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1. ZOZNAM SKRATIEK

ABC abakavir

AIDS syndrom ziskanej imunitnej nedostatocnosti
ART antiretrovirusova terapia

BCRP liekovy efluxny transportér

Caco-2  bunkova linia

cART kombinovana antiretrovirusova terapia
CD4 oznacenie skupiny povrchovych glykoproteinov
CYP 450 systém metabolickych enzymov

DDIs liekov¢é interakcie

EMA Eurdpska liekova agentura

FDA Urad pre kontrolu potravin a liegiv

HBV zltacka typu B

HIV virus 'udskej imunodeficiencie

IDV indinavir

MDCKII bunkova linia

NRTIs  nukleotidové a nukleosidové inhibitory reverznej transkriptazy
P-gp P-glykoprotein, ABCB1, MDR1

Pls inhibitory proteazy

SQV saquinavir

TDF tenofovir disoprofil fumarat

TFV tenofovir

WHO Svetova zdravotnicka organizacia



2. UVOD

Prvé zmienky o syndrome ziskanej imunitnej nedostatocnosti (AIDS) pochadzaja
zobdobia zacdiatku osemdesiatych rokov minulého storocia. V oblasti San
Francisca, New Yorku aLos Angeles bol spozorovany rapidny nérast Karposiho
sarkomu, oportunnych infekcii a vzacnych malignit, Siriacich sa medzi mladymi
homosexualnymi muzmi. Nasledne bol identifikovany retrovirus, dnes pomenovany ako
virus ludskej imunitnej nedostatocnosti (HIV), ktory je pri¢inou jedného z najviac
devastujucich, sucasnych infekénych ochoreni Tl'udstva (Sharp a Hahn 2011, Hunt
2016a).

Od zaciatku epidémie bolo infikovanych viac ako 70 miliénov l'udi. Z toho, okolo 35
milionov 0s6b zomrelo na nasledky AIDS (WHO 2017a). Podl'a poslednych dat tvoril
pocet nakazenych ku koncu roka 2015 36,7 miliona. Napriek tomu, Ze ma tendenciu
stale rast, vd’aka zvySenej dostupnosti a i€innosti terapie sa pocet lieCiacich sa l'udi
v poslednych dvoch rokoch zvysil zhruba o jednu tretinu a Umrtnost v najviac

postihnutych regionoch Afriky klesla od roku 2010 o 36% (UNAIDS 2016).

Aj ked zavedenie a zdokonalovanie anitretrovirusovej terapie (ART) zniZuje umrtnost’
na ochorenia spojené s AIDS, stdle sa vyskytuje vo vysSej miere ako u neinfikovanych
I'udi (Deeks a Phillips 2009). Liecba je celozivotna a navratenie Uplného zdravia stale

nie je mozné (Passaes a Saez - Cirion 2014).

Kombinovana antoretrovirusova terapia (cART) zahfiia minimalne tri lie¢iva vybrané
zviacerych  skupin s odliSnym  mechanizmom  G¢inku.  Vykazuje zlozity
farmakokineticky profil tykajuci sa rozsiahleho metabolizmu a transportu komplexom
membranovych prenadacov. Casto vzniknuté interakcie medzi jednotlivymi lie¢ivami
(DDIs) mo6zu viest bud’ k zlyhaniu terapie, alebo k lieckom indukovanej toxicite (Ye et
al. 2014). Liekové interakcie vyvolané transportérmi su dolezitym hodnotiacim

faktorom , ktory by mal byt brany na zretel pri rozvoji terapie (Liu et al. 2015).

P-glykoprotein (P-gp) je Siroko zastupeny liekovy efluxny transportér patriaci do rodiny
ABC transportérov. Pumpuje lieciva, toxiny a produkty metabolizmu z vnutorného
prostredia bunky do extraceluldrneho priestoru, ¢im moze vyznamne ovplyviovat
dispoziciu antiretrovirusovych lie¢iv. Mnohé znich su substraty, inhibitory, c¢i

induktory ABC transportérov (Kis et al. 2010).



Tenofovir disoproxil fumarat (TDF) je lie¢ivo patriace do skupiny nukleotidovych
inhibitorov reverznej transkriptazy (NRTIs). Posobi proti HIV, ale aj virusu hepatitidy
typu B (HBV). Spolu s abakavirom (ABC) patriacim do rovnakej skupiny sa efektivne
vyuziva v lie¢be aj prevencii prenosu HIV. Castou kombinaciou su aj lie¢iva zo skupiny
inhibitorov protedz (PIs). Vykazuje dobri ucinnost’ i toleranciu pacientov. Jeho
biodostupnost’ po ordlnom podani je 25%. Zistilo sa, Ze je substratom pre P-gp, ktory
ho moze v tomto smere limitovat’ (Gallant a Deresinski 2003, Chapman et al. 2003,

AIDSinfo 2017b).



3. TEORETICKA CAST
3.1 Virus HIV

3.1.1 Charakteristika

HIV patri do skupiny RNA retrovirusov, podskupiny lentivirusy. Su zname dva
zékladné typy. Prvy, prevladajici, oznacovany ako HIV-1 je celosvetovo rozsireny,
pokym druhy, HIV-2 je typicky lokalizovany prevazne pre oblast’ zdpadnej Afriky. Oba
sposobuju AIDS (Hunt 2016b).

Virus napada a postupne ni¢i bunky imunitného systému prispievajice k ochrane
T'udského jedinca pred infekciami. Hlavnym cielom st pomocné CD4 - T lymfocyty
(oznacenie skupiny povrchovych glykoproteinov CD4), ale aj iné Struktury nesuce CD4
receptor na povrchu ako monocyty, makrofagy, ¢i dendritické bunky. Postupné znizenie
ich mnozstva oslabuje obranyschopnost organizmu azvySuje jeho nachylnost’
k chorobam. Bez liecby sa ¢asom zjavia oportinne infekcie a malignity ako signal

prechodu do konecného $tadia HIV, AIDS (Mariani et al. 2011, AIDSinfo 2017a).
Struktiira a replika¢ny cyklus

V jadre su uloZzené dve identické molekuly jednovldknovej RNA spolu s tromi
kl'icovymi enzymami. Reverzna transkriptaza, integraza a protedza. Okolie tychto
Struktr je ohraniGené proteinmi (p24) vytvarajucimi obdiznikovity obal, kapsid.
VonkajSou bariérou obklopujucou jadro je lipidova dvojvrstva, v ktorej st na povrchu

usadené Specifické glykoproteiny gp 120 a gp 41 (obrazok 1) (Levinson 2010).

Inicidlnym krokom v replikacii HIV je naviazanie sa gp 120 na CD4 receptor povrchu
napadnutej bunky. Gp 120 d’alej interaguje s druhotnymi chemokininovymi receptormi
CXCR, alebo CCRS lokalizovanymi vécSinou v blizkosti CD4 receptora. Nastane
spojenie obalu virusovej Castice s membranou hostitel'skej bunky a vniknutie virionu
dovnutra sprostredkované Gp 41. V cytoplazme dochddza za pomoci reverznej
transkriptazy k prepisu virusovej RNA do dvojvldknovej kdpie DNA, ktord migruje do
jadra aje zaclenena prostrednictvom integrazy do DNA hostitel'skej bunky. Vznika
previrusova DNA, ktora je prepisovanda do mRNA a prekladand do jednotlivych
polyproteinov Stiepenych  protedzami. Postupne sa utvoreny zrely virion opusta

hostitel’ski bunku aby mohol nakazit’ d’alSie (Wilen et al. 2012).



Lipidova dvojvrstva

Nukleocapsid . reer . —— — Gp4l

Virusova RNA

—Integrdza

Obrizok 1 Struktira virionu. Hlavnou tilohou reverznej transkriptazy je prepis virusovej RNA do DNA.
Integraza sprostredkovava zaclenenie virusovej DNA do DNA bunky hostitela. Protedza Stiepi
prekurzorové polyproteiny na funkéné virusové polypeptidy. Gp 120 vycnieva z povrchu membrany bunky
a zaistuje naviazanie sa virusu na receptor CD4. Gp 41 je ukotveny v membrane a zodpovedd za spojenie
fuziu virusového obalu s membranou hostitelskej bunky v case infekcie (Levinson 2010). Prevzaté

a upravené z: DocCeck (2017).

Pochopenie replikacného cyklu, ovladanie patofyzioldgie ochorenia a mechanizmu
ucinku lieciv bolo kIiCovym bodom pre vytvaranie a modulovanie racionalnej
antiretroviralnej terapie. SucCasna liecba predpokladd, ze vsetky aspekty choroby su
odvodené z bezprostredného podsobenia HIV v hostitel'skej bunke, hlavne CD+

lymfocytov (Brunton et al. 2011).



3.1.2 Prenos a §tadia HIV

Virus sa $iri kontaktom zdravého jedinca s telovymi tekutinami infikovanej osoby.

Krvou, ejakulatom, materskym mliekom, andlnymi a vaginadlnymi tekutinami. Musia

prist do spojenia s mukéznou membranou, poSkodenym tkanivom, alebo byt priamo

zavedené do krvného rieCiska. Za primarnu pri¢inu sa poklada nechraneny sexualny

styk. Hlavnym rizikom prenosu krvnou cestou je vzdjomné vymienanie ihiel u drogovo

zavislych. Riziko tvoria aj HIV pozitivne matky. Diet'a sa moze nakazit' prechodom

virusu cez placentu, pri pérode, alebo kojeni (AIDS.gov 2016).

Nelie¢eny HIV prechadza tromi stupniami vyvoja:

Akutne $tadium:

Prejavuje sa 2-4 tyzdne po infikovani. Typické st priznaky chripky ako horucka,
unava, bolest’ hrdla, opuch lymfatickych uzlin. Virus je tazko detekovatelny
ajedinec je vysoko ndkazlivy. Pocet CD4 lymfocytov je zvyCajne v norme,
prudko stipa mnozstvo virulentnych Castic. Obvykle sa znamky vytratia do 2

tyzdnov.

Latentné (asymptomatické) Stadium:

Mo6ze sa liSit ujednotlivcov. Charakteristické je rozne dlho trvajuce
bezpriznakové obdobie. Virus je stdle aktivny s niZSou mierou reprodukcie. U
nelieenych pacientov trva zhruba 10 rokov. Na konci dochadza k zvySeniu
mnozstva virionov a znizeniu po¢tu CD4+ lymfocytov. Pacient prechddza do

posledného Stadia.

Koneéné stadium, AIDS:

Kriticka fiza. Uroveti CD4+ lymfocytov klesd pod hladinu 200 buniek/mm?,
Imunitny systém jedinca je prili§ oslabeny aby sa dokdzal branit’ a postupne
sa dostavuju oportinne infekcie a malignity charakterizujuce AIDS. Napriklad
zépal pltic vyvolany baktériou Pneumocystis carinii, Karposiho sarkom,
plesiiové ochorenia, tuberkuléza, ¢i neurologické problémy. Bez lieCby je doba

prezitia okolo 3 rokov (Weiss et al. 2004, CDC.gov 2017).



3.2 Terapia HIV

Vyndjdenie, zavedenie a naslednd inovacia lieciv schopnych posobit’ na HIV, zmenilo
jeho Statat zrychlo progredujucej choroby s fatalnymi nésledkami na chronické,
zvladnutelné ochorenie (Maartens et al. 2014). Uzivanim liecby podl'a protokolu je
potlacena replikacia HIV a jeho pritomnost’ v plazme sa zniZzuje na nedetekovatel'né
hodnoty. Pacientove predpoklady na preZitie sa vyrazne predizia. Lie¢ba je celozivotna
a komplexnd. Virus nie je ztela Uplne odstraneny, ale pretrvava v latentnej forme
pripraveny opat’ prepuknut, ak nie je dodrzanéd kontinuita lieCebného rezimu (Rang et

al. 2007).

3.2.1 Kombinovana ART

Uvodné nasadenie terapie iba s jednym lie¢ivom vyvolava vznik odolnosti virusu voéi
lieckom. V niektorych pripadoch staci par tyzdnov. Porovnavajuce Studie ukazali, ze
pouzitie dvoj kombinécie lieCiv bolo efektivnejSie ako monoterapia, avSak nasadenie
troj kombindcie malo vyrazne lepSie vysledky. Potvrdilo sa, Ze nasadenie minimélne
troch lieciv, je nevyhnutné na zarucenie dlhodobého potlacenia mnozenia HIV bez
vzniku rezistencie na lieCbu. V sucasnosti je dostupnych viac ako 25 lie¢iv rozdelenych

do piatich skupin podl'a mechanizmu G¢inku (AIDSinfo 2016).

Nukleosidové a nukleotidové inhibitory reverznej transkriptazy (NRTIs):

NRTIs su nukleosidové analogy, ktoré po vstupe do bunky podstipia fosforylaciu. Vo
forme trifosfatu sluzia ako falo$né stavebné kamene zabudované do rodiacej sa
provirusovej] DNA. Patria sem zidovudin (ZDV), stavudin (d4T), lamivudin (3TC),
didanosin (ddl), emtricitabin (FTC), abakavir (ABC) a tenofovir (TFV) podavany vo
forme perordlnych prolieciv disoproxil fumardtu (TDF), alebo alafenamidu (TAF)

(Brunton et al 2011).



Ne-nukleosidové inhibitory reverznej transkriptazy (NNRTIs):

Vyvolavaju Struktirne zmeny enzymu veduce k znizeniu jeho aktivity. Na rozdiel od
NRTIs nevyzaduju intraceluldrnu fosforylaciu. Patria sem efavirenz (EFZ), nevirapin

(NVP), delavirdin (DLV), etravirdin (ETV) a rilpivirin (RPV).

Inhibitory HIV proteazy (PIs):

Lieciva peptidovej Struktury potlacajuce funkciu virusovej protedzy. Vysoka
roznorodost’ v ich farmakokinetike je vysvetlovana aj rozlicnym metabolickym
spracovavanim systémom cytochromov P450 (CYP 450). Viaceré z nich posobia ako
inhibitory CYP3A4 a tiez ABC efluxnych transportérov, vratane P-gp (Sankatsing et al.
2004). Patria sem saquinavir (SQV), indinavir (IDV), ritonavir (RTV), nelfinavir
(NFV), fosamprenavir (f-APV), lopinavir (LPV), atazanavir (ATZ), daruvinavir (DRV)
tipranavir (TPV).

Inhibitory vstupu HIV do bunky:

Maravirok (MVC) je antagonista chemokininového ko-receptoru CCRS. Zabrani
naviazaniu viriénu na hostitel’skia bunku.

Enfuvirtid (T-20) zastavuje spojenie virusovej a bunkovej membrany.

Inhibitory integrazy (INSTIs):

Brania enzymu zabudovat’ virusovi DNA do DNA hostitel'skej bunky. Patria sem
raltegravir (RAL), elvitegravir (EVG) dolutegravir (DTG) (Brunton et al 2011).

Zakladnu kostru cART tvori kombinécia dvoch lieciv zo skupiny NRTIs (zvycajne
ACC/3TC;TAF/FTC;TDF/FTC) spolu s lie¢ivom zo skupiny NNRTIs, alebo Pls.
Takyto terapeuticky rezim sa nazyva vysoko UCinnd antiretrovirusova terapia
(HAART). Vyber vhodného rezimu zavisi od konkrétneho pacienta, jeho celkového

stavu, vysledkov testov a moznych neziaducich u¢inkov (AIDSinfo 2016).

Sucastou terapie HIV st tiez preventivne opatrenia na zabranenie prenosu virusu
pred/po vystaveni sa moznej infekcie, takisto ako aj zabranenie prenosu z matky na

dieta (MTCT) (AIDSinfo 2016).



1) Prevencia pred vystavenim sa HIV (PrEP)
Zahtna oréalne a vaginalne pouzivanie ART, ako doplnkova ochranu o0sob, ktoré

podliehaju zvysenému riziku ndkazy (WHO 2017b).

2) Prevencia po vystaveni sa moznej HIV nakaze (PEP)

Predstavuje kratkodobé, dvadsatosem denné podavanie ART na zniZenie
pravdepodobnosti prenosu virusu. Pokial’ je nasadena dostato¢ne rychlo, idealne
do sedemdesiatich dvoch hodin, riziko nédkazy sa moze znizit’ az o 80% (WHO

2014).

3) Prevencia prenosu HIV z matky na dieta (PMTCT)

Moéze k nemu dojst’ v tehotenstve, pri porode a pri kojeni. Podanim ART matke
a v kratkom casovom useku aj narodenému dietatu, je mozné znizit riziko

prestupu HIV pod hranicu mensiu ako jedno percento (WHO 2017c¢).

3.2.2 Tenofovir disoproxil fumarat (TDF)

TDF (obrazok 2) patri do skupiny nukleotidovych inhibitorov reverznej transkriptazy.
Predstavuje diesterové prolie¢ivo tenofoviru, derivatu adenosin 5 'monofosfatu,
s kompletne chybajucim ribé6zovym kruhom. Vytvorenie prolie¢iva vyrazne zvysilo

absorpciu a penetraciu parentnej zli¢eniny do bunky (Chapman et al. 2003).
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9-[(R)-2-[[bis[[(isopropoxycarbonyl)oxy]methoxy]phosphinyl |methoxy]propyl]adenin fumarat (1:1)

Obrazok 2 Vzorec TDF. Prevzaté a upravené z: AIDSinfo (2017b).



Mechanizmus uéinku:

TDF je konvertovany dvojitou hydrolyzou esterdzami ¢revného epitelu a plazmatickymi
esterazami na tenofovir, ktory je nasledne premieniany dvojitou fosforylaciou
intracelularnymi kindzami na farmakologicky uc¢inny metabolit, tenofovir difosfat.
Aktivna molekula sutazi snativnym substratom, dideoxyadenosin trifosfatom,
o vidzbové miesto na reverznej transkriptaze. Inkorporaciou do virusovej DNA ddjde
k ukonceniu jej syntézy kvoli chybajucej cukornej Struktire tenofoviru (Michaud et al.
2012, Fung et al. 2002). Napriek tomu, ze vykazuje Siroké spektrum aktivity voci
virusovym DNA polymerazam, ma nizku afinitu k 'udskym DNA polymerazam, z ¢oho

vyplyva selektivnost’ jeho pdsobenia (Brunton et al. 2011).
Absorpcia, distribucia, eliminacia:

Oralna biodostupnost’ TDF je 25%. Podanie spolu s vysoko tu¢nym jedlom ju zvySujl
az na 40%, no mdze byt podavany bez ohladu na pozitie jedla. Nie je vyznamne
viazany na plazmatické proteiny (7%). Elimina¢ny plazmaticky pol¢as je 17 hodin,
intracelularny pol€as je viac ako 60 hodin v neproliferujucich bunkach, ¢o je
napomocné pri eradikacii virusu v organizme. Vylucuje sa oblickami, glomerularnou
filtraciou a aktivnou tubularnou sekréciou (Antoniou et al. 2003, Smith et al.2004,
Kearney et al. 2004). Preto je opodstatnené pravidelné monitorovanie obliCkovych
funkecii u vysokorizikovych pacientov, vratene osob s nefrotoxickymi liekmi (Aurpibul

a Puthanakit 2015).
Neziaduce ucinky:

Tenofovir je vo vSeobecnosti dobre tolerované lie€ivo. Prejavy ako bolest’ hlavy, zavrat
¢i tinava, su mierne a prechodné (Coleman et al. 2015). Napriek tomu, ze TFV vykazuje
najniz§iu cytotoxicitu zo skupiny NRTIs, bolo spozorovanych aj zopar neziaducich
ucinkov spdjanych s mitochondridlnou dysfunkciou. Laktatovd aciddza, periférne
neuropatie, steatéza peCene a lipodystrofia (Fung et al. 2002, Cihlar et al. 2002).
Tenofovir nie je toxicky pre tubuldrne bunky obli¢iek, no boli evidované zriedkavé
pripady akatneho obli€kového zlyhania a Falconiho syndrému (Brunton et al. 2011). Aj
ked” bolo pouZivanie TDF spdjané so Statisticky vyznamnym zniZenim rendlnych
funkcii, klinicky vyznam tohto problému je relativne nizky. Nutnost'ou je ale pravidelné

monitorovanie (Cooper et al. 2011). V toxikologickych stadiach bolo zistené, ze vysoké
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davky TDF spdsobuju znizenie kostnej denzity (Gallant a Deresinski 2003). Pacientom
s vysokym rizikom lamavosti kosti, by mala byt odporu¢ena ART nezahriiujuca TDF

(Grant a Cotter 2016).
Interakcie:

Nie je vo vyznamnej miere metabolizovany CYP 450 anie je zname ani jeho
inhibi¢né/indukéné posobenie. Vzhl'adom na jeho renalnu eliminaciu, moze dojst
k zvySeniu plazmatickych hladin pri pouziti lieCiv znizujicich rendlnu aktivitu (Gallant
a Deresinski 2003). Prejavuje synergistické pdsobenie s didanosinom, zmenou jeho
farmakokinetiky. 300mg TDF zvysi koncentraciu didanosinu o 44-60%. Pravdepodobne
by sa tieto dva nemali kombinovat, ale ak je podanie nevyhnutné, mala by sa znizit’
davka didanosinu zo 400mg na 250mg/den. Aj ked’ nie je zname, Ze by indukoval CYP
450, pri spoloénom podani boli hldsené znizené hladiny atazanaviru o cca 26%. Ale
atazanavir zvysil hladinu TDF o0 25%. Malé davky ritonaviru (100mg/2krat denne)
zvySia TDF koncentraciu o 34%. Lopinavir/ritonavir ju zvysia o 32%. Toto vzdjomné
ovplyvitiovanie je pravdepodobne sprostredkované interakciami  tenofoviru
s transportnymi proteinmi (Brunton et al. 2011). Nedévno bolo dokdzané, ze TDF je
substratom pre liekovy efluxny transportér ,,breast cancer resistance protein® (BCRP)
a tieZz P-gp, patriacich do nadrodiny ABC efluxnych transportérov (Neumanova et al.

2014).
Pouzitie:

TDF je povoleny americkym Uradom pre kontrolu potravin alie¢iv (FDA) na
pouzivanie udeti od 2 aviac roka aje odporiany Svetovou zdravotnickou
organizaciou (WHO) ako liecivo prvej vol'by zo skupiny NRTIs pre dospelych a deti
starSie 10 rokov. BeZne dostupné su fixné kombinacie TDF s ostatnymi ATR pre
dospelych a adolescentov (TDF+3TC/FTC+EFV). Jednoduchost’ davkovania raz za den
(300mg), malo neziaducich uc¢inkov, dobra tolerovatelnost’ a i¢innost’ proti hepatitide
typu B robia z TDF Siroko pouzivatelné lieCivo (Aurpibul a Puthanakit 2015). TDF je
vyhodna vol'ba pri HIV pozitivnych pacientoch trpiacich zaroven aj HBV (Antoniou et
al. 2003, Ristig et al. 2002). Uplatnenie nachadza tiez vo vSetkych troch preventivnych
rezimoch ART (Gallant a Deresinski 2003, Drugs 2017a, AIDSinfo 2017b).
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3.3 Efluxné liekové ABC transportéry

ABC efluxné transportéry su Struktirne podobné transmembranové  proteiny
lokalizované v plazmatickych membrénach buniek. Hlavnou ulohou je transport latok
z vnutorného prostredia bunky do extracelularneho priestoru, ¢im ju zbavuju toxickych
latok a nepotrebnych produktov metabolizmu. Funguju na principe primarneho
aktivneho transportu. Hydrolyzou molekuly adenozintrifosfatu (ATP) dojde
k uvol'neniu energie, ktort nasledne vyuziju na pumpovanie substratov cez membranu
bunky. Aktivhym transportom proti koncentra¢nému gradientu obmedzuju taktiez
pristup latok z krvi do citlivého tkaniva. Spektrum prendsanych latok je velmi Siroké.

Od malych molekul az po vel'ké organické zluceniny (Linton 2007).

Znamych je 48 génov kodujucich ABC proteiny, ktoré su delené do 7 podskupin. ABC
A - ABC G. Medzi najvyznamnejsie liekové efluxné transportéry patri ABCB1 (P-gp,
MDR1), ABCC (MRP) a ABCG2 (BCRP) (Rang et al. 2007, Brunton et al. 2011).

V organizme ndjdeme ABC efluxné transportéry hlavne v organoch spajanych
s travenim a exkréciou (Creva, pecen, oblicky) ako mechanizmus eliminujuci Skodliviny
a v biologickych  bariérach  chraniacich  citlivé  organy. Hematoemcefalicka,
hematotestikularna, ¢i placentarna bariéra (Linton a Higgins 2007, Montanari a Ecker

2015).

ABC transportéry su dolezité Struktiry v procesoch ochrany organizmu, no na druhej

strane moZu byt pri¢inou zlyhévania terapie (Theodoulou a Kerr 2015).

S fenoménom liekovej rezistencie sa v dneSnej dobe stretdvame pomerne casto.
Primérne sa spaja s protinddorovou terapiou a jej zniZzenou efektivitou. Aj ked’ moze
byt podnietend viacerymi faktormi, jeden z nich st prdve ABC efluxné transportéry.
Jedna sa o zvySenu expresiu hlavne P-gp a BCRP na nadorovych bunkach. PrenaSac,
ako efluxna pumpa vypudi podavané lieivo von z bunky a zniZuje tak jeho dostupnost’

(Chen et al. 2016).

S podobnym problémom sa stretdvame aj u HIV. ZvySend expresia efluxnych
transportérov na membranach, ktoré je nutné prekonat’ aby sa ART dostala na miesta
potrebné k eliminacii virusu (CNS, lymfocyty, urogenitdlny systém, ¢i placentarna

bariéra), moze viest’ k zniZenej u€innosti terapie (Kis et al. 2010).
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3.3.1 ABCBI1 transportér (P-gp / MDR1)

Patri medzi najviac prestudované ABC transportné proteiny (Troost et al. 2004, Beis
2015). Sklada sa zdvoch transmembranovych domén (TMD), kde dochadza
k rozoznavaniu substratu a dvoch nukleotid - viazucich domén (NBD) (obrazok 3),

ktoré dodavaji energiu nutnu na aktivaciu transportu (Linton a Higgins 2007).

P-glykoprotein

Extracelulirna Transmembrinové domény
strana

Membrina
Cytosol
et

Nulkleotid - viaFuce domény

Obrdzok 3 Struktiira P-gp. Prevzaté a upravené z: Gohel (2011).

Nachédza sa vo viacerych Struktirach 'udského tela ako tenké ¢revo, pecen, oblicky a
bunky imunitného systému. Rovnako je sucastou hematoencefalickej a
hemototestikularnej bariéry, pripadne syncitiotrofoblastu placenty (obrazok 4).
Ovplyviiuju absorpciu, distribuciu a eliminaciu latok v organizme (Konig et al. 2013,

Feng et al. 2007).

P-gp najdeme na apikalnej (luminélnej) strane membrany celych €riev, od dvanéstnika
aZz po kone¢nik. Takto vytvorena bariéra znizuje pristup lieciv, ktoré s substratmi pre
tento transportér do organizmu (Konig et al. 2013). V hepatocytoch pecene je
lokalizovany na apikalnej strane membrany ZICovych kanalikov. Aktivne pumpuje
substraty do ZICe a oCistuje organizmus. V oblickach sa vyskytuje na apikalnej strane
epitelovych buniek proximalneho tubulu. Podiel'a na efluxe latok do mocu, aby boli
vylic¢ené pre¢ ztela (Sankatsing et al. 2004). P-gp je vyznamnym faktorom

ovplyviiujicim farmakokinetiku lie¢iva v organizme (Estudante et al. 2013).

V hematoencefalickej membrane oddel'ujicej mozgové tkanivo od krvi, si P-gp
situované na apikalnej strane endotelovych buniek malych krvnych kapilar (Sankatsing
et al. 2004). Pravdepodobne je P-gp najvyznamnejsi z transportérov braniacich pristup

latok do centralneho nervového systému (Konig et al. 2013). Pre hematotestikularnu
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bariéru chraniacu semenniky plati to isté ako pre hematoencefalicki. V placentarne;j
bariére oddelujiicej matersku a fetdlnu krv sa P-gp nachddza na apikdlnej strane
syncytiotrofoblastu, ¢im pomaéhaju chranit’ citlivy plod pred prestupom neziaducich
latok z krvi matky. Toto zabezpecenie je vysoko potrebné, no v terapii HIV a s fiou
spojenou prevenciu pred prenosom virusu z matky na dieta je zna¢ne nevyhodné
(Sankatsing et al. 2004). Expresia P-gp na lymfocytoch zohrava hlavnua tilohu v limitoch
intracelularnej koncentracie ART v tychto bunkéch a tym padom aj jej ucinnosti (Kis et

al. 2010).

Enterocyt Hepatocyt Bunka renilneho tubulu
o> P
g==> Pg o > Pgp
krv lumen reva krv e krv mo¢
CNS Lymfocyt Syncytiotrofoblast
:b P-gp o=t P-gp == P-gp
mozog krv plazma plod matka

Obrazok 4 Schematické zobrazenie vyskytu P-gp v organizme s naznacenym smerom efluxu. Prevzaté
a upravené z:Kis et al. (2010).

3.3.2 Substraty a inhibitory P-gp

Spektrum substratov viazucich sa na P-gp je velmi Siroké. VicSinou sa jednd o
hydrofobne molekuly rdéznej velkosti, prechddzajlice v rozumnej miere pasivnou
difuziou cez biologické membrany (Sankatsing et al. 2004). Patria sem mnohé lieciva
(PIs, antineoplastikd, blokatory vapnikovych kanédlov a pod.) - jeden z najznamejsich je
napriklad digoxin (Chen et al. 2016). Medzi najvyznamnejsie inhibitory P-gp spomedzi
lie€iv sa radi napriklad cyklosporin A, verapamil, ¢i amiodaron. Substraty, rovnako aj
inhibitory P-gp st predmetom mnohych farmakokinetickych Studii (Balayssac et al.
2005).
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3.4 Liekové interakcie

Ak clovek prijme viac ako jedno liecivo, moze dojst’ k znizeniu efektivity liecby,
zhorSeniu aktualneho zdravotného stavu, ¢i zvySeniu rizika neziaducich tuc¢inkov.
Napriek tomu, nie vSetky liekové interakcie vedl iba k negativnym vysledkom. Existuji

aj interakcie podporujuce Gcinnost’ terapie (Balayssac et al. 2005).
Podl'a mechanizmu vzniku rozliSujeme:

Farmakokinetické interakcie. LieCivo A vedie k zmene plazmatickej koncentracie

lie¢iva B, pdsobenim premien na urovni jeho absorpcie, distribucie, metabolizmu, ¢i
exkrécie. Zmenou koncentracie lie¢iva B sa zmeni miera jeho farmakologického efektu.
Moéze to byt benefit - pozitivum (podpora terapeutického ucinku), alebo potencidlna

hrozba - negativum (vznik neziaducich ucinkov).

Farmakodynamické interakcie. Jedna sa o posobenie dvoch lie€iv na rovnakt cielovi

Struktaru, pricom moéze dochadzat’ k synergistickému, alebo antagonistickému efektu

(Balayssac et al. 2005, Aszalos 2007, Dickinson 2010, Drugs 2017b).

Regulaéné autority (FDA) a Eurdpska liekova agentira (EMA), vytvaraju smernice
uréené pre farmaceuticky vyskum, ktoré sluzia ako vodidlo pre lepSie pochopenie
lickovych interakcii. Napriek tomu, Ze medzi lieCivami modZze dochadzat
k farmakokinetickym, farmakodynamickym alebo obom interakciam, odporucenia st
zameran¢ hlavne na farmakokinetické interakcie postavené na in vitro a nasledne in vivo

Studiach liekovych transportérov a enzymov (Prueksaritanont 2013).

Pozitivnym prikladom farmakokinetickej liekovej interakcie sprostredkovanej P-gp je
inhibi¢né posobenie verapamilu (blokator vapnikovych kandlov), ktoré zabrani efluxu
furosemidu (diuretikum) spdt’ na mukdznu stranu creva, ¢im sa zvysi jeho absorpcia

a biodostupnost’ (Hoosain et al. 2015).

Negativnym prikladom farmakokinetickej liekovej interakcie sprostredkovanej P-gp je
inhibi¢né pdsobenie verapamilu vedice k zvySeniu plazmatickej koncentracie digoxinu
(kardiotonikum s uzkym terapetickym oknom), podsobiacej toxicky (Ledwitch et al.
2016).
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3.5 STUDIUM CREVNEJ ABSORPCIE

Predikcia absorpcie latok v Iudskom creve je hlavnym cielom v navrhovani,
optimalizacii a selekcii lieCiv ur¢enych na orédlne pouzitie. V siiCasnosti existuju rdézne
techniky na vyhodnotenie absorpcie lieCiv v réznych fazach vyvoja a vyskumu. Medzi
predklinické metodologie patria testy in silico (pocitacové a matematické modely
zalozené na fyzikdlno - chemickych vlastnostiach molekuly), in vitro (modely
kultivovanych bunkovych linii), in situ (perfuzia roztoku lie¢iva izolovanymi ¢revnymi
segmentami hlodavcov), ex vivo (zvieracie, alebo I'udské Casti tkaniv), in vivo (zvieracie
modely). Kazdd ma svoje vyhody a nevyhody, je preto potrebné ich kombinovat’ na
docielenie komplexného a dokladného pohladu na intestindlnu absorpciu lie¢iv

(Antunes et al. 2013).

Pouzitie farmakokinetickych modelov na odhadnutie intestindlnej absorpcie lieciv, ako
jedného z viacerych faktorov rozhodujuceho o jeho farmakokinetike, uspeSnosti,
bezpecnosti, ¢i toxicite, je v pred klinickom vyskume slubnym priblizenim sa
k lepSiemu pochopeniu tejto problematiky. Pomocou in vitro a in vivo analyzy je mozné

aplikovat’ tieto poznatky v humannom pouziti (Danhof et al. 2008).

3.5.1 In vitro modely bunkovych monovrstiev

Jedna sa o modely bunkovych linii napodobiiujice ¢revny epitel 'udského organizmu na
odhadnutie intestinalnej absorpcie lieCiv. Boli vyvinuté na predikciu transportu lieCiva
z intestinalneho lumen do krvného rieciska. Bunky rychlo rasti na semipermeabilnej
membrane do vytvorenia konfluentnej monovrstvy, ktord nasledne podlieha spontanne;j
diferenciécii. Tym sa vytvori systém vhodny pre transportné Stadie. In vitro bunkové
modely su Siroko vyuzivané v skorSich Stadiach vyskumu (Antunes et al. 2013, Volpe et

al. 2008).
Caco-2 bunkova linia

Povodne izolovand zTl'udského kolorektdlneho adenokarcinomu. Po vytvoreni
konfluentnej monovrstvy (zhruba 21 dni), sa Caco-2 bunky diferencuji Struktirne, aj
funkéne na bunky pripominajuce vyzreté enterocyty. Bunky exprimuji viaceré

transportné systémy, vratane P-gp, hydroldz aenzymov prvej adruhej fazy
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metabolizmu. Permeabilita hydrofilnych latok paracelularnym transportom je nizka
kvoli uzsim medzibunkovym spojom v porovnani s l'udskym, alebo zvieracim epitelom
tenkého Creva. Tento model pracuje v ramci urCitych limitov. Nedokéaze predpokladat
rozdielnost’ medzi bunkovym transportom a intestinalnym metabolizmom (Liu et al.

2016).

MDCK bunkova linia

Model izolovany pdvodne zo psich oblickovych buniek bol predstaveny ako sl'ubna
alternativa ku Caco-2 bunkovej linii na posudenie membranove] permeability
potencialnych lie¢iv. Ak st MDCK bunky kultivované podla Standardnych podmienok,
rychlo vytvoria konfluentni monovrstvu polarizovanych buniek s tenkymi spojmi za 3
- 5 dni (Antunes et al. 2013, Cyprotex 2017a). MDCK bunky stabilne transdukované
ABCBI1, BCRP, alebo MRP2, st casto navrhnuté ako druha moznost ku Caco-2
bunkam pri Stdiu obojsmerného transportu lie¢iv. MDCK - ABCB1permeabilné Stidie
su cennym nastrojom na identifikdciu a charakteristiku P-gp substritov a inhibitorov
(Cyprotex 2017b). NajbeznejSie pouzivany model v transportnych $tadiach je MDCKII
bunkové linia izolovana z vySSich pasazi parentnej bunkovej linie oznaCovanej aj

MDCK (NBL-2) (Dukes et al. 2011).
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4. HYPOTEZA

TDF patri medzi zakladné stavebné kamene kombinovanej antiretrovirusovej terapie.
Vykazuje relativne nizku biodostupnost’ po ordlnom uziti. Moze to byt spdsobené
liekovymi efluxnymi transportérmi, pretoze je dokazané, ze TDF je substratom P-gp, aj
BCRP. Tento fakt moze viest ku vzniku potencidlnych liekovych interakcii. Z tohto
dévodu je potrebné neustale skimat’ vzdjomné pdsobenie medzi TDF a inymi, sucasne

podavanymi lieivami pouzivanymi v cART dokladnejsie.

5. CIELL PRACE

Otestovat’ moznost’ vyuZitia in vitro metdd obojsmerného transportu a koncentraéného
ekvilibria cez monovrstvu buniek MDCKII exprimujucu l'udsky P-gp pre sledovanie
liekovych interakcii TDF s popisanymi substratmi/inhibitormi zo skupiny

antiretrovirotik (ABC, IDV, SQV, vratane TDF).
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6. EXPERIMENTALNA CAST

6.1 Chemikalie a reagencie

Antiretrovirotika:

o ABC (NIH AIDS Reagent Program; Germantown,

Maryland, USA)

o IDV (NIH AIDS Reagent Program)

o SQV (NIH AIDS Reagent Program)

o TDF (NIH AIDS Reagent Program)

o [adenin-8-*H]TDF = [*H]TDF (Moravek Biochemicals;

California, USA)

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Sigma Aldrich;
St.Luis, Missouri,USA)
DMSO - dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich; St.Luis,
Missouri,USA)
FBS - fetalne hovidzie sérum (Sigma Aldrich; St.Luis,
Missouri,USA)
Ko 143 (Sigma Aldrich; St.Luis, Missouri,USA)
LY 335979 (Sigma Aldrich; St.Luis, Missour1i,USA)
Opti-MEM® (Lonza; Bazilej, Svajéiarsko)
P/S (Penicilin/Streptomycin)
PBS - fosfatovy tlmivy roztok (Sigma Aldrich; St.Luis,
Missouri,USA)
Trypsin (Sigma Aldrich; St.Luis, Missouri,USA)
Ultima Gold-LSC Coctail (Sigma Aldrich; St.Luis,
Missouri,USA)

19



6.2 Bunky

MDCKII parentnd bunkovad linia a bunky transdukované cDNA Tudského P-gp
(MDCKII - ABCBI1), boli ziskané z tstavu ,,Netherland Cancer Institut” v Amsterdame;
(Holandsko). Kultivacia prebiehala v médiu DMEM s vysokym obsahom gluko6zy a L -
glutaminu, doplnené o fetdlne hovidzie sérum (10%) a pridavok antibiotik P/S (1%).
Nasledne boli bunky nasadené (obrazok 5) vmnozstve 2,0 x 10° na inzerty
s mikroporéznou polykarbondtovou membranou (Transwell 3414; velkost porov
3,0um; priemer inzertu 24mm; Corning® Transwell®; NY, USA). Integrita monovrstvy
bola merana vzdy na konci experimentov pomocou analyzy prieniku FITC - dextranu.
Akceptovatelny prechod bol do jedného percenta za hodinu. Koncentracia
(objem/objem) pouzitého rozpustadla DMSO bola vo vSetkych experimentoch rovnaka
0,1 %.

Inzert Apikilny kompartment

IR A

== NMonovrstva buniek

Porézna membrina

Bazolaterilny kompartment

Obrdzok 5 Schematické zobrazenie linie polarizovanych buniek MDCKII - ABCBI nasadenych na
inzerty, vytvdrajucich konfluentnu monovrstvu na polykarbondtovej mikroporéznej membrane
s naznacenym smerom efluxu. Prevzaté a upravené z: Solvobiotech (2017).

6.3 In vitro metody transmembranového transportu cez monovrstvu
tvorenu MDCKII - ABCB1

6.3.1 Obojsmerny transport

Metdda je zalozend na aplikacii lie¢iva o ur€itej koncentracii do jedného z dvoch
kompartmentov (apikalny, alebo bazolaterdlny). Oznacuje sa ako donorovy a urcuje

smer transportu lieciva. Prechod nastava v smere z bazolaterdlnej strany na apikdlnu
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(BA), alebo naopak, z apikalnej strany na bazolateralnu (AB). Ak je lie€ivo substratom
P-gp, bude dochadzat’ k zvySovaniu jeho koncentracie v smere BA v porovnani s AB
prechodom (obrazok 7). Prestup lieCiva mdze byt ovplyvneny pritomnostou in€¢ho

substratu, alebo inhibitora dané¢ho transportéra (obrazok 6).

401 .. BA -e AB

30

20

Transport TDF (%)

Obrdzok 6 Schematicke zobrazenie grafu popisujuceho metodu obojsmerného transportu TDF na
parentnej linii buniek, kde nedochadza k aktivnemu efluxu testovanej latky a efluxny pomer koncentracii
transportu v smere BA/AB v Siestej hodine (v) je teda rovny jednej. Takato situdacia moze nastat aj
v pripade pouzitia inhibitora transportéra na modeli buniek exprimujucom efluxny transportér, alebo ak
skusané liecivo nie jeho substrdatom.

407 ... BA —e— AB

Transport TDF (%)

Cas (h)

Obrazok 7 Schematické zobrazenie grafu popisujiceho metodu obojsmerného transportu TDF na
bunkach exprimujucich liekovy efluxny transportér. Dochadza k aktivnemu efluxu testovanej latky do
akceptorového kompartmentu, a teda efluxny pomer testovanej latky v smere transportu BA/AB v Siestej
hodine (r) je vicsi ako jedna.
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Bunky nasadené na inzerty (2,0 x 10° /jamka) sa nechali rast do konfluentnej vrstvy po
dobu Styroch dni. Kazdy denn bolo vymenené médium. Hodinu pred zaciatkom
experimentu boli bunky obmyté pomocou PBS (37°C) a preinkubované v 2ml média
Opti-MEM (37°C) s pridanim testovanych latok, alebo bez nich. Transportny experiment
bol zahijeny vymenou média v apikalnom, alebo bazolaterdlnom kompartmente za
cerstvé médium Opti-MEM (37°C) s pridanim radioaktivne znaceného [*H]TDF
(33,3nM) (finalna aktivita 0,04 pCi/ml) a prisluSnou testovanou latkou , alebo bez. Pre
zistenie Casového priebehu transportu boli po dvoch, Styroch a Siestich hodinach
odoberané vzorky z akceptorovych oddielov v objeme 50 ul. Po pridani scintilaéného
roztoku bola radioaktivita merand pomocou pristroja Tri-Carb 2009 TR Perkin Elmer.
Koncentrécia [*H]TDF v akceptorovom kompartmente so zadanym ¢asovym intervalom
bola vypocitana ako pomer ku koncentracii [*H]TDF v ¢ase T = 0. Efluxné pomery (r)
boli vypocitané ako pomer koncentracie transportu [*H]TDF v smere BA/AB po Siestich

hodinach inkubécie.

6.3.2 Koncentra¢né ekvilibrium

Metdda je zaloZena na aplikécii lie€iva v rovnakej pociatocnej koncentracii na obidve
strany bunkovej monovrstvy (apikdlna aj bazolaterdlna). Koncentraény gradient je
vyrovnany, lie¢ivo neprestupuje cez membranu pasivnou difiziou (obrazok 8), ¢im sa
vytvoria podmienky vhodné na identifikdciu pritomného aktivneho transportu. Ak je
lieCivo substratom pre liekovy efluxny transportér vyskytujici sa na apikalnej strane
bunkove] membrany, dochadza k preCerpavaniu lieCiva z bazolaterdlnej strany a
zvySeniu jeho koncentracie na apikalnej strane (obrazok 9) (Luna - Tortos et al. 2008).
Prestup lie¢iva moze byt ovplyvneny pritomnostou iné¢ho substratu, alebo inhibitora

daného transportéra.
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Obrdzok 8 Schematické zobrazenie grafu popisujuceho metodu koncentracného ekvilibria TDF na
parentnej linii MDCKII buniek, kde nedochddza k aktivnemu efluxu testovanej latky a pomer koncentracii
transportu apikadlna/bazolaterdalna strana, nameranych po Siestich hodindch inkubdcie (v), je teda rovny
Jednej. Takato situdcia moéze nastat aj v pripade pouZitia inhibitora transportéra na modeli buniek
exprimujucom efluxny transportér, alebo ak skusané liecivo nie jeho substratom.

200, --e-- apikalna —a— bazolateralna

r>1

Koncentracné ekvilibrium TDF (%)
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Obrazok 9 Schematické zobrazenie grafu popisujuceho metodu koncentracného ekvilibria na bunkdch
exprimujucich liekovy efluxny transportér. Testovana ldtka je substratom a dochdadza k aktivhemu
transportu z bazolaterdlnej strany kompartmentu na apikalnu stranu kompartmentu. Efluxny pomer
koncentracii transportu apikalna/bazolateralna strana (v), ziskanych po Siestich hodinach inkubdcie je
teda vdcsi ako jedna.
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Bunky nasadené na inzerty (2,0 x 10° /jamka) sa nechali rast do konfluentnej vrstvy po
dobu Styroch dni . Kazdy dein bolo vymenené médium. Hodinu pred zaciatkom
experimentu boli bunky obmyté pomocou PBS (37°C) a preinkubované v 2ml Opti-
MEM s pridanim testovanych latok, alebo bez nich. Transportny experiment bol
zahdjeny pridanim radioaktivne znacené¢ho [*'H]TDF (33,3nM) (finalna aktivita 0,04
puCi/ml) samostatne, alebo v kombinécii s prislusnou latkou v rovnakej pociatocnej
koncentracii do obidvoch kompartmentov. Pre zistenie ¢asového priebehu transportu
boli po dvoch, Styroch a Siestich hodinach odoberané vzorky zo vsetkych oddielov
v objeme 50 pl. Po pridani scintilaéného roztoku bola merana radioaktivita pristrojom
Tri-Carb 2009 TR Perkin Elmer. Koncentracia [*’H]TDF v obidvoch kompartmentoch
zadanych ¢asovych intervaloch bola vypocitand ako pomer zmeranych koncentracii ku
koncentracii [PH]TDF vcase T = 0. Efluxné pomery koncentracii [*H]TDF
v apikalnom/bazolaterdlnom kompartmente (r) boli vypocitané z percentudlnych hodnot

ziskanych po Siestich hodinéch.

6.4 Statistické spracovanie

K vyhodnoteniu Statistickej analyzy a grafickému spracovaniu vysledkov bol pouzity

program GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc.; San Diego, California, USA).

Data su prezentované ako priemer + smerodajnd odchylka. Pocet merani n=3.
Statistickd vyznamnost rozdielov hodndt percentualne vyjadreného transportu
v zadanych casovych intervaloch a porovnanie hodndét pomerov (r) ziskanych po
Siestich hodinach u MDCKII - ABCB1 a MDCKII - parentnych buniek bola hodnotena
parametrickym dvoj vyberovym Studentovym t- testom.

Pre porovnanie Statistickej vyznamnosti pomerov (r) obojsmerného transportu, aj
koncentraénych ekvilibrii testovanych kombindcii u MDCKII - ABCBI1 buniek
a MDCKII - parentnych buniek bol pouzity dvojstupniovy ANOVA test s post hoc

Dunnett testom.

Za statisticky signifikantné sa povazuji namerané rozdiely ak su hodnoty p < 0,05 (*), p

<0,01 (**),p<0,001 (***); p> 0,05 (ns) - Statisticky nevyznamny rozdiel.
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Z vysledkov vyplyva, Ze vSetky experimenty vykonané na bunkach MDCKII - ABCB1
boli urobené za rovnakych podmienok na MDCKII - parentnej bunkovej linii

neexprimujucej P-gp, s cielom porovnania vysledkov.

V experimentoch robenych metédou obojsmerného transportu bol sledovany transport
[*H]TDF v obidvoch smeroch. Z bazolateralneho kompartmentu do apikalneho (BA),
ako aj z apikalneho kompartmentu do bazolaterdlneho (AB). Prestup [*H]TDF cez
monovrstvu buniek je vyjadreny ako percento koncentracie lieiva aplikované¢ho do
donorového kompartmentu. Efluxny pomer koncentracie [*H]TDF v smere transportu

BA/AB (1), bol vypoc¢itany na zaklade hodndt ziskanych po Siestich hodinach inkubécie.

V experimentoch robenych metédou koncentraéného ekvilibria bol sledovany transport
[*H]TDF ako v apikalnej, tak aj v bazolateralnej strane kompartmentu. Prestup [*H|TDF
cez monovrstvu buniek je vyjadreny ako percento koncentracie lieciva pridaného do
obidvoch kompartmentov na zaciatku experimentu. Efluxny pomer koncentracii
transportu [*H]TDF apikalna/bazolaterdlna strana (r), bol vypocitany na zaklade hodnot

ziskanych po Siestich hodinach inkubaécie.
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7. VYSLEDKY

7.1 OBOJSMERNY TRANSPORT [*H|TDF (33,3nM) CEZ MONOVRSTVU
MDCKII - ABCB1 a MDCKII - PARENTNYCH BUNIEK

Na zaciatok sme testovali transport [*H]JTDF v koncentracii 33,3 nM cez monovrstvu
MDCKII - ABCBI1 pre potvrdenie interakcie s P-gp a zistenie miery transportu cez
monovrstvu parentnych buniek. Ukazalo sa, ze v obidvoch pripadoch je mozné sledovat’
Statisticky vyznamny rozdiel transportu [*H]TDF v smere BA a AB, vo vsetkych
meranych Casovych intervaloch (obrazok 10). Efluxny pomer [*PH]TDF BA/AB (r)
v Siestej hodine bol u MDCKII - ABCBI1 6,51 £+ 0,14 a u MDCKII - parentnych buniek
r = 3,18 £ 0,07. Vypocitanim tzv. ,net* efluxu (podiel efluxného pomeru [*H]TDF
BA/AB (r) MDCKII - ABCB1 a MDCKII - parentnych buniek), sme potvrdili, ze TDF
je substratom P-gp. FDA a EMA udédva hodnotu 2, ¢o v nasom pripade bolo splnené
(2,05) (obrazok 11).

MDCKII - ABCB1 bunky (A) MDCKII - parentné bunky (B)
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Obrazok 10 Grafické zobrazenie transportu [PH]TDF cez monovrstvu MDCKII - ABCBI buniek (A)
a MDCKII - parentnych buniek (B). V obidvoch pripadoch bol efluxny pomer koncentrdcii [PH]TDF
v smere transportu BA/AB (r) ziskany po Siestich hodindach, znacne vicsi ako jedna.

Pomery r transportu TDF 33,3 uM (%)
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Obrazok 11 Grafické zobrazenie porovnania efluxnych pomerov koncentracii [PH]TDF v smere
transportu BA/AB (r) u MDCKII - ABCB1buniek a MDCKII - parentnych buniek.. Bol zisteny Statisticky
signifikantny (***) rozdiel pomerov (r), ziskanych z nameranych hodnét po Siestich hodinach.
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7.2 OBOJSMERNY TRANSPORT [*H]TDF (33,3nM) + Ko 143 (1nM) MDCKII -
ABCBI1 a MDCKII - PARENTNYCH BUNIEK

Kvéli vysokym hodnotdm pomerov koncentracii [P H]TDF v smere BA/AB (r) hlavne
u MDCKII - parentnych buniek a podozreniu na pritomnost’ endogénnych efluxnych
transportérov ovplyviiujicich prestup a tym aj koncentraciu [*H]TDF, sme v druhom
experimente pridali Specificky inhibitor BCRP - Ko 143 v koncentracii 1 uM. Po
Siestich hodinach ziskané efluxné pomery koncentracii transportu [*H]JTDF v smere
BA/AB (1), boli u MDCKII - ABCB13,31 + 0,06 a u MDCKII - parentnych buniek r =
1,44 £ 0,09 (obrazok 12). Doslo ku znizeniu efluxného pomeru zhruba na polovicu
v porovnani s transportmi bez Ko 143 (obrazok 13).

Ko (1pM) MDCKII - ABCB1 bunky (A) Ko (1pM) MDCKII - parentné bunky (B)
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Obrazok 12 Grafické zobrazenie tramsportu [H]TDF s pridanim inhibitora Ko 143 (1uM) cez
monovrstvu buniek MDCKII — ABCB1 (A) a MDCKII - parentnych buniek (B). Exluxné pomery
koncentracii [PH] TDF transportu v smere BA/AB (r), ziskanych po Siestich hodindch inkubdcie su vyssie
ako jedna. Vo vsetkych meranych casovych intervaloch vykazuje transport [PH]TDF v smere BA aj AB
Statisticky vyznamny rozdiel.

Pomery r transportu TDF 33,3 uM (%)

Obrazok 13 Grafické zobrazenie porovnania efluxnych pomerov koncentracii [PH]TDF v smere
transportu BA/AB (r) ziskanych po Siestich hodinach inkubacie s/bez pridania inhibitora Ko 143 (1uM)
u MDCKII - ABCB1buniek a MDCKII - parentnych buniek. Vysledok ukazuje Statisticky signifikantné
(***) znizZenie pomerov (r) u obidvoch linii po pridani Ko 143(1uM), pricom pomer (r) u MDCKII -
ABCBI1bol signifikantne vyssi (###) ako pri MDCKII - parentych bunkadch aj v pritomnosti Ko 143.
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7.3 OBOJSMERNY TRANSPORT [*H]TDF (33,3nM) + Ko 143 (1IuM) + LY
335979 (1uM) CEZ MONOVRSTVU MDCKII - ABCB1 a MDCKII -
PARENTNYCH BUNIEK

Aby sme zistili, ¢o sa stane pokiall budeme inhibovat' aj P-gp, otestovali sme
kombinéciu S$pecifického inhibitora P-gp LY 335979 v koncentracii 1 uM a Ko 143
(1uM). Efluxné pomery koncentracii [*H]TDF transportu v smere BA/AB (r), ziskané
z hodnét nameranych po Siestich hodinach inkubacie boli v obidvoch pripadoch
jednoznac¢ne znizené (obrazok 14). Dokonca doslo k tomu, Ze rychlost’ BA transportu
bola menSia nez AB transportu, co naznacuje mozné zapojenie dalSiecho aktivneho
transportéra do transferu [*H]TDF. U MDCKII - ABCBI bol r = 0,71 = 0,02 a
u MDCKII - parentnych buniek bol r = 0,48 + 0,01. Pre zistenie miery inhibicie efluxu
[*H]TDF bola spravend normalizacia pomerov ku kontrole, tzn. efluxny pomer (r)
[*H]TDF + Ko 143 (1uM) + LY (1uM) vydeleny efluxnym pomerom (r) [*H]TDF + Ko
143 (1uM) ako u transdukovanej, tak aj parentnej linie (obrazok 15). Nebol preukazany

Statisticky vyznamny rozdiel, takZze nepredpokladdme, ze bola pozorovand inhibicia
Pudského P-gp.
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Obrazok 14 Grafické zobrazenie transportu [PH]TDF + Ko 143 (1uM) a inhibitora LY 335979 (1uM) cez
monovrstvu MDCKII - ABCBI buniek (A) a MDCKII - parentnych buniek (B). Efluxné pomery (r)
vkazujii hodnotu nizsiu ako jedna. Statisticky vyznamny rozdiel transportu [*H] TDF v smere BA aj AB
vo vSetkych meranych ¢asovych intervaloch pozorujeme iba u MDCKII - ABCB1buniek.
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Obrazok 15 Grafické zobrazenie porovnania normalizovanych pomerov transportu [*H]TDF + Ko 143
(luM) + LY (1uM), vypocitanych z podielu efluxného pomeru (r) [PH]TDF + Ko 143(1uM) + LY (1uM)
a efluxného pomeru (rv) [PH]TDF + Ko 143 (1uM) u MDCKII - ABCB1buniek. Rovnaky postup plati aj
pre MDCKII - parentnu liniu. Nebol zisteny Statisticky signifikantny rozdiel.
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7.4 OBOJSMERNY TRANSPORT [*H|TDF (33,3nM) + Ko 143 (1uM) + TDF
(100pM) CEZ MONOVRSTVU MDCKII - ABCB1 a MDCKII - PARENTNYCH
BUNIEK

Po experimentoch s inhibitormi sme vyskuSali zvysit' saturdciu transportéra pouzitim
TDF v 100 uM koncentracii v kombindcii s Ko 143 (1uM). U MDCKII - ABCBI bol
efluxny pomer koncentracii [*H]TDF transportu v smere BA/AB r = 4,62 £ 0,09 a
u MDCKII - parentnych buniek bol r = 2,13 £ 0,02 (obrazok 16). Pre zistenie miery
inhibicie efluxu [*H]TDF bola spravena normalizécia pomerov ku kontrole, tzn. efluxny
pomer (r) [*H]TDF + Ko 143 (1uM) + TDF (100uM) vydeleny efluxnym pomerom (r)
[*H]TDF + Ko 143 (1uM) u transdukovanej, aj parentnej linie (obrdzok 17). Nebol
preukdzany Statisticky vyznamny rozdiel, takze nepredpokladame, Zze bola pozorovana
inhibicia 'udského P-gp.

TDF (100pM) + Ko (1pM) MDCKII - ABCB1 bunky (A) TDF (100:M) + Ko (1pM) MDCKII - parentné bunky (B}
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Obrazok 16 Grafické zobrazenie transportu [PH]TDF s pridanim Ko 143 (1luM ) a TDF (100uM) cez
monovrstvu MDCKII - ABCBl1buniek (A) a MDCKII - parentnych buniek (B). Vo vsSetkych meranych
casovych intervaloch vykazuje transport [P H] TDF v smere BA aj AB Statisticky vyznamny rozdiel.
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Obrazok 17 Grafické zobrazenie porovnania normalizovanych pomerov transportu [PHITDF + Ko 143
(1luM) + TDF (100uM), vypocitanych z podielu efluxného pomeru (r) [PHJTDF + Ko 143 (luM) + TDF
(100uM) a (vr) [FHITDF + Ko 143 (1uM) u MDCKII - ABCBlbuniek (1,39). Rovnaky postup plati aj
pre MDCKII - parentnu liniu (1,44). Nebol zisteny Statisticky signifikantny rozdiel.
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7.5 OBOJSMERNY TRANSPORT [*H|TDF (33,3nM) + Ko 143 (1uM) + TDF
(200uM) CEZ MONOVRSTVU MDCKII - ABCB1 a MDCKII - PARENTNYCH
BUNIEK

Dalej bola skusana koncentracia TDF (200uM) spolu s Ko 143 (1uM). Vypoéitany
pomer koncentracii v smere BA/AB po Siestich hodinach inkubécie bol u MDCKII —
ABCBI 3,64 + 0,12 a u MDCKII - parentnych buniek bol r = 1,41 + 0,12 (obrazok 18).
Pre zistenie miery inhibicie efluxu [*H]TDF bola spravena normalizécia pomerov ku
kontrole, tzn. efluxny pomer (r) [*H]TDF + Ko 143 (1uM) + TDF (200uM) vydeleny
efluxnym pomerom (r) [*H]TDF + Ko 143 (1uM) ako u transdukovanej, tak aj parentne;j
linie (obrazok 19). Nebol preukazany Statisticky vyznamny rozdiel, takze
nepredpokladame, Ze bola pozorovana inhibicia 'udského P-gp.
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Obrazok 18 Grafické zobrazenie transportu [PH]TDF s pridanim Ko 143 (1luM ) a TDF (200uM ) cez
monovrstvu MDCKII - ABCBI buniek (4) a MDCKII - parentnych buniek (B).
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Obrazok 19 Grafické zobrazenie porovnania normalizovanych pomerov transportu [PH]TDF + Ko 143
(1luM) + TDF (200uM), vypocitanych z podielu efluxného pomeru (r) [PHJTDF + Ko 143(1uM) + TDF
(200uM) a efluxného pomeru (v) [PHITDF + Ko 143 (1uM) u MDCKII - ABCBI buniek. Rovnaky postup
plati aj pre MDCKII - parentnu liniu. Nebol zisteny Statisticky signifikantny rozdiel.
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7.6 OBOJSMERNY TRANSPORT [FH]TDF (33,3nM) + Ko 143 (InM) + ABC
(100pM) CEZ MONOVRSTVU MDCKII - ABCB1 a MDCKII - PARENTNYCH
BUNIEK

Po experimentoch s Ko 143 (1uM) s r6znymi koncentraciami TDF (33,3 nM; 100 uM;
200 pM) sme vyskusSali pridat ABC o koncentracii 100 uM. Hodnoty pomerov
koncentracii BA/AB (r) ziskanych po Siestich hodinach inkubacie boli u MDCKII -
ABCBI 3,27 £ 0,46 a u MDCKII - parentnych buniek bol r = 1,22 + 0,09 (obrazok 20).
Pre zistenie miery inhibicie efluxu [*H]TDF bola spravend normalizacia pomerov ku
kontrole, tzn. efluxny pomer (r) [)H]TDF + Ko 143 (1uM) + ABC (100uM) vydeleny
efluxnym pomerom (r) [*H]TDF + Ko 143 (1uM) ako u transdukovanej, tak aj parentne;j
linie (obrazok 21). Nebol preukdzany Statisticky vyznamny rozdiel, takze
nepredpokladame, Ze bola pozorovana inhibicia 'udského P-gp.
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Obrazok 20 Grafické zobrazenie transportu [PH]TDF + Ko 143 (1uM) a ABC (100uM ) cez monovrstvu
MDCKII - ABCBIlbuniek (A) a MDCKII - parentnych buniek (B). Statisticky vyznamny rozdiel
v transporte vo vsetkych zadanych casovych intervaloch bol zisteny iba u MDCKII - ABCB1 buniek.
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Obrazok 21 Grafické zobrazenie porovnania normalizovanych pomerov transportu [PH]TDF + Ko 143
(1uM) + ABC (100uM), vypocitanych z podielu efluxného pomeru (v) [PH]TDF + Ko 143(1uM) + ABC
(100uM) a efluxného pomeru (v) [P"H]TDF + Ko 143 (1uM) u MDCKII - ABCBI buniek. Rovnaky postup
plati aj pre MDCKII - parentnu liniu. Nebol zisteny Statisticky signifikantny rozdiel.
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7.7 KONCENTRACNE EKVILIBRIUM [*H|TDF (33,3nM) + Ko 143 (1uM) CEZ
MONOVRSTVU MDCKII - ABCB1 a MDCKII - PARENTNYCH BUNIEK

Vzhl'adom k tomu, Ze §tidid robené metdédou obojsmerného transportu moc nefungovali
anepriniesli vyuzitelné vysledky, skusili sme eSte experimenty pomocou metody
koncentra¢ného ekvilibria s pouzitim dvoch liec¢iv (IDV, SQV) zo skupiny inhibitorov
protedz, ktoré su vSeobecne zname inhibinym podsobenim na ABC transportéry
(Sankatsing et al. 2004).

Prvy experiment koncentraéného ekvilibria sme spravili s [’ H]TDF + Ko 143 (1uM),
ktory slizil na porovnanie s dalS$imi nasledujucimi pokusmi. Vysledné pomery
koncentracie [*H]TDF apikélna/bazolateralna strana (r), su vypocitané po Siestich
hodinach inkubdacie (obrdzok 22) aporovnané v grafickom zobrazeni (obrazok 23).
U MDCKII - ABCBI bol pomer r = 1,41 + 0,01 a u MDCKII - parentnych buniek bol r
=1,18 +0,08.

Ko 143 (1uM) MDCKII - ABCB1 bunky (A) Ko 143 (1uM) MDCKII - parentné bunky (B)
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Obrazok 22 Grafické zobrazenie transportu [PH]TDF s Ko 143 (1uM) cez monovrstvu MDCKII - ABCBI
buniek (A) a MDCKII - parentnych buniek (B). Transport [?’H] TDF u parentnych buniek nevykazoval vo
vSetkych meranych casovych intervaloch Statisticky vyznamny rozdiel, pricom u MDCKII - ABCBI
buniek bol vo vietkych casovych intervaloch signifikantny (***).

Pomery r equilibria TDF 33,3 uM (%)
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Obrazok 23 Grafické zobrazenie porovnania efluxnych pomerov koncentracii transportu [*H]TDF
apikalna/bazolateralna strana (r) s Ko 143 (1uM) po Siestich hodinach inkubdacie u MDCKII - ABCB1
buniek a MDCKII - parentnych buniek. Statistickou analyzou bol zisteny signifikantny rozdiel (*).
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7.8 KONCENTRACNE EQUILIBRIUM [FH]TDF (33,3nM) + IDV (20uM) + Ko
143 (1pM) CEZ MONOVRSTVU MDCKII - ABCB1 a MDCKII -
PARENTNYCH BUNIEK

V druhom experimente sme pouzili IDV v 20 uM koncentracii. Pomery koncentracii
transportu [*H]TDF apikélna/bazolateralna (r) boli velmi podobné, prakticky rovnaké
(obrazok 24). U MDCKII - ABCBI bol r = 1,38 £ 0,01 a u MDCKII - parentnych
buniek bol r = 1,36 £+ 0,05. Pre zistenie miery inhibicie efluxu [*H]TDF bola spravena
normalizacia pomerov ku kontrole, tzn. efluxny pomer (r) [*H]TDF + Ko 143 (1uM) +
IDV (20uM) vydeleny efluxnym pomerom (r) [*H]TDF + Ko 143 (1uM) ako
u transdukovanej, tak aj parentnej linie (obrazok 25). Nebol preukdzany Statisticky
vyznamny rozdiel, takZze nepredpokladame, Ze bola pozorovana inhibicia I'udského P-
ep.
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Obrazok 24 Grafické zobrazenie transportu [PH]TDF s pridanym IDV (20uM) cez monovrstvu MDCKII
- ABCBlbuniek (A) a MDCKII - parentnych buniek (B). Vo vSetkych nameranych casovych intervaloch
bol pozorovany Statisticky signifikantny rozdiel transportu [PH]TDF.
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Obrazok 25 Grafické zobrazenie porovnania normalizovanych pomerov transportu [PH]TDF + Ko 143
(1uM) + IDV (20uM), vypocitanych z podielu efluxného pomeru (v) [PHJTDF + Ko 143(1uM) + IDV
(20uM) a efluxného pomeru (r) [PHITDF + Ko 143 (1uM) u MDCKII - ABCBI1buniek. Rovnaky postup
plati aj pre MDCKII - parentnu liniu. Nebol zisteny Statisticky signifikantny rozdiel.
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7.9 KONCENTRACNE EKVILIBRIUM [PH]TDF (33,3nM) + SQV (20uM) + Ko
143 (1uM) CEZ MONOVRSTVU MDCKII - ABCB1 a MDCKII -
PARENTNYCH BUNIEK

Ako posledny experiment s PI sme vyskusali SQV v 20 uM koncentracii. Vysledné
pomery transportu [*H]TDF apikéalna/bazolateralna (r) po Siestich hodinach inkubécie
ukazovali nizke, podobné hodnoty blizke jednej (obrazok 26). U MDCKII - ABCBI bol
pomer r = 1,14 £ 0,02 a u MDCKII - parentnych buniek bol r = 1,06 = 0,01. Pre zistenie
miery inhibicie efluxu [*H]TDF bola spravena normalizacia pomerov ku kontrole, tzn.
efluxny pomer (r) [*H]JTDF + Ko 143 (1uM) + SQV (20uM) vydeleny efluxnym
pomerom (r) [*H]TDF + Ko 143 (1uM) ako u transdukovanej, tak aj parentnej linie
(obrazok 27). Nebol preukazany Statisticky vyznamny rozdiel, takze nepredpokladame,
ze bola pozorovana inhibicia 'udského P-gp.
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Obrdazok 26 Grafické zobrazenie transportu [PH]TDF + Ko 143(1uM) s pridanym SQV (20uM) cez
monovrstvu MDCKII - ABCBI buniek (4) a MDCKII - parentnych buniek (B). Pomery koncentracii
[PH]TDF apikalna/bazolaterdlna strana (r)v obidvoch pripadoch ukazujii hodnoty blizke jednej.
Transport [PH]TDF vo vSetkych meranych casovych intervaloch nevykazoval Statisticky vyznamny
rozdiel.

Pomery r equilibria TDF 33,3 uM (%)

Obrazok 27 Grafické zobrazenie porovnania normalizovanych pomerov transportu [PH]TDF + Ko 143
(1uM) + SQV (20uM), vypocitanych z podielu efluxného pomeru (r) [P'H]TDF + Ko 143(1uM) + SQV
(20uM) a efluxného pomeru (v) [PH]TDF + Ko 143 (1uM) u MDCKII - ABCBI buniek. Rovnaky postup
plati aj pre MDCKII - parentnui liniu. Nebol zisteny Statisticky signifikantny rozdiel.
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8. DISKUSIA

Antiretrovirotikum TDF patriace do skupiny NRTIs je sucastou mnohych liecebnych
rezimov terapie HIV (AIDSinfo 2016). Sucasna liecba HIV infekcie je zalozena na
kombindcii lieciv z viacerych skupin (Balano 2014). Je to bezne robeny postup na
zosilnenie efektivity terapie a znizenie pravdepodobnosti vzniku rezistencie (Jonker et

al. 2005).

TDF, ABC, aj PIs pouzité¢ v tejto praci (IDV, SQV), st podla viacerych Studii
substratom pre lickovy efluxny transportér P-gp (Neumanova et al. 2014, Namanja et al.
2013, Shaik et al. 2007). Zaroven sa ¢asto pouzivaju spolo¢ne v cART (AIDSinfo
2016). Tento fakt moéze viest kich vzdjomnému ovplyviiovaniu sa ak vzniku
potencidlnych liekovych interakcii, ktoré by mohli zniZzovat’ efektivitu terapie, alebo
naopak, prispiet kjej zvySeniu. VSeobecnym prikladom moézu byt uz spominané,
farmakokinetické interakcie verapamilu s furosemidom, ¢i digoxinom, alebo vztiahnuté
na cART - interakcie TDF s didanosinom, ¢i atazanavirom (Hoosain et al. 2015,
Ledwich et al. 2016, Aidsmap 2017). Z tohto dovodu je kladeny doéraz na podrobné
preskiimanie problematiky liekovych interakcii sprostredkovanych liekovymi efluxnymi
transportérmi (Feng et al. 2008). In vitro testovanie by mohlo prispiet’ k vysvetleniu
molekularnej podstaty tychto klinicky pozorovanych interakcii (Zhang et al. 2011).
Interakcie TDF s PIs boli celkom extenzivne Studované na Caco-2 bunkovom modeli

Tong et al. (2007), ale jeho interakcie s NRTIs takto Studované neboli.

Cielom tejto prace bolo teda vyskuSat' in vitro metdody obojsmerného transportu
a koncentra¢ného ekvilibria pre sledovanie interakcii TDF s antiretrovirotikami na

bunkovom modeli MDCKII exprimujicom P-gp.

Bunkovy model Caco-2 ma sice vSetky predpoklady (morfologické a biochemické
znaky c¢revného epitelu) na odhadnutie intestinalnej absorpcie a biodostupnosti po
oradlnom podani, no aplikécia tohto modelu na predikciu prendsa¢om sprostredkovaného
transportu mdze byt zavadzajica, vzhladom m na pritomnost’ viacerych transportnych

systémov a intestindlneho metabolizmu (Antunes et al. 2013).

Zatial' ¢o Caco-2 bunky su odvodené z l'udského kolorektalneho karcinomu, MDCKII
bunky st odvodené z epitelu distalneho tubulu obli¢iek kokrSpaniela, a preto je Uroven

expresie niektorych transportérov medzi tymito dvoma modelmi odlisnd. MDCKII
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bunky vykazuji niz8§iu Uroven expresie transdukovanych transportnych proteinov

a niz§iu metabolicku aktivitu ako Caco-2 bunky (Antunes et al. 2013).

St dokazané rozdiely kinetiky a afinity substraitov u MDCKII - ABCBI1 a Caco-2
bunkovych modelov, zapri¢inené vysSou uroviiou expresie P-gp transportéra v MDCKII
- ABCBlbunkovej linii. Hlavnou vyhodou MDCKII oproti Caco-2 je skratenie doby
kultivacie z 21dni, na 3-5 dni (Antunes et al. 2013, Cyprotex 2017a). Aj z tychto
dovodov sme vyuzili bunkovy model MDCKII transdukovany 'udskym P-gp.

Stadie sme zahdjili pomocou in vitro metddy obojsmerného transportu (obrazok 6, 7),
zalozenej na vytvoreni pociato¢ného koncentratného gradientu lieiva medzi dvoma
kompartmentami a naslednom sledovani jeho prestupu monovrstvou buniek v zavislosti

na Case (Neumanova et al. 2014).

Vychédzajic z publikdcie Neumanova et al. (2014), sme vo vSetkych experimentoch
obojsmerného transportu aj koncentraéného ekvilibria, pouzili radioaktivne znaceny
[*H]TDF (33,3nM), ¢o odpoveda hodnote najnizsej moznej radioaktivity [0,04puCi/ml]
potrebnej na odmeranie a vyhodnotenie vysledkov. Jedna sa o nizku, nesaturujiicu
koncentraciu. Aj ked’ je absorpcia TDF redukovana efluxnym transportom P-gp
a Stiepenim esterazami, je znadme, ze u MDCKII bunkového modelu nedochadza ku
konverzii [*H]TDF v takej miere, ktorad by ovplyvnila detekciu radioizotopu a tym aj

nase vystupy (Tong et al. 2007).

Ako prvé sme chceli overit’ aktivny eflux [*H]TDF (obrazok 10). Podl'a ofakéavani sa
potvrdil - Statistickou analyzou bol preukazany signifikantny rozdiel efluxnych pomerov
koncentracii [*H]TDF v smere BA/AB (r), nameranych po Siestich hodinach inkubdacie
medzi transfekovanymi a parentnymi bunkami - liSiaci sa zhruba o dvojnasobok
(obrazok 11), ¢o odpovedd tvrdeniu, Ze TDF je substratom P-gp (Neumanova et al.

2014).

Hodnoty efluxného pomeru koncentracii [*H]TDF v smere BA/AB (r) u parentnych
buniek boli znacne vysoké (obrazok 10). Podobné problémy uz boli v minulosti
popisané (Neumanova et al. 2014). D4 sa preto predpokladat’, ze podl'a Di et al. (2011),
to bolo spdsobené¢ pravdepodobne vplyvom psich endogénnych transportérov,
vyskytujucich sa na bunkovom modeli MDCKII, ktoré mézu zasahovat’ do aktivneho

efluxu lieciva.
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Vzhladom ktomu sme robili dalSie experimenty spouzitim Ko 143 (1uM),
Specifického inhibitora 'udského BCRP, posobiaceho aj na mysSie, potkanie, ¢i psie

transportéry (Apexbio 2013).

Efluxny pomer transportu [*H]TDF (r) sa zniZzil cca o polovicu na obidvoch bunkovych
liniach (obrazok 12). Dalsim experimentom sme chceli vybadat’, aky bude mat’ nasledok
stiCasna inhibicia P-gp, preto sme pridali jeho Specificky inhibitor P-gp - LY 335979
(1uM). Bohuzial, kombinovana inhibicia P-gp a Berp viedla k zablokovaniu efluxu
(obrazok 14), ¢o bol prvy naznak toho, Ze rozliSenie zapojenia psicho a l'udského

transportéra bude zlozité. Napriek tomu sme pokracovali.

Nasledujlicimi experimentmi sme zistovali, v akej miere je prestup [*H]TDF
v pritomnosti Ko 143 (1uM) zmeneny postupnym nasycovanim transportéra
koncentraciou 100 uM TDF (obrazok 16), 200 uM TDF (obrazok 18) a 100 uM ABC -
substratu P-gp (obrazok 20), ked’ze saturaciou sa d4 obmedzit' jeho efluxna aktivita
(Hoosain et al. 2015, Shaik et al. 2007). Statisticka analyza nagich vysledkov viak
nepotvrdila inhibiciu transportéra v Ziadnom z tychto experimentov (aj ked’ treba brat’
do uvahy limity nasho modelu) (obrazok 17, obrazok 19, obrazok 21), ¢o by
v kone€nom doésledku odpovedalo Kuritzkes (2005), Ze (autorom bliZSie
nekonkretizované) viaceré in vitro farmakokinetické Studie nepreukazali vyrazny efekt

ABC na zmenu plazmatickych hladin TDF.

Pretoze vysledky predchadzajicich experimentov nepriniesli Ziadne nové, adekvatne
informécie a poukazovali na limity pouZit¢tho modelu, v rdmci Setrenia radioaktivity
a materialu sme sa rozhodli urobit’ eSte experimenty in vitro metdédou koncentra¢nych
ekvilibrii, s pouzitim dvoch lie¢iv zo skupiny Pls, ktoré podla Storch et al. (2007),
moézu zmenit’ farmakokinetiku sti¢asne podavanych substratov P-gp. Pls pouzité v praci
(IDV, SQV) su popisané Namanja et al. (2013) ako substraty P-gp, priCom obidva

vykazuji voci nemu urcity inhibi¢ny efekt (Sankatsing et al. 2004).

Metoda koncentraéného ekvilibria (obrazok 8, 9) je vysoko citlivd a urobena tak, aby
bolo na zacCiatku vytvorenym, vyrovnanym koncentraCnym gradientom zabranené
pasivnym procesom transportu lie¢iv (Neumanova et al. 2014, Luna - Tortos et al.
2008). Tato metoda je vyhodnd aj vzhladom ktomu, Ze zniZuje pocet nutnych

experimentov.
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Rovnako ako aj pri predchadzajiicej metode, tak aj na zaciatku experimentov
koncentra¢ného ekvilibria sme chceli najskor overit mieru transportu [*H]TDF na
modeli MDCKII - ABCBI1 aj MDCKII - parentnych bunkéch s pridanim inhibitora Ko
143 (1uM). Vysledky ukazali urcity aktivny eflux na MDCKII - ABCBI linii,
u parentnej linie nedochadzalo k vyznamnému transportu (obrazok 22), ¢o povazujeme

v kontexte vysledkov za chybu merania.

Na podklade publikacie Tong et al. (2007), sme pouzili 20 uM koncentracie IDV a SQV
s kombinaciou Ko 143 (1uM). V pripade IDV boli efluxné pomery koncentracii
[*H]TDF uz aj s inhibitorom Ko 143 (1uM) (r) na MDCKII - ABCB1 aj MDCKII -
parentnych bunkach prakticky rovnaké (obrazok 24), pripominajuce hodnoty
predchadzajiceho experimentu, naznacujuce nevhodny model pre inhibicie P-gp.
V pripade SQV boli hodnoty efluxnych pomerov koncentracie [*H]TDF (r) v obidvoch
liniach okolo jednej (obrdzok 26). VysSie popisand teodria inhibicie transportéra
posobenim PIs sa nepotvrdila, Statistickou analyzou naSich vysledkov sa nepreukazal
ziadny signifikantny rozdiel v porovnani s transportom [*H]TDF bez pritomnosti IDV
(obrazok 25), ¢i SQV (obrazok 27), zc¢oho sudime, ze vypovedna hodnota
experimentov nie je dostacujica a vysledky sa daji posudzovat’ iba v hypoteticke;j

rovine.

Experimenty in vitro metédami obojsmerného transportu a koncentracného ekvilibria na
bunkovom modeli MDCKII nepriniesli ocakavané vysledky aplikovatel'né do
vyuZitel'nej roviny. Okrem zapojenia psich endogénnych transportérov to mohlo byt
spdsobené aj tym, ze podla Volpe (2008), su rozdielnosti a podobnosti vo vysledkoch
experimentov variabilné v zavislosti na viacerych aspektoch, ako podmienky
experimentu a v neposlednom rade prevedenie a spracovanie 'udskym faktorom. Tomu
by nasvedcovali aj vypocty normalizacie efluxnych pomerov (obrazky 15, 19, 21, 25,
27), ktorych hodnoty sa pohybovali cca pod hranicou ¢&isla jedna. Stadia mé uréité
limity, ktoré vsak neboli riesené do vicsej hibky z finanénych i dasovych dovodov, ako

aj zlozitej interpretacie vysledkov.
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9. ZAVER

V tejto praci som sa venovala skumaniu interakcii TDF s antiretrovirotikami (TDF,
ABC, IDV, SQV) pomocou in vitro metdd obojstranného transportu a koncentraéného

ekvilibria cez bunkovu liniu MDCKII - ABCBI1.

Potvrdili sme, ze TDF je substratom P-gp, ale ako sa ukdzalo, testovanie liekovych
interakcii pomocou MDCKII bunkovej linie nie je pravdepodobne mozné. Vysledky
ovplyvnenia transportu [*H]TDF antiretrovirotikami bolo naro¢né interpretovat’, pretoze
sme vzdy pozorovali efekt testovanych latok na oboch typoch bunkovych linii
anepodarilo sa nam rozlisit, ¢i dochadza k inhibicii l'udského, ¢i endogénneho
transportéra. Vzhl'adom k podobnym poklesom efluxného pomeru u oboch testovanych
linii sa ale priklaname k viac k variante, ze testované latky inhibovali skor endogénne

transportéry.

MDCKII nie je vhodnou bunkovou liniou pre §tidium a liekovych interakcii TDF na P-
gp a aj ked’ sme to v rdmci prace nerobili, predpokladame ich nevhodnost’ i pre pripadné

studie liekovych interakcii na BCRP, alebo MRP2.

Napriek tomu, problematika liekovych efluxnych transportérov je rozsiahlou,
komplikovanou a délezitou témou, ovplyvnenou viacerymi faktormi , ktorej je potrebné
sa v aj nad’alej venovat’ a prispievat’ tym k zefektivneniu terapie vo vSeobecnosti, nielen

HIV.

39



10. LITERARNE ZDROJE

Antoniou, T., L. Y. Park-Wyllie and A. L. Tseng (2003). "Tenofovir: A nucleotide
analog for the management of human immunodeficiency virus infection."

Pharmacotherapy 23(1): 29-43.

Antunes, F., F. Andrade, D. Ferreira, H. M. Nielsen and B. Sarmento (2013). "Models
to Predict Intestinal Absorption of Therapeutic Peptides and Proteins." Current Drug
Metabolism 14(1): 4-20.

Aszalos, A. (2007). "Drug-drug interactions affected by the transporter protein, P-
glycoprotein (ABCB1, MDR1). I. Preclinical aspects." Drug Discovery Today 12(19-
20): 833-837.

Aurpibul, L. and T. Puthanakit (2015). "Review of Tenofovir Use in HIV-infected
Children." Pediatric Infectious Disease Journal 34(4): 383-391.

Balayssac, D., N. Authier, A. Cayre and F. Coudore (2005). "Does inhibition of P-
glycoprotein lead to drug-drug interactions?" Toxicology Letters 156(3): 319-329.

Beis, K. (2015). "Structural basis for the mechanism of ABC transporters." Biochemical
Society Transactions 43: 889-893.

Cihlar, T., G. Birkus, D. E. Greenwalt and M. J. M. Hitchcock (2002). "Tenofovir
exhibits low cytotoxicity in various human cell types: comparison with other nucleoside

reverse transcriptase inhibitors." Antiviral Research 54(1): 37-45.

Coleman, C., J. Ross and P. Reddy (2002). "Tenofovir disoproxil fumarate - The first
nucleotide reverse transcriptase inhibitor for treatment of patients with HIV-1

infection." Formulary 37(1): 15-20.

Cooper, R. D., N. Wiebe, N. Smith, P. Keiser, S. Naicker and M. Tonelli (2011).

"Systematic review and meta-analysis: Renal safety of tenofovir disoproxil fumarate in

40



HIV-infected patients (vol 51, pg 496, 2010)." Clinical Infectious Diseases 52(2): 283-
283.

Danhof, M., E. C. M. de Lange, O. E. Della Pasqua, B. A. Ploeger and R. A. Voskuyl
(2008). "Mechanism-based pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) modeling in

translational drug research." Trends in Pharmacological Sciences 29(4): 186-191.

Deeks, S. G. and A. N. Phillips (2009). "HIV infection, antiretroviral treatment, ageing,
and non-AIDS related morbidity." British Medical Journal 338.

Di, L., C. Whitney-Pickett, J. P. Umland, H. Zhang, X. Zhang, D. F. Gebhard, Y. R.
Lai, J. J. Federico, R. E. Davidson, R. Smith, E. L. Reyner, C. Lee, B. Feng, C. Rotter,
M. V. Varma, S. Kempshall, K. Fenner, A. F. El-Kattan, T. E. Liston and M. D.
Troutman (2011). "Development of a New Permeability Assay Using Low-Efflux
MDCKII Cells." Journal of Pharmaceutical Sciences 100(11): 4974-4985.

Dickinson, L., S. Khoo and D. Back (2010). "Pharmacokinetics and drug-drug

interactions of antiretrovirals: An update." Antiviral Research 85(1): 176-189.

Dukes, J. D., P. Whitley and A. D. Chalmers (2011). "The MDCK variety pack:
choosing the right strain." Bmc Cell Biology 12.
Estudante, M., J. G. Morais, G. Soveral and L. Z. Benet (2013). "Intestinal drug

transporters: An overview." Advanced Drug Delivery Reviews 65(10): 1340-1356.

Feng, B., J. B. Mills, R. E. Davidson, R. J. Mireles, J. S. Janiszewski, M. D. Troutman
and S. M. de Morais (2008). "In vitro P-glycoprotein assays to predict the in vivo
interactions of P-glycoprotein with drugs in the central nervous system." Drug

Metabolism and Disposition 36(2): 268-275.

Fung, H. B., E. A. Stone and F. J. Piacenti (2002). "Tenofovir disoproxil fumarate: A
nucleotide reverse transcriptase inhibitor for the treatment of HIV infection." Clinical

Therapeutics 24(10): 1515-1548.

41



Gallant, J. E. and S. Deresinski (2003). "Tenofovir disoproxil fumarate." Clinical
Infectious Diseases 37(7): 944-950.

Grant, P. M. and A. G. Cotter (2016). "Tenofovir and bone health." Current Opinion in
Hiv and Aids 11(3): 326-332.

Hoosain, F. G., Y. E. Choonara, L. K. Tomar, P. Kumar, C. Tyagi, L. C. du Toit and V.
Pillay (2015). "Bypassing P-Glycoprotein Drug Efflux Mechanisms: Possible

Applications in Pharmacoresistant Schizophrenia Therapy." Biomed Research

International.

Chapman, T. M., J. K. McGavin and S. Noble (2003). "Tenofovir disoproxil fumarate."
Drugs 63(15): 1597-1608.

Chen, Z. L., T. L. Shi, L. Zhang, P. L. Zhu, M. Y. Deng, C. Huang, T. T. Hu, L. Jiang
and J. Li (2016). "Mammalian drug efflux transporters of the ATP binding cassette

(ABC) family in multidrug resistance: A review of the past decade." Cancer Letters

370(1): 153-164.

Jonker, D. M., S. A. G. Visser, P. H. van der Graaf, R. A. Voskuyl and M. Danhof
(2005). "Towards a mechanism-based analysis of pharmacodynamic drug-drug

interactions in vivo." Pharmacology & Therapeutics 106(1): 1-18.

Kearney, B. P., J. F. Flaherty and J. Shah (2004). "Tenofovir disoproxil fumarate -
Clinical pharmacology and pharmacokinetics." Clinical Pharmacokinetics 43(9): 595-

612.

Kis, O., K. Robillard, G. N. Y. Chan and R. Bendayan (2010). "The complexities of
antiretroviral drug-drug interactions: role of ABC and SLC transporters." Trends in

Pharmacological Sciences 31(1): 22-35.

Kuritzkes, D. R. (2005). "Less than the sum of its parts: Failure of a tenofovir-abacavir-
lamivudine triple-nucleoside regimen." Journal of Infectious Diseases 192(11): 1867-

1868.

42



Ledwitch, K. V., R. W. Barnes and A. G. Roberts (2016). "Unravelling the complex
drug-drug interactions of the cardiovascular drugs, verapamil and digoxin, with P-

glycoprotein." Bioscience Reports 36.

Linton, K. J. (2007). "Structure and function of ABC transporters." Physiology 22: 122-
130.

Linton, K. J. and C. F. Higgins (2007). "Structure and function of ABC transporters: the
ATP switch provides flexible control." Pflugers Archiv-European Journal of Physiology
453(5): 555-567.

Liu, C. X., X. L. Y1, H. R. Fan, W. D. Wu, X. Zhang, X. F. Xiao and X. He (2015).
"Effects of Drug Transporters on Pharmacological Responses and Safety." Current Drug
Metabolism 16(9): 732-752.

Liu, W., H. Pan, C. Y. Zhang, L. L. Zhao, R. X. Zhao, Y. T. Zhu and W. S. Pan (2016).
"Developments in Methods for Measuring the Intestinal Absorption of Nanoparticle-

Bound Drugs." International Journal of Molecular Sciences 17(7).

Luna-Tortos, C., M. Fedrowitz and W. Loscher (2008). "Several major antiepileptic
drugs are substrates for human P-glycoprotein." Neuropharmacology 55(8): 1364-1375.

Konig, J., F. Muller and M. F. Fromm (2013). "Transporters and Drug-Drug
Interactions: Important Determinants of Drug Disposition and Effects."

Pharmacological Reviews 65(3): 944-966.

Maartens, G., C. Celum and S. R. Lewin (2014). "HIV infection: epidemiology,
pathogenesis, treatment, and prevention." Lancet 384(9939): 258-271.

Mariani, S. A., E. Vicenzi and G. Poli (2011). "Asymmetric HIV-1 co-receptor use and
replication in CD4(+) T lymphocytes." Journal of Translational Medicine 9.

Michaud, V., T. Bar-Magen, J. Turgeon, D. Flockhart, Z. Desta and M. A. Wainberg
(2012). "The Dual Role of Pharmacogenetics in HIV Treatment: Mutations and

43



Polymorphisms Regulating Antiretroviral Drug Resistance and Disposition."

Pharmacological Reviews 64(3): 803-833.

Montanari, F. and G. F. Ecker (2015). "Prediction of drug-ABC-transporter interaction -

Recent advances and future challenges." Advanced Drug Delivery Reviews 86: 17-26.

Namanja, H. A., D. Emmert, C. A. Hrycyna and J. Chmielewski (2013). "Homodimers
of the antiviral abacavir as modulators of P-glycoprotein transport in cell culture:

probing tether length." Medchemcomm 4(10): 1344-1349.

Neumanova, Z., L. Cerveny, M. Ceckova and F. Staud (2014). "Interactions of tenofovir
and tenofovir disoproxil fumarate with drug efflux transporters ABCB1, ABCG2, and
ABCC2; role in transport across the placenta." Aids 28(1): 9-17.

Passaes, C. P. and A. Saez-Cirion (2014). "HIV cure research: Advances and
prospects." Virology 454: 340-352.

Prueksaritanont, T., X. Y. Chu, C. Gibson, D. H. Cui, K. L. Yee, J. Ballard, T. Cabalu
and J. Hochman (2013). "Drug-Drug Interaction Studies: Regulatory Guidance and An
Industry Perspective." Aaps Journal 15(3): 629-645.

Ristig, M. B., J. Crippin, J. A. Aberg, W. G. Powderly, M. Lisker-Melman, L. Kessels
and P. Tebas (2002). "Tenofovir disoproxil fumarate therapy for chronic hepatitis B in
human immunodeficiency virus/hepatitis B virus-coinfected individuals for whom

interferon-alpha and lamivudine therapy have failed." Journal of Infectious Diseases

186(12): 1844-1847.

Sankatsing, S. U. C., J. H. Beijnen, A. H. Schinkel, J. M. A. Lange and J. M. Prins
(2004). "P glycoprotein in human immunodeficiency virus type 1 infection and

therapy." Antimicrobial Agents and Chemotherapy 48(4): 1073-1081.

Shaik, N., N. Giri, G. Pan and W. F. Elmquist (2007). "P-glycoprotein-mediated active
efflux of the anti-HIV1 nucleoside abacavir limits cellular accumulation and brain

distribution." Drug Metabolism and Disposition 35(11): 2076-2085.

44



Sharp, P. M. and B. H. Hahn (2011). "Origins of HIV and the AIDS Pandemic." Cold

Spring Harbor Perspectives in Medicine 1(1).

Smith, P. F., B. P. Kearney, S. Liaw, D. Cloen, J. M. Bullock, C. E. Haas, K. Yale, B.
M. Booker, C. S. Berenson, D. F. Coakley and J. F. Flaherty (2004). "Effect of

tenofovir disoproxil fumarate on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of total,

R-, and S-methadone." Pharmacotherapy 24(8): 970-977.

Storch, C. H., D. Theile, H. Lindenmaier, W. E. Haefeli and J. Weiss (2007).
"Comparison of the inhibitory activity of anti-HIV drugs on P-glycoprotein."
Biochemical Pharmacology 73(10): 1573-1581.

Theodoulou, F. L. and I. D. Kerr (2015). "ABC transporter research: going strong 40

years on." Biochemical Society Transactions 43: 1033-1040.

Tong, L., T. K. Phan, K. L. Robinson, D. Babusis, R. Strab, S. Bhoopathy, I. J. Hidalgo,
G. R. Rhodes and A. S. Ray (2007). "Effects of human immunodeficiency virus
protease inhibitors on the intestinal absorption of tenofovir disoproxil fumarate in

vitro." Antimicrobial Agents and Chemotherapy 51(10): 3498-3504.

Troost, J., H. Lindenmaier, W. E. Haefeli and J. Weiss (2004). "Modulation of cellular
cholesterol alters P-glycoprotein activity in multidrug-resistant cells." Molecular

Pharmacology 66(5): 1332-1339.

Volpe, D. A. (2008). "Variability in Caco-2 and MDCK cell-based intestinal

permeability assays." Journal of Pharmaceutical Sciences 97(2): 712-725.

Weiss, R. A., D. Pillay, A. G. Dalgleish., C. Loveday. Human Immunodeficiency
Viruses. In: Zuckerman A. J., Banatvala J. E., Pattison J. R., Griffiths P. D. and Schoub
B. D. Principles and Practice of Clinical Virology, Fifth Edition. Chichester: John
Wiley & Sons Ltd, 2004:728-736.

Wilen, C. B., J. C. Tilton, R. W. Doms. Molecular Mechanism of HIV Entry. In:

Rossmann M. G. and Rao V. B. eds. Viral Molecular Machines, Advances in

45



Experimental Medicine and Biology 726. NY: Springer Science + Business Media,
LLC, 2012:224-236.

Ye, L., C. Q. Hou and S. W. Liu (2017). "The Role of Metabolizing Enzymes and
Transporters in Antiretroviral Therapy." Current Topics in Medicinal Chemistry 17(3):
340-360.

Zhang, L., S. M. Huang and L. J. Lesko (2011). "Transporter-Mediated Drug-Drug
Interactions." Clinical Pharmacology & Therapeutics 89(4): 481-484.

ELEKTRONICKE ZDROJE:

AIDS.gov. HIV/AIDS Basics/HIV/AIDS 101: What is HIV/AIDS? 2016. Dostupné na
URL: https://www.aids.gov/hiv-aids-basics/hiv-aids-101/what-is-hiv-aids/index.html
Pristup 18.3.2017.

AIDSinfo. Understanding HIV/AIDS: The Basics. 2017a. Dostupné na URL:
https://aidsinfo.nih.gov/understanding-hiv-aids/fact-sheets/19/45/hiv-aids--the-basics/
Pristup 17.3.2017.

AIDSinfo. Drugs/Tenofovir Disoproxil Fumarate. 2017b. Dostupné na URL:
https://aidsinfo.nih.gov/drugs/290/tenofovir-disoproxil-fumarate/0/professional Pristup
21.5.2017.

AIDSinfo. Guidelines for the Use of Antiretroviral Agents in HIV-1-infected Adults
and Adolescents. 2016. Dostupné na URL:

https://aidsinfo.nih.gov/guidelines/html/1/adult-and-adolescent-arv-guidelines/1 1/what-

to-start Pristup 23.5.2017.

Aidsmap. Resources/HIV treatments directory/A to Z of antiretroviral drugs/Tenofovir
(Viread). Drug interactions. 2017. Dostupné na URL: http://www.aidsmap.com/Drug-
interactions/page/1731209/ Pristup 7.5.2017.

Apexbio. Home/Signaling Pathways/Others/BCRP/Ko 143. Ko143 BCRP inhibitor,
potent and selective. 2013. Dostupné na URL: http://www.apexbt.com/ko-143.html
Pristup 8.5.2017.

46


https://www.aids.gov/hiv-aids-basics/hiv-aids-101/what-is-hiv-aids/index.html
https://aidsinfo.nih.gov/understanding-hiv-aids/fact-sheets/19/45/hiv-aids--the-basics/
https://aidsinfo.nih.gov/drugs/290/tenofovir-disoproxil-fumarate/0/professional
https://aidsinfo.nih.gov/guidelines/html/1/adult-and-adolescent-arv-guidelines/11/what-to-start
https://aidsinfo.nih.gov/guidelines/html/1/adult-and-adolescent-arv-guidelines/11/what-to-start
http://www.aidsmap.com/Drug-interactions/page/1731209/
http://www.aidsmap.com/Drug-interactions/page/1731209/
http://www.apexbt.com/ko-143.html

Balano K.. Drug - Drug interactions with HIV-Related Medications. 2014. Dostupné na
URL: https://aidsetc.org/guide/drug-drug-interactions-hiv-related-medications Pristup
5.5.2017.

Brunton L, Chabner B, Knollman B. Goodman & Gilman’s The pharmacological basis

of therapeutics. 12th ed. [CD-ROM] New York: McGraw-Hill Companies, 2011.

CDC.gov. HIV/AIDS/HIV Basics/About HIV/AIDS. 2017. Dostupné na URL:
https://www.cdc.gov/hiv/basics/whatishiv.html Pristup 18.3.2017.

Cyprotex. Home/Servicess ADME PK/MDCK (Wild Type) Permeability Assay/MDCK
(wild type) permeability assay. 2017a. Dostupné na URL:
http://www.cyprotex.com/admepk/in-vitro-permeability/wild-type-mdck-permeability
Pristup: 15.4.2017.

Cyprotex. Home/Servicess ADME PK/MDR1-MDCK Permeability (P-glycoprotein)
Assay/MDR1-MDCK Permeability Assay (P-glycoprotein substrate identification) for
Screening and Regulatory Reporting Purposes. 2017b. Dostupné na URL:
http://www.cyprotex.com/admepk/in-vitro-permeability/mdr1-mdck-permeability

Pristup: 14.4.2017.

Drugs. Tenofovir. 2017a. Dostupné na URL: https://www.drugs.com/cdi/tenofovir.html
Pristup 21.5.2017.

Drugs. Drug Interactions Checker. 2017b. Dostupné na URL:

https://www.drugs.com/drug_interactions.html Pristup 22.5.2017.

Hunt R. Human Immunodeficiency Virus and AIDS. The History of the Disease. In:
Microbiology and Immunology On-line. 2016a. Dostupné na URL:
http://www.microbiologybook.org/lecture/hiv2.htm Pristup 20.3.2017.

Hunt R. Human Immunodeficiency Virus and AIDS. Introduction. In: Microbiology and
Immunology On-line. 2016b. Dostupné na URL.:
http://www.microbiologybook.org/lecture/hiv2000.htm Pristup 18.3.2017.

Levinson W. Review of Medical Microbiology & Immunology. 11th ed. [CD-ROM]
USA: The McGraw - Hill Companies, 2010.

47


https://aidsetc.org/guide/drug-drug-interactions-hiv-related-medications
https://www.cdc.gov/hiv/basics/whatishiv.html
http://www.cyprotex.com/admepk/in-vitro-permeability/wild-type-mdck-permeability
http://www.cyprotex.com/admepk/in-vitro-permeability/mdr1-mdck-permeability
https://www.drugs.com/cdi/tenofovir.html
https://www.drugs.com/drug_interactions.html
http://www.microbiologybook.org/lecture/hiv2.htm
http://www.microbiologybook.org/lecture/hiv2000.htm

Rang H.P, Dale M.M, Ritter J.M, Flower R.J. Rang & Dale’s Pharmacology. 6th ed.
[CD-ROM] Edinburg: Churchil livingstone, 2007.

UNAIDS. Global AIDS Update 2016. 2016. Dostupné na URL:
http://www.unaids.org/en/resources/documents/2016/Global-AIDS-update-2016 :2-16.
Pristup 19.3. 2017.

WHO. Data. Global Health Observatory (GHO) data. 2017a. Dostupné na URL:
http://www.who.int/gho/hiv/en/ Pristup 17.3.2017.

WHO. Programmes/Pre-exposure prophylaxis. 2017b. Dostupné na URL:
http://www.who.int/hiv/topics/prep/en/ Pristup 19.3.2017.

WHO. Programmes/HIV/AIDS/Mother-to-child transmission of HIV. 2017c. Dostupné
na URL: http://www.who.int/hiv/topics/mtct/en/ Pristup 19.3.2017.

WHO. Programmes/HIV/AIDS/ Post-exposure prophylaxis to prevent HIV
infection/Fact sheet. 2014. Dostupné na URL:
http://www.who.int/hiv/topics/prophylaxis/info/en/ Pristup 19.3.2017.

ZDROJE OBRAZKOV

AIDSinfo. Drugs/Tenofovir Disoproxil Fumarate. 2017. Dostupné na URL:
https://aidsinfo.nih.gov/drugs/290/tenofovir-disoproxil-fumarate/0/professional Pristup

21.5.2017.

DocCheck. DocCheck Pictures/Multiplication du VIH. 2017. Dostupné na URL:
http://pictures.doccheck.com/fr/photo/15051-multiplication-du-vih Pristup 20.3.2017.

Gohel M. Novel Drug Approaches to bypass P - Glycoprotein Efflux Pump. 2011.

Dostupné na URL: http://www.pharmainfo.net/reviews/novel-drug-delivery-

approaches-bypass-p-glycoprotein-efflux-pump Pristup 25.4.2017.

Kis, O., K. Robillard, G. N. Y. Chan and R. Bendayan (2010). "The complexities of
antiretroviral drug-drug interactions: role of ABC and SLC transporters." Trends in

Pharmacological Sciences 31(1): 22-35.

48


http://www.unaids.org/en/resources/documents/2016/Global-AIDS-update-2016
http://www.who.int/gho/hiv/en/
http://www.who.int/hiv/topics/prep/en/
http://pictures.doccheck.com/fr/photo/15051-multiplication-du-vih
http://www.pharmainfo.net/reviews/novel-drug-delivery-approaches-bypass-p-glycoprotein-efflux-pump
http://www.pharmainfo.net/reviews/novel-drug-delivery-approaches-bypass-p-glycoprotein-efflux-pump

Solvobiotech. Product Services/Technologies/Monolayer Assay. 2017. Dostupné na

URL: http://www.solvobiotech.com/technologies/monolayers-assay Pristup 22.4.2017.

49


http://www.solvobiotech.com/technologies/monolayers-assay

