UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

ROLE VYBRANYCH ABC A SLC TRANSPORTERU V PRESTUPU
MARAVIROKU PRES BUNECNE MEMBRANY: VLIV NA
TRANSPORT V PLACENTE

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Martina Ceckova, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Lenka Tupova

Hradec Kralové 2019 Zuzana Matiaskova



Prohla$uji, Ze tato prace je mym pivodnim autorskym dilem. Veskera literatura
a dalsi zdroje, z nichz jsem pii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité
literatury a v praci fadné citovany. Tato prace nebyla pouzita k ziskani jiného ¢i

stejného titulu.



Na tomto misté bych rada pod¢kovala své Skolitelce doc. PharmDr. Martiné
Ceckové, Ph.D. za jeji cenné ptipominky a odborné vedeni, dale bych chtéla podékovat

Mgr. Lence Tupové za trpélivost a podnétné rady pii vypracovani této prace.



Abstrakt
Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Zuzana Matiaskova
Skolitelka: doc. PharmDr. Martina Ce¢kova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Role vybranych ABC a SLC transportérii v piestupu
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Antiretrovirdlni 1é¢ivo maravirok patfi do skupiny inhibitorit vstupu CCRS5-
tropniho viru HIV do hostitelské buiiky. V soucasné dobé je maravirok poddvan v ramci
kombinované antiretroviralni terapie (cART) pfedevSim u dospélych a déti starSich
dvou let, a téZ u te¢hotnych Zen pro snizeni rizika pienosu viru HIV na plod. Znalost
interakce maraviroku s 1ékovymi transportéry v placenté je klicova pro optimalizaci
terapie v te¢hotenstvi, jak zpohledu efektivity, tak piipadnych nezadoucich ucinki.
Maravirok je popsanym substratem ABCBI1 transportéru, ktery svou efluxni aktivitou
v apikdlni membrané trofoblastu plni ochrannou roli pro plod. Vysledky nedavné studie
na dudlni perfuzi lidské placenty nicméné naznaCuji, Ze do transplacentarni
farmakokinetiky maraviroku je pravdépodobné zapojeno vice 1ékovych transportérd,
zejména téch plisobicich v opaéném sméru nez ABCBI.

Cilem této prace bylo pomoci in vitro studii zjistit, zda maravirok interaguje
s dalSimi placentarnimi transportéry kromé ABCBI. Nejprve byla provedena
akumulaéni studie a studie obousmérného transportu maraviroku pies monovrstvu
placentarnich BeWo b30 bunck. Signifikantni snizeni akumulace maraviroku
v pfitomnosti inhibitoru verapamilu (100 puM), ritonaviru (10 uM) a GF (2 uM)
naznacuje zapojeni influxniho transportéru, naopak zvySeni akumulace v pfitomnosti
inhibitoru MK-571 (50 uM) specifického pro ABCC transportéry dale nasvédcuje
zapojeni nékterého z ABCCs transportérii. Po vyhodnoceni transportni studie byl
pozorovan vyrazné€jsi prestup maraviroku v B-A sméru citlivy na pfitomnost inhibitorti
ritonaviru a MK-571. Pro identifikaci interagujicich transportérii byly provedeny in
vitro studie na MDCKII bunééné linii exprimujici lidsky ABCC1 transportér a A431
liniich exprimujicich lidsky OATP2B1, -1A2 nebo -1B3 transportér. Odhalena tak byla



substratova afinita maraviroku k ABCC1, OATP1A2 a OATPIB3 transportnim
proteiniim, ale nikoliv k OATP2BI.

Ze ziskanych dat Ize usuzovat, ze maravirok interaguje na placenté s vice
lékovymi transportéry, které by mohly ¢astecné zvratit Gcinek apikalné lokalizovaného
ABCBI. Vzhledem k povaze antiretrovirdlni 1é¢by, kterd je ve vyspélych zemich vzdy
kombinovana, 1ze soucasné ptredpokladat, ze maravirok bude nachylny k Iékovym
interakcim a tato nov¢ ziskana data by mohla pfispét k lepSimu pochopeni

transplacentarni farmakokinetiky maraviroku a tim 1 optimalizaci terapie.
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Antiretroviral drug maraviroc is an inhibitor of CCRS5-trophic HIV virus and
belongs to the group of entry inhibitors. Nowadays, maraviroc is administered as part of
combination antiretroviral therapy (cART) primarily in adults, children over the age of
two and pregnant women to reduce the risk of transmission of HIV to the fetus. The
knowledge of interactions of maraviroc with drug transporters in placenta is crucial for
optimizing the therapy during pregnancy, both in terms of efficacy and potential
adverse effects. Maraviroc is known substrate of ABCBI transporter, which plays a
protective role to the fetus by its efflux activity in the apical membrane of trophoblast.
However, the results of recent study employing dually perfused human placenta
suggest, involvement of other transport mechanisms in the maraviroc transplacental
pharmaocokinetics, especially those operating in the opposite direction to ABCBI.

The aim of this study was to evaluate in vitro studies whether, besides ABCB1,
maraviroc interacts with other transplacentar transporters. First, an accumulation study
and bidirectional transport of maraviroc across the monolayer of placental BeWo b30
cells was performed. Significant reduction in maraviroc accumulation in the presence of
verapamil (100 uM), ritonavir (10 uM) and GF (2 uM) suggests, that some influx
transporters might be involved. On the other hand, an increase of accumulation in the
presence of inhibitor MK-571 (50 uM) suggests also involvement of some ABCCs
efflux transporter(s). After the following evaluation of transport study a significant
transfer of maraviroc in B-A direction was observed sensitive to the presence of
ritonavir and MK-571. In order to identify the interacting transport mechanisms in vitro
studies were performed using MDCKII cells overexpressing human ABCCI transporter

and A431 cells overexpressing human OATP2B1, 1A2 or -1B3 transporter. We



revealed substrate affinity of maraviroc to ABCC1, OATP1A2 and OATPIB3 was
revealed, but not to OATP2B1.

Based on the obtained data we can suggest, that maraviroc interacts with several
drug transporters in placenta that could partly reverse the effect of apically localized
ABCBI. Considering the fact that antiretroviral therapy is always administered as
combination of drugs in developed countries, it can be assumed that maraviroc will be
susceptible to
drug-drug interactions and this newly obtained data could contribute to better
understanding of the transplacental pharmacokinetics of maraviroc and optimization of

the therapy.
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1. SEZNAM ZKRATEK

ABC transportéry

ABCBI1
AIDS

ART

BBB

BCRP/ABCG2

CAR

cART

CCR5

CXCR4

DDI

DMEM

FBS

FDA

GF

HIV

LY

MDCK II

MRP1 (ABCCI)

MRPs/ABCCs

nadrodina membranovych lékovych transportéra zavislych
na ATP (z angl. ,,ATP binding cassette transporters*)
P-glykoprotein (B1 ¢len nadrodiny ABC transportéri)
syndrom ziskané¢ imunodeficience (z angl. ,acquired
immunodeficiency syndrome*)

antiretrovirova terapie

hematoencefalicka bariéra (z angl. ,,blood-brain barrier)

G2 c¢len nadrodiny ABC transportérii (z angl. ,,breast cancer
resistance protein‘)

karnitin

kombinovana antiretrovirova terapie

Chemokinovy receptor typ 5 (C-C chemokine receptor
type 5)

chemokinovy receptor typ 4 (C-X-C chemokine receptor
type 4)

1ékové interakce (z angl. ,,drug-drug interaction®)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

fetalni bovinni sérum

americky Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (z angl. “Food
and Drug Administration®)

GF120918, elacridar (popsany modelovy inhibitor ABCBI a
ABCQG2)

virus lidske imunodeficience (z angl. ,human
imunodeficiency virus®)

LY-335979, =zosuquidar (popsany modelovy inhibitor
ABCBI1)

Madine darby canine kidney II, bun&tna linie odvozena
z tubuli psich ledvin

C1 ¢len nadrodiny ABC transportéri (z angl. ,,multidrug
resistance-associated protein 1)

C rodina ABC transportért (z angl. ,,multidrug resistance-

associated proteins*)



MVC
NBDs

NNRTI
NRTI
P-gp
PI

RIT
SLC
TMDs

VER

Maravirok

Nukleotidové vazebné domény (z angl. ,,nucleotide-binding
domains®)

nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
P-glykoprotein

proteazove inhibitory

Ritonavir

solute carrier transporter

Transmembranové  domény  (angl. ,transmembrane
domains®)

Verapamil



2. UVOD

Syndrom ziskané imunodeficience neboli AIDS je zdravotni stav zpiisobeny
virem lidské imunodeficience (HIV). Védeckd komunita poprvé popsala onemocnéni
AIDS po naristu vyskytu velmi vzacnych infekci a naddorovych onemocnéni u jinak
zdravych homosexualnich pacienti. V soucasné dob¢ je infekce HIV stale aktudlnim
pies 37 miliont obyvatel nakazenych virem HIV (WHO, 2018).

Objev antiretrovirotik na konci 90. let minulého stoleti a jejich podavéani ve
form¢ kombinované antiretroviralni 1éCby (cART), prispély k dramatickému poklesu
umrti na AIDS a =zkvalitnéni Zivota pacientl, nicméné eradikace viru HIV
z hostitelského organismu neni v soucasné dobé stdle mozna (Cihlar a Fordyce 2016).
Vcasné diagnostikovani pacienti vSak mohou diky cART prezivat i desitky let a zit
bézny zivot. Mezi HIV pozitivnimi je az 50 % zen fertilniho véku, a proto velmi
dalezitou ulohu v antiretrovirdlni terapii pfedstavuje i prevence pienosu viru HIV
z t¢hotné zeny na plod (AIDSinfo).

Kombinovana terapie s sebou nese vzdy riziko pro rozvoj lékovych interakci.
Dutlezitym mistem pro rozvoj farmakokinetickych interakci mohou byt membranové
1€kové transportéry. ABC (ATP-binding transporters) transportéry, jako je
P-glykoprotein (P-gp / ABCB1), MRPs (multidrug resistance-associated proteins) a
BCRP (breast cancer resistance protein) pracuji jako efluxni transportéry a vyznamné
ovliviiujyi biologickou dostupnost a distribuci 1éciv. Mnoha antiretrovirotika jsou
popsanymi substraty efluxnich transportérii, ale mohou pisobit i jako jejich induktory
nebo inhibitory, a tak zvySovat riziko ovlivnéni plazmatickych hladin druhého soucasné
podané¢ho léciva. To pak muize vést k vyznamnému ovlivnéni uCinnosti terapie i
vyrazn€j§imu vyjadieni nezddoucich u¢inkl (Kumar et al 2015).

Pro vstup viru HIV do lidské buiiky je nutnd interakce membranovych proteinti
(gp120) na povrchu virové buiky s receptorem CD4+ a koreceptory CCRS nebo
CXCR4 na povrchu Ty-lymfocytu (Gu et al. 2014). Maravirok patii mezi novéjsi
antiretrovirova léciva a pusobi jako antagonista CCRS koreceptoru, ¢imz znemoziiuje
vstup HIV do buiiky (Woollard a Kanmogne 2015). Diky jeho nizké toxicit¢ mize byt
podavan détem starSim 2 let (Giaquinto et al. 2018) a nékolikrat byl jiz indikovén i u
té¢hotnych zen (Colbers et al. 2015). Ptfedchozi studie naznacuji, Ze maravirok je

substratem P-glykoproteinu (Walker et al. 2005), ktery se nachdzi na apikalni stran¢



placentarni bariéry a mohl by limitovat distribuci maraviroku z krevniho tecisté matky
do plodu (Ceckova-Novotna et al. 2006)

Cilem této prace bylo zjistit, zda je maravirok substratem 1 jinych
membranovych transportérii pritomnych v trofoblastu placentarni bariéry, konkrétné
efluxniho ABC transportéru MRP1 lokalizovaného na bazalni membrané trofoblastu

a/nebo influxnich transportérit OATP1A2, OATPIB3 ¢i OATP2BI.



3. TEORETICKA CAST
3.1. Infekce HIV

Virus lidské imunodeficience (HIV, human imunodeficiency virus) je dnes
rozsiteny po celém svété. Poprvé byl popsan roku 1982, v Jizni Kalifornii a ptiivodné
byl nazyvan zkratkou GRID (gay-related immune deficiency). Pozd¢ji t€hoz roku byla
infekce identifikovana nejen u gayd, ale i u hemofilikti a obyvatel Haiti. V zaii roku
1982 pak byl poprvé pouzit termin AIDS. V soucasné dob¢ zije na svéte asi 37 miliont
lidi nakazenych HIV, pfi¢emz 66 % nakaZenych pochazi z Afrického kontinentu (Avert
2018). Kazdoro¢né asi 1 milion postizenych na toto onemocnéni zemie (Fourcade et al.
2018).

HIV tadime mezi retrovirové infekce. Specifickou soucasti retroviru je enzym
reverzni transkriptaza, kterd piepisuje RNA retroviru do DNA a integrdza, kterd
véleniuje virovy genom (DNA) do genomu hostitelské buniky (Bernier a Sagan 2018).
Zivotni cyklus viru HIV probihd v nékolika charakteristickych fazich, na které je téz
cilena antiretrovirova terapie.

Pti procesu infekce lidské buniky virem HIV dochazi nejprve k interakci mezi
virovymi membranovymi proteiny typu gpl20, které se vazou na CD4 receptory Tp-
lymfocytt lidského imunitniho systému. Tato vazba spusti konformacni zménu
virového glykoproteinu gpl20 a to umoZni virovému koreceptoru interakci s CCRS
nebo CXCR4 koreceptory lidského Ty-lymfocytu (Obr. 1). Po dalSich konformacnich
zménach dochézi k fuzi bunck a priniku viru HIV do hostitelské bunky. Proces uvnitt
buiiky je zahdjen odplasténim virové Castice a naslednym prepisem virového RNA do
DNA za pomoci reverzni transkriptazy. Virovy genom pak prochéazi do jadra hostitelské
buiiky jadernymi péry a integruje se do jeji DNA. Hlavni roli zde hraje virovy enzym
integraza, ktera rozstépi DNA hostitelské buiiky a zatfadi virovou ¢ast. Lidské bunky,
které maji v€lenény virovy genom do jadra, se stavaji permanentnimi nosic¢i tohoto viru.
Nasleduje transkripce a translace (v¢etné virovych glykoproteinil), prekurzorové
proteiny se sekretuji ven z buniky. Tyto proteiny jsou zatim inaktivni. Enzym proteaza je
Stépi na funkéni jednotky, uvoliuje zralé virové proteiny a nasledné dochazi k maturaci
bunky a vzniku infekéniho viru (Gu et al. 2014). Cely tento cyklus in vivo trva piiblizné

52 hodin (Murray et al. 2011).



K pfenosu viru dochazi prostfednictvim krve nebo jinych télnich sekreti
(vagindlni, sperma), dale pfenosem z matky na plod béhem téhotenstvi, porodu nebo
kojeni (Avert 2018).

Vliv na Sifeni viru ma 1 geneticky polymorfismus. Byl potvrzen protektivni vliv
heterozygotni HLA-B alely (McLaren et al. 2015) a odolnost homozygotnich jedinct
s CCR5 A32 alelou vuci infekci (Zhu et al. 2015).
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Obrazek 1: Pfichyceni viru na hostitelskou butiku. Virovy gp120 se navéze na bunécny
receptor CD4. Tato vazba spusti konformacni zmény na gp120, coz umozni odkryti
vazebnych mist koreceptoru a interakci s koreceptory CCRS5 nebo CXCR4 hostitelské
buniky. Vazba s témito koreceptory spusti dalsi kaskadu konformacnich zmén, mimo
jiné 1 odkryti domény gp41, coz vede k fuzi hostitelské a virové buiky a jejimu
uvolnéni do cytoplasmy (pfevzato z: Sierra-Argdn a Walter 2012)

KLINICKA STADIA HIV

Infekce virem HIV ma tii faze: akutni, chronickou a fazi AIDS. Pribéh infekce
znazornén na obr. 2.

Akutni HIV infekce: Jedna se o pocatecni fazi infekce, kterd se rozviji v pribéhu 2-4
tydnii od nakazeni. Projevuje se bolesti hlavy, horeckou a vyrazkou. Dochazi
k rychlému a masivnimu mnozeni viru v organismu a pacient je v tomto obdobi velice
infekéni.

Chronicka HIV infekce: V této fazi dochdzi k pomalej§imu mnozeni viru. VétSinou se
nevyskytuji zddné symptomy onemocnéni HIV, ale pacient je stale infekéni. Bez
antiretroviralni terapie nemoc postoupi do faze AIDS.

AIDS: Jednd se o posledni fazi HIV infekce. Hladina CD4+ buné¢k klesa pod
200 bungk/cm’. Z divodu malfunkce imunitniho systému se ve znaéné mife objevuji
oportunni infekce, zejména pneumocystickd pneumonie, toxoplazmoéza nebo Kaposiho

sarkom (AIDSinfo 2018).
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Obrazek 2: Znézornéni pribéhu nelécené HIV infekce. Na ¢asové ose jsou oznafeny
nejdiive tydny (akutni faze) pak mésice a nakonec roky (latentni faze a symptomaticka
HIV féze). Na pocatku dochazi k vzestupu HIV virovych c¢astic a pocet Ty CD4+ bunck
klesa. Postupem casu hladina protilatek proti HIV klesa z diivodu suprese imunitniho
systému jedince (pievzato z: Winslow a Kerdel 2015).

3.2. Antiretrovirova terapie (ART)

Antiretrovirovd terapie se pouziva k potlaceni mnoZeni viru a progrese
onemocnéni. Jeji zavedeni do praxe bylo zlomovym bodem 1é¢by HIV — ze smrteln¢ho
onemocnéni se stala Ié¢itelna nemoc. Nejvétsi rozvoj ART probéhl v letech 1981-1986,
kdy velké mnozstvi pacientti umiralo na HIV (Staitkova 2008).

Lécba viru HIV je celoZivotni. Zacatek terapie byl diive doporucovan u jedinci,
u nichz hladina pomocnych Ty-lymfocyti s receptory CD4+ klesla pod hranici
350 bundk/mm’ nebo méli pokrogilé stadium HIV infekce, objevila se u nich aktivni
forma tuberkul6zy nebo zaroven maji hepatitidu B s jaternim selhavanim (Consolidated
ARV guidelines 2013). Aktudlné se nicméné terapie zahajuje jiz bezprostiedné po
potvrzeni HIV infekce. Navic se v aktudlnich doporu¢enich WHO diskutuje i
preventivni podani antiretrovirotik u zdravych jedinct, ktefi ptiSli do kontaktu s krvi
infikované osoby nebo méli pohlavnim styk s infikovanou osobou (Consolidated
guidelines 2016). Specialni skupinou pacienti vyZzadujicich podani antiretroviralnich
1é¢iv jsou pak HIV pozitivni t€hotné Zeny, u kterych tato 1é€ba umoznuje vyznamné

snizeni rizika pienosu HIV viru z matky na plod (AIDSinfo 2018).



V soucasné dob¢ je pro terapii HIV pouzivano sedm hlavnich farmakologickych
tfid antiretrovirdlnich 1é¢iv (Zhang 2018), pficemz kazda ttida cili na specifickou cast

zivotniho cyklu viru (Obr. 3).
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Obrizek 3: Zivotni cyklus HIV viru a mozné zasahy antiretrovirotik. (1) Virus se vaze
na receptory CD4+ Ty bunék pomoci koreceptori a po nékolika konformacénich
zménach zahajuje (2) fazi virové buiiky s bunéénou membranou hostitelské bunky. (2 a)
Po vstupu dochézi k odplasténi (3) ndsledované reverzni transkripci. (4) Noveé vznikly
komplex je transportovan do jadra, kde dochdzi k integraci virového genomu do DNA
hostitelské buniky pomoci enzymu proteinové integrazy. (5) Nasleduje transkripce a pak
translace virovych genli a dochazi ke vzniku virovych glykoproteini a gag-(pol)
prekursorovych proteinli. (6) Po pifenosu virovych proteinii a virového genomu
k membrané se gag-(pol) prekursory zanoii do membrany a (7) zacnou tvofit kulovitou
¢astici a dochazi tak k sekreci. Uvolnéné castice jsou inaktivni. Poslednim krokem
v HIV cyklu je maturace. Virova proteéza rozstépi gag a gag-pol proteiny, virion se
stava aktivnim a muaze infikovat dalsi buiiky (pfevzato z: Sierra-Argon a Walter 2012).



3.2.1. Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NRTI)

NRTI predstavuji faleSné substraty strukturalné podobné nukleosidiim, které
jsou potiebné pro syntézu virové DNA. Na deoxyriboze postradaji hydroxylovou
skupinu a po inkorporaci tohoto nukleotidu do DNA zablokuji Cinnost reverzni
transkriptazy a nedojde tedy k piepisu virové RNA do DNA. Do této skupiny patii
zidovudin, stavudin, lamivudin, didanosin, abacavir, tenofovir a emtricitabin.
Rezistence na tuto skupinu je zpiisobena mutacemi viru HIV, kdy dojde ke snizeni
afinity reverzni transkriptazy k 1éiviim a podpofe v zabudovani piirodnich substrati
(Argon a Walter 2014), a dale je rezistence zpusobend TAMs (thymidine anolog
mutations), které zvysuji aktivitu odblokovéani primeru (Hu et al. 2006). Jedna se o
nejstarS$i skupinu antiretrovirotik, prvnim z pouzivanych byl zidovudin, syntetizovan
v roce 1987 (Stankova, Na, & Uk, 2008). NRTI jsou lékem volby pii cART (Sierra-
Argon a Walter 2012).

3.2.2. Nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NNRTI)

Do této skupiny patii latky, které se vazi pfimo na reverzni transkriptazu
v blizkosti katalytickych mist a tim zablokuji jeji cinnost. Patfi sem nevirapin,
efavirenz, etravirin a rilpivirin. Casté mutace vedou k rezistenci viru na NNRTI, avsak u
latek druhé generace (etravirin a rilpivirin) je pravdépodobnost rezistence nizsi. Maji
dlouhy plazmaticky polocas a podavaji se pouze jednou dennég. Patii mezi léky volby pfi

cART v kombinaci s NRTI (Sierra-Argon a Walter 2012).

3.2.3. Inhibitory integrazy

Tyto latky blokuji integrazovou aktivitu. Nemuze dojit k inkorporaci virového
genomu do genomu hostitelské buniky a nevratné je zastavena virova replikace. Mezi
zastupce této skupiny patii raltegravir a elvitegravir. Elvitegravir se fadi mezi 1éky prvni
linie cART v kombinaci s NRTI a NNRTI (Sierra-Argoén a Walter 2012). Na rozdil od
inhibitort reverzni transkriptdzy nevznika na tyto latky rezistence a jsou pouzivany i u

multirezistentnich pacientli (Staiikova 2008).

3.2.4. Inhibitory proteaz
Protedzové inihbitory se chovaji jako faleSné substraty enzymu protedzy a

specificky se vazi na aktivni mista enzymu (Sierra-Argéon a Walter 2012). Proteaza je



inaktivovana a HIV virus se stdva neinfekénim. Mezi tato léciva patii ritonavir,
saqiunavir, indinavir, tipranavir, lopinavir a dalsi (Gu et al. 2014). Inhibitory proteédz
jsou silnymi blokatory enzymu CYP3A4 a maji tudiz vysoky interakéni potencial.
Ritonavir se ztohoto divodu pouziva jako tzv. ,,booster do kombinace s jinymi

inhibitory proteaz, a tim zvysuje uc¢innost terapie (Staitkova 2008).

3.2.5. Inhibitory vstupu HIV do buiiky

Na rozdil od ostatnich latek se inhibitory vstupu HIV nevazi na virové proteiny,
ale na proteiny na povrchu hostitelské bunky. Jedinym lé¢ivem této skupiny je
maravirok (MVC), ktery je antagonistou CCRS5 koreceptoru a je tudiZz u¢inny pouze u
pacientli infikovanych R5-tropnim virem HIV. Selhani terapie MVC je spojeno se
zménou tropismu viru na X4. Inhibici koreceptoru CXCR4 v soucasné dobé neni
mozna, nebot dochdzi k mnoha mutacim a rezistenci (De Feo a Weiss 2012).
Ibalizumab je protilatka, kterd se vaze na CD4+ lymfocyt a zabrani tak konforma¢nim
zméndm, které umoznuji vstup HIV do builky. Dne 6. biezna 2018 byl v Americe
schvalen pro 1écbu multirezistentnich HIV pacientii (Markham 2018). Dalsi klinicky

testované latky této skupiny jsou: aplavirok a cenicrivirok (Zhang 2018).

3.2.6. Inhibitory fuze

Inhibitory fize délime na HR1 a HR2 analoga v zavislosti na tom, na kterou ¢ast
virového gp41 koreceptoru se vazi. Jedinym zéastupcem této skupiny je enfuvirtidin,
HR2 analog, ktery plsobi proti HIV-1 RS a HIV-1 X4 virim (Sierra-Argon a Walter
2012). Dalsi inhibitor sifuviritid vstoupil neddvno do pocatecni faze vyvoje (Zhang

2018).

3.2.7. Inhibitory maturace

Tato skupina latek je zatim na pocatku svého vyvoje. Jedinym zastupcem této
skupiny je bevirimat. Inhibitory maturace se vazi na HIV kapsidu a inhibuji dozrani
virovych proteinti uvnitf buiiky. Vznikd neinfekcni, nezrald virova castice (Zhang

2018).

Virus HIV podléhd velmi snadno mutacim, pii 1€cbé pouze jednim

antiretrovirotikem dochézi k selhani 1é€by a rozvoji rezistence, proto byla v roce 1996
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poprvé zahajena kombinovand antiretroviralni terapie (CART). Jedna se o kombinaci tii
az Ctyf antiretrovirdlnich 1éCiv, pficemz cili na vice fazi replika¢niho cyklu viru, coz
zvysuje efektivitu terapie a snizuje rezistenci viru. Tato terapie potlacuje progresi viru
mnohem efektivnéji nez 1éCba jednim antiretrovirotikem. Vyrazné obnovuje imunitni
funkce, zmiriluje klinické pfiznaky onemocnéni a zlepSuje kvalitu Zzivota pacientil
(Zhang 2018). Je doporuceno zahdjit cART kombinaci dvou NRTI a jednou latkou
z kategorie NNRTI nebo inhibitort integrazy. Uginnost této kombinace je zméfena
pomoci virového titru, kde se méfi mnozstvi virového mRNA v urcitém objemu krve.
Pokud se jeho hodnota stale zvySuje a zaroven klesa pocet Ty-lymfocytl s receptory
CD4+, je nutné zménit kombinaci antiretrovirotik (Consolidated guidelines 2016).

Na konci roku 2017 bylo FDA schvéleno celkem 43 antiretroviralnich 1éc¢iv.
Hlavni ptekazkou pfi vyvoji novych lé€iv je 1ékova toxicita, rezistence a vysoka cena
1éku (Zhang 2018). V soucasné dobé¢ je vyvoj novych antiretroviralnich 1é¢iv v pozadi,
diraz je kladen na optimalizaci kombinacéni 1é€by (Zhang 2018).

Moznosti vyvoje nové 1écby HIV se neustdle rozvijeji a v soucasné dobé& se
pracuje na vyvinu vakcin, které¢ by zabranily vzniku HIV infekce. Tym Louise Pickera
vyvinul CMV vektor a mosaikovou antigenovou strategii, ktery vyuziva genetickych
algoritmt a vytvaii malé sady uméle vyrobenych virovych proteind, které pokryvaji
rozmanitost riiznych epitopt v populaci. Nyni bohuZel neni zadna vakcina dostupna, i
pfesto Ze byla izolovéana celd fada bNAbs (broadly neutralizing antibody), vZdy doslo

k infikovani hostitelské buiiky. Divody zatim nejsou znamy (Ahmed et al. 2017).

3.3. Maravirok (MVC)

Maravirok je prvnim antiretrovirotikem ze skupiny inhibitorti vstupu, ktery byl
roku 2007 schvéalen FDA pro 1écbu dospélych pacientti, ktefi jsou infikovani RS-
tropnim virem HIV (Woollard a Kanmogne 2015). V roce 2017 byl schvélen i pro 1é¢bu
déti starSich 2 let (Giaquinto et al. 2018). Terapie MVC se zahajuje po neuspesné 1écbé

jinymi antiretrovirotiky nebo pro intensifikaci terapie. (Woollard a Kanmogne 2015).
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Obrazek 4: Chemickd struktura maraviroku (pfevzato z: PubChem Compound
Database 2018)

IUPAC nazev: 4,4-difluoro-N-[(1S)-3-[(1S,5R)-3-(3-methyl-5-propan-2-yl-1,2.4-
triazol-4-yl)-8-azabicyclo[3.2.1]octan-8-yl]-1-phenylpropyl]cyclohexane-1-
carboxamide, struktura znazornéna na obr. 4 (pfevzato z: PubChem Compound
Database 2018)

Chemicky sumarni vzorec: CyoHy4FoNsO

3.3.1. Mechanismus ucinku
Maravirok je antagonistou chemokinového koreceptoru CCRS. Pti jeho blokaci
neni mozZna vazba mezi virovou (pfes gpl120) a hostitelskou bunikou. Nedojde k fuzi

membran a replikace viru je blokovana (Woollard a Kanmogne 2015).

3.3.2. Farmakokinetika

Standardni davka MVC je 300 mg, dvakrat denné. Diky tomu, ze je stfedné
lipofilni latkou, snadno ptechazi pres membrany a télni bariéry. Biologickd dostupnost
MVC pti davce 100 mg €ini asi 23,1 % a pii davee 300 mg 33 %. Nejveétsi koncentrace
je dosazeno 0,5 — 4 hodiny po podani (PubChem Compound Database 2018). Podani po
tuéné stravé snizuje koncentraci latky v téle, ale neovliviiuje antiretroviralni aktivitu.
MVC se vaze na plazmatické bilkoviny ze 76 % (Woollard a Kanmogne 2015).

Distribu¢ni objem MVC je 197 litrit (PubChem Compound Database 2018). Je
distribuovan po celém téle: plazma, sperma, vaginalni tkan¢, cervikovaginalni tekutiné,

rektu a mozkomisnim moku (Woollard a Kanmogne 2015).
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MVC je substratem P-glykoproteinu (P-gp / ABCBI1) (Walker et al. 2005). Je
metabolizovan cytochromem CYP3A4 a CYP3AS. Eliminuje se ze 76 % stolici a
z 19-20 % moci (Woollard a Kanmogne 2015).

3.3.3. Toxicita

Terapie MVC zplisobuje elevaci ALT (alaninaminotransferdza) a to az o 10 % 1
piesto neni potieba modifikace davky, nebot’ klinické ptiznaky nejsou s timto zvySenim
spojovany. Byly hlaseny pouze bézné nezadouci Gcinky: bolest hlavy, motani hlavy,
nevolnost, prijem, infekce hornich cest dychacich, kasel, bolest bficha a dalsi. Celkova
mira nezddoucich U¢inkt vedoucich k pferuSeni 1écby byla v provedenych studiich

nizka, coz posiluje ptiznivy profil tohoto 1é€iva (Gilliam et al. 2010).

3.3.4. Lékové interakce

MVC je substratem enzymu CYP3A4 a efluxniho transportéru P-gp.

Pfi inhibici cytochromu CYP3A4 se MVC pomaleji metabolizuje a vétsi
koncentrace 1é€iva zlstava v krvi. Aby nedos$lo k rozvoji nezadoucich ucinkt, davka
MVC se snizuje na 150 mg dvakrat denné pfi souasném podani s inhibitory CYP3A4
(inhibitory protedz, itrakonazol, klaritromycin). Induktory cytochromu CYP3A4 naopak
zvySuji metabolizaci MVC, koncentrace lé¢iva v krvi se snizuje a muize dojit
k poddavkovani pacienta. S induktory CYP3A4 (efavirenz, rifampin) je davka zvySena
az na 600 mg dvakrat denné. Davku neni tfeba upravovat pii sou¢asném podavani
s dalSimi antiretrovirdlnimi 1é¢ivy jako tenofovir (NRTI), nevirapin (NNRTI),
enfuviritid  (inhibitor fize) nebo raltegravir (inhibitor integrazy). Mnoho
antiretroviralnich 1é¢iv jsou inhibitory nebo induktory cytochromu CYP3A4, a proto je
nutné zohlednit tyto interakce v terapii (Gilliam et al. 2010).

Pfi podani MVC s inhibitory P-gp dojde ke sniZeni efluxni aktivity P-gp a tim
k snadnéjSimu prostupu MVC do organismu. Induktory P-gp naopak potencuji jeho
expresi a dochdzi k limitované absorpci, distribuci a rychlejsi exkreci MVC z
organismu (Abel et al. 2009). Mezi inhibitory P-gp patfi napfiklad: azitromycin,
ketokonazol, saquinavir, ritonavir, indinavir, grapefruitova $tava,.. Mezi induktory P-gp

fadime: cyklosporin, karbamazepin, tipranavir nebo venlafaxin (Wessler et al.2013).
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3.4. Pfenos HIV z matky na dité

Perinatalni pfenos HIV neboli ptfenos HIV z matky na dité, znamena pfenos viru
HIV z infikované zeny na dit¢ béhem téhotenstvi, porodu nebo kojeni prostiednictvim
matefského mléka.

Riziko perinatadlniho pfenosu bez ART je 15-45 %. Toto riziko lze
minimalizovat na méné nez 5 % (Avert 2018), jestlize nemocna Zena béhem tchotenstvi
uziva antiretroviralni lé¢iva a nasledné¢ je narozenému ditéti po dobu 4-6 tydni
preventivné podavéna antiretroviralni terapie. Aby se minimalizoval pfenos HIV béhem
porodu, je naplanovan cisatsky fez.

Mechanismus ochrany plodu neni zcela objasnén. Avsak dulezitou roli hraje
sniZzeni koncentrace viru v krvi matky, ¢imz se sniZuje riziko transmise. Dale n¢ktera
antiretrovirotika piestupuji pfes placentarni bariéru a dostavaji se do krevniho ob¢hu
plodu, kde pfispivaji k ochrané plodu pted HIV infekci, zejména pak v prubéhu porodu.
(AIDSinfo 2018).

Preferované rezimy pro lécbu HIV pozitivnich Zen zahrnuji kombinaci dvou
NRTI (abakavir a lamivudin nebo tenofovir semtricitabinem nebo lamivudinem)
pouzivanych v kombinaci s inhibitory proteaz (atazanavir, ritonavir, darunavir) nebo
inhibitory integraz (dolutegravir, raltegravir) (AIDSinfo 2018). Maravirok v soucasné
dobé& nepatii mezi doporucena léciva u téhotnych, ale jiz byl podavan a jevi se jako

pomérné bezpecné 1éCivo (Colbers et al. 2015).

3.5. Placenta

Placenta je docasny komplexni organ, ktery v pribéhu te€hotenstvi funguje jako
plice, stfeva, ledviny a zaroven jatra a zajist'uje tak vSechny nezbytné funkce pro plod a
tim podporuje normalni rast a vyvoj plodu (Burton a Jauniaux 2015). Placenta funguje
jako bariéra, ktera zajiStuje vyménu zivin a odpadnich produktli mezi matefskym a
plodovym krevnim obéhem a soucasné chrani plod pted pfestupem cizorodych latek
(v€etné xenobiotik) a infekei. Déale také uvoliiuje hormony do mateiského i1 plodového
ob¢hu, coz ovliviiuje t€hotenstvi, metabolismus, rist plodu, porod a dalsi funkce (Gude
et al. 2004).

Dtlezitou soucasti placentarni bariéry jsou lékové transportéry, které zajistuji
prostup endogennich a exogennich latek pfes biologické membrany. Transportéry jsou

v placenté¢ hojn¢ exprimovany v syncytiotrofoblastu a endotelu plodovych kapilar.
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Muzeme je nalézt v apikdlni i bazalni membrané téchto polarizovanych bunék, dle
lokalizace mohou snizovat nebo zvySovat koncentraci 1éCiv v matefském nebo
v plodovém krevnim obéhu. Efluxni transportéry na apikalni mikrovil6zni membrané
syncytiotrofoblastu (kterd je omyvana matefskou krvi) chrani plod pied expozici
xenobiotiky a usnadnuji odchod odpadnich latek, zatimco efluxni transportéry na
bazolaterdlni strané napoméhaji endogennim latkdm prostoupit do plodové cirkulace

(Vidhédkangas a Myllyen 2009).

3.6. Membranové transportni proteiny

Transportni proteiny zprostfedkovavaji pfechod riznych endogennich, ale i
exogennich latek pfes bunéénou membranu. Dle aktudlni nomenklatury se membranové
transportéry déli na dvé zakladni skupiny: (1) primarn¢ aktivni ABC (ATP-binding
cassete) transportéry a (2) sekundarné aktivni SLC transportni proteiny (solute carriers).

Znalost téchto transportérd, jejich substratil, inhibitord a induktord je velice
dalezitd z hlediska 1ékovych interakci. Léky mohou navzijem soutézit o vazbu na
transportér, coz vede k neofekdvanym zméndm koncentrace 1€ku v krvi a moznym

toxickym vedlej$im u€inkiim (Nigam 2014).

3.6.1. ABC efluxni lékové transportéry

ABC transportéry zprosttedkovavaji primarng aktivni transport latek, pfedevsim
xenobiotik a jejich metabolitil, za hydrolyzy ATP (Nigam 2014).

Dale je délime do 7 tfid, z nichz nejduilezitéjsi jsou:

P-glykoprotein (MDR1, ABCB1), BCRP (breast cancer resistance protein, ABCG2) a
MRPs (multidrug resistance-associated proteins, ABCCs) (Szakacs et al. 2006). Tyto
transportéry byly nejdiive nalezeny v nadorovych buiikach, kde zprostfedkovavaji
rezistenci vuci chemoterapeutikiim, coz mé za nésledek selhani 1écby. Nasledné bylo
zjisténo, Ze se vyskytuji fyziologicky v lidskych tkdnich a maji mnoho dulezitych,
predeviim ochrannych funkci (Stefkova et al. 2004).

Efluxni ABC transportéry zprostfedkovavaji bunéfnou sekreci endogennich
latek a xenobiotik ven z bunék a nalezneme je téméf ve vSech eukaryotickych bunikach
(Morita a Imanaka 2012).

Vsechny ABC transportéry maji podobnou strukturu. Skladaji se z alesponi dvou

NBDs (nucleotide-binding domains) a alespont dvou TMDs (transmembrane domains)
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(Lewinson a Livnat-Levanon 2017). Pii transportu latek z jedné strany membrany na
druhou dochézi k vazbé€ substratu na TMDs, poté dochazi k vazbé a hydrolyze ATP na
NBDs. To spusti fadu konformacnich zmén TMDs a ptfenos substratu na druhou stranu
membrany. Konformacéni zmény TMD jsou spojeny se zménami NBDs, ktery dodava
energii celému d¢&ji, nebot’ zprostiedkovava vazbu a naslednou hydrolyzu ATP (Obr. 5)

(Szollosi et al. 2018).
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Obrazek 5: Transportni cyklus P-gp: Predpoklada se, ze cyklus zacina, kdyz je
transportér otevieny do intraceluldrnich prostor builky. Po navazani substratu a ATP
dochazi k jeho uzavfeni a diky konformacnim zméndm ftizenych hydrolyzou ATP
dochdzi kjeho otevieni a wuvolnéni substratu do extraceluldrnich prostor
(pfevzato z: Condic-Jurkic et al. 2018).

3.6.1.1. P-glykoprotein (P-gp /ABCB1)

P-glykoprotein (P-gp) je hlavnim a dosud nejlépe popsanym zastupcem B rodiny
ABC transportért. Identifikovan byl v nddorovych bunkach, fyziologicky je ale
vyznamné exprimovan v tkénich jater, stfev, ledvin, mozku, kardiovaskuldrniho
systému a placenty. Role P-gp v lidském organismu spociva v ochrané citlivych tkani

(mozek, zarodecné bunky, plod) pied potencidlné toxickymi xenobiotiky vcetné 1éCiv.
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Je téz schopny ovlivnit farmakokinetiku 1€¢iv omezenim absorpce a distribuce latek a
urychlenim jejich eliminace. DokdZe rozpoznat Sirokou Skalu chemicky i strukturné
rozdilnych latek. Jeho substraty jsou vétSinou neutralni nebo kladné nabité hydrofobni
molekuly (Ceckova-Novotna et al. 2006).

Mezi zndmé substraty P-gp patii klaritromycin, doxycyklin, erytromycin,
cisplatina, amitriptylin, ritonavir, saquinavir, nelfivirin, celiprolol, losartan a dalsi.

Mezi inhibitory patii napiiklad azitromycin, erytromycin, sertralin, paroxetin,
fluoxetin, nelfinavir, ritonavir, saquinavir, cyklosporin A, takrolimus, sirolimus a dalsi.

Mezi popsané induktory P-gp tadime naptiklad abakavir, amiodaron,

atorvastatin, cisplatinu nebo digoxin (Genovese et al. 2017).

3.6.1.2. MRP1 (Multidrug resistance protein 1)

MRP1 je prvnim ze zéastupci C rodiny ABCC transportérii a sklada se z 12
proteini. Gen ABCCI se nachéazi na chromosomu 16p13.1 (Cole 2014), objeven byl
poprvé v roce 1992 u bunék plicniho karcinomu (Deeley a Cole 2005).

Vétsinou se jedna o organické kyseliny s hydrofobnimi skupinami (Ehman et al. 2017).

Mezi substraty MRP1 transportéru patii organické anionty, konjugaty
glutathionu, nukleotidovd analoga a nékterd antiretrovirotika, napiiklad ritonavir a
saquinavir (Vdhikangas a Myllyen 2009). Geneticky polymorfismus genu 4BCC] tak
diky tomu mize ovlivnit Ié€bu HIV (Yin a Zhang 2011).

Mezi inhibitory MRP1 fadime napiiklad probenecid nebo cyklosporin A
(Véhidkangas a Myllyen 2009).

3.6.1.3. Lokalizace MRP1 a P-glykoproteinu v organismu

P-gp je exprimovan v apikalni membrané polarizovanych bunék fady tkani, ve
kterych svou efluxni aktivitou ovlivituje absorpci, distribuci a eliminaci 1éCiv a jejich
metaboliti do/z organizmu. MRP1 plni podobnou funkci, nicméné dle typu tkdn¢ mize

byt lokalizovan bud’ apikalné nebo bazolateralné.
Stievni lumen: Na apikalni strané¢ enterocytu je lokalizovan P-gp, ktery sniZuje

peroralni absorpci 1é¢iv do organismu, nebot’ transportuje latky z enterocytu zpét do

sttevniho lumen. MRP1 je lokalizovan na bazolateralni stran¢ a transportuje substraty
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z enterocytu do krevniho obé&hu, a tim zvySuje peroralni biodostupnost (Gameiro et al
2017).

Hematoencefalicka bariéra (BBB): Sklada se z monovrstvy endotelovych bunck
mozkovych kapilar a na apikélni 1 bazalni stran¢ jsou nahodné distribuovany rtzné
transportéry vcetné efluxnich transportérd P-gp a MRP1. Oba jsou lokalizovany na
apikalni stran¢ membrany mozkovych endotelidlnich bun¢k a minimalizuji tak riziko
toxickych nezadoucich ucinku IéCiv, které by jinak pronikly do mozku. Snizuji ale i
distribuci 1éCiv, ktera jsou pro CNS prospésna (Gameiro et al 2017).

Placenta: MRP1 je lokalizovan na bazalni strané trofoblastu a zlepSuje transport latek
do krevniho obéhu plodu, zatimco P-gp (apikdlni strana membrany) zvySuje ptenos
latek z plodu do krevniho ob€hu matky a chrani plod pfed skodlivymi latkami (Obr. 6)
(Staud et al. 2012).

Jatra: MRP1 je lokalizovan na bazolateralni strané, transportuje endogenni latky a
xenobiotika z hepatocytu do krve, a tyto latky jsou nasledné vyluCovany modi.
Transportéry lokalizované na apikdlni stran¢ membrany jako je P-gp zpiisobuji eflux
latek do zluci (Gameiro et al 2017).

Ledviny: MRP1 je lokalizovan na bazolateralni stran¢ membrany proximalnich tubula
ledvin a transportuje substraty zpét do krve. Na apikalni strané membrany je P-gp, ktery

sekretuje latky do moci a urychluje jejich eliminaci z organismu ven.
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Obrazek 6: Lidskd placentdrni bariéra. Hlavni transportni proteiny lokalizované
v lidské placent€ a jejich funkce (pfevzato z: Rubinchik-Stern a Eyal 2012).

3.6.2. SLC transportéry
SLC (solute carrier transporters) zprostiedkovavaji prenos latek pfes membranu

pomoci facilitované difuze nebo sekundarniho aktivniho transportu (symport, antiport)
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(Liang et al. 2015). Do skupiny SLC transportérti fadime Sirokou Skélu transportéri
(Nigam 2014). Pro tuto préci jsou dilezité zejména OATP transportéry.

OATP (organic anion transporting polypeptides) patii mezi membranové
transportéry zodpovédné za pienos endogennich i1 exogennich latek. Kédovany jsou
pomoci SLCO genti. Celkem je 11 tiid OATP transportéra (Obr. 7). Maji pomérné
homologni strukturu, kterd se skladd z dvanécti transmembranovych proteinii a

aminokyselinové sekvence (Wilson a Rb 2014).

OATP Gene name Gene locus Tissue distribution
OATP1A2 SLCOTAZ 12p12  Brain, kidney, liver, intestine
OATP1B1  SLCO1BI 12p12 Liver

OATP1B3 SLCO1B3 12p12 Liver

OATP1C1  SLCOICT 12p12  Brain, testis, ciliary body
OATP2AT1  SLCO2AT 3g21 Ubiquitous

OATP2B1 SLCOZ2B1 11q13 Liver, placenta, intestine, heart, skin
OATP3AT1  SLCO3AT 15926 Ubiquitous

OATP4AT1  SLCO4AT 20q13.1 Ubiquitous

OATP4CT  SLCO4CT 5q21 Kidney

OATP5A1  SLCOSAT 8g13.1 Unknown

OATP6AT1  SLCOG6AT 5q21 Testis

Obrazek 7: Piehled lidskych OATP transportért, jejich lokalizace na chromozomu a
vyskyt v organismu (pievzato z: Kalliokoski a Niemi 2009).
Mechanismus transportu substrati OATP transportéry ziistava kontroverzni. Je dobie
znamo, ze transport je nezavisly na ATP nebo sodiku, ale zatim je nejasné, co tyto
transportéry vyuzivaji jako zdroj energie. OATP jsou schopny obousmérného
transportu. Nekteré studie naznacuji, Ze jednotlivé OATP mohou vyménovat substrat za
intracelularni bikarbonat, glutathion nebo glutathionové konjugéaty. Mezi jednotlivymi
OATPs ale existuji rozdily, nebot transport zprosttedkovany OATPIBI1 nebo
OATPI1B3 neni ovlivnén glutathionem.

Transport zprostiedkovany OATP je také ovlivnény pH a mnohé studie ukazuji,

ze v kyselém prosttedi se aktivita téchto transportéri zvysuje (Roth et al. 2012).
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3.6.2.1. OATP1A2

Prvni objeveny transportér z tfidy OATP transportérti byl pravé OATP1A2. Je
exprimovan v fadé tkani, jako je naptiklad mozek, jatra, ledviny a stfevo. OATP1A2 ve
sttevé usnadniuje prestup substrati do krevniho obc&hu (Kalliokoski a Niemi 2009).
V jatrech je lokalizovan na bazolateralni strané membrany a napomahd transportu
substrati z krve do hepatocytu. V ledvinach je exprimovany na apikalni strané
membrany, kde je zodpovédny za reabsorpci xenobiotik z moci nebo naopak jejich
eliminaci (Zhou et al. 2015).

OATP1A2 patii mezi transportéry se Sirokou substratovou specifitou. Podili se
na transportu endogennich amfifilnich substrati, ale také xenobiotik. Mezi jeho
endogenni substraty patii naptiklad zlucové kyseliny, steroidni hormony a hormony
Stitné zlazy. Mezi dulezité 1€kové substraty patii imatinib, fexofenadin, metotrexat,
inhibitory HIV proteazy a statiny (Zhou et al. 2015).

Mezi inhibitory OATP1A2 patii saqiunavir, lovastatin, verapamil, dexametazon,
naloxon, flavonoidy, grapefruitovd Stdva a hesperidin (Kalliokoski a Niemi 2009).
Inhibice vede k rozvoji interakci mezi 1é¢ivy (drug-drug reactions / DDI) nebo

interakcemi mezi léky a potravinami (Zhou et al. 2015).

3.6.2.2. OATP1B3

Sekvence aminokyselin OATP1B3 vykazuje 80 % homologii s OATP1BI.
V mnoha ptipadech jsou si oba transportéry (OATPIBI a OATP1B3) podobné
(Kalliokoski a Niemi 2009). OATP1B3 je lokalizovany na sinusoidalni membrané
hepatocytu a zprostfedkovava influx mnoha endogennich a exogennich latek (Alam et
al. 2018).

Mezi endogenni substraty patii zluCové kyseliny, bilirubin, konjugované
steroidy, eikosanoidy a hormony stitné zldzy (Kalliokoski a Niemi 2009). Lékové
substraty OATP1B3 jsou napftiklad statiny, rifampicin, valsartan a olmesartan (Alam et
al. 2018). Jako jediny OATP transportér lokalizovany v jatrech je schopny pfenosu
digoxinu, docetaxelu a paclitaxelu (Kalliokoski a Niemi 2009).

Mezi inhibitory tohoto transportéru fadime gemfibrozil, ritonavir, rifampicin a
cyklosporin A. Kombinace inhibitor a substratl (statiny) miize zpisobit klinicky

zavazné nezadouci ucinky, jako je myopatie (Alam et al. 2018).

20



3.6.2.3. OATP2B1

Tento transportér je Siroce lokalizovan v celém téle. Nejvyssi vyskyt je v jatrech,
kde je umistény na bazolateralni stran¢ hepatocyti a napomaha transportu z krve do
bunc¢k. Exprese OATP2B1 byla také popsdna na apikdlni membrané stfevnich
epitelidlnich bun€k, kde napomdhd vstiebdvani latek (Roth et al. 2012). Dale na
bazolaterdlni strané syncytiotrofoblasti v placenté, kde ve spolupraci s efluxnim
transportérem BCRP umoziuje pfenos zejména sulfatovych konjugati a steroidnich
hormonit z plodu do krve matky (Grube et al. 2006). Mezi dalsi tkané exprimujici
OATP2BI transportérem fadime keratinocyty, myoepitelia prsni zlazy, srdce, kosterni
sval a hematoencefalickou bariéru (Roth et al. 2012).

Mezi substraty OATP2B1 tadime aliskiren, nandolol, steroidni hormony, statiny,
fexofenadin (Yu et al. 2017). Inhibitory tohoto transportéru pak jsou cyklosporin,

gemfibrozil, graperuitova stava (Kalliokoski a Niemi 2009).

3.7. Lékové interakce v placenté

T¢hotné¢ Zeny v dneSni dobé wuzivaji znaéné mnozZstvi 1éCiv. Léciva jsou
podavana z diivodu 1é¢by chronickych onemocnéni, jako je hypertenze, astma, epilepsie
¢i HIV, ale i u akutnich stavli. Polyterapeutické reZimy mohou vyustit v Iékové
interakce (DDI), které mohou ovlivnit matku, dit€¢ nebo oba. DDI mohou ovlivnit nejen
placentarni distribuci, ale ovliviiuji 1 farmakokinetiku 1é¢iv v celém organismu matky
(Rubinchik-Stern a Eyal 2012).

Mnoho antiretrovirdlnich 1é¢iv interaguje s riznymi lékovymi transportéry a
vzhledem ke kombinované 1écbé je zde vysoké riziko rozvoje lékovych interakei,
vcetné ovlivnéni placentarni distribuce pii 1€cbé HIV pozitivnich Zen. Ptikladem mohou
byt ARV léciva jako maravirok, ritonavir, saquinavir, nelfivirin, kterd jsou aktivné
odcerpavana z plodové krve za pomoci P-gp a nemohou efektivné chranit plod pied
HIV infekei. Induktory P-gp, které zvySuji jeho aktivitu na jednu stranu napomaéhaji
v protekci plodu pfed Skodlivymi latkami, ale zaroven Ilimituji prostupnost
antiretrovirotik do krevniho ob&hu plodu a sniZuji tak jeho ochranu pfed HIV infekei.
(Igbal et al. 2012). Inhibitory P-gp (amiodaron, sertralin, omeprazol, zeleny caj,
¢esnek,..) naopak zvySuji pfechod ARV Ié¢iv z krve matky do plodu a potencuji ti¢inek
antiretrovirdlni terapie, je vSak nutné zaroven znat bezpecnostni profil téchto 1é¢iv

(Rubinchik-Stern a Eyal 2012).
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4. HYPOTEZA

Antiretroviralni  1é¢ivo maravirok je popsanym substratem lidského
P-glykoproteinu (Tupova et al. 2019). Jak je uvedeno vySe, tento transportér je mimo
jiné lokalizovéan na apikalni membrané placentarniho trofoblastu, kde plni protektivni
ulohu vici plodu tim, ze limituje pfestup xenobiotik z mateiské krve pres placentarni
bariéru. Neddvna data ziskand béhem uzaviené dudlni perfuze maraviroku pies lidsky
placentarni kotyledon vSak naznacuji, ze vliv P-glykoproteinu je umensen zapojenim
dalsich placentarnich 1ékovych transportérii, které puasobi v opatném sméru a

pravdépodobné pomahaji transportovat maravirok do placentarni tkang.

5. CIL PRACE

Cilem této prace bylo pomoci in vitro studii na bunéénych kulturdch zjistit, zda
je maravirok substratem dalSich placentarnich transportérti, kromé P-glykoproteinu.
Konkrétni dil¢i cile byly nasledujici:

1. Provedeni studie akumulace a transportu maraviroku pfes monovrstvu BeWo
bunék jako in vitro modelu lidského trofoblastu

2. Provedeni transportni studie pfes monovrstvu MDCKII-MRP1 bunék pro
zjiSténi, zda je maravirok substratem lidského MRP1

3. Provedeni akumulaénich studii na A431 bunécnych liniich transfekovanych pro
expresi lidskych OATP transportérit 1A2, 1B3 a 2B1 za Ucelem zjisténi, zda

jsou tyto schopné piendset maravirok ptes bunéénou membranu.
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6. EXPERIMENTALNI CAST
6.1. MATERIAL
6.1.1. Bunky

BeWo (klon b30) — Patii mezi lidské nadorové bunky ziskané
z choriokarcinomu lidské placenty, slouzici jako celularni model placentarni
bariéry. Bunky byly poskytnuty zlaboratofe prof. Christiane Albrecht
(University of Bern, Svycarsko) spovolenim od prof. Alana Schwartze
(Washington University, USA).

Madine Darby Canine Kidney II (MDCK II parentni slouZily jako kontrolni
linie) a exprimujici lidsky MRP1 (MDCKII-MRP1), byly pouzity pro studium
pfimé interakce maraviroku s lidskym MRP1 transportérem. Bunky byly
poskytnuty od prof. Alfreda Schinkela (The Netherland Cancer Institute,
Nizozemi).

Buiiky A431 — Buiky ziskané zlidského epidermalniho karcinomu. Pro
experiment byly pouzity bunky exprimujici lidské OATP1B3, OATP1A2 a
OATP2BI transportéry. Buiiky byly poskytnuty z laboratofe Dr. Csilly Laczka

(Hungarian Academy of Sciences, Mad’arsko).

6.1.2. Chemikalie a ¢inidla

[*H]-maravirok (M.G.P. spol. s.r.0.)
Opti-Mem® (Lonza)

Phosphate Saline Buffer (Lonza)

Dodecyl siran sodny (Sigma Aldrich)
Kolagen z lidské placenty (Sigma Aldrich)
GF120918 (Scintila)

MK-571 (Scintila)

Ritonavir (Scintila)

Zosuquidar hydrochloride (Scintila)
Cyklosporin A (Sigma Aldrich)
Rifampicin (Sigma Aldrich)

Atazanavir (Scintila)

Sulfasalazin (Sigma Aldrich)
2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid (MES, Sigma Aldrich)
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- 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES, Sigma Aldrich)

6.2. Obousmérny transport maraviroku pres monovrstvu BeWo (b30)
a MDCKII-MRP1 bunék
6.2.1. Princip

Lipofilni 1é¢iva v neionizovaném stavu jsou v lidském organismu pfendsena
pfevazné pasivni difuzi ve sméru koncentra¢niho gradientu. Pokud je 1é¢ivo soucasné
substratem 1ékového transportéru, mize byt za spotieby energie pfenaSeno i proti
koncentracnimu gradientu. V tomto experimentu byla vyuzita metoda obousmérného
transportu (bidirectional transport). Maravirok byl pfiddn na apikalni nebo na bazalni
stranu a porovnavali jsme miru piestupu ve sméru A->B ku sméru B->A. Pokud je latka
substratem efluxniho transportéru na stran¢ bazalni nebo influxniho transportéru na

strané apikalni, bude silné&jsi transport ve sméru A->B a naopak (Obr. 8).

Rz2 R=1

A->B

Koncentrace latky (%)
Koncentrace latky (%)

2 a4 6 Cas (hod) 2

s ¢ Cas(hod)

Obrazek 8: Grafické znazornéni transportu l1é€iva pii vyuZziti metody obousmérného
transportu. Na obrazku vlevo je transport v jednom sméru mohutnéj$i nez ve druhém,
1é¢ivo je tedy pravdépodobné substratem nékterého z Iékovych transportéri. Na obrazku
vpravo jsou transporty A->B a B->A vyrovnany. Pfenos léCiva pies monovrstvu bunék
probihd pouze pasivni difuzi.

6.2.2. Postup experimentu

BeWo (b30) buiiky — Pokus byl provadén na desti¢ce Transwell (Costar Corning®
3401) o 12-ti jamkéach. Kazd4d jamka je rozdélena na 2 kompartmenty pomoci
polopropustné polykarbonidtové membrany s velikosti pord 0,4 pm a tlouStkou
membrany 10 pum. Pro lepsi pfilnavost BeWo (b30) bun¢k byla membrana pred
experimentem potaZzena vrstvou placentarniho kolagenu o koncentraci 50 pg/cm’.

Bunky byly nasazeny v hustot¢ 112 000 bunck na jamku a kultivovany v Dulbecco’s
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Modified Eagle’s Medium (DMEM) obsahujici 10 % fetal bovine serum (FBS) pfi
teplot¢ 37°C po dobu 6 dni (véetné dne nasazeni). Kazdy den bylo ménéno Cerstvé
médium. V den pokusu byla pro kontrolu integrity bunééné monovrstvy méfena
hodnota transepiteliarni elektrické rezistence (TEER). Tolerované hodnoty byly
vrozmezi 80 - 110 Q/cm® Nasledn& bylo odsato medium, buiiky byly oplachnuty
roztokem PBS (37°C) a poté byly na kazdou stranu jamky napipetovany preinkubacni
roztoky o objemu 750 pl, které obsahovaly rizné inhibitory nebo cisty opti-MEM.
Preinkubace trvala 10 minut. Pokus byl zahdjen odsatim preinkubacnich roztokii a
pridanim roztoku s radioaktivné znatenym maravirokem ([’H]-MVC 0,2 pCi/ml, 65
nM) a to bud’ na stranu apikalni, nebo bazalni. Nasledné byly odebirany vzorky (50 pl)

z protilehlé strany v €ase 1, 2 a 4 hod.

- Pouzité inhibitory a jejich koncentrace:
o GF2uM
o Ritonavir 10 uM
o MK-571 50 upM

Buiiky MDCKII-MRP1 a parentni — Pokus byl provadén na desti¢ce Transwell
(Costar Corning® 3402) o 12-ti jamkdch s polopropustnou polykarbonatovou
membranou s velikosti portt 3 pm a tloustkou membrany 10 um. Bunky byly nasezeny
v hustoté¢ 750 000 bunc¢k na jamku a kultivovany v Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) obsahujici 10 % fetal bovine serum (FBS) pii teploté 37°C po dobu 4
dni, vCetn¢ dne nasazeni. Bunkdm bylo kazdy den vymeénovano medium. Postup
experimentu byl stejny, jako u BeWo (b30) bun€k. Odbér vzorku nésledoval v ¢asovém

intervalu a to po 2, 4 a 6 hodinach.

- Pouzité inhibitory a jejich koncentrace:
o MK-571 50 uM
o Ritonavir 10 uM
o Zosuquidar (LY-335979) 2 uM

Mira transportu byla vyjadfena v procentech, kdy namétené hodnoty v jednotlivych
Gasovych intervalech byly vztaZeny k inicialni koncentraci [*H]-MVC v pracovnim

roztoku. Transportni pomér R byl spocitan jako podil koncentraci namétenych
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v jednotlivych kompartmentech v Case posledniho odbéru, R = cg/a/cas. Radioaktivita
byla méfena po ptidani scintilaéniho roztoku Ultima Gold-LSC Coctail (Sigma Aldrich)
pomoci pristroje Tri Carb 2009 TR Perkin Elmer.

6.3. Akumulaéni studie

6.3.1. Princip

Akumulacni studie popisuje tendenci 1éciva kumulovat se uvnitt bunky. Jestlize
je 1é¢ivo substratem efluxniho transportéru (napt. MRPI1), je Ilécivo aktivné
odcerpavano ven z bunky a jeho koncentrace uvnitt bunky je nizka (Obr. 9). Po inhibici
tohoto efluxniho transportéru, neni mozné latku aktivné transportovat ven a jeji

koncentrace v butice se zvysi (Obr. 10).
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O Lipofilni 1&€ivo

ﬁ Efluxni transportér

Obrazek 9: Znazornéni principu akumulace lé¢iva v bunkéach. Koncentrace léciva
v bunikéach je nizka, protoze efluxni transportér odcerpava lé€ivo ven z bunky.
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Obrazek 10: Po pfidani inhibitoru dochazi k zablokovéani efluxniho transportéru.
Lécivo neni aktivné transportovano z buiiky ven a kumuluje se uvniti bunék.

Jestlize je 1é¢ivo substratem influxniho tranportéru (napt. OATP), dochazi k posilenému
transportu 1é¢iva dovniti burniky a jeho koncentrace v buiikach se zvysuje (Obr. 11). Po
inhibici influxniho transportéru dochazi k zablokovani transportu a 1é¢ivo pronikd do

bunck ve snizené mite (Obr. 12).
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Obrazek 11: Koncentrace 1éCiva v bunkach je vysokd, protoze influxni transportér
prispiva k transportu 1éCiva dovnitt buiiky.
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Obrazek 12: Po ptfidani inhibitoru dochézi k zablokovani influxu 1é¢iva dovnitf bunck.
Koncentrace 1é¢iva v buiikach je poté nizsi.

6.3.2. Postup experimentu
Akumulaéni studie byly provadény s BeWo (b30) a A431-OATP1A2, -1B3 a

-2B1 bunéénymi liniemi. Buniky byly nasazeny na 24 jamkovou desticku (TPP®)
v hustoté 300 000 bunék na jamku a kultivovany po dobu 24 hodin v DMEM obsahujici
10 % FBS pii teploté¢ 37°C. V den experimentu bylo z jamek odsato médium a bunky
byly oplachnuty pomoci PBS o teploté 37°C. Nasledné byly napipetovany preinkubacni
roztoky o objemu 250 pl s inhibitory, poptipadé Cisty Opti-MEM. Preinkubace trvala
10 minut. Po odsati preinkubacnich roztokd byl zahdjen experiment pfidanim roztoku
[*H]-MVC (65 nM). Akumulace trvala 30 minut a byla ukon&ena odsatim roztoki a
dvojitym oplachem bun¢k ledovym PBS. Do jamek bylo ptfidano 250 ul 0,02 % SDS
pro lyzu bunék.

V piipad¢ A431 bunék exprimujicich lidské OATP1A2, OATP1B3, OATP2B1 byl
misto Opti-MEM jako pracovni roztok pouzit pufr o nasledujicim sloZeni:

- 125 mM NaCl

- 4,5mM KCl

- 1,2 mM CaCl,

- 1,2mM KH,PO4

- 12 mM MgSO4

- 5,6 mM D-glukéza
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- 1 M HEPES

Radioaktivita byla méfena pomoci pfistroje Tri Carb 2009 TR Perkin Elmer po ptidani
scintila¢niho roztoku Ultima Gold-LSC Coctail (Sigma Aldrich) a naméiena

koncentrace maraviroku byla standardizovana na protein.

- Pouzité inhibitory a jejich koncentrace:
o GF (2 uM)
o Zosuquidar (2 pM)
o MK-571 (50 uM)
o Ritonavir (10 pM)
o Maravirok (100 pM)
o L-karnitin (1 mM)
o Verapamil (100 mM)

6.4. Statisticka analyza

Ziskana data z transportnich i akumulacnich experimentl byla statisticky
vyhodnocena a grafy byly generovany za pouziti softwaru GraphPad Prism verze 7.03
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Hodnoty P byly vypocteny
jednosmémym ANOVA nebo parametrickym t-testem a povaZovany za statisticky

vyznamné, pokud P < 0,05
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7. VYSLEDKY
7.1. Transportni studie - BeWo b30 buriky

Transport maraviroku ptes monovrstvu BeWo (b30) bunck je zvySen ve sméru
A->B oproti sméru B->A, coz naznacuje interakci maraviroku s 1ékovym transportérem
(transportni pomér R = 0,71) (A). Po pfidani GF nebyl transport maraviroku témet
ovlivnén (transportni pomér R = 0,8) (B). Pfi pfidani ritonaviru doslo k prevraceni
transportu maraviroku ve prospéch sméru B->A (R = 1,32) (C). MK-571 téz ovlivnil
transport maraviroku a doslo k vyrovnani transportt A->B a B->A (R = 1,06) (D)
(Obr. 13).
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Obrazek 13: Grafické zndzornéni transportu maraviroku pfes bunéénou monovrstvu
BeWo bunék. (A) transport maraviroku je zvysen ve sméru A->B, R = 0,71. (B) Ptidani
GF (GF, 2 uM) nem¢lo efekt na transport maraviroku, R = 0,8 (C) Ritonavir (RIT, 10
uM) zvysil prestup maraviroku ve sméru B->A a snizil A->B, R = 1,32 (D) Pfidanim
inhibitoru MK-571 (MK, 50 uM) doslo k vyrovnani transporti A->B a B->A, R = 1,06.
Data jsou zndzornéna jako primér+SD nejméné tifi nezdvislych experimentl
provadénych v triplikatu.
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7.2. Akumulacni studie — BeWo b30 buiiky

Akumulacni studie s maravirokem na BeWo bunécné linii odhalila vyznamné
zvySeni koncentrace maraviroku v bunikach pfi pouziti MRP inhibitoru MK-571, coz
svéd¢i pro inhibici efluxu tohoto antivirotika, pravdépodobné MRP mechanizmem.
V ptitomnosti inhibitord RIT (10 puM), VER (100 uM) a GF (2 uM) doslo
k signifikantnimu snizeni akumulace maraviroku v bunikach, coz odpovidad inhibici
naopak influxntho mechanizmu transportu. Vysoka (piedpoklddand saturacni)
koncentrace maraviroku (100 pM), pak prokézala stejny efekt jako tyto inhibitory, coz
sveéd¢i pro aktivni uptake maraviroku do bunék (Obr. 14). V ptfitomnosti CAR (1 mM)
naopak nedoSlo k zadné zmeéné v akumulaci maraviroku v BeWo buikach, coz
naznacuje, ze maravirok neni substratem transportu pro karnitin a nedochazi tak na ném

k interakci s timto esencidlnim faktorem pro oxidaci mastnych kyselin.

207 CTRL 65nM maraviroc

MVC-S 100 uM maraviroc
CAR 1 mM L-carnitine
RIT 10 pM ritonavir

VER 100mM verapamil
GF 2 uM Elacridar

MK 20 uM MK-571

*k

154

104

1
CTRL MVC-§ CAR RIT VER GF MK

Akumulace maraviroku (65 nM) v BeWo b30 buiikach

Obrazek 14: Akumulacéni studie a zména koncentrace maraviroku za pfitomnosti
jednotlivych inhibitor (viz legenda). Data jsou znazornéna jako praimér+SD nejméné
tfi nezavislych experimentl provadénych v triplikatu. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
ANOVA test.
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7.3. Transportni studie - MDCKII — MRP1 burnky

V ptipadé MDCKII-parentni linie je maravirok vlivem afinity k endogennimu
psimu P-gp transportovdn zejména ve sméru B->A (transportni pomér R = 12,7)

(Obr. 15).
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Obrazek 15: Grafické znazornéni prenosu maraviroku ptfes bunéfnou monovrstvu
MDCKII parentnich bunék. Data jsou znazornéna jako primér£SD nejméné tfi
nezavislych experimentii provadénych v triplikatu.

Pfi porovnani s parentni linii, vzrostl transport maraviroku ve sméru A->B pfi
transportu pfes monovrstvu bunék MDCKII-MRP1 (R = 1,37) (A). Pridanim
zosuquidaru, ktery inhibuje endogenni psi P-gp v MDCKII buiikdch doslo k posileni
transportu ve sméru A->B (R = 0,65), coz odpovidd efluxni aktivit¢ MRPI
exprimovaného na bazolaterndlni membrané téchto bun€k (B). Po piidani inhibitoru
MK-571, ktery inhibuje MRP1 transportér doslo ke srovnani transportll v obou smérech
a velikost transportu A->B a B->A je rovna pfiblizn¢ jedné (R = 0,96) (C). V ptipadé
kombinace zosuquidaru a dalsiho MRP1 inhibitoru ritonaviru jsme dosahli podobnych

vysledki (R = 0,86) (D) (Obr. 16).
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Obrazek 16: Grafické zndzornéni pienosu maraviroku pfes bunéénou monovrstvu
MDCKII-MRP1 bunék: (A) Transport ve sméru A->B je vyrazn€ vyssi oproti
parentnim bunkdm (obr. 15) av§ak maskovan vnitini aktivitou psiho P-gp, hodnota R =
1,37. (B) Po inhibici endogenniho psiho P-gp zosuquidarem (LY, 2 uM) doslo ke
sniZeni transportu ve sméru B->A a prohloubeni pfevahy sméru A->B, R = 0,65. (C)
Inhibici MRP1 pomoci inhibitoru MK-571 (MK, 50 uM) doslo k vyrovnani transportu,
R = 0,96. (D) Ritonavir (RIT, 10 uM), inhibujici také MRP1 transportér, zplsobil téz
vyrovnani transportll v obou smérech, R = 0,86. Data jsou znazornéna jako primér+SD
nejméné tii nezavislych experimentd provadénych v triplikatu.

Transport maraviroku v MDCKII-MRP1 buiikach (Obr. 17).

\°4°% #°% /_

‘1Hb

G psi p-glykoprotein
¥ MRP1

¢ maravirok

Obrazek 17: Schematicky transport maraviroku pfes monovrstvu MDCKII-MRP1
bunék, bez pfitomnosti inhibitord. Transport v obou smérech je témét vyrovnany, diky
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afinit¢ maraviroku k lidskému MRP1 na bazalni stran¢ a endogennimu psimu P-gp na
stran¢ apikalni.

Po pfidani inhibitoru zosuquidaru (LY) doslo k inhibici efluxu prostfednictvim
endogenniho psiho P-glykoproteinu na stran¢ apikdlni. Koncentrace maraviroku na

stran¢ bazolateralni vzrostla vlivem aktivity lidského MRP1 (Obr. 18).

Ly A
—\° KO X

HHié

ﬁ psi p-glykoprotein
¥ MRP1

{ maravirok

Obrazek 18: Transport maraviroku pies monovrstvu MDCKII-MRP1 bun¢k
v pfitomnosti inhibitoru LY.

Po pfidani dal$iho inhibitoru MK-571, ktery inhibuje transportér MRP1, doslo
k vyrovnani koncentrace maraviroku na obou strandch, protoZe maravirok muzZe

prechazet pres buiiky pouze pasivni difuzi (Obr. 19).

ﬁ psi p-glykoprotein
¥ MmrP1

O maravirok

Obriazek 19: Transport maraviroku pfes monovrstvu MDCKII-MRP1 v pfitomnosti LY
a MK-571

Na zaklad¢ ziskanych vysledkd usuzujeme, Ze maravirok by mohl byt potencidlnim

substratem lidského MRP1 transportéru.
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7.4. Akumulacni studie - OATP-A431 bunky

Na bunkach OATP-A431 jsme chtéli zjistit dal$i mozné transportéry, kterymi by
mohl byt maravirok transportovan, nebot' vime, Ze je substratem pro OATPIBI
(Kimoto et al 2019).

Na obr. 20 je vidét porovnani akumulace maraviroku v parentnich a
transfekovanych bunikach. Kontrolni linii pro buiky OATP1A2 a OATP1B3 jsou bunky
VKLV. Zde je pozorovéana signifikantn¢ vys§Si akumulace maraviroku
v transfekovanych buinikach. Je tedy velmi pravdépodobné, ze maravirok bude
substratem OATP1A2 a OATP1B3 bun¢k. Kontrolni linii pro OATP2B1 jsou VKSB
buiiky. Pfi porovnani akumulace maraviroku v téchto parentnich a transfekovanych
buiikdch zde neni signifikantni rozdil v akumulaci, a proto je pravdépodobné, Ze

maravirok neni substraitem OATP2B1 (Obr. 20).
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Obrazek 20: Akumulace maraviroku v parentnich a transfekovanych A431 bunkach.
Data jsou zndzornéna jako primér+SD nejméné tifi nezavislych experimentl
provadénych v triplikatu. **p<0,01, t-test vzdy k relevantni kontrolni bunécné linii.

Pii pokusu s A431-OATP1A2 bunikami jsme po inhibici GF (GF, 2 pM) a
ritonavirem (RIT, 10 pM) vidéli signifikantni sniZeni v intracelularni koncentraci
maraviroku, coz naznacuje, ze oba tyto inhibitory blokuji ¢innost OATP1A2 (A). Pii
pouziti A431-OATP1B3 bun¢k jsme pozorovali podobné vysledky (B). (Obr. 21).
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Obrazek 21: Akumulacni studie s A431 builkkami exprimujici jednotlivé OATP
transportéry. (A) Inhibici OATP1A2 transportéru pomoci GF a ritonaviru doslo ke
sniZzeni koncentrace maraviroku v buiikach. (B) Inhibici OATP1B3 transportéru pomoci
GF a ritonaviru doslo ke snizeni koncentrace maraviroku. Data jsou zndzornéna jako
primér+SD nejméné tii nezavislych experimentl provadénych v triplikatu. ***p<0,001,
t-test.
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8. DISKUZE

Maravirok je antiretrovirotikum, patfici do kategorie inhibitor vstupu HIV viru
do bunky. Je metabolizovan cytochromy CYP3A4 a CYP3AS5 (Woollard a Kanmogne
2015) a je potvrzenym substratem P-gp a OATP1BI1 transportért (Siccardi et al. 2010).
Studie vyhodnocujici in vitro data prostfednictvim farmakokinetického modelovani
naznacuji, ze vzadjemné interakce maraviroku s dal§imi substraty, induktory ¢i inhibitory
téchto enzymul a transportérii mohou byt vyznamné i in vivo (Kimoto et al 2019).
Vzhledem k faktu, ze maravirok je pro 1é¢bu HIV pouzivan vzdy jako soucast cART
(van Lelyveld et al. 2015) a zaroven lze ocekavat jeho sklon k Iékovym interakcim,
mohou byt nové informace pfispivajici k SirSimu pochopeni farmakokinetiky
antagonista CCRS receptoru, ktery je schvaleny FDA pro 1é¢bu dospélych pacienti
s ptedchozi neuspéSnou antiretrovirdlni terapii (AIDSinfo 2019) a také pro 1écbu déti
starSich dvou let (Giaquinto et al. 2018). V né¢kolika ptipadech byl maravirok pouzit téz
u t€hotnych Zen k prevenci pienosu infekce na vyvijejici se plod. Narozené déti byly
zdravé a ve vétSiné pripadd HIV negativni, tudiz se zd4, Ze maravirok by mohl byt
vhodnym a bezpe¢nym kandidatem pro tuto indikaci (Colbers et al. 2015). Nicméné
pfestup maraviroku pies placentarni bariéru neni stale zcela pochopen. Pomér hladiny
maraviroku naméteny po porodu v pupe¢nikové krvi plodu a matky je pramérné 0,33
(Colbers et al. 2015), coz by mohlo naznacovat zapojeni P-gp, ktery je lokalizovén téz
na apikalni strané trofoblastu placentarni bariéry (Ceckova-Novotna et al. 2006). Data
ziskana z nedavné studie uzaviené dualni perfize maraviroku pies lidsky placentarni
kotyledon ukazuji, Ze maravirok je pravdépodobné transportovan v placenté 1 dalSimi
transportéry, pravdépodobné lokalizovanymi v opatném sméru nez P-gp
(nepublikovana data). V této praci jsme se pokusili nékteré z téchto transportéri
identifikovat in vitro.

Jako prvni bunéény model byla pouzita bunécna linie BeWo (b30), ktera je
odvozena od choriokarcinomu lidské placenty a slouzi jako Casty in vitro model pro
studii placentarni bariéry. ProtoZe tato linie neexprimuje P-gp, je vhodnym néstrojem
pro studium maraviroku, nebot’ P-gp nerusi jeho transport. Transportni studie ptes
monovrstvu BeWo b30 bunck odhalily zvySeny transport maraviroku ve sméru A->B

oproti sméru B->A (R = 0,71), coz odpovidd hypotéze o zapojeni transportnich
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mechanismi pracujicich v opaéném sméru oproti P-gp. Po ptidani inhibitoru MK-571,
ktery blokuje aktivitu bazalné lokalizovaného efluxniho transportéru MRP1, (Tivnan et
al. 2015) doslo ke snizeni transportu maraviroku ve sméru A->B a transportni pomé&r na
konci pokust se blizil jedné (R = 1,06). Po pfidani inhibitoru ritonaviru, doslo opét ke
snizeni transportu ve sméru A->B, ale téz k vyraznéjSimu zvySeni ve sméru B->A
s transportnim pomérem R = 1,32. Tyto vysledky naznacuji mozné zapojeni MRP1.
Toto je zcela nova informace, v zadné z piedchozich praci zabyvajicich se
transmembranovym pfenosem maraviroku a moznym zapojenim transportnich proteinu,
nebyl MRPI1 jako transportér s afinitou k maraviroku uvazovan. Posledni pouzity
inhibitor GF nijak vyznamné neovlivnil transport maraviroku pies monovrstvu BeWo
(b30) bun¢k (R =0,8).

Transportni studie byly déle doplnény o akumula¢ni studie na BeWo (b30)
bunkach. Signifikantn€ zvySend akumulace maraviroku v pfitomnosti MK-571 opét
naznacila pravdépodobné zapojeni MRPI1. AvSak v pfitomnosti ritonaviru byla
akumulace maraviroku piekvapiveé snizena. Stejny efekt byl pozorovan v ptfitomnosti
GF a verapamilu. JelikoZz verapamil slouzi mimo jiné i1 jako modelovy inhibitor
influxnich transportért OCTNI1 a 2 taktéZ ptitomnych v placenté (Bai et al. 2017), byla
nasledné hodnocena akumulace maraviroku v pftomnosti L-karnitinu. ProtoZe nebyla
pozorovana zadna zména, byl vliv té€chto transportéri na akumulaci maraviroku
vylouc¢en. Vysoka koncentrace neznaceného maraviroku pak opét vedla ke sniZené
akumulaci znaceného izotopu. Tento vysledek opét potvrzuje zapojeni zatim
nedefinovaného influxniho transportéru v akumulaci maraviroku. Navic lze usuzovat,
efluxni transportér MRP1, resp. maravirok k nému pravdépodobné vykazuje i vyssi
afinitu.

Data ziskana o transportu maraviroku na bunécné liniit BeWo (b30) jasné
prokazuji, ze maravirok interaguje na in vitro placentarnim modelu s dalSimi
transportéry. JelikoZ BeWo buiiky exprimuji celou fadu lidskych transportérti (Ceckova
et al. 2006, Ikeda et al. 2011, Mani et al. 1998, Rytting a Adus 2007), bylo nutné doplnit
studii o experimenty na dalSich bunécnych liniich, exprimujicich konkrétni lidské
transportéry.

Pro studium interakce maraviroku s MRP1 byly zvoleny buiky MDCKII-
parentni a MDCKII exprimujici lidsky MRP1. Komplikaci této bunécné linie je

potvrzena silnd interakce maraviroku s endogennim psim P-gp (Tupova et al. 2019).
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Tato interakce vede k silné asymetrii na parentni linii ve prospéch B->A sméru pfi
transportu maraviroku, coz jsme potvrdili i v nasi studii (R = 12,7). Po srovnani
s transportem maraviroku pies monovrstvu MDCKII-MRP1 bun¢k, kde byl B->A
transport vyrazné snizen a A->B transport naopak zvySen s findlnim R = 1,37, mizeme
usuzovat, ze maravirok je skute¢né substratem lidského MRP1. Navic tento efekt byl
dale prohlouben v pfitomnosti inhibitoru P-gp zosuquidaru (R = 0,65) a transport
v obou smérech byl roven piiblizn¢ jedné v pfitomnosti raznych inhibitort MRP1 —
ritonaviru (R = 0,86) a MK-571 (R = 0,96).

Vzhledem ktomu, Zze maravirok je popsanym substritem OATP1BI1
transportéru, ale afinita k OATP transportérim se Casto prekryva (Roth et al. 2012),
rozhodli jsme se ovéfit jeho interakce s jinymi OATP transportéry, ktery by mohly byt
pfitomny v lidské placent¢ i BeWo bunkdch a mohly by tak byt zodpovédné za
pozorovany influx maraviroku. Bohuzel piiprava bun¢k specificky exprimujici lidské
OATP transportéry je velmi slozita, tudiz nebylo mozné testovat vSechny kandidaty.
Pro nasi studii jsme méli k dispozici buitkky A431 exprimujici lidsky OATP2BI, ktery je
popsany jako nejdalezitéjsi OATP transportér pfitomny v lidské placenté (Daud et al.
2017) a dale A431-OATP1A2 a -OATP1B3, avsak tyto transportéry jsou lokalizovany
pfevazné v jinych tkanich (Kalliokoski a Niemi 2009). Akumulace maraviroku byla
vzdy srovnana k pfislusné kontrolni linii. Signifikantn€ zvySend koncentrace
maraviroku byla pozorovdna v bunéfnych liniich A431-OATP1A2 a -OATP1B3
naznacujici, ze maravirok je pravdépodobné substratem téchto dvou transportérii. Navic
akumulace v obou liniich byla zpétné snizena v pfitomnosti inhibitorti ritonaviru a GF.
Zadné signifikantni zm&ny nebyly pozorovany v bunééné linii OATP2B1.

Na zékladé¢ popsanych dat mlZeme usuzovat, Ze maravirok mé v placenté
substratovou afinitu k nékolika transportérim, které mohou zvratit i protektivni tilohu
apikalné lokalizovaného P-gp. Zaroven lze ofekavat vysokou nachylnost maraviroku

k rozvoji 1ékovych interakei.

39



9. ZAVER

V této praci byly studovany in vitro interakce antiretroviralniho 1é¢iva maravirok
s placentarnimi transportéry, které by mohly ovlivnit farmakokinetiku tohoto 1é¢iva pii
pfestupu pies placentarni bariéru.

Na zaklad¢ naSich vysledkd jsme definovali maravirok jako substrat ABC
efluxniho transportéru MRP1, ktery je lokalizovan na bazalni membran¢ trofoblastu a
urychluje piechod 1é¢iv v materno-fetalnim sméru. Data z in vitro studii dale naznacuji
zapojeni influxnich transportéri, z nichz jsme vyloucili OCTN1 a 2 a OATP2BI1
transportéry. Navic jsme popsali maravirok jako substrait OATP1A2 a OATP1B3 in
vitro, avSak tyto transportéry jsou pfitomny v placenté pouze v omezené mife a je tedy
malo pravdépodobné, ze hraji v placentarnim transportu maraviroku vyznamnou roli.

Tato data mohou pfispét k lepsSimu pochopeni transplacentarni farmakokinetiky

maraviroku, zbezpecnéni a zefektivnéni 1écby HIV pozitivnich zen.
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