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ABSTRAKT
Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandiddat: Mgr. Sara Karbanova

Skolitel: prof. PharmDr. Frantisek Staud, Ph.D.
Konzultant: doc. PharmDr. Luka$ Cerveny, Ph.D.
Nazev disertacni prace: Studium interakci antivirotik s vybranymi placentarnimi transportéry

Terapie infekce HIV u téhotnych Zen je zaloZzena na podavani kombinované antiretrovirdlni terapie
zajistujici vysokou efektivitu potlaceni proliferace viru v krevnim obéhu matky. Soudasti je vidy
také antiretrovirotikum s dobrym placentarnim prechodem, které zajistuje profylaxi plodu proti
vertikalni nakaze. Pro gravidni pacientky infikované hepatitidou C (HCV) doposud Zadny
doporucovany farmakoterapeuticky postup neni k dispozici, nicméné soucasné dikazy naznacuji,
Ze snizeni mnozstvi viru v obéhu matky koreluje se snizenou pravdépodobnosti prenosu viru na
plod. Aby bylo moziné dale rozvijet farmakoterapeutické postupy lécby téchto onemocnéni
v téhotenstvi a zajistit jejich bezpecnost pro plod, je nutné znat mechanismy placentarniho
prestupu anti(retro)virotik z matky do plodu. V této dizertacni praci jsme se vénovali latkam
odvozenym od nukleosidd (anti-HIV abakaviru, emtricitabinu, zidovudinu, tenofoviru disoproxil
fumardtu a anti-HCV ribavirinu) s popsanym vysokym placentdrnim pfrestupem a hlavnim
tématem bylo zkoumani hypotézy, zda je materno-fetdini pfestup téchto latek pres placentu
usnadnovan nukleosidovymi transportéry. Navic jsme se vénovali ontogenezi exprese
placentarnich nukleosidovych transportéri a vtéto souvislosti resili také otazku, zda je
placentarni exprese epigeneticky regulovéna a souvisi s mirou diferenciace cytotrofoblastu. Pro
studium jsme pouzili Siroké spektrum in vitro, ex vivo a in situ experimentalnich pristup. Zjistili
jsme, Ze nukleosidovy transportér ENT1 usnadiiuje materno-fetalni transfer abakaviru a
ribavirinu, zatimco emtricitabin a zidovudin prostupuje placentou za Ucasti jinych mechanism(.
Popsali jsme vysokou variabilitu genové exprese nukleosidovych transportérd v lidské placenté
v prvnim a tfetim trimestru. V této souvislosti nase vysledky ukazaly, Ze ekvilibra¢ni nukleosidové
transportéry jsou exprimovany spiSe konstitutivné, zatimco genova exprese koncentracnich
nukleosidovych transportérd v pribéhu gestace roste a je u nich moznost epigenetické regulace.
Nad ramec plvodné stanovenych cill jsme také pfinesli prvni informaci o tom, Ze S-(4-
Nitrobenzyl)-6-thioinosin, inhibitor pouZzivany pro selektivni inhibici ekvlibraénich nukleosidovych

transportérl, blokuje rovnéz efluxni aktivitu jednoho z placentarnich ABC transportér(.



Vysledky predklddané vramci této dizertaéni prace pfispivaji k porozuméni problematiky
transplacentarni kinetiky antivirovych |éCiv a jejich vlivu na expresi vybranych transportérd

v placenté a dalSich matefskych i fetalnich organech.



ABSTRACT
Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology and Toxicology

Candidate: Sara Karbanova, MSc.

Supervisor: prof. PharmDr. Frantidek Staud, Ph.D.
Consultant: doc. PharmDr. Lukas Cerveny, Ph.D.

Title of Dissertation Thesis: Study of interactions of antiviral drugs with selected placental

transporters

The backbone of HIV treatment in pregnant women is the combination antiretroviral therapy
which effectively suppresses the viral proliferation in maternal blood circulation. One of drugs in
this therapy regimen should be a molecule with high placental transfer to assure the prophylaxis
of viral transfer to fetus. There is no approved guideline for pharmacotherapy of pregnant women
infected with hepatitis C (HCV), however recent evidence suggests that lowering the maternal
viral load could correlate with lower likelihood of HCV transmission to the fetus. To assure and
further develop the effective and safe pharmacotherapeutic approaches for treatment of HIV and
HCV in pregnancy with respect to fetal safety, it is essential to understand mechanisms of
placental transfer of anti(retro)viral drugs. In this Dissertation thesis we focused on molecules
derived from nucleosides (anti-HIV abacavir, emtricitabine, zidovudine, tenofovir disoproxil
fumarate and anti-HCV ribavirin) with reported high transplacental passage. The main theme of
the proposed thesis was to investigate our hypothesis whether materno-fetal transport is
mediated via nucleoside transporters. Moreover, we also studied ontogenesis of expression of
placental nucleoside transporters and searched for an answer if this expression is epigenetically
regulated, and thus can be related to cytotrophoblast differentiation. To address those goals, we
used broad spectrum of in vitro, ex vivo and in situ experimental approaches. Our findings propose
the equilibrative nucleoside transporter named ENT1 to be responsible for transport of abacavir
and ribavirin across the placental barrier, while emtricitabine and zidovudine tend to cross the
placenta via other mechanism(s). We described high variability of gene expression of nucleoside
transporters in the first and third trimester human placenta. Results obtained in this study

indicate that equilibrative nucleoside transporters are expressed constitutively, whereas



concentrative nucleoside transporters are expressed asymmetrically — their expression rises with
gestation age and there is also a possibility of epigenetic regulation. Apart from originally set
goals, we also bring the first evidence that S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosin, a supposedly selective
inhibitor of equilibrative nucleoside transporters also blocks the efflux activity of one placental

transporter from the ABC transporter superfamily.

In conclusion, our data presented in this dissertation thesis contribute to understanding of the
transplacental kinetics of selected antivirals and their impact on the transporter expression in

placenta and other maternal or fetal organs.
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1. Teoreticky uvod

Vice neZ polovina viech téhotnych dnes chronicky uzivd medikaci vdzanou ¢i nevazanou
na lékarsky predpis [2-4], a zaroven béhem celé gestace uZije kazda téhotna Zena v priiméru
alespori dvé léciva at uZ preskripéné vazana Ci nikoliv [5]. Stale rostouci ¢isla ve spotfebé Iéciv a
potravnich doplikl v obdobi gravidity podminuji potfebu sbéru Ucinnostnich a bezpecnostnich

dat u téhotnych.

| téhotnych Zen se mlzZe tykat onemocnéni z fad velmi zavaznych infekci jako je virus
lidské imunodeficience (HIV, z angl. human immunodeficiency virus) nebo virus hepatitidy C
(HCV). Obé choroby se mohou vertikadlné pfendset na plod a ohrozit tim tak samotné téhotenstvi,
vyvoj plodu i dalsi postnatalni vyvoj jedince. Doporuceni WHO pro omezeni pfenosu HIV z matky
na plod spociva pfedevsim ve snizeni virémie matky a zajisténi profylaxe plodu. U HIV pozitivnich
matek je ihned zahajena kombinovand antiretrovirova terapie (cCART) sestdvajici nejméné ze ti{
[éCiv, z nichZ jedno ma byt ze skupiny antiretrovirotik s dobrym placentarnim prestupem, a to bez
ohledu na pocet CD4+ T-lymfocyt(. Ackoliv je dostupna evidence o sniZeni prenosu viru na plod,
nejsou v pripadé HCV u téhotnych postupy farmakoterapie dosud ustanoveny. Starsi rezimy pro
l[écbu HCV (obsahujici ribavirin nebo pegylované interferony) jsou totiz kontraindikovany kvali
moznému vzniku deformit a malformaci reportovanych v souvislosti s jejich uzivanim, a zaroven
nejnovéjsi molekuly pouzivané pro terapii HCV zatim postradaji bezpecnostni data pro uzivaniv
téhotenstvi [2, 6, 7]. Ve vétsiné pripadl je u pacienta diagnostikovana infekce HIV nebo HCV,
nicméné i vyskyt koinfekce je relativné vysoky [3, 4], v takovém ptipadé je postupovano pouze dle

doporucenych postupt pro farmakoterapii HIV v obdobi téhotenstvi, prestoze pfi koinfekci jsou

vvvvv

Podrobny popis osudu dotyénych Iéciv v organismu béhem téhotenstvi je dllezitym
ukazatelem ucinnosti a bezpecnosti pro matku i plod. Esencidlni roli v materno-fetdlnim prenosu

|éCiv sehrava bariéra oddélujici krevni obéh matky od krevniho obéhu plodu, zndma jako placenta.

1.1 Struktura lidské placenty

Lidska placenta je docasny diskovity orgdn, ktery vznikd kratce po oplozeni. Placenta je
jedinym spolec¢nym orgdnem matky a plodu a spolu s plodovou vodou hraje nezastupitelnou roli
po celou dobu prenatdlniho vyvoje. Prvni fazi vyvoje placenty je tzv. decidualizace endometira,
béhem které je sliznice anatomicky a imunitné pfipravena na tvorbu placenty (a vyvoj embrya).
Po zanoreni blastocysty do délozni stény se vyviji cytotrofoblast, ktery nasledné zraje do formy

syncytiotrofoblastu. Ve zralé fazi je materska ¢ast utvarena bazalni ploténkou (decidua basalis) a
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fetdIni stranu predstavuje choriova ploténka (chorion frondosum). Na Obrazku 1 je mezi témito
dvéma stranami patrny intervilozni prostor tvofeny choriovymi klky, které jsou omyvany
matefskou krvi [8, 9]. Ackoliv se fetdlni krev s matefskou nemisi, tato bariéra zajistuje spravny
vyvoj a rlst plodu tim, Ze zdsobuje plod Zivinami, odvadi z plodu nezadouci produkty metabolismu
a zprostredkovava vyménu kysliku a oxidu uhli¢itého mezi krevnimi fecisti plodu a matky. Dale ma
funkci imunologickou a endokrinni; zajistuje syntézu nékterych hormond (R-choriového
gonadotropinu, estrogend), peptidd a rdznych latek steroidni povahy dle faze gestace [10,

11]. Pfestoze je relativné prostupna, reguluje transport xenobiotik a jejich metabolismus [10].

Obrazek 1 Schéma anatomie lidské
placenty.

| Bazalni
| pltenka Prevzato a upraveno dle [1]

Mersot Placenta se sklada z bazdlni (matefské) a
choriové (fetalni) ploténky, které ohranicuji

= tzv. intervilozni prostor. V ném dochazi k
Choriova

Plokénka latkové vyméné mezi matkou a plodem
Py ki s . ’ v o v
- omyvanim viloznich stromeckl mateiskou
Pupeénikova zila — LK)
Pupetrik okyslicenou krvi.
(

1.2 Mechanismy prostupu léCiv pres placentu

Placenta omezuje prostup Iéciv z téla matky do plodu. Tato limitace vSak neni dokonal3,
a mnoho molekul potencidlné ohrozujicich plod mdze touto bariérou projit. Malé (do molekulové
hmotnosti okolo 600 Da) neionizované hydrofobni molekuly difunduji placentarni bariérou v
podstaté neomezené [9]. Fyzikdlné-chemické vlastnosti IéCiva, vazba léciva na plazmatické
bilkoviny, fyziologické zmény béhem gravidity (rozdilné pH ve fetalni a materské krvi, rychlost
pratoku krve placentou, velikost povrchu i Sitka placentarni bariéry, které se méni v prlbéhu
gestace) jsou faktory vyrazné ovliviiujici miru prostupu pres placentarni bariéru pasivni difuzi [12].
Na regulaci priniku fady léciv pres placentu se v mnoha pfipadech vyznamné podili také
prenasefové systémy, které mizeme nalézt na obou pdlech syncytiotrofoblastu [13, 14].
Kromé vyse zminénych mechanismd membranového transportu existuji dalsi, minoritni,
formy placentdrniho prestupu jako je endocytdza Ci exocytdza [15], pfipadné transcytdza,

kterd je typickd pro imunoglobuliny. [13].

14



1.2.1 Membranoveé transportéery

Membranové transportéry tvofi skupinu vice nez Ctyf set proteind, které se vyznamné
podileji na transportu rozlicnych (pfedevsim biogennich) substrat( [16]. Jsou zpravidla pevné
integrovany do membrany a obvykle je tvofi 10 - 17 transmembranovych domén (TMDs) [17]. Lze
je délit do dvou velkych rodin: ATP-binding cassette (ABC) a Solute Carrier (SLC) transportéra [18].
MUZeme je nalézt v membrané polarizovanych bunék, kde mohou byt exprimovany na apikalni
a/nebo bazolateralni/bazéini strané. Na obou stranach pak zprostfedkovavaji transport bud' z

bunky (eflux) a/nebo do buriky (influx) [19].

Kromé télu vlastnich substratl transportérové systémy prendseji fadu xenobiotik
zahrnujicich i hojné uzivané Iécivé latky a ovliviiuji jejich absorpci, distribuci a exkreci. Mohou tak
byt mistem terapeuticky vyznamnych I|ékovych interakci. Znalost Iékovych interakci s
membranovymi transportéry je nutna pro zajisténi efektivni a bezpecné terapie. Ukazatelem
klinického vyznamu studia lékovych interakci s membranovymi transportéry je rostouci zdjem
nejvétsich svétovych lékovych agentur, U.S. Food and Drug Administration (FDA) a European
Medicines Agency (EMA). Ty zaradily v neddvnych letech popis interakci s témito typy
transportérl na seznam povinnych registracnich dokumentl. Novela jejich doporuceni je
ocekavana s velkymi obavami, Ze naroky na testovani interakci s transportéry jesté vzrostou, jak
jiz vroce 2017 naznacoval publikovany “concept paper” [20]. EMA a jeji ,,Pharmacokinetics
Working Party (PKWP)“ kromé pfipravy novely CPMP/EWP/560/95/Rev. 1 Corr. 2 ,Guideline on
the investigation of drug interactions [21]“ vypracovdva odpovédi na Cetné dotazy tykajici
farmakokinetiky v klinickém a preklinickém testovani véetné interakci [22]. V poloviné ledna 2020
FDA vydala ndvod pro farmaceuticky prdmysl k in vitro testovani farmakokinetickych interakci
[23]. Dalsi duleZitou autoritou v oblasti vyzkumu [éCiv, kterd akcentuje studium interakci
membranovych transportérd s léCivy je Mezindrodni transportérové konsorcium (International

Transporter Consortium (ITC)) [24].

Déle budou v pfedkladané dizertacni praci stru¢né popsany obé rodiny membranovych
transportér( s blizsim zamérenim na jednotlivé zastupce, jejichZ role v placentarnim transportu

pfes placentu byla studovana v rdmci feSeni této dizertacni prace.

Nukleosidové transportéry

Vrodiné SLC (z angl. Solute Carrier) transportérl nyni rozpozndvame pres tfi sta

zastupcl. Tito se zapojuji do nejrlznéjsSich fyziologickych a patofyziologickych d&jli a

farmakokinetiky 1é¢iv [25]. Jejich struktura je zpravidla utvafena 300 — 800 aminokyselinovymi
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zbytky s molekulovou hmotnosti 40 — 90kDa [17, 26]. Transport ligandd pres bunécnou
membranu zprostiedkovany témito prenasedi je rdzné dynamicky proces. Casto se jednd o
sekundarné aktivni transport, kdy je substrat prfenasen po sméru elektrochemického gradientu
vytvoreného aktivnim transportérem (symport) nebo naopak proti nému (antiport). Mezi takové
transportéry patfi i proteiny z podrodiny koncentraénich nukleosidovych transportér (CNT,
SLC28). MUze se ale jednat také o obousmérné transportéry nezdvislé na vnéjsi energii podilejici
se na procesu facilitované difuze, napftiklad ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry (ENT, SLC29)
[27]. CNT i ENT jsou exprimovany téméf ve viech typech savéich bunék, kde zajistuji dodavku
hydrofilnich nukleosid(, které jinak prostupuji bariérami velmi omezené a maji tak zasadni roli pfi
tvorbé nukleovych kyselin. Kromé nukleosidd jsou nukleosidové transportéry schopné
rozpoznavat mnohé od nukleosidll odvozené molekuly, mezi které se radi napriklad cytotoxické
latky (antimetabolity) nebo nékteré typy antivirotik [28-30]. Jejich exprese mize byt ovlivnéna
raznymi endogennimi a exogennimi faktory [31], coZ je jednim z mozZnych ddvodd znacné
interindividualni variability v jejich expresi [32-34]. Mezi mozné faktory podilejici se na regulaci
NTs jsou drahy spojené s diferenciaci jako jsou protein kindzové kaskady [35-37] nebo navrhované

epigenetické mechanismy (P1)

CNT (SLC28)

Podrodina CNTs Citd tfi zastupce CNT1 (SLC28A1), CNT2 (SLC28A2) a CNT3 (SLC28A3).
Jsou to integralni membranové proteiny zajistujici jednosmérny aktivni transport svych substratd
proti koncentracnimu spadu dovnitf bunék a soucasného symportu sodnych kationt( [28, 38, 39].
CNT1-3 vykazuji podobnosti ve struktufe, predevsim v poctu transmembranovych domén
(TMDs), kterych maji shodné tfinact. Naopak ¢astecné se lisi napriklad ve své substratové specifité
a afinité k jednotlivym typlm nukleosidim. Jejich substraty z rad xenobiotik pak zpravidla
respektuji strukturdlni specifitu danych transportér( vicéi endogennim molekuldm, které

pfirozené prenaseji [30, 40].

Transportéry CNT2 a CNT3 jsou zndmé svou expresi v placenté, zatimco exprese CNT1
v lidské placenté zlstava prinejmensim spornd [41] (P1). Funkéni exprese nékterych zéstupcl byla
také prokazadna v BeWo bunécné linii (P1) a v placenté potkana [42]. Pro expresi SLC28 genl je
typicka vyrazna variabilita, a to jak inter-individualni, tak i v rdmci pribéhu gestace. Nejvyssi

mnoZzstvi SLC28 mRNA byla popsédna v terminalni placenté (P1).

Exprimovany jsou Casto tandemové s ENT, se kterymi pravdépodobné kooperuji [28].

Prehled o CNTs nabizi Tabulka 1.

16



CNT1 (SLC28A1)
CNT1 transportuje zejména pyrimidinové baze a adenosin, z xenobiotik pak predevsim

latky odvozené pravé od pyrimidinu, jako jsou mnohd antivirotika nebo Iéky uZivané v terapii
nadorovych onemocnéni. Stechiometrie transportu nukleosid:sodné kationty jsou 1:1 [43]. CNT1
nalezneme primarné na apikalni strané endotelovych bunék rliznych organ( a tkani (jatra, ledviny,
tenké strevo, kostni dferl, makrofagy, nékteré ¢asti mozku) [44-46]. Exprese SLC28A1 je vazana
na stav tkané a je zavisla na fazi bunécného cyklu. Jeho mnoZstvi se také méni v zavislosti na mire
diferenciace; vysokd exprese SLC28A1 je charakteristickd pro fazi, kdy extenzivné probih3
transkripce [47-50]. Noveé byl pak, diky své schopnosti zapojit se do signalnich drah a podminovat
fenotypové zménach v nddorové tkani, popsan CNT1 jako tzv. transceptor [45, 51]. Transceptor,
jakozto nové zavedeny pojem, definuje dvoji funkci proteinu, a to transportérovou a
receptorovou. Jeho obsazenim dochazi nejenom k prenosu ligandu na druhou stranu membrany,

ale také k modulaci signalnich drah [52].

CNT2 (SLC28A2)
CNT2 je protein schopny prenést pfes membrany purinové nukleosidy a uridin. Kromé

pfirozené se vyskytujicich nukleosidd ma taktéz vysoky potencidl k transportu antivirovych a
protinadorovych lécivych latek (viz Tabulka 4) [40]. Stechiometrie transportu nukleosid:sodné
kationty jsou 1:1 [53]. CNT2 je exprimovany v rlzné mife témér napfi¢ celym lidskym télem,
zejména pak v ledvinach, jatrech, srdci, placenté, pankreatu, sleziné, pricné pruhovaném svalstvu
a tenkém i tlustém strevé véetné rekta. Vyznamny je také vyskyt CNT2 v nékterych strukturach
mozku (amygdala, hippokampus, cerebellum a neokortex) a v podstaté vSech typech bunék

imunitniho systému [46, 54]. Na Urovni mRNA je nejvice zastoupenym CNT v placenté (P1).

CNT3 (SLC28A3)
CNT3 ma Sirokou substratovou specifitu, rozpoznava jak purinové, tak pyrimidinové

nukleosidy. Podobné jako oba predchozi zastupci, CNT1 a CNT2, dokdZe pfendset mnohd
protivirova i protinadorova léciva [11, 55]. CNT3 je vSak unikdtni mezi ostatnimi CNTs v tom, Ze k
uskutecnéni translokace svého substratu potrebuje vyuZziti sodno-vodikového kotransportu [30].
Takto zprostredkovany prenos substratll je elektrogenni, prispivd tedy ktvorbé a udrzeni
membranového potencidlu. Je exprimovan na apikalni strané bunék pankreatu, ale také v
pradudnici, kostni dfeni nebo prsni Zldze. V mensich mnoZstvich ho nalézame také v jatrech,

plicich, prostaté nebo placenté [56].
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Tabulka 1 Prehled koncentracnich nukleosidovych transportérd, jejich lokalizace, substrdti a inhibitord.

Zpracovadno dle [26].
Lokalizace Endogenni Experimentalni Léciva reportovana jako Inhibitory
substraty substraty substraty
CNT1 strevo, ledviny, jatra, uridin, tymidin, uridin zidovudin, lamivudin, adenosin
mozek cytosin zalcitabin, cytarabin, (potentni),
stavudin, gemcitabin, phloridzin
mizoribin, trifluridin (parcialni)
CNT2 strevo, ledviny, jatra, adenosin, uridin, adenosin, uridin, ribavirin, zidovudin, KGO-2141 a
mozek, bunky imunitniho inosin, guanosin inosin mizoribin, clofarabin, KGO-2173
systému, pricné kladribin, fluoropyrimidin,
pruhovana svalovina, formycin B, didanosin,
slezina, placenta, slinivka maribavir, floxuridin
brisni, srdce
CNT3 slinivka brisni, hrtan, adenosin, uridin, adenosin, uridin kladribin, fludarabin, 5- phloridzin
kostni dren, prsni zlaza, cytidin, guanosin, fluorouridin, 5-fluoro-29- (parcialni)
strevo, jatra, plice, inosin, tymidin deoxyuridin, zebularin,
placenta, prostata, gemcitabin, didanosin,
varlata, mozek, srdce pirarubicin, ribavirin
ENT (SLC29)

Tuto podrodinu ekvilibracnich nukleosidovych transportérl tvofi Ctyfi zdstupci ENT1,
ENT2, ENT3 a ENT4). Jsou tvofeny 11 TMD a vSechny zprostfedkovavaji obousmérnou
facilitovanou difuzi, pricemz ENT3 a ENT4 vykazuji kation-dependentni chovani a jsou stimulovany
nizsim pH [57, 58]. Dalsi spolecnou vlastnosti je jejich schopnost transportovat pres membrany
adenosin, ktery se Ucastni regulace mnoha fyziologickych i patofyziologickych procest vietné
zasoby myokardu kyslikem, pritoku koronarnimi cévami, zanétu nebo neurotransmise [28]. Lisi
se viak ve své afinité k nitrobenzylthioinosinu (nitrobenzylmerkaptopurin ribosid, NBMPR), podle

toho se i dfive oznacoval ENT1 jako “equilibrative sensitive” (es), ENT2, ktery je citlivy aZz k vyrazné
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vyssim koncentracim NBMPR byl pojmenovan jako “equilibrative insensitive” (ei). ENT3 a ENT4
jesté v té dobé nebyly prozkoumany, nicméné dnes je zndmo, Ze ENT3 je v bézné uZivanych
koncentracich k NBMPR prakticky bez afinity, kdezto ENT4 afinitu vykazuje [28, 59, 60]. Maji
schopnost transportovat kromé biogennich substratl také nékterda xenobiotika, a neni bez

zajimavosti jejich Castd koexprese [61, 62]. Pfehled v tabulce nize (Tabulka 2).

ENT1 (SLC29A1)
ENT1 najdeme v cytoplasmatické membrané bunék témér vsech savcich tkani. Jeho

ortology Ize nalézt také v dalSich eukaryotickych organismech, jako jsou kvasinky, prvoci,
nematoda nebo rostliny. V lidské i potkani placenté je ENT1 exprimovan hojné, je lokalizovany
apikalné a jeho exprese se zdd byt nezdvisla na délce gestace (P3), i u HCV pozitivnich Zen z(stava
placentarni koncentrace ENT1 v podstaté nezménéna [63]. Mira jeho exprese je zavisld na
bunééném cyklu, jeho koncentrace se mezi G1 a G2-M fazemi aZ zdvojndsobi [64-66]. Jeho
endogenni substraty jsou veskeré nukleosidy [28]. ENT1 hraje obecné svou funkci vyznamnou roli
v proliferaci bunék, neni tedy prekvapenim, Ze v burkach se zvySenou proliferaci (napr. bunky
nadorové) namérime vyssi koncentrace ENT1 [67]. Jeho down-regulace by mohla prispét ke
klinické rezistenci k cytotoxickym latkam jako jsou néktera protinddorova chemoterapeutika [68-

72]. BEhem gestace ho detekujeme na apikaini strané syncytiotrofoblastu (P3).

ENT2 (SLC29A2)
Tento transportér je pfitomen v mnoha rlznych tkdnich a zodpovidd za transport

nukleosidl, ale i nukleovych bazi a podobné jako ENT1 se tak podili na udrZovani bunécné
homeostazy. Velky vyznam ma predevsim ovlivnéni koncentraci adenosinu dostupného pro
adenosinové receptory. Timto mechanismem Ize modulovat napfiklad prevod vzruchu
v sinoatrialnim uzlu srdce podobné jako se ho Ucastni CNT1 [73]. V porovnani s ENT1, byl ENT2
detekovan v lidské placenté jen velmi slabé, a to na jeji apikalni i bazalné strané. Maly narust
v expresi a inter-individudini variabilité byl pozorovan vterminaini placenté v porovnani s
prvotrimestralnimivzorky (P3). V placenté HCV pozitivnich téhotnych pacientek jsou hladiny ENT2
srovnatelné stémi u zdravych matek [63]. Regulace jeho exprese neni doposud podrobné
popsana. Od vyse jmenovaného ENT1 ho Ize experimentalné rozlidit diky jejich rozdilné citlivosti
k NBMPR. ENT2 potfebuje cca 1000x vyssi koncentraci nez ENT1 [28]. Afinita ENT2 k nukleosiddm

se ale obecné jeviv porovnani s ENT1 o néco vyssi [59].
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ENT3 (SLC29A3)
Treti zastupce skupiny ENTs se vyznacuje svou lokalizaci v intracelularnich membranach,

zejména lysozomU a mitochondrii [28, 74]. Strukturné se od pfedchozich dvou lisi svym vyrazné
delsim hydrofilni N-termindlnim koncem [58]. Kinetické parametry ENT3 nejsou jesté zcela
objasnény, nicméné afinita k nukleosidiim a NBMPR je velmi mald, naopak k dipyridamolu se jevi

jako relativné vysoka [28, 74].

ENT4 (SLC29A4)
Nejméné prozkoumanym nukleosidovym transportérem je v poradi ¢tvrty ENT. Je citlivy

k psobeni k NBMPR, s ICso rovné 2.3 uM [60]. Pravdépodobné ho lze taktéZ nalézt ve vétsiné
lidskych tkani [28], jeho funkce je vSak ponékud rozdilnd od ostatnich NT. Jeho typickymi substraty
jsou namisto nukleosidd (vyjma adenosinu) monoaminy, napf.: neurotransmitery dopamin Ci
serotonin, proto je jeho dal$im oznacenim ,,plasma membrane monoamine transporter” (PMAT)
[75, 76]. Jeho funkce je signifikantné pH dependentni a ma zfejmé vyznam predevsim v mozku a

srdci [77].

Tabulka 2 Prehled ekvilibracnich nukleosidovych transportérd, jejich lokalizace, substrdta a inhibitord.

Zpracovdno dle [26].
Lokalizace Endogenni Experimentalni Léciva reportovana jako Inhibitory
substraty substraty substraty
ENT1 v celém téle purinoveé i uridin, adenosin kladribin, cytarabin, NBMPR, dipyridamol,
pyrimidinové fludarabin, gemcitabin dilazep, draflazin
nukleosidy capecitabin fialuridin,
ribavirin
ENT2 v celém téle adenosin, adenosin, hypoxantin 2-chloroadenosin, NBMPR, dipyridamol,
inosin, formycin B, tubercidin, dilazep, draflazin,
hypoxantin, gemcitabin,fludarabin, soluflazin, mioflazin
guanin, uridin, kladribin, vidarabin,
guanosin, tymin, cytarabin
tymidin, cytosin
ENT3 | intracelularné adenosin, adenosin, tymidin, kladribin, klofarabin, dipyridamol
cytidin, inosin, uridin didanosin, fludarabin,
tymidin, uridin, zebularin
ATP
ENT4 mozek, tenké endogenni adenosin, MPP+, metformin decynium-22,
strevo, srdce, monoaminy metformin, 5-HT lopinavir, NBMPR,
ledviny (dopamin, chinidine,
serotonin), dipyridamol, dilazep
adenosin,
tryptamin
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ABC transportéry

Lidsky genom nese 49 gen(l pro ABC (z angl. ATP-binding casette) transportéry, vysledné
proteiny jsou sloZzené z 1 200 — 1 500 aminokyselinovych zbytk( s molekulovou hmotnosti v
rozmezi 140 — 180 kDa [17, 78, 79]. Tako rodina ¢itd sedm podrodin definovanych strukturaini
podobnosti (pozice domén), umisténim v genomu a homologii aminokyselin (ABCA-ABCG) [79,

80].

ABC transportéry pumpuji prenasené molekuly proti koncentraénimu spadu za Ucasti
hydrolyzy ATP své substraty ven z burky nebo z/do bunécnych organel [81-83]. Spektrum
substratl, které mohou prenaset je pomérné Siroké od malych anorganickych a organickych
molekul (aminokyseliny, sacharidy, nukleosidy nebo vitaminy) zvladaji transportovat i velké
organické slouceniny jako jsou peptidy, oligonukleotidy, polysacharidy ¢i lipidové struktury [84,

85].

Vyznamnymi, a zaroven nejlépe popsanymi zastupci lokalizovanymi v apikdlni membrané
placentdrni bariéry jsou efluxni ABC transportéry, P-glykoprotein (P-gp, ABCB1), Breast Cancer
Resistance Protein (BCRP, ABCG2) a Multidrug Resistance Protein 2 (MRP2, ABCC2) [86-88], kde
se podileji na protekci placenty a vyvijejiciho se plodu tim, Ze zabranuji transportu potencidlné
toxickych latek pres apikalni membranu syncytiotrofoblastu [83, 89]. VSechny tyto zastupce
nalezneme i v dalSich tkdnich. Ve stfevé mohou omezovat absorpci latek, v ledvinach a jatrech
urychluji exkreci, a také limituji prostup hematoencefalickou ¢i hematotestikuldrni bariérou.
ABCB1 patfi mezi nejlépe popsané transportéry vibec a byl objeven v souvislosti s mnohoc¢etnou
lékovou rezistenci. Jeho aktivita a substratova specifita je ¢asto spjata s cytochromy P450 rodiny
3A, a zéroven je funkce obou regulovana zejména za pomoci pregnanového receptoru X (PXR)
[79]. Placentarni ABCB1 hraje roli v ochrané plodu tim, Ze funguje jako efluxni pumpa pro celou
fadu pro plod toxickych latek (napf. cytostatika, antibiotika, antivirotika, antiepileptika,
antiarytmika) [89]. Mira jeho exprese v lidském syncytiotrofoblastu v pribéhu gestace klesa [31].
ABCG2 je také transportérem spojenym s mnohocetnou lékovou rezistenci a zodpovida
predevsim za transport latek steroidni povahy (napf. cholesterol, estradiol, progesteron and
testosteron) a organické anionty, z IéCiv jsou to pak Casto substraty vykazujici zaroven afinitu
k ABCB1, napriklad cytostatika, antivirotika, antibiotika, hypolipidemika ¢&i perordlnich
antidiabetika [89]. Jeho exprese je v placenté regulovana steroidnimi latkami, cytokiny a
rastovymi faktory, s mechanismy zahrnujici peroxisom proliferatory-aktivujici receptory (PPARs),
hypoxii indukovany faktor1 (HIF-1), PXR a nuklearni faktor kappa b [90-92]. V pribéhu téhotenstvi

je mMRNA ABCG2 exprimovdna relativné konstantné, avsak hladiny proteinu maji s pokrocilejsi fazi
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gestace tendenci narlstat. Stejné tak i jeho inter-individualni variabilita [93]. Podrodina ABCC
transportérl je znacné diverzifikovana a jeji zastupci tak vykazuji rdzné funkce. ABCC2 je
extenzivné exprimovan v jatrech, kde napomdhd exkreci zejména toxickych IéCiv ve formé
konjugatl (nejcastéji s kyselinou glukuronovou) do Zludi, avsak tuto funkci pInii v lidské placenté
[79, 94], kde aktivné zbavuje syncytiotrofoblast cytostatik, antivirotik, antiepileptik nebo
nékterych antihypertenziv tim, Ze umoziuje jejich prechod do krevniho obéhu matky [89].
Regulace jeho exprese v syncytiotrofoblastu neni doposud Siroce popsana, zndma je jeji indukce

ethinylestradolem [92].

1.2.2. Role transportérd v [ékovych interakcich

Jak bylo popsano vyse, lékové transportéry mlizeme nalézt ve vSech tkanich téla, kde
jejich funkce mize byt influxni, efluxni i ekvilibracni. Podileji se na absorpci, distribuci, eliminaci a
v urcitém smyslu i metabolismu xenobiotik. Jejich vyznam v bariérovych organech tkvi zejména v
tom, Ze limituji nebo naopak umoziuji prostup do citlivych tkani (mozek, varlata, plod). Velké
mnozstvi membranovych transportérl nalezneme také v jatrech a ledvinach kde se podili na
detoxikaci. Jejich substratova specifita se rlizni, aviak velka ¢ast transportér( je schopna prenaset
molekuly rlznorodé povahy, stavaji se tak mistem lékovych interakci. Se zvySujici se evidenci o
jejich vlivu na riznd xenobiotika se také zvySuje potfeba tyto transportéry studovat, nebot mohou
vyznamné ovliviiovat farmakokinetiku Ié¢iv a mohou byt mistem Iékovych interakci [19, 95]. Riziko
takovych interakci se pfirozené zvySuje pfi souasném uzivani vice nez dvou léciv, a pravé
takovym terapeutickym pfistupem je i kombinaéni terapie (Tabulka 3) v pfipadé Iécby zdvaZznych
virovych infekci jako je HIV a HCV [3, 4, 6]. Bezpecnost a efektivita kombinacnich rezimid je
nezfidka primo zdavisld na vyskytu lékovych interakci na membranovych transportérech. U
téhotnych Zen, kde je limitujicim orgdnem prostupu léCiv k plodu placenta, je funkce

transportnich proteind spojena také s Uc¢innosti a bezpecnosti ve vztahu k plodu.

1.3 Metody studia transportu latek placentou

Studium transportnich mechanism0 v placenté, pripadné jejich ontogeneze a regulace
pfimo u téhotnych Zen, je z etickych ddvodd velmi omezeno. Analyzou matefské a pupecnikové
krve v dobé porodu lze ziskat informaci o materno-fetalnich koncentracich |éCiv na konci gestace.
Timto pFistupem vSak nelze kvantifikovat zapojeni placentarnich mechanismd podilejicich se na
placentarni kinetice, podobné jako to nelze zjistit pomoci klinickych observacnich studif.
Identifikaci jednotlivych mechanismd je viak mozné provést experimenty in vitro, ex vivo a/nebo

in situ. Ex vivo perfuze lidské placenty je model velmi blizky k fyziologickym podminkam, nicméné
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pro malou dostupnost vhodného biologického materidlu je mozné téz placentu zpracovat pro in
vitro experimenty. Lze preparovat celé rlizné ¢asti vilozni tkané a studovat tak uptake do relativné
velkych a kompaktnich fragmentl preparovanych z cerstvé placenty v rizné fazi gestace,
pfipadné izolovat tkdn a nasledné pfipravit vezikuly z placentdrniho trofoblastu (z apikdlni Ci
bazalni membrany), ¢imz se vyznamné navysi pocet vyuzitelnych vzorkd. Obé metody jsou
pomérné naro¢né na techniku, ale pfindsi vyhodu skutecné lidské tkané. U fragmentové metody
je také zachovanad pfirozena struktura placenty jako funkéni jednotky. Na rozdil od fragmentd Ize
u vezikul pfipravenych zizolovaného syncytiotrofoblastu studovat vybrané transportéry
lokalizované v apikalni ¢i bazalni membrané. Dalsimi experimentainimi modely jsou in situ dualné
perfundovana potkani placenta Tento unikdtni model nabizi komplexitu Zivého organismu, je
finanéné a technicky méné narocny v porovnani s experimenty na lidské placenté a lze sledovat
materno-fetalni i feto-maternalni transport skrze placentu, a to i v pfitomnosti vice substrata.
Pfes shodnou lokalizaci nejvyznamnéjsich ABC transportér( je vsak nutné brat v potaz
mezidruhové rozdily v anatomii, fyziologii, v mife zastoupeni jednotlivych transportér( atd. In
vitro metodiky jsou obecné jednodussi na techniku a manipulaci, avSak nedovoluji pozorovani
inter-individualni variability. V pripadé studia interakci s placentarnimi transportéry mlzeme
jmenovat predevsim bunééné linie odvozené od lidského choriokarcinomu (BeWo, BeWo b30,
JEG-3). Tyto buriky velmi dobfe simuluji buriky lidského trofoblastu, avSak pozorujeme zde
odlisnost v expresnich profilech transportérd oproti lidské placenté. Bunécnou linii BeWo b30 Ize
dokonce kultivovat v monovrstvé na semi-permeabilni membrdné, coZ? umoZnuje studium
transepitelidIniho transportu [31, 96]. Dalsim typem bunék vhodnym pro studium interakce s
vybranymi transportnimi proteiny jsou burky odvozené od linie psich ledvinnych bunék (MDCKII
linie), které jsou autoritami (FDA, EMA) doporucovany jako vhodny model pro studium lékovych
interakci na bariérach obecné. Vyuziva se linii, které po genetické modifikaci exprimuji jeden
z pozadovanych lidskych transportér(, ¢imZ nabizi moZnost kvantifikace dané lékové interakce.
Na semipermeabilni membrané tyto burky tvori monovrstvu, diky které lze studovat prestup
latek mezi kompartmenty jak donor-akceptorovym zplsobem, tak v ekvilibriu [89]. Jejich
nevyhodou vSak miZe byt moiné zapojeni endogennich psich transportérll do studované

interakce [97, 98].

Kombinace vySe zminénych metod je nevyhnutelnd pro komplexni pohled na
problematiku prestupu IéCiv pres placentu na konci gestace a pro odhad placentarni kinetiky 1éciv

v Casnéjsich fazich téhotenstvi.
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1.4 Infekce HIV a HCV

HIV infekce a AIDS

Z epidemiologickych dat pfelomu let 2018 a 2019 je patrné, Ze HIV se svymi az
CtyriacCtyriceti miliony nakaZzenymi stadle predstavuje celosvétové riziko [99]. Virus lidské
imunodeficience patfi do podceledi Lentivirinae rodiny Retroviridae a tvofi jej pouze devét genl
[100]. Podobné jako u dalsich retrovir(, gag geny HIV-1 a HIV-2 kéduji strukturalni proteiny jadra
(p24, p7, p6), matrix (p17) a tzv. env gen kéduje povrchové podjednotky obalového glykoproteinu
(gp120 a gp41l), které jsou zodpovédné za rozpoznani CD4 receptoru a C-C chemokinového
receptoru (CCR5) obsazenych v membrané bunék imunitniho systému, zodpovédné za fuzi s
membranou cilové burky, diky ¢emuz je pak virus schopen proniknout do cytoplazmy. Dale
v genomu HIV najdeme pol oblast, kterd je zodpovédna za tvorbu enzym hrajicich zdsadni roli ve
fazi replikace viru — reverzni transkriptazu, kterd zprostfedkovava konverzi virové RNA do DNA,
integrazu umoznujici vioZeni virové DNA do hostitelské DNA a protedzu, jez Stépi velké prekurzory
Gag a Pol protein na finalni komponenty a zajistuje tak zrani viru [101]. Charakteristickou
vlastnosti HIV je vysoka mutagenita a s ni spojend variabilita a schopnost uniknout imunitnimu
systému hostitele [101]. V prvnim stadiu onemocnéni (béhem dvou mésicl od prvoinfekce) se
onemocnéni projevuje podobné jako chripka (flu-like syndrom), napadené CD4+ Th-lymfocyty
jsou poskozené a imunitni systém reaguje tvorbou protilatek, zvysenim télesné teploty, otokem
uzlin apod. Druhad faze onemocnéni je obvykle bezpfriznakova (stfidavé se miZe objevovat
zminény flu-like syndrom) a trva az do deseti let od nakazy. Treti stadium je jiz rozvinuty AIDS, kde
naruseny imunitni systém ztraci své obranné schopnosti. Zacinaji se projevovat oportunniinfekce,
nadorovda onemocnéni a neurologické obtize. Ve Ctvrtém stadiu AIDS jsou pak klinicky plné

rozvinuté vyse zminéné symptomy [102].

Hepatitida C (HCV)

Virus hepatitidy typu C patfi mezi Hepaciviry z rodiny Flaviridae. Je to obaleny RNA virus
napadajici jaterni burky C&lovéka s vysokou pravdépodobnosti pfechodu z akutni infekce do
chronické [103]. Kazdorocné zemre okolo 400 tisic nakazenych HCV, nejcastéji v dlsledku cirhdzy
a hepatoceluldrniho karcinomu [104]. V roce 2015 bylo nové diagnostikovdano 1.75 milionu
infikovanych, nicméné data o incidenci jsou z dlvodu asymptomatické faze a casto i socialniho
statusu nakazenych zfejmé podhodnocena [104]. Akutni infekce virem hepatitidy C je ¢asto, i po
své az 12 tydn( dlouhé inkubacni dobé, bez zjevnych klinickych ptiznak(. Pravdépodobnost
pfechodu do chronicity se pohybuje mezi 40 — 100% v zavislosti na véku, velikosti infek¢ni davky,

konfekci s HBV i HIV. Ve své chronické fazi se, mimo latentni asymptomatické faze, projevuje jak
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jaternimi, tak extrahepatalnimi symptomy. Iktericky pribéh, zenské pohlavi, polymorfismy genu
IL28B a nizky vék jsou faktory asociované se spontanni eliminaci HCV. Po vice nezZ pll roce od
prenosu jiz prakticky nedochazi k eliminaci viru, pfi pozitivnim prikazu sérové HCV RNA a anti-

HCV protilatek tedy mizeme povaZovat stadium za chronické [105, 106].

1.4.1 HIV a HCV v téhotenstvi

V obdobi téhotenstvi se pfizplsobuje farmakoterapie gestacnim zménam. Po d¢as
prenatdlniho vyvoje dochdzi k mnoha zméndm nejen v téle plodu, ale vyznamné proménné
nachazime i ve fyziologii téla matky. Fyziologické zmény béhem téhotenstvi zahrnuji i alterace,
které mohou mit vliv na farmakokinetické parametry mnoha |éciv, a to na drovni absorpce,
distribuce, metabolismu i exkrece [107]. Mezi nejvyznamnéjsi farmakokinetické parametry, ve
kterych se bé&hem téhotenstvi projevi pozménéna fyziologie matky jsou: eliminacni polocas,
plocha pod kfivkou (AUC), biodostupnost, clearance, vaznost na proteiny [108, 109]. Onemocni-
li téhotnd Zena nékterym ze zminovanych virovych onemocnéni béhem téhotenstvi, anebo
otéhotni-li pacientka nakazend virem HIV nebo HCV, je nutné brat v potaz vyznamna rizika.
Takovymi se rozumi napriklad rychlejsi rozvoj AIDS nebo zvySenému riziku jaterniho selhani u
HCV-infikovanych Zen, a samoziejmé riziko pfenosu onemocnéni na plod [6]. V pripadé HIV je
indikovano okamzité nasazeni cART u vSech pacientek bez ohledu na pocet CD4+ lymfocytl —
dochazi totiZz nejen k terapii matky, ale zaroven se velmi vyrazné snizuje riziko pfenosu na plod [2-
4, 6]. Jednd se o jednoznacné ptinosny postup, ktery prodluZuje Zivot matce a zabrafuje
vertikdInimu Sifeni viru. Nicméné pro dalsi zlepSovani efektivity a bezpecnosti jednotlivych
farmakoterapeutickych postupld je nutné ziskat klinické informace z obsahlejsiho vzorku
pacientek a také o mechanismech podilejicich se na placentdrni kinetice antiretrovirotik [4, 110].
Nejcastéjsim pozorovanym nezadoucim Géinkem u novorozenct je nizkd porodni vaha a vyvojové
vady. Také vyskyt pfedcasnych porodd a nahlych kojeneckych amrti mize byt pfi cART vyssi [111-
113]. Pokud je téhotna zaroven HCV pozitivni, zpravidla se cART nastavend v ramci HIV terapie
ponechava, protoze zadny z pouzivanych terapeutickych rezimd pfi HCV infekci neni povazovan

za bezpecny v obdobi téhotenstvi [2-4, 6].

Mezi preferované cART u gravidnich Zen bez pfedchozi antiretrovirdini |éCby patfi rezim,
kde zakladem je kombinace (Casto jiz ve fixni formé, viz Tabulka 5) dvou |éciv, které snadno
pronikaji i do fetdlni cirkulace: abakavir/lamivudin, tenofovir disoproxil fumarat/emtricitabin,

tenofovir disoproxil fumarat /lamivudin. Jako treti lé¢ivo do kombinace k nim se pak nejc¢astéji
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pridava lécivo ze skupiny INSTIs, které prechazeji pres placentu také snadno, dolutegravir ¢i nyni
preferovangjsi raltegravir. Namisto INSTIs |ze rovnéz pouzit latky, které neprostupuji placentou
ve veétsi mite, a zplUsobuji supresi viru predevsim v krevnim obéhu matky. Takovymi zastupci jsou
napfiklad atazanavir ¢i darunavir. V alternativnich terapeutickych cART reZzimech (pouzivanych u
specifickych genotypl nebo u dalsich komorbidit) se objevuji jesté napfiklad efavirenz, rilipivirin
¢i zidovudin [2-4, 6]. Pfi zvladani HCV byl pacientkdm dle retrospektivnich dat poddvan v mnoha
pfipadech ribavirin, pricemz hlasenych bezpelnostnich rizik bylo jen malé mnoZzstvi, celkovy pocet
farmakovigilan¢nich signald spojenych ribavirinem a téhotenstvim bylo ke dni 2.2.2020 hlaSeno
pouze 466, a to od roku 1987. Vzhledem ktomu, Ze pro tyto pacientky zatim neexistuje
doporucend lécba a zéroven je pfenos HCV z matky na plod moZny v kazdém stadiu (z toho 73-
92% byva ve stadiu chronickém) [3, 4, 6], davaji tato data mozZny prostor pro opétovné zvazeni
jeho mista vterapii téhotnych HCV-pozitivnich pacientek a pfispét tim ke sniZeni

pravdépodobnosti nakazy plodu [114, 115] (P4).

1.4.2 Antivirotika pouzivana k lécbé HIV a HCV

Lécha je doporucena viem pacientlm, véetné téch s nizkou viremii HIV, v pfipadé Zen ve
fertilnim véku pak lécbu indikujeme jak pred otéhotnénim, tak v pribéhu téhotenstvi [6, 101,
116]. Pfestoze byl syntetizovan v Sedesatych letech minulého stoleti, nejvyznamnéjsim milnikem
pro pacienty nakazené HIV byl rok 1987, kdy FDA v této indikaci schvalila |é¢bu zidovudinem [117],
fadi se mezi takzvané nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NRTIs) a stal se modelovou
molekulou pro vyvoj dalSich antiretrovirotik. Kdnesnimu dni se od té doby guidelines
proménovaly az do podoby nynéjsich platnych terapeutickych postupl, podle kterych se pro
zajisténi efektivity anti-HIV terapie poddva kombinovana antiretrovirova terapie (cART), kterd se
sestava nejméné ze tfi l1éCiv zasahujicich do replikace viru rdznymi mechanismy, pfiéemz nejméné
jedno ma byt latkou s vysokym placentarnim prostupem [118, 119]. Takové skupiny strukturné
odlisnych IéCiv jsou: nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NNRTIs), IéCiva zacilena na
dalsi proteinové struktury jako inhibitory aspartylprotedzy (Pls) nebo inhibitory integrazy (INSTIs).
V poslednich letech jesté pfibyly molekuly s funkci inhibice CCR5 a inhibitory fuze. Tento
farmakoterapeuticky rezim (cART) zajistuje dlouhodobou supresi proliferace viru, ¢imz je oddalen
nebo pIné zastaven rozvoj AIDS a je minimalizovano riziko vzniku rezistence. Prehled |éCiv a jejich

fixnich kombinaci uveden v Tabulkédch 4 a 5.
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Antiretrovirova |é¢ba je doporucovana vsem osobam s HIV pro sniZeni rizika progrese

nemoci a k prevenci dalsiho prenosu infekce virem. cART by méla byt zahajena u vSech pacient(

co nejdrive po diagndze HIV-pozitivity bez ohledu na aktudlni pocet CD4+ lymfocyt(.

Tabulka 4 Prehled doporucenych antivirdlnich léCiv uZivanych dle doporucenych postupi lékovych agentur.

skupina

nukleosidové a
nukleotidové
inhibitory
reverzni
transkriptazy

nenukleosidové
inhibitory
reverzni
transkriptazy

tenofovir disoproxil
fumarat

tenofovir alafenamid
fumarat

abacavir

zidovudin
(azidotymidin)

emtricitabin

lamivudin

efavirenz

etravirin

rilpivirin

doravirin

Zpracovdno dle [119].

zkratka brand hlavni nezadouci ucinky rok
schvaleni

TDF Viread nauzea, zvraceni, prdjem 2001

renalni insuficience, pokles
kostni denzity Kl: adefovir

TAF Vemlidy nauzea, prajem, renalni
insuficience, pokles kostnf
denzity (méné pravdépodobné

nez u TDF)
ABC Ziagen hypersenzitivni reakce (5 %)
ZDV (AZT) Retrovir anémie, méné neutropenie

nauzea xerostomie, pigmentace
nehtd myopatie Kl: ribavirin

FTC Emtriva minimalné toxicky prdjem,
nauzea cefalalgie
hyperpigmentace dlani, plosek
a nehtd
3TC Epivir minimalné toxicky, vyjimecné
cefalalgie, Unava
EFV Stocrin vertigo, nespavost, ,Zivé“ sny,
zmatenost exantém Kl:
vorikonazol, triazolam, p.o.
midazolam, boceprevir,
simeprevir, trezalka

ETV Intelence exantém hypersenzitivni
syndrom DRESS syndrom, KI:
carbamazepin,
rifampicin, fenobarbital,
fenytoin, simeprevir,
trezalka

RPV Edurant exantém deprese, nespavost,
bolest hlavy hepatotoxicita
prodlouzeniintervalu QTc na
EKG KI: PPI, carbamazepin,
fenobarbital, fenytoin, rifabutin,
rifampicin, trezalka

DOP Pifeltro poruchy spanku, zavraté,
deprese Kl: carbamazepin,
fenobarbital, fenytoin,
rifampicin, trezalka
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1998

1987

2003

1995

1998

2008

2011

2018



inhibitory
aspartylproteazy

lopinavir/ritonavir

darunavir

atazanavir

darunavir/cobicistat

atazanavir/cobicistat

fosamprenavir

inhibitory
integrazy

raltegravir

raltegravir HD

dolutegravir

elvitegravir

bictegravir jen v
kombinaci s TAF a
FTC
enfuvirtid
inhibitory vstupu
- inhibitor fize,

LPV/r Kaletra
DRV Prezista
ATV Reyataz
DRV/c Rezolsta
ATV/c Evotaz
FPV Telzir
RAL Isentress
RAL HD Isentress
HD
DTG Tivicay
EVG Vitekta
BIC Biktarvy
T-20 Fuzeon
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prijem hyperlipidémie elevace
aminotransferas Kl: warfarin,
amiodaron, rifampicin,
midazolam, triazolam,
lovastatin, simvastatin, tfezalka
exantém, prlijem, nauzea KI:
warfarin, amiodaron, rifampicin,
midazolam, triazolam,
lovastatin, simvastatin, trezalka

neprima hyperbilirubinémie az
viditelny ikterus prodlouzeni PR
na EKG KI: warfarin, amiodaron,
rifampicin, midazolam,
triazolam, lovastatin,
simvastatin, trezalka
exantém, prlijem, nauzea KI:
warfarin, amiodaron, rifampicin,
midazolam, triazolam,
lovastatin, simvastatin, trezalka

neptima hyperbilirubinémie az
viditelny ikterus prodlouzeni PR
na EKG KI: warfarin, amiodaron,
rifampicin, midazolam,
triazolam, lovastatin,
simvastatin, tfezalka
exantém prdjmy Kl: warfarin,
amiodaron, flekainid,
propafenon, rifampicin,
midazolam, triazolam,
lovastatin, simvastatin, trezalka
hypersenzitivni reakce prijem,
nauzea bolest hlavy, horecka
svalova slabost, elevace CK

hypersenzitivni reakce prdjem,
nauzea bolest hlavy, horecka
svalova slabost, elevace CK

hypersenzitivni reakce
hepatopatie nespavost, bolesti
hlavy KlI: carbamazepin,
fenobarbital, fenytoin, ETV,
trezalka, zvySeni plazmatické
koncentrace metforminu
nauzea, prijem nefropatie KI:
rifabutin, rifampicin, triazolam,
midazolam, metylprednisolon,
ergotamin, prednisolon,
triamcinolon, boveprevir,
simeprevir, lovastatin,
simvastatin, sildenafil, jina AR
|éCiva, trezalka
prijem nauzea bolest hlavy;
nedoporucuje se pfi CrCl

koZni iritace v misté vpichu —
bolest a zarudnuti po aplikaci
periferni neuropatie (2 %)

2000

2006

2003

2015

2015

2003

2007

2017

2013

2014

2018

2003



antagonista
CCRS5 a inhibitor
pripevnéni

maraviroc

ibalizumab

MVC

IBA

Celsentri

Trogarzo

zanéty hornich dychacich cest
aZ pneumonie

bolesti bricha kasel slabost az
ortostaticka hypotenze Ki:
rifampicin, telaprevir, tfezalka
moznost vzniku IRIS, prdjem,
exantém

Tabulka 5 Prehled dostupnych fixnich kombinaci uZivanych dle doporucenych postupt dle svétovych

lékovych agentur.

fixni kombinace
Abakavir / lamivudin
Tenofovir DF/ emtricitabin
Tenofovir AF/ emtricitabin
Zidovudin / lamivudin

Zidovudin / lamivudin /
abakavir
Lopinavir / ritonavir

Darunavir / cobicistat

Tenofovir AF / emtricitabin /
Darunavir / cobicistat
Atazanavir / cobicistat

Tenofovir DF / emtricitabin /
efavirenz

Tenofovir DF / emtricitabin /
rilpivirin

Tenofovir AF / emtricitabin /
efavirenz

Tenofovir DF / lamivudin /
doravirin

Tenofovir AF / emtricitabin /
bictegravir

Abacavir / lamivudin /
dolutegravir

Tenofovir DF / emtricitabin /
elvitegravir / cobicistat
Tenofovir AF / emtricitabin /
elvitegravir / cobicistat
Dalutegravir / rilpivirin

Kivexa
Truvada
Descovy
Combivir

Trizivir

Kaletra
Rezolsta

Symtuza

Evotaz

Atripla
Eviplera
Odefsey
Delstrigo
Biktarvy
Triumeq
Stribild
Genvoya

Juluca

Zpracovdno dle [119].

davkovani

1 x (600/300) mg/d

1 x (300/200) mg/d

1 x(25/200) mg/d, resp. 1 x (10/200) mg/d
2 x (300/150) mg/d

2 x (300/150/300) mg/d

2 x (400/100) mg/d nebo 1 x (800/200) mg/d
1 % (800/150) mg/d
1 x (10/200/800/150) mg/d

1 x (300/150) mg/d
1 x (300/200/600) mg/d

1 x (300/200/25) mg/d

1 x (25/200/25) mg/d

1 x (300/300/100) mg/d

1 x (25/200/50) mg/d

1 x (600/300/50) mg/d

1 x (300/200/150/150) mg/d
1 x (10/200/150/150) mg/d

1% (50/25) mg/d

2007

2018

U HCV se pred zahajenim terapie u bézné populace kromé virologickych parametr( nutné

stanovuje také pokrocilost jaterniho postizeni a pfipadna dalsi orgdnova postiZeni (jaterni cirhéza

a pokrocild fibréza). Mezi virologické parametry pfitom u HCV patfi nejen standardni stanoveni

virémie, ale urcuje se i genotyp (1 az 6, u genotypu 1 i subtyp 1a ¢i 1b), protoZze maji vyznam pfi

volbé [é¢ebného reZzimu. Podobné jako u HIV, vSichni pacienti s chronickou HCV infekci by mél
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byt 1éCeni. Rezimy léCby se déli na bezinterferonové (Tab. 6), které predstavuji optimalni écebny
postup pro kazdého pacienta s chronickou HCV infekci a ve vybranych individudlnich pripadech

na ty, které jsou zalozené na podani pegylovaného interferonu-a.

Tabulka 6 Prehled dostupnych fixnich kombinaci u jednotlivych genotypi HCV.
Zpracovdno dle [4]

KOMBINACE genotypy HCV

genotyp 1 genotyp2  genotyp 3 genotyp 4 genotyp

5a6

SOFOSBUVIR/LEDIPASIVIR t RIBAVIRIN ano ne ne ano ano
SOFOSBUVIR/VELPATASVIR + RIBAVIRIN ano ano ano ano ano
OMBITASVIR/PARITAPREVIR/(R) + ano ne ne ne ne
DASABUVIR + RIBAVIRIN
OMBITASVIR/PARITAPREVIR/(R) £ RIBAVIRIN | ne ne ne ano ne
GRAZOPREVIR/ELBASVIR + RIBAVIRIN ano ne ne ano ne
SOFOSBUVIR + DACLATASVIR * RIBAVIRIN ano ano ano ano ne
SOFOSBUVIR + SIMEPREVIR % RIBAVIRIN suboptimalni  ne ne ano ne

1.4.3 Antivirotika studovand v ramci této dizertacni
prace

AntivirdIni latky studované v predkladané dizertacni praci jsou pouzivany v téhotenstvi,
at uz v rdmci guidelines nebo jako off label ribavirin. VSechny niZze popsané latky maji potencial k
interakci s membranovymi transportéry v placenté; s mnohymi ABC a SLC transportéry jiz drive

byly popsany interakce ve smyslu substratové ¢i inhibi¢ni aktivity.

Zidovudin

Prvnim lékem schvalenym proti HIV-1 americkou FDA byl zidovudin. Strukturné je
odvozen od tymidinu a vykazuje aktivitu nejen vci HIV-1, ale i dalSim patogenim jako napf. HIV-
2, HTLV-1 (z angl. human T-lymphotropic virus), zvifeci lentivirdm, bakteriim rodu Shigella,
Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter a dal$im [120]. Biodostupnost po perorainim
podani je mezi 60 — 70 %. Obsah plochy pod krivkou (AUC) se pohybuje okolo 7,5 pug.h/ml. s Tmax
0,65 h a plasmatickym polo¢asem (t12) blizicim se jedné hodiné. Na plazmatické bilkoviny je vazan
z234—-38% [121, 122]. Po prostupu do bunék je témér ihned postupné 3x fosforylovan na aktivni

metabolit zidovudin-5"trifosfat.

Jeho farmakokinetika je pri opakovaném podani (2 mg/kg kazdych 8 hodin a 10 mg/mg

kazdé 4 hodiny) na davce nezavisla. Zidovudin dobre prechazi pres placentu a jeho pomér mezi
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fetalni a materndlni krvi v dobé porodu je témér roven jedné [123-125]. Dnes se vyuziva zejména

v kombinacich s lamivudinem a/nebo abakavirem (Tabulka 7).

Role placentarnich transportér( v placentarnim prenosu zidovudinu je doposud relativné
sporna zejména u ABCB1 [126-128]. Transportni protein ABCG2 se na prestupu zidovudinu podili
[127, 129, 130], kdeZto k transportérim ABCC2 a ABCC5 substratovou afinitu nevykazuje [127,
131]. Ackoliv starsi literatura popisuje placentarni prestup zidovudinu jako saturabilni, a navrhuje
zidovudin jako substrat nukleosidovych transportérd, afinita k ENT1 ani ENT2 se nepotvrdila [132,

133] (P2).

Emtricitabin

Emtricitabin se svym datem schvaleni FDA, 2003 patfi mezi zavedené molekuly [134].
Kromé HIV-1 vykazuje aktivitu i proti virdm hepatitidy typu B [135, 136]. Zakladni farmakokinetika
je dobre popsang, je linearni v davce 100 az 1200 mg. Po peroradinim podani se velmi snadno
absorbuje z gastrointestinalniho traktu a jeho absorpce neni ovlivnéna potravou. Pri opakovaném
podavani denni davky 200 mg dosahuje jeho priimérna koncentrace v plasmé v ustaleném stavu
priblizné 2 pg/ml. AUC dosahuje prdmérné 9 — 10 pg.h/ml s eliminacnim polo¢asem (ti2) je 8 —9
hodin. Ovsem eliminacéni polo¢as aktivniho metabolitu emtricitabin trifosfatu uvnitf bunék je
priblizné 38 hodin [135, 136]. Exkrece emtricitabinu samotného kombinaci glomerularni filtrace
a aktivni tubuldrni sekrece moci v nezménéné podobé (86%) a proto musi byt jeho davky
redukovany u pacientl s poruchou funkce ledvin [135, 137, 138]. Malé procento metabolitl
zahrnuje diastereomery 3’-sulfoxidu a jejich glukuronidy. Vazba na plazmatické bilkoviny je u
emtricitabinu mensi nez 4% [135]. Velmi dobfe pronikd do tkani, pomér koncentrace
emtricitabinu v plodové krvi ku materndlni v dobé porodu se blizi jedné [139]. Dnes se vyuZiva
zejména v kombinacich s tenofovirem disoproxil fumaradtem, tenofovirem alafenamid

fumardatem, darunavirem, efavirenzem a rilpivirinem (Tabulka 5).

Potencial této molekuly k interakcim s Iékovymi transportéry byl studovan jak na drovni
inhibice, tak substratové afinity. Emtricitabin je substratem ABCC1 a SLC47A1 [134, 140-142], ne
vsak ABCB1, ABCC2, ABCG2, SLC22A1 nebo SLC22A2 [142-144]. Byl popsan jako inhibitor ABCC1,
ABCC2, ABCC3, avsak bez inhibi¢niho vlivu na ABCB1, ABCG2, SLC22A1 ani SLC22A2 [144-146].
Data o interakcich s nukleosidovymi transportéry jsou protichlidna, avsak nepotvrdila se afinita

k ENT1 ani ENT2 transportéru [140] (P1).
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Abakavir

Synteticky, karbocyklicky analog guanosinu pouZivany od konce 90. let [147, 148]. Jeho
aktivni nitrobunécnou formou je trifosforylovany abakavir, tedy karbovir 5'-trifosfat. Toto Siroce
pouzivané lécivo patfi mezi léky volby u HLA5701-negativnich pacientd pfi zahajovaci terapii HIV

infekce i prevenci vertikalniho pfenosu viru z matky na plod [2, 6].

Abakavir vykazuje linedrni farmakokinetiku. Po perorainim podani je rychle absorbovan a
dosahuje maximalni plazmatické koncentrace mezi 4,10 — 5,46 pg/ml. Jeho absolutni
biodostupnost po perordlnim podani je 83 %, podani s jidlem snizuje jeho Cmax i Tmax, OVSEM
hodnoty AUC ovlivnény nejsou. Abakavir je asi z 50 % vdzan na plazmatické bilkoviny. V jatrech
probiha jeho extenzivni metabolizace rdznymi enzymy vcetné alkohol dehydrogendzy, v druhé
fazi metabolismu pak probiha také glukuronidace. Zodpovédnym eliminacnim organem jsou pro
néj tedy jatra a jeho eliminacni polocas je mensinez 2 hodiny. Exkrece metabolit(l a parentni latky
(méné nez 2 % z podané davky) je majoritné do moci. Eliminacni ¢as jeho farmakologicky aktivni

formy CBV-TP ma eliminacni polocas delsi nez 20 hodin [148-152].

Abakavir je popsanym substratem ABCB1 a ABCG2 [153] na rozdil od membranovych
proteind ABCC2, SLC22A1 a SLC22A2 k nimZ Zadnou substratovou afinitu nevykazuje [129, 144,
153]. Abakavir in vitro snizuje uptake nukleosidl, a byl navrzenym substratem placentarniho

ENT1 [154] (P3).

Tenofovir

Tenofovir (TFV) byl schvalen FDA ve formé proléciva tenofovir disoproxil fumaratu (TDF)
v roce 2001 a ve formé alafenamid fumaratu (TAF) v roce 2018. Oba estery zlepsuji biologickou
dostupnost TFV po podani per os. TDF i TAF jsou jiz dnes na trhu dostupné ve fixnich kombinacich
(Tabulka 7). TDF a TAF jsou purinova antivirotika, G¢innd i na HBV. U¢innd latka TFV je ve své
aktivni formé (difosfat). Pomér koncentraci v krvi matky a plodu na konci gestace dosahuje

hodnoty kolem jedné, coZ naznacuje kvantitativni placentarni prestup [139, 155, 156].

Afinita TFV, TDF a TAF k transportérim je rozdilnd. TDF i TAF jsou popsanymi substraty
ABCB1, ABCG2, zatimco TFV neinteraguje ani s jednim z nich, avSak je substratem ABCC4,
SLC22A6, SLC22A8 [157-159].

Ribavirin

Ribavirin, purinovy analog je jednim z prvnich |éCiv, kterd tvofila zaklad |é¢ebnych rezim(

infekce HCV. K tomuto Ucelu byl FDA schvalen v roce 2002. Vykazuje vsak Sirokou in vitro aktivitu
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vici RNA i DNA virlim, a Ize jej pouZit u vsech genotypl HCV [4, 45, 109, 160]. Po jednorazové
davce (400 mg) je dobre absorbovan, avsak kvili extenzivni first-pass metabolizaci v jatrech je
absolutni biodostupnost mezi 45 — 65 %. Maximalnich plasmatické koncentrace (Cmax) 2,6 UM
dosahuje u zdravych dobrovolnikl po 1,5h (Tmax). Jeho plazmaticky poloc¢as dosahuje az 170h,
distribucni objem se pohybuje mezi 4500 — 6000 |, pficemz se masivné kumuluje pfedevsim v
pricné pruhovaném svalstvu, jatrech a erytrocytech. Jeho vazba na plazmatické proteiny je
zanedbatelna [160]. Navzdory kontraindikaci kvili prokdzané teratogenité na zvitecich modelech
(dle FDA nedoporucen k uzivani u téhotnych Zen nebo Zen ve fertilnim véku bez spolehlivé
kontracepce), byl gravidnim Zendm poddavan [114]. Vzhledem ktomu, Ze dle interim analyzy
(ClinicalTrials.gov ID: NCT00114712) nebyl zachycen jasny signal teratogenity spojeny
s ribavirinem u lidi, a zaroven dle farmakovigilanc¢nich dat bylo v souvislosti s ribavirinem a
téhotenstvim v ramci jakékoliv blize nespecifikované kauzality zachyceno 466 hlaseni béhem
poslednich tfiatficeti let, zOstava kandidatem pro prevenci vertikadlniho prenosu z matky na plod.

V rdmci studia ribavirinu byl navrhovanym transportnim proteinem ENT1 [161-164] (P2).
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2.

Cile prace

Hlavni ndplni predklddané dizertacni prace bylo studium nukleosidovych a ABC

transportért exprimovanych v placenté a jejich interakce s vyznamnymi antivirotiky, ktera jsou

v praxi podavana t&hotnym pacientkdm s diagnostikovanou HIV a/nebo HCV infekci. Casto toti?

jejich bezpecnostni profil neni kompletni a chybi zde mimo jiné informace o mechanismech jejich

prestupu pres placentarni bariéru a tim neni znam jejich potencidl k farmakokinetickym lékovym

interakcim.

Dil¢i cile shrnuté v této dizertacni praci byly:

Evaluace exprese SLC28A v lidské placenté ve vztahu k fazi gestace a efekt vybranych
diferenciacnich agens za pomoci kvantitativni PCR a vyuZziti modelu BeWo bunék
Popis vlivu nukleosidovych transportérll na transplacentarni farmakokinetiku
antivirotik zidovudinu, emtricitabinu, abakaviru a ribavirinu

Popis vlivu ABC transportérd (ABCB1, ABCG2, ABCC1) na transplacentarni
farmakokinetiku ribavirinu

Popis vlivu dlouhodobé expozice brezich samic potkana kmene Wistar antivirotik(im
tenofoviru a emtricitabinu na expresi Abcbla, Abcblb a Abcg2 transportér(
v placenté a dalSich vybranych organech v téle matek i jejich plodld pomoci RT-PCR

v realném case
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P1:

P2:

10.

P3:

3. Podil predkladatelky na jednotlivych publikacich

Expression of Concentrative Nucleoside Transporters (SLC28A) in the Human
Placenta: Effects of Gestation Age and Prototype Differentiation-Affecting Agents.
Jiraskova L, Cerveny L, Karbanova S, Ptackova Z, Staud F.

Mol Pharm. 2018 Jul 2;15(7):2732-2741. doi: 10.1021/acs.molpharmaceut.8b00238.
Epub 2018 May 25.
IF2016=3.853 (Q1)

» podil na ¢asti bunécnych experimentl

Role of nucleoside transporters in transplacental pharmacokinetics of nucleoside
reverse transcriptase inhibitors zidovudine and emtricitabine.
Karbanova S, Cerveny L, Ceckova M, Ptackova Z, Jiraskova L, Greenwood S, Staud F.

Placenta. 2017 Dec;60:86-92. doi: 10.1016/].placenta.2017.10.011. Epub 2017 Nov

IF2017=2.434 (Q1)

» prvni autor, realizace /in vitro experimentl, /n situ experimentl, ex vivo
experimentll, analyza dat, pfiprava manuskriptu, pfiprava odpovédi

oponentdm

Equilibrative Nucleoside Transporter 1 (ENT1, SLC29A1) Facilitates Transfer of the
Antiretroviral Drug Abacavir across the Placenta.
Cerveny L, Ptackova Z, Ceckova M, Karahoda R, Karbanova S, Jiraskova L, Greenwood
SL, Glazier JD, Staud F.
Drug Metab Dispos. 2018 Nov;46(11):1817-1826. doi: 10.1124/dmd.118.083329.

Epub 2018 Aug

IF2018=3.354 (Q1)

» podil na sbéru lidskych a potkanich placent, podil na ¢asti /n vitro a ex vivo

experimentl

35


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30097436

P4.

P5:

P6:

Transport of ribavirin across the rat and human placental barrier: Roles of
nucleoside and ATP-binding cassette drug efflux transporters.
Karbanova S, Cerveny L, Jiraskova L, Karahoda R, Ceckova M, Ptackova Z, Staud F.
Biochem Pharmacol. 2019 May;163:60-70. doi: 10.1016/j.bcp.2019.01.024. Epub
2019 Feb 2.
IF2018/2019=4.825 (Q1, 1. decil)

» prvni autor, realizace vétsiny /n vitro experimentd, vSech /n situ experimentd,
vsech ex vivo experiment(, analyza dat, pfiprava manuskriptu, pfiprava

odpovédi oponentlim

Long-term administration of tenofovir or emtricitabine to pregnant rats; effect on
Abcbla, Abcblb and Abcg2 expression in the placenta and in maternal and fetal
organs.

Cerveny L, Neumanova Z, Karbanova S, Havlova |, Staud F.

J Pharm Pharmacol. 2016 Jan;68(1):84-92. doi: 10.1111/jphp.12495. Epub 2016 Jan

IF2016=2.405 (Q2)

» sbér potkanich organd, podil na ¢asti in vitro experimentl (RT-qPCR)

S-(4-Nitrobenzyl)-6-thicinosine  (NBMPR) is not a selective inhibitor of
equilibrative nucleoside transporters but also blocks efflux activity of breast cancer
resistance protein
Karbanova S, Sorf A, Jiraskova L, Lalinska A, Ptackova Z, Frantisek S, Cerveny L.

Pharm Res. 2020 Feb ;37:58. doi: https://doi.org/10.1007/s11095-020-2782-5.
IF2018/2019=3.896 (Q1)

» prvni autor, provedeni /n situ a Casti in vitro experimentl, priprava

manuskriptu, pfiprava odpovédi oponentim
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4. Prehled predkladanych praci s komentarem

P1l:  Expression of Concentrative Nucleoside Transporters (SLC28A) in the
Human Placenta: Effects of Gestation Age and Prototype Differentiation-
Affecting Agents.

Jiraskova L, Cerveny L, Karbanova S, Ptackova Z, Staud F.

Mol Pharm. 2018 Jul 2;15(7):2732-2741. doi:
10.1021/acs.molpharmaceut.8b00238. Epub 2018 May 25.

Koncentracni (CNT, SLC28A) a ekvilibraéni (ENT, SLC29A) nukleosidové transportéry spolecné
prispivaji ke spravnému vyvoji placenty a také plodu tim, Ze transportuji télu pfirozené nukleosidy
nezbytné pro novotvorbu nukleovych kyselin. Zarovern maji také schopnost transportovat i [éCiva
od nukleosidl ¢i nukleotidd odvozend, jako jsou napriklad nékteré protivirové latky nebo
cytostatika. Exprese CNTs muUzZe v prlbéhu gestace kolisat v zavislosti na aktudlni potrebé
vyvijejicich se tkani transportovat nukleotidy, pripadné dalsi molekuly pribuzné struktury. V rdmci
této studie jsme pomoci kvantitativni PCR naméfili rozdilné mnozstvi mRNA jednotlivych zéstupct
SLC28A rodiny. V prvnim i tfetim trimestru je exprimovano nejvice SLC28A2, avsak celkové
mnozstvi a interindiviudlni variabilita je v termindlni placenté asi 3x vyssi nez béhem prvniho
trimestru. Zatimco v prvni tfetiné gestace mRNA SLC28A3 v placenté témér nenalézdme, ve
tfetim trimestru je zde relativni exprese mRNA patrnd. Genova exprese SLC28A1 nebyla ve
vzorcich prvotrimestralnich placent detekovana vibec. V terminaini fazi téhotenstvi byly jisté
hladiny transkriptl SLC28A1 mRNA v placenté naméreny, avsak byly velmi nizké. V BeWo bunécéné
linii jsme pak studovali vliv diferenciacnich agens na expresi SLC28A. Testovanymi latkami byly 5-
azacytidin, tretinoin (ATRA zangl. all-trans-retinoic acid), valproat sodny, butyrdt sodny a
forskolin. V tomto modelu jsme v zdkladu detekovali relativné vysoké hladiny SLC28A2 i SLC28A3,
a také SLC2. 9A1 i SLC29A2. K ovlivnéni zminovanymi chemikaliemi vsak doslo pouze u mRNA
SLC28A2 a SLC28A3. V Casné fazi byly jejich hladiny ovlivnény valprodtem sodnym (ne vsak
butyratem), 5-azacytidinem, tretinoinem i forskolinem, kterad zpUsobil dokonce 25-krat vyssi
hladiny SLC28A2 mRNA. Upregulace v tomto transportéru byla také funkéné ovérena zvysenym
vychytdvanim jeho pfirozeného substratu adenosinu. Za pouZziti KT-5720 a inhibitord
fosfodiesteraz bylo dale potvrzeno, Ze vyznamnym prvkem v regulacni kaskadé SLC28A2 je cesta
cyklického adenosin monofosfatu a proteinkinazy A (cAMP/pkA). V kontrastu s SLC28A jsou

SLC29A exprimovany konstitutivné, a zZadné z pouZitych agens signifikantné nezménilo expresi po
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24 ano 72 hodinach inkubace. Tato prdace pfinasi evidenci, Ze metylace a aktivace retinoidnich
receptord ovliviuji SLC28A2 i SLC28A3 transkripci v placenté. Substraty koncentraéniho

nukleosidového transportéru 2 mohou souviset spremirou aktivace cAMP/pkA kaskady,

s predominanci v termindlni placenté.
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P2:  Role of nucleoside transporters in transplacental pharmacokinetics of
nucleoside reverse transcriptase inhibitors zidovudine and emtricitabine.

Karbanova S, Cerveny L, Ceckova M, Ptackova Z, Jiraskova L, Greenwood S, Staud
F.

Placenta. 2017 Dec; 60:86-92. doi: 10.1016/j.placenta.2017.10.011. Epub 2017
Nov 10.

Zidovudin a emtricitabin jsou velmi dobre tolerovand antiretrovirotika, rutinné uzivand jak pro
lécbu infekce HIV, tak v prevenci materno-fetalniho transferu viru. Avsak pres dlouholetou
terapeutickou praxi nebyly dosud uspokojivé popsany mechanismy, které se uplatfiuji v jejich
prestupu pres feto-materndlni bariéru. Obé studovana léciva patfi do skupiny od nukleosidd
odvozenych |éciv, a jsou proto kandidatnimi molekulami pro studium jejich mozné interakce
s ekvilibracnimi nukleosidovymi transportéry (ENTs, SLC29A). K ovéreni této hypotézy jsme
vyuzivali jak in vitro akumulacni eseje na bunécéné linii odvozené od lidského choriokarcinomu
(BeWo bunky), tak ex vivo metodu akumulace do fragment( vilozni tkdné pripravené z Cerstvé
humanni placenty. Nakonec, pro komplexni in situ pohled, jsme studovali také pfenos zidovudinu
a emtricitabinu pres placentu za pomoci potkaniho modelu dualné perfundované termindlni
placenty. Zablokovani ENT transportérl pomoci NBMPR na BeWo burikach nezplsobilo zmény
v nitrobunénénych koncentracich zidovudinu ani emtricitabinu. Tyto vysledky jsme ovéfili na
modelu vyuZivajici fragmenty zralé lidské placenty, ani zde se signifikantni zmény v akumulaci
testovanych latek neprojevily. Na modelu dudlné prebudovanych potkanich placent
v terminalnim stadiu gestace jsme nepozorovali zmény celkové clearance z matky do plodu, ani
z plodu do matky jak v piipadé zidovudinu, tak emtricitabinu. Zddnym z vy$e jmenovanych
experimentalnich pfistupl jsme nepotvrdili zapojeni ekvilibraénich nukleosidovych transportér(
do transplacentarniho prenosu antivirotik zidovudinu ani emtricitabinu. Na zakladé ziskanych dat
Ize vyvodit, ze prinik téchto IéCiv placentou neni usnadnén ENT1 ani ENT2 transportéry, a
nebudou tedy ani mistem pripadnych lékovych interakci zidovudinu a emtricitabinu s dalSimi

latkami.
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P3:  Equilibrative Nucleoside Transporter 1 (ENT1, SLC29A1) Facilitates
Transfer of the Antiretroviral Drug Abacavir across the Placenta.

Cerveny L, Ptackova Z, Ceckova M, Karahoda R, Karbanova S, Jiraskova L,
Greenwood SL, Glazier JD, Staud F.

Drug Metab Dispos. 2018 Nov;46(11):1817-1826. doi: 10.1124/dmd.118.083329.
Epub 2018 Aug

Abakavir, jako jedno z preferovanych |éCiv infekce HIV u téhotnych Zen, se dnes hojné uziva
v cART pro prevenci pfenosu HIV z matky na plod. Presto vSak detailni mechanismy jeho prostupu
pres placentarni bariéru nebyly protazim detailnéji popsany. Abakavir je vzhledem ke své
nukleosidové strukture a fyzikdlné-chemickym vlastnostem kandidatnim substratem
koncentracnich transportér( (CNTs, SLC28A), které zprostfedkovavaji na sodnych kationtech
zavisly transport a/nebo ekvilibra¢nich nukleosidovych transportérd (ENTs, SLC29A), které
umoznuji svym substratim prostup membranou formou facilitované difuze. Danou hypotézu
jsme testovali za pouZiti baterie in vitro, ex vivo a in situ metodik. Prvnim krokem bylo za pomoci
radioaktivné znacenych fyziologickych molekul, [2H]-adenosinu (substratem ENT1, ENT2, CNT2 a
CNT3) a [*H]-tymidinu (substrdtem ENT1, ENT2, CNT1 a CNT3) popsat aktivitu sledovanych
nukleosidovych transportérd na urovni jejich funkce. Timto pfistupem jsme popsali funkéni
aktivitu ENT1 a CNT2 v BeWo burikach. V modelech reprezentujicich pouze apikalni membranu
syncytiotrofoblastu (fragmenty z lidské vilozni placentarni tkané a vezikuly z plasmatickych
membran mikrovilozni tkané) jsme naproti tomu potvrdili jen aktivitu jen ENT1 transportéru. V
experimentech sledujicich uptake [*H]-abacaviru do fragment( z lidského syncytiotrofoblastu
jsme pozorovali signifikantni zmény v akumulaci predevsim pfi zablokované funkci ENT1. V BeWo
bunécné linii byl vSak pozorovatelny také efekt inhibice na sodiku zavislého transportu. Vzhledem
k prikazu funkéni exprese CNT2 v tomto modelu proto spekulujeme o zapojeni pravé tohoto
transportéru. Nasledné provedené experimenty na modelu dudlné perfundované potkani
placenty potvrdily zapojeni ENT1 transportéru do prenosu abakaviru pres placentu. Zavérecnou
kvantifikaci exprese genl pro ENT1 (SLC29A1) a ENT2 (SLC29A2) v lidské placentarni tkani bylo
potvrzeno, Ze dominantni isoformou pro prvni i tfeti trimestr gestace je SLC29A2. Exprese obou
genU v prabéhu téhotenstvi se vyznamné neméni, avsak obé isoformy vykazuji znacnou
interindividudiIni variabilitu. Abakavir je tedy potvrzenym substratem ENT1 transportéru. Jako
dalsi z mozZnych transportérd, ktery mdze mit na dispozici abakaviru vliv navrhujeme CNT2; mira

jeho zapojeni a potencial byt mistem k interakcim zGstava podkladem k dalsimu vyzkumu. Také
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efekt interindividualni variability placentarniho ENT1 na koncentrace abakaviru ve fetalni cirkulaci

si zaslouzi dalsi rozsahlejsi testovani.
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P4:  Transport of ribavirin across the rat and human placental barrier: Roles of
nucleoside and ATP-binding cassette drug efflux transporters.

Karbanova S, Cerveny L, Jiraskova L, Karahoda R, Ceckova M, Ptackova Z, Staud F.

Biochem Pharmacol. 2019 May; 163:60-70. doi: 10.1016/j.bcp.2019.01.024.
Epub 2019 Feb 2.

Ribavirin je hydrofilni I1é¢ivo odvozené od nukleosidl pouzivané jako Sirokospektré antivirotikum
s nejvétsim uplatnénim ve farmakoterapii HCV. Dostupnd data naznacuji, Ze teratogenni efekt
pozorovany na zvifecich modelech se pravdépodobné neprojevuje u clovéka. Nicméné pro
nedostatek bezpecénostnich dat, zUstdva zatim pro pouziti v téhotenstvi u HCV infikovanych Zen
kontraindikovan. Z vySe zminénych dlvodU je evidentni potieba ziskat vice dat o jeho moiné
prenatdlni toxicité a mechanismech jeho placentdrniho prestupu. V této experimentdlni praci
jsme pomoci vybranych in vitro, in situ a ex vivo modell studovali zapojeni nukleosidovych
transportérd v jeho prestupu pres placentu. Jiz in vitro data ziskana pomoci akumulacnich studii
vyuZzivajicich bunécnou linii BeWo ukazaly zapojeni ENT1 v prdniku ribavirinu do bunék
odvozenych od lidského choriokarcinomu. Nasledné experimenty vyuZivajici erstvé zpracovanou
tkan z lidskych termindlnich placent zapojeni ENT1 do placentarniho vychytavani ribavirinu
potvrdily. Témito metodami jsou i) vezikuly z plasmatickych membran mikrovilozni tkané
reprezentujici Cistou apikdini membranu a ii) izolované fragmenty lidské vilozni placentarni tkané,
které si zachovavaji pfirozenou architekturu vilozniho stromu. Zapojeni CNTs do tohoto procesu
bylo pozorovano pouze na modelu BeWo bunék. Experimenty in situ s dualné perfundovanymi
potkanimi placentami v tzv. otevieném usporddani podpofily vyse jmenované vysledky. Pfi
zablokovani ENT transportérd pridanim jejich inhibitoru, NBMPR, jsme pozorovali signifikantni
pokles v materno-fetalnim i feto-maternalnim transportu ribavirinu. PFenos ribavirinu byl
vyznamné vyssi ve sméru z plodu do matky, coZ by naznacovalo aktivni transport v tomto sméru.
Z tohoto dlvodu jsme dale testovali vyznamné placentdrni efluxni transportéry, avsak tyto
experimenty nepotvrdily zapojeni ABCB1, ABCG2 ani ABCC2 v jeho placentarnim transferu.
Souhrnné vysledky ze vSsech modell shrnuje Obrazek 2. Materno-fetalni transfer ribavirinu je
vyznamné usnadnovan ENT1 transportérem a zaroven ABCB1, ABCG2 ani ABCC2 nesnizuji jeho
placentarni prestup v tomto sméru. Nicméné pti pohledu na vSsechna data ziskana v rdmci této
studie se zdd, Ze transport ribavirinu pres placentu je ovliviiovan jesté dalSim, dosud blize

nepopsanym transportérem.
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Obrazek 2 Exprese a funkce jednotlivych transportéri v riiznych experimentdlnich modelech

ABC a nukleosidové transportéry exprimované v lidské placenté, BeWo burikdch a MDCK Il burkach
s vyznacenou transportni afinitou ribavirinu k jednotlivym subtypim.
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P5:  Long-term administration of tenofovir or emtricitabine to pregnant rats;
effect on Abcbla, Abcblb and Abcg2 expression in the placenta and in maternal
and fetal organs.

Cerveny L, Neumanova Z, Karbanova S, Havlova I, Staud F.

J Pharm Pharmacol. 2016 Jan;68(1):84-92. doi: 10.1111/jphp.12495. Epub 2016
Jan 4.

Tenofovir a emtricitabin jakoZzto velmi efektivni a zédroven dobte tolerovana léCiva reprezentuji
zéklad antiretrovirové kombinacni terapie pro prevenci prenatalniho/perinatalniho prenosu viru
HIV. Vzhledem k tomu, Ze terapie HIV pozitivni matky trva po celou dobu téhotenstvi, bylo cilem
této studie popsat vliv dlouhodobé expozice tenofoviru a emtricitabinu na expresi dvou
vyznamnych determinant transplacentarni farmakokinetiky. Expresi p-glykoproteinu (kédovany
genem ABCB1) a breast cancer resistence proteinu (kédovany genem ABCG2) jsme ve vybranych
tkanich matek a plodd potkana kmene Wistar studovali po desetidenni expozici (od 12. do 21.
dne gestace) vidy jedné z jmenovanych latek. Bfezim samicim jsme denné aplikovali tenofovir
(2,25 mg/kg/den), emtricitabin (3,5 mg/kg/den) nebo fyziologicky roztok ve formé i.m. injekce.
Ve dni 22 byla pokusna zvifata usmrcena a odebrané organy (placenta, maternaini a fetalni tenké
stfevo, mozek, ledviny a jatra) jsme po zvdzeni promptné homogenizovali za poufZiti tekutého
dusiku. Z homogenizovanych tkani jsme vyizolovali celkovou RNA k nasledné analyze potkanich
ortologl pro ABCB1 a ABCG2 transportéry. Tyto ortology Abcbla, Abcblb a Abcg2 jsme
analyzovali metodou real-time RT-PCR. V této praci jsme tak popsali expresni profil téchto genl
ve vSech odebranych organech. Nase vysledky ukazuji, Ze dlouhodobé podavani tenofoviru ani
emtricitabinu nema signifikantni vliv na expresi Abcbla, Abcblb a Abcg2 v zidadném ze
sledovanych organu matek ani jejich plodd. Dalsim sledovanym parametrem byl pomér mezi
vahou placenty a porodni vahou plodu. V pfipadé tenofoviru jsme pozorovali signifikantni zvyseni
tohoto poméru oproti kontrolni skupiné. Tento pomér je povaZovan za vyznamny prediktor
moznych chorob jak u novorozence, tak i v pozdéjsich letech jeho Zivota. Data ziskana touto studif
pomohla k rozsiteni dat v rdmci bezpecnostniho profilu obou IéCiv, tenofoviru a emtricitabinu, pfi

jejich dlouhodobém podavani v téhotenstvi.
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P6:  S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBMPR) is not a selective inhibitor of
equilibrative nucleoside transporters but also blocks efflux activity of breast
cancer resistance protein

Karbanova S, Sorf A, Jiraskova L, Lalinska A, Ptackova Z, Frantisek S, Cerveny L.
Pharm Res. 2020 Feb ;37:58. doi: 10.1007/s11095-020-2782-5.

S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosin (NBMPR) je po celé dekady uZivan jako selektivni inhibitor pro
ekvilibraéni nukleosidové transportéry. Nejcastéji slouzi krozliSeni dvou nejvyznamnéjSich
zastupcl této skupiny, a to ENT1, ktery je inhibovan koncentraci 0,10 uM NBMPR a ENT2, jenZ
reaguje na NBMPR aZ okolo koncentrace 0,10 mM. V nékolika pfedchozich studiich jsme ukazali,
ze 0,10 mM NBMPR muzZe inhibovat aktivni placentadrni eflux zidovudinu a tenofovir disoproxil
fumaratu. Na modelu BeWo bunék, kde je potvrzena funkéni exprese ABCG2 a zdroverl ENT a CNT
transportérl se oproti ocekavani pridanim 0.10 mM NBMPR zvysila akumulace zidovudinu i
tenofoviru disoproxil fumaratu uvnitf bunék. Proto jsme se rozhodli pro ovéfeni jedné z moznych
hypotéz, tedy Ze NBMPR inhibuje néktery zplacentarnich efluxnich transportérl. Mezi
nejvyznamnéjsi a nejlépe popsané efluxni transportéry v nasich modelech patfi p-glykoprotein
(ABCB1) a breast cancer resistence protein (ABCG2), na ty jsme se tedy v ramci studie blize
zaméili. Nejprve jsme provedli experimenty ve formé akumulaéni eseje na burikdch odvozenych
od linie psich ledvinnych bunék (MDCKII), ty jsou transdukovany tak, aby exprimovaly vZdy jeden
ze zminovanych typd transportérd, coZz umoznuje pozorovat interakci pfimo s transportérem
zajmu. Schopnost téchto bunék akumulovat substrat ABCB1 a ABCG2, Hoechst 33342 byla
pozorovana pouze u linie MDCKII-ABCG2, avsak nikoliv u MDCKII-ABCB1 ani u MDCKII-parentni
linie. NBMPR v koncentraci 0,10 mM také inhiboval transport radioaktivné znaceného [écCiva
glyburidu pfes monovrstvu MDCKII-ABCG2 bunék. V kontextu celého organismu se na modelu
dualné perfundované potkani placenty in situ potvrdil efekt 0,10 mM NBMPR na feto-maternalni
pfestup jiz zminéného glyburidu termindini potkani placentou. Vysledky viech provedenych
experimentl spole¢né prokazuji afinitu NBMPR (vjeho béiné uZivanych koncentracich pro
selektivni inhibici ENT2) také k ABCG2 transportéru. Pro planovani experimentl na modelech
spolecné exprimujicich ENT a ABCG2 transportéry je tfeba vhodné volit substraty ¢i jinak osSetfit

pripadny vliv inhibice ABCG2 a vyhnout se tak zkreslené interpretaci ziskanych dat.
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5. Souhrn a zavéry

V terapii HIV infekce je standardnim IéCebnym postupem co nej¢asnéjsi zahajeni cART
slozené vidy alespon ze tFi |éCiv [6]. Tato medikace se uziva bez vyjimky po celou dobu gravidity
nejen pro lécbu HIV-pozitivni matky, ale také pro omezeni pfenosu viru z matky na plod béhem
téhotenstvi a porodu [6, 111]. PFi cART je riziko vzajemného ovlivnéni podavanych Iéciv velmi
vysoké, pficemz jednim z mist mozné vyznamné interakce jsou transportni proteiny v placenté.
Ackoliv vyznamné roste klinickd evidence uzivani cART v téhotenstvi, tato terapie je stdle spjata

se zavaznymi nezadoucimi ucinky.

Pro téhotné Zeny nakazené HCV doposud Zadné doporucované |éCebné reZimy nebyly
etablovany. Dostupnd data naznaluji vztah mezi virdlnim zatizenim HCV a jeho vertikalni
transmisi, Ize tedy ocekdvat pfi nizsi virémii v téle matky mensi potencial pfenosu HCV na plod
[165, 166]. Stale vak nenijasny pristup pro sniZeni rizika pfechodu choroby u matky do chronicity
ani omezeni vertikdlniho transferu HCV na plod. Je tomu tak zejména z dlivodu nedostatecnych

informaci jednak o bezpecnosti anti-HCV Iéciv a ddle o materno-fetdInim prestupu [3, 63].

Abychom mohli u obou téchto zdvaZnych zdravotnich komplikaci zajistit nejenom
efektivni 1éCbu matce, ale také bezpelné zamezit prechodu onemocnéni na plod s minimalizaci
potencidlnich nezadoucich efektl na oba jedince, je dllezité komplexné popsat déje, které se

podileji na prostupu IéCiv placentarni bariérou co mozna nejdetailnéji.

Antivirotika s aktivitou proti HIV studovana v rdmci této prace patti mezi léCiva s dlouhou
klinickou praxi a jsou také bézné pouzivdna u téhotnych pacientek pfi lécbé HIV infekce. Ackoliv
jsou obecné dobre tolerovana, poji se s nezadoucimi Ucinky a jejich uzivani mdze mit vztah
k nékterym onemocnénim, kterd déti matek uZivajicich cART provazeji i v dospélosti, jako
napfiklad nékterd kardiovaskuldrni onemocnéni. Bezpe€nostni data anti-HCV Iéciva ribavirinu jsou
zatim zcela nedostatecna. Soucasné dlkazy vsak signalizuji, Ze by tato latka mohla byt vyuZita pro

potlaceni HCV infekce u téhotnych matek i pro prevenci prenosu HCV na plod.

Vzhledem k chemické povaze zde studovanych IéCiv je jednou ze skupin pfenasecq, které
mohou byt mistem interakce s antivirotikem rodina nukleosidovych transportérd. Tyto
transportéry jsou exprimovany v placenté a vykazuji schopnost prfenosu svych substrat skrze
syncytiotrofoblast. Jednim z hlavnich cill predkladané prace bylo studium interakci zidovudinu,

emtricitabinu, abakaviru a ribavirinu s timto typem transportnich protein(.
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Ke zkoumani vySe popsanych premis jsme vyuzili fadu experimentalnich pristupd. PFi
ovérovani exprese NTs v placenté to byla zejména gRT-PCR a end-point PCR nasledovana gelovou
elektroforézou. Pro zakladni screening jsme pouzivali zejména in vitro metody — bunécéné linie
odvozené od lidského choriokarcinomu, ale také MDCKIl linie doporucované svétovymi
autoritami (EMA, FDA, ITC) ke studiu interakci latek svybranymi transportéry, a z model(
odvozenych od termindlni lidské placenty také metodu vezikuldrniho transportu. Nasledovaly
modely funkéné Ci strukturné blizsi skute¢nému fyziologickému profilu téhotné Zeny — metody ex

vivo a in situ.

Pti studiu transportérové vybavy placentarni tkané jsme vibec poprvé pfinesli informace
o kvantitativni expresi mRNA CNT2, CNT3, ENT1i ENT2 v placenté. V BeWo burkdach jsme popsali
pritomnost SLC28A2 a SLC28A3 gend. V kontextu dfive publikovanych praci tyto vysledky
nekoreluji se studiemi, které popisuji v BeWo bunécéné linii a lidské placenté pouze SLC28A3 [167,
168] nebo naopak geny pro viechny tii CNTs [41, 168]. Jak jsme zjistili, placentarni exprese CNTs
mRNA se méni s fazi gestace, navic mira exprese jejich je relativné nizkd, coz mlze byt jednim
z dlvod( této diskrepance. V pripadé BeWo bunék se v podobném smyslu maze lisit mira jejich
diferenciace v zavislosti na kultivacnich podminkach [169-172], coz muzZe vést krozdilech
v expresi CNTs. Nejvyssi miru exprese v placenté s vyznamnym rozdilem oproti zbylym zastupcdm
ma dle nasich vysledkd ENT1 - ta se zda byt konstitutivni, tedy nezavisla na gestaci a pfitomnosti
diferenciacnich ¢i epigenetiku ovliviiujicich agens. To koreluje s faktem, Ze po celou dobu gestace
je zvySeny energeticky metabolismus bunék a zaroven je vyznamna potreba zdsobovat placentu i
plod nukleosidy [173, 174]. PrestoZe v expresi mRNA ENT1 vykazuje vyraznou interindividudlni
variabilitu, jako jediny ze studovanych transportérd byl v naSich experimentech potvrzen v
apikalni membrané syncytiotrofoblastu také na funkéni Urovni. Vysledky studia abakaviru a
ribavirinu naznacuji, Ze se ENT1 podili na jejich transplacentdrnim pfenosu, pficemz zapojeni
ENT1 do transportu ribavirinu mize vzhledem jeho hydrofilni povaze byt zcela zdsadni. U
abakaviru jsme pozorovali snizené clearance na modelu perfundované potkani placenty v obou
smérech, a zdroven vyznamné snizenému feto-maternalnimu transportu vtémZze modelu
v uzavieném usporadani. Tyto vysledky nas ve svétle dfive prezentovanych dat [41, 153,175, 176]
vedly k vysloveni hypotézy nad soucasnym zapojenim ENT1 a efluxnich ABCB1 a ABCG2. Protoze
ENT1 je transportérem s velkou kapacitou, ale nizkou afinitou, budou pripadné Iékové interakce
abakaviru i ribavirinu na tomto proteinu malo pravdépodobné. Navzdory voditklim, které
naznacuji moziné zapojeni NTs do prenosu sledovanych I|éciv tenofoviru, zidovudinu a
emtricitabinu pfes placentu (nukleosidova struktura, fyzkalné-chemcké vlastnosti, vyznamné

koncentrace namérené v plodu i pfesto, Ze jejich transport je limitovan nékterymi efluxnimi
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transportéry [18, 56, 127, 153, 177]) se zapojeni NTs neprokazalo. Ribavirin, ktery se na potkanim
modelu zd3d byt aktivné transportovan ve feto-materndlnim sméru, a zaroven celkové nedosahuje
vysokych fetélnich koncentraci, jsme pozdéji testovali, zda podobné jako abakavir nema afinitu
k nékterému z vyznamnych lékovych prfenasecl v placenté ze skupiny ABC transportér( — ABCB1,
ABCG2 nebo ABCC2. Na rozdil od abakaviru, ribavirin ani jednim ze jmenovanych transportovan
neni. Tyto, a dalsi vysledky z dlouhodobého studia lIékovych transportér v rdmci nasi vyzkumné
skupiny nas zavedly k dalsim experimentdm: Pomoci vybranych metod jsme cilili na ovéreni
selektivity NBMPR, rutinné pouzivaného inhibitoru, ktery byl popisovan jako selektivni pro ENTs
[42,132,178-180]. Nase experimenty odhalily, Ze NBMPR v koncentracich bézné pouzivanych pro
studium farmakokinetiky ENTs neni inhibitor selektivni pouze pro tyto transportéry, ale inhibuje

také ABCG2 protein, ktery hojné nalézame i v placenté.

ProtoZe cART je poddvana i téhotnym pacientkdm po celou dobu gestace a Casto i po
porodu, jednim z cil( této dizertacni prace byl vliv dlouhodobého podavani antivirotik. Konkrétné
jsme volili jednu z nejcastéji podavanych kombinaci — tenofoviru a emtricitabinu a vliv jejich
dlouhodobé expozice na expresi potkanich ortologli ABCB1 a ABCG2 transportérl (Abcbla,
Abcb1lb a Abcg2) nejen v placenté, ale také v dalSich vybranych organech. Po desetidenni aplikaci
nedoslo v placenté, mozku, stfevech, ledvinach ani jatrech u matek ani jejich plodd k signifikantni
alteraci exprese sledovanych ABC transportérd ani u jedné z [é¢enych skupin. V tomto nastaveni
prindsime prvni vysledky, pfedchozi prace popisuji vliv téchto latek na in vitro Grovni nebo pouze
v kratkodobém horizontu [181-183], ani dlouhodoba expozice tenofoviru ¢ emtricitabinu neméni
expresi Abcbla, Abcb1b a Abcg?. V tomto experimentu jsme sledovali také pomér hmotnosti
plodl a jejich pfislusnych placent, a neni bez zajimavosti, Ze pfi dlouhodobé expozici tenofoviru
byla signifikantné vyssi hmotnost placent oproti zachované hmotnosti plod. Tento vyznamny
ukazatel mZe napovidat o moZznych rizicich a zdravotnich komplikacich pro plod od jeho narozeni

az do dospélosti [184-187].

Jak jiz na zacatku roku 2020 nastinila nova doporuceni FDA, dle pohledu svétovych
lékovych agentur klinicky vyznam transportnich proteinl stale narlstd, a budou se naddle

zamérovat na popis interakce novych lé¢iv s membranovymi transportéry. Data ziskand v ramci

T

T

HIV a HCV onemocnéni, k tvorbé celkové mozaiky problematiky terapie téhotnych Zen a jejich

potomkd.
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