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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Student: Martin Hulic¢iak
Skolitel: PharmDr. Luk4§ Cerveny, Ph.D.
Nézov diplomovej prace: Studium interakci antiviralnich latek s intestinalnimi

1ékovymi efluxnimi ABC transportéry

P-gp, MRP2 a BCRP st efluxné transportéry, ktoré su ¢lenmi rodiny ATP binding
cassette (ABC) transportérov. Tieto transportéry st lokalizované na apikalnej membréane
¢revného epitelu, kde mozu obmedzit' absorpciu ordlne podavanych liekov. Stidium
liekovych interakcii s/na crevnych efluxnych transportéroch je potrebné na zabezpecenie
bezpecnej a tcinnej lieCby. Bunkova linia caco-2 je FDA odporucany in vitro model
intestindlnej bariéry a pouziva sa na obojsmerné testovanie substratov a inhibitorov ABC
transportérov v predklinickom vyskume. Avsak tato metodika mé niekol’ko nedostatkov,
takze potreba zavedenia novych experimentalnych modelov sa zvySuje a metoda ex vivo
zalozend na l'udskom alebo potkaiiom creve je slubnou mozZznostou. Precision-cut
intestinal slices (PCIS) predstavuji mini-model organu a obsahuju vsetky typy buniek
tkaniva. Pouzili sme in vitro model s vyuzitim monovrstiev caco-2 buniek pre Studium
transportu lieCiv anovo zavedeni ex vivo metéodu PCIS pre akumulacnu Studiu
arhodaminl123 (RHD123) ako modelovy substrat P-gp. Analyzovali sme interakcie
vybranych inhibitorov proteazy (saquinavir, atazanavir) a nukleozidovych inhibitorov
reverznej transkriptdzy (zidovudin, tenofovir dizoproxil fumarat) na tomto efluxnom
transportéri s nadslednym porovnanim obidvoch metdd. Z testovanych antiretrovirotik
saquinavir a atazanavir spdsobili koncentratne zavisly pokles efluxného pomeru
a zvySenie ex vivo akumulacie RHD123 v experimentoch in vitro, respektive ex vivo. Na
zaver sme potvrdili, Ze saquinavir a atazanavir mo6zu inhibovat’ intestinalny P-gp a tym
zvysit' absorpciu substratov P-gp. Dolezité je, ze sme preukazali, Ze potkanie PCIS
poskytuju porovnatel'né vysledky s vysledkami ziskanymi pouzitim modelu caco-2. Preto
potkanie PCIS moZu predstavovat’ viac fyziologicku alternativu k sucasne preferovane;j
metdde in vitro a zavedenie I'udskych PCIS by bolo d’al§im krokom blizsie k skutoénému

klinickému prostrediu.
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P-gp, MRP2 and BCRP are efflux transporters, members of the family of ATP binding
cassette (ABC) transporters. These transporters are located on the apical membrane of the
intestinal epithelium, where they may limit absorption of orally administered drugs. Study
of drug interactions with/on intestinal efflux transporters is necessary to provide safe and
effective treatment. The Caco-2 cell line is FDA recommended in vitro model of intestinal
barrier and it is used for bidirectional testing of substrates and inhibitors of ABC
transporters in preclinical research. However, this methodology has several shortcomings,
so the need of introduction of new experimental models is increasing and the ex vivo
method based on human or rat intestine is a promising option. Precision-cut intestinal
slices (PCIS) represent a mini-model of the organ and contain all types of cells of the
tissue. We used both in vitro model using Caco-2 cell monolayers for drug transport study
and in our lab established ex vivo method of PCIS for accumulation study and
rhodamine123 (RHD123) as a model substrate of P-gp. We analyzed interactions of
selected protease inhibitors (saquinavir, atazanavir) and nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (zidovudine, tenofovir disoproxil fumarate) on this efflux transporter with
subsequent comparison of both methods. Of tested antiretrovirals, saquinavir, and
atazanavir caused concentration dependent decrease in the efflux ratio and increase in
ex vivo accumulation of RHD123 in in vitro and ex vivo experiments, respectively. In
conclusion, we confirmed that saquinavir, and atazanavir might inhibit intestinal P-gp and
thus increase the absorption of P-gp substrates. Importantly, we demonstrated that rat
PCIS provide comparable results with those obtained using Caco-2 model. Therefore, rat
PCIS may represent more physiological alternative to currently preferred in vitro method
and the establishing of human PCIS would be an additional step closer to real clinical

environment.
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1 Z.0OZNAM SKRATIEK

ABC — ATP-binding casette

AIDS — syndrom ziskanej imunitnej nedostatocnosti (z angl. Acquired Immunodeficiency
Syndrome)

ART — antiretrovirdlna terapia

ARV — antiretrovirotika

ATCC — American Type Culture Collection

ATP — adenozintrifosfat

BCRP/ABCG?2 — breast cancer resistance protein

DDIs — liekové interakcie (z angl. drug-drug interactions)

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's medium, (kultivacné médium)

DMSO — Dimethyl sulfoxid

FBS — fetalne hovddzie sérum (z angl. Fetal Bovine Serum)

FDA — Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv (z angl. Food and Drug Administration)
HBSS — Hanks’ Balanced Salt solution

HCYV - virus hepatitidy C

HAART - vysokou¢inna antiretrovirdlna terapia (z angl. Highly Active Antiretroviral
Therapy)

HIV — virus l'udskej imunitnej nedostato¢nosti (z angl. Human Immunodeficiency Virus)
IAS-USA — International Antiviral Society-USA

INSTI — inhibitory integrazy (z angl. integrase strand transfer inhibitor)

KHP — Krebs-Henseleit pufor

LLC-PK1 — Lewis lung carcinoma-porcine kidney 1, (bunkova linia)

MDCK — Madin-Darby canine kidney, (bunkova linia)

MRP - multidrug resistance-associated proteins

NEAA — neesencidlne aminokyseliny (z angl. Non-essencial Amino Acid)

NBD — nukleotid viazuca doména (z angl. nucleotide-binding domain)

NNRTI — nenukleozidové inhibitory reverznej transkriptazy

NRTI — nukleozidové inhibitory reverznej transkriptazy

NtRTI — nukleotidové inhibitory reverznej transkriptazy

Papp — permabilny koeficient

PBS — fostatovy pufor (z angl. Phosphate-buffered saline)

PCIS — ultratenké intestinalne rezy (z angl. Precission-cut intestinal slices)



P-gp/ABCB1 — P-glykoprotein

PI — inhibitory protedzy

P/S — Penicilin/Streptomycin

rPapp — pomer permabilnych koeficientov

TMD - transmembranova doména

Tenofovir DF — tenofovir dizoproxil fumarat

WHO - Svetova zdravotnicka organizacia (z angl. World Health Organization)

WME - Williams medium E, (inkuba¢né médium)



2 Uvop

Standardom v lie¢be HIV (human immunodeficiency virus) pozitivnych pacientov je
kombinacna antiretrovirdlna terapia, pozostavajica z minimalne 3 antiretrovirotik
patriacich do 2 odlisnych farmakologickych skupin. HIV virus ni¢i a oslabuje funkciu
imunitného systému a nakazeni jedinci sa stavaju nachylnejsi k d’al§im infekciam (WHO,
2016, 2017). Mnohé kombinécie antiretroviralnych lieCiv si spojené s vyznamnymi
liekovymi interakciami (DDIs) (Kis et al., 2010). Perordlne podavanie predstavuje
najpohodlnejsi spdsob aplikacie lieciva, je pomerne lacné, neinvazivne a pre pacientov
prijatelné. Takto prijaté lieCivd sa absorbuju hlavne v tenkom creve, ktoré tvori
vyznamnu bariéru medzi vonkaj$im a vnutornym prostredim (Chan, Lowes and Hirst,
2004; Schinkel and Jonker, 2012). Crevna bariéra obsahuje ABC (ATP-binding cassette)
transportéry, ktoré aktivne prendsaju substraty a zohravaji dolezita ulohu vo
farmakokinetike lieiv. Rovnako predstavuju potencidlne miesto pre vznik DDIs (Miiller
and Fromm, 2011). Efluxné transportéry ako P-glykoprotein (P-gp) a breast cancer
resistant protein (BCRP), nachadzajuce sa v apikdlnej membrane enterocytov, modzu
znizovat’ biodostupnost’ peroralne uzitych substratov. Bolo dokédzané, ze inhibiciou
tychto transportérov subezne uzivanymi lieCivami doSlo k zvySeniu biodostupnosti
substratov (Konig, Muller and Fromm, 2013; Chen et al., 2016). Z toho vyplyva, Ze
interakcie na irovni ABC transportérov mozu mat’ za nasledok zvysené (toxické) alebo
znizené (subterapeutické) plazmatické koncentracie lieCiv. Poznanie mechanizmu
interakcii je dolezité pre zabezpecenie ucinnej a bezpecnej farmakoterapie (Giacomini et
al., 2010). Boli vyvinuté viaceré modely in vivo a in vitro $tadia ¢revnej absorpcie, avSak
ich pouzitie ma urcité limitacie. FDA (Food and Drug Administration) odporuca in vitro
model bunkovej linie caco-2 pre §tadium crevnej absorpcie a na predikciu DDIs s ABC
transportérmi. Alternativnu moznost’ Studia transportu cez ¢revnu bariéru ndm poskytuje
ex vivo metoda ultratenkych intestinalnych rezov (Li, de Graaf and Groothuis, 2016;
FDA, 2017), avSak tato metoda si vyzaduje d’alSie testovanie a porovnanie s caco-2

bunkami, aby ju bolo mozné plne etablovat’.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Terapia HIV

Human Immunodeficiency Virus (HIV) sa zameriava na imunitny systém l'udi a oslabuje
obranyschopnost’ proti infekcidm a niektorym druhom rakoviny. Ked’ virus nici a narusa
funkciu imunitnych buniek, nakazeni jedinci sa postupne stavaju imunodeficientnymi.
Imunitnd funkcia sa zvycajne meria poétom CD4" T-lymfocytov. NajpokrodilejSie
stadium HIV infekcie je Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) (WHO, 2017).
Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) uvadza priblizne 36,7 miliénov pacientov
infikovanych HIV ku koncu roku 2016. Z toho 54 % dospelych a43 % detskych
pacientov trpiacich HIV dostava antiretroviralnu terapiu (ART). V polovici roku 2017 to
bolo 20,9 milidnov pacientov uzivajucich antiretrovirotika (ARV) (WHO, 2017).
Jednotlivé ARV mézeme zaradit’ podl'a mechanizmu tc¢inku a chemickej Struktary do 5
skupin: nukleozidové a nukleotidové inhibitory reverznej transkriptdzy (NRTI/NtRTI),
nenukleozidové inhibitory reverznej transkriptdzy (NNRTI), inhibitory proteazy (PI),
inhibitory integrazy (INSTI) a inhibitory vstupu HIV do bunky. Poslednt skupinu
moézeme rozdelit’ na dve podskupiny a to: inhibitory fizie a CCRS antagonisti (Barbaro
et al., 2005; Arts and Hazuda, 2012). ART predstavuje pouzitie minimalne troch ARV
z dvoch liekovych skupin na liecbu HIV infekcie. Této terapia je celoZivotnd a mdze sa
nazyvat’ aj kombinacnd ART alebo highly active ART (HAART) (Warnke, Barreto and
Temesgen, 2007; WHO, 2016). Podl'a odporuc¢ani WHO a International Antiviral
Society-USA (IAS-USA) ma iniciacna terapia obsahovat dve ARV zo skupiny
NRTI/NtRTI ajedno liecivo zo skupiny INSTI, NNRTI alebo PI (WHO, 2016;
Volberding, 2017). HAART potlaca replikaciu virusu a znizuje plazmaticka koncentraciu
HIV-1 (virdlnu naloz), zvySuje mnozstvo CD4" T-lymfocytov a predchddza vyvoju
rezistencii vo¢i ARV(Arts and Hazuda, 2012). Klinické stadie a pozorovania preukdzali
vyrazné zniZenie mortality (50 %) a morbidity u pacientov infikovanych virusom HIV
v dosledku kombinovanej ART (The Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration, 2008;
HIV-CAUSAL Collaboration et al., 2010). FDA wuvadza 26 schvalenych ARV
pouzivanych na liecbu HIV (United States Food and Drug Admnistration, 2018) a pocet
moznych kombinacii lieCiv je obrovsky. AvSak mnohé kombindcie ARV vedu
k vyznamnym DDIs, ¢o mdze sposobit’ zlyhanie lie¢by alebo toxicitu vyvolanu liekmi.
Vyznamnu tlohu v interakcidch medzi ARV hraju aj ABC transportéry (Kis ef al., 2010;

Alam et al., 2016). Pre uspesny vysledok lieCby je rozhodujice pochopenie, ako tieto
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lieky funguju a ako interaguju medzi sebou, rovnako aj s inymi sibezne podavanymi

lieckmi (Warnke, Barreto and Temesgen, 2007).

3.1.1 Komorbidity HIV a interakcie lieCiv s antiretrovirotikami

Znizena obranyschopnost’ HIV pozitivnych pacientov, zvySuje moznost’ nastupu d’alSich
ochoreni. HIV infekcia je vyrazny rizikovy faktor tuberkul6zy. ZvySuje riziko reaktivacie
latentnej infekcie Mycobakterium tuberculosis a urychl'uje rozvoj tuberkulézy, ktora je
jednou z najcastejSich pricin smrti u HIV pozitivnych dospelych pacientov v rozvojovych
krajinach (Corbett et al., 2003; WHO, 2017). HAART znizuje riziko oportunistickych
infekcii, vratane tuberkul6zy a mala by byt nastavena s oh'adom na minimalne liekové
interakcie s antituberkuloznou terapiou. Standardom antituberkuléznej terapie je
rifampicin, ktory ma vyznamné farmakokinetické DDI s mnohymi ARV. Rifampicin
indukuje expresiu P-glykoproteinu (P-gp) a niektorych metabolickych enzymov, ¢o ma
za nasledok znizenie plazmatickej koncentracie nevirapinu, efavirenzu, delavirdinu
a vSetkych PI. ZvySenie davok PI viedlo k vyraznej hepatotoxicite a intolerancii liecby

(Mcllleron et al., 2007; Manosuthi, Wiboonchutikul and Sungkanuparph, 2016).

Infekcia virusom hepatitidy C (HCV) sa u HIV-pozitivnych jedincov vyskytuje vd’aka
spolocnej ceste prenosu. Medzi nové lieciva pouzivané na terapiu HCV patria peroralne
uzivané priamo-uc¢inkujice antivirotika. Potencidlne interakcie by mali byt zvazené pri
sibeznom uzivani ARV a priamo-t¢inkujucich antivirotik, pretoZze niektoré lieciva
z oboch skupin st popisanymi substratmi a inhibitormi P-gp, alebo sii metabolizované

rovnakymi enzymami (Alter, 2006; Karageorgopoulos et al., 2014).

3.2 Crevna bariéra

Crevna bariéra vytvéara v l'udskom tele povrch s plochou asi 400 m?a spotrebuje na svoju
spravnu funkciu priblizne 40 % celkového energetického vydaja (Bischoff et al., 2014),
oddel'uje vonkajsie prostredie od vnitorného a je dolezita pre I'udské zdravie. Ide o vrstvu
mucinu spolu s vrstvou polarizovanych enterocytov pospajanych pevnymi spojmi (Keita
and Soderholm, 2010). Intestinalna bariéra zabrafuje stratim vody a elektrolytov a brani
vstupu mikroorganizmov, zatial' ¢o umoziiuje absorpciu nutrientov a vymenu molekul

medzi vonkaj$im a vnutornym prostredim (Bischoff et al., 2014). Transport lieCiv cez
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¢revni membranu je komplexny a dynamicky proces, ktory zahtiia paralelny prechod
zlucenin cez niekolko funkénych ciest. Pasivny transport prebieha cez bunkovu
membranu enterocytov (transcelularne) alebo cez tesné spoje medzi enterocytmi
(paracelularne). Existuju rozne funkéné influxné a efluxné mechanizmy (prostrednictvom
transportérov), ktoré uruju priepustnost’ zlic¢enin (Balimane and Chong, 2005). VicSina
peroralne podavanych lieciv je lipofilnych a prechadzaji cez membranu enterocytov
pasivne. Latky, ktoré prestiipia do enterocytu, mézu byt substraty pre apikdlne efluxné
transportéry, ktoré ich aktivne vylucia spdt’ do lumen ¢reva atym ovplyviiuji ich
biodostupnost’ (Chan, Lowes and Hirst, 2004; Pal et al., 2011; Konig, Muller and Fromm,
2013).

3.3 Efluxné ABC liekové transportéry v ¢revnej bariére

LCudské ABC transportéry tvoria velkd rodinu 51 transmembranovych proteinov
rozdelenych do siedmych podrodin, prenasajice rozmanité mnozstvo substratov vratane
peptidov, aminokyselin, cukrov aaj velkého mnoZstva hydrofébnych zlucenin
a metabolitov cez cytoplazmatickll membranu. Transport tychto zlucenin je ATP-zavisly,
saturovatelny a méze prebiehat’ proti koncentracnému spadu. Energiu na tento proces
poskytuje hydrolyza ATP (Vasiliou, Vasiliou and Nebert, 2008; Schinkel and Jonker,
2012; Zakeri-Milani and Valizadeh, 2014). ABC transportéry obsahuji nukleotid-viazuce
domény (NBD) a transmembranové domény (TMD). Po naviazani ATP na NBD ddjde
ku konformaénej zmene TMD, o umozni transport substratov von z bunky (Pal ef al.,
2011; Ward et al., 2013; Chen et al., 2016). Schematické znazornenie transportu je na
Obr. 1. Medzi ABC transportéry zaradujeme jedny znajddlezitejSich efluxnych
transportérov ovplyviujicich ¢revni absorpciu u Cloveka. Z nich treba spomenut
klinicky vyznamné P-glykoprotein (P-gp, ABCB1, MDRI), multidrug resistance-
associated proteins (MRP, ABCC) a Breast Cancer Resistance Protein (BCRP, ABCG2),
ktoré su exprimované na apikalnej strane tenkého ¢reva a transportuju latky z enterocytu
do lumen creva (Chan, Lowes and Hirst, 2004; Brand et al., 2006; Schinkel and Jonker,
2012).
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Obrazok 1: Schematické znazornenie molekularneho mechanizmu ABC transportéru.
TMD — transmembranova doména; NBD — nukleotid-viazuca doména;, ATP —

adenozintrifosfat. Prevzaté z (Chen et al., 2016).

3.3.1 P-glykoprotein (ABCB1)

Juliano a Ling v roku 1976 ako prvi charakterizovali P-gp ako efluxny transportér na
bunkéch vaje¢nikov ¢inskeho Skrecka rezistentnych na kolchicin (Juliano and Ling,
1976). Tento transportér sa vSak nachadza v apikalnej membrane mnohych epitelovych
buniek, vratane buniek l'adviny, peCene, plic, nadoblickovej Zl'azy, mozgu, tenkého
1 hrubého creva, placenty a zohrava dolezita fyziologicku tlohou v absorpcii, distribucii
a exkrécii xenobiotik (Sharom, 2008; Bansal et al., 2009; Zakeri-Milani and Valizadeh,
2014). V tenkom creve sa nachadza hlavne na $picke klkov a jeho mnozstvo narasta
z proximalnej ¢asti ku distalnej, vid’ Obr. 2 (Dietrich, 2003; Lin, 2003; Chan, Lowes and
Hirst, 2004).

P-gp je 170kDa protein, produkt génu pre mnohopocetnu liekovu rezistenciu (ABCBI),
zloZzeny z dvoch pseudosymetrickych polovic. Kazd4d obsahuje NBD a TMD, ktora
obsahuje 6 transmembranovych segmentov; vid’ Obr. 3. (Pal et al., 2011; Ward et al.,
2013). P-gp transportuje Strukturdlne rozmanité substraty, najmé hydrofoébne amfipatické
molekuly s velkostou 100 — 4000 Da. Avsak medzi jeho substraty patria aj neutralne
zluceniny, negativne nabité molekuly a aj hydrofiln¢ latky (Zakeri-Milani and Valizadeh,
2014). P-gp sprostredkovava transport antiretrovirotik zo skupiny NRTI/NtRTI ako

tenofovir dizoproxil fumarat (tenofovir DF) a abakavir. Bola pozorovana inhibicia
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aktivity P-gp vplyvom inhibitorov proteazy (PI), ako su ritonavir, lopinavir, tipranavir

a nelfinavir (Kis et al., 2010).

P-zp MRP2 BCRP

:__‘,,’vtl*.‘&.", ‘0,”,, lumen
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MRP2 AT v
p_— A |
MRP1.3
| - Intestinal
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Low - MDR 1, MRP3
MRP2 [ o

Obrazok 2: Zndzornenie roznorodej expresie transportérov v proximdnej casti tenkého

creva ku distdlnej casti, ako aj v ramci klku. Lokalizacia transportérov v membranach

enterocytov. Prevzaté a upravené z (Chan, Lowes and Hirst, 2004).

3.3.2 MRP2 (ABCC2)

MRP2 je 190kDa multiSpecificky transportér pre organické aniony a podobne ako P-gp
sa nachadza v apikdlnej membrane buniek v ktorych je exprimovany, ato hlavne
v membranach hepatocytov, v lumindlnej membrane ¢revného epitelu a v lumindlnej
membrane proximalnych tubulov obli¢iek (Chan, Lowes and Hirst, 2004; Schinkel and
Jonker, 2012; Bugde et al, 2017). Transportuje mnozstvo endogénnych latok
a xenobiotik, hlavne ich konjugity s glukuronidom, glutationom a sulfatom (Chan,
Lowes and Hirst, 2004; Jemnitz et al., 2010), ale aj nemodifikované lieciva, napr. PI
(ritonavir, lopinavir, atazanavir, saquinavir, a indinavir) a medzi jeho substraty patri aj
tenofovir DF (Kis et al., 2010). Polymorfizmus MRP2 24 C>T je spojeny s rychlejSou
clearance indinaviru aZ o 24 % (Anderson et al., 2006). Expresia MRP2 génu sa v Creve

znizuje v smere od duodena k ileu, vid’ Obr. 2 (Dietrich, 2003).
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P-gp a MRP2 zdiel'ajii niektoré substraty, rovnako ako inhibitory, o moéze viest

k rozsiahlejSim interakciam a zmene oralnej biodostupnosti liekov (Dietrich, 2003).

NBD

Obrazok 3: Model sekundarnej struktury efluxnych ABC transportérov, (A) P-gp/ABCBI,
(B) MRP2/ABCC2, (C) BCRP/ABCG2, TMD - transmembranova doména, NBD —

nukleotid-viazuca doména. Prevzaté z (Chen et al., 2016).

3.3.3 BCRP (ABCG2)

ABCG2 bol povodne objaveny v troch nezavislych laboratériach a dostal aj rézne nazvy:
Breast cancer resistance protein (BCRP) objaveny v rakovinovych bunkédch pfs
rezistentnych na doxorubicin, ABC transportér v placente (ABCP), Mitoxantrone
resistance—associated gene (MXR). BCRP je 72kDa molekula, ktora obsahuje jednu NBD
doménu a 6 segmentov TMD (Obr. 3C). Je teda oznaCovany ako polovi¢ny transportér
a funk¢nost’ nadobuda homodimerizaciou (Doyle and Ross, 2003; Moitra, Lou and Dean,
2011; Schinkel and Jonker, 2012; Li and Paxton, 2013). Ma relativne Siroké zastipenie
v tkanivach, vo vysokej miere je BCRP gén exprimovany vV placente, nasledne
v kapilarach hematoencefalickej bariéry, v prsiach, vo vaje¢nikoch, v tenkom creve,
peceni, pltcach, oblickach a potnych zl'azach (Chan, Lowes and Hirst, 2004; Li and
Paxton, 2013). Expresia BCRP spolu s MRP2 v l'udskom jejunu je vysSia ako ostatnych
ABC transportérov, vratane P-gp (Taipalensuu ef al., 2001). Rovnako ako P-gp a MRP2,

BCRP prenasa Siroké mnozstvo Struktirne a funkéne rozmanitych substratov ako napr.
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antivirotikd, antibiotika a protirakovinové lieciva. Aj ked je substratova Specifickost’
BCRP odlisna od P-gp alebo MRP2, maju tieto tri transportéry aj znaéné mnoZzstvo
spolo¢nych substratov (Bugde et al., 2017). Bunky exprimujice BCRP vykazuj znizenie
akumulécie zidovudinu a abakaviru oproti wild-type bunkédm a tento efekt je zoslabeny
vplyvom selektivnych inhibitorov BCRP (Pan, Giri and Elmquist, 2007). Niektoré PI
(lopinavir, nelfinavir, atazanavir) a NNRTI (delavirdin, efavirenz) nie st substratmi
BCRP ale maju inhibi¢ny potencidl na tento transportér v klinicky relevantnych

koncentraciach (Kis et al., 2010).

3.4 Liekové interakcie na urovni transportérov

Ak sa dve lieCiva vzdjomne ovplyviiuju a dojde k zmene ucinkov jedného z liekov
hovorime o liekovej interakcii (DDI) (Baxter, 2010). V starntcej spolo¢nosti sa DDIs
stavaju dolezitou otazkou. Starsi pacienti st vystaveny zlozitej medikécii a so zvySujucim
poctom liekov sa zvysuje aj riziko zavaznych liekovych interakcii (Montanari and Ecker,
2015). Membranové transportéry maju klinicky vyznam vo farmakokinetike lieciv, tym
ze ovplyviiyju ich absorpciu, distribiciu a elimindciu. Avsak niektoré latky moézu
modulovat’ expresiu alebo aktivitu transportérov, o méa za nasledok zmenu prenosu
endogénnych a exogénnych latok. (Giacomini et al., 2010; Giacomini and Huang, 2013).
Membranové transportéry st tak Castym miestom farmakokinetickych DDIs. Boli
popisané dva hlavné mechanizmy transportérmi sprostredkovanych DDIs a to indukcia
a inhibicia. Vplyvom indukcie ¢revného P-gp sa mdze zniZit' oradlna biodostupnost’
substratov daného transportéru. Naopak inhibicia moéze spdsobit’ zvySenie oralnej
biodostupnosti lieciv, ktoré su substratmi P-gp (Miiller and Fromm, 2011). Je vhodné
vediet, ¢i je dané lieCivo substratom, inhibitorom alebo induktorom konkrétnych
transportérov, aby bolo mozné predpokladat’ DDIs. Urad pre kontrolu potravin a liegiv
(FDA) odporuca sadu Standardizovanych experimentov na odhadnutie pravdepodobnosti,
¢i je latka substrat, inhibitor alebo induktor P-gp a BCRP (Montanari and Ecker, 2015;
FDA, 2017).

Bolo popisanych viacero DDIs zahriajicich ARV. Transport sprostredkovany P-gp je
nachylny k inhibicii mnohymi PI a NNRTI. Chronické uzivanie niektorych ARV moze

spdsobit’ indukciu P-gp. V in vitro §tadii PI, konkrétne ritonavir, amprenavir, nelfinavir,
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lopinavir, atazanavir a saquinavir, sposobili indukciu P-gp v klinicky relevantnych

koncentraciach (Kis et al., 2010, 2013).

3.5 Modely studia ¢revnej absorpcie

Pre stidium prestupu latok cez ¢revnu bariéru sa pouzivaji viaceré modely. Najviac
pouzivané su: in vitro modely zalozené na bunkovych liniach alebo zvieracich tkanivach
s vyuzitim Ussingove] komory, in vivo zvieracie modely, in situ perfuzne metody
a postupne vyvijané ex vivo modely (Balimane and Chong, 2005; Li, de Graaf and
Groothuis, 2016). Pre in vitro §tGdium bolo vyvinutych viacero bunkovych linii
napodobiiujucich in vivo intestinalny epitel, napriklad MDCK (Madin-Darby canine
kidney), TC-7, LLC-PK1 (Lewis lung carcinoma-porcine kidney 1), HT-29, 2/4/A1
anajviac pouzivané caco-2. Vyhodou oproti enterocytom je, Ze imortalizované
(nddorové) bunky rychlo rasti do konfluentnej monovrstvy anadobudaju niektoré

vlastnosti diferencovanych epitelidlnych buniek (Balimane and Chong, 2005).

3.5.1 Invitro Caco-2 model

Caco-2 je bunkova linia vyvinutd zludského adenokarcindomu hrubého Ccreva,
podliehajica spontannej enterocytickej diferencidcii. Predstavuje jednoduchy ,high
throughput® model pre Stadium permeability lieiv cez ¢revnu bariéru. Na
polykarbonatovej membrane vytvara po 6 — 7 diioch monovrstvu buniek, ktoré v priebehu
d’alSej kultivacie diferencuju na cylindrické polarizované bunky pospdjané tesnymi
spojmi a na apikdlnej strane nadobuidaju Struktiru podobnt mikroklkom (Obr. 4). Tato
diferenciacia trva cca 21 dni (Hidalgo, Raub and Borchardt, 1989; Yamashita et al., 2000;
Hubatsch, Ragnarsson and Artursson, 2007; Sun et al., 2008).
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Obrazok 4: Snimka z elektronového mikroskopu zachycujiuca apikalnu cast dvoch buniek
caco-2 kultivovanych na polykarbonatovej membrane pocas 21 dni. Viditelné su dobre
diferencované mikroklky na povrchu buniek a tesny spoj tzv. , tight junction” medzi

bunkami (biela sipka). Prevzaté z (Hubatsch, Ragnarsson and Artursson, 2007).

Monovrstvy caco-2 sa pouzivaju na Stadium pasivneho transceluldrneho, paracelularneho
a vezikularneho transportu. Caco-2 bunkové linia ma nielen morfologicki podobnost’
s epitelovymi bunkami tenkého Creva, podobd sa aj v expresii typickych intestindlnych
transportnych systémov, ¢o umoziuje pouzivat tento model ina Studium aktivneho
transportu v dvoch smeroch (apikdlne-bazolaterdlnom a bazolateralne-apikélnom)
(Artursson, Palm and Luthman, 2001; Hubatsch, Ragnarsson and Artursson, 2007; Sun
et al., 2008; Giacomini et al., 2010). Testovanie obojsmerného transportu na bunkach
caco-2 patri medzi preferované in vitro metédy hodnotenia substratov a inhibitorov ABC

transportérov (FDA, 2017).

Avsak tato metdda mé urcité nedostatky, ktoré limituju presnost’ predikcie in vivo.
Bunkové kultury neodrazaji 3D $truktaru tkaniva ani jeho mnohobunkovy charakter (Li,
de Graaf and Groothuis, 2016). Podobnost’ expresie transportérov medzi bunkami caco-2
a jednotlivymi ¢astami I'udského tenkého ¢reva bola skiimand. Vyrazne niZSia expresia
BCRP bola pozorovana u caco-2 v porovnani s 'udskym ileom (Englund et al., 2006)
a jejunom (Briick ef al., 2017). Rovnako aj ostatné farmaceuticky vyznamné transportéry
a enzymy su exprimované v inej miere ako v 'udskom ¢reve a ich miera expresie zavisi
aj od dizky kultivacie (Balimane and Chong, 2005; Sambuy et al., 2005; van de Kerkhof,
de Graaf and Groothuis, 2007; Briick ef al., 2017). Caco-2 model viac pripomina epitel
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hrubého ¢reva vd’aka dobre vyvinutym tesnym spojom (tight junctions), ¢o dokazuje
podobnost’ transepitelarnej elektrickej rezistencie (TEER) caco-2 buniek s hodnotami
nadobudnutymi v hrubom &reve, ktoré su vyssie ako tie vtenkom &reve. Dalsou
nevyhodou je nepohybliva vodné vrstva, ktorda moze posobit’ ako bariéra pre transport

lipofilnych lie¢iv (Hillgren, Kato and Borchardt, 1995; Srinivasan et al., 2015).

3.5.2 Exvivo model ultratenkych intestinalnych rezov

Model tkanivovych rezov bol prvykrat vyndjdeny vroku 1923 Ottom Warburgom
a neskor preskimany Hansom Krebsom na $tudium metabolizmu v r6znych organoch.
VylepSenie metddy prislo vroku 1980, kedy Carlos Krumdieck vyvinul novy
poloautomaticky pristroj Krumdieck tissue slicer, ktory dokazal vytvarat’ rezy s presne
definovanou hrubkou. Dalej bola tato metdda vylepSovana a v sucasnosti sa skima aj jej
uplatnenie v testovani transportu a interakcii lie€iv (Li, de Graaf and Groothuis, 2016).
Najskor bola technika tenkych rezov pouzivand hlavne na pevné organy ako peceni
a oblicky. Techniku tenkych intestindlnych rezov predstavil az v roku 2005 De Kanter
et al, ktory Crevo vyplnil agar6zou a umoznil krajanie pomocou pristroja Krumdieck
tissue slicer (De Kanter ef al., 2005). Metodu tenkych intestinalnych rezov (PCIS) moZzno
pouzit’ na ¢revo pokusnych zvierat ako aj na l'udské ¢revo, atym odstranit’ bariéru
medzidruhovych rozdielov. Dostupnost’ l'udského tkaniva je vSak obmedzena, preto sa
CastejSie pouziva potkanie ¢revo (De Graaf et al., 2010; Li, de Graaf and Groothuis,

2016).

PCIS st pripravované prie¢nym krajanim ¢reva, po vyplneni a zaliati agar6zou, pomocou
pristroja Krumdieck tissue slicer, ktory umoziuje rychle poloautomatické krajanie. PCIS
predstavuju ex vivo mini-model ¢reva, ktory obsahuje vSetky typy buniek intestindlneho
epitelu v prirodzenom prostredi. Crevo je heterogénny organ s charakteristickymi
rozdielmi v jednotlivych segmentoch, vratane expresie transportérov a metabolickych
enzymov. Vyhodou PCIS je moznost’ §tidia regionalneho gradientu aktivity enzymov
a transportérov. V ramci jedného experimentu je mozné pripravit viac ako 100 rezov
zkazdého segmentu, ¢o umoziuje vykonat viac ako 100 testov a potreba
experimentalnych zvierat sa znizuje (De Graaf et al., 2010; Niu, de Graaf and Groothuis,
2013; Liet al., 2015; L1, de Graaf and Groothuis, 2016). Nevyhodou metody je vystavenie

slizninej a serdznej strany rovnakému médiu, v dosledku toho nie je moZzné s PCIS
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skiimat’ vektorovy transport lie¢iv cez érevnu stenu. Dal$ou limiticiou je pomerne nizka
zivotaschopnost’ tkaniva (8 hodin tenké ¢revo a 24 hodin hrubé c¢revo) a moznost
morfologického poskodenia v priebehu pripravy (De Graaf ef al., 2010; Li, de Graaf and
Groothuis, 2016).
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4 HYPOTEZA

Subezné podavanie antiretrovirotik v terapii HIV predstavuje vysSie riziko interakcii na
urovni absorpcie, pretoze mnozstvo lieCiv z tejto skupiny st popisanymi substratmi alebo
inhibitormi ABC efluxnych transportérov. Riziko tychto interakcii sa zvysuje s rastucim
poctom farmakoterapie na lieCbu pripadnych komorbidit. Pochopenie ako
antiretrovirotikd interaguji s ABC transportérmi aaj sinymi sibeZzne podavanymi
lie¢ivami je rozhodujuce pre Gspesny vysledok lieCby. Sucasny odporacany model pre
studium crevnej absorpcie caco-2 ma urcité limitacie, takze je vhodné hl'adanie

alternativnych modelov, ktoré by redlnejsie predstavovali in vivo systém.

5 CIEL PRACE

Zavedenie ex vivo metodiky ultratenkych potkanich intestindlnych rezov na Stadium
transportu  pomocou modelového substratu P-gp RHDI123. Analyza inhibi¢éného
potencidlu vybranych antiretrovirotik s P-gp in vitro a ex vivo. Porovnanie vysledkov

z oboch modelov.
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6 EXPERIMENTALNA CAST
6.1 Chemikalie

e Rhodamin 123 (RHD123)

e Saquinavir (NIH AIDS Reagent Program)

e Atazanavir (NIH AIDS Reagent Program)

e Tenofovir Disoproxil Fumarat (Tenofovir DF; NIH AIDS Reagent Program)
e Zidovudin (NIH AIDS Reagent Program)

e DMSO (Dimethyl sulfoxid; Sigma-Aldrich)

e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium; Sigma-Aldrich)

e FBS (Fetal Bovine Serum; Sigma-Aldrich)

e NEAA (Non-essencial Amino Acid)

e P/S (Penicilin/Streptomycin)

e PBS (Phosphate Buffered Saline)

e Trypsin/EDTA

e HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution)

e Hovéidzi sérovy albumin (Sigma-Aldrich)

e NaHCOs3

e HEPES

e Metansulfonova kyselina (MsOH)

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

e Williams medium E (WME, s obsahom l-glutaminu; Invitrogen, cat. no. 32551)

e Agardza (Low-gelling-temperature agarose type VII; Sigma-Aldrich, cat. no.

A0701)
e ACN
e NaOH
e Eter
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6.2 Transportné Stidie in vitro
6.2.1 Kultivacia buniek

Caco-2 bunkova linia bola obdrzand od organizacie ATCC (American Type Culture
Collection). Bunky boli udrziavané v sterilnom prostredi pri teplote 37 °C v kultivaénom
médiu DMEM obohatenom o 10 % fetalneho hovéddzieho séra (FBS), 1 % neesencialnych
aminokyselin (NEAA) a 1 % Penicilin/Streptomycinu (P/S) v atmosfére s obsahom 5 %
CO2 a90% relativnou vlhkostou. Bunky réstli v 75cm? kultivaénych flasiach a boli
pasazované kazdych 5 dni v rozdelovacom pomere 1:5. Pre experimenty boli bunky
nasadené na Transwell® inzerty s mikropordznou polykarbonitovou membrinou
(Transwell® Permeable Support, Corning Incorporated; Cat. No. 3401) v koncentrécii
300 000 buniek/membranu. Plocha membrany je 1,12 cm? a velkost’ porov je 0,4 um.
Vymena média (1,5 ml v bazolateralnom kompartmente a 0,5 ml v apikdlnom
kompartmente, vid. Obr. 5) prebiechala kazdy druhy den. Kultivacia a diferencicia

buniek prebiehala 21 dni a pocas tejto doby bola kontrolovand integrita monovrstvy

buniek pomocou TEER.
Transwell inzert —
— Apikalny
Monovrstva ‘ kompartment
buniek
Permeabilna l < Bazolateralny
membrana [ | kompartment

Obrazok 5: Schematické zndzornenie jamky s inzertom prevzaté a upravené :z

http.//media.wiley.com/wires/WNAN/WNANJS 3/mfig003.ipg s pristupom 13.2.2018

6.2.2 Meranie transepitelarnej elektrickej rezistencie (TEER)

TEER sluzi ako indikator integrity monovrstvy buniek na membrane a reprezentuje
pevnost’ bunkovych spojov (Yamashita et al., 2000; Hubatsch, Ragnarsson and
Artursson, 2007). TEER bola merana pomocou Millpore Milli-Cell Electrical Resistance
System (ERS). Tento systém obsahuje dve elektrody roznej dizky, aby presne sedela

dlhsia elektroda do bazolateralnej Casti a kratSia do apikalnej Casti transwellu, vid’ Obr. 6.
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Tato metdda je zavisla na teplote, preto boli elektrody inkubované cca. 30 minut pri
teplote 37 °C pokial’ nedosiahli rovnakt teplotu ako médium a bunky na transwelloch.
Medzi d’alSie faktory ovplyvilujuce meranie TEER patri zloZenie média, Cislo pasaze
a Cas od nasadenia buniek (Srinivasan et al., 2015). Elektrody boli sterilizované v 70%
(v/v) etanole a oplachované DMEM medzi meraniami jednotlivych jamiek. Pri poruche
integrity monovrstvy by dochadzalo k poklesu TEER pod 165 Q cm? (Hubatsch,
Ragnarsson and Artursson, 2007).

M / Elektrody

Monovrstva

I / | / buniek

I ermeabilnd membrana

Obrazok 6: Schematické zndazornenie merania TEER prevzaté a upravené z (Srinivasan

etal, 2015)

6.2.3 Postup experimentu

Rhodamin 123 (RHD123) bol pouzity ako modelovy substrat P-gp. Jeho transport cez
monovrstvu caco-2 buniek bol skimany v smere apikalne-bazolateralnom (A-B)
a bazolateralne-apikalnom (B-A). Kultivaéné médium bolo vymenené 12 — 24 hodin pred
experimentom, aby mali bunky dostatok esencidlnych nutrientov (Hubatsch, Ragnarsson
and Artursson, 2007). Tesne pred uskutocnenim experimentu boli zmerané hodnoty
TEER a néasledne bolo odsaté¢ kultivacné médium. Potom boli bunky premyté predhriatym
fosfatovym pufrom (PBS, 37 °C). V d’alSej faze experimentu bola vykonana pre-
inkubécia (30 min) v médiu HBSS s/bez pritomnosti modelového inhibitoru (elacridar)
alebo skumanych latok (saquinavir, atazanavir, zidovudin alebo tenofovir DF)
s upravenym pH pre apikalny kompartment pH=6,5 a pre bazolateralny kompartment
pH=7.4. Uprava pH bola vykonana pomocou HEPES pufru a MsOH. Nasledne boli pre-
inkubaéné roztoky nahradené inkubacnymi roztokmi sobsahom I1uM RHDI23
v donorovom kompartmente a akceptorovy kompartment obsahoval roztok HBSS s 1 %

hovédzieho sérového albuminu; pH roztokov v apikdlnom a bazolaterdlnom
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kompartmente bolo upravené ako v pre-inkubacii. Po 60 a 120 minutach boli odoberané
vzorky s objemom 200 pl z akceptorového kompartmentu. Odobrané mnozstvo po 60
minatach bolo nahradzované prislusnymi roztokmi. Koncentracia RHDI123 bola
stanovena meranim fluorescencie pomocou pristroja TECAN Infinite M200 (excitacia:
485 nm, emisia: 529 nm) a ziskané idaje spracované v programe GraphPad Prism 7.04
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA) apouzit¢t na vypocCet permabilnych

koeficientov a efluxnych pomerov.

6.2.4 Vypocet efluxného pomeru

Ucast’ aktivneho transportu sa da odhadnit’ pomocou efluxného pomeru rPapp, ktory
vypoé¢itame ako pomer permabilnych koeficientov Papp [cmxs™!] v smere bazolateralne-
apikalnom (B-A) a apikalne-bazolateralnom (A-B) (Hubatsch, Ragnarsson and
Artursson, 2007; Tong et al., 2007). FDA uvadza, ze latka je substratom P-gp, ak je jej
efluxny pomer vacsi ako 2 a vplyvom znameho inhibitoru P-gp sa efluxny pomer znizi

aspon o 50 % (Brouwer et al., 2013; FDA, 2017).

dc v,
P, =—X—
arp 4t © AxC,

o Pap(BA)
ap — P (AB)

Kde dC/dt je zmena koncentrécie v ¢ase [nMxs™!] merand v 60 a 120 minute; V:je objem
akceptorového kompartmentu [cm®]; A je plocha monovrstvy buniek [cm?] a Co
predstavuje pociatocnu koncentraciu [nM] (Hubatsch, Ragnarsson and Artursson, 2007;

Tong et al., 2007).

6.3 Akumula¢né Stadie ex vivo
6.3.1 Priprava intestinalnych rezov PCIS (Precision-cut intestinal slices)

Na experimenty boli pouzité potkany kmena Wistar. Potkan (samec; vaha: 240 — 560 g)
bol uvedeny inhalaciou éteru do celkovej anestézie a nasledne bol usmrteny zlomenim
vizu a vykrveny prerusenim karotid. Experiment bol povoleny Odbornou komisi pro
zajisStovani dobrych zivotnich podminek pokusnych zvifat ato pod ¢islom MSMT-

8358/2016-14. Odobrané ¢revo bolo urychlene vlozené do ochladeného (4°C) Krebs-
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Henseleit pufru (KHP), ktory bol okysli¢eny prebublanim pneumoxidom (95 % O2, 5 %
CO2) po dobu 30 minut. ZloZenie KHP je uvedené v tab. 1. Pocas celej doby pripravy
rezu bolo ¢revné tkanivo udrziavané pri 4 °C a premyvané KHP kvo6li jeho citlivosti na
teplo (De Graaf et al., 2010). Spracovanie Creva je zobrazené na obr. 7. Na l'adom
chladenej podlozke bolo pomocou skalpelu oddelené ileum. Opatrne bol odstraneny
obsah ¢reva a tukové tkanivo (obr. 7a). Ileum bolo rozdelené na Casti s dizkou 4 cm
a nasledne umiestnené¢ do KHP (4 °C). Jednotlivé Casti ilea boli niekol'’kokrat premyté
KHP ana jednom konci uzavreté chirurgickym vlaknom a naplnené 37°C agarézou
(obr. 7b —¢). Takto pripraveny segment ilea bol urychlene vlozeny do 4°C KHP (obr.7d).
Po 1 minute, ked’ agardza stuhla na flexibilny gél, boli segmenty ilea rozdelené na dve
polovice, vlozené¢ do valceka a zaliate agardézou apo stuhnuti vlozené do kréajaca
Krumdieck Tissue Slicer MD4000 napojené¢ho na chladiaci okruh a vychladeného na
4 °C (obr. 7e — k). Pristroj krajal ¢revo v prostredi KHP na ultratenké rezy s hrubkou
250 pm, ktoré boli odoberané do kadic¢ky a chladené na l'ade.

Tabulka 1: ZlozZenie Krebs-Henseleit pufru

Zlozenie KHP koncentracia [mM]
NaCl 5
KCl 118
MgSO4-7TH20 1.1
KH2PO4 1.1
NaHCOs3 25
CaCl2-2H20 2.1
D-glukéza 25
HEPES 9
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Obrazok 7: Prepardcia a inkubdacia potkanich intestindlnych rezov. Po odstraneni
obsahu creva (a), bola jedna strana uzavreta viaknom (b). Segment sa naplnil 37°C
agarozou (c) a schladil (d). Vytvoril sa valcek asi 5 mm hruby (e), ktory bol rozdeleny na
dve polovice (f). Pomocou Spendlika (g) bol segment ukotveny v predchladenej valcovej
forme (h) azaliaty agarozou (i). Vzniknuty valcek (j) bol premiestneny do krdjaca
a rezany na ultratenké rezy (k), ktoré boli nasledne inkubované v 24-jamkovej dosticke.

Prevzaté z (De Graaf et al., 2010).

6.3.2 Akumulicie s vyuzitim PCIS

Neporusené ultratenké rezy boli zbavené agardzy a vlozené do 500 pl WME (Williams
medium E) predhriateho na 37 °C a nasytené¢ho pneumoxidom (95 % Oz, 5 % CO») s/bez
pritomnosti skimanych latok (saquinavir, atazanavir, zidovudin alebo tenofovir DF).
Pracovalo sa na vyhrievanej podlozke s teplotou 37 °C. Nasledne prebiehala pre-
inkubéacia s modelovym inhibitorom elakridarom alebo testovanou latkou po dobu 30
minat v atmosfére 95 % 02 a5 % CO:2 pri teplote 37 °C na horizontélnej trepacke
s frekvenciou 90 kmitov za sekundu. Po pre-inkubdcii boli rezy premiestnené do 500 pl

inkubaéného WME média sobsahom modelového substratu P-gp RHDI23
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v koncentracii 10uM a modelového inhibitoru/prislusnej skimanej latky. Doba inkubacie
bola 120 mintt a prebiehala za rovnakych podmienok ako pre-inkubacia. Po inkubacii sa
kazdy rez premyl v KHP (4 °C) a vloZzil do mikroskiimavky so sklenenymi guli¢kami.
K jednotlivym rezom bolo pridanych 600 pul ACN : H20 (2 : 1) a potom bolo tkanivo
zhomogenizovan¢ dvakrat po dobu 40 sekiind v homogenizatore FastPrep-24™ 5G
Instrument. V d’alSom kroku bol homogenizat vlozeny do centrifigy na 10 min0t pri
10000 r.p.m. Zo supernatantu bolo odobranych 200 pul, =zktorych bola
stanovend koncentracia RHD123 meranim fluorescencie pomocou pristroja TECAN

Infinite M200 (excitacia: 485 nm, emisia: 529 nm).

6.3.3 Stanovenie proteinu

Namerana fluorescencia RHD123 bola normalizovana na mnozstvo proteinu v kazdom
reze. Z mikroskimavky sa nechal roztok ACN : H20 (2 : 1) odparit’ a k tkanivu sa pridalo
200 ul 5M NaOH. Po rozpusteni tkaniva bola pridana voda, aby sa dosiahla finadlna
koncentracia 1 M NaOH potrebna na analyzu. Obsah proteinu sa stanovil s vyuzitim
Pierce BCA Protein Assay Kit s kalibranou krivkou pripravenou zo sérového

hovéadzieho albuminu.

6.4 Statistické spracovanie dat

Statisticka analyza a grafické vyjadrenie vysledkov boli spracované pomocou programu
GraphPad Prism 7.04 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Pre zhodnotenie vplyvu
testovanych latok v in vitro transportnych Stadiach boli pouZité testy one-way ANOVA
s post hoc Dunnett testom a parametricky two-tailed Student’s #-test. Druhy spomenuty
test bol pouzity aj pre porovnanie rozdielov transportu v smere A-B a B-A. Pozorovanie
zmeny akumulécie v ex vivo metode bolo vyhodnotené pomocou Mann-Whitney testu
a Kruskal-Wallis testu s post hoc Dunn's testom. Statisticka vyznamnost' bola oznatena

ns pre P > 0.05; * pre p <0,05; ** pre p < 0,01 a *** pre p < 0,001.

28



7 VYSLEDKY

7.1 Transportné Studie RHD123 cez monovrstvu buniek Caco-2

Studovali sme obojsmerny transport 1uM RHDI23 cez monovrstvu caco-2 bez/s
pritomnost'ou inhibitorov proteazy saquinaviru (Obr. 8) aatazanaviru (Obr. 9)
a nukleozidovych inhibitorov reverznej transkriptdzy zidovudinu a tenofoviru DF
(Obr. 10). Prestup RHD123 cez vrstvu caco-2 buniek bol merany v case inkubécie 60
a 120 mintt a vyjadreny ako percento koncentracie, ktoré prestipilo z donorového do
akceptorového kompartmentu. Asymetria obojsmerného transportu bola kvantifikovana
pomocou efluxného pomeru (rPapp; Obr. 11) v ¢ase 120 minut. Transport RHD123 bol
vyznamne vyS$i vsmere bazolateralne-apikdlnom (B-A) ako v smere apikalne-
bazolateralnom (A-B); rPapp =3,24 + 0,12 (Obr. 8A, 11). Modelovy inhibitor P-gp/BCRP
elacridar (2 uM) spdsobil znizenie efluxného pomeru na hodnotu rPapp = 1,02 + 0,16 (graf
nie je prezentovany). Saquinavir (5 pM) neovplyvnil asymetriu transportu rPapp =3,09 +
0,20 (Obr. 8B, 11), zatial’ ¢o 20uM saquinavir mal signifikantny inhibi¢ny efekt; rPapp =
1,41 = 0,17 (Obr. 8C, 11). Obe testované koncentracie atazanaviru 20 pM a 50 uM
signifikantne inhibovali transport RHD123; rPapp = 2,18 = 0,32 (Obr. 9A, 11), respektive;
Papp = 1,19 £ 0,24 (Obr. 9B, 11). Z dévodu znizenia efluxného pomeru vplyvom 20uM
saquinaviru, 20uM a 50uM atazanaviru mézeme predpokladat’ inhibi¢ny potencial tychto
latok na transport sprostredkovany P-gp. Zidovudin a tenofovir DF v koncentracii
100 uM nemali signifikantny vplyv na transport RHD123 cez monovrstvu caco-2 o com

sved¢ia hodnoty rPapp = 3,11 £ 0,46; rPapp = 3,30 = 0,13 v uvedenom poradi (Obr. 10, 11).

29



(A) siesfesk

-¢- AB
-= BA

rPapp =3,24 £ 0,12

Transport rhodaminul23 1pM (%)

(B)
-e- A-B
- B-A

rPapp =3,09 = 0,20

Transport rhodaminu123 1uM (%)

(©)
-»- AB
['E - B-A

ns

Transport rhodaminu123 1uM (%)

Obrazok 8: Grafy zobrazuju cCasovu zavislost’ transportu RHDI123 (1luM) v smere
apikalne-bazolateralnom (A-B) a bazolaterdlne-apikdalnom (B-A) bez skumanych latok

(A) a v pritomnosti SuM saquinaviru (B) a 20uM saquinaviru, (C). Transport je
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vyjadreny ako percento koncentrdacie modelového substratu, ktory prestupil cez
monovrstvu caco-2 buniek z donorového kompartmentu. Namerané hodnoty su vyjadrené
ako aritmeticky priemer + smerodajna odchylka z troch nezavislych experimentov
vykonanych v triplikdatoch. Statisticka vyznamnost bola posudzovand pomocou t-testu

s hladinami vyznamnosti: ns P> 0.05; * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001

(A)

-e- A-B
8 - B-A
Kok

rPapp =2,18 + 0,32

Transport rhodaminu123 1uM (%)

107 B
- AB

8- = B-A

rPapp =1,19 £ 0,24

Transport rhodaminul23 1uM (%)

minuty

Obrazok 9: Grafy zobrazuju cCasovu zavislost’ transportu RHDI123 (1luM) v smere
apikdlne-bazolaterdalnom (A-B) a bazolaterdlne-apikdalnom (B-A) v pritomnosti 20uM
atazanaviru (A) a 50uM atazanaviru (B). Transport je vyjadreny ako percento
koncentracie modelového substratu, ktory prestupil cez monovrstvu caco-2 buniek
z donorového kompartmentu. Namerané hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky priemer +
smerodajna odchylka z troch nezavislych experimentov vykonanych v triplikatoch.
Statistickd vyznamnost bola posudzovand pomocou t-testu s hladinami vyznamnosti: ns

P>0.05; *P<0.05; **P<0.0]; **P<0.00]
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Obrazok 10: Grafy zobrazuju casovu zavislost’ transportu RHDI123 (1uM) v smere
apikdlne-bazolaterdalnom (A-B) a bazolaterdalne-apikalnom (B-A) v pritomnosti 100uM
zidovudinu (A) a 100uM tenofoviru DF (B). Transport je vyjadreny ako percento
koncentracie modelového substratu, ktory prestupil cez monovrstvu caco-2 buniek
z donorového kompartmentu. Namerané hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky priemer +
smerodajna odchylka z troch nezavislych experimentov vykonanych v triplikatoch.

Statisticka vyznamnost bola posudzovana pomocou t-testu s hladinami vyznamnosti: ns

P>0.05 *P<0.05; **P<0.01;, **P<0.00]
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Obrazok 11: Vyjadrenie vplyvu testovanych latok na obojsmerny transport RHD123
(1uM) cez monovrstvu caco-2 pomocou pomeru permabilnych koeficientov v smere
B-A a A-B (rPapp) po 2 hodindch inkubdcie. Uvedené hodnoty rPapp su vyjadrené ako
aritmeticky priemer =+ smerodajna odchylka ztroch nezavislych experimentov
vwkonanych v triplikatoch. Kontrola obsahuje data zo 7 experimentov. Statistickd
vyznamnost bola posudzovana pomocou one-way ANOVA s post hoc Dunnett testom a
pomocou t-testu s hladinami vyznamnosti: ns P> 0.05; * P <0.05; ** P <0.01; *** P <

0.001

33



7.2 Akumulaéné Studie RHD123 s pouzitim PCIS

Skimali sme zmeny akumulacie modelového substratu P-gp rhodaminu (10 pM)
v potkanich PCIS ilea vplyvom saquinaviru (5 uM a 20 uM), atazanaviru (5 uM, 20 uM
a 50 uM), zidovudinu (100 uM) a tenofoviru DF (100 uM). Mnozstvo akumulovaného
RHD123 v rezoch sme normalizovali na protein a vyjadrili ako pomer voci kontrole,
ktoru predstavoval RHD123 bez testovanych latok. Elacridar (2 uM) spdsobil zvySenie
akumulacie RHD123 (10 uM) v PCIS 2,06-krat (graf nie je prezentovany). Akumulacia
RHDI123 v PCIS sa vplyvom 20uM saquinaviru a 50uM atazanaviru zvysila 1,40,
respektive 1,41-krat (Obr. 12A,B). Saquinavir v koncentracii 5 puM nespdsobil
signifikantné zvySenie akumulacie RHD123 v PCIS (1,16-krat) (Obr. 12A). Rovnako
nedoslo k Statisticky vyznamnému zvyseniu akumuldcie RHD123 (1,11-krat) a¢inkom 5
UM atazanaviru a 20 uM atazanaviru (1,13-krat) (Obr. 12B). Maximalne testované
koncentracie zidovudinu a tenofoviru DF nespdsobili signifikantné zvySenie akumulacie

RHD123 v PCIS (0,96, respektive 1,03-krét) (Obr. 12C,D).
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Obrazok 12: Vplyv testovanych latok saquinaviru (A), atazanaviru (B), zidovudinu (C)
a tenofoviru DF (D) na dvojhodinovu akumuldaciu 10uM RHDI23 v rezoch ilea.
Uvedené hodnoty su vyjadrené ako median na protein normalizovanych hodnét
vztiahnutych ku kontrole s medzikvartilovym rozpdtim z troch nezavislych biologickych
experimentov vykonanych v hexaplikdatoch. Kontrola obsahuje data z 9 biologickych
replikatov. Statistickd vyznamnost bola analyzovand pomocou testu Kruskal-Wallis s post
hoc Dunn's testom Hladiny vyznamnosti: ns P> 0.05; * P <0.05; ** P <0.01; *** P <
0.001
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8 DISKUSIA

Intestindlne transportéry hraju vyznamni ulohu v absorpcii lieiv, ateda moézu
ovplyviiovat’ ich u¢innost’ a bezpecnost’. ZniZena ¢revna absorpcia moze byt spdsobena
aktivitou efluxnych ABC transportérov, ktoré aktivne prenasaju substraty z enterocytov
spat’ do lumen creva. Taktiez predstavuju miesto mozného vyskytu DDIs, kedy stibezné
peroralne podadvanie viacerych latok moze ovplyvnit' ich dosiahnuté plazmatické
koncentracie a ich lokélnu koncentraciu v ¢revnom epiteli (Chan, Lowes and Hirst, 2004;
Pal et al., 2011; Li et al., 2017). Rizikovl skupinu nachylnti k DDIs predstavuju HIV
pozitivni pacienti s chronickym uzivanim kombinécii lie¢iv. Mnohé ARV su popisanymi
substratmi a/alebo inhibitormi ABC transportérov (Kis et al., 2010, 2013). Stadium
transportérmi sprostredkovanych interakcii je stcastou predklinického vyskumu lieciv.
FDA odportca in vitro caco-2 model pre stidium obojsmerného transportu cez ¢revnu
bariéru (Giacomini et al., 2010; FDA, 2017). Vyskumy dokazuju, ze expresia
transportérov v bunkovej linii caco-2 sa 1isi od fyziologickych hladin v 'udskom creve
(Sun et al., 2002; Englund et al., 2006; Briick et al., 2017), a preto sa hl'adaji metddy

nové ¢i komplementarne (Li, de Graaf and Groothuis, 2016).

V tejto diplomovej praci sme sa zamerali na zavedenie alternativnej ex vivo metody
ultratenkych intestinalnych rezov (PCIS), ako redlnejSieho ,high througput modelu
¢revnej bariéry, pre Stadium interakcii lieciv na/s ¢revnymi efluxnymi transportérmi.
V poslednych desatrociach bol vyvijany model PCIS na Studium metabolizmu a toxicity
lieciv a v poslednych rokoch aj na §tidium transportu s vyuzitim modelovych latok (De
Kanter et al., 2005; Martignoni, Groothuis and de Kanter, 2006; Van De Kerkhof et al.,
2006; De Graaf et al., 2010; Niu, de Graaf and Groothuis, 2013; Li e al., 2015). My sme
pomocou tohto modelu testovali inhibicny vplyv vybranych PI (saquinaviru
a atazanaviru) a NRTI (zidovudinu a tenofoviru DF) vrdéznych koncentraciach na
transport modelového substratu P-gp RHD123. Maximalne koncentracie antiretrovirotik
boli limitované rozpustnostou v inkuba¢nom médiu. Rovnaké latky sme testovali aj
pomocou odporucan¢ho in vitro modelu caco-2 a vysledky porovnali. RDHI23 je
selektivny substrat P-gp, ktory je fluorescencne detekovatel'ny (Troutman and Thakker,
2003; Mandracchia et al., 2017). Nami zmerany efluxny pomer RHD123 (rPapp = 3,24 +
0,12) (Obr. 8A, 11) je porovnatel'ny s publikdciami, ktoré uvadzaju hodnoty 2,3 az 11,4
(Troutman and Thakker, 2003; Mandracchia et al., 2017) Koncentracie substratu boli

zvolené s ohl'adom na saturabilitu transportéru a schopnost’ detegovat’ fluorescenciu vo
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vzorkach a to na hodnotu 1 uM u in vitro metddy caco-2 a 10 uM u metody PCIS. Pouzité
koncentréacie su v sulade s literatirou (Yumoto et al., 1999; Li et al., 2015). Specifickost’
transportu RHD123 cez monovrstvu caco-2 a membrdnu potkanich enterocytov sme
overili pomocou modelového inhibitoru P-gp/BCRP elakridaru. Jeho pouzitie potvrdilo
selektivnost’ transportu RHD123 sprostredkovanti P-gp, ¢o potvrdzuji aj dalSie
publikacie (Chan, Lowes and Hirst, 2004; Chen et al., 2016).

Pomocou in vitro modelu caco-2 a ex vivo modelu PCIS sme potvrdili, Ze saquinavir
a atazanavir maju potencial zvysit intestindlnu absorpciu substratov P-gp, z dovodu
inhibicie tohto transportéru (Obr.11,12). Literatara uvadza hodnoty ICso (saquinaviry = 12,5
+ 3,0 uM a ICso (atazanaviry = 24,9 = 5,6 M na bunkéch P388/dx s pouzitim RHD123 ako
modelového substratu (Storch et al., 2007). Zidovudin a tenofovir DF aj v koncentracii
100 uM nepreukdzali zmenu v transporte RHD123 cez monovrstvu caco-2 buniek a ani
zmenu v akumulacii v potkanich PCIS (Obr.11,12). Tenofovir DF je sice popisanym
substratom a moZznym inhibitorom P-gp, ale jeho ICso je odhadovand na > 500 pM. Tuto
koncentraciu vSak nebolo mozné urcit’ z dovodu limitujucej rozpustnosti a/alebo toxicite
DMSO, v ktorom st testované latky rozpustené (Kis et al., 2010). DDIs saquinaviru
a atazanaviru na intestinalnom P-gp mo6zu byt pri¢inou zmeny farmakokinetiky podanych
lie¢iv. Saquinavir sposobil 90% zvySenie akumulacie atazanaviru v bunkach caco-2 (Kis
et al., 2013). Dalsia $tadia preukdzala zvysenie permeability tenofoviru DF cez
monovrstvu caco-2 v smere A-B a zniZenie efluxu vplyvom saquinaviru a atazanaviru
(Tong et al., 2007). V klinickej studii sibezné podavanie znameho substratu P-gp
sofosbuviru a kombinacie ARV (atazanavir potenciovany ritonavirom, emtricitabin
a tenofovir DF) viedlo k zvySeniu maximalnej plazmatickej koncentracie sofosbuviru
0 109 % a plochy pod krivkou koncentracie za ¢as o 342 % v porovnani so samostatnym

podavanim sofosbuviru (Rodriguez-Torres et al., 2015).

Ex vivo model PCIS predstavuje fyziologicky blizsi model ¢revnej bariéry. Na rozdiel od
in vitro modelu caco-2, ktory je zalozeny na rakovinovych bunkiach hrubého cCreva,
obsahuje vSetky typy buniek intestinalnej bariéry a odraza jej redlnu 3D Struktiru. Rezy
su pripravené z Cerstvého tkaniva, tak aj miera expresie metabolickych enzymov
a transportérov je na fyziologickej hladine (Hidalgo, Raub and Borchardt, 1989; Li, de
Graaf and Groothuis, 2016). Navyse, pocas jedného experimentu sme schopni vykonat’
stovky testov, tak aj potreba experimentalnych zvierat je pomerne nizka. Na druhej strane,

¢revo je vysoko citlivé na ischémiu a rychlo straca zivotaschopnost. Z toho dévodu sa
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tkanivo uchovava a kraja v KHP a udrzuje pri teplote 4 °C. Rezy mdzu byt uchovavané
v KHP az po dobu 5 hodin a zivotnost’ si zachovavaju do 8 hodin inkubacie (De Graaf et
al.,2010; Li, de Graaf and Groothuis, 2016). Zivotaschopnost’ rezov za tychto podmienok
bola hodnotena pomocou obsahu ATP, ktorého mnoZzstvo sa po 5 hodindch inkubécie
v porovnani s ¢erstvym rezom mierne znizilo, nie vSak signifikantne (Li ef al., 2015).
Teplota agarozy pri plneni ¢reva nesmie presiahnut’ 37 °C, aby tepelne neposkodila
slizni¢ny epitel. Dolezité je aj nastavenie hrubky rezu. U prili§ hrubych rezov by mohla
strednd Cast’ rezu podliehat’ nekréze z dovodu nedostatoénej difuzie Zivin a kysliku,
a naopak u prili§ tenkych rezov by mohol byt pomer poskodenych buniek na okraji rezu
a zdravych buniek vel'mi vysoky. Publikdcie odportcaju hriubku intestinalnych rezov
v rozmedzi 150 — 450 um (De Graaf et al., 2010), preto sme si zvolili rezy s hrubkou
250 um. Pre Studium transportu bolo zvolené ileum, ako segment s najvyssou aktivitou
P-gp (Li et al., 2015). Ked’ze saquinavir v koncentracii 5 pM nesposobil signifikantni
zmenu v akumulacii RHDI123 (1,16-krat), bola otestovana vys$Sia koncentracia
saquinaviru (20 uM), ktora vyznamne zvysila akumuldciu RHD123 v PCIS a to 1,40-krat
(Obr. 12A). Narozdiel od in vitro, Statisticky signifikantné zvySenie akumulacie RHD123
sposobil az 50 pM atazanavir (1,41-krat) (Obr. 12B). Tento rozdiel méze byt sposobeny
odlisnou expresiou transportéru, medzidruhovou variabilitou alebo 3D mnohovrstvovym
charakterom rezov oproti monovrstvovej caco-2 metode. NizSie koncentracie atazanaviru
(5uM a 20 uM), ako aj zidovudin (100 pM) a tenofovir DF (100 uM) nemali vplyv na
akumulédciu RHD123 v PCIS (Obr.12). Ako prvi sme otestovali akumulaciu RHD123
vplyvom uvedenych ARV, preto uvedené hodnoty pomeru akumulécie nebolo mozne
porovnat’ so sucasnou literatirou. Pouzité koncentracie ARV boli rovnaké ako na modeli

caco-2, je vSak mozné, ze klinicky relevantné koncentracie v lumen ¢reva st vyssie.

Aby sme sa priblizili k redlnejSiemu klinickému prostrediu a odstranili nevyhodu
medzidruhovej variability, otestovali sme vybrané latky na PCIS s vyuzitim 'udského
¢reva (jejunum, Cast’ ¢reva, ktoru sme schopni ziskat’ z chirurgickych operacii behom
pankreatoduodenoktomie). Pilotny experiment poskytol porovnatené data (Obr. 13)
s metddou potkanich intestindlnych rezov, avSak ich potvrdenie si vyzaduje viac

opakovani.
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Obrazok 13: Dvojhodinova akumuldcia 10uM RHD123 v rezoch Pudského jejuna bez/s
pritomnost’ou modelového inhibitoru P-gp CP100356 (2 uM), znameho inhibitoru
P-gp cyklosporinu A (20 uM), saquinaviru (20uM) a atazanaviru (50 uM). Uvedené
hodnoty su vyjadrené ako median na protein normalizovanych hodnét s medzikvartilovym

rozpdtim z jedného experimentu vykonaného v hexaplikate.
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9 ZAVER

Této praca prispela k zavedeniu alternativnej ex vivo metddy potkanich PCIS pre Stadium
interakcii lieCiv s crevnymi efluxnymi ABC transportérmi s vyuzitim modelového
substratu P-gp RHD123. Pre porovnanie bola pouzita aj FDA odporucana in vitro metoda
pre Stadium interakcii na Urovni transportérov, zalozend na bunkovej linii caco-2.
Testované lie¢iva boli zvolené zo skupiny ARV a to: zidovudin, tenofovir DF, saquinavir
a atazanavir. Pomocou oboch metdd bolo dokdzané, ze saquinavir a atazanavir maji
potencial ovplyvnit’ ¢revnll absorpciu modelového substratu P-gp RHD123. Testovanie
popisanych substratov/inhibitorov zo skupiny ARV ukézalo, ze ex vivo metéda PCIS
a in vitro metdda caco-2 poskytuju porovnatené vysledky. Nase vysledky tak moézu
prispiet k vysvetleniu zmien farmakokinetiky lieiv pri si¢asnom podani s atazanavirom
alebo saquinavirom. Akumula¢né Studie na intestindlnych rezoch potkana predstavuju
fyziologicky blizsiu alternativu testovania liekovych interakcii na ¢revnej bariére. Aby
bola odstranena nevyhoda medzidruhovej variability, je snaha zdokonalit’ ex vivo metodu
ultratenkych rezov l'udského creva, ktora by predstavovala d’alsi krok blizsie k redlnemu

klinickému prostrediu.
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