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1. SEZNAM ZKRATEK

ABC
AIDS

ART
BCRP
BeWo
cART
CD4
CNTs
CRIs
ENTs
FBS
FIs
FDA

HAART
HBV
HIV
INSTIs
MRP2
MTCT
NBMPR
NNRTIs
NTs
N(t)RTIs
P-gp
P/S

PIs
PMTCT
PrEP

ATP-binding casette (ATP-vazajici)
syndrom ziskané imunodeficience
antiretroviralni terapie

breast cancer resistance protein
bunécna linie

kombinovana antiretroviralni terapie
cluster of differentiation 4 (oznaceni povrchovych glykoproteinii)
koncentra¢ni nukleosidové transportéry
inhibitory vstupu HIV do buiiky
ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry
fetalni hovézi sérum

inhibitory fize membran

Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv v USA (z ang. Food and Drug
Administration)

vysoce U¢inna antiretroviralni terapie

virus hepatitidy B

virus lidské imunodeficience

inhibitory integrazy

multidrug resistance-associated protein 2

mother-to-child transmission (pfenos z matky na dit¢)
S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosin

ne-nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
nukleosidové transportéry

nukleosidové a nukleotidové inhibitory reverzni transkriptazy
P-glykoprotein

penicilin/streptomycin

inhibitory protedzy

prevention of mother-to-child transmission (prevence MTCT)

prevence pred vystavenim se HIV



PEP prevence po vystaveni se HIV

RT reverzni transkriptaza

SLC solute carrier transporters
TDF tenofovir disoproxil fumarat
TFV tenofovir

™ transmembranovy

WHO Svétova zdravotnicka organizace



2. UVOD

Virus lidské imunodeficience (HIV) pfedstavuje vyznamny globalni problém tykajici se
vetejného zdravi (AVERT, 2017a). Historie tohoto viru saha pravdépodobné do obdobi
okolo 20. let minulého stoleti v oblasti mésta Kinshasa (Demokraticka republika Kongo).
Meznik tvotil rok 1981, kdy Michael Gottlieb a jeho kolegové v Los Angeles (Kalifornie)
zaznamenali nékolik pfipadi pneumonie zpusobené Pneumocystis carinii u mladych
homosexudlnich muza. Podobné kazuistiky byly zpozorovany v komunitach gayt i jinych
meést (New York), navic spojené s vyskytem vzacného tumoru — Kaposiho sarkom.
S uvédomovanim si skutecnosti, ze tato oportunistickd onemocnéni maji piimou
souvislost se silnym poskozenim imunitniho systému, bylo zahdjeno védecké badani,
vedouci k objeveni ptivodce choroby, ktera dostala nazev syndrom ziskané

imunodeficience (AIDS) (AVERT 2018, Mak a Saunders 2006).

Od pocatku epidemie bylo infikovano odhadem 78 miliont lidi, z toho 35 miliont
zemielo na nasledky AIDS. Posledni data z roku 2016 odhaluji, Ze okolo 36,7 miliont
osob je nakazeno HIV a celych 1,8 milionti z tohoto idaje tvofi déti. 30 % osob o viru ve
svém teéle vibec nevi. Soucasné s rostoucim poctem infikovanych lidi se naStésti
v poslednich letech dramaticky zvysila také dostupnost antiretrovirdlni terapie (ART).
V roce 2016 bylo zjisténo, ze vice nez polovina lidi s HIV (53 %) ma pfistup k této zivot

zachranujici 1é¢bé (AVERT, 2017a).

VW

Nejbeézngjsi zplisob HIV infekce u déti je prenos viru z matky na dité¢ (MTCT, mother-to-
child transmission), a to v prubéhu téhotenstvi (5-10 % piipadl infekce), pti porodu (20-
25 %) nebo béhem kojeni (10-15 %) (Cavarelli a Scarlatti 2011, HIV.gov 2017, Panel on
Treatment of Pregnant Women with HIV Infection and Prevention of Perinatal
Transmission 2017). Taktéz v oblasti prevence MTCT (PMTCT) doslo v poslednich
letech k signifikantnimu progresu. Pro rok 2016 plati, ze vice nez tfem ctvrtinam HIV
infikovanych Zen (76 %) je umoZnéna terapie, ktera zabranuje transmisi HIV na dit&, coz
je oproti 47 % v roce 2010 cca o ¢tvrtinu vice (AVERT, 2017a). Spole¢né s ostatnimi
intervencemi snizuje antiretroviralni terapie uZzivana béhem tchotenstvi az 45% riziko

infekce ditéte na neuvétitelnych 1-2 % (Cavarelli a Scarlatti, 2011).

Tenofovir (TFV) patii do skupiny nukleotidovych inhibitorGi reverzni transkriptazy
(NtRTIs) a hraje velmi vyznamnou roli v kombinované antiretroviralni terapii (CART).

Mimo to vykazuje t¢innost také viici viru hepatitidy B (HBV) a je spole¢né s entekavirem
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lékem volby chronické HBV infekce (Duarte-Rojo a Heathcote 2010, Marcellin et al.
2013). Pro zlepSeni farmakokinetickych vlastnosti je TFV podavan ve form¢ disoproxil
fumaratu jako prolécivo. I pies fakt, Ze je v ramci klasifika¢niho systému 1é¢iv vhodného
pro zhodnoceni rizika uzivani medikace v té¢hotenstvi zafazen do kategorie B, WHO
doporucuje tenofovir disoproxil fumarat (TDF) v recentnich guidelinech pro pouziti
v profylaxi MTCT (World Health Organization, 2010) a jeho pouziti v t¢hotenstvi stale
narasta (Baroncelli et al., 2009).

Infekce HIV u téhotnych zen vytvaii pomérné specifickou situaci, ve které jsou cilem
farmakoterapie jak matka, tak plod. Klicovou roli ma placenta, doasny orgén, jenz kromé
mnoha dalSich funkci reguluje vyménu zivin, odpadnich produktl, ale téz xenobiotik
mezi matkou a plodem (Staud et al., 2012). VétSina klinicky pouzivanych 1é¢iv se tadi
mezi molekuly rozpustné v tucich, jejich placentarni transport je tedy uskuteciiovan
prostou pasivni difuzi. Do pienosu 1éCiv pres placentu se vsak zapojuji i transportéry
umoznujici uptake ¢i eflux xenobiotik. Tyto proteiny patii do rodin ABC a SLC
transportérii. Nejlépe popsané placentarni transportéry jsou P-glykoprotein a BCRP
(breast cancer resistance protein) z rodiny ABC efluxnich transportéri. Rodina SLC
transportért,, do které se zarazuji i nukleosidové transportéry dulezité v kontextu
s predkladanou diplomovou praci, je zatim probadana méné. Pochopeni role
placentdrnich transportérii, jejich exprese v trofoblastu a uvazeni moznosti 1ékovych
interakci na téchto proteinech je esencidlni z hlediska optimalizace farmakoterapie

té¢hotnych Zen (Staud et al., 2012).
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Virus HIV

3.1.1 Charakteristika

HIV (Human Immunodeficiency Virus, téz virus lidské imunodeficience) patii do celedi
Retroviridae, podceledi Orthoretrovirinae, rodu Lentivirus. Na zéaklad¢ genetickych
charakteristik a rozdilti mezi antigeny virt se HIV klasifikuje jako HIV-1 (celosvétove
rozsifeny, prenos probiha snadnéji a progrese je horsi) a HIV-2 (zejména zadpadni Afrika,
prenos je komplikovangjsi a progrese pomalejsi). Typ 1 mé pivod ve stiedni Africe, kde
se vyskytoval prevazné mezi Simpanzi, zatimco typ 2 se objevil v zdpadni Africe u
zivocicha zvaného mangabej koutovy (Seitz, 2016). U obou druhli Zivocichil se vSak
neobjevil ptimo HIV, ale tzv. SIV (Simian Immunodeficiency Virus), jenZ je viru HIV
velmi blizky. Védci predpokladaji, ze lidé se pii lovu téchto zivocichti nakazili virem SIV
stykem s infikovanou krvi, pficemz virus v nich poté zmutoval do podoby HIV (Center

for Disease Control and Prevention, 2017).

HIV Uto¢i na imunitni systém lidského téla. Hlavnim cilem jsou CD4 buiky (CD4 T-
lymfocyty), které pomahaji koordinovat imunitni odpovéd’ tak, Ze stimuluji ostatni bunky
imunitniho systému. Cilové CD4 buiiky maji na svém povrchu molekulu CD4, jenz je
stéZejni pro vstup viru do buniky. Tuto molekulu maji na sobé i napt. mononukledrni
fagocyty ¢i dendritické bunky, jsou tedy taktéZz cilovou strukturou HIV (Center for
Disease Control and Prevention 2017, Mariani et al. 2010).

Jestlize ¢lovék nakaZeny HIV neodhali tuto skutecnost v€as a nezahaji lécbu, HIV
postupné snizuje poCet CD4 bunék v téle a pacient je tak nachylng;si viici jinym infekcim
¢1 nékterym typim rakovin. Postupem casu trpi nemocny ¢im dal vic oportunnimi
infekcemi, které se vyskytuji zejména u lidi s velice slabou funkci imunitniho systému.
Toto signalizuje, ze pacient dosdhl posledniho stddia HIV infekce — AIDS (Acquired
Immunodeficiency Syndrome, té¢Z syndrom ziskané imunodeficience) (Center for Disease

Control and Prevention, 2017).
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3.1.2 Struktura a replikacni cyklus

Na povrchu zralého virionu je lipidova dvojvrstva. Jeji soucasti je transmembranovy
glykoprotein gp 41, ptes ktery se napojuje dalsi glykoprotein (gp 120), jenz je exponovan
na povrchu virionu. Lipidovd dvojvrstva téZ obsahuje nckteré proteiny z membrany
hostitelské buriky, jako jsou napi. HLA molekuly (human leukocyte antigens). Smérem
dovnitf se dale nachazi matrix (p17) a nasledné kapsid konického tvaru (p24). Kapsid
vytvaii ochrannou strukturu pro genom viru. Ten se sklad4 ze dvou identickych molekul
jednovldknové RNA, jadro obsahuje téz tii klicové enzymy — protedza, reverzni

transkriptdza a integraza (obrazek 1) (Rubbert et al. 2011, Turner a Summers 1999).

lipidova dvojvrstva

ep 120

nukfeukaps:# L"’, cpdl

RNA
matrix (pl7)
|

N

integraza

reverzni

transkriptaza

kapsid (p24)

proteaza

Obrazek 1. Struktura virionu. Reverzni transkriptaza je enzym, ktery zajistuje prepis
virové RNA do DNA. Integrdza zase umoznuje zaclenéni virové DNA do DNA bunky
hostitelského organismu. Poslednim klicovym enzymem je protedza, coz je enzym Stepici
prekurzorové polyproteiny na funkcni virové polypeptidy. Gp 120 je glykoprotein, ktery
se nachdazi na povrchu virionu a umoznuje tak navazani virionu na receptor CD4 cilovych
bunek. Jiny glykoprotein, gp 41, je primo ukotven v lipidové dvojvrstvé a zodpovida za
fuzi obalu virionu s membranou hostitelské bunky (Turner a Summers, 1999). Prevzato a
upraveno z: DocCheck (2017).
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Na pocatku replika¢niho cyklu viru musi dojit k rozpoznani cilové struktury zralym
virionem. HIV ¢astice se vazou specificky na bunky, na jejichz povrchu se nachéazi
molekula CD4. Tato vazba je zprostfedkovana pomoci gp 120. Interakce probihajici mezi
CD4 a gp 120 jsou dostatecné pro navazani, nikoli pro infekci. K membranové fizi mize
dojit az po zapojeni chemokininovych koreceptori do déje — zejména CXCR4 a CCRS,
snimiz taktéz interaguje gp 120. Nastalé konformacni zmény gp 120 umozni
transmembranove lokalizovanému gp 41 zptisobit fiizi membrany virionu a hostitelské
bunky. Nasledné¢ dochazi v cytosolu k ptepisu virové RNA do DNA pomoci reverzni
transkriptdzy. DNA je poté transportovana do jadra hostitelské buiiky a integrovana do
genomu hostitelské buniky. Tato reakce je katalyzovana enzymem integraza (Turner a
Summers, 1999). Vznika previrova DNA, kterd je ptepisovana do mRNA a pielozena do
jednotlivych polyproteint. Ty poté $t€pi enzymy zvané protedzy. Postupné vznikd zraly

virion, opousti hostitelskou buiiku a je schopen napadnout nové (Wilen et al., 2012).

3.1.3 Pienos a stadia HIV

Zdravy jedinec se miiZze nakazit kontaktem s t€lnimi tekutinami infikované osoby. Pouze
urcité télni tekutiny mohou zplisobit ptenos infekce. Jedna se o krev, ejakulat, rektalni a
vaginalni tekutiny a téz matefské mléko. Tyto tekutiny museji pfijit do kontaktu
s mukdézni membranou (napf. v konecniku, ve vaginé, v ustech, na penisu) nebo s
poskozenymi tkané€mi, pifipadné museji byt piimo zavedeny do krevniho feciste
(nejcastéji pomoci jehly nebo stiikacky). Velmi frekventovanou piicinou nakazeni
zdravého jedince infekci HIV je nechranény pohlavni styk a sdileni jehel ¢i injek¢énich
sttikacek u drogove zéavislych (virus dokaze piezit v pouzité jehle az 42 dni v zévislosti
na teploté a ostatnich faktorech). Méné Casto dochazi k pfenosu z matky na dit€¢ béhem
téhotenstvi, porodu ¢i v prubehu kojeni (HIV.gov, 2017). Pfenos z matky na dité, tzv.
MTCT (mother-to-child transmission), je nejbézné&jsi cestou HIV infekce u déti (Panel on
Treatment of Pregnant Women with HIV Infection and Prevention of Perinatal

Transmission, 2017).
Pacienti infikovani HIV, ktefi nepodstupuji 1é€bu, typicky prochézi tremi stadii infekce:

1) Akutni HIV infekce (primarni infekce) — nastup 2-4 tydny po nakazeni, mohou se
objevit pfiznaky podobné chiipce trvajici nékolik tydnid. Mezi typické symptomy
patii unava, lymfadenopatie, bolesti hlavy, vyrdzka, bolesti kloubt, anorexie, nauzea,

zvraceni a prijem. Pacienti maji v této fazi obrovské mnozstvi viru v krvi a jsou velmi
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infek¢ni. Bohuzel Casto nevédi, Ze u nich k infekci doslo, nemuseji totiz pocitovat
zadné ptiznaky. Tato faze je ohrani¢ena momentem infekce a momentem indukce
detekovatelnych protilatek.

2) Chronicka latentni infekce (asymptomatické stadium) — velmi individudlni
pribéh. Jednd se fadove o jednotky az desitky let, median se pohybuje zhruba okolo
10 let. Nejprve dochazi k urcité rovnovaze mezi virovou replikaci a imunitnim
systémem. Virus je stale aktivni, nicmén¢ jeho stupen reprodukce je velmi nizky,
pacienti vétSinou nemaji zadné symptomy. Rovnovaha je vSak postupem casu
pomaleji nebo rychleji narusovéna. Na konci této faze hodnota CD4 lymfocytl
pozvolna klesa, naopak virova replikace pozvolna stoupd. V tuto chvili pacient mize
zacit pocitovat piiznaky a dochézi k piechodu do tfetiho, posledniho stadia.

3) Klinicky AIDS (kone¢né stadium) — nejvaznéjsi stupenn HIV infekce. Pocet CD4
bunék klesa pod 200 bun&k/mm? krve, coZ je jedno z kritérii diagnostiky AIDS. Tito
Cast€j$i ndkazu oportunnimi infekcemi, které jsou pro AIDS typické (napt. Kaposiho
sarkom, kandidézy a jina plisnova onemocnéni, tuberkul6za, pneumonie vyvolana
Pneumocystis carinii, HIV encefalopatie apod.). Bézné symptomy potom zahrnuji
zimnici, horecku, poceni, oteklé¢ lymfatické uzliny, slabost a hubnuti. Bez 1é¢by je
¢lovek schopen ptezit zhruba 3 roky (Center for Disease Control and Prevention 2017,

Salavec et al. 2011).

3.2 Terapie HIV

Antiretroviralni terapie, tzv. ART (antiretroviral therapy), je jiZ dnes doporucovana vSem
lidem, kteti jsou nakazeni virem HIV, a to bez ohledu na pocet CD4 T-lymfocytt.
Dulezitym predpokladem pro efektivni terapii je zacit tak brzo, jak je to jen mozné.
AIDS, casna HIV infekce nebo komorbidity a infekce spojené s HIV. Léky zplsobuji
redukei replikace viru, ¢imz snizuji celkové mnoZstvi viru v organismu. Pomoci terapie
nejsme schopni uplné vylécit Cloveéka s HIV, ale je mu umoznéno zit delsi a zdravé;jsi
zivot a taktéz je snizeno riziko ptrenosu HIV (AIDSinfo, 2018). Pocet lidi majicich ptistup
k ART v poslednich letech rapidné stoupa ve vSech castech svéta (WHO; UNICEF;

UNAIDS, 2013). Nalezeni, zavedeni a nasledna inovace 1éCiv, které efektivné ptisobi
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proti viru HIV, zménilo vnimani AIDS jakoZto rychle progredujici choroby s fatalnimi

nasledky na chronické a pomérné zvladnutelné onemocnéni (Maartens et al., 2014).

3.2.1 Kombinovana antiretroviralni terapie

Monoterapie jakymkoli antiretroviralnim lé¢ivem neni doporucena, protoze hrozi vznik
rezistence viru vici lécivu a nasledné selhdni terapie (AIDSinfo, 2017a). Zavedeni
kombinované antiretroviralni terapie, tedy cART (combined antiretroviral therapy),
vroce 1996 vedlo k zahdjeni nové éry pro pacienty s HIV infekci. cART zvySuje
mnozstvi CD4 bun¢k, snizuje hladiny HIV RNA v plazm¢ a prodluzuje dobu pieziti
pacienta (M, 2010). V soucasné dobé¢ se pouzivaji 1éCiva z celkem Sesti hlavnich
farmakologickych skupin: nukleosidové a nukleotidové inhibitory reverzni transkriptazy
(N(t)RTIs), ne-nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NNRTIs), inhibitory
integrazy (INSTIs), inhibitory prote4zy (PIs), inhibitory vstupu HIV do buniky (CRIs) a
inhibitory fize membran (FIs). Kazda z téchto Sesti tfid cili na jinou fazi zivotniho cyklu
HIV. cART zahrnuje pouziti tii antiretrovirotik z alespont dvou riznych vyse popsanych
skupin (Alam et al., 2016). Na trhu je dnes dostupnych vice nez 25 riznych

antiretroviralnich 1é¢iv (Maartens et al., 2014).

e NUKLEOSIDOVE A NUKLEOTIDOVE INHIBITORY REVERZNI
TRANSKRIPTAZY (N(t)RTIs)

Historicky prvni skupina antiretroviralnich 1é€iv, ktera se dostala do klinické praxe. Jedna
se o dideoxynukleosidy a mizeme je povazovat za strukturni analoga pfirozenych
substrati enzymu reverzni transkriptazy (RT = reverse transcriptase, t¢Z HIV-1 DNA
polymerdza). Stejn¢ jako ptirozené substraty podléhaji v hostitelské burice fosforylaci
(proto jsou n¢kdy oznacovany jako proléciva). V této formé¢ kompetitivné inhibuji RT,
pficemz dochézi k zakomponovani téchto nefunkénich analogti do vznikajici DNA. To
vede k ukonceni jeji syntézy. Obecné vykazuji N(t)RTIs vyssi specifitu viici HIV-1 RT
v porovnani s ostatnimi DNA polymerazami pfitomnymi v sav¢ich bunikach. Aktivni jsou
taktéZ viici RT jinych retrovirQ, napt. HIV-2, SIV a dalsi (Broder 2010, de Béthune 2010).
Patti sem zidovudin (ZDV), stavudin (d4T), lamivudin (3TC), didanosin (ddl),
emtricitabin (FTC), abakavir (ABC) a tenofovir (TFV). Posledni zminény se podava ve
formé¢ perordlnich proléciv disoproxil fumaratu (TDF), pfipadné alafenamidu (TAF)

(Brunton et al. 2011).
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e NE-NUKLEOSIDOVE INHIBITORY REVERZNI TRANSKRIPTAZY
(NNRTIs)

Inhibuji RT navézanim se na urcité misto enzymu, coz vede k jeho konformaénim
zménam, které negativné ovliviiuji katalytickou aktivitu enzymu. Na rozdil od N(t)RTIs
nevyzaduji intracelularni fosforylaci, nejsou vsSak aktivni vici ostatnim retrovirtim.
Zastupci jsou efavirenz (EFZ), nevirapin (NVP), delavirdin (DLV), etravirdin (ETV) a
rilpivirin (RPV) (de Béthune 2010, Sluis-Cremer a Tachedjian 2008, Brunton et al. 2011).

e INHIBITORY INTEGRAZY (INSTIs)

Zabranuji enzymu zakomponovat virovou DNA do DNA hostitelské bunky. Raltegravir
(RAL), elvitegravir (EVG) a dolutegravir (DTG) se fadi do této skupiny antiretroviralnich
1é¢iv (Brunton et al., 2011).

e INHIBITORY PROTEAZY (PIs)

Vyvolavaji inhibici HIV protedzy, kterd je klicovd pro proteolytické zpracovani
prekurzora virovych proteinti na zral¢ virové proteiny. Jejich pisobeni je zalozeno na
»peptidomimetickém® principu — ve své struktufe maji hydroxyethylenovou slozku
pfipominajici peptidovou vazbu. HIV protedza vSak neni schopna tuto slozku Stépit.
Radime sem saquinavir (SQV), indinavir (IDV), ritonavir (RTV), nelfinavir (NFV),
amprenavir (APV), fosamprenavir (f-APV), lopinavir (LPV), atazanavir (ATZ),
tipranavir (TPV) a darunavir (DRV) (De Clercq 2009, Lv et al. 2015).

e INHIBITORY VSTUPU HIV DO BUNKY (CRIs)

Téz CRIs (co-receptor inhibitors) neboli koreceptorové inhibitory. Interaguji s CCRS
nebo CXCR4 receptory, nachazejicich se na povrchu hostitelskych bunék a jez jsou
nezbytné pro vstup viru do buiiky. Zatim jedinym zastupcem této skupiny je maraviroc
(MVC), ktery je antagonistou CCRS5 (De Clercq, 2009). Existuji vSak nova slibna 1é€iva,
ktera jsou v soucasné dobé¢ soucasti klinickych hodnoceni. Je to fostemsavir a
monoklondlni protilatka ibalizumab (III. f4ze) a cenicriviroc a monoklonalni protilatka

pro-140 (II. faze) (Badowski et al., 2016).
e INHIBITORY FUZE MEMBRAN (FIs)

Patii sem pouze jediny zastupce — enfuvirtid (T-20). Tento polypeptid blokuje spojeni

viru s vn¢j$i membranou hostitelské bunky navazanim se na gp41 (De Clercq, 2009).
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Standardni cART vyuziva kombinaci dvou 1é¢iv ze skupiny N(t)RTIs (emtricitabin nebo
lamivudin spolecné s abakavirem, tenofovirem nebo zidovudinem) s lé¢ivem ze skupiny
NNRTIs, PIs nebo INSTIs. Tento terapeuticky rezim se nazyva vysoce ucinna
antiretroviralni terapie (HAART). V pfipad¢, ze je v HAART zakomponovéan jeden z Pls,
se Casto pridava také tzv. booster (nejfrekventovanéji cobicistat nebo ritonavir), ktery
zlepsuje farmakokineticky profil pouzitych Pls. Existuje v§ak mnoho riiznych rezimi
1éCby, jejichz vybér zavisi na individualité pacienta (AIDSinfo 2017b, Alam et al. 2016,
Maartens et al. 2014).

Volba spravné kombinace 1€¢iv bohuzel nezarucuje Uspésnost terapie. Pouzivané 1éky
maji obvykle mnoho nezadoucich ucinki, coz vede k non-adherenci pacienta, ktera je
v terapii klicova. Podavani vice 1é¢iv najednou také zvySuje riziko 1ékovych interakci.
Problémem muiZe byt i uzivani 1é€iva v sub-optimalni koncentraci. Vysledkem byva Casto

rezistence viru vici 1€cbeé (Alam et al., 2016).

3.2.2 Preventivni opatieni pienosu HIV

ART je také mozno povazovat za nastroj prevence, slouzici k zabranéni pfenosu viru na
zdravého Cloveka. Tato oblast se soustfedi zejména na prevenci pfenosu HIV z matky na

dité, ale téz na prevenci pfed nebo po vystaveni se mozné HIV nakaze (Hammer, 2011).
e PREVENCE PRED VYSTAVENIM SE HIV

PrEP (pre-exposure prophylaxis) je doporu¢ovana WHO jako ptidatnd ochrana osobdm
se znacnym rizikem nédkazy, soucasné s pouzivanim kondomu pii pohlavnim styku.
Léciva mohou byt podavana ordln¢ (tenofovir + emtricitabin) nebo topicky ve formé

vaginalniho gelu s obsahem tenofoviru (WHO, 2017b).
e PREVENCE PO VYSTAVENI SE MOZNE HIV NAKAZE

PEP (post-exposure prophylaxis) je dillezitd zejména pro pracovniky ve zdravotnictvi,
ktefi se mohou infikovat virem pfi manipulaci s infekénim materidlem (napf. poranéni
jehlou). Mozné je 1 vyuziti této prevence po nechranéném pohlavnim styku. Zahrnuje 28-
denni podavani ART, zacit je nutno nejlépe do 72 hod od potencidlniho pfenosu HIV.
Pokud je toto dodrZeno, riziko ndkazy se muize snizit az o 80 % (Parkin et al. 2000, WHO
2014).
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e PREVENCE PRENOSU HIV Z MATKY NA DITE

Oznacovéna zkratkou PMTCT (prevention of mother-to-child transmission). Pfenos se
uskuteciiuje béhem tchotenstvi, porodu nebo pii kojeni. Bez preventivnich opatieni
dochazi k infekci ditéte v 15-45 % ptipadi. Intervence zahrnuji podavani ART matce a
kratkodobé také ditéti. Dfive se vyuZzivala zejména monoterapie zidovudinem, piipadné
kombinace zidovudin + lamivudin. Dnes je moznosti o néco vice. Podobné jako u
dospélych, adolescentii a déti je taktéz u téhotnych Zen doporucovana kombinovana
terapie nejméné ttemi 1€Civy. Jejich vybér je silné individualni zalezitost. Faktory, které
mohou pomoci pti rozhodovani, jsou napt. vyskyt komorbidit, rezistence viici konkrétnim
antiretrovirotikiim apod. Pokud je t¢hotna Zena 1éCena pomoci ART poprvé, rezimy
zahrnuji 2 1é¢iva ze skupiny N(t)RTIs v kombinaci s 1é¢ivem ze skupiny PIs nebo INSTIs.
Preferované kombinace N(t)RTIs jsou abakavir + lamivudin nebo TDF + emtricitabin
(ptipadné lamivudin), preferenc¢ni PIs jsou atazanavir ¢i darunavir, vzdy v kombinaci
s ritonavirem jakoZto boosterem. V piipadé INSTIs je preferencni raltegravir. Jestlize
zena jiz ART podstupuje, doporucuje se pti ot€hotnéni pokracovat v nastaveném rezimu,
vyjimkou jsou rezimy s didanosinem, stavudinem, ritonavirem (1é¢ebna davka, nikoli
booster) a elvitegravirem/cobicistatem, které disponuji vysokym rizikem toxicity.
Uspé&snost terapie dokazuje fakt, Ze ve vyspélych zemich doslo ke sniZeni rizika pienosu
HIV pod 2 %. Dle doporu¢eni WHO by mély nasadit ART vsechny t€hotné a kojici zeny,
a to nezavisle na klinickém stadiu onemocnéni nebo poctu CD4 bunék (J. a V. 2009, Panel
on Treatment of Pregnant Women with HIV Infection and Prevention of Perinatal

Transmission 2017, Warszawski et al. 2008, WHO 2017a).

3.2.3 Tenofovir disoproxil fumarat (TDF)

TDF je diesterové proléCivo tenofoviru (TFV), patfici do skupiny nukleotidovych
inhibitorit RT (obrazek 2). Jedna se o prvni nukleotidovy analog ze skupiny inhibitorti
RT (NtRTIs), ktery byl schvdlen FDA pro 1é¢bu HIV infekce. TFV, jakoZto analog
adenosin 5’monofosfatu, ma velmi nizkou oralni biodostupnost. ZlepSeni absorpcniho
profilu a také zvySeny uptake 1éCiva do bunky umoznila pravé syntéza proléciva, tedy

TDF (Gallant a Deresinski 2003, Chapman et al. 2003).

19



N R
L~ | > tenofovir
i

é,“'-f*jq tenofovir disoproxil fumarat

Obrazek 2. Vzorec TFV a jeho proléciva. Prevzato a upraveno z: Grigsby et al. (2010).

Mechanismus ucinku:

Po ordlnim podani TDF do organismu dochdzi k hydrolytickému odstépeni obou
esterovych skupin proléciva pomoci esteraz, které se nachazeji zejména ve stievnim
lumen a v plazmé. Vznikly TFV se dostava do bunék pravdépodobné endocytdzou, kde
podléha dvojité fosforylaci intraceluldrnimi kindzami za vzniku aktivni formy TFV
(TFV-DP, téz tenofovir difosfat). Aktivni metabolit poté inhibuje funkci HIV RT tim, Ze
soutézi o jeji vazebné misto s nativnim substratem deoxyadenosin 5’trifosfatem pii
zacletlovani do virové DNA. Po inkorporaci TFV-DP dojde k terminaci elongace DNA,
ponévadz mu chybi esencidlni ribézovy kruh nutny pro navazani dal§iho nukleotidu.
Vyhoda TFV jakozto nukleotidového analogu spociva v tom, Ze jiz obsahuje jednu
fosfatovou skupinu, nevyZaduje tedy inicidlni fosforylacni reakci, kterd je Casto
limitujicim faktorem pfi pouziti nukleosidovych analogii (Antoniou et al. 2003, Duwal et
al. 2012, Fung et al. 2002, Chapman et al. 2003, Kearney et al. 2004). Je pouze slabym
inhibitorem lidskych DNA polymeraz (Tourret et al., 2013).

Farmakokinetické parametry:

Oralni biodostupnost TDF pfti podani 300 mg davky (doporucena denni davka) na lacno
dosahuje 25 %. Potrava s vysokym obsahem tuku zvySuje biodostupnost az na 40 %,

proto je doporucovano uzivani TDF s tuénym jidlem. Co se distribuce tyce, vazba na
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proteiny neni pfili§ vysoka. V plazm¢ dosahuje hodnot 0,7 % a méné, u proteint séra je
horni hranice 7,2 %. Hlavni eliminacni cesta vede ptes ledviny, pfiCemz 80 % tvofi
glomerularni filtrace a 20 % aktivni tubularni sekrece v proximélnim tubulu. Pravé
z divodu renalni eliminace by nemél byt TDF podavén pacientim s hodnotami clearance
kreatininu niz§imi nez 60 ml/minutu. Elimina¢ni plazmaticky polocas je 17 hodin,
intracelularni polocas se pohybuje v rozmezi 10 — 50 hodin (proliferujici buiky 11 hodin,
klidové bunky 49 hodin) (Antoniou et al. 2003, Battaglia et al. 2016, Gallant a Deresinski
2003, Chapman et al. 2003).

Nezadouci ucinky:

TDF je vSeobecn¢ dobie tolerovanym lécivem. NejcastéjSimi nezddoucimi U¢inky jsou
asténie (télesna slabost), bolest hlavy, prijem, flatulence, zvraceni, nauzea a bolesti
bticha (Chapman et al. 2003, Kearney et al. 2004). Dlouhodobé¢ uzivani N(t)RTIs obecné
je spojeno s ptiznaky poskozeni mitochondrii — myopatie, periferni neuropatie, steatdza
jater, lipodystrofie ¢i laktatova acidéza. Rozsah poskozeni je vSak zdvisly na mife
inhibice DNA polymerazy v, tedy enzymu, ktery se nachazi v mitochondrii a jenz je
zodpovédny za replikaci mitochondrialni DNA. Potencial TFV indukovat poSkozeni
mitochondrii je v porovnani s ostatnimi latkami ze skupiny N(t)RTIs nizky (Birkus et al.
2002, Cihlar et al. 2002, Fung et al. 2002). Ackoli nebyla prokazana cytotoxicka aktivita
TFV v epitelidlnich bunkdch proximdlniho tubulu ledvin, nefrotoxicita zahrnujici
zejména selhdni ledvin a Fanconiho syndrom se u pacientli 1é¢enych TFV ptesto objevila.
Incidence tohoto nezadouciho ucinku je pomérné vzacna (mén€ nez 5 %), nicméné je
doporu¢ovano pravidelné monitorovani pacienta (Fung et al. 2002, Lify et al. 2016).
V probéhlych studiich se potvrdilo statisticky signifikantni zhorSeni rendlnich funkci
spojené s uzivanim TDF, klinicky dopad problému nefrotoxicity vSak zistava relativné
nizky. Vzhledem k nejasnostem tykajicich se vlivu TFV na rendlni funkce jsou tfeba
dalsi, zejména dlouhodobé studie. Jiz se vSak vi, ze riziko nefrotoxicity zvySuje uzivani
dalSich nefrotoxickych 1é¢iv, souCasna diabeticka nefropatie, arterialni hypertenze, vék
nad 50 let a jaterni cirhdza (Battaglia et al. 2016, Cooper et al. 2010, Nelson et al. 2007).
V toxikologickych studiich bylo zjisténo, Ze velmi vysoké davky TDF zplsobuji sniZzeni
kostni denzity, coZ mtze byt teoreticky disledek navozené rendlni dysfunkce (Gallant a
Deresinski 2003, Grigsby et al. 2010). Co se rizika v t&hotenstvi ty&e, Utad pro kontrolu

potravin a l1é¢iv (FDA) zatadil TDF do kategorie B — piedpoklada se bezpec¢nost uzivani
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na zaklad¢ studii se zvifaty, nicméné studie s t€hotnymi Zenami dostupné nejsou (Gallant

a Deresinski, 2003).
Interakce:

TFV neni substratem, induktorem ani inhibitorem enzymového systému cytochrom P450
(CYP 450), pouze u CYP1A2 byla pozorovana 6% redukce metabolismu. Z tohoto
diavodu je potencial farmakokinetickych interakei mezi TFV a l1éCivy metabolizovanymi
timto cytochromem nizky. Klinické signifikance bylo dosazeno jen pii souCasném
podavani TDF s didanosinem (AUC didanosinu zvySeno o 44-60 %), ptipadné
s atazanavirem (AUC atazanaviru snizeno o 25 %), coz vedlo k nutnosti Gpravy davek.
Léciva snizujici rendlni aktivitu nebo 1é¢iva vyznamné vylucovana ledvinami mohou pii
souCasném uzivani TDF v dtsledku jeho hlavni eliminacni cesty vést ke zvySenym
plazmatickym koncentracim, at’ uz TDF ¢i spolu podavanych 1é¢iv (Gallant a Deresinski

2003, Chapman et al. 2003, Kearney et al. 2004).
Indikace, pouZiti:

FDA povolila TDF pro uzivani u déti od 2 let a starSich HIV-infikovanych pacientt.
Svétova zdravotnickd organizace (WHO) jej doporucuje jako léCivo prvni volby ze
skupiny N(t)RTIs pro dospélé a déti starsi 10 let. Doporu¢eni WHO podavat TDF
pacientiim starsich 10 let vychazi ¢astecné z mozného nezddouciho ucinku na vyvijejici
se kosti. Vyhodami TDF jsou jednoduché davkovani (300 mg denné v jedné davce), malo
nezadoucich G¢inkl a ucinnost nejen vaci HIV-1, ale také proti hepatitid€ typu B. Fixni
kombinace TDF s ostatnimi antiretrovirotiky v jedné tableté jsou dnes Siroce dostupné
zejména pro dospélé a adolescenty (Aurpibul a Puthanakit, 2015). TDF se pouziva
spolecné s ostatnimi antiretrovirotiky pro 1écbu HIV, ale schvélen je téZ pro 1écbu
chronickych HBV (virus hepatitidy B) infekci u pacienti 12 let a vice (Marcellin et al.,
2013). Proto je vhodné jeho podavéani pacientim, kteti trpi HIV a zarovenn i HBV
(Antoniou et al., 2003). Off label pouziti zahrnuje vSechny tfi preventivni rezimy ART —

vvvvvv

(Drugs.com 2018, Gallant a Deresinski 2003, Krakower et al. 2012).
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3.3 Nukleosidové transportéry

3.3.1 Funkce

Nukleosidové transportéry (NTs) jsou pfitomny ve vétsiné bunck lidského téla a
zprostiedkovavaji transmembranovy pienos purinovych a pyrimidinovych nukleosidd,
které jsou dilezité pro biosyntézu nukleotidi a nukleovych kyselin. Nejdetailnéji je
popséana role NTs v regulaci fyziologickych ucinkli adenosinu jako je neurotransmise,
vaskulérni tonus ¢i jeho vyznamny vliv na kardiovaskularni aktivitu (Baldwin et al. 1999,
Cass et al. 1999, Jennings et al. 2001). Na zakladé mechanismu transportu se NTs
rozdéluji do dvou skupin; a to ENTs (ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry) a CNTs
(koncentra¢ni nukleosidové transportéry). ENT je membranovy protein, ktery realizuje
membranovy transport hydrofilnich molekul nukleosidi mechanismem usnadnéné
difuze, pficemz smér diftize je urCovan smérem koncentra¢niho gradientu téchto
nukleosidii. CNT naopak umoziiuje transport nukleosidl proti jejich koncentraénimu
gradientu a vyuziva k tomu elektrochemicky gradient sodnych kationtii. Skupiny se
vyznamné li§i téz citlivosti vii¢i inhibitoru nitrobenzylthioinosinu (NBMPR). Ten
ovliviiuje zejména ENTs, které se na zaklad¢ senzitivity viiéi NBMPR mohou dale délit
na senzitivni (es, equilibrative-sensitive, ENT1) a insenzitivni (ei, equilibrative-
insensitive, ENT2) transportéry. Senzitivni typy transportérii jsou inhibovany NBMPR,
vazou tento inhibitor s vysokou afinitou (K; <10 nM), kdeZto insenzitivni jsou inhibovany
koncentracemi > 10 uM. CNTs ve vétSin€ piipadil nejsou citlivé vii¢i tomuto inhibitoru

(obrazek 3) (Baldwin et al. 1999, Kong et al. 2004, Mani et al. 1998).
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Obrazek 3. Rozdéleni NTs. CNTs (A) miizeme nazvat jako ko-transportéry, jenz ridi
transport nukleosidii proti jejich koncentracnimu gradientu za vyuziti sodnych kationtu,
jedna se tedy o aktivni transportéry. ENTs (B, C) zprostredkovavaji pasivni transport,
usnadnuji pohyb nukleosidit ve sméru jejich koncentracniho gradientu. V zavislosti na
mire inhibice pomoci NBMPR délime ENT na insenzitivni (B) a senzitivni (C)
transportéry. Velikost symbolii oznacujicich nukleosidy (Nuc) a Na* poukazuje na rozdily
v jejich relativnich koncentracich na obou stranach bunécné membrany, kterych miize byt
transportem dosazeno (Baldwin et al. 1999, Bicket a Coe 2016). Prevzato a upraveno z:

Baldwin et al. (1999).

CNTs a ENTs umoziuji transport mnoha endogennich substratli, mezi které patii napf.
adenosin, thymidin, cytidin, guanosin, uridin, inosin ¢i hypoxantin. Existuji vSak razné
druhy téchto transportéri a s nimi spojend riznd, ackoli pomérné Casto se piekryvajici
substratova specifita. Relativné tzkou selektivitu a vysokou afinitu pro své pfirozené
substraty vykazuji CNTs. Pyrimidinové nukleosidy preferenéné piendseji CNT1 (ci?),
zatimco CNT2 (cif) jsou preferenéni pro nukleosidy purinové. CNT3 (cib) zajistuji
transport obou typil nukleosidii. ENTs, zahrnujici dobfe prozkoumané ENT1 a ENT2,
jsou typické nizkou selektivitou, pienaSeji pyrimidinové i purinové nukleosidy, oviem
s niz$i afinitou vici svym substratim. ENT2 je unikatni diky jeho vysoké schopnosti
prenaset nukleové baze, jako je napt. adenin (Damaraju et al. 2003, Lu et al. 2004, Mani
et al. 1998). V riizné mife pfendseji i analoga endogennich substrati (Errasti-Murugarren

a Pastor-Anglada, 2010).
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Léciva s antineoplastickym ¢i  antivirotickym G¢inkem maji casto strukturu
nukleosidovych analogt. Cil jejich pasobeni je lokalizovan intracelularné, transport pies
plazmatickou membranu tak vytvaii podminku farmakologického ucinku, coz mize byt
vzhledem k jejich hydrofilit¢ problém. Existuje mnoho dikazl, ze pravé NTs hraji
vyznamnou roli v intracelularni distribuci nukleosidii a nukleosidovych analogii 1éCiv

(Pastor-Anglada a Pérez-Torras, 2015).

3.3.2 Obecna tkanova distribuce NTs

Sav¢i bunky exprimuji vice nez pouze jeden typ NTs. Velice Casto se v ramci urcitého
typu buniky jedna o kombinaci zastupct z obou hlavnich skupin — CNT a ENT. Davod
této ko-exprese je v mnoha piipadech zatim stidle neznamy. Vyzkum urcitych
epitelidlnich bunék, a to konkrétné bunék intestinalniho traktu a ledvinovych tubuli, vSak
umoznil krok vpied k pochopeni ucelu asymetrického zastoupeni CNT a ENT na apikalni
1 bazolaterdlni membrang. Specifické rozlozeni NTs v téchto tkanich umoziuje
vektoridlni tok nukleosidii pies epitelidlni bariéry z lumen do intersticidlniho prostoru.
Da se proto fici, ze rozmisténi NTs hraje klicovou roli v absorpénich a reabsorpénich
procesech, realizovanych ve vySe zminénych tkdnich. CNTs jsou umistény na apikalni
membrané polarizovanych epitelidlnich bun€¢k. U druhého typu transportérti se zda byt
membranu, zatimco ENTI1 je moZno sledovat na obou stranidch (Molina-Arcas et al.,
2009). Jiny piipad tvoii epitelialni tkan lidské placenty — syncytiotrofoblast. Errasti-
murugarren et al. (2011) zjistili, ze v lidské placenté je detekovatelnd mRNA gent
kodujicich CNT1, CNT2, CNT3, ENTI1 a ENT2. Existuje hypotéza, Ze na apikalni stran¢,
jenz je v kontaktu s materndlni cirkulaci, se nachdzi CNT1, ENT1 a ENT2, pfi¢emz
transportéry CNT1 a ENT2 prokazaly svou funkci také na strané¢ bazolateralni, ktera je
v kontaktu s cirkulaci fetalni. Tento pfipad pomérné unikatni distribuce CNTs vzbudil
domnénku, Ze apikalni a soucasné bazolateralni umisténi CNT1 je klicové pro zasobovani
placenty pyrimidinovymi nukleosidy jak z maternalni, tak z fetilni cirkulace, a tedy

nezbytné pro placentarni rist.

Vzhledem k Siroké distribuci NTs muizeme pifedpokladat klicovou roli téchto
membranovych proteini v regulaci nukleosidové homeostaze celého téla a
pravdépodobné 1 ve farmakokinetice 1é¢iv odvozenych od nukleosidd, zahrnujicich

antineoplastika ¢i antiretrovirotika. Distribuce NTs spole¢né s jejich specifickou
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tkanovou regulaci mize mit ztohoto divodu vyrazny vliv v oblasti farmakologie

(Molina-Arcas et al., 2009).

3.3.3 Ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry

ENTs jsou v organismu kodovany genem SLC29A. Jak jiz bylo zminéno vyse, jedna se o
proteiny, které umoziuji pasivni transport substrati prostfednictvim usnadnéné diftze,
pfi¢emz pienos muze probihat obéma sméry. V soucasnosti rozeznavame Ctyfi druhy
ENTs — ENT1-4. Nejlépe prozkoumang jsou transportéry ENT1 a ENT2. Stoji za zminku,
ze tyto dvé struktury jsou cilem pro dipyridamol, dilazep nebo draflazin, 1é¢ivé latky
vyvolavajici vazodilataci (Molina-Arcas et al., 2009). ENTs jsou typické svou Sirokou
substratovou specifitou. VSechny ptenaseji adenosin, v ramci skupiny se mezi sebou lisi

ve schopnosti transportu jinych nukleosidi, pfipadné nukleobazi (Beal et al., 2004).

Struktura v§ech ENTs je tvofena 11 transmembranovymi (TM) doménami, ve kterych se
amino zakonceni (N-konec) nachdzi v cytoplazmé, zatimco karboxy zakonceni (C-konec)
je lokalizovano extracelularné (obrazek 4). Velka extracelularni smycka spojujici domény
1 a2 je mistem N-glykosylace transportéru. U hENT1 tato reakce probihéd pouze v jednom
misté, kdezto hENT2 ma N-glykosyla¢ni mista dvé (Beal et al., 2004). V ptipadé¢ hENT1
bylo potvrzeno, ze N-glykosylace je esencialni pro spravnou lokalizaci a funkci proteinu
(Bicket a Coe, 2016). hENT3 podléha N-glykosylaci taktéz ve smycce mezi doménou 1
a2, hENT4 ma glykosyla¢ni misto blizko C-konci, jejich glykosylaéni status vSak zlstava
neznamy (Beal et al., 2004).
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Obrazek 4. Predpokladand sekunddrni struktura hENTI1. TM a-helixy jsou oznaceny
cisly, misto N-glykosylace je oznaceno symbolem ,,Y*“. Oblast mezi TM doménami 3 a 6
Jje zodpovedna za senzitivitu nebo rezistenci viici NBMPR a korondrnim vazodilatanciim.
U hENT?2 umoziuji TM domény 1 a 6 transport deoxynukleosidii, zatimco 5 a 6 se podileji
na rozpoznavani nukleovych bazi (Molina-Arcas et al., 2009). Prevzato a upraveno z:

Kong et al. (2004).

Z diivodu obousmérného pisobeni mohou zprostfedkovéavat nejen uptake, ale i eflux
svych substratii. Tato skute€nost ma vyznam mimo jiné pravé tehdy, je-li substratem
terapeuticky vyuzivany analog nukleosidd. Selektivni inhibice ENTs mtize byt tak jednim
ze zpusob, jak dosdhnout vyssi G¢innosti nukleosidovych analogli, pouzivanych zejména
v protinadorové nebo antiretroviralni terapii, zvlasté u té€ch, jenZ jsou substraty CNTs

(Beal et al. 2004, Molina-Arcas et al. 2009).
e hENTI1

Lidsky ENT1 (hENT1, SLC29AT1) se skladd z celkem 456 proteini. Da se fici, ze ve
tkanich je téméf vSudyptitomny, ac¢koli jeho mnozstvi se li§i v zavislosti na typu tkan¢.
Vysoké mnoZstvi je exprimovano napft. v erytrocytech, placenté, srdci, jatrech, plicich ¢i
tlustém stfevé (Beal et al. 2004, Kong et al., 2004). Expresi hENT1 v lidském mozku
popisuje Jennings et al. (2001). S vyuzitim hENT1 polyklonélnich protilatek zjistil, ze
pritomnost tohoto transportéru je typickd zejména pro frontalni a parietalni lalok. Navic
je zde zajimava ko-exprese s adenosinovymi A receptory, kterd naznacuje diilezitou roli

hENTT1 pfi regulaci neuromodulaéni aktivity adenosinu v lidském mozku.
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Substraty tvofi rozsédhlou skupinu purinovych (adenosin, guanosin, inosin) a
pyrimidinovych (uridin, cytidin, thymidin) nukleosidu, pfi¢emz hodnota K, se pohybuje
od 50 uM (adenosin) ke 680 uM (cytidin). Uracil, jakozto pyrimidinova baze, neni
substratem hENT1. Co se nukleosidovych analogi tyCe, vyznamnymi substraty hENT1
jsou zejména analogy vyuzivané v protinddorové terapii — kladribin, gemcitabin,
fludarabin, merkaptopurin ¢i cytarabin. Nukleosidy pouZzivané v antiretroviralni terapii,
jako je napft. didanosin, zalcitabin ¢i zidovudin jsou pfenaSeny jen velmi slab¢. Tento fakt
naznacuje, ze v rozpoznani substratu hraje velmi dtlezitou roli 3’OH skupina v molekule.
Koronarni vazodilata¢ni latky (dipyridamol a dal$i) patii mezi potencialni inhibitory
hENT1 — véazou se na tento protein, avSak nejsou transportovany do bunék (Beal et al.

2004, Kong et al. 2004, Pastor-Anglada a Pérez-Torras 2015).
e hENT2

ENT2, nachazejici se v lidském organismu (hENT2, SLC29A2) je tvotfen 456 proteiny.
Sekvence aminokyselin je ze 46 % identicka se sekvenci v hENTI. Je exprimovan
v Siroké Skale tkani, zahrnujicich mozek, srdce, plice, thymus, prostatu, slinivku, placentu
1 ledviny. Nejvice se vSak nachazi v kosternim svalstvu, coz naznacuje, ze hENT2 hraje
velkou roli jako transportér kosterniho svalstva (Beal et al. 2004, Crawford et al. 1998,
Damaraju et al. 2003). V mozku je lokalizovén v jinych oblastech nez hENTI1, a to

zejména v mozecku a okoli mozkového kmene (Jennings et al., 2001).

Stejné jako hENTI1 prenasi Sirokou Skalu purinovych a pyrimidinovych nukleosidu.
Afinitu ke svym substratiim vSak vykazuje v n€kterych ptipadech az 19,3x niz8i. Vyjimku
tvofi inosin, u kterého se afinita uvadi 4x vys§i. Schopnost transportovat i purinové a
pyrimidinové nukleobaze vyznamné odliSuje hENT2 od ptedchozi skupiny transportér.
Hodnota K pro baze se pohybuje v rozmezi 0,7-2,6 mM. Rozdiln4 je téZ lepsi schopnost
prenaset dideoxynukleosidy zidovudin, zalcitabin i didanosin, diky které se stivda hENT2
dilezitym transportérem pro celularni uptake té€chto klinicky vyznamnych 1éciv
uzivanych v ART. Jako dal§i substrat hENT2 byl prokdzan 1 gemcitabin. Vzhledem
k t€émto skuteCnostem lze obecné fict, Ze hENT2 je ohledné rekognice substratu ve

srovnani s hRENT1 vice promiskuitni (Beal et al. 2004, Kong et al. 2004).
e hENT3 a hENT4
Tteti ¢len skupiny ENTs, hENT3 (SLC29A3), je tvoien 475 proteiny. Velmi dlouha

hydrofilni N-terminalni oblast pted TM doménou 1 jej odlisSuje od ptedchozich dvou
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zastupcti. Je Siroce exprimovan v raznych lidskych tkanich, zejména je vSak zastoupen
v placenté (Beal et al., 2004). Jedna se o pH-dependentni intracelularni transportér.
Optimalni hodnota pH 5,5 je pravdépodobné odrazem umisténi proteinu v kyselém
intracelularnim kompartmentu. Vykazuje Sirokou substratovou specifitu, umoznuje i
transport nukleové béaze adeninu. Je relativné insenzitivni vici klasickym ENT

inhibitorim (NBMPR, dilazep nebo dipyridamol) (Molina-Arcas et al., 2009).

Poslednim transportérem ze skupiny ENTs je hENT4 (SL29A4), sloZzeny z 530 proteint.
Je rozsiten ve vSech lidskych tkanich (Beal et al., 2004). Co se jeho funkce tyce, pomérné
se lisi od ostatnich zastupci ENTs. Piivodné byl popsan jako monoaminovy/organicky
transportér (PMAT), ukazuje se vSak, ze ma v kyselém pH schopnost pienaset adenosin.
Klasickymi inhibitory ENTs je ovlivnén jen slabé (Molina-Arcas et al., 2009).
K pochopeni funkce hENT4 jsou tieba dalsi studie (Kong et al., 2004).

3.3.4 Koncentra¢ni nukleosidové transportéry

Gen kddujici CNTs v lidském organismu je SLC28A4. Tyto transportéry zprostiedkovavaji
aktivni jednosmérny ptenos nukleosidi a jejich analogli do builkky. Ke své funkci
vyuzivaji TM gradient sodnych kationtil, jejichZ ptitomnost je tedy pro tyto proteiny
esencialni. Existuji tfi nejzndméjsi subtypy CNTs — CNT1-3. Ve srovnani s ENTs
vykazuji obecné vyssi selektivitu vi¢i svym substratiim, ktera je spojena s vysokou
afinitou — vétsinou v rozsahu 10 — 100 uM. Spolecnym substratem pro vSechny CNTs je
uridin, v zavislosti na selektivité vii¢i ostatnim substratim se mezi sebou lisi ve svych
funkcich. Stechiometrie transloka¢niho procesu zprosttedkovaném CNTs muze ovlivnit
intracelularni koncentraci nukleosidi. Zatimco hCNT1 a hCNT2 vykazuji stechiometrii
1:1 (nukleosid:sodik), pro hCNT3 je typicka vyména jednoho nukleosidu za dva sodiky
(1:2) (Gray et al. 2004, Molina-Arcas et al. 2009).

Topologicky model hCNT proteint se skladd z 13 TM helixti s N-koncem umisténym
v cytoplazmé a C-koncem hydrofilni povahy v extraceluldarnim prostoru (obrazek 5).

Pravé C-zakonceni je mistem glykosylace transportéru (Podgorska et al., 2005).
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Obrazek 5. Predpokladand sekundarni struktura hCNTI1. TM a-helixy jsou oznaceny
cisly, misto N-glykosylace je oznaceno symbolem ,,Y*. Studie na krysich CNTI1 a CNT2
dokazuji, ze hlavnimi misty dilezitymi pro rozpoznani specifického substratu jsou TM
domény 7-8. Substratova selektivita CNTs je tedy wurcena nékolika klicovymi
aminokyselinami, lokalizovanymi na téechto doménach (Kong et al., 2004). Prevzato a

upraveno z: Kong et al. (2004).

e CNT1

Vyskyt CNT1 (SLC28A1) je typicky zejména pro epitelidlni tkang€, jako jsou ledviny,
jatra a tenké stfevo. Preferencné piendsi pyrimidinové nukleosidy, silnym substratem je
napf. thymidin. CNT1 umoznuji pfenos i nékterych nukleosidovych analogh uzivanych
v terapii HIV. Patii sem zidovudin, lamivudin a zalcitabin. PfenaSi téZ cytarabin a
gemcitabin, analoga urcena pro 1é¢bu Sirokého spektra nadori (Gray et al. 2004, Kong et

al. 2004, Molina-Arcas et al. 2009).

e CNT2

Ve srovnani s CNT1 maji CNT2 (SLC28A2) sirsi tkanovou distribuci. Mizeme je najit
kuptikladu v ledvinach, jatrech, srdci, mozku, placenté, pankreatu, kosternim svalstvu
nebo duodenu. Jsou ubikvitarné rozsifeny v buitkach imunitniho systému, exprese je vSak
velmi variabilni. Zprostfedkovavaji transport purinovych nukleosidi a také uridinu.
Uridin je povazovan za univerzalni substrat pro vSechny NTs (Damaraju et al., 2003). Na
rozdil od CNT1 neptenasi zidovudin ani zalcitabin. Mezi substraty vSak patii didanosin,

pouzivany v 16¢bé HIV, a ribavirin, uréeny pro 1é¢bu hepatitidy C. Zadna znama
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nukleosidové analoga s vyuZitim v protinddorové terapii nejsou transportovana pomoci

CNT2 (Gray et al. 2004, Kong et al. 2004, Molina-Arcas et al. 2009).
e CNT3

Nejvetsi mnozstvi CNT3 (SLC28A3) se nachazi ve slinivee, pridusnici, kostni dfeni a
mlécnych zlazach, v mensim mnozstvi je nalezneme i v dalSich tkanich. Posledni skupina
nukleosidy. Jsou dilezité zejména pro protinddorovou 1é¢bu, ponévadz umoziuji influx
mnoha cytotoxickych analogli, zahrnujicich kladribin, gemcitabin, fludarabin ¢i
zebularin. Mezi substraty mizeme zatadit t€Z zidovudin, zalcitabin a didanosin, pienos je

vSak nizsi (Gray et al., 2004).

3.4 Modely studie transplacentarniho prechodu

Pochopeni placentarniho transportu latek, se kterymi se t€hotné zeny mohou bézné setkat,
je dulezité k redukci potencialnich rizik plynoucich z vystaveni plodu témto latkam.
Jedna se napf. o medikaci matky, zdrojem Skodlivych substanci v§ak mize byt i samotny
zivotni styl (koufeni, konzumace alkoholu, produkty denni péce) nebo expozice Skodlivin
z zivotniho ¢i pracovniho prostredi. Placenta poskytuje vyznamné spojeni mezi matkou a
plodem, zajist'uje ptisun kysliku a Zivin do plodu. Plni také funkci bariéry, ktera vSak neni
absolutni. Jednd se o membranovou strukturu oddélujici matefskou a fetalni krevni
cirkulaci, umoznujici vyménu latek v obou smérech — transport z matefské do fetalni
cirkulace a naopak. Krevni cévy plodu uloZené v pupecnikové siiiife se v mistech zvanych
placentarni laloky nebo téZ kotyledony vétvi a tvofi tzv. vilovy strom, ktery je omyvan
matefskou krvi. Ve zralé placenté rozliSujeme tfi vrstvy, jeZ od sebe odd¢luji matefsky a
fetalni krevni ob&h: syncytiotrofoblast, tenka vrstva pojivové tkané a endotel fetalnich

kapilar (obrazek 6) (Poulsen et al. 2009, Sastry 1999).

Mnoho cizich latek se pfes placentu v ur¢itém rozsahu dostava a miize negativné ovlivnit
rust plodu a vyvoj jeho organti. Na dilleZitost ochrany vyvijejiciho se plodu vii¢i moZznym
nezaddoucim ucinkim cizich latek upozornila zejména 60. 1éta 20. stoleti, zndma tzv.
thalidomidovou aférou (Myren et al. 2007, Poulsen et al. 2009). Aby bylo mozné zajistit
efektivni a bezpecnou terapii matky, plodu nebo obou, je dulezité znat toxicitu uzivané

latky vici vyvijejicimu se plodu a mechanismy ovlivitujici placentarni farmakokinetiku.
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mnohojaderny syncytiotrofoblast

—— cytotrofoblast

kapilar

— fetilni pojivova thkai
maternilni povrch

obklopeny
mateiskou krvi

mezibunécéné spoje

Obrazek 6. Priiiez vétve vilového stromu. Syncytiotrofoblast je tvoren mnohojadernymi
bunkami, které vznikaji spojenim prekurzorovych jednojadernych bunék cytotrofoblastu.
Pravé tato struktura hraje vyznamnou roli v regulaci transportu zivin, eliminace
odpadnich latek plodu a ostatnich procesii spojenych s udrzovanim téhotenstvi (Poulsen

et al., 2009). Prevzato a upraveno z: Mitra Pallabi (2008).

Ze ztejmych etickych divodi a také kvili technickym omezenim neni in vivo studium
transportu 1éCiv pres lidskou placentu ve velkém méfitku mozné. Proto bylo vyvinuto
nékolik alternativnich ex vivo, in vivo/in situ a in vitro experimentalnich metod, které
napodobuji plnou funkci vrstvy syncytiotrofoblastu in vivo (Staud a Ceckova 2015,
Vihikangas a Myllynen 2006).

3.4.1 Modely ex vivo

Do této skupiny modelll patii ex vivo placentarni perfuze, téZ zvana technika perfuze
kotyledonu. Metoda poskytuje unikdtni moznost provadét cenny vyzkum na lidské
placenté bez etickych problémt vzhledem k neinvazivni povaze experimentu (Poulsen et
al., 2009). Jednd se o jediny piiklad studia transplacentarni farmakokinetiky
v organizované placentarni tkani lidského ptivodu. Obrovskou vyhodou této techniky je
mozZnost sledovat transport latek v obou smérech, tedy maternalni-fetalni 1 fetalni-
maternalni. Pfi zkoumdni funkce transportnich proteinii v placentarni bariéfe touto
metodou se vyuzivaji specifické substraty a inhibitory a provadé¢ji se na koncentracich
zavislé experimenty. Diky poporodni Zivotaschopnosti placenty, ktera je zachovéana az 48

hodin po porodu, je umoznéno nejen studium transportu 1éciv, ale téZ placentarniho
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metabolismu, produkce a uvoliovani hormoni a enzyml nebo transportu zivin a
odpadnich produkti (Myllynen et al. 2005, Staud et al. 2012). Limitace metody spociva
v nutnosti provadéni pokusu na zralé placenté z obdobi tfetiho trimestru, model tedy

nereflektuje situaci v nezralém organu (Staud a Ceckova, 2015).

Kultivace explantatl placentarni tkané nebo placentarni vilové fragmenty ptedstavuji
dalsi moznosti ex vivo studii. Hlavni vyhodou je zachovani struktury tkdn¢€, zachovan je
také vliv regulacnich faktorti uvoliiovanych extratrofoblastovymi bunikami. Studium
exprese, funkce a regulace placentarnich transportérti je navic mozné ve vsech stadiich
téhotenstvi. Nevyhodou miize byt heterogenni kompozice fragmentd, nepfitomnost
fetalni cirkulace a pomérné omezend Zivotaschopnost (Staud a Ceckova 2015, Staud et

al. 2012).

3.4.2 Modely in situ, in vivo a dalsi

Siroce vyuzivanym modelem je in situ perfuze placenty riiznych Zivo¢isnych druhd (mys,
potkan, ovce, makak). Zejména dualni perfuze potkani placenty je dobie zavedeny model,
ktery byl tispésné pouzit ke zkoumani placentarni fyziologie a farmakologie. Vyhoda této
metody spociva v zabezpefeni kompletniho fyziologického systému. Navic se nabizi
moznost podat pred experimentem téhotnym samickam latky ovlivilujici I1ékové
transportéry ¢i enzymy (induktory apod.). Problém nastava s uvédoménim si skute¢nosti,
ze placenta disponuje vice nez kterykoli jiny organ obrovskymi mezidruhovymi rozdily.
Odlisnosti v morfologii placenty a téZ v délce gestace mezi riznymi Zivo€iSnymi druhy
tvoii velkou prekazku pfi extrapolaci dat ziskanych béhem téchto experimentii na lidsky
organismus. Nevyhodou je také stejné jako u vySe zminéné ex vivo perfuze lidské
placenty technicka naro¢nost metody (Poulsen et al. 2009, Staud et al. 2006, Staud a
Ceckova 2015, Vihdkangas a Myllynen 2006).

Velmi hodnotnym in vivo modelem je tzv. knock-outovana myS. Tato myS postrada
zkoumany transportér bud’ z diivodu piirozené deficience nebo diky cilenému knock-outu
genu/U kodujicich tento transportér. Sparovani samicky a samecka o urcitém genotypu
pak vede ke vzniku tii riznych genotypll. Role placentarniho transportéru potom miize
byt vyhodnocena porovnanim miry penetrace léciva pies placentu v souvislosti
s nulovou, stfedni nebo vysokou expresi transportéru (Staud et al., 2012). Up-regulace

ostatnich transportért, ktera se mize u téchto mysi objevit, byva pti¢inou ovlivnéni
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vysledkd, coz se spolecné s mezidruhovymi rozdily povazuje za nevyhodu metody (Staud

a Ceckova, 2015).

Za zminku stoji t€Z metoda méteni koncentrace latky v krvi matky a plodu a urceni
poméru téchto koncentraci, coz umoziuje kvantifikaci rovnovazné (steady-state)
koncentrace 1é¢iva podaného matce a odhad expozice plodu této latce in vivo. Vyuziti této
metody je mozné jen pro steady-state podminky, vzorky se navic odebiraji pouze pti
porodu, ziskani hodnot je tedy omezeno pouze pro pln¢ zralou placentu. Role
placentarnich transportért a informace ohledn¢ kinetiky ptechodu ziistavaji neobjasnény.
Mozna je také urcitd zvifeci modifikace této metody, pfi které se prostiednictvim infuze
podava t€hotnym samickam 1é¢ivo, k nevyhodam se vSak pfidava obtizna extrapolace dat
na ¢loveéka z divodu mezidruhovych rozdila (Staud a Ceckova, 2015). V soucasnosti se

rozviji moderni in silico modely (Panitchob et al., 2015).

3.4.3 Modely in vitro

V pribéhu poslednich dekad bylo vyvinuto pro studii placentarniho pfenosu hned nékolik
in vitro metod. Ve srovnani s pfedchozimi modely jsou nejjednodussi na provedeni,
pomérné levné, reprodukovatelné a material je relativné lehce dostupny (Myllynen et al.,
2005). Jak jiz bylo zminéno vyse, nejdulezitéjsi typ bunck pro placentarni transport
predstavuji trofoblasty, diferencujici se v syncytiotrofoblast. Jednim z in vitro modela
jsou pravé lidské primarni trofoblastové buiiky umoziujici studium exprese a genové
regulace riiznych transportérii ve vSech stadiich t€hotenstvi. Jedna se vSak o velmi tézko
kultivovatelny materidl z divodu nizké zivotaschopnosti bunék, problémem je téz
kontaminace jinymi bunécnymi typy. Primarni trofoblasty navic nedisponuji schopnosti
ristu v konfluentni monovrstv€, coZz znemoZiuje provedeni transportnich studii na

semipermeabilnich membranach (Staud a Ceckova 2015, Vidhdkangas a Myllynen 2006).

Lepsi alternativu predstavuji tzv. nesmrtelné bun&cné linie placentarniho piivodu. Obecné
existuji celkem tf1 hlavni typy bunécnych linii odvozenych z lidské placenty, které se lisi
zpusobem vzniku. Nejvyznamnéj$i skupinu znich tvofi pravé buiky odvozené
z choriokarcinomu. Ackoli se nejednd o fyziologickou bunécnou linii, coZ je povazovano
za jednu znevyhod modelu, morfologicky jsou velmi podobné fyziologickym
trofoblastim a také exprimuji podobné biochemické markery. RozliSujeme tii
nejdulezitejsi choriokarcinomové lidské bunécné linie — BeWo, Jar a JEG-3, sdilejicich

mnoho stejnych vlastnosti, avSak v urcitych charakteristikdch od sebe odliSné. Nejvice
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jsou v toxikologickych in vitro studiich transplacentarniho pienosu a metabolismu
pouzivany BeWo builkky. Tato bunécna linie maligniho lidského choriokarcinomu,
ziskana z tumoru rezistentniho viic¢i methotrexatu (Friedman a Skehan, 1979), je pro ucely
studia zvlast’ atraktivni, protoze vykazuje dobrou stabilitu, je relativné nendroc¢nad a
dortsta do konfluentni monovrstvy (v pfipadé klonu BeWo b30) (Liu et al. 1997, Myren
et al. 2007, Staud a Ceckova 2015, Vihdkangas a Myllynen 2006). In vitro experimenty
s BeWo bunécnou linii maji jednoduché provedeni, nejsou narocné na ¢as a umoziuji za
kratky Casovy interval ziskat celou skalu rtiznych vysledkii (Poulsen et al., 2009). Za
nevyhody tohoto modelu se povazuje jeho jiz zminény nefyziologicky ptvod a s tim
spojeny fakt, ze exprese a regulace transportérii nereflektuje situaci tykajici se
fyziologického trofoblastu. Exprese transportérii se navic li§i mezi jednotlivymi klony

BeWo bunék (Staud a Ceckova, 2015).

Ke zkoumani placentarnich transportnich funkci na in vitro irovni mohou byt pouzity téz
membranové vezikuly, ziskané z trofoblastovych bun¢k izolovanych z lidské nebo zviteci
placenty. Membranové vezikuly lze vyuzit ke studiu 1ékovych interakci vyplyvajicich ze
vzajemného plsobeni 1é¢iv na transportérech, a to v ruznych stadiich téhotenstvi.

Extrapolace pro in vivo situaci je vSak naro¢na (Staud a Ceckova 2015, Staud et al. 2012).

Vsechny vyse zminéné metody maji urdité vyhody i nevyhody. Zadna z nich vsak
nedokéze uspokojivé odpovédeét na vSechny otdzky tykajici se exprese a funkce
placentarnich transportérti nebo jejich vlivu na transplacentarni farmakokinetiku. Proto je
obecné doporuceno vyuziti vice typtt modelt a ziskané vysledky pak zhodnotit jako celek

(Staud et al., 2012).
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4. HYPOTEZA

TFV ve form¢ proléciva TDF nachazi v souasné dob¢ vyznamné vyuziti jako soucast
cART v PMTCT HIV. Znalost farmakokinetiky TFV/TDF u t¢hotnych Zen s dirazem na
transplacentarni pienos do plodu je nezbytnd pro zabezpeceni adekvatni a dobie

tolerované medikace t€hotné zeny a jejiho ditéte (Flynn et al., 2011).

Transportéra, u kterych byla potvrzena jejich interakce s TFV nebo TDF, je dnes jiz
nékolik. Existuji dvé skupiny transportnich proteini, ABC (ATP-binding casette) efluxni
transportéry a SLC (solute carrier) transportéry zajistujici bunécny uptake (Kis et al.,

2010).

Mezi jedny znejvyznamnéjSich transportnich proteinti naleZicich do rodiny ABC
transportért patii P-glykoprotein (P-gp, ABCB1/MDR1), BCRP (breast cancer resistance
protein, ABCG2) a multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2, ABCC2). Tyto
transportéry jsou exprimovany v rtiznych tkénich lidského téla, mezi néz patii také
placentarni syncytiotrofoblast. Umoziiuji eflux potencidlné Skodlivych substrath ze
syncytiotrofoblastu zpét do maternalniho ob&hu, ¢imz zajistuji ochranu plodu (Staud et
al., 2012). Neumanova et al. (2014) ve své studii prokazali, ze TDF je substratem P-gp a
BCRP, TFV vS8ak nikoliv. Néazory na interakci TFV s MRP2 jakoZto tfetim
(Staud et al., 2012) se neshoduji. Zatimco Ray et al. (2006) ve svém ¢lanku prokazali, Ze
TFV je substrat MRP2, Neumanova et al. (2014) toto nepotvrdili pro TFV ani TDF.

Ze skupiny SLC transportért je pomérné detailn€ popsana interakce TFV s transportéry
pro organické anionty 1 a 3 (OAT1 a OAT3 ) (Ray et al. 2006, Uwai et al. 2007). Exprese
téchto proteintl je typickd hlavné pro ledviny, v placenté se nenachazeji. OAT1 a OAT3
jsou lokalizovany v bazolateralni membrané renalnich epitelidlnich bunék a podileji se na
vektoridlnim transportu TFV v rendlnich proximdlnich tubulech (Kis et al. 2010,
Nabekura et al. 2015). TDF pak inhibuje transportéry pro organické kationty, OCT1,
OCT2 a OCT3 (Minuesa et al., 2009).

NTs hraji diillezitou roli ve farmakokinetice vétSiny 1é¢iv odvozenych od nukleosida,
které se Casto uzivaji v protinddorové a protivirové terapii (Molina-Arcas et al. 2009,
Pastor-Anglada a Pérez-Torras 2015) a proto I1ze pfedpokladat, ze NTs budou ovliviiovat
1 placentarni transfer tohoto typu lé¢iv. Tuto domnénku potvrzuje napft. studie provedena

s didanosinem, v niZ byl prokazan uptake didanosinu pomoci placentdrniho ENT2 (Sato
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et al., 2009). Lze tedy predpokladat, ze placentarni transport TFV/TDF je vzhledem

k nukleosidovému ptvodu zprosttedkovavan ENTs a/nebo CNTs.
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5. CIL PRACE

Cilem diplomové prace je studovat roli placentarnich NTs v membranovém piestupu TFV
a TDF pomoci akumula¢nich experimenti na bunétné linii BeWo odvozené od

placentarniho choriokarcinomu.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Princip pouzité metody

Ke zjistovani interakci zkouSenych nukleosidi s NTs BeWo bun¢k byla pouzita
akumula¢ni metoda, kterd je zaloZena na aplikaci zkouSené latky na apikalni stranu
polarizované monovrstvy bunék a nasledném meéteni mnozstvi latky, jenz se vychytalo
v bunkach. Jestlize je 1éCivo substratem NTs, mizeme sledovat snizenou akumulaci

v ptitomnosti specifickych inhibitort (obrazek 7, 8).

N° 4°0°
ooVootoooooo

CNTs

{

nukleosid (zkoufena litka)

Obrazek 7. Modelovy priklad latky, jejiz transport pres plazmatickou membranu BeWo

bunék je ovliviiovan prostrednictvim NTs.

A B

©  nukleosid (zkounZena latka)

Obrazek 8. Snizeni akumulace zkousené latky v pripadé pouziti inhibitoru ENTs
(NBMPR) (A) nebo vsech NTs (uridinu) (B) napovida, Ze zkousSena latka je substratem
NTs.
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6.2 Metodika

6.2.1 Chemikalie a reagencie

[*H]-Adenosin = [*H]-ADE (Moravek Biochemicals; California, USA)
[’H]-Thymidin = [*’H]-THY (Moravek Biochemicals; California, USA)
[adenin-8-*H]-TDF = [*H]-TDF (Moravek Biochemicals; California, USA)
[adenin-2,8-*H]-TFV = [*H]-TFV (Moravek Biochemicals; California, USA)
Bicinchoninic acid assay kit (ThermoFisher Scientific; Rockford, USA)

DMSO — dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)

FBS — fetalni hovézi sérum (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)

HAM’'s F-12 Nutrient Mixture (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)

Na" pufr — slozeni dle Yamamoto et al. (2007): 140 mM NaCl, 5,4 mM KClI, 1,8
mM CaClz, 0,8 mM MgSO4, 5 mM glukédzy a 25 mM Tris, pH upraveno na 7,4
pomoci HEPES

Na" free pufr — slozeni dle Yamamoto et al. (2007): 140 mM NMDG, 5,4 mM
KCl, 1,8 mM CaCly, 0,8 mM MgSOs, 5 mM glukézy a 25 mM Tris, pH upraveno
na 7,4 pomoci HEPES

NBMPR — S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosin (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri,
USA)

P/S — Penicilin/Streptomycin

PBS — fosfatovy tlumivy roztok (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)

SDS — sodium dodecyl sulfate (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)

Trypsin (Sigma Aldrich; St. Luis, Missouri, USA)

Uridin (Sigma Aldrich; St. Ludis, Missouri, USA)

6.2.2 Buiiky

BeWo bunééna linie byla ziskana z institutu ECACC (European Cell Culture Collection)
se sidlem v Salisbury (Wilthshire, UK). Kultivace probihala v médiu HAM's F-12 (Sigma
Aldrich; St. Louis, Missouri, USA), které obsahuje D-gluk6ézu v koncentraci 10 mM,

obsahujicim 10 % fetalniho hovéziho séra (FBS) spole¢né s ptidavkem antibiotik P/S (1
%), a to v 5% atmosfére CO; pfi teploté 37°C. Vyména média (HAM's F-12 s 10 % FBS

a 1 % P/S) probihala ve dvoudennim intervalu, bunky byly kultivovany do plné

konfluence (cca kolem 4-5 dni). Buniky byly dale vysety na 24-jamkovou kultiva¢ni

desti¢ku v hustoté 3,0 x 10°/jamka.
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6.2.3 Postup experimentu

Experiment byl navrzen dle publikace Yamamoto et al. (2007) s mirnymi modifikacemi.
Akumulacni studie byla provedena pii teplot¢ 37°C v CO» inkubatoru nebo na ledu pfi
4°C. Nejprve byla mikroskopicky zkontrolovana integrita buné€k, piipadné problémy byly
oznaceny, a poté bylo odsato kultivacni médium. Déle byly buiiky omyty transportnim
Na' pufrem (140 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 1,8 mM CaCl,, 0,8 mM MgSOs, 5 mM glukdzy
a 25 mM Tris, pH upraveno na 7,4 pomoci HEPES) (0,5 ml). Nasledovala pre-inkubace
(10 min) v predpiipraveném transportnim pufru (0,25 ml) s/bez inhibitortt — NBMPR (0,1
uM a 100 uM) nebo uridin (5 mM). V dalsi fazi experimentu byl pre-inkubaéni roztok
odsat a nahrazen inkuba¢nim roztokem s/bez inhibitori (0,25 ml), ktery obsahoval navic
radioaktivné znacenou testovanou latku. Celkova aktivita modelovych substratl byla 0,4
uCi/ml, coz odpovidalo koncentracim [°H]-ADE (0,018 uM) a [°’H]-THY (0,005 uM).
Celkova pouzita aktivita u testovanych latek byla vyssi, a to 1 uCi/ml, coz odpovidalo
nasledujicim koncentracim [°PH]-TFV (0,074 uM) ¢&i [*H]-TDF (0,261 pM). Inkubace
probihala v casovém intervalu 5 min. Poté akumulace ukonc¢ena odsatim inkubacniho
roztoku a rychlym omytim transportnim Na' pufrem (0,5 ml), ktery byl vychlazen na
teplotu 4°C. Nakonec byla provedena lyza buné¢k pomoci 0,02% SDS. Koncentrace
radioizotopti byla méfena metodou LSC (liquid scintillation counting) piistrojem Tri-
Carb 2009 TR Perkin Elmer. Ziskané hodnoty byly vztaZeny na koncentraci proteinu,
ktery byl stanoven pomoci bicinchoninic acid assay kit (ThermoFisher Scientific;

Rockford, USA), a jsou uvadény v jednotkach pmol/mg proteinu.

Vyse popsany experiment byl proveden také v jiné modifikaci, a to konkrétné za pouziti
transportniho pufru bez Na”™ (Na" free puftr, ve kterém byl NaCl nahrazen za N-methyl-
D-glukamin, NMDG). Jako kontrola byl opé&t pouzit Na" pufr, prostfedi pro inhibitor
NBMPR vsak tvofil Na® free pufr. Uridin jakoZto inhibitor nebyl v tomto pfipadé pouZit.

6.2.4 Statisticka analyza

K vyhodnoceni statistické analyzy a grafickému zpracovani vysledkl byl pouzit program
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc; San Diego, California, USA). Vysledky
experimentll jsou prezentovany jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (SD).
Pocet méteni n = 3. Statistickd vyznamnost akumulace testovanych latek byla hodnocena
pomoci one-way ANOVA testu s post hoc Dunettovym testem, pfipadné s vyuzitim

parametrického two-tailed Student’s #-testu. Za statisticky signifikantni se povazuji
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takové hodnoty, u nichz p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (*¥***)

V ptipadé p > 0,05 (ns) se jedna o statisticky nevyznamny rozdil.
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7. VYSLEDKY

7.1 Studium akumulace [*H]-ADE (0,018 pM) v BeWo
bunkach

Adenosin jsme vyuzili jako modelovy substrat, ktery vykazuje afinitu ke vSem NTs
krom& CNTI1. Byla provedena pétiminutovd akumulace [°’H]-ADE (0,018 uM; 0,4
uCi/ml) v BeWo buiikdch v prostiedi Na* pufru nebo Na* free pufru bez/s inhibitorem
NBMPR (100 uM ¢i 0,1 uM), ptipadné uridinem (5 mM) pti 37°C, které predchazelo 10
minut pre-inkubace v pfisluSném mediu s/bez inhibitoru (37°C). V ptipad¢ pouziti
NBMPR 0,1 uM v prostiedi Na* pufru doslo ke sniZeni intracelularni koncentrace [*H]-
ADE o0 63 %, coz naznacuje vyznamné zapojeni ENT1 v transportu adenosinu do bunék.
NBMPR 100 pM nezpusobil dalsi statisticky signifikantni pokles akumulace [*H]-ADE,
coz poukazuje na dominantni transport [°H]-ADE pomoci ENT1. Na* free prostiedi
snizilo akumulaci substratu o 37 %, coz znaéi, Ze uréitou roli maji CNTs, a to
pravdépodobné CNT2 a CNT3, které jsou exprimovany v bunééné linii BeWo. Uridin
vykazoval vysoky efekt, kdyz snizil koncentraci o 73 %. Obdobny fenomén jsme
pozorovali i u NBMPR (0,1 pM; 100 uM) v prostfedi Na" free. PouZzitim modelového
substratu adenosinu jsme potvrdili funkci ENT1, CNT2/CNT3 v BeWo bunkéach (obrazek
9).
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Obrizek 9. Grafické zpracovini akumulace modelového substratu [PHJ-ADE (0,018 uM)
v BeWo buiikdich s/bez inhibitorii v prostiedi Na* pufiu & Na* free pufiu. Zpozorovali jsme, Ze
NBMPR (0,1 uM) snizil uptake [PH]-ADE o 63 %, vyssi koncentrace NBMPR (100 uM)
nevyvolala dalsi signifikantni snizeni akumulace. Pouziti uridinu (5 mM) vyvolalo statisticky vetsi
efekt, uptake byl snizen o 73 %. V prostiedi Na" firee pufru doslo ke snizeni akumulace o 37 %,
zatimco po pridani NBMPR (0,1 uM a 100 uM) byl uptake sniZen srovmnatelné s uridinem.
S vyuzitim modelového substratu jsme potvrdili funkcni expresi ENTI i CNTs (CNT2/CNT3)
v BeWo burikach. Vysledky experimentii jsou vyjadieny jako aritmeticky primér £ smérodatna
odchylka (SD). Statisticka signifikance rozdilii priimérnych hodnot (n = 3) akumulace vyjadrené
v pmol/mg proteinu byla hodnocena pomoci one-way ANOVA testu s post hoc Dunnettovym
testem. Za statisticky signifikantni se povazuji takové hodnoty, u nichz p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%),
p <0,001 (***), p <0,0001 (****). Pro dalsi porovndni efektu NBMPR 0,1 a 100 uM v Na" free
pufru byl nasledné vyuzit parametricky two-tailed Student’s t-test (##, p < 0,01).

7.2 Studium akumulace [FH]-THY (0,005 pM) v BeWo
bunkach

Jako druhy modelovy substrat jsme zvolili thymidin. Jedna se o nukleosid, ktery je
substratem ENT1 a ENT2, ale na rozdil od adenosinu je také velmi silnym substratem
CNTI1. Kromé opétovného potvrzeni funkce ENTs v BeWo bunkach jsme tak méli
moznost ovéfit potencidlni roli CNTI1 v transportu nukleosidi do BeWo bunék.
Akumulace [°’H]-THY (0,005 pM; 0.4 pCi/ml) v BeWo buiikich byla sledovana za
stejnych podminek jako v pfedchdzejicim experimentu. V pfipadé pouZiti inhibitoru

NBMPR (0,1 uM) doslo ke sniZeni intracelularni koncentrace o 60 %. 100uM NBMPR
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zpusobilo dalsi statisticky signifikantni pokles, coz poukazuje na zapojeni jak ENT1 tak
i ENT2 v transportu [°’H]-THY. Uridin (5 mM) vyvolal inhibici srovnatelnou s 0,1 uM
NBMPR. Pouziti Na® free pufru nezpusobilo signifikantni snizeni intracelularni
koncentrace [°’H]-THY. Ackoli je thymidin silnym substratem CNT1 a jeho akumulace
by tedy méla byt v Na" free prostiedi signifikantng snizen4, nastala situace se da vysvétlit
nepiitomnosti CNT1 v BeWo buiikach. Pfidinim NBMPR 0,1 uM byl uptake redukovan
0 67 % a 100 uM NBMPR vyvolalo dal$i sniZzeni na troven 10 % kontroly. Vyssi efekt
kombinace NBMPR a deplece Na' lze vysvétlit ¢asteénym zapojenim CNT3 do
transportu [°’H]-THY. Témito vysledky jsme potvrdili funkéni stav transportérit ENTI,
ENT?2 a potenciadln¢ CNT3, ale vyloucili jsme expresi CNT1 v BeWo buiikach a tudiz

zapojeni tohoto transportéru do transportniho procesu (obrazek 10).
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Obrazek 10. Grafické zpracovani akumulace modelového substrdtu FHJ-THY (0,005 uM)
v BeWo buiikdch s/bez inhibitorii v prostiedi Na* pufiu & Na* free pufru. Z grafu jsme zjistili,
ze NBMPR (0,1 uM) snizil uptake o 60 %, zatimco NBMPR (100 uM) vyvolal jesté vice vyjadreny
pokles akumulace sledovaného substratu (o 68 %). Tyto hodnoty naznacuji, Ze na transportu [*HJ-
THY do BeWo bunék se podili ENTI i ENT?2. Pouziti uridinu (5 mM) vedlo k inhibici srovnatelné
s ucinkem 0,1uM NBMPR. Akumulace [’H]-THY v prostiedi Na* free pufiu nebyla signifikantné
snizena. Pridanim NBMPR (0,1 uM) se intracelularni koncentrace [PH]-THY sniZila o 67 %, vyssi
koncentrace NBMPR (100 uM) vyvolala pokles az o 90 %. Vysledky experimentii jsou vyjadieny
jako aritmeticky prumér + smérodatna odchylka (SD). Statistickd signifikance rozdili
prumérnych hodnot (n = 3) akumulace vyjadrené v pmol/mg proteinu byla hodnocena pomoci
one-way ANOVA testu s post hoc Dunnettovym testem. Za statisticky signifikantni se povazuji
takové hodnoty, u nichz p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p <0,001 (***), p <0,0001 (****),

(pmol/mg proteinu)

Akumulace 0,005 pM [3H]-THY
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7.3 Studium akumulace [*H]-TFV (0,074 pM) v BeWo buiikach

Akumulaci zkoumaného substratu [*H]-TFV (0,074 uM; 1 uCi/ml) jsme hodnotili stejné
jako ptedchozi dva experimenty po 5 minutach inkubace (37°C), které ptredchazela 10
minutova pre-inkubace (37°C). Opét jsme pouzili Na“ pufr s/bez inhibitortt (0,1 uM
NBMPR, 100 uM NBMPR nebo 5 mM uridin) a Na* free pufr s/bez inhibitorti (0,1 uM
NBMPR nebo 100 uM NBMPR) pro vyhodnoceni funkce NTs v transportu [*’H]-TFV do
BeWo bunék. Role NTs v pienosu [*H]-TFV v tomto experimentu nebyla prokéazana.
Jediny statisticky vyznamny rozdil, a to na hladin¢€ vyznamnosti p <0,01, byl zaznamenan
v prestupu [*H]-TFV za pouziti NBMPR 100 uM v prostiedi Na* free pufru. Vzhledem
k tomu, ze akumulace byla vsak v ptipadé této statistické signifikance zvysend, z principu
metody nelze predpokladat zapojeni NTs v tomto procesu a za zvyseny uptake, pripadné
snizeny eflux, budou s velkou pravdépodobnosti zodpovédné jiné typy transportéri

pritomné v BeWo buiikach (obrazek 11).
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Obrdzek 11. Grafické zpracovani akumulace zkoumaného substrdtu PHJ-TFV (0,074 uM) v
BeWo buiikdch s/bez inhibitorii v prostiedi Na* pufiu & Na* free pufru. Z grafu je patrné, Ze
NTs nehraji roli v prenosu [PH]-TFV. Statisticky signifikantni, nicméné zvysend akumulace pri
pouziti NBMPR 100 uM v prostiedi Na* firee pufiu napovidd, Ze na transportu [PH]-TFV se
podileji jiné dosud nespecifikované transportni mechanismy. Vysledky experimentii jsou
vyjadreny jako aritmeticky priumér + smérodatna odchylka (SD). Statisticka signifikance rozdilit
prumérnych hodnot (n = 3) akumulace vyjadrené v pmol/mg proteinu byla hodnocena pomoci
one-way ANOVA testu s post hoc Dunnettovym testem. Za statisticky signifikantni se povazuji
takové hodnoty, u nichz p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p <0,0001 (****),
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7.4 Studium akumulace [*H]-TDF (0,261 pM) v BeWo buiikach

Druhou zkoumanou latkou byl [*H]-TDF (0,261 uM; 1 uCi/ml). Podminky a priibéh
experimentu byly totozné s podminkami a priabéhem piedchozich experimentl. Ani
v ptipadé [*H]-TDF nebyla zaznamenana statisticky signifikantni sniZzena akumulace
substratu. Lze tedy pfedpokladat, ze NTs se nepodileji na pfenosu této latky do BeWo
bunék. Stejné viak jako v ptipadé [*H]-TFV jsme zjistili zvySenou akumulaci p¥i pouziti
NBMPR 100 uM v prostiedi Na* free pufru (hladina vyznamnosti p < 0,05), coz by mohlo
byt, podobné jako v piipadé [°PH]-TFV, zplisobeno zvysenym uptakem nebo spise inhibici
efluxnich transportéra vyskytujicich se v BeWo bunkach (obrazek 12).
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Obrazek 12. Grafické zpracovdani akumulace tkoumaného substrdatu PHJ-TDF (0,261 umM) v
BeWo buiikdch s/bez inhibitorii v prostiedi Na* pufiu & Na* free pufru. Role NTs v transportu
[H]-TDF se nepotvrdila, neobjevilo se Zadné statisticky signifikantni sniZeni akumulace.
Statisticky signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti p < 0,05 (*) p¥i pouziti NBMPR 100 uM
v prostiedi Na" free pufiu, kdy byla pozorovdna zvySend akumulace latky, coZ naznacuje zapojent
jinych dosud nespecifikovanych transportéri. Vysledky experimentii jsou vyjadieny jako
aritmeticky primér £ smérodatna odchylka (SD). Statisticka signifikance rozdilu priimérnych
hodnot (n = 3) akumulace vyjadiené v pmol/mg proteinu byla hodnocena pomoci one-way
ANOVA testu s post hoc Dunnettovym testem. Za statisticky signifikantni se povazuji takové
hodnoty, u nichz p < 0,05 (*), p <0,01 (**), p < 0,001 (**%), p <0,0001 (***%*).
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7.5 Studium akumulace [*H]-TFV (0,074 pM) a [*H]-TDF
(0,261 uM) v BeWo bunkach pri 4°C

Experiment na ledu (4°C) jsme se rozhodli provést z divodu vysvétleni statisticky
signifikantniho zvyseni akumulace [*H]-TFV (p < 0,01 (**)) a [*'H]-TDF (p < 0,05 (*))
pii pouziti NBMPR (100 uM) v prostfedi Na" free pufru. Pfedpokladali jsme, ze v piipadé
TFV/TDF doslo pouzitim vysoké koncentrace NBMPR k nespecifické inhibici
ATP-dependentnich efluxnich transportéri v BeWo buiikach. Proto jsme vyuzili teploty
4°C, pti které dochazi k inhibici veSkerého aktivniho transportu v bunkéach (véetné
CNTs). Pfidani 100 pM NBMPR nemélo zadny signifikantni vliv na akumulaci [*H]-
TFV a [*H]-TDF (obrazek 13).
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Obrazek 13. Grafické zpracovani akumulace zkoumanych substrati 'H|-TFV (0,074 uM) a
FHJ-TDF (0,261 uM) v prostiedi Na* pufru a za pouZiti 100 uM NBMPR pii teploté 4°C.
Z grafu je patrné, ze po pridani 100 uM NBMPR nedoslo pri 4°C k naristu akumulace. Vysledky
experimentu jsou vyjadreny jako aritmeticky priumer £ smérodatna odchylka (SD). Statisticka
signifikance rozdilii priimérnych hodnot (n = 3) akumulace vyjadiené v pmol/mg proteinu byla
hodnocena pomoci parametrického two-tailed Student’s t-testu.
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8. DISKUZE

TDF je oraln¢ podavanym prolécivem TFV, jenz mé antivirotickou aktivitu vici HIV, ale
také HBV (Duarte-Rojo a Heathcote, 2010). Z tohoto divodu patii mezi jeho indikace i
1é¢ba HBV infekce (Marcellin et al., 2013). Z pohledu této diplomové prace je vSak
dualezitejsi jeho nezastupitelna role v prevenci vertikalniho pienosu HIV z matky na plod.
TDF je v soucasné dob¢ schvalen pro 1€cbu HIV infekce jako soucast cART, a to v davce
300 mg jednou denng, je taktéz k dispozici v pevné kombinaci s emtricitabinem (TDF-
FTC). Navic WHO zakomponovala TDF do soucasnych doporuceni tykajicich se
PMTCT (World Health Organization, 2010) a jeho pouziti v té¢hotenstvi stale nartsta
(Baroncelli et al., 2009). Dulezitost tohoto 1é¢iva potvrzuje také fakt, z2 WHO tadi TDF
mezi tzv. esencidlni léCiva (World Health Organisation, 2017). Pochopeni
farmakokinetiky této latky u t€hotnych Zen a zejména jejiho transportu do plodu je
esencidlnim krokem pro ur¢eni role TDF v PMTCT a k zajiSténi garance adekvatni a
dobte tolerované medikace t¢hotné Zeny a jejiho ditéte (Flynn et al. 2011, Staud et al.
2012).

Po podani TDF dochazi k jeho absorpci z gastrointestindlniho traktu do systémové
cirkulace, ackoli tento krok mlze byt v urcité mife limitovan pfitomnosti vysoce
funkénich nespecifickych esteraz ve sttevnim lumen, katalyzujicich hydrolyzu proléciva
na hife vstiebatelny TFV. Absorbované mnozstvi TDF je dale v systémové cirkulaci
Stépeno na TFV prostiednictvim esterdz nachazejicich se v krvi a jatrech. Proto je
v krevnim ob¢hu zastoupen zejména TFV. Nicménég, Van Gelder et al. (2002) a Tong et
al. (2007) ve svych studiich zjistili, Ze degradace TDF pomoci esterdz miize byt
inhibovana nékterymi souc¢asné podavanymi léCivy (napt. Pls), ale téz latkami bézné& se
vyskytujicimi ve stravé. Typickym ptikladem jsou estery obsazené v jahodovém extraktu.
Z tohoto diivodu se predpoklada, ze TDF alespont v malém mnozstvi koluje v maternalni
krvi a dostavé se k placentarni bariéfe (Neumanova et al., 2014), mél by byt tedy také

pfedmétem studia interakci s placentarnimi transportéry.

Interakce TFV/TDF s riznymi transportéry exprimovanymi v placenté tvoii stied zajmu
mnoha publikovanych studii. Jako ptiklad 1ze uvést studii Neumanova et al. (2014), ve
které bylo potvrzeno, ze TDF je substratem P-gp (ABCB1/MDRI1) i BCRP (ABCG2),
TFV vsak nikoli. Interakce TFV/TDF s NTs (ENTs ¢i CNTs) podle dostupnych informaci
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zkoumana nebyla. Vzhledem k nukleosidovému ptvodu zminénych antiretrovirotik

existuje predpoklad, ze by se NTs mohly podilet na transportu TFV/TDF pfes placentu.

Pro potvrzeni ¢i naopak vyvraceni této hypotézy jsme vyuzili in vitro metodu akumulace
v BeWo Dbunkach, ktera nam umoznila studium interakci TFV/TDF s NTs
exprimovanymi ve zminéné bunécéné linii. BeWo bunécna linie pfedstavuje velmi vhodny
in vitro model placentarni bariéry, ktery svou funkcnost prokazal ve studiich
vyhodnocujicich interakce s placentarnim BCRP, P-gp, OAT4 a ENTs/CNTs
transportéry (Ceckova-Novotna et al. 2006, Utoguchi et al. 2000, Yamamoto et al. 2007).
Cerveny et al. a Jiraskova et al. (¢lanky v reviznim fizeni) provedli analyzu NTs v BeWo
bunkach a zjistili, ze buniky exprimuji mRNA gent kodujicich ENT1, ENT2, CNT2 a
CNT3, pficemZ nejvice zastoupenym subtypem NTs je ENT1 a CNT2. Na expresi ENT1
1 ENT2 poukazuji téz dalsi studie, které potvrdily, Ze ve srovnani s jinymi buitkami (napf.
HeLa, S49 a CHO buiiky) byla v BeWo prokazana vysoka aktivita NBMPR-senzitivniho
transportu (Boumah et al. 1992, Mani et al. 1998). S vyuzitim modelovych substrati
(*H]-ADE a [*H]-THY) v prostfedi Na" pufru ¢ Na® free pufru a za piitomnosti
inhibitorit (NBMPR 0,1 puM a 100 pM, uridin 5 mM) jsme si ovéfili funkéni expresi
ENTI1, ENT2 a CNT2/CNT3 v BeWo bunkach, funkéni exprese CNT1 potvrzena nebyla
(obrazek 9 a 10). Poté jsme provedli experiment v tentyz uspotradani se zkoumanymi
substraty, a to [°’H]-TFV a [’H]-TDF (obrazek 11 a 12). Pi statistické analyze jsme zjistili,
7e NBMPR (0,1 uM a 100 uM), uridin (5 mM) ani Na' free prosttedi nezptsobuji
statisticky signifikantni pokles akumulace [*H]-TFV a [*H]-TDF, di se tedy
predpokladat, ze TFV ani TDF vyznamné neinteraguji s ENTs nebo CNTs nebo je jejich
aktivita maskovana souCasné¢ probihajicim dosud nespecifikovanym efluxnim
mechanismem. Pfi volbé doby trvani akumulace (5 min) jsme vychdzeli z publikace

Yamamoto et al. (2007). Cas akumulace jsme ve viech experimentech nechali stejny.

Nizké koncentrace, jez jsme pouzili u modelovych ¢i testovanych substrati, byly zvoleny
z diivodu prevence saturace transportéri, ke které pii vysSich koncentracich muze
dochazet. Hodnoty radioaktivity byly vybrany s ohledem na citlivost metody, zvolena
[’H]-ADE se jednalo o koncentraci 0,018 uM (Nagy et al. 1990, Ward et al. 2000) a pro
[’H]-THY 0,005 pM (Karbanova et al. 2017), coz odpovida hodnoté radioaktivity
0,4 uCi/ml. Testované substraty [*H]-TFV (0,074 uM) a [*H]-TDF (0,261 pM)
vykazovaly radioaktivitu I pCi/ml (Neumanova et al. 2014, Tong et al. 2007, Van Gelder

50



et al. 2002). Koncentrace radioizotopt byla nasledné¢ métena metodou LSC pfistrojem
Tri-Carb 2009 TR Perkin Elmer. Koncentrace testovanych radioizotopti byla vztazena na

obsah proteinu, a to v jednotkach pmol/mg proteinu.

Ptestoze in vitro experimenty provadéné na BeWo bunécéné linii jsou relativné
jednoduché na provedeni, nejsou Casové narocné, umoziuji za kratky ¢asovy interval
ziskat mnoho rtiznych vysledki a jsou levné, maji sva omezeni. Nepfitomnost pojivové
tkan¢ a fetadlniho endotelu, které reprezentuji pridatné komponenty placentarni bariéry,
znemozinuje komplexni studium role NTs v transportu latek pies placentarni bariéru
(Poulsen et al., 2009). Velkou limitaci modelu je také v urcité mife odliSna exprese a
regulace transportérii ve srovnani s fyziologickym trofoblastem z divodu
nefyziologického pivodu modelu (Staud a Ceckova, 2015). Analyza celkové lidské
placentarni mRNA prezentovana ve studii Yamamoto et al. (2007) ukazala pfitomnost
mRNA genti koédujicich hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT1 a hENT2. Vysledky real-time
PCR naznacuji, ze mRNA genu kédujiciho hENTI je exprimovéna v nejveétsim mnozstvi
v porovnani s ostatnimi mRNA genti kddujicich NTs v placenté (Alcorn et al., 2002), coz
plati 1 pro analyzu stejného typu v BeWo buiikach (Cerveny et al., ¢lanek v reviznim
fizeni). Ackoli jsou vsak BeWo buiiky odvozeny z placenty, mRNA gent kodujicich
CNTI1 nebyla detekovana (Jiraskova et al., ¢lanek v reviznim fizeni). Navic existuji
studie, které upozoriiuji na mozné ovlivnéni exprese ENTs pouzitim vysokych
koncentraci D-glukézy. Tyto pfipady byly zaznamenany v lidskych bunikach artérii
hladkého svalstva a téz v bunkach endotelu lidské umbilikalni Zily, kde v porovnani
s kontrolnim vzorkem (5 mM D-gluk6zy) doslo pii pouziti vySsi koncentrace D-glukozy
(25 mM) ke zménam exprese ENTs (Aguayo et al. 2005, Leung 2005). Z tohoto diivodu
nemuZeme vyloucit mozny efekt 10 mM D-glukozy ptitomné v médiu F-12, které jsme

pouzili pti akumulaénich studiich v BeWo buiikach (Karbanova et al., 2017).

Dalsim faktorem, jenz by teoreticky mohl ovlivnit vysledky naSich experimentl, je
metabolizace TDF ¢i TFV v BeWo bunkach za vzniku metaboliti parentnich sloucenin.
Podle naSich dostupnych zdroji nejsou k dispozici data tykajici se metabolizace
TDF/TFV v BeWo buiikéach. Je v§ak znamo, Ze v bunééné linii MDCKII-MDRI1 byla
prokazana minimalni konverze (< 5 %) parentnich sloucenin (Tong et al., 2007). Nas§
predpoklad, Ze metabolizace by neméla signifikantné ovlivnit vysledky, vychazi téz ze

zpusobu eliminace TFV z organismu. Prostfednictvim glomerularni filtrace a tubulérni
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resorpce je vylucovano 70-80 % TFV moci, a to v nezménéné formé (Gallant a

Deresinski, 2003).

Jak jiz bylo zminéno vySe, vysledky nasi studie nenaznacuji zapojeni NTs do
transplacentarniho pienosu TFV ani TDF, jelikoz nebyl zpozorovéan statisticky
signifikantni pokles akumulace zkoumanych substrati. Zajimavé vsak bylo zjisténi, Ze
pii pouziti NBMPR (100 uM) v prostiedi Na" free pufru doslo k signifikantnimu nartistu
akumulace [*H]-TFV (p < 0,01 (**)) a [°’H]-TDF (p < 0,05 (*)) (obrazek 11 a 12).
Domnivame se, Ze zvy$end akumulace [°’H]-TDF by mohla byt zptisobena kombinaci
inhibice aktivniho efluxu zprostfedkovaného BCRP (Ceckova-Novotna et al. 2006,
Karbanova et al. - nepublikovana data, Neumanova et al. 2014, Utoguchi et al. 2000)
spoleéné s dosud nespecifikovanym aktivnim Na® dependentnim  efluxnim
mechanismem. Pro potvrzeni této domnénky jsme provedli dodate¢ny experiment na ledu
(4°C). Nizka teplota inhibuje veskery aktivni transport probihajici v BeWo bunkéch a
pfidani 100 pM NBMPR by v pfipad¢ platnosti hypotézy nemélo zvysit akumulaci
substratu, coz se potvrdilo (obrazek 13). TFV substratem BCRP neni (Neumanova et al.,
2014), to vSak neznamen4, Ze do déje nemohou byt zapojeny 1 jiné dosud nespecifikované

aktivni Na" dependentni efluxni transportéry exprimované v BeWo burikéach.

N(t)RTIs, kam fadime i TFV a jeho prolécivo TDF, se obecné vyznacuji vysokym
transplacentarnim pfenosem (Syme et al., 2004). Mnozstvi TFV/TDF proslé pies placentu
je nicméné omezené. Farmakokinetické studie provadéné u HIV-pozitivnich té¢hotnych
Zen potvrdily, Ze TFV prechazi pies placentarni bariéru z 60 % (Hirt et al., 2009). V této
diplomové préci jsme se zabyvali studiem role placentarnich NTs v ptestupu TFV/TDF
pfes placentu s vyuZitim in vitro modelu BeWo bunécné linie. Vzhledem k tomu, Ze
pouziti NBMPR (0,1 uM a 100 pM), uridinu (5 mM) ani Na" free prostiedi nevyvolalo
signifikantni pokles akumulace [°H]-TFV ani [°’H]-TDF, neptedpokladdme esencialni roli
ENTs nebo CNTs v transplacentarnim ptrenosu TFV/TDF. Nelze vSak vyloucit moznost,
7e uptake zprostfedkovany NTs miize byt maskovan opaéné plsobicimi aktivnimi Na*
dependentnimi efluxnimi transportéry a/nebo BCRP efluxnim transportérem, které jsou
exprimovany v BeWo bunkach. Nicméné lze predpokladat, Ze pfi sou¢asném podani
TFV/TDF s jinymi antiretrovirotiky nebude dochazet k 1ékovym interakcim na NTs. Také
inter- ¢i intraindividudlni variabilita v expresi NTs by neméla ovlivnit transplacentarni
farmakokinetiku TFV/TDF. Pro ziskdni vice detaili ohledné interakci TFV/TDF

s placentdrnimi NTs by vSak bylo vhodné provést dalsi studie, vyuzivajici zejména
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komplexnéjsi modely, kterym je napft. ex vivo perfuze lidské placenty, a jesté vice tak

rozsifit evidenci o bezpecnostnim profilu TFV/TDF.
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9. ZAVER

Predkladana prace shrnuje aktualni informace o HIV a cART uzivané v 1écbé¢ HIV se
zamétenim na TFV podavany ve formé TDF a poskytuje zdkladni informace o lokalizaci
a funkci NTs. Také uvadi strucny prehled modelil studia transplacentarniho ptrechodu.
Experimentalni cast je posléze vénovana zkoumani interakci TFV a TDF s NTs

prostiednictvim in vitro akumula¢ni metody s vyuzitim BeWo bunécné linie.

Z vysledki prezentovanych v experimentalni ¢asti diplomové prace vyplyva, ze ENTs
ani CNTs se nepodileji na placentarni farmakokinetice TFV/TDF, ackoli nelze s jistotou
vylouc¢it maskovani jejich role v akumulaci TFV/TDF v BeWo bunééné linii opacné
pusobicimi efluxnimi transportéry. Jelikoz jsme nezaznamenali statisticky signifikantni
interakce TFV/TDF s NTs, nepiedpokladame Iékové interakce na NTs ani vyrazny vliv
mozné variabilni exprese NTs na transplacentarni farmakokinetiku zminéného 1éciva ¢i
jeho proléciva. Studiem interakci TFV/TDF s placentarnimi NTs se podle naSich
dostupnych zdroji zatim nikdo nezabyval, vysledky této studie proto nelze porovnat
sjinymi daty. Pro ziskdni detailngjSich informaci tykajicich se role NTs
v transplacentarnim pienosu TFV/TDF je tieba provést fadu dalSich studii, vyuzivajicich
nejen jednoduché in vitro modely, ale také komplexné&jsi in situ/ex vivo ¢i in vivo modely,
a ptispét tak ke zvySeni bezpecnosti a optimalizaci terapie téhotnych HIV-pozitivnich zen

zahrnujici TFV/TDF.
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