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Seznam zkratek

ABC ATP-dependentni transportni membranovy 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 léciv

AUC plocha pod krivkou zavislosti plazmatickych koncentraci léCiva na ¢ase
CART kombinovana antiretroviralni terapie

Cmax maximalni dosazend plazmaticka koncentrace (léciva)

CDK cyklin dependentni kindza

CDKI inhibitor cyklin dependentnich kinaz

EMA Evropska lékovd agentura (European Medicines Agency)

FDA Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv (U.S. Food and Drug Administration)
HEB hematoencefalicka bariéra

HTB hematotestikularni bariéra

ITC Mezindrodni transportérové konsorcium (International Transporter

Consortium)

MATE multidrug and toxin extrusion protein (SLC47A)

MDR mnohocetna lékova rezistence (multidrug resistance)

NBD nukleotidy (ATP) vazajici doména

NRTI nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy

NNRTI nenukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy

OAT transportér organickych aniontd (organic anion transporter)
OATP polypeptidy transportujici organické anionty

OCT transportér organickych kationt( (organic cation transporter)
P-gp P-glykoprotein (ABCB1 transportér)

SLC transportni membranovy protein pro elektrolyty (solute carrier)
TDF tenofovir disoproxil fumarat (prekurzor antiretrovirotika tenofoviru)



TMD transmembranova doména

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

Poznamka

V textu mohou byt proteiny oznaceny velkymi nebo malymi pismeny v ndvaznosti na soucasnd
doporuceni, kterd pouZivaji velkd pismena u lidskych proteint a mald pismena u zvifecich ekvivalentd.



|.  Teoreticky uvod

Transportéry jsou membranové proteiny, které zprostredkovavaji prechod rady dulezitych
latek dovnitf a ven z bunék. Kontroluji primarné prestup klicovych endogennich substratl a
Zivin, napt. cukrt, aminokyselin, nukleosidd pres bunénou membranu i membrany
nitrobunéénych organel 2. Specifita vétsiny transportérii nicméné neni omezena pouze na
fyziologické substraty. Schopnost interagovat s transportéry ma i celd rfada xenobiotik
(potravnich toxin(, latek ze Zivotniho prostredi, ale i [éCiv), coz mlzZe vyznamné podminit jejich

farmakokinetické vlastnosti, tj. absorpci, distribuci i eliminaci z organizmu® 34,

Rozmach genomové analyzy a klonovani v 90. letech 20. stoleti vyznamné usnadnil identifikaci
a charakterizaci celé rady membranovych transportér(, které byly do té doby pro svou
hydrofobni povahu a ¢asto i velmi nizkou expresi prehlizené. V soucasné dobé je tak znamo
pfes 10 000 membranovych transportnich proteini tazenych do vice nez 800
transportérovych rodin>®. Databdze PubMed eviduje k dubnu 2017 na p(l milionu originélnich
publikaci na téma ,,membrane transporter”. Pfitom v lidském genomu bylo zatim potvrzeno
pfes 400 rlznych membrdnovych transportérl’. Tyto proteiny plni celou Fadu fyziologickych
funkci zajistovanim transportu endogennich molekul v rdmci nitrobunécnych kompartmentd

i mezi vnéjsim a vnitfnim prostfedim buriky?®.

Z farmakologického pohledu se za nejvyznamnéjSi povazuji zastupci dvou zdkladnich
transportérovych nadrodin: (1) ATP-dependentnich, tzv. ABC (ATP-binding cassette)
transportérl a (2) SLC (solute carrier) transportnich proteint. Zatimco SLC transportéry hraji
klicovou roli predevsim pfi pfenaseni zakladnich molekul nezbytnych pro optimalni fungovani
bunék a celych tkani, ABC transportni proteiny jsou spojovany primarné s ochranou organizmu
a jeho citlivych tkani pred potencialné toxickymi ucinky xenobiotik. Funkéni aktivita zastupcl
obou téchto rodin je diky fizeni farmakokinetickych vlastnosti fady |éCiv a mozZnosti
zprostfedkovani |ékovych interakci v posledni dobé zdlraziovana v souvislosti s

rizikem ovlivnénim bezpelnosti i i¢innosti Iékové terapie® 2.

DuleZitost problematiky membranovych transportér(i pro Iékovou terapii proto vedla v roce
2010 k wustanoveni Mezinarodniho transportérového konsorcia (ITC) zahrnujiciho
renomované odborniky z vyzkumné, akademické i pramyslové oblasti. V ndvaznosti na ¢innost

ITC a jim vypracovany prehled nejvyznamnéjsich membranovych transportnich proteint zesilil
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i tlak regulacnich lékovych agentur na farmaceuticky pramysl. Jak americka FDA (Food and
Drug Administration), tak Evropska zdravotnickd agentura EMA (European Medicines Agency)
zdlraznuji nutnost detailni znalosti ohledné nového |éciva a zapojeni Iékovych transportéri
v jeho absorpci, distribuci ¢i eliminaci'® 1. ProtozZe klinicka terapie nezfidka zahrnuje podani
dvou a vice léciv, je pro zajisténi jeji bezpeénosti a Ucinnosti nezbytnd analyza moznych
transportéry-zprostiredkovanych farmakokinetickych Iékovych interakci, jez by mohly vést ke
zménam v tkanovych koncentracich, a tim i ucinnosti a toxicity podanych léciv. Detailni
charakterizace vSech novych i jiz klinicky pouzivanych |éCiv z pohledu schopnosti interagovat
s transportéry nicméné zdaleka neni kompletni a bude vyZzadovat jeSté velkou davku

védeckého usili.

1. Klasifikace membranovych transportér(
Jednotlivé transportni proteiny se liSi svou strukturou, substraty a také mechanizmy jejich
pfenosu. Své substraty mohou transportovat pasivné ve smyslu facilitované difuze pomoci
elektrochemického gradientu prendasené latky. Takovy proces je spontdnni, sniZzuje volnou
energii a zvySuje entropii systému, a proto nespotfebovavad chemickou energii’. Oproti
pasivnim transportnim proteinim prenasi aktivni transportéry typicky své substraty proti
jejich elektrochemickému gradientu, coZ je z pohledu zmény entropie proces nevyhodny,
vyzadujici spotfebu energie. Ta je zpravidla poskytnuta ve formé adenosin trifosfatu (ATP).
V pfipadé primarné aktivniho transportu je ATP hydrolyzovdn pfimo transportérem
prenasejicim dany substrat poté, co se tento na transportni protein navaze a vyvold jeho
konformacni zménu. Ta pak umozni uvolnéni substratu na druhé strané membrany, jedna se
pritom o zasadné jednosmérny transport. U sekundarné aktivnich transportérti je pro prenos
takové molekuly pouzit iontovy gradient (zpravidla Na* ¢i H* iontd) vytvoreny primarné
aktivnim transportérem?®. Lékové transportéry mohou byt klasifikovany na zakladé nékolika
raznych kritérii. Z pohledu sméru prenaseného substratu je rozdélujeme na influxni
(pfendsejici substraty do buriky) ¢i efluxni (umoznujici transport z buriky ven do okolniho
prostiedi). Z fyziologického pohledu pak rozliSujeme transportéry sekrecni a absorpcni.
Zatimco ABC rodina vesmés zahrnuje primdarné aktivni efluxni transportéry se sekre¢ni funkci,
transportérové proteiny rfazené do SLC rodiny jsou sekundarné aktivni ¢i pasivni (ekvilibracni)

transportéry zajistujici Castéji (ale ne vidy) influx svych substratd do bunék.
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2. Role membrdnovych transportéra ve farmakokinetice

VétSina lékovych transportérll je pfirozené exprimovana v polarizovanych, zpravidla
epitelidlnich bunéénych vrstvach tkani s ,bariérovou funkci®, napf. v tenkém stfevé, mozku,

12V polarizovanych enterocytech usnadriuji influxni

placenté, jatrech a ledvinach®
transportéry exprimované v apikalni membrané karta¢ového lemu absorpci fady vyZivovych
latek, zatimco funkcni aktivita efluxnich transportérd vtéZze membrdné brani vstupu
potencidlné toxickych molekul do organizmu (Obr. 1). Transportéry na bazolateralni

membrané enterocyt pak zajistuji vyménu latek mezi stfevni vystelkou a krevni cirkulaci.

Brain capillary endothelial cells

ENT1,ENT2

Brain Bazolateral

Blood Apical/luminal MAPE
E 05To -

Hepatocytes

=

Blood

Intestinal epithelia

MDA [P-gpl
o ENTI,
ity ENT2 OATPIE]
MRAPZ g
Mg OATPIE:
MCT
MATET
o 0sTa
ASET _OsTE OATPIET
PEPTI,
PEPT2 ENTI
QATe s ENTZ g MRF2
: : ; OATT
Intesting Elood Kidney proximal tubules

0AT2 OATT OATRCT 0AT2
OAT2 o2

MDR1 (P-gp] MRPZ,
opl MRPZ

Obr. 1 Lidské SLC and ABC |ékové transportéry exprimované v epitelidlnich bariérach, které
jsou dle evidence o klinickych Iékovych interakcich kli¢ové pro hodnoceni v priibéhu vyvoje
|éCiv. Transportéry, pro néz byla nezbytnost znalosti interakci s 1éCivy zdlraznéna jiz na prvnim
setkdni ITC v roce 2010°, jsou vyznadeny éervené. Studium lékovych interakci na Grovni zelené
a Zluté vyznalenych transportér( bylo doporuéeno ITC nésledné, o dva roky pozdéjid.
Pfevzato z prace Giacomini et al, 2013”.
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Podobné vrstvy syncytiotrofoblastu v placenté a endotelidlni vrstva mozkovych kapilar jsou
polarizované s influxnimi transportéry zajistujicimi transport esencialnich latek do mozku a
vyvijejiciho se plodu, zatimco efluxni transportéry v apikdlnich membranach prestup latek

k témto citlivym tkanim omezuiji.

V hlavnich eliminacnich organech pak efluxni transportéry exprimované na apikalni
membrané polarizovanych hepatocytd a bunék proximalniho tubulu ledvin usnadniuji exkreci
latek a jejich metabolitl do Zluce a moce a tim jejich vylouéeni z organizmu3. Pfitom je vsak
nezbytnd synchronni aktivita transportér( na bazolateralni membrané téchto polarizovanych
bunék, ktera zajistuje nitrobunécny vstup eliminovanych latek na pdlu sousedicim s krevni
cirkulaci, s transportéry na apikdlni membrané. Teprve po vstupu do burky na krevnim pdlu
muze byt latka transportovana na apikalnim pélu smérem do modi ¢i zludi, a tim eliminovana
z organizmu (Obr. 1). Pro odliSnou roli transportér( v zavislosti na jejich expresi je vétSina
transportér( striktné exprimovana pouze na jedné, apikalni nebo baz(olater)alni membrané

polarizované bunky.

V nasich vyzkumnych projektech, jejichz publikacni vystupy jsou soucasti této habilitacni
prace, jsme se zaméfili predevsim na transportéry se sekrecni funkci, tj. omezujici absorpci a
distribuci 1éciv pres biologické bariéry a usnadnujici exkreci léciv a jejich metabolitQ

z organizmu. Jejich prehled je zobrazen v tabulce 1.
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Tabulka 1 Prehled ABC a SLC transportér(i studovanych v ramci

z pohledu jejich lokalizace, organové exprese a funkce!? 1415

této habilitacni prace

Transportér Nazev Lokalizace Exprimujici tkan Lokalizace
kddujiciho  na lidském v polarizovanych
genu chromozomu burikach/
Smér transportu
P-glykoprotein | ABCB1 7q921.12 stfevo, HEB, HTB, jatra, apikalné /eflux
(ABCB1 ledviny, placenta, varlata
’
MDR1) nadorové buriky
BCRP (ABCG2) | ABCG2 4q22 stfevo, HEB, HTB, jatra, | apikalné /eflux
ledviny, placenta,
kmenové bunky
nadorové burky
MRP1 ABCC1 16p13.11 plice, ledviny, varlata, | bazolaterdiné, v HEB
ovaria, srdec¢ni i kosterni | apikalné/eflux
sval, placenta
nadorové buriky
MRP2 ABCC2 10924.2 jatra, ledviny, tenké | apikdlné /eflux
stfevo, placenta
OCT1 SLC22A1 6025.3 jatra bazolaterdlné (plice
ledviny, tenké strevo apikain€) /influx
(jejunum), plice
0OCT2 SLC22A2 6925.3 ledviny bazolateralné (plice
olice apikalné)/influx
OCT3 SLC22A3 6925.3 placenta, ledviny bazolateralné
tenké stfevo (jejunum), (er?tc?roEyt.y, plicni epitel
, apikalné)/influx
plice
MATE1 SLC47A1 17p11.2 jatra, ledviny apikalné/eflux
(v experimentalnich
podminkach i influx)
MATE-2K SLC47A2 17p11.2 ledviny apikalné/eflux

HEB — hematoencefalicka bariéra, HTB - hematotestikularni bariéra

(v experimentalnich
podminkach i influx)
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2.1. ABC (ATP-dependentni) transportéry

ABC transportéry jsou nejvétsi rodinou membranovych transportnich protein, zahrnujici 48
gend, ¢lenénych na zdkladé své struktury do sedmi podrodin, A — G¥. Zastupci ABC
transportér( existuji jako plné funkéni nebo tzv. ,polovi¢ni“ transportéry vyzadujici pro svou
plnou aktivitu homo- ¢i heterodimerizaci. Ve své struktute zahrnuji jak transmembranové
domény (TMD), tak nukleotidy (ATP) vazajici doménu (NBD, nucleotide binding domain)
usporadané u vétSiny ABC transportér( stfidavé: TMD-NBD-TMD-NBD (obr. 2). VSechny tyto
transportéry funguji jako primarné aktivni efluxni pumpy zodpovédné za ATP-dependentni
pfenos velké Skaly xenobiotik, véetné IéCiv, lipidd a metabolitll pres plazmatické i
intracelularni membrany. Jsou kli¢ovou slozkou ovliviiujici absorpci, distribuci, metabolismus
i exkreci a toxicitu (ADME-Tox) 1é¢iv> % 16, a proto jsou vyznamné diskutovany v ramci studia
farmakokinetiky a Iékovych interakci. Mezi ABC transportéry schopné interagovat s léCivy patfi

predevsim P-glykoprotein, BCRP a ¢lenové MRP rodiny transportnich proteind, MRP1 a MRP2.

Substrate

| T
o ol @ D sl ) joan, Ou. 4o e

k/mm’ NBD

NBD

@ ATP
Hydrolysis

NBD NBD

@a@
ﬂﬂ

Obr. 2 Princip funkce ABC transportér(. Po navazani relevantniho substratu z intracelularniho
prostoru, popf. zmembrany, dochdzi ke konformaéni zméné transportniho proteinu a
uzavieni substratu mezi TMD. Nasleduje navazani ATP na obé NBD a jeho hydrolyza, ktera je
hnaci silou transmembranového transportu substratu proti jeho koncentraénimu gradientu.
TMD —transmembranova doména, NBD — doména vazajici nukleotidy (ATP). Pfevzato z prace

Chen et al, 2016%.
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2.1.1. P-glykoprotein (MDR1, ABCB1)

P-glykoprotein (P-gp) byl prvnim objevenym?!® a dosud zUstava nejlépe popsanym lékovym
transportérem. Jedna se o polypeptidovy fetézec o velikosti 170 kDa sestavajici z 1280
aminokyselin. SloZeny je ze dvou homolognich polovin tvofenych vzdy jednou TMD sestavajici
ze Sesti a-helixd a jednou intraceluldrni NBD zodpovédnou za navazani molekul ATP a jejich
naslednou hydrolyzu'®2t, U ¢lovéka je P-gp kédovan genem ABCBI1, pfi¢emi dva geny,

Abcbla/1b (Mdrla/1b) kdduji tento transportér u hlodavcei?.

P-gp je exprimovan vlumindlni membrané tenkého stfeva, v endotelidlnich burikdch
hematoencefalické (HEB) a hematotestikularni bariéry (HTB) a na apikalni strané bunék
proximalnich rendlnich tubul(l a hepatocytll (tab. 1). Omezuje tak peroralni absorpci rady
xenobiotik véetné lé€iv do organizmu, jejich distribuci do citlivé tkané CNS i zarode¢ného
epitelu a usnadnuje exkreci hlavnimi eliminacnimi organy, tj. ledvinami a jatry do moce, resp.
Zluée> 4. Role P-gp v celotélové farmakokinetice je diskutovana a ilustrovdna v pfehledové
praci P7, jez je soucasti tohoto habilitacniho spisu. Exprese a funkce P-glykoproteinu
v placenté a jeho vliv na transplacentarni farmakokinetiku |éCiv a ochranu plodu byla
v poslednich letech i s nasim prispénim intenzivné studovdna a prehledové je sepsana v praci
P2. Kromé exprese ve fyziologickych tkanich je velmi dobfe zndma i schopnost P-gp
zprostfedkovavat rezistenci nadorovych bunék vici cytotoxickym lécivim. Jeho vysoka
exprese byla popsana v leukemickych burikdch a burikdch nadora prsu, vajecnikd, tlustého
stfeva, ledvin i jater, a je spojovana s nizkou klinickou odpovédi na protinadorovou

farmakoterapii a $patnou progndzou nadorovych onemocnéni 2224,

Typickou vlastnosti P-gp je schopnost transportovat celou fadu zpravidla hydrofobnich
substrati velmi rozdilnych struktur, v pfipadé léciv pak latek fazenych i do riznych

farmakoterapeutickych skupin (Tabulka 2).

2.1.2. BCRP (ABCG2)

BCRP (breast cancer resistance protein) ziskal svdj nazev diky detekci v rezistentni bunécéné
liniif MCF-7 odvozené od karcinomu prsu, v roce 1998% 2> 25, Ve stejné dobé byla popsanaijeho
vysokd exprese v placenté?’, diky niz si ziskal dnes jiz miniméalné pouZivané oznaceni
»placentarni ABC transportér (ABCP)“, a nasledné i navozeni rezistence na mitoxantron u
“28

stfevni bunécné linie, coz vedlo k jeho oznaceni MXR, ,,mitoxantron rezistentniho protein
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Tvoren je jednim polypeptidickym rfetézcem o 655 aminokyselinach (72 kDa) a na rozdil od P-
gp sestava pouze z jedné TMD a jedné NBD. PovaZzovdn je za tzv. , polovi¢ni transportér”, ktery
pro svou plnou funkci musi vytvaret v membrané zpravidla dimery, popf. multimery?°.

Stejné jako P-gp je BCRP exprimovan na apikdlni membrané polarizovanych bunék fady
fyziologickych tkani (Obr. 1), kde plni dlleZitou ochrannou funkci pfed toxickym plisobenim
riznych latek® 3°. BCRP je pfitomen i v membrané kmenovych bunék, které svou efluxni
aktivitou chrani pfed xenobiotiky3® 3! a transportem hemu a porfyrinu zéroven reguluje
bunéénou homeostazu3?. Navic je schopny sekretovat riboflavin, biotin a vitamin K, do
matefského mléka33. Biologickymi substraty BCRP je Siroka skala exogennich i endogennich
molekul (tab. 2). Expresi v nadorovych burikach zajistuje BCRP jejich rezistenci v(ci
mitoxantronu, topotekanu nebo irinotekanu (Tabulka 2) a predikuje nedostate¢nou odpovéd’
na cytostatickou lécbu predevsim u détskych a dospélych pacientl s akutni
myeloidni leukémii** 3>, u karcinomu jicnu3® a renélniho karcinomu?’. Vy3si exprese BCRP byla

pFitom nalezena pfedevsim v kmenovych, méné diferencovanych nddorovych burikdch3® 3.

2.1.3. MRP (ABCC) transportni proteiny

MRP (multidrug resistence-associated protein) rodina transportérl zahrnuje 9 Cclenu
kédovanych geny ABCC1-ABCC6 a ABCC8-ABCC10. Zfarmakologického pohledu jsou za

nejvyznamnéjsi povazovany predevsim prvni dva zastupci, MRP1 a MRP2.

2.13.1.  MRP1 (ABCC1)
MRP1 transportér je tvoren jednim polypeptidovym fetézcem slozenym z 1531 aminokyselin
(190 kDa). Strukturné je velmi blizky P-gp s dvéma TMD nasledovanymi dvéma NBD na
cytoplazmatické strané membrany. Oproti P-gp ale MRP1 obsahuje jesté treti TMD sloZzenou
z péti a-helix(*°. Daldim rozdilem oproti P-gp je lokalizace MRP1 zpravidla na bazolateralni
membrané polarizovanych bunék, vyjimkou jsou endotelidlni buriky mozkovych kapilar, kde
je MRP1 exprimovan na apikdlni membrané*!. Studie popisujici expresi MRP1 v placentarnim
trofoblastu nejsou konzistentni, zatimco prvni, ¢asto citovand prace, uvadi lokalizaci tohoto
transportéru na apikdlni membrané*?, pozdé&j$i studie demonstruji spise lokalizaci na
membrané bazalni*® 44, Ostatni tkané exprimujici MRP1 zahrnuiji plice, ledviny, varlata, ovaria,
srdec¢ni i kosterni sval (tab. 1). MRP1 je dulezity pro normalni funkci bunék (transport

endogennich latek a fyziologickych substratl) a pro exkreci metabolitti*. Identifikovan byl
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jako dalsi transportni protein snizujici, podobné jako P-gp, akumulaci cytostatik v nadorovych
burikach a zpasobujici jejich mnohocetnou lIékovou rezistenci (MDR). Vysoka exprese MRP1
byla nalezena v nadorech plic, prsu, prostaty, vajeénikl, melanomech a leukémiich?.
Negativni korelace mezi expresi MRP1 a délkou obdobi do progrese onemocnéni i celkovou
dobou pre?iti byla popsdna u pacientek s nddorem prsu®” %8, u nemalobunééného plicniho
karcinomu i leukémii, souvislost mezi expresi MRP1 a negativni prognézou byla popsana i u
primarniho neuroblastomu3® 4%, MRP1 vykazuje Sirokou substratovou specifitu (Tab. 2) s vys$3i
afinitou vici hydrofobnim a aniontovym molekuldm, konjugatim glukuronidu a glutathionu
a fyziologickym substratim (cysteinyl leukotrieny, folaty, konjugaty steroidd s glutathionem

apod.)°.

2.1.3.2.  MRP2 (ABCC2)

MRP2 byl prvné klonovdn v roce 1996, kdy ziskal oznaceni cMOAT (canalicular multispecific
organic anion transporter)>’. Podobné jako MRP1 sestavad i MRP2 ze t¥i TMD a dvou NBD 2.
MRP2 je exkluzivné exprimovan na apikalni membrané hepatocytl, renalnich proximalnich
tubuld, tenkého stfeva i v placenté! 42, Zndmy je pro svou kli€ovou roli v biliarni exkreci celé
fady organickych aniont(, glukuronidd, sulfatd a glutathionovych konjugat(i (tab. 2), ¢astec¢né
prispiva i k enterohepatalni recirkulaci 1éCiv a jejich metabolitld. Genetickd mutace v ABCC2
zpusobuje Dubin-Johnsonlv syndrom, onemocnéni charakterizované hyperbilirubinémii diky
snizenému transportu konjugovaného bilirubinu do Zluée>3 >4,

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

nadorovych bunék.
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Tabulka 2
Pfehled vybranych substratd a inhibitord ABC transportérg® % 38

Transportér Substraty Inhibitory

P-glykoprotein daunorubicin, doxorubicin, docetaxel, imatinib mitoxantron, cyklosporin A, verapamil,
topotekan, vinblastin, vinkristin, paklitaxel, lapatinib, sunitinib, zosuquidar, chinidin,
tandutinib tariquidar, elakridar

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

33342
BCRP etoposid, erlotinib, gefitinib, imatinib, irinotekan, lapatinib, fumitremorgin C,
mitoxantron, sunitinib, topotekan elakridar

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

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

Hoechst 33342
MRP1 daunorubicin, doxorubicin, epirubucin, etoposid, irinotekan, cyklosporin A, MK-571,
metotrexat, topotekan, vinblastin, vinkristin probenecid, indometacin

grepafloxacin, chinidin, saquinavir

cysteinyl leukotrieny, glukuronidy a sulfatové konjugaty, estradiol-17§-
glukuronid, estron-3-sulfat, aflatoxin B1, leukotrieny Cs, D4 a E4

calcein

MRP2 cisplatina, doxorubicin, etoposid, metotrexat, mitoxantron, vinblastin cyklosporin A, MK-571,

valsartan, olmesartan, ritonavir, saquinavir probenecid, indometacin

glutathionové, glukuronidové a sulfatované konjugaty

calcein

2.2. SLC |ékové transportéry

SLC transportéry predstavuji po receptorech sprazenych s G proteiny druhou nejvétsi rodinu
membranovych protein(. Stejné jako ABC transportéry hraji roli v dispozici IéCiv v organizmu,
nicméné jejich hlavni vyznam spociva ve zprostiedkovani transportu endogennich latek
v organizmu. Strukturalné se jednd o velmi heterogenni skupinu liSici se vyrazné v poctu (1-
14) transmembréanovych jednotek'? >> >¢, Funkéné mohou byt tyto transportni proteiny

rozdéleny na z3avislé na iontovém gradientu (predevsim Na*, ClI" a H*) anebo ekvilibra¢ni

transportni proteiny.

Identifikovano bylo dosud 52 rodin SLC transportérd, pfitom vétsina z nich se vyrazné prekryva
ve spektru svych substrdtd®®. Zfarmakokinetického pohledu jsou nevice studovany
transportéry organickych kationtd (organic cation transporters OCTs/SLC22A), tzv. MATE
transportéry (the multidrug and toxin extrusion transporters, MATE transporters/SLC47A),

transportéry organickych aniontl (organic anion transporters, OATs/SLC22A) a organické
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anionty transportujici polypeptidy (the organic anion transporting polypeptides,
OATPs/SLCO)* °. V publikaénich vystupech, jeZ jsou soucasti této habilitaéni prace, jsme se

zabyvali z SLC transportér( pouze OCT a MATE, ty jsou proto ddle detailnéji popsany.

2.2.1. OCT (SLC22A)

Transportéry organickych kationtl, OCT, identifikované u clovéka zahrnuji tfi ¢leny: OCT1
(SLC22A1) a OCT2 (SLC22A2), které jsou lokalizované v bazolaterdlni membrané hepatocyt(,
resp. proximalnich tubuld ledvin a OCT3 (SLC22A3), jeZ je pfitomny v fadé télesnych tkani
véetné placenty®’. Strukturdlné se jednd o membranové proteiny o 542-556 aminokyselindch
a dvanacti a-helikalnich transmembranovych doménach. OCT jsou polyspecifické transportéry
zajistujici vychytavani malych, zpravidla pozitivné nabitych latek do bunék.!? Kromé latek
endogennich, jako jsou monoaminové neurotransmitery a kreatinin, patfi mezi jejich substraty
i celd fada lé¢ivY 3, napf. antidiabetikum metformin, antagonista H, receptoru cimetidin,
nékterd platinova cytostatika a antivirotika (tab. 3). Inhibitory téchto transportérd jsou naopak
zpravidla lipofilni latky, téZz s pozitivnim ndbojem. Pro svou predominantni expresi
v basolaterdlni membrané hepatocytd predstavuje OCT1 dllezity mechanizmus
zprostfedkujici prvni krok v jaterni exkreci Ié¢iv povahy kationt( °8. Podobné OCT2 je
klicovym transportérem zajistujicim prvni krok ledvinné exkrece kationickych léciv jejich
vychytavanim do polarizovanych bunék proximalniho tubulu ledvin®>. OCT3 pak byl popsan
v placenté i jinych tkdnich®®! (tab. 1), kde zajistuje vychytavani endogennich substrat( i

xenobiotik do polarizovanych bunék a mize hrat roli napf. v transplacentdrni kinetice |éCiv.

2.2.1. MATE (SLC47A)

MATE transportéry SLC47A rodiny patfi mezi relativné nedavno identifikované membranové
membranové proteiny duleZité v transportu kationt(®2. Strukturdlné sestdvaji lidské MATE
transportéry z tfinacti transmembranovych domén®. MATE1 (SLC47A1) byl detekovan
v nejriiznéjsich tkanich (tab. 1), nicméné predominantné je exprimovan v jatrech a ledvinach,
kde je lokalizovan na kanalikularni membrané hepatocytl a luminalni membrané proximalnich
tubul@®> 8 83, Oproti MATE1 je MATE2-K, jedind zndma funkéni varianta MATE2 proteinu
kodovaného lidskym SLC47A2 genem, pritomny vylucné v proximdlnich tubulech ledvin.

Lokalizovén je pfitom (stejné jako MATE1) na luminalni membrané, kde v zavislosti na
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fyziologickém pH gradientu zajistuji antiportem s H* ionty eflux svych substratli do moc&e® .

Substraty i inhibitory MATE transportér( se vyrazné prekryvaji s latkami interagujicimi s OCT

transportnimi proteiny, proto byla role MATE v exkreci kationickych latek pomérné dlouhou

dobu prehlizena. Na zakladé soucasnych poznatkU je jiz zfejmé, Ze MATE transportéry s OCT

spolupracuji ve smyslu zajisténi exkrece kationickych léciv do Zluce a moce. Jejich substraty

vstupuji do polarizovanych bunék exkrecnich orgdn(i na krevnim pélu pravé pomoci OCT,

MATE pak zajituji eflux pfenasenych latek na apikalnim pdlu bunék 3 66,

Tabulka 3. Pfehled vybranych substrat( a inhibitor(d studovanych SLC transportéra®  ©7,
Substraty jsou fazeny po skupinach v poradi endogenni substraty, |1éCiva, modelové latky.

Transportér
OCT1

OCT2

OCT3

MATE1

MATE2-K

Substrat

acetylcholine, cholin, dopamin, serotonin

acyklovir, cimetidin, famotidin, oxaliplatina, zalcitabin

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

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)

Adrenalin, dopamin, guanidin, histamin

atropin, ASP*, tetraethylammonium (TEA), -methyl-4-
phenylpyridinium (MPP)

kreatinin, estrone sulfate, ganciclovir, guanidin, thiamin

acyklovir, cephalexin, cephradine, cimetidine, metformin,
oxaliplatina, paraquat, prokainamid, tenofovir, topotekan

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

kreatinin, estrone sulfate, guanidin, thiamin

acyklovir, cimetidine, ganciclovir, metformin, oxaliplatina,
paraquat, prokainamid, tenofovir, topotekan

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

Inhibitor

chinin, chinidin,
disopyramid,
amitryptilin, verapamil

cimetidin, cetirizin,
dabigatran, chinidin,
irinotekan,
ondansetron,
pentamidine,
pilsikainid, testosteron

bithionol, famotidin,
imatinib, pentamidin

cimetidine, buspiron,
granisetron, chinidin,
mitoxantron,
ondansetron, prazosin,
prokainamid,
risperidon, ritonavir,
trimetoprim

cimetidin, chinidin,
mitoxantron,
pramipexol,
trimetoprim
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3. Lékové interakce na uUrovni transportéru

Kombinace dvou a vice |éfiv béhem terapie predstavuje nemalé riziko vzniku klinicky
relevantnich lékovych interakci. V pfipadé interakce na urovni lékovych transportérti dochazi
k ovlivnéni plazmatickych i tkanovych koncentraci jednoho Iéciva druhou, soucasné podanou
terapeutickou latkou, a tim k nebezpeci snizené ucinnosti terapie nebo zvySené toxicity oproti
situaci, kdy je prvni lé¢ivo poddno samotnél® 68 6  Pproblematika |ékovych interakci
zprostfedkovanych transportéry pfitom zahrnuje jak snahu o prevenci podani nevyhodnych
kombinaci léciv, tak napfiklad cilené hledani kombinace cytotoxickych léciv s inhibitory

transportéri za ucelem prekonani MDR.

3.3.Lékové interakce ovliviiujici ADME-Tox

Interakce |éCiv na transportérech muze spocivat jak v inhibici, tak indukci transportniho
proteinu. Nejvyraznéji se projevuji Iékové interakce na transportérech lokalizovanych
v tenkém strevé, kde ovliviiuji absorpci éCiv po jejich perordinim podani. Lékové interakce na
transportérech pfitomnych v jatrech nebo ledvindch mohou vyznamné pozménit exkreci léCiv
a jejich metabolitl. Pfestup léciva do citlivych tkani pak muze byt ovlivnén interakci na urovni
transportér(i pfitomnych v biologickych bariérach, tj. v HEB, HTB (i v placenté. Transportéry,
u nichz byla detailnéji popsana moznost zprostiedkovani klinicky vyznamnych
lékovych interakci, zahrnuji P-glykoprotein, BCRP, MRP2 a téz nékolik SLC transportér( véetné
OCT a MATE? 3,

Na urovni stfevnich efluxnich transportérd byla jiZz v klinické praxi popsana celd rada
vyznamnych interakci |éCiv. Napriklad pfi soucasném peroralnim podani P-gp substratu
digoxinu s P-gp inhibitory (napf. makrolidem klaritromycinem ¢i chinidinem) je pozorovana
zvySena biologickd dostupnost digoxinu a vyznamné vyssi plazmatické hladiny (¢asto i nad
horni mezi terapeutického rozmezi) ve srovnani s Ié¢bou samotnym digoxinem’® 71, Podéni
rifampicinu, induktoru P-gp, naopak vedlo ke sniZzeni AUC a cmax peroralné podaného digoxinu,
které korelovalo s 3,5x vy$si expresi P-gp v duodenu®. Podobné interindividudIni variabilita ve
funkci BCRP a exprese BCRP se sniZzenou transportni funkci v dlsledku genového
polymorfizmu pravdépodobné vede ke zvy$eni AUC a cmax atorvastatinu i rosuvastatinu’? a
podobny efekt Ize predpokladat i jako disledek Iékové interakce pfi snizeni efluxu téchto IéCiv

soucasnym podanim BCRP inhibitoru® ©°,
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Lékové interakce ovliviujici jaterni exkreci casto zahrnuji SLC transportéry jako OATP,
popsdna byla ale fada interakci i na urovni efluxnich transportért. Kombinace chinidinu nebo
verapamilu, inhibitor( P-gp s digoxinem, vySe zmifiovanym P-gp substratem, zvysuje vyrazné
jaterni clearance digoxinu oproti pacientim s monoterapii digoxinem’37>, Podobné se na
zakladeé in vivo studii na zviratech predpoklada, Ze inhibice efluxu metforminu v hepatocytech
prostfednictvim MATE1 muzZe vést k zvySeni terapeutického Ucinku metforminu, a pfitom ke

zvy$enému riziku laktatové acidozy®.

Exkrece léciv v ledvinach je zajisténa glomerularni filtraci a tubularni sekreci, za kterou
zodpovida vychytavani latek transportéry na bazolaterdlni strané a jejich eflux na apikalnim
polu burky. Inhibice téchto transportnich procestd pak muiZe snizZit rendlni clearance |éciv.
Navic u nefrotoxickych IéCiv mlZe zména intracelularni koncentrace v bunkach renalnich

tubul(l v dasledku |ékové interakce vést k poskozeni ledvin.

Princip inhibice transportéra Ucastnicich se tubuldrni exkrece byl vyuZit jiz pred tficeti lety pfi
podani probenecidu, inhibitoru OAT transportérl, pro zvyseni plazmatickych hladin a tim
prodlouZeni G&inku antibiotika benzylpenicilinu®: 76, Rada klinicky relevantnich interakci byla
popsdna u OCT2, kdy podani cimetidinu, zndmého inhibitoru OCT, vedlo ke sniZeni renalni
clearance metforminu, ranitidinu a vareniklinu®. Inhibice aktivity OCT2, at uZ terapeuticky i
na podkladé interindividualni variability, vede ke sniZeni nefrotoxicity protinadorového léciva

cisplatiny’”-7°,

Interakci platinovych cytostatik s ledvinnymi transportéry OCT a MATE je vysvétlovana odlisna
nefrotoxicita nékterych jejich zdstupcl. Oxaliplatina, kterd vykazuje velmi nizkou toxicitu
v renalnich bunkach, je vychytavana do bunék proximalnich tubult pomoci OCT transportérd
a nasledné exkretovana do moci prostfednictvim MATE1 a MATE2-K na apikalnim pdlu buriky.
Cisplatina, vychytavana do rendnich bunék téZz pomoci OCT, neni substratem MATE efluxnich
transportér(, coZ koreluje s jeji vy3$i akumulaci v ledvindch a neZadouci nefrotoxicitou®® .
Nedaplatina a karboplatina, které nejsou substraty ani OCT ani MATE, nefrotoxicitu a zvySeny
vstup do renalnich bunék nevykazuji. Kombinace chinidin-digoxin pak zpUsobuje |ékovou
interakci na drovni rendlniho P-gp, kdy chinidin vyrazné snizuje exkreci digoxinu do moci (tj.
majoritni cestu eliminace digoxinu z organizmu)®. Na stejném principu inhibuji v klinickych

studiich rendlni clearance digoxinu i ritonavir a itrakonazol® 8 a podobny mechanizmus
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vzniku lékovych interakci na drovni rendini exkrece |é¢iv se pfedpokladd i u BCRP substrat(®

69

Lékové interakce zprostfedkované transportéry na Urovni distribuce lIéciv do citlivych tkani
nejsou zdaleka tak prozkoumané jako lékové interakce na urovni absorpce a exkrece.
Pfedpoklada se vliv inhibitord P-gp na zvySeny prestup jeho substratli pfes HEB, na coz
poukazuje napf. klinickd studie s chinidinem (P-gp inhibitorem) a loperamidem (P-gp
substratem)®. Soucasna znalost ohledné interakci I1éCiv na Urovni dalSich biologickych bariér,

jako jsou HTB ¢&i placenta je ale zatim minimalni.

Pro vysoké riziko ovlivnéni bezpe€nosti a uUcinnosti farmakoterapie je studium
farmakokinetickych  lékovych interakci  zprostfedkovanych  transportéry dlirazné

doporuéovano ITC i hlavnimi lékovymi regulaénimi agenturami, jak v Evropé, tak v USA!Y 84-86,

Riziko interakci pfitom stoupa v pripadé klinickych stav(, kdy je nezbytné podani dvou a vice
léciv zaroven. Takova situace nastdva typicky v ptipadé pacientl, ktefi trpi nékolika
onemocnénimi najednou, nebo u infekénich nemoci, kde se kombinace 1é¢iv voli pro nutnost
omezeni rizika vzniku |ékové rezistence infekéniho agens. Takovym prikladem je 1écba HIV
pozitivnich pacientti, véetné téhotnych Zen, kterd na zakladé aktualnich doporuceni WHO
sestava z kombinace zpravidla tfi antiretroviralnich latek, a to nej¢astéji dvou nukleosidovych
inhibitor( reversni transkriptazy (NRTI) plus jednoho nenukleosidového inhibitoru reverzni
transkriptazy (NNRTI) nebo inhibitoru protedz®’. Pfitom u celé fady antiretrovirotik byla
v pribéhu poslednich let popsana schopnost interagovat s Iékovymi transportéry, a to jak ve
smyslu jejich inhibice ¢&i indukce, tak z pohledu substratové afinity®® a riziko interakci maze byt

tedy povazovano za pomérné vysoké.

Interakci  antiretrovirdlnich  latek slékovymi transportéry a moZnosti vzniku
farmakokinetickych interakci l1éCiv jsme se zabyvali v projektech, jejichZz vystupy tvori velkou
¢ast tohoto habilitacniho spisu, a jsou proto diskutovany v oddilu Il (Komentare k predlozenym

pracim).

3.4.Lékové interakce pro prekonani mnohocetné lékové rezistence (MDR)

MDR predstavuje jeden z hlavnich problém0 efektivni protinadorové terapie. Velmi casto

selhava l|écba onkologickych onemocnéni diky MDR zpusobené farmakokinetickym
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mechanizmem, tj. sniZzenim nitrobunécéné koncentrace léciva aktivnim efluxem ven
z nddorovych bunék, pfipadné jeho inaktivaci biotransformacénimi enzymy. Jak bylo zminéno
vySe, za aktivni eflux nejéastéji zodpovidaji P-gp, BCRP a MRP1 transportéry®. Jejich
identifikace v nddorovych burikdch a negativni korelace jejich exprese v nadorech s dobou
preziti pacientd, pfip. délkou doby, kdy byl pacient v remisi, vedla v poslednich desetiletich
k logické snaze najit vhodné ucinné inhibitory (modulatory) téchto ABC Iékovych
transportért®-°2. Zakladni hypotézou pfitom byla pFedstava o zvy$eni koncentrace cytostatika
v burice na cytotoxickou hladinu pomoci soucasného podani latky modulujici (inhibujici)

transportérem zprostiredkovany eflux (Obr. 3).

Prvni optimistické studie v 80. letech prokdzaly, Ze verapamil zvysuje cytotoxicitu vinkristinu
a vinblastinu v P-gp exprimujici rezistentni bunééné linii® a podobné cyklosporin A je schopny
v rezistentni leukemické bunécéné linii kompletné prekonat transportérem zprostfedkovanou-
rezistenci vUci vinkristinu a daunorubicinu®*. Spolu s dal3imi IéCivy schvalenymi primarné pro
jiné indikace, ale prokazujicimi inhibici P-gp (napf. chininem), byly verapamil a cyklosporin A
oznaceny jako modulatory 1. generace. Prvni klinické studie prokazaly |Ié¢ebny benefit téchto
latek, napr. kombinace cyklosporinu A s cytarabinem a daunorubicinem u pacientd s akutni
myeloidni leukémii®>. V dalSich studiich se ale kombinace modulatort 1. generace potykala
s nedostatecnou efektivitou nebo schopnosti prekonat rezistenci pouze ve vysokych, zpravidla
jiz toxickych koncentracich®% °6 %7, Za¢atek éry modulatorti 2. generace byl spojen s objevem
analogu cyklosporinu A, latkou oznacovanou jako PSC-833 (Valspodar). VUc¢i P-gp vykazuje
PSC-833 azZ desetindsobné vyssi inhibicni potenci a postrada pfitom imunosupresivni ucinky
cyklosporinu A%, V klinickém zkouseni se nicméné projevila vyrazna interakce nejen na urovni
nadorovych bunék, ale téz ve zdravych tkanich, coz vedlo ke snizeni clearance a metabolizmu
soucCasné podanych cytostatik, zvySeni jejich plazmatickych hladin a nutnosti empirickych
Uprav v davkovani. Rada pacientll pak byla poddavkovand, zatimco u jinych se projevila
orgadnova toxicita. Pro velmi obtiznou predikovatelnost vysledkd a nedostateény ocekavany
benefit byl dal$i vyvoj Valspodaru ukonlen®®192, Podobné byl zastaven vyvoj i dal$iho
moduldtoru druhé generace, VX-710 (biricodaru)®?. Modulatory 3. generace, jako napf.
LY335979 (zosuquidar), GF120918 (elakridar) a XR9576 (tariquidar), byly vyvinuty jako
selektivni inhibitory ABC transportér(il®3, postradajici oproti pfedchozi generaci schopnost

ovliviiovat aktivitu biotransformacnich enzymu. Zvyseni citlivosti nadorovych bunék vaci
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nékolika cytostatikiim bylo prokazano pri souc¢asném podani jiz velmi nizkych nanomolarnich
koncentracich tariquidaru, navic pfi kombinaci s doxorubicinem u mysi nebylo pozorovano
viditelné zvy3eni toxicity!®*. Nasledujici klinické studie s tariquidarem nicméné pozorovaly

zvysSeni toxicity chemoterapie a dalsi testovani tohoto MDR modulatoru tak bylo zastaveno.

Rada moduldtord poslednich dvou generaci (nap¥. biricodar nebo elacridar) prokazala
schopnost kromé P-gp téZ BCRP a MRP1, coZ na jednu stranu zvySuje potencial prfekonani
rezistence pusobenim na dalsi efluxni mechanizmus, na druhou stranu ale zvysuje riziko
vedlejSich ucinkl prostrednictvim LI ve fyziologickych tkanich. Specifické inhibitory MRP1 a
BCRP, MK-571'%, resp. fumitremorgin C°, se béiné pouzivaji vin vitro & in vivo
experimentech. Jako moduldtory mnohocetné lékové rezistence vsak v klinickém hodnoceni

nebyly testovany.

Prestoze souvislost mezi expresi P-gp, BCRP a MRP2 v nddorové tkani a negativni progndzou
onemocnéni byla fadou studii potvrzena, princip pfekonani rezistence inhibici efluxni funkce
téchto transportéri zlistava stale sporny. Szakacs et al.’%” na zdkladé dosavadnich poznatkd
spekuluje o moznosti vyuziti tzv. ,vedlejsi senzitivity” nadorovych bunék zalozené mimo jiné i
na aktivaci cesty apoptdzy u nddorovych bunék exprimujicich efluxni transportéry (Obr. 3).
V souladu stouto Uvahou je i fakt, Ze se po neuspéchu s tradi¢nimi moduldtory ABC
transportéri posouva zaméreni vyzkumu ohledné pfekondvani MDR ke slou¢enindm, které
primarné nebyly vyvinuty jako moduldatory mnohocetné |ékové rezistence, ale jako latky pro

cilenou protinadorovou terapii.
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Obr. 3 Zakladni hypotéza pro prekondni MDR u nadorovych bunék prezentovana v Nature
Reviews v roce 2006°2. Aktivni eflux cytostatika ven z nddorové buriky zpisobuje snizeni
koncentrace tohoto Iéciva pod cytotoxickou koncentraci a umoZiuje preziti buriky. Zakladni
moznosti jak prekonat takovou rezistenci je najit latky inhibujici tento efluxni mechanizmus
(,engage”), a tim zvysit koncentraci cytostatika nad prah cytotoxicity. Druhou mozZnosti je
|é€ba s pouZzitim cytostatika, které neni substratem efluxni pumpy (,,evade”), ptipadné

vyuziti jiné moznosti tzv. ,vedlejsi senzitivity” nadorovych bunék (‘exploit’).

4. Farmakoterapie v téhotenstvi, role placenty

Farmakoterapie téhotnych Zen je nevyhnutelnd, at uz z divodu potreby Iécby akutniho stavu
¢i nezbytnosti pokracovat i v pribéhu gestace s |é¢bou chronického onemocnéni. Bezpecnost

a ucinnost terapie pro plod zavisi ve velké mife na jeho expozici podanym lécCivim.

Podstatna cast publikaci, jez jsou soucasti tohoto habilitacniho souboru, tvofi studie
zabyvajici roli transportért v prenosu léciv z matky do plodu a rizikem vzniku Iékovych
interakci na Urovni transplacentdrni farmakokinetiky. Klicovym organem pro transport [é¢iv
z matky do plodu je pritom placenta, proto je ji vénovana nasledujici ¢ast teoretického

uvodu.
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4.1.Placenta a jeji transportni funkce

Placenta je docasny organ primarné zajistujici vyZivu i ochranu plodu, a tim jeho optimalni rdst
a vyvoj v pribéhu téhotenstvi. Tato tkan privadi do tésné blizkosti krevni obéh matky s krvi
plodu, ¢imZ umoznuje absorpci Zivin, exkreci metabolitli i vyménu plynu a dalSich endogennich

i exogennich latek!08,

V pripadé ¢lovéka se jednd o diskoidni organ, ktery ma na konci téhotenstvi primér cca 15-20
cm a hmotnost kolem 500 g. Tvofen je plodovou ¢asti (chorion frondosum) a ¢asti materskou
(decidua basalis). Decidua basalis vytvafi septa, jez rozdéluji placentu na nékolik funkénich
jednotek (kotyledon(l) tvorenych rozvétvenym stromem choriovych klki, omyvanych
materskou krvi (Obr. 4). Uvnitf choriovych klk(i jsou pfitomné cévy plodu vystlané
endotelidlnimi burikami. Krevni obéh plodu tak od krve matky oddéluje endotel fetdlnich cév

a predevsim trofoblast, tenka vrstva pokryvajici povrch choriovych klk( (Obr. 4).
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Obr. 4 Schematicka struktura lidské placenty (zpracovano dle praci Jones et al.% a Sibley et

al.10% 110 3 g3steéné pFevzato z dizertaéni prace Ceckova, 20051

Trofoblast v priibéhu vyvoje placenty sestavd predevsim z mnohojaderné polarizované vrstvy
syncytiotrofoblastu, kterd vznika fuzi pavodnich kmenovych bunék cytotrofoblastu.’®® Na
jedné strané je syncytiotrofoblast ohrani¢en mikrovildzné zvinénou apikalni membranou, jez
je v pfimém kontaktu s materskou krvi, smérem ke krevnimu obéhu plodu je pak obracen
bazalni membranou (Obr. 2). Aby mohla latka pfitomna v materské krvi dosahnout cirkulace

plodu, musi pfekonat nejprve mikrovilézni a poté bazalni membranu syncytiotrofoblastu,
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projit pres extraceluldarni matrix a buriky cytotrofoblastu a vstoupit pres endotel fetalnich

kapilar do krve plodu!*?,

Vétsina predevsim lipofilnich latek o molekulové hmotnosti do cca 500 D prochazi placentou
prostiednictvim pasivni difuze. Pro zajisténi vSech placentarnich funkci se vSak na transportu
zZivin, xenobiotik i jejich metabolitd podili transportni proteiny exprimované na obou
membranach syncytiotrofoblastu!l® 113115 7Zprostfedkovavaji primarné transplacentarni
prestup Zivin, jako jsou cukry, aminokyseliny nebo nukleosidy, zaroven je fada z nich ale

schopna transportovat celou fadu léciv, toxinG a metabolitl endogennich i exogennich latek.

Tato habilitacni prace se zaméruje predevsim na studium placentarnich transportért, které
jsou schopné interagovat s léCivy a chranit plod pred jejich potencidlné toxickym ucinkem.
Stouto roli jsou spojovany predevsim P-gp, BCRP a MRP2 exprimované v mikrovildzni
membrané syncytiotrofoblastu. Detailni prehled ohledné exprese a funkce i regulace P-gp,
BCRP a dalSich ABC i SLC transportéru v placenté je zpracovan v prehledovych studiich P2, P8,
P9 a P14.

4.2 .Experimentdlni pristupy pro studium transportu latek pres placentu

Placenta predstavuje z pohledu moznosti studia své funkce pomérné jedinecny organ, nebot
neexistuje eticka moznost hodnoceni transplacentarniho prestupu latek pfimo na téhotnych
Zenach. Jedinou moznosti klinického studia prestupu léciv z matky do plodu zlstavaji odbéry
materské a fetalni krve po porodu a stanoveni materno-fetalniho poméru koncentrace léciva.
Tento pristup vSak odkazuje pouze na konecny stav materno-fetdlni distribuce a neumoziuje

studium farmakokinetického profilu celého déje a jeho vyvoj v priibéhu téhotenstuvi.

Detailnéji je mozno transplacentarni farmakokinetiku studovat in vivo/in situ na zvifecich
modelech, nap¥. pomoci techniky dudlni perfiaze potkani placenty!® 7. Ve struktufe
placenty nicméné existuji pomérné znacné mezidruhové rozdily. Podle struktury tkanové
bariéry mezi materskou a fetalni krvi jsou placenty savcl klasifikovany do tfi zakladnich typQ:
(i) hemochoridlni (¢lovék, potkan, mys, kralik); (ii) endoteliochorialni (kocka, pes) a (iii)
epiteliochoridlni (ovce, prase, kdn). Hemochoridlni typ placenty, kdy je matefska krev
v pfimém kontaktu s trofoblastem, se pak dale rozdéluje podle poctu vrstev trofoblastu na

hemomonochoridlni (¢lovék), hemodichorialni (krdlik) a hemotrichorialni (potkan, my3)*8, Pfi
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vyhodnoceni experimentalnich dat ziskanych s pouZitim jednotlivych Zivocisnych modell je
nutno brat v potaz mezidruhové rozdily ve struktufe placent a jejich moZny vliv na

transplacentdrni farmakokinetiku ovliviujici extrapolaci dat ze zvifat na ¢lovéka.

Pro studium placentdrnich funkci u élovéka byla vyvinuta fada alternativnich metod!'® 120
zahrnujicich in vitro perfundovany placentarni kotyledon, ex vivo vilézni placentarni
fragmenty a explanty z placent po porodu®* 2! nebo izolované primarni kultury trofoblastu
tretitrimestralnich, popf. prvotrimestralnich placent!?? 123, Pro detailni studium transportnich
mechanizmu pfimo v mikrovilézni nebo bazalni plazmatické membrané trofoblastu je mozné
vyuzit metodu izolace a vezikularizace dané membrany a ndsledné studium funkéni exprese

studovaného transportéru pomoci akumulaénich studii?4.

Kromé téchto technik vyuZivajicich pfimo lidskou placentarni tkan po porodu jsou vyuzivany i
in vitro bunééné linie ziskané z choriokarcinomu placenty, nejéastéji BeWo, Jeg-3, nebo Jar'?>
126 prestoze se v Fadé vlastnosti od fyziologického trofoblastu lisi, v nékterych ohledech si
zachovavaji charakteristiku placentarni tkdné a jsou proto bézné pouzivdny pro studium
placentarniho transportu a metabolizmu endogennich latek, napf. transferinu,

imunoglobulinu G, glukézy nebo nukleosidd, ale i [é¢ivi27133,

Prehled pouzivanych modell pro studium transportu léCiv pres placentu, jejich klady, zapory

i relevantni odkazy shrnuje tabulka 2 v prehledové praci P14 nasledujiciho souboru.
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Il. Komentare k predlozenym pracim

Pavodnivédecké prace, které tvori tento habilitacni soubor, vznikly v letech 2002-2016 béhem

mého postgradualniho studia a nasledného plisobeni na Katedre farmakologie a toxikologie.

V rdmci této prace byla hodnocena role membranovych transportéri se zamérenim na dvé
hlavni oblasti: (i) studium role membranovych transportérQi ve farmakokinetice 1éciv a (ii)

ovlivnéni funkce ABC transportéri v rezistenci nddorovych bunék.

Ad (i) Prvni zkoumanou a v této praci prezentovanou oblasti je studium role membranovych
transportérti ve farmakokinetice lIéciv orientované primarné na placentu a jeji transportni
funkci. Hlavni obsah tvofi studium exprese a funkce ABC a vybranych SLC transportért
v placenté. V ndvaznosti na projekty Grantové agentury Ceské 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 poslednich letech (2013-2016) vénovali predevsim hodnoceni
transportéry zprostfedkovanych farmakokinetickych Iékovych interakci antiretroviralnich

[éCiv, opét se zaméFenim predevsim na jejich vliv na prestup léciv z matky do plodu.
Hlavnimi cili pfitom bylo:

e popsat expresi, lokalizaci a funkci P-gp, BCRP a nasledné i OCT a MATE transportért
v placenté, vyhodnotit zmény exprese téchto transportérd v priibéhu gestace

e studium mechanizm@ transportu antiretrovirdlnich 1éciv pres placentu, hodnoceni
jejich interakce s lékovymi transportéry P-gp, BCRP, MRP2, OCT a MATE

e ovéfit s pouZitim in vitro a in vivo metod mozZnost vzniku farmakokinetickych lIékovych

interakci antiretrovirotik predikovanych na zédkladé vysledk( nasich predchozich studii

Ad (ii) Druhou samostatnou oblast naseho vyzkumu tvofi studium role ABC lékovych
transportéri v rezistenci nadorovych bunék. Hlavnim cilem této vyzkumné ¢asti je hodnoceni
novych latek charakteru inhibitor( cyklin-dependentnich kinaz (CDKI) a jejich schopnosti
interakce s efluxnimi lékovymi transportéry i role v prekonani mnohocetné Iékové rezistence

nadorovych bunék. Pro tuto linii vyzkumu jsme ziskali dvojndsobnou podporu Grantové
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agentury Univerzity Karlovy (GAUK 700912/C/2012 a GAUK 344315/C/2015) a nasledné téz

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

Hlavnimi cili této ¢asti vyzkumu bylo:

e vyhodnotit roli ABC transportérli v mozZnosti vzniku rezistence nadorovych
bunék vici platinovym cytostatiklim a novym lécivim ze skupiny inhibitord
cyklin-dependentnich kindz (CDKI)

e studovat CDKI z pohledu jejich potencialni role v modulaci ABC effluxnich

transportért nadorovych bunék a prekonani MDR

1. Exprese a funkce ABC a vybranych SLC transportérd ve farmakokinetice
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Prace v oponentnim fizeni (Doplnék 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 ramci této oblasti védeckého studia jsme se zabyvali nejprve hodnocenim exprese a
funkce P-glykoproteinu (P-gp) v placenté. V ndvaznosti na prvni publikované prace zminujici
pritomnost tohoto transportéru v placenté a jeho predpokladanou ochrannou funkci pro
plod34137 jsme studovali expresi tohoto transportéru na mRNA i proteinové Urovni v placenté
v prlibéhu brezosti potkana (P1). Ziskana data prokazuji expresi obou P-gp-kddujicich gend,
Abcbla i Abcblb v chorioallantoické placenté potkana jiz od 11. gestaéniho dne, kdy je
placenta povaZovana za vyvinutou. Exprese obou gen( pak v pribéhu brezosti rostla,
s maximem v 19. gestacnim dni pro Abcbla, resp. v 22. dni pro Abcblb. Oproti tomu na

proteinové Urovni jsme pozorovali vyrazné vyssi variabilitu bez jasné tendence k vzestupu ¢i
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poklesu exprese P-gp v pribéhu gestace. Imunohistochemicky jsme byli schopni detekovat P-
gp od 13. dne gestace, a to ve vyvijejici se labyrintové zoné. Na konci brezosti jiz byl P-gp
detekovan jako kontinualni linie ve vrstvé syncytiotrofoblastu. Poznatky ziskané v této studii
byly zapracovany do prehledové prace shrnujici dosavadni znalosti o expresi, funkci a roli
P-glykoproteinu v placenté (P2). Nasledné jsme se tématu P-gp a jeho funkci v normalnich
tkdnich i roli ve farmakokinetice vénovali i v pfehledové kapitole zahrani¢ni monografie (P7).
Nas dalsi vyzkum s placentarnim zamérenim reflektoval nejnovéjsi poznatky ohledné BCRP
jako dalsiho placentdrniho ABC transportéru s pravdépodobnou roli v ochrané plodu®3® 139,
V praci (P3) jsme se zaméfili na porovnani exprese BCRP a P-gp v lidské placenté a potvrdili
expresi i funkci BCRP v lidské bunécné linii BeWo jako jednom z nejpouzivanéjsich
placentarnich in vitro modelU. S ohledem na vysokou placentarni expresi BCRP prevysujici na
mMRNA Urovni i expresi ABCB1 genu kddujiciho P-gp, jsme se BCRP v placenté vénovali i v dalsi
studii (P4) a potvrdili funkéni aktivitu Berp in vivo s vyuZitim dudlni perfuze potkani placenty.
Tato prace prokazala aktivni transport BCRP substratl ve feto-maternalnim sméru, a tim
pravdépodobny vliv BCRP transportéru na snizeni expozice plodu latkdm pritomnym v obéhu
matky. Navic jsme popsali i expresi Berp v potkani placentarni bunécéné linii HRP-1, analogicky
lidskym BeWo burnikdm charakterizovanym v pfedchozi praci P3 jsme i u této linie odhalili
vysokou expresi i funkéni aktivitu Berp, ale nulovou expresi gend kddujicich P-gp. Jak BeWo
tak HRP-1 bunééné linie tak mohou slouZit jako vhodny model studia interakce latek
s placentarnim BCRP transportérem, pro hodnoceni interakce s placentarnim P-gp jsou vsak

nevhodné.

Nasledujici prace pak hodnotila vliv stadia gestace na expresi Bcrp v placenté potkana,
kterou zaroven korelovala s mirou expozice plodu modelovému Bcrp substratu cimetidinu
aplikovanému do krve matky (P5). Vysledky této studie prokazuji maximum exprese Bcrp na
mRNA Urovni v 15. den gestace nasledovany poklesem na zhruba tfetinovou hladinu Bcrp
transkriptl v posledni den brezosti. Pritom od 15. gesta¢niho dne vyznamné rostla exprese
Bcrp v organech plodu. Prestup cimetidinu z matky do plodu byl nejvyssi v ¢asnych stadiich,
kolem 12. dne gestace a s pribéhem brezosti klesal. V 18. a 21. den gestace byly pozorovany
i nizsi hladiny cimetidinu v mozku plodu, coZ koreluje se zvysujici se expresi Bcrp ve fetdlni
tkdni v prlibéhu brezosti. Tato data tak naznacuiji, Ze s postupujicim vyvojem plodu v pribéhu

brezosti je tento chranén pred potencidlné toxickymi latkami nejen placentarnim Bcrp, ale téz
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stoupajici expresi Berp ve fetalnich organech. Prace P6 poukazuje na zavislost miry viivu P-gp
i BCRP na transplacentarni prestup modelovych substratl v zavislosti na jejich lipofilité,
pficemzZ role ABC transportér(l v transplacentarni kinetice klesd se zvysujici se lipofilitou
pfenasené latky. Vysledky ziskané ze studii P2-P6 jsme nasledné zpracovali do pfehledového
¢lanku sumarizujiciho aktualni znalost ohledné exprese BCRP v placenté a role tohoto
transportéru ve farmakokinetice a ochrané plodu pred potencidlné toxickymi latkami (P8).
V ndsledné vydané revialni praci (P9) jsme pak zahrnuli kromé BCRP i vSechny dalsi znamé
placentdrni ABCiSLC transportéry a sumarizovali aktudlni znalost ohledné jejich exprese a role

v transplacentdrni farmakokinetice.

V dalsi experimentalni praci jsme se zacali vénovat MATE1 jako relativné nedavno (v r.
2006) objevenému SLC transportéru. Nejprve jsme popsali jeho expresi, lokalizaci i funkci
v potkani placenté a roli OCT3- a MATE1-mediovaného vektoridlniho transportu organickych
kationtl ve sméru z plodu do matky (P10), a dale navrhli vliv tohoto synchronizovaného
transportu pro ochranu plodu, predevsim v pozdéjsich fazich gestace/téhotenstvi (P11). MATE
transportéry a jejich roli ve farmakokinetice se zabyva i nase dalsi revialni prace (P12). Regulaci
exprese i funkce placentarnich lékovych transportér( v placenté se pak vénuje prehledova

studie P14.

Od roku 2013 jsme se svySe zminénou grantovou podporou zacali zabyvat studiem
antiretroviralnich IéCiv a predevsim pak jejich interakcemi s Iékovymi transportéry. S ohledem
na nezbytnost soucasného podavani dvou a vice téchto latek najednou v ramci kombinované
antiretroviralni terapie (cART) je u této terapeutické skupiny zvySend pravdépodobnost
lékovych interakci (LI). Farmakokinetické LI na urovni lékovych transportéri pfitom
predstavuji riziko navozeni pozménénych plazmatickych hladin a tkanovych koncentraci
téchto léciv, a tim selhdni terapie nebo zvySeni jeji toxicity. Pro fadu béiné uzivanych
antiretrovirotik pfitom znalost jejich interakci s Iékovymi transportéry nebyla v dobé zahajeni
tohoto vyzkumu ani zdaleka kompletni, navic LI na placentarnich transportérech s rizikem
ovlivnéni lékové expozice plodu nebyly studované ani pro |éciva prvni volby v prevenci
prenosu HIV z matky na plod. Nase pilotni prace této ¢asti vyzkumu predstavuji studium role
ABC transportér( P-gp, BCRP a MRP2 v omezeni prestupu NRTI tenofovir disoproxil fumaratu
(TDF) (P13), abakaviru (P15) a zidovudinu (P17) z matky do plodu. Zatimco Zadné ze

studovanych antiretrovirotik neprokazalo substratovou afinitu k MRP2, vSechny tfi latky byly
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identifikovany jako substraty placentarniho P-gp i BCRP. Role obou transportérd v omezeni
prestupu TDF z materské do fetalni cirkulace byla jednoznacné potvrzena pomoci dualni
perfuze potkani placenty, a to jak v otevieném, tak v uzavieném usporadani (P13). Oproti
tomu P-gp- a BCRP-mediovany transport abakaviru byl pozorovan jen pfi uzavieném
usporadani, kdy byla placenta zobou stran perfundovdna roztokem léciva o stejné
koncentraci. Vliv P-gp ani BCRP na prestup abakaviru pres placentu nebyl potvrzen ani pfi
pouziti techniky akumulace léciva do vildznich fragmentl lidskych placent. Uvedena data
naznacuji, Ze by abakavir mohl byt transportovan v placenté i jinym, ekvilibrativnim
transportérem, ktery by oslaboval vliv efluxu abakaviru ABC transportéry. Tuto teorii potvrzuji
i naSe dosud nepublikovand data odhalujici transport abakaviru prostfednictvim

nukleosidovych transportérua.

Ve studii navazujici na prace P13 a P15 jsme pak prokdzali inhibiéni vliv novéjsSiho NNRTI
etravirinu na transport TDF pomoci placentarniho BCRP, a tim vyssi prestup TDF do plodu
(P18). Konzistentné s predchozimi vysledky jsme nepozorovali Zadny vliv etravirinu na
transplacentdrni prestup abakaviru, prestoze in vitro studie na polarizovanych MDCKII
bunkach exprimuijicich lidsky P-gp a BCRP, tuto interakci odhaluji. Farmakokinetickou interakci
|éCiv na Urovni ABC transportérd, konkrétné P-gp a BCRP, jsme ale odhalili mezi abakavirem a
dalsim antiretrovirotikem z nové generace NNRTI, rilpivirinem (PD1). Inhibice P-gp a BCRP
transportér rilpivirinem v této studii vyznamné zvysila prestup abakaviru pfes monovrstvu
Caco-2 strevnich bunék in vitro a zaroven vedla k nartstu AUC abakaviru po intraduodendlnim

podani in vivo u potkand.

Kromé interakce léc¢iv s ABC transportéry jsme zaroven studovali i afinitu vybranych
antiretroviralnich latek k SLC transportnim proteinim ze skupin OCT a MATE. Jako prvni jsme
tak popsali NRTI emtricitabin jako substrat MATE1 transportéru (P16), coz naznacuje, Ze by
MATE1 mohl byt transportérem zodpovédnym za aktivni tubuldrni exkreci tohoto
antiretrovirotika do moce. Aktivni tubularni exkrece emtricitabinu v ledvinach byla na zakladé
vysledk( klinickych studii pfredpokladana, jeji mechanizmus ale nebyl do té doby detailnéji
vysvétlen. V nasi praci jsme opét vyuzili transportni studie na polarizovanych MDCKII burikach
stabilné transfekovanych pro expresi SLC a ABC transportért, a prokazali, Ze emtricitabin neni

transportovan P-gp, BCRP ani MRP2. Na prestup pres bunécnou vrstvu a akumulaci v ni nemély
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vlivani OCT1 ¢i OCT2. Nase studie je tak prvni, ktera prokazuje transport emtricitabinu pomoci

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

Transport dalSiho z NRTI, lamivudinu, pomoci MATE1 popisuje prace P19. MATE1-
mediovany eflux jsme charakterizovali v MDCK-MATE1 bunkach jako nizkoafinitni proces
s Km=4,21 mM a Vmax=5,18 nmol/mg protein/min. P-gp, BCRP ani MRP2 pfitom transport
lamivudinu pfes placentu ani relevantni ABC transportéry exprimujici MDCK bunécénou
monovrstvu neovlivnily. Pfi vychytdvani lamivudinu do membranovych vezikul( tvofenych
izolovanou mikrovilézni membranou trofoblastu lidskych placent jsme pozorovali zjevnou
zavislost miry akumulace lamivudinu uvnitf membranovych vezikull na pH na obou stranach
membrany. Nicméné pres zjevnou expresi Mate v placentarni tkani u potkana (P10, P11) je
exprese MATE transportéri v lidské placenté zanedbatelnd. Vektoridlni OCT a MATE
transportéry zprostifedkovany transport lamivudinu pres OCT1/0OCT2- a MATE1-exprimujici
polarizované MDCK bunky je nezpochybnitelny, na zakladé nasSich vysledkl je moziné
konstatovat, Ze role MATE v transplacentarni farmakokinetice lamivudinu je pravdépodobné
minimalni. Klinicky relevantni interakce lamivudinu s MATE se zda mnohem pravdépodobnéjsi
na Urovni aktivni rendlni exkrece lamivudinu. Nase posledni studie popisuje vysokou inhibi¢ni
schopnost antiretrovirotika efavirenzu vii¢i MATE1 a sniZeni renalni exkrece lamivudinu in vivo

u potkan( v pfipadé podani této kombinace antiretrovirotik (data pfipravovana k publikaci).

2. ABC transportéry v mnohocetné lékové rezistenci, interakce s inhibitory
cyklin-dependentnich kinaz

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 Il and purvalanol A inhibit ABCG2 transporter in vitro and in situ and synergistically
potentiate cytostatic effect of mitoxantrone. Pharmacol Res 65:312-319.

P22. HofmanJ, Kucera R, Cihalova D, Klimes J, Ceckova M and Staud F (2013) Olomoucine Il, but not
purvalanol A, is transported by breast cancer resistance protein (ABCG2) and P-glycoprotein
(ABCB1). PLoS One 8:€75520.

P23. Cihalova D, Hofman J, Ceckova M and Staud F (2013) Purvalanol A, olomoucine Il 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.

Prace v oponentnim fizeni (Doplnék 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 rdmci vySe uvedenych praci jsme se v druhé linii naseho vyzkumu zaméfili na ABC lékové
transportéry z pohledu jejich role v MDR. V prvni praci na toto téma jsme fresili, zda BCRP
transportér muze predstavovat mechanizmus vzniku rezistence bunék na platinova
cytostatika cisplatinu, karboplatinu a oxaliplatinu (P20). Vyuzili jsme v této oblasti vyzkumu
¢asto pouzivané cytotoxicitni studie na bunécnych liniich transfekovanych &i transdukovanych
pro zvysenou expresi efluxnich transportéra. Vysledky této studie prokazaly vyznamné vyssi
hodnotu cytotoxicitni 1Cso u cisplatiny, oxaliplatiny i karboplatiny na BCRP exprimujicich
MDCKII burikach oproti burikdm parentnim, coZz by mohlo naznacovat, Ze jsou vSechna tfi
platinovd cytostatika substraty BCRP a vznikd na né prostfednictvim tohoto transportéru
bunécna rezistence. V druhé casti této prace jsme vSak prokazali, Ze za pozorovany posun
v rezistenci neni zodpovédny BCRP transportér, ale zeleny fluorescencni protein (EGFP)
exprimovany v pouzitych MDCKII-BCRP burikach jako marker pozitivni transdukce plazmidem
nesoucim ABCG2 gen. Nizsi pohotovost EGFP exprimujicich bunék k apoptéze jsme pak
potvrdili i pomoci kaspazové 3/7 studie na Hep2 bunkach téz exprimujicich EGFP. Tato prace
tak varuje pred pouzitim EGFP exprimujicich bunék v hodnoceni apoptdzy a cytotoxicity

protinadorovych latek, nebot by mohlo vést k faleSnym zavértim.

Nasledné jsme se zacali MDR linii vyzkumu vénovat hodnoceni novych latek charakteru
inhibitor( cyklin-dependentnich kinaz (CDKI), coZ je nova skupina latek v protinadorové
terapii. Tato |écCiva, inhibuji serin/treoninové kindzy regulujici bunéény cyklus a ovliviuji tak
bunécnou proliferaci. ZvySena aktivita téchto enzyma byla prokazana pfti vyvoji nddorovych
onemocnéni, a proto byly cyklin-dependentni kinazy vybradny jako novy racionalni cil

protinadorové terapie. V této linii vyzkumu jsme se zaméfili na hodnoceni téchto novych Ié¢iv
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z pohledu jejich schopnosti interakce s efluxnimi Iékovymi transportéry. Motivace ke studiu
téchto latek vysla z pilotnich vysledk( kvantitativni analyzy vztahu mezi strukturou a BCRP-
inhibujici aktivitou u CDKI prvni generace, olomoucinu, boheminu, roskovitinu (osobni
komunikace s Dr. Ran An, Tokyo Institute of Technology, prace pozdéji publikovana ve
Pharmaceutical Research??). Kvantitativni analyza vztahu struktura-aktivita (QSAR)
uskutecnéna timto védeckym tymem vyhodnotila dllezZitost urcitych substituentl navazanych
na heterocyklickou strukturu pro interakci s BCRP transportnim proteinem. Rada inhibitor(
proteinovych kindz, véetné prvni generace CDKI, pfitom tyto strukturdlni podminky spliuje.
Proto jsme se v nasi prvni praci na téma MDR (P21) zaméf¥ili pravé na tyto latky s cilem funkéné
oveérit moznost jejich interakce s BCRP. VSechny testované CDKI, purvalanol A, olomoucin I,
roskovitin i bohemin prokazaly schopnost zvysit akumulaci BCRP substratli Hoechst33342 a
glyburidu v MDCKII-BCRP burikach, coZz potvrzuje jejich inhibi¢ni aktivitu vici BCRP. Tento
efekt byl potvrzen i na placenté, kde tyto latky zvysily prestup glyburidu z matky do plodu,
pravdépodobné inhibici efluxu zprostfedkovaného BCRP. Navic dva nejsilnéjsi inhibitory,
purvalanol A a olomoucin Il, byly schopné potencovat cytostaticky efekt mitoxantronu v BCRP

exprimujicich nadorovych liniich BeWo, HepG2 a HRP-1.

Nasledujici prace pak hodnotila purvalanol A i olomoucin Il i z pohledu jejich substratové
afinity k BCRP a P-gp (P22). Pfekvapivé, ac se jednd o latky velmi blizké struktury, se jejich
schopnost prechazet pres membrany prostfednictvim téchto transportért znacné lisi. Zatimco
olomoucin Il byl v transportnich studiich na ABC transportéry-exprimujicich MDCKII bunkach
odhalen jako substrat jak P-gp, tak BCRP, transport purvalanolu A nebyl ovlivnén ani jednim
z téchto transportérl. Z pohledu mozné rezistence na tyto potencialni protinddorové latky se
jevi purvalanol A jako vyhodnéjsi, bez rizika jeho aktivniho efluxu z nadorovych bunék a
potenciadlniho navozeni farmakokinetickych interakci pfi podani s jinymi léCivy. Studie P23 téz
navazovala na praci P21, testovali jsme v ni schopnost purvalanolu A, olomoucinu I,
roskovitinu a dale flavopiridolu a SNS-032 inhibovat P-gp. VSechny hodnocené latky prokazaly
schopnost inhibice efluxu P-gp substratl ven z bunék, nejsilnéjsi inhibici pfitom navodil
olomoucin Il nasledovany roskovitinem. Obé latky interagovaly téZz ATP-azovych studiich, kde
prokazaly schopnost nejen snizit aktivitu stimulované ATPazy (cozZ je obecnd vlastnost IéCiv
interagujicich s timto ABC transportérem, at uz ve smyslu jeho substratu ¢i inhibitoru), ale i

(typicky pro substraty) zvysit bazdlni ATPazovou aktivitu. Purvalanol A, olomoucin Il i
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roskovitin pak prokazaly schopnost i synergisticky potencovat antiproliferativni ucinek

cytostatika daunorubicinu v lidskych nadorovych liniich HCT-8 a HepG2.

Ve studiich P24, P25 a PD2 jsme se zaméfili na CDKI v probihajicim klinickém hodnoceni |éCiv.
Prace P24 se zabyvala dinaciklibem, CDKI, u néhoZ v dobé zapoceti naSich experiment(
probihala 3. faze klinického zkouseni a byl povaZovan za jeden z nejnadéjnéjSich CDKI co do
moznosti brzké registrace. V klinickych studiich prokazoval dinaciclib vyznamnou aktivitou
proti rlznym typUm nddorovych onemocnéni in vitro a in vivo. Cilem této prace bylo
vyhodnotit rizika spojena s poddvanim dinaciclibu, z pohledu jeho mozného efektu na efluxni
aktivitu P-gp, BCRP a MRP1. Nase vysledky z transportnich studii na monovrstvach MDCK
bunék ukazuji, Ze dinaciclib je transportovanym substratem P-gp i BCRP. Navic, zvySena
exprese P-gp, BCRP a MRP1 zvySovala rezistenci vici dinaciclibu v MDCKII burikach. Interakce
tohoto CDKI se vSsemi studovanymi transportéry byla potvrzena v ATPazovych studiich.
Dinaciclib také signifikantné inhiboval eflux daunorubicinu zprostfedkovany MRP1 coZ vedlo
k synergickému efektu dinaciclibu v kombinaci s dalSimi protinddorovymi latkami pfi aplikaci

v burikdch MDCKII-ABCC1 i lidské nadorové bunécné linii T47D.

Prace P25 studovala interakce CDKI AT-7519, flavopiridolu a SNS-032 s ABC transportéry a
zkompletovala tak nasi znalost o interakénim profilu téchto latek s transportéry ABCB1, ABCG2
i ABCCL1. Flavopiridol signifikantné inhiboval BCRP i MRP1. Latka SNS-032 snizovala efluxni
aktivitu BCRP, zatimco AT-7519 nevykazoval inhibi¢ni aktivitu vici Zadnému transportéru. Jak
flavopiridol, tak SNS-032 docilily v nddorovych burikach synergického antiproliferativniho
efektu v kombinaci s relevantnimi substraty ABC transportér(, jakymi jsou napf. daunorubicin
a topotekan. Zjistili jsme také, ze ABCB1 zpUsobuje rezistenci vuci AT-7519 a SNS-032. Na
druhou stranu transportéry ABCG2 a ABCC1 mohou byt zodpovédné za vznik rezistence vici

flavopiridolu.

Zatim posledni prace na toto téma PD2, jez je v souc¢asné dobé v recenznim fizeni, se zabyvala
palbociclibem, prvnim CDKI, jez byl v roce 2016 schvalen pro poutziti v klinické terapii. Jeho
indikaci jsou pokrocilé prsni nadory, tomu byly pfizplsobeny i bunécné modely, na kterych
jsme tuto latku a jeji interakce s ABC transportéry hodnotili. Vysledky této prace jednoznaéné
potvrzuji inhibici P-gp a BCRP palbociclibem a synergismus v antiproliferativnim plsobeni pfi

kombinaci s cytotoxickymi substraty daunorubicinem a mitoxantronem. Potenciace
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antiproliferativniho Ucinku byla potvrzena i v prsnich nadorovych liniich MCF-7 a MDA-MB-
231 exprimujicich BCRP, zatimco kombinace palbociclibu s konvenénimi cytostatiky na linii T-

47D s témér nedetekovatelnou expresi P-gp a BCRP k synergismu nevedla.
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Ill. Strucny souhrn, zavéry a perspektivy

Lékové membranové transportéry hraji dllezitou roli ve farmakokinetice IéCiv a jsou
potencidlnim mistem lékovych interakci. Tato habilita¢ni prace prezentuje soubor védeckych
publikaci zabyvajicich se expresi a funkci transportnich proteinli a moznymi transportéry-
zprostfedkovanymi farmakokinetickymi |ékovymi interakcemi. Detailnéji jsme se zaméfili na
dvé zakladni oblasti: (1) transportni proteiny v placenté a farmakokinetické interakce,
pfedevsim antiretrovirdlnich Iéciv a (2) roli ATP-dependentnich transportérd v mnohocetné

|ékové rezistenci a jejich interakci s inhibitory cyklin-dependentnich kinaz.

Vysledky nasich dosavadnich studii prokazuji vyznamnou funkéni aktivitu a expresi P-gp i BCRP
v placenté a schopnost fady antiretrovirdlnich IéCiv s témito transportéry interagovat. TDF,
abakavir i zidovudin byly popsany jako substraty placentarnich ABC transportér( P-gp a BCRP,
coz mlze vést k |ékovym interakcim v ptipadé jejich inhibice jinym Ié¢ivem. Tuto interakci, jez
vede ke zvySeni plazmatickych hladin ABC transportérového substratu na strané plodu, jsme
popsali pro etravirin, NNRTI nové generace. Podobné rilpivirin, dalsi relativné neddvno
registrované antiretrovirotikum prokazal inhibici P-gp a BCRP, a tim i zvySenou absorpci
abakaviru in vitro a in vivo po intraduodendlnim podani u potkana. U antiretrovirotik
emtricitabinu a lamivudinu jsme jejich transport pomoci placentarnich transportérd P-gp,
BCRP nebo MRP2 neprokazali, obé latky jsme ale odhalili jako substraty MATE1 efluxniho
transportéru. Interakce na MATE1 pravdépodobné neovlivni transplacentarni
farmakokinetiku téchto NRTI, ale mohla by se podilet na interakci lamivudinu a emtricitabinu
na urovni ledvinné exkrece obou latek. Vyznam ndmi popsanych interakci antiretroviralnich
l[atek bude jesté nutné ovérit v klinické praxi, nicméné véfime, Ze ziskané informace pomohou
k optimalizaci a zajiSténi bezpecnosti farmakoterapie, predevsim cART, a to nejen

v téhotenstvi.

V druhé linii naseho vyzkumu jsme prokazali schopnost novych latek nadéjnych pro terapii
nadorovych onemocnéni, CDKI, interagovat s ABC transportéry. Rada potencialnich [é¢&iv této
skupiny, napf. palbociclib, purvalanol, flavopiridol, olomoucin Il a roskovitin vykazuje
schopnost inhibice P-gp a/nebo BCRP a potenciace antiproliferativniho Ucinku pfi podani

s konvencnimi cytostatiky. Ztohoto pohledu se uvedend léciva jevi jako latky s dudlnim
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mechanizmem ucinku v protinddorové terapii. Kromé svého efektu na cyklin-dependentni
kindzy a tim na bunécny cyklus nadorové buriky, se tyto latky jevi jako moduldtory MDR
schopné vyhodné potencovat Ucinnost terapie pfi podani v kombinaci s cytotoxickymi 1éCivy,
substraty ABC transportér(l. Této vlastnosti by mohlo byt vyhodné vyuZito v protinadorové
terapii a napf. u palbociclibu, jiz schvdleného CDKI, by na zakladé této znalosti mohly byt
optimalizovany odpovidajici palbociclib zahrnujici terapeutické rezimy. Problematika MDR
v nadorovych burikach i jako o markerech bunécéné proliferace a diferenciace®. Pravé tato
teorie by favorizovala pouZiti CDKI jako moduldtorti MDR, a to predevsim u hematologickych
malignit s vétsi frakci kmenovych, P-gp- a BCRP- exprimujicich bunék. Nase pilotni hodnoceni
proapoptické aktivity palbociclibu u mononuklearnich leukocytl izolovanych ze vzorkd

pacientl s akutni myeloidni leukémii tento mechanizmus potvrzuiji.

Pochopeni mechanizmi transportu exogennich i endogennich latek pres placentu je klicové
pro odhad transplacentdrni farmakokinetiky i expozice plodu terapeutickym i endogennim
l[atkdm. Tento imperativ vznesla v neddvné dobé i EMA a podpofila tak vyuZiti a rozvoj
experimentdlnich modell pro studium placentarnich funkci a role placenty v transportu lécCiv
z matky do plodu. V souvislosti s transportéry a jejich roli ve farmakokinetice jsou ¢im dal
Castéji sklornovany genové polymorfizmy a jejich vliv na funkcni aktivitu transportérd.
Klicovym tématem je i mozna regulace exprese transportnich proteind, a to jak na transkripcni,
tak epigenetické Urovni. Ohledné interakce |éCiv s transportéry se do popredi dostava také
problematika cileného ovlivnéni funkce pfedevsim SLC transportér(4! 12142 Jejich vhodnou
terapeutickou modulaci by mohl byt ovlivnén prenos rfady endogennich substrat(i a zajisténi
télesné homeostazy, coz v pripadé SLC transportérl v placenté mit vhodny dopad i na

ovlivnéni vyvoje plodu.

Endogenni funkce transportérli v bunécné biologii a transportérova genomika byly také
hlavnimi tématy tfetiho workshopu ITC, ktery se uskutecnil na jare letosniho roku a jehoz

zasadni vystupy ovlivni dalsi smérovani v této oblasti vyzkumu.
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