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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Studium vlivu subchronického podavani
antiretrovirotika emtricitabinu na expresi efluxnich lékovych transportéru

v organech matky a plodu

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit vliv dlouhodobého podavani
antiretrovirotika emtricitabinu  (FTC) na expresi efluxnich Iékovych
ATP-vazajicich (ABC) transportéru v placenté, organech matky a plodu (mozek,
jatra, ledviny, tenké stfevo) samic potkana kmene Wistar. V praci jsme se
zaméfili na dva jejich nejvyznamnéjSi zastupce, P-glykoprotein (MDR1) a breast
cancer resistance protein (BCRP). Znalost zmén v expresi téchto transportéru
ma klicovy vyznam zejména pfi uziti FTC v kombinaéni terapii, tzv. HAART,
Highly Active Antiretroviral Therapy, kde by tyto zmény mohly zasadné ovlivnit
kinetiku souCasné podavanych I|éCiv. Nejdfive byla u potkanl sledovana
biodostupnost FTC (3,5 mg/kg) po i.m. podani, ktera byla vyhodnocena jako
srovnatelna s biodostupnosti po i.v. podani. Poté byla provedena kvantitativni
analyza exprese mRNA potkanich ortologl Mdrla, Mdrlb a Bcrp pomoci
reverzni transkriptazové polymerazové fetézové reakce v realném cCase
(QRT-PCR). Cely experiment byl provadén na bfezich samicim potkana Wistar,
kterym byl FTC podavan i.m po dobu 10 dni, tedy polovinu doby bfezosti.
U zadné ztestovanych tkani maternalnich ¢&i fetalnich a placenty nebyla
pozorovana signifikantni zména v expresi efluxnich transportér oproti vzorkiim
z kontrolni skupiny. Data ziskana v této praci pfispivaji k rozSifeni znalosti

0 bezpelnostnim profilu FTC.



Abstract

Charles University in Prague
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Student: lvana Havlova

Supervisor: PharmDr. Luka$ Cerveny, Ph.D.

Title of diploma thesis: Study of effects of prolonged administration
of emtricitabine on expression of ABC efflux transporters in maternal and fetal

organs

The aim of this thesis was to evaluate the effect of chronic administration
of antiretroviral substance emtricitabine (FTC) on expression of drug efflux
ABC-binding cassette (ABC) transporters in the placenta, maternal and fetal
organs (brain, liver, kidney, small intestine) of pregnant rats. We focused on two
most important representatives of drug efflux ABC transporters, P-glycoprotein
(MDR1) and Breast Cancer Resistance Protein (BCRP). Knowledge of FTC
effects on gene expression of these transporters is crucial especially when
using FTC in combination therapy, known as Highly Active Antiretroviral
Therapy (HAART). Changes in MDR1/BCRP expression may lead
to significantly altered pharmacokinetics of concomitantly administered drugs.
First, bioavailability was analyzed. AUC of FTC (3,5 mg/kg) following
i.m. administration was comparable to that one after i.v. administration allowing
us to use i.m. application as a route of FTC administration to rats.
Subsequently, quantitative gene expression analysis of Mdrla, Mdrlb, and Bcrp
was carried out using reverse transcriptase polymerase chain reaction in real
time (QRT-PCR). Gene expression analysis was performed in organs isolated
from Wistar pregnant rats that were administered FTC (i.m.) for 10 days, half
the time of pregnancy. In none of the tested tissues, maternal or fetal organs
and placentas any significant change in expression of the drug efflux
transporters tested was observed. Data obtained in this study contribute to
the understanding of safety profile of FTC.
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1. Seznam zkratek

3TC — lamivudin

ABC — ATP-binding casette

ABCB1 - gen MDR1

ABCG2 — gen BCRP

ABCP - placentarni ABC protein

ARV — antiretrovirovy

ATP — adenosin trifosfat

AUC - plocha pod kfivkou (area under the curve)
B2M — beta-2-mikroglobulin

BCRP — breast cancer resistance protein

CAR — konstitutivni androstanovy receptor (constitutive androstane

receptor)

cDNA — komplementarni DNA (complementary DNA)
Cmax — maximalni koncentrace

CYP — cytochrom P450

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
FTC — emtricitabin

HAART — vysoce u€inna antiretrovirova terapie (highly active antiretroviral

therapy)

HBYV — virus hepatitidy B

HIV — Human Immunodeficiency Virus

LS180 — bunécéna linie bunék adenokarcinomu tlustého stfeva

MDR1 — P-glykoprotein

MCT - vertikalni pfenos z matky na plod (mother-to-child transmission)

MXR — mitoxantron rezistentni protein



NBD - nukleosid/nukleotid vazajicich doména

NNRTI — nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (non-nucleoside

reverse transcriptase inhibitor)

NRTI — nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (nucleoside reverse

transcriptase inhibitor)

PCR - polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
P-gp — P-glykoprotein

PI — inhibitory proteaz (protease inhibitor)

PXR — pregnanovy X receptor

gRT-PCR — reverzné-transkriptazova polymerazova fetézova reakce

(reverse transcription polymerase chain reaction)
SNP — jednodukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
TDF — tenofovir disoproxil fumarat

Ywhaz — tyrosin-3-monooxygenazal/tryptofan-5-monooxygenaza aktivacni

protein, zeta polypeptid

ZDV — zidovudin



2. Uvod

Virus HIV je RNA virus ze skupiny retrovir(. Pfenos se mlze uskutecnit
prostfednictvim télnich tekutin, napf. krvi, spermatem ¢i poSevnim sekretem,
z matky na dité v pribéhu téhotenstvi, pfi porodu nebo béhem kojeni (Senise
et al., 2011).

V roce 2010 bylo na svété pfiblizné 17,5 milionu Zen nakazenych virem
HIV. Toto Cislo tvofi zhruba polovinu celkového poctu nakazenych lidi.
V subsaharské Africe je pak pomér mimé odlidny, zde pfiblizné 60%
nakazenych tvofi Zeny (Senise et al., 2011). Vétsina z téchto Zen je v plodném

véku, je sexualné aktivni a stala by o matefstvi.

PocCet déti nakazenych virem HIV se celosvétové odhaduje na vice nez
3 miliony, az 90% z nich Zije v subsaharské Africe. NejCastéjSi cestou nakazy
(90%) je pfenos z matky na plod v prubéhu fetalniho vyvoje, pfi porodu nebo
v obdobi kojeni (Senise et al., 2011). Tomuto tzv. vertikalnimu pfenosu HIV Ize
predchazet diky antiretroviralni (ARV) terapii.

ARV terapie nejCastéji zahrnuje kombinacni lé¢bu, ktera s sebou nese
zvySené riziko interakci. Interakce mohou probihat na vSech urovnich
farmakokinetiky, v nasi praci se zaméfime na interakce na urovni transportnich
systému. Zastupci hlavnich skupin uzivanych antiretrovirotik jsou popsanymi
substraty, inhibitory i induktory efluxnich lékovych transportért (Kis et al., 2010),
je tedy tfeba hlubSiho poznani o zménach ve funkci téchto transportnich

systému pfi sou€asném podavani antiretroviroticky aktivnich latek.

Dulezitou skupinou transportnich systém( jsou ATP-binding cassette
(ABC) efluxni transportéry. NejvyznamnéjSimi zastupci této skupiny jsou
P-glykoprotein (MDR1) a breast cancer resistance protein (BCRP) (Schinkel
& Jonker, 2003; Staud & Pavek, 2005).

Pfi 1éCbé téhotnych Zen musime navic zohlednit nékteré fyziologické
zmeény, které mohou ovlivnit farmakokinetiku podavanych léCiv. Dale je tfeba
brat v uvahu také interakce s dalSimi léky, které Zena béhem téhotenstvi uziva.

V USA uvedlo 64% zen, ze v t&€hotenstvi uzivalo jeden &i vice Iéku, které nebyly



vitaminy nebo potravni doplriky, pficemz az dveé tfetiny téchto IéCivych pfipravku

nebyly schvaleny pro uzivani v téhotenstvi (Glover et al., 2003).

Emtricitabin (FTC) ma dobry bezpecnostni profil, pro jeho SirSi zavedeni
do kombinacni terapie je vSak tfeba podrobnéjSi popis vlivu jeho podavani
na transportni systémy. Studii zabyvajicich se timto tématem zatim nebylo
provedeno mnoho. Studie autorl Weiss a kol. byla provadéna na bunééné linii
odvozené z lidského karcinomu tlustého stfeva LS 180 (Weiss et al., 2008).
Tato in vitro studie nastinila moznost indukce exprese genu pro P-glykoprotein,

ktera nebyla nasSim experimentem potvrzena.

V nasi praci se zaméfujeme na studium vlivu dlouhodobého podavani
FTC in vivo. FTC byl podavan bfezim samicim potkana Wistar po dobu 10 dni,
tedy polovinu délky bfezosti. Nasledné byly sledovany zmény v expresi genu

pro efluxni I€kové transportéry Mdrla, Mdrlb a Bcrp.

FTC se nejCastéji podava v kombinaci s tenofovirem disoproxil
fumaratem (TDF), ktery je popsanym substratem MDR1 i BCRP (Neumanova
etal.,, 2014; Tong et al., 2007). Zména exprese téchto transportéri vlivem
souCasného podavani FTC, by tedy byla dulezitym faktorem ke zvazeni pfi této

kombinacni terapii.



3. Teoreticka cast

3.1. HIV v téhotenstvi a Ié¢ba

ARV terapie se primarné nasazuje t€hotnym zenam pro udrzeni virove
suprese a soucCasné také k prevenci vertikalniho pfenosu z matky na plod,
tzv. ,Mother-To-Child Transmission“ (MCT). ARV léCba v sou€asnosti zahrnuje
kombinace Iéku z riznych skupin (Baroncelli et al., 2009); obecné je v této
indikaci kombinace vzdy ucinnéjSi nez monoterapie (Senise et al., 2011).
Kombinacni ARV terapie je volena na zakladé znalosti pfedchozi IéCby pacienta

a jeho sou€asného zdravotniho stavu (Griner et al., 2011).

NejcastéjSi formou kombinacni terapie uZivané ke snizeni virové zatéze
HIV Castic je tzv. vysoce ucinna antiretrovirova terapie, z anglického Highly
Active Antiretroviral Therapy (HAART) a v soucCasnosti je volbou prvni linie
u téhotnych pacientek. HAART je definovana jako kombinace nejméné dvou
nukleosidovych/nukleotidovych inhibitord (NRTI) v kombinaci s inhibitorem
proteaz (Pl) nebo nenukleosidovym inhibitorem reverzni transkriptazy (NNRTI)
(Cooper et al.,, 2002). Lze fici, ze diky HAART je ve vyspélych zemich HIV
infekce povazovana spiSe za chronickou chorobu s vyznamné oddalenym
vyskytem symptom0 AIDS (Baroncelli et al., 2009). HAART je sice povazovana
za univerzalni nastroj léCby, nicméné pfed zapocCetim této terapie je tfeba
zvazovat vice faktoru, jako jsou virova koncentrace v krvi €i poCet CD4 bunék,
které jsou virem HIV napadany prednostné. HAART je vzdy aplikovana
u pacientll s vysSi koncentraci RNA viru v krvi a niz§im poctem CD4 bunék

(AIDSinfo, 2014a) a jedna se pak o celozivotni IéCbu.

V téhotenstvi je HAART indikovana k léCbé matky, pro jeji vlastni zdravi
s cilem maximalné snizit jeji virovou zatéz, ktera obecné koreluje
s pravdépodobnosti vertikalniho pfenosu viru z matky na plod. Antiretroviralni
léCiva prochazejici pfes placentu pak dale mohou plodu poskytnout
tzv. ,post-exposure® profylaxi, kdy je pfipadny HIV virus, ktery se dostal
do krevniho obéhu plodu, okamzité eliminovan (Taha et al., 2003).



Pacientky lze rozdélit na dvé skupiny. Prvni skupinu tvofi téhotné Zeny,
kterym byla nasazena ARV I|é¢ba pfed téhotenstvim a druhou ty, kterym byla
nasazena az po pocCeti. Terapie u téhotnych Zen, u nichz nebyla terapie
zahajena pred pocetim, je na rozdil od bézZznych pacientl zahajena vzdy, a to
v pribéhu 12. -14. tydne gestace, nebo okamzité v pfipadé nizkych hladin CD4
bunék (<350-500 bun&k/mm?) a vysoké virové zatéze (AIDSinfo; Colbers et al.,
2013a). Pravdépodobnost pfenosu u neléCenych matek se pohybuje v rozmezi
15-40% (Harris et al., 2007). Preventivni zasah ve formé& HAART sniZuje
pravdépodobnost MCT viru na méné nez 2% (Hatrris et al., 2007).

NejuzivanéjSimi NRTI v téhotenstvi jsou zidovudin a lamivudin, pfevazné
kvuli nejvétSim zkuSenostem v klinickém uzivani u téhotnych Zen (Colbers
et al.,, 2013b). Od roku 2005 je ale sledovan trend sniZzovani Cetnosti jejich
pfedepisovani a zidovudin a lamivudin jsou nahrazovany TDF a FTC (Obr. 1),
coz je i dusledkem doporuceni uzivani TDF a FTC u netéhotnych dospélych
pacientek (AIDSinfo, 2014a). Také je tfeba vzit v avahu fakt, Ze zidovudin
a lamivudin jsou zafazeny americkou ,Food and Drug Administration®
do kategorie C, zatimco TDF a FTC do kategorie B uzZivani v téhotenstvi (Griner
et al., 2011).

V 90. letech minulého stoleti byla standardnim postupem pro prevenci
MCT monoterapie zidovudinem. V pribéhu minulé dekady byla nahrazena
HAART. Divodem byly obavy z toxicity zidovudinu a nizSi ucinnost
monoterapie na snizeni virové zatéze matky (Senise et al., 2011). Ze skupiny
NNRTI byl dale Siroce vyuzivan napf. nevirapin, ktery je stale v nékterych
rozvojovych zemich vyuzivan zejména v podobé jednodavkoveho rezimu pred
nebo v pribéhu porodu s moznosti podani i novorozenéti (Mcintyre, 2005).
V rozvojovych zemich je ocefiovana zejména jednoduchost a relativni
dostupnost tohoto opatfeni. Podezieni, Zze se vuci nevirapinu rychle rozviji
rezistence vyrazné omezilo jeho vyuziti ve vyspélych zemich, ackoliv se
ukazuje, Ze pfidanim zidovudinu a lamivudinu se rozvoj rezistence vyrazné
snizi. Stejny efekt na rezistenci ma i pfidani jedné davky TDF &i FTC (Foster
et al., 2009).
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Obr. 1 Graf znazornujici ¢etnost uzivani vybranych zastupcl ze skupiny
NRTI téhotnymi Zenami. AZT, zidovudin; 3TC, lamivudin; TDF, tenofovir; FTC,

emtricitabin. Pfepracovano dle (Baroncelli et al., 2009).

Riziko vzniku resistenci je pfi€¢inou zavadéni novych kombinacnich
terapii. S témi je ale spojeno riziko interakci. FTC v monoterapii ma dobry
bezpecnostni profil a je velmi slibnym novym IéCivem (Anderson et al., 2011),
ale pro dalSi rozSifeni této latky v kombinacni terapii je nutné znat jeho
interakce s Iékovymi transportéry, aby bylo mozné zajistit bezpe€nou a efektivni

lecbu.

3.2. Zmény farmakokinetiky v téhotenstvi

Pfi uziti antiretroviralni terapie u téhotnych Zen musime brat v uvahu
fyziologické zmény v pribéhu té&hotenstvi, které mohou vyznamné ovlivnit
absorpci, distribuci, metabolismus i exkreci uzivanych IéCiv (Isoherranen
& Thummel, 2013; Pavek et al., 2009). V disledku zvySeného objemu plazmy
muze byt u téhotnych Zen pfi bézném davkovacim schématu nizsi plazmaticka
koncentrace I€Civ. Tento jev je spojen s rizikem poddavkovani pacientky, které

muze vést ke vzniku rezistentniho viru &i k zvySenému vertikalnimu pfenosu



viru a tedy k selhani ARV terapie. Riziko snizeného vystaveni tkani lécCivu

sledujeme zejména u IéCiv ze skupin Pl a NRTI.

Dale mohou byt u téhotnych zen CcCastéji zaznamenany zmény
v gastrointestinalnich funkcich, napf. nausea, zvraceni, coZz muze mit
za nasledek mimo jiné snizenou absorpci |éCiva, ackoliv C€as dosazeni
maximalni koncentrace zlstava nezménén (Colbers et al.,, 2013b). V oblasti
GIT je také v téhotenstvi popisovano zvySené pH a snizena motilita stfev
v dusledku zvySenych hladin hormonu progesteronu. Je také zvySena renalni
exkrece, coz je nasledek zvySeného toku krve ledvinami (Isoherranen
& Thummel, 2013).

Zménénou funkci vykazuji také enzymy podilejici se na metabolismu
léCiv a lékové transportéry (Isoherranen & Thummel, 2013). ZvySenou funkci
muzeme sledovat hlavné u jaternich enzymu CYP2D6, CYP3A4, naopak
snizenou funkci pozorujeme u CYP1A2. V pfipadé Iékovych transportéra byla
pozorovana zména funkce MDR1 a nékterych zastupcl tzv. solute carrier

transporters (Isoherranen & Thummel, 2013).

Duilezitym faktorem ovliviiujicim farmakokinetiku v téhotenstvi je
I pfitomnost feto-placentarniho kompartmentu. Placenta je organ, ktery zajistuje
respiraCni, metabolické, exkre€ni a endokrinni funkce bé&hem intrauterinniho
vyvoje plodu. Maternalni krev je v pfimém kontaktu s choriovymi klky,
ve kterych koluje fetalni krev (Enders & Blankenship, 1999). Vyznamnym
faktorem, ktery je tfeba u t€hotnych pacientek sledovat, je tedy transplacentarni
pfenos. Ten neni ovlivnén pouze fyzikalné-chemickymi vlastnostmi |€Civ, ale je

modifikovan také aktivitou a expresi Iékovych transportéri (Staud et al., 2012).

Lékové transportéry maji obecné vyznamny vliv na farmakologicky
potencial 1éCiv, protoze modifikuji jejich absorpci ze stfeva, dispozici v riznych
télnich kompartmentech jako jsou mozek, plod, varlata a podili se také
na jaterni a ledvinné exkreci. Interakce IéCivo-léCivo na Iékovych transportérech

muze byt potencialni pFiinou selhani terapie (Schinkel & Jonker, 2003).

Vg viv s



3.3. Efluxni Iékové ABC transportéry

Lékovée ABC transportéry jsou efluxni pumpy, které vyuzivaji energii
ve formé hydrolyzy ATP k transportu IéCiv, jinych xenobiotik €i endogennich
latek pres bunéfnou membranu (Schinkel & Jonker, 2003). Transport latek
vyznamné ovliviuji dva vyznamni zastupci ABC transportért: P-glykoprotein
(MDR1) a breast cancer resistance protein (BCRP). Oba tyto transportéry
jsou primarné lokalizovany v plazmatické membrané, kde je jejich funkci pfenos
nezadouciho obsahu ven z bunky. Tento déj je déjem aktivnim, mize tudiz

probihat i proti koncentracnimu gradientu (Schinkel & Jonker, 2003).

3.3.1.Lokalizace MDR1 a BCRP

MDR1 a BCRP jsou lokalizovany na apikalni strané membrany
epitelialnich a endotelovych bunék mnoha biologickych bariér (Schinkel
& Jonker, 2003).

V hematoencefalické bariéfe chrani mozek pfed nadmérnou penetraci
toxickych latek. Efluxni lékové transportéry zde zachytavaji latky, které jsou
substraty téchto transportérd a prenaseji je zpét do krve (Schinkel & Jonker,
2003). Stejné se také efluxni Iékové ABC transportéry uplatiuji v bariéfe
hematotestikularni (Cordon-Cardo, 1989; Su et al., 2011).

Na apikalni strané membrany syncytiotrofoblastu placenty c&eli oba
transportéry maternalni krvi. Syncytiotrofoblast je funkéni bariéra mezi
matefskym a fetalnim krevnim obéhem. Transportéry zde maji funkci
ochrannou, brani plod pfed moznymi nepfiznivymi vlivy 1&€Civ a jinych xenobiotik
z matefské krve. Jejich zménéna aktivita muze velmi vyznamné ovlivhovat
materno-fetalni transport latek, které jsou substraty téchto transportért. Tim se

podstatné snizuje expozice plodu témto latkam (Staud et al., 2012)

V endotelialnich bunkach tenkého stfeva ovliviuji MDR1 i BCRP
biodostupnost IéCiv tim, Zze omezuji prostup svych substratd z lumen stieva
do krevniho obéhu (Staud & Pavek, 2005; Thiebaut & Tsuruo, 1987). Oba
transportéry jsou exprimovany v kanalikularni membrané hepatocytd, kde jsou
jejich substraty vytlaCovany z jaternich bunék smérem do Zluc€i. Na apikalni
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stran& membrany proximalnich tubull ledvin vyznamné ovliviiuji exkreci latek,

které jsou vyluCovany zejména moci (Staud & Pavek, 2005).

Tkanové specifické zastoupeni MDR1 a BCRP je znazornéno na obrazku 2.

TENKE STREVO JATRA L:ED\- _11\_4_
ENTEROCYTY HEPATOCYTY BUNKY RENALNIHO TUBULU
APIKATNI STRANA BASOLATERALNI SINUSOIDALNI KANATTKULARNI BASOLATERAINI APIKAINI
STRANA (BAZOLATERALNI (APIKALNI) STRANA STRANA
MEMBRANA MEMBRANA
MDR1 < — —t= MDR1 MDRA1
BCRP < — —= BCRP
LUMEN KREV KREV zué KREV Moc
CNS HEMATOTESTIKULARNI BARIERA PLACENTA
KAPILARNI BUNKY HEB SERTOLIHO, LEYDIGOVY, SYNCYTIOTROFOBLAST
o . EPITELIALNI BUNKY
LUMINALNI ABLUMINALNI APTKAINI BAZOLATERAINI
(APTKALNI) (BAZOLATERALNI) STRANA STRANA
STRANA STRANA
MDR1 <= MDR1 LEYDIGOVY MPR1 ==
MDR1=<— :
SERTOLIHO, EPITEL.
BUNKY
BCRP-<—— EPITELIAINIBUNKY
<
BCRP ~— BCRP
KREV MOZEK KREV SPERMA MATERNALNI FETALNI
STRANA STRANA

Obr. 2 Schéma zastoupeni MDR1 a BCRP v ruznych tkanich.

Pfepracovano dle (Kis et al., 2010).

Transportéry hraji zasadni roli také v rezistenci nékterych tumort
na chemoterapeutickou léCbu. Nadorové bunky, které maji ve své membrané
exprimovany  efluxni  1ékové transportéry, jsou schopné  vytladit
chemoterapeutikum z bufky a to tak nemuze plsobit v misté uréeni (Schinkel
& Jonker, 2003).

10



3.3.2. P-glykoprotein/MDR1

MDR1 byl prvnim popsanym ABC transportérem a je proto zatim
i nejlépe prozkoumany. Struktura se sklada ze dvou transmembranovych
domén, kazda obsahuje Sest alfa-helixd a intracelularni misto pro vazbu ATP
(Obr. 3). U ¢lovéka je kddovan genem ABCB1, u hlodavcu dvéma homology
Abcbla a Abcblb (Cascorbi, 2006). Gen ABCBl1 je Ilokalizovan
na 7. chromozomu, sklada se z 29 exonl a 28 intronli. Samotny protein ma
molekulovou hmotnost 170 kDa a tvofi jej sekvence 1280 aminokyselin
(Cascorbi, 2006).

extracelularni prostor

intracelularni prostor

Obr. 3 Proteinova Struktura MDR1. PFepracovano dle (Schinkel
& Jonker, 2003). NBD, nukleotid vazajici doména, z angl. nukleotide binding

domain.

U lidi vykazuje exprese MDR1 vysokou interindividualni variabilitu. Je
popsano mnozstvi jednonukleotidovych polymorfismd (SNP) genu ABCBI,

ovlivAujicich expresi/aktivitu proteinu (Cascorbi et al., 2001).

Substratova specifita MDR1

MDR1 ma velmi Sirokou substratovou specifitu (pfehled vybranych latek
je uveden v tabulce 1) (Schinkel & Jonker, 2003). Tato specifita je vazana
na nékolik  strukturnich znakd. Substraty MDR1 vykazuji nasledujici
charakteristiky: i) amfipaticky charakter molekuly, ii) jedna o organické molekuly
riznych velikosti, pohybujicich se v rozmezi 200-1900 Da a/nebo iii) se jedna
se o latky hydrofobni (Schinkel & Jonker, 2003). Substraty z principu funguji
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jako  kompetitivni inhibitory MDR1. Inhibice mudze ov8em probihat

i nekompetitivng, na zakladé jinych mechanismu (Staud et al., 2012).

Tabulka 1: Substraty MDR1. Zpracovano dle (Schinkel & Jonker, 2003;
Staud et al., 2012).

Léciva protinadorové terapie vinka alkaloidy (vinblastin, vinkristin)
taxany (paklitaxel, docetaxel)
antracykliny (doxorubicin,

daunorubicin,..)

HIV proteazové inhibitory ritonavir, lopinavir, delavirdin,..

NNRTI efavirenz, nevirapin

NRTI abakavir, tenofovir disoproxil fumarat

Antagonisté H, recepturu cimetidin

Blokatory kalciového kanalu verapamil, diltiazem

Kardioglykosidy digoxin

Imunosupresiva cyklosporin A, takrolimus

Anthelmintika ivermectin, abamectin

Kortikoidy dexametason, hydrokortison,
triamcinolon

Ruzné exogenni i endogenni latky mohou mit také funkci induktoru Ci
inhibitoru transportéra (Schinkel & Jonker, 2003).

Reqgulace exprese

Exprese MDR1 je ovlivnéna zejména tzv. pregnanovym X receptorem
(PXR) a konstitutivnim androstanovym receptorem (Chan et al., 2013; Pavek
& Smutny, 2014). Ty jsou aktivovany navazanim ruznych exo i endogennich
ligandd. Navazanim ligandu na nuklearni receptor dojde ke konformaéni zméné
a k tvorbé komplexu, ktery se nasledné navaze na kratky usek DNA zvany
responzivni element, ktery je lokalizovan v promotoru cilového genu (Handschin
& Meyer, 2003).
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DalSim mechanismem podilejicimi se na genové expresi MDR1 je
epigeneticka regulace (Balaguer et al., 2012; Henrique et al., 2013). Modifikace
histoni genu ABCB1 a metylace DNA byly jako jedna z cest regulace exprese
MDR1 popsany v rakovinnych bunkach (Henrique et al., 2013; Jin & Scotto,
1998).

3.3.3.Breast cancer resistance protein (BCRP)

Ackoliv BCRP byl popsan nejpozdéji z efluxnich Iékovych ABC
transportérti, existuji jiz mnohé doklady o jeho roli v modulaci
farmakokinetickych parametra 1éCiv  (Schinkel & Jonker, 2003). Funkce
transportéru a jeho genova exprese byly poprvé popsany na bunécné linii
rakovinnych prsnich bunék, kde jejich aktivita zpusobovala rezistenci prsnich
bunék na chemoterapii. Odtud byl odvozen jeho nazev, breast cancer
resistance protein. Je znam také pod nazvem MXR (mitoxantrone resistance
protein) ¢i ABCP (placental ABC protein) (Schinkel & Jonker, 2003; Staud
& Pavek, 2005). BCRP je kodovan genem ABCG2, ktery je lokalizovan
na 4. chromozomu a sklada se z 16 exonu a 15 intronu. Samotny transportér je
pak protein skladajici se z 655 aminokyselin a ma 72 kDa (Staud & Pavek,
2005).

Strukturou se mirné liSi od ostatnich transmembranovych transportéra.
Obsahuje pouze jednu transmembranovou doménu a jednu doménu vazajici
ATP (viz Obr. 4). Pro spravnou funkci tohoto tzv. polotransportéru je nezbytna
homodimerizace (Schinkel & Jonker, 2003).

ﬂﬁe@ﬁﬁj

Obr. 4 Struktura BCRP proteinu. Pfepracovano dle (Schinkel & Jonker,
2003).

extracelulirni prostor

intracelularni prostor
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Substratova specifita

BCRP ma Sirokou substratovou specifitu zahrnujici pozitivné i negativné
nabité molekuly, organické anionty, sulfatové konjugaty (Staud & Pavek, 2005).
Pfrehled substratd BCRP viz tabulka 2.

Tabulka 2: Substraty BCRP. Zpracovano dle (Cascorbi, 2006; Staud
et al., 2012).

Léciva protinadorové terapie doxorubicin, metotrexat, mitoxantron,
topotekan

HIV proteazové inhibitory lopinavir, ritonavir, atazanavir

NNRTI efavirenz, delavirdin

NRTI zidovudin, lamivudin, abakavir

Antagonisté H2 receptoru cimetidin

Requlace exprese

Pfi regulaci exprese BCRP se pravdépodobné v jisté mife uplatiuji
nuklearni receptory; aryl hydrokarbonovy receptor a konstitutivni androstanovy
receptor (Pavek & Smutny, 2014). V bunkach s estrogennim receptorem byla
pozorovana indukce genu Abcg2 v pfitomnosti tohoto hormonu, divodem je
ziejmé tzv. estrogen responzivni element (Ee, 2004). Exprese BCRP muze byt

také indukovana tkanovou hypoxii (Staud & Pavek, 2005).

Mnoho interakci IéCivo-léCivo muze byt vysvétleno na zakladé popsanych
interakci 1€Civ s efluxnimi Iékovymi ABC transportéry. Tento typ interakce muze
vést v selhani léCby, a to diky dosazeni toxickych, nebo na druhé strané
subterapeutickych plazmatickych koncentraci. Mezi 1é€Civa, ktera maiji potencial
interagovat s lékovym ABC transportéry, vCetné MDR1 a BCRP, patfi

I antiretroviralni latky.
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3.3.4.Interakce antiretroviralnich latek s efluxnimi Iékovymi ABC

transportéry

ARV terapie je zaloZzena na kombinaci |I€Civ z riznych farmakologickych
skupin, coz zaruCuje vysokou efektivitu, zaroven vSak musime podcitat
s moznymi interakcemi, které mohou vyustit v komplikace 1&Cby. Antiretroviralni
léCiva jsou popsanymi substraty, induktory i inhibitory lékovych ABC
transportért (Kis et al., 2010).

Vétsina IéCiv ze skupiny inhibitord HIV proteaz je popsana jako substraty
MDR1 (Lee et al., 1998). Studie s mySmi, které mély ,vypnuté“ oba homology
Mdrla i Mdrlb, popisuji zvySenou systémovou dostupnost a vétSi akumulaci
zastupcl Pl v mozku (Kim et al., 1998). VétSina IéCiv ze skupiny Pl mohou také
kromé substratd pusobit jako inhibitory tohoto transportéru (nelfinavir, ritonavir)
a ménit tak prostupnost bariér pro dalSi substraty MDR1 (Staud et al., 2012).
Také néktera IéCiva ze skupiny NRTI jsou popsana jako substraty MDR1, napf.
TDF (Tong et al., 2007), abakavir (Shaik et al., 2007).

Pfi chronickém uzivani nékterych antiretrovirotik, napf. atazanavir,
ritonavir maze byt navic ovlivnéna exprese a aktivita transportéru pres interakce
s PXR (Dussault et al., 2001).

Neméné dulezité je i poznani interakci s BCRP. Léciva ze skupiny Pl
a NNRTI jsou slabymi substraty tohoto transportéru, nékteré mohou jeho funkci
inhibovat (Weiss et al., 2007). Ve studii autord Bierman a kol. na bunécné linii
lidského karcinomu prsu (MCF-7) byl potvrzen inhibi¢ni vliv tfi zastupcd
ze skupiny PI, atazanaviru, ritonaviru, a lopinaviru na expresi BCRP (Bierman
etal.,, 2010). Farmakokinetika |éCiv ze skupiny NRTI jako jsou abakavir,
zidovudin a TDF, které jsou povazovany za substraty BCRP (Neumanova et al.,

2014; Pan et al., 2007), mize byt touto cestou ovlivhéna.

O interakcich FTC s Iékovymi transportéry neni mnoho znamo. Studie
autord Weiss a kol. z roku 2008 provadéné na bunécné linii lidského
adenokarcinomu tlustého stfeva (LS180) kvantifikovala expresi mRNA genu
kodujiciho MDR1 po dlouhodobém podavani FTC. Vysledky studie ukazuji
na 2,4x zvysSenou expresi tohoto genu (Weiss et al., 2008).
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3.4. Emtricitabin/FTC

Emtricitabin (FTC, dfive Coviracil), chemicky 2'3'-dideoxy-5-fluoro-
3'-thiacytidine (viz Obr. 5), je nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy
(NRTI). FTC se strukturné podoba lamivudinu a je Ilélivem uzivanym
v kombinacni Iécbé HIV. U FTC ale oproti lamivudinu sledujeme pétkrat vétsi
in vitro aktivitu vuci HIV (Wang et al., 2002). Jako analog deoxycytidinu blokuje
cinnost reverzni transkriptazy, enzymu, ktery je nezbytnou soucasti replikacniho
cyklu viru HIV. Funguje na bazi kompetice s endogennim 2-deoxynukleotidem
a inkorporuje se misto néj do vznikajiciho fetézce virové DNA a tim zastavuje

elongaci virové DNA (Wang et al., 2002).

H,N Bl .20
72

N @)
Y \(-Y\OH
S

Obr. 5 Struktura FTC

Stejné jako ostatni NRTI je i FTC v intracelularnim prostfedi postupné
fosforylovan za vzniku monofosfatu, difosfatu a 5’-trifosfatové aktivni formy
(Obr. 6). NRTI zabrariuji dalS§imu mnoZzeni viru, snizuji tedy koncentraci viru
v plazmé a nepfimo tak zvySuji i poCet CD4 bunék a tim i imunitni odpovéd

organismu.
FTC vykazuje také ucinnost vac&i viru hepatitidy B, pouziva se tedy
s vyhodou pfi konfekci HIV a HBV (Wang et al., 2002).
3.4.1. Farmakokinetika FTC

FTC je po oralnim podani rychle absorbovan, biodostupnost ¢ini vice nez

90%. Nejvyssi plazmatickou koncentraci (Cmax) pozorujeme okolo 90. minuty
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po podani. Z 65-70% je eliminace uskutecfiovana glomerularni filtraci a aktivni
tubularni sekreci, FTC je tedy vyluCovan pfevazné moci v nezménéném stavu
a eliminaéni polo¢as je 8-10 hodin. Biotransformace je uskutechovana v mensi
mife (asi 13%) (Wang et al., 2002). Jeho relativné dlouhy eliminaéni polo¢as
(8-10h) umoznuje podavani jedenkrat denné. PoloCas aktivniho metabolitu
FTC-3"-3P je jesté vySsi (39h). Intracelularni ionizace FTC zpusobi akumulaci

v burice, coz zpUsobi prodlouzeni antivirové aktivity (Wang et al., 2002).

NH

NH; Fﬁ"
NH2 Fio |

NH, Py \f\/L N0
Fory I/k- NTTD (Lo
|/g N 0 &
N0

8\0 — - H\a —- S—S —- 4

5 S‘S o HO-P=0
d HO-P=0 0

HO 0=P-OH 0 HO-P=0
OH HO-P=0 0

OH HO-P=0

OH

FTC FTC-MP FTC-DP FTC-TP

Obr. 6 Znazornéni intracelularniho metabolismu FTC.

Suprese viru v plazmé i intracelularni koncentrace aktivniho metabolitu
stoupa s davkou, avSak dosahne platé faze pfi 200 mg. Doporu¢ena davka je
tedy 200 mg denné, podavano v jedné davce vzhledem k relativné dlouhému

elimina¢nimu polo¢asu (Wang et al., 2002).

FTC je povaZzovan za bezpecné léCivo, mohou se ale v ojedinélych
pfipadech objevit nezadouci u€inky po uzivani. Jsou to relativné bézné, zdravi
neohrozujici nezadouci ucinky jako zvraceni, prijem, bolest bficha (Rousseau
et al., 2001).

Mezi hlavni IéCivé pFipravky obsahujici FTC patfi Emtriva, Truvada,
Atripla. Emtriva je monokomponentovy IéCivy pfipravek obsahujici pouze FTC.
Truvada je kombinaci dvou NRTI, FTC a TDF. Atripla obsahuje 3 ucinné latky,
FTC (200mg), TDF (300mg) a efavirenz (600mg).
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3.4.2. Specifika uzivani FTC v téhotenstvi

Jak jiz bylo uvedeno dfive, v téhotenstvi se méni nékteré biologické
procesy, které mohou zménit farmakokinetiku podavanych antiretrovirotik. FTC
ma relativné dobry prichod placentou, asi 80%. Tato hodnota byla uréena
na zakladé porovnani koncentraci FTC v maternalni a umbilikalni krvi.
Placentarni transport se pravdépodobné uskutecCnuje predevsim pasivni difuzi
(Hirt et al., 2009).

Studie zkoumajici zmény farmakokinetiky FTC v téhotenstvi
porovnavajici hodnoty naméfené v téhotenstvi a hodnoty u stejnych Zzen
po porodu ukazaly na sniZzeni hodnot AUC (o méné nez 20%) a zvySeni renalni
clearance v téhotenstvi. Tyto hodnoty vSak nebyly natolik rozdilné od hodnot
dospélych pacientu, aby bylo potfeba ménit davkovaci rezim. Naopak hodnoty

Cmax a distribu¢ni objem nevykazovaly vyraznou zménu (Stek et al., 2012).

Kombinacni ARV terapie zalozena na FTC se tedy zda byt efektivni
a zaroven bezpec¢nou variantou pro |éCbu HIV u téhotnych matek a prevenci
vertikalniho pfenosu HIV z matky na plod (Baroncelli et al., 2009; Kesho Bora
Study Group, 2011). Jsou dostupné studie naznacujici, ze FTC zvySuje expresi
lékovych ABC transportéra (Weiss et al., 2008). Interakci tohoto typu by pak
bylo nasledné nutné zohlednit v terapii, pokud by byly aplikovany substraty

danych ABC transportéru, aby byla podavana Iécba racionalni a bezpec¢na.
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4. Cile prace

Vliv dlouhodobého podavani antiretrovirotika FTC na expresi Iékovych
efluxnich transportéri v placenté a organech matky a plodu neni popsan.
Znalost této I1ékoveé interakce je pfitom zasadni pro volbu racionalni a bezpecné
terapie u HIV pozitivhich matek a novorozencu narozenych HIV pozitivhim

matkam.

Cilem diplomové prace je tedy pomoci gRT-PCR v realném Ccase
kvantifikovat vliv dlouhodobého podavani FTC na genovou expresi dvou
nejdulezitéSich efluxnich Iékovych ABC transportéri MDR1 a BCRP
u modelového organismu bfezich potkanic kmene Wistar a jejich plodu;
konkrétné v placenté, ktera tvofi aktivni bariéru mezi matkou a plodem,
v eliminaCnich organek matky a plodu (jatra a ledviny), vtenkém stfevé

a mozku.

Diplomova prace prace byla rozdélena do dvou ¢asti, které byly feSeny

jednotlivé:

1. Kvantifikace biodostupnosti FTC u potkaniho modelu pro zvolené
i.m. podani.

2. Analyza vlivu dlouhodobého i.m. podavani FTC (10 dni) na expresi
Mdrla, Mdrlb a Bcrp v placenté, organech matky a plodu u modelového

organismu breziho potkana kmene Wistar.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Chemikalie a reagencie
TRI REAGENT ® (Molecular Research Center, Inc. Cincinnati, Ohio)

Reagencie pro qRT-PCR byly zakoupeny u firmy GENERI Biotech,

Hradec Kralové, Ceska rapublika):
Voda pro injekce
Chloroform (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany)
2-propranolol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
Etanol (Merck, New Jersey, USA)
Master Mix pro reverzni transkripci (Reverse Transcription Master Mix)
2x Probe Master Mix
Assay pro referencni geny: b2m (rB2m_Q2), rYwhaz (rYwhaz_Q1)

Assay pro cilené geny: Abcbla (rAbcbla_Q1), Abcblb (rAbcblb_ Q1) a
Abcg?2 (rAbcg2_Q1)

FTC (Gilead Siences, Inc.)

Pentobarbital (Nembutal; Abbott Laboratories)

5.2. Metodika a material

5.2.1. Laboratorni zvirata

Experiment byl provadén na bfezich samicich potkana Wistar
zakoupenych z firmy BioTest s.r.o. (Konarovice, Ceska Republika). Potkani byli
chovani za standardnich podminek, krmné pelety i voda byly poskytovany
ad libitum. Perioda svétlo/tma byla nastavena 12 hodin/12 hodin. Bfezi samice

byly nahodné rozdéleny na dvé skupiny, kdy prvni bylo od 12. do 21. dne
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bfezosti podano celkem 10 davek FTC i.m. v koncentraci 3,5 mg/kg a celkovém
mnozstvi 200 pl. Druhé skupiné bylo za stejnych podminek podavano
ekvivalentni mnozstvi fyziologického roztoku. 22. den gestace byly potkani
samice uvedeny do celkové anestezie roztokem pentobarbitalu (40 mg/kg)
a usmrceny roztokem chloridu draselného. Nasledné byly odebrany organy
matek i plodu (mozek, jatra, ledviny, stfevo) a placenty. VSechny organy byly
zvazeny a zamrazeny v tekutém dusiku a skladovany v hlubokomrazicim boxu

za teploty —80 °C do doby nez byly pouzity k vlastnimu experimentu.

VSechny experimenty byly schvaleny Etickou Komisi Farmaceutické
Fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze a byly provadény
vsouladu s Prlivodcem pro péc&i a pouziti laboratornich zvifat (1966)
a Evropskou umluvou o ochrané obratlovcl pouzivanych pro experimentalni

a jiné védecké ucely (Strassbourg, Francie, 1986).

5.2.2. Biodostupnost po i.m. podani - metodika

K detekci a porovnani biodostupnosti FTC po i.v. a i.m. podani jsme
pouzili potkani samice, které nebyly bfezi. Tyto samice byly uvedeny do celkove
anestezie pomoci pentobarbitalu. Potkanim bylo podano FTC v davce
3,5 mg/kg znacené [3H]FTC o vysledné aktivité 15 pCi/ml v 0,9% roztoku NaCl
o celkovém objemu 0,2 ml. Takto pfipravené roztoky byly podany samicim
i.v. nebo i.m., poté byly odebirany vzorky krve (0,3 ml) pfimo z jugularni zily
do heparinizovanych zkumavek v €asech 2; 5; 15; 30; 60; 120 a 240 minut
po aplikaci. Vzorky byly odbarveny pomoci SOLVABLE TM roztoku presné
podle navodu dodavaného vyrobcem. Radioaktivita testované latky byla mérena
pomoci Tri-Carb 2900 TR Perkin Elmer. Farmakokinetické parametry pro FTC
(AUC) byly stanovené pomoci GraphPad Prism 6.0.

5.2.3.1zolace RNA

Organy byly mechanicky zhomogenizovany a pro izolaci totalni RNA bylo
pfidano 600 pl smési TRI REAGENT®. Cely proces probihal v RNase free
zkumavkach za pokojové teploty. Manipulace s otevienymi zkumavkami

probihala v laminarnim boxu. Izolace byla provedena dle protokolu firmy
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Molecular Research Centre a pro centrifugaci byla pouZita stolni centrifuga
Hermle Z326-K.

U takto pripravené RNA byla pomoci gelové elektroforézy ovérena
integrita a spektrofotometricky stanovena koncentrace a Cistota na pfistroji
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).

5.2.4. Analyza exprese mRNA

Izolovana RNA byla zfedéna na koncentraci 500 ng/ul. Nasledné byl 1 ug
RNA pfepsan do cDNA pomoci reverse transcription master mix
(GENERI-Biotech) dle protokolu poskytnutého firmou. Reakce probihala
v celkovém mnozstvi 20 pl pfi 42 °C po dobu 60 minut. Takto pfipravena cDNA

byla 5x nafedéna a uchovavana dle protokolu pfi —20 °C.

Kvantitativni analyza byla provedena pomoci polymerazové fetézoveé
reakce v realném cCase (qQRT-PCR), pro detekci amplikonu byly vyuZity sondy
s fluoroforem FAM.

Z potkanich organl jsme analyzovali geny Abcbla, Abcblb a Abcg2.
Do reakce o celkovém objemu 20 pl bylo pfidano 10 pl 2x probe master mixu
(HotStart Taq polymeraza, 8 mM MgCI2 a 400 pM dNTP), 2 ul assay
pro kvantifikaci zkoumanych gent (Abcbla, Abcblb nebo Abcg2), 5,5 ul vody
pro injekce a 25 ng cDNA, coz odpovida 2,5 pyl 5x nafedéné cDNA. Jako
referencni geny pro normalizaci genové exprese byly pouzity tzv. housekeeping
geny, geny pro beta-2-mikroglobulin (b2m) a tyrosin-3-monooxygenaza/
tryptofan-5-monooygenaza aktivacni protein, zeta polypeptid (rYwhaz). Oba tyto
geny jsou Vv testovanych organech exprimovany konstitutivné, nezavisle

na dalSich podminkach.

Retézova polymerazova reakce byla provedena v triplikatech dle
instrukci vyrobce 95 °C — 3 min; 95 - 15 s; 60 °C — 45 s; v 40 cyklech v cykleru
iCycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Pro vypocCet byla pouzita AA metoda

s kalkulaci ,relativni exprese = 274
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5.3. Analyza dat

Ke statistické analyze a grafickému vyjadfeni vysledk( byl vyuzZivan
program GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

Pouzitym testem pro porovnani biodostupnosti a analyzu exprese byl

neparovy, neparametricky test Mann-whitney. Data jsou prezentovana

se smérodatnou odchylkou. Naméfené rozdily jsou povazovany za statisticky

signifikani, je-li p < 0,05.
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6. Vysledky

6.1. Vysledky biodostupnosti po i.v. a i.m. podani

Pro vlastni analyzu vlivu FTC na expresi MDR1 a BCRP u potkaniho
modelu bylo velmi dulezité zvolit takovou cestu aplikace, aby zvife dostalo
pozadovanou davku, nebyl ohrozen plod a zaroven byla cesta podani
co nejméné stresujici vzhledem k moznému riziku abortu, Ci pfedCasného
porodu. Na zakladé dostupnych informaci jsme zvolili jako nevyhodnégjsi
variantu i.m.. Vzhledem k faktu, Ze neni znama biodostupnost FTC
po i.m podani u potkana, bylo nutné jako prvni krok biodostupnost ovéfit.
Na obrazku 7 je zobrazena koncentraCni zavislost FTC na Case po i.v.
a i.m. podani. Plocha pod kfivkou (AUC) po i.m. podani byla srovnatelna s AUC
po i.v. podani (obr. 8). Tyto vysledky prokazuji, ze i.m. aplikace je vhodnou
aplikéni cestou pro nas experiment, pficemz oCekavany efekt na expresi by byl

v porovnani s p.o. aplikaci vzhledem k biodostupnosti FTC (90%) mirné vyssi.
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Obr. 7 Grafické znazornéni zavislosti plazmatické koncentrace FTC
na ¢ase po i.v. a i.m. podani. Experiment byl proveden dvakrat. Prezentovany

jsou vysledky z jednoho experimentu.
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Obr. 8 Primérna AUC (ug x h/ml) FTC = 3,5 mg/kg (nahofe) po i.v.

a i.m podani; n = 2.



6.2. Vysledky exprese v maternalnich organech

Bfezim potkanicim kmene Wistar byl podavan FTC v davce 3,5 mg/kg
od 12. do 21. dne bfezosti. Byly odebrany placenta a organy matky (mozek,
ledviny, jatra a tenké stfevo). Poté byla izolovana totalni RNA a provedena
gRT-PCR analyza. Ziskana data byla normalizovana pomoci dvou referencnich
genu s konstituvni expresi Ywhaz a B2m. Konstitutivni nezménéna exprese
referenCnich genld v jednotlivych tkanich byla ovéfena (data neuvadime).
U zadné testované tkané nebyla pozorovana signifikantni zména sledovanych
potkanich orthologl Mdrla, MDrlb a Bcrp oproti kontrolnim vzorkim. Vysledky
expresi v placenté a organech matky jsou zobrazeny v jednotlivych kapitolach
v grafech (Obr. 9 - 11).
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Obr. 9 Grafické znazornéni exprese Mdrla v maternalnich organech
potkana. Pofadi organu zleva: mozek, jatra, ledvina, stfevo, placenta. Data
pro kontrolni skupinu jsou vyjadfeny jako prumér +SD (n=5) bile, data

pro skupinu lIé€enou FTC (3,5 mg/kg) téz vyjadiena jako £SD (n=5) Cerné.
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Obr. 10 Grafické znazornéni exprese Mdrlb v maternalnich organech
potkana. Pofadi organl zleva: mozek, jatra, ledvina, stfevo, placenta. Data
pro kontrolni skupinu jsou vyjadfeny jako prumér +SD (n=5) bile, data

pro skupinu lé€enou FTC (3,5 mg/kg) téz vyjadiena jako £SD (n=5) Cerné.
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6.2.3. Bcrp
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Obr. 11 Grafické znazornéni exprese Bcrp v maternalnich organech

potkana. Pofadi organl zleva: mozek, jatra, ledvina, stfevo, placenta. Data

pro kontrolni skupinu jsou vyjadieny jako primér xSD (n=5) bile, data

pro skupinu lé€enou FTC (3,5 mg/kg) téz vyjadiena jako £SD (n=5) Cerné.
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6.3. Vysledky exprese ve fetalnich organech

Vzorky fetalnich organu byly odebrany plodim pfi odbéru maternalnich
organlt a placenty (jak je popsano v kapitole 5.2 a kapitole 6.2). V expresi
efluxnich I1ékovych transportért ve sledovanych organech (jatra, mozek, ledviny
a tenké stfevo) nebyla pozorovana statisticky vyznamna zména oproti vzorkim
z kontrolni skupiny, jimZz byl podavan fyziologicky roztok (obr. 16 - 18
v prislusnych kapitolach). Vysledky jsou vyjadreny v jednotlivych podkapitolach
v grafech (Obr. 12 - 14).
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Obr. 12 Grafické znazornéni exprese Mdrla ve fetalnich organech
potkana. Pofadi organu zleva: mozek, jatra, ledvina, stfevo. Data pro kontrolni
skupinu jsou vyjadifeny jako prameér £SD (n=5) bile, data pro skupinu Ié€enou

FTC (3,5 mg/kg) téz vyjadfena jako £SD (n=5) Cerné.
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Obr. 13 Grafické znazornéni exprese Mdrlb ve fetalnich organech
potkana. Pofadi organu zleva: mozek, jatra, ledvina, stfevo. Data pro kontrolni
skupinu jsou vyjadreny jako primér +SD (n=5) bile, data pro skupinu lé¢enou

FTC (3,5 mg/kg) téZ vyjadfena jako £SD (n=5) Cerné.
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Obr. 14 Grafické znazornéni exprese Bcrp ve fetalnich organech
potkana. Pofadi organu zleva: mozek, jatra, ledvina, stfevo. Data pro kontrolni
skupinu jsou vyjadifeny jako pramér £SD (n=5) bile, data pro skupinu Ié€enou

FTC (3,5 mg/kg) téz vyjadiena jako £SD (n=5) Cerné.
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7. Diskuse

Podle soucasnych doporuenych postupt WHO je pro lécbu HIV
vyuzivana HAART jak u dospélych pacientl, tak u téhotnych pacientek.
U téhotnych pacientek je navic HAART indikovana pro prevenci vertikalniho
prenosu. Podle doporu¢eni WHO je FTC soucasti HAART, kdy je kombinace
TDF, lamivudinu (nebo FTC) a efavirenz vyuzivana jako terapie prvni volby
(WHO guidelines, 2013). Tato doporuCeni se opiraji pfedevSim o studie
popisujici uziti HAART u téhotnych pro prevenci vertikalniho pfenosu, kdy se
bez |éCebné intervence procentualni Sance prenosu pohybuje v rozmezi
15-40%, pfi nasazeni HAART pak kolem 2% (Harris et al., 2007).

Cilem naSi prace bylo zhodnotit vliv dlouhodobého podavani FTC
v téhotenstvi na expresi efluxnich Iékovych ABC transportéri matky i plodu.
Pfedpokladana zména v expresi genu ve fetalnich organech byla zalozena
na znalosti transplacentarni kinetiky FTC. Ta vychazela ze studie, ktera
porovnavala koncentrace FTC v umbilikalni a maternalni krvi kratce po porodu,
ve které byl transplacentarni pfestup zhruba 80% (Hirt et al., 2009). D& se tedy
predpokladat vliv FTC na geny vyvijejiciho se plodu, kdy FTC bylo podavano
po dobu 10 dni, tedy polovinu doby gestace.

Vyhodou usporadani nasi studie bylo uziti Zivych zvifecich modeld, které
poskytuji komplexnéjSi obraz o podminkach v celém organismu, kdy jsou

zahrnuty bézné hormonalni zmény béhem téhotenstvi.

Zpusob podani léCiva potkanim byl zvolen na zakladé co nejlepsi
dostupnosti 1éCiva a zaroveni minimalizace negativnich zazitkli z procedury
pro zvife. Zvazovanymi cestami podani byly peroralni, intravendzni, subkutanni
a intramuskularni. Peroralni podani bylo zvoleno jako nevhodné kvl
neschopnosti zajistit kompletni jednotlivou davku léCiva potkanim pfi tomto
podani. Nevyuzili jsme ani moznost podani gastrickou sondou z obavy
pred vysokym rizikem ohrozeni zvifat nadmérnym stresem, ktery by u bfezich
samic mohl vyvolat az potrat. Intraven6zni podani je u osrsténych zvifat znacné
nepraktické, pro subkutanni podani byl celkovy objem 200 ul pfilis velky (Turner
et al., 2011). Bylo tedy zvoleno podani intramuskularni, tzn. odlisné od
typického podani pfi l1é¢bé lidi, kdy FTC je klasicky dostupny ve formé tablet.
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Intramuskularni podani bylo doprovazeno sledovanim biodostupnosti, pfi
kterém jsme prokazali, Zze biodostupnost FTC po i.m. podani je srovnatelna

s biodostupnosti po i.v. podani.

Velikost davky byla odvozena od davky podavané lidem (200 mg)

a nasledné prepocitana na primérnou hmotnost potkana.

K analyze exprese mRNA byla pouzita vysoce citliva metoda qRT-PCR.
Pro normalizaci vysledkG je dulezity vybér referenénich gend,
tzv. housekeeping genu, které jsou v danych tkanich exprimovany konstitutivné,
bez ohledu na dalSi podminky. V naSi studii jsme pouzili 2 geny pro b2m
a Ywhaz. Tyto geny jsou tradi€né vyuzivany pro normalizaci exprese v placenté
(Meller et al., 2004). Navic byla prokazana konstitutivni exprese téchto genu

ve v8ech organech, které byly pfedmétem naseho studia (data neuvadime).

FTC je nejCastéji uzivan v kombinaci s TDF, ktery je popsanym
substratem MDR1 i BCRP (Tong et al., 2007; Neumanova et al., 2014). Zména
v expresi téchto transportérd navozena FTC by tedy vyznamné ovlivnila kinetiku
TDF.

Studii zhodnocujici vliv dlouhodobého podavani FTC na expresi [ékovych
transportért nebylo provedeno mnoho. Ve studii autori Weiss a kol. (Weiss
et al., 2008) provadéné na bunécné linii rakovinnych bunék tlustého strfeva
(LS180) bylo pozorovano 2,4 nasobné zvySeni exprese MDR1 po sedmidennim
podavani FTC. To je v rozporu s nasimi vysledky, které nevykazovaly Zadnou
statisticky vyznamnou zménu exprese oproti kontrolni skupiné. Odlidné
vysledky mohou byt zpusobeny rozdilnym uspofadanim studie (lidska nadorova
bunécna linie vs. zZivy potkani model) &i volbou podavané davky, v uvadéné

studii byla pouzita velmi vysoka klinicky nerelevantni davka 1000uM.
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8. Zaver

Vliv  dlouhodobého podavani antiretrovirotik na expresi genl
pro transportni systémy je duleZitou soucasti ziskavani poznatki o téchto
léCivech. Antiretrovirotika se nejCastéji uzivaji v kombinacich, aby se predeslo
virologickym selhanim Ci vzniku rezistence na dané léCivo a zména exprese
transportéru navozena podavanim jednoho IéCiva v ramci kombinacni terapie
muze mit za nasledek zménu dostupnosti IéCiva druhého. Proto je dllezité
ziskavat stale nové poznatky a uzpusobovat podle nich doporuceni tykajici se

uzivani kombinacni ARV terapie.

V nasi praci jsme se zaméfili na vliv dlouhodobého podavani FTC
v téhotenstvi na expresi tfi genu v organech matky i plodu a placenté. Geny pro
transportni systém Mdr1 (Abcbla, Abcblb) ani pro Becrp (Abcg2) nevykazovaly
zadnou statisticky vyznamnou zménu v expresi. Ziskana data tak pfispivaji

k roz§ifeni znalosti o bezpe€nostnim profilu FTC.
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