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ABSTRAKT
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Nazov diplomovej prace: Studium interakci betrixabanu s antiretrovirotiky na modelu stfevni

bariéry

Peroralne uzivanie lieCivych pripravkov je pre pacienta praktickou a jednoduchou
volbou, ktora zabezpecuje vysoku adherenciu k liecbe aaj vdaka tomu je najCastejSie
vyuZzivanou liekovou formou. V prevaznej vacsine tieto lie€iva po peroralnom podani prenikaja
cez Crevnul bariéru aprave vtomto mieste modze vznikat mnoho klinicky vyznamnych
liekovych interakcii. Na to, ¢i sa ucinok prejavi alebo naopak nie, ma dosah niekol'ko
determinantov vratane membranovych transportnych systémov. Najviac pozorovanym a
Studovanym transportérom z nadrodiny ABC transportérov v tenkom ¢reve je bezpochyby
P-glykoprotein (P-gp). Funguje ako efluxnd pumpa zabraniujlica prestupu xenobiotik, vratane
lieCiv, do systémového obehu, ¢im chrani organizmus a vytvara tak bariéru pred moznym
toxickym efektom latok. Priamo-pdsobiace antikoagulans betrixaban je substratom P-gp
v Crevnej bariére, a preto sucasné podanie s lie¢ivami inhibujlicimi alebo indukujiicimi tento
transportér, méze menit’ jeho expoziciu v krvnom obehu i vysledny klinicky efekt. K takymto
interakcidam moéze dochadzat’ aj u HIV pacientov, ktori celoZivotne uzivaju antiretroviralnu
terapiu konkomitantne s tromboprofylaktickymi antikoagulanciami z dévodu vysokého rizika

rozvoja venoznej trombozy.

Tato diplomovéa praca sa zaobera Stidiom interakcii antikoagulancia betrixabanu
s antiretrovirotikom darunavirom (inhibitorom aj induktorom P-gp) zo skupiny proteazovych
inhibitorov na modeli ¢revnej bariéry, konkrétne vyuZzitim ultratenkych tkanivovych rezov
I'udského Ereva pripravenych z jejuna. Interakcie darunaviru a betrixabanu boli Studované ako
na urovni inhibicie, tak aj indukcie. Z vysledkov inhibi¢nej Studie (dvojhodinova inkubdacia
rezov) vyplyva, ze darunavir (100 uM) signifikantne inhibuje transport betrixabanu (10 uM)
v tkanivovych rezoch prostrednictvom efluxnych transportérov cez ¢revna bariéru. Narast

akumulécie betrixabanu bol oproti neinhibovanej kontrole v priemere takmer dvojndsobny


https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/redir.php?id=5ecbbd870724178b71cbf1ea0757e632&tid=1&redir=detail&did=251743
https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/redir.php?id=5ecbbd870724178b71cbf1ea0757e632&tid=1&redir=detail&did=251743

(208 %). Zaznamenany inhibi¢ny vplyv darunaviru bol eSte vy$$i v porovnani s pouZzitim
modelového inhibitora CP-100356 (2 uM), kde sme pozorovali zvySenie akumulédcie v
priemere na 162 % v porovnani s kontrolou. Oproti tomu, vysledky z induk¢nej stadie (24-
a 48-hodinova expozicia rezov darunavirom (50 uM)) nepriniesli signifikantny pozorovatelny
vplyv v podobe zvySeného efluxu a znizenej koncentracie betrixabanu v ¢revnych rezoch. Pri
dlhodobej expozicii lieCivom darunavir, ktora nastava pri chronickom uzivani lieciv u HIV
pacientov, sa nam indukény potencial darunaviru na expresiu P-gp na modeli T'udskych

tkanivovych ¢revnych rezov potvrdit’ nepodarilo.
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Oral administration of drugs is a practical and simple choice for the patient, which
ensures high adherence to the treatment, and thanks to that, it is the most frequently used dosage
form. The vast majority of these drugs penetrate intestinal barrier after oral administration, and
many clinically significant drug interactions can occur right in this place. Several determinants,
including membrane transport systems, have an impact on whether or not the effect is
manifested. The most observed and studied transporter from the superfamily of ABC
transporters in the small intestine is undoubtedly P-glycoprotein (P-gp). It functions as an efflux
pump preventing the transfer of xenobiotics, including drugs, into the systemic circulation,
thereby protecting the organism and thus creating a barrier against the possible toxic effect of
substances. The direct-acting anticoagulant betrixaban is a substrate of P-gp in the intestinal
barrier, and therefore simultaneous administration with drugs inhibiting or inducing this
transporter can change its exposure in the bloodstream and the resulting clinical effect. Such
interactions may also occur in HIV patients who use lifelong antiretroviral therapy
concomitantly with thromboprophylactic anticoagulants due to the high risk of developing

venous thrombosis.

This diploma thesis deals with the study of interactions of anticoagulant betrixaban with
antiretroviral drug darunavir (inhibitor and inducer of P-gp) from the group of protease
inhibitors on the intestinal barrier model, specifically using human precision-cut intestinal
slices prepared from the jejunum. Interactions between darunavir and betrixaban were studied
both at the level of inhibition and induction. The results from the inhibition study (two-hour
incubation of slices) show that darunavir (100 uM) significantly inhibits the transport of
betrixaban (10 uM) across the intestinal barrier in tissue slices via efflux transporters. The

increase in betrixaban accumulation compared to the non-inhibited control was on average



almost twofold higher (208%). The recorded inhibitory effect of darunavir was even higher
compared to using the model inhibitor CP-100356 (2 uM), where we observed an increase to
162% on average in accumulation compared to the control. In contrast, the results from the
induction study (24- and 48-hour exposure of slices to darunavir (50 uM)) did not bring a
significant observable effect in the form of increased efflux and reduced concentration of
betrixaban in the intestinal slices. During long-term exposure to the drug darunavir, which
occurs during chronic use of drugs in HIV patients, we could not confirm the induction potential

of darunavir on the expression of P gp in the model of human intestinal tissue slices.
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1. ZOZNAM SKRATIEK

ABC
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ATP-binding casette
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bicinchoninova kyselina

breast cancer resistance protein

konstitutivny androstanovy receptor

C-C chemokinovy receptor typu E

cytochrom P450

drug-drug interaction

direct oral anticoagulants

highly active antiretroviral therapy

human immuno-deficiency virus

human precision cut intestinal slices
high-performance liquid chromatography - mass spectrometry
hlbok4 Zilna tromboza

inhibitor integrazy

Krebs-Henseleit buffer

multidrug resistance associated protein 2
nukleotid-viazica doména

nenukleosidovy inhibitor reverznej transkriptazy
nukleosidovy/nukleotidovy inhibitor reverznej transkriptazy
pl'icna embolia

P-glykoprotein
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PI

PXR

SLC

SONOP

TECH

T™MD

WME

inhibitor proteazy
pregnanovy X receptor
solute-carrier

sonifikacny roztok
tromboembolicka choroba
transmembranova doména

Williams E medium
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2. UVOD

Pohl'ad na ochorenie sposobené infekciou HIV sa v priebehu poslednych desatroci
zmenil z oznacenia akutneho a fatdlneho ochorenia na chronické, a to hlavne vd’aka sucasne;j
vysokoaktivnej antiretrovirdlnej terapii (HAART), ktord vyrazne znizila mortalitu spojenti
s HIV infekciou. Vd’aka nej sa dozivaju HIV pacienti Coraz vyssieho veku a dokazu viest ovela
sebou vSak priniesla problémy v podobe komorbidit spojenych so signifikantne zvySenym
vyskytom kardiovaskuldrnych ochoreni. HIV infekcia je najCastejSie spita so vznikom
vendznej trombdzy (hlboka zilnd tromboza, plicna embolia) a arteridlnej trombdzy
sposobujucej infarkt myokardu alebo cievnu mozgovi prihodu (Perkins et al., 2023).
Pritomnost’ rizika vzniku vendznej trombodzy u HIV pozitivnych pacientov je dovodom
nasadenia trombo-profylaktickej terapie. Antikoagulancia sa stdvaji neodmyslitel'nou stcast'ou
terapeutického rezimu tvoreného kombinaciou antiretrovirotik. Preferovanou volbou
tromboprofylaxie u HIV pozitivnych pacientov su priame oralne antikoagulancia (DOAC) —
inhibitory trombinu (dabigatran) a inhibitory faktoru Xa (rivaroxaban, apixaban, edoxaban
a betrixaban) (Sabourin et al., 2021). Lie¢ba tromboembolickej choroby HIV pacientov mdze
byt ndro¢nd vzhl'adom na mozné neZelané interakcie liecivo-lie¢ivo (DDI) pri konkomitantnej
lieCbe antiretrovirotikami a antikoagulanciami. Vzijomné pdsobenie jednotlivych lieCiv
uzivanych pacientmi moze menit’ ich expoziciu v krvnom obehu (Sabourin et al., 2021). Tieto
peroralne uzivané lie¢iva podliehaji transportu cez ¢revnu bariéru a prave v tomto mieste moézu

vznikat aj liekové interakcie (Martinec et al., 2019).

Tenké Crevo (intestinum tenue) predstavuje hlavny organ absorpcie vody, zZivin a
elektrolytov potrebnych pre spravne fungovanie ludského organizmu. Je navySe
najdolezitejSim miestom absorpcie lie€iv uzivanych peroralne, ktoré predstavuji najcastejSiu
liekovu formu vo farmaceutickom priemysle. NeodmysliteI'nou funkciou tenkého ¢reva je jeho
bariérova funkcia braniaca prestupu mnohych patogénov a xenobiotik, vratane lie¢iv, ktorych
oralna biodostupnost’ sa tym vyrazne znizi. (Julio-Pieper and Bravo, 2016; Oostendorp et al.,
2009). Transport molekul epitelom criev prebieha prevazne pasivnou difuziou alebo
prostrednictvom aktivneho transportu za pomoci transportnych proteinov zabudovanych do
membrany enterocytov tenkého ¢reva realizujucich uptake alebo eflux molekul (Estudante et
al., 2013). Najviac pozorovanym a Studovanym efluxnym transportérom z nadrodiny ABC

transportérov v tenkom creve je bezpochyby P-gp. Funguje ako efluxna pumpa zabranujiuca
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prestupu xenobiotik do systémového obehu. Chrani tym organizmus a vytvéara tak bariéru pred
moznym toxickym efektom latok (Estudante et al., 2013; Oostendorp et al., 2009). Mnoho lieciv
z roznych terapeutickych skupin s odlisSnym charakterom ucinku a variabilnou $truktirou, sa
transportuje prave prostrednictvom tohto transportného systému (Oostendorp et al., 2009).
Lie¢iva mozu byt nielen substratmi P-gp, ale dokézu nan posobit’ inhibi¢ne ako inhibitory alebo

induk¢ne ako induktory (Amin, 2013; Estudante et al., 2013).

Vzhl'adom na fakt, Ze lie¢ivo betrixaban je substratom P-gp, sti¢asné uzitie so silnymi
inhibitormi tohto transportéru, ktorymi st napr. PI — darunavir, lopinavir, ritonavir, saquinavir,
atazanavir, méze zvysit’ jeho plazmatické koncentracie a tym prispiet’ k prejavom neziaducich
ucinkov v podobe zvyseného rizika krvacania, ktoré moze mat’ zavazné az fatdlne nasledky.
Opacna situdcia v podobe protrombického stavu by mohla nastat’ pri podani induktorov P-gp
(napr. NNRTI - nevirapin, efavirenz) spolu s betrixabanom, ¢im by sa mohla zvysit' jeho
exkrécia a vysledkom by bolo znizenie plazmatickej koncentracie antikoagulancia. Liecivo
darunavir navySe vykazuje okrem kratkodobého inhibi¢ného potencidlu na P-gp v Crevnej
bariére vplyv opacny, a teda indukény avSak az pri dlhodobom pdsobeni na tento transportér.
Pred nasadenim terapie je teda nutné vyhodnotit’ pomer risk-benefit a upravit ddvkovanie
jednotlivych lie¢iv alebo zvazit’ vyber konkrétnych lieciv od pociatku terapie (Bentounes et al.,
2023; Hradecka, 2024; Huliciak et al., 2022; Martinec et al., 2019; Sankatsing et al., 2004;
Skelley et al., 2018).
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3. TEORETICKA CAST

3.1. CREVNA BARIERA

Tenké Crevo (intestinum tenue) je orgdnom gastrointestinalneho traktu. Predstavuje
hlavny orgéan absorpcie vody, zivin a elektrolytov potrebnych pre spravne fungovanie 'udského
organizmu. Je navyse najddlezitejSim miestom absorpcie lieCiv uzivanych peroralne, ktoré
predstavuju najcastejSiu liekova formu vo farmaceutickom priemysle. Neodmyslitelnou
funkciou tenkého Creva, podporujicou obranyschopnost’ tela, je jeho bariérova funkcia. Tvori
prirodzenua bariéru prestupu mnohych patogénov a xenobiotik, vratane lie¢iv, ktorych oralna

biodostupnost’ sa tym vyrazne znizi (Julio-Pieper and Bravo, 2016; Oostendorp et al., 2009).

Tenké €revo je rozdelené do troch Strukturalnych ¢asti — dvandastnik (duodenum), laénik
(jejunum) a bedrovnik (ileum). Najkrat§im sekom nadvizujucim na zaltdok je duodenum
s dizkou 20-25 centimetrov. Ddlezitost’ funkcie duodena nie je merana jeho dizkou. Vdaka
pankreatickym enzymom sa tu uskutociiuje rozklad véacSiny bielkovin a zI¢ produkovana v
peceni zabezpecuje emulgéaciu tukov. Na duodenum nadvizuje jejunum, ktoré v nasej Studii
posluZzilo ako biologicky material pre experimenty. Je to tsek ¢reva dlhy 2,5 metra s primarnou
funkciou absorpcie sacharidov, aminokyselin, mastnych kyselin a z velkej casti i lieCiv.
Kone¢nym usekom dlhym 3 metre je ileum. VSetky zvys$né Ziviny, ktoré sa neabsorbovali vo
vys$§ich segmentoch, najmé vitamin B12 a ZI€ové kyseliny, sa absorbuju v tomto tiseku tenkého

¢reva (Collins et al., 2023).

Histologicky je tenké ¢revo tvorené 4 vrstvami, (vid Obrazok 1) po¢nic vonkajSou
vrstvou serdzou tvorenou z tenkej vrstvy buniek, vylucujicej serdéznu tekutinu a tenkej vrstvy
spojivového tkaniva. Tunica muscularis, ako sdm ndzov naznacuje, je oblast’ tvorena hladkou
svalovinou zodpovednou za peristalticky pohyb ¢&riev. Susedi so submukoézou, vrstvou
spojivového tkaniva, ktoré sluzi ako podpora pre sliznicu. Nazyva sa aj podslizni¢né vézivo. Je
poprepletana sietou krvnych a lymfatickych ciev a nervovou pletenou. Sliznica, nazyvana aj
mukoza, orientovana do lumen éreva je najvnutornej$ou vrstvou tenkého éreva. Strukturalne ju
tvoria klky. Tieto vybezky tvorené enterocytmi zvac¢Suju povrch ¢reva a tym maximalizuja
proces absorpcie (Collins et al., 2023). Enterocyty su navysSe najdolezitejSim extrahepatalnym
miestom biotransformacie lie¢iv. Okrem absorpcie maju schopnost’ metabolizovat’ peroralne
podavané lieCiva ainé xenobiotikd (pre telo cudzorodé latky) ako aj endogénne latky

prostrednictvom biotransformaénych enzymov fazy [all. Konkrétnymi prikladmi st
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cytochrom P450 (CYP 3A4, CYP 1A2, CYP 2D6, CYP 2C19), glukuronyltransferaza,
glutathion-S-transferaza, N-acetyltransferaza a d’al'sie (Wolf and Paine, 2018; Zhang et al.,
1999). Spolu s enzymatickou vybavou sa na enterocytoch tenkého ¢reva nachadzaju aj

membranové transportné systémy riadiace pohyb latok cez ¢revnli membranu (Drozdzik et al.,
2020).

nodule

Intestinal

gland
— = ri I
e rMnﬁzg:?e ¢l | Submucosal
W - plexus

Submucosa Lymphatic vessel

Circular layer of

smooth muscle

Myenteric
plexus

Longitudinal layer

.. of smooth muscle

- Submucosal

(c) artery and vein

Muscularis
externa

Serosa {

Obrazok 1: Znazornenie jednotlivych vrstiev tenkého creva. Prevzaté z (Austine Community College,
2008).

3.2. CREVNE TRANSPORTERY

Peroralne uzivané liec¢ivé pripravky su pre pacienta praktickou a jednoduchou vol'bou,
ktora zabezpecuje vysoku adherenciu k liecbe a aj vd’aka tomu su najcastejSie vyuzivanou
liekovou formou lie¢iv. Limitujicim faktorom tejto liekovej formy moéze byt biodostupnost’
podavaného lie€iva a z nej plynuci zniZzeny klinicky G¢inok. Na to, ¢i sa ucinok prejavi alebo
naopak nie, ma dosah niekol’ko determinantov — fyzikalne-chemické vlastnosti lieciva
(hydrofilita, lipofilita lieCiva), farmaceutické faktory (lieckova forma liec¢iva) a napokon aj

fyziologické faktory (transportné systémy a aktivita enzymovych komplexov) (Oostendorp et
al., 2009).

Podiel lieciva, ktoré v nezmenenej forme vstipi do systémového obehu (biodostupnost’)
je ovplyvneny jeho farmakokinetikou. Pociatocnou fadzou farmakokinetiky je absorpcia na

zaklade ktorej, je liecivo vstrebané do krvného obehu, d’alej distribuované do miesta u¢inku,
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metabolizované a néasledne exkréciou vylucené von z tela. Absorpcia po peroralnom podani
lieciva sa primarne uskutoc¢ituje v tenkom Creve, z vacsej Casti na enterocytoch horného tiseku
tenkého ¢reva s prihliadnutim na vlastnosti lie¢iva. Transport molekul epitelom criev prebicha
prevazne pasivnou difiiziou, prendSajuc molekuly cez cytoplazmaticki membranu v smere
koncentracného gradientu alebo prostrednictvom aktivneho transportu za pomoci transportnych
proteinov. Tieto proteiny su zabudované do membrany enterocytov a zabezpecuju aktivny
transport, ktory na rozdiel od pasivnej difuzie vyzaduje dodanie energie. Energia je najCastejSie
ziskand z hydrolyzy ATP molekuly alebo spraZzenim s prenosom inej molekuly, ktora vytvori
gradient na prenesenie latky proti koncentracnému spadu. Transportéry su exprimované na
apikalnej (smerujucej do lumen ¢reva) alebo bazolateralnej membrane enterocytov podl'a svojej
funkcie (Estudante et al., 2013). V ¢reve pritomné transportéry moézeme podl'a funkcie rozdelit’
do dvoch tried — SLC transportéry (solute-carrier) realizujice uptake a ABC transportéry (ATP-
binding cassette) ako mediatory efluxu nielen lieciv, ale aj sacharidov, aminokyselin ¢i

nukleotidov (vid’ Obrazok 2) (Liu and Liu, 2013; Masaoka et al., 2006).

Apical Basolateral

Intestinal Blood

lumen

@ wre,

Junctional o
complex

Obrazok 2: Expresia transportérov na enterocyte tenkého creva. Uptake transportéry (zndzornené zltou
farbou) a efluxné transportéry (zndzornené bielou farbou). P-glykoprotein (P-gp), multidrug resistance associated
protein 2 (MRP2), breast cancer resistance protein (BCRP), multidrug resistance-associated protein 1, 3, 4, 5
(MRP1, 3, 4, 5), organic anion transporting polypeptides (OATPs), peptide transporter protein (PEPT),
carnitine/organic cation transporters (OCTNs), monocarboxylate transporter protein (MCT), plasma membrane
monoamine transporter (PMAT), organic cation transporter 1 a 2 (OCT 1 a OCT 2). Prevzaté z (Estudante et al.,
2013).
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3.3. ATP-binding cassette transportéry

Do nadrodiny ABC efluxnych transportérov lokalizovanych prevazne na apikalnej
membrane enterocytov patri 48 Clenov, klasifikovanych do 7 podrodin. VSeobecna Struktara
tychto transportérov obsahuje 2 transmembranové domény (TMD) a 2 domény viazuce
nukleotidy (NBD). Naviazanim ATP molekuly na NBD sa uskuto¢ni konforma¢nd zmena v
TMD, ktora zabezpeci eflux naviazanych substratov von z enterocytu do lumen creva (vid’
Obrazok 4) (Chen et al., 2016). Tieto transportéry, ako uz sdm mechanizmus naznacuje, su
limitujicim faktorom mnohych klinicky vyznamnych lieciv. Obmedzuju biodostupnost’ lie¢iv
zo skupiny antiretrovirotik (ritonavir, lopinavir, darunavir), imunosupresiv (cyklosporin A,
takrolimus) ¢i antibiotik (klaritromycin, erytromycin). Deje sa tak v pripade, Ze st tieto lieCiva
substratmi jedného z ABC transportérov, ktoré vd’aka energii Cerpanej z hydrolyzy ATP
aktivne pumpuji substraty proti koncentraénému gradientu a obmedzuji ich prestup do
krvného obehu a dalej do miesta Uc€inku. Klinicky najvyznamnejSimi ztejto nadrodiny
transportérov su P-glykoprotein (P-gp; MDR 1; ABCBI1), multidrug resistance-associated
protein 2 (MRP 2; ABCC2) a breast cancer resistance protein (BCRP; ABCG2) (Estudante et
al., 2013).

vesophagus

Stomach

ABCBI1: +
ABCCs: ?
ABCG2: -

Duodenum
ABCBL:+ ABCC3: +++
< ABCC2:++ ABCCl:x
ABCG2: ++ SLCIS5AT: ++
SLU22A4: £ STOCI2A5: +

Ileum

ABCBI1: +++ ABCC3: ++
ABCC2: +  ABCCI1: +
ABCG2: +  STCLISAL +
SLO22A4: + SLO22AS5: +

%{_/

Jejunum

ABCBI: + ABCCI,3,5,6:+
ABCC2: ++ ABCC4: =
ABCG2: ++ ABCB4: -
SLCISATL: +

Colon
ABCBI1: ++ ABCC3: +++
ABCC2: - ABCCI: +
ABCG2: + SLC15AL: -
SLC22A4: - SLC22A5: -

rectum

Obrazok 3: Zndzornenie réznorodej expresie transportérov ABC a SLC pozdl gastrointestindlneho
traktu. Expresia ABCBI (P-gp) vzostupne narastd, zacinajuc od najmensej expresie v Zaludku (+) a duodene (+)
po najvdacsiu vileu (+++) a kolone (++). Expresia ABCC2 (MRP2) je najviac koncentrovand v duodene (++)
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a postupne sa znizuje smerom k ileu (£) a kolonu (-). Najviicsia expresia ABCG2 (BCRP) je v duodendlnom (++)
a jejundalnom (++) useku a smerom k rektu sa znizuje. Zo zastupcov SLC transportérov ma SLC154A1 (PEPTI)
najvyssiu expresiu v duodene (++), SLC2244 (OCINI) a SLC2245 (OCTN2) vileu (+/+). Prevzaté z
(Oostendorp et al., 2009).

3.3.1. P-glykoprotein

Najviac pozorovanym a Studovanym efluxnym transportérom z nadrodiny ABC
transportérov (ich Strukttra a princip funkcie vid’ Obrazok 4) v tenkom creve je bezpochyby
P-gp kédovany génom ABCBI. Jeho objav je spojeny s rezistenciou a zlyhanim protinadorove;j
terapie, pri ktorej bol prvykrat izolovany z rakovinovych buniek. P-gp ma prirodzent bariérovt
a exkre¢nu funkciu a okrem rakovinovych buniek je P-gp pocetne exprimovany na apikalnej
membrane epitelu Criev, obli¢iek, nadobliciek, pecene, placenty i hematoencefalickej bariéry.
Funguje ako efluxna pumpa zamedzujlca prestupu xenobiotik do systémoveého obehu. Chrani
tym organizmus a vytvara tak bariéru pred moznym toxickym efektom latok. Expresia P-gp
vzostupne narastd pozdiZ gastrointestindlneho traktu, zadinajuc od najmensej expresie
v zaludku a duodene po najvicsSiu vileu a kolone (vid Obrazok 3). Nerovnomernost
rozmiestnenia P-gp v ramci gastrointestinalneho traktu ma vplyv na absorpciu a biodostupnost’

lieciv po peroralnim podani (Oostendorp et al., 2009).

Mnoho lieCiv zroznych terapeutickych skupin s odliSnym charakterom uc¢inku
a variabilnou S$truktirou, sa transportuje prostrednictvom tohto transportného systému
(Oostendorp et al., 2009). Spolo¢nym znakom pre P-gp substraty je ich lipofilita. Sice im ich
Struktara umoziuje jednoducho prestupovat’ epitelom pasivnou difuziou, P-gp uloZeny na
apikalnej membréane enterocytu vyrazne obmedzuje absorpciu a vylucuje latky spat’ do lumen
¢reva (Lin and Yamazaki, 2003). Substratmi P-gp st mnohé protinaddorové lie€iva (vinkristin,
vinblastin, doxorubicin, daunorubicin), imunosupresiva (cyklosporin A, takrolimus),
antiarytmikd (verapamil, digoxin) Ci antiretrovirotikd z triedy inhibitorov proteazy (ritonavir,

lopinavir, darunavir) (Estudante et al., 2013; Liu and Liu, 2013; Martinec et al., 2019).

Lie¢ivda mézu byt nielen substratmi P-gp, ale dokazu nan posobit’ inhibicne ako
inhibitory alebo indukcne ako induktory. Medzi inhibitory, lieciva zniZzujuce sekrec¢nu funkciu
transportéra, sa radi napriklad verapamil, cyklosporin A, niektoré¢ antiretrovirotika zo skupiny
inhibitorov protedz alebo grapefruitova $tava. Tato inhibicia je najCastejSie dosiahnutd
kompetitivnou alebo nekompetitivnou blokddou védzbového miesta substratu. Do skupiny
induktorov, ktoré naopak zvysia efektivitu efluxu a mozu tak zniZit’ efektivitu liecby vedicu az

k jej zlyhaniu, patri napriklad I'ubovnik bodkovany (Hypericum perforatum) alebo rifampicin
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(Amin, 2013; Estudante et al., 2013). Podstata indukcie je riadend nukledrnymi receptormi
konkrétne pregnanovym X receptorom (PXR) a konStitutivnym androstanovym receptorom
(CAR). Oba receptory su ligandom-indukovatel'né transkripéné faktory, ktoré su klacové
pre zvySenu expresiu P-gp. Niektoré latky dokézu tymto mechanizmom ovplyvilovat’ expresiu

a aktivitu P-gp a navodit’ tym zmenu v transporte latok (Chan et al., 2013; Haslam et al., 2008).
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Obrazok 4: Zdakladna Struktira a mechanizmus funkcie ABC-transportérov. A) Znazornuje Strukturu
ABC-transportéra zlozeného z dvoch TMD jednotiek (modra a zlta) obsahujucich Sest transmembranovych
segmentov a dvoch NBD jednotiek (Cervena a zelend). B) Znazornuje mechanizmus funkcie ABC- transportéra
zacinajuci naviazanim substratu (fialovy) do miesta tvoreného jednotkami TMD (modra a zlta). Nasledne nastane
konformacnda zmena v NBD jednotkdach (zelend a cervend), ¢im sa umozni vizba ATP molekuly (oranzovd)
a tvorba uzavretého NBD-diméru. Uzavretie NBD-diméru sposobi konformacnu zmenu v TMD jednotkach,
otvarajucich sa smerom von, ¢im sa uskutocni eflux substratu (krok II). Hydrolyza ATP iniciuje rozdelenie NBD

diméru a konformacné zmeny TMD jednotiek (krok III). V poslednom kroku IV sa po uvolneni fosfatu a ADP
obnovi tansportér do povodného stavu. Prevzaté z (Dermauw and Van Leeuwen, 2014).

3.3.2. Multidrug resistance-associated protein 2

Dalsim zastupcom z nadrodiny ABC efluxnych transportérov lokalizovanych v tenkom
¢reve, peceni, oblickach a placente je ABCC2, inak oznacovany nazvom MRP2 (multidrug
resistance-assosiated protein 2). Podobne ako P-gp je lokalizovany na apikdlnej membrane
enterocytov, kde zohrava délezitu ulohu pri elimindcii mnohych lie¢iv a konjugovanych
(konjugaty glutathionu, glukuronidu a sulfatu) i nekonjugovanych xenobiotik (Chen et al.,

2016). Podobnost’ P-gp a MRP2 nie je iba v stavebnej Struktare, mechanizme a lokalizacii na
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apikalnej membrane. Ich substratova Specifita sa navzijom prekryva a predstavuje este
narocnejsi proces absorpcie lieCiv. Prejavuje sa zndsobenim efluxu mnohych lieciv a
endogénnych latok a v ich znizenej biodostupnosti. Substratmi MRP2 st napriklad lieciva zo
skupiny antiretrovirotik (adefovir, indinavir, lopinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir),
antibiotik (ampicilin, azitromycin) ¢i protinadorovych lieCiv (methotrexat, doxorubicin,
vinblastin, vinkristin). Cim sa viak vyrazne li§i od P-gp, je rozmiestnenie v gastrointestindlnom
trakte. Expresia ABCC2 je najviac koncentrovana v duodene a postupne sa zniZuje smerom

k ileu a kolonu (vid’ Obrazok 3) (Estudante et al., 2013; Oostendorp et al., 2009).

3.3.3. Breast cancer resistance protein

BCRP (breast cancer resistance protein) je dal$i vyznamny efluxny transportér
exprimovany na apikalnej strane enterocytov patriaci spolu s P-gp a MRP2 do spominane;j
nadrodiny ABC transportérov. Jeho ndzov je spojeny s prvotnou izolaciou transportéru
z l'udskej bunkovej linie rakoviny prsnika. Exprimovany na apikalnej membrane enterocytov,
podobne zniZuje biodostupnost’ mnohych liegiv (Estudante et al., 2013). Expresia BCRP pozdiz
gastrointestinalneho traktu nie je az tak premenliva ako je to u P-gp. Najvécsia koncentracia je
pozorovand v duodendlnom a jejunalnom useku a smerom k rektu sa znizuje (vid’ Obrazok 3)
(Oostendorp et al., 2009). Okrem gastrointestindlneho traktu je vo vysokej miere distribuovany
aj v placente, peceni, oblickdch a mozgu. Prostrednictvom BCRP st transportované substraty
Sirokej Skaly, medzi ktoré patria napriklad antiretrovirotikd (nelfinavir, ritonavir)

a imunosupresivum cyklosporin A (Estudante et al., 2013).

3.3.4. Solute carrier transportéry

Membranové transportéry ztriedy SLC (solute carrier) schopné absorpcie
aminokyselin, peptidov, sacharidov, vitaminov, ZI€ovych kyselin, neurotransmiterov i lie¢iv sa
v prevaznej vacsine nachadzaju opit’ na apikalnej membrane enterocytov ¢reva. Bolo opisané
mnozstvo roznych intestindlnych SLC transportérov, najznamejSie znich zohrdvajuce
vyznamnu tlohu najma pri absorpcii lieCiv s PEPT (peptide transporters), OCT (organic cation
transporters), PMAT (plasma membrane monoamine transporters), OATP (organic anion
transporters) a MCT (monocarboxylate transporter) (Estudante et al., 2013). Tato trieda

transportérov nevyzaduje na rozdiel od ABC transportérov energiu ATP (Oostendorp et al.,
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2009). Konkrétnym prikladom SCL transportu je uniport, ktory je este akousi formou pasivneho
transportu prenasajiicou molekuly v smere koncentraéného gradientu. Dalsimi st tzv. aktivne
kotransportéry symportu alebo antiportu, ktoré sprazuju transport dvoch molekul v rovnakom
smere alebo v protismere (vid Obrazok 5). Generuju tym prostredie aktivneho transportu
fungujuce na principe koncentratného gradientu bez potreby vyuzitia energie ATP
a s vyslednym presunom molekdl proti koncentranému spadu. VyuZzivaji energeticky
nepriaznivi reakciu na podporu energeticky priaznivej a zelanej reakcie (He et al., 2009;

Oostendorp et al., 2009).
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Obrazok 5: Zndazornenie troch typov SLC transportérov — uniport, symport, antiport. Prevzaté z
(Nielsen et al., 2021).

3.4. HIV A JEHO SUCASNA LIECBA

Virus l'udskej imunitnej nedostato¢nosti, z anglictiny human immuno-deficiency virus
(HIV), je retrovirus napadajici imunitny systém cloveka. S prevalenciou 39,0 milionov
nakazenych osob v roku 2022 je podl'a WHO infekcia HIV celosvetovou epidémiou. Doteraz
mu podl'ahlo uz viac ako 40,4 milionov pacientov. Virus poskodzuje biele krvinky, konkrétne
CD4+ T-lymfocyty, ktoré vyuziva ako svoju hostitel'ski bunku na replikdciu. Nasledne st
CD4+ T-lymfocyty odstidené na zanik a ich pocet sa u nakazenych rapidne znizuje, ¢im sa
prehlbuje imunitna nedostatocnost’ jedincov, ktora mdze vyustit az do posledného Stadia

ochorenia AIDS. Toto infekéné ochorenie je prendSané krvou, a nechranenym pohlavnym
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stykom s HIV pozitivnou osobou alebo z infikovanej matky na diet'a pocas tehotenstva, pérodu
a kojenia. Infekcia HIV je typickd pociato¢nou asymptomatickou fazou s postupnou
deterioraciou imunitného systému ustiacej az do symptomatického a konecného stadia AIDS,
pokial nie je lieCena ucinnou antiretroviralnou liecbou (Fragkou et al., 2023; “HIV and AIDS,”

2023; Vidya Vijayan et al., 2017).

Pohl'ad na ochorenie sposobené infekciou HIV sa v priebehu poslednych desatroci
zmenil z oznaCenia akutneho a fatdlneho ochorenia na chronické a to hlavne vd’aka sucasnej
vysokoaktivnej antiretroviralnej terapii (HAART). HAART vyrazne znizila mortalitu spojena

s HIV infekciou. Vd’aka nej sa dozivaju HIV pacienti Coraz vyssieho veku a dokazu viest ovela

vvvvv

Rezim HAART je zalozeny na kombinécii antiretrovirotik, ktoré roznym mechanizmom
ucinku zasahujii do odlisnych krokov zivotného cyklu virusu HIV. Takymto rezimom sa
vyrazne zvysSuje efektivita liecby (Pau and George, 2014). NajcastejSie pouZivana je
kombindcia dvoch NRTI (nukleosidovych/ nukleotidovych inhibitorov reverznej transkriptazy)
a jedného antiretrovirotika z inej kategérie (NNRTI - nenukleosidovy inhibitor reverznej
transkriptazy, INI - inhibitor integrazy alebo PI - inhibitor protedzy posilneny ritonavirom).
V terapii niektorych pacientov sa vyuziva rezim dvojkombinécie lie¢iv dolutegravir (INI)/
lamivudin (NRTI) (Bentounes et al., 2023; “Guidelines for the Use of Antiretroviral Agents in
Adults and Adolescents With HIV,” 2022).

Prvou schvélenou a do dne$ného dna vel'mi ddleZitou skupinou antiretrovirotik su
NRTI. Nukleosidové inhibitory reverznej transkriptazy funguju ako proliecivo, ktoré sa stane
aktivnym aZ po intracelularnej fosforylacii na difosfat alebo trifosfat. Ako sdm nazov
naznacuje, mechanizmus uc¢inku spociva v inhibicii virusového enzymu reverznej
transkriptazy. Blokovanim sa narusi a ukon¢i premena virusovej RNA na DNA a zastavi sa tym
celd replikdcia virusu. Novsi a menej toxicki zastupcovia NRTI su tenofovir, lamivudin

a abakavir (Holec et al., 2017; Pau and George, 2014).

Na prvy pohl'ad podobnou skupinou st NNRTI (nenukleosidové inhibitory reverznej
transkriptazy). OdliSuju sa tym, ze nie je potrebna fosforylacia na ich aktivaciu. Mechanizmus
spoc¢iva v naviazani a kompetitivnej inhibicii reverznej transkriptazy, ¢o vo vysledku prinasa
rovnako zastavenie replikacie virusu. Velkou nevyhodou NNRTI je ich metabolizmus
prostrednictvom enzymového komplexu CYP 450 a fakt, Ze st jeho induktormi. Pri pouzivani

so substratmi CYP 450, ktorymi su aj samotné NNRTI, je pritomné riziko interakcii a znizenej
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farmakologickej aktivity. Prikladom su lieCiva efavirenz a nevirapin (Pau and George, 2014).
NNRTI st zaroven schopné zvysit’ expresiu a indukciu P-gp a zvysit’ eflux mnohych substratov,

medzi ktoré¢ NNRTI nepatria (Sankatsing et al., 2004).

Lieciva atazanavir, darunavir, fosamprenavir, indinavir, lopinavir, ritonavir a saquinavir
patria do skupiny inhibitorov protedzy (PI). Blokovanim enzymu proteazy sa nabura
dozrievanie virusu HIV. Slabou strankou PI je Casty vyskyt neziaducich ucinkov akymi su
dyslipidémia, inzulinova rezistencia, lipodystrofia a rozvoj kardiovaskularnych ochoreni, ¢im
prispievaju k rozvoju komorbidit spojenych s HIV (Lv et al., 2015). V terapii sa Standardne
vyuziva posilnenie u¢inku PI pomocou farmakokinetickych boostrov, ktorymi su ritonavir (PI)
a cobicistat (inhibitory CYP3A4). Vyuziva sa ich inhibi¢ny potencial na CYP3A4, ¢im sa znizi
metabolizmus vicSiny PI a zvysi sa ich biodostupnost’. Umozni to nielen zniZit' davky PI, ale
aj eliminovat’ spominané neziaduce ucinky. Z toho vyplyva, Ze PI su metabolizované cez
cytochrom P450 (Pau and George, 2014). Stadie ukazali, Ze niektoré z PI - lopinavir, ritonavir,
saquinavir a atazanavir vykazuju aj vyznamny inhibi¢ny potencial na P-gp v bunkéch tenkého
¢reva (Martinec et al., 2019). P-glykoproteinom sprostredkovany eflux, eliminujuci
plazmatické koncentracie lieCiv, sa terapeuticky d& ovplyvnit pouZitim podobného
mechanizmu ako pri inhibicii CYP3A4. Ritonavir i cobicistat vykazuju vyrazny inhibi¢ny efekt

aj na tento transportér (Lepist et al., 2012; Robillard et al., 2014; Sankatsing et al., 2004).

Inhibitory integrazy (INI), dolutegravir a raltegravir, narusuju zivotny cyklus HIV inym
mechanizmom blokujicim enzym zodpovedny za inkorporovanie HIV DNA do DNA

hostitel'skej CD4+ T bunky. Inhibiciou sa zastavi aj replikécia virusu (Pau and George, 2014).

Dalsie lie¢ivo vyuzivané v kombinovanej terapii HAART je antagonista receptoru
CCRS5 — maravirok (Pau and George, 2014). HIV vstupuje do buniek prostrednictvom vézby na
chemokinovy koreceptor CCRS5 pritomny na povrchu CD4+ T buniek . Maravirok blokuje
interakciu medzi HIV glykoproteinom a CCRS5, ¢im sa podiel'a na blokovani virusovej
transmisie a replikacie (Xu et al., 2014). Ked'Ze je substratom CYP3A4 je potrebna opatrnost’
pri koadministracii s inhibitormi alebo induktormi enzymového komplexu (Pau and George,
2014). Preukazala sa menSia inhibicna aktivita maraviroku na P-gp transportér a jeho
interakény potenciadl, ale vo vysokych koncentraciach lieiva (Martinec et al.,, 2019).
Z napisaného je teda zjavné, Ze mnohé vyssie vymenované antiretrovirotika budua uzko spojené

s problémom zvanym interakcie (Bentounes et al., 2023).
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3.5. KOMORBIDITY SPOJENE S HIV INFEKCIOU

Terapia HIV so sebou vSak priniesla nové problémy v podobe komorbidit spojenych so
signifikantne zvysenym vyskytom kardiovaskularnych ochoreni. Je to dané aj tym, Ze pacienti
sa dozivaju Coraz vyssieho veku, Co prinasa aj d’alSie zdravotné tazkosti. Infekcia samotna je
najCastejSie spétd so vznikom venodznej trombdzy (hlboka zilna tromboza, plicna embolia) a
arterialnej trombdzy spdsobujicej infarkt myokardu alebo cievnu mozgovu prihodu (Perkins et

al., 2023).

K beznym rizikovym faktorom rozvoja kardiovaskularnych ochoreni neinfikovanej
populacie, ktorymi st hypertenzia, dyslipidémia, diabetes mellitus, rodinnd anamnéza
kardiovaskularneho ochorenia, obezita ¢i fajCenie, znacne prispieva infekcia HIV odliSnymi
mechanizmami. Chronicky zépal, nepretrzitd imunitna aktivacia sposobend replikaciou virusu
HIV, oportinne infekcie, zmena ¢revného mikrobidomu a mnohé iné. Vsetky tieto faktory vedu
k poskodeniu endotelu ciev, vzniku ateroskler6zy alebo k dysfunkcii koagulacného systému,
ktoré prispievaju k rozvoju komorbidit. Kardiovaskuladrne ochorenia u HIV pacientov vznikaja
sthrou klasickych rizikovych faktorov, mechanizmov charakteristickych pre HIV infekciu
a toxicitou antiretroviralnej terapie. Riziko rozvoja kardiovaskularnych ochoreni je u HIV
pozitivnych pacientov v porovnani s neinfikovanou populédciou az dvojnasobne vysSie
a vplyvom starnucej populdcie HIV pacientov sa podiel kardiovaskularnych ochoreni v HIV

populécii zvysil z 0,36% v roku 1990 na 0,92%% v roku 2015 (Fragkou et al., 2023).

3.5.1. ARTERIALNA TROMBOZA

Podkladom vzniku arteridlnej trombozy su najCastejSie tromby vznikajice pri erdzii
aterosklerotického platu v arteridlnom riecisku (Previtali et al., 2011). Patogenéza aterosklerdzy
u HIV pacientov sa, aZ na malé odliSnosti, vyznamne neli§i od neinfikovanych jedincov.
Podkladom tvorby aterosklerotickych platov, ktoré st u HIV pozitivnych pacientov prevazne
nekalcifikované a tym padom nestabilné, je dysfunkcia endotelialnej vystelky ciev, chronicky
zépal, transformacia makrofagov (premenené monocyty) na penové bunky aich apoptdza.
Mnohé mechanizmy charakteristické pre HIV infekciu, vyznamne podporuju tvorbu

aterosklerotickych platov (Fragkou et al., 2023).
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e Chronicky zéapal a imunitné aktivacia

Infekcia HIV spdsobuje poruchy regulacie imunitného systému kontinudlnym
napadanim CD4+ T-buniek. Virus vyuziva tieto T-lymfocyty ako hostiteI'ské bunky na svoju
replikaciu a na zaver cyklu ich zni¢i, ¢im spdsobi ich vyCerpanie (Perkins et al., 2023). Neustala
aktivacia imunitného systému prispievajuca k dysfunkcii cievneho endotelu moze byt faktorom
rozvoja aterosklerdzy (Fragkou et al., 2023). Daldim faktorom prispievajucim k rozvoju
aterosklerdzy je chronicky zapal sposobeny spominanym nedostatkom CD4+ T-buniek
1 posobenim HIV proteinov (Tat, Nef, Env) vznikajucich pocas transldcie mRNA v cytoplazme
hostitel'skej bunky. Chronicky zapal vedie k poskodeniu endotelu, ktorého prirodzenou
funkciou je =zabranovat tvorbe krvnych zrazenin prostrednictvom vyluovania
antikoagulacnych posobkov (oxid dusnaty, prostacyklin). Spojenie vsetkych spomenutych
faktorov vedie k aktivacii monocytov, ktoré exprimuju prozapalové markre - cytokiny ako je
napriklad IL-6 (interleukin-6). Pociato¢nd faza virusovej replikdcie (ramp-up-virémia)
vyvolava prozapalovy vybuch cytokinov. Vznikajaci chronicky zapal podporuju aj zvySené
hladiny C-reaktivneho proteinu (CRP), ktoré su u HIV pacientov pozorované. Chronicky zapal
a imunitnd aktivacia spolo¢ne prispievaji k dysfunkcii endotelovych buniek ciev, vzniku
ateroslerotického platu, jeho ruptary a aktivécii krvnych dosticiek, ktoré zvySujua riziko vzniku

arterialnej trombozy (vid’ Obrazok 6) (Perkins et al., 2023).
e Zmena v tukovom tkanive a metabolizme tukov

Existuje priama stvislost medzi tukovym tkanivom a HIV virusom ako faktorom
vzniku kardiovaskularnych ochoreni u HIV pacientov (Fragkou et al., 2023). Tukové tkanivo
azmena metabolizmu lipidov je Coraz castejSie spajand s chronickym zapalom, ktory je
pritomny pri HIV infekcii (Wan et al., 2023). Tukové tkanivo funguje ako rezervoar vytvarajici
zapalové prostredie plné infikovanych CD4+ T-buniek a makrofadgov. Proteiny vytvorené
samotnym virusom (Tat, Nef, Env) sa zhromazd'uju taktiez v tukovom tkanive, kde aktivuji
adipocity a tie produkuji prozapalové posobky podporujuce kontinuitu chronického zapalu.
Vysledkom zmeneného metabolizmu tukov st zvySené sérové hladiny VLDL (very-low-
density-cholesterole) a TAG (triacylglyceoly), ktoré taktieZz zvySuju riziko vzniku arteridlne;

trombozy (Fragkou et al., 2023).
e Translokacia ¢revného mikrobiomu

Crevny mikrobidém zohrdva vel'mi délezitu ulohu pri udrzani obranyschopnosti

organizmu. HIV infekcia je spojend srozvratom mikrobiomu v prospech patogénnych
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mikrobidlnych druhov na ukor tych prospesnych. Jeho poSkodenim sa narusi rovnovaha
dolezitej Crevnej bariéry organizmu, o vedie k zvySenej permeabilite sliznice ¢reva. Toto
poskodenie gastrointestindlneho traktu sa manifestuje zdpalom slizni¢ného epitelu, stratou
fagocytarnej funkcie a poSkodenim enterocytov s naruSenim tesnych spojov. Zmeny
fyziologickej funkcie Crevnej bariéry vedu k zvySenému prechodu (translokacii) Crevnej
mikrofléry a mikrobidlnych produktov do krvného obehu, kde moézu spustit’ aktivéaciu
imunitného systému a podporovat’ rozvoj chronickej imunitnej aktivacie sprevadzajucej
infkeciu HIV. (MacCann et al., 2023; Marchetti et al., 2013). Neda sa teda opomenut’ faktom
o translokacii ¢revného mikrobiému do krvného obehu pacienta, ku ktorému u HIV pacientov
pri akutnej infekcii i chronickej progresii ochorenia dochédza. Tento stav nasledne prispieva k
poskodeniu endotelidlnej vystelky ciev aje spojeny s hyperkoagulaénym stavom vedicim

k vzniku krvnych zrazenin a arterialnej trombozy (Fragkou et al., 2023; Marchetti et al., 2013).
o Toxicita antiretrovirotik

Chronické uzivanie HAART prinaSa pacientom benefity v podobe lepSej prognozy
zivota s nevyliecitelnou chorobou, ktorou HIV je. Efekt kumulativnej davky spojeny
s celozivotnym uzivanim kombindcie antiretrovirotik so sebou vSak prindSa i nepriaznivé
ucinky, ktorymi je kardiotoxicita lie¢by (Vos and Venter, 2021). VedlajSie u¢inky lieCby sa
prejavuju napriklad zmenou hladin cholesterolu v krvi a zvySenym rizikom kardiovaskularnych
ochoreni. Na tikor terapie podstaty samotného ochorenia spdsobené¢ho HIV virusom sa navySe

hromadia neziaduce Gc¢inky spojené s farmakoterapiou (Wan et al., 2023).
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Obrazok 6: Faktory pritomné u HIV pacientov podielajuce sa na vzniku venoznej a arteridalnej trombozy.
Prevzaté z (Perkins et al., 2023).

3.5.2. VENOZNY TROMBOEMBOLIZMUS

Hlboka Zilnd trombéza (HZT) a pltcna emboélia (PE) st dva najastejiie prejavy
tromboembolickej choroby (TECH), ktoré sa ¢asto vyskytuji aj v HIV infikovanej populécii
pacientov. Toto, mnohokrat podcefiované ochorenie, je Zivot-ohrozujice s €asto fatdlnymi
nasledkami. VcCas zapocatd prevencia je kIicom k spechu. Primarna prevencia spociva
v ovplyvneni rizikovych faktorov vzniku ochorenia. Pokial’ sa uz tromboembolicka choroba
zacCala, cielom je zniZit' riziko klinickych prejavov a zamedzit’ rozvoju ochorenia v ramci

sekundarnej prevencie vyuZzitim tromboprofylaxie (Lutsey and Zakai, 2023).

Patofyziologia vendzneho tromboembolizmu je bezne charakterizovana Virchowovou
triadou, ktora opisuje tri faktory podielajuce sa na vzniku trombov vo vénach. Stdza krvi,
hyperkoagula¢ny stav a poSkodenie endotelu sa spolo¢ne prekryvaju a prispievaji k zvySenému

riziku vzniku krvnych zrazenin (Previtali et al., 2011).
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Stvislosti medzi HIV infekciou a protrombickym stavom infikovanych pacientov boli
dokdzané mnohymi Stadiami. Riziko vzniku tromboembolickej choroby v HIV populécii
pacientov je podl'a poslednych stadii 2 az 10-kréat vyssie nez v beznej neinfikovanej populacii.
Napriek tak vysokému riziku je povedomie o tomto fenoméne stale malé (Bibas et al., 2011).
Chronickym zapalom a neustalou aktivaciou imunitného systému st aktivované monocyty
(biele krvinky). Tie okrem prozapalovych faktorov poskodzujicich endotel Zil, exprimuju
prokoagulacny tkanivovy faktor (TF). Ten je pri¢inou aktivacie koagula¢ného systému
anasledného vzniku zilnej trombdzy (vid Obrazok 7). Aktivaciu koagulacného systému
potvrdzuju zvysené hladiny D-dimérov, ktoré su detekovateI'nym ukazovatel'om vzniknutych
trombov (Perkins et al., 2023). Ako uz bolo vysSie spomenuté v spojeni s arterialnou
trombdzou, zépalové cytokiny, zvysené hladiny CRP ¢i pritomnost’ virusovych proteinov
potencuje poskodenie endotelu ciev a jeho prestavbu, ktord prispieva i1 k rozvoju vendzneho

tromboembolizmu (Bentounes et al., 2023).

Rizikové faktory vzniku venozneho tromboembolizmu spojené s HIV infekciou sa od
klasickych (vek, fajenie, imobilita, geneticka predispozicia) pomerne liSia. Zda sa, Ze sa aj vo

vicSej miere podiel’ajil na rozvoji tromboembolickej choroby (Crum-Cianflone et al., 2008).

Vek patri medzi bezné rizikové faktory vzniku trombov. Jeho rizikovost’ sa markantne
zvySuje u HIV infikovanych pacientov. Tito pacienti st v skutocnosti starS$i ako je ich
chronologicky vek. Zazivaji predCasné starnutie, kvoli neustdlej imunitnej nedostato¢nosti

(Bibas et al., 2011).

Vyznamnym rizikovym faktorom je hyperkoagulacny stav spdsobeny endotelovou
dysfunkciou asiiou spojenym deficitom vazodilatatnych a antikoagulaénych latok (NO,
prostacyklin); nedostato¢nou tvorbou plazmatickych proteinov S a C, ktoré hraja doélezita
ulohu pri inhibicii koagulacie; zvySené hladiny tkanivového faktoru (princip funkcie TF pri
vzniku trombov vid’ Obrazok 7) a korelujuce hladiny D-dimérov ako ukazovatela vzniku

trombov (Bibas et al., 2011).

Vyssie riziko vzniku malignit u HIV pozitivnych pacientov stvisi aj s va¢Sim rizikom
vzniku tromboembolickej choroby kvoli uz spominanému hyperkoagulacnému stavu (Pastori
et al., 2023). Nadorové bunky st tiez schopné uvolnovat’ tkanivovy faktor, ktory podporuje
vznik trombu (princip funkcie TF pri vzniku trombov vid’ Obrazok 7). Tumory navySe €asto
utlacaju Zily a kompresiou spdsobia stazu krvi, ktord je jednym z faktorov podiel’ajicim sa na

vzniku trombov v Zilach (Previtali et al., 2011).
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Obrazok 7: Znazoriuje ulohu tkanivového faktoru (TF) a koagulacného faktoru VII na rozvoji
koagulacného procesu a vzniku trombu. Prevzateé z (Previtali et al., 2011).

Infekcie ako také st rizikovym faktorom tromboembolickej choroby aj u beZnej
populécie. S HIV infekciou je spojend nizka obranyschopnost’ organizmu a vyssia nachylnost’
k oportinnym infekcidm sposobenych najmid patogénmi Pneumocystis  jirovecii,
Cytomegalovirus a Mycobacterium avium, ktoré maji svoj podiel na vzniku trombov (Bibas et

al., 2011).

Samotna terapia antiretrovirotikami predlzuje a zlepSuje Zivoty infikovanych.
S predizenim Zivota sa viak nesie riziko vzniku mnohych komorbidit. Kontroverznost d’alsieho
rizikového faktoru, ktorym je samotna terapia lie¢ivami zo skupiny PI, spociva v naruSeni
reguldcie tvorby proteinov krvného zrazania, ktoré vedie k vzniku tromb6z (Bibas et al., 2011;

Kann et al., 2021).

Gravidita Zien patri k rizikovym stavom z hl'adiska vzniku trombov aj za beZznych
okolnosti a je sposobena hyperkoagulacnym stavom. Toto riziko je 157-krat vysSie u tehotnych
HIV pozitivnych Zien ako u tehotnych HIV negativnych zZien (Bibas et al., 2011; Previtali et al.,
2011). Dévodom je fyziologické znizenie antikoagulaénych proteinov (protein S) o 40-50% a

hladiny antitrombinu o 20% (Pastori et al., 2023).
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Intravendzne uzivanie drog patri k rizikovym faktorom casto sa vyskytujucim u HIV
pacientov. Pri¢inou vzniku zilnej trombdzy je najmi poskodenie zil opakovanym aplikovanim

drogy (Jain et al., 2021).

3.6. TROMBOPROFYLAXIA U PACIENTOYV S HIV

Vsetky spominané rizikové faktory vzniku vendznej trombdzy st ddvodom nasadenia
trombo-profylaktickej terapie u HIV pozitivnych pacientov. Antikoagulancia sa stavaju
neodmyslitelnou sucastou terapeutického rezimu tvoreného kombinaciou antiretrovirotik
(HAART). Preferovanou vol'bou tromboprofylaxie st priame ordlne antikoagulancia (DOAC)
— inhibitory trombinu (dabigatran) a inhibitory faktoru Xa (rivaroxaban, apixaban, edoxaban
a betrixaban) (Sabourin et al., 2021). Pocas tehotenstva je u HIV pacientiek bezpe¢nou vol'bou
antikoagulacnd terapia nizko-molekularnymi heparinmi, ktoré neprestupujii placentou
a vykazuji bezpecnost pre matku iplod v porovnani s kontraindikovanym warfarinom
a liecivami zo skupiny DOAC (James, 2009). Oproti warfarinu maji men$i potencial vzniku
interakcii, nemaju tak prisne obmedzenia v stravovani a nie je nutna pravidelna kontrola INR
(international normalized ratio), ktoré ma vel'mi uzke rozpitie bezpecnosti nazyvané aj
terapeutické okno (2,0-3,0) (George et al., 2020). Terapeutické okno priamych antikoagulancii
je sirSie a farmakokinetika je predvidatel'nejSia, Co umoznuje fixné davkovanie v porovnani s
individualnou titraciou davok warfarinu. Dlhé obdobie bolo nevyhodou lie€iv zo skupiny
DOAC nemoznost zvratit’ antikoagula¢ny efekt pomocou antidota, pretoze neexistovalo. Jeho
nedostupnost’ bola velkym nedostatkom lie¢by. Uginok warfarinu, inhibitoru vitaminu K, sa
dal jednoducho zvratit' pouZitim antidota vitaminu K. Neddvno vSak FDA schvilila aj
antidotum pre dabigatran a inhibitory faktoru Xa. Idaricizumab je antagonista Uc¢inku
dabigatranu a andexanet alfa sa viaze na inhibitory faktoru Xa a zabranuje ich

antikoagulacnému uc¢inku (Chaudhary et al., 2020).

Lie¢ba tromboembolickej choroby HIV pacientov mdze byt narocna vzhladom na
mozné nezelané interakcie lie¢ivo-lie¢ivo (DDI) pri konkomitantnej liecbe antiretrovirotikami
a antikoagulanciami. Vzajomné pdsobenie jednotlivych lieciv uzivanych pacientmi méze menit’
ich expoziciu v krvnom obehu (Sabourin et al., 2021). Niektoré antiretrovirotika, konkrétne
inhibitory protedzy st silnymi inhibitormi cytochromu P450 (CYP3A4) iefluxného
transportéru P-gp. Niektoré su tzv. farmakokinetickymi boostrami (ritonavir, kobicistat). Pri

sticasnom pouzivani tychto lie€iv je nutné pozorne zvazit' bezpecnost’ interakcie, popripade
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redukciu davok DOAC-u. Nemoznost’ monitoringu liecby priamymi antikoagulanciami ako je
kontrola INR u warfarinizovanych pacietov, je v otdzke interakcii nevyhodna (George et al.,

2020).

3.6.1. BETRIXABAN

Prvé oralne antikoagulans schvalené FDA v roku 2017 v indikacii prevencie
tromboembolickej choroby s mechanizmom Uc¢inku inhibicie faktoru Xa (vid’ Obrazok 8) bolo
lieCivo betrixaban. Patri do skupiny zvanej priame oralne antikoagulancia (DOAC — direct oral
anticoagulants), s ktorou ma v urc¢itych parametroch mnoho podobnosti ale aj odliSnosti. Ma
dlhsi plazmaticky pol¢as (t12=19-27 h) a rychlejsi néstup ucinku. Velkou vyhodou je
maximalna plazmatickad koncentracia lieiva dosiahnutd v priebehu 3-4 hodin, ¢o znamena, ze
pacient je takmer okamzite pokryty antikoagula¢nou terapiou anie je potrebné pouzivat
LMWH (nizko-molekuldrne hepariny) na prekrytie obdobia nastupu ucinku (Lekura and Kalus,
2018). Biodostupnost’ po peroralnom uziti betrixabanu je takmer 35% (Skelley et al., 2018).

Na rozdiel od ostatnych DOAC-ov, hlavnou metabolickou cestou pre betrixaban nie je
metabolizmus cez CYP 450. Tato skutoCnost’ naznacuje nizky potencial cytochromovych
interakcii (Lekura and Kalus, 2018). Velkou nevyhodou st interakcie na trovni efluxného
transportéru P-gp, ktorého substratom je aj betrixaban. Z prevaznej Casti (82-89%) prebieha
exkrécia nezmeneného lieciva bilidrnou sekréciou do ¢reva prostrednictvom tohto transportéru,
kde sa intestindlnou reabsorpciou lieivo zulastiiuje enterohepatalnej cirkulacie. Kontrola
hladin pri administrécii s inymi lie¢ivami, ktoré s potencidlnymi inhibitormi alebo induktormi

tohto transportéru je teda nutna (Murphy et al., 2018; Roberts et al., 2002; Skelley et al., 2018).
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Obrazok 8: Zndzornenie mechanizmu ucinku priamych ordlnych antikoagulancii (DOAC) — inhibitorov
faktoru Xa v koagulacnej kaskdde. Prevzaté z (Huisman and Klok, 2018).

Aj napriek pozitivnym vysledkom z APEX §tudie a efektivite nakladov bol v roku 2020
betrixaban vyrobcom stiahnuty z trhu z nezévislych obchodnych doévodov. Této Stadia bola
randomizovand, dvojito-zaslepend klinickd Studia porovnéavajica bezpecnost’ a t¢innost
predizenej liecby betrixabanom so $tandardnou kratkodobou lie¢bou enoxaparinom v ramci
profylaxie vendzneho tromboembolizmu u pacientov vo vysokom riziku jeho rozvoja (Lee et

al., 2021).

Sice bolo liecivo betrixaban v roku 2017 schvalené FDA a v roku 2020 stiahnuté z trhu,
nikdy nedostalo povolenie na uvedenie na trh od spolo¢nosti EMA v Eurdpe. Vysledky stadie
APEX, zhodnotila EMA ako nedostato¢ne-hodnotiace G€innost’ lie¢iva. Vyznamna vyhrada
voci schvéleniu bolo zvySené riziko epizod krvacania oproti pacientom lieCenym
porovnavanym lieCivom (enoxaparin). Zhodnotenie pomeru risk-benefit prinieslo zamietnutie

povolenia uviest’ lieCivo na trh (Daryabari et al., 2024).

3.6.2. INTERAKCIE BETRIXABANU A ANTIRETROVIROTIK

Lie¢iva zo skupiny DOAC sa vyznacuju dobre predvidatelnou farmakokinetikou
a Sirokym terapeutickym oknom. Napriek tomu existuje u HIV pacientov moznost vzniku

interakcii medzi antiretrovirotikami a priamymi ordlnymi antikoagulanciami, vystavujlc
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pacienta riziku vzniku krvacania alebo opacného efektu vzniku trombov (Bentounes et al.,
2023). Tieto peroralne uzivané lie¢iva podliehaja transportu cez ¢revnll bariéru a prave v tomto
mieste mozu vznikat’ aj liekové interakcie (Martinec et al., 2019). Pri HAART je vyzadovana
vysoké adherencia pacientov k terapii, aby bol virus dostato¢ne suprimovany a nedochadzalo
k rozvoju rezistencie na lieCbu. Ddsledky non-adherencie lieCby a odmietanie dodrzovat
nastaveny rezim sa spdjaju s neziadiicimi t€inkami sprevadzajiicimi terapiu samotného HIV a

jeho komorbidit (Martinec et al., 2019; Robillard et al., 2014).

Vzhl'adom na fakt, ze betrixaban je substratom P-gp, stcasné uzitie so silnymi
inhibitormi tohto transportéru, ktorymi su najma PI — darunavir, lopinavir, ritonavir, saquinavir,
atazanavir, moze zvysit’ jeho plazmatické koncentracie a tym prispiet’ k prejavom neziaducich
ucinkov v podobe zvySeného rizika krvéacania, ktoré méze mat’ zadvazné az fatalne nasledky.
Opacna situdcia v podobe protrombického stavu by mohla nastat’ pri podani induktorov P-gp
(NNRTI - nevirapin, efavirenz) spolu s betrixabanom, ¢im by sa zvysila jeho exkrécia
a vysledkom by bolo znizenie plazmatickej koncentracie antikoagulancia. Lie¢ivo darunavir
navyse vykazuje okrem kratkodobého inhibi¢ného potencialu na P-gp v ¢revnej bariére vplyv
opacny, a teda indukény avSak pri dlhodobom pdsobeni na tento transportér. Pred nasadenim
terapie je teda nutné vyhodnotit’ pomer risk-benefit a upravit’ ddvkovanie jednotlivych lieciv
alebo zvazit’ vyber konkrétnych lie¢iv od pociatku terapie. Monitoring tychto pacientov je
vhodnou formou kontroly neziaducich uc¢inkov farmakoterapie (Bentounes et al., 2023;
Hradecka, 2024; Huliciak et al., 2022; Martinec et al., 2019; Sankatsing et al., 2004; Skelley et
al., 2018).
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4. HYPOTEZA A CIELE PRACE

Betrixaban je znamym substratom P-gp (Skelley et al., 2018). Pri si¢asnom podani
s antiretrovirotikami inhibujucimi P-gp predpokladame, Ze sa zvysi jeho priechod ¢revnou
bariérou. Naopak pri dlhodobom podavani s antiretrovirotikami, ktoré maja indukény potencial
na expresiu P-gp bude dochadzat’ k opacnému efektu a teda k znizeniu absorpcie z dovodu
zvySeného efluxu. Darunavir je liecivo, ktoré vykazuje kratkodoby inhibi¢ny potencial na P-gp
v Crevnej bariére, avSak pri dlhodobom pdsobeni mdéze mat na tento transportér vplyv opacny
a teda induk¢ny (Hradecka, 2024; Huliciak et al., 2022). Z tohto dovodu sme ho vybrali ako

latku pre inhibi¢nt i pre indukénu Studiu.

Cielom prace je Studium interakcii priamo-pdsobiaceho antikoagulancia betrixabanu
s antiretrovirotikom darunavirom zo skupiny proteazovych inhibitorov za vyuzitia ultratenkych

tkanivovych rezov z 'udského ¢reva. Interakcie budu Studované na Grovni inhibicie a indukcie.
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5. EXPERIMENTALNA CAST

POUZITE CHEMIKALIE

2-propranolol

Acetonitril (ACN)

Agardza low gelling typ VII-A
Amfotericin B

ATP - standard

Betrixaban

Betrixaban D6

CaClx * 2 H20

CP-100356 monohydrochlorid (CP)
Darunavir

D-glukéza

EDTA

Ethanol 96%

Gentamycin

HEPES

KCl

KH>PO4

Kyselina mrav¢ia pre LCMS
Luciferaza

Methanol

MilliQ voda

(Sigma-Aldrich)
(VWR chemicals)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma Aldrich)
(MedChemExpress)
(Penta chemicals)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Penta chemicals)
(Sigma-Aldrich)

(VWR chemicals)

(Thermo Fisher Scientific)

(Carl Roth)
(Pentachemicals)
(Pentachemicals)

(VWR chemicals)

(Thermo Fisher Scientific)

(VWR chemicals)

(Millipore)



Mrav¢€an amonny pre LCMS
NaCl

NaHCOs3

NaOH

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Rhodamin 123 (RHD123)
Rifampicin

Tris-HCl

Williams E medium - GlutaMax™

(Sigma Aldrich)

(Penta chemicals)

(Penta chemicals)
(Lachner)

(Thermo Fisher Scientific)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)

(Thermo Fisher Scientific)
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5.2. PRIPRAVA ROZTOKOV

5.2.1. Zasobny roztok Krebs-Henseleitov pufr

Po rozpusteni vsetkych zlucenin podla rozpisu vid® Tabulka 1 je roztok prefiltrovany
cez sterilny filter (0,22 um) a rozplneny do jednordzovych sterilnych kelimkov po 100 ml.
Uchovava sa v chladnicke do doby spotreby.

Tabulka 1: Priprava zasobného roztoku Krebs-Henseleitovho pufru (KHB) — 10x koncentrovany.

Zlicenina Navazka/ MnoZstvo
NaCl 69,0 g

KCl 3,73 g

KH2PO4 1,63 g

MgSO4 * 7 H20 271 ¢g

CaCL * 2 H,0O 3,67¢g

Doplnit’ vodou do objemu 1000 ml

5.2.2. Pracovny roztok Krebs-Henseleitov pufr

Po rozpusteni vSetkych zluc¢enin vid® Tabulka 2 je roztok okysli¢eny pomocou
pneumoxidu (95 % 02, 5 % CO2) po dobu 30 minut. Nasledne je upravené pH roztoku na 7,42
pomocou 5 M NaOH.

Tabulka 2: Priprava pracovného roztoku Krebs-Henseleitovho pufru — Ix koncentrovany.

Zlicenina Navazka/ MnoZstvo
NaHCO3 2,10 g

D-glukéza 495 ¢

HEPES 2,38 ¢

Zésobny roztok KHB 100 ml

Doplnit’ vodou do objemu 1000 ml

5.2.3. Pracovny roztok inkuba¢ného média Williams E medium (WME)

Na pripravu pracovného roztoku inkubaéného média je potrebné do komercne

zakupeného WME média doplnit’ antibiotika, antimykotika a D-glukézu. Gentamycin a
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Amfotericin B, vo forme sterilnych roztokov, s do média pipetované priamo podl'a Tabulka
3. D-glukéza je najskor navazend v nesterilnom prostredi a nasledne je v laminarnom boxe
rozpustend v malom mnozstve WME. Vzniknuty roztok je v lamindrnom boxe prefiltrovany
cez sterilny filter (0,22 um) a vrateny naspat’ do zasobnej nddoby WME. Takto pripravené
médium je eSte v den experimentu zahriate na 37 °C na vodni lazni a rozpipetované do

dosti¢iek. Pripadne je do média v medzikroku pridana Studovana latka.

Tabulka 3: Priprava inkubacného média WME na inkubdciu crevnych rezov.

Zlicenina Navazka/ MnoZstvo
WME + L-glutamin 500 ml

Gentamycin (50 mg ml™") 500 ul

Amfotericin B (250 pg ml™!) 5ml

D-glukéza 1,375 g

5.2.4. Sonifika¢ny roztok na stanovenia koncentracie ATP

Navazka EDTA (vid’ Tabul’ka 4) je rozpustena v priblizne 100 ml vody a pH je upravené
pomocou 5 M roztoku NaOH na hodnotu 10,9. Nésledne je pridany ethanol (96 %) a objem

doplneny v odmernej banke vodou do 500 ml.

Tabulka 4: Priprava sonifikacného roztoku (SONOP) na stanovenie ATP (70 % (vol/vol) ethanol, 2 mM
EDTA, pH 10,9).

Zlicenina Navazka/ MnoZstvo
EDTA 0372 ¢

Ethanol 96 % 370 ml

NaOH (uprava pH) podla potreby

MilliQ voda na doplnenie do 500 ml

5.2.5. Tris/EDTA pufr na stanovenie koncentracie ATP

EDTA a Tris HCI st prvotne rozpustené v objeme priblizne 300 ml MilliQ vody.
Nasledne je pH upravené pomocou HCI na hodnotu 7,6 a doplnend voda do objemu 500 ml v

odmernej banke.
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Tabulka 5: Priprava Tris/EDTA pufru na analyzu hladiny ATP (100 mM TrisHCI, 2 mM EDTA, pH 7,6).

Zlucenina Navazka/ MnoZstvo
Tris HCI1 6g

EDTA 0,37 g

MilliQ voda do 500 ml

5.2.6. Priprava 3 % roztoku agarozy

Jednotlivé zluceniny st navazené podla Tabulka 6. Nasledne je pridana voda a
teflonové miesadlo, ktoré umozni zmiesit’ roztok na magnetickej miesacke. Zmes je zahriata na
teplotu priblizne 80 °C (musi byt’ vyssia ako 60 °C), ¢im je dosiahnuté rozpusteni agarozy.
Takto pripravena agaroza je ndsledne schladena na teplotu 37 °C (pri tejto teplote je agardza
kvapalnd neobmedzenu dobu) a vyuzitd v experimente alebo je ulozend do chladnicky na
opatovné pouzitie neskor. V chladnicke agardza zgelovatie (teplota zgelovatenia je 26°C) a je
nutné ju opdt’ zahriat’ na teplotu vyssiu ako 60 °C, aby doslo k prevedenie gélu opat’ do tekute;j

formy.

Tabulka 6: Priprava 3% agarozy pre fixaciu vzoriek ¢reva pred krajanim.

Zlicenina Navazka/ MnoZstvo
NaCl 09¢g

Agaréza low gelling typ VII-A 30g

MilliQ voda do 100 ml

5.3. METODIKA PRACE

5.3.1. Human precision cut intestinal slices (hPCIS)

Ultratenké rezy l'udského creva boli pripravované podla protokolu vypracovaného de
Graaf et al. (2010). Takto pripravené rezy su ex vivo mini-modely ¢reva vhodné na mnohé
experimenty hlavne svojou Struktirou a zachovanim vsSetkych typov buniek ¢revného epitelu
(de Graaf et al., 2010). Tkanivo na pripravu tkanivovych rezov bolo ziskané v spolupraci s
Chirurgickou klinikou Fakultnej nemocnice Hradec Kralové od dobrovolnych anonymnych
darcov po podpisani informovaného suhlasu. Experimenty boli schvéalené etickou komisiou pod

¢islom 202103 I67P.
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Priprava hPCIS:

Samotna priprava ultratenkych rezov aich skladovanie si vyzaduje najprv pripravu
roztoku KHB (Krebs-Henseleit buffer) podl'a Tabul'ka 2 . Ako inkuba¢né médium bolo vyuzité
Williams E medium (WME) doplnené o glukézu, antibiotikum a antimykotikum, ktoré si
pripravime podl’a Tabulka 3. Pripravené inkuba¢né médium rozpipetujeme do 24 - jamkovej
dosticky a vlozime do inkubéatora, aby sa dosticky predhriali a nasytili kyslikom a oxidom
uhlic¢itym (37 °C, 80 % Oz, 5 % CO2). Do kazdej jamky napipetujeme 1,3 ml WME. Ultratenké
rezy Creva, ktoré nie je Strukturalne pevnym orgdnom a praca s nim je o nieCo naro¢nejsia, sme
schopni pripravit’ iba tak, ze ho zalejeme do bloku agardzy. Pripraveny 3% roztok agardzy
podl'a Tabulka 6 zahrejeme vo vodnej ldzni na 60°C, ¢im dosiahneme zmeny stavu z gélu na
kvapalinu a nésledne ho schladime vo vodnej lazni na 37°C. Pri tejto teplote je agardza
kvapalna neobmedzenti dobu. Dalsim krokom je zostavenie krajada Krumdieck typ MD 4000
(Alabama R&D, Munford, AL, USA) a jeho predchladenie na 4°C za pomoci chladené¢ho
termostatu s obehovym &erpadlom (Julabo®, F250).

LCudsky Dbiologicky materidl ¢reva odobrany pocas operacného vykonu
pankreatoduodenektomia je okamzite umiestneny do 'adového a okysliceného roztoku KHB,
aby sa zabranilo teplej ischémii pocas prevozu do laboratoria na okamzité spracovanie.
Nasledujiice kroky az do inkubacie musia byt kvoli zamedzeniu degradacie tkaniva
vykonavané za chladenia na lade (4°C). Zo zoSité¢ho l'udského Creva je najskoér potrebné
odstranit’ svorky a tukové tkanivo (vid’ Obrazok 9 a). Nasledne sa &revo pozdizne rozstrihne,
odhali sa jeho lumindlna Cast’ (vid’ Obrazok 9 b) a fekalne zvysky, ktoré je potrebné odstranit’
vyplachom pomocou 'adového a okysli¢eného KHB roztoku. Vycistené tkanivo upevnime na
silikonovu podlozku v Petriho miske pouZitim Spendlikov tak aby jeho lumindlna membrana
(mukoza) smerovala nadol (vid Obrazok 9 c). V d’alSom kroku ¢revo opédt’ oplachneme
ladovym a okysli¢enym roztokom KHB a pomocou chirurgickych noznic opatrne nastrihneme
hrubti muskularnu vrstvu €reva a odstranime ju. Na podlozke ndm teda ostane ¢revnd mukoza
(vid’ Obrazok 9 d,e). Po odstraneni muskularnej vrstvy ¢revo nareZzeme na pruzky vo velkosti
5 x 20 mm pomocou skalpela (vid’ Obrazok 9 f). Takto pripravené pruzky st vhodné na samotnu
pripravu hPCIS. Do vopred vychladenej valcovej formy umiestnenej na l'ade si jednotlivo
premiestnime pruzky ¢reva a pridrzujic ich pinzetou vo zvislej polohe za 5 mm okraj (vid’
Obrazok 9 g) postupne naplnime pomocou Pasteurovej pipety tekutou agarézou (37°C) az kym
nestuhne (vid’ Obrazok 9 h). Tymto krokom dosiahneme moZnost’ krajania 'udského Creva

rovnakym sposobom ako pevné organy.
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Preparation of human intestinal cores
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Obrazok 9: Znazornenie pripravy hPCIS. Prevzaté z (de Graaf et al., 2010).

Vopred zostaveny kraja¢ Krumdieck typ MD 4000 (Alabama R&D, Munford, AL,
USA) naplnime ladovym a okysli¢enym roztokom KHB. Z valcovej formy vyberieme
agardzovy valec obsahujici tkanivo l'udského ¢reva avloZzime ho priamo do krajaca
pripraveného na proces pripravy hPCIS. Krajanie ultratenkych rezov ¢reva prebieha pri 4°C
pomocou chladeného termostatu s obehovym cerpadlom. Takto pripravené rezy zbierame do
kadicky vypustenim zo zbernej naddoby krajaca a okamzite ich umiestnime na I'ad. Vhodnost’
rezov posudzujeme vizualne. Rovnaké rezy s podobnou hrubkou, farbou a hladkymi okrajmi

opatrne premiestnime do I'adového a okysli¢eného KHB roztoku chladeného 'adom.

Inkubécia pripravenych hPCIS prebieha v inkubétore pri 37°C (80 % O2, 5% COy).
Crevné rezy by mali byt ¢o najskor po priprave inkubované (optimalne dve hodiny o pripravy),
pretoze ich viabilita skladovanim klesa. Pouzitim entomologickej pinzety vlozime rezy podla
druhu experimentu do predhriatej a prekysli¢enej dosticky s WME a testovanymi latkami
a ithned’ vlozime do inkubatora. Pocas inkubdcie je potrebné kontinualne mieSanie média na
trepacke (90 RPM, Orbital shaker, Biosan®) a v 24-hodinovych intervaloch jeho vymena. Doba
inkubacie je individudlna podl'a druhu experimentu, na ktory su rezy urcené (inhibi¢né
experimenty 150 min., indukéné 24 a 48 hod.). Vyzadovany je aj pravidelny monitoring teploty
inkubatora a kontrola pH média prostrednictvom sledovania jeho farby (ZIt4 alebo fialova znaci

zmenu pH, ktoré nie je Ziaduce).

Po inkubécii su vzorky vlozené do pripravenych 2 ml skiumaviek so skrutkovacim

uzaverom (Sarstedt®) s keramickymi gulickami o priemere cca 1,4-1,6 mm (objem cca 200 pl).
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Na preukézanie viability rezov prostrednictvom stanovenia hladiny ATP sa vlozi jeden rez do
skumavky vopred naplnenej sonifikaénym roztokom SONOP (200 pl) pripravené¢ho podla
rozpisu vid’ Tabul'ka 4. Takto pripravené skimavky s hPCIS st zmrazené ihned’ na suchom
I'ade a skladované pri teplote -80°C, aby sa zamedzilo degradacii ATP. Vzorky na stanovenie
koncentracie RHD123 a betrixabanu st taktiez odobrané do skiimaviek so skrutkovacim
uzaverom a keramickymi gulickami ako vysSie v pripade vzorkiek na stanovenie koncentracie

ATP.
5.3.2. Stanovenie koncentracie ATP

Ci je tkanivo Zivotaschopné sa da zistit réoznymi metédami. Metoda pouzita na
stanovenie zivotaschopnosti ¢revnych rezov tejto prace je zalozena na merani koncentracie
ATP. V tomto experimente sme na kontrolu viability rezov vyuzili ATP Bioluminiscence Assay
Kit CLS II od vyrobcu Roche obsahujuci lyofilizovany enzym Luciferdzu a lyofilizovany

Standard ATP.
Postup stanovenia koncentracie ATP:

Vopred pripravené skimavky s rezmi I'udského ¢reva (hPCIS) boli z dévodu prevencie
degradacie ATP skladované pri teplote -80°C v 200 pl sonifikacného roztoku pripraveného
podl'a rozpisu v Tabul'ka 4. Vzhl'adom na labilnost’ a krehkost” ATP molekuly v pritomnosti
enzymov v rezoch Creva, je nutné vykonavat’ vietky kroky stanovenia koncentracie ATP opit’

na lade.

Kazdt skumavku najskor doplnime 800 pl roztoku SONOP na finalny objem 1 ml.
Homogenizaciu pripravenych hPCIS v SONOPe uskuto¢nime na homogenizatore FastPrep-24
5G (MP Biomedicals®) pri rychlosti 6,0 m/s vdvoch cykloch trvajicich 40 sekund
s 20-sekundovou pauzou, ¢im docielime uvolnenie ATP z tkanivarezov creva. Medzi
jednotlivymi homogenizaciami vzorky chladime na lade kvoli neZiadicemu ohrevu

spdsobenému homogenizéciou.

Dal§im krokom je centrifugicia vo vopred vychladenej centrifuge (4°C, Centrifiiga
Mikro 22 R, rotor 1195-A radius 87 mm, Hettich ©) na 5 minfit pri otd¢kach 10000 rpm. Tym
docielime oddelenie supernatantu obsahujuceho ATP od precipitovaného proteinu. Na
pripraveni ¢iernu 96-jamkovi dosticku pipetujeme automatickou pipetou Eppendorf

v duplikate 5 pl supernatantu zo vzoriek i pozitivnej kontroly a 45 pl Tris/EDTA pufru
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(pripravené¢ho podla Tabulka 5) pomocou multikanalovej mikropipety (vzorky st v tomto

kroku zriedené pufrom 10x).

V d’alSom kroku si pripravime kalibracnu krivku, ktord bude tiez pipetovana
v duplikate. Na zhotovenie kalibracnej krivky potrebujeme rozpustit ATP Standard z ATP
Bioluminiscence Assay Kit CLS II pomocou MilliQ vody na presnt koncentraciu 10 mg/ml,
ktory je nasledne d’alej riedeny podla rozpisu v Tabulka 7. Kalibracné roztoky napipetujeme
na dosticku v mnozstve 50 pl. Lyofilizat luciferazy z ATP Bioluminiscence Assay Kit CLS II
mozeme po 30 minatach zahriatia na izbovu teplotu pouzit. Rozpustime ho v 10 ml MilliQ
vody a inkubujeme pocas 5 mintt pri izbovej teplote. V ziadnom pripade pripraveny roztok

luciferdzy nevortexujeme, len jemne premieSame prevratenim nadoby.

Priamo pred samotnym meranim sa do kazdej jamky na dosticke multikandlovou
pipetou pridd 50 pl pripraveného roztoku luciferazy. Pomocou luminometra TECAN 2304
zmeriame bioluminiscenciu jednotlivych vzoriek. Pritomnost ATP sa prejavi svetelnym
zableskom, ktory vznika pritomnostou ATP energie vyuzivanej luciferdzou (lux = svetlo).
Namerané hodnoty luminiscencie vyhodnotime pomocou kalibra¢nej krivky a normalizujeme

na mnozstvo proteinu jednotlivych hPCIS (vid’ Stanovenie proteinu pomocou BCA metody).

Tabulka 7: Roztoky na zhotovenie kalibracnej krivky pri stanoveni koncentrdacie ATP.

Riedenie A Mnozstvo (ul) Tris/EDTA pufr (nl) Koncentracia (M)
A 10 pul ATP standard 990 1,65x 10
1 10 ul (A) 990 1,65x 10
2 100 pl (1) 400 3,30x 1077
3 50 ul (1) 450 1,65x 1077
4 100 pul (3) 400 3,30x 1078
5 50 ul (3) 450 1,65x 10°®

5.3.3. Extrakcia vzoriek na HPLC/MS analyzu

Aby sme mohli zmerat’ jednotlivé koncentracie betrixabanu v rezoch, je potrebné ich
v prvom rade z tkaniva extrahovat’. Najjednoduchsim spdsobom je homogenizacia s naslednou

precipitaciou proteinu, ktory sme zvolili aj my. Aby sme eliminovali pripadné straty v priebehu
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extrakcie a ziskali spravne koncentrécie, vyuzili sme taktieZ interny Standard betrixaban-D6,

ktory sme pridavali v znamej koncentracii ku kazdému vzorku.
Postup extrakcie vzoriek na HPLC/MS analyzu:

Do skumaviek s jednotlivymi hPCISs priddme pomocou automatickej pipety Eppendorf
600 pul roztoku ACN obsahujiceho vnutorny Standard (betrixaban-D6 o koncentracii 125 nM —
finalna koncentracia po zakoncertovanie 250 nM). Vyuzitim homogenizatora Fast Prep 24 —
5G (MP Biomedicals®) zhomogenizujeme vzorky pri nastavenych podmienkach a rychlosti 6,0
m/s vdvoch cykloch trvajucich 40 sekind s 20-sekundovou pauzou medzi jednotlivymi
homogenizaciami. Dal§im krokom je centrifugacia vzoriek pri 10 000 rpm 10 minGt na
centrifuge Heraeus Biofuge pico (rotor 3328, polomer rotora = 85 mm, Heraeus®). Vd’aka
centrifugdacii sa oddeli precipitovany protein od supernatantu. Po centrifugacii odoberieme 300
ul supernatantu z opacnej strany nez kde sa nachadza peleta proteinu. Pracujeme vel'mi opatrne,
aby sme nenabrali protein alebo neporusili samotnu peletu. Supernatant odoberame do vopred
oznadenych sklenenych vialiek s plochym dnom (objem 2 ml, Agilent®), ktoré nisledne
ulozime do vakuovej odparky Eppendorf (Concentrator plus, Eppendorf®) a odparujeme pocas
2 hodin, pri 30°C a programe V-AL. Takto odparené vzorky skladujeme pri teplote -20°C.
Skumavky s precipitovanym proteinom nechame odparit’ v suchom termostate (TCH 100) pri
teplote 37°C do odparenia, a ndsledne stanovime koncentraciu proteinu (vid’ kapitola BCA

stanovenie proteinu).
5.3.4. Rozpustanie extraktov vzoriek na meranie HPLC/MS

Pred samotnym meranim betrixabanu je potrebné odparené vzorky najprv rozpustit’
v mobilnej faze. Pripravime si mobilnt fazu v pomere 5 (B) : 95 (A). ZmieSame mobilnu fazu
A (H20; 0,1% HCOOH; 5SmM NH.sCOOH) a mobilna fazu B (CHsOH; 0,1% HCOOH; SMm
NH.COOH). Ku kazdej vzorke v sklenenej vialke priddme opakovacou pipetou (Eppendorf®)
150 pl pripravenej mobilnej fazy. Takto pripravené vzorky dame rozpustit’ do ultrazvuku na 10
minut. Nasledne vzorky dokladne premieSame v Spicke pipety a prepipetujeme cely obsah do
jednotlivych injekénych striekaciek. Na injekéné striekacky nasadime 0,22 pm filter o priemere
4 mm (LUT Syringe Filter PTFE, 4mm, 0,22um, Labstore), cez ktory vykondme filtraciu. Pred
samotnou filtraciou je nutné sklepat’ kvapalinu v striekacke smerom k filtru jemnym pohybom.
Na filtraciu si pripravime sklenené vialky s vlozenymi sklenenymi insertmi s objemom 250 pl

(Agilent®), do ktorych budeme opatrne filtrovat’ nase vzorky. Filtrat pistame po stene insertu
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na jeho dno. Vialky uzavrieme vieCkom tak, aby insert smeroval kolmo dolu. Takto pripravené

vialky su pripravené na meranie pomocou HPLC/MS.
5.3.5. HPLC/MS analyza

Koncentracia betrixabanu v jednotlivych rezoch bola merana pomocou techniky LC/MS
(Liquid chromatography — mass spectrometry). Na meranie bol vyuzity interny Standard
deuterovany Betrixaban D6. Meranie bolo uskutocnené v mdde Multiple Reaction Monitoring
(MRM). Pre kazdu latku boli nastavené tri prechody — vid Tabulka 8. Data boli dalej

normalizované na koncentraciu proteinu vo vzorke zmeranej pomocou metédy BCA.
Zakladné parametre merania:

HPLC: Shimadzu Nexera v zloZeni: Degaser DGU-20AS5, Autosampler SIL-AC30,
PumpalLC30-AD (2x), Kolonovy termostat CTO-30A
Hmotnostny spektrometer: Shimazdu LCMS 8030 - trojity kvadrupo6l
Kolona: Agilent Zorbax Eclipse Plus C18, Rapid Resolution HD 2.1x50 mm, 1.8 um
Predkoléna: Agilent Zorbax Eclipse plus C18 2.1x5 mm, 1,8 um
Teplota kolonového termostatu: 40 °C
Mobilna faza: A: H>0, 5mM mravcéan amonny, 0,1 % kyselina mravcia
B: MeOH, 5mM mrav¢an amonny, 0,1 % kyselina mrav¢ia
Na meranie bola pouZita gradientova elticia — vid’ Tabul'ka 9
Prietok mobilnej fazy: 0,5 ml/min
Objem nastreku vzorku: 1 ul
Rozsah kalibracie: 0; 10; 100; 200; 300; 500; 1000 nM
Koncentracia interného Standardu (betrixaban D6): 250 nM
Reten¢ny ¢as betrixabanu a betrixabanu D6: 2,9 min (vid’ Obrazok 10)
Celkova doba merania jednej vzorky: 7:00 min

Nastavenie detektoru MS a MRM prechodov: vid’ Tabulka 9 a Tabul’ka 10

Tabulka 8: Nastavenie gradientu pre meranie betrixabanu.

Cas (min) Konc. mobilnej faze A: Konc. mobilnej faze B:
0:00 95 % 5%

1:00 95 % 5%

3:00 0% 100 %

5:00 0% 100 %
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5:10 95 % 5%
7:00 95 % 5%

Tabulka 9: Nastavenie MS detektoru Shimazdu LCMS 8030.

Parameter Nastavenie
Ionizace ESI positive
Susiaci plyn 12 L/min
Sprejovaci plyn 3 L/min
Teplota vyhrievacieho bloku 400 °C

DL teplota 250 °C

Tabulka 10: MRM prechody pre analyzu koncentrdcie betrixabanu.

Analyzované latky Prekurzorovy ion m/z Produktové iony m/z
Betrixaban 452.0 324,1;279,1; 176
Betrixaban D6 458.3 330,1; 181,2; 52,2

400000{1:Betrixaban-D6 TIC(+)

2:Betrixaban TIC(+)
375000 1:Betrixaban-D6 458.3000>330.1000(+) CE: -24.0
1:Betrixaban-D6 458.3000>181.2000(+) CE: -32.0
3500004 1:Betrixaban-D6.458.3000>52.2000(+). CE: -44.0

2:Betrixaban 452.0000>324.1500(+) CE: -24.0
3250002:Betrixaban.452.0000>279.1000(+).CE:-41.0
2:Betrixaban 452.0000>176.0000(+) CE: -41.0
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Obrazok 10: Vzorovy chromatogram merania betrixabanu a deuterovaného vnutorného Standardu
betrixabanu D6 vratane jednotlivych MRM prechodov.
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5.3.6. BCA stanovenie proteinu

Svojou citlivostou a jednoduchostou prevedenia sa metdda stanovenia proteinu
pomocou bicinchoninovej kyseliny (BCA) stala najviac preferovanou. Je zaloZend na principe
redoxnej reakcie proteinov s Cu?** v alkalickom prostredi (pH=10), ktoré su peptidovymi
vidzbami redukované na Cu*. Reakciou Cu* a 2 molekul BCA vznika stabilny modro-fialovy
komplex, ktory sme nasledne schopni vyhodnotit’ meranim absorbancie (vid® Obrazok 11).
V alkalickych podmienkach mé komplex absorpéné maximum pri 562 nm, pri ktorom sa meria
absorbancia vzniknutého komplexu. Intenzita zafarbenia je priamo Umerna mnozstvu
bielkoviny (Cortés-Rios et al., 2020). Stanovenie proteinu sme vykonali pouZitim Pierce™

BCA Protein Assay Kit, ktory obsahuje vsetky potrebné reagencie.

OH-

Protein + Cu2* ub Cu'*|+ Protein

Bicinchoninic BCA-Copper
acid (BCA) complex
sodium salt

Obrazok 11: Znazornuje princip redoxnej reakcie proteinov s Cu?', ktoré su redukované na Cu*.
Nasledne reakciou Cu*s 2 molekulami BCA vznika stabilny modro-fialovy komplex.

Postup BCA stanovenia proteinu:

V predchéadzajucich krokoch boli vzorky odparené do sucha (TCH 100, Laboratorni
ptistroje Praha) pri 37°C a na dne kazdej skimavky sa sformovala peleta proteinu. Najprv je
nutné protein v tychto vzorkach zlyzovat. Ku vSetkym vzorkdm preto pridame 200 pl 5SM
NaOH, ktory sme si vopred pripravili. Nasledne uzavrieme skimavky a inkubujeme 30 minut
za staleho mieSania (300 rpm, Orbital shaker PSU-10i, Biosan®) pri 37°C pouZitim trepacky
vlozenej do suchého inkubatora TCH 100. Po uplynuti inkubécie sa ku kazdej vzorke prida 800
ul MilliQ vody, ¢im sa vzorky nariedia na findlnu koncentraciu 1M NaOH. V d’alSom kroku
vzorky zhomogenizujeme pomocou homogenizitora Fast-Prep 24 5G (MP Biomedicals®) pri

rychlosti 6,0 m/s v dvoch cykloch trvajucich 40 sektind s 20-sekundovou pauzou. Pripravime
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si  96-jamkovi priehladnti mikrotitraéni dostiku (Sarstedt®), do ktorej zkazdej
zhomogenizovanej vzorky nanesieme v duplikdte 10 pl supernatantu. Pred nanesenim na
dosticku je potrebné kazda skimavku dokladne premiesat’ pomocou trepacky vortex (Vortex-
Genie® 2 mixer, Scientific Industries), aby boli vzorky homogénne. Podl'a Tabulka 11 si
pripravime roztoky na zhotovenie kalibracnej krivky ako Standardu vyuzitim 0,2% Standardu
hovidzieho sérového albuminu (BSA) a napipetujeme na dosticku 10 pl v duplikate. Na zaver
nanesieme multikandlovou pipetou do kazdej jamky 200 pl roztoku C (zelena farba)
pripravené¢ho priamo tesne pred pouzitim zmieSanim ¢ireho roztoku A (NaHCO3, NayCOs,
BCA v 0,1M NaOH) a modrého roztoku B (4% CuSO4 * 6H20) v pomere 50 (A) : 1 (B). Po
naneseni roztoku C dosticku inkubujeme opiat’ v suchom inkubatore 30 minut pri 37°C na
trepaCke tentokrat pri otackach 100 rpm. Vysledné hodnoty ziskame okamzite po inkubacii
meranim absorbancie pri vinovej dizke 562 nm pouzitim dostickovom readeri (Hidex 2404,
Hidex Oy®). Meranim intezity vzniknutého modro-fialového zafarbenia dokdZeme priamo
umerne vyhodnotit' koncentraciu proteinu v naSich vzorkach extrapolaciou z kalibracnej

krivky.

Tabulka 11: Roztoky na zhotovenie kalibracnej krivky pri stanoveni proteinu.

C. kal. roztoku  Finalna 0,1% roztok BSA Cisty 1M NaOH
koncentracia v 1M NaOH
proteinu

1 0 pg/ml 0l 100 pl

2 100 pg/ml 10 pl 90 pul

3 200 pg/ml 20 pul 80 ul

4 300 pg/ml 30 ul 70 pul

5 400 pg/ml 40 pul 60 ul

6 600 pg/ml 60 pl 40 pul

5.3.7. Stanovenie Rhodaminu 123 — §tudium funkcie

Fluorescencné farbivo Rhodamin 123 (RHD123) je modelovym substratom efluxného
transportéra P-gp (Martinec et al., 2019). Prostrednictvom tohto experimentu zistujeme
pritomnost’, aktivitu a funk&nost’ tohto transportéru v 'udskych ¢revnych rezoch podl'a merania

akumulécie RHD123. Rozne lie€ivd, ¢i modelové inhibitory (napr. nami pouzity CP-100356)
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su schopné P-gp inhibovat’ a zvySovat’ tak intracelularnu koncentraciu RHDI123. ZvysSena

expresia P-gp naopak intracelularnu koncentraciu RHD123 bude znizovat'.
Postup stanovenia Rhodaminu 123:

V skimavkach s objemom 2 ml (Sarstedt®) su ulozené vzorky s I'udskymi rezmi éreva
spolo¢ne s keramickymi gulickami potrebnymi na homogenizaciu vzoriek. Do kazdej
skamavky pridame opakovacou pipetou (Eppendorf®) 600 ul roztoku ACN vo vode v pomere
2:1, ktory si vopred pripravime v mnozstve potrebnom na zodpovedajici pocet vzoriek.
Nésledne zhomogenizujeme vzorky pouzitim homogenizatora FastPrep-24 5G (MP
Biomedicals®) pri rychlosti 6,0 m/s v dvoch cykloch trvajicich 40 sekund s 20-sekundovou
pauzou medzi jednotlivymi homogeniziciami. Vizudlne skontrolujeme vysledok
homogenizacie a opakujeme ak neprebehla dokladne. Po homogenizacii skimavky umiestnime
do centrifugy Heraeus Biofuge pico (rotor 3328, polomer rotora = 85 mm, Heraeus®) a sto¢ime
na 10 000 rpm po dobu 10 minat, ¢im sa vytvori peleta zrazené¢ho proteinu na stene skiimavky.
V dalSom kroku opatrne odoberieme z kazdej vzorky 150 pl supernatantu a nanesieme v
duplikéte na priehl'adnu 96-jamkova mikrotitraénu dosticku (Sarstedt®), tak aby sme nenabrali
peletu proteinu. Skimavky s peletou proteinu nechame odparit’ do sucha v termostate TCH-100
pri 37°C, ktoré pouZzijeme na stanovenie proteinu (vid BCA stanovenie proteinu) potrebného
na vyhodnotenie tohto experimentu. Pre spravne meranie koncentracie RHD123 je potrebné
zhotovit’ kalibra¢nu krivku. Na tento ucel si pripravime kalibra¢né roztoky s koncentraciami 0
uM; 0,0625 uM; 0,125 uM; 0,25 uM; 0,5 uM a 1,0 uM zo zasobného roztoku RHD123 (10
mM) riedenim pomocou rovnakého roztoku ACN vo vode ako sme pouzivali pri priprave
vzoriek. V objeme 150 pl nanesieme kalibracné roztoky na dosticku takisto v duplikate. Na
¢itacke dosticiek Tecan infinite spektrofluorometricky zmeriame pripraventt dosti¢ku pri
excitatnej vlnovej dizke 485 nm a emisnej vinovej dizke 530 nm. Pomocou zostrojenej
kalibracnej krivky vyhodnotime namerané hodnoty normalizované na mnozstvo proteinu (vid’

BCA stanovenie proteinu).
5.3.8. Statisticka analyza

Vsetky data su prezentované ako priemery + smerodajna odchylka (SD). Pre hodnotenie
viability tkaniva a vysledky inhibi¢nej aj indukcnej Studie bol pouzity one-way ANOVA test s
naslednym Dunnetovym post-hoc multiple comparisons testom. Na hodnotenie funkcie tkaniva
s vyuzitim modelového substratu RHD123 a betrixabanu v ramci inhibi¢nej a induk¢nej Stadie

bol pouzity Studentov two-tailed t test.
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6. VYSLEDKY

6.1. INHIBICNA STUDIA

Principom inhibicnej Studie bolo popisat, ¢i dochadza k inhibicii efluxu betrixabanu
prostrednictvom P-gp za pritomnosti modelového inhibitora CP-100356 (Specificky inhibitor
P-gp) a antiretrovirotika darunaviru. Inhibi¢né Studia bola vykonana na vzorkéach od $tyroch
dobrovol'nych anonymnych darcov podstupujucich operaciu typu pankreatoduodenektomia
(n =4). Tkanivo pre experimenty tak pochadzalo z c¢revného useku jejuna. V priebehu
experimentov sme okrem inhibi¢nej $tidie so samotnym betrixabanom overovali aj vplyv
testovanych latok na viabilitu tkaniva asamotni funkciu P-gp v tkanive za pouzitia

modelového substratu RHD123 a modelového inhibitora P-gp.
6.1.1. Overenie funkcie tkaniva

Principom tohto testu je overenie schopnosti vzorky tkaniva transportovat vybrany
modelovy substrat P-gp a preverenie, ¢i je tento transport inhibovatelny . Jednd sa o test
zalozeny na Studii publikovanej (Li et al., 2015), kde bol ako modelovy substrat pouzity
RHDI123 o koncentrécii 10 uM a ako modelovy inhibitor CP o koncentracii 2 pM. Vzorky boli
najskor 30 minuat preinkubované s modelovym inhibitorom (polovica vzoriek). Néasledne bol ku
vzorkdm pridany substrat RHD123. Po dvoj-hodinové inkubacii boli vzorky odobrané
a v rezoch bola zmerand koncentracia RHD123 (vid’ kapitola 5.3.7.). V inhibovanych vzorkach
by koncentracia substratu mala nardst’ priblizne 1,5-ndsobne. NaSe vzorky tento predpoklad

splnili (vid’ Obrazok 12).
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Obrazok 12: Overenie funkcie P-gp v ¢revnom tkanive — vzorky pouzité pre inhibicnu studiu. Bodkované
ciary znacia hladinu 100 % (kontrola) a 150 % (predpokladany ndrast po inhibicii P-gp). Data (n =4) su
prepocitane na percento kontroly u jednotlivych experimentov a prezentované ako priemery £ SD. Bodky znacia
ldaje z individudlnych vzorkiek. Statistickd analyza bola vykonand pouzitim Studentovho two-tailed t testu.
Signinifikantné rozdiely su vyznacené nasledovne: ** P < 0,01. RHD123 = rhodamin 123; CP = CP-100356.

6.1.2. Overenie vplyvu Studovanych latok na viabilitu tkaniva

V priebehu inkubécie moze mat’ Studovand latka alebo kombindcia latok vplyv na
viabilitu tkaniva. Z tohto dovodu je potrebné overit’ aj to, €1 je v priebehu experimentu viabilita
tkaniva konStantna. Pokial’ by Zivotaschopnost’ tkaniva pocas experimentu klesala, mohli by
tym padom byt aj ziskané vysledky skreslené. Pri overeni viability tkaniva sme pouzili metodu
stanovenie koncentracie ATP odporucanu pre tkanivové rezy (vid kapitola 5.3.2) (Li et al.,
2015). LCudské ¢revo dosahuje koncentraciu ATP okolo 2.5-3 pmol/pg proteinu po 3 hodinach
od krajania. Nasledne moze hladina klesat’ nizSie a po 24 hodinach byva okolo 2 pmol/ug.
Tkanivo rezu sa povazuje za Zivotaschopné, pokial je hladina ATP okolo 2 pmol/pg proteinu
podl'a publikicie De Graaf et al. 2010 (de Graaf et al., 2010). Tkanivo ihned’ po odbere ma
koncentraciu ATP vyssiu. To je viditené aj z naSich vysledkov, kde kontrolné vzorky v Case
0, teda thned’ po krdjani rezov, maju vysSie hladiny ATP ako vzorky inkubované po dobu 2
hodin (vid Obrazok 13). V jednom zexperimentov boli hladiny ATP celkovo nizsie
a pohybovali sa okolo koncentracie 2 pmol/pug. Pravdepodobne sa vSak nejedna o vplyv

Studovane;j latky.
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Vplyv studovanych latok na zivotnost’ tkaniva - koncentracia ATP
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Obrazok 13: Graf znazornujuci vplyv Studovanych latok na viabilitu tkaniva pocas inhibic¢nej studie a obsah ATP
v Cistom tkanive bez inkubdcie (0 h kontrola). Z minulych studii je zname, Zze RHD123 nema vplyv na viabilitu
¢revnych rezov, a preto tu slizi aj ako negativna kontrola v priebehu inkubdcie (Huliciak et al., 2022, Li et al.,
2015). Bodkovana ciarka znazornuje limit 2 pmol/ug proteinu, co je hladina ATP ktord stale znaci vitdalne
tkanivo(de Graaf et al., 2010). Data su prezentované ako priemery = SD. Bodky znacia udaje z individualnych
vzoriek. Statistickd analyza bola vykonand prostrednictvom ordinary one-way ANOVA testu s ndslednym
Dunnetovym post-hoc multiple comparisons testom. Ziadne Statisticky vyznamne rozdiely neboli pozorované. n =
4. BET = betrixaban;, DRV = darunavir; RHD123 = rhodamin 123; CP = CP-100356.

6.1.3. Vplyv darunaviru na inhibiciu efluxu betrixabanu

Vlastny vplyv darunaviru na inhibiciu efluxu betrixabanu bol testovany obdobne ako v
Studii na overenie funkcie tkaniva, avSak namiesto substratu RHD123 bol pouZity betrixaban
v koncentrécii 10 uM. Darunavir, ako inhibitor P-gp bol v preinkubécii pouzity v koncentracii
100 uM. Tato koncentracia vychadza z predchadzajucej Studie (Huliciak et al., 2022). Jedna sa
aj 0 najvyssiu koncentraciu, akit méZe darunavir v roztoku dosiahnut’ (limit rozpustnosti). Ako
pozitivna kontrola bol pouzity Specificky P-gp inhibitor CP v koncentracii 2 uM. Vzorky boli
opat’ inkubované po dobu dvoch hodin a nésledne bola stanovena hladina betrixabanu (vid’
kapitoly 5.3.3, 5.3.4 a 5.3.5). Z vysledkov (vid’ Obrazok 14) je zjavné, ze ako darunavir, tak aj

CP signifikantne inhibovali eflux betrixabanu. Pre darunavir bola tato inhibicia vysSia.
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Obrazok 14: Vysledky inhibicnej studie vplyvu darunaviru a CP na inhibiciu efluxu betrixabanu
v ¢revnych rezoch (n = 4). Data su prepocitané na percento kontroly u jednotlivych experimentov a prezentované
ako priemery + SD. Bodky znacia tidaje z individudlnych vzoriek. Statistickd analyza bola vykonand pomocou
ordinary one-way ANOVA testu s naslednym Dunnetovym post-hoc multiple comparisons testom. Signifikantné
rozdiely su vyznacene nasledovne: * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001). BET = betrixaban; DRV =
darunavir, CP = CP-100356.

53



6.2. INDUKCNA STUDIA

Narozdiel od inhibi¢nej Studie pri induk¢nej Stadie predpokladame, ze liecivo darunavir
bude zvySovat’ expresiu P-gp a vd’aka tomu bude betrixaban rychlej$ie transportovany z tkaniva
¢revného rezu smerom von. Samotnd induk¢énd Stadia bola vykonané na tkanive ziskanom od
troch (n = 3) dobrovolnych darcov (inych, ako v pripade inhibi¢nej Studie) podstupujicich
operaciu typu pankreatoduodenektomia. Opét’ sa teda jednalo o tkanivo reprezentujice
jejunum. Pretoze iSlo o iného darcu, aj tu bolo potrebné overit,, ze tkanivo je na trovni efluxu
funkéné ajeho zivotaschopnost' je dostato¢na. Toto overenie bolo vykonané pouzitim
modelového substratu P-gp RHD123 (10 uM) a tiez nami Studovaného substratu betrixabanu
(10 uM). V oboch pripadoch sme ako modelovy inhibitor pouzili CP-100356 (2 uM).

Samotna induk¢na Studia bola uskuto¢nend s darunavirom (50 uM) a rifampicinom (30
uM), ktory je znamym induktorom P-gp (Martinec et al., 2021). Po 24 a 48 hodinach boli
vzorky otestované s modelovym substratom P-gp RHD123 (10 uM) a betrixabanom (10 puM).
Pred pridanim substratov boli vzorky ponechané 30 minuat v ¢istom médiu WME, aby sa
eliminoval pripadny inhibi¢ny vplyv darunaviru. V ¢ase 24 a 48 hodin bola zaroven merana
koncentracia ATP a za pomoci inhibitoru CP (2 uM) testované, ¢i je tkanivo stale schopné

efluxej funkcie.
6.2.1. Overenie funkcie tkaniva

Transportna funkcia tkaniva bola testovand za pomoci modelového substratu P-gp
RHDI123 a modelového inhibitoru P-gp CP v ¢ase t = 0 (vid’ Obrazok 15). Princip testu je
rovnaky ako v pripade testovania v inhibi¢nej §tadii. Zaroven bol na vzorkach vykonany v Case
t = 0 aj experiment s betrixabanom a modelovym inhibitorom CP (vid’ Obrazok 16). Pri teste
s RHD123 bol pozorovany ndrast koncentricie vrezoch podla ocakivani. Priteste
s betrixabanom sa funkcia tkaniva potvrdila tiez. Tkanivo tak bolo overené ako funkcné

a vhodné pre d’alSie experimenty.
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Obrazok 15: Overenie funkcie P-gp v crevnom tkanive — vzorky pouzité pre indukcnu Studiu. Bodkované
ciary oznacuju hladinu 100 % (kontrola) a 150 % (predpokladany narast po inhibicii P-gp). Data (n = 3) su
prepocitané na percento kontroly u jednotlivych experimentov a prezentované ako priemery £ SD. Bodky znacia
udaje z individudlnych vzoriek. Statistickd analyza bola vykonand pouzitim Studentovho two-tailed t testu.
RHDI123 = rhodamin 123; CP = CP-100356.
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Obrazok 16: Overenie funkcie P-gp v ¢revnom tkanive za pomoci betrixabanu — vzorky pouzité pre
indukcénu studiu. Bodkovana ciara oznacuje hladinu 100 % (kontrola). Ddta (n = 3) su prepocitane na percento
kontroly u jednotlivych experimentov a su prezentované ako priemery + SD. Bodky znacia udaje z individudlnych
vzoriek. Statistickd analyza bola vykonand pouzitim Studentovho two-tailed t testu. Signinifikantné rozdiely sii
vyznacene nasledovne: *, P < 0,05.
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6.2.2. Overenie viability tkaniva v priebehu inkubacie

Viabilita tkaniva bola testovana v Case t = 0 (Cerstvé tkanivo), 24 a 48 hodin. Neboli uz
testované kombindcie so substradtmi, pretoze tie sme overovali v priebehu inhibi¢nej Studie.
Viabilita bola testovana rovnako ako v pripade inhibi¢nej Studie teda stanovenim koncentracie
ATP (vid’ 5.3.2). Tkanivo rezu sa podl'a publikacie De Graaf et al. (2010) povazuje za
zivotaschopné, pokial' je hladina ATP okolo 2 pmol/ug proteinu (de Graaf et al., 2010).
Z vysledkov vyplyva, Ze tkanivo malo na pociatku dostatocnu hladinu ATP a v priebehu 24
a 48 hodinovej inkubacie nebol pozorovany negativny vplyv na hladiny ATP ani v Cistom

médiu, ani v médiu s pridanymi induktormi (vid’ Obrazok 17).

Vplyv Studovanych latok na zivotnost’ €revnych rezov - koncentracia ATP
15—

pmol/ug proteinu

Obrazok 17: Vplyv dlhodobej inkubdcie studovanych latok na viabilitu tkaniva a obsah ATP v cistom
tkanive bez inkubacie (0 h kontrola). Bodkovand ciarka zndzornuje limit 2 pmol/ug proteinu, co je hladina ATP
ktora stale znaci vitalne tkanivo (de Graaf et al., 2010). Data (n =3) su prezentovane ako priemery + SD. Bodky
znadia vidaje z individudlnych vzoriek. Statistickd analyza bola vykonand pomocou ordinary one-way ANOVA testu
s naslednym Dunnetovym post-hoc multiple comparisons testom. Na porovnanie ako kontrola slizilo cisté médium
WME v danom case. Ziadne Statisticky vyznamne rozdiely v ramci 24-hodinovej a 48-hodinovej inkubdcie neboli
pozorované. WME = Wiliam ‘s E medium; DRV = darunavir, RIF = rifamipicin.

6.2.3. Vplyv darunaviru na indukciu efluxu betrixabanu a RHD123

V tomto experimente bol Studovany vplyv dlhodobej (24 a 48 hodin) expozicie tkaniva
darunavirom 50 puM. Koncentracia vychadza zo stadie (Hradecka, 2024), kde 50 uM darunavir
indukoval expresiu P-gp na urovni mRNA priblizne dvojnisobne. Dalsia latka, zndma ako

induktor P-gp, bol pouzity rifampicin o koncentracii 30 uM. Ako substraty sme pouzili
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betrixaban (10 uM) a RHD123 (10 uM). V priebehu experimentov nebol zisteny ziadny
signifikantny vplyv na zvysenie efluxu RHD123 (vid® Obrdzok 18) alebo betrixabanu (vid’
Obrazok 19). Len v niektorych individualnych experimentoch bola pozorovand zvysSena
aktivita efluxu ako pre RHDI123, tak pre betrixaban a to najmi v 48-hodinovej inkubacii.
V oboch ¢asovych bodoch bola d’alej overena funkcénost’ efluxu za pouzitia CP, ktory je
modelovym inhibitorom P-gp. Aj tu bola pozorovand vyznamna interindividualné variabilita

medzi jednotlivymi vzorkami (vid’ Obrazok 18, Obrazok 19).

Vplyv darunaviru na eflux RHD123 - 24 h
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Obrazok 18: Vplyv dlhodobej inkubdcie tkaniva s darunavirem (50 uM) na eflux RHDI123 (10uM)
a kontrola funkcie tkaniva za pouzitia Specifického inhibitoru P-gp CP (2 uM). Data (n = 3) su prepocitané na
percento kontroly (WME) u jednotlivych experimentov a prezentované ako priemery + SD. Bodkovana ciara znaci
hladinu 100 % (kontrola). Bodky znacia udaje z individudlnych vzoriek. Statistickd analyza bola vykonand
pomocou ordinary one-way ANOVA testu s naslednym Dunnetovym post-hoc multiple comparisons testom. Na
porovnanie ako kontrola slizilo cisté médium WME v danom case. Ziadne Statisticky vyznamne rozdiely v ramci
24-hodinovej a 48-hodinovej inkubdcie neboli pozorované. WME = Wiliam ‘s E medium; DRV = darunavir; RIF
= rifamipicin; CP = CP-100356.

57



Betrixaban indukéna stidia - 24 h
500

400 —|—
i [ ]

300
2 —l— I
200+
T
100_4- ...... ._‘_. ...... |%| ..... P PR R A e
0- T T T T
& N N O N »
N N N O M Kh
& & x° «© &
° & S S
N K3 RN
& &

Betrixaban induk¢na stiidia - 48 h
500

4001

300

L4

200

mzj ..... i é ........ ;3.

Obrazok 19: Vplyv dlhodobej inkubdcie tkaniva s darunavirom (50 uM) na eflux betrixabanu (10uM)
a kontrola funkcie tkaniva za pouzitia Specifického inhibitoru P-gp CP (2 uM). Data (n = 3) su prepocitané na
percento kontroly (WME) u jednotlivych experimentov a prezentované ako priemery = SD. Bodkovana ciara znaci
hladinu 100 % (kontrola). Bodky znacia udaje z individudlnych vzoriek. Statistickd analyza bola vykonand
pomocou ordinary one-way ANOVA testu s naslednym Dunnetovym post-hoc multiple comparisons testom. Na
porovnanie ako kontrola slizilo cisté médium WME v danom case. Ziadne Statisticky vyznamné rozdiely v ramci
24-hodinovej a 48-hodinovej inkubdcie neboli pozorované. WME = Wiliam ‘s E medium,; DRV = darunavir; RIF
= rifamipicin, CP = CP-100356.
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7. DISKUSIA

Absorpcia po peroralnom podani lieiva sa primarne uskutociiuje v tenkom cCreve,
z vacSej Casti na enterocytoch horného useku tenkého Creva s prihliadnutim na vlastnosti
absorbovaného lieCiva (Estudante et al., 2013). Spolu s enzymatickou vybavou sa na
enterocytoch tenkého Creva nachadzaji aj membranové transportné systémy riadiace pohyb
latok cez ¢revnu membranu (Drozdzik et al., 2020). Intestindlny transportér P-gp z nadrodiny
ABC transportérov funguje ako efluxna pumpa. Brani prestupu xenobiotik, vratane lieciv, do
systémového obehu, pricom ich aktivne prenaSa naspédt’ do lumen creva a meni ich klinicky
uc¢inok (Estudante et al., 2013; Oostendorp et al., 2009). Mnohé peroralne uzivané lieciva
podliehaju transportu cez ¢revnu bariéru a prave v tomto mieste Casto vznikaju aj liekové
interakcie (Martinec et al., 2019). K takymto interakcidm moéze dochadzat’ u HIV pacientov.
Prave oni st rizikovou skupinou nachylnou k vzniku liekovych interakcii kvoli chronickému
celozivotnému uzivaniu antiretroviralnej terapie. Z dovodu vysokého rizika rozvoja vendzne;j
trombdzy, spojenej sHIV infekciou, je potrebnd aj konkomitantnd liecba

tromboprofylaktickymi antikoagulanciami.

V tejto diplomovej praci boli Studované interakcie antikoagulancia betrixabanu
s antiretrovirotikom darunavirom na modeli ¢revnej bariéry prostrednictvom inhibicnej
a induk¢nej Stadie. VSetky experimenty boli vykonané na vzorkach tkaniva, konkrétne jejuna,
ziskaného od dobrovolnych anonymnych darcov podstupujicich operaciu typu
pankreatoduodenektomia. Prostrednictvom ex vivo metddy, vyuzivajicej ultratenké rezy
P'udského ¢reva (hPCIS) pripravenych podla protokolu vypracovaného de Graaf et al. (2010),
sme mohli hodnotit’ efekt kratkodobého a dlhodobého efektu lie¢iva darunaviru na transportné

funkcie P-gp v tomto tkanive.

Pred samotnou inhibi¢nou aj indukénou Studiou bolo prostrednictvom prislusnych
experimentov potrebné overit’, ze tkanivo je na trovni efluxu funkéné a jeho Zivotaschopnost’
je dostato¢nd. Funkcnost’ a pritomnost’ P-gp v tkanive bola potvrdena prostrednictvom
modelového substratu P-gp, ktorym je RHD123 (10 uM) ato v kombinacii so Specifickym
thnibitorom P-gp, ktorym je CP. Pri porovnani inhibovanych a neinhibovanych vzoriek sme
pozorovali narast akumulacie RHD123 v pritomnosti inibitora priblizne na trovni priemeru 150
% (vid’ Obrazok 12 a Obrazok 15). Tento narast je v stlade s experimentami publikovanymi

pre nas model (Li et al., 2015).

59



Prostrednictvom stanovenia koncentracie ATP, ktorého hladina bola v rozmedzi
povazovanom za viabilné, bola potvrdena zivotaschopnost’ jednotlivych rezov tkaniva. Za limit
viability je podl'a publikécie de Graaf et al., (2010) povazovana hladina 2 pmol/pg proteinu (de
Graaf et al., 2010). Zarovenn bol za pomoci stanovenia koncentracie ATP vyluceny negativny
plyv nami Studovanych latok na viabilitu rezov v priebehu indukénych aj inhibi¢nych stadii

(vid’ Obrazok 13 a Obrazok 17).

Liecivo betrixaban je znamym substratom P-gp (Skelley et al., 2018). Patri do skupiny
zvanej priame oralne antikoagulancia (DOAC — direct oral anticoagulants) (Lekura and Kalus,
2018). Vzhladom na fakt, Ze betrixaban je substratom P-gp, stcasné uzitie so silnymi
inhibitormi tohto transportéru, moze zvysit plazmatické koncentracie antikoagulancia a tym
prispiet’ k prejavom neziaducich u¢inkov v podobe zvySeného rizika krvacania. Inhibitormi
P-gp st aj PI (darunavir, lopinavir, ritonavir, saquinavir, atazanavir) uzivané v rdmci reZimu
HAART uHIV pozitivnych pacientov (Bentounes et al., 2023; Martinec et al., 2019;
Sankatsing et al., 2004; Skelley et al., 2018). V ramci experimentalnej ¢asti sme testovali
inhibi¢ny vplyv vybraného PI, ktorym bol darunavir v koncentracii 100 uM, na P-gp transport
betrixabanu. Ako pozitivnu kontrolu sme pouzili Specificky P-gp inhibitor CP v koncentracii
2 uM. Predpokladand zvySena akumulécia betrixabanu v ¢revnych rezoch po podani darunaviru
bola signifikantna. V porovnani s neinhibovanou kontrolou vzrastla koncentracia betrixabanu
v rezoch v priemere na 208 %. Akumulécia v rezoch bola dokonca vysSia pri pouziti darunaviru
ako pri samotnom pouziti modelového inhibitora P-gp, CP (vid Obrazok 14), kde akumulacia
betrixabanu vzrastla iba 0 162 % v porovnani s kontrolou. Tento vysledok sved¢i o silnom
inhibi¢nom efekte darunaviru na membanovy transportér P-gp. Otazne je, €1 je darunavir
Specifickym inhibitorom konkrétne pre transportny systém P-gp alebo inhibuje aj iné
transportéry pritomné v €revnej bariére, ktorych substratom by bol aj betrixaban, ¢im by sa
mohol vysvetlit tak silny inhibi¢ny potencial darunaviru. Darunavir je okrem P-gp potvrdenym
inhibitorom efluxného transportéra MRP2, ktory sa v ¢reve taktiez nachadza a okrem toho je aj
slabym inhibitorom BCRP, ktory je taktiez v ¢reve zastupeny (Fujimoto et al., 2009; Konig et
al., 2010). O tom, ¢i je betrixaban okrem P-gp aj substratom iného efluxného trasportéra nie je
zatial' ni¢ zname, avSak u obdobného liec¢iva zo skupiny DOAC, apixabanu, bol transport
prostrednictvom BCRP potvrdeny (Foerster et al., 2020). Napriek tomu je to len Spekulacia,
pretoze na zédklade naSich vysledkov pritomnost’ interakcie na urovni d’alSieho transportéra

nejde ani vyvratit ani potvrdit’.
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Opacna situacia v podobe protrombického stavu by mohla nastat’ pri podani induktorov
P-gp spolu s betrixabanom, ¢im by sa zvysila jeho exkrécia a vysledkom by bolo zniZenie
plazmatickej koncentracie antikoagulancia (Bentounes et al., 2023; Sankatsing et al., 2004;
Skelley et al., 2018). To sme sa snazili potvrdit’ v rdmci induk¢nej Studie dlhodobou (24-
a 48-hodinovou) expoziciou rezov ¢revného tkaniva darunavirom v koncentracii 50 uM. Tato
koncentracia v predoslych Stadiach (Hradecka, 2024) vykazovala priblizne dvojnasobny
induk¢ny efekt na expresiu P-gp na Grovni mRNA. Ako pozitivnu kontrolu sme pouzili znamy
induktor P-gp rifampicin (30 uM), ktory na modeli ¢revnych rezov taktiez zvySuje expresiu
P-gp (Martinec et al., 2021). Indukény potencial sme Studovali na substratoch P-gp, ktorymi su
betrixaban (10 uM) a RHD123 (10 uM). Dlhodoba expozicia induktormi P-gp vSak nepriniesla
jednoznacné zavery. Experimenty nevykazuju signifikantny pozorovatel'ny vplyv v podobe
zvyseného efluxu a zniZenej koncentréacie substratov P-gp. Pri 24-hodinovej expozicii tkaniva
darunavirom su data vel'mi variabilné medzi jednotlivymi vzorkami a nenaznacujii priamu
indukciu ani v pripade substratu RHD123 ani v pripade substratu betrixabanu (vid’ Obrazok 18
a Obrazok 19). Vysledky z 48-hodinovej expozicie tkaniva darunavirom v pripade substratu
RHDI123 pri dvoch experimentoch vykazuju pozitivny trend, avSak nedd sa hovorit
jednoznacne o zvySenom efluxe (vid® Obrazok 18). Ani dlhodobéd inkubéacia so zndmym
induktorom P-gp rifampicinom nepriniesla jednoznacné zavery a variablilita v efluxe bola ako
pri 24-hodinovej tak pri 48-hodinovej indukéne;j Studii (vid’ Obrazok 18 a Obrazok 19). V oboch
casovych bodoch bola overena aj funk¢énost’ tkaniva a teda aj P-gp pridanim inhibitora CP, ktory
vo vSetkych vzorkich sice zaznamenal ndarast, ale aj tu bola pozorovanid vyznamna
interindividuéalna variabilita medzi jednotlivymi vzorkami. Data z jednotlivych experimentov
naznacuju, ze v naSich vzorkidch pravdepodobne nedochddzalo k signifikantnej indukcii.
Nepodarilo sa nam teda potvrdit’ hypotézu indukéného potencialu darunaviru, ktory by mohol

nastat’ pri chronickom uZzivani lie¢iva u HIV pacientov.
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8. ZAVER

Vramci tejto diplomovej prace bola hodnotena interakcia medzi betrixabanom
a antiretrovirotikom darunavirom pouzitim ultratenkych tkaninovych rezov tenkého creva.
Takto pripravené rezy su ex vivo mini-modely ¢reva vhodné na mnohé experimenty, vratane
Studia interakcii. V nasej Studii boli vyuzité tieto rezy na Studium interakcii na Grovni inhibicie
a indukcie. Vysledky z jednotlivych experimentov dokazuju vyrazny inhibi¢ny potencial
antiretrovirotika darunaviru na membranovy transportny systém P-gp, ¢im moéze pri
konkomitantnej liecbe so substratom P-gp betrixabanom dochéddzat ku zvySenému riziku
krvéacania pri nedostatocnom monitoringu a nespravne zvolenej davke lieCiv. Naopak pri
dlhodobom pdsobeni, kedy darunavir moze vykazovat’ indukény potencial na expresiu P-gp,
sme nepozorovali zvysSeny eflux betrixabanu, ktory by mohol v terapii spdsobovat’ znizené
plazmatické hladiny tohto antikoagulancia. Hypotézu indukéného potencidlu pri dlhodobej
expozicii lieCivom darunavir, ktora by mohla nastat’ pri chronickom uZzivani u HIV pacientov

sa ndm v experimentalnej Casti potvrdit’ nepodarilo.
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