento 1é¢iva
nachdzejici se v basolaterdlnim kompartmentu, v pifipad¢ prostupu ve sméru BA se jedna
o procento 1é¢iva nachazejici se v kompartmentu apikalnim. Zapojeni efluxniho transportéru
bylo analyzovano pomoci efluxniho poméru (r), ktery jsme vypocitali jako pomér prostupu

['*C]-DRV ve sméru BA ku prostupu ve sméru AB v daném &ase (v linedrni fAzi transportu).

V ptipadé¢ MDCKII bun¢k byla vzhledem k zapojeni endogennich transportérii do transferu
['*C]-DRV vypocitavana hodnota ,net efflux ratio®, ¢ili pomér efluxniho poméru (BA/AB)
bun¢k obsahujicich navic lidsky transportér ku efluxnimu poméru (BA/AB) buné€k parentnich.
V pfipadé experimentu za pfitomnosti inhibitori/antivirotik je inhibi¢ni efekt na efluxni
transportér (dale oznacen le) vyjadien jako pomér (r ABCB1/r parentni) neinhibovaného
transportu ku (r ABCB1/r parentni) inhibovaného transportu. Inhibice efluxu nastava v ptipadé,

ze I > 1. Pokles efluxniho poméru o 50 % nastava v ptipadé, ze I > 2.
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6. VYSLEDKY

6.1. Transport

['*C]-DRV  pfes

monovrstvy

MDCKII parentnich,

MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2 a MDCKII-ABCC2 bunék
Nejprve byl testovan piestup ['*C]-DRV (2 umol/l) ptes monovrstvy MDCKII bunék. Jednalo
se o parentni bunky a buinky MDCKII-ABCBI1, -ABCG2 a -ABCC2. Prib¢h transportu

['*C]-DRV je znazornén na obrazku 1 véetn& hodnot efluxnich poméri (r). Hodnoty ,,net efflux

ratio* mefenych v ¢ase 0,5 h jsou 2,4+0,3 pro MDCKII-ABCBI, 0,7+0,1 pro MDCKII-ABCG2

a 0,4+0,1 pro MDCKII-ABCC2.
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Obrazek 1: Grafické zndzornéni transportu 2uM [*C]-DRV pries monovrstvy MDCKII parentnich bunék (a),
MDCKII-ABCBI (b), MDCKII-ABCG?2 (c) a MDCKII-ABCC?2 (d) vcetné uvedenych hodnot efluxnich pomérii (r)
v ¢ase 0,5 h vyjadrenych jako primér + smérodatna odchylka. Pro viechna uvedena méreni platin = 1.

Grafické porovnani efluxnich pomért (r) ziskanych pro MDCKII-parentni, MDCKII-ABCBI,
MDCKII-ABCG2 a MDCKII-ABCC2 je zndzornéno na obrazku 2.
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Obrizek 2: Grafické porovndni efluxnich pomérii (v) ziskanych z transportu [CJ-DRV u jednotlivich typi
MDCKII bunék v ¢ase 0,5 h (n=1).

Aby byla latka povazovéna za substrat efluxniho transportéru musi hodnota ,,net efflux ratio*
nabyvat hodnoty 2 a vice (The International Transporter Consortium; Giacomini et al. 2010).
Dle této definice se DRV jevi pouze jako substrat ABCBI1, a proto byly dalSi experimenty
provadény pouze na MDCKII parentnich a MDCKII-ABCBI1 burikach.

6.2. Transport [“C]-DRV pfes monovrstvyy MDCKII parentnich bunék
a MDCKII-ABCBI1 v pritomnosti inhibitora a antivirotik

6.2.1. Transport ['*C]-DRYV v pFitomnosti 2uM GF120918
Nejprve bylo zkoumdino piisobeni 2uM GF120918 na transport 2uM ['*C]-DRV pfes
monovrstvy MDCKII parentnich bunék a MDCKII-ABCBI1. Priibéh transportu ['“C]-DRV je
znazornén na obrazku 3 vcetné srovnani s hodnotami neinhibovaného transportu. Hodnota ,,net
efflux ratio* pro neinhibovany transport ¢ini 3,1+0,5, v pfitomnosti GF120918 ¢ini 2,1+1,2.
Inhibi¢ni efekt (I) GF120918 na eflux ['*C]-DRV zprosttedkovany ABCBI1 transportérem
nabyva hodnoty 1,5. V pfitomnosti tohoto inhibitoru tedy nedochazi k poklesu hodnoty ,,net
efflux ratio“ o 50 %. Dle Mezinarodniho transportérového konsorcia (The International
Transporter Consortium; Giacomini et al. 2010) tedy nebyla prokézana specifita transportu
ABCBI. Grafické porovnani efluxnich pomért (r) a ,,net efflux ratio* je viditelné na obrazku

4.
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Obrazek 3: Grafické zndzornéni priitbéhu transportu 2uM [*CJ]-DRV pies monovrstvy MDCKII parentnich bunék
(a) a MDCKII-ABCBI bunék (b) v pritomnosti 2uM GF120918 véetné hodnot efluxnich poméri (r) v ¢ase 0,5 h
v pritomnosti a bez pritomnosti inhibitoru vyjadrenych jako primér + smérodatnda odchylka. Pocet méreni
v pritomnosti GF120918 je n = 1 pro MDCKII parentni, n = 2 pro MDCKII-ABCBI, pro neinhibovany transport
plati n = I pro parentni i MDCKII-ABCB1 buriky.
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Obrazek 4: a) Grafické porovnani efluxnich pomeéri (r) MDCKII parentnich a MDCKII-ABCBI1 bunék v case
0,5 h vpritomnosti 2uM inhibitoru GF120918. b) Grafické porovnani ,net efflux ratio”
(r ABCBI1/r parentni) v pritomnosti a bez pritomnosti 2uM inhibitoru GF120918. Pocet méreni v pritomnosti
GF120918 je n = 1 pro MDCKII parentni, n = 2 pro MDCKII-ABCBI, pro neinhibovany transport plati n = I pro
parentni i MDCKII-ABCBI buriky.

Z namétenych dat je viditelné, Ze GF120918 kromé inhibice ABCBI inhibuje také endogenni
transportéry MDCKII bunék a neni tak zcela vhodnou kontrolou, protoZe jeho efekt na ABCB1
transportér neni snadno zaznamenatelny. Piestoze se MDCKII buiiky nezdaji byt vhodnym
modelem, pokusili jsme se otestovat vliv vybranych antivirotik na transport ['*C]-DRV.
Antivirotika byla vybrdna na zaklad¢ publikace Martince et al. (2019) a vysledkti s digoxinem,
které jsou pfipravovany k publikaci.
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6.2.2. Transport ['*C]-DRV v p¥itomnosti 20uM RTV
Prvnim testovanym antiretrovirotikem pro zji§téni jeho vlivu na transport 2uM ['*C]-DRV
pies monovrstvy MDCKII parentnich bunék a MDCKII-ABCB1 byl RTV v koncentraci
20 pmol/l. Prubéh transportu je znazornén na obrazku 5 vcetné srovnani s neinhibovanym
transportem. Hodnota ,,net efflux ratio* pro neinhibovany transport ¢ini 3,1+0,5, v pfitomnosti
20uM RTV ¢&ini 11,0+7,5. Inhibi¢ni efekt 20uM RTV na eflux ['*C]-DRV zprostfedkovany
ABCBI transportérem nebyl pozorovan. Paradoxné doslo k opa¢nému jevu a hodnota I. byla

0,3. Grafické porovnani efluxnich pomért (r) a ,,net efflux ratio* je viditelné na obrazku 6.

a) MDCKIl parentni + 20pM RTV b) MDCKI-ABCB1 + 20uM RTV
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Obrazek 5: Grafické zndzornéni transportu 2uM ['*CJ-DRV pies monovrstvy MDCKII parentnich bunék (a)
a MDCKII-ABCBI (b) v pritomnosti 20uM RTV véetné hodnot efluxnich pomerii (v) v ¢ase 0,5 h vyjadienych jako

prumeér = smérodatna odchylka. Pocet mereni v pritomnosti RTV je n = 1 pro MDCKII parentni, n = 2 pro
MDCKII-ABCBI, pro neinhibovany transport plati n = 1 pro parentni i MDCKII-ABCBI buriky.
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Obrazek 6: a) Grafické porovnani efluxnich pomeru (r) MDCKII parentnich a MDCKII-ABCBI1 bunék v case
0,5 h v pritomnosti 20uM RTV. b) Grafické porovnani ,, net efflux ratio “ (r ABCB1/r parentni) v pritomnosti a bez
pritomnosti 20uM RTV. Pocet méreni v pritomnosti RTV je n = I pro MDCKII parentni, n = 2 pro MDCKII-
ABCBI, pro neinhibovany transport plati n = I pro parentni i MDCKII-ABCBI1 buriky.
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6.2.3. Transport [1*C]-DRYV v pFitomnosti SuM LPV
Dalg§im testovanym antiretrovirotikem pro zjiiténi jeho vlivu na transport 2uM ['*C]-DRYV pies
monovrstvy MDCKII parentnich bunék a MDCKII-ABCB1 byl LPV v koncentraci
5 umol/l. Pribéh transportu je zndzornén na obrazku 7 vcetné srovnani s neinhibovanym
transportem. Hodnota ,,net efflux ratio* pro neinhibovany transport ¢ini 3,1+0,5, v pfitomnosti
SuM LPV ¢&ini 6,6+0,1. Inhibi¢ni efekt SuM LPV na eflux ['*C]-DRV zprostiedkovany ABCB1
transportérem tedy nebyl pozorovan. Paradoxné doslo k opa¢nému jevu a hodnota I. byla 0,5.

Grafické porovnani efluxnich poméri (r) a ,,net efflux ratio* je viditelné na obrazku 8.

a) MDCKIIl parentni + 5uM LFV b} MDCKII-AECB1 + 5uM LPV
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Obrazek 7: Grafické zndzornéni transportu 2uM [*CJ-DRV pies monovrstvy MDCKII parentnich bunék (a)
a MDCKII-ABCBI (b) v pritomnosti 5uM LPV véetné hodnot efluxnich pomérii (r) v case 0,5 h vyjadrenych jako
prumeér + smerodatna odchylka. Pro MDCKII parentni i MDCKII-ABCBI v pritomnosti i bez pritomnosti LPV
platin = 1.
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Obrazek 8: a) Grafické porovnani efluxnich pomérii (r) MDCKII parentnich a MDCKII-ABCBI bunék v case
0,5 h v pritomnosti SuM LPV. b) Grafické porovnani ,, net efflux ratio* (r ABCB1/r parentni) v pritomnosti a bez
pritomnosti SuM LPV. Pro MDCKII parentni i MDCKII-ABCB1 v pritomnosti i bez pritomnosti LPV platin = 1.
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6.2.4. Transport ['*C]-DRYV v pFitomnosti 20uM LPV
Déle byl zjistovan vliv LPV na transport 2uM ['*C]-DRV pies monovrstvy MDCKII

parentnich bunék a MDCKII-ABCBI1 ve vyssi koncentraci, tedy 20 umol/I. Pritbéh transportu

je znazornén na obrazku 9 vcetné srovnani s neinhibovanym transportem. Hodnota ,,net efflux

ratio” pro neinhibovany transport ¢ini 3,1+0,5, v pfitomnosti 20uM LPV ¢ini 23,342.4.
Inhibi¢ni efekt 20uM LPV na eflux ['*C]-DRV zprostiedkovany ABCBI1 transportérem tedy

nebyl pozorovan. Paradoxné doslo k opacnému jevu a hodnota I. byla 0,1. Grafické porovnani

efluxnich poméri a ,,net efflux ratio* je viditelné na obrazku 10.
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Obrazek 9: Grafické zndzornéni transportu [C]-DRV pies monovrstvy MDCKII parentnich bunék (a)
a MDCKII-ABCBI (b) v pritomnosti 20uM LPV vcetné hodnot efluxnich pomerii (v) v ¢ase 0,5 h vyjadienych jako
prumeér + smerodatna odchylka. Pro MDCKII parentni i MDCKII-ABCBI1 v pritomnosti i bez pritomnosti LPV
platin = 1.
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Obrazek 10: a) Grafické porovnani efluxnich pomeérii (v) MDCKII parentnich a MDCKII-ABCBI bunék v case
0,5 h v pritomnosti 20uM LPV. b) Grafické porovnani ,, net efflux ratio* (r ABCB1/r parentni) v pritomnosti a bez
pritomnosti 20uM LPV. Pro MDCKII parentni i MDCKII-ABCB1 v pritomnosti i bez pritomnosti LPV platin = 1.
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6.2.5. Transport [1*C]-DRYV v pFitomnosti 20uM ASV
Poslednim testovanym antivirotikem pro zjisténi jeho vlivu na transport 2uM ['*C]-DRV pies
monovrstvy MDCKII parentnich bunék a MDCKII-ABCB1 byl ASV v koncentraci
20 umol/l. Prabéh transportu je zndzornén na obrazku 11 vcetné srovnani s neinhibovanym
transportem. Hodnota ,,net efflux ratio* pro neinhibovany transport ¢ini 3,1+0,5, v pfitomnosti
20uM ASV ¢&ini 16,1+1,5. Inhibiéni efekt 20uM ASV na eflux ['*C]-DRV zprostiedkovany
ABCBI transportérem nebyl pozorovan. Paradoxné doslo k opa¢nému jevu a hodnota I. byla

0,2. Grafické porovnani efluxnich pomért (r) a ,,net efflux ratio* je viditelné na obrazku 12.
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Obrazek 11: Grafické zndzornéni transportu 2uM [*C]-DRV pies monovrstvy MDCKII parentnich bunék (a)
a MDCKII-ABCBI (b) v pritomnosti 20uM ASV véetné hodnot efluxnich pomeérii (r) v ¢ase 0,5 h vyjadienych jako
prumeér + smérodatna odchylka. Pro MDCKII parentni i MDCKII-ABCBI v pritomnosti i bez pritomnosti ASV
platin = 1.

a) b)
= 40 20
o _
S _i5 T
m 30 mo -
2 T 2S5
c
& 3 £
= 20— ~ 2 10-
:g : g-
(o] Q=
o Ex
= 10— m s|
g 2o °
=] m
@ 0- | T < 0__ﬁ
N N !
v i
S AN
.x?. xv' .(\\Q =)
s & v
& F v
o v ©

Obrazek 12: a) Grafické porovnani efluxnich pomeérii (r) MDCKII parentnich a MDCKII-ABCBI bunék v case
0,5 h v pritomnosti 20uM ASV. b) Grafické porovnani , net efflux ratio* (r ABCB1/r parentni) v pritomnosti a bez
pritomnosti 20uM ASV. Pro MDCKII parentni i MDCKII-ABCBI v pritomnosti i bez pritomnosti ASV platin = 1.
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6.3. Zachyt ['*C]-DRV v membranach insertit MDCKII parentnich a MDCKII-
ABCB1 bunék

Kromé transportu ['*C]-DRV mezi apikalnim a basoloteralnim kompartmentem byl zkouman

také jeho zachyt v buné&né monovrstvé. Zachyt vyjadieny jako procento ['*C]-DRV z celkové

koncentrace aplikované do odpovidajiciho kompartmentu je viditelny v grafu na obrazku 13.

Primérny zachyt v membréanach byl u vSech experimentti v rozmezi 0,1-1,6 %.
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Obrazek 13: Grafické porovndni zachytu 2uM [*C]-DRV v membrdndch insertii MDCKII parentnich bunék (a)
a MDCKII-ABCBI (b) v piitomnosti jednotlivych inhibitorii a antivirotik p¥i priichodu [/*C]-DRV ve sméru AB
a BA. Zachyt je vyjadren jako % z celkové koncentrace [/*C]-DRV. V pFipadé MDCKII parentnich bunék (a) plati
pro vsechny transporty n = 1, v pripadé MDCKII-ABCBI1 (b) plati pro neinhibovany transport a transport
v pritomnosti LPV n = 1, pro transporty v pritomnosti GF120918 a RTV plati n = 2.

6.4. Transport ['“C]-DRV pFes monovrstvu Caco-2 bunéné linie bez
pritomnosti inhibitoru
Podobné jako experimenty na MDCKII bunikach probihaly experimenty i na Caco-2 bunécné
linii. Nejprve byl opét testovan piestup 2uM ['*C]-DRV pies monovrstvu Caco-2 bungk
bez ptitomnosti inhibitoru. Odbéry probihaly v ¢asech 1 h a 2 h. Priibéh transportu je znazornén

na obrazku 14. Efluxni pomér (r) v ¢ase 1 h dosahoval hodnoty 19,4+7,1.
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Obrazek 14: Grafické zndzornéni priichodu 2uM [M*C]-DRV pies monovrstvu Caco-2 bunék bez pritomnosti

inhibitoru véetné hodnoty efluxniho poméru (r) v ¢ase 1 h (n=2).

6.5. Transport ['*C]-DRYV p¥es monovrstvu Caco-2 bunééné linie v piitomnosti

inhibitoru a antivirotik

6.5.1. Transport ['*C]-DRYV v p¥itomnosti 2uM Ko143

Priibéh transportu 2uM ['*C]-DRV pres monovrstvu Caco-2 bun&né linie v pfitomnosti 2uM

Ko143 je znazornén na obrazku 15 v€etn€ porovnani s neinhibovanym transportem. Efluxni

pomeér (r) v ¢ase 1 h nabyva hodnoty 9,0+0,2.
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Obrazek 15: Grafické zndzornéni priichodu 2uM [/*C]-DRV pies monovrstvu Caco-2 bunék v pritomnosti 2uM
Ko143 vcetné hodnoty efluxniho pomeru (r) v ¢ase 1 h vyjadreného jako priumeér + smérodatna odchylka (n=1).

Pro neinhibovany transport plati n = 2.
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6.5.2. Transport ['“C]-DRYV v pFitomnosti 1uM Ly335979

Pribéh transportu 2uM ['*C]-DRV pies monovrstvu Caco-2 bun&ené linie v pfitomnosti 1uM

Ly335979 je znazornén na obrazku 16 vcetn€ porovnani s neinhibovanym transportem. Efluxni

pomer (1) v Case 1 h nabyva hodnoty 1,3+0,1.

Caco-2 + 1uM Ly335979
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Obrazek 16: Grafické znazornéni priichodu 2uM ['*C]-DRV pies monovrstvu Caco-2 bunék v pritomnosti 1uM
Ly335979 véetné hodnoty efluxniho poméru (r) v case 1 h vyjadreného jako primer + smérodatna odchylka (n=2).
Pro neinhibovany transport plati n = 2.

6.5.3. Transport ['“C]-DRYV v pFitomnosti 20uM RTV

Po testovani specifickych inhibitorti transportéri nasledovalo testovani vybranych antivirotik.

Nejprve byl testovan vliv 20uM RTV na transport 2uM ['*C]-DRV pies monovrstvu Caco-2

bunécné linie. Pribéh transportu je zndzornén na obrdzku 17 vcetné porovnani

s neinhibovanym transportem. Efluxni pomér (r) v ¢ase 1 h nabyva hodnoty 2,2+0,1.
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Obrazek 17: Grafické zndzornéni priichodu 2uM ["*CJ-DRV pies monovrstvu Caco-2 bunék v piitomnosti 20uM
RTV véetné hodnoty efluxniho poméru (r) v case 1 h vyjadreného jako priumeér £ smeérodatnd odchylka (n=1). Pro
neinhibovany transport plati n = 2.
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6.5.4. Transport [1*C]-DRYV v pFitomnosti SuM LPV
Pribéh transportu 2uM ['*C]-DRV pies monovrstvu Caco-2 bun&ené linie v pfitomnosti SuM
LPV je znazornén na obrazku 18 vcetné¢ porovnani s neinhibovanym transportem. Efluxni

pomer (1) v Case 1 h nabyva hodnoty 6,3+0,5.

Caco-2 + 5uM LPV
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Obrazek 18: Grafické znazornéni priichodu 2uM [*C]-DRV pies monovrstvu Caco-2 bunék v pritomnosti SuM
LPV véetné hodnoty efluxniho pomeéru (r) v case 1 h vyjadreného jako priumér + smerodatna odchylka (n=1). Pro
neinhibovany transport plati n = 2.

6.5.5. Transport ['*C]-DRYV v pFitomnosti 20uM LPV
Vliv LPV na transport 2uM ['*C]-DRV byl testovan také ve vyssi koncentraci 20 umol/I.
Pribéh transportu je zndzornén na obrazku 19 vcetné porovnani s neinhibovanym transportem.

Efluxni pomér (r) v ¢ase 1 h nabyvé hodnoty 1,4+0,3.

Caco-2 + 20uM LPV
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Obrazek 19: Grafické zndzornéni prichodu 2uM [*CJ-DRYV pies monovrstvu Caco-2 bunék v piitomnosti 20uM
LPV véetné hodnoty efluxniho pomeéru (r) v case 1 h vyjadreného jako priumér + smerodatna odchylka (n=1). Pro
neinhibovany transport plati n = 2.
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6.5.6. Transport ['*C]-DRYV v pFitomnosti 20uM ASV
Jako posledni byl testovan priichod 2uM ['*C]-DRV pres monovrstvu Caco-2 bun&éné linie
v ptitomnosti 20uM ASV. Prabéh transportu je zndzornén na obrazku 20 vcetné porovnani

s neinhibovanym transportem. Efluxni pomér (r) v ¢ase 1 h nabyva hodnoty 1,3+0,1.

Caco-2 + 20uM ASV
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Obrazek 20: Grafické zndzornéni priichodu 2uM [*CJ-DRV pies monovrstvu Caco-2 bunék v piitomnosti 20uM
ASV véetné hodnoty efluxniho poméru (r) v case 1 h vyjadreného jako primeér £ smérodatna odchylka (n=1). Pro
neinhibovany transport plati n = 2.
6.5.7. Porovnani hodnot efluxnich poméra ziskanych z transportu
['*C]-DRYV pres monovrstvu Caco-2 bunééné linie
Viechny ziskané hodnoty efluxnich pomérd (r) ziskané méfenim transportu ['*C]-DRV
pies monovrstvy Caco-2 bunck v Case 1 h bez pfitomnosti inhibitoru a v pfitomnosti 2uM

Ko143, 1uM Ly335979, 20uM RTV, 5uM LPV, 20uM LPV a 20uM ASV jsou porovnany

a graficky znazornény na obrazku 21.
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Obrazek 21: Grafické porovndni efluxnich pomérii (r) ziskanych z transportu [*C]-DRV za piitomnosti

inhibitori/antivirotik a neinhibovaného transportu v case 1 h. Pro neinhibovany transport a transport

v pritomnosti Ly335979 plati n = 2, pro transporty v pritomnosti Ko143, RTV, LPV (5 i 20 uM) a ASV platin = 1.
6.6. Zachyt ['*C]-DRV v membranach inserti Caco-2 bunék

Analogicky s experimenty na MDCKII butikach byl testovan také zachyt ['“C]-DRV v bunééné

monovrstvé pfi experimentech na Caco-2. Zachyt vyjadieny jako procento ['*C]-DRV

z celkové koncentrace aplikované do pfislusného kompartmentu je vyjadien na obrazku 22.

Primérny zachyt byl u vSech experimentd v rozmezi 0,6-2,8 %.
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Obrazek 22: Grafické porovndani zachytu [*CJ-DRV v membrdndch insertii Caco-2 bunék v pfitomnosti
Jjednotlivych inhibitorii a antivirotik pFi priichodu [*C]-DRV ve sméru AB a BA. Zachyt je vyjadien jako %
z celkové koncentrace [*C]-DRV. Pro neinhibovany transport a transport v piitomnosti Ly335979 plati n = 2, pro
transporty v pritomnosti Kol143, RTV, LPV (5i 20 uM) a ASV platin = 1.
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6.7.Saturace efluxnich transportéric Caco-2 bunééné linie pri zvySujici

se koncentraci DRV

Pro zjisténi koncentrace DRV, pii které dochazi k saturaci transportérii byl testovan prachod

2uM ["C]-DRV pti zvysujici se koncentraci DRV bez radioaktivniho znageni. Vysledné

testované koncentrace DRV jsou 2 pumol/l, 22 pmol/l a 102 pmol/l. Pribéh transportu je

znazornén na obrazku 23. Efluxni pomér (r) v ¢ase 1 h je pii koncentraci DRV 2 pmol/l

19,4+7,1, pii koncentraci DRV 22 pumol/l 6,0£1,0 a pii koncentraci DRV 102 pmol/l 1,5+0,1.

Grafické porovnani ziskanych efluxnich poméra je znazornéno na obrazku 24.

a) Transport pfes Caco-2 monovrstvu - 2uM DRV b) Transport pfes Caco-2 monovrstvu - 22uM DRV
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Obrazek 23: Grafické zndzornéni priibéhu transportu [M*CJ-DRV pies monovrstvy Caco-2 bunék pri zvysujici se
koncentraci DRV —a) 2uM DRV (n = 2), b) 22uM DRV (n = 1), ¢) 102uM DRV (n = 1). Jsou uvedeny také hodnoty

1 2
cas (h)

efluxnich pomeérii (r) v case 1 h a 2 h vyjadiené jako primer = smérodatna odchylka.
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Obrazek 24: Grafické porovndni efluxnich pomérii (r) ziskanych z transportu [*CJ-DRV pies monovrstvy
Caco-2 bunek v case 1 h pri zvysujici se koncentraci DRV. Pocet méreni je v pripade koncentrace 2uM DRV n =
2, v pripadé 22uM a 102uM DRV n = 1.
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7. DISKUZE

Infekce virem HIV je jednim z hlavnich globalnich zdravotnich problémi a jeji 1é¢ba zahrnuje
kombinaci n¢kolika antiretroviralnich 1é¢iv (WHO 2020). DRV je nejnovéj$im zastupcem PI
s vysokou genetickou bariérou proti rozvoji rezistence (Deeks 2014, Ruela Corréa et al. 2012).
Je substratem ABCBI1 (Fujimoto et al. 2009, Konig et al. 2010) a zda se, ze k jeho efluxu
piispiva také ABCC transportér, pravdépodobné¢ ABCC2 (Fujimoto et al. 2009).

Prace se zabyva studiem lékovych interakci DRV na ABC transportérech za vyuziti dvou
bunéénych linii — Caco-2 a MDCKII. Caco-2 linie je narozdil od MDCKII lidského ptivodu
(Balimane a Chong 2005, Algahtani et al. 2013). Mezi jeji nevyhody patii delsi kultiva¢ni doba
a citlivost bunék i k malym zméndm v kultivacnich a experimentalnich podminkach (Balimane
a Chong 2005, Artursson et al. 2001). Vzhledem k pevnéjSim mezibunéénym spojum
v porovnani s lidskymi enterocyty je zde niz$i mira paracelularniho transportu (Algahtani et al.
2013). Exprese a funkce efluxnich transportérii v Caco-2 muize byt kromé jiného ovlivnéna také

stupném diferenciace bun¢k a ¢islem pasaze (Siissalo et al. 2007).

MDCK buiky jsou taktéz uzivané jako model pro studium piestupu latek pres biologické
membrany. Jejich hlavni vyhodou oproti Caco-2 je krat$i doba kultivace na polykarbonatové
membrang (Balimane et al. 2000, Balimane a Chong 2005, Quan et al. 2012, Volpe 2008). Tato
bunécna linie je dlouhodobé vyuzivana pro studium interakci 1€¢iv vEetné antivirotik (Patel et
al. 2004, Horita a Doi 2014, Zha et al. 2013). K rozpoznavani substratii a inhibitort ABCB1
(analogicky ABCG2 ¢i ABCC) jsou vyuzivany MDCKII-ABCB1 (MDCKII-ABCG2,
MDCKII-ABCC2). Efluxni pomér (r) nabyvajici hodnoty 2 a vice (r > 2) ukazuje na potencialné
klinicky vyznamnou roli ABCBI (analogicky 1 ABCG2 a ABCC2) ve farmakokinetice 1éCiv.
Dal8im ukazatelem je pokles efluxniho poméru (r) v pfitomnosti inhibitoru daného transportéru
o 50 % oproti hodnoté (r) neinhibovaného transportu (The International Transporter

Consortium; Giacomini et al. 2010).

Za ur¢itou nevyhodu MDCKII bunék 1ze povaZovat jejich psi piivod (Dukes et al. 2011) a s tim
souvisejici endogenni expresi transportért, jejichz interakce s testovanou latkou mize byt
komplikujicim faktorem pfi interpretaci vyslednych dat (Kuteykin-Teplyakov 2010, Gartzke
a Fricker 2014, Goh et al. 2002, Quan et al. 2012). Endogenni transportéry MDCKII bunék
mohou totiz ovlivitovat vysledny transportni pomér (r) v MDCKII produkujicich huménni

transportéry. Proto musi byt dle FDA Center for Drug Evaluation and Research (2020)
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v piipadé MDCKII buné¢k hodnocen tzv. ,net efflux ratio®, Cili podil efluxnich poméri (1)

ziskanych na buiikéch produkujicich lidsky transportér a bunikach parentnich.

Detekce pomoci radioaktivné znaceného ['*C]-DRV byla zvolena z diivodu vysoké citlivosti
metody, ktera umozniuje testovat i niz$i koncentrace, a jednodus$imu analytickému stanoveni

(nezavislému na HPLC metodg).

Experimenty s DRV jsme zapocali na kultivacné jednodussim modelu, tj. na MDCKII bunécné
linii. Transporty ['*C]-DRV byly provedeny pies monovrstvy parentnich MDCKII bungk
a MDCKII bun¢k produkujicich lidské transportéry (MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2
a MDCKII-ABCC2). Pouze v piipadé transportu pires MDCKII-ABCBI1 jsme pozorovali ,,net
efflux ratio* (The International Transporter Consortium; Giacomini et al. 2010) > 2, coz
naznacuje, ze DRV by mél byt substraitem ABCBI1 a jejich interakce klinicky relevantni.
Pfi srovnani se studii Fujimoto et al. (2009) se nase vysledky shoduji s interakci DRV
na ABCBI. V této studii navic na Caco-2 ukazali na ptispévek ABCC transportért k efluxu
DRV s ptedpokladem interakce na ABCC2, ktery se v nasem piipadé na MDCKII-ABCC2

nepotvrdil.

V ptipadé transportii pres MDCKII-ABCG2 a MDCKII-ABCC2 byl ¢isty transportni pomér
< 1. To by mohlo byt vysvétleno vlivem, ktery ma genetickd modifikace na endogenni expresi
transportért MDCKII bunkami. Li et al. (2013) prokazali, ze MDCK-ABCBI1 linie ma nizsi
endogenni expresi ABCBI mRNA oproti MDCK parentni linii. Kuteykin-Teplyakov et al.
(2010) popsali, ze MDCKII-ABCB1 maji kromé nizsi exprese endogenni ABCBI mRNA, také
nizsi expresi ABCC2, a to jak mRNA, tak i proteinu. Tato data naznacuji, Ze geneticka
modifikace mtize ovlivnit mnozstvi endogennich transportérti MDCK buné¢k a interferovat

takto s vysledky.

Vzhledem k  dosazenym  vysledkim  dal§i  experimenty  probihaly  pouze
na MDCKII-ABCB1 a MDCKII parentnich bunikach jako kontrolni linii. S ohledem na vysoké
hodnoty transportu pozorované v BA sméru jsme se navic rozhodli pro zkraceni doby
experimentu na 1 h, s odbéry v ¢ase 0,5 h a 1 h, aby naSe metodika odpovidala maximéalnimu
doporu¢ovanému piestupu (10 %, odpovidd linearni fazi ptestupu) z donorového do

akceptorového kompartmentu (Hubatsch et al. 2007).

V ptitomnosti modelového inhibitoru ABCB1 a ABCG2, GF120918 (2 uM) (Hyafil et. al 1993,
De Bruin et al. 1999), doslo ke snizeni efluxniho poméru (r) ziskaného z transportu ['*C]-DRV

jak v MDCKII-ABCBI, tak v MDCKII parentni linii, coZ zna¢i kromé& inhibice humanniho
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ABCBI také inhibici endogennich transportérit MDCKII bunék. Z tohoto divodu nedoslo
k poklesu ,,net efflux ratio* o 50 % a dle definice The International Transporter Consortium;
Giacomini et al. (2010) tedy nebyla prokézana specifita transportu, v tomto pfipadé lidskym

ABCBI.

I ptesto, ze endogenni aktivita naznacovala nevhodnost MDCKII bunék jako modelu pro tento
experiment, jsme se pokusili otestovat vliv vybranych antivirotik na transport ['*C]-DRV.
Testovanymi antivirotiky byly 20uM RTV, 5uM a 20uM LPV a 20uM ASV. Latky a jejich
koncentrace byly zvoleny s ohledem na piedchozi studie, kde byla potvrzena jejich schopnost
inhibice ABCBI1 (Storch et al. 2007, Martinec et al. 2019, Drewe et al. 1999, Bachmeier et. al
2005, Mosure at al. 2015, Bierman et. al 2010). Bylo klinicky prokézano, ze kombinace s RTV
zvySuje biodostupnost substrati ABCBI1 (a také CYP3A) (Cattaneo et al. 2019). Lékova
interakce s ASV je moZna vzhledem k rozdilné indikaci oproti DRV, zatimco 1ékova interakce
DRV a LPV je pouze hypotetickd (ob¢ 1éciva patii do skupiny PI a nejsou doporuc¢ovana
v kombinaci) a LPV zde byl vybran pouze jako znamy silny inhibitor ABCB1 (Storch et al.
2007, Martinec et al. 2019, Bierman et. al 2010). Nicméné ani jedna ztéchto latek
nevykazovala inhibi¢ni efekt na eflux ['*C]-DRV pomoci ABCBI transportéru. Paradoxné
doslo k opa¢nému jevu a ziskané efluxni poméry (r) v pfitomnosti antivirotik dosahovaly
vyssich hodnot nez efluxni pomér (r) neinhibovaného transportu. Tyto vysoké hodnoty

wrwe

transportu ['*C]-DRV v AB sméru.

Z vyse zminénych divodi jsme také diky financni a ¢asové narocnosti experimentll testovani
na MDCKII bunikéch ukoncili. Vzhledem k faktu, ze byly experimenty provedeny v jednom,

maximalné dvou biologickych replikatech, nejsou ziskané vysledky statisticky hodnoceny.

V dalsim kroku jsme se rozhodli testovat vliv vybranych antivirotik na transport ['*C]-DRV
ptes monovrstvu Caco-2. Jak jiz bylo zminéno, Caco-2 jsou bunky lidského kolorektalniho
adenokarcinomu (Balimane a Chong 2005, Algahtani et al. 2013). V Caco-2 bunécné linii byly
na proteinové trovni funkéné popsany efluxni transportéry ABCB1, ABCC2 1 ABCG2 (Briick
et al. 2017, Vaessen et al. 2017, Uchida et al. 2015). Exprese téchto transportérti v Caco-2
buitkdch se miize od exprese transportérii ve stievé liSit, kvantitativné se zastoupeni
jednotlivych transportéri v Caco-2 linii muze lisit také napfic laboratofemi (Briick et al. 2017,
Vaessen et al. 2017, Uchida et al. 2015, Harwood et al. 2016, Drozdzik et al. 2014). Vzhledem
k pfitomnosti vice typt efluxnich transportért jsme pro rozliseni jejich vlivu vyuzili modelové
inhibitory. Piestup ['*C]-DRV byl nejprve testovan v ¢asech 0,5 h a 1 h, nicméné hodnoty AB
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sméru v ¢ase 0,5 h hranic¢ily s hodnotami backgroundu, a proto byl experiment dale provadén
v ¢asech 1 h a 2 h. Vyhodnoceni jsme vSak nakonec provedli pro ¢as inkubace 1 h, protoze
tento Cas a jemu odpovidajici transporty 1épe odpovidaly kritériim definovanym v publikaci

Hubatsch et al. (2007).

Experiment na Caco-2 opét zapocal analyzou neinhibovaného transportu ['*C]-DRV.
Naméteny efluxni pomér (r) byl roven 19,4+7,1, coz naznacuje zapojeni aktivnich transportéra
na apikdlni membrané Caco-2 do prestupu ['*C]-DRV (The International Transporter
Consortium; Giacomini et al., 2010). Oba zvolené modelové inhibitory zplisobily snizeni
efluxniho poméru (r), specificky inhibitor ABCB1 Ly335979 (1 uM) (Shepard et al. 2003)
snizil (r) na hodnotu 1,3+0,1 a specificky inhibitor ABCG2 Ko143 (2 uM) (Allen et al. 2002)
na hodnotu 9,0+0,2. Doslo tedy ke snizeni o 50 %, coZ naznacuje, Ze DRV je substratem
ABCBI1 i ABCG2. Interakce s ABCB1 koreluje s vysledky ziskanymi na MDCKII buiikéch,
a také sjiz dfive prob&hlymi studiemi (Fujimoto et al. 2009, Konig et al. 2010), zatimco
transport zprostiedkovany ABCG?2 je v rozporu s nasimi daty ziskanymi na MDCKII bunééné
linii a také diive publikovanou studii Fujimoto et al. (2009), kterd probihala na Caco-2 linii
a pfi inhibici ABCG2 pomoci novobiocinu nedoSlo k inhibici efluxu DRV. Aby bylo mozné
v tomto pfipadé ud¢€lat n¢jaké zavery, je potieba provést rozsahlejsi analyzu s vétsim poctem

opakovani ptipadné vyuzit néjaky dalsi experimentalni model.

RTV, LPV a ASV snizily efluxni poméry (r) transportu ['“C]-DRV pies monovrstvu Caco-2
bunék. Na zaklad¢ téchto zjisténi lze udélat zavér, ze testované latky inhibuji v monovrstvé
Caco-2 eflux ['*C]-DRV zprostiedkovany ABCBI. To koreluje s dfve provedenymi studiemi
zabyvajicimi se inhibici ABCB1 témito antivirotiky (Storch et al. 2007, Martinec et al. 2019,
Drewe et al. 1999, Bachmeier et. al 2005, Mosure at al. 2015). Vysledky ziskané na Caco-2
linii koreluji také s tvrzenim Fujimoto et al. (2009) ziskanym z transportu DRV pies Caco-2
a LLC-PK1-ABCBI linie, ze RTV inhibici ABCBI snizuje eflux DRV. V ptipadné¢ LPV a RTV
nelze vyloucit inhibici také ABCG2 (Weiss et. al 2007, Gupta et al. 2004). Z finan¢nich diivod
a mnozstvi ['*C]-DRV, kterym jsme disponovali, nebyly transportni experimenty na Caco-2
monovrstvach provedeny v biologickém triplikatu, a proto zde také neni hodnocena statisticka

vyznamnost naméfenych dat.

Mira transportu testované substance miiZze byt ovlivnéna také zachytem substance builkami,
piipadné adsorpci substance k in vitro aparatu (Krishna et al. 2001). Retence testované latky
buiikami miize mit zdsadni vliv zejména u lipofilnich latek (Youdim et al. 2003). Proto jsme
kromé& samotného priichodu ['*C]-DRV u obou bunéénych linii hodnotili i tento jev. V piipadé

42



MDCKII bunék primérny zachyt neptekrocil 1,6 % a byl porovnatelny v obou smérech.
Vzhledem k minimalnim hodnotdm naméfenych pii transportu ['*C]-DRV v AB sméru je
mozné, ze vysledny efluxni pomér (r) je kvantitativné timto zachytem ovlivnén, nicméné
vnesena chyba se zda byt obdobna napiic v§emi experimenty. V piipadé Caco-2 byl maximalni
pramérny zachyt do 2,8 % a ve vSech ptipadech byly hodnoty zachytu v AB sméru vyssi nez
ve sméru opacném. Hodnoty zachytu byly vyssi v porovnani s MDCKII bunikami a vzhledem
k tendenci vétSiho zachytu ve sméru AB by také mohly mit vliv na vysledné hodnoty efluxnich

pomeri (r).

Na zavér byl zkouman vliv zvySujici se koncentrace DRV na efluxni pomér (r) ziskany
z transportu ['*C]-DRV. Efluxni pomér (r) byl pfi 102uM koncentraci DRV po jedné hodiné
snizen na hodnotu 1,5+0,1, coz doklada saturaci aktivnich transportéru v Caco-2 bunécné linii
Jiz pii této koncentraci. Teoretickd koncentrace ve stievé pfi podani 600 mg DRV vypocitana
jako pomér podané davky [mol] ku 250 ml dosahuje hodnoty 4382 pumol/l (Elsby et al. 2016),
coz je koncentrace mnohonésobné vyssi, nez je predpokladana koncentrace potiebna k saturaci
transportérii. Lze se tedy domnivat, Ze sttevni ABCB1 zfejmé nebude hrat zasadni roli ve
snizeni absorpce DRV a v jeho 1ékovych interakcich, jak bylo pivodné zamysleno. Protoze je
titeba brat v tivahu také rozdilnou expresi transportérii mezi ndmi testovanou bunécnou linii
Caco-2 a expresi transportért ve stieve, jak jiz bylo vysSe popsano (Drozdzik et al. 2014, Briick

et al. 2017, Vaessen et al. 2017, Uchida et al. 2015), neni mozné délat definitivni zavéry.

Vzhledem k tomu, Ze 1) plazmatickd koncentrace DRV je fddové mnohem niZ8i a pohybuje se
okolo 7,5 umol/l (nevazana frakce se pohybuje okolo 1 umol/l) (Croteau et al. 2013), coz jsou
hodnoty blizké naSim testovanym koncentracim, a ii) MDCKII-ABCB1 a Caco-2 bunky
vzhledem k expresi ABCBI1 slouZzi jako model pro studium interakci s timto transportérem
(FDA Center for Drug Evaluation and Research 2020, The International Transporter
Consortium; Giacomini et al. 2010), je mozné naSe vysledky alespoii castecné
na biologické bariéry exprimujici ABCB1 extrapolovat, konkrétn€ na hematotestikularni,
hematoencefalickou bariéru a hepatocyty (Leslie et al. 2005). Vzhledem k tomu, Ze je DRV
piiblizné z 95 % vazan na plazmatické bilkoviny v krvi (Ruela Corréa et al. 2012) nebude role
ABCBI1 zasadni ani pii prostupu DRV ptes hematotestikuldrni a hematoencefalickou bariéru.
Nase vysledky by vSak mohly byt relevantni pro studium hepatilni exkrece. Ptitomnost
efluxnich transportér, véetné ABCBI, pfispivad k sekreci substrati do Zluci, coz vede
k jejich zvySenému vylucovani (Leslie et al. 2005). Okolo 49 % DRYV se pfi soucasném podani
s RTV vylu€uje v nezménéné podobe (41 % jatry). V pfipad€ uzivani samotného DRV je to
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pouze 7 % (Rittweger a Arastéh 2007, Prezista® 2020). Dle Elsby et al. (2016) je teoreticka
maximalni koncentrace DRV v hepatocytech ptiblizn¢ 1,3 umol/l, coz je opét hodnota piiblizné
odpovidajici nami testované koncentraci DRV. Na zdkladé naSich zjisténi lze tedy
predpokladat, ze Iékové interakce na ABCBI1 v hepatocytech hraji dualezitou roli ve
farmakokinetice DRV. Nicméné¢ tuto hypotézu je nutné prokazat pomoci in vitro modelt jaterni

tkan¢, napf. ultratenkych fezii nebo sféroidu.
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8. ZAVER

Nase studie je pilotni studii rozsahlejstho vyzkumu, ve kterém budou testovany Iékové
interakce $irSi palety antiretroviralnich 1é¢iv a DAA s DRV. Soucasti bude také testovani
indukce ABCBI ve stfevé vlivem DRV, ktera by mohla mit vliv na farmakokinetiku soucasné
podanych substratii. V této praci jsme se zabyvali studiem Iékovych interakci DRV na ABC
transportérech pomoci in vitro metod na Caco-2 a MDCKII bunécnych liniich. Nejprve jsme

zjistovali, které efluxni transportéry zasahuji do transportu DRV, poté jsme zkoumali interakce

DRV s jednotlivymi antivirotiky (RTV, LPV a ASV).

Na MDCKII jsme nejprve zjistili, ze DRV je substratem ABCBI, nikoliv ABCG2 a ABCC2
transportért. Toto se nam ovSem nepodatilo zcela ovérit pii testovani s inhibitorem GF120918,
protoze nedoslo k 50% poklesu ,,net efflux ratio* pfi této inhibici, coz bylo pravdépodobné
antivirotika nevykazovala Zadnou inhibi¢ni aktivitu na ABCBI1 a na eflux DRV a vzhledem
k nekonzistentnosti vysledkl a finan¢ni naro¢nosti nebyl experiment dokoncen v biologickém
triplikatu. MDCKII buniky se tak vzhledem k endogenni aktivité¢ transportéri a malému

transportu DRV ve sméru AB zdaji byt nevhodnym modelem pro studium Iékovych interakci

DRV.

V experimentu jsme dale pokracovali na Caco-2 linii, kde jsme potvrdili, Ze DRV je substratem
ABCBI1 a v mensi mife také moZznym substratem ABCG2. VSechna testovand antivirotika
inhibovala eflux DRV, coZ se projevilo sniZenim hodnot efluxnich pomé&ri. Predpokladanym

mechanismem této interakce je inhibice ABCB1, ptipadné také ABCG2 danymi antivirotiky.

Testovanim saturace transportéri bylo zjiSténo, ze vliv téchto efluxnich transportéri
na absorpci DRV bude vzhledem k vysoké koncentraci DRV ve stftevé pravdépodobné
zanedbatelny, ale vysledky je mozné vyuZit pro dal§i vyzkum, zejména pro studium Iékovych

interakci DRV na ABCB1/ABCG2 na urovni hepatélni exkrece.

Ziskané vysledky je tteba déale ovétit provedenim dalSich experimentl pro ziskdni dostate¢ného
mnoZstvi biologickych replikatii umoZiujicich hodnocenti statistické vyznamnosti naméfenych

dat a je tieba provést studie I1ékovych interakci na modelu hepatalni exkrece.
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