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Cielom tejto rigor6znej prace bolo otestovat’ interakciu paritapreviru a daclatasviru,
s placentarnym transportérom OCTN2, ktory sprostredkovava transport L-karnitinu ako
kofaktoru procesu oxidacie mastnych kyselin pre ziskanie dostatocnej energie na spravny
vnutromaternicovy rast plodu. Na liecbu chronickej hepatitidy C v tehotenstve zatial’ nie st
schvalené ziadne lieCiva tejto skupiny, preto testovanim ich vplyvu na transport L-karnitinu
cez OCTN2 tak pomoze vytvarat’ obraz ohl'adom ich bezpec¢nosti pre plod i1 matku.

V prvej casti Stidie sa testoval transport radioaktivne znaeného L-karnitinu cez
monovrstvu buniek BeWo b30 v pritomnosti paritapreviru a daclatasviru a stanovila sa
zéaroven aj koncentracia radioaktivne znaceného L-karnitinu vo vnutri bunkovej vrstvy.

V druhej cCasti prace sme sa zamerali na hodnotenie vplyvu pritomnosti paritapreviru
a daclatasviru na génovu expresiu karnitinovych transportérov OCTN1 a OCTN2 (resp. ich
kodujtcich génov SLC2244 a SLC22A45) pomocou qRT-PCR.

Vysledky transportnych S$tadii iba naznacili mozny vplyv oboch latok na transport
karnitinu pomocou OCTN2, v pouzitom usporiadani S$tadie sme viac-menej nevideli
presvedCivy Statisticky vyznamny efekt na prestup L-karnitinu cez placentu a akumulaciu vo
vrstve trofoblastu, ¢o by naznacCovalo relativnu bezpecnost’ tychto latok z pohladu
ovplyvnenia karnitinovej homeostazy v tehotenstve. Studie expresie karnitinovych
transportérov potom odhalili nepriamu interakciu paritapreviru s SLC2244 a SLC22A45 pri 72-
hodinovej expozicii, kedy dochadza k docasnej up-regulacii génovej expresie na oboch
génoch. Na zdklade zistenych dat mozno odhadnut’ bezpecnost’ liecby daclatasvirom aj

paritaprevirom pocas tehotenstva s ohladom vychytavania L-karnitinu v placente, kedZe



neznizuju mnozstvo tohto kofaktoru pre oxidaciu mastnych kyselin, ktord je nevyhnutna pre

zdravy vyvoj plodu a predchadzanie komplikécii u matky v tehotenstve.
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Title of rigorous thesis: Interaction of selected anti-HCV drugs with placental OCTN2

transport protein.

The aim of this rigorous work was to test the interaction of paritaprevir and daclatasvir
with the placental OCTN2 transporter, which ensures the transport of L-carnitine as a cofactor
of the fatty acid oxidation process to obtain sufficient energy for correct intra-arterial fusion
growth. No drugs in this group have been approved for the treatment of chronic hepatitis C in
pregnancy, therefore examining their effect on the transport of L-carnitine via OCTN2 can
create certain image concerning to the fetal and maternal safety.

In the first part of my thesis the transport and accumulation of radioactively labeled L-
carnitine via monolayers of BeWo b30 cells in the presence of paritaprevir and daclatasvir
was assayed and the concentration of radiolabeled L-carnitine inside the cell layer.

In the second part of my thesis we focused on the evaluation of the presence of
paritaprevir and daclatasvir on its gene expression of the OCTNI and OCTN2 carnitine
transporters (or their coding genes SLC22A44 and SLC22A45) by qRT-PCR.

The results of the transport studies only suggested potential effects of both substances on
the transport of carnitine by OCTN2, we did not see a more convincing statistically significant
effect on the transfer of L-carnitine across the placenta and accumulation in the trophoblast
layer, indicating the relative safety of these substances from the point of view effects of
carnitine homeostasis in pregnancy. Expression studies of the carnitine transporters then
revealed an indirect interaction of paritaprevir with SLC2244 and SLC22A45 at 72-hour
exposure, which temporarily upregulated gene expression on both genes. Based on data
available, the safety of daclatasvir and paritaprevir during pregnancy with regard to L-

carnitine in the placenta can be estimated as they do not reduce the amount of this cofactor for



the fatty acid oxidation that is essential for healthy fetal development and prevention of

maternal complications during pregnancy.
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1 ZOZNAM SKRATIEK

3HAD 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
AASLD/IDSA  American Association for the Study of Liver Disease/Infectious Disease

Society of America

ACAD acyl-CoA dehydrogenase

acetyl-CoA acetyl-koenzym A

acyl-CoA acylkoenzym A

ANOVA one-way analysis of variance

anti- HCV posobiace proti viru hepatitidy C

APASL Asian Pacific Association for the Study of the Liver
API aqua pro injectione

ATP adenozintrifosfat

BBM brush-border membrane

BCA kyselina bicinchoninova

CACT carnitine/acylcarnitine carrier

CD81 cluster of differentiation 81

cDNA complementary DNA

CPT1 carnitine palmitoyltransferase 1

CPT2 carnitine palmitoyltransferase 2

DAAs direct-acting antivirals, priamo posobiace antivirotika
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's medium, high glucose
DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPM disintegrations per minute

EASL European Association for the Study of the Liver
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EGF rastovy faktor

EH enoyl-CoA hydratase

EMA European Medicines Agency

FA fatty acid, mastné kyseliny

FAO fatty acid oxidation, oxidacia mastnych kyselin



FBS
FDA
g-BBD
hCG
HCV
HELLP
ICP
IFN
KAT
LACS
MM
mRNA
MTCT
NIs
NNIs
NS
NTR
OCTN
OCTs
ORF
PBS
PCD
PEG
PeglFN-a
ref
RdRp
RH
RNA
RT
RT-PCR
SDS
SLC
SLCO
SVR

fetal bovine serum

Food and drug administration

g-butyrobetain-dioxygenaza

human chorionic gonadotropin

virus hepatitidy C

haemolysis-elevated liver enzymes-low platelets
intrahepatalna cholestdza tehotenstva

interferén

3-ketoacyl-CoA thiolase

long-chain acyl-CoA synthetase

Master Mix

medidtorovd RNA

mother-to-child-transmission, prenos z matky na diet’a poc¢as tehotenstva
nukleos(t)idové analdogové inhibitory

nenukleos(t)idové analégové inhibitory
nonstructural proteins, nestrukturdlny protein

nontranslated region, netranslatovana cast’

organic cation transporter novel, nové organické katidnové transportéry
organic cation transporters, organické katidbnové transportéry
open reading frame, otvoreny ¢itaci ramec
phosphate-buffered saline

autozomalna recesivna porucha B-oxidéacie mastnych kyselin
polyethylene-glycol

pegylovany interferén a
relative centrifugal force

RNA-dependentna RNA-polymeraza
risk-haplotype

ribonukleova kyselina

reverse transcription

reverse transcription-polymerase chain reaction

sodium dodecyl sulfate

solute carrier

solute carrier organic anion

trvald virologick4 odpoved’



Uuv ultrafialové ziarene

VLACS very-long-chain acyl-CoA synthetase
WHO World Health Organisation

WR working reagent



2 UVOD

V dnesnej dobe kazdym rokom umiera takmer 400 000 I'udi na komplikacie chronicke;
hepatitidy C. Tato problematika sa tyka nielen dospelych l'udi, ale aj nenarodenych deti, ktoré
su infikované uz pocas tehotenstva prenosom z matky na plod. Narodené deti javia zndmky
Casto az fatdlneho poSkodenia pecene, preto je nevyhnutné zahajit' liecbu uz pocas
tehotenstva. Ked'Ze v tehotenstve eSte nie su schvélené ziadne lieCebné rezimy, je ideédlne
zaCat’ s liecbou eSte pred otehotnenim, ¢o v mnohych pripadoch nie je redlne, pretoze
chronickd infekcia méa dlho asymptomaticky priebeh.

Vyznamnym prevratom vV liecbe hepatitidy C zaznamenali priamo pdsobiace
antivirotikd, ktoré priamo inhibuju replikéciu viru v Specifickych Struktirach. Oproti predoslej
nespecifickej liecbe pegylovanym interferonom a s ribavirinom preukazali vySsiu Gspesnost’
v dosiahnuti trvalej virologickej odpovede aniz$Sim vyskytom neziaducich ucinkov.
Testovanie ich bezpecnosti pre plod i matku pocas tehotenstva je stale vo faze vyvoja, avSak
u niektorych priamych antivirotik boli schvalené a odporucané kategorie, ktoré nedokazali
negativny vplyv na plod u zvierat.

Pre spravny vyvoj arast plodu apredchddzanie komplikacii u matky pocas
tehotenstva, ako je syndrom HELLP spojeny s hemolyzou, trombocytopéniou a zhorSenymi
pecenovymi funkciami u matky veducimi k preeklampsii, je dostatocné dodavanie L-karnitinu
cez OCTN2 transportny protein, ktoré zabezpeci spravnu funkciu oxidacie mastnych kyselin
a tym dostatok energie. Nedostato¢ny transport L-karnitinu cez OCTN2 do buniek placenty je
davany do stvisu s deformaciou rastu u vyvijajuceho sa plodu.

Ked’Ze testovanie vplyvu novej generacie antivirotik proti hepatitide C na OCTN2
predpovedalo jeho ovplyvnenie niektorymi antivirotikami, bolo nasim cielom presnejsie
zadefinovat’ tito interakciu a prispiet d’alSimi poznatkami na zohladnenie ich pouZitia aj

v tehotenstve.



3 TEORETICKA CAST

3.1. Hepatitida C

Hepatitida C je virusové ochorenie pecene s inkubacnou dobou 2 tyzdne az 6 mesiacov,
ktoré moze mat’ akatny aj chronicky priebeh. Virus hepatitidy C (HCV) je prendsany krvou,
a preto vysoké riziko prenosu predstavuje injekéné uzivanie drog, transfuzia infikovanej krvi
a krvnych produktov, rizikova zdravotna starostlivost’ (nedostato¢na sterilizécia ihiel), ale aj
sexualnym prenosom, tetovanim, uZivanim intranazalnych liekov. Akutna forma hepatitidy C
je vacsinou bezpriznakové a imunitny systém organizmu sa viru dokaze zbavit’ bez pouzitia
farmakoterapie do 6 mesiacov. V organizme zostanu pritomné protilatky proti HCV (anti-
HCV) po odzneni infekcie. (WHO, 2018, Prasad and Honegger, 2013) Progresia akttnej
formy do chronickej sa pohybuje v 50-84% pripadov, priCom riziko stipa so zvySujucim sa
vekom pacientov.(Palumbo, 2011)

Chronicka forma hepatitidy C moze trvat tyZzdne az niekol’ko rokov s priznakmi ¢i bez,
¢o sposobuje zivot ohrozujuice stavy ako cirhdza pecene, hepatocelularny karcinom a d’alSie
extrahepatdlne komplikacie veduce k nutnosti transplantacie pecene. Sérologickym ddkazom
chronickej formy je pritomnost’ ribonukleovej kyseliny (RNA) viru. Medzi Casté priznaky
infekcie patri Gnava, horacka, nechutenstvo, zvracanie, tmavy moc¢, Seda stolica, bolesti
kibov, Zltatka (Zltnutie koZe ao&nych bielkov). Na komplikacie chronickej formy
v celosvetovom meradle umiera kazdy rok 399 000 ludi a Casty vyskyt infekcie u malych deti
v rozvinutych zemiach je sposobeny prenosom z matky na dieta pocas tehotenstva (MTCT,
mother-to-child-transmission). (Prasad and Honegger, 2013, WHO, 2018)

Ockovacia latka zatial’ nie je vyvinutd, pri rozvinuti hepatitidy C sa odporica ockovanie

proti hepatitide A a B, aby sa zabranilo koinfekcii.(WHO, 2018)

3.1.1. Infekcia hepatitidy C v tehotenstve

V sucasnosti sa vyskytuje 8% tehotnych Zien infikovanych hepatitidou C v celkovej
populécii, pricom deti infikovanych cestou MTCT je v USA a Eurdpe 0,2-0,4% a v urCitych
regionoch Afriky az 12-14%. Predpokladé sa prenos infekcie z matky na diet’a po€as porodu

alebo v maternici v priebehu ktoréhokol'vek trimestra, len vynimo¢ne po porode.(Dibba et al.,



2018) Hepatitida C pre deti prestavuje riziko nizkej porodnej hmotnosti, nedostatocného rastu
plodu v maternici ¢i vrodené anomadlie. Narodené infikované deti vyzaduju neonatdlnu
jednotku intenzivnej starostlivosti s riadenou ventildciou a vykazuju mierne alebo fatilne
poskodenie pecene. Tehotenstvo u matky infikovanej hepatitidou C rovnako predstavuje
vysSie riziko intrahepatédlnej cholestazy tehotenstva (ICP), predcasného porodu, gestacného
diabetu, potratovosti. (Dibba et al., 2018, Page et al., 2017) Progresia peceiove]j fibrozy
matky nemé zhorsujucu tendenciu, naopak posledné studie dokézali mierny priaznivy tc¢inok

pocas tehotenstva. (Page et al., 2017)
3.1.2.  Virus hepatitidy C

Virus hepatitidy C je maly obaleny RNA virus (¢el'ad’ Flaviviridae, rod Hepacivirus),

ktorého telo tvori hepatotropnd genomova jednoretazcova RNA pozitivnej polarity
v jadrovom proteine a lipidova dvojvrstva 2 glykoproteinov (E1, E2) tvoriacich virién.(Li and
Lo, 2015, Kim and Chang, 2013) Virus sa pomocou viridonu viaze na receptorovy komplex
hepatocytov tvoreny vysokodenzitnym lipoproteinovym receptorom skupiny B typu 1,
tetraspaninom CD81 (Cluster of differentiation 81), tight-junction spojovacim proteinom
claudin-1 a occludinom. Po naviazani sado wvnutra bunky wuvolni virovd RNA
z nukleokapsidu (Obr. 1), ktord vyuziva bunkové proteiny na vlastnl translaciu

a replikaciu.(Li and Lo, 2015)
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Obr. 1 Zivotny cyklus viru hepatitidy C v hepatocyte (Kim and Chang, 2013)

Virovi RNA tvoria 3 Casti — 5 'NTR netranslatovand Cast’, otvoreny ¢itaci rdmec (ORF)

kédujuci polyproteinovy prekurzor s 3010 aminokyseliny a kratka ¢ast’ 3’NTR. RozliSujeme 6



hlavnych genotypov aviac ako 80 subtypov. NajvicSiu sekvencnu variabilitu sposobuje
oblast’ glykoproteinu (E1, E2), pricom najviac zachovana je sekvencia 5'NTR so $pecifickymi
sekvenciami a sekundarnymi Strukturami RNA délezitymi pre replikéciu a translaciu (Obr. 2).
Tato variabilita je dana vysokou rychlostou replikacie a nedostato¢nou korelacnou aktivitou
RNA-dependentnej RNA-polymerazy (RdRp). Vsetky gendmy st patogénne a hepatotropné,

ale s odlisnou infek¢énost’ou a patogenitou. (Ashfaq et al., 2011)

HCW BNA
+———Region encoding polyprotein precursor ——»
[ 5 NTR | [ | 3 NTR |

Structural proteins Monstructural proteins

p22 gp3s gp70 p7 p23 p70 ps p27 p5E/5S8 pE8
Envelope Metalloprolease IFN-resistance RMA
: Serine prolease protein polymerase
glycoproteins RNA helicase
Mucleocapsid Transmembrang protein Cofactors
LOL entry

Obr. 2 Zakédované proteiny v RNA viru hepatitidy C (Ashfaq et al., 2011)

Vstup virovej RNA do bunky iniciuje translaciu polyproteinovej Casti, ktora je dokonc¢ena
v hrubom endoplazmatickom retikule. Dal§im spracovanim bunkovymi (signalne peptidazy)
a virovymi protedzami (nonstructural protein protease NS2, NS§3/44) vznika 10 konkrétnych
virovych proteinov El, E2, p7, NS2, NS3, NS4A4, NS5A4, NS5B, vratane glykoproteinov jadra
a obalov.(Kim and Chang, 2013) Po celom svete prevazuji rozne genotypy: Severnd Amerika
a Eurdopa — genotyp la a 1b (50%), genotyp 3 (25%) a 4 (20%), genotypy 2,5,6 len vzicne;
Zapadna Afrika — prevazne genotyp 2; Juzna Azia a ast’ Skandinavie — prevazne genotyp 3;
Strednd a Severnd Afrika — prevazne genotyp 4; Juznd Afrika — prevazne genotyp S5;

Juhovychodna Azia — prevazne genotyp 6. (Messina et al., 2015, Spengler, 2018)

3.1.3. Farmakoterapia

Virus hepatitidy C bol objaveny roku 1989 ajeho liecba zaznamenala v poslednych

rokoch prevrat. Cielom lieCby chronickej hepatitidy C je dosiahnutie trvalej virologickej

odpovede (SVR), ¢o znamend nepritomnost RNA viru po 12-24 tyzdiloch od ukoncenia
liecby. (Page et al., 2017, Lynch and Wu, 2016)



-Kombinzicia pegylovaného interferéonu a-2a/a-2b a ribavirinu

Do pdvodnej Standardnej liecby patrila kombinécia pegylovaného interferonu o (PeglFN-

o) a ribavirinu, ktora dosiahla 40-80% SVR v zavislosti od genotypu viru a ma vyznamné
vedlajsie ucinky (depresie, hemolytickd anémia, flu-like syndrom, tazké infekcie).(Page et
al., 2017, Lynch and Wu, 2016) Kombinécia Peg-IFN a-2a alebo 2b sa Standardne pouzivala
od roku 2001, aby sa dosiahla pritomnost’ kopii RNA viru v sére pod 1000/ml po 6 mesiacov
od ukoncenia liecby.

IFN a-2b je vo vode rozpustny protein ziskany bakterialnou fermentdciou kmena
Escherichia coli, ktory je upraveny rekombinantnou technologiou. Ten tvori kovalentny
konjugat s monometoxy-polyetylen-glykolom (PEG). Biologicka aktivita je viazana na IFN a-
2b cast’ konjugatu, ktora znizuje bunkovl proliferaciu, indukuje urCit¢ enzymy, ma
imunomodulacné Gc¢inky (zvySenie Specifickej cytotoxicity lymfocytov, zvySenie fagocytarnej
schopnosti makrofagov), ¢im inhibuje replikaciu viru v bunke. Tento neSpecificky antivirovy
stav nastavuji aj bunkdch, ktoré nie su infikované, ¢im ich preventivne chrania pred
infekciou. IFN a-2a je tiez rekombinantnou metodou pripraveny l'udsky leukocytarny
interferon, ktory tvori kovalentny konjugat s jednoretazcovym bis-monometoxy PEG.

Ribavirin je distribuovany do vsetkych tkaniv cez nukleozidové transportéry. Prevlada vo
fosfatovej forme predovSetkym v Cervenych krvinkach, priCom v menSej miere je
v infikovanych bunkéach premienany adenin-kindzou na aktivnu nukleotidovi formu, ktora
inhibuje syntézu DNA (deoxyribonukleové kyselina) pocas génovej expresie. Cast’ ribavirinu
uloZena v Cervenych krvinkach sa znova uvolniuje do systému po ich rozpade v slezine (40

dni), z coho sa predpoklada dlhodoby a teratogénny ucinok u zvierat.(Palumbo, 2011)

-Priamo posobiace antivirotika (Direct-acting Antivirals, DAASs)

Od roku 2011 sa zacali pouzivat priame inhibitory RNA replikdcie, ktoré pdsobia na
proteazu NS3/4A, RNA-dependentnt polymerazu NS5B a protein NS5A (Obr. 3).(Page et al.,
2017) Tieto priamo pdsobiace antivirotikd (DAAs) priamo inhibuju replikaciu a indukuja
bunkova smrt’ na elimindciu viru, ¢im zvysili SVR na 60-100%, skratili dobu lieCby a su lepsie
tolerované.(Page et al., 2017, Horsley-Silva and Vargas, 2017) Odporuca sa zacat’ s liecbou
az po prechode do chronickej fdzy z dovodu mozného vysporiadania sa imunitného systému

s virovou infekciou bez potreby farmakoterapie.(Page et al., 2017)



Do prvej generacie DAAs patria inhibitory serinovej protedzy NS3/44 (koncovka ,,—

previr®), telaprevir a boceprevir Specifické pre genotyp 1, ktoré sa mali pouzivat
v kombinacii s IFN (interferon). Proteinové NS3 a NS4 serinové proteazy Stiepia polyprotein
na 4 miestach za vzniku nefunkénych proteinov HCV. (Spengler, 2018, Horsley-Silva and
Vargas, 2017) Z dovodu mnohych vedl'ajSich u¢inkov a nizkej schopnosti zabranit’ virovej
rezistencii sa tieto latky nepouzivaji. K novej generacii tychto protedzovych inhibitorov patri
simeprevir (dostupny v USA od r. 2013; v kombinécii s sofosbuvirom bez IFN schvaleny
Food and Drug Administration FDA, European Medicines Agency EMA od r..2014 na
genotyp 1 a 4), asunaprevir, paritaprevir (s ritonavirom), grazoprevir, vedroprevir,
faldaprevir, glecapevir, sovaprevir, deldeprevir a voxilaprevir, ktoré maju SirSie spektrum
ucinku s lepSou farmakokinetikou a vySSou odolnostou voci rezistencii. (Spengler, 2018,
Horsley-Silva and Vargas, 2017, Gupta et al., 2017)

Dalsou skupinou anti-HCV liegiv (s koncovkou ,,-asvir®) st inhibitory RNA-dependentnej

RNA-polymerazy (RdRp), ktoré inhibiciou tohto enzymu zabrafuju vzniku nestrukturalneho

komplexu NS54 potrebného na regulaciu replikacie, translaciu, stavbu membranovej Struktury
a viribnov HCV. (Spengler, 2018, Horsley-Silva and Vargas, 2017) Presny mechanizmus
ucinku zatial nie je zndmy.(Horsley-Silva and Vargas, 2017) Patria sem ledipasvir
(najucinnejsi z tejto skupiny, schvaleny FDA, EMA v kombinacii s sofosbuvirom pre
genotypy 1,4,5,6), ombitasvir (schvileny FDA, EMA v 3D rezime s paritaprevirom,
dasabuvirom a ritonavirom na genotyp 1 a 4), daclatasvir (vysoké ndklady na liecbu),
elbasvir, velpatasvir (G¢inny proti genotypom 1-6), odalasvir, samatasvir, ravidasvir,
ruzavir, and pibrentasvir, ktoré maju silny a Sirokospektralny u¢inok s nizkou moznost’ou
rezistencie.(Horsley-Silva and Vargas, 2017, Spengler, 2018, Gupta et al., 2017)

Poslednd nové skupina DAAs (s koncovkou ,,—buvir“) rozliSuje 2 typy inhibitorov NS5B
polymerdzy) — nukleos(t)idové analogové inhibitory (NIs) a nenukleos(t)idové analogoveé

inhibitory (NNIs), ktoré Specificky naruSaju syntézu a replikaciu RNA viru. NIs funguji ako
kompetitivne analégy prirodzeného substratu polymerazy, ktoré su pomocou RdRp
zakomponované do gendému a spdsobuju predéasné ukoncenie replikacie nového ret’azca viru.
Maju silny pan-genotypicky ucinok s vysokou ochranou proti rezistencii viru. Patri sem
sofosbuvir (schvaleny FDA, EMA r. 2014 v kombinovanom rezime pre vsetky genotypy) a
MIV-802 (presiel predklinickou fazou testovania, 2018).(Gupta et al., 2017, Spengler, 2018,
Horsley-Silva and Vargas, 2017) NNIs funguju ako nekompetitivne alosterické inhibitory,
ktoré sa viazu na 4 miestach RdRp, zmenia jej funkcie a konforméciu NS5B. Maju uzSie

spektrum ucinku aj vysSiu pravdepodobnost rezistencie ako NIs a st réznej chemicke;j
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Struktary. Patri sem dasabuvir (schvaleny v kombinacii s ritonavirom, paritaprevirom
a ombitasvirom), beclabuvir, deleobuvir a radalbuvir.(Spengler, 2018, Horsley-Silva and
Vargas, 2017)

Pred vyberom vhodnej farmakoterapie treba zohl'adnit’ stav a pritomnost’ cirh6zy pecene,

zistit’ genotyp HCV viru, zlyhanie liecby s IFN a komorbidity.(Spengler, 2018)

1 5'NTR | Structural proteins | HWMWNIM

- =" Metalloproteais =
=="" Envelope - ~——
e==="" Glycoprotsins ____.-" Serine protease
FMA helicase
1

Capsid
1

| - 1 |
] e = e =

Protease Inhibitors MNSSA Inhibitors Polymerass Inhibitors
Telapravie Daclataswir MNucs NHon-Nucs
Bocoprovir Ladipaswir
Simepravir ABT-267 Sofosburvir ABT-333
Fakdaprevir G5-5818 V135 Deleobuwvir
Asunapravir ACH-3102 1DX-20963 BMS-
ABT-450 PPi-668 TO1325
MK-5172 GSK-2336805 ACH-3422 FPP1-383
Sovapravie Samataswir GE-9669
ACH-2684 MK-8742 TMC-E4T0SS

Obr. 3 Miesta u¢inku DAAs v genéme viru hepatitidy C (Schinazi et al., 2014)

Pre oba genotypy viru la a 1b odporucaju organizacie (World Health Organisation WHO,
American Association for the Study of Liver Disease/Infectious Disease Society of America
AASLD/IDSA, Asian Pacific Association for the Study of the Liver APASL, European
Association for the Study of the Liver EASL) vSetky lie¢ebné rezimy sofosbuvir/ledipasvir
a paritaprevir/ritonavir/ombitasvir/dasabuvir ale aj sofosbuvir/daclatasvir
a sofosbuvir/simeprevir. DAAs su v sucasnosti liekmi prvej volby a pre liecbu vsetkych 6
genotypov viru bol v USA neddvno schvaleny lieCebny rezim sofosbuvir/velpatasvir.(Lynch

and Wu, 2016)

3.1.4. Farmakoterapia v tehotenstve

V sucasnosti nie je schvalena Ziadna terapia hepatitidy C v tehotenstve, ktora by chranila
matku a zabranila MTCT. Ribavirin ma zndme embryondlne a teratogénne ¢inky na zvierata,
kategoria X (A-B-C-D-X kategorie bezpecnosti pre tehotenstvo, 2014) pre tehotenstvo a je

kontraindikovany u Zien v tehotenstve aumuzov do 6 mesiacov po ukonceni lieCby
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ribavirinom nesmie ddjst’ k oplodneniu. Z novych generacii DAAs dostali od FDA iba 2
antivirotikd kategoriu B — sofosbuvir a ombitasvir/paritaprevir/ritonavir, ktoré nevykazuju
riziko pre plod u zvierat. Dalsie DAAs novej generacie, u korych sa predpoklada pridelenie
kategorie B, su daclatasvir, ledipasvir, velpatasvir, ombitasvir/paritaprevir/ritonavir/dasabuvir
a elbasvir/grazoprevir. Pre kategoriu C neskdér mozno pridelit’ simeprevir, ktory je fetalne

toxicky u zvierat. (Page et al., 2017)
3.1.5. Paritaprevir

Paritaprevir (Obr. 4) patri medzi nové DAAs, ktoré inhibuji NS3/4A proteazu. Aplikuje
sa spolu s ritonavirom, ktory predlzuje jeho biologicky pol¢as, metabolizuje sa cez izoenzym
CYP3A4 cytochroému P450 aje inhibitorom aj substratom P-glykoproteinu. Pouziva sa na
liecbu v 2D (+ombitasvir) a 3D rezime (+ombitasvir, dasabuvir), kde kombinuju viacero
mechanizmov u¢inku. (Menon et al., 2017) Paritaprevir vykazoval urcitu inhibiciu transportu
karnitinu v 'udskej placente ako bolo preukdzané v zatial’ nepublikovane;j $tadii vykonanej na

katedre Farmakologie a toxikoldgie FaF UK - (zatial’ nepublikované déta).

Obr. 4 Chemicka Struktira paritapreviru (MedKoo Biosciences, 2018)

3.1.6. Daclatasvir

Daclatasvir (Obr. 5) tiez patri k novym DAAs, ale md iny mechanizmu uUc¢inku ako
paritaprevir a ovplyviiuje NS5A polymerazovy replikacny komplex viru. Je metabolizovany
izoenzymom CYP 3A4 cytochromu P450 aje substradtom P-glykoproteinu. Pouziva sa
v kombinovanych rezimoch (+asunaprevir; + asunaprevir, beclabuvir; + sofosbuvir; +

PeglFN-o/ribavirin (Gandhi et al., 2018) Daclatasvir vykazoval urcitu inhibiciu transportu
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karnitinu v 'udskej placente ako bolo preukazané v zatial’ nepublikovanej Studii vykonanej na

katedre Farmakoldgie a toxikologie FaF UK - (zatial’ nepublikované data).
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Obr. 5 Chemicka Struktira daclatasviru (Gandhi et al., 2018)

3.2.  Tehotenstvo a placenta

Placenta je $Specializovanym l'udskym organom, ktory je vyznamny pre zdravie dietata aj
matky aumoziuje ich vzijomnu symbidzu. Je dokdzané, Zze funkéné ¢i Strukturdlne
abnormality placenty maju nepriaznivé nasledky pocas tehotenstva.(Guttmacher et al., 2014)

Po oplodneni sa v maternici zo zygoty vyvija placenta a extraembryonalne (plodové)
membrany. Trophectoderm tvori obal blastocysty, ktord je vyplnena extraembryondlnym
mezodermom. Z trophectodermu sa diferencuje trofoblast a zneho nasledne placentarny
epitel ainvazivne extravilézne bunky trofoblastu. Mezoderm tvori zdklad pre fibroblasty,
vaskularnu siet’ a populaciu makrofagov. (Burton and Fowden, 2015) Po implantacii a invazii
trofoblastu do maternice dojde k remodelacii Spirdlovitej artérie maternice tak, aby
fetoplacentdrna jednotka mala zabezpeceny prisun kyslika a Zivin a odvéadzanie splodin
metabolizmu. Materndlna Cast’ placenty je tvorend z endometria a fetadlneho chorionického
platu obklopujuci bazalny plat (plod). Chorionicky plat obsahuje rozvetvené chorionickeé
cievy, ktoré¢ si pokracovanim ciev pupocnika. Ich terminalne casti tvoria bohato vetvené
chorionické vily, ktoré umoziuju fetdlno-maternalny transport latok (Obr. 6). Intervilozny
priestor je obklopeny syncytiotrofoblastom (viacjadrové syncytium). Materskd krv vstupuje
cez artérie endometria, obmyva chorionické vily v interviloznom priestore a odteka zilami
endometria tak, ze sa krv matky a plodu nikdy nezmie$a. Plodové membrany tvoria chorion
(vrchna vrstva; obsahuje aj bunky trofoblastu) a amnion (vnutorna vrstva) vyplneny plodovou
vodou. (Gude et al., 2004) Na rozhrani materndlnej a plodovej cirkulacie su umiestnené
vezikuly s hranicnou membranou s typickymi vchlipeninami (brush-border membrane BBM),

ktoré umoziuju transport latok medzi matkou a plodom.(Lahjouji et al., 2004)
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Obr. 6 Struktiira placentarnej bariéry (College, 2018)

Placenta zastdva funkciu transportnu (Obr. 7), endokrinnu, metabolicku aj ochrannu, ¢im
brani vstupu infekcii, chorob matky a xenobiotik. Xenobiotikd s malou molekulou moézu
prejst cez placentdrnu bariéru jednoduchou difuziou, transcelularne alebo paracelularne.
Faktorom, ktory moze ovplyvnit’ expresiu transportného proteinu placenty je napétie kyslika v
krvi v interviloznom priestore.(Gude et al., 2004)

Placenta aj plod vyuzivaji ako primarny zdroj energie energeticky metabolizmus oxidécie
glukozy, ale vyznamny zdroj je aj oxidacia mastnych kyselin s dlhym retazcom
v mitochondriach. (Oey et al., 2003) Placenta exprimuje enzymy potrebné na mitochondrialnu

FAO (fatty acid oxidation). (Mendez-Figueroa et al., 2013)
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Obr. 7 Transport nutrientov cez placentarnu bariéru (Brett et al., 2014)
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3.2.1. L-karnitin a B-oxidacia mastnych kyselin

Karnitin (3-hydroxy-4-N-trimetylaminobutyrat) hra dolezitu ulohu v oxidacii mastnych
kyselin tym, Ze umoznuje transport aktivovanych mastnych kyselin s dlhym retazcom cez
vnitorn  mitochondridlnu  membranu (az 95% FAO prebieha v mitochondriach),
peroxizomalnu B-oxidaciu latok a ich transport a ukladanie acetylkarnitinu v mitochondriach.
(Oey et al., 2006, Mendez-Figueroa et al., 2013) Po dodani karnitinu do tela z mésa, ryb,
mlieCnych produktov, nastane jeho biochemicka premena na L-karnitin vd’aka enzymu g-
butyrobetain-dioxygendza (g-BBD) v poslednom kroku, ktora je pritomna iba v oblickéch,
mozgu a peéeni. Vychytdvanie karnitinu z obehu do tkaniv sprostredkovava Na'-zavisly
karnitinovy transportér s vysokou afinitou OCTN2 (organic cation transporter novel 2), ktory
je exprimovany aj na povrchu placenty. Porucha oxidéacie mastnych kyselin s dlhym retazcom
u tehotnych Zien sposobila Castej$i vyskyt portich vnutromaternicového rastu plodu ¢i
vnutromaternicovej smrti. Z toho vyplyva nevyhnutna pritomnost’ karnitinu pocas vyvojovych
procesov u plodu. Bolo vSak dokédzané, ze g-BBD je pritomnd v plodovych tkanivach i
placente, Cize fetoplacentarna jednotka je schopnd vlastnej biosyntézy karnitinu. (Oey et al.,
20006)

Mitochondridlnu f-oxidaciu mastnych kyselin (Obr. 8) mozno zhrnit’ do 4 krokov — ester

acyl-CoA (acyl-koenzym A) podlieha dehydrogenacii (acyl-CoA dehydrogendza, ACAD),
vzniknuty enoyl-CoA hydratécii (enyol-CoA hydratdiza, EH), nasledny 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogendcii (3-hydroxyacyl-CoA dehydrogendza, 3HAD) na 3-ketoacyl-CoA aten
tiolytickému Stiepeniu (3-ketoacyl-CoA tiolaza, KAT) na acyl-CoA a acetyl-CoA (acetyl-
koenzym A). Peroxizomy c¢iastocne degraduji mastné kyseliny (fatty acid, FA) s dlhymi
retazcami na volné FA s kratkymi retazcami a ester karnitinu, ktoré st v mitochondriach
oxidované az na CO; a H>O. FA su premienané prislusnou CoA-syntetazou dlhého retazca
(long-chain acyl-CoA synthetase, LACS) a velmi dlhého retazca (very-long-chain acyl-CoA
synthetase, VLACS) na odpovedajuce CoA-estery v mitochondriach, endoplazmatickom
retikule a peroxizomoch. Tieto estery su transportované prostrednictvom karnitinu do vnutra

mitochondrii, kde B-oxidaciou vznikne acetyl-CoA aten je dokonceny v Krebsovom cykle

(oxidativna fosforylacia) na CO,, H;O a ATP (adenozintrifosfat). Do karnitinového cvklu

zasahuju 3 membranové proteiny — karnitin-palmitoyltransferaza 1 (CPTI) a2 (CPT2) a
karnitin/acylkarnitinovy nosi¢c (CACT). CPT1 katalyzuje vznik acylkarnitinu z volného
karnitinu a acyl-CoA. CACT umoziiuje transport acylkarnitinu do mitochondrie vymenou za

vol'ny karnitin, kde je premeneny cez CPT2 na acyl-CoA. Ten d’alej vstupuje do B-oxidacie.
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Karnitinovy cyklus v opacnom smere slizi na odstrafiovanie acylkarnitinu z mitochondrii.

(Wanders et al., 2010)
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Obr. 8 Michodridlna p-oxidacia mastnych kyselin (Wanders et al., 2010)

3.2.2. Nova podrodina organickych kationovych transportérov (OCTN)

Novu podrodinu organickych kationovych transportérov (OCTs) tvori OCTN 1,2,3

(podrodina rodiny Solute Carrier 22, SLC22), ktoré boli objavené r. 2005 u vysSich
organizmov, interaguji s kationickymi xenobiotikami aliS§ia sa afinitou a transportnou
kapacitou karnitinu.(Lahjouji et al., 2004, Pochini et al., 2013)

Fyziologickym substratom OCTNI transportéru je acetylcholin, ktory sa zapaja mimo
neuréonov do reguldcie bunkovych funkcii (proliferdcia, diferencidcia, lokalne uvolfiovanie
oxidu dusnatého...). Je vyrazne exprimovany v obli¢kach, v menSej miere v d’alSich tkanivach
vratane placenty a zaroven sprostredkovdva maly transport karnitinu.(Pochini et al., 2013)
OCTN1 ma urdita afinitu aj ku karnitinu a jeho transport je zavisly na Na'.(Lahjouji et al.,
2004)

OCTN2 je plazmaticky proteinovy transportér so substratovou Specifitou pre karnitin
ajeho derivaty, ktory je nevyhnutnym kofaktorom [-oxidacie mastnych kyselin
v mitochondridch (Obr. 9). Exprimuje sa v polarizovanych bunkach placenty (BBM), ale aj
v inych bunkach mnohych tkaniv (napr. obli¢ky). OCTN2 transportér je Na'-zavisly a pracuje
ako symport alebo antiport s karnitinom (karnitin 1:1 sodikovy kation Na"). (Pochini et al.,
2013, Lahjouji et al., 2004) Okrem karnitinu sprostredkovava transport organickych kationov,

ktory nie je zavisly na Na'. Tento transportér je saturabilny karnitinom a inhibovatelny
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niektorymi zndmymi lieCivami ako verapamil (kompetitivna aj nekompetitivna inhibicia),
valproat, pyrilamin a tetraetylamonium. (Lahjouji et al., 2004)

Rovnako OCTN3 umoziiuje transport karnitinu nezavisle od Na', ale u I'udi zatial’ nebol
lokalizovany ani v bunkach placenty. (Pochini et al., 2013)

Placenta cez BBM transportuje karnitin cez transportéry zavislé na Na', ¢o dokazuje

pritomnost OCTN1 a OCTN2 na membrane BBM. (Lahjouji et al., 2004)
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Obr. 9 Lokalizacia a funkcia OCTN2 transportéra na plazmatickej membrane (Kazumi, 2018)
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3.2.3. Regulacia génovej expresie OCTN v placente

Nadrodinu SLC tvori 55 rodin a 300 ¢lenov a mozZno ju rozdelit' do 2 podrodin SLCO
(Solute carrier organic anion) a SLC224, ide o ATP-nezavislé transportéry hydrofilnych a
nabitych castic do bunky. Expresia SLC22A44 (OCTNI1) a SLC22A5 (OCTN2) zatial nie je
znama. (Walker et al., 2017)

OCTN? transportér je exprimovany v apikdlnej ¢asti membrany syncytiotrofoblastu. Bola
preukdzana zvySend expresia jeho mRNA (medidtorovda RNA) v trofoblaste, z ktorého sa
diferencovali bunky syncytia v priebehu niekol'kych dni, ¢o stviselo sa vy$Sou sekréciou hCG
(human chorionic gonadotropin) zo supernatantu buniek (regulacia cytotrofoblastom). (Grube
et al., 2005) Expresiu mRNA OCTN2 ovplyviiuje preeklampsia, ktora ma za nasledok jeho
down-regulaciu a znizeny prijem karnitinu do plodu. Hypoxia buniek placenty ma za
nasledok znizeny transport karnitinu do buniek a down-regulaciu génovej expresie

OCTN2.(Chang et al., 2011)
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Na Faerskych ostrovoch bol screeningom dokézany vyznamny vyskyt mutacie génu
SLC2245, ktory exprimuje vel'mi nizky pocet OCTN2 a tym poruchu v B-oxidacii mastnych
kyselin pre nedostatok l-karnitinu a rovnako nedostatocnu exkréciu l-karnitinu v obli¢kach.

Toto ochorenie sa oznacuje ako PCD (autozomalna recesivny porucha FAQ) a u pacientov

spOsobuje az zavazné arytmie, kardiomyopatie, inavu a lie¢i sa suplementéciou s 1-karnitinom
u zavaznych genotypov. NajzavaznejSie symptomy preukdzala mutdcia genotypu c.954 >
G/RH (risk-haplotype) u homozygotnych pacientov. Pre RH sa predpokladd zakladna

genetickd aberacia v mieste enhancera v blizkosti SLC2245.(Rasmussen et al., 2014)

3.3.  Vyznam dostupnosti karnitinu

Nedostatocna funkcia OCTN2 (SLC22A45) sposobi deficit karnitinu v tkanivach, a tym

nadmernt stratu karnitinu moc¢om. Metabolicky stav deficitu karnitinu v plazme a tkanivach
sa uvadza ako strata 10-20% karnitinu vzhl'adom k normalnym hodnotam.(Shekhawat et al.,
2004) Prejavom nedostatku karnitinu v tkanivaich atym aj poruchy FAO je vyskyt
hypoglykémie, skeletalnej myopatie, kardiomyopatie, Reyeovho syndromu, nahlej detskej
smrti, visceralnej steatozy a v tehotenstve predikuje spomaleny rast plodu.(Shekhawat et al.,
2004) (Hirano et al., 2008) Poruchy FAO moézu viest’ k vzniku syndrému HELLP u matiek,
ktory je charakterizovany hemolyzou, zhorSenou enzymatickou funkciou pecene
a trombocytopéniou, vediceho k tazkej preeklampsii.(Haram et al., 2009)
Dokazand teratogenita neznameho pdévodu vyvoland lieckmi modze byt spojenda prave
s inhibiciou transportu I-karnitinu, ako bol potvrdeny inhibi¢ny vplyv fluorochinolénov na
OCTN2 transportér atym transport karnitinu, ¢o sa dava do suvislosti sich zndmou
teratogenitou.(Hirano et al., 2008) Je dokdzané aj to, Ze deficit karnitinu spdsobuje aj mutaciu
génu pre OCTN2 transportér. (Grube et al., 2005)

Pritomnost’” enzymov pre FAO v placente dokazuje, Ze karnitin je dolezitym
substratom nielen pre vyvijajuci sa plod ale aj pre vlastné placentdirne metabolické funkcie.
V placente sa vyskytuje 7-10x vicSie mnozstvo karnitinu ako v srdci, ktoré prednostne
vyuziva mastné kyseliny ako zdroj energie.(Shekhawat et al., 2004)

Karnitin je dolezity pre dieta aj po narodeni, kedy zapojenim do metabolizmu tukov

umoziuje ziskavanie energie z mlie¢neho tuku.(Lahjouji et al., 2004)
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4 CIEL PRACE

Cielom mojej rigordznej prace bolo otestovat’ schopnost’ ovplyvnenia funkcie a expresie
OCTN2 transportného proteinu s daclatasvirom a paritaprevirom, antiretrovirotikami novej
generacie, ktoré by v budicnosti mohli byt’ pouzité na lieCbu hepatitidy C u tehotnych Zien.
Ciastkovymi cielmi pritom boli:

(1) Zistit, do akej miery ovplyviluju testované antivirotikd prestup karnitinu cez
modelovli monovrstvu placentarnych buniek BeWo a akumulaciu tohto substratu
vnutri buniek.

(i)  Zistit, ¢i pri expozicii naviazan¢ho lieCiva na transportnom proteine OCTN2 na
monovrstve buniek dochddza k zmene expresie prislusného génu SLC22A4 pre

transportny protein OCTNI a génu SLC22A5 pre OCTN2 v zévislosti na Case.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1.  PouZity material

5.1.1. Bunkovy model a kultivacia

V ramci tejto Stadie bola pouzivand bunkova linia BeWo (klon b30), ktor nam poskytla
prof. Ch. Albrecht z Univerzity v Berne vo Svajéiarsku na zaklade dovolenia od Dr. A.
Schwartza z Washingtonskej Univerzity v St. Louis v USA. Téato bunkové linia je odvodena
od l'udského zhubného choriokarcindmu placenty a exprimuje transportné proteiny OCTNI
a OCTN2 porovnatelne s placentou (Karahoda et al., zatial nepublikovand Studia). Pri
kultivacii in vitro dokaze vytvorit' polarizovanii monovrstvu buniek s tesnymi spojmi, ktora
napodobiiuje funkciu trofoblastu v tehotenstve. Na zaklade tychto vlastnosti ju mozno pouzit
ako in vitro model transplacentarneho prestupu. (Li et al., 2013, Crowe and Keelan, 2012)

Pred zaciatkom kultivécie ¢i pasdzovania sa vSetky roztoky zahriali vo vodnom kupeli na
teplotu cca 37,5°C. Bunky sa kultivovali v zivnhom médiu DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's medium, high glucose) s pridanym 10% FBS (Fetal bovine serum) v inkubatore
(37,5°C, atmosféra 5% CO,), az kym sa dosiahla konfluencia 80-90%. Néasledne prebehlo
pasazovanie prevedenych buniek z vnutorného povrchu kultivacnej naddoby do suspenzie
pomocou trypsinu/EDTA (kyselina etyléndiamintetraoctova). Po resuspendacii sa pridala ¢ast’
cerstvého meédia k bunkam, preniesli sa do novej kultivaénej nadoby a doplnil sa objem
cerstvého média v zavislosti na vel’kosti kultivanej nadoby, alebo sa bunky pocitali a nasadili
na bunkové inzerty Transwell pre transportny experiment (Nasadenie buniek na Transwell).
Linia sa pouzivala na testovanie od 3. do 8.pasaze (transportny experiment), pripadne do
9.pasaze (experiment génovej expresie). Praca s bunkami a roztokmi pouzivanych pri praci

s nimi prebiehala v laminarnom boxe za dodrzania podmienok aseptickej prace.
5.1.2. Pristroje a pomocky

o Lamindrny box, Telstar

o Inkubator (37°C, 5% CO,), Sartorius Stedim

o Centrifuga Universal 32 R Hettich, Schoeller

o Spektrofotometer Tecan GENios Plus, Schoeller
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Termocyklér (pre reverznu transkripciu)

QuantStudio 6 (Applied Biosystems)

Analytické vahy CPA225D-0CE, Sartorius Stedim Biotech
Vodny kupel’, PolyScience

Mikroskop inverzny, Optika Microscopes

Biirkerova po¢itacia komorka (hibka 0,100 mm, 0,0025 mmz)
Ru¢né pocitadlo, Tally Counter

Trepacka Vornado, Benchmark

Automatické pipety Research plus, Eppendorf

Multiplate reader Genios Plus pre meranie absrobancie
Kultiva¢ny plastik, Techno Plastic Products

Transwell cell culture inserts (Corning Incorporated Costar)
Analyzator beta Ziarenia Tri-Carb 2910 TR; Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Millicell ERS-2 Voltohmmeter (Millipore, Merck)

NanoDrop Microvolume Spectrophotometers and Fluorometer (ThermoScientific)

5.1.3. Chemikalie

Anti-HCV antivirotikd: paritaprevir, daclatasvir (MedChem Express)

Verapamil (MedChem Express)

’cold” L-karnitin (Sigma-Aldrich)

,-hot* [’H]-L-karnitin (60 Ci/mmol), M.G.P. spol. s.r.o. Zlin

Kultivaéné médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high glucose (DMEM),
Sigma-Aldrich

Fetdlne hovédzie sérum Fetal Bovine Serum (FBS), Diagnovum

Penicillin-Streptomycin 1% (P0781), Sigma-Aldrich

Dimetylsulfoxid Dimethyl sulfoxide for molecular biology 100% (DMSO), Sigma-
Aldrich

Voda na injekcie, Aqua pro injectione (API) Braun, BIBraun

Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific
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5.2, Testovanie miery transportu a akumuldcie karnitinu v monovrstve
buniek BeWo b30 pri inhibicii paritaprevirom a daclatasvirom

5.2.1. PRINCIiP

Tato Studia hodnoti mieru prestupu L-karnitinu cez placentdrnu bunkovii monovrstvu
a jeho akumuléciu vnutri vo vrstve. Zarovenn umoziuje Studovat’ mieru ovplyvnenia tohto
karnitinového transportu auptaku L-karnitinu pomocou inych latok. Pre tento typ
experimentu sa k bunkam sa pridaju preinkubacné roztoky testovanych latok, v naSom pripade
paritapreviru a daclatasviru. Ako kontrolny inhibitor bol pridany verapamil, pre kontrolu
inhibicie OCTN2 transportéru saturaciou bola pouzita vysoka koncentracia L-karnitinu.
Vlastny transport karnitinu je zah4jeny pridanim inkuba¢ného roztoku, ktory bol tvoreny opat’
testovanym ¢i kontrolnym inhibitorom a radioaktivne znacenym L-karnitinom v médiu (Obr.
10). Po pridani inkubac¢nych roztokov sa odoberali vzorky v pravidelnych intervaloch
z apikalneho i bazalneho kompartmentu. Radioaktivny [*H]-karnitin pritomny v inkuba&nych
roztokoch zviditel'nil transport medzi kompartmentami a akumulaciu v monovrstve buniek.

Ta bola hodnotena po lyzacii monovrstvy (tj. prevedenim bunkovej monovrstvy do roztoku).

OCTREZ

ﬂ, radioaffivay kernfin X infiibitor .& radioalfivey bernfin

Obr. 10 Transport a akumulacia radioaktivne znaceného karnitinu cez transportér OCTN2

monovrstvy buniek pred (vl’avo) a po (vpravo) pouZiti inhibitora v zavislosti na ¢ase
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Radioaktivita kazdej vzorky sa merala 1 min na scintilatore Tri-Carb. Ziskané hodnoty DPM
(disintegrations per minute) vyjadruji pocet dezintegracii (rozpadov) za min, ktoré sa
previedli na pmol daného substratu cez Standard aplikovaného roztoku.

Po vyrezani inzertov a zlyzovani buniek sa lyzaty vyhodnotili biochemickou metodou
pomocou kitu kyseliny bicinchoninovej (BCA), ¢im sa stanovila presna koncentracia proteinu
v lyzatoch z kalibra¢nej krivky standardného proteinu (albumin o koncentracii 20-2000 ug/ml,
citlivost’ 5 ug/ml). Po¢as BCA testu sa v alkalickom prostredi zredukovali iény Cu** na Cu”,
ktoré s aminokyselinami proteinu vzorky vytvorili farebny chelat. BCA viazala redukované
iony Cu” za tvorby farebného chelatu, ktory vykazuje vyrazni absorbanciu pri vinovej dizke
562 nm.(Scientific, 2018) Vysledné hodnoty z merania radioaktivity a BCA testu vyjadrili
vztah obsahu substratu (pmol) na presny obsah proteinu (mg/ml) v jednotlivych

kompartmentoch inzertov v ¢asovych intervaloch.

A 0 Ry DPM, —NPCx Y
R, -
B oy DPMye = 1
Agteennn.. aktivita Standardu v Ci/pmol
Ryson. pomer radioaktivity vzorky v danom objeme vztiahnuta na
radioaktivitu prisluSného Standardu
B koncentrécia proteinu v mg/ml vypocitana z kalibra¢nej krivky
albuminu
Vi objem roztoku vzorky
DPM,, ... hodnota radioaktivity vzorky v jednotkach DPM

NPC.......... hodnota radioaktivity média v jednotkach DPM
DPMj ......hodnota radioaktivity prislusného Standardu v jednotkdch DPM
| SHRURPRN riedenie vzhl'adom na objem roztoku vzorky

5.2.2. PRACOVNY POSTUP

Nasadenie buniek na Transwell

Pre transportné experimenty boli pouzité polykarbonatové bunkové inzerty Transwell
o velkosti pérov 0,4 um (Corning Incorporated Costar, 3404). Tie boli najprv potiahnuté

vrstvou kravského kolagénu pre zaistenie lepSej adhézie buniek. Roztok kravského kolagénu
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bol pripraveny rozpustenim 1mg kolagénu v 1ml roztoku 0,9 M kys. octovej a aplikovany po
150 ul do kazdého inzertu. Plato s Transwell inzertami sa nésledne nechalo stat’ pocas noci pri
teplote do 25°C a na nasledujtci den sa vysterilizovalo pod UV (ultrafialovym ziarenim) na
30 min. BeWo bunky boli potom nasadené v poéte 100 000 buniek/cm?, vymena média
prebichala obden. Po sterilizacii UV ziarenim sa inzerty 3x premyli studenym PBS
(Phosphate-buffered saline) a kazdy inzert sa predvlh¢il z oboch stran zivnym médiom
DMEM po dobu 30 min. Bunky BeWo boli nasadené na Transwell v pocte 100 000 buniek na
cm?’, tj. 112000 buniek na jeden inzert. Objem sa doplnil médiom DMEM v apikélne;
1 bazalnej Casti a doska sa inkubovala 5 dni. Po 1. a 3.dni sa vymenilo médium v kazdom

inzerte za médium DMEM s pridanym rastovym faktorom EGF (1 ul/50 ml média).

Transportny experiment

Vlastny transportny experiment prebichal 5.defi inkubdacie, kedy sa pripravili
preinkubacné a inkubaéné roztoky v dostatocnom mnozstve pre triplikaty alebo quadruplikaty

podl’a tabulky pre dany experiment (Tab. 1, Tab. 2).

Tab. 1 Schéma pipetovania preinkubaénych a inkuba¢nych standardnych roztokov

Preinfubaéné roztoky Inlubaéné roztoky

Har CAR

+ CAR

VER Har CAR

LS
9.0
9 0
0.0

+ VER

@
@ 0
@ 0
@0

CTRL — médium HOT CAR - [*H]-karnitin v médiu
CAR - karnitin (1 mM) v médiu HOT CAR + CAR — L-karnitin (1 mM) v HOoT CAR
VER —verapamil (100 uM) v médiu HOT CAR + VER — verapamil (100 uM) v HOoT CAR
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Tab. 2 Schéma pipetovania preinkubaénych a inkuba¢nych Standardnych roztokov a roztokov antivirotik

Preinkubaéné roztoky Infkubaéné roztoky

PAR 10

nat CAR Hot CAR

+ PAR 10 +CAR1

CTRL — médium HOT CAR - [*H]-karnitin v médiu

PAR 10 — paritaprevir (10 uM) v médiu HOT CAR + PAR 10 — paritaprevir (10 uM) v HoT CAR
DACL 10 — daclatasvir (10 uM) v médiu HOT CAR + DACL 10 — daclatasvir (10 uM) v HoT CAR
CAR 1 — karnitin (1 mM) v médiu HOT CAR + CAR 1 — karnitin (1 mM) v HoT CAR

Pred experimentom sa skontrolovala rezistencia na kazdej membrane ponorenim
elektrod systému Millicell ERS do média. Pripravené preinkubacné roztoky sa rozpipetovali
do apikalnej aj bazalnej Casti kazdého inzertu a inkubovali 15 min. Po inkubdcii sa odsali
preinkubacné roztoky iba z apikdlnej casti inzertov aobjem sa doplnil prislusSnym
inkubaénym roztokom. Prebehla inkubécia a nasledné odoberanie 50 ul vzorky z apikélnej
i bazalnej Casti kazdého inzertu po 15 min, 30 min, 1 hod, 2 hod, 4 hod do scintila¢nej vialky.
Na porovnanie boli odobraté¢ aj vzorky zinkubaénych roztokov. Po pridani 1,5 ml

scintilaéného roztoku a zvortexovani sa zmerala radioaktivita.

Tab. 3 Schéma poctu odobranych vzoriek z inzertov v ¢asovych intervaloch pocas experimentu

_ 15min 30min lhod 2hod 4hod

l.experiment

A X X XX

B X X X XX
2.experiment

A X X X XX

B X X X XX
3.experiment

A X X X XX

B X X X XX
4.experiment

A X X X XX

B X X X XX

Po 4 hod sa inzerty 3x premyli studenym PBS, vyrezali skalpelom a ponorili na noc pri 4°C
do 400-600 ul 0,02% roztoku SDS (Sodium dodecyl supfate). Na d’alsi deii sa z kazdej vzorky
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lyzatu odobralo 100 ul do scintilacnych vialiek, pridalo 1,5 ml scintila¢ného roztoku a po
zvortexovani sa zmerala radioaktivita.

Zaroven sa z kazdého lyzatu odobralo 3x po 25 ul vzorky do 200-jamkovej dosky na
BCA proteinovy test. Riedenim Standardu albuminu (2000 ug/ml) pomocou 0,02% roztoku
SDS bola pripravena koncentracna rada (2000, 1500, 1000, 750, 500, 375, 250, 125, 25, 0
ug/ml) pipetovand v triplikatoch po 25 ul. K obom sa rozpipetovala pripravena reagen¢na
zmes WR (Working Reagent) z reagencie A a B (pomer 50:1) po 200 ul do kazdej jamky. Po
premieSani sa doska inkubovala 30 min a zmerala sa absorbancia na spektrofotometri (v
blizkosti vinovej dizky 562 nm).

Na konci experimentu so Standardmi sa zachovali niektoré¢ inzerty celistvé a znova sa
otestovala priepustnost’ monovrstvy buniek, u ktorych bola namerana nizka rezistencia oproti
ostatnym inzertom. Do apikélnej Casti sa pridal roztok fluoresceinu a do bazélnej Casti PBS.
Po hodine sa odobrali vzorky do 200-jamkovej dosky azmerala sa fluorescencia na

spektrofotometri.

5.3 Testovanie vplyvu paritapreviru a daclatasviru na zmenu expresie
génu SLC22A4 a SLC22AS5 v zavislosti na case

5.3.1. PRINCIP

Pri tomto testovani sa hodnotil vplyv Studovanych anti-HCV lie€iv na expresiu
génov kodujucich OCTN1 a OCTN2 karnitinovy transportér v placentarnej bunkovej linii.
BeWo bunky sa vystavili pdsobeniu paritapreviru a daclatasviru po dobu 1, 3 a 7 dni (Obr.
11). Po uplynuti prislusnej doby sa z buniek izolovala RNA. Pri izolacii sa najprv z
roztoku oddelili 3 fazy — DNA, RNA a organicka faza (lipidy, proteiny), odobrana RNA-
faza sa precipitovala do pelet, ktoré sa rozpustili v API (aqua pro injectione). Pomocou
reverznej transkriptazy sa z RNA pripravila cDNA (complementary DNA). Expresia génu
SLC22A44 a SLC22A435, ktoré koduju OCTNI, resp. OCTN2 transportéry bola hodnotena
pomocou qRT-PCR (Reverse transcription- Polymerase chain reaction) metody. Podl'a
hodnoty C; poctu cyklov, v ktorych miera fluorescencie znacenej proby pre detekovany
gén prekroc¢i podprahovi hodnotu, sa ur¢i miera expresie génu pre OCTN1 alebo OCTN2
(regulacia up/down/bez zmeny) v porovnani so Standardom (bunky kultivované v médiu

bez pridanych testovanych latok).
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Obr. 11 Transport Karnitinu cez transportér OCTN2 a OCTN1 do monovrstvy buniek BeWo (b30) a
vplyv anti-HCYV inhibitora na expresiu génu SLC2245 a SLC22A44 pre OCTN1 a OCTN2 v zavislosti na

Case

5.3.2.  PRACOVNY POSTUP

Spasazované bunky sa po nariedeni (5x) spocitali pomocou Biirkerovej komorky
arozdelili tak, aby nasadené¢ bunky na 24-jamkova kultivaénii dosku odpovedali poctu
150 000 buniek na jednu jamku a objem sa doplnil kultivacnym médiom DMEM na Iml.
Takto boli pripravené sucasne 3 kultivaéné dosky, ktoré sa inkubovali 2 dni. Pripravili sa
koncentracie roztokov skuSanych lieCiv a porovnavacich roztokov rozpustenim v médiu.
Potom sa opatrne odsalo médium z kazdej jamky a po kvapkéch sa pridali pripravené roztoky

v objeme 1 ml (Tab. 4).

Tab. 4 Schéma pipetovania roztokov Standardov a testovanych antivirotik

PAR
10

00060
0000
000

000w
0010®

CTRL - médium PAR 10 — paritaprevir 10 uM DACL 10 — daclatasvir 10 uM
DMSO - 0,01% DMSO v médiu PAR 1 — paritaprevir 1 uM DACL 1 - daclatasvir 1 uM
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Nasledovala kultivacia v inkubatore a postupné odoberanie kultivaénych dosiek po 1, 3 a7
diioch. V kultivacnej doske odoberanej po 7 ditoch sa v priebehu kultivacie vymenilo staré

médium za Cerstvé s novo rozpustenymi latkami.

kultivacna doska kultivacna doska kultivaéna doska
l Ve R G
. media s
T 3. def \atkarni
. - atkarai
RMA izolacia
| Reverznatranskripcia | 7. defi
! / RNA izolicia ¥
PCR i \
- Reverzna transkripcia |
' ' RNA izolacia

- PCR

Reverzna transkripcia '

PCR

Z odobranej kultivaénej dosky sa odpipetovalo médium a pridalo sa 186 ul roztoku TRI-
Reagent do kaZdej jamky. Po 5 min statia sa vzorky odoberali a kultivované quadruplikaty sa
spojili a pokracovalo sa RNA izolaciou.

Ku kaZzdej vzorke sa pridalo 148,8 ul chloroformu, vzorky sa intenzivne premiesavali
15 s a scentrifugovali (12,000g relative centrifugal force rcf, 15min, 4°C) do rozdelenia faz.
Zo vzoriek sa odobralo maximalne mnozstvo organickej (RNA) faze, pridalo sa 372 ul 2-
propanolu anechalo sa stat pri izbovej teplote 10 min. Zl'ahka sa vzorky premiesali
a scentrifugovali do precipitacie bielych pelet RNA na dne kazdej skiimavky (12,000 rcf, 10
min, 4°C). Tekutina sa odliala a pelety sa premyvali 2x s pridanim 744 ul 75% etanolu
a scentrifugovanim (12,000 rcf, 5 min, 4°C). Etanol sa opatrne odlial a kazda peleta sa po
oschnuti (,,zgelovateni®) rozpustila pridanim 20-60 ul API v zavislosti na velkosti pelety. Po
zvortexovani sa zmerala koncentracia kazdého roztoku rozpustenej pelety odobratim 1,3 ul do
pristroja NanoDrop. Pripravili sa koncentracie roztokov vzoriek v rozmedzi 450-550 ng/ul,
skontroloval sa pomer kontaminacie proteinom a organickymi zlozkami a uchovavali sa
niekol’ko dni zmrazenim na -80°C. Cely experiment bol opakovany 3x.

Pri priprave cDNA reverznou transkripciou sa pouzila 96-jamkova doska, RT

kit/Master Mix (MM) 2x koncentrovany, roztoky izolovanej RNA danej vzorky (c=500 ng/ul,
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¢ize 1000 ng v reakcii) a API. Do kazdej jamky boli pipetované jednotlivé zlozky nasledovne
— 10 ul RT kitu, 2 ul roztoku izolovanej RNA, 8 ul API. Doska sa prekryla filmom, kratko
scentrifugovala a vlozila do RT cykléra na odpovedajici program teplotnych cyklov pre
reverznu transkripciu (RT).

Na PCR bola pouzitda 2x 384-jamkova doska, MM 2x koncentrovany, pripravena
cDNA, API a génové assaye, pricom na jednu dosku sa pipetovala assay pre kvantifikdciu
génu pre OCTNI1 a pre druhu dosku assay pre kvantifikdciu génu pre OCTN2 spolu s assay
pre beta-2-mikroglobulin, ako tzv. housekeeping (kontrolny) gén. Dohromady sa pripravila
zmes latok pre kazda génovl assay bez cDNA a rozpipetovala sa do jamiek tak, ze v kazda
testovana jamka obsahovala 2,5 ul MM, 1 ul API a 0,25 ul génu. Pripravend cDNA sa
nariedila na koncentraciu 10 ng/ul arozpipetovala sa po 1,25 ul do uréenej jamky
k napipetovanej zmesi. Takto pripravend doska sa kratko scentrifugovala a vlozila do PCR
termocykléra na teplotny program odpovedajuci pouzitym PCR reagenciam a celkovy pocet

40 amplifika¢nych cyklov.
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5.4.  Statistickd analyza

Vysledky zjednotlivych merani boli spracované a vyhodnotené pomocou softwéru
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California USA).

Statisticka vyznamnost’ vyslednych hodnét transwellovej §tidie transportu a akumulacie
karnitinu ale ivplyvu antivirotik na génovi expresiu danych transportérov sa stanovila

metddou one-way ANOVA s hladinou vyznamnosti *p< 0,05, **p < 0,01.
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6 VYSLEDKY

6.1.  Transportné Studie

6.1.1. Vplyv paritapreviru a daclatasviru na akumuldciu Kkarnitinu v monovrstve

BeWo buniek

Vysledky nasej transportnej Studie preukézali, ze sa L-karnitin aplikovany z apikalne;j
strany (tj. odpovedajlicej maternalnej strane v pripade vrstvy trofoblastu) akumuluje v BeWo
bunkach. Tento transport je zjavne sprostredkovany membranovym proteinom a je
vysytitelny, ¢o je patrné z vyrazného poklesu akumulacie ,,hot* L-karnitinu v pritomnosti
vysokej (I mM) koncentracie ,,cold“ L-karnitinu (Obr. 12). Predpokladdme, ze tymto
transportérom je OCTN2 a po jeho vysyteni prechddza L-karnitin do buniek v minimalnom
mnozstve vyuzitim inych transportnych mechanizmov. Paritaprevir aplikovany v koncentrécii
10 uM blokuje vychytavanie karnitinu do buniek. V porovnani so situdciou pri saturacii
transportéru je ale miera tejto inhibicie vyrazne menS$ia, a akumulacia je tak zniZena
v priemere na 85 %. Daclatasvir tiezZ ako anti-HCV inhibitor blokuje OCTN2 transportér
v malej miere, ale oproti paritapreviru je miera nim navodenej inhibicie vychytavania
karnitinu vysSia, tvori 62 % neinhibovanej kontroly. Paritaprevir ani daclatasvir
v koncentracii 10 uM nevyvoldvaji zmenu funkcie transportéru OCTN2, ktora by bola

Statisticky vyznamna.

(pmol/mg protein)
e

[®H]-carnitine (6.25 nM) uptake

Obr. 12 Akumulécia ,,hot“ L-karnitinu v bunkovej monovrstve BeWo buniek pri inhibicii

paritaprevirom (10 uM) a daclatasvirom (10 uM) a ,,cold“ L-karnitinom (1 mM) (ANOVA, **p<0,01)
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6.1.2. Vplyv paritapreviru a daclatasviru na transport karnitinu cez monovrstvu

BeWo buniek

Kontrola/médium preukazuje prirodzeny transport karnitinu z apikélneho do
bazalneho kompartmentu na zéklade koncentratného gradientu, ktory je vyraznejsi do
120.min, ¢ize krivka apikalu strmsie klesé a krivka bazalu strmsie stupa az do vyrovnania
koncentracii (Cast’ karnitinu sa akumuluje v bunkach), po 120.min sa transport viditelne
spomaluje (Obr. 13). Paritaprevir blokddou OCTN2 sa spomaluje transport karnitinu
z apikalu do bazalu, ¢o odrazaju obe krivky, ktoré maji v porovnani s kontrolou miernejsie
klesanie u apikdlu a stupanie u bazalu, rovnako vSak prestup karnitinu je vyraznej$i do
120.min, ktory sa potom vyrazne spomal’uje. Daclatasvir blokddou OCTN2 tiez spomal’uje
transport karnitinu z apikdlu do bazalu, ale oproti paritapreviru je transport eSte mensi,

rovnako vSak do 120.min je intenzivnej$i a nasledne sa spomali.

100

~
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in apical (up) or basal (down) compartment

O ] T L] 1
0 60 120 180 240
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-~ control —-* paritaprevir -+ daclatasvir

Obr. 13 Transport [*H]-L-karnitinu z apikilneho kompartmentu do bazilneho cez monovrstvu

buniek BeWo v zavislosti na ¢ase
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6.2. Vplyv paritepraviru a daclatasviru na zmeny génovej expresie

SLC22A44 a SLC22A45

6.2.1. Ovplyvnenie génovej expresie OCTNI1 transportéru

Vyjadrenie zmeny expresie génu SLC22A44 pre transportny protein OCTNI, ktory je
exprimovany na povrchu BeWo buniek v malej miere (Obr. 14). Po 1. dni nedoslo k vyrazne;j
zmene expresie u ziadnej pouzitej koncentracii paritapreviru ani daclatasviru. Po 3. dni je
viditeInd vyznamnd up-regulacia génu pre OCTNI ul uM paritapreviru, ktord je pod
podmienkou Statistickej vyznamnosti **p<0,01, u ostatnych vzoriek je viditeIna slaba up-
regulacia bez Statistickej vyznamnosti. Po 7. dni sa up-regulécia u 1 uM paritapreviru vyrazne
znizila, zatial ¢o u 10 uM daclatasviru sa zvySila az k hranicu Statistickej vyznamnosti;

u ostatnych koncentracii neboli pozorované vyraznejSie zmeny expresie.

SLC22A4

1 day

3 days

7 days

mRNA expression (rel. to control)
mRNA expression (rel. to control)
mRNA expression (rel. to control)

Obr. 14 Vplyv paritapreviru a daclatasviru na expresiu génu SLC2244 pre OCTNI1 transportér

monovrstvy BeWo buniek pocas 7-diiovej expozicie

6.2.2. Ovplyvnenie génovej expresie OCTN2 transportéru

Vyjadrenie zmeny expresie génu SLC22A44 pre transportny protein OCTN2 (Obr. 15),
ktory je exprimovany na povrchu BeWo buniek vo velkej miere v porovnani s transportérom
OCTNI1. Po 1. dni nedoSlo k vyraznej zmene expresie u ziadnej pouzitej koncentracii
paritapreviru ani daclatasviru. Po 3. dni je viditelna Statisticky vyznamna up-reguldcia génu
pre OCTN2 u 1 uM paritapreviru, ktord je pod podmienkou Statistickej vyznamnosti *p<0,05;

u ostatnych vzoriek je viditeI'na slaba up-regulacia bez Statistickej vyznamnosti. Po 7. dni sa
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up-regulacia u 1 uM paritapreviru vyrazne znizila; u ostatnych koncentracii neboli

pozorované vyraznejsie zmeny expresie.

SLC22A5

1 day 3 days 7 days

mRNA expression (rel. to control)
mMRNA expression (rel. to control)
mRNA expression (rel. to control)

Obr. 15 Vplyv paritapreviru a daclatasviru na expresiu génu SLC22A45 pre OCTN2 transportér

monovrstvy BeWo buniek pocas 7-diiovej expozicie
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7  DISKUSIA

Nase dve testované antivirotika paritaprevir a daclatasvir, ktoré maju odliSné mechanizmy
ucinku inhibicie virovej replikacie, st schvalené a pouzivaju sa na liecbu hepatitidy C u 'udi,
nie vSak u tehotnych zien.(Page et al., 2017) Teratogenita, deformacie rastu plodu v maternici
¢i preeklampsia sposobend liecbou v tehotenstve st davané do suvislosti s poruchou funkcie
placenty.(Banhidy et al., 2005, Hirano et al., 2008) Pre optimalny rast a fungovanie tohto
organu hra doélezitu rolu ziskavanie energie z B-oxidacie mastnych kyselin, ktoré je po
gluk6zovom metabolizme d’alSim vyznamnym zdrojom energie pre vyvoj.(Oey et al., 2003,
Wanders et al., 2010) Karnitin pritom predstavuje klicovy kofaktor P-oxidacie. Pre
dosiahnutie jeho dostato¢nych koncentracii v trofoblaste placenty je dolezit¢ jeho
vychytavanie z materskej krvi pomocou transportnych proteinov, hlavne OCTN2.(Grube et
al., 2005) V menSej miere potom moze za urcitych okolnosti prispievat’ k uptaku karnitinu
tiez OCTNI transportér. Uptake karnitinu viac-menej mdze byt ovplyvneny, ato ako na
genetickom podklade, tak farmakologicky. V tejto $tidii sme sa zamerali na hodnotenie
interakcie novych lie¢iv pouzivanych v terapii hepatitidy C, paritapreviru a daclatasviru
s funkciou OCTN2 transportéru v placente a ovplyvnenie expresie génov kddujucich OCTNI1
a OCTN2 tymito latkami.

Stadie transportu a akumulacie karnitinu v monovrstve BeWo buniek u paritapreviru
a daclatasviru eSte neboli predtym testované. Na zéklade skriningu viac nez desiatky novych
anti-HCV latok v zatial nepublikovanej $tadii vykonanej na katedre Farmakologie
a toxikologie FaF UK bol predpovedany inhibi¢ny vplyv tychto dvoch antivirotik na transport
karnitinu v 'udskej placente - (zatial’ nepublikované data). NaSe vysledky tieto predpoklady
nepotvrdili, pretoze obe antivirotika funkciu OCTN2 transportéru ovplyviiuji, znizuja
akumuléciu karnitinu vo vrstve BeWo buniek imitujucich trofoblast, avSak nedochadza
k utlmeniu transportu cez monovrstvu a akumulacie karnitinu do takej miery, aby boli (aspoii
v poCte aplikovanych experimentov) Statisticky signifikantné. Paritaprevir o koncentracii 10
uM aj daclatasvir o koncentracii 10 uM mierne zniZuju prestup karnitinu v porovnani
s prestupom karnitinu bez pouzitia tychto antivirotik, z ¢oho daclatasvir spomalil transport
karnitinu a tym aj znizil jeho akumuldciu o nieCo vyraznejSie ako paritaprevir. Z grafov
mozno eSte vidiet' vySsi prestup karnitinu v pritomnosti antivirotika ¢i bez do 120.min, ktory
sa nasledne spomalil, ¢ize transport karnitinu v priebehu 2 hod po podani je najvyraznejsi. To

znamena, Ze obe antivirotika prepustia urcité percento karnitinu, ktoré sa po 2 hod vyraznejsie
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nemeni. Daclatasvir aj paritaprevir ¢iastocne inhibuji OCTN2 transportér, ale vicSina
karnitinu v porovnani s médiom prechddza bunkami. Ako bolo vidiet' u vysyteni OCTN2
transportéru karnitinom, malé mnozstvo karnitinu prechddza do bunky cez OCTNI1
transportér alebo inym mechanizmom. Pozorovand znizena miera akumulécie karnitinu
odpovedala znizenej miere transportu cez kompartmenty a naopak. V klinickej praxi by tieto
vysledky znamenali, Ze farmakologicka liecba paritaprevirom ¢i daclatasvirom u tehotnych
zien neovplyviiuje funkciu OCTN2 transportéra ateda nie je potrebna suplementacia
karnitinom. Z toho vyplyva, ze by malo dieta dostatok energie na spravny vyvoj a matka
potrebnu lieCbu v pripade hepatitidy C. Z tohto pohl'adu st dané antivirotika pre vyvijajici sa
plod bezpecné a mozno predpokladat’, ze neovplyviuju vstup karnitinu do buniek cez OCTN2
transportéry ani inych tkaniv a zabezpecia tak dostatok karnitinu pre oxiddciu mastnych
kyselin pre matku, ¢o predchadza vzniku komplikécii ako syndrému HELLP a preeklampsii
pocas tehotenstva.(Haram et al., 2009) Tieto data prinasaju d’alsi sposob farmakologického
ovplyvnenia transportéru OCTN2 ako uz bolo preukazané v predchadzajucej stadii pri liecbe
antikonvulzivami (Wu et al., 2004) a fluorochinolénmi (Hirano et al., 2008).

Dalsim pozorovanym aspektom u paritapreviru a daclatasviru bola schopnost
ovplyvnit' génova expresiu SLC2244 a SLC2245, génov kodujucich OCTN1 a OCTN2
transportér, pri ich expozicii na monovrstve BeWo buniek. Predchadzajiace studie preukazali
schopnost’ reguldcie expresie SLC2245 génu v BeWo bunkovej linii napr. forskolinom, ktory
expresiu zvySuje alebo hypoxiou, behom ktorej naopak miera expresie OCTN2 klesa.(Huang
et al., 2009)

Hodnotenie vplyvu testovanych antivirotik na expresiu karnitinového transportéru
nebolo predtym nikym vykonané, ¢iZze dosiahnuté vysledky boli v kazdom ohl'ade prekvapivé.
Na zaklade naSich vysledkov je mozno pozorovat, Ze paritaprevir v koncentracii 1 uM javi
vyznamnU up-regulaciu expresie pre oba gény po 3 diioch expozicie, s hladinou vyznamnosti
*p < 0,01 OCTNI a*p < 0,05 OCTN2. KedZe zmena expresie nenastala hned” po 1.dni
mozno usudit, ze preukdzand zmena v expresii nenastava na mieste promotoru retazca DNA
ale v inych miestach alebo inym mechanizmom, ktoré nie sme schopny z nasich vysledkov
presne urcit’. Zarovein sa expresia po 7 ditoch vratila opat’ do normalu u vsetkych koncentrécii
vzoriek v porovnani so Standardom, ¢o preukazuje nastup inych regulaénych mechanizmov,
ktoré up-regulaciu dorovnali. Podobne, v predtym uvedenej Stadii zmienujicej up-regulaciu
OCTN2 na génovej aj funkénej trovni forskolinom bol ziroven popisany kompenzacny
mechanizmus pomocou modulaénych proteinov PDZK1, NHERF1 a NHERF2, ktory viedol

opit’ k zniZeniu uptaku karnitinu.(Huang et al., 2009)
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Farmakologicka up-regulacia expresie oboch transportérov OCTNI1 aj OCTN2 mohla
by priniest pozitivne vysledky u pacientok s mutdciou génu SLC22AS5, ktoré maja
nedostatocné mnozstvo OCTN2 a preto aj nizke hladiny L-kanitinu spdsobujice zavazné
symptomy (Rasmussen et al., 2014). Up-regulacia moze sluzit ako kompenzacny
mechanizmus, ktorym sa karnitin dostane cez vacsi pocet receptorov OCTNI1/2 do buniek
anasledne do plodu, kedze bezne sa OCTNI1 vyskytuje na povrchu trofoblastu v malom
mnozstve a nie je primarnym transportérom karnitinu. Tato up-regulacia génu pre OCTN1/2
by mohla vyriesit otazku pripadnej suplementacie karnitinu do plodu pri liecbe
paritaprevirom hepatitidy C u tehotnej Zeny.

Statisticky vyznamna up-regulacia génu pre OCTN1 v placentarnych bunkach moze
zvysit prijem acetylcholinu do plodu, ktory zastdva regulacné funkcie v bunkdch mimo
funkcie v neuronoch.(Pochini et al., 2013) ZvySenl dostupnost’ tohto substratu cez placentu
by bolo lepSie dodato¢ne preskiimat, aky vplyv by to udietata mohlo pocas
vnutromaternicového vyvoja mat, pripadne na vylucenie rizik, ak by sa paritaprevir pouzil
pocas tehotenstva.

Nase vysledky st potvrdené na tUrovni mRNA, ktoré by bolo vhodné dokoncit’
hodnotenim expresie transportéru a Urovni proteinu a jeho transportnej funkcie. V naSom
experimente boli pouzité 2 koncentracie paritapreviru 10 uM a 1 uM, pricom vplyv na zmenu
expresie pre oba gény dokazala iba nizSia koncentricia, z tohto dovodu by bolo lepSie
experiment zopakovat’ u oboch koncentracii. AvSak u daclatasviru v pouZitej koncentracii 1
uM a 10 uM a paritapreviru v pouzitej koncentracii 10 uM nebol dokdzany ani vplyv na
génovu expresiu OCTN1 ani OCTN2 v priebehu 7 dni, ¢o znamend znacnu bezpecnost’ liecby
tymito antivirotikami v priebehu tehotenstva bez vyhody zvySeného transportu L-karnitinu do
plodu.

V st¢asnosti sa ani paritaprevir ani daclatasvir nepouZzivaju samostatne, ale
v kombinovanych reZimoch s d’alSimi antivirotikami (Schinazi et al., 2014), pri¢om
z hl'adiska naSich vysledkov z pohl'adu dolezitosti transportu kanitinu do plodu a prevencie
vyvojovych deformacii u plodu a preeklampsie by tieto 2 antivirotika mohli byt’ pouZité pri
liecbe hepatitidy C v tehotenstve bez rizika pre plod a matku. KedZe sa pouzivaji
v kombinacii na dosiahnutie lepSieho uc¢inku, by bolo vhodné otestovat’ v tomto smere aj

antivirotikd s nimi kombinované, pripadne posudit’ liecbu jednym antivirotikom.
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8 ZAVER

Paritaprevir aj daclatasvir st nové pouzivané lieCivd proti viru hepatitidy C, ktoré st
schvalené zatial v kombinovanych rezimoch s d’alSimi antivirotikami na dosiahnutie
vyraznejSieho u¢inku. Oproti Standardnej kombinacnej liecbe PeglFN-a s ribavirinom tieto
nové antivirotikd priamo inhibuji replikdciu viru vo vnutri buniek zadsahom Specifickych
Struktlr pri virovej replikécii, ¢im zvysili vyskyt trvalej virologickej odpovede az na 100%
a zasahuju Siroké spektrum genotypov tohto viru.

Kedze na pouzitie tychto antivirotik v tehotenstve eSte nie je dostatok dokazov, naSe
vysledky ovplyvnenia dostupnosti a funkcie karnitinu cez OCTN2 transportér dokazuju
sl'ubnu budicnost’. Obe latky sice naznacili mozny inhibi¢ny vplyv na prestup karnitinu do
vrstvy BeWo buniek imitujacich trofoblast, ale v rozsahu ausporiadani experimentu
nepreukazali tieto zmeny Statistickll vyznamnost'.

Na trovni ovplyvnenia expresie génu pre kanritinové transportéry OCTN1 a OCTN2
daclatasvir nepreukazal interferenciu. Naopak paritaprevir doCasne zvySuje up-regulaciu
génovej expresie OCTN2 aj OCTNI, ktora sa do 7 dni vrati do normalu.

Na zéklade tychto dat nebol dokdzany negativny vplyv paritapreviru ani daclatasviru na
dostupnost’ karnitinu cez placentarnu bariéru. V tomto procese mozno predpokladat’ ich
bezpecnost’ pri vyvojovych procesoch plodu a v priebehu tehotenstva zpohladu hladin

homeostazy karnitinu v placente.
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