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Seznam zkratek 

 

ABC ATP-dependentní transportní membránový protein (ATP-binding cassette) 

ABCB1 P-glykoprotein (P-gp, MDR1) 

ABCC MRP transportér 

ABCG2 breast cancer resistance protein (BCRP) 

ADME-Tox absorpce, distribuce, metabolizmus, exkrece a toxicita léčiv 

AUC plocha pod křivkou závislosti plazmatických koncentrací léčiva na čase 

cART kombinovaná antiretrovirální terapie 

cmax maximální dosažená plazmatická koncentrace (léčiva) 

CDK cyklin dependentní kináza 

CDKI inhibitor cyklin dependentních kináz 

EMA Evropská léková agentura (European Medicines Agency) 

FDA Úřad pro kontrolu potravin a léčiv (U.S. Food and Drug Administration) 

HEB hematoencefalická bariéra 

HTB hematotestikulární bariéra 

ITC Mezinárodní transportérové konsorcium (International Transporter 

Consortium) 

MATE multidrug and toxin extrusion protein (SLC47A) 

MDR mnohočetná léková rezistence (multidrug resistance) 

NBD nukleotidy (ATP) vázající doména 

NRTI nukleosidový inhibitor reverzní transkriptázy 

NNRTI nenukleosidový inhibitor reverzní transkriptázy 

OAT transportér organických aniontů (organic anion transporter) 

OATP polypeptidy transportující organické anionty 

OCT transportér organických kationtů (organic cation transporter) 

P-gp P-glykoprotein (ABCB1 transportér) 

SLC transportní membránový protein pro elektrolyty (solute carrier) 

TDF tenofovir disoproxil fumarát (prekurzor antiretrovirotika tenofoviru) 
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TMD transmembránová doména 

WHO Světová zdravotnická organizace (World Health Organization)  

 

Poznámka 

V textu mohou být proteiny označeny velkými nebo malými písmeny v návaznosti na současná 

doporučení, která používají velká písmena u lidských proteinů a malá písmena u zvířecích ekvivalentů. 
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I. Teoretický úvod 

Transportéry jsou membránové proteiny, které zprostředkovávají přechod řady důležitých 

látek dovnitř a ven z buněk. Kontrolují primárně přestup klíčových endogenních substrátů a 

živin, např. cukrů, aminokyselin, nukleosidů přes buněčnou membránu i membrány 

nitrobuněčných organel1, 2. Specifita většiny transportérů nicméně není omezena pouze na 

fyziologické substráty. Schopnost interagovat s transportéry má i celá řada xenobiotik 

(potravních toxinů, látek ze životního prostředí, ale i léčiv), což může významně podmínit jejich 

farmakokinetické vlastnosti, tj. absorpci, distribuci i eliminaci z organizmu1, 3, 4. 

Rozmach genomové analýzy a klonování v 90. letech 20. století významně usnadnil identifikaci 

a charakterizaci celé řady membránových transportérů, které byly do té doby pro svou 

hydrofobní povahu a často i velmi nízkou expresi přehlížené. V současné době je tak známo 

přes 10 000 membránových transportních proteinů řazených do více než 800 

transportérových rodin5, 6. Databáze PubMed eviduje k dubnu 2017 na půl milionu originálních 

publikací na téma „membrane transporter“. Přitom v lidském genomu bylo zatím potvrzeno 

přes 400 různých membránových transportérů7. Tyto proteiny plní celou řadu fyziologických 

funkcí zajišťováním transportu endogenních molekul v rámci nitrobuněčných kompartmentů 

i mezi vnějším a vnitřním prostředím buňky8.  

Z farmakologického pohledu se za nejvýznamnější považují zástupci dvou základních 

transportérových nadrodin: (1) ATP-dependentních, tzv. ABC (ATP-binding cassette) 

transportérů a (2) SLC (solute carrier) transportních proteinů. Zatímco SLC transportéry hrají 

klíčovou roli především při přenášení základních molekul nezbytných pro optimální fungování 

buněk a celých tkání, ABC transportní proteiny jsou spojovány primárně s ochranou organizmu 

a jeho citlivých tkání před potenciálně toxickými účinky xenobiotik. Funkční aktivita zástupců 

obou těchto rodin je díky řízení farmakokinetických vlastností řady léčiv a možnosti 

zprostředkování lékových interakcí v poslední době zdůrazňována v souvislosti s 

rizikem ovlivněním bezpečnosti i účinnosti lékové terapie3, 4, 9. 

 Důležitost problematiky membránových transportérů pro lékovou terapii proto vedla v roce 

2010 k ustanovení  Mezinárodního transportérového konsorcia (ITC) zahrnujícího 

renomované odborníky z výzkumné, akademické i průmyslové oblasti. V návaznosti na činnost 

ITC a jím vypracovaný přehled nejvýznamnějších membránových transportních proteinů zesílil 
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i tlak regulačních lékových agentur na farmaceutický průmysl. Jak americká FDA (Food and 

Drug Administration), tak Evropská zdravotnická agentura EMA (European Medicines Agency) 

zdůrazňují nutnost detailní znalosti ohledně nového léčiva a zapojení lékových transportérů 

v jeho absorpci, distribuci či eliminaci10, 11. Protože klinická terapie nezřídka zahrnuje podání 

dvou a více léčiv, je pro zajištění její bezpečnosti a účinnosti nezbytná analýza možných 

transportéry-zprostředkovaných farmakokinetických lékových interakcí, jež by mohly vést ke 

změnám v tkáňových koncentracích, a tím i účinnosti a toxicity podaných léčiv.  Detailní 

charakterizace všech nových i již klinicky používaných léčiv z pohledu schopnosti interagovat 

s transportéry nicméně zdaleka není kompletní a bude vyžadovat ještě velkou dávku 

vědeckého úsilí. 

1. Klasifikace membránových transportérů 

Jednotlivé transportní proteiny se liší svou strukturou, substráty a také mechanizmy jejich 

přenosu. Své substráty mohou transportovat pasivně ve smyslu facilitované difúze pomocí 

elektrochemického gradientu přenášené látky. Takový proces je spontánní, snižuje volnou 

energii a zvyšuje entropii systému, a proto nespotřebovává chemickou energii2. Oproti 

pasivním transportním proteinům přenáší aktivní transportéry typicky své substráty proti 

jejich elektrochemickému gradientu, což je z pohledu změny entropie proces nevýhodný, 

vyžadující spotřebu energie. Ta je zpravidla poskytnuta ve formě adenosin trifosfátu (ATP). 

V případě primárně aktivního transportu je ATP hydrolyzován přímo transportérem 

přenášejícím daný substrát poté, co se tento na transportní protein naváže a vyvolá jeho 

konformační změnu. Ta pak umožní uvolnění substrátu na druhé straně membrány, jedná se 

přitom o zásadně jednosměrný transport.  U sekundárně aktivních transportérů je pro přenos 

takové molekuly použit iontový gradient (zpravidla Na+ či H+ iontů) vytvořený primárně 

aktivním transportérem8. Lékové transportéry mohou být klasifikovány na základě několika 

různých kritérií. Z pohledu směru přenášeného substrátu je rozdělujeme na influxní 

(přenášející substráty do buňky) či efluxní (umožňující transport z buňky ven do okolního 

prostředí). Z fyziologického pohledu pak rozlišujeme transportéry sekreční a absorpční. 

Zatímco ABC rodina vesměs zahrnuje primárně aktivní efluxní transportéry se sekreční funkcí, 

transportérové proteiny řazené do SLC rodiny jsou sekundárně aktivní či pasivní (ekvilibrační) 

transportéry zajišťující častěji (ale ne vždy) influx svých substrátů do buněk.  
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2. Role membránových transportérů ve farmakokinetice 

Většina lékových transportérů je přirozeně exprimována v polarizovaných, zpravidla 

epiteliálních buněčných vrstvách tkání s „bariérovou funkcí“, např. v tenkém střevě, mozku, 

placentě, játrech a ledvinách4, 12. V polarizovaných enterocytech usnadňují influxní 

transportéry exprimované v apikální membráně kartáčového lemu absorpci řady výživových 

látek, zatímco funkční aktivita efluxních transportérů v téže membráně brání vstupu 

potenciálně toxických molekul do organizmu (Obr. 1). Transportéry na bazolaterální 

membráně enterocytů pak zajišťují výměnu látek mezi střevní výstelkou a krevní cirkulací. 

 

Obr. 1  Lidské SLC and ABC lékové transportéry exprimované v epiteliálních bariérách, které 

jsou dle evidence o klinických lékových interakcích klíčové pro hodnocení v průběhu vývoje 

léčiv. Transportéry, pro něž byla nezbytnost znalosti interakcí s léčivy zdůrazněna již na prvním 

setkání ITC v roce 20109, jsou vyznačeny červeně. Studium lékových interakcí na úrovni zeleně 

a žlutě vyznačených transportérů bylo doporučeno ITC následně, o dva roky později13.  

Převzato z práce Giacomini et al, 20137. 
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Podobně vrstvy syncytiotrofoblastu v placentě a endoteliální vrstva mozkových kapilár jsou 

polarizované s influxními transportéry zajišťujícími transport esenciálních látek do mozku a 

vyvíjejícího se plodu, zatímco efluxní transportéry v apikálních membránách přestup látek 

k těmto citlivým tkáním omezují.  

V hlavních eliminačních orgánech pak efluxní transportéry exprimované na apikální 

membráně polarizovaných hepatocytů a buněk proximálního tubulu ledvin usnadňují exkreci 

látek a jejich metabolitů do žluče a moče a tím jejich vyloučení z organizmu3. Přitom je však 

nezbytná synchronní aktivita transportérů na bazolaterální membráně těchto polarizovaných 

buněk, která zajišťuje nitrobuněčný vstup eliminovaných látek na pólu sousedícím s krevní 

cirkulací, s transportéry na apikální membráně. Teprve po vstupu do buňky na krevním pólu 

může být látka transportována na apikálním pólu směrem do moči či žluči, a tím eliminována 

z organizmu (Obr. 1). Pro odlišnou roli transportérů v závislosti na jejich expresi je většina 

transportérů striktně exprimována pouze na jedné, apikální nebo baz(olater)ální membráně 

polarizované buňky.  

V našich výzkumných projektech, jejichž publikační výstupy jsou součástí této habilitační 

práce, jsme se zaměřili především na transportéry se sekreční funkcí, tj. omezující absorpci a 

distribuci léčiv přes biologické bariéry a usnadňující exkreci léčiv a jejich metabolitů 

z organizmu. Jejich přehled je zobrazen v tabulce 1. 

  



 

14 
 

Tabulka 1 Přehled ABC a SLC transportérů studovaných v rámci této habilitační práce 

z pohledu jejich lokalizace, orgánové exprese a funkce12, 14, 15 

Transportér Název 
kódujícího 

genu 

Lokalizace 
na lidském 

chromozomu  

Exprimující tkáň Lokalizace 
v polarizovaných 

buňkách/ 

Směr transportu 

P-glykoprotein 
(ABCB1, 
MDR1)  

ABCB1 7q21.12 střevo, HEB, HTB, játra, 
ledviny, placenta, varlata 

nádorové buňky 

apikálně /eflux 

BCRP (ABCG2) ABCG2 4q22 střevo, HEB, HTB, játra, 
ledviny, placenta, 
kmenové buňky 

nádorové buňky 

apikálně /eflux 

MRP1 ABCC1 16p13.11 plíce, ledviny, varlata, 
ovaria, srdeční i kosterní 
sval, placenta 

nádorové buňky 

bazolaterálně, v HEB 
apikálně/eflux 

MRP2 ABCC2 10q24.2 játra, ledviny, tenké 
střevo, placenta 

apikálně /eflux 

OCT1 SLC22A1 6q25.3 játra 

ledviny, tenké střevo 
(jejunum), plíce  

bazolaterálně (plíce 
apikálně) /influx 

OCT2 SLC22A2 6q25.3 ledviny 

plíce 

bazolaterálně (plíce 
apikálně)/influx 

OCT3 SLC22A3 6q25.3 placenta, ledviny 

tenké střevo (jejunum), 
plíce 

 

bazolaterálně 
(enterocyty, plicní epitel 
apikálně)/influx 

MATE1 SLC47A1 17p11.2 játra, ledviny apikálně/eflux 

(v experimentálních 
podmínkách i influx) 

MATE-2K SLC47A2 17p11.2 ledviny apikálně/eflux 

(v experimentálních 
podmínkách i influx) 

HEB – hematoencefalická bariéra, HTB - hematotestikulární bariéra 
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2.1.  ABC (ATP-dependentní) transportéry   

ABC transportéry jsou největší rodinou membránových transportních proteinů, zahrnující 48 

genů, členěných na základě své struktury do sedmi podrodin, A – G15. Zástupci ABC 

transportérů existují jako plně funkční nebo tzv. „poloviční“ transportéry vyžadující pro svou 

plnou aktivitu homo- či heterodimerizaci. Ve své struktuře zahrnují jak transmembránové 

domény (TMD), tak nukleotidy (ATP) vázající doménu (NBD, nucleotide binding domain) 

uspořádané u většiny ABC transportérů střídavě: TMD-NBD-TMD-NBD (obr. 2).  Všechny tyto 

transportéry fungují jako primárně aktivní efluxní pumpy zodpovědné za ATP-dependentní 

přenos velké škály xenobiotik, včetně léčiv, lipidů a metabolitů přes plazmatické i 

intracelulární membrány. Jsou klíčovou složkou ovlivňující absorpci, distribuci, metabolismus 

i exkreci a toxicitu (ADME-Tox) léčiv3, 4, 16, a proto jsou významně diskutovány v rámci studia 

farmakokinetiky a lékových interakcí. Mezi ABC transportéry schopné interagovat s léčivy patří 

především P-glykoprotein, BCRP a členové MRP rodiny transportních proteinů, MRP1 a MRP2. 

 

 

Obr. 2 Princip funkce ABC transportérů. Po navázání relevantního substrátu z intracelulárního 

prostoru, popř. z membrány, dochází ke konformační změně transportního proteinu a 

uzavření substrátu mezi TMD. Následuje navázání ATP na obě NBD a jeho hydrolýza, která je 

hnací silou transmembránového transportu substrátu proti jeho koncentračnímu gradientu. 

TMD – transmembránová doména,  NBD – doména vázající nukleotidy (ATP). Převzato z práce 

Chen et al, 201617. 
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2.1.1. P-glykoprotein (MDR1, ABCB1) 

P-glykoprotein (P-gp) byl prvním objeveným18 a dosud zůstává nejlépe popsaným lékovým 

transportérem. Jedná se o polypeptidový řetězec o velikosti 170 kDa sestávající z 1280 

aminokyselin. Složený je ze dvou homologních polovin tvořených vždy jednou TMD sestávající 

ze šesti α-helixů a jednou intracelulární NBD zodpovědnou za navázání molekul ATP a jejich 

následnou hydrolýzu19-21. U člověka je P-gp kódován genem ABCB1, přičemž dva geny, 

Abcb1a/1b (Mdr1a/1b) kódují tento transportér u hlodavců1. 

P-gp je exprimován v luminální membráně tenkého střeva, v endoteliálních buňkách 

hematoencefalické (HEB) a hematotestikulární bariéry (HTB) a na apikální straně buněk 

proximálních renálních tubulů a hepatocytů (tab. 1). Omezuje tak perorální absorpci řady 

xenobiotik včetně léčiv do organizmu, jejich distribuci do citlivé tkáně CNS i zárodečného 

epitelu a usnadňuje exkreci hlavními eliminačními orgány, tj. ledvinami a játry do moče, resp. 

žluče3, 4. Role P-gp v celotělové farmakokinetice je diskutována a ilustrována v přehledové 

práci P7, jež je součástí tohoto habilitačního spisu. Exprese a funkce P-glykoproteinu 

v placentě a jeho vliv na transplacentární farmakokinetiku léčiv a ochranu plodu byla 

v posledních letech i s naším přispěním intenzivně studována a přehledově je sepsána v práci 

P2.  Kromě exprese ve fyziologických tkáních je velmi dobře známa i schopnost P-gp 

zprostředkovávat rezistenci nádorových buněk vůči cytotoxickým léčivům. Jeho vysoká 

exprese byla popsána v leukemických buňkách a buňkách nádorů prsu, vaječníků, tlustého 

střeva, ledvin i jater, a je spojována s nízkou klinickou odpovědí na protinádorovou 

farmakoterapii a špatnou prognózou nádorových onemocnění 22-24.  

Typickou vlastností P-gp je schopnost transportovat celou řadu zpravidla hydrofobních 

substrátů velmi rozdílných struktur, v případě léčiv pak látek řazených i do různých 

farmakoterapeutických skupin (Tabulka 2).  

2.1.2. BCRP (ABCG2) 

BCRP (breast cancer resistance protein) získal svůj název díky detekci v rezistentní buněčné 

linii MCF-7 odvozené od karcinomu prsu, v roce 19983, 25, 26. Ve stejné době byla popsána i jeho 

vysoká exprese v placentě27, díky níž si získal dnes již minimálně používané označení 

„placentární ABC transportér (ABCP)“, a následně i navození rezistence na mitoxantron u 

střevní buněčné linie, což vedlo k jeho označení MXR, „mitoxantron rezistentního protein“28. 
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Tvořen je jedním polypeptidickým řetězcem o 655 aminokyselinách (72 kDa) a na rozdíl od P-

gp sestává pouze z jedné TMD a jedné NBD. Považován je za tzv. „poloviční transportér“, který 

pro svou plnou funkci musí vytvářet v membráně zpravidla dimery, popř. multimery29. 

Stejně jako P-gp je BCRP exprimován na apikální membráně polarizovaných buněk řady 

fyziologických tkání (Obr. 1), kde plní důležitou ochrannou funkci před toxickým působením 

různých látek4, 30. BCRP je přítomen i v membráně kmenových buněk, které svou efluxní 

aktivitou chrání před xenobiotiky30, 31 a transportem hemu a porfyrinu zároveň reguluje 

buněčnou homeostázu32. Navíc je schopný sekretovat riboflavin, biotin a vitamin K, do 

mateřského mléka33. Biologickými substráty BCRP je široká škála exogenních i endogenních 

molekul (tab. 2). Expresí v nádorových buňkách zajišťuje BCRP jejich rezistenci vůči 

mitoxantronu, topotekanu nebo irinotekanu (Tabulka 2) a predikuje nedostatečnou odpověď 

na cytostatickou léčbu především u dětských a dospělých pacientů s akutní 

myeloidní leukémií34, 35, u karcinomu jícnu36 a renálního karcinomu37. Vyšší exprese BCRP byla 

přitom nalezena především v kmenových, méně diferencovaných nádorových buňkách38, 39. 

2.1.3. MRP (ABCC) transportní proteiny 

MRP (multidrug resistence-associated protein) rodina transportérů zahrnuje 9 členů 

kódovaných geny ABCC1-ABCC6 a ABCC8-ABCC10. Z farmakologického pohledu jsou za 

nejvýznamnější považovány především první dva zástupci, MRP1 a MRP2. 

2.1.3.1. MRP1 (ABCC1)  

MRP1 transportér je tvořen jedním polypeptidovým řetězcem složeným z 1531 aminokyselin 

(190 kDa). Strukturně je velmi blízký P-gp s dvěma TMD následovanými dvěma NBD na 

cytoplazmatické straně membrány. Oproti P-gp ale MRP1 obsahuje ještě třetí TMD složenou 

z pěti α-helixů40. Dalším rozdílem oproti P-gp je lokalizace MRP1 zpravidla na bazolaterální 

membráně polarizovaných buněk, výjimkou jsou endoteliální buňky mozkových kapilár, kde 

je MRP1 exprimován na apikální membráně41. Studie popisující expresi MRP1 v placentárním 

trofoblastu nejsou konzistentní, zatímco první, často citovaná práce, uvádí lokalizaci tohoto 

transportéru na apikální membráně42, pozdější studie demonstrují spíše lokalizaci na 

membráně bazální43, 44. Ostatní tkáně exprimující MRP1 zahrnují plíce, ledviny, varlata, ovaria, 

srdeční i kosterní sval (tab. 1). MRP1 je důležitý pro normální funkci buněk (transport 

endogenních látek a fyziologických substrátů) a pro exkreci metabolitů45. Identifikován byl 
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jako další transportní protein snižující, podobně jako P-gp, akumulaci cytostatik v nádorových 

buňkách a způsobující jejich mnohočetnou lékovou rezistenci (MDR). Vysoká exprese MRP1 

byla nalezena v nádorech plic, prsu, prostaty, vaječníků, melanomech a leukémiích46. 

Negativní korelace mezi expresí MRP1 a délkou období do progrese onemocnění i celkovou 

dobou přežití byla popsána u pacientek s nádorem prsu47, 48, u nemalobuněčného plicního 

karcinomu i leukémií, souvislost mezi expresí MRP1 a negativní prognózou byla popsána i u 

primárního neuroblastomu39, 49. MRP1 vykazuje širokou substrátovou specifitu (Tab. 2) s vyšší 

afinitou vůči hydrofobním a aniontovým molekulám, konjugátům glukuronidu a glutathionu 

a fyziologickým substrátům (cysteinyl leukotrieny, foláty, konjugáty steroidů s glutathionem 

apod.)50. 

2.1.3.2. MRP2 (ABCC2)  

MRP2 byl prvně klonován v roce 1996, kdy získal označení cMOAT (canalicular multispecific 

organic anion transporter)51. Podobně jako MRP1 sestává i MRP2 ze tří TMD a dvou NBD 52. 

MRP2 je exkluzivně exprimován na apikální membráně hepatocytů, renálních proximálních 

tubulů, tenkého střeva i v placentě1, 42. Známý je pro svou klíčovou roli v biliární exkreci celé 

řady organických aniontů, glukuronidů, sulfátů a glutathionových konjugátů (tab. 2), částečně 

přispívá i k enterohepatální recirkulaci léčiv a jejich metabolitů. Genetická mutace v ABCC2 

způsobuje Dubin-Johnsonův syndrom, onemocnění charakterizované hyperbilirubinémií díky 

sníženému transportu konjugovaného bilirubinu do žluče53, 54.  

Na rozdíl od P-gp, BCRP a MRP1 transportérů nebyla u MRP2 potvrzena role v rezistenci 

nádorových buněk.   
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Tabulka 2  

Přehled vybraných substrátů a inhibitorů ABC transportérů1, 4, 9, 38  

Transportér Substráty Inhibitory 

P-glykoprotein daunorubicin, doxorubicin, docetaxel, imatinib mitoxantron, 
topotekan, vinblastin, vinkristin, paklitaxel, lapatinib, sunitinib, 
tandutinib 

cefoperazon, desimipramin, digoxin, erytromycin, chinidin, indinavir, 
loperamid, ritonavir, trazodon, Rhodamin 123, Calcein AM, Hoechst 
33342 

cyklosporin A, verapamil, 
zosuquidar, chinidin, 
tariquidar, elakridar 

 

BCRP etoposid, erlotinib, gefitinib, imatinib, irinotekan, lapatinib, 
mitoxantron, sunitinib, topotekan 

atorvastatin, ciprofloxacin, flavopiridol, furosemid, grepafloxacin, 
nitrofurantoin, ofloxacin, prazosin, rosuvastatin 

biotin, estradiol-17β-glukuronid, estron-3-sulfát, glyburid, riboflavin, 
vitamin K, 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) 

Hoechst 33342 

fumitremorgin C, 
elakridar 

MRP1 daunorubicin, doxorubicin, epirubucin, etoposid, irinotekan, 
metotrexát, topotekan, vinblastin, vinkristin 

grepafloxacin, chinidin, saquinavir 

cysteinyl leukotrieny, glukuronidy a sulfátové konjugáty, estradiol-17β-
glukuronid, estron-3-sulfát, aflatoxin B1, leukotrieny C4, D4 a E4 

calcein 

cyklosporin A, MK-571, 
probenecid, indometacin 

MRP2 cisplatina, doxorubicin, etoposid, metotrexát, mitoxantron, vinblastin 

valsartan, olmesartan, ritonavir, saquinavir 

glutathionové, glukuronidové a sulfatované konjugáty  

calcein 

cyklosporin A, MK-571, 
probenecid, indometacin 

 

2.2.   SLC lékové transportéry 

SLC transportéry představují po receptorech spřažených s G proteiny druhou největší rodinu 

membránových proteinů. Stejně jako ABC transportéry hrají roli v dispozici léčiv v organizmu, 

nicméně jejich hlavní význam spočívá ve zprostředkování transportu endogenních látek 

v organizmu. Strukturálně se jedná o velmi heterogenní skupinu lišící se výrazně v počtu (1-

14) transmembránových jednotek12, 55, 56. Funkčně mohou být tyto transportní proteiny 

rozděleny na závislé na iontovém gradientu (především Na+, Cl- a H+) anebo ekvilibrační 

transportní proteiny. 

Identifikováno bylo dosud 52 rodin SLC transportérů, přitom většina z nich se výrazně překrývá 

ve spektru svých substrátů56. Z farmakokinetického pohledu jsou nevíce studovány 

transportéry organických kationtů (organic cation transporters OCTs/SLC22A), tzv. MATE 

transportéry (the multidrug and toxin extrusion transporters, MATE transporters/SLC47A), 

transportéry organických aniontů (organic anion transporters, OATs/SLC22A) a organické 
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anionty transportující polypeptidy (the organic anion transporting polypeptides, 

OATPs/SLCO)3, 9. V publikačních výstupech, jež jsou součástí této habilitační práce, jsme se 

zabývali z SLC transportérů pouze OCT a MATE, ty jsou proto dále detailněji popsány. 

2.2.1. OCT (SLC22A) 

Transportéry organických kationtů, OCT, identifikované u člověka zahrnují tři členy: OCT1 

(SLC22A1) a OCT2 (SLC22A2), které jsou lokalizované v bazolaterální membráně hepatocytů, 

resp. proximálních tubulů ledvin a OCT3 (SLC22A3), jež je přítomný v řadě tělesných tkání 

včetně placenty57. Strukturálně se jedná o membránové proteiny o 542–556 aminokyselinách 

a dvanácti α-helikálních transmembránových doménách. OCT jsou polyspecifické transportéry 

zajišťující vychytávání malých, zpravidla pozitivně nabitých látek do buněk.12 Kromě látek 

endogenních, jako jsou monoaminové neurotransmitery a kreatinin, patří mezi jejich substráty 

i celá řada léčiv1, 3, např. antidiabetikum metformin, antagonista H2 receptoru cimetidin, 

některá platinová cytostatika a antivirotika (tab. 3). Inhibitory těchto transportérů jsou naopak 

zpravidla lipofilní látky, též s pozitivním nábojem. Pro svou predominantní expresi 

v basolaterální membráně hepatocytů představuje OCT1 důležitý mechanizmus 

zprostředkující první krok v jaterní exkreci léčiv povahy kationtů1, 58. Podobně OCT2 je 

klíčovým transportérem zajišťujícím první krok ledvinné exkrece kationických léčiv jejich 

vychytáváním do polarizovaných buněk proximálního tubulu ledvin55. OCT3 pak byl popsán 

v placentě i jiných tkáních59-61 (tab. 1), kde zajišťuje vychytávání endogenních substrátů i 

xenobiotik do polarizovaných buněk a může hrát roli např. v transplacentární kinetice léčiv. 

2.2.1. MATE (SLC47A) 

MATE transportéry SLC47A rodiny patří mezi relativně nedávno identifikované membránové 

membránové proteiny důležité v transportu kationtů62. Strukturálně sestávají lidské MATE 

transportéry z třinácti transmembránových domén63. MATE1 (SLC47A1) byl detekován 

v nejrůznějších tkáních (tab. 1), nicméně predominantně je exprimován v játrech a ledvinách, 

kde je lokalizován na kanalikulární membráně hepatocytů a luminální membráně proximálních 

tubulů55, 58, 63. Oproti MATE1 je MATE2-K, jediná známá funkční varianta MATE2 proteinu 

kódovaného lidským SLC47A2 genem, přítomný výlučně v proximálních tubulech ledvin. 

Lokalizovén je přitom (stejně jako MATE1) na luminální membráně, kde v závislosti na 
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fyziologickém pH gradientu zajišťují antiportem s H+ ionty eflux svých substrátů do moče64, 65. 

Substráty i inhibitory MATE transportérů se výrazně překrývají s látkami interagujícími s OCT 

transportními proteiny, proto byla role MATE v exkreci kationických látek poměrně dlouhou 

dobu přehlížena. Na základě současných poznatků je již zřejmé, že MATE transportéry s OCT 

spolupracují ve smyslu zajištění exkrece kationických léčiv do žluče a moče. Jejich substráty 

vstupují do polarizovaných buněk exkrečních orgánů na krevním pólu právě pomocí OCT, 

MATE pak zajišťují eflux přenášených látek na apikálním pólu buněk 63, 66. 

 

Tabulka 3. Přehled vybraných substrátů a inhibitorů studovaných SLC transportérů1, 9, 67. 
Substráty jsou řazeny po skupinách v pořadí endogenní substráty, léčiva, modelové látky. 

Transportér Substrát  Inhibitor 

OCT1 acetylcholine, cholin, dopamin, serotonin 

acyklovir, cimetidin, famotidin, oxaliplatina, zalcitabin 

ASP+, tetraethylammonium (TEA), -methyl-4-phenylpyridinium 

(MPP)  

chinin, chinidin, 

disopyramid, 

amitryptilin, verapamil 

OCT2 acetylcholine, adrenalin, noradrenalin, chinin, cholin, dopamin, 

histamin, serotonin, prostaglandin E2, prostaglandin F2 

amantadin, amilorid, cimetidin, cisplatina, lamivudin, memantin, 

metformin, N-methylnikotinamid, oxaliplatina, paraquat, pindolol, 

prokainamid, ranitidin, vareniklin, zalcitabine  

ASP+, tetraethylammonium (TEA), -methyl-4-phenylpyridinium 

(MPP) 

cimetidin, cetirizin, 

dabigatran, chinidin, 

irinotekan, 

ondansetron, 

pentamidine, 

pilsikainid, testosteron  

OCT3 Adrenalin, dopamin, guanidin, histamin 

atropin, ASP+, tetraethylammonium (TEA), -methyl-4-

phenylpyridinium (MPP) 

bithionol, famotidin, 

imatinib, pentamidin 

MATE1 kreatinin, estrone sulfate, ganciclovir, guanidin, thiamin 

acyklovir, cephalexin, cephradine, cimetidine, metformin, 

oxaliplatina, paraquat, prokainamid, tenofovir, topotekan 

ASP+, tetraethylammonium (TEA), -methyl-4-phenylpyridinium 

(MPP) tetraethylammonium 

 

cimetidine, buspiron, 

granisetron, chinidin, 

mitoxantron, 

ondansetron, prazosin, 

prokainamid, 

risperidon, ritonavir, 

trimetoprim 

MATE2-K kreatinin, estrone sulfate, guanidin, thiamin 

acyklovir, cimetidine, ganciclovir, metformin, oxaliplatina, 

paraquat, prokainamid, tenofovir, topotekan 

ASP+, tetraethylammonium (TEA), -methyl-4-phenylpyridinium (MPP) 

tetraethylammonium 

cimetidin, chinidin, 

mitoxantron, 

pramipexol, 

trimetoprim 
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3. Lékové interakce na úrovni transportérů 

Kombinace dvou a více léčiv během terapie představuje nemalé riziko vzniku klinicky 

relevantních lékových interakcí. V případě interakce na úrovni lékových transportérů dochází 

k ovlivnění plazmatických i tkáňových koncentrací jednoho léčiva druhou, současně podanou 

terapeutickou látkou, a tím k nebezpečí snížené účinnosti terapie nebo zvýšené toxicity oproti 

situaci, kdy je první léčivo podáno samotné16, 68, 69. Problematika lékových interakcí 

zprostředkovaných transportéry přitom zahrnuje jak snahu o prevenci podání nevýhodných 

kombinací léčiv, tak například cílené hledání kombinace cytotoxických léčiv s inhibitory 

transportérů za účelem překonání MDR.  

3.3. Lékové interakce ovlivňující ADME-Tox 

Interakce léčiv na transportérech může spočívat jak v inhibici, tak indukci transportního 

proteinu. Nejvýrazněji se projevují lékové interakce na transportérech lokalizovaných 

v tenkém střevě, kde ovlivňují absorpci léčiv po jejich perorálním podání. Lékové interakce na 

transportérech přítomných v játrech nebo ledvinách mohou významně pozměnit exkreci léčiv 

a jejich metabolitů.  Přestup léčiva do citlivých tkání pak může být ovlivněn interakcí na úrovni 

transportérů přítomných v biologických bariérách, tj. v HEB, HTB či v placentě. Transportéry, 

u nichž byla detailněji popsána možnost zprostředkování klinicky významných 

lékových interakcí, zahrnují P-glykoprotein, BCRP, MRP2 a též několik SLC transportérů včetně 

OCT a MATE9, 13.   

Na úrovni střevních efluxních transportérů byla již v klinické praxi popsána celá řada 

významných interakcí léčiv. Například při současném perorálním podání P-gp substrátu 

digoxinu s  P-gp inhibitory (např. makrolidem klaritromycinem či chinidinem) je pozorovaná 

zvýšená biologická dostupnost digoxinu a významně vyšší plazmatické hladiny (často i nad 

horní mezí terapeutického rozmezí) ve srovnání s léčbou samotným digoxinem70, 71. Podání 

rifampicinu, induktoru P-gp, naopak vedlo ke snížení AUC a cmax perorálně podaného digoxinu, 

které korelovalo s 3,5x vyšší expresí P-gp v duodenu69. Podobně interindividuální variabilita ve 

funkci BCRP a exprese BCRP se sníženou transportní funkcí v důsledku genového 

polymorfizmu pravděpodobně vede ke zvýšení AUC a cmax atorvastatinu i rosuvastatinu72 a 

podobný efekt lze předpokládat i jako důsledek lékové interakce při snížení efluxu těchto léčiv 

současným podáním BCRP inhibitoru3, 69.  
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Lékové interakce ovlivňující jaterní exkreci často zahrnují SLC transportéry jako OATP, 

popsána byla ale řada interakcí i na úrovni efluxních transportérů. Kombinace chinidinu nebo 

verapamilu, inhibitorů P-gp s digoxinem, výše zmiňovaným P-gp substrátem, zvyšuje výrazně 

jaterní clearance digoxinu oproti pacientům s monoterapií digoxinem73-75. Podobně se na 

základě in vivo studií na zvířatech předpokládá, že inhibice efluxu metforminu v hepatocytech 

prostřednictvím MATE1 může vést k zvýšení terapeutického účinku metforminu, a přitom ke 

zvýšenému riziku laktátové acidózy69. 

Exkrece léčiv v ledvinách je zajištěna glomerulární filtrací a tubulární sekrecí, za kterou 

zodpovídá vychytávání látek transportéry na bazolaterální straně a jejich eflux na apikálním 

pólu buňky. Inhibice těchto transportních procesů pak může snížit renální clearance léčiv. 

Navíc u nefrotoxických léčiv může změna intracelulární koncentrace v buňkách renálních 

tubulů v důsledku lékové interakce vést k poškození ledvin.  

Princip inhibice transportérů účastnících se tubulární exkrece byl využit již před třiceti lety při 

podání probenecidu, inhibitoru OAT transportérů, pro zvýšení plazmatických hladin a tím 

prodloužení účinku antibiotika benzylpenicilinu69, 76. Řada klinicky relevantních interakcí byla 

popsána u OCT2, kdy podání cimetidinu, známého inhibitoru OCT, vedlo ke snížení renální 

clearance metforminu, ranitidinu a vareniklinu69. Inhibice aktivity OCT2, ať už terapeuticky či 

na podkladě interindividuální variability, vede ke snížení nefrotoxicity protinádorového léčiva 

cisplatiny77-79. 

Interakcí platinových cytostatik s ledvinnými transportéry OCT a MATE je vysvětlována odlišná 

nefrotoxicita některých jejich zástupců. Oxaliplatina, která vykazuje velmi nízkou toxicitu 

v renálních buňkách, je vychytávána do buněk proximálních tubulů pomocí OCT transportérů 

a následně exkretována do moči prostřednictvím MATE1 a MATE2-K na apikálním pólu buňky. 

Cisplatina, vychytávaná do renáních buněk též pomocí OCT, není substrátem MATE efluxních 

transportérů, což koreluje s její vyšší akumulací v ledvinách a nežádoucí nefrotoxicitou58, 80. 

Nedaplatina a karboplatina, které nejsou substráty ani OCT ani MATE, nefrotoxicitu a zvýšený 

vstup do renálních buněk nevykazují. Kombinace chinidin-digoxin pak způsobuje lékovou 

interakci na úrovni renálního P-gp, kdy chinidin výrazně snižuje exkreci digoxinu do moči (tj. 

majoritní cestu eliminace digoxinu z organizmu)69. Na stejném principu inhibují v klinických 

studiích renální clearance digoxinu i ritonavir a itrakonazol81, 82 a podobný mechanizmus 
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vzniku lékových interakcí na úrovni renální exkrece léčiv se předpokládá i u BCRP substrátů9, 

69. 

Lékové interakce zprostředkované transportéry na úrovni distribuce léčiv do citlivých tkání 

nejsou zdaleka tak prozkoumané jako lékové interakce na úrovni absorpce a exkrece. 

Předpokládá se vliv inhibitorů P-gp na zvýšený přestup jeho substrátů přes HEB, na což 

poukazuje např. klinická studie s chinidinem (P-gp inhibitorem) a loperamidem (P-gp 

substrátem)83. Současná znalost ohledně interakcí léčiv na úrovni dalších biologických bariér, 

jako jsou HTB či placenta je ale zatím minimální. 

Pro vysoké riziko ovlivnění bezpečnosti a účinnosti farmakoterapie je studium 

farmakokinetických lékových interakcí zprostředkovaných transportéry důrazně 

doporučováno ITC i hlavními lékovými regulačními agenturami, jak v Evropě, tak v USA11, 84-86.  

Riziko interakcí přitom stoupá v případě klinických stavů, kdy je nezbytné podání dvou a více 

léčiv zároveň. Taková situace nastává typicky v případě pacientů, kteří trpí několika 

onemocněními najednou, nebo u infekčních nemocí, kde se kombinace léčiv volí pro nutnost 

omezení rizika vzniku lékové rezistence infekčního agens. Takovým příkladem je léčba HIV 

pozitivních pacientů, včetně těhotných žen, která na základě aktuálních doporučení WHO 

sestává z kombinace zpravidla tří antiretrovirálních látek, a to nejčastěji dvou nukleosidových 

inhibitorů reversní transkriptázy (NRTI) plus jednoho nenukleosidového inhibitoru reverzní 

transkriptázy (NNRTI) nebo inhibitoru proteáz87. Přitom u celé řady antiretrovirotik byla 

v průběhu posledních let popsána schopnost interagovat s lékovými transportéry, a to jak ve 

smyslu jejich inhibice či indukce, tak z pohledu substrátové afinity88 a riziko interakcí může být 

tedy považováno za poměrně vysoké. 

Interakcí antiretrovirálních látek s lékovými transportéry a možností vzniku 

farmakokinetických interakcí léčiv jsme se zabývali v projektech, jejichž výstupy tvoří velkou 

část tohoto habilitačního spisu, a jsou proto diskutovány v oddílu II (Komentáře k předloženým 

pracím). 

3.4. Lékové interakce pro překonání mnohočetné lékové rezistence (MDR) 

MDR představuje jeden z hlavních problémů efektivní protinádorové terapie. Velmi často 

selhává léčba onkologických onemocnění díky MDR způsobené farmakokinetickým 
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mechanizmem, tj. snížením nitrobuněčné koncentrace léčiva aktivním efluxem ven 

z nádorových buněk, případně jeho inaktivací biotransformačními enzymy. Jak bylo zmíněno 

výše, za aktivní eflux nejčastěji zodpovídají P-gp, BCRP a MRP1 transportéry89. Jejich 

identifikace v nádorových buňkách a negativní korelace jejich exprese v nádorech s dobou 

přežití pacientů, příp. délkou doby, kdy byl pacient v remisi, vedla v posledních desetiletích 

k logické snaze najít vhodné účinné inhibitory (modulátory) těchto ABC lékových 

transportérů90-92. Základní hypotézou přitom byla představa o zvýšení koncentrace cytostatika 

v buňce na cytotoxickou hladinu pomocí současného podání látky modulující (inhibující) 

transportérem zprostředkovaný eflux (Obr. 3).  

První optimistické studie v 80. letech prokázaly, že verapamil zvyšuje cytotoxicitu vinkristinu 

a vinblastinu v P-gp exprimující rezistentní buněčné linii93 a podobně cyklosporin A je schopný 

v rezistentní leukemické buněčné linii kompletně překonat transportérem zprostředkovanou-

rezistenci vůči vinkristinu a daunorubicinu94. Spolu s dalšími léčivy schválenými primárně pro 

jiné indikace, ale prokazujícími inhibici  P-gp (např. chininem), byly verapamil a cyklosporin A 

označeny jako modulátory 1. generace. První klinické studie prokázaly léčebný benefit těchto 

látek, např. kombinace cyklosporinu A s cytarabinem a daunorubicinem u pacientů s akutní 

myeloidní leukémií95. V dalších studiích se ale kombinace modulátorů 1. generace potýkala 

s nedostatečnou efektivitou nebo schopností překonat rezistenci pouze ve vysokých, zpravidla 

již toxických koncentracích92, 96, 97. Začátek éry modulátorů 2. generace byl spojen s objevem 

analogu cyklosporinu A, látkou označovanou jako PSC-833 (Valspodar). Vůči P-gp vykazuje 

PSC-833  až desetinásobně vyšší inhibiční potenci a postrádá přitom imunosupresivní účinky 

cyklosporinu A98. V klinickém zkoušení se nicméně projevila výrazná interakce nejen na úrovni 

nádorových buněk, ale též ve zdravých tkáních, což vedlo ke snížení clearance a metabolizmu 

současně podaných cytostatik, zvýšení jejich plazmatických hladin a nutnosti empirických 

úprav v dávkování. Řada pacientů pak byla poddávkovaná, zatímco u jiných se projevila 

orgánová toxicita. Pro velmi obtížnou predikovatelnost výsledků a nedostatečný očekávaný 

benefit byl další vývoj Valspodaru ukončen99-102. Podobně byl zastaven vývoj i dalšího 

modulátoru druhé generace, VX-710 (biricodaru)92. Modulátory 3. generace, jako např.  

LY335979 (zosuquidar), GF120918 (elakridar) a XR9576 (tariquidar), byly vyvinuty jako 

selektivní inhibitory ABC transportérů103, postrádající oproti předchozí generaci schopnost 

ovlivňovat aktivitu biotransformačních enzymů. Zvýšení citlivosti nádorových buněk vůči 
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několika cytostatikům bylo prokázáno při současném podání již velmi nízkých nanomolárních 

koncentracích tariquidaru, navíc při kombinaci s doxorubicinem u myší nebylo pozorováno 

viditelné zvýšení toxicity104. Následující klinické studie s tariquidarem nicméně pozorovaly 

zvýšení toxicity chemoterapie a další testování tohoto MDR modulátoru tak bylo zastaveno.  

Řada modulátorů posledních dvou generací (např. biricodar nebo elacridar) prokázala 

schopnost kromě P-gp též BCRP a MRP1, což na jednu stranu zvyšuje potenciál překonání 

rezistence působením na další efluxní mechanizmus, na druhou stranu ale zvyšuje riziko 

vedlejších účinků prostřednictvím LI ve fyziologických tkáních. Specifické inhibitory MRP1 a 

BCRP,  MK-571105, resp. fumitremorgin C106, se běžně používají v in vitro či in vivo 

experimentech. Jako modulátory mnohočetné lékové rezistence však v klinickém hodnocení 

nebyly testovány. 

Přestože souvislost mezi expresí P-gp, BCRP a MRP2 v nádorové tkáni a negativní prognózou 

onemocnění byla řadou studií potvrzena, princip překonání rezistence inhibicí efluxní funkce 

těchto transportérů zůstává stále sporný. Szakacs et al.107 na základě dosavadních poznatků 

spekuluje o možnosti využití tzv. „vedlejší senzitivity“ nádorových buněk založené mimo jiné i 

na aktivaci cesty apoptózy u nádorových buněk exprimujících efluxní transportéry (Obr. 3). 

V souladu s touto úvahou je i fakt, že se po neúspěchu s tradičními modulátory ABC 

transportérů posouvá zaměření výzkumu ohledně překonávání MDR ke sloučeninám, které 

primárně nebyly vyvinuty jako modulátory mnohočetné lékové rezistence, ale jako látky pro 

cílenou protinádorovou terapii. 
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Obr. 3 Základní hypotéza pro překonání MDR u nádorových buněk prezentovaná v Nature 

Reviews v roce 200692. Aktivní eflux cytostatika ven z nádorové buňky způsobuje snížení 

koncentrace tohoto léčiva pod cytotoxickou koncentraci a umožňuje přežití buňky. Základní 

možností jak překonat takovou rezistenci je najít látky inhibující tento efluxní mechanizmus 

(„engage“), a tím zvýšit koncentraci cytostatika nad práh cytotoxicity. Druhou možností je 

léčba s použitím cytostatika, které není substrátem efluxní pumpy („evade“), případně 

využití jiné možnosti tzv. „vedlejší senzitivity“ nádorových buněk (‘exploit’).  

 

4. Farmakoterapie v těhotenství, role placenty 

Farmakoterapie těhotných žen je nevyhnutelná, ať už z důvodu potřeby léčby akutního stavu 

či nezbytnosti pokračovat i v průběhu gestace s léčbou chronického onemocnění. Bezpečnost 

a účinnost terapie pro plod závisí ve velké míře na jeho expozici podaným léčivům.  

Podstatná část publikací, jež jsou součástí tohoto habilitačního souboru, tvoří studie 

zabývající rolí transportérů v přenosu léčiv z matky do plodu a rizikem vzniku lékových 

interakcí na úrovni transplacentární farmakokinetiky. Klíčovým orgánem pro transport léčiv 

z matky do plodu je přitom placenta, proto je jí věnována následující část teoretického 

úvodu. 
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4.1. Placenta a její transportní funkce  

Placenta je dočasný orgán primárně zajišťující výživu i ochranu plodu, a tím jeho optimální růst 

a vývoj v průběhu těhotenství. Tato tkáň přivádí do těsné blízkosti krevní oběh matky s krví 

plodu, čímž umožňuje absorpci živin, exkreci metabolitů i výměnu plynů a dalších endogenních 

i exogenních látek108. 

V případě člověka se jedná o diskoidní orgán, který má na konci těhotenství průměr cca 15-20 

cm a hmotnost kolem 500 g. Tvořen je plodovou částí (chorion frondosum) a částí mateřskou 

(decidua basalis). Decidua basalis vytváří septa, jež rozdělují placentu na několik funkčních 

jednotek (kotyledonů) tvořených rozvětveným stromem choriových klků, omývaných 

mateřskou krví (Obr. 4). Uvnitř choriových klků jsou přítomné cévy plodu vystlané 

endoteliálními buňkami. Krevní oběh plodu tak od krve matky odděluje endotel fetálních cév 

a především trofoblast, tenká vrstva pokrývající povrch choriových klků (Obr. 4).  
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Obr. 4  Schematická struktura lidské placenty (zpracováno dle prací Jones et al.109 a Sibley et 

al.109, 110 a částečně převzato z dizertační práce Čečková, 2005111) 

 

Trofoblast v průběhu vývoje placenty sestává především z mnohojaderné polarizované vrstvy 

syncytiotrofoblastu, která vzniká fúzí původních kmenových buněk cytotrofoblastu.109 Na 

jedné straně je syncytiotrofoblast ohraničen mikrovilózně zvlněnou apikální membránou, jež 

je v přímém kontaktu s mateřskou krví, směrem ke krevnímu oběhu plodu je pak obrácen 

bazální membránou (Obr. 2). Aby mohla látka přítomná v mateřské krvi dosáhnout cirkulace 

plodu, musí překonat nejprve mikrovilózní a poté bazální membránu syncytiotrofoblastu, 
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projít přes extracelulární matrix a buňky cytotrofoblastu a vstoupit přes endotel fetálních 

kapilár do krve plodu112. 

Většina především lipofilních látek o molekulové hmotnosti do cca 500 D prochází placentou 

prostřednictvím pasivní difúze.  Pro zajištění všech placentárních funkcí se však na transportu 

živin, xenobiotik i jejich metabolitů podílí transportní proteiny exprimované na obou 

membránách syncytiotrofoblastu110, 113-115. Zprostředkovávají primárně transplacentární 

přestup živin, jako jsou cukry, aminokyseliny nebo nukleosidy, zároveň je řada z nich ale 

schopná transportovat celou řadu léčiv, toxinů a metabolitů endogenních i exogenních látek.  

Tato habilitační práce se zaměřuje především na studium placentárních transportérů, které 

jsou schopné interagovat s léčivy a chránit plod před jejich potenciálně toxickým účinkem. 

S touto rolí jsou spojovány především P-gp, BCRP a MRP2 exprimované v mikrovilózní 

membráně syncytiotrofoblastu. Detailní přehled ohledně exprese a funkce i regulace P-gp, 

BCRP a dalších ABC i SLC transportérů v placentě je zpracován v přehledových studiích P2, P8, 

P9 a P14. 

4.2. Experimentální přístupy pro studium transportu látek přes placentu 

Placenta představuje z pohledu možností studia své funkce poměrně jedinečný orgán, neboť 

neexistuje etická možnost hodnocení transplacentárního přestupu látek přímo na těhotných 

ženách. Jedinou možností klinického studia přestupu léčiv z matky do plodu zůstávají odběry 

mateřské a fetální krve po porodu a stanovení materno-fetálního poměru koncentrace léčiva. 

Tento přístup však odkazuje pouze na konečný stav materno-fetální distribuce a neumožňuje 

studium farmakokinetického profilu celého děje a jeho vývoj v průběhu těhotenství.  

Detailněji je možno transplacentární farmakokinetiku studovat in vivo/in situ na zvířecích 

modelech, např. pomocí techniky duální perfúze potkaní placenty116, 117. Ve struktuře 

placenty nicméně existují poměrně značné mezidruhové rozdíly. Podle struktury tkáňové 

bariéry mezi mateřskou a fetální krví jsou placenty savců klasifikovány do tří základních typů: 

(i) hemochoriální (člověk, potkan, myš, králík); (ii) endoteliochoriální (kočka, pes) a (iii) 

epiteliochoriální (ovce, prase, kůň). Hemochoriální typ placenty, kdy je mateřská krev 

v přímém kontaktu s trofoblastem, se pak dále rozděluje podle počtu vrstev trofoblastu na 

hemomonochoriální (člověk), hemodichoriální (králík) a hemotrichoriální (potkan, myš)118. Při 
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vyhodnocení experimentálních dat získaných s použitím jednotlivých živočišných modelů je 

nutno brát v potaz mezidruhové rozdíly ve struktuře placent a jejich možný vliv na 

transplacentární farmakokinetiku ovlivňující extrapolaci dat ze zvířat na člověka. 

Pro studium placentárních funkcí u člověka byla vyvinuta řada alternativních metod119, 120 

zahrnujících in vitro perfundovaný placentární kotyledon, ex vivo vilózní placentární 

fragmenty a explanty z placent po porodu43, 121 nebo izolované primární kultury trofoblastu 

třetitrimestrálních, popř. prvotrimestrálních placent122, 123. Pro detailní studium transportních 

mechanizmů přímo v mikrovilózní nebo bazální plazmatické membráně trofoblastu je možné 

využít metodu izolace a vezikularizace dané membrány a následně studium funkční exprese 

studovaného transportéru pomocí akumulačních studií124. 

Kromě těchto technik využívajících přímo lidskou placentární tkáň po porodu jsou využívány i 

in vitro buněčné linie získané z choriokarcinomu placenty, nejčastěji BeWo, Jeg-3, nebo Jar125, 

126. Přestože se v řadě vlastností od fyziologického trofoblastu liší, v některých ohledech si 

zachovávají charakteristiku placentární tkáně a jsou proto běžně používány pro studium 

placentárního transportu a metabolizmu endogenních látek, např. transferinu, 

imunoglobulinu G, glukózy nebo nukleosidů, ale i léčiv127-133.  

Přehled používaných modelů pro studium transportu léčiv přes placentu, jejich klady, zápory 

i relevantní odkazy shrnuje tabulka 2 v přehledové práci P14 následujícího souboru. 
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II. Komentáře k předloženým pracím  
 

Původní vědecké práce, které tvoří tento habilitační soubor, vznikly v letech 2002-2016 během 

mého postgraduálního studia a následného působení na Katedře farmakologie a toxikologie.  

V rámci této práce byla hodnocena role membránových transportérů se zaměřením na dvě 

hlavní oblasti: (i) studium role membránových transportérů ve farmakokinetice léčiv a (ii) 

ovlivnění funkce ABC transportérů v rezistenci nádorových buněk. 

Ad (i) První zkoumanou a v této práci prezentovanou oblastí je studium role membránových 

transportérů ve farmakokinetice léčiv orientované primárně na placentu a její transportní 

funkci. Hlavní obsah tvoří studium exprese a funkce ABC a vybraných SLC transportérů 

v placentě. V návaznosti na projekty Grantové agentury České republiky (P303-12-0850 a 13-

31118P) i Grantové agentury Univerzity Karlovy (GAUK 1148213/C/2013 a GAUK 

616216/C/2016) jsme se pak v posledních letech (2013-2016) věnovali především hodnocení 

transportéry zprostředkovaných farmakokinetických lékových interakcí antiretrovirálních 

léčiv, opět se zaměřením především na jejich vliv na přestup léčiv z matky do plodu.  

Hlavními cíli přitom bylo: 

 popsat expresi, lokalizaci a funkci P-gp, BCRP a následně i OCT a MATE transportérů  

v placentě, vyhodnotit změny exprese těchto transportérů v průběhu gestace 

 studium mechanizmů transportu antiretrovirálních léčiv přes placentu, hodnocení 

jejich interakce s lékovými transportéry P-gp, BCRP, MRP2, OCT a MATE 

 ověřit s použitím in vitro a in vivo metod možnost vzniku farmakokinetických lékových 

interakcí antiretrovirotik predikovaných na základě výsledků našich předchozích studií  

 

Ad (ii) Druhou samostatnou oblast našeho výzkumu tvoří studium role ABC lékových 

transportérů v rezistenci nádorových buněk. Hlavním cílem této výzkumné části je hodnocení 

nových látek charakteru inhibitorů cyklin-dependentních kináz (CDKI) a jejich schopnosti 

interakce s efluxními lékovými transportéry i role v překonání mnohočetné lékové rezistence 

nádorových buněk. Pro tuto linii výzkumu jsme získali dvojnásobnou podporu Grantové 
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agentury Univerzity Karlovy (GAUK 700912/C/2012 a GAUK 344315/C/2015) a následně též 

Grantové agentury České republiky (GACR 16-26849S). 

Hlavními cíli této části výzkumu bylo: 

 vyhodnotit roli ABC transportérů v možnosti vzniku rezistence nádorových 

buněk vůči platinovým cytostatikům a novým léčivům ze skupiny inhibitorů 

cyklin-dependentních kináz (CDKI) 

 studovat  CDKI z pohledu jejich potenciální role v modulaci ABC effluxních 

transportérů nádorových buněk a překonání MDR 

 

1. Exprese a funkce ABC a vybraných SLC transportérů ve farmakokinetice 

P1. Novotna M, Libra A, Kopecky M, Pavek P, Fendrich Z, Semecky V and Staud F (2004) P-
glycoprotein expression and distribution in the rat placenta during pregnancy. Reprod Toxicol 
18:785-792. 

P2. Ceckova-Novotna M, Pavek P and Staud F (2006) P-glycoprotein in the placenta: expression, 
localization, regulation and function. Reprod Toxicol 22:400-410. 

P3. Ceckova M, Libra A, Pavek P, Nachtigal P, Brabec M, Fuchs R and Staud F (2006) Expression and 
functional activity of breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2) transporter in the human 
choriocarcinoma cell line BeWo. Clin Exp Pharmacol Physiol 33:58-65. 

P4. Staud F, Vackova Z, Pospechova K, Pavek P, Ceckova M, Libra A, Cygalova L, Nachtigal P and 
Fendrich Z (2006) Expression and transport activity of breast cancer resistance protein 
(Bcrp/Abcg2) in dually perfused rat placenta and HRP-1 cell line. J Pharmacol Exp Ther 319:53-
62. 

P5. Cygalova L, Ceckova M, Pavek P and Staud F (2008) Role of breast cancer resistance protein 
(Bcrp/Abcg2) in fetal protection during gestation in rat. Toxicol Lett 178:176-180. 

P6. Cygalova LH, Hofman J, Ceckova M and Staud F (2009) Transplacental pharmacokinetics of 
glyburide, rhodamine 123, and BODIPY FL prazosin: effect of drug efflux transporters and lipid 
solubility. J Pharmacol Exp Ther 331:1118-1125. 

P7. Staud F, Ceckova M, Micuda S and Pavek P (2010) Expression and function of p-glycoprotein in 
normal tissues: effect on pharmacokinetics. Methods Mol Biol 596:199-222. 

P8. Hahnova-Cygalova L, Ceckova M and Staud F (2011) Fetoprotective activity of breast cancer 
resistance protein (BCRP, ABCG2): expression and function throughout pregnancy. Drug Metab 
Rev 43:53-68. 

P9. Staud F, Cerveny L and Ceckova M (2012) Pharmacotherapy in pregnancy; effect of ABC and SLC 
transporters on drug transport across the placenta and fetal drug exposure. J Drug Target 
20:736-763. 

P10. Ahmadimoghaddam D, Hofman J, Zemankova L, Nachtigal P, Dolezelova E, Cerveny L, Ceckova 
M, Micuda S and Staud F (2012) Synchronized activity of organic cation transporter 3 
(Oct3/Slc22a3) and multidrug and toxin extrusion 1 (Mate1/Slc47a1) transporter in 
transplacental passage of MPP+ in rat. Toxicol Sci 128:471-481. 
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P11. Ahmadimoghaddam D, Zemankova L, Nachtigal P, Dolezelova E, Neumanova Z, Cerveny L, 
Ceckova M, Kacerovsky M, Micuda S and Staud F (2013) Organic cation transporter 3 
(OCT3/SLC22A3) and multidrug and toxin extrusion 1 (MATE1/SLC47A1) transporter in the 
placenta and fetal tissues: expression profile and fetus protective role at different stages of 
gestation. Biol Reprod 88:55. 

P12. Staud F, Cerveny L, Ahmadimoghaddam D and Ceckova M (2013) Multidrug and toxin extrusion 
proteins (MATE/SLC47); role in pharmacokinetics. Int J Biochem Cell Biol 45:2007-2011 

P13. Neumanova Z, Cerveny L, Ceckova M and Staud F (2014) Interactions of tenofovir and tenofovir 
disoproxil fumarate with drug efflux transporters ABCB1, ABCG2, and ABCC2; role in transport 
across the placenta. AIDS 28:9-17. 

P14. Staud F and Ceckova M (2015) Regulation of drug transporter expression and function in the 
placenta. Expert Opin Drug Metab Toxicol 11:533-555. 

P15. Neumanova Z, Cerveny L, Greenwood SL, Ceckova M and Staud F (2015) Effect of drug efflux 
transporters on placental transport of antiretroviral agent abacavir. Reprod Toxicol 57:176-182. 

P16. Reznicek J, Ceckova M, Cerveny L, Muller F and Staud F (2016) Emtricitabine is a substrate of 
MATE1 but not of OCT1, OCT2, P-gp, BCRP or MRP2 transporters. Xenobiotica:1-9. 

P17. Neumanova Z, Cerveny L, Ceckova M and Staud F (2016) Role of ABCB1, ABCG2, ABCC2 and 
ABCC5 transporters in placental passage of zidovudine. Biopharm Drug Dispos 37:28-38. 

P18. Reznicek J, Ceckova M, Tupova L and Staud F (2016) Etravirine inhibits ABCG2 drug transporter 
and affects transplacental passage of tenofovir disoproxil fumarate. Placenta 47:124-129. 

P19. Ceckova M, Reznicek J, Ptackova Z, Cerveny L, Muller F, Kacerovsky M, Fromm MF, Glazier JD 
and Staud F (2016) Role of ABC and Solute Carrier Transporters in the Placental Transport of 
Lamivudine. Antimicrob Agents Chemother 60:5563-5572. 

 

Práce v oponentním řízení (Doplněk 1) 

PD1. Reznicek J., Ceckova M., Ptackova Z., Martinec O., Tupova L., Cerveny L., Staud F. (2017)  MDR1 
and BCRP transporter-mediated drug-drug interaction between rilpivirine and abacavir; effect 
on intestinal absorption in rats. Pharmacological Research, submitted 

 

  

V rámci této oblasti vědeckého studia jsme se zabývali nejprve hodnocením exprese a 

funkce P-glykoproteinu (P-gp) v placentě. V návaznosti na první publikované práce zmiňující 

přítomnost tohoto transportéru v placentě a jeho předpokládanou ochrannou funkci pro 

plod134-137, jsme studovali expresi tohoto transportéru na mRNA i proteinové úrovni v placentě 

v průběhu březosti potkana (P1). Získaná data prokazují expresi obou P-gp-kódujících genů, 

Abcb1a i Abcb1b v chorioallantoické placentě potkana již od 11. gestačního dne, kdy je 

placenta považována za vyvinutou. Exprese obou genů pak v průběhu březosti rostla, 

s maximem v 19. gestačním dni pro Abcb1a, resp. v 22. dni pro Abcb1b. Oproti tomu na 

proteinové úrovni jsme pozorovali výrazně vyšší variabilitu bez jasné tendence k vzestupu či 
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poklesu exprese P-gp v průběhu gestace. Imunohistochemicky jsme byli schopni detekovat P-

gp od 13. dne gestace, a to ve vyvíjející se labyrintové zóně. Na konci březosti již byl P-gp 

detekován jako kontinuální linie ve vrstvě syncytiotrofoblastu. Poznatky získané v této studii 

byly zapracovány do přehledové práce shrnující dosavadní znalosti o expresi, funkci a roli 

P-glykoproteinu v placentě (P2). Následně jsme se tématu P-gp a jeho funkci v normálních 

tkáních i roli ve farmakokinetice věnovali i v přehledové kapitole zahraniční monografie (P7). 

Náš další výzkum s placentárním zaměřením reflektoval nejnovější poznatky ohledně BCRP 

jako dalšího placentárního ABC transportéru s pravděpodobnou rolí v ochraně plodu138, 139. 

V práci (P3) jsme se zaměřili na porovnání exprese BCRP a P-gp v lidské placentě a potvrdili 

expresi i funkci BCRP v lidské buněčné linii BeWo jako jednom z nejpoužívanějších 

placentárních in vitro modelů. S ohledem na vysokou placentární expresi BCRP převyšující na 

mRNA úrovni i expresi ABCB1 genu kódujícího P-gp, jsme se BCRP v placentě věnovali i v další 

studii (P4) a potvrdili funkční aktivitu Bcrp in vivo s využitím duální perfuze potkaní placenty. 

Tato práce prokázala aktivní transport BCRP substrátů ve feto-maternálním směru, a tím 

pravděpodobný vliv BCRP transportéru na snížení expozice plodu látkám přítomným v oběhu 

matky. Navíc jsme popsali i expresi Bcrp v potkaní placentární buněčné linii HRP-1, analogicky 

lidským BeWo buňkám charakterizovaným v předchozí práci P3 jsme i u této linie odhalili 

vysokou expresi i funkční aktivitu Bcrp, ale nulovou expresi genů kódujících P-gp. Jak BeWo 

tak HRP-1 buněčné linie tak mohou sloužit jako vhodný model studia interakce látek 

s placentárním BCRP transportérem, pro hodnocení interakce s placentárním P-gp jsou však 

nevhodné. 

Následující práce pak hodnotila vliv stádia gestace na expresi Bcrp v placentě potkana, 

kterou zároveň korelovala s mírou expozice plodu modelovému Bcrp substrátu cimetidinu 

aplikovanému do krve matky (P5). Výsledky této studie prokazují maximum exprese Bcrp na 

mRNA úrovni v 15. den gestace následovaný poklesem na zhruba třetinovou hladinu Bcrp 

transkriptů v poslední den březosti. Přitom od 15. gestačního dne významně rostla exprese 

Bcrp v orgánech plodu. Přestup cimetidinu z matky do plodu byl nejvyšší v časných stádiích, 

kolem 12. dne gestace a s průběhem březosti klesal. V 18. a 21. den gestace byly pozorovány 

i nižší hladiny cimetidinu v mozku plodu, což koreluje se zvyšující se expresí Bcrp ve fetální 

tkáni v průběhu březosti. Tato data tak naznačují, že s postupujícím vývojem plodu v průběhu 

březosti je tento chráněn před potenciálně toxickými látkami nejen placentárním Bcrp, ale též 
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stoupající expresí Bcrp ve fetálních orgánech. Práce P6 poukazuje na závislost míry vlivu P-gp 

i BCRP na transplacentární přestup modelových substrátů v závislosti na jejich lipofilitě, 

přičemž role ABC transportérů v transplacentární kinetice klesá se zvyšující se lipofilitou 

přenášené látky. Výsledky získané ze studií P2-P6 jsme následně zpracovali do přehledového 

článku sumarizujícího aktuální znalost ohledně exprese BCRP v placentě a role tohoto 

transportéru ve farmakokinetice a ochraně plodu před potenciálně toxickými látkami (P8). 

V následně vydané reviální práci (P9) jsme pak zahrnuli kromě BCRP i všechny další známé 

placentární ABC i SLC transportéry a sumarizovali aktuální znalost ohledně jejich exprese a role 

v transplacentární farmakokinetice.  

V další experimentální práci jsme se začali věnovat MATE1 jako relativně nedávno (v r. 

2006) objevenému SLC transportéru. Nejprve jsme popsali jeho expresi, lokalizaci i funkci 

v potkaní placentě a roli OCT3- a MATE1-mediovaného vektoriálního transportu organických 

kationtů ve směru z plodu do matky (P10), a dále navrhli vliv tohoto synchronizovaného 

transportu pro ochranu plodu, především v pozdějších fázích gestace/těhotenství (P11). MATE 

transportéry a jejich rolí ve farmakokinetice se zabývá i naše další reviální práce (P12). Regulaci 

exprese i funkce placentárních lékových transportérů v placentě se pak věnuje přehledová 

studie P14. 

Od roku 2013 jsme se s výše zmíněnou grantovou podporou začali zabývat studiem 

antiretrovirálních léčiv a především pak jejich interakcemi s lékovými transportéry. S ohledem 

na nezbytnost současného podávání dvou a více těchto látek najednou v rámci kombinované 

antiretrovirální terapie (cART) je u této terapeutické skupiny zvýšená pravděpodobnost 

lékových interakcí (LI). Farmakokinetické LI na úrovni lékových transportérů přitom 

představují riziko navození pozměněných plazmatických hladin a tkáňových koncentrací 

těchto léčiv, a tím selhání terapie nebo zvýšení její toxicity. Pro řadu běžně užívaných 

antiretrovirotik přitom znalost jejich interakcí s lékovými transportéry nebyla v době zahájení 

tohoto výzkumu ani zdaleka kompletní, navíc LI na placentárních transportérech s rizikem 

ovlivnění lékové expozice plodu nebyly studované ani pro léčiva první volby v prevenci 

přenosu HIV z matky na plod. Naše pilotní práce této části výzkumu představují studium role 

ABC transportérů P-gp, BCRP a MRP2 v omezení přestupu NRTI tenofovir disoproxil fumarátu 

(TDF) (P13), abakaviru (P15) a zidovudinu (P17) z matky do plodu. Zatímco žádné ze 

studovaných antiretrovirotik neprokázalo substrátovou afinitu k MRP2, všechny tři látky byly 
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identifikovány jako substráty placentárního P-gp i BCRP. Role obou transportérů v omezení 

přestupu TDF z mateřské do fetální cirkulace byla jednoznačně potvrzena pomocí duální 

perfúze potkaní placenty, a to jak v otevřeném, tak v uzavřeném uspořádání (P13). Oproti 

tomu P-gp- a BCRP-mediovaný transport abakaviru byl pozorován jen při uzavřeném 

uspořádání, kdy byla placenta z obou stran perfundována roztokem léčiva o stejné 

koncentraci. Vliv P-gp ani BCRP na přestup abakaviru přes placentu nebyl potvrzen ani při 

použití techniky akumulace léčiva do vilózních fragmentů lidských placent. Uvedená data 

naznačují, že by abakavir mohl být transportován v placentě i jiným, ekvilibrativním 

transportérem, který by oslaboval vliv efluxu abakaviru ABC transportéry. Tuto teorii potvrzují 

i naše dosud nepublikovaná data odhalující transport abakaviru prostřednictvím 

nukleosidových transportérů. 

  Ve studii navazující na práce P13 a P15 jsme pak prokázali inhibiční vliv novějšího NNRTI 

etravirinu na transport TDF pomocí placentárního BCRP, a tím vyšší přestup TDF do plodu 

(P18). Konzistentně s předchozími výsledky jsme nepozorovali žádný vliv etravirinu na 

transplacentární přestup abakaviru, přestože in vitro studie na polarizovaných MDCKII 

buňkách exprimujících lidský P-gp a BCRP, tuto interakci odhalují. Farmakokinetickou interakci 

léčiv na úrovni ABC transportérů, konkrétně P-gp a BCRP, jsme ale odhalili mezi abakavirem a 

dalším antiretrovirotikem z nové generace NNRTI, rilpivirinem (PD1). Inhibice P-gp a BCRP 

transportérů rilpivirinem v této studii významně zvýšila přestup abakaviru přes monovrstvu 

Caco-2 střevních buněk in vitro a zároveň vedla k nárůstu AUC abakaviru po intraduodenálním 

podání in vivo u potkanů.  

Kromě interakce léčiv s ABC transportéry jsme zároveň studovali i afinitu vybraných 

antiretrovirálních látek k SLC transportním proteinům ze skupin OCT a MATE. Jako první jsme 

tak popsali NRTI emtricitabin jako substrát MATE1 transportéru (P16), což naznačuje, že by 

MATE1 mohl být transportérem zodpovědným za aktivní tubulární exkreci tohoto 

antiretrovirotika do moče. Aktivní tubulární exkrece emtricitabinu v ledvinách byla na základě 

výsledků klinických studií předpokládána, její mechanizmus ale nebyl do té doby detailněji 

vysvětlen. V naší práci jsme opět využili transportní studie na polarizovaných MDCKII buňkách 

stabilně transfekovaných pro expresi SLC a ABC transportérů, a prokázali, že emtricitabin není 

transportován P-gp, BCRP ani MRP2. Na přestup přes buněčnou vrstvu a akumulaci v ní neměly 
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vliv ani OCT1 či OCT2. Naše studie je tak první, která prokazuje transport emtricitabinu pomocí 

MATE1 a navrhuje roli tohoto transportéru v exkreci emtricitabinu do moče.  

Transport dalšího z NRTI, lamivudinu, pomocí MATE1 popisuje práce P19. MATE1-

mediovaný eflux jsme charakterizovali v MDCK-MATE1 buňkách jako nízkoafinitní proces 

s Km=4,21 mM a Vmax=5,18 nmol/mg protein/min. P-gp, BCRP ani MRP2 přitom transport 

lamivudinu přes placentu ani relevantní ABC transportéry exprimující MDCK buněčnou 

monovrstvu neovlivnily. Při vychytávání lamivudinu do membránových vezikulů tvořených 

izolovanou mikrovilózní membránou trofoblastu lidských placent jsme pozorovali zjevnou 

závislost míry akumulace lamivudinu uvnitř membránových vezikulů na pH na obou stranách 

membrány. Nicméně přes zjevnou expresi Mate v placentární tkáni u potkana (P10, P11) je 

exprese MATE transportérů v lidské placentě zanedbatelná. Vektoriální OCT a MATE 

transportéry zprostředkovaný transport lamivudinu přes OCT1/OCT2- a MATE1-exprimující 

polarizované MDCK buňky je nezpochybnitelný, na základě našich výsledků je možné 

konstatovat, že role MATE v transplacentární farmakokinetice lamivudinu je pravděpodobně 

minimální. Klinicky relevantní interakce lamivudinu s MATE se zdá mnohem pravděpodobnější 

na úrovni aktivní renální exkrece lamivudinu. Naše poslední studie popisuje vysokou inhibiční 

schopnost antiretrovirotika efavirenzu vůči MATE1 a snížení renální exkrece lamivudinu in vivo 

u potkanů v případě podání této kombinace antiretrovirotik (data připravovaná k publikaci). 

 

2. ABC transportéry v mnohočetné lékové rezistenci, interakce s inhibitory 

cyklin-dependentních kináz 

P20. Ceckova M, Vackova Z, Radilova H, Libra A, Buncek M and Staud F (2008) Effect of ABCG2 on 
cytotoxicity of platinum drugs: interference of EGFP. Toxicol In Vitro 22:1846-1852. 

P21. Hofman J, Ahmadimoghaddam D, Hahnova L, Pavek P, Ceckova M and Staud F (2012) 
Olomoucine II and purvalanol A inhibit ABCG2 transporter in vitro and in situ and synergistically 
potentiate cytostatic effect of mitoxantrone. Pharmacol Res 65:312-319. 

P22. Hofman J, Kucera R, Cihalova D, Klimes J, Ceckova M and Staud F (2013) Olomoucine II, but not 
purvalanol A, is transported by breast cancer resistance protein (ABCG2) and P-glycoprotein 
(ABCB1). PLoS One 8:e75520. 

P23. Cihalova D, Hofman J, Ceckova M and Staud F (2013) Purvalanol A, olomoucine II and roscovitine 
inhibit ABCB1 transporter and synergistically potentiate cytotoxic effects of daunorubicin in 
vitro. PLoS One 8:e83467. 
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P24. Cihalova D, Ceckova M, Kucera R, Klimes J and Staud F (2015) Dinaciclib, a cyclin-dependent 
kinase inhibitor, is a substrate of human ABCB1 and ABCG2 and an inhibitor of human ABCC1 in 
vitro. Biochem Pharmacol 98:465-472. 

P25. Cihalova D, Staud F and Ceckova M (2015) Interactions of cyclin-dependent kinase inhibitors AT-
7519, flavopiridol and SNS-032 with ABCB1, ABCG2 and ABCC1 transporters and their potential 
to overcome multidrug resistance in vitro. Cancer Chemother Pharmacol 76:105-116. 

 

Práce v oponentním řízení (Doplněk 2) 

PD2. Cihalova D, Ceckova M, Sorf A and Staud F. Palbociclib (PD 0332991) inhibits human transporters 
ABCB1 and ABCG2 in vitro. BMC Cancer, submitted 

 

 

V rámci výše uvedených prací jsme se v druhé linii našeho výzkumu zaměřili na ABC lékové 

transportéry z pohledu jejich role v MDR. V první práci na toto téma jsme řešili, zda BCRP 

transportér může představovat mechanizmus vzniku rezistence buněk na platinová 

cytostatika cisplatinu, karboplatinu a oxaliplatinu (P20). Využili jsme v této oblasti výzkumu 

často používané cytotoxicitní studie na buněčných liniích transfekovaných či transdukovaných 

pro zvýšenou expresi efluxních transportérů. Výsledky této studie prokázaly významně vyšší 

hodnotu cytotoxicitní IC50 u cisplatiny, oxaliplatiny i karboplatiny na BCRP exprimujících 

MDCKII buňkách oproti buňkám parentním, což by mohlo naznačovat, že jsou všechna tři 

platinová cytostatika substráty BCRP a vzniká na ně prostřednictvím tohoto transportéru 

buněčná rezistence. V druhé části této práce jsme však prokázali, že za pozorovaný posun 

v rezistenci není zodpovědný BCRP transportér, ale zelený fluorescenční protein (EGFP) 

exprimovaný v použitých MDCKII-BCRP buňkách jako marker pozitivní transdukce plazmidem 

nesoucím ABCG2 gen. Nižší pohotovost EGFP exprimujících buněk k apoptóze jsme pak 

potvrdili i pomocí kaspázové 3/7 studie na Hep2 buňkách též exprimujících EGFP. Tato práce 

tak varuje před použitím EGFP exprimujících buněk v hodnocení apoptózy a cytotoxicity 

protinádorových látek, neboť by mohlo vést k falešným závěrům. 

Následně jsme se začali MDR linii výzkumu věnovat hodnocení nových látek charakteru 

inhibitorů cyklin-dependentních kináz (CDKI), což je nová skupina látek v protinádorové 

terapii. Tato léčiva, inhibují serin/treoninové kinázy regulující buněčný cyklus a ovlivňují tak 

buněčnou proliferaci. Zvýšená aktivita těchto enzymů byla prokázána při vývoji nádorových 

onemocnění, a proto byly cyklin-dependentní kinázy vybrány jako nový racionální cíl 

protinádorové terapie.  V této linii výzkumu jsme se zaměřili na hodnocení těchto nových léčiv 
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z pohledu jejich schopnosti interakce s efluxními lékovými transportéry. Motivace ke studiu 

těchto látek vyšla z  pilotních výsledků kvantitativní analýzy vztahu mezi strukturou a BCRP-

inhibující aktivitou u CDKI první generace, olomoucinu, boheminu, roskovitinu (osobní 

komunikace s Dr. Ran An, Tokyo Institute of Technology, práce později publikována ve 

Pharmaceutical Research140). Kvantitativní analýza vztahu struktura-aktivita (QSAR) 

uskutečněná tímto vědeckým týmem vyhodnotila důležitost určitých substituentů navázaných 

na heterocyklickou strukturu pro interakci s BCRP transportním proteinem. Řada inhibitorů 

proteinových kináz, včetně první generace CDKI, přitom tyto strukturální podmínky splňuje. 

Proto jsme se v naší první práci na téma MDR (P21) zaměřili právě na tyto látky s cílem funkčně 

ověřit možnost jejich interakce s BCRP. Všechny testované CDKI, purvalanol A, olomoucin II, 

roskovitin i bohemin prokázaly schopnost zvýšit akumulaci BCRP substrátů Hoechst33342 a 

glyburidu v MDCKII-BCRP buňkách, což potvrzuje jejich inhibiční aktivitu vůči BCRP. Tento 

efekt byl potvrzen i na placentě, kde tyto látky zvýšily přestup glyburidu z matky do plodu, 

pravděpodobně inhibicí efluxu zprostředkovaného BCRP. Navíc dva nejsilnější inhibitory, 

purvalanol A a olomoucin II, byly schopné potencovat cytostatický efekt mitoxantronu v BCRP 

exprimujících nádorových liniích BeWo, HepG2 a HRP-1. 

Následující práce pak hodnotila purvalanol A i olomoucin II i z pohledu jejich substrátové 

afinity k BCRP a P-gp (P22). Překvapivě, ač se jedná o látky velmi blízké struktury, se jejich 

schopnost přecházet přes membrány prostřednictvím těchto transportérů značně liší. Zatímco 

olomoucin II byl v transportních studiích na ABC transportéry-exprimujících  MDCKII buňkách 

odhalen jako substrát jak P-gp, tak BCRP, transport purvalanolu A nebyl ovlivněn ani jedním 

z těchto transportérů. Z pohledu možné rezistence na tyto potenciální protinádorové látky se 

jeví purvalanol A jako výhodnější, bez rizika jeho aktivního efluxu z nádorových buněk a 

potenciálního navození farmakokinetických interakcí při podání s jinými léčivy. Studie P23 též 

navazovala na práci P21, testovali jsme v ní schopnost purvalanolu A, olomoucinu II, 

roskovitinu a dále flavopiridolu a SNS-032 inhibovat P-gp. Všechny hodnocené látky prokázaly 

schopnost inhibice efluxu P-gp substrátů ven z buněk, nejsilnější inhibici přitom navodil 

olomoucin II následovaný roskovitinem. Obě látky interagovaly též ATP-ázových studiích, kde 

prokázaly schopnost nejen snížit aktivitu stimulované ATPázy (což je obecná vlastnost léčiv 

interagujících s tímto ABC transportérem, ať už ve smyslu jeho substrátu či inhibitoru), ale i 

(typicky pro substráty) zvýšit bazální ATPázovou aktivitu. Purvalanol A, olomoucin II i 



 

41 
 

roskovitin pak prokázaly schopnost i synergisticky potencovat antiproliferativní účinek 

cytostatika daunorubicinu v lidských nádorových liniích HCT-8 a HepG2. 

Ve studiích P24, P25 a PD2 jsme se zaměřili na CDKI v probíhajícím klinickém hodnocení léčiv. 

Práce P24 se zabývala dinaciklibem, CDKI, u něhož v době započetí našich experimentů 

probíhala 3. fáze klinického zkoušení a byl považován za jeden z nejnadějnějších CDKI co do 

možnosti brzké registrace. V klinických studiích prokazoval dinaciclib významnou aktivitou 

proti různým typům nádorových onemocnění in vitro a in vivo. Cílem této práce bylo 

vyhodnotit rizika spojená s podáváním dinaciclibu, z pohledu jeho možného efektu na efluxní 

aktivitu P-gp, BCRP a MRP1. Naše výsledky z transportních studií na monovrstvách MDCK 

buněk ukazují, že dinaciclib je transportovaným substrátem P-gp i BCRP. Navíc, zvýšená 

exprese P-gp, BCRP a MRP1 zvyšovala rezistenci vůči dinaciclibu v MDCKII buňkách. Interakce 

tohoto CDKI se všemi studovanými transportéry byla potvrzena v ATPázových studiích. 

Dinaciclib také signifikantně inhiboval eflux daunorubicinu zprostředkovaný MRP1 což vedlo 

k synergickému efektu dinaciclibu v kombinaci s dalšími protinádorovými látkami při aplikaci 

v buňkách MDCKII-ABCC1 i lidské nádorové buněčné linii T47D. 

Práce P25 studovala interakce CDKI AT-7519, flavopiridolu a SNS-032 s ABC transportéry a 

zkompletovala tak naši znalost o interakčním profilu těchto látek s transportéry ABCB1, ABCG2 

i ABCC1. Flavopiridol signifikantně inhiboval BCRP i MRP1. Látka SNS-032 snižovala efluxní 

aktivitu BCRP, zatímco AT-7519 nevykazoval inhibiční aktivitu vůči žádnému transportéru. Jak 

flavopiridol, tak SNS-032 docílily v nádorových buňkách synergického antiproliferativního 

efektu v kombinaci s relevantními substráty ABC transportérů, jakými jsou např. daunorubicin 

a topotekan. Zjistili jsme také, že ABCB1 způsobuje rezistenci vůči AT-7519 a SNS-032. Na 

druhou stranu transportéry ABCG2 a ABCC1 mohou být zodpovědné za vznik rezistence vůči 

flavopiridolu.   

Zatím poslední práce na toto téma PD2, jež je v současné době v recenzním řízení, se zabývala 

palbociclibem, prvním CDKI, jež byl v roce 2016 schválen pro použití v klinické terapii. Jeho 

indikací jsou pokročilé prsní nádory, tomu byly přizpůsobeny i buněčné modely, na kterých 

jsme tuto látku a její interakce s ABC transportéry hodnotili. Výsledky této práce jednoznačně 

potvrzují inhibici P-gp a BCRP palbociclibem a synergismus v antiproliferativním působení při 

kombinaci s cytotoxickými substráty daunorubicinem a mitoxantronem. Potenciace 
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antiproliferativního účinku byla potvrzena i v prsních nádorových liniích MCF-7 a MDA-MB-

231 exprimujících BCRP, zatímco kombinace palbociclibu s konvenčními cytostatiky na linii T-

47D s téměř nedetekovatelnou expresí P-gp a BCRP k synergismu nevedla.  
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III. Stručný souhrn, závěry a perspektivy  
 

Lékové membránové transportéry hrají důležitou roli ve farmakokinetice léčiv a jsou 

potenciálním místem lékových interakcí. Tato habilitační práce prezentuje soubor vědeckých 

publikací zabývajících se expresí a funkcí transportních proteinů a možnými transportéry-

zprostředkovanými farmakokinetickými lékovými interakcemi. Detailněji jsme se zaměřili na 

dvě základní oblasti: (1) transportní proteiny v placentě a farmakokinetické interakce, 

především antiretrovirálních léčiv a (2) roli ATP-dependentních transportérů v mnohočetné 

lékové rezistenci a jejich interakci s inhibitory cyklin-dependentních kináz. 

Výsledky našich dosavadních studií prokazují významnou funkční aktivitu a expresi P-gp i BCRP 

v placentě a schopnost řady antiretrovirálních léčiv s těmito transportéry interagovat. TDF, 

abakavir i zidovudin byly popsány jako substráty placentárních ABC transportérů P-gp a BCRP, 

což může vést k lékovým interakcím v případě jejich inhibice jiným léčivem. Tuto interakci, jež 

vede ke zvýšení plazmatických hladin ABC transportérového substrátu na straně plodu, jsme 

popsali pro etravirin, NNRTI nové generace. Podobně rilpivirin, další relativně nedávno 

registrované antiretrovirotikum prokázal inhibici P-gp a BCRP, a tím i zvýšenou absorpci 

abakaviru in vitro a in vivo po intraduodenálním podání u potkana. U antiretrovirotik 

emtricitabinu a lamivudinu jsme jejich transport pomocí placentárních transportérů P-gp, 

BCRP nebo MRP2 neprokázali, obě látky jsme ale odhalili jako substráty MATE1 efluxního 

transportéru. Interakce na MATE1 pravděpodobně neovlivní transplacentární 

farmakokinetiku těchto NRTI, ale mohla by se podílet na interakci lamivudinu a emtricitabinu 

na úrovni ledvinné exkrece obou látek.  Význam námi popsaných interakcí antiretrovirálních 

látek bude ještě nutné ověřit v klinické praxi, nicméně věříme, že získané informace pomohou 

k optimalizaci a zajištění bezpečnosti farmakoterapie, především cART, a to nejen 

v těhotenství.  

V druhé linii našeho výzkumu jsme prokázali schopnost nových látek nadějných pro terapii 

nádorových onemocnění, CDKI, interagovat s ABC transportéry. Řada potenciálních léčiv této 

skupiny, např. palbociclib, purvalanol, flavopiridol, olomoucin II a roskovitin vykazuje 

schopnost inhibice P-gp a/nebo BCRP a potenciace antiproliferativního účinku při podání 

s konvenčními cytostatiky.  Z tohoto pohledu se uvedená léčiva jeví jako látky s duálním 
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mechanizmem účinku v protinádorové terapii. Kromě svého efektu na cyklin-dependentní 

kinázy a tím na buněčný cyklus nádorové buňky, se tyto látky jeví jako modulátory MDR 

schopné výhodně potencovat účinnost terapie při podání v kombinaci s cytotoxickými léčivy, 

substráty ABC transportérů. Této vlastnosti by mohlo být výhodně využito v protinádorové 

terapii a např. u palbociclibu, již schváleného CDKI, by na základě této znalosti mohly být 

optimalizovány odpovídající palbociclib zahrnující terapeutické režimy.  Problematika MDR 

nádorových buněk je nicméně zjevně složitější, nejnovější práce hovoří o ABC transportérech 

v nádorových buňkách i jako o markerech buněčné proliferace a diferenciace39. Právě tato 

teorie by favorizovala použití CDKI jako modulátorů MDR, a to především u hematologických 

malignit s větší frakcí kmenových, P-gp- a BCRP- exprimujících buněk. Naše pilotní hodnocení 

proapoptické aktivity palbociclibu u mononukleárních leukocytů izolovaných ze vzorků 

pacientů s akutní myeloidní leukémií tento mechanizmus potvrzují. 

Pochopení mechanizmů transportu exogenních i endogenních látek přes placentu je klíčové 

pro odhad transplacentární farmakokinetiky i expozice plodu terapeutickým i endogenním 

látkám. Tento imperativ vznesla v nedávné době i EMA a podpořila tak využití a rozvoj 

experimentálních modelů pro studium placentárních funkcí a role placenty v transportu léčiv 

z matky do plodu. V souvislosti s transportéry a jejich rolí ve farmakokinetice jsou čím dál 

častěji skloňovány genové polymorfizmy a jejich vliv na funkční aktivitu transportérů.  

Klíčovým tématem je i možná regulace exprese transportních proteinů, a to jak na transkripční, 

tak epigenetické úrovni. Ohledně interakce léčiv s transportéry se do popředí dostává také 

problematika cíleného ovlivnění funkce především SLC transportérů141 12, 142. Jejich vhodnou 

terapeutickou modulací by mohl být ovlivněn přenos řady endogenních substrátů a zajištění 

tělesné homeostázy, což v případě SLC transportérů v placentě mít vhodný dopad i na 

ovlivnění vývoje plodu.  

Endogenní funkce transportérů v buněčné biologii a transportérová genomika byly také 

hlavními tématy třetího workshopu ITC, který se uskutečnil na jaře letošního roku a jehož 

zásadní výstupy ovlivní další směřování v této oblasti výzkumu. 
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